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XÂY D�NG PROBE �� KHAI THÁC VÀ CH�N GEN MÃ HOÁ 

�ETA-GLUCOSIDASE GH3 T� D� LI�U GI�I TRÌNH T� DNA 

METAGENOME VI KHU�N D� C� DÊ 

NGUY�N KHÁNH HOÀNG VI�T (1, 2, 3), �� TH� HUY�N (1, 3), NGUY�N H�U ��C (4), 

V� TH� LY (3), TR��NG NAM H�I (1, 3) 

1. M� ��U 

Beta-glucosidase còn có tên g�i khác là beta-D-glucoside glucohydrolase 

(EC.3.2.1.21), xúc tác cho quá trình th�y phân các liên k�t beta-glucoside � các g�c 

alkyl, aryl và beta-glucoside nh� disaccharide và oligosaccharide chu�i ng�n t�o ra 

���ng glucose [3]. Beta-glucosidase r�t ph� bi�n trong t� nhiên và có th� ���c tìm 

th�y trong vi khu�n, n�m, th�c v�t, và ��ng v�t. Enzyme này làm t�ng hi�u qu� th�y 

phân ch�t th�i r�t khó phân hu� trong t� nhiên có ngu�n g�c t� th�c v�t nh� 

cellulose trong �i�u ki�n ho�t ��ng nh�t ��nh. Ngoài ra, beta-glucosidase còn ���c 

�ng d�ng trong y h�c nh� làm thu�c h� tr� tiêu hóa, ho�c s� d�ng trong các b� kit 

xét nghi�m n�ng �� ���ng [3].  

�ng d�ng k� thu�t metagenomics theo h��ng phân tích d� li�u thu ���c t� 

vi�c gi�i toàn b� trình t� metagenome c�a h� vi sinh v�t d� c� dê, �ã khai thác ���c 

164.644 khung ��c m� (ORF), trong �ó ��c �oán g�m r�t nhi�u trình t� mã hóa cho 

beta-glucosidase ���c chú gi�i ch�c n�ng d�a trên d� li�u KEGG, CAZy [6]. 

Ph��ng pháp d� �oán gen t� d� li�u kh�ng l� DNA metagenome c�a vi sinh v�t 

trong d� c� dê b��c ��u �ã ���c th�c hi�n b�ng cách s� d�ng các ph�n m�m tin 

sinh h�c, d�a trên s� li�u các trình t� t��ng ��ng v�i các loài �ã ���c công b� trong 

ngân hàng gen [1, 6]. Trong th�c t� probe �ã ���c s� d�ng trong r�t nhi�u các 

nghiên c�u nh� nh�n di�n các b�n sao ho�c s�n ph�m RNA c�a gen, các sinh v�t có 

quan h� g�n g�i v�i ��i t��ng nghiên c�u nh�m tìm ki�m gen ch�c n�ng ���c b�o 

t�n qua ti�n hoá, tìm ki�m trình t� tr�n v�n c�a gen mã hoá cho protein trong 

genome,…[6]. Trong khuôn kh� bài báo này, nhóm tác gi� trình bày ph��ng pháp 

�� xây d�ng probe ��c hi�u enzyme beta-glucosidase h� GH3 và s� d�ng probe cho 

khai thác, l�a ch�n nhanh m�t s� gen mã hóa beta-glucosidase thu�c h� GH3 t� 

ngu�n d� li�u r�t l�n này �� ��a vào bi�u hi�n hi�u qu� trong th�c nghi�m. 

2. V�T LI�U VÀ PH��NG PHÁP NGHIÊN C�U 

2.1. V�t li�u nghiên c�u 

D� li�u metagenome DNA g�m 164.644 khung ��c m� (ORF) c�a vi sinh v�t 

trong ru�t dê, ���c gi�i trình t� b�ng h� th�ng gi�i trình t� HiSeq Illuminia (BGI, 

H�ng Kông) và ���c chú gi�i ch�c n�ng d�a trên d� li�u KEGG, CAZy [1, 3]. 
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2.2. Ph��ng pháp nghiên c�u 

2.2.1. Xác ��nh các h� GH có ch�a beta-glucosidase theo CAZy  

CAZy (Carbohydrate-Active enzymes; http://www.cazy.org) cung c�p s� li�u 

tr�c tuy�n và c�p nh�t liên t�c các d� li�u c�a GenBank v� chu�i thông tin c�a g�n 

340.000 enzyme tham gia chuy�n hóa carbohydrate [4, 7] ���c phân vào 135 h� GH 

v�i các ��c �i�m nh�n bi�t khác nhau [2]. D�a trên d� li�u này, các trình t� beta-

glucosidase �ã ���c nghiên c�u tính ch�t thu�c h� GH3 ���c thu th�p, t�ng h�p 

thành b�ng trong �ó tích h�p trình t� v�i ��c �i�m enzyme nh� kh� n�ng ch�u nhi�t, 

ch�u ki�m/acid, c�u trúc không gian, trung tâm ho�t ��ng c�a beta-glucosidase.  

