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T¸CH CHIÕT Vµ X¸C §ÞNH CONOTOXIN Tõ MéT Sè LOµI èC CèI  
THU THËP ë VïNG BIÓN NHA TRANG, ViÖt Nam 

 
Lª ThÞ BÝch Th¶o, §oµn ViÖt B×nh,  
NguyÔn BÝch Nhi, Phan V¨n Chi 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

M«i tr−êng biÓn lµ mét nguån cung cÊp c¸c 
s¶n phÈm tù nhiªn cã ho¹t tÝnh sinh häc lín vµ 
hiÕm trong ®ã nhiÒu s¶n phÈm cã c¸c ®Æc tÝnh 
cÊu tróc mµ c¸c s¶n phÈm tù nhiªn ë trªn c¹n 
kh«ng cã. Nghiªn cøu vÒ ®Æc ®iÓm d−îc häc cña 
c¸c s¶n phÈm nµy còng ®A kÐo theo c¸c ph¸t 
hiÖn vÒ nhiÒu t¸c nh©n cã ho¹t tÝnh tiÒm tµng cã 
thÓ øng dông trong y häc l©m sµng [13]. èc cèi 
(Conidae) lµ mét trong nh÷ng hä ®éng vËt th©n 
mÒm lín ë biÓn (®Æc biÖt vïng biÓn nhiÖt ®íi) 
víi kho¶ng h¬n 700 loµi, cã näc ®éc, bao gåm 
c¶ c¸c loµi ¨n thÞt ®éng vËt, ¨n c¸c loµi èc kh¸c, 
¨n s©u vµ thËm chÝ c¶ c¸ [12, 13]. Chóng kh«ng 
chØ ®−îc biÕt ®Õn bëi vÎ ®Ñp cña vá (cã thÓ mua 
®−îc ë nhiÒu cña hµng b¸n ®å l−u niÖm ë kh¾p 
n¬i trªn thÕ giíi) mµ chóng cßn ®−îc quan t©m 
bëi c¸c ®Æc tÝnh sinh häc cña c¸c chÊt cã trong 
näc ®éc cña chóng. ViÖc t¸ch chiÕt còng nh− 
lµm s¸ng tá cÊu tróc cña mçi thµnh phÇn tõ näc 
cña chóng ®A ®−îc b¾t ®Çu tõ ®Çu nh÷ng n¨m 
1980 vµ chóng kh«ng chØ gióp Ých cho con 
ng−êi trong viÖc khai th¸c nguån d−îc liÖu tù 
nhiªn mµ cßn ®ãng gãp rÊt ®¸ng kÓ cho ngµnh 
khoa häc thÇn kinh [1].    

Conotoxin lµ lo¹i ®éc tè cã trong näc ®éc 
cña loµi èc cèi. Chóng lµ hçn hîp c¸c ®éc tè 
protein/peptide, enzyme hoÆc c¸c ph©n tö cã 
khèi l−îng thÊp mµ loµi èc dïng ®Ó b¾t måi, 
c¹nh tranh vµ tù vÖ.  §Æc tÝnh cña conotoxin lµ 
chóng cã t¸c dông khãa chän läc ®iÖn ¸p hoÆc 
phèi tö cña c¸c kªnh ion trong qu¸ tr×nh dÉn 
truyÒn tÝn hiÖu cña tÕ bµo thÇn kinh nh− ω-
MVIIA tõ Conus magus bao v©y c¸c kªnh Ca++ 
type N; µO-conotoxin, δ-PVIA øc chÕ sù bÊt 
ho¹t c¸c kªnh Na+, κ-PVIIA t−¬ng t¸c víi c¸c 
kªnh K+... nªn chóng kh«ng chØ cã vai trß quan 
träng trong s¨n b¾t con måi mµ cßn lµ c«ng cô 
h÷u Ých trong khoa häc thÇn kinh ®Ó x¸c ®Þnh 
®−îc c¸c thô thÓ nhê ¸i lùc cao vµ ®Æc hiÖu cña 

