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§Ó theo dâi vµ ®Þnh vÞ sù biÓu hiÖn cña c¸c 
protein trong tÕ bµo hoÆc ®Ó ph¸t hiÖn nh÷ng 
thay ®æi m«i tr−êng hay c¸c t−¬ng t¸c protein, 
ngµy nay ng−êi ta th−êng sö dông c¸c gien m5 
hãa cho c¸c protein cã kh¶ n¨ng ph¸t huúnh 
quang. HÇu hÕt c¸c gien m5 hãa cho c¸c protein 
ph¸t huúnh quang ®−îc sö dông réng r5i hiÖn 
nay cã nguån gèc tõ GFP (green fluorescent 
protein) cña søa Aequorea victoria nh− ECFP 
(enhanced cyan fluorescent protein), EYFP 
(enhanced yellow fluorescent protein), EGFP 
(enhanced green fluorescent protein) [4, 5].  

NhiÒu chiÕn l−îc kh¸c nhau ®5 ®−îc sö 
dông sao cho sù biÓu hiÖn cña gien sÏ t¹o ra 
protein môc tiªu ®−îc dung hîp víi ®Çu C hay 
®Çu N cña GFP [ 4]. Sù biÓu hiÖn cña gien môc 
tiªu sÏ ®−îc theo dâi b»ng kÝnh hiÓn vi huúnh 
quang mµ kh«ng cÇn ph¶i cè ®Þnh tÕ bµo hay 
ph¸ tÕ bµo, nhê vËy lµm gi¶m kh¶ n¨ng t¹o ra 
nh÷ng d−¬ng tÝnh gi¶. Ngoµi ra, protein dung 
hîp GFP kh«ng g©y ®éc cho c¸c tÕ bµo chñ [5, 
6]. ChÝnh nh÷ng −u ®iÓm ®ã ®5 lµm cho GFP trë 
thµnh mét reporter ®−îc sö dông rÊt réng r5i. 

T¹i Phßng thÝ nghiÖm C«ng nghÖ sinh häc 
ph©n tö, Tr−êng ®¹i häc Khoa häc tù nhiªn, 
§HQG Tp. HCM, sö dông c¸c gien m5 hãa 
protein ph¸t huúnh quang, chóng t«i ®5 thiÕt kÕ 
thµnh c«ng hÖ thèng gien chØ thÞ dïng ®Ó nghiªn 
cøu sù biÓu hiÖn cña c¸c protein môc tiªu khã 
cã thÓ ®Þnh tÝnh hoÆc ph¸t hiÖn trªn bÒ mÆt tÕ 
bµo [3], trong tÕ bµo chÊt [ 1] hay trªn mµng 
trong cña mµng tÕ bµo nÊm men [ 2]. Trong 
nghiªn cøu nµy, chóng t«i tiÕn hµnh thiÕt kÕ c¸c 
plasmit ®Ó quan s¸t sù biÓu hiÖn cña protein A ë 
c¸c d¹ng dung hîp víi protein ph¸t huúnh 
quang ECFP-protein A hoÆc protein A-ECFP 
lªn mµng trong cña mµng tÕ bµo nÊm men 

Saccharomyces cerevisiae. 

I. PH¦¥NG PH¸P nghiªn cøu 

1. C¸c chñng vi sinh vËt vµ ®iÒu kiÖn nu«i 
cÊy 

Escherichia coli DH5α [F-, Φ80lacZ∆M15, 
recA1, endA1, hsdR17(rk

-, mk
+), phoA, supE44, 

λ-, thi-1, gyrA96, relA1] ®−îc nu«i cÊy ë 37oC 
trong m«i tr−êng Luria-Bertani (LB) [1% 
trypton (Difco, Mich., USA), 0,5% yeast extract 
(Difco) vµ 1% NaCl] cã bæ sung 100µg/ml 
ampixillin khi cÇn, ®−îc sö dông lµm tÕ bµo chñ 
®Ó nh©n b¶n plasmit. Saccharomyces cerevisiae 

