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TÓM TẮT 
OsbHLH061 là một nhân tố điều hòa phiên mã thuộc họ basic helix-
loop-helix (bHLH) và được dự đoán hoạt động trong quá trình chống 
chịu với hạn ở lúa. Nhằm làm rõ vai trò và cơ chế hoạt động của 
OsbHLH061, việc xác định các trình tự DNA liên kết đặc hiệu với 
protein này là rất cần thiết, vì từ đó có thể dự đoán được các gen mục 
tiêu của OsbHLH061. Do đó, nghiên cứu này được thực hiện nhằm 
tạo dòng, biểu hiện OsbHLH061 trong E. coli và tinh sạch protein cho 
các phản ứng protein-DNA in vitro. Vector biểu hiện được lựa chọn là 
pET-32a vì sự có mặt của các protein thẻ làm tăng tính tan 
(Thioredoxin) và khả năng tinh sạch (Histidine). Kết quả đã tạo dòng 
thành công pET-HLH061 trong E. coli, OsbHLH061 được thiết kế để 
tạo protein dung hợp với Thioredoxin và Histidine ở đầu N. Protein 
dung hợp biểu hiện tốt trong pha tan và được tinh sạch thành công 
bằng phương pháp sắc kí ái lực với Nikel với chất lượng đủ cho các 
nghiên cứu mục tiêu được đề ra. 

Từ khóa: E. coli, khô hạn, lúa, nhân tố điều hòa phiên mã, 
OsbHLH061, tinh sạch 

ABSTRACT 
OsbHLH061 is a transcriptional factor belonging to the basic helix-
loop-helix (bHLH) family and is predicted to function in drought 
tolerance in rice. To elucidate the role and mechanism of 
OsbHLH061, it is essential to identify the DNA sequences bound 
explicitly by this protein, as this can help predict the target genes of 
OsbHLH061. Therefore, this study aims to clone and express 
OsbHLH061 in E. coli and purify the protein for in vitro protein-DNA 
interaction assays. The chosen expression vector was pET-32a due to 
the presence of protein tags that enhance solubility (Thioredoxin) and 
facilitate purification (Histidine). The results successfully cloned pET-
HLH061 in E. coli, with OsbHLH061 designed to produce a fusion 
protein with Thioredoxin and Histidine at the N-terminus. The fusion 
protein was well expressed in the soluble phase and was successfully 
purified using Nickel affinity chromatography, yielding sufficient 
quality for the intended studies. 

Keywords: Drought responsive, E. coli,  OsbHLH061, protein 
purification, rice, transcription factor 
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1. GIỚI THIỆU 

Họ các nhân tố điều hòa phiên mã (transcription 
factor, TF) bHLH (basic helix-loop-helix) có vai trò 
quan trọng trong cả thực vật và động vật. Chỉ riêng 
trong cây lúa, 167 gen bHLH đã được xác định, và 
phân tích phát sinh loài dựa trên trình tự gen cho 
thấy chúng có thể tách thành các nhánh (hay phân 
họ) một cách rõ ràng (Li et al., 2006). Các nghiên 
cứu về chức năng các gen này trên lúa cũng đã đạt 
được các thành quả nhất định và được tóm tắt trong 
một bài tổng hợp vào năm 2023 của Zuo et al. Xét 
về chức năng, họ bHLH ở cây lúa được chia thành 
bốn nhóm liên quan tới các quá trình sinh lý khác 
nhau ở cây, bao gồm: sinh trưởng và phát triển, tổng 
hợp trao đổi chất, truyền tín hiệu và phản ứng với 
stress phi sinh học (Zuo et al., 2023). Liên quan tới 
quá trình phản ứng của cây với stress phi sinh học 
có thể kể tới OsICE1, OsICE2, OsbHLH024, 057, 
130, 148 (Zuo et al., 2023). Trong một sàng lọc 
trước đây của chúng tôi dựa trên dữ liệu microarray 
từ mRNA của lúa thu nhận sau các quá trình stress 
phi sinh học, OsbHLH061 (tên và số thứ tự của gen 
được lấy theo quy định trong bài báo của Li et al., 
2006; mã số trên cơ sở dữ liệu TIGR tương ứng là 
LOC_Os11g38870) nằm trong các gen thuộc nhóm 
có sự tăng biểu hiện khi cây bị mất nước (Pham, 
2014). Để làm rõ hơn vai trò của OsbHLH061 và cơ 
chế hoạt động của nó như một TF, việc khám phá 
các gen mục tiêu của TF này là một hướng nghiên 
cứu cần thiết hàng đầu. 

