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TÓM TẮT 

Tối ƣu gen để biểu hiện khác loài là một bƣớc quan trọng trong công nghệ DNA 

tái tổ. Đã có nhiều công trình nghiên cứu về các tiêu chí cần đạt đƣợc trong quá 

trình tối ƣu gen. Một số tiêu chí phổ quát gồm thiên vị mã bộ ba, thiên vị cặp mã 

bộ ba và tối ƣu cấu trúc thứ cấp của mRNA. Để có thể đồng thời đ{p ứng nhiều 

tiêu chí tối ƣu, c{c nh| Tin sinh học phát triển các phần mềm tối ƣu gen nhằm tự 

động hóa qu{ trình n|y. Tuy nhiên để có đƣợc gen theo ý muốn, cần có sự can 

thiệp của con ngƣời. Ở đ}y chúng tôi điểm qua một số phần mềm tối ƣu gen phổ 

biến và miễn phí cho mục đích tối ƣu biểu hiện gen ở một số vật chủ phổ biến. 

Chúng tôi cũng mô tả quy trình sử dụng các phần mềm này và một số kinh 

nghiệm rút ra trong quá trình sử dụng phần mềm khi tối ƣu gen để biểu hiện một 

số protein có nhiều ứng dụng trong Y dƣợc học ở Escherichia coli và nấm men. 

Từ khóa: Tối ƣu gen, biểu hiện dị loài, E. coli, nấm men, tiêu chí tối ƣu. 

 

1. MỞ ĐẦU 

Biểu hiện gen dị lo|i, trong đó gen đƣợc lấy từ lo|i n|y đƣợc đem đi biểu hiện 

ở một sinh vật thƣờng dùng làm vật chủ, ví dụ Escherichia coli (E. coli), nấm men bánh 

mì Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), tế bào thực vật và tế b|o động vật, đặt nền 

móng cho ngành công nghiệp công nghệ sinh học có trị gi{ h|ng trăm tỉ USD [1], [2], 

[3]. Gen biểu hiện dị loài sẽ chịu sự điều hòa biểu hiện gen của vật chủ, tức gồm các 

bƣớc điều hòa ngoại di truyền (epigenetics), điều hòa phiên mã, điều hòa hậu phiên 

mã thông qua miRNA v| điều hòa sau dịch mã [4], [5]. Trong thực tế, ngƣời dùng chỉ 

có thể kiểm soát quá trình dịch mã của gen quan tâm do những yếu tố điều hòa ngoại 

di truyền, điều hòa phiên mã và hậu dịch mã đều đã đƣợc tối ƣu hóa thông qua c{c hệ 

thống biểu hiện thƣơng mại (vector và tế bào vật chủ thƣơng mại) [1]. 



 

 

Thiết kế tối ưu gen để biểu hiện dị loài sử dụng hệ thống thương mại bằng một số phần mềm tối ưu miễn phí 

136 

Hai phƣơng ph{p phổ biến để thu nhận gen cần biểu hiện là tạo dòng gen từ 

nguồn tự nhiên và tổng hợp gen. Tạo dòng gen từ nguồn tự nhiên sử dụng các kỹ 

thuật tạo dòng phổ biến nhƣ PCR, hoặc kết hợp các kỹ thuật tạo dòng phức tạp hơn 

nhƣ PCR mồi thoái hóa, sàng lọc thƣ viện hệ gen hoặc thƣ viện cDNA để thu nhận gen 

quan tâm. Kỹ thuật n|y thƣờng đi kèm một số khó khăn nhƣ khó thu nhận nguồn sinh 

vật hiến (ví dụ sinh vật hiến là virus gây bệnh) và phải biết trƣớc trình tự DNA của gen 

cần tạo dòng. Đặc biệt việc sử dụng gen tự nhiên để biểu hiện dị lo|i thƣờng không 

đảm bảo mức độ biểu hiện tốt để có thể thƣơng mại hóa sản phẩm *6+, *7+. Phƣơng 

pháp tối ƣu v| tổng hợp gen ng|y nay đƣợc đón nhận và áp dụng rộng rãi bởi một số 

ƣu việt của nó nhƣ dễ thu nhận từ trình tự trên c{c cơ sở dữ liệu sinh học, tính ổn định 

cao khi biểu hiện và giá thành tổng hợp đã giảm mạnh trong thời gian qua [1], [3]. 

