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TÓM T>T 

Hormone kích thích sinh sLn RGP (Relaxin-like Gonad-stimulating Peptide) là m.t giLi pháp tiên 
ti+n, hiHu quL trong sLn xuAt gi_ng hLi sâm. 'j sLn xuAt l!Tng lRn hormone RGP và có ho,t tính 
sinh hkc cao, can sJ d)ng công nghH protein tái t% hTp thông qua vi khuqn E. coli và nAm men 
Pichia pastoris. Vì vry, trong nghiên cWu này, vector pPIC9K Dã D!Tc thi+t k+ Dj mang gen RGP 
(pPIC9K-RGP). Ching E. coli JM109 D!Tc cAu trúc Dj mang plasmid pPIC9K-RGP tái t% hTp. 
Quá trình sàng lkc bGng kháng sinh ampicillin sau Dó Dã giúp thu D!Tc dòng khuqn l,c E. coli 
mang plasmid pPIC9K-RGP tái t% hTp. K+t quL giLi trình tX ADN cia plasmid pPIC9K-RGP tm E. 
coli sau sàng lkc kháng sinh cho thAy, gen RGP mã hóa hormone kích thích sinh sLn hLi sâm Dã 
D!Tc cAu trúc trong E. coli. 'ây là khâu quan trkng t,o nguEn nguyên vrt liHu ban Dau  Dj sLn 
xuAt hormone RGP tái t% hTp trên nAm men P. pastoris và ti+n tRi sLn xuAt hormone  này C quy 
mô th!Qng m,i ph)c v) sLn xuAt gi_ng hLi sâm C ViHt Nam.  

Tm khóa: E. coli, hLi sâm, hormone tái t% hTp, RGP. 

 
1. $%T V(N $* 
HLi sâm thu.c ngành D.ng vrt da gai 

(Echinodermata), trên th+ giRi Dã phát hiHn D!Tc 
khoLng trên 1.400 loài [1], trong Dó nhiUu loài có 
giá tr  kinh t+ cao, là nguEn d!Tc phqm và thXc 
phqm b% d!&ng. Do hLi sâm có giá tr  sJ d)ng cao 
nên nguEn lTi hLi sâm Dã và Dang b  khai thác quá 
mWc C nhiUu khu vXc khác nhau trên th+ giRi, 
trong Dó có nhiUu loài có giá tr  kinh t+ cao Dang b  
khai thác c,n kiHt và DWng tr!Rc nguy cQ tuyHt 
ching [2]. Các nghiên cWu vU Dyc Dijm phân b_ 
cia hLi sâm C ViHt Nam cho thAy, vùng bijn n!Rc 
ta có khoLng 60 loài hLi sâm, trong Dó chi y+u trp 
trung C vùng bijn t^nh Phú Yên, Khánh Hòa và các 
DLo xa b" nh! Phú Qu_c, Th% Chu, Tr!"ng Sa, 
Côn 'Lo... [3, 4]. Tuy nhiên, nguEn lTi tX nhiên hLi 
sâm Dã và Dang có chiUu h!Rng suy giLm nhanh 
chóng do viHc khai thác quá mWc. NhiUu loài hLi 
sâm có nguy cQ tuyHt ching hoyc De dka b  tuyHt 
ching Dã D!Tc liHt kê trong danh m)c các loài 
thiy sinh quý hi+m có nguy cQ tuyHt ching C ViHt 
Nam can D!Tc bLo vH, ph)c hEi và phát trijn. K+t 

