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Tóm tắt 
Vi khuẩn Escherichia coli là một trong những vật chủ được sử dụng phổ biến nhất 

trong biểu hiện protein tái tổ hợp nhờ thời gian nuôi cấy ngắn và hiệu suất sinh khối 

cao. Tuy nhiên, các chủng E. coli thông thường thường không có sẵn các khả năng 

chịu với các chất ức chế hóa học hay các yếu tố bất lợi trong môi trường nuôi cấy, gây 

cản trở sự tăng sinh tế bào và giảm hiệu quả biểu hiện protein mục tiêu. Do đó, nghiên 

cứu đã phát triển chủng E. coli có khả năng đáp ứng trực tiếp với nồng độ ethanol cao 

nhằm tạo ra những biến đổi của tế bào liên quan đến thúc đẩy quá trình sinh tổng hợp 

DNA và tăng hiệu quả biểu hiện protein tái tổ hợp. Khả năng chịu nồng độ ethanol cao 

(7-8) % của chủng E. coli BL21(DE3) và E. coli C41(DE3) đã được cải thiện bằng 

phương pháp tiến hóa đáp ứng trong môi trường Luria-Bertani và môi trường muối cơ 

bản M9. Khi ứng dụng các chủng vi khuẩn đáp ứng làm vật chủ biểu hiện protein tái 

tổ hợp PETase, bước đầu đánh giá được hiệu quả biểu hiện protein đã được nâng cao 

đáng kể so với chủng chưa đáp ứng. Phát triển chủng E. coli có khả năng chịu nồng độ 

ethanol cao sẽ là yếu tố tiềm năng góp phần phát triển hệ thống biểu hiện hiệu quả 

trong sản xuất protein tái tổ hợp. 
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1 Giới thiệu 

Trên thế giới, nghiên cứu và ứng dụng công nghệ 

protein tái tổ hợp để sản xuất các loại enzyme công 

nghiệp đã phát triển mạnh mẽ trong nhiều thập kỉ qua. 

Các hệ thống biểu hiện protein bằng E. coli đã được 

phát triển và ứng dụng để tái tổ hợp các protein công 

nghiệp quan trọng vì chúng có nhiều ưu điểm nổi bật 

như điều kiện sinh trưởng dễ dàng, tích lũy sinh khối 

nhanh chóng và không yêu cầu các biến đổi sau dịch 

mã [1-3]. Tuy nhiên, các chủng E. coli truyền thống 

thường không có các khả năng chịu với các yếu tố bất 

lợi của môi trường nuôi cấy như các sản phẩm trao đổi 

chất (ethanol, axit,…) sinh ra trong quá trình tăng sinh 

hay độc tố từ quá trình biểu hiện protein của tế bào vi 

khuẩn. Những yếu tố bất lợi này có thể làm giảm hiệu 

suất sinh khối và hiệu suất tổng hợp protein tái tổ hợp. 

Ở Việt Nam, các nghiên cứu mới tập trung vào vấn đề 

công nghệ để tạo ra protein mong muốn mà chưa chú ý 

đến việc cải thiện hệ thống vi sinh vật biểu hiện để nâng 

cao hiệu suất sản xuất protein tái tổ hợp. 

Hiện nay, kĩ thuật tiến hóa đáp ứng trong phòng thí 

nghiệm (Adaptive Laboratory Evolution – ALE) đã và 

đang được áp dụng rộng rãi trong các nghiên cứu trên 

thế giới về tạo chủng tiến hóa đáp ứng [4]. Nhiều nghiên 

cứu gần đây đã khai thác thành công kĩ thuật này trên đối 

tượng vi khuẩn E. coli với các đặc điểm như hiệu quả sử 

dụng nguồn carbon được cải thiện, vi khuẩn có khả năng 

chịu các chất ức chế hóa học trong môi trường nuôi cấy 

như dung môi ethanol, butanol,...[5-8]. Tuy nhiên, kết 

quả đạt được chỉ dừng ở mức cải thiện tốc độ sinh 

trưởng, tăng lượng sinh khối thu được và đáp ứng mục 
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đích ứng dụng trực tiếp trong sản xuất nhiên liệu sinh 

học. Trong khi các nghiên cứu ngoài nước đã cho thấy 

hiệu quả và tiềm năng của việc sử dụng các chủng vi sinh 

tiến hóa đáp ứng thì tại Việt Nam chưa có công bố nào 

về xây dựng hệ thống vi sinh vật qua quá trình tiến hóa 

đáp ứng để tăng hiệu quả sản xuất sinh khối. 