Tối ƣu gen để biểu hiện dị lo|i đã đạt đƣợc một số khám phá quan trọng, giúp 

các nhà khoa học thiết kế tối ƣu gen với kết quả biểu hiện ổn định và dễ dự đo{n hơn. 

Trong thời kỳ đầu tối ƣu gen đƣợc hiểu đơn giản là thay thế các mã bộ ba đồng nghĩa 

hiếm trong gen cần biểu hiện bằng các mã bộ ba phổ biến hơn ở vật chủ biểu hiện. Tuy 

nhiên cách tiếp cận đơn giản n|y thƣờng cho kết quả không ổn định do khi tất cả mã 

bộ ba trong gen đều là bộ ba phổ biến, tRNA sẽ nhanh chóng bị cạn kiệt dẫn đến tốc độ 

tăng trƣởng bị ảnh hƣởng. Bằng c{ch “bắt chƣớc” c{c gen biểu hiện mạnh ở vật chủ, 

gen cần biểu hiện đƣợc tối ƣu sao cho mã bộ ba đƣợc phân bố theo một số đặc trƣng 

nội tại của các gen ở vật chủ. Cách tiếp cận này không chỉ đảm bảo gen cần tổng hợp 

đƣợc dịch mã tốt mà các yếu tố ảnh hƣởng đến mức độ dịch mã kh{c nhƣ độ bền 

mRNA, các trình tự lặp, mã kết thúc ẩn cũng đƣợc tối ƣu hóa *6+. 

 

Hình 1. Tại mỗi thời điểm bất kỳ luôn có hai phân tử tRNA gắn với tiểu phần lớn của ribosome 

tại vị trí P và A. Hai phân tử tRNA này phải tƣơng thích về cấu trúc để quá trình dịch mã 

không bị gi{n đạn. 
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Tại thời điểm này một số tiêu chí quan trọng trong thiết kế tối ƣu gen để tổng 

hợp dị loại đã đƣợc xác lập. Tiêu chí quan trọng nhất chính là tối ƣu mã bộ ba sao cho 

một số mã bộ ba hiếm bị thay thế để quá trình dịch mã gen này tối ƣu, nhƣng không 

ảnh hƣởng đến tốc độ tăng trƣởng. Tiêu chí n|y đƣợc đ{nh gi{ bằng nhiều phƣơng 

ph{p kh{c nhau nhƣng phổ biến nhất là chỉ số thích ứng mã bộ ba (Codon Adaptation 

Index, viết tắt CAI) [1], [2], [3], [6]. Một tiêu chí không kém phần quan trọng là sự hài 

hòa về các cặp mã bộ ba nằm cạnh nhau. Điều kiện này xuất phát từ thực tế rằng tại 

bất kỳ thời điểm n|o trong bƣớc kéo dài của quá trình dịch mã, ribosome luôn luôn 

gắn với hai mã bộ ba [1], [3], [8] (xem Hình 1). Tiêu chí thứ ba là cấu trúc thứ cấp của 

mRNA, đƣợc phân thành hai tiêu chí phụ gồm cấu trúc thứ cấp tổng thể của mRNA và 

cấu trúc thứ cấp của mRNA ở vùng 5’ không dịch mã (UTR 5’). mRNA phải có cấu trúc 

thứ cấp đủ bền để đảm bảo không dễ dàng bị các exonuclease phân hủy, nhƣng phải 

có đầu 5’ có cấu trúc thứ cấp yếu để tạo điều kiện cho ribosome gắn v|o, đặc biệt là ở 