quL DiUu tra nguEn lTi hLi sâm nNm 2012 [5] cho 
thAy, thành phan loài hLi sâm phân b_ C m.t s_ 
vùng bijn ViHt Nam trong th"i gian khLo sát là rAt 
ít so vRi các nghiên cWu trong nNm 2006 [3]. Nh! 
vry, nguEn lTi hLi sâm C m.t s_ vùng bijn ViHt 
Nam có sX suy giLm m,nh cL vU sLn l!Tng và 
thành phan loài, Dyc biHt là các loài có giá tr  kinh 
t+ cao (hLi sâm vú Holothuria fuscogilva, hLi sâm 
cát H. scabra, hLi sâm Den H. leucospilota). Trong 
b_i cLnh nh! vry, sinh sLn nhân t,o là m.t trong 
nhSng giLi pháp hiHu quL nhGm cung cAp nguEn 
gi_ng thL ph)c hEi quan Dàn tX nhiên, nuôi trEng 
và bLo tEn nguEn lTi cho loài hLi sâm có giá tr  
kinh t+ rAt cao này. Các ph!Qng pháp kích thích 
sinh sLn nhân t,o hLi sâm truyUn th_ng nh! kích 
nhiHt, t,o dòng chLy m,nh, sJ d)ng dung d ch 
tinh trùng hLi sâm th!"ng phLi ph) thu.c rAt 
nhiUu vào mùa v) sinh sLn và tuy+n sinh d)c cia 
các cá thj hLi sâm b_ mö phLi D,t D+n mWc D. chín 
muEi giai Do,n cu_i, gây Lnh h!Cng D+n quan Dàn 
b_ mö, ch!a thXc sX hiHu quL. M.t ph!Qng pháp 
kích thích sinh sLn mRi, rAt hiHu quL Dã D!Tc ghi 



KHOA H&C CÔNG NGH+  
                                                                                 

N«ng nghiÖp vµ ph¸t triÓn n«ng th«n - kỲ 1 - TH¸NG 2/2025 93 

nhrn là ph!Qng pháp sJ d)ng peptide than kinh 
D!Tc chi+t xuAt tm chính các dây than kinh cia loài 
hLi sâm [6].  

Công nghH protein tái t% hTp D!Tc Wng d)ng 
chi y+u trong sLn xuAt hormone kích d)c t_. Tm 
nNm 2009 - 2016, m.t s_ nghiên cWu Dã tìm ra hTp 
chAt RGP (Relaxin-like Gonad-stimulating Peptide) 
D!Tc nhrn D nh là m.t d,ng hormone kích d)c t_ 
C nhóm sao bijn và c�ng D!Tc ghi nhrn là có thj 
kích thích chín muEi noãn bào và kích thích sinh 
sLn C các loài hLi sâm [7 - 9]. 'ã có nhSng nghiên 
cWu vU hormone RGP C hLi sâm Den H. 
leucospilota và hLi sâm cát H. scabra [6], tuy nhiên 
ch!a có nghiên cWu sLn xuAt hormone RGP C loài 
hLi sâm Den H. leucospilota. Trong công nghH sLn 
xuAt hormone RGP, viHc thi+t k+ vector biju hiHn 
hormone RGP thông qua vi khuqn E. coli là b!Rc 
quan trkng, không thj thi+u, t,o nguEn nguyên vrt 

liHu ban Dau ph)c v) cho công tác sLn xuAt 
hormone RGP C các b!Rc ti+p theo. 

Bài báo này trình bày m.t s_ k+t quL nghiên 
cWu t,o vector biju hiHn hormone RGP thông qua 
vi khuqn E. coli bao gEm: (1) '!a Do,n gen RGP 
vào vector pPIC9K; (2) Bi+n n,p plasmid pPIC9K-
RGP vào t+ bào E. coli; (3) Sàng lkc các t+ bào E. 
coli mang plasmid pPIC9K-RGP trên môi tr!"ng 
LB agar có chkn lkc bGng ampicillin và  t,o dòng 
E. coli tái t% hTp mang plasmid pPIC9K-RGP; (4) 
Kijm tra sLn phqm tách chi+t plasmid pPIC9K-
RGP tái t% hTp tm E. coli bGng PCR và giLi trình 
tX. 

2. NGUYÊN V0T LI!U VÀ PH78NG PHÁP NGHIÊN C;U  

2.1. Vrt liHu, d)ng c), hóa chAt 

Vrt liHu, d)ng c) và hóa chAt sJ d)ng cho các 
thí nghiHm D!Tc thj hiHn trong bLng 1. 

BLng 1. Vrt liHu, d)ng c), hóa chAt thí nghiHm trong thi+t k+ vector biju hiHn hormone RGP  
thông qua vi khuqn E. coli 

STT N.i dung công viHc Vrt liHu, d)ng c), hóa chAt 

1 
- '!a Do,n gen RGP vào vector 
pPIC9K 

- Gen RGP 
- Vector pPIC9K 

2 
- Bi+n n,p plasmid pPIC9K-RGP vào 
t+ bào E. coli 

3 
- Nuôi cAy E. coli trong môi tr!"ng 
Dêa th,ch LB có kháng sinh. 

