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TÓM TẮT  

Naphthalene là hợp chất đơn giản nhất trong 16 loại hydrocarbon thơm đa vòng 

được xếp vào nhóm các chất ô nhiễm độc hại bền vững trong môi trường. 

Paenibacillus naphthalenovorans 4B1 là vi khuẩn ưa nhiệt có thể sử dụng naphthalene 

như là nguồn carbon và năng lượng chính. Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến 

hành tạo dòng gen nahB mã hóa enzyme cis-dihydrodiol naphthalene 

dehydrogenase tham gia xúc tác phản ứng thứ hai trong con đường chuyển hóa 

naphthalene. Kết quả phân tích trình tự DNA cho thấy trình tự gen nahB trong 

vector tạo dòng hoàn toàn tương đồng với trình tự gen nahB của chủng vi khuẩn 

4B1. Sau đó, gen nahB được tạo dòng vào vector biểu hiện pColdII. Kết quả điện di 

sản phẩm phản ứng cắt hạn chế vector tái tổ hợp bằng hai enzyme BamHI và SalI 

chứng tỏ gen nahB đã được tạo dòng vào vector biểu hiện. Vector pColdII/nahB 

được tiếp tục biến nạp thành công vào vi khuẩn Escherichia coli BL21 để tạo cơ sở 

cho việc nghiên cứu biểu hiện và xác định các đặc tính của enzyme tái tổ hợp. 

Từ khóa: cis-dihydrodiol naphthalene dehydrogenase, nahB, Paenibacillus, tạo 

dòng. 

 

1. MỞ ĐẦU 

Trong vài thập kỷ qua, các chất ô nhiễm hydrocarbon thơm đa vòng (PAH), từ 

nhiều nguồn khác nhau như công nghiệp dầu mỏ, sản xuất giấy, công nghiệp dệt 

nhuộm, sản xuất thuốc trừ sâu…, đã phát tán lượng lớn vào môi trường trong quá 

trình vận chuyển hoặc lưu trữ. Naphthalene là một trong những PAH được tìm thấy 

phổ biến trong môi trường và đã được xem là chất độc có ảnh hưởng đối với sức khỏe 

con người như gây đột biến và ung thư (theo cơ quan bảo vệ môi trường Mỹ, US-EPA) 

[1, 2, 3]. Phương pháp phân hủy sinh học bằng vi sinh vật là biện pháp xử lý ô nhiễm 

có tiềm năng được sử dụng để loại bỏ naphthalene vì có hiệu quả cao, chi phí thấp và 

thân thiện với môi trường [4, 5]. 
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Sự phân hủy naphthalene và các gen liên quan đã được nghiên cứu rộng rãi ở 

các vi khuẩn Gram âm như Pseudomonas sp. [6-8] và Ralstonia sp. [9]. Ở chủng 

Pseudomonas putida G7, các gen mã hóa các enzyme phân hủy naphthalene được tìm 

thấy trên plasmid pNAH7 và pDTG1 [8]. Vi khuẩn Pseudomonas sp. MC1 chứa plasmid 

pYIC1 mang các gen phân hủy naphthalene. Các gen nag của chủng Ralstonia sp. U2 

mã hóa cho tất cả các enzyme và nằm trong một operon [10, 11]. Ở các loài vi khuẩn 

này, enzyme cis-dihydrodiol naphthalene dehydrogenase tham gia vào phản ứng thứ 

hai trong con đường phân hủy sinh học naphthalene, khử nước cis-1,2-dihydroxy-1,2-

dihydronaphthalene tạo thành 1,2-dihydroxy naphthalene. Sau đó, các hợp chất tiếp 

theo được chuyển hóa thành salicylate. Salicylate bị loại bớt carbon để tạo thành 

catechol và bị chuyển hóa cắt vòng ở vị trí meta- hoặc ortho-. Salicylate cũng có thể bị 

chuyển hóa theo một con đường khác thành gentisate bởi enzyme salicylate-5-

hydroxylase [4, 12].  