m×nh [1, 3, 9]. Trong c¸c hä conotoxin, ω-
conotoxin lµ nhãm ®−îc sö dông nhiÒu trong 
ngµnh khoa häc thÇn kinh vµ nh÷ng lÜnh vùc 
nghiªn cøu vÒ chøc n¨ng cña c¸c d¹ng kªnh 
Ca++ nh− ω-conotoxin MVIIA tõ Conus magus 
®A ph¸t triÓn thµnh thuèc cho ®iÒu trÞ c¸c bÖnh 
gi¶m ®au [1, 4]. Ngoµi t¸c dông gi¶m ®au, 
conotoxin cßn rÊt h÷u Ých cho chØ ®Þnh kh¸c 
trong l©m sµng. ThÝ dô κ-conotoxin PVIIA ®A 
®−îc chøng minh lµ lµm gi¶m møc ®é nhåi m¸u 
c¬ tim trong bÖnh thiÕu m¸u côc bé thö nghiÖm 
trªn m« h×nh chuét, thá vµ chã in vivo. Trong 
thµnh phÇn näc ®éc cña mçi loµi èc cèi cã thÓ 
chøa ®Õn h¬n 200 lo¹i conopeptide do ®ã −íc 
tÝnh sÏ cã kho¶ng tõ 50.000 ®Õn 100.000 
conopeptide kh¸c nhau cã ho¹t tÝnh d−îc häc 
®−îc t×m thÊy tõ tÊt c¶ c¸c loµi Conus nµy [1]. 
ChÝnh v× vËy mµ c¸c conopeptide ph¶i rÊt kh¸c 
nhau vÒ tr×nh tù amino acid còng nh− ®Æc tÝnh 
d−îc häc. Dùa vµo tr×nh tù amino acid, 
conotoxin cã thÓ ®−îc ph©n nhãm thµnh hai lo¹i 
lín lµ c¸c protein/peptide giµu liªn kÕt disulfide 
vµ kh«ng giµu disulfide. Trong nhãm peptide 
giµu disulfide còng  ®−îc ph©n lo¹i thµnh c¸c 
siªu hä phô thuéc vµo liªn kÕt disulfide. HÇu hÕt 
c¸c conopeptide cã cÊu tróc gåm tõ 12 ®Õn 30 
amino acid vµ cã tõ 2 ®Õn 4 cÇu disulfide. Trong 
siªu hä ®ã, mçi conotoxin kh¸c nhau sÏ cã ®Ých 
t¸c dông kh¸c nhau bëi vËy mµ ng−êi ta tiÕp tôc 
ph©n nhá thµnh c¸c hä phô thuéc vµo ®Æc tÝnh 
sinh d−îc. 

Víi sù phong phó ®a d¹ng nh− vËy nh−ng 
cho ®Õn nay chØ mét Ýt trong sè ®ã ®A x¸c ®Þnh 
®−îc ®Æc tÝnh cô thÓ. V× vËy, nghiªn cøu vÒ 
conotoxin ngµy cµng ®−îc chó träng quan t©m 
nhiÒu h¬n. T¹i ViÖt Nam, nh÷ng nghiªn cøu vÒ 
näc ®éc cña loµi èc cèi míi chØ ®−îc tiÕn hµnh 
trong hai n¨m qua vµ ®©y lµ nh÷ng nghiªn cøu 
b−íc ®Çu vÒ kh¶o s¸t vµ x¸c ®Þnh c¸c 
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protein/pepdide ®éc cã trong näc cña 8 loµi èc 
cèi ®−îc thu thËp t¹i vïng biÓn Nha Trang. 

I. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 

1. VËt liÖu 

T¸m loµi èc cèi ®A ®−îc thu thËp t¹i vïng 
biÓn Nha Trang, Kh¸nh Hßa, ViÖt Nam vµ ®Þnh 
loµi t¹i ViÖn H¶i d−¬ng häc gåm:  Conus 
betulinus, Conus caracteristicus, Conus 
litteratus, Conus marmoreus, Conus quericus, 
Conus striatus, Conus textile vµ Conus vexillum. 

C¸c hãa chÊt dïng trong gi¶i phÉu, t¸ch chiÕt 
vµ ph©n tÝch protein: acetonitrile (ACN, J.T 
Baker), Tris-HCl, Trifluoro acetic acid (TFA, 
Fluka), formic acid (FA), methanol (Merck), cét 
s¾c ký Vydac C18 (4,6 × 250 mm vµ 75 µm × 
150 mm), hãa chÊt ®iÖn di SDS-PAGE (Bio-Rad), 
Trypsin (Sigma-Aldrich). 

§éng vËt thÝ nghiÖm: Chuét nh¾t tr¾ng dßng 
Swiss, tÊt c¶ ®Òu lµ chuét ®ùc, träng l−îng 25-
30 g mua tõ ViÖn VÖ sinh DÞch tÔ Trung −¬ng. 
C¸c thøc ¨n, n−íc uèng ®Òu dïng theo chØ dÉn 
cña n¬i cung cÊp. 

