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TÓM TẮT 

 Enterokinase là một serine protease thường được ứng dụng ở một số lĩnh vực nghiên cứu công 

nghệ sinh học. Để sử dụng cho các mục đích đó, chuỗi nhẹ của enterokinase mang hoạt tính xúc tác 

của enzyme được nghiên cứu để biểu hiện tái tổ hợp vì việc tách chiết enterokinase tự nhiên thường 

không hiệu quả. Trong nghiên cứu này, chúng tôi trình bày các kết quả nghiên cứu tạo enterokinase 

chuỗi nhẹ tái tổ hợp có hoạt tính trong Escherichia coli. Protein dung hợp thioredoxin-enterokinase 

(trx-ent) được biểu hiện trong E. coli chỉ thể hiện hoạt tính bằng khả năng tự phân cắt khi được biểu 

hiện ở dạng không tan với điều kiện biến tính bằng guanidine và tái gấp cuộn phù hợp. Trong khi đó, 

enzyme biểu hiện ở dạng tan cũng như là dạng không tan được biến tính bằng urea thì không có hoạt 

tính. Nồng độ guanidine được sử dụng là 6M cùng với các điều kiện tái gấp cuộn tuần tự là các đệm 

oxi hóa chứa glutathione oxi hóa, tiếp theo là điều kiện khử sử dụng glutathione khử cùng với chất 

làm tăng khả năng tan arginine, protein dung hợp Trx-ent sau đó đã có khả năng tự phân cắt. Protein 

enterokinase chuỗi nhẹ tái tổ hợp có hoạt tính với kích thước khoảng 35 kDa trên điện di biến tính 

Tris-glycine. Những thử nghiệm ban đầu cho thấy enterokinase có khả năng phân cắt cơ chất trx-

sumoprotease thành thioredoxin và sumoprotease. Kết quả này là cơ sở cho nghiên cứu tinh chế 

enterokinase có hoạt tính để ứng dụng trong công nghệ biểu hiện protein tái tổ hợp. 

Keywords: enterokinase, E. coli, khả năng tự phân cắt, protein dung hợp, tái tổ hợp 

MỞ ĐẦU 

 Enterokinase, còn được gọi là 

enteropeptidase, là enzyme đầu tiên được biết 

đến có vai trò phân giải các tiền protein enzyme 

thủy phân để tạo thành trạng thái hoạt động. Nó 

được xem là một ví dụ điển hình về việc các 

serine protease đã được tạo ra như thế nào để điều 

hòa quá trình trao đổi chất. Vai trò chính của 

enterokinase là chuyển hóa tiền 

chất trypsinogen thành dạng enzyme trypsin hoạt 

động bằng cách nhận biết và phân cắt trình tự 

peptide đặc hiệu, Asp-Asp-Asp-Lys (Zheng et al. 

2009). Dạng hoạt động của trypsin kích hoạt các 

zymogen tiêu hóa khác như chymotrypsinogen, 

proelastase, procarboxypeptidase và prolipase 

trong ruột. Sự suy giảm chức năng sinh học quan 

trọng của enterokinase bẩm sinh ở ruột dẫn đến 

triệu chứng tiêu chảy nặng, không phát triển, 

giảm tiểu cầu và phù nề. 

 Enterokinase được tổng hợp dưới dạng các 

zymogen đơn chuỗi với trình tự của đầu N-

propeptide có độ dài khác nhau. Các enzyme này 

được kích hoạt bởi sự phân cắt ở phía đầu 

carboxyl của axit amin lysine hoặc arginine có 

trong motif nhận biết của enzyme trypsin. Khi 

được kích hoạt, enzyme này vẫn còn vùng liên 
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kết màng tế bào thông qua một liên kết disulfide 

bảo tồn các đơn vị pro- và xúc tác của enzyme. 