Một số nghiên cứu về enzyme cis-dihydrodiol naphthalene dehydrogenase 

(DDH) như nghiên cứu tinh sạch enzyme này từ Pseudomonas putida NP cho kết quả 

gồm 4 tiểu đơn vị với khối lượng phân tử 25,500 mỗi tiểu đơn vị [13]. Gen mã hóa 

DDH (narB) từ Rhodococcus sp. NCIMB12 đã được tạo dòng và biểu hiện ở Escherichia 

coli. Protein NarB có trình tự gồm 271 amino acid và có độ tương đồng thấp (39%) với 

trình tự enzyme này của P. putida G7 [14]. Ngoài ra, một số nghiên cứu cho thấy rằng 

enzyme NahB đặc hiệu với nhiều loại cơ chất và thể hiện khả năng oxy hóa các hợp 

chất cis-dihydrodiol khác nhau ngoài cơ chất tự nhiên của chúng [13, 15]. Nghiên cứu 

cấu trúc tinh thể của enzyme NahB từ chủng Pseudomonas sp. MC1 đã cho thấy vùng 

liên kết cơ chất linh hoạt cho phép xúc tác đa dạng các cơ chất khác nhau [16].  

Vi khuẩn ưa nhiệt Paenibacillus naphthalenovorans 4B1, phân lập từ đất nhiễm 

dioxin ở A Lưới, Thừa Thiên Huế, có khả năng chuyển hóa naphthalene và một số hợp 

chất PAH khác [17]. Quá trình phân hủy naphthalene và các gen liên quan ở vi khuẩn 

ưa nhiệt (thermophile) ít được nghiên cứu. Một vài nghiên cứu rải rác cho thấy con 

đường phân hủy naphthalene và các enzyme liên quan có sự khác biệt so với vi khuẩn 

ưa ấm (mesophile). Vi khuẩn Geobacillus sp. SH-1 phân hủy naphthalene thông qua 1-

naphthol [18]. Các hợp chất trao đổi được tìm thấy trong quá trình phân hủy 

naphthalene ở Geobacillus thermoleovorans Hamburg2 khác với các con đường chuyển 

hóa đã biết, như 2,3-dihydroxynaphthalene, 2-carboxycinnamic acid, phthalic acid và 

benzoic acid [19]. Phân tích phát sinh chủng loại trình tự amino acid cho thấy enzyme 

NahB từ chủng Geobacillus sp. JF8 không thuộc nhóm cis-dihydrodiol dehydrogenase 

của các con đường phân hủy naphthalene cổ điển [20]. Trong nghiên cứu này, gen 

nahB mã hóa enzyme cis-dihydrodiol naphthalene dehydrogenase từ vi khuẩn 4B1 

được tạo dòng vào vector pColdII, tạo nguyên liệu cho nghiên cứu biểu hiện và phân 

tích hoạt tính enzyme, từ đó có thể giúp ích cho kỹ thuật enzyme trong ứng dụng xử lý 

sinh học các hợp chất PAH. 
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2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Chủng vi khuẩn ưa nhiệt P. naphthalenovorans 4B1 [17] được sử dụng để tách 

chiết DNA tổng số. Gen nahB mã hóa cis-dihydrodiol naphthalene dehydrogenase từ 

genome của chủng 4B1 (DDBJ: BJCS01000005) [17] được sử dụng để thiết kế mồi cho 

phản ứng khuếch đại chuỗi (PCR). Vector tạo dòng pGEM-T Easy (Promega, Mỹ), 

vector biểu hiện pColdII (Takara, Nhật Bản) và các chủng vi khuẩn Escherichia coli 

TOP10 (Invitrogen), BL21 (DE3) (Agilent) được cung cấp bởi phòng thí nghiệm Viện 

Nghiên cứu hoạt chất sinh học, trường Đại học Khoa học, Đại học Huế. 

2.2. Môi trường và điều kiện nuôi cấy 

Chủng vi khuẩn 4B1 được nuôi cấy trong môi trường Luria Broth (LB) ở 45C; 

chủng E. coli TOP10 được nuôi cấy trên môi trường LB bổ sung 50 mg/L ampicillin ở 

37C; môi trường LB bổ sung 50 mg/L ampicillin, 50 mg/L streptomycin và 34 mg/L 

chloramphenicol được sử dụng cho nuôi cấy chủng vi khuẩn E. coli BL21 với nhiệt độ 

nuôi cấy 37C. 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Tạo dòng gen nahB vào vector pGEM-T Easy 

Tách chiết DNA tổng số của vi khuẩn bằng CTAB theo phương pháp có điều 

chỉnh của Minas và cs [21]. Thiết kế cặp mồi đặc hiệu để khuếch đại đoạn gen nahB với 

trình tự nhận biết của enzyme cắt hạn chế BamHI ở đầu 5’ (NahB_F: 5’-

GGATCCTTGACAAAGCGCTTAGC-3’) và SalI ở đầu 3’ (NahB_R: 5’-

GTCGACAACGATCGTCAATCCTC-3’) với kích thước sản phẩm dự kiến khoảng 770 

bp. Gen nahB được phân lập bằng phản ứng PCR sử dụng Q5 High-Fidelity DNA 

Polymerase (New England BioLabs, Mỹ). Thành phần và chương trình phản ứng PCR 

được thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất, với 35 chu kỳ và nhiệt độ gắn mồi ở 

55C.  