Mặc dù TF có thể kiểm soát quá trình phiên mã 
của gen mục tiêu thông qua các cơ chế khác nhau 
(Bervoets & Charlier, 2019), nhưng các cơ chế này 
về cơ bản dựa vào sự tương tác của chúng với TFBS 
(vị trí liên kết nhân tố phiên mã, transcription factor 
binding sites, hay còn gọi là yếu tố cis, cis-acting 
element) (He et al., 2023). TFBS là các trình tự 
DNA đặc hiệu nằm ở promoter của gen mục tiêu mà 
các TF có thể nhận biết và gắn chọn lọc, từ đó điều 
hòa sự biểu hiện của gen (Nguyen et al., 2017; He et 
al., 2023). Xác định được các trình tự TFBS sẽ giúp 
cho việc dự đoán các gen mục tiêu của TF trở nên 
dễ dàng hơn và phần nào giải thích được chức năng 
của các nhân tố này, đặc biệt khi đã biết vai trò của 
các gen mục tiêu. 

Liên kết giữa TFBS và TF có thể được thực hiện 
bằng các kỹ thuật truyền thống như xét nghiệm điện 
di di động (electrophoretic mobility shift assays, 
EMSA), xét nghiệm liên kết màng lọc nitrocellulose 
(nitrocellulose filter-binding assays), xét nghiệm 
dấu chân (footprinting assays) và lai đơn nấm men 
(Hellman & Fried 2007; Helwa & Hoheisel 2010). 

Mặc dù hiệu quả nhưng các kỹ thuật này còn chậm, 
tốn công sức và đòi hỏi phải có những thông tin nhất 
định về TFBS và TF.  

Hiện nay, các kỹ thuật dung lượng cao đã ra đời 
nhằm sàng lọc hàng loạt các trình tự có khả năng 
liên kết với protein chỉ trong một phản ứng, trong đó 
phải kể tới kỹ thuật microarray liên kết protein 
(protein binding microarrays, PBM). Riêng PBM 
cho đối tượng cây lúa thì nhóm nghiên cứu của 
Phòng thí nghiệm sinh học phân tử, Đại học 
Myongji (Hàn Quốc) đã phát triển từ 2009 (Kim et 
al., 2009) và cải tiến dần trong hơn 10 năm để chứng 
minh tính hiệu quả của PBM này cho mục tiêu xác 
định TFBS của các TF (Kim et al., 2012; 2017; 
2021). Để phục vụ cho thí nghiệm này thì cần cung 
cấp một lượng đủ lớn protein và protein được sản 
xuất bằng kỹ thuật tạo dòng là một câu trả lời  
phù hợp. 

Do đó, trong nghiên cứu này, dòng được tạo, 
biểu hiện OsbHLH061 trong E. coli và tinh sạch 
protein với mục tiêu dùng làm nguyên liệu cho 
PBM. Các trình tự có tính liên kết cao với protein 
trong PBM có thể là các TFBS của TF, từ đó suy ra 
các gen mục tiêu để hỗ trợ giải thích cho vai trò của 
OsbHLH061 trong sinh lý cây lúa. Ngoài ra, protein 
này cũng có thể dùng trong các thí nghiệm khẳng 
định kết quả tiếp theo như EMSA, lai đơn nấm men 
hay làm kháng thể đa dòng trong phân tích cây 
chuyển gen OsbHLH061. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  
2.1. Chủng chủ và plasmid 