Thêm vào đó, một số nghiên cứu đã cho thấy việc bổ 

sung ethanol ở một mức độ không gây ức chế sự tăng 

trưởng của E. coli vào môi trường nuôi cấy biểu hiện 

có thể dẫn đến tăng biểu hiện của một số loại protein 

tái tổ hợp [9-11]. Khả năng thích ứng của E. coli với 

môi trường có chứa ethanol có thể được tạo ra từ những 

biến đổi của tế bào để thích nghi với yếu tố bất lợi đó 

và những biến đổi này được cho là có sự ảnh hưởng đến 

hiện tượng liên kết màng, như sao chép DNA, dẫn đến 

tăng cường sinh tổng hợp DNA và thúc đẩy tổng hợp 

protein của tế bào [12]. Giả thuyết đặt ra là chủng vi 

khuẩn E. coli được tạo ra từ quá trình tiến hóa đáp ứng 

lâu dài với những điều kiện bất lợi cũng có thể có những 

biến đổi tương tự trên tế bào. Tuy nhiên, cho đến nay 

chưa có nghiên cứu cụ thể nào liên quan đến việc tạo 

chủng vi khuẩn E. coli đáp ứng với nồng độ ethanol cao 

có thể làm tăng khả năng nâng cao hiệu quả biểu hiện 

các loại protein/enzyme tái tổ hợp. 

Trong nghiên cứu này, kĩ thuật tiến hóa đáp ứng trong 

phòng thí nghiệm được áp dụng trên chủng E. coli 

BL21(DE3), E. coli C41(DE3) được sử dụng phổ biến 

trong biểu hiện protein tái tổ hợp với mục tiêu chính là 

(1) tạo chủng vi khuẩn E. coli có khả năng chịu nồng 

độ ethanol cao, nhằm tăng khả năng thích ứng của tế 

bào vi khuẩn dưới điều kiện áp lực môi trường với nồng 

độ ethanol cao và (2) sử dụng chủng E. coli đã đáp ứng 

để đánh giá khả năng nâng cao hiệu quả biểu hiện 

protein tái tổ hợp. 

2 Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1 Vật liệu 

Chủng vi khuẩn, môi trường 

Hai chủng vi khuẩn E. coli là BL21(DE3) và E. coli 

C41(DE3) lưu trữ tại phòng thí nghiệm Sinh học phân 

tử tại Viện Kĩ thuật Công nghệ cao Nguyễn Tất Thành 

là đối tượng nghiên cứu chính. E. coli BL21(DE3) là 

vật chủ điển hình cho hệ thống biểu hiện protein bằng 

vi khuẩn [13-15]. Chúng sử dụng enzyme T7 RNA 

polymerase để phiên mã gen mục tiêu nằm sau vùng T7 

promoter trên vector chuyển gen pET [16]. Chủng E. 

coli C41(DE3) là chủng đột biến từ E. coli BL21(DE3), 

được chứng minh có thể nâng cao tính ổn định của 

plasmid trong quá trình biểu hiện của các protein sinh 

độc tố và có thể biểu hiện thành công các protein mà E. 

coli BL21(DE3) không biểu hiện được [17]. 

Các chủng vi khuẩn được nuôi cấy trong môi trường 

Luria-Bertani (LB) (Peptone: 10 g/L, NaCl: 5 g/L, cao 

chiết nấm men: 5 g/L) và môi trường muối cơ bản M9 

(Na2HPO4: 12,8 g/L; KH2PO4: 3,0 g/L; NaCl: 0,5 g/L; 

NH4Cl: 1,0 g/L). 

Plasmid mang gen mã hóa cho enzyme PETase 

PETase là enzyme phân cắt đặc hiệu cơ chất nhựa 

polyethylene terephthalate (PET) [18]. Trong nghiên 

cứu này, enzyme PETase được sử dụng để đánh giá 

hiệu quả nâng cao biểu hiện protein tái tổ hợp của các 

chủng vi khuẩn thử nghiệm đáp ứng ethanol. Vector tái 

tổ hợp pET21b(+)-Is-PETase-W159H-S238F mang 

gen mã hóa cho enzyme PETase được tổng hợp từ 

GenScript, Mĩ. 

Kháng thể kháng 6*His 

Kháng thể kháng 6*His (Proteintech, Singapore) được sử 

dụng trong nghiên cứu là kháng thể đơn dòng được sản 

xuất từ chuột, nhận diện đặc hiệu đuôi polyhistidine 

(6*His). Kháng thể được thiết kế gắn trực tiếp với một 

phân tử tín hiệu phát quang là enzyme horseradish 

peroxidase (HRP). Do đó, có thể phát hiện vị trí protein 

mục tiêu trên màng lai ngay sau một lần ủ kháng thể mà 

không cần đến bước ủ kháng thể thứ cấp. 

2.2 Phương pháp 

Thử nghiệm khoảng chịu ethanol 

Chủng E. coli BL21(DE3) và C41(DE3) từ dịch khuẩn 

lưu trữ ở −80 0C được nuôi cấy phục hồi trong môi 

trường LB/M9 lỏng ở điều kiện nuôi cấy là 37 0C, lắc 

150 vòng/phút trong 24 giờ. Cấy chuyển theo tỉ lệ pha 

loãng 1 % và nuôi ở 37 0C trong 16 giờ, sau đó đo giá 

trị mật độ quang OD600 và pha loãng dịch nuôi cấy để 

đạt OD600 = 0,01. Bổ sung ethanol 99 % theo các nồng 

độ (3, 4, 5, 6, 7 và 8) % (v/v) vào mỗi ống và kèm theo 

mẫu đối chứng âm không chứa ethanol, đóng kín nắp 

và nuôi ở 37 0C, đo mật độ tế bào sau 24 giờ nuôi cấy. 