MT8-1 (MATα, ade, his3, leu2, trp1, ura3) 
®−îc nu«i cÊy ë 30oC trong m«i tr−êng YPD 
[1% yeast extract, 2% polypepton (Difco) vµ 2% 
glucoza] hoÆc m«i tr−êng SD [0,67% yeast 
nitrogen base (YNB) (Difco), 2% glucoza], ®−îc 
bæ sung c¸c axÝt amin cÇn thiÕt. HEPES ®−îc 
thªm vµo m«i tr−êng SD ®¹t 50mM ®Ó lµm ®Öm 
cho m«i tr−êng trong thêi gian nu«i cÊy [9]. 

2. Plasmit pC-Z-Ste dïng ®Ó biÓu hiÖn 
protein dung hîp ECFP-protein A-Ste 
®−îc thiÕt kÕ nh− sau  

KhuÕch ®¹i vïng m5 hãa cña gien ECFP 
b»ng PCR dùa trªn khu«n lµ plasmit pECFP 
mang gien ECFP (Clontech, Calif., USA) víi 
cÆp måi gåm måi 1F, 5’-TCTGCCGAA-
TTCATGGTGAGCAAGGGCGAGG-AGC-3’ 
®Ó t¹o vÞ trÝ c¾t EcoRI, vµ måi 1R, 5’-GGCCCC-
ATGGCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG-
AGT-3’ ®Ó t¹o vÞ trÝ c¾t NcoI vµ lo¹i bá stop 
codon. §o¹n c¾t bëi EcoRI/NcoI ®−îc dßng hãa 
vµo pCAS1 [9] ®Ó t¹o plasmit pCASCFP. 
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KhuÕch ®¹i vïng m5 hãa protein A [ 7] (mét 
protein trªn vá cña Staphylococcus aureus) cña 
gien Z b»ng PCR dùa trªn khu«n lµ plasmit 
pEZZ 18 (Amersham Bioscienes, GeneBank 
M74186) víi cÆp måi gåm måi 2F, 5’-
GCTGCGCAACACGATGAACCATGGGACA
ACA-3’ ®Ó t¹o vÞ trÝ c¾t NcoI, vµ måi 2R, 
5’ATCTCATAGAACGCGCTCGAGCCAGAA
CCACCACCAGAAGAACCTACTTTCGGCGC
CT-3’ ®Ó thªm tr×nh tù m5 hãa GS linker 
(GSSGGGS) vµ t¹o vÞ trÝ c¾t XhoI. §o¹n c¾t bëi 
NcoI/XhoI ®−îc dßng hãa vµo pCAS1 ®Ó t¹o 
plasmit pCASCZA. KhuÕch ®¹i ®o¹n gien 
ECFP-Z dùa trªn khu«n lµ pCASCZA víi cÆp 
måi gåm måi 1F ë trªn vµ måi 3R, 5’- 
CGGTACCTTACATAAGCGTACAACAAAC
ACTATTTGAAGAACCACCACC-3’ ®Ó g¾n 
thªm ®o¹n oligonucleotit m5 hãa cho 9 axÝt 
amin ®Çu C cña Ste18p protein (--SNSV-
CCTLM) vµ t¹o vÞ trÝ c¾t h¹n chÕ KpnI. §o¹n 
c¾t EcoRI/KpnI ®−îc dßng hãa vµo plasmit 
pCAS1 ®Ó t¹o plasmit pC-Z-Ste. S¶n phÈm nèi 
sau ®ã ®−îc biÕn n¹p vµo E. coli DH5α. Chän 
läc thÓ biÕn n¹p b»ng PCR khuÈn l¹c víi cÆp 
måi 1F vµ måi 3R. 

