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Mục tiêu

 Hiểu được vai trò, ý nghĩa của một số enzyme dùng trong sinh học phân tử

 Thiết lập được phản ứng với 1 enzyme

 Phân tích được kết quả thí nghiệm với enzyme



Lý thuyết

• Nuclease

• Polymerase

• Ligase



Lý thuyết - nuclease 

Nuclease – enzyme phân hủy DNA thông qua việc cắt đứt các liên kết
phosphodiester, liên kết nối các nucleotide với nhau trên chuỗi DNA:

exonuclease endonuclease



Lý thuyết - nuclease 

Trong SHPT, một số enzyme nuclease thường được sử dụng phổ biến:
• Rnase
• Dnase
• Enzyme cắt giới hạn (Restriction enzyme –RE)

Rnase A Dnase I

Phân cắt RNA giúp loại bỏ RNA 
ra khỏi mẫu

Phân cắt DNA giúp loại bỏ DNA 
ra khỏi mẫu



Lý thuyết - nuclease 

Enzyme cắt giới hạn

Type I Type II Type III

Vị trí cắt Ngẫu nhiên, cách vị trí 
nhận diện khoảng 

>1000nu

Cắt ngay tại vị trí 
nhận diện

Vị trí cắt cách vị trí 
nhận diện khoảng 

20nu

Vị trí nhận 
diện

bipartite Chủ yếu palindrome Non-palindrome

Ví dụ AAC (N6) GTGC (N>400)/ GCC/GGC CAGCAG (N)25-26/



Lý thuyết - nuclease 

Enzyme cắt giới hạn

- Trình tự palindrome

Đầu bằng (blunt ends)

Đầu dính/ đầu so le
(sticky ends)

- Vi trí nhận diện RE

- Không phụ thuộc loài

5’
5’3’

3’



Lý thuyết - nuclease 

Enzyme cắt giới hạn

Ví dụ: Enzyme cắt giới hạn EcoRI

Viết tắt Ý nghĩa Miêu tả

E Escherichia Chi (genus)

co coli Loài (species)

R RY13 Chủng

I 1st Thứ tự enzyme được phát hiện ở vi 
khuẩn này



Lý thuyết - nuclease 

Enzyme cắt giới hạn



Lý thuyết - ligase 

Ligase – enzyme có khả năng nối trình tự mạch đơn không liên tục trên mạch
đôi DNA hay nối hai đoạn DNA với nhau thông qua liên kết phosphodieste

T4 DNA ligase là enzyme được sử dụng thông dụng trong các
phản ứng nối gene



Lý thuyết - polymerase 

Polymerase – enzyme tổng hợp mạch DNA mới dựa trên mạch bổ sung là
trình tự DNA hay RNA

• Tổng hợp dựa trên mạch khuôn DNA

• Tổng hợp dựa trên mạch khuôn RNA

Reverse transcriptase

DNA polymerase



Lý thuyết - polymerase 
Enzyme thông dụng trong nhóm này là:

• tag polymerase (PCR thông thường)
• pfu polymerase (thu nhận gene)

Taq polymerase error rate ~ 10-6



Lý thuyết - Ứng dụng các enzyme trong sinh học phân tử 
Thu nhận biểu hiện yếu tố đông máu Ia 

(antihemophylic Ia)

Tế bào gan mRNA tổng số
cDNA

Vi khuẩn E.coli



Thực hành – Thiết lập phản ứng

Nguyên tắc thiết lập phản ứng với enzyme:

• Enzyme

• Bản mẫu

• Lưu ý về thiết lập phản ứng



Thực hành – Thiết lập phản ứng

Thiết lập phản ứng cắt bằng enzyme cắt giới hạn EcoRI để cắt 400ng plasmid DNA. Biết:
-plasmid có nồng độ là 100 g/ml
-Dung dịch đệm (buffer) nồng độ stock là 10X
-Enzyme nồng độ 10 unit/l. Một unit enzyme thì thủy giải được 40ng DNA plasmid
-Tổng thể tích thiết lập phản ứng là 20 l