 2.2.2. Xây d�ng probe và tìm giá tr� tham chi�u 

 Các trình t� thu th�p ���c � trên ���c so sánh m�c �� t��ng ��ng b�ng 

ClustalW - PBIL. K�t qu� so sánh s� cho ra m�t trình t� ���c cho là b�o t�n cao 

nh�t (Ký hi�u Prim.cons), trong �ó có các trình t� ���c �ánh d�u v� m�c �� b�o t�n 

��c thù cho h� enzyme. D�a trên k�t qu� c�a Prim.cons, các v� trí gi�ng nhau ho�c 

t��ng ��i gi�ng nhau s� �u tiên l�a ch�n �� làm probe và các trình t� tr�ng ���c 

lo�i b�. Probe này s� ���c so sánh l�i v�i các trình t� �ã dùng �� xây d�ng nên 

probe b�ng BLASTP. Giá tr� tham chi�u ���c xác ��nh là giá tr� E, �i�m t�i �a, �� 

bao ph� và m�c �� t��ng ��ng th�p nh�t mà probe b�t ���c v�i trình t�. 

 2.2.3. L�a ch�n nhanh và ��c �oán c�u trúc b�c ba c�a các trình t� mã hóa 

beta-glucosidase GH3 t� d� li�u DNA metagenome 

 S� d�ng BLASTP �� so sánh probe v�i trình t� amino acid c�a các ORF thu�c 

metagenome c�a vi sinh v�t trong d� c� dê. Các trình t� có giá tr� �i�m t�i �a, m�c 

�� bao ph�, t��ng ��ng cao h�n giá tr� tham chi�u s� ���c l�a ch�n. Sau �ó các 

trình t� này ���c so sánh l�i v�i k�t qu� chú gi�i gen d�a trên d� li�u KEGG và 

CAZy. C�u trúc b�c ba c�a phân t� ���c ��c �oán d�a trên trình t� và v�i các 

protein khung �ã ���c nghiên c�u v� c�u trúc b�ng ph�n m�m Swiss Prot.  

3. K�T QU� NGHIÊN C�U VÀ TH�O LU�N 

3.1. L�a ch�n các trình t� beta-glucosidase GH3 

Trên c� s� s� li�u c�a CAZy, beta-glucosidase ���c phân vào 8 h� GH g�m 

GH1, GH2, GH3, GH5, GH9, GH30, GH39, GH116 trong �ó ch� h� GH9, GH39 có 

c� ch� xúc tác ��o ng��c [5]. Enzyme thu�c h� GH3 là enzyme phong phú, ph� 

bi�n và có �ng d�ng nhi�u nh�t. Enzyme này có c�u trúc không gian ch�a xác ��nh, 

g�c cho �i�n t� là Asp và g�c nh�n �i�n t� là Glu [5]. Các trình t� beta-glucosidase 

thu�c h� GH3 �ã ���c nghiên c�u tính ch�t v� pH và nhi�t �� t�i �u ���c thu th�p, 

t�ng h�p trong b�ng 1. 
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B�ng 1. T�ng h�p d� li�u v� các trình t� beta-glucosidase GH3 

c�a vi khu�n ���c thu th�p t� CAZy 

Mã s� trong  

GENBANK 
Vi khu�n 

S� 

aa 

pH 

t�i �u 

Nhi�t �� 

t�i �u 

(ºC) 

AFS34657.1 Mucilaginibacter sp. QM49 781 8,0 30 

AAA22082.1 Agrobacterium tumefaciens 818 7,2-7,4 60 

AAA86753.2 Prevotella bryantii B14 885 7,5 - 

AEX88466.1 Microbacterium steraromaticum KACC16318 831 7,0 37 

AAB66561.1 Elizabethkingia meningoseptica 726 4,2-5 50 

ADK91094.1 Serratia sp. TN49 790 - 20 

AAC38196.1 Cellulomonas biazotea 828 7,0 30 

BAA03152.1 Cellvibrio gilvus ATCC13127 752 6,2-6,4 35 

BAJ09393.1 Paenibacillus relictisesami 753 6,5 37 

AGS08637.1 Novosphingobium sp. GX9 744 - - 

CAA33665.1 Ruminiclostridium thermocellum DSM 1237 754 6,0 - 

AGU13704.1 Bacteroides uniformis ZL1 755 6,0 30 

Chú thích: (-) Ch�a xác ��nh. 