Xác định khoảng chịu ethanol của E. coli BL21(DE3) 

và E. coli C41(DE3). 

Tạo chủng đáp ứng 

Một khuẩn lạc E. coli BL21(DE3) và E. coli C41(DE3) 

được cấy vào môi trường LB/M9 lỏng, ủ 37 0C trong 

24 giờ. Dịch nuôi cấy tiếp tục được chuyển vào môi 

trường LB/M9 mới để đạt giá trị OD600 = 0,01, bổ sung 

X % ethanol 99 % (v/v) (X là nồng độ ethanol tối thiểu 
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trong môi trường nuôi cấy ức chế sự sinh trưởng của vi 

khuẩn). Lặp lại quy trình cấy chuyển ba lần ở ethanol 

nồng độ X % và mỗi nồng độ ethanol tăng dần 0,2 % 

(X + 0,2 %). 

Sau mỗi nồng độ ethanol được đáp ứng, một thể tích 

nuôi cấy thích hợp được trải trên môi trường thạch 

LB/M9 để chọn khuẩn lạc. Bất kì khuẩn lạc nào có hình 

thái bất thường được lưu ý để tránh nhiễm. Các tế bào 

có khả năng chịu ethanol tốt nhất được giữ trong 

glycerol 25 % (đã khử trùng) ở −80 0C. 

Thử thách khả năng chịu ethanol nồng độ cao 

Một khuẩn lạc E. coli BL21(DE3) và C41(DE3) được 

cấy vào môi trường LB/M9 lỏng và nuôi lắc ở 37 0C 

trong 3 giờ. Dịch nuôi cấy (0,5 mL) được thêm vào 4,5 

mL môi trường LB/M9 sạch có chứa 14 % ethanol (đối 

với chủng nuôi trong môi trường LB) và 12 % ethanol 

(đối với môi trường M9), giữ ở nhiệt độ phòng trong 2 

phút. Chuẩn bị bốn độ pha loãng liên tiếp (1:10) của 

dịch nuôi cấy trên trong môi trường LB/M9 sạch. Dung 

dịch pha loãng được trải đều lên đĩa thạch LB/M9 và ủ 

ở 37 0C qua đêm để đếm số lượng các tế bào sống sót 

(theo số khuẩn lạc). Quy trình pha loãng và đếm khuẩn 

lạc được áp dụng tương tự cho các mẫu cấy không trải 

qua thử thách ethanol, được sử dụng làm mẫu đối 

chứng. Tỉ lệ sống sót của tế bào là tỉ lệ số khuẩn lạc của 

môi trường nuôi cấy thử thách với ethanol với số lượng 

khuẩn lạc của môi trường nuôi cấy đối chứng. 

Đánh giá khả năng nâng cao hiệu quả biểu hiện enzyme 

PETase 

Vector tái tổ hợp pET21b(+)-Is-PETase-W159H- 

S238F mang gen mã hóa cho protein PETase được 

chuyển vào trong tế bào nhận thông qua phương pháp 

chuyển gen bằng sốc nhiệt. Thí nghiệm thực hiện đồng 

thời với chủng đối chứng là chủng E. coli BL21(DE3) 

và C41(DE3) chưa qua đáp ứng. Kết quả biểu hiện 

protein tái tổ hợp giữa chủng vi khuẩn đáp ứng và 

chủng gốc được so sánh để đánh giá sự khác biệt. 

Tế bào E. coli khả nạp được tạo ra bằng cách xử lí tế 

bào với CaCl2 [19]. Sau khi trở nên khả nạp, tế bào E. 

coli được chuyển qua giai đoạn sốc nhiệt ở 42 0C giúp 

kích thích chuyển phân tử plasmid vào trong tế bào. Cụ 

thể, thêm vào ống chứa 100 µL tế bào khả nạp (đã được 

rã đông trên đá) khoảng 5 ng plasmid mang gen mã hóa 

cho các protein PETase. Giữ các ống tế bào trên đá 

trong 30 phút. Chuyển ống tế bào vào máy ủ nhiệt ở 42 
0C, ủ tế bào trong vòng 1 phút, sau đó đưa vào đá lạnh 

trong 5 phút. Thêm 1 mL LB vô trùng và ủ tế bào ở 37 

0C trong 60 phút. Môi trường dưỡng chất LB cho phép 

tế bào hồi phục và plasmid tiến hành sao chép, phiên 

mã và dịch mã tạo nên protein mục tiêu. Trải dịch tế 

bào lên đĩa thạch LB có chứa 100 µg/mL kháng sinh 

ampicillin. 