Chủng E. coli DH5α (Stratagene, Mỹ) được sử 
dụng cho bước tạo dòng, chủng E. coli BL21(DE3) 
(Stratagene, Mỹ) sử dụng cho biểu hiện protein tái 
tổ hợp. Vùng trình tự mã hóa OsbHLH061 dài 837 
bp được nhận từ thư viện cDNA của công ty 
GreenGene Biotech, GGB (Yongin, Hàn Quốc). 
Plasmid pET-32a (Novagen, Đức) được sử dụng 
làm vector tạo dòng, đồng thời là vector biểu hiện 
protein tái tổ hợp nhờ vào promoter T7 có trên 
plasmid giúp kiểm soát sự biểu hiện gen thông qua 
chất cảm ứng IPTG (isopropyl β-d-1- 
thiogalactopyranoside).  

2.2. Phương pháp 
2.2.1. Tạo vector tái tổ hợp pET-HLH061 và 

chuyển gen vào E.coli 

Vùng trình tự mã hóa OsbHLH061 được thu 
nhận bằng cách khuếch đại với cặp mồi đặc hiệu. 
Mồi xuôi có bổ sung trình tự nhận diện của enzyme 
EcoRI (F-RI: cccGAATTCatgccccaagt) và mồi 
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ngược bổ sung trình tự của XhoI (R-Xh: 
cccCTCGAGctagccctttt). Mồi ngược chứa stop 
codon để tạo protein dung hợp đầu N với các thẻ 
protein (Hình 1) trong pET-32a (Novagen, Đức). 
Sản phẩm PCR sau tinh sạch bằng QIAquick PCR 
purification kit (Qiagen, Đức) và vector pET-32a 
được xử lý bằng hỗn hợp enzyme EcoRI và XhoI 
(Takara, Nhật Bản) để tạo đầu so le cho bước nối 
bằng enzyme T4 liagse (Takara, Nhật Bản). Vector 
tái tổ hợp pET-HLH061 được chuyển vào vi khuẩn 
E. coli DH5a và BL21(DE3) (Stratagene, Mỹ) bằng 
cách sốc nhiệt theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

 
Hình 1. Sơ đồ cấu trúc của vector tái tổ hợp 

pET-HLH061 

2.2.2. Sàng lọc chủng chuyển gen 

Các vi khuẩn sau khi chuyển gen được trải trên 
môi trường thạch LBA (môi trường Luria Bertani có 
chứa ampicilin nồng độ 50 µg/mL và 12g/L agar). 
Sau khi ủ ở 37ºC qua đêm, các khuẩn lạc E. coli 
DH5α được sàng lọc bằng cách PCR với cặp mồi 
đặc hiệu (F-RI dùng để tạo dòng ở trên và T7-ter từ 
công ty GGB, Hàn Quốc với trình tự 
ctagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttg) 
để khẳng định sự có mặt của gen chuyển, đoạn DNA 
thu được có kích thước dự đoán là 980 bp. Với 
khuẩn lạc của E. coli BL21(DE3) thì sử dụng cặp 
mồi T7 (taatacgactcactat) và T7-ter (đều được cung 
cấp bởi công ty GGB, Hàn Quốc) để khuếch đại 
đoạn DNA dài 1563 bp. Sau đó, vi khuẩn được nuôi 
cấy tăng sinh qua đêm tại 37ºC trong môi trường LB 
lỏng chứa 50 µg/mL ampicilin. Plasmid được thu 
nhận bằng bộ kit tách plasmid (Qiagen, Đức) và 
chuyển sang giải trình tự tại công ty GGB (Hàn 
Quốc) với 2 mồi T7 và T7-ter bắt cặp đặc hiệu tương 
ứng với T7 promoter và T7 terminator. Chủng vi 
khuẩn khẳng định qua giải trình tự được dùng để 
biểu hiện protein. 

