
TAP CHỈ KHOA HOC DHQGHN, KHTN & CN, T.xx, sỏ' 4, 2004

TINH SẠCH CHẤT ứ c  CHE TRYPSIN (TI) TỪ HẠT ĐẬU TƯƠNG
(G L Y C IN E  M A X  L.)

P h a n  T u â n  N g h ĩa ,  Đ ặ n g  Q u a n g  H ư n g

Khoa S in h  học, Trường Đại học Khoa học Tự  nhiên , Đ H Q G H N

1. Đ ặ t  v ấ n  đề

H ạt đậu tương 0Glycine m ax  L.) có chứa hai ức chế trypsin  điển h ình  với khôi lượng 
phân tử 8 kDa và 20 kDa và được gọi tương ứng là chất ức chế Bowman-Birk và chất ức chê 
Kunitz theo cách gọi của các tác giả lần đầu tiên p h á t  hiện và tinh  sạch chúng [2, 4,]. Cho 
đến nay các tính ch ấ t  của cả hai chất ức chế này đã được nghiên cứu r ấ t  kỹ [1, 6]. Cả hai 
chất đều đã được một số  hãng  hoá chất t inh  sạch và sản  xuấ t làm các protein chuẩn cho việc 
xác định khôi lượng phân  tử bằng sắc ký lọc gel và bằng điện di. Tuy nhiên, ở Việt Nam cho 
đến nay chưa có công tr ình  nào báo cáo về việc tinh  sạch các chất ức chê này. Nghiên cứu 
này nhằm mục đích th iế t  lập một qui tr ình  tương đôi đơn giản, dề áp dụng đê tinh sạch chất 
ức chê Kunitz (KI), với khôi lượng 20 kDa vốn khá  bền với nhiệt, có hàm  lượng tương đôi cao 
trong nguồn nguyên liệu bột đậu tương dễ kiếm, giá rẻ  để có thế sử dụng như  một protein 
chuấn cho việc đánh giá khối lượng của các protein thay  cho việc nhập  ngoại giá cao.

2. N g u y ê n  l iệu  v à  p h ư ơ n g  p h á p  n g h iê n  c ứ u

2.1. N guyên liệu

H ạt đậu tương (Glycine m ax  L.) được mua từ  hàng  h ạ t  giống Hà Nội và được định tên 
khoa học bới chuyên gia phân  loại thực vật.

Trypsin của hăng  Sigma (Mỹ), các protein chuẩn  của hãng  Pharm acia  (Thụy điển). 
Trypsin-Sepharose được chúng tôi tự tông hợp bằng cách gắn trypsin  t inh  khiết của hãng 
Sigma vào Sepharose 4B đã được hoạt hoá bằng BrCN của H ãng Pharm acia. Các hoá chất 
còn lại đều đạt độ t inh  khiết dành cho phân  tích.

2.2. P hương p h á p  n g h iên  cứu

Hoạt độ ức chế  trypsin  (TIA) được xác định theo phương pháp khuếch tán  trên  đĩa 
thạch và phương pháp  được mô tả  trorig [7]. Một đơn vị chất ức chế trypsin là lượng chất ức 
chê có khả năng làm  giảm 50% hoạt độ của 2 mg trypsin  tinh  kh iế t trong các điều kiện 
phân tích.

Protein được xác định bằng hai phương pháp: đo độ hấp  th ụ  ánh  sáng ở vùng bước 
sóng 280 nm (A2g0) đối với các phân  đoạn thu  qua các cột sắc ký cột và phương pháp Lowry 
[5] sử dụng album in huyết th a n h  bò (BSA) làm chất chuẩn.
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Điện di trên  gel polyacrylamid có SDS ( SDS-PAGE) được thực hiện theo phương
pháp của Laemmli [3]. Trong toàn bộ nghiên cứu này chúng tôi dùng nồng độ gel tách là
12,5% và nồng độ gel cô là 4%.

3. K ết q u ả  và  t h ả o  lu ậ n

3.1. C huấn bị d ịch  ch iế t h ạ t đ ậ u  tương

H ạt đậu tương được nghiền mịn. 20 g bột nghiền mịn được loại mõ bằng ete etylic 
(theo tỷ lệ 1 g bột 5 ml ete). Pha  nổi ở trên  chứa mõ trong ete được gạn bỏ, phần  bột đã loại
mõ được cho làm bav hơi ete ở nhiệt độ phòng.

Bột đậu tương loại mõ được chiết bằng đệm Tris-HCl, 20 mM, pH 7,5 có chứa 50 mM 
KC1 (đệm A) theo tỷ lệ 1:5 (khôi lượng:thể tích) trong 1 giò. Dịch đồng thê được ly tâm  ỏ 
14.000 v/ph trong 20 p hú t ở 4°c. Dịch trên  tủ a  được thu  lại. Kết tủ a  được chiết lại với cùng 
đệm A nhưng theo tỷ lệ 1:3 (w:v) và thu  dịch trên  tủa  bằng ly tâm.