Chủng E. coli BL21(DE3), C41(DE3)/pET21b(+)-Is- 

PETase được nhân lên trong môi trường LB/M9 có bổ 

sung 3 % ethanol và kháng sinh ampicillin nồng độ 100 

µg/mL, nuôi cấy lắc 30 0C, 150 vòng/phút đến khi 

OD600 đạt giá trị từ 0,4 đến 0,5. Ngay sau đó, chất cảm 

ứng IPTG được bổ sung vào môi trường nuôi cấy để 

cảm ứng biểu hiện protein mong muốn, tiếp tục nuôi 

cấy lắc ở 30 0C. Dãy nồng độ IPTG khảo sát là (0; 

0,001; 0,005; 0,01; 0,05; và 0,1) mM. Sinh khối vi 

khuẩn được thu nhận sau (1, 2, và 4) giờ cảm ứng IPTG 

và li giải tế bào bằng phương pháp xử lí nhiệt. Tế bào 

thu được được rửa một lần với PBS 1X và hòa tan lại 

trong PBS 1X để đạt giá trị OD600 = 10. Một tỉ lệ của 

mẫu, SDS 10 %, protein loading dye 4X (9:3:4) được 

vortex và đun ở 100 0C trong vòng 10 phút. Lượng 

protein thu được được đánh giá ở các điều kiện IPTG 

và thời gian cảm ứng khác nhau. 

Kết quả biểu hiện PETase được xác nhận bằng phương 

pháp điện di Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide 

gel Electrophoresis (SDS-PAGE) và phương pháp lai 

miễn dịch Western blot với kháng thể kháng 6*His [20]. 

3 Kết quả 

3.1 Khoảng chịu ethanol của E. coli BL21(DE3) và 

C41(DE3) 

Khảo sát khoảng chịu ethanol của E. coli BL21(DE3) 

và C41(DE3) ở các nồng độ ethanol (3, 4, 5, 6, 7, và 8) 

% cho thấy E. coli BL21(DE3) trong môi trường nuôi 

cấy LB có chứa 5 % ethanol và trong môi trường M9 

có chứa 4 %, tế bào vi khuẩn vẫn sinh trưởng tốt (giá 

trị OD600 từ 0,4 đến 0,5). Ở các nồng độ ethanol cao 

hơn, vi khuẩn bắt đầu sinh trưởng kém và gần như 

không có sự phân chia tế bào vi khuẩn ở nồng độ từ 6 

% đến 8 % ethanol (Hình 1). Đối với chủng E. coli 

C41(DE3), tế bào vi khuẩn vẫn sinh trưởng tốt trong 

môi trường LB có chứa 4 % ethanol và trong môi 

trường M9 có chứa 3 % ethanol; sự ức chế sinh trưởng 

xảy ra tương tự như chủng E. coli BL21(DE3) khi nồng 

độ ethanol tăng dần (Hình 1). Ở thí nghiệm khảo sát 

ban đầu, chủng E. coli BL21(DE3) có tốc độ tăng 

trưởng và khả năng chịu ethanol cao hơn so với chủng 

E. coli C41(DE3). 
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3.2 Tạo chủng E. coli BL21(DE3) và C41(DE3) đáp 

ứng với môi trường có nồng độ ethanol cao 

Sau khi khảo sát khoảng chịu ethanol của các chủng vi 

khuẩn, các nồng độ ethanol được đánh giá là nồng độ 

ức chế đáng kể sự sinh trưởng của vi khuẩn sẽ được 

chọn để thực hiện thí nghiệm tạo chủng đáp ứng. Dịch 

khuẩn được cấy chuyển lặp lại 3 lần ở mỗi nồng độ 

ethanol. Sau mỗi nồng độ ethanol đã đáp ứng, vi khuẩn 

được chuyển sang môi trường có nồng độ ethanol cao 

hơn nồng độ cũ 0,2 %. Kết quả ghi nhận được sự sinh 

trưởng của vi khuẩn ngày càng giảm theo dãy nồng độ 

ethanol đáp ứng tăng dần và duy trì ở mức thấp hơn so 

với sự tăng trưởng của vi khuẩn ở môi trường nuôi cấy 

bình thường (dữ liệu không trình bày). Điều này chứng 

minh rằng nồng độ ethanol cao trong môi trường nuôi 

cấy đã ức chế đáng kể sự sinh trưởng và phân chia tế 

bào vi khuẩn, qua quá trình đáp ứng, chỉ những tế bào 

đã có sự thay đổi để thích nghi với môi trường bất lợi 

mới có khả năng sống sót. Tuy nhiên, nghiên cứu của 

Wang và cộng sự đã cho thấy, khi tăng thời gian đáp 

ứng của chủng E. coli KC01 ở mỗi nồng độ ethanol lên 

7 ngày. Trong (3-4) ngày đầu, sự tăng trưởng của vi 

khuẩn chậm nhưng ở ngày nuôi cấy thứ 6, thứ 7, vi 

khuẩn có thể tăng trưởng tốt, mật độ tế bào tăng cao 

[7]. Do đó, ở thử nghiệm này, tăng thời gian nuôi cấy 

đáp ứng tại mỗi nồng độ ethanol có thể có khả năng cải 

thiện sự tăng trưởng và thích nghi của tế bào với môi 

trường có nồng độ ethanol cao. 