2.2.3. Kiểm tra sự biểu hiện protein 

Kích thước của protein mục tiêu được dự đoán 
bằng phần mềm cung cấp bởi BCCM/GeneCorner (Bỉ) 
tại https://www.genecorner.ugent.be/protein_mw.html 

Thí nghiệm kiểm tra khả năng biểu hiện và tính 
tan của protein được thực hiện trong thể tích nhỏ 
(tổng 11 mL). Trước hết, vi khuẩn được nuôi qua 
đêm tại 37ºC trong 3 mL LB lỏng có bổ sung 50 
µg/mL ampicilin để tạo dịch vi khuẩn gốc. Sau đó, 
1 mL dịch vi khuẩn gốc này được chuyển sang 10 

mL môi trường LBA lỏng mới, nuôi trong 37ºC cho 
tới khi OD600 đạt 0,6 thì được bổ sung IPTG  để đạt 
nồng độ cuối cùng là 1 mM. Vi khuẩn tiếp tục được 
nuôi tại 22°C trong 4h để tạo điều kiện cho sự biểu 
hiện protein. Kết thúc quá trình, tế bào được thu 
bằng ly tâm trong 5 phút, tốc độ 5000 rpm, tại 4ºC. 
Phần lắng sau đó được hòa tan lại với 2 mL 
phosphate-buffered saline (PBS) có chứa chất ức 
chế protease, sau đó được ly giải bằng sóng siêu âm 
trong 5 phút với khoảng bắn sóng và nghỉ là 30s/30s. 
Trong quá trình thực hiện, các dịch luôn được giữ 
trong khay đá. Sau khi ly tâm ở 4°C trong 30 phút 
với tốc độ 13,000 rpm phần dịch nổi được tách 
riêng, phần cặn tiếp tục được hòa tan bằng 200 µl 
dung dịch PBS. Các phần này đại diện cho protein 
tổng của pha tan (dịch nổi) và không tan (phần 
tủa/lắng hòa tan lại trong PBS). Mỗi pha được lấy 
20 µl để trộn với 10 µl thuốc nhuộm 4x (chứa 
Bromophenol blue là chất hiện màu) và 10 µl nước 
cất tạo thành hỗn hợp nạp mẫu trên SDS-PAGE.  

2.2.4. Tinh sạch protein 

Sau khi xác định được sự biểu hiện và tính tan 
của protein, vi khuẩn được nuôi với thể tích lớn hơn 
(tổng là 55 mL) nhằm thu được nhiều protein, phục 
vụ cho bước tinh sạch. Vi khuẩn gốc được nuôi 
trong  5 mL LBA lỏng qua đêm và bổ sung vào môi 
trường LBA lỏng mới theo tỉ lệ 1:10, tiếp tục nuôi ở 
37ºC cho tới khi OD600 đạt 0,6 thì được bổ sung 
IPTG để đạt nồng độ cuối là 1 mM, nuôi tại 22°C 
trong 4h. Tế bào sau đó được thu bằng ly tâm trong 
5 phút, tốc độ 5000 rpm, 4ºC. Cặn tế bào sau đó 
được giữ trong tủ -20°C qua đêm để sử dụng cho 
bước tinh sạch protein. Protein dung hợp với thẻ 
Histidine được tinh sạch bằng sắc ký ái lực với 
Nikel, sử dụng resin Ni–NTA của Qiagen (Đức) 
theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Protein tinh sạch 
được thu trong 3 lần rửa giải (chứa imidazol ở nồng 
độ 250 mM), mỗi lần có thể tích 500 μl, rửa giải lần 
đầu được ủ trong 30 phút, các lần sau ủ 10 phút. 
Nồng độ protein được xác định bằng phương pháp 
Bradford (Biorad), dựa trên đường chuẩn được xây 
dựng cho BSA (Albumin huyết thanh bò, Merck). 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Tạo dòng pET-HLH061 