Enterokinase thuộc nhóm chymotrypsin và có 

cấu trúc tương tự như các protein của nhóm này 

(Sadler, 2013). Dạng trưởng thành của 

enterokinase là một serine protease (EC 3.4.21.9) 

bao gồm 2 chuỗi liên kết với bằng một cầu 

disulfide, trong đó chuỗi nặng có kích thước 

khoảng 82-140 kDa, có chức năng làm neo 

enterokinase bám vào màng ngoài của màng ruột 

non và chuỗi nhẹ có kích thước 35-62 kDa chứa 

đơn vị xúc tác.  

 Việc tách chiết enterokinase tự nhiên thường 

bị hạn chế do giá thành cao và thường nhiễm các 

protease khác dẫn đến phân hủy protein enzyme 

(Vozza et al. 1996). Do đó, biểu hiện protein 

ngoại lai dùng cho nghiên cứu và ứng dụng là 

giải pháp được lựa chọn. Các nghiên cứu đã biểu 

hiện và tinh chế chuỗi nhẹ mang hoạt tính xúc tác 

có nguồn gốc từ bò, chuột và người trong các hệ 

biểu hiện như E. coli (Chun et al. 2011; Collins-

Racie et al. 1995; Gasparian et al. 2006; Huang 

et al. 2007; Kitamoto et al. 1994; Niu et al. 2015; 

Skala et al. 2013; Yuan, Hua 2002) và trong nấm 

men (Melicherová et al. 2017; Peng et al. 2004; 

Pepeliaev et al. 2011; Smith, Johnson 2013). Tuy 

nhiên, enzyme tái tổ hợp thường được biểu hiện 

và khả năng thu protein ở mức độ rất thấp. Trong 

nghiên cứu này, chúng tôi nghiên cứu tạo 

enterokinase tái tổ hợp có hoạt tính sử dụng hệ 

thống E. coli với thử nghiệm các điều kiện biểu 

hiện dạng tan hay dạng không tan kết hợp với tái 

cuộn gập protein. 

NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP  

Nguyên liệu 

Chủng vi sinh vật, plasmid 

 Chủng E. coli BL21 Rosetta (Invitrogen, Hoa 

Kỳ) sử dụng để biểu hiện gen, plasmid 

pET32a(+)/ent được thiết kế trong nghiên cứu 

trước (Phương et al. 2018). 

Hóa chất, enzyme 

 Hóa chất, enzyme sử dụng cho nghiên cứu 

APS, TEMED, chloroform, ethidium bromide, 

glucose, glycerol, glycine, isoamyl-alcohol, 

ethanol, methanol, peptone, yeast extract, SDS, 

Tris, acrylamide, bis-acrylamide, agar, agarose, 

coomassie brillian blue (Merck, Đức); kháng sinh 

ampicilin, GSH, GSSG, kháng thể kháng 

thioredoxin được sản xuất từ thỏ, kháng thể 2 anti 

rabbit IgG-peroxidase, TMB (Sigma, Hoa Kỳ). 

Phương pháp  

Biểu hiện enterokinase  

 Chủng E. coli Rosetta mang vector biểu hiện 

pET32a/ent được nuôi cấy trong môi trường 

LBA, nuôi lắc 200 vòng/phút ở 37oC qua đêm. 

Sau đó, dịch tế bào nuôi qua đêm được chuyển 

sang môi trường LBA mới với OD600 khoảng 0,1, 

nuôi tiếp ở 37oC, lắc 200 vòng/phút đến khi 

OD600 đạt 1. Dịch nuôi cấy được cảm ứng với các 

nồng độ isopropyl β- D- thiogalactopyranoside 

(IPTG) và chuyển sang nuôi lắc 200 vòng/phút ở 

các nhiệt độ thử nghiệm khác nhau và thời gian 

thu mẫu khác nhau. 

Tách chiết protein tái tổ hợp từ tế bào E. coli  

 Tế bào E. coli tái tổ hợp sau khi lên men được 

thu lại bằng ly tâm 5000 vòng/phút trong 5 phút. 