3.2. Xây d�ng probe và giá tr� tham chi�u 

K�t qu� so sánh 12 trình t� amino acid thu th�p ���c b�ng ph�n m�m 

ClustalW - PBIL, d�a trên trình t� t��ng ��ng �ã xây d�ng ���c m�t probe g�m 

330 amino acid trong có 26 amino acid hoàn toàn gi�ng nhau � các trình t�, 37 v� trí 

gi�ng nhau � �a s� các trình t� và có 21 v� trí gi�ng nhau � m�t s� trình t�, còn l�i là 

khác nhau. K�t qu� này cho th�y trình t� mã hóa enzyme beta-glucosidase thu�c h� 

GH3 c�a vi khu�n có s� b�o t�n t��ng ��i cao (hình 1). 

DIDEXIAAMTLEEKAXLLTGATTAPIERLGIPSXXMTDGPXGVRCFPSA

TGLASSWDPXLVERVGALGXEARAYGVNVLLGPGVNIHRSPLXGRNFEYY

SEDPLLSGEXAAAYXXGVQSXGVGASLKHFAANGNQETXRXTXDSXVDER

ALREIYLXGFEIAVKKARPWTVMSSYNRLNGVYXSENXWLLTXVLXXEWG

FXGFVMSDWGXVXDRVAANAGLDLXMPGEPGQALVAAVKSGKLXEEXLD

XXVRRILXLIXRXGAFKKXGAXPHHALARXAAAEGMVLLKNVAVIGEXAX

DPRNXQGGGSSQVNPTYXVSXXEGLKAAGGDA 

Hình 1. Trình t� probe cho beta-glucosidase thu�c h� GH3 
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Chú thích: X: G�c amino acid không xác ��nh; ch� tô màu là g�c b�o t�n � t�t 

c� các trình t� (G); ch� ��m là các g�c b�o th� � �a s� trình t� (G); ch� nghiêng là 

các g�c b�o th� � m�t s� trình t� (G). 

�� tìm giá tr� tham chi�u cho vi�c s� d�ng probe trong khai thác gen, nhóm 

tác gi� ti�n hành so sánh �� t��ng ��ng gi�a probe v�i t�ng trình t� �ã s� d�ng �� 

xây d�ng nên chúng. K�t qu� ���c t�ng h�p (b�ng 2) cho th�y v�i �i�m t�i �a trên 

122, �� bao ph� và �� t��ng ��ng t�i thi�u l�n l��t là 79% và 38%, probe có th� 

nh�n bi�t là beta-glucosidase GH3. 

B�ng 2. So sánh t��ng ��ng gi�a probe v�i 12 trình t� thu�c GH3 

Trình 
t� 

Mã trình t� 
�i�m t�i 
�a 

T�ng 
�i�m 

�� bao ph� 
(%) 

Giá tr� 
E 

�� t��ng 
��ng (%) 

11 CAA33665.1 244 244 98 2e-78 53 

9 BAJ09393.1 244 244 95 2e-78 54 

1 AFS34657.1 219 239 94 9e-69 50 

12 AGU13704.1 207 207 98 1e-64 49 

4 AEX88466.1 207 207 97 2e-64 49 

2 AAA22082.1 206 225 99 5e-64 49 

3 AAA86753.2 199 199 98 2e-61 43 

6 ADK91094.1 184 202 85 9e-56 46 

7 AAC38196.1 162 200 98 7e-48 43 

5 AAB66561.1 140 140 79* 4e-40 38* 

8 BAA03152.1 137 156 86 3e-39 40 

10 AGS08637.1 122* 122 85 4e-34 39 

Chú thích: (*) Giá tr� tham chi�u. 