3. Plasmit pZ-C-Ste dïng ®Ó biÓu hiÖn 
protein dung hîp protein A- ECFP-Ste 
®−îc thiÕt kÕ nh− sau 

 KhuÕch ®¹i vïng m5 hãa cña gien ECFP-
Ste b»ng PCR dùa trªn khu«n lµ plasmit pECFP-
Ste [ 2] víi cÆp måi gåm måi 4F, 5’-
CGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG
CTG-3’ ®Ó t¹o vÞ trÝ c¾t NcoI, vµ måi 4R, 5’-
GCTCGGTACTTACATAA-GCGTACAAC-
AAACACTATTTGAAGAACCACCACCAG-3’ 
®Ó g¾n thªm ®o¹n oligonucleotit m5 hãa cho 9 
axit amin ®Çu C cña Ste18p protein (--
SNSVCCTLM) vµ t¹o vÞ trÝ c¾t KpnI. §o¹n c¾t 
NcoI/KpnI ®−îc dßng hãa vµo pCAS1 ®Ó t¹o 
plasmit pECFP-Ste. KhuÕch ®¹i vïng m5 hãa 
cho protein A cña gien Z b»ng PCR dùa trªn 
khu«n lµ plasmit pEZZ 18 (Amersham 
Biosciences) víi cÆp måi gåm måi 5F, 5’-
GATGAATTCATG-GACAACAAATTC-3’ ®Ó 
t¹o vÞ trÝ c¾t EcoRI, vµ måi 5R, 5’-
GCCCATGGAACCACCACCAGAAGAACCT
ACTTTCGGCGCCTGAGC-3’ ®Ó thªm tr×nh tù 
m5 hãa GS linker (GSSGGGS) vµ t¹o vÞ trÝ c¾t 
NcoI. §o¹n c¾t bëi EcoRI/NcoI ®−îc dßng hãa 

vµo pCECFP-Ste ®Ó t¹o pZ-C-Ste. S¶n phÈm nèi 
sau ®ã ®−îc biÕn n¹p vµo E. coli. Chän läc thÓ 
biÕn n¹p b»ng PCR khuÈn l¹c víi cÆp måi 5F vµ 
måi 4R. 

4. Gi¶i tr×nh tù 

C¸c ®o¹n ADN, ECFP-Z-Ste vµ Z-ECFP-
Ste, sau khi ®−îc dßng hãa vµo vect¬ ®5 ®−îc 
kiÓm chøng b»ng c¸ch ®äc tr×nh tù trªn ADN 
sequencer hiÖu 373, Applied Biosystem. KÕt 
qu¶ tr×nh tù nµy ®−îc ph©n tÝch so s¸nh b»ng 
ch−¬ng tr×nh GENETYX (Software 
Development Co., Ltd).  

5. C¸c ph−¬ng ph¸p kh¸c 

 C¸c ph¶n øng c¾t nèi ADN, ®iÖn di trªn gel 
agaroza vµ biÕn n¹p vµo chñng chñ E. coli ®−îc 
thùc hiÖn theo Shambrook vµ Russel [8]. BiÕn 
n¹p plasmit vµo nÊm men theo quy tr×nh cña 
Clontech. 

6. Kü thuËt kÝnh hiÓn vi huúnh quang 

 KÝnh hiÓn vi huúnh quang ®−îc sö dông ®Ó 
quan s¸t trùc tiÕp ho¹t tÝnh ECFP biÓu hiÖn 
trong tÕ bµo nÊm men S. cerevisiae. Chñng nÊm 
men MT8-1 ®−îc sö dông lµm tÕ bµo chñ ®Ó 
biÓu hiÖn plasmit pC-Z-Ste vµ pZ-C-Ste. Dßng 
nÊm men MT8-1 mang plasmit pC-Z-Ste (MT8-
1/pC-Z-Ste) vµ pZ-C-Ste (MT8-1/pZ-C-Ste) 
®−îc nu«i cÊy l¾c 16-24 h ë 30oC trong 10 ml 
m«i tr−êng SD cã bæ sung 0,002% histidin, 
0,01% l¬xin, 0,002% uraxil vµ 0,002% adenin 
®Ó øc chÕ sù t¹o thµnh s¾c tè kh«ng bµo ®á v× sù 
®ét biÕn cña ade2 [9]. §Ó quan s¸t b»ng kÝnh 
hiÓn vi huúnh quang, nÊm men ®5 nu«i cÊy ®−îc 
ly t©m ®Ó thu nhËn tÕ bµo. DÞch huyÒn phï tÕ 
bµo nÊm men ®−îc ®Æt lªn phiÕn kÝnh vµ l¸ kÝnh 
kh«ng ph¸t huúnh quang. Huúnh quang cña 
ECFP ®−îc ph¸t hiÖn qua c¸c bé läc kÝch thÝch 
(440 nm) vµ ph¸t s¸ng (480 nm) (Omega 
optical) cña kÝnh hiÓn vi huúnh quang Olympus, 
NhËt B¶n. 