Sản phẩm PCR với cặp mồi F-RI và R-Xh được 
điện di trên gel agarose 1,5% cho thấy 1 vạch sáng 
rõ, nằm trong khoảng từ 800-900 bp (Hình 2), phù 
hợp với kích thước dự đoán ban đầu của 
OsbHLH061 là 837 bp. 
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Hình 2. Sản phẩm PCR của gen mã hóa protein 

OsbHLH061. 
M: thang DNA 100bp của Bioneer (Hàn Quốc); 061: 
OsbHLH061 

Sản phẩm này sau đó được tinh sạch và cắt bằng 
hỗn hợp enzyme EcoRI và XhoI. Plasmid pET-32a 
cũng được xử lý bằng 2 enzyme tương tự. Các hỗn 
hợp phản ứng sau đó được tinh sạch và chạy trên gel 
(Hình 3). Giếng vector cho thấy 1 băng sáng, rõ và 
gọn gàng ở vị trí hơn 5000 bp chứng tỏ vector đã 
được mở vòng hoàn toàn.  

 
Hình 3. Vector pET-32a (giếng p) và 

OsbHLH061 (giếng 061) sau khi cắt bằng 2 
enzyme EcoRI và XhoI 

M: thang DNA 1kb của Bioneer (Hàn Quốc). 

Các khuẩn lạc phát triển trên môi trường có chứa 
ampicilin chứng tỏ đã được chuyển với pET-32a. 
Nhằm khẳng định OsbHLH061 đã được tái tổ hợp 
thành công vào pET-32 đúng chiều, các khuẩn lạc 
đã được khuếch đại với mồi xuôi nằm trên HLH061 
(F-RV) và mồi ngược nằm trên vector (T7-ter). 
Đoạn trình tự thu được có kích thước dự đoán là 980 
bp. Hình ảnh bản gel điện di cho thấy 5/7 chủng 
được khuếch đại đều cho ra 1 băng DNA tương ứng 
với vạch 1kb của thang chuẩn. Do đó, chủng 2 và 4 

được chọn để nuôi cấy tăng sinh, tách plasmid và 
giải trình tự. 

 
Hình 4. Kết quả PCR khuẩn lạc với 2 primer F-

RI và T7ter của vi khuẩn E. coli DH5α  
chuyển gen 

M: thang DNA 1kb của Bioneer (Hàn Quốc). 1-7: các 
chủng vi khuẩn dự tuyển 

Kết quả giải trình tự pET-HLH4 của chủng số 4 
với 2 mồi T7 và T7-ter đều cho các vùng đọc rõ 
khoảng 800-1000 nucleotide, trong đó 2 đoạn trùng 
khớp với nhau một vùng 457 nucleotide (thanh chữ 
nhật màu đỏ, Hình 5a) nằm ở cuối trình tự thu nhận 
được từ mỗi mồi. Từ đó, khi ghép nối 2 trình tự đã 
giải mã lại thu được đoạn trình tự kí hiệu T7-T7ter 
(seq), phân biệt với T7-T7ter(LT) là vùng trình tự từ 
T7 promoter tới T7 terminator dự đoán theo lý 
thuyết. T7-T7ter(seq) trùng khớp 100% và nằm 
hoàn toàn bên trong trình tự dự đoán T7-T7ter(LT). 
Vùng trùng khớp bao phủ trình tự toàn bộ khung đọc 
mở để tạo protein dung hợp từ start codon của Trx-
Tag và stop codon của HLH061 (Hình 5b). 

 
Hình 5. Kết quả dóng hàng các trình tự DNA 

(a). Vùng trùng lặp của kết quả khi giải trình tự bởi 2 
primer T7 và T7-ter, tương ứng trình tự từ khoảng 400 
đến 780 bp của trình tự giải bởi primer T7. Vùng không 
trùng lặp của trình tự giải bởi T7ter không được biểu diễn 
trong hình. (b). Vùng trùng lặp của trình tự T7-T7ter sau 
giải trình tự và T7-T7ter lí thuyết bao trùm toàn bộ khung 
đọc mở để tạo protein dài 445 acid amin. Đây chính là 
protein dung hợp bao gồm 3 protein thẻ ở đầu N (Trx: 
thioredoxin, H: histidine, S: S-peptide) và OsbHLH061  
ở đầu C. 