sinh vật nhân chuẩn [1], [3], [9], [10], [11]. Thực tế, đã có thí nghiệm đẹp cho thấy khi 

cấu trúc thứ cấp của mRNA ở vùng 5’ qu{ chặt, gen hầu nhƣ không đƣợc dịch mã cho 

dù có rất nhiều mRNA [12] (xem Hình 2). Ba tiêu chí trên trở thành những tiêu chí 

quan trọng nhất trong thiết kế gen để biểu hiện dị loài. Ngoài những tiêu chí quan 

trọng nói trên một số tiêu chí kh{c cũng thƣờng đƣợc đƣa v|o qu{ trình tối ƣu gen 

nhƣ tỉ lệ GC trong gen [13], các trình tự làm suy yếu mRNA [14], [15], mã kết thúc ẩn 

và các vị trí cắt hạn chế không mong muốn [1]. 

 

Hình 2. Cấu trúc thứ cấp của mRNA ở vùng 5’ không dịch mã ảnh hƣởng rất lớn đến hiệu quả 

dịch mã, qua đó ảnh hƣởng đến mức độ biểu hiện. Mã mở đầu đƣợc biểu diễn bằng hộp màu 

xanh lục trong hình. Hiệu quả dịch mã lớn nhất khi không có cấu trúc thứ cấp ở vùng UTR 5’ 

(cấu trúc 3). Ở cấu trúc 1, do vị trí để ribosome gắn vào mRNA quá ngắn nên hiệu quả dịch mã 

giảm. Ở cấu trúc 2, tuy ribosome có thể gắn v|o mRNA nhƣng sự hiện diện của cấu trúc bậc 2 ở 

vùng chứa mã mở đầu khiến hiệu quả dịch mã kém hơn so với cấu trúc 3. Ở cấu trúc 4, do cấu 
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trúc thứ cấp có năng lƣợng quá lớn, ribosome không thể tiếp cận mã mở đầu dẫn đến protein 

không đƣợc tổng hợp (Kozak, 1989). 

Tuy có sự đồng thuận về các tiêu chí quan trọng trong thiết kế và tối ƣu gen để 

biểu hiện dị loài ở mức đại thể, một số chi tiết về c{c tiêu chí n|y đã đƣợc chứng minh 

đóng vai trò rất quan trọng đối với hiệu quả dịch mã. Mark Welch và cs phát hiện rằng 

một số mã bộ mã mã hóa cho một số axit amin, cụ thể là serine (mã hóa bởi AGC), 

threonine (ACG) và leucine (AAG) ảnh hƣởng rất lớn đến mức độ dịch mã. Những mã 

bộ ba n|y giúp tăng hiệu quả dịch mã vì c{c tRNA mang axit amin tƣơng ứng với các 

mã bộ ba này đƣợc nạp axit amin mới nhanh hơn c{c tRNA mang mã bộ ba đồng 

nghĩa cho dù chúng phong phú hơn. Điều n|y đặc biệt đúng với biểu hiện gen ở E. coli 

do mức độ phiên mã ở E. coli rất mạnh [16]. Thomas E. Gorochowski và cs nghiên cứu 

kỹ hơn về cấu trúc của mRNA ở các gen tự nhiên và sự phong phú của các tRNA có 

khả năng nạp nhanh cho thấy có những áp lực chọn lọc để hai yếu tố này bù trừ nhau 

để quá trình dịch mã diễn ra thuận lợi hơn cho tất cả các gen. Nghiên cứu n|y cũng 

cho thấy cần có những tiêu chí cụ thể hơn nữa trong quá trình thiết kế tối ƣu gen *17+. 