ii. KÕt QU¶ vµ th¶o luËn 

1. ThiÕt kÕ plasmit pC-Z-Ste dïng cho sù 
biÓu hiÖn cña ECFP-protein A-Ste  

Plasmit pC-Z-Ste (h×nh 1) ®5 ®−îc thiÕt kÕ 
nh− trong phÇn ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu. §©y lµ 
mét plamit con thoi cho phÐp t¹o dßng, nh©n 
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b¶n trong E. coli víi kiÓu h×nh chän läc lµ 
kh¸ng ampixillin vµ cã thÓ biÓu hiÖn trong nÊm 
men Saccharomyces cerevisiae víi kiÓu h×nh 
chän läc lµ tù d−ìng tryptophan. Chuçi khëi 

®éng GAPDH ®−îc sö dông cho phÐp biÓu hiÖn 
ECFP-protein A-Ste th«ng qua sù c¶m øng b»ng 
glucoza cã s½n trong m«i tr−êng nu«i cÊy. §o¹n

  
 

H×nh 1. Plasmit pC-Z-Ste cho phÐp m5 hãa 
protein dung hîp ECFP-protein A-Ste  

Ghi chó: protein A ë ®Çu N cña ECFP. ECFP, 
tr×nh tù m5 hãa protein ph¸t huúnh quang ECFP; 
Z, tr×nh tù m5 hãa protein A; L, tr×nh tù m5 hãa 
cho linker GS; Ste18p (Ste), tr×nh tù m5 hãa cho 9 
axÝt amin ®Çu C cña protein Ste18p. 

H×nh 2. B¶n ®å c¾t h¹n chÕ cña plasmit pC-Z-Ste 

Ghi chó: 1. thang λ-HindIII; 
2. ®o¹n ADN lín cña plasmit pCAS1 sau khi ®−îc 
c¾t b»ng EcoRI vµ KpnI 
3. plasmit pC-Z-Ste ®−îc c¾t b»ng EcoRI vµ KpnI; 
4. s¶n phÈm PCR víi khu«n lµ pC-Z-Ste vµ cÆp 
måi måi 1F/måi 3R; 5. thang ADN 100 bp. 

 
nèi GS ®−îc sö dông nh»m lµm gi¶m ¶nh h−ëng 
qua l¹i gi÷a protein dung hîp ECFP-protein A 
vµ peptit tÝn hiÖu (9 axÝt amin ®Çu C cña Ste18p 
protein) [ 2]. Plasmit pC-Z-Ste ®−îc c¾t b»ng 
EcoRI vµ KpnI t¹o thµnh 2 ®o¹n cã kÝch th−íc 
nh− dù ®o¸n vµ ®−îc ®iÖn di trªn gel agaroza 
nh− h×nh 2, giÕng 2. §o¹n gien nhá cã kÝch 
th−íc t−¬ng øng víi s¶n phÈm PCR cña ®o¹n 
gien dßng hãa vµo plasmit (h×nh 1, h×nh 2, giÕng 
3) vµ ®o¹n DNA lín cã kÝch th−íc b»ng ®o¹n 
lín cña plasmit pCAS1 sau khi ®−îc c¾t b»ng 
EcoRI vµ KpnI. 