2. Ph−¬ng ph¸p 

a. Thu nhËn c¬ quan chøa näc ®éc 

§Ëp vì vá èc b»ng bóa vµ röa s¹ch phÇn thÞt 
èc. Gi¶i phÉu ®Ó béc lé phÇn bÇu ®éc vµ èng ®éc 
theo ph−¬ng ph¸p cña Cruz vµ nnk. (1976) [6].  

b. T¸ch chiÕt c¸c protein tõ näc ®éc 

BÇu ®éc vµ èng ®éc ®−îc c¾t nhá, nghiÒn 
mÞn trong nit¬ láng vµ chiÕt trong ®Öm 30% 
ACN vµ 0,1% TFA theo tØ lÖ 3: 1 (®Öm: mÉu), 
l¾c 16 h ë 4oC. Ly t©m 12000 vßng/phót trong 
30 phót ë 4oC, thu dÞch næi. MÉu ®−îc chiÕt 2 
lÇn. C¸c protein tõ phÇn dÞch næi ®−îc ®«ng kh« 
ch©n kh«ng vµ cÊt gi÷ ë -25oC cho c¸c thÝ 
nghiÖm sau.  

c. Ho¹t tÝnh sinh häc 

X¸c ®Þnh ho¹t tÝnh gi¶m ®au cña dÞch chiÕt 
tõ näc ®éc theo ph−¬ng ph¸p cña Zhang ®−îc 
thö nghiÖm trªn chuét nh¾t tr¾ng [16]. Mçi con 
chuét ®−îc tiªm vµo xoang bông 30 µl dÞch 
chiÕt protein hoÆc lµ dung dÞch muèi sinh lý. 
Sau 15 phót tiªm dÞch chiÕt protein, chuét ®−îc 
g©y ®au b»ng formalin (3,7%) víi liÒu tiªm  
15 µl vµo mét ch©n sau. B¾t ®Çu ®Õm sè lÇn 
chuét liÕm ch©n ngay sau khi g©y ®au vµ ghi 

theo chu kú 5 phót/lÇn. Giai ®o¹n s−ng tÊy ®−îc 
x¸c ®Þnh tõ phót thø 20 ®Õn 30. Mçi lo¹i peptide 
®−îc thö nghiÖm trªn 3 con chuét (n = 3). 

d. Tinh s¹ch protein b»ng s¾c ký ng−îc pha 
trªn hÖ HPLC vµ ph©n tÝch SDS-PAGE  

Näc ®éc trong dÞch chiÕt th« ®−îc ph©n t¸ch 
trªn cét ph©n tÝch Vydac C18 (4,6 mm × 250 
mm). DÞch chiÕt sau khi thu ®−îc hßa trong ®Öm 
30% CAN vµ 0,1 % TFA. 100 µl dÞch chiÕt th« 
(kho¶ng 1 mg) ®−îc ®−a lªn cét vµ ®−îc th«i ra 
víi tèc ®é dßng 0,5 ml/phót, gradient tuyÕn tÝnh 
tõ 0-90% ACN/0,1% TFA trong 60 phót, thu 
mçi ph©n ®o¹n protein 1ml vµ gi÷ ë 4oC. KiÓm 
tra SDS-PAGE c¸c ph©n ®o¹n protein theo 
ph−¬ng ph¸p cña Laemmli (1970) [10].  

e. NhËn diÖn protein b»ng s¾c ký kÕt nèi khèi 
phæ nanoLC/MS  

DÞch chiÕt sau ®ã ®−îc lµm kh« ch©n kh«ng 
vµ ph©n tÝch phæ khèi trªn hÖ thèng s¾c ký láng 
kÕt nèi khèi phæ nanoLC/MS. LC/MS c¸c mÉu 
®−îc tiÕn hµnh trªn cét Vydac C18 (75 µm × 
150 mm) víi dung m«i A (0,1% FA) vµ dung 
m«i B (0,1% FA, 85% ACN), tèc ®é dßng 30 
(l/phót. MÉu ®−îc th«i ra khái cét s¾c ký sau ®ã 
®−îc ion hãa b»ng nguån ESI cña m¸y khèi phæ 
QSTAR XL x¸c ®Þnh phæ khèi. Phæ TOF-MS 
thu ®−îc ®−îc ph©n tÝch b»ng phÇn mÒm 
Analyst QS. Sau ®ã, gi¸ trÞ phæ khèi (Da) ®−îc 
t×m kiÕm theo ph−¬ng ph¸p tiªu chuÈn mass 
fingerprinting trªn Expasy cña Thuþ SÜ 
[http://www.expasy.org/ tools/tagident.html] víi 
øng dông TagIdent ®Ó x¸c ®Þnh peptide. 

II. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN 

1. T¸ch chiÕt protein/peptide tõ näc ®éc cña 
c¸c loµi èc cèi (Conus) 

T¸m loµi èc cèi sau khi lo¹i bá vá vµ phÇn 
thÞt, bÇu ®éc vµ èng ®éc ®−îc t¸ch riªng, nghiÒn 
nhá vµ chiÕt víi ®Öm chiÕt 3 lÇn. PhÇn dÞch næi 
®−îc cÊt gi÷ ë -25oC cho tinh s¹ch vµ x¸c ®Þnh 
ho¹t tÝnh. C¸c thµnh phÇn protein trong c¬ quan 
®éc (bÇu ®éc vµ èng ®éc) cña c¸c loµi èc cèi sau 
khi t¸ch chiÕt th« ®−îc kiÓm tra SDS-PAGE. 

C¬ quan ®éc gåm bÇu ®éc vµ èng ®éc cña 
loµi èc cèi C. vexillium (h×nh 1A) lµ n¬i chøa näc 
®éc cña èc cèi víi nhiÒu lo¹i protein/peptide cã 
ho¹t tÝnh sinh d−îc häc. H×nh 1B lµ kÕt qu¶ ph©n 
tÝch c¸c protein/peptide cã trong dÞch chiÕt näc 
®éc b»ng SDS-PAGE cña 8 loµi èc cèi:  
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C. striatus, C. textile, C. quericus, C. vexillum,  
C. caracteristicus, C. betulinus, C. litteratus vµ 
C. marmoreus. Thµnh phÇn protein trong näc ®éc 
ë tÊt c¶ c¸c mÉu èc kh¸ ®a d¹ng, kh¸c nhau c¶ vÒ 
sè l−îng, thµnh phÇn trong ®ã c¸c protein/peptide 
cã khèi l−îng thÊp h¬n 14 kDa chiÕm chñ yÕu. 
KÕt qu¶ nµy rÊt phï hîp bëi c¸c ®éc tè trong näc 
®éc cña èc lµ ®éc tè thÇn kinh vµ th−êng cã khèi 
l−îng ph©n tö nhá. Ho¹t tÝnh gi¶m ®au cña dÞch 
chiÕt tõ näc ®éc ®−îc x¸c ®Þnh theo ph−¬ng ph¸p 
cña Zhang ®−îc thö nghiÖm trªn chuét nh¾t tr¾ng 

vµ kÕt qu¶ cho thÊy näc tõ 8 loµi èc cèi ®Òu cã 
t¸c dông gi¶m ®au ë chuét ®−îc g©y viªm vµ lµm 
®au b»ng formalin. Sau khi g©y viªm b»ng 
formalin, chuét ph¶n øng víi c¸c c¶m gi¸c ®au 
r¸t b»ng c¸ch liÕm gan bµn ch©n, chç trùc tiÕp 
®©m mòi kim tiªm vµ b¬m formalin vµo. Thêi 
gian chuét (®−îc tiªm näc cña c¸c loµi èc kh¸c 
nhau, tiªm dung dÞch muèi sinh lý vµ tiªm thuèc 
g©y tª th«ng dông) liÕm ch©n ®−îc ghi l¹i theo 
chu kú 5 phót mét lÇn (h×nh 2).  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

H×nh 1. §iÖn di ®å protein tõ näc ®éc cña èc cèi 

A. PhÇn bÇu ®éc vµ èng ®éc cña loµi èc cèi C. vexillum; B. SDS-PAGE cña c¸c protein/peptidee t¸ch 
chiÕt tõ c¬ quan ®éc cña 8 loµi èc cèi C. striatus, C. textile, C. quericus, C. vexillum, 

 C. caracteristicus, C. litteratus, C. betulinus vµ C. marmoreus theo thø tù tõ ®−êng 1-8 

 
H×nh 2. Ho¹t tÝnh gi¶m ®au cña näc èc cèi 

 
Trong tÊt c¶ c¸c loµi ®A thö nghiÖm (ngo¹i 

trõ näc cña èc cèi C. litteratus), chóng ®Òu cã 
t¸c dông gi¶m ®au nh− lidocain (mét lo¹i thuèc 
g©y tª ®−îc sö dông réng rAi trªn thÞ tr−êng). So 
s¸nh gi÷a näc ®éc cña c¸c loµi th× t¸c dông gi¶m 
®au cña 3 loµi C. betulinus, C. vexillum vµ  

