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BIÓU HIÖN Vµ TINH CHÕ ωωωω-CONOTOXIN MVIIA T¸I Tæ HîP ë E. COLI 
 

Bïi ThÞ HuyÒn, Lª ThÞ BÝch Th¶o,  
 

NguyÔn BÝch Nhi, Phan V¨n Chi 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

èc cèi (Conus) lµ mét trong nh÷ng ®èi 
t−îng ®ang ®−îc tËp trung nghiªn cøu do näc 
cña chóng cã chøa c¸c hîp chÊt (chñ yÕu lµ 
neuropeptide vµ ®−îc gäi lµ conotoxin) cã ®Ých 
t¸c dông trªn c¸c kªnh vËn chuyÓn ion qua 
mµng tÕ bµo [13, 8, 7]. Mét sè c¸c peptide lo¹i 
nµy ®? ®−îc chóng minh cã kh¶ n¨ng lµm gi¶m 
®au hiÖu qu¶ trong rÊt nhiÒu tr−êng hîp, ngay c¶ 
®èi víi chøng ®au dai d¼ng do ung th− vµ AIDS 
[12, 13, 10]. Mét sè conotoxin cßn cã t¸c dông 
chèng ®ét quþ/nhåi m¸u c¬ tim trªn c¸c m« 
h×nh ®éng vËt thùc nghiÖm [14, 6, 5]. C¸c 
nghiªn cøu hiÖn nay ®ang tËp trung nghiªn cøu 
t¸c dông d−îc lý cña näc ®éc b¾t nguån tõ 
nh÷ng ph©n tÝch vÒ tr×nh tù gen, cÊu tróc bËc 
nhÊt vµ cÊu tróc kh«ng gian cña conotoxins. Tõ 
kho¶ng 700 loµi èc cèi ®? ®−îc ph¸t hiÖn [9], ®? 
cã 1214 tr×nh tù nucleotide, 2258 tr×nh tù 
protein vµ 99 cÊu tróc 3D ®? ®−îc c«ng bè [11]. 
Dù ¸n CONCO nghiªn cøu vÒ c¸c s¶n phÈm cña 
gen, tËp trung ph¸t hiÖn vµ ph¸t triÓn d−îc phÈm 
sinh häc trªn c¬ së nguån hîp chÊt cã trong näc 
®éc cña c¸c loµi èc cèi cã kh¶ n¨ng ch÷a bÖnh 
(http://conco.eu/). Dù ¸n nµy høa hÑn nhiÒu kÕt 
qu¶ cã ý nghÜa ®èi víi søc kháe con ng−êi trong 
chÈn ®o¸n vµ ®iÒu trÞ bÖnh. 

ViÖc t¸ch chiÕt trùc tiÕp c¸c peptide cã ho¹t 
tÝnh d−îc lý tõ bÇu ®éc cña èc cèi th−êng cã 
hiÖu suÊt thÊp, ®é tinh s¹ch kh«ng cao do sù ®a 
d¹ng vÒ thµnh phÇn protein/peptide trong näc vµ 
hµm l−îng mçi lo¹i l¹i rÊt nhá. Do vËy, c¸c 
peptide ®éc hÇu hÕt ®−îc t¹o ra ë d¹ng t¸i tæ hîp 
hoÆc tæng hîp hãa häc [1, 3, 4].  

Bµi b¸o nµy giíi thiÖu kÕt qu¶ thiÕt kÕ biÓu 
hiÖn vµ tinh chÕ protein ω-CTX ë E.coli trªn c¬ 
së tr×nh tù gen m? hãa ω-conotoxin MVIIA (ω-
CTX) ®? ®−îc Bïi ThÞ HuyÒn vµ cs. c«ng bè 
gÇn ®©y [2] tõ Phßng Hãa sinh protein, viÖn 
C«ng nghÖ sinh häc. 

I. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 

1.  VËt liÖu 

C¸c plasmid CTXpBT mang gen m? hãa ω-
conotoxin MVIIA lµ kÕt qu¶ nghiªn cøu cña 
Phßng Hãa sinh protein. Vector biÓu hiÖn 
pET32c(+), chñng vi khuÈn BL21(DE3) cña 
Novagen. C¸c enzyme giíi h¹n BamHI, NcoI, 
enterokinase do h?ng Fermentas cung cÊp. 
Sepharose chelating mua cña Amersham 
Pharmacia Biotech vµ mét sè hãa chÊt kh¸c. 