Tế bào được huyền phù trong đệm thích hợp để 

đưa mẫu về OD600 = 10. Dịch tế bào được siêu 

âm trong 10 phút (3 giây/xung, nghỉ 3 giây giữa 

các xung) với cường độ 85 Amp. Sau siêu âm, 

mẫu được ly tâm 8000 vòng/phút trong 10 phút 

để phân thành pha tan và pha tủa. Pha tủa được 

hòa lại về thể tích ban đầu trong đệm phù hợp. 

Các mẫu tan và tủa đều được điện di kiểm tra trên 

gel SDS-PAGE 12,6% (Laemmli, 1970). 

Tinh chế enterokinase tái tổ hợp ở dạng tan  

 Trong nghiên cứu trước, chúng tôi đã nghiên 

cứu biểu hiện protein dung hợp trx-ent ở dạng tan 

(Phương et al. 2018). Mẫu protein pha tan được 

bổ sung thêm NaCl và imidazol để đạt nồng độ 

cuối cùng là 0,1 M NaCl và 10 mM imidazole 

(tương ứng với đệm gắn mẫu lên cột). Quá trình 

tinh chế được thực hiện với cột Histrap loại 5 ml 

(Amersham). Sau khi cân bằng cột với 5 thể tích 

cột (CV) đệm gắn mẫu chứa Tris HCl 20 mM, 

NaCl 0,1 M, imidazole 10 mM, pH 8, mẫu 
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protein được đưa lên cột với tốc độ 1,5 ml/phút. 

Để loại các protein gắn không đặc hiệu lên cột, 

cột được rửa với 10 CV đệm rửa 1 chứa Tris HCl 

20 mM, NaCl 0,1 M, imidazole 50 mM, pH 8, 

tiếp theo là 5 CV đệm rửa 2 chứa Tris HCl 20 

mM, NaCl 0,1 M, imidazole 100 mM, pH 8. Cuối 

cùng, mẫu protein được tách ra khỏi cột bằng 5 

CV đệm thu mẫu chứa Tris HCl 20 mM, NaCl 

0,1 M, imidazole 250 mM, pH 8.  

Tinh chế enterokinase tái tổ hợp được biểu hiện 

ở dạng không tan 

- Trường hợp xử lý biến tính với Urea 

 Tế bào E. coli sau khi biểu hiện enterokinase 

được hòa trong đệm Tris–HCl 20 mM, NaCl 500 

mM, pH 8.0 sao cho OD600=10 và được siêu âm 

trong 10 phút (3 giây/xung, nghỉ 3 giây giữa các 

xung) với cường độ 85 Amp. Mẫu được ly tâm 

8000 vòng/phút trong 10 phút để thu tủa là các 

protein không tan. Tủa này được rửa 1 lần với 

đệm nêu trên. Mẫu protein được tái gấp cuộn 

bằng đệm có chứa urea theo phương pháp của 

Tan và đồng tác giả (2007). Về cơ bản, mẫu 

protein pha không tan được tiếp tục rửa trong 

đệm (urea 2 M, mercaptoethanol 0,25% và triton 

X-100 1%), thu tủa protein. Sau đó, mẫu protein 

được hòa tan trong đệm biến tính urea 8M, 2-

mercaptoethanol 1%. Tiếp theo, pha loãng mẫu 5 

lần trong đệm A đã để lạnh (NaCl 500 mM, Tris–

HCl 20 mM, pH 8.0) có bổ sung glycerol 20%. 

Mẫu sau đó được thẩm tích trong 200 ml đệm A 

và đổi đệm 3 lần cứ sau 4 giờ thẩm tích. Cuối 

cùng, thẩm tích trong đệm B (CaCl2 2 mM, NaCl 

100 mM và Tris–HCl 20 mM, pH8) ở 15-18oC 

trong 48 giờ. 

 Ngoài ra, mẫu tủa protein cũng đã được thử 

nghiệm tái gấp cuộn theo quy trình: Siêu âm phá 

tế bào trong đệm Tris 20 mM, pH8. Mẫu tủa 

protein ở nồng độ 4 mg/ml được làm tan trong 

đệm Tris 20 mM, pH8, urea 8 M, DTT 20 mM. 

