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Thiét 1ap quy trinh dién bién nap cho
Bacillus subtilis 1012 va WB80ON
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TOM TAT

Bacillus subtilis 1a chdng chd biéu hién
mang nhiéu wu diém ndi bat nhw khéng sinh
doc té, tiét duoc protein muc tiéu ra moi
trurong nuéi cdy, khodng 60 % protein cong
nghiép duoc sdn xuét tir cac ching Bacillus.
Dé cé thé str dung B. subtilis trong nghién ciru
va lam chdng chd trong biéu hién protein tai
t6 hop, cac phuong phép vé ky thuat di truyén
can duwoc phéat trién. Mot trong céac phuong
phap ma nhiéu nha khoa hoc quan tam la dién
bién nap dé dwa DNA truc tiép vao té bao.
Tuy nhién moét vén dé gdp phai la hiéu suét
bién nap DNA vao B. subtilis con thdp va
khéng 6n dinh gitra cac ching khéac nhau gay
tré ngai cho céc thao tac di truyén. B. subtilis

1012 va WBSO0ON duwoc si¥ dung phé bién
trong nghién cu co ban va lam chdng cha
biéu hién protein tai té hop trong thoi gian gan
day, nhung phuong phap dién bién nap cho
hai chdng nay van chua duoc thiét Iap. Trong
nghién cru nay, ching téi str dung plasmid
pHT10-gfp* dé tién hanh thiét Iap quy trinh
dién bién nap cho céc chiing B. subtilis 1012
va WBBO0ON. Céc két qua vé anh huéng cua
thoi diém thu méu, ndéng dé va thoi gian u
lysozyme, hiéu dién thé va lwong DNA s&
dung /én tan suét bién nap da duoc khdo sat
trong nghién cttu nay dé hinh thanh qui trinh
dién bién nap.

Ter khéa: plasmid pHT, dién bién nap, Bacillus subtilis, 1012, WB8OON.

MG PAU

B. subtilis la vi sinh vat c¢6 nhiéu ung dung
quan trong trong nghién ciru va céng nghé sinh
hoc [2, 9]. Pac biét hai chung B. subtilis 1012 va
WBS80ON thuong dugc sir dung trong cac vién
nghién ciu, phong thi nghiém. Mot budc can thiét
va quan trong cho cac thao téc di truyén trén chung
B. subtilis 1a bién nap DNA vao té bao [2, 11]. C6
nhiéu phuong phap chuyén DNA vao té bao vi
khuan nhu st dung deoxyribonucleate [10], bién
nap qua protolast [3], hay xtr Iy véi alkali [1]. Han
ché caa cac phuong phap trén 1a hidu suét bién nap
van con thip va doi hoi mot lwong DNA rat cao
khoang 10 pg cho mot 14n bién nap. Trong sé cac

phuong phap bién nap, dién bién nap 1a k¥ thuat
don gian va phé bién cho nhiéu loai vi khuan khac
nhau va cho tan suat bién nap cao [4]. K§ thuat nay
ding tham dién dé tao cac 15 tam thoi trén mang
va cho phép DNA tran di vao bén trong té bao.
Mic du dién bién nap dwoc &p dung rong réi cho
nhiéu chung vi sinh vét khac nhau nhung viéc sir
dung cho B. subtilis vain con nhiéu han ché.
Nguyén nhan chinh cho van dé nay la quy trinh
dién bién nap vao cac chung B. subtilis khéng 6n
dinh giita céc ching khac nhau. Dé tao té bao kha
nap cho dién bién nap & B. subtilis thuong st dung
sorbitol, manitol. Xue (1999) cai tién phwong phap
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cua Vehmaanpera (1989) bang cach thém sorbitol
va manitol vao méi trudng dién bién nap dé tao ap
suat tham thau lam té bao co rat va giam tinh
khéng thim cua mang [5]. Lysozyme 1a mot
enzyme c6 hoat tinh phan giai vach té bao, viéc
khao sat cac nong do khéc nhau cua lysozyme
nhiam tim dwoc ndng do t6i wu chi thuy phan mot
phan vach té bao ma khong pha mang nham hd tro
cho DNA dé dang di qua mang trong lac tham dién
Ia can thiét. Trong nghién ciru nay, ching toi thiét
Iap quy trinh dién bién nap cho B. subtilis 1012,
B. Subtilis WB80ON va nang cao tan suét bién
nap. Quy trinh dugc xay dung dua vao phuong
phap dién bién nap cho cac chung B. subtilis ciia
mot sb bai bao dd duoc cong bd két hop véi cac
khao sat V& anh huong cua thoi diém thu mau,
nong d6 va thoi gian u lysozyme, hiéu dién thé
bién nap, va lwong DNA. Chlng toi sir dung
plasmid la pHT10-gfp+ c6 mang gen khang khang
sinh Cm (chloramphenicol) va gen chi thi gfp dé
xéc dinh tan suét bién nap.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP
Chiing vi sinhvét va plasmid