Thành phần Nồng độ Thể tích cần hút

Plasmid 100 g/ml

Dung dịch
đệm EcoRI

10X

Nước -

Enzyme 10 unit/l

Tổng thể tích 20 ul



Enzyme – ví dụ
EcoRI

Thực hành – Thiết lập phản ứng



Enzyme – ví dụ

Thực hành – Thiết lập phản ứng



Thực hành – Thiết lập phản ứng

Bản 
mẫu

Enzyme
Thời 

gian pư

- Hàm lượng bản mẫu cho pư
là bao nhiêu?

- Chất lượng bản mẫu như thế
nào (độ sạch,…)

- Thời gian thiết lập
phản ứng là bao lâu

- Lượng enzyme cho
vào phản ứng



Thực hành – Thiết lập phản ứng

Enzyme – Ví dụ ligase (Thermo) 5U/ul



Bản mẫu

Thực hành – Thiết lập phản ứng

- Độ tinh sạch bản mẫu

- Nồng độ của bản mẫu

- Bản chất của mẫu



Lưu ý thiết lập phản ứng

• Enzyme là thành phần cuối cùng cho vào phản ứng

• Tổng thể tích enzyme cho vào phản ứng  1/10 tổng thể tích phản ứng

• Nồng độ dung dịch đệm (buffer) cuối cùng trong phản ứng 1X

• Điều kiện phản ứng

• Các thành phần phản ứng nằm trong hỗn hợp đồng nhất

Thực hành – Thiết lập phản ứng



Bài tập

Thực hành – Thiết lập phản ứng

Thiết lập phản ứng thủy giải 180 ng DNA plasmid pUC-19, bằng 2 enzyme
BamHI, HindIII. Biết:

-Dung dịch plasmid pha loãng 10 lần có OD260 là 0.12. Tỉ số OD
260/280 nằm trong khoản chấp nhận và plasmid không nhiễm DNA hay
RNA khác.

-1 unit BamHI/HindIII thủy giải được 90 ng DNA plasmid
-BamHI/HindIII sử dụng có nồng độ 1u/µl
-dung dịch đệm thích hợp cho 2 enzyme 10X



Thực hành – Phân tích kết quả
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Thực hành – Phân tích kết quả

Thiết lập phản ứng với enzyme

• Phản ứng có xảy ra hay không?

• Phản ứng xảy ra hoàn toàn hay không hoàn toàn?

• Giải thích?



Thực hành – Phân tích kết quả

Enzyme cắt giới hạn



Thực hành – Phân tích kết quả
Hiệu suất phản ứng

Plasmid dạng siêu xoắn
Plasmid dạng vòng

Plasmid dạng thẳng Enzyme cắt giới hạn -RE

Cắt plasmid pBlueScript-As37 bằng enzyme HindIII

Plasmid bị cắt (3521bp)

Trình tự kích thước (427bp)

TH1 TH2 TH…

Điện di
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Thực hành – Phân tích kết quả

Enzyme cắt giới hạn



Thực hành – Phân tích kết quả

Ligase

Trước khi xử lí Sau khi xử lí

• Pư hoàn toàn

• Pư không hoàn toàn

(1) (2) (4)(3)



Thực hành – Phân tích kết quả

Rnase
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Trước khi xử lí Sau khi xử lí
• Pư hoàn toàn

• Pư không hoàn toàn

Rnase A



Đánh giá

Lý thuyết
- Nắm được lý thuyết liên quan đến enzyme
- Tính toán thiết lập được phản ứng

Thực hành
- Lấy đúng hóa chất
- Thao tác thiết lập được phản ứng
- Tuân thủ nguyên tắc sử dụng pipette
- Tuân thủ đúng nguyên tắc thiết lập phản ứng enzyme

Phân tích kết quả - Giải thích và phân tích được kết quả thiết lập phản ứng
với enzyme