Để thiết kế tối ƣu gen thỏa mãn đồng thời các tiêu chí nói trên là một nhiệm vụ 

bất khả thi nếu thực hiện bằng tay. Vì vậy đã có nhiều phần mềm đƣợc xây dựng để hỗ 

trợ cho ngƣời dùng thiết kế tối ƣu gen. Một số phần mềm phổ biến gồm DNAworks, 

Jcat, Synthetic gene designer, GeneDesign, OPTIMZER, Visual Gene Developer, 

Eugene, COOL, D-Tailor và Costar. Các phần mềm n|y cho phép ngƣời dùng tùy biến 

các tiêu chí phổ biến nói trên, ƣu tiên một số tiêu chí so với các tiêu chí còn lại tùy theo 

kinh nghiệm v| quan điểm riêng. Tất cả các phần mềm n|y đều miễn phí và chạy trên 

nền tảng Windows/OS hoặc trực tiếp chạy trên web [1], [3]. 

Tuy thiết kế tối ƣu gen đã đƣợc ứng dụng rộng rãi trong công nghiệp Công 

nghệ sinh học, ở quy mô phòng thí nghiệm, đặc biệt ở Việt Nam, quá trình biểu hiện 

gen dị loài vẫn đƣợc thực hiện theo phƣơng ph{p tạo dòng và biểu hiện các gen tự 

nhiên. Chính vì vậy trong nghiên cứu này chúng tôi mô tả một số thí nghiệm tối ƣu 

gen v| phƣơng ph{p để có đƣợc gen tối ƣu tổng hợp với giá thành rẻ nhất để tiến hành 

các thí nghiệm tiếp theo. Ba gen đƣợc chọn cho nghiên cứu là gen mã hóa miền III của 

protein vỏ virus Dengue tuýp 1 (EDIII) gây bệnh sốt xuất huyết [18], gen mã hóa kháng 

nguyên vỏ của virus Coxsackievirus A16 gây bệnh chân tay miêng ở trẻ em 

(Polyprotein) [19], v| gen mã hóa protein độc tố nhạy nhiệt của E. coli (LTB) gây bệnh 

tiêu chảy ở ngƣời [20]. EDIII đƣợc tối ƣu để biểu hiện ở E. coli, trong khi LTB và 

Polyprotein đƣợc tối ƣu để biểu hiện ở nấm men Pichia pastoris và Saccharomyces 

cerevisiae. Ở đ}y chúng tôi cũng sẽ bàn một số ƣu v| nhƣợc điểm của những phần mềm 

chúng tôi đã chọn để tối ƣu c{c gen n|y, ở đ}y cụ thể là Visual Gene Developer và 

COOL. 
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2. PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Trình tự DNA hoặc protein của c{c gen nói trên đƣợc thu nhận từ cơ sở dữ liệu 

(CSDL) Genbank hoặc Genpept của NCBI thông qua tìm kiếm bằng từ khóa trên 

Entrez. Trƣờng hợp gen virus, có thể thấy có sự biến dị lớn ở trình tự của các chủng 

kh{c nhau, do đó cần phải chọn trình tự đại diện nhất bằng cách tìm kiếm tất cả các 

trình tự polypeptide của protein cần tìm kiếm trên CSDL, tiến hành sắp gióng cột 

nhiều trình tự để tìm trình tự đại diện nhất (consensus). 

2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.2.1 Thu nhận trình tự 

Để tìm kiếm các trình tự của EDIII, Polyprotein v| LTB, trƣớc tiên ta tìm kiếm 

các trình tự protein trên CSDL genpept bằng các từ khóa liên quan. Ví dụ để tìm kiếm 

trình tự polypeptide của EDIII của virus Dengue tuýp 1 ta có thể đ{nh c}u lệnh: 

Dengue virus 1[organism] AND Envelope protein AND 495[sequence length] 

Theo câu lệnh tìm kiếm này kết quả trả lại sẽ là các trình tự protein envelope 

của virus Dengue tuýp 1 có chiều dài chính xác là 495 axit amin, là chiều d|i đầy đủ 

của protein n|y. Tƣơng tự ta cũng có thể tìm kiếm trình tự của polyprotein của 

Coxsackievirus A16 bằng câu lệnh: 

Coxsackievirus A16[organism] AND polyprotein AND 2193[sequence length] 