- pPIC9K-RGP 
- E. coli JM109 
- DNA ligase buffer 
- SOC, LB broth 
- LB agar plate + ampicillin 
- ´ng Eppendorf, Dá, que cAy, n!Rc s,ch, máy i có rung 
l�c 

4 

- Sàng lkc các t+ bào E. coli mang 
plasmid pPIC9K-RGP trên Dêa th,ch 
LB có kháng sinh ampicillin bGng 
PCR kijm tra Do,n gen RGP 

- Hóa chAt PCR, master mix, ladder 
- Máy ch,y PCR 
- Hóa chAt làm agarose gel 
- Máy ch,y DiHn di 
- Thu_c nhu.m ADN là 6X GelRed 
- Máy Dkc gel 

5 
- Nuôi cAy E. coli mang plasmid 
pPIC9K-RGP trong môi tr!"ng dung 
d ch LB có kháng sinh 

- Hóa chAt t,o dung d ch LB có kháng sinh 
- Ching chWa hormone trên Dêa LB 
- BuEng nuôi có máy l�c, kijm soát nhiHt D.  
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6 
- Tách chi+t plasmid pPIC9K-RGP tm 
E. coli 

- B. KIT QIAprep Spin Midiprep 
- B. KIT QIAquick PCR Purification 
- EcoRI và NotI 
- Agarose gel 
- Hóa chAt PCR 

7 
- Kijm tra chAt l!Tng, bLo quLn 
pPIC9K-RGP C -20oC 

- Agarose gel 
- Ti âm 

2.2. Ph!Qng pháp D!a Do,n gen RGP vào 
vector pPIC9K 

XuAt phát tm trình tX neuropeptide RGP cia 
loài hLi sâm cát (H. scabra) D!Tc công b_ [6], ti+n 
hành kijm tra trình tX neuropeptide RGP cia loài 
hLi sâm Den (H. leucospilota) bGng ch!Qng trình 
BLAST trên cQ sC dS liHu hH phiên mã 
(transcriptome) cia loài hLi sâm này do ViHn 
Nghiên cWu HLi sLn và Tr!"ng ',i hkc Sunshine 
Coast (Australia) công b_ trên NCBI (Genbank 
accession No.: PRJNA510690). CQ sC dS liHu hH 
phiên mã transciptome này chWa t%ng s_ 19,7 Gbp. 
Sau khi thi+t k+ D!Tc Do,n gen RGP cia loài hLi 
sâm Den, cAu trúc cDNA cia gen RGP D!Tc D!a 
vào vector pPIC9K (bCi Công ty Genscript) Dj t,o 
ra plasmid pPIC9K-RGP, làm nguyên liHu ban Dau 
cho các thí nghiHm ti+p theo.  

2.3. Ph!Qng pháp bi+n n,p plasmid pPIC9K-
RGP vào t+ bào E. coli 

Chuqn b  Dêa LB có kháng sinh gEm các b!Rc: 
Pha dung d ch LB vRi 25 g b.t LB broth granules 
trong 1 L n!Rc cAt deion, tr.n và khJ trùng C nhiHt 
D. 121oC trong vòng 15 phút, sau Dó l!u giS C 
nhiHt D. 4oC. Chuqn b  dung d ch ampicillin có 
nEng D. 100 mg/ml, thêm 1 L dung d ch LB vào 
bình tam giác 2 L, thêm 15 g Bacto agar; khJ trùng 
!Rt C nhiHt D. 121oC trong 15 phút; Dj h, nhiHt D. 
xu_ng 50oC trong bj n!Rc; thêm 0,5 ml ampicillin 
(100 mg/ml) vào dung d ch trong ti cAy d!Ri ngkn 
lJa Dèn cEn; D% dung d ch vào Dêa petri Dã khJ 
trùng, Dj ngu.i d!Ri ngkn lJa Dèn cEn trong ti 
cAy; dùng giAy b,c bkc kín, l!u giS C nhiHt D. 4oC, 
dùng t_t nhAt trong 30 ngày. 