Chuing B. subtilis 1012 (leuA8 metB5 trpC2
hsdRM1) [8] va B. subtilis WB80ON (nprE aprE
epr bpr mpr :: ble nprB :: bsr .vpr wprA :: hyg cm
.- neo; NeoR)[6]. Plasmid pHT10-gfp*[7] duoc str
dung bién nap vao hai chung trén nhim xac dinh
tan suit bién nap. Khuan lac mang plasmid
pHT10-gfp* biéu hién GFP cho mau xanh lyc dudi
den UV.

Xay dung dwong cong ting truéng

Chung B. subtilis dugc hoat hdéa qua dém
trong 5 mL moi truong LB (10 g trypton, 5 g cao
nim men, 5 g NaCl, dH,O vira du 1 lit) dwoc
chuyén sang 200 mL LB c6 b6 sung 0,5 M sorbitol
sao cho do gia tri ODggg ban dau dat 0,1. Chung B.
subtilis ~ dwgc  nubi cay lic ¢
250 vong/phut 37 °C va do ODego Sau mdi gid nudi

cay, xay dung dudng cong ting truong cho hai
chang B. subtilis 1012 va WB80ON. Xac dinh cac
pha ting truong lag, log, on dinh va suy tan cia
chung.
Tao té bao kha nap

Hoat héa chung B. subtilis qua dém trong
5 mL LB. Sau d6 cay chuyén dich nudi ciy sang
200 mL LB c6 b sung 0,5 M sorbitol sao cho
ODgoo ban dau dat mic 0,1; lac & 37 °C va téc to
lic 250 vong/phut. Do ODego sau mdi gio nudi cay,
khi dich nudi ciy té bao ting truong vao giira pha
log bét dau thu dich nudi ciy té bao, theo tirng thoi
diém khac nhau. X Iy dich té bao véi lysozyme 1
pg/mL trong 10 phat. Tiép theo, u lanh dich nudi
cay trong d4 trong 5 phut va ly tdm thu sinh khéi
& 6000 vong/phut trong 5 phat, loai bo dich nbi.
Budc rira dwoc 13p lai 3 1an st dung dém EB (0,5
M sorbitol, 0,5 M manitol,
10 % glycerol) ly tam 6000 vong/phdt trong 5 phat
[5]. Phan tén sinh khéi té bao lai trong EB vai ti 16
pha loang 1/40 va bao quan & -80 °C.

Pién bién nap plasmid vao té bao kha nap

Té bao kha nap duogc bién nap pHT10-gfp*
bing thdm dién cua may dién bién nap Micro
Pulser Bio-Rad. Tron 100 pL té bao kha nap vi
1 pL plasmid 100 ng/pL, chuyén té bao vao
cuvette dién bién nap 0,2 cm va giit trong d4 lanh
5 phut. Sau d6 té bao dugc tham dién 25 pF, 200
Q, 2,5 kV/cm khoang 5 — 7 ms. Phuc hdi té bao
trong 1 mL méi truong phuc hdi LB bd sung
0,5 M sorbitol, 0,38 M manitol, 10 % glycerol vao
té bao vira duoc tham dién [5]. Tiép theo dich té
bao duoc lic ¢ 37 °C, tée do lac 250 vong /phat
trong 2 gio. Toan bo té bao dwoc trai trén dia LB
— Agar ¢6 b sung chloramphenicol, u dia & 37 °C
qua dém. Nhiing khuan lac moc duoc trén dia co
khéng sinh chung to c6 mang plasmid. Dém sé
khuan lac moc trén dia dé tinh hiéu suat bién nap.
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Khao sat nhirng yéu t6 anh hwéng dén hiéu
suat dién bieén nap

Cac yéu t6 anh huong dén hiéu suat bién nap
duoc khao sat nhu sau:

Khao sat anh huong cua thoi diém thu mau:

nhimg giai doan tang truong khac nhau cua té bao
tir pha log dén pha can bang dwoc thu nhan va tao
té bao kha nap véi quy trinh nhu trén.