Sản phẩm PCR được tinh sạch, gắn đuôi A, tạo dòng vào vector pGEM-T Easy 

và biến nạp vào tế bào E. coli TOP10 theo phương pháp của Trang và cs [22]. Nuôi cấy 

tế bào E. coli trên môi trường chọn lọc trong 16 giờ và kiểm tra thể biến nạp plasmid tái 

tổ hợp bằng phản ứng PCR khuẩn lạc với cặp mồi đặc hiệu [23].  

2.3.2. Giải trình tự DNA  

Tiến hành tách chiết plasmid pGEM-T Easy/nahB bằng GeneJET Plasmid 

Miniprep Kit (Thermo Scientific, Mỹ), sau đó cắt hạn chế bằng BamHI và SalI (Thermo 

Scientific, Mỹ) để xác nhận sự hiện diện của gen. Giải trình tự DNA của gen nahB bằng 

phương pháp Sanger, phân tích trình tự DNA bằng phần mềm BioEdit. Tiếp theo, trình 
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tự gen nahB được sắp gióng cột với trình tự lý thuyết để xác nhận sự chính xác bằng 

công cụ BLAST (NCBI). 

2.3.3. Tạo dòng gen nahB vào vector biểu hiện pColdII 

Gen nahB được tách dòng từ vector tái tổ hợp pGEM-T Easy và được ghép nối 

vào vector biểu hiện pColdII theo phương pháp đã được trình bày trong nghiên cứu 

của Trang và cs [22]. Sàng lọc thể tái tổ hợp bằng PCR khuẩn lạc với cặp mồi đặc hiệu 

và thực hiện phản ứng cắt hạn chế để xác nhận gen nahB đã được gắn vào vector 

pColdII. Tiếp theo, plasmid tái tổ hợp pColdII mang gen nahB được biến nạp vào tế 

bào E. coli BL21 khả biến bằng phương pháp sốc nhiệt [24]. Khuẩn lạc E. coli BL21 

mang plasmid pColdII/nahB xuất hiện trên môi trường nuôi cấy chọn lọc được sàng lọc 

và kiểm tra bằng phương pháp cắt hạn chế với enzyme tương ứng như trên. 

 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tạo dòng gen nahB vào vector pGEM-T Easy 

DNA tổng số của vi khuẩn P. naphthalenovorans 4B1 được kiểm tra trên gel 

agarose 1%, kết quả ở hình 1A cho thấy DNA tổng số đạt yêu cầu về nồng độ và độ 

sạch để sử dụng làm khuôn mẫu cho phản ứng PCR. Đoạn gen nahB khuếch đại bằng 

cặp mồi đặc hiệu được điện di kiểm tra và kết quả thu được 1 băng DNA có kích thước 

770 bp đúng kích thước lý thuyết (Hình 1B), gen nahB sau đó được tinh sạch (Hình 1C) 

để tiếp tục tạo dòng vào vector pGEM-T Easy. 

 

Hình 1. Sản phẩm khuếch đại PCR và tinh sạch gen nahB. M1: thang chuẩn kích thước DNA 1 

kb (Thermo Scientific, Mỹ); M2: thang chuẩn kích thước DNA 1 Kbp Plus (Elpis Biotech, Hàn 

Quốc); 1-2: DNA tổng số (A); 3: sản phẩm khuếch đại gen nahB trước (B) và sau khi tinh sạch (C). 

 Tế bào E. coli TOP10 sau khi biến nạp được nuôi cấy chọn lọc trên môi trường 

LB bổ sung 50 mg/L ampicillin, phản ứng PCR các khuẩn lạc tái tổ hợp được tiến hành 

với cặp mồi đặc hiệu. Kết quả ở hình 2A cho thấy xuất hiện các băng DNA đúng với 

kích thước dự đoán (770 bp). Plasmid tái tổ hợp được tách chiết (Hình 2B) và cắt bằng 
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2 enzyme hạn chế BamHI và SalI (Hình 2C). Hình ảnh điện di sản phẩm cắt cho kết quả 

2 băng DNA của vector pGEM-T Easy và gen nahB với kích thước lần lượt là 3,1 kb và 

770 bp. Như vậy, có thể xác nhận là gen nahB đã được tạo dòng vào vector pGEM-T 

Easy trong E. coli TOP10.   