C. striatus xuÊt hiÖn sím h¬n c¸c loµi cßn l¹i vµ 
®−îc duy tr× t−¬ng ®èi tèt trong thêi gian thÝ 
nghiÖm. Sù kh¸c biÖt nµy cã thÓ lµ do ®Æc tÝnh 
cña c¸c loµi bëi trong näc ®éc cña mçi loµi cã 
thÓ cã tõ 50-200 lo¹i protein/peptide ®éc kh¸c 
nhau vµ hµm l−îng cña mçi lo¹i còng kh¸c nhau 
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[13]. V× vËy, viÖc ph©n t¸ch vµ x¸c ®Þnh thµnh 
phÇn c¸c lo¹i protein/peptide cã trong näc cña 
mçi loµi èc cèi lµ rÊt cÇn thiÕt ®Ó cã thÓ khai 
th¸c chóng mét c¸ch cã hiÖu qu¶.  

2. Tinh s¹ch vµ x¸c ®Þnh ®éc tè  

DÞch chiÕt th« tõ c¬ quan ®éc cña c¸c loµi 
èc cèi ®−îc tiÕn hµnh s¾c ký ng−îc pha trªn hÖ 
HPLC qua cét Vydac C18. C¸c ph©n ®o¹n 
protein thu ®−îc ®−îc ®«ng kh« ch©n kh«ng vµ 
®o khèi trªn hÖ thèng s¾c ký láng kÕt nèi khèi 
phæ nanoLC/MS. Phæ TOF-MS thu ®−îc ®−îc 
ph©n tÝch b»ng phÇn mÒm Analyst QS. Sau ®ã, 
gi¸ trÞ phæ khèi (Da) ®−îc t×m kiÕm theo ph−¬ng 
ph¸p tiªu chuÈn mass fingerprinting trªn Expasy 
(Thuþ SÜ) víi øng dông TagIdent ®Ó x¸c ®Þnh 
peptide. §©y lµ ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh peptide 
theo dÊu hiÖu vÒ khèi l−îng vµ pI cña c¸c 
peptide vµ ®Æc biÖt vÉn cã thÓ dÔ dµng nhËn diÖn 
®−îc protein tõ chØ riªng th«ng tin nµy. Mét ®Æc 
®iÓm n÷a lµ chóng th−êng chØ nhËn diÖn ®−îc 
c¸c peptide cã khèi l−îng nhá d−íi 3500 Da nªn 
rÊt phï hîp víi viÖc x¸c ®Þnh c¸c conopeptide 
cña èc cèi. 

KÕt qu¶ thu ®−îc khi ph©n tÝch hÖ 
protein/peptide trong näc ®éc cña 8 loµi èc cèi 
®Òu ®A nhËn diÖn ®−îc mét sè conotoxin ®A 
®−îc c«ng bè bëi c¸c t¸c gi¶ kh¸c trªn thÕ giíi 
[17]. Cô thÓ lµ trong näc ®éc cña loµi C. 
litteratus ®A x¸c ®Þnh ®−îc omega-conotoxin 
MVIIA (khèi l−îng 2639 Da), omega-conotoxin 
MVIIC (khèi l−îng 2749 Da) lµ c¸c conotoxin 
®Æc hiÖu víi c¸c kÖnh Ca++ type N, thuéc siªu hä 
O víi 3 cÇu disulfide vµ víi 26 amino acid. Mét 

s¶n phÈm peptide ®−îc tæng hîp phiªn b¶n cña 
CTX-MVIIA (ziconotide) ®A ®−îc c¬ quan qu¶n 
lý d−îc phÈm vµ thùc phÈm (FDA) cña Mü chÊp 
thuËn cho thö nghiÖm c¸c lo¹i ®au mAn vµ ®au 
cÊp. Ngoµi ra trong näc cña C. litteratus cßn 
ph¸t hiÖn cã delta-conotoxin TxVIA (3034.2 
Da) thuéc siªu hä O, hä delta, cßn conotoxin Y-
PIIIE thuéc siªu hä M, hä ϕ vµ cÊu tróc peptide 
gåm 3 liªn kÕt disulfide.  