Sau đó, pha loãng mẫu 100 lần trong đệm Tris 20 

mM, urea 1 M, GSSG 1 mM, GSH 3 mM, pH 8.0 

và được ủ ở 20°C trong 24 giờ. Bên cạnh đó, mẫu 

protein cũng được thử nghiệm pha loãng trong 

đệm có bổ sung arginine 0,5 M và CaCl2 20 mM 

(Woldicke et al. 2013). 

- Trường hợp xử lý biến tính bằng guanidine 

 Tế bào E. coli sau khi biểu hiện enterokinase 

được thu lại bằng ly tâm và được hòa trong đệm 

Tris–HCl 20 mM pH 8, EDTA 10 mM, triton X-

100 1% sao cho OD600=10. Tế bào được phá vỡ 

bằng siêu âm trong 10 phút (3 giây/xung, nghỉ 3 

giây giữa các xung) với cường độ 85 Amp. Dịch 

phá tế bào được phân pha bằng ly tâm 8000 

vòng/phút trong 10 phút ở 4oC và cặn được rửa 1 

lần với đệm phá tế bào ở trên. Mẫu protein Trx-

ent ở dạng không tan này được nghiên cứu tinh 

chế tái gấp cuộn theo phương pháp của 

Gasparian và đồng tác giả với một số thay đổi 

(Gasparian et al. 2003). Pha không tan chứa 

protein dung hợp Trx-ent được hòa tan trong đệm 

biến tính Tris 0,1 M, pH 8, EDTA 1 mM, 

dithiothreitol 20 mM và guanidine 6 M. Phần 

không tan được loại bỏ bằng ly tâm 

8000 vòng/phút trong 10 phút ở 4oC. Protein tan 

trong đệm biến tính được thẩm tích trong 

guanidine 3 M, pH 3 trong 3 giờ và thu phần dịch. 

Dịch protein được bổ sung với lượng tương 

đương đệm oxi hóa (Tris 100 mM, pH8, 

guanidine 6 M, oxidized glutathione 100 mM) 

được ủ qua đêm ở nhiệt độ phòng. Sau đó, mẫu 

được thẩm tích trong guanidine 3 M, pH 8 trong 

3 giờ. Mẫu được pha loãng 10 lần hoặc 30 lần 

trong đệm tái gấp cuộn (arginine 0,7 M, pH 8,5, 

reduced glutathione 2 mM, EDTA 1 mM, 

glycerol 10%) ủ 72 giờ ở 4oC. Cuối cùng, mẫu 

protein Trx-ent được thẩm tích trong đệm Tris 50 

mM, pH 8 và CaCl2 2 mM trong 8 giờ ở 25oC. 

SDS-PAGE và Western blot 

 Sau khi điện di biến tính protein trên gel 

SDS-PAGE (Laemmli, 1970), protein được 

chuyển sang màng PVDF ở 18 V trong 30 phút 

trên hệ thống chuyển màng Trans-blot Semi-dry 

(Biorad, Hoa Kỳ). Protein Trx-ent được nhận 

biết bằng kháng thể kháng thioredoxin theo 

phương pháp như mô tả (Hà et al. 2017). Về cơ 

bản, màng được phủ với kháng thể 1 (kháng thể 

kháng thioredoxin) được sản xuất từ thỏ pha 

loãng 500 lần trong 10 ml sữa tách bơ 5% lên 

màng trong 1 giờ. Kháng thể 2 (anti rabbit IgG-

peroxidase) pha loãng 5000 lần trong 10 ml sữa 
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Thu mẫuTS  F                W1                     W2              E1     E2    E3    M