3.3. L�a ch�n và �ánh giá các trình t� t� d� li�u DNA metagenome c�a vi 

khu�n trong d� c� dê 

K�t qu� BlastP probe ���c xây d�ng v�i 164.644 ORF t� d� li�u DNA 

metagenome c�a vi khu�n trong d� c� dê, d�a trên giá tr� tham chi�u, probe �ã nh�n 

59/302 ORFs mã hóa beta-glucosidase GH3 �úng nh� d� �oán b�i d� li�u KEGG và 

CAZy (b�ng 3).  
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B�ng 3. Trình t� t� d� li�u DNA metagenome c�a vi khu�n d� c� dê  

���c khai thác b�ng probe ��c tr�ng cho beta-glucosidase GH3 

Mã 
gen 

�i�m 
t�i �a 

�� 
bao 
ph� 
(%) 

Giá tr� E 

�� 
t��ng
��ng 
(%) 

Mã 
gen 

�i�m 
t�i �a

�� 
bao 
ph� 
(%) 

Giá tr� E 

�� 
t��ng 
��ng 
(%) 

4506 205 98 4.00E-61 46 3894 190 94 1.00E-55 45 

4363 205 98 5.00E-61 46 3914 190 86 1.00E-55 48 

4221  205 98 4.00E-61 45 4178 189 98 2.00E-55 44 

4563 204 98 8.00E-61 44 4103 189 94 2.00E-55 45 

4566 202 98 4.00E-60 44 4378 189 94 2.00E-55 45 

4750 202 90 4.00E-60 47 20457 188 95 6.00E-57 43 

4252 201 98 9.00E-60 45 4125 187 94 1.00E-54 45 

4509 199 98 4.00E-59 44 3979 187 89 2.00E-54 44 

4580 198 98 9.00E-59 45 15453 184 90 4.00E-55 45 

4222 198 98 2.00E-58 45 6729 184 90 4.00E-54 44 

4456 197 98 3.00E-58 43 34030 184 89 3.00E-56 43 

8686 196 98 1.00E-58 43 4807 184 84 2.00E-53 48 

4081 196 94 8.00E-58 46 9590 179 93 2.00E-52 46 

4148 196 94 1.00E-57 46 21627 172 96 9.00E-51 42 

27003 195 98 6.00E-60 44 3999 145 89 1.00E-39 41 

4273 195 98 2.00E-57 43 3920 145 83 2.00E-39 40 

4240 194 98 4.00E-57 44 4317 143 89 7.00E-39 40 

4532 194 98 3.00E-57 43 15912 142 89 3.00E-39 40 

4309 194 98 5.00E-57 42 4279 142 89 2.00E-38 39 

3916 194 98 6.00E-57 42 4885 142 87 9.00E-39 41 

4151 194 94 5.00E-57 46 8510 142 87 1.00E-38 41 

3960 193 97 8.00E-57 44 4005 141 89 3.00E-38 39 

4170 192 94 3.00E-56 46 4040 140 89 7.00E-38 39 

4133 192 94 2.00E-56 45 29414 140 87 2.00E-39 41 

4109 192 94 3.00E-56 44 27578 138 79 2.00E-38 43 

4110 192 84 3.00E-56 49 19474 137 88 7.00E-38 40 

9646 191 94 4.00E-57 46 43583 137 83 7.00E-39 42 

5940 191 90 3.00E-56 46 5059 134 79 6.00E-36 42 

45892 191 82 2.00E-59 49 17700 131 79 3.00E-35 42 

5436 190 98 7.00E-56 43      
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�� kh�ng ��nh rõ h�n các trình t� khai thác là beta-glucosidase, c�u trúc b�c 

ba c�a 5 trình t� ���c l�a ch�n ng�u nhiên ���c ��c �oán c�u trúc b�ng Swiss Prot. 

K�t qu� so sánh các trình t� này ��u t��ng ��ng v�i các khuôn có ho�t tính beta-

glucosidase v�i c�u trúc b�c 3 khác nhau t� 40,92÷49,93% và �� bao ph� ��u trên 

85% (b�ng 4, hình 2). Nh� v�y, k�t qu� thu ���c cho th�y probe �ã xây d�ng ���c 

là ��c hi�u cho beta-glucosidase GH3. 