2. ThiÕt kÕ plasmit pZ-C-Ste dïng cho sù 
biÓu hiÖn protein A-ECFP-Ste 

Plasmit pZ-C-Ste (h×nh 3) ®5 ®−îc thiÕt kÕ 
còng cã cÊu tróc t−¬ng tù nh− plasmit pC-Z-Ste. 
§iÓm kh¸c biÖt chñ yÕu n»m trªn ®o¹n gien t¸i 
tæ hîp kh¶o s¸t. Protein dung hîp khi ®−îc c¶m 

øng biÓu hiÖn sÏ lµ protein A-ECFP-Ste. Gi÷a 
protein A vµ ECFP cßn cã ®o¹n GS linker nh»m 
lµm gi¶m ¶nh h−ëng cña protein A lªn ECFP, v× 
sù ph¸t huúnh quang cña ECFP ®−îc quyÕt ®Þnh 
chñ yÕu bëi phÇn ®Çu C. Plasmit pZ-C-Ste ®−îc 
c¾t b»ng EcoRI vµ KpnI vµ ®−îc ®iÖn di trªn gel 
agaroza. KÕt qu¶ t−¬ng tù nh− tr−êng hîp cña 
pC-Z-Ste (h×nh 2). Plasmit nµy cho phÐp biÓu 
hiÖn protein dung hîp protein A-ECFP-Ste, 
trong ®ã protein A ë ®Çu C cña ECFP. 

3. BiÓu hiÖn ECFP-protein A vµ protein A-
ECFP-Ste trªn mµng tÕ bµo nÊm men 

C¸c plasmit sau khi thiÕt kÕ ®−îc biÕn n¹p 
vµo nÊm men S. cerevisiae MT8-1, nu«i cÊy trªn 
m«i tr−êng SD cã bæ sung c¸c axÝt amin cÇn 
thiÕt vµ quan s¸t, chôp h×nh d−íi kÝnh hiÓn vi 
huúnh quang. H×nh 4 cho thÊy dßng nÊm men 
MT8-1/pC-Z-Ste vµ MT8-1/pZ-C-Ste cã kh¶ 
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n¨ng biÓu hiÖn ECFP tËp trung trªn mÆt trong cña mµng tÕ bµo. Trong khi ®ã, chñng nÊm men  

 
 

 
H×nh 3. Plasmit pZ-C-Ste cho phÐp biÓu hiÖn 

protein dung hîp protein A-ECFP-Ste 

Ghi chó: protein A ë ®Çu C cña ECFP. ECFP, tr×nh tù 
m5 hãa protein ph¸t huúnh quang ECFP; Z, tr×nh tù 
m5 hãa protein A; L, tr×nh tù m5 hãa cho linker GS; 
Ste18p, tr×nh tù m5 hãa cho 9 axÝt amin ®Çu C cña 
ste18p protein. 

H×nh 4. ¶nh chôp c¸c dßng nÊm men MT8-
1/pC-Z-Ste, MT8-1/pZ-C-Ste vµ  MT8-1/pCAS1 
®èi chøng d−¬ng qua kÝnh hiÓn vi huúnh quang. 

Ghi chó: cét bªn tr¸i: läc s¸ng cho ECFP, cho phÐp 
quan s¸t ECFP qua kÝnh hiÓn vi huúnh quang 
Cét bªn ph¶i: pha t−¬ng ph¶n, cho phÐp quan s¸t 
h×nh d¹ng tÕ bµo qua kÝnh hiÓn vi. 

 
MT8-1/pCAS1 ®èi chøng kh«ng biÓu hiÖn 
ECFP. KÕt qu¶ nµy cho thÊy cã sù hiÖn diÖn cña 
c¸c protein dung hîp ECFP-protein-Ste trong tÕ 
bµo nÊm men MT8-1/pC-Z-Ste vµ protein A-
ECFP-Ste trong tÕ bµo MT8-1/pZ-C-Ste. 