116

66.2

45

35

25

18.4

14.4

kDa

tách bơ, ủ 1 giờ. Hiện màu protein bằng dung 

dịch cơ chất TMB. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Tinh chế protein enterokinase dung hợp với 

thioredoxin được tổng hợp ở dạng tan 

 Trong nghiên cứu trước, chúng tôi đã công 

bố kết quả biểu hiện enterokinase dung hợp với 

Trx. Mục đích của việc dung hợp với trx là để tạo 

ra protein enterokinase có hoạt tính thì sẽ có hiện 

tượng tự cắt tại vị trí nối giữa Trx và 

enterokinase. Kết quả nghiên cứu các điều kiện 

biểu hiện cho thấy, protein dung hợp có thể được 

tổng hợp ở dạng tan tốt trong môi trường LBA có 

bổ sung 0,5 M sorbitol và 1 mM betaine trong 

điều kiện sốc thẩm thấu với nhiệt độ 20oC cũng 

như việc biểu hiện đồng thời với chaperone có 

thể làm tăng tính tan của protein tái tổ hợp. Kết 

quả tách chiết protein tái tổ hợp cũng chỉ ra rằng, 

ở nhiệt độ lên men 20oC, Trx-ent chiếm khoảng 

70% ở phân đoạn tan khi hòa dịch tế bào trong 

đệm Tris 20 mM pH 8. Các điều kiện đệm còn 

lại, protein tái tổ hợp tan với hàm lượng rất ít chỉ 

khoảng 10% trong đệm Tris 50 mM pH 8 hoặc 

không tan trong H2O và Tris HCl 20 mM pH 8 

có bổ sung 50 mM NaCl và 2 mM CaCl2. Như 

vậy, đệm phá tế bào Tris 20 mM pH8 là phù hợp 

để thu protein Trx-ent dạng tan (Phương et al. 

2018). 

 Những nghiên cứu về tinh chế enterokinase 

tái tổ hợp đã được chúng tôi thử nghiệm. Theo 

thiết kế protein Trx-ent có chứa trình tự 6 

histidine dùng cho tinh chế protein bằng sắc ký 

ái lực. Vì vậy, cột sắc ký ái lực với Ni2+ đã được 

sử dụng để tinh chế protein tái tổ hợp Trx-ent. 

Kết quả cho thấy so với mẫu protein tan tổng số, 

phân đoạn thu được sau tinh sạch có hàm lượng 

protein Trx-ent cao (Hình 1). Như vậy, mẫu 

protein được bám lên cột khá tốt và protein Trx-

ent được thôi ra tập trung chủ yếu ở phân đoạn 

thu mẫu với nồng độ imidazole 250 mM. Mẫu 

protein này được loại imidazole và được dùng 

cho thử nghiệm đánh giá hoạt tính enzyme 

enterokinase.

 

 

  

 

 

 

 

 

 

                 A                         B 

Hình 1. Trx-ent dạng tan được tinh chế bằng cột sắc ký ái lực histidine.  A: kiểm tra kết quả tinh chế bằng SDS-
PAGE. TS: Mẫu protein tổng số ở pha tan; F: Mẫu protein không bám cột; W1, W2: Các phân đoạn tương ứng 
với đệm rửa 1 và 2; E1, E2, E3: Các phân đoạn thu mẫu. B: Sắc ký đồ tinh chế protein Trx-ent trên hệ thống 
sắc ký FPLC, cột Histrap 5 ml. 

 

 Theo các nghiên cứu, ion kim loại cần thiết 

cho hoạt động của enzyme enterokinase. Chúng 

tôi đã bổ sung thêm ion kim loại hóa trị II (Ca2+) 

vào các mẫu enzyme thô cũng như enzyme tinh 

chế được thử nghiệm. Tuy nhiên, các kết quả 

đánh giá hoạt tính cho thấy Trx-ent đã không xảy 

ra hiện tượng tự cắt để tạo ra enterokinase và 

thioredoxin. Sau nhiều nỗ lực tối ưu điều kiện lên 

men, điều kiện tách chiết làm tăng khả năng tan 

cũng như điều kiện phản ứng cắt để cho Trx-ent 

tan có khả năng tự cắt của enzyme dạng tan 

nhưng hoạt tính của enzyme enterokinase không 
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được thể hiện. Một trong những lý do là rất có 

thể trong phân tử enzyme enterokinase có chứa 

nhiều cầu disulfide nên mặc dù protein có thể 

được tạo ra ở dạng tan nhưng cấu trúc hoạt tính 

với các cầu disulfide chính xác vẫn chưa đảm bảo 

vì vậy protein vẫn không có hoạt tính của enzyme 

enterokinase.  