2.  Ph−¬ng ph¸p 

a. ThiÕt kÕ vector biÓu hiÖn gen m� hãa cho ω-
CTX 

Gen ω-CTX sau khi ®? ®−îc t¸ch dßng sö 
dông vector pBT (Phßng C«ng nghÖ tÕ bµo thùc 
vËt, ViÖn C«ng nghÖ sinh häc) vµ x¸c ®Þnh ®óng 
tr×nh tù thiÕt kÕ ®−îc chuyÓn vµo vector pET32c 
(+) ®Ó biÓu hiÖn. Vector t¸ch dßng CTXpBT vµ 
vector pET32c (+) cïng ®ång thêi ®−îc xö lý 
víi hai enzyme giíi h¹n lµ NcoI vµ EcoRI ®Ó 
t¹o ®Çu dÝnh t−¬ng hîp gi÷a ®o¹n gen cÇn chÌn 
vµ vector. Sau khi ®−îc lµm s¹ch tõ gel agarose, 
gen ω-CTX vµ vector pET32c ®−îc nèi ghÐp víi 
nhau nhê enzyme T4 DNA ligase ë 22oC qua 
®ªm. Sau ®ã, s¶n phÈm g¾n kÕt ®−îc biÕn n¹p 
vµo chñng E. coli DH5α ®Ó chän dßng nh÷ng 
vector pET32c(+) cã chøa gen ω-CTX. Vector 
t¸i tæ hîp nµy ®−îc ký hiÖu lµ CTXpET32c sau 
®ã ®−îc biÕn n¹p vµo chñng E. coli BL21(DE3) 
®Ó biÓu hiÖn. TÝnh to¸n lý thuyÕt cho thÊy, 
protein t¸i tæ hîp (Trx-CTX) cã kÝch th−íc 
kho¶ng 21 kDa.  

b. BiÓu hiÖn ω-CTX ë E. coli 

Plasmid t¸i tæ hîp CTXpET32c mang gen 
m? hãa cho ω-CTX ®−îc biÕn n¹p vµo E. coli 
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BL21(DE3) vµ biÓu hiÖn b»ng c¸ch c¶m øng víi 
IPTG. Khi chñng vi khuÈn mang plasmid t¸i tæ 
hîp ®−îc nu«i trong m«i tr−êng LB ë nhiÖt ®é 
37oC trong kho¶ng 2 giê ®¹t gi¸ trÞ OD600nm lµ 
0,5-0,7 th× bæ sung IPTG víi nång ®é cuèi cïng 
lµ 1 mM. TÕ bµo tiÕp tôc ®−îc nu«i kho¶ng 3h 
th× thu sinh khèi tÕ bµo b»ng c¸ch ly t©m 5000 
vßng/phót ®Ó lo¹i m«i tr−êng. Protein tõ sinh 
khèi tÕ bµo ®−îc chiÕt ra khái tÕ bµo vµ kiÓm tra 
b»ng SDS-PAGE. §¸nh gi¸ sù biÓu hiÖn cña 
protein ®−îc tÝnh theo thêi gian, kÝch th−íc cña 
protein ®−îc so s¸nh theo thang protein chuÈn. 

c. Tinh chÕ protein Trx-CTX vµ ω-CTX 

Gen m? hãa ω-CTX ®−îc thiÕt kÕ nèi víi 
109 acid amin cña thioredoxin gióp t¨ng kh¶ 
n¨ng h×nh thµnh cÊu tróc kh«ng gian cña protein 
®ång thêi ®−îc nèi víi ®o¹n peptide gåm 6 
histidine thuËn lîi cho viÖc tinh s¹ch protein. 
Protein dung hîp ®−îc tinh s¹ch nhê chÊt gi¸ 

Sepharose Chelating. Hçn hîp protein ®−îc ®−a 
lªn cét vµ röa tr«i c¸c protein kh«ng b¸m cét 
b»ng ®Öm Tris-Cl. Khi cét ®? s¹ch c¸c protein 
t¹p th× protein dung hîp Trx-CTX ®−îc th«i ra 
trùc tiÕp b»ng Imidazole nång ®é 500 mM. 
Chän läc c¸c ph©n ®o¹n protein tinh s¹ch vµ 
thùc hiÖn ph¶n øng c¾t b»ng enzyme 
enterokinase ®Ó lo¹i bá thioredoxin vµ ®u«i 
histidine. Qu¸ tr×nh c¾t b»ng enzyme ®−îc thùc 
hiÖn ë 25oC trong 16 giê. Sau khi ω-CTX ®−îc 
t¸ch khái protein dung hîp ®? ®−îc tinh s¹ch 
b»ng ly t©m läc qua cét microcone 5 kDa. Cuèi 
cïng ω-CTX ®−îc kiÓm tra SDS-PAGE ®Ó x¸c 
®Þnh møc ®é tinh s¹ch vµ lµm kh« b»ng 
SpeedVac ®Ó cÊt gi÷ -25oC . 