Bi+n n,p plasmid pPIC9K-RGP vào t+ bào khL 
bi+n E. coli gEm các b!Rc chính: ´ng tuýp chWa 
ching vi khuqn E. coli JM109 tm ti âm sâu D!Tc 

chuyjn ra và làm tan trong Dá (15 phút); lAy 40 - 50 
µl t+ bào khL bi+n E. coli và 5 µl plasmid pPIC9K-
RGP vào cùng 1 _ng eppendoft, giS trong Dá l,nh 
30 phút; gia nhiHt 1 phút C nhiHt D. 42oC. Thêm 1 
ml dung d ch môi tr!"ng LB không có kháng sinh 
và i C nhiHt D. 37oC, 200 vòng/phút, tm 45 - 90 

phút; ly tâm 5.000 vòng/phút trong 5 phút; lo,i b[ 
dung d ch ly tâm và l!u giS t+ bào E. coli tái t% hTp 
trong m.t thj tích dung d ch LB nhAt D nh. 

2.4. Ph!Qng pháp nuôi cAy E. coli trong môi 
tr!"ng Dêa th,ch LB có kháng sinh 

Sau khi plasmid pPIC9K-RGP D!Tc bi+n n,p 
thành công vào E. coli JM109, hwn hTp bi+n n,p 
D!Tc trLi trên môi tr!"ng th,ch LB b% sung 
ampicillin (100 mg/ml), i qua Dêm C nhiHt D. 
37oC. Ti+n hành kijm tra, quan sát khuqn l,c sinh 
tr!Cng trên Dêa th,ch trong ngày hôm sau Dj Dánh 
giá khL nNng phát trijn cia E. coli. 

L!u giS khuqn l,c chWa vector pPIC9K-RGP 
gEm các b!Rc: Trên Dêa môi tr!"ng LB agar có b% 
sung ampicillin Dã nuôi vi khuqn sau bi+n n,p qua 
Dêm, lAy m.t khuqn l,c phát trijn chuyjn sang 
nuôi l[ng trong môi tr!"ng LB broth có b% sung 
ampicillin và nuôi qua Dêm C nhiHt D. 37oC. LAy 
500 µl d ch nuôi vi khuqn qua Dêm kijm tra OD 
0,2-0,3, tr.n DUu vRi 500 µl glycerol 50% trong _ng 
tuýp 2 ml, l!u giS _ng tuýp trong ti Dông -80oC. 
TAt cL thao tác ti+n hành trong ti cAy vô trùng 
d!Ri ngkn lJa Dèn cEn. 

2.5. Ph!Qng pháp sàng lkc các t+ bào E. coli 
mang plasmid pPIC9K-RGP 

LAy 5 - 10 khuqn l,c tm Dêa th,ch LB, sau Dó 
ngâm vào dung d ch master mix PCR riêng tmng 
khuqn l,c, ch,y kèm cL D_i chWng là plasmid 
không chWa gen hormone. PhLn Wng PCR sJ d)ng 
cyp mEi Dyc hiHu là 3’-HleRGP: GGAAGAGAG 
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TTGAGTAGAGCCA và 5’-HleRGP: GCGCACAAC 
TTAGCAATGTC dùng Dj khu+ch D,i gen RGP C 
loài hLi sâm Den (H. leucospilota). Chu kÑ nhiHt 
gEm: B!Rc 1: 95oC trong 5 phút; b!Rc 2: 95oC 
trong 30 giây; b!Rc 3: 55oC trong 30 giây; b!Rc 4: 
72oC trong 30 giây; b!Rc 5: 72oC trong 5 phút; 
b!Rc 6: duy trì C nhiHt D. 4oC; tm b!Rc 2 D+n b!Rc 
4 lyp l,i 30 chu kÑ. SLn phqm PCR D!Tc kijm tra 
trên gel agarose 1%. 

2.6. Ph!Qng pháp nuôi cAy E. coli mang 
plasmid pPIC9K-RGP trong môi tr!"ng dung d ch 
LB có kháng sinh 

Dung d ch vi khuqn E. coli mang plasmid 
pPIC9K-RGP D!Tc cAy vào Dêa th,ch LB có 
ampicillin, sau Dó i hwn hTp trong môi tr!"ng 
37oC qua Dêm. Sau 01 ngày, tm m.t khuqn l,c E. 
coli phát trijn trong Dêa th,ch, cAy ½ khuqn l,c vào 
Dêa th,ch LB chWa ampicillin Dj nuôi và l!u giS. ½ 
khuqn l,c còn l,i cAy vào dung d ch LB chWa 
ampicillin (500 ml LB th!"ng và 100 µl ampicillin). 
Nuôi vi khuqn trong ti nuôi C nhiHt D. 37oC (150 
vòng/phút) qua Dêm. Thu sLn phqm vào ngày hôm 
sau và ti+n hành kijm tra OD cia dung d ch. Khi 
OD dao D.ng 2 - 3, ti+n hành thu sinh kh_i t+ bào 
E. coli chWa plasmid pPIC9K-RGP ph)c v) cho quá 
trình thí nghiHm ti+p theo. 