Biểu hiện và tinh chế protein enterokinase ở 

dạng không tan 

 Việc biểu hiện và tinh chế enterokinase tái tổ 

hợp ở dạng tan không thành công có thể do 

enterokinase có chứa nhiều cầu disulfide. Phân 

tử enterokinase có 9 gốc cysteine trong đó có 4 

cầu disulfide. Có thể trong tế bào chất của tế bào 

E. coli không đảm bảo hình thành đúng liên kết 

disulfide để tạo đúng cấu trúc cuộn gập đảm bảo 

hoạt tính của enzyme. Vì vậy, chúng tôi chuyển 

sang nghiên cứu enterokinase không tan sau đó 

biến tính và hồi tính để tìm kiếm điều kiện thích 

hợp cho enzyme có có cấu trúc đúng, có hoạt tính 

sinh học. Với điều kiện biểu hiện thông thường, 

protein dung hợp trx-ent được tổng hợp hoàn 

toàn ở dạng không tan (Hình 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2. Biểu hiện protein dung hợp trx-ent dạng không 
tan. Các chủng mang gen và đối chứng được nghiên 
cứu biểu hiện và được kiểm tra mẫu protein pha tan 
và pha tủa. M: Thang protein chuẩn, (-): protein tổng 
số đối chứng âm; 1,2,3: các dòng tế bào mang gen 
biểu hiện trx-ent, S, P: các mẫu protein pha tan, pha 
tủa ở các dòng tương ứng. 

 Một số phương pháp đã được thử nghiệm dựa 

trên chất biến tính là urea và guanidine (trình bày 

trong phần phương pháp). Với những phương 

pháp thử nghiệm, điều kiện biến tính và hồi tính 

dựa trên chất biến tính urea không cho kết quả 

mong đợi. Protein trx-ent sau bước hồi tính 

không có khả năng tự phân cắt để tạo ra 

thioredoxin và enterokinase (Hình 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3. Tinh chế protein Enterokinase dạng không tan 
bằng chất biến tính urea. TT: Mẫu protein tổng số; P: 
Mẫu protein ở pha không tan; R: protein sau khi biến 
tính và hồi tính bằng urea. 

 

 Đối với mẫu protein Trx-ent không tan được 

làm biến tính bằng guanidine, sau bước thẩm tích 

protein hồi tính trong đệm Tris 50 mM pH8 và 

CaCl2 2 mM trong thời gian 8 giờ ở nhiệt độ 

phòng với việc thay đổi đệm và không thay đổi 

đệm trong quá trình thẩm tích, hiện tượng tự 

phân cắt của protein dung hợp Trx-ent đều đã xảy 

ra tuy nhiên chưa cắt hết phân tử protein dung 

hợp (Hình 4A). Sau đó, kiểm tra mẫu sau 24 giờ 

thì băng protein dung hợp này còn lại rất mờ và 

hầu hết đã được cắt thành enterokinase và trx 

(Hình 4C). Kết quả này cho thấy, việc thay đổi 

đệm là không cần thiết trong quá trình thẩm tích 

trong giai đoạn phản ứng tự phân cắt sảy ra. Kết 

quả này tương đồng với kết quả nghiên cứu của 

nhóm Gasparian và cộng sự khi biểu hiện chuỗi 

nhẹ enterokinase từ người trong E. coli 

(Gasparian et al. 2003). Như vậy với điều kiện 

oxi hóa khử phù hợp, enterokinase đã tái cuộn 

gập được cấu trúc chính xác có hoạt tính phân cắt 

của protease. 