Khao sat anh huong ciia nong do lysozyme:
thu té bao ¢ giai doan ting truong thich hop cho
hiéu sut bién nap cao d4 khao sat dwoc sau dé xir
Iy lysozyme bang cach b sung lysozyme vao dich
té bao sao cho ndéng do cudi l1a 05 1; 2;
4 pg/mL lac & 37 °C trong 10 pht. Tiép tuc 1am
theo quy trinh tao té bao kha nap nhu trén.

Khao sat anh huong cua thoi gian 0 véi
lysozyme: chon nong do lysozyme téi wu khao sat
cac khoang thoi gian u la 5, 10, 15 va 20 phdt.

Khao sat anh huéng cua hiéu dién thé: té bao
kha nap dugc bién nap véi ddy hiéu dién thé tir 1,9;
2,1; 2,3; 2,5 kV/icm.

Khao sat anh huong caa ndng do plasmid: tao
té bao kha nap vai quy trinh da chon dugc thoi

diém thu miu va ndng do lysozyme thich hop
nhét. Dién bién nap vai cac ndng do khac nhau cua
plasmid pHT10-gfp*: 0,05; 0,1; 0,2 pg/uL.

Khao st hiéu suat bién nap véi nhiéu loai
plasmid: nhiing plasmid khic nhau duoc dung
bién nap vao hai chung B. subtilis 1012 va
WBSO0ON dé danh gia hiéu suit bién nap tuong
ung véi ting loai plasmid khac nhau.

KET QUA VA THAO LUAN
Puwong cong ting trudéng

Dya vao duong cong tang truong cua B.
subtilis 1012 va WB80ON (Hinh 1) nhan thay
trong khoang 1 gio dau té bao dang ting trudng &
pha tiém tang, tir 1 — 4 gio tiép theo té bao vao pha
log, tir 5 — 16 gio té bao vao pha 6n dinh va sau 16
gio té bao vao pha suy tan. Puong cong ting
truong 13 co s& dé xac dinh thoi diém thu mau
thich hop cho tinh kha nap cua té bao. Mdi ching
vi khuan trong qué trinh ting trudng sé ¢6 giai
doan té bao c6 kha ning kha nap tét nhat, giai doan
nay tuy thudc vao dic tinh tdng treéng cua tirng
chung.
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Hinh 1. Buong cong tang trudng cua B. subtilis 1012 va B. subtilis WB800N
trong moi truong LB — 0,5 M sorbitol.

Anh hwéng ciia thoi diém thu miu

Mau dugc thu khi su tang truéng cua té bao
vao pha log cho dén pha 6n dinh vi ¢ giai doan nay
té bao c6 st séng tét thich hop 1am té bao kha nap
cho dién bién nap. Tiép theo tién hanh cac budc
tao té bao kha nap & cac thoi diém thu mau néu
trén. Gié tri OD600 twong tng vai hiéu suat bién
nap cua chung B. subtilis 1012 va cua chung B.
subtilis WB80ON ¢ Hinh 2. Hiéu suit bién nap

tinh bang s khuan lac trén ug DNA plasmid. Két
qua Hinh 2 cho thdy ¢ céc thoi diém caa pha log
té bao d4 bit dau kha nap nhung hiéu suat bién nap
rat thap, hiéu suat bit dau ting cao khi té bao ting
truong vao pha 6n dinh va téi wu nhat tai thoi diém
dau pha 6n dinh sau d6 hiéu suat bién nap giam
dan.

B. subtilis 1012
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Hinh 2. Hiéu suét bién nap tai cac thoi diém thu miu tir ddu pha log &én d4u pha én dinh
cua chung B. subtilis 1012 va WB80ON

Nhu vay xac dinh dwoc thoi diém thu mau
thich hgp cho hai chung B. subtilis 1012 va
WBBS8O00N Ia vao khoang cudi pha log va dau pha
on dinh. Vi hau nhu vi khuan Bacillus n6i chung
déu c6 tinh kha nap cao ¢ giai doan ting truong
cudi pha log, khi di vao pha 6n dinh bét du giai
doan tao bao t nén tinh kha nap s& giam di.

Anh hwéng cia lysozyme

Trong thi nghiém anh huéng caa lysozyme,
ching t6i thu dich nudi ciy té bao ¢ giai doan ting
trwéng thich hop cho hai ching B. subtilis 1012 va
WBBS00N Ia khoang cudi pha log. Tiép theo, tién
hanh tao té bao kha nap véi quy trinh nhu trén va
xur 1y véi lysozyme & 4 nong do khac nhau tir 0,5;
1; 2; 4 pg/mL.