Trong näc ®éc cña loµi èc cèi C. textile ®A 
ph¸t hiÖn cã omega-conotoxin TxVII, delta-
conotoxin TxVIA. Loµi C. marmoreus còng cã 
omega-conotoxin SVIA (SVIA), SVIB, delta-
conotoxin SVIE (SVIE) t−¬ng tù nh− c¸c 
peptide ®A ph¸t hiÖn ®−îc ë loµi C. striatus vµ 
delta - CTxVIA gièng nh− ë loµi C. textile ®ång 
thêi còng ph¸t hiÖn c¶ ®éc tè µO-MrVIB (®éc tè 
®A ®−îc tæng hîp hãa häc vµ cã ho¹t tÝnh gi¶m 
®au kÐo dµi h¬n Lidocain 7-8 lÇn).  C¸c loµi cßn 
l¹i nh− C. caracteristicus ®A nhËn diÖn ®−îc 
conotoxin Ca 1.1 thuéc siªu hä A víi khèi l−îng 
ph©n tö lµ 1875 Da vµ cã 2 cÇu disulfide. Loµi 
C. quercinus cã ®éc tè Qc 1.1c (kÝch th−íc 2333 
Da) vµ Qc 1.2 ®Òu thuéc siªu hä A. ë loµi  
C. betulinus ®A ph¸t hiÖn ®−îc Be 1.1 (2140 
Da), Be 1.2 (1694 Da) còng thuéc siªu hä A víi 
2 liªn kÕt disulfide. Cßn ë loµi C. vexillum ®A 
ph¸t hiÖn ®−îc VxVIA (2778 Da) vµ VxVIB 
(3821 Da) ®Òu thuéc siªu hä O1 víi 3 liªn kÕt 
disulfide [10]. Riªng loµi C. striatus ®A nhËn 
diÖn ®−îc nhiÒu nhÊt vµ h×nh ¶nh ph©n t¸ch, 
nhËn diÖn phæ khèi cña mét sè peptide ®−îc thÓ 
hiÖn trªn h×nh 3 vµ b¶ng 1. 

  
B¶ng 1 

D÷ liÖu vÒ c¸c protein/peptide x¸c ®Þnh ®−îc trong näc cña èc cèi C. striatus 

§Ønh, 
KL/§T (m/z) 

§iÖn 
tÝch (z) 

KLPT 
®o ®−îc  

KLPT 
tÝnh to¸n 

CÇu 
S-S 

Tªn protein  
D¹ng ®−îc 

c¶i biÕn 
477,78 3 1431,3 1432 2 Alpha-conotoxin S1.1;  -NH2  
483,68 3 1448,1 1448 2 Alpha-conotoxin S1.1. -NH2; hyP  
725,09 2 1448,2 1448 2 Alpha-conotoxin S1.1. -NH2; hyP  
728,66 2 1457,3 1457 2 Alpha-conotoxin S1A -NH2 
738,11 2 1475,2 1475 2 Alpha-conotoxin S1A -NH2; hyP  
492,69 3 1475,1 1475 2 Alpha-conotoxin S1A -NH2; hyP  
832,34 3 2495,01 2495 3 Omega-conotoxin SVIA -NH2; hyP  
907,13 3 2718,4 2718 3 Omega-conotoxin SO-3 -NH2  
912,78 3 2735,3 2735 3 Omega-conotoxin SO-3 -NH2; hyP  
1105,6 3 3313,8 3314 3 Delta-conotoxin SVIE  

Ghi chó: KL/§T. Khèi l−îng/®iÖn tÝch; KLPT. Khèi l−îng ph©n tö.  
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H×nh 3. S¾c ký ®å conotoxin tõ Conus striatus 

Alpha-conotoxin S1.1 (S1.1); Omega-conotoxin (SVIA); §¬n vÞ khèi (Da); A. S¾c ký ®å HPLC cña dÞch chiÕt 
th« tõ näc èc cèi C. striatus qua cét Vydac C18 (4,6 mm × 250 mm, kÝch th−íc h¹t 5 µm); B, C. Phæ khèi cña 
peptide Alpha-conotoxin S1.A vµ S1.1 thu ®−îc sau khi ph©n tÝch ph©n ®o¹n cã ®Ønh víi ®¬n vi khèi 1475 vµ 
1482 ë trªn h×nh A qua cét Vydac C18 (75 µm × 150 mm) vµ ®o phæ TOF-MS. 
 