B�ng 4. ��c �oán c�u trúc b�c ba c�a các trình t� b�ng Swiss Prot 

Mã 
gen 

Khuôn Ho�t tính 

�� 
bao
ph�
(%)

�� 
t��ng
��ng 
(%) 

Ph��ng 
pháp 

C�u trúc 
Ph�i 
t� 

4221 2x40.1.A Beta-glucosidase 90 49,22 X-ray, 2.3Å homo-dimer 8 x BR 

4363 2x42.1.A Beta-glucosidase 91 49,93 X-ray, 2.1Å monomer 
1xGLC, 

4xBR 

45892 3abz.1.A Beta-glucosidase I 93 40,92 X-ray, 2.1Å
homo-

tetramer 
Không 

29414 3abz.1.A Beta-glucosidase I 98 53,21 X-ray, 2.1Å
homo-

tetramer 
Không 

27578 4i3g.1.A Beta-glucosidase 85 41,55 X-ray, 1.4Å monomer 
1xMPO, 

1xBGC 

 

Hình 2. C�u trúc b�c ba c�a beta-glucosidase GH3 t��ng ��ng 

v�i các trình t� ���c khai thác b�ng probe s� d�ng Swiss prot 

 Chú thích: A: Khuôn (template) 2x40.1.A; B: 2x42.1.A; C: 4i3g.1.A; D: 3abz.1.A 

thu�c h� GH3; BR: Bromide; GLC: (2S,3R,4S,5S,6R)-6-(hydroxymethyl)oxane-

2,3,4,5-tetrol; BGC: (2R,3R,4S,5S,6R)-6-(hydroxymethyl)oxane-2,3,4,5-tetrol; MPO: 

3-morpholin-4-ylpropane-1-sulfonic acid. 
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4. K�T LU�N 

Probe ��c hi�u beta-glucosidase GH3 �ã ���c thi�t k� thành công có 330 
amino acid t� 12 trình t� amino acid c�a beta-glucosidase GH3 c�a vi khu�n. S� 
d�ng probe, �ã l�a ch�n ���c 59 trình t� beta-glucosidase GH3 t� d� li�u gi�i trình 
t� DNA metagenome c�a vi sinh v�t trong d� c� dê. Các trình t� này ��u ���c ��c 
�oán là beta-glucosidase d�a trên d� li�u KEGG, CAZy và SwissProt. Vi�c l�a ch�n 
các trình t� acid amin c�a enzyme này �ã ���c nghiên c�u chi ti�t v� ho�t tính t� vi 
khu�n �� xây d�ng 01 probe thu�c h� GH3 s� ti�t ki�m ���c th�i gian và h� tr� 
hi�u qu� cho vi�c l�a ch�n các gen mã hóa cho beta-glucosidase t� b� d� li�u DNA 
metagenome r�t l�n thu ���c thông qua gi�i trình t� �a h� gen m�u d� c� dê t�i m�t 
s� vùng sinh thái c�a Vi�t Nam. 

L�i c�m �n: Công trình ���c th�c hi�n b�ng ngu�n kinh phí c�a �� tài ��c 
l�p: “Nghiên c�u metagenome c�a m�t s� h� sinh thái mini ti�m n�ng nh�m khai 
thác các gen m�i mã hóa h� enzyme chuy�n hóa hi�u qu� lignocelluloses", mã s� 
�T�LCN.15/14, trang thi�t b� c�a Phòng Thí nghi�m tr�ng �i�m Công ngh� gen.  
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SUMMARY 

PROBE DESIGN FOR EXPLOITING GENES ENCODING 

BETA- GLUCOSIDASE GH3 FROM DNA METAGENOME  

OF BACTERIA IN GOAT RUMEN 

Beta-glucosidase enzyme belongs to family GH3 is widely used in food, 

medicine and pharmaceutical industries. In order to quickly search for these enzyme 

coding sequences from DNA metagenomic data, in this study, bacterial-derived 

enzyme-coding sequences which was investigated empirically on the CAZy database 

was collected. By analogy, we have developed that a specific probe for beta-

glucosidase GH3 had a length of 330 amino acids, which contains 26 conserved 

residues in all sequences, 37 residues similar in almost sequences, and 21 residues 

conserved in many sequences and homologous with all the reference sequences with 

the lowest coverage and identity of 79% and 38% respectively and max score of 

122. Probe was used and extracted 59 coded sequences of beta-glucosidase GH3 

from the metagenome DNA sequences of goat rumen bacteria. The most ORFs were 

annotated as beta-glucosidase GH3 by KEGG and CAZy. The sequences are 

estimated to have a tertiary structure similar to beta-glucosidase. 

Keywords: BLASTP, beta-glucosidase GH3, DNA metagenome, ClustalW, probe. 
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