2.7. Ph!Qng pháp tách chi+t plasmid pPIC9K-
RGP tm E. coli 

Ph!Qng pháp tách chi+t gEm các b!Rc chính 
sau: SJ d)ng KIT QIAprep Spin Miniprep cia 

Công ty QIAGEN (Hoa KÑ) Dj thu gom và làm 
s,ch pPIC9K-RGP tm dung d ch LB chWa vi khuqn 
nêu trên. C�t giRi h,n plasmid bGng enzym EcoRI 
(NotI hoyc SalI) vRi thành phan gEm: 139 µl H2O 
deion, 20 µl 10x Buffer O, 40 µl ADN (0,5 - 1 
µg/µl), 1 µl enzym EcoRI (NotI hoyc SalI); LAy 
mtu ADN và kijm tra nEng D. (duy trì trong 
khoLng 0,2 - 0,3 µg/µl), i mtu C nhiHt D. 95oC 
trong 5 phút; i C nhiHt D. 37oC (trên máy 
Eppendorf ThermoMixer) tm 3 - 4 gi", chuyjn 
nhiHt D. lên 65oC trong khoLng 15 phút Dj bAt 
ho,t mtu; ch,y DiHn di kijm tra plasmid Dã c�t 
trên gel agarose 1%, DEng th"i sLn phqm tách chi+t 
plasmid pPIC9K-RGP tm E. coli c�ng D!Tc giLi 
trình tX Dj kijm tra k+t quL.  

3. K>T QU@ NGHIÊN C;U VÀ TH@O LU0N 

3.1. Thi+t k+ và D!a RGP vào vector pPIC9K 

K+t quL phân tích trình tX amino axit cia 
peptide than kinh neuropeptide RGP C loài hLi sâm 
Den (H. leucospilota) D!Tc thj hiHn trong hình 1A 
vRi Day Di Do,n peptide tín hiHu (signal peptide), 
Do,n peptide kích ho,t (mature peptide) và các v  
trí c�t (cleavage site). Sau khi tìm ra D!Tc trình tX 
hormone RGP cia hLi sâm Den, ti+n hành xác D nh 
trình tX chuwi A (TRLCGRELSRAIYRICSHG), 
chuwi B (SGGIARRCCASGCSSSDIAKLC), v  trí 
c�t RR, KR trong peptide than kinh neuropeptide 
RGP và thi+t k+ g�n vRi thj 6xHis Tag. K+t quL 
trình tX amino acid cia RGP Dã D!Tc thi+t k+ nh! 
hình 1B. 

(A) 

MASKTIRVVFFAAVCVLLVLEEAASTRLCGRELSRAIYRICSHGKRGYPMVDLEEEDFSQELDTEWD
EFLAQALTGLLESRTFAADIESDRYFTIPQRFRRSGGIARRCCASGCSSSDIAKLC 

(B) 

TRLCGRELSRAIYRICSHGGSGSHHHHHHGSGSSGGIARRCCASGCSSSDIAKLC 

Hình 1. Trình tX amino axit cia peptide than kinh neuropeptide RGP (A) và thi+t k+ Do,n amino axit cia 
hormone RGP ph)c v) quá trình tái t% hTp (B) 

Ghi chú: NUn màu xanh là peptide tín hiHu (signal peptide); nUn màu vàng là peptide kích ho,t 
(mature peptide); KR, RR là các v  trí c�t (cleavage site); chS màu D[ là His-tag. 