3.3 Đánh giá khả năng chịu ethanol của chủng đáp 

ứng 

Khả năng chịu ethanol trong môi trường nuôi cấy của vi 

khuẩn E. coli BL21(DE3) và C41(DE3) được đánh giá 

bằng cách xác định tỉ lệ sống sót của các tế bào trong 

môi trường có nồng độ ethanol cao gấp hai lần mức đáp 

ứng trong 2 phút. Kết quả cho thấy tế bào đã đáp ứng 

với ethanol ít bị thiệt hại hơn so với tế bào chưa đáp ứng 

(Bảng 1). Đối với chủng E. coli BL21(DE3) đáp ứng, tỉ 

lệ sống sót của tế bào qua thử thách nồng độ ethanol cao 

(14 %) trong môi trường LB/M9 lần lượt là 66,75 % và 

65,13 %, trong khi tỉ lệ sống sót của chủng đối chứng 

trong điều kiện thách thức ethanol tương tự thấp hơn 

đáng kể so với chủng đáp ứng với các tỉ lệ lần lượt là 

34,97 % và 42,19 %. Đối với chủng E. coli C41(DE3) 

đáp ứng, tỉ lệ sống sót của tế bào vi khuẩn trong môi 

trường LB/M9 có bổ sung 12 % ethanol là 90,24 % và 

97,16 %, tỉ lệ này cao hơn so với chủng đối chứng là 

65,6 % và 69,23 %. Nồng độ ethanol cao trong môi 

trường nuôi cấy đã ức chế sự sinh trưởng và phân chia 

của tế bào vi khuẩn E. coli BL21(DE3) và C41(DE3) 

chưa đáp ứng. Chỉ những tế bào có khả năng chịu 

ethanol mới có khả năng sống sót và nhân lên. Do đó, tỉ 

lệ sống sót của tế bào vi khuẩn đã thích nghi với môi 

trường có ethanol cao hơn so với chủng chưa đáp ứng. 

Kết quả này tương tự với kết quả từ nghiên cứu của 

Wang và cộng sự năm 2011 [7]. 

Sau quá trình thử nghiệm tạo chủng đáp ứng, nghiên 

cứu đã tạo được hai chủng E. coli BL21(DE3) mới (E. 

coli BL21-LE và E. coli BL21-ME) có khả năng chịu ở 

nồng độ ethanol 8 % và 7 % tương ứng trong môi 

trường nuôi cấy LB và M9, nồng độ ethanol đáp ứng 

cao hơn so với mức chịu ban đầu của chủng gốc là 2 %. 

Đồng thời, thử nghiệm đáp ứng cũng tạo ra hai chủng 

E. coli C41(DE3) mới (E. coli C41-LE và E. coli C41- 

ME) được cải thiện khả năng chịu ethanol và có thể 

sống sót trong môi trường LB có chứa 7 % ethanol và 

môi trường M9 có chứa 6 % ethanol, mức chịu ethanol 

cao hơn so với chủng gốc 2 %. Một khuẩn lạc của mỗi 

chủng đáp ứng được lưu trữ trong glycerol 25 % trong 

môi trường LB/M9 ở điều kiện −80 0C để sử dụng cho 

các thí nghiệm tiếp theo. 

 
Bảng 1 Tỉ lệ sống sót của tế bào vi khuẩn trong môi trường 

nồng độ ethanol cao 

 
Chủng 

Đối chứng 

(số khuẩn 

lạc) 

Ethanol nổng 

độ cao 

(số khuẩn lạc) 

Tỉ lệ 

sống 

sót (%) 

E. coli BL21(DE3) 366 128 34,97 

E. coli BL21-LE 418 279 66,75 

E. coli BL21(DE3) 128 54 42,19 

E. coli BL21-ME 218 142 65,13 

 

 

Hình 1 Khả năng chịu ethanol của E. coli BL21(DE3) và 

C41(DE3) ở các nồng độ (3, 4, 5, 6, 7 và 8) % trong môi 

trường nuôi cấy LB/M9. 
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E. coli C41(DE3) 157 103 65,60 

E. coli C41 - LE 82 74 90,24 

E. coli C41(DE3) 143 99 69,23 

E. coli C41 - ME 106 103 97,16 

3.4 Đánh giá khả năng nâng cao hiệu quả biểu hiện 

enzyme PETase của chủng E. coli BL21(DE3) đáp ứng 

ethanol nồng độ cao 

Chủng E.coli BL21-ME đã đáp ứng với môi trường 

nuôi cấy M9 có chứa 7 % ethanol được sử dụng để biểu 

hiện enzyme PETase ở các điều kiện khác nhau. Ở tất 

cả các điều kiện khảo sát bao gồm nồng độ IPTG từ 

(0,001 đến 0,1) mM, thời gian cảm ứng trong (1, 2, và 

4) giờ, E.coli BL21-ME đều biểu hiện enzyme PETase 

tốt hơn so với chủng gốc (Hình 2). Kết quả Western 

blot cho thấy lượng protein PETase biểu hiện bằng 

chủng đáp ứng E.coli BL21-ME (kí hiệu “E”) cao hơn 

so với chủng chưa đáp ứng (kí hiệu “M”). Sự khác biệt 

về hiệu quả biểu hiện protein PETase giữa chủng đáp 

ứng E. coli BL21-ME và chủng gốc E. coli BL21(DE3) 