3.2 . Sắc kỷ  trao  đôi ion qua  côt DE-52 cellulose

Dịch chiết h ạ t  đậu tương của hai lần được trộn lại và cho lên cột DE-52 cellulose (có 
kích thước l,6x 8 cm) đã được cân bằng với đệm A ở trên. Tốc độ lên cột là 20 ml/giờ.

Sau khi cho toàn bộ dịch chiết chảy qua cột, cột được rửa bàng đệm A cho đên khi 
A.,80 của dịch rửa chiết nhỏ hơn 0,005 (khoảng 120 ml) và sau  đó được phản  hấp thụ  bằng 
gradient NaCl từ  0,05-1,0M pha trong cùng đệm A. Tốc độ rửa chiết là 25 ml/giờ vói mỗi 
phân đoạn thu  là 2ml.

Kết quả cho thấy protein và TIA được phát hiện ở cả phần  dịch không hấp  th ụ  (phân 
đoạn I). Tuy nhiên, qua thứ nghiệm chúng tôi thấy chất ức chế  Kunitz (Kl) khồng thuộc 
phân đoạn I nên chúng tôi không tiếp tục tinh  sạch KI từ  phân  đoạn này. sắc  ký đồ của 
phần protein hấp thụ  trên  cột (hình 1) cho thấy có hai đỉnh protein chính, trong  đó chỉ đỉnh 
thứ nhấ t được đẩy ra  ở nồng độ NaCl từ  0,3 đến 0,5M là có TIA (và được ký hiệu là phân 
đoạn II). Còn đỉnh protein thứ  hai được đẩy ra  ỏ nồng độ NaCl cao hơn thì không có TIA. 
Nhờ loại bỏ được phần protein không gắn với cột và phần protein có ái lực cao do đó chê 
phẩm KI thu được đã có độ sạch tăng lên 10,2 lần so với ban  đầu (bảng 1). Kết quả SDS- 
PAGE của phân đoạn II còn chứa rấ t  nhiều băng protein, trong đó có băng với khôi lượng 
phân tử 20 kDa (hình 3).

3.3. Sắc ký qua  cột lọc gel S ep h a d ex  G-100

Các phân đoạn II có TIA của bước sắc ký qua cột DE-52 cellulose được dồn lại, loại 
muôi bằng thẩm  tích, cô đặc đến 2 ml và cho sắc ký qua cột qua cột lọc gel Sephadex G-100 
(có kích thưỏc 1x70 cm) đã được cân bằng cùng đệm A. Cột được rửa chiết bằng  cùng đệm A 
với tốic độ dòng chảy 20 ml/giờ, thu mỗi ông 2,5 ml.
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Sac ký đồ phân đoạn II sau khi qua cột lọc gel có 1 đỉnh protein lớn và một vùng đinh 
kéo dài đến ông thứ  40, tuy  vậy chỉ có một đỉnh TIA, ứng với các ông từ  10-22 là có TIA. 
Như vậy bước sác ký lọc gel đã cho phép loại bỏ nhiều protein không mong muốn, nhờ đó độ 
sạch của chế phẩm KI đã được tăng  lên 12,6 lần  so với ban đầu (bảng 1). Tuy vậy, kế t quả 
chạy SDS-PAGE cho thấy  chế phẩm vẫn còn một số  băng  protein khác nhau , chứng tỏ cần 
phái được tiếp tục t inh  sạch.

3.4. Sắc  ký  á i lực q u a  cột T rypsin -Sepharose  4B.

Đinh TIA từ bước sắc ký lọc gel được thu  lại, th ẩm  tích đối đệm A và cho sắc ký qua 
cột trypsin-sepharose 413 đã được cân bàng với đệm A có chứa 2 mM CaCl._>. Protein không 
hấp thụ và gắn không đặc hiệu được đẩy bằng dung dịch NaCl IM  pha trong cùng đệm A. 
Phần protein gán đặc hiệu trên  cột được đẩy bằng dung dịch HC1 0,001 M có chứa 2 mM 
CaClj. Kết quá phản tích cho phần  dịch đẩy bằng NaCl có protein nhưng không có TIA. 
Dịch phán hấp thụ  có chứa cả protein và TIA. Độ sạch của chế phẩm  qua bước này tăng  lên 

37,2 lần.

Kết quá phân tích SDS-PAGE (hình 3) cho thấy, chế phẩm  KI thu  được (cột 6 và 8) có 
duv nhấ t một băng protein với kích thước bằng 20 kDa, nằm  đúng vị tr í  của băng chất ức 
chế Kunitz từ  đậu tương trên  đường chạy của các protein chuẩn. Kết quả này chứng tỏ chế 
pha 111 Tí thu được là đã tinh  sạch. Qui tr ình  tinh  sạch TI từ  đậu  tương được tóm tắ t  ở báng 
ỉ bao gồm các bước: loại mỡ bằng etylic và chiết bằng đệm Tris-HCl, sắc ký qua cột trao  đối 
ion DE-52 cellulose, sắc ký lọc gel qua cột Sephadex G-100 và sắc ký ái lực qua cột Trypsin- 
Sepharose 4B.