Sau đó ta tải tất cả các trình tự tìm thấy và sắp gióng cột bằng các phần mềm 

sắp gióng cột nhiều trình tự phổ biến nhƣ MEGA *21+ hoặc các phần mềm sắp gióng 

cột mạng có khả năng xử lý dữ liệu lớn. Kết quả sắp gióng sẽ đƣợc dùng làm dữ liệu 

đầu vào cho phần mềm Weblogo *22+ để tạo trình tự đại diện nhất. Trình tự đại diện 

này sẽ đƣợc dùng để tìm kiếm BLAST xem liệu có trình tự polypeptide giống nhƣ vậy 

hay không trong tự nhiên. Tiếp đến trình tự DNA mã hóa cho các protein này sẽ đƣợc 

thu nhận để dùng l|m đối chứng (gen tự nhiên). 

2.2.2. Tối ƣu trình tự 

Để tối ƣu EDIII biểu hiện ở E. coli, chúng tôi vận dụng kết quả của Mark Welch 

và cs làm tiêu chí tối ƣu chính, có nghĩa l| ràng buộc sao cho các mã bộ ba mã hóa 

serine, threonine và leucine sẽ lần lƣợt là AGC, ACG, và AAG. Để l|m điều này chúng 

tôi sử dụng phần mềm Visual Gene Developer *23+ v| thay đổi tỉ lệ các mã bộ ba đồng 

nghĩa sao cho đối với serine, threonine và leucine, các mã bộ ba AGC, ACG và AAG sẽ 

chiếm tỉ lệ cao nhất và tất cả các mã bộ ba đồng nghĩa còn lại chiếm tỉ lệ thấp nhƣ 

nhau. 
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Để tối ƣu EDIII v| polyprotein Coxsackievirus A16 chúng tôi sử dụng phần 

mềm COOL [24]. Tuy nhiên do quá trình dịch mã các gen biểu hiện cao khác với quá 

trình dịch mã các gen biểu hiện bình thƣờng hoặc thấp, do đó không thể dùng dữ liệu 

chứa các gen biểu hiện thấp ở vật chủ cần biểu hiện mà nên chọn các gen biểu hiện cao. 

Để xác định các gen biểu hiện cao ở một số loài, chúng tôi sử dụng cơ sở dữ liệu về độ 

phong phú của protein ở sinh giới (PaxDb) để x{c định c{c protein có h|m lƣợng cao ở 

E. coli và nấm men, v| sau đó sử dụng các gen biểu hiện cao n|y l|m mô hình để phần 

mềm tái thiết kế gen quan tâm [25]. 

Do polyprotein sẽ tự phân cắt thành 3CD là enzyme proteinase sẽ xử lý P1 

thành các protein VP1, VP2, VP3 và VP4, chúng tôi tiến hành tối ƣu protein n|y dƣới 

dạng hai protein riêng rẽ là 3CD và P1. 

Các phần mềm thƣờng sẽ cho một số trình tự ứng viên để ngƣời dùng lựa 

chọn. Trong trƣờng hợp này chúng ta có thể chọn ngẫu nhiên ba trình tự (ví dụ trƣờng 

hợp EDIII) hoặc chọn một trình tự có tiêu chí n|o đó trong c{c tiêu chí đƣợc chúng ta 

quan t}m hơn (ví dụ có chỉ sổ thích ứng cặp mã bộ ba cao), đồng thời đảm bảo các chỉ 

số của các tiêu chí khác nằm trong khoảng chấp nhận đƣợc. 

Các trình tự tối ƣu đƣợc chọn sẽ đƣợc gửi đi tổng hợp tại công ty Phusa 

Biochem (http://www.phusabiochem.com/vi/.html) dƣới dạng geneblock, với giá thành 

khoảng 1,4 triệu cho một gen d|i dƣới 500 bp. Đối với những gen dài trên 500 bp, 

chúng sẽ đƣợc tổng hợp dƣới dạng các trình tự geneblock dƣới 500 bp v| sau đó nối lại 

với nhau bằng phản ứng overlap extension PCR. Để tạo ra các trình tự geneblock này, 

phần mềm DNAworks 2.0 đƣợc sử dụng [26]. 