khác biệt rõ ràng nhất ở nồng độ IPTG là 0,01 mM sau 

4 giờ cảm ứng. Dựa trên kết quả phân tích từ phần mềm 

ImageJ, tính toán được lượng protein PETase tạo ra từ 

chủng đáp ứng cao hơn so với chủng gốc 1,8 lần. Ở 

nồng độ IPTG (0,001 và 0,005) mM, lượng protein 

PETase tạo ra thấp, thể hiện thông qua các vạch protein 

mờ trên màng lai. Ở cả hai chủng vi khuẩn đáp ứng và 

chủng đối chứng, nồng độ IPTG (0,05 và 0,1) mM là 

nồng độ phù hợp để PETase biểu hiện tốt nhất. 

Trong môi trường nuôi cấy biểu hiện LB, chủng E.coli 

BL21-LE có khả năng chịu 8 % ethanol cũng cho thấy 

hiệu quả nâng cao biểu hiện protein PETase so với 

chủng gốc (Hình 3). Ở nồng độ IPTG 0,1 mM, sự khác 

biệt về hiệu quả biểu hiện protein tái tổ hợp của chủng 

đáp ứng và chủng gốc thể hiện rõ ràng nhất và hiệu suất 

biểu hiện PETase từ chủng đáp ứng là cao nhất, gấp 1,5 

lần so với chủng gốc (dữ liệu phân tích bằng phần mềm 

ImageJ). Ở nồng độ IPTG 0,05 mM, mức độ biểu hiện 

PETase không có sự khác biệt đáng kể. 

 
Hình 3 Biểu hiện enzyme PETase của chủng E. coli BL21- 

LE. L: chủng E. coli BL21(DE3) đối chứng; E: chủng E. coli 

BL21-LE đáp ứng; C: enzyme PETase tinh sạch. 

Như vậy, chủng E. coli BL21(DE3) đã đáp ứng với môi 

trường có nuôi cấy LB/M9 có nồng độ ethanol cao cho 

hiệu suất biểu hiện protein PETase cao hơn so với 

chủng gốc. 

3.5 Đánh giá khả năng nâng cao hiệu quả biểu hiện 

enzyme PETase của chủng E. coli C41(DE3) đáp ứng 

ethanol nồng độ cao 

Chủng E. coli C41-ME đã đáp ứng với môi trường nuôi 

cấy M9 có chứa 6 % ethanol được sử dụng làm vật chủ 

biểu hiện để khảo sát biểu hiện của enzyme PETase. 

Đồng thời hiệu quả biểu hiện cũng đã được so sánh với 

sự biểu hiện PETase của chủng gốc E. coli C41(DE3) 

thực hiện ở điều kiện thí nghiệm tương tự. Kết quả thu 

được cho thấy lượng enzyme PETase tạo ra từ chủng 

E. coli C41-ME vượt trội hơn so với chủng gốc (Hình 

4). Ở tất cả các nồng độ IPTG được khảo sát từ (0,001 

đến 0,1) mM, vạch hiển thị kết quả lượng protein 

PETase thu được sau (1, 2, và 4) giờ nuôi cấy biểu hiện 

ở chủng E. coli C41-ME (kí hiệu “E”) luôn cao hơn so 

với chủng gốc E. coli C41(DE3) đối chứng (kí hiệu 

“M”). Lượng protein thu được từ chủng đáp ứng và 

chủng đối chứng khác biệt rõ nhất ở nồng độ IPTG là 

(0,05 và 0,1) mM sau 4 giờ cảm ứng biểu hiện, lượng 

protein PETase do E. coli C41-ME biểu hiện cao hơn 

lần lượt là 3,5 lần và 2,9 lần so với chủng đối chứng 

(dữ liệu phân tích từ phần mềm ImageJ). Ở các nồng 

độ còn lại bao gồm (0,001; 0,005; và 0,01) mM, lượng 

protein tạo ra ít, vạch protein mục tiêu hiển thị trên 

màng lai mờ. 

 

 
*Dữ liệu được phân tích bằng phần mềm ImageJ 

Hình 2 Biểu hiện enzyme PETase của chủng E. coli 

BL21-ME kiểm tra bằng phương pháp điện di SDS-PAGE 

(A) và phương pháp lai Western blot (B). M: chủng E. coli 

BL21(DE3) đối chứng; E: chủng E. coli BL21-ME đã đáp 

ứng; C: enzyme PETase tinh sạch. 
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Chủng E. coli C41-LE đã đáp ứng với môi trường LB 