Ii. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN 

1. KÕt qu¶ thiÕt kÕ vector biÓu hiÖn 
CTXpET32c 

 

 
H×nh 1. KiÓm tra thiÕt kÕ vector biÓu hiÖn 

gen m? hãa ω-Conotoxin MVIIA 

1. Vector t¸i tæ hîp CTXpET32c mang gen m? 
hãa Trx-CTX sau khi xö lý b»ng NcoI vµ EcoRI; 
M. thang DNA chuÈn; 2. S¶n phÈm PCR, ®o¹n 
gen m? hãa ω-Conotoxin MVIIA; 3. Vector t¸ch 
dßng mang CTXpBT mang gen m? hãa ω-
Conotoxin MVIIA sau khi xö lý b»ng NcoI  
vµ EcoRI. 

 
H×nh 2. KÕt qu¶ biÓu hiÖn Trx-CTX ë E. coli. 

M. thang protein chuÈn; ®−êng ch¹y 1 vµ 3 lµ protein 
tæng sè cña vi khuÈn tr−íc khi c¶m øng; ®−êng ch¹y 
2 vµ 4 lµ protein tæng sè cña vi khuÈn sau khi c¶m 
øng 1 vµ 3 h. 
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Gen m? hãa cho ω-CTX sau khi ®? ®−îc t¹o 
dßng b»ng vector pBT víi tr×nh tù ®−îc thiÕt kÕ 
cã chøa c¸c ®iÓm c¾t cña c¸c enzyme NcoI vµ 
EcoRI, ®? ®−îc chuyÓn vµo vector pET32c (+) 
®Ó biÓu hiÖn theo chiÕn l−îc ®? m« t¶ ë phÇn 
ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu. Vector t¸i tæ hîp nµy 
®−îc ký hiÖu lµ CTXpET32c ®Çu tiªn ®−îc biÕn 
n¹p vµo chñng E. coli DH5α ®Ó kiÓm tra, råi 
tiÕp tôc ®−îc biÕn n¹p vµo chñng E. coli BL 21 
(DE3) ®Ó biÓu hiÖn. 

§Ó kiÓm tra, c¸c vector t¸i tæ hîp CTXpBT 
vµ CTXpET32c cïng ®ång thêi ®−îc xö lý víi 
hai enzyme giíi h¹n lµ NcoI vµ EcoRI ®èi víi 
c¸c ®iÓm c¾t ®−îc thiÕt kÕ ®Ó t¹o ®Çu dÝnh t−¬ng 
hîp gi÷a ®o¹n gen cÇn chÌn vµ vector. KÕt qu¶ 
ph©n c¾t ®−îc tr×nh bµy trªn h×nh 1. Cã thÓ thÊy, 
tõ vector CTXpET32c vµ vector CTXpBT sau 
khi c¾t ®Òu cho 2 b¨ng: b¨ng cña c¸c vector

(cao h¬n) t−¬ng øng vµ b¨ng thÊp h¬n cã kÝch 
th−íc kho¶ng 100 bp t−¬ng ®−¬ng víi s¶n phÈm 
PCR, ®o¹n gen m? hãa cho ph©n tö ω-CTX 
thµnh thôc. Nh− vËy, thiÕt kÕ ®? ®−îc thùc hiÖn 
theo nh− chiÕn l−îc ®? m« t¶. Khung ®äc cña 
®o¹n gen thiÕt kÕ còng ®? ®? ®−îc kiÓm tra qua 
kÕt qu¶ ®äc tr×nh tù gen (kh«ng chØ ra ë ®©y).  