Trong nghiên cWu này, pPIC9K (Invitrogen) 
Dã D!Tc lXa chkn Dj làm vector biju hiHn dùng 

cho vi khuqn E. coli và nAm men P. pastoris, bCi vì 
chúng có các Dyc Dijm sau: Có trình tX nhân t_ α 
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hw trT viHc ti+t protein m)c tiêu ra ngoài môi 
tr!"ng nuôi cAy, có mang gen mã hóa cho 
histidinol dehydrogenase giúp t+ bào P. pastoris 
có khL nNng tX t%ng hTp histidine, có trình tX 
promoter AOX1 t!Qng DEng vRi trình tX cia AOX1 
trong b. gen cia P. pastoris giúp chuyjn trình tX 
gen m)c tiêu vào b. gen cia t+ bào. Có trình tX 
gen kháng ampicillin dùng Dj sàng lkc t+ bào E. 
coli chWa gen tái t% hTp, có gen kháng kanamycin 
giúp P. pastoris kháng l,i geneticin dùng Dj chkn 
lkc t+ bào P. pastoris chWa gen tái t% hTp DEng th"i 
xác D nh t!Qng D_i s_ bLn sao cia gen D!Tc chèn 
vào b. gen cia t+ bào dXa vào nEng D. geneticin t+ 
bào có khL nNng kháng D!Tc. Trình tX c�t duy 
nhAt cia NotI, BglII, SacI và SalI dùng Dj làm 
thrng vector tr!Rc khi chuyjn vào t+ bào P. 

pastoris và t,o tái t% hTp Mut+ (sJ d)ng methanol 
m,nh nên tNng sinh kh_i trên môi tr!"ng có 
methanol) hoyc MutS (sJ d)ng methanol ít nên 
tNng sinh kh_i trên môi tr!"ng có methanol). 

Sau khi cAu trúc gen RGP D!Tc t%ng hTp, Dã 
D!Tc D!a vào vector biju hiHn pPIC9K Dj t,o 
thành pPIC9K-RGP. CAu trúc vector tái t% hTp 
pPIC9K-RGP chWa Do,n gen RGP 165 bp (Do,n 
màu D[ trong hình 2A, 2B) và ba v  trí c�t giRi b,n 
cia ba enzym EcoRI (1222), NotI (1397), SalI 
(3339) (Hình 2A). K+t quL kijm chWng enzym c�t 
giRi h,n EcoRI và SalI Dã thành công vRi 2 band có 
kích th!Rc khác nhau khi so sánh vRi 1 band cia 
plasmid (Hình 2C). 

 
Hình 2. 'o,n gen RGP D!Tc D!a vào vector pPIC9K và kijm tra khL nNng c�t giRi h,n  

bCi enzym EcoRI và SalI.  

Ghi chú: (A) thj hiHn sQ DE vùng chèn Do,n gen hormone RGP vào vector pPIC9K; (B) thj hiHn 
chuwi peptide cia Do,n gen hormone RGP; (C) thj hiHn k+t quL kijm chWng c�t giRi h,n bGng enzyme 
EcoRI và SalI. 

3.2. K+t quL bi+n n,p plasmid pPIC9K-RGP 
vào t+ bào E. coli 

Do gen kháng kháng sinh ampicillin D!Tc 
thi+t k+ trên plasmid pPIC9K nên các thj bi+n n,p 
mang plasmid tái t% hTp pPIC9K-RGP D!Tc sàng 

lkc bGng cách trLi trên Dêa môi tr!"ng nuôi cAy LB 
chWa kháng sinh ampicillin. K+t quL nghiên cWu 
cho thAy, các khuqn l,c tr�ng Dã mkc trên Dêa 
th,ch LB có kháng sinh. Nh! vry, plasmid tái t% 
hTp pPIC9K-RGP Dã D!Tc bi+n n,p thành công vào 
t+ bào E. coli khL bi+n (Hình 3). 
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Sau khi bi+n n,p thành công, các khuqn l,c 
mang plasmid tái t% hTp pPIC9K-RGP Dã D!Tc tách 
riêng và nuôi trên Dêa th,ch LB có kháng sinh Dj 
ph)c v) phân tích ti+p theo. Sau 12 gi" nuôi cAy 

trong ti Am vRi nhiHt D. 37oC khuqn l,c E. coli có 
màu tr�ng ngà, không nhi<m t,p nên có thj nhrn 
D nh ching E. coli thu D!Tc trên Dêa DUu mang 
plasmid pPIC9K-RGP tái t% hTp.  