H×nh 3 vµ b¶ng 1 lµ kÕt qu¶ minh häa x¸c 
®Þnh ®−îc mét sè protein/peptide cã trong dÞch 
chiÕt tõ näc ®éc cña loµi èc cèi C. striatus. B»ng 
ph−¬ng ph¸p s¾c ký ng−îc pha trªn hÖ HPLC 
lÇn 1 vµ lÇn 2 lµ s¾c ký ng−îc pha trªn hÖ 
nanoLC kÕt hîp ®o phæ TOF-MS, ®A x¸c ®Þnh 
®−îc mét sè conopeptide cã khèi l−îng t−¬ng tù 
nh− c¸c protein/peptide ®A ®−îc x¸c ®Þnh lµ α-
conotoxin S1.1 (S1.1); µomega-conotoxin SO-3 
(MrSO-3); delta-conotoxin SVIE (SVIE); alpha-
conotoxin S1A (S1A); µ-omega-conotoxin 
SVIA (MrSVIA). µ-omega thuéc siªu hä O 
còng ®−îc biÕt ®Õn nh− lµ µ-conotoxin cña siªu 
hä M lµm øc chÕ c¸c kªnh Na+. C¸c conotoxin 
®−îc nhËn diÖn trong näc cña loµi èc C. striatus 
nµy còng chÝnh lµ c¸c protein/peptide ®A ®−îc 
nhiÒu nhµ khoa häc trªn thÕ giíi c«ng bè [5, 6]. 

Ngoµi ra, trong sè c¸c tr×nh tù protein/peptide 
thu ®−îc ë phÇn èng ®éc còng nhËn d¹ng ®−îc 
rÊt nhiÒu tr×nh tù peptide kh¸ gièng víi tr×nh tù 
c¸c peptide ®éc tõ näc cña mét sè loµi kh¸c nh− 
r¾n ch©u Phi, r¾n hæ mang bµnh, bä c¹p, cÊu 
tróc cña c¸c kªnh Na, K, cÊu tróc cña protein 
g¾n kÕt víi acetylcholine [9]. §©y chÝnh lµ sù ®a 
d¹ng phøc t¹p cña näc ®éc èc cèi kh«ng chØ vÒ 
sè l−îng mµ cßn c¶ c¸c thµnh phÇn ®éc tè. 

MÆc dï c¸c sè liÖu thu ®−îc cßn h¹n chÕ 
nh−ng chóng còng chøng tá thµnh phÇn ®éc tè 
cña mçi loµi èc cèi rÊt ®a d¹ng vµ phong phó. 
HÇu hÕt c¸c ®éc tè ph¸t hiÖn ®−îc ®Òu ®Æc tr−ng 
bëi c¸c liªn kÕt giµu cysteine. Víi c¸c protein cã 
kÝch th−íc nhá h¬n 2 kDa ®Æc tr−ng cã 4 cystein 
víi 2 cÇu disulfide (alpha-conotoxin S1.1, alpha-
conotoxin S1A) cßn protein lín h¬n 2 kDa cã 

Thêi gian th«i protein (phót) 
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thÓ cã 3 (omega-conotoxin SVIA, delta-
conotoxin SVIE) hay 4 cÇu disulfide. Chøc n¨ng 
sinh häc cña c¸c peptide giµu cysteine liªn quan 
mËt thiÕt ®Õn c¸c cÇu nèi disulfide [6]. H¬n n÷a, 
cÇu nµy cßn ®¹i diÖn cho bé khung cÊu tróc cña 
peptide ®ã vµ v× thÕ chóng t−¬ng ®èi æn ®Þnh. 
MÆc dï vËy, ®Ó cã thÓ kh¼ng ®Þnh chÝnh x¸c 
tr×nh tù vµ cÊu tróc cña c¸c conotoxin nµy, c¸c 
protein cÇn ®−îc ph©n tÝch phæ b»ng c¸c ph−¬ng 
ph¸p phæ khèi MS/MS kÕt hîp víi x¸c ®Þnh 
tr×nh tù cDNA, gi¶i tr×nh tù theo ph−¬ng ph¸p 
Edman hoÆc kÕt hîp c¸c ph−¬ng ph¸p nµy.  