2. KÕt qu¶ biÓu hiÖn protein dung hîp Trx-
CTX ë E. coli 

Sau khi vector t¸i tæ hîp CTXpET32c ®−îc 
biÕn n¹p vµo chñng E. coli BL21(DE3), mét sè 
dßng tÕ bµo ®−îc lùa chän ®Ó nghiªn cøu sù 
biÓu hiÖn b»ng c¸ch c¶m øng víi IPTG nång ®é 
cuèi cïng trong dÞch nu«i tÕ bµo lµ 1mM. 
Protein tæng sè ®−îc biÓu hiÖn tõ dßng tÕ bµo cã 
c¶m øng vµ ®èi chøng kh«ng cã c¶m øng ®−îc 
kiÓm tra ®iÖn di biÕn tÝnh trªn gel 
polyacrylamide 12,6% cã SDS.  

 

a  b  
H×nh 3. KÕt qu¶ tinh chÕ ω-conotoxin t¸i tæ hîp 

a. §iÖn di SDS-PAGE kiÓm tra c¸c c¸c ph©n ®o¹n protein dung hîp Trx-CTX (M: thang protein chuÈn;  
1: protein tæng sè tr−íc khi c¶m øng; 2: protein tæng sè sau khi c¶m øng b»ng IPTG; 3 vµ 4 lµ c¸c ph©n ®o¹n 
thu ®−îc sau s¾c ký); b. KÕt qu¶ tinh chÕ ω-CTX MVIIA sau khi c¾t lo¹i Trx vµ läc qua microcone 5 kDa. 

 
KÕt qu¶ ®iÖn di trªn h×nh 2 cho thÊy, ë 

®−êng ch¹y 1 vµ 3 lµ protein tæng sè t¹i thêi 
®iÓm 0h (tr−íc khi c¶m øng). ë ®−êng ch¹y sè 2 
vµ 4 lµ protein tæng sè t¹i thêi ®iÓm 1h vµ 3h sau 
khi c¶m øng bëi IPTG, xuÊt hiÖn mét b¨ng 
protein míi. Cã thÓ thÊy râ lµ b¨ng protein nµy 
chØ míi xuÊt hiÖn sau 1h, nh−ng ®? rÊt ®Ëm nÐt 
vµ dÔ dµng nhËn biÕt víi kÝch th−íc kho¶ng 21 
kDa so víi thang protein chuÈn. Mét ®iÒu ®¸ng 

chó ý lµ, ®o ®Æc tÝnh cña vector biÓu hiÖn 
pET32c(+), protein Trx-CTX ®−îc biÓu hiÖn chñ 
yÕu d−íi d¹ng hßa tan. H¬n n÷a, do ®−îc thiÕt 
kÕ cã chøa ®o¹n 6xHis-tag còng nh− c¸c vÞ trÝ 
c¾t cña enterkinase ngay trong vµ tr−íc vïng c¾t 
g¾n ®a vÞ, protein/peptide dÔ dµng ®−îc tinh 
s¹ch cho nh÷ng nghiªn cøu tiÕp theo. 

3. KÕt qu¶ tinh chÕ protein ωωωω-CTX 
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Dùa trªn t−¬ng t¸c ¸i lùc gi÷a c¸c gèc 
histidine víi ion Ni cña Sepharose chelating, c¸c 
protein dung hîp cã chøa His-tag sÏ ®−îc cè 
®Þnh l¹i trªn cét s¾c ký. Sù c¹nh tranh gi÷a 
imidazole víi c¸c gèc histidine cña protein sÏ 
gi¶i phãng protein t¸i tæ hîp t¹i nh÷ng ph©n 
®o¹n ®Çu tiªn. V× ω-CTX ®−îc dung hîp víi 6 
gèc histidine nªn protein lai cã thÓ ®−îc tinh 
s¹ch dÔ dµng víi chÊt gi¸ Sepharose chelating. 
Sö dông Imidazole nång ®é 500 mM th«i trùc 
tiÕp protein dung hîp Trx-CTX. KÕt qu¶ thÓ 
hiÖn trªn h×nh 3a cho thÊy, ®−êng ch¹y sè 2 
(protein tæng sè sau khi c¶m øng bëi IPTG) xuÊt 
hiÖn thªm 1 b¨ng protein míi so víi ®−êng ch¹y 
sè 1 (protein tæng sè tr−íc khi c¶m øng) cã kÝch 
th−íc kho¶ng 21 kDa. KÝch th−íc nµy phï hîp 
víi tÝnh to¸n lý thuyÕt vÒ träng l−îng ph©n tö 
cña Trx-CTX. C¸c ph©n ®o¹n protein ®−îc th«i 
ra cã nång ®é vµ møc ®é tinh s¹ch kh¸c nhau. 