  
Hình 3. Plasmid tái t% hTp pPIC9K-RGP Dã D!Tc bi+n n,p thành công vào t+ bào E. coli phát trijn t_t trên 

môi tr!"ng Dêa th,ch LB chWa kháng sinh ampicillin 

3.3. K+t quL sàng lkc các t+ bào E. coli mang 
plasmid pPIC9K-RGP 

NhSng t+ bào E. coli ti+p nhrn plasmid tái t% 
hTp mRi có khL nNng kháng ampicilin và phát trijn 
D!Tc trên Dêa th,ch LB có chWa kháng sinh. Tuy 
nhiên, không phLi t+ bào chWa plasmid nào c�ng 
chWa Do,n gen RGP. Do Dó, các khuqn l,c dX 

tuyjn này ti+p t)c D!Tc sàng lkc Dj xác nhrn sX 
hiHn diHn cia gen RGP bGng k{ thurt PCR khuqn 
l,c. Các khuqn l,c chWa plasmid tái t% hTp pPIC9K-
RGP theo Dúng thi+t k+ Dã cho band có kích th!Rc 
t!Qng Wng 9.438 bp (Hình 4A). 'Eng th"i, k+t quL 
ch,y PCR kijm chWng Do,n gen RGP Dã cho band 
có kích th!Rc t!Qng Wng 165 bp (Hình 4B).

 
Hình 4. K+t quL kijm chWng E. coli mang plasmid pPIC9K-RGP  

thông qua sLn phqm PCR hijn th  trên gel agarose 1%  

Ghi chú: Hình (A): s_ (1) thj hiHn thang chuqn ADN, s_ (2) thj hiHn mtu plasmid pPIC9K-RGP; 
Hình (B): s_ (3) thj hiHn band sáng thj hiHn sLn phqm PCR khuy+ch D,i Do,n gen RGP, s_ (4) thj hiHn 
thang chuqn ADN. 
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3.4. K+t quL nuôi cAy E. coli mang plasmid 
pPIC9K-RGP trong môi tr!"ng dung d ch LB có 
kháng sinh và tách chi+t plasmid 

Sau khi cAy E. coli mang plasmid pPIC9K-RGP 
trong khoLng 12 ti+ng trong máy i nhiHt C 37oC và 
có t_c D. vòng quay là 160 vòng/phút, thu D!Tc 

dung d ch có chWa E. coli mang plasmid pPIC9K-
RGP. Sau Dó ti+n hành Do nEng D. OD cia chúng, 
nEng D. OD thu D!Tc t,i các bình nuôi cAy E. coli 
D,t trung bình là 0,23. Nh! vry, sLn phqm hoàn 
toàn D,t Di yêu cau Dj ti+p t)c ti+n hành b!Rc ti+p 
theo Dj tách chi+t plasmid pPIC9K-RGP tm E. coli.

 
Hình 5. K+t quL tách chi+t plasmid pPIC9K-RGP tm E. coli và thXc hiHn c�t giRi h,n bGng các enzym  

Ghi chú: '_i chWng là plasmid pPIC9K-RGP; E + S là c�t giRi h,n DEng th"i bGng enzym EcoRI và 
SalI; E + N là c�t giRi h,n DEng th"i bGng enzym EcoRI và NotI; N + S là c�t giRi h,n DEng th"i bGng 
enzym NotI và SalI. 

Sau khi plasmid pPIC9K-RGP D!Tc làm s,ch 
bGng KIT QIAprep Spin Miniprep, sLn phqm ADN 
D!Tc l!u giS C nhiHt D. -20oC. K+t quL Do nEng D. 
OD cia sLn phqm ADN D,t trung bình là 0,106 
(µg/µl). Ti+p t)c thXc hiHn thao tác c�t giRi h,n 
plasmid pPIC9K-RGP bGng EcoRI, SalI, NotI và 
kijm tra sLn phqm trên gel agarose 1%. K+t quL 
cho thAy, khi sJ d)ng DEng th"i cyp enzym EcoRI 
+ SalI hoyc cyp enzym NotI + SalI, sLn phqm thu 
D!Tc là các mtu gel có band dao D.ng khoLng 600  
— 700 bp. K+t quL này hoàn toàn trùng khRp vRi 
kijm chWng ban Dau vU plasmid pPIC9K-RGP cia 
Trp Doàn Genscript (Hoa KÑ). Do Dó có thj khrng 
D nh rGng, sLn phqm plasmid pPIC9K-RGP có thj 
thXc hiHn c�t giRi h,n bCi các enzyme EcoRI và 
SalI và NotI (Hình 5). Tuy nhiên, khi sJ d)ng cyp 
enzym EcoRI + NotI Dj c�t giRi h,n plasmid 

pPIC9K-RGP thì sLn phqm không t,o thành các 
band riêng, can có nhSng thJ nghiHm ti+p theo. 