Ngoµi c¸c conotoxin ®A nhËn diÖn ®−îc ë 
trªn, cßn rÊt nhiÒu protein kh¸c cã kÝch th−íc nhá 
t−¬ng tù nh− kÝch th−íc chung cña conotoxin 
nh−ng vÉn ch−a nhËn diÖn ®−îc lµ do sù phøc t¹p 
cña thµnh phËn näc ®éc, sù thiÕu hôt c¸c d÷ liÖu 
vÒ DNA. Mét trë ng¹i n÷a ®èi víi viÖc lµm s¸ng 
tá cÊu tróc cña c¸c ®éc tè peptide lµ do chóng cã 
kÝch th−íc qu¸ nhá chØ víi kho¶ng tõ 10 ®Õn 80 
amino acid, liªn kÕt disulfide cã thÓ lªn ®Õn 5 vµ 
mét sè lo¹i cã sù c¶i biÕn sau phiªn mA cao ®é 
[15]. Tuy nhiªn, víi c¸c kÕt qu¶ thu ®−îc b»ng 
ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu nµy còng më ra h−íng 
nghiªn cøu kh¶ quan vÒ sù ®a d¹ng cña c¸c ®éc 
tè thÇn kinh cã nguån gèc tõ tù nhiªn còng nh− 
chñ ®éng t¹o ra c¸c nguån d−îc liÖu b»ng c«ng 
nghÖ DNA t¸i tæ hîp. 

III. KÕT LUËN 

§A thu thËp vµ t¸ch chiÕt ®−îc c¬ quan ®éc 
(bÇu ®éc vµ èng ®éc) cña 8 loµi èc cèi cña  
ViÖt Nam: Conus betulinus, Conus 
caracteristicus, Conus litteratus, Conus 
marmoreus, Conus quericus, Conus striatus, 
Conus textile, Conus vexillum vµ x¸c ®Þnh ®−îc 
c¶ 8 loµi ®Òu cã ®éc tÝnh vµ cã t¸c dông gi¶m 
®au trªn chuét. 

§A tinh s¹ch vµ nhËn d¹ng ®−îc mét sè 
conotoxin ®Æc tr−ng cã trong näc ®éc cña c¸c 
loµi èc cèi vµ c¸c protein/peptide nµy ®Òu cã cÊu 
tróc giµu cystein víi 2 hoÆc 3 liªn kÕt disulfide 
nh− omega-conotoxin MVIIA, delta-Conotoxin 
TxVIA, omega-conotoxin SVIA, SVIB, Alpha-
conotoxin S1.1, (Omega-conotoxin SO-3, Delta-
conotoxin SVIE. 

Lêi c¶m ¬n: C«ng tr×nh ®−îc hç trî kinh phÝ 
cña ®Ò tµi  “Nghiªn cøu t¹o conotoxin t¸i tæ hîp 
vµ thö nghiÖm ho¹t tÝnh gi¶m ®au” cÊp ViÖn 
Khoa häc vµ C«ng nghÖ ViÖt Nam, 2011-2012. 
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EXTRACTION AND IDENTIFICATION OF CONOTOXINS FROM SEVERAL 
CONUS COLLECTED IN NHA TRANG COAST, VIETNAM 

 
Le Thi Bich Thao, Doan Viet Binh,  

Nguyen Bich Nhi, Phan Van Chi 
 

SUMMARY 
 

Venoms of Conus contain a cocktail of peptides that mainly target different voltage- and ligand-gated ion 
channels (commonly known as conopeptides or conotoxins), therefore they are classified as neuropeptides. 
Due to their extraordinary pharmacological properties, conopeptides gained increasing interest in recent years. 
We extracted and identified some conotoxins from eight Cone snails collected in Nha Trang coast (Vietnam): 
C. betulinus, C. caracteristicus, C. litteratus, C. Marmoreus, C. quericus, C. striatus, C. Textile and C. 
vexillum. Venoms from eight conus species were dissected and extracted. The extracted crude venoms were 
tested for analgesic activity on mice. On the hand, these crude venoms were initially separated on a Vydac 
C18 columm. The fractions were then separated on nanoLC chromatography system combined with tandem 
mass spectrometry to identify conotoxins. The results showed that venoms of eight Cone snails were found to 
produce analgesic activity in the formalin test and among them. The extracted crude venoms were tested 
analgesic activity on mice. The venoms of C. betulinus, C. vexillum, C. caracteristicus, C. textile and C. 
quericus gained higher analgesic activity than that of remained species. In each species, several toxic 
proteins/peptides were identified and the sequences of that are similar to toxic components of Conus species. 
The identified conotoxins were disulfide- rich conopeptides containing 4 or 6 cysteines based on published 
data. 

Keywords: Conotoxin, Conus, venoms. 
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