E. coli DH5α là một trong các chủng E. coli được 
sử dụng nhiều nhất trong các phòng thí nghiệm với 
mục đích tạo dòng các gen có kích thước nhỏ 
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(Kostylev et al., 2015). Chủng đã được thiết kế 
chuyên biệt cho mục đích tạo dòng nên các plasmid 
chuyển vào có sự ổn định hơn trong quá trình 
chuyển gen, nhân lên cũng như quá trình tách chiết. 
Tuy nhiên, DH5α không biểu hiện được gen dưới sự 
điều khiển của T7 promoter vì thiếu T7 polymerase. 
Do đó, gen sau khi tạo dòng trong chủng DH5α sẽ 
được chuyển vào một chủng khác cho biểu hiện gen, 
ví dụ như E. coli BL21(DE3). BL21 (DE3) ngược 
lại được điều chỉnh làm mất một số protease, do đó 
tăng tích lũy protein ngoại lai và giảm sự phân cắt 
protein trong quá trình tinh sạch (Samuelson, 2011) 
nhưng không giải quyết được các vấn đề về plasmid 
chuyển gen như trong E. coli DH5α, vì vậy lại không 
thích hợp cho việc tạo dòng ngay từ đầu. Việc sử 
dụng 2 chủng E. coli khác nhau cho tạo dòng và biểu 
hiện gen đã được nhiều nhóm nghiên cứu sử dụng 
cả trong và ngoài nước (Do et al., 2017; Yuan et al., 
2020; Tu et al., 2022).  

Trong nghiên cứu này, plasmid pET-HLH061 
của chủng E. coli DH5α số 4 sau khi được khẳng 
định bằng giải trình tự được lưu trữ và sử dụng cho 
chuyển gen vào E. coli BL21(DE3). Các khuẩn lạc 
E. coli BL21(DE3) sau chuyển gen khi khuếch đại 
với cặp mồi đặc hiệu T7, T7ter đều cho một băng 
DNA ở vị trí khoảng 1,6 kb khớp với kích thước dự 
kiến là 1563 bp và trùng với băng của đối chứng 
dương là plasmid tách từ chủng E. coli DH5α số 4. 
Chủng E. coli BL21 số 1 sau đó cũng được giải trình 
tự với cặp mồi T7 và T7ter (GGB, Hàn Quốc) để 
đảm bảo không có sai lệch gì về trình tự DNA nằm 
ở vùng tương ứng với protein dung hợp. 

 
Hình 6. Kết quả PCR khuẩn lạc với cặp mồi T7-

T7ter của vi khuẩn E. coli BL21(DE3) sau 
chuyển gen 

M: thang DNA 1kb của Bioneer (Hàn Quốc), -: đối chứng 
âm (không có DNA mẫu), +: đối chứng dương (plasmid 
pET-HLH061), các giếng 1-5: các chủng vi khuẩn  
dự tuyển. 

Biểu hiện protein 

Protein dung hợp được biểu hiện trong E. coli 
BL21(DE3) dưới sự kích thích của IPTG. Kết quả 
trên SDS-PAGE cho thấy giữa tế bào không được 

kích thích và tế bào kích thích biểu hiện khác nhau 
ở một vài băng, đặc biệt có một băng rất đậm ở kích 
thước khoảng gần 55 kDa (mũi tên trong Hình 7). 
Theo dự đoán thì protein dung hợp Trx-His-S-
HLH061 có khối lượng khoảng 48kDa. Như vậy, có 
thể đây là băng của protein mục tiêu. Vạch này đậm 
hơn trong pha tan so với không tan (Hình 7) cho thấy 
protein dung hợp có tính tan tốt. Điều này có thể do 
bản chất tan của protein HLH061 nhưng cũng có thể 
do tác dụng của thẻ protein Trx vì đây là một protein 
đã được báo cáo là có tính tan cao và khi dung hợp 
với một protein khác thì có thể làm tăng tính tan của 
protein được dung hợp (Young et al., 2012). Tuy 
nhiên, Trx không có ái lực nội tại nên cần sử dụng 
một protein thẻ khác cho mục đích tinh sạch (Sofia 
et al., 2014), ở đây là thẻ 6x Histidine.  