B. subtilis 1012

3
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Hiéu suat bién nap & ca hai chung ting dan
theo nong do lysozyme tir 0,5 — 1 pg/mL va bit
dau giam hiéu suat & nong do 2 pg/mL (Hinh 3).
O ndng d6 4 pg/mL hiéu suat bién nap rat thap,
diéu nay cho thdy ndng do lysozyme cao d4 ly giai
t¢ bao. Trong khoang
0,5 -1 pg/mL lysozyme chi lam mong 16p vach té
bao tao diéu kién thuan loi cho DNA di vao té bao
khi kich thich tham dién. Két qua khao sat cho thay
nong do lysozyme téi wu dé xur Iy té bao trong
buoc lam t¢  bao kha nap 1A
1 pg/mL & 37 °C trong 10 phit. Khoang nong do
lysozyme c6 thé xir 1y dé tao té bao kha nap Ia tir
0,5-1 pg/mL.

nong do  tur

B. subtilis WB80ON
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Hinh 3. Két qua khao sat anh huéng ctia ndng do lysozyme 1én hiéu suit bién nap.

Anh hwéng thoi gian i véi lysozyme

Sau khi chon dwoc néng do tbi wu cho xir ly
té bao ching t6i tiép tuc khao sét thoi gian xur ly té
bao véi lysozyme nong d6 1 pg/mL. Thoi gian
khao sét 1a 5, 10, 15, 20 phat. Két qua thé hién

trén Hinh 4 cho thay trong khoang thoi gian a tir
10 - 15 phat hiéu suit bién nap cao. U trong
khoang 5 phat 1a qué ngén va 20 phut 1a quéa dai
cho quéa trinh hoat dong cua lysozyme dé xir ly
véch té bao do d6 hiéu suat bién nap rat thap.
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Hinh 4. Két qua khao sat anh hwdng cta thoi gian i véi lysozyme 18n hiéu suét bién nap

Vi két qua trén ching tdi chon duoc khoang  hiéu dién thé tir 1,9 — 2,5 kV/ecm (Hinh 5). Gia tri
thoi gian thich hop cho xir ly té bao véi nong d6  hiéu dién thé 2,5 kV/cm cho hiéu suét bién nap cao
lysozyme la 1 pg/mL 12 15 pht. nht & ca hai chung. Tham dién tao cac 15 tam thoi

Anh hwéng ciia hi¢u dién thé
Hiéu suat bién nap thay doi theo hiéu dién
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thé. Hiéu suat cua ca hai ching tang dan theo day

B. subtilis 1012 B. subtilis WB80ON
5
35 .
. o< 4
o< 3 2%
gz =
(&) 2,5 \(9 t 3
<8 =
_E g 2 ~<§ E )
EERE 5
L <« 2
3% 1 T
0 0
1,9 2,1 2,3 25 19 2,1 23

kV/cm

Hinh 5. Hiéu suét bién nap cta B. subtilis 1012 va WB80ON twong ng
voi day hiéu dién thé tir 1,9 — 2,5 kV/em.

Anh hwéng ciia nong do plasmid

trén mang gitp DNA plasmid di vao trong té bao,
tham dién vai hiéu dién thé cao gitp DNA vao té

2,5
kV/cm
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Pé xac dinh sy anh huong cia nong do
plasmid 1&n tan suat bién nap, cac ndng do plasmid
Vi cac nong do 0,05; 0,1; 0,2 pg duoc bién nap
vao té bao kha nap va hiéu suit twong Gng Vi
ndng d6 plasmid nhu trén dwoc thé hién trén Hinh
6. Hiéu sut bién nap tinh theo sé khuan lac/ug
plasmid. Hiéu suit bién nap khé cao khi ndng do
sir dung bién nap rat thap. Cu thé 1a véi nong do
plasmid 1a 005 pg hiéu suit dat
1,2 x10% @i vé6i B. subtilis 1012 va 2,25x103 d6i
vai B. subtilis WB80ON. Song song véi dién bién
nap, chdng toi ciing thuc hién viéc bién nap theo

&u suat bién nap
T K >
o~ O

Hi
o (x103 pg-4,DN

o Uk, TN U W

0,05

phuong phap tu nhién su dung phuong phap da
dugc mo ta [12] cung vai plasmid pHTO1-gfp+.
Két qua cho thay, phuong phap dién bién nap cho
két qua hiéu suat bién nap cao hon phwong phap
thong thuong vi phuong phép théng thuong can
luong plasmid khoang 10 ug dé bién nap vao
B. subtilis nén tan sut bién nap thap chi khoang 3
— 5 khuan lac/ pg DNA. Két qua nay rat kha quan
cho viéc tng dung quy trinh tao dong plasmid truc
tiép vao trong B. subtilis ma khong théng qua budc
dong héa trung gian trén E. coli.