 Western blot với kháng thể kháng trx cũng 

cho thấy protein dung hợp trx-ent đã bắt cặp với 

kháng thể trong mẫu tổng số. Đối với mẫu sau 

khi hồi tính, kháng thể được nhận biết tại vị trí 

của băng trx-ent cắt chưa hết và băng trx sau khi 

được cắt khỏi enterokinase (Hình 4B). Như vậy, 
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chúng tôi có thể khẳng định được rằng 

enterokinase đã có hoạt tính phân cắt. 

 Băng protein enterokinase di chuyển với 

kích thước khoảng 35 kDa trên gel điện di 

Tris–glycine SDS–PAGE. Kết quả này giống 

với các nghiên cứu đã được công bố về biểu 

hiện enterokinase chuỗi nhẹ của người hay 

protein của bò được biểu hiện tái tổ hợp trong 

E. coli (Gasparian et al. 2003; Hermon Taylor 

et al. 1977). Các tác giả cũng đã chứng minh 

khi điện di trên gel tris–tricine, SDS–PAGE thì 

protein enterokinase di chuyển với kích thước 

26,5 kDa đúng với với kích thước tính toán lý 

thuyết.  

 

                A. SDS-PAGE               B. Western Blot                                                   C. SDS-PAGE 

Hình 4. Tinh chế và phân tích khả năng tự phân cắt của trx-ent sau khi tái gấp cuộn protein với mẫu xử lý biến 
tính bằng guanidine. Mẫu protein dung hợp trx-ent ở pha không tan được tiến hành biến tính bằng guanidin và 
tái cấu trúc với các loại đệm oxi hóa khử phù hợp. Sau đó được kiểm tra bằng SDS-PAGE, Western blot với 
kháng thể kháng trx sau thời gian ủ 8 giờ (A, B) và 24 giờ (C). P. Mẫu protein ở pha không tan; R1, R2. Tương 
ứng là mẫu protein sau khi biến tính và hồi tính bằng đệm chứa guanidine với việc thay đổi đệm khi thẩm tích 
nhiều lần hay 1 lần; M. thang protein chuẩn. 

  
KẾT LUẬN 

 Tóm lại, chúng tôi đã biểu hiện và tái cấu trúc 

được enterokinase có hoạt tính trong điều kiện 

biến tính với guanidine 6 M và được hồi tính với 

các đệm oxi hóa và khử phù hợp. Kết quả này là 

cơ sở cho nghiên cứu chế tạo enzyme 

enterokinase sử dụng cho mục đích cắt các 

protein tái tổ hợp khỏi dạng dung hợp với 

thioredoxin trong vector pET32. 
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lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 
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SUMMARY 

Enterokinase is a serine protease commonly used in some biotechnology researches. For these 

purposes, the light chain containing enterokinase activity has usually been expressed as recombinant 

protein in different expression systems because natural enterokinase extraction is often ineffective. In 

this study, we examined the formation of recombinant enterokinase expressed in Escherichia coli 

with biological activity. The thioredoxin-enterokinase (trx-ent) fusion protein was autocleavaged into 

thioredoxin and enterokinase when expressed under insoluble form, denatured with guanidine and 

then refolded with suitable oxidation and reduction steps. Meanwhile, soluble expression as well as 

insoluble form denatured by urea had not enzymatic activity. Denaturant solution of 6 M guanidine 

along with the re-folding conditions in oxidized glutathione oxidation buffers followed by the reduced 

glutathione buffer with arginine was applied to produce trx-ent protein capable of self-cleavage. The 

recombinant light-chain enterokinase protein had a size of about 35 kDa on the Tris-glycine gel. Initial 

assessment on substance had shown that enterokinase was capable of cleaving thioredoxin-

sumoprotease into thioredoxin and sumoprotease. This result provides the base for the production of 

active recombinant enterokinase to be used in recombinant protein expression technology. 

Keywords: autocleavage, enterokinase, E. coli, fusion protein, recombinant 