có chứa 7 % ethanol cũng được sử dụng để đánh giá 

hiệu quả biểu hiện enzyme PETase. Thử nghiệm được 

khảo sát ở các nồng độ IPTG là (0,01; 0,05 và 0,1) mM, 

thời gian cảm ứng là 4 giờ. Kết quả thể hiện Western 

blot trên cho thấy hiệu quả biểu hiện PETase bằng 

chủng E. coli C41-LE đã đáp ứng cao hơn so với chủng 

gốc (Hình 5). Ở nồng độ IPTG là 0,05 mM, lượng 

enzyme PETase biểu hiện biểu hiện giữa chủng đáp 

ứng E. coli C41-LE và chủng gốc E. coli C41(DE3) có 

sự khác biệt rõ ràng nhất, hiệu suất tổng hợp protein 

mục tiêu của E. coli C41-LE cao hơn 2,1 lần (dữ liệu 

phân tích từ phần mềm ImageJ). Tuy nhiên, sự khác 

biệt về hiệu quả biểu hiện PETase của chủng E. coli 

C41-LE đáp ứng trong môi trường LB không nổi bật 

như chủng E. coli C41-ME. 
 

 

Hình 5 Kết quả biểu hiện enzyme PETase của chủng 

E. coli C41-LE. L: chủng E. coli C41(DE3) đối chứng; 

E: chủng E. coli C41-LE đáp ứng; C: enzyme PETase 

tinh sạch 

 

4 Thảo luận 

Nghiên cứu “Tạo chủng Escherichia coli có khả năng 

chịu nồng độ ethanol cao để nâng cao hiệu quả biểu 

hiện protein tái tổ hợp” đã tạo ra chủng vi khuẩn E. coli 

BL21-LE có khả năng chịu 8 % ethanol trong môi 

trường LB và E. coli BL21-ME có khả năng chịu 7 % 

ethanol trong môi trường M9. Đồng thời, nghiên cứu 

cũng tạo ra chủng E. coli C41-LE có khả năng sống sót 

ở nồng độ ethanol 7 % trong môi trường LB và C41- 

ME có khả năng sống sót ở 6 % ethanol trong môi 

trường M9. Kết quả khảo sát ban đầu cho thấy E. coli 

BL21(DE3) có khả năng sinh trưởng tốt hơn và có khả 

năng chịu với ethanol cao hơn so với chủng E. coli 

C41(DE3). Trong thí nghiệm thử thách khả năng chịu 

ethanol nồng độ cao của chủng E. coli BL21(DE3) và 

C41(DE3), nồng độ ethanol cao ít gây thiệt hại cho tế 

bào đã đáp ứng hơn so với tế bào chưa đáp ứng. Điều 

này cho thấy nồng độ ethanol cao trong môi trường 

nuôi cấy đã ức chế sự sinh trưởng, phân chia và có thể 

gây chết tế bào vi khuẩn E. coli BL21(DE3) và 

C41(DE3) chưa đáp ứng, chỉ những tế bào có khả năng 

chịu ethanol mới có khả năng sống sót và nhân lên. 

Chủng vi khuẩn E. coli BL21(DE3) và C41(DE3) đã 

đáp ứng cũng được ứng dụng để làm vật chủ biểu hiện 

cho enzyme PETase nhằm đánh giá khả năng nâng cao 

hiệu quả biểu hiện protein tái tổ hợp của chúng so với 

chủng gốc. Kết quả cho thấy, chủng vi khuẩn đáp ứng 

với môi trường có chứa nồng độ ethanol cao đã góp 

phần nâng cao hiệu quả biểu hiện enzyme PETase. Đối 

với chủng E. coli BL21-ME, sự khác biệt về hiệu quả 

biểu hiện PETase thể hiện rõ nhất ở nồng độ chất cảm 

ứng là 0,01 mM sau 4 giờ cảm ứng trong môi trường 

nuôi cấy biểu hiện M9. Đối với chủng E. coli 

C41(DE3), chủng đáp ứng mang lại hiệu quả biểu hiện 

enzyme PETase cao hơn rõ rệt so với chủng gốc ở tất 

cả các nồng độ IPTG được khảo sát. Đặc biệt, trong 

điều kiện môi trường nuôi cấy LB, nồng độ chất cảm 

ứng IPTG là (0,05 và 0,1) mM, thời gian cảm ứng là 4 

giờ, lượng enzyme PETase biểu hiện từ chủng đáp ứng 

cao nhất và cho thấy sự khác biệt rõ so với chủng đối 

chứng. 

Nhìn chung, việc sử dụng các chủng E. coli đáp ứng với 

môi trường nuôi cấy có chứa nồng độ ethanol cao đã 

nâng cao hiệu quả biểu hiện protein tái tổ hợp PETase 

so với chủng gốc. Mức độ cải thiện biểu hiện tùy thuộc 

vào chủng vi khuẩn biểu hiện, môi trường nuôi cấy, 

nồng độ chất cảm ứng IPTG và thời gian cảm ứng biểu 

hiện khác nhau. Trong quá trình tạo đáp ứng của chủng 

E. coli BL21(DE3) và C41(DE3) với môi trường có 

nồng độ ethanol cao, ethanol có thể tạo ra ảnh hưởng 

 

 
*Dữ liệu được phân tích bằng phần mềm ImageJ 

Hình 4 Kiểm tra biểu hiện enzyme PETase của chủng E. 