Trong c¸c b¸o c¸o tr−íc, chóng t«i ®5 thiÕt 
kÕ mét plasmit cho phÐp biÓu hiÖn EYFP bªn 
trong tÕ bµo chÊt [ 1] vµ mét plasmit kh¸c cho 
phÐp biÓu hiÖn ECFP trªn mÆt trong cña mµng tÕ 
bµo sö dông 9 axÝt amin ®Çu C cña protein Ste18 
lµm peptit tÝn hiÖu [ 2]. C¸c plasmit ®ã cã thÓ 
®−îc sö dông lµm plasmit c¬ b¶n ®Ó kiÓm tra sù 
biÓu hiÖn cña protein ngo¹i lai trong tÕ bµo b»ng 
c¸ch quan s¸t d−íi kÝnh hiÓn vi huúnh quang. 
Nh»m kiÓm chøng ý t−ëng ®ã, trong b¸o c¸o 
nµy, chóng t«i ®5 thiÕt kÕ hai plasmit cã mang 
®o¹n gien Z m5 hãa cho protein A dung hîp víi 
ECFP. KÕt qu¶ ghi nhËn ®−îc trªn h×nh 4 cho 
thÊy r»ng cã thÓ sö dông protein ph¸t huúnh 
quang ECFP ®Ó theo dâi sù biÓu hiÖn mét 
protein trªn mÆt trong cña mµng tÕ bµo nÊm men 
b»ng kÝnh hiÓn vi huúnh quang. 

III. KÕt luËn 

§iÓm næi bËt trong nghiªn cøu nµy lµ cã thÓ 
quan s¸t sù biÓu hiÖn cña protein A trªn mÆt 
trong cña mµng tÕ bµo chÊt th«ng qua protein 
ph¸t huúnh quang ECFP. KÕt qu¶ ®¹t ®−îc lµ 
nhê viÖc thiÕt kÕ hai plasmit cho phÐp g¾n 
protein A vµo ®Çu C hoÆc N cña gien ECFP, 
biÓu hiÖn c¸c gien nµy trong nÊm men vµ quan 
s¸t d−íi kÝnh hiÓn vi huúnh quang. Sö dông hÖ 
thèng nµy, b»ng c¸ch dßng hãa mét gien môc 
tiªu cÇn kh¶o s¸t kh¸c thay thÕ cho gien Z (m5 
hãa protein A) vµo ®Çu C (®èi víi plasmit pC-Z-
Ste) hay ®Çu N (®èi víi plasmit pZ-C-Ste) cña 
gien ECFP, chóng ta hoµn toµn cã thÓ quan s¸t 
sù biÓu hiÖn cña gien môc tiªu ®ã trªn mÆt trong 
cña mµng tÕ bµo nÊm men víi kÕt qu¶ t−¬ng tù 
nh− trªn.  
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OBSERVation of THE FOREIGN PROTEIN EXPRESSION IN the YEAST 
CELL BY USING the ENHANCED CYAN FLUORESCENT PROTEIN 

Nguyen duc hoang, Tran Linh Thuoc, Mitsuyoshi Ueda, Atsuo Tanaka 

summary 

We have successfully constructed two plasmids pC-Z-Ste and pZ-C-Ste, which express a fusion protein 
containing the ECFP (Enhanced Cyan Fluorescent Protein) and the protein A encoded by the Z gene on the 
cytoplasmic side of the plasma membrane of Saccharomyces cerevisiae MT8-1. The oligonucleotide encoding 
the C-terminal 9 amino acids of the Ste18p protein was cloned downstream of the genes encoding the fusion 
proteins in order to anchor the fusion proteins on the cytoplasmic side of the plasma membrane. A GS linker 
was used between the fusion protein and the C-terminal of the Ste18p protein for minimizing the interaction 
among themselves. The Z gene was cloned upstream or downstream of the ECFP gene in order to examine 
whether the protein A at C terminal or N terminal of CFP affects the expression of the fusion protein. These 
two plasmids were sequenced to check the inframe between the gene ECFP, Z and the C terminal Ste. Under 
the control of the GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) promoter, the expression of the 
fusion proteins ECFP-Protein A or Protein A-ECFP in the yeast cell could be confirmed by the fluorescent 
microscope. 
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