 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tối ƣu gen EDIII của virus Dengue tuýp 1 

Dựa trên cách làm mô tả ở phần PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU chúng tôi đã 

thu nhận đƣợc hơn 200 gen tối ƣu mã hóa cho EDIII. Do phần mềm Visual Gene 

Developer thiếu chức năng tính chỉ số thích hợp cặp mã bộ ba, chúng tôi buộc phải sử 

dụng phần mềm Anaconda 2.0 để tính to{n độ thích nghi cặp mã bộ ba của các gen tối 

ƣu *27+. So s{nh độ thích nghi cặp mã bộ ba của các gen tối ƣu n|y với một số gen tự 

nhiên có mức độ biểu hiện mạnh ở E. coli giúp chọn ra ít nhất 18 trình tự để có thể sử 

dụng cho thí nghiệm tổng hợp gen. 3 gen đƣợc chọn ngẫu nhiên cho các thí nghiệm 

tiếp theo đƣợc trình bày ở đ}y dƣới dạng kết quả gióng cột trình tự, chỉ số CAI, năng 

lƣợng gập cuộn cấu trúc bậc hai mRNA và chỉ sổ thích nghi cặp mã bộ ba. Dựa trên kết 

quả n|y, 3 gen đƣợc chọn đều có CAI thấp hơn gen tự nhiên (0.72) nhƣng c{c chỉ số 

kh{c đều tốt hơn. Theo nhiều nghiên cứu CAI hiện tại không còn là một chỉ số đ{ng tin 

http://www.phusabiochem.com/vi/.html
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cậy để dự đo{n mức độ biểu hiện *3+ do đó chúng tôi giả định rằng mức độ biểu hiện 

của c{c gen đƣợc chọn sẽ xấp xỉ hoặc hơn gen tự nhiên. 

Bảng 1. Gen mã hóa EDIII của virus Dengue tuýp 1 đã đƣợc tối ƣu để biểu hiện ở E. coli 

Tên trình tự Hàm lƣợng 

GC3 

CAI Chỉ số thích nghi 

cặp mã bộ ba 

Năng lƣợng cấu 

trúc bậc hai mRNA 

Dengue 1 50,5 0,69 -0,12086 -77,5 

Dengue 2 45,4 0,69 -0,12042 -81,4 

Dengue 3 47,4 0,67 -0,11857 -83,5 

 

Hình 3. Các trình tự EDIII của virus Dengue tuýp 1 tối ƣu để biểu hiện ở E. coli. Kết quả sắp 

gióng cột đƣợc thực hiện bằng phần mềm ClustalX. 

Để ràng buộc điều kiện gen tối ƣu phải có các mã bộ ba nhất định cho một số 

axit amin (serine mã hóa bởi AGC, threonine mã hóa bởi ACG và leucine mã hóa bởi 

AAG), chúng tôi thay đổi tần số của các mã bộ ba mã hóa cho các axit amin này sao cho 

AGC, ACG và AAG có tần số cao nhất có thể có. Tần số n|y đƣợc tính bằng cách tìm 

tần số thấp nhất của nhóm mã bộ ba đồng nghĩa trong bảng mã chuẩn của E. coli (ở 

đ}y l| AGG mã hóa cho Arg, tần số 0.02), sau đó {p dụng tần số này cho tất cả mã bộ 

ba đồng nghĩa còn lại. Ví dụ đối với Thr, bốn mã bộ ba đồng nghĩa l| ACC (0,440) ACG 

(0.270), ACA (0,130), ACT (0,160). Bằng cách ràng buộc điều kiện ACG sẽ mã hóa cho 

Thr khi có thể, ba mã bộ ba ACC, ACA và ACT sẽ đƣợc gán tần số thấp nhất là 0,02 và 

tần số của ACG mã hóa cho Thr sẽ là 1 – 3