coli C41-ME bằng phương pháp điện di SDS-PAGE (A) 

và phương pháp lai Western blot (B). M: chủng E. coli 

C41(DE3) đối chứng; E: chủng E. coli C41-ME đáp ứng; 

C: enzyme PETase tinh sạch; L: thang protein. 
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lớn đến môi trường sống của tế bào vi khuẩn và gây ra 

những biến đổi về tính lưu động của màng, vận chuyển 

qua màng, thành phần lipid màng và sự sắp xếp của các 

protein màng [21-23]. Những thay đổi này có thể ảnh 

hưởng đến hiện tượng liên kết màng, chẳng hạn như quá 

trình sao chép DNA, dẫn đến tăng cường tổng hợp DNA 

[12]. Việc tăng cường tổng hợp DNA có thể dẫn đến 

tăng quá trình phiên mã và dịch mã protein mong muốn 

trong các tế bào được xử lí bằng ethanol. Do đó, lượng 

enzyme PETase được biểu hiện từ chủng đáp ứng cao 

hơn so với chủng gốc. Ngoài ra, trong quá trình nuôi cấy 

biểu hiện, việc tăng sinh và biểu hiện protein của vi 

khuẩn có thể sản sinh ra các loại độc tố, các sản phẩm 

trao đổi chất hoặc xuất hiện các yếu tố bất lợi trong quá 

trình nuôi cấy như sự không ổn định về nhiệt độ, thay 

đổi pH, nồng độ các chất dinh dưỡng thấp,…, gây ức 

chế ngược lại sự sinh trưởng và khả năng biểu hiện 

protein của vi khuẩn. Do đó, việc tạo ra các chủng vi 

khuẩn có khả năng thích ứng trực tiếp với các yếu tố bất 

lợi trong môi trường sinh trưởng có thể sẽ làm tăng khả 

năng sống sót và cải thiện hiệu quả biểu hiện protein tái 

tổ hợp. 

5 Kết luận 

Đây là nghiên cứu đầu tiên trong nước tạo chủng vi 

khuẩn tiến hóa đáp ứng với nồng độ ethanol cao trong 

phòng thí nghiệm và ứng dụng làm chủng chủ biểu hiện 

trong công nghệ sản xuất protein tái tổ hợp. Bước đầu 

nghiên cứu đã mang lại những kết quả nổi bật. Qua 

nhiều thế hệ nuôi cấy đáp ứng, chủng vi khuẩn E. coli 

BL21(DE3) và C41(DE3) có khả năng chịu với nồng 

độ ethanol cao trong môi trường LB/M9 được tạo ra và 

khi ứng dụng làm chủng chủ trong biểu hiện protein tái 

tổ hợp đã góp phần nâng cao hiệu quả biểu hiện protein 

PETase. Tuy nhiên, ở thí nghiệm tạo chủng đáp ứng, 

thời gian cấy chuyển ở mỗi nồng độ ethanol đáp ứng 

ngắn (3 ngày), do đó, chưa thể thấy rõ được sự đáp ứng 

của tế bào với môi trường bất lợi, những tế bào chưa 

hoàn toàn thích nghi vẫn tiếp tục bị ức chế sự sinh 

trưởng bởi ethanol. Vì vậy nghiên cứu cần tăng thêm 

thời gian nuôi cấy đáp ứng tại mỗi nồng độ ethanol để 

có thể đánh giá rõ sự tăng trưởng và thích nghi của tế 

bào với môi trường có nồng độ ethanol cao. Đối với thử 

nghiệm đánh giá hiệu quả nâng cao biểu hiện protein 

tái tổ hợp, cần sử dụng chủng đáp ứng để biểu hiện 

thêm một số enzyme có giá trị ứng dụng nhằm đánh giá 

toàn diện về hiệu quả nâng cao biểu hiện protein tái tổ 

hợp của chủng vi khuẩn đáp ứng với môi trường có 

nồng độ ethanol cao. 
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Enhancing ethanol tolerance of Escherichia coli to improve the efficiency of recombinant protein 

expression 
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Abstract Escherichia coli is one of the most common hosts to produce recombinant proteins due to its short 

culturing time and high biomass yield. However, the traditional strains often lack the resistance against chemical 

inhibitors or environmental stresses which impact on cell division and lessen the effectiveness of target protein 

expression. In this study, the E. coli strains with direct ethanol tolerance was developed to promote the cellular 

alterations associated with the enhancement of DNA synthesis and the improvement of the production of 

recombinant proteins. The result showed that the E. coli BL21(DE3) and E. coli C41(DE3) have been improved in 

ethanol tolerance (7-8) % by applying laboratory adaptive evolution in Luria Bertani medium and M9 minimal 

medium. Additionally, the protein expression efficiency has been significantly increased when using them as a host 

for PETase protein expression compared to the original strains. The evolution of E. coli with high ethanol tolerance 

might be a potential factor contributing to the development of an effective expression system for recombinant 

protein production. 

Keywords adaptive evolution, E. coli BL21(DE3), E. coli C41(DE3), ethanol tolerance, PETase, recombinant 

protein. 
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