ë ph©n ®o¹n thø 2 vµ thø 3 (h×nh 3a) chØ cã 
mét b¨ng protein duy nhÊt chøng tá qu¸ tr×nh 
s¾c ký ®? ®¹t ®−îc ®−îc ®é tinh s¹ch cÇn thiÕt 
®Ó thùc hiÖn c¸c nghiªn cøu tiÕp theo. Lùa chän 
c¸c ph©n ®o¹n protein tinh s¹ch nµy tiÕn hµnh 
ph¶n øng ph©n c¾t b»ng enterokinase ®Ó thu 
nhËn ω-CTX, lo¹i bá Trx. ω-CTX ®−îc thu nhËn 
tõ hçn hîp peptide sau khi tinh s¹ch b»ng siªu 
läc (cut-off) víi cét microcone 5 kDa (chØ 
nh÷ng protein cã kÝch th−íc nhá h¬n 5 kDa míi 
®i qua cét). KÕt qu¶ ®iÖn di trªn gel 
polyacrylamide cho thÊy peptide ω-CTX thu 
®−îc sau khi ®i qua cét microcone 5kDa ®¹t ®é 
tinh s¹ch cao (H×nh 3b). CÊu tróc cña ω-CTX t¸i 
tæ hîp ®? ®−îc x¸c nhËn qua ph©n tÝch khèi phæ. 
§é ®éc (LD50) vµ ho¹t tÝnh gi¶m ®au cña ω-
CTX còng ®? ®−îc thñ nghiÖm trªn m« h×nh 
chuét nh¾t tr¾ng. C¸c kÕt qu¶ nµy sÏ ®−îc tr×nh 
bµy ë bµi b¸o tiÕp theo. 

III. KÕT LUËN 

ω-conotoxin MIIA ®? ®−îc thiÕt kÕ biÓu 
hiÖn d−íi d¹ng protein dung hîp Trx-CTX, cã 
chøa ®o¹n His-tag vµ c¸c ®iÓm c¾t cña 
enterokinase, víi kÝch th−íc kho¶ng 21kDa 
b»ng hÖ vector pET32c ë tÕ bµo E. coli chñng

BL21(DE3). Protein Trx-CTX vµ ω-conotoxin 
MIIA ®? ®−îc tinh s¹ch b»ng s¾c ký ¸i lùc vµ 
siªu läc.  

Lêi c¸m ¬n: C«ng tr×nh ®−îc hç trî kinh 
phÝ cña ®Ò tµi “Kh¶o s¸t, x¸c ®Þnh mét sè 
peptide cã ho¹t tÝnh sinh d−îc quý tõ sinh vËt 
biÓn ®Æc h÷u (èc cèi, h¶i miªn) b»ng c¸c kü 
thuËt proteomics” cÊp ViÖn Khoa häc vµ C«ng 
nghÖ ViÖt Nam, 2008-2009. 
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EXPRESSION AND PURIFICATION OF RECOMBINANT  
ωωωω-CONOTOXIN MVIIA FROM E. COLI 

 
Bui Thi Huyen, Le Thi Bich Thao,  

Nguyen Bich Nhi, Phan Van Chi 
 

SUMMARY 
 

Following the strategy of cloning ω-conotoxin MVIIA (ω-CTX) from Conus magus (C. magus), in this 
article, the expression and purification of the peptide is reported. For that, recombinant plasmid CTXpET32c 
was designed containing fusion gene encoding thioredoxin (as original) and ω-CTX (Trx-CTX) that is linked 
by enterokinase restriction site, was transformed into the E. coli BL21 strain. The fusion protein, Trx-CTX 
combined to 6xHis-tag, is about 21 kDa in size, was expressed by induction with 1 mM IPTG and analyzed by 
SDS-PAGE. The recombinant protein was isolated and purified by Sepharose chelating affinity chromagraphy. 
SDS-PAGE results were an evidence to confirm the successful construction and expression of ω-CTX in the 
fusion form with Trx in E. coli with vector CTXpET-32c. When it was treated by enterokinase to remove 
thioredoxin, ω-CTX peptide was purified and obtained by using 5 kDa cutoff centrifugal filters. 

Key words: ω-conotoxin MVIIA, Conus magus, E. coli, vector CTXpET32c(+). 

 

Ngµy nhËn bµi: 7-12-2009 

 