Sau khi tách chi+t plasmid pPIC9K-RGP tm E. 
coli, ti+n hành ch,y PCR và giLi trình tX sLn phqm 
cho thAy, 98% t!Qng DEng giSa Do,n sLn phqm 
PCR và Do,n gen RGP (Hình 6). MEi PCR D!Tc 
thi+t k+ theo kiju insert-specific ch^ khu+ch D,i 
trình tX trong Do,n gen hormone RGP Dã D!Tc 
chèn vào vector. K+t quL này cho thAy, Do,n gen 
RGP mã hóa hormone kích thích sinh sLn hLi sâm 
Dã D!Tc cAu trúc trong vi khuqn E. coli JM109. 
Ching vi khuqn tái t% hTp này D!Tc bLo quLn C 
nhiHt D. -80oC. 'ây là m.t sLn phqm nguyên liHu 
Dau vào quan trkng Dj thXc hiHn nghiên cWu biju 
hiHn hormone RGP trên nAm men P. pastoris 
nhGm t,o ra l!Tng hormone lRn cho sLn xuAt 
gi_ng hLi sâm. 
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Hình 6. K+t quL giLi trình tX sLn phqm tách chi+t plasmid pPIC9K-RGP tm E. coli 

Ghi chú: (A) thj hiHn Do,n mEi PCR D!Tc thi+t k+ khu+ch D,i trong chuwi trình tX gen RGP (kiju 
insert-specific) D!Tc chèn trong vector pPIC9K; (B) thj hiHn chi ti+t trình tX mEi PCR và Do,n gen RGP; 
(C) thj hiHn k+t quL giLi trình tX sLn phqm PCR. 

4. K>T LU0N  

K+t quL thi+t k+ Do,n gen RGP mã hóa 
hormone kích thích sinh sLn hLi sâm và Dã chèn 
vào vector pPIC9K là b!Rc k{ thurt quan trkng Dj 
thXc hiHn các k{ thurt tái t% hTp ti+p theo. Plasmid 
pPIC9K-RGP Dã D!Tc bi+n n,p vào t+ bào E. coli 
khL bi+n và D!Tc sàng lkc thông qua môi tr!"ng 
LB có chWa kháng sinh ampicilin. SLn phqm 
plasmid pPIC9K-RGP tm E. coli có thj thXc hiHn 
c�t giRi h,n bCi các enzym EcoRI, SalI và NotI, 
DEng th"i Dã D!Tc kijm tra bGng giLi trình tX gen. 
ViHc t,o dòng vi khuqn E. coli mang gen RGP là 
m.t trong nhSng k+t quL nghiên cWu quan trkng 
Dj thXc hiHn nghiên cWu biju hiHn hormone RGP 
trên nAm men P. pastoris và sLn xuAt hormone 
kích thích sinh sLn hLi sâm C quy mô lRn.  
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CONSTRUCTION OF E. coli  STRAINS WITH THE RGP GENE ENCODING THE SEA CUCUMBER 
GONAD-STIMULATING HORMONE 

Hoang Dinh Chieu1, Luu Xuan Hoa1, Bui Minh Tuan1, Nguyen Thi Tuyet Mai1,  

Nguyen Kim Thoa1, Dong Thi Dung1, Do Anh Duy1 
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Summary 

Relaxin-like Gonad-stimulating Peptide (RGP) hormone is an advanced and effective solution in 
sea cucumber artificial breeding. In order to produce a large amount of RGP hormone with high 
biological activity, it is necessary to use recombinant protein technology through E. coli bacteria 
and P. pastoris yeast. Therefore, in this study, the pPIC9K vector was designed to carry the RGP 
gene (pPIC9K-RGP). The E. coli JM109 strain was constructed to carry the recombinant pPIC9K-
RGP plasmid. After screening with the antibiotic ampicillin, E. coli colonies carrying the 
recombinant pPIC9K-RGP plasmid were produced. The DNA sequencing results of the pPIC9K-
RGP plasmid from E. coli showed that the expression of the RGP gene encoding the sea 
cucumber reproductive stimulating hormone had been constructed in E. coli. This is an 
important step towards continuing the expression of the RGP hormone in P. pastoris yeast and 
the production of recombinant RGP hormone for sea cucumber breeding in Vietnam. 

Keywords: E. coli, sea cucumbers, recombinant hormone, RGP. 
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