4. T h ả o  lu ậ n

Chất ức chê K unitz  (KI) với hoạt tính ức chế trypsin  lần đầu tiên đã được Kunitz tách 

ra từ hạt đậu tương một qui tr ình  nhiều bước khác nhau  [2]. Sau này Fedurk ina  và Mosolov

111 dã phá t tr iển  một phương pháp tinh sạch KI từ  h ạ t  đậu tương rấ t  đơn giản bằng sắc ký 

lìấp thụ miễn dịch, trong  đó các tác giả đã sử dụng KI thương mại gây k háng  the kháng  KI 

ỏ thổ và gắn kháng  th ể  thu  được lên Sepharose 4B để tạo cột ái lực. Tuy nhiên, bước phức 

tạp cua phương pháp này là phải gây được kháng thê kháng  KI. Qui tr ình  của chúng tôi với

3 bước sác ký phôi hợp ỏ trên  là dễ dàng áp dụng với các phòng th í nghiệm hoá sinh thông 

thường hiện nay. Qui tr ình  cho phép thu được khoảng 6 mg Kĩ từ  20 gam nguyên liệu ban 

đẩu. Chê phẩm có độ tinh  kh iế t cao, hoàn toàn phù hợp với mục đích sử dụng như một 

protein chuẩn  cho việc đánh  giá khôi lượng phân tử bằng sắc ký hay  điện di. Hơn th ế  nữa, 

với hoạt độ riêng 1,17 ĨU/mg protein (bảng 1) và dựa trên  tỷ ]ệ ức chế  lmol KI: lmol trypsin 

c ho thây. KI thu  được vẫn giữ nguyên hoạt độ ức chế enzym đích.
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Hình 1: sác ký qua cột DE-52 cellulose dịch chiết hạt đậu tương có chửa chất ức chê trypsin.

Cột có kích thước l,6x8cm được cân bằng với đệm A. Tốc độ rứa chiết 25 ml/giò, thu 
mỗi phân đoạn 2,0 ml
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Hình 2: sắc ký qua cột Sephadex GlOO phân đoạn TI của hạt đậu tương.

Cột có kích thước 1 X 70cm được cân bằng với đệm A. Tốc độ rửa chiết 20 ml/giò, thu 
mỗi phân đoạn 2,5 ml.
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Bảng 1: Tóm tát qui trình tinh sạch chất ức chê trypsin 20 kDa từ hạt đậu tương

STT Bước tinh  sach
Kết quả tinh  sạch

Protein
(mg)

TIA 
(đơn vị)

Hoạt độ riêng (đơn 
vị/ mg protein)

Hệ sô tinh 
sạch (lần)

1 Loại mở bằng ete etylic và 
chiết bằng đệm A

1.125 33,28 0,0314 1,00

2
Sắc ký qua cột DE-52 
Đỉnh thứ  n h ấ t 38,4 12,23 0,318 10,2

3 Sắc ký qua cột Sephadex G- 
100 đỉnh TIA của côt DE-52 23,1 9,13 0,395 12,6

4 s á c  ký qua cột Trypsin- 
Sepharose 4B

6,4 7,50 1,170 37,2

2 3 4
kDa 

4 97

4 66

i 45

4 30

ém ằầ < 20 
4 14

Hình 3: Điện di gel polyacrylamid 12,5% có SDS chế phẩm chất TI từ đậu tương

1: Dịch chiết hạt đậu tương, 2: Đinh TIA thu từ cột DE-52, 3 và 4: đỉnh TIA thu từ cột 
Sephadex G-100, 6 và 8: Chế phẩm TI thu từ cột sắc ký ái lực Trypsin-Sepharose 4B, 7: 
Các protein chuẩn bao gồm: Phosphorylase B, albumin huyết thanh bò, ovalbumin, 
cacbonic anhydrase, chất ức chê trypsin (KI) đậu tương và lactalbumin.
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P U R IF IC A T IO N  OF T R Y P SIN  IN H IB IT O R  (TI) FR O M  S O Y B E A N S  

(GLYCINE MAX L.) 

Phan Tuan Nghia and Dang Quang Hung

Departmen t o f Biology, College o f Science, VN Ư

A protocol for purification of the soybean trypsin inhibitor (SBTI) or Kunitz  inhibitor 
(KI) has been reported. The ground powder was extracted with ethylic e th e r  to remove fat, 
then resuspended and  magnetically s tirred  in 20mM Tris-HCl buffer, pH 7.5 contain ing 50 
mM KC], followed by centrifugation to collect the clear su p e rn an ta n t  fluid. The ex tract then 
underw ent 3 steps of purification: i) anion exchange column chrom atography on DE-52 
cellulose, ii) gel filiation on Sephadex GlOO and iii) affinity chrom atography on Trypsin- 
Sepharose 4B. The obtained TI preparation contained only a single protein of a molecular 
weight of 20 kDa as shown at the same position of the  s tan d a rd  KI present in the 
molecular weight m arkers  on SDS-PACtE. The protocol allows to obtain 6.4 mg KI from 20 
g of soybean ground powder and the purification factor of the KI after the 4 steps increased 
37 fold.
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