 
Hình 7. Kết quả chạy điện di SDS-PAGE của 

các hỗn hợp protein 
M: thang chuẩn protein, NC (non-induced control, đối 
chứng âm): tế bào không được kích thích biểu hiện gen 
bằng IPTG, total: protein tổng của tế bào được kích thích 
bởi IPTG, Sol: protein pha tan, Ins: protein pha  
không tan. 

Tinh sạch protein 

Protein tổng trong pha tan được dùng để tinh 
sạch protein dựa trên sắc ký ái lực của Histidine với 
Nikel.  

Trong các giếng tương ứng với mẫu từ tế bào 
được kích thích biểu hiện bởi IPTG, giếng Lysate có 
một vạch đậm rõ ràng tương ứng với protein mục 
tiêu, FT không còn nữa chứng tỏ protein tại băng đó 
đã được giữ lại hiệu quả trong cột resin. W1 hiện 
diện đầy đủ các vạch tương ứng nhưng mờ hơn FT 
chứng tỏ có sự giữ lại các protein không đặc hiệu 
trong cột, các protein này được rửa trôi trong W1. 
Đến W2 và W3 thì chỉ còn 1 vạch tương ứng với 
protein mục tiêu, như vậy các băng phụ đã được rửa 
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trôi tối đa. Trong 3 lần rửa giải thì E1 cho kết quả 
dung dịch protein có nồng độ nhỏ nhất, E2 lớn nhất 
và E3 đã giảm nhưng vẫn cao hơn E1. Điều này có 
thể giải thích được vì trong lần rửa giải đầu tiên, chất 
cạnh tranh (imidazol) chưa tiếp xúc hết với các vị trí 
nên việc đẩy các protein ra còn hạn chế. E2 là lần 
rửa giải tốt nhất, hiệu quả giảm dần qua các lần tiếp 
theo (Hình 8). Kết quả đo nồng độ (Bảng 1) cho thấy 
lượng protein trong E2 (2,61 µg/µl) gấp khoảng 3 
lần E3 (0,91 µg/µl) và 8 lần E1 (0,34 µg/µl). Nồng 
độ và chất lượng này đủ cho các thí nghiệm cần sử 
dụng protein tiếp theo. 

 
Hình 8. Kết quả tinh sạch protein bằng phương 

pháp sắc ký ái lực với Nikel 
M: thang chuẩn protein; NC (non-induced control): 
protein tổng của tế bào không được kích thích biểu hiện 
protein; Lysate: dịch vi khuẩn sau bước ly giải tế bào; FT 

(flow-through): dịch thu được sau khi cho lysate chạy qua 
cột resin Ni-NTA; W1, 2, 3: các dịch thu được sau các 
bước rửa 1, 2, 3; E1, 2, 3: dịch rửa giải lần 1, 2, 3. 

Bảng 1. Nồng độ của các hỗn hợp protein qua các 
lần rửa giải 

Dung dịch rửa giải Nồng độ (µg/µl) 
E1 0,34 
E2 2,61 
E3 0,91 

4. KẾT LUẬN 

OsbHLH061 đã dược tạo dòng trong vi khuẩn E. 
coli DH5α và biểu hiện thành công trong vi khuẩn 
E.coli BL21(DE3). Protein cũng đã được tinh sạch 
bằng phương pháp sắc kí ái lực nhờ thẻ Histidine 
dung hợp vào đầu N. Đây sẽ là nguồn protein sử 
dụng cho các nghiên cứu tiếp theo như protein-
binding microarray, EMSA hay các thí nghiệm in 
vitro khác. 
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