 

Hình 2. Tạo dòng gen nahB vào pGEM-T Easy. M1: thang chuẩn kích thước DNA 1 kb (Thermo 

Scientific, Mỹ); M2: thang chuẩn kích thước DNA 1 Kbp Plus (Elpis Biotech, Hàn Quốc). A: Sản 

phẩm PCR khuẩn lạc; PC: DNA tổng số; NC: E. coli TOP10 không biến nạp; 1-3: E. coli TOP10 

biến nạp. B: Tách chiết plasmid tái tổ hợp; 4: plasmid pGEM-T Easy/nahB. C: Cắt hạn chế 

plasmid tái tổ hợp; 5: Sản phẩm cắt hạn chế plasmid pGEM-T Easy/nahB bằng BamHI và SalI. 

3.2. Phân tích trình tự DNA 

Hình 3 thể hiện một phần biểu đồ sắc ký giải trình tự DNA của đoạn gen nahB 

trong plasmid tái tổ hợp, các peak thu được phân tách rõ ràng, kết quả giải trình tự có 

độ chính xác cao, trình tự đoạn gen phân lập được gồm có 777 bp. Kết quả sắp gióng 

cột giữa trình tự gen nahB tạo dòng vào E. coli TOP10 và trình tự gen này trong genome 

đã công bố của vi khuẩn 4B1 (hình 4) cho thấy hai trình tự tương đồng 100%. 

 

Hình 3. Biểu đồ sắc ký giải trình tự gen nahB 
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Hình 4. Kết quả sắp gióng cột trình tự gen nahB trong plasmid tái tổ hợp pGEM-T Easy/nahB với 

trình tự gen nahB trong genome của chủng 4B1. 

3.3. Tạo dòng gen nahB vào vector biểu hiện 

Gen nahB được tách dòng từ vector pGEM-T Easy bằng 2 enzyme hạn chế 

BamHI và SalI, vector pColdII cũng được mở vòng với cặp enzyme tương tự. Hình 5A 

thể hiện hình ảnh điện di sản phẩm phản ứng cắt cho thấy xuất hiện các băng DNA có 

kích thước 3,1 kb; 777 bp và 4,3 kb lần lượt tương ứng với kích thước lý thuyết của 

vector pGEM-T Easy, gen nahB và vector pColdII mạch thẳng. Gen nahB và vector 

pColdII mở vòng được tinh sạch bằng GeneJET Gel Extraction Kit, kiểm tra bằng điện 

di trên gel agarose 1% cho thấy sản phẩm đảm bảo nồng độ và độ sạch để tiến hành 

phản ứng gắn (Hình 5B). 

 

Hình 5. Hình ảnh điện di sản phẩm cắt vector pGEM-T Easy/nahB và pColdII bằng BamHI và 

SalI (A). M1: thang chuẩn kích thước DNA 1 kb (Thermo Scientific, Mỹ); 1: pGEM-T Easy + gen 

nahB; 2: vector pColdII. Sản phẩm tinh sạch vector pColdII mở vòng và gen nahB (B). M2: thang 

chuẩn kích thước DNA 1 Kbp (Elpis Biotech, Hàn Quốc); 3: vector pColdII; 4: gen nahB. 

Sử dụng enzyme T4 Ligase để ghép nối gen nahB và vector pColdII, vector tái 

tổ hợp sau đó được biến nạp vào tế bào E. coli TOP10. Sự hiện diện của gen nahB trong 
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thể tái tổ hợp được kiểm tra bằng phản ứng PCR từ các khuẩn lạc sinh trưởng trên môi 

trường chọn lọc (Hình 6A). Kết quả điện di cho thấy sản phẩm PCR có kích thước 777 

bp đúng với kích thước của gen nahB.  

Plasmid tái tổ hợp pColdII/nahB được tách chiết và thực hiện phản ứng cắt hạn 

chế. Kết quả ở hình 6B cho thấy xuất hiện băng DNA có kích thước khoảng 5,1 kb 

tương ứng với kích thước của plasmid tái tổ hợp. Hình ảnh điện di sản phẩm cắt hạn 

chế plasmid tái tổ hợp (hình 6C) cho thấy có sự xuất hiện các băng DNA có kích thước 

phù hợp với vector pColdII (4,3 kb) và gen nahB (777 bp). Kết quả này cho thấy đoạn 

gen nahB đã được tạo dòng thành công vào vector biểu hiện pColdII trong E. coli 

TOP10. 

 

Hình 6. Tạo dòng gen nahB vào vector biểu hiện pColdII. M1: thang chuẩn kích thước DNA 1 kb 

(Thermo Scientific, Mỹ); M2: thang chuẩn kích thước DNA 1 Kbp Plus (Elpis Biotech, Hàn 

Quốc). A: PCR khuẩn lạc E. coli TOP10 với cặp mồi đặc hiệu.; PC: plasmid pGEM-T Easy/nahB; 

NC: E. coli TOP10 không biến nạp; 1-3: E. coli TOP10 biến nạp. B: Tách chiết plasmid tái tổ hợp; 

4: plasmid pColdII/nahB từ E. coli TOP10. C: Cắt hạn chế plasmid tái tổ hợp; 5: plasmid 

pColdII/nahB xử lý bằng BamHI và SalI. 

3.4. Biến nạp vector pColdII/nahB vào E. coli BL21 

 

Hình 7. Hình ảnh điện di sản phẩm cắt hạn chế plasmid pColdII/nahB tách từ vi khuẩn E. coli 

BL21. M: thang chuẩn kích thước DNA 1 kb (Thermo Scientific, Mỹ); 1-3: pColdII/nahB xử lý 

bằng BamHI và SalI. 
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Tiếp theo, tiến hành biến nạp vector pColdII/nahB vào tế bào E. coli BL21 để 

biểu hiện protein tái tổ hợp. Xác nhận sự hiện diện của gen nahB bằng phản ứng cắt 

hạn chế plasmid tái tổ hợp thu được từ các khuẩn lạc xuất hiện trên môi trường chọn 

lọc. Hình 7 thể hiện kết quả điện di sản phẩm cắt gồm 2 băng DNA có kích thước 

tương ứng với đoạn gen nahB và vector pColdII (lần lượt là 777 bp và 4,3 kb). Kết quả 

này chứng tỏ vector pColdII mang gen nahB đã được biến nạp vào tế bào vi khuẩn E. 

coli BL21. Các dòng tế bào vi khuẩn mang vector biểu hiện được bảo quản ở -80C để 

sử dụng cho các nghiên cứu biểu hiện và tinh sạch protein NahB tiếp theo. 

  

4. KẾT LUẬN 

 Từ các kết quả nghiên cứu trên, chúng tôi đã khuếch đại, tạo dòng thành công 

và xác định trình tự chính xác của gen nahB trong vector pGEM-T Easy. Gen nahB tiếp 

tục được tạo dòng vào vector biểu hiện pColdII. Các dòng tế bào vi khuẩn E. coli BL21 

mang plasmid tái tổ hợp pColdII/nahB sau khi sàng lọc sẽ là nguyên liệu cho các 

nghiên cứu biểu hiện, tinh sạch và đánh giá hoạt tính của enzyme NahB. 
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NAPHTHALENE DEHYDROGENASE FROM PAENIBACILLUS 

NAPHTHALENOVORANS 4B1 

 

Le Thi Ha Thanh*, Ngo Thi Bao Chau, Hoang Duong Thu Huong 
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ABSTRACT 

Naphthalene, the simplest polycyclic aromatic hydrocarbon, is considered as 

persistent toxic pollutant in the environment. Paenibacillus naphthalenovorans strain 

4B1, a moderate thermophilic bacterium, can utilize naphthalene as its sole carbon 

and energy source. The nahB gene encoding cis-dihydrodiol naphthalene 

dehydrogenase, catalyses the second step in the naphthalene degrading pathway, 

was cloned. The DNA sequence of the cloned nahB gene showed 100% similarity 

with the nahB gene from the genome of strain 4B1. The gene was subsequently 

ligated into pColdII expression vector. The restriction reaction by two enzyme 

BamHI and SalI indicated that nahB gene was cloned into the expression vector. The 

pColdII/nahB vector was successfully transformed to Escherichia coli BL21  the 

express and characterize the recombinant enzyme. 

Keywords: cis-dihydrodiol naphthalene dehydrogenase, nahB, Paenibacillus, 

cloning. 
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