I B B, subtilis 1012

B. subtilis WB80ON

4

01 02 N9

Hinh 6. Hiéu suét bién nap theo ndng do6 plasmid ciia hai ching
B. subtilis 1012 va WB80ON.

Hoan thi¢n qui trinh tao té bao kha nap va
dién bien nap

Dua vao cac két qua khao sat & trén, chung
t6i hoan thién qui trinh dién bién nap cho hai
chang B. subtilis 1012 va B. subtilis WB800N nhu
sau: té bao duoc tang truong trong moi truong LB
¢6 0,5 M sorbitol, thoi diém thu mau tao té bao kha
nap khoang cudi pha log, dau pha én dinh. Dich
nudi cay té bao duogc xu ly lysozyme véi ndng do
cudi 1 pg/ml bang cach lic 250 vong/pht ¢ 37 °C
trong 15 phut, rira té bao voi dém EB chtra 0,5 M
sorbitol; 0,5 M manitol, 10 % glycerol, lap lai

budc rira 3 1an. Giir té bao trong dém EB trén ¢ -
80 °C. Plasmid dung cho bién nap 1a 0,1 pg
plasmid/100 pL té bao kha nap tham dién ¢ 25 pF,
200 Q, 2,5 kV/cm trong 5 gidy, phuc hoi té bao
bing 1 mL méi truong LB c6 bd sung 0,5 M
sorbitol, 0,38 M manitol, lic 250 vong/ phut trong
2 gio & 37 °C, trai té bao 1én dia LB —Agar c6
khang sinh thich hgp, 037 °C qua dém.

Dé kiém chung qui trinh duoc thiét lap &
trén, chung t6i d4 tién hanh bién nap cac plasmid
khéc nhau va 2 loai té bao kha nap dwoc chuan bj
theo qui trinh trén, két qua cho thay tat ca céac
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plasmid déu duoc bién nap vao cac chung cha B.
subtilis 1012 va B. subtilis WB80ON. Két qua nay
d4 khang dinh tinh 6n dinh cua qui trinh duoc thiét
Iap cho ca hai chung nay.

Tuy hiéu sut bién nap trong nghién ciru nay
con chua cao (10° CFU/ug DNA) nhu nhitng
nghién ctru trén cac chang B. subtilis khac dd dugc
céng bd (10°CFU/ug DNA) [5], nhung qui trinh
duoc thiét 1ap nay s& 1am co s& cho cac nghién ctu
tidp theo trén  B.  subtilis 1012,
B. subtilis WB80ON va céc chung B. subtilis khac.

KET LUAN

Chung t6i da thiét lap dwoc qui trinh dién
bién nap kha 6n dinh cho B. subtilis 1012 va B.
subtilis WB80ON. Nong do plasmid st dung
0,1 pg, hiéu suét bién nap (102 CFU/ug DNA). Két
qua nay lam co sé cho quy trinh dong hoa bang
céch bién nap truc tiép céc san pham néi vao trong
B. subtilis ma khéng can qua budc tao dong qua
trung gian E. coli.

Establishment of electroporation protocol
for Bacillus subtilis 1012 and WBS0OON

e Pham Thi My Tien
e Phan Thi Phuong Trang
University of Science, VNU-HCM

ABSTRACT

Bacillus subtilis has been developed as
an attractive expression host because of
many advantages. For examples, it is non-
pathogenic and allows secretion of functional
extracellular proteins directly into the culture
medium; about 60 % of industrial enzymes
available produced by Bacillus species. To
use B. subtilis strain for research and as host
strain for expression of recombinant protein,
bacterial genetic methods should be
developed. Electroporation to transfer directly
DNA into B. subtilis is one of the methods that
draw a lot of attention of scientists. A problem
encountered in the

methods that draw a lot of attention of
scientists. A problem encountered in the
electroporation of DNA into B. subtilis is that
an established protocol for one strain can
hardly be used for another strain. B. subtilis
1012 and WB80ON have recently been used
as expression hosts for expression of
recombinant proteins, but electroporation
method has not been established. In this
study, we use a pHT plasmid to establish an
electroporation protocol for B. subtilis 1012
and WBB8O0ON. The influence of sampling time,
concentration and time for incubating with
lysozyme, voltage on the transformation was
investigated to establish the protocol.

Keywords: plasmid pHT, electroporation, Bacillus subtilis, 1012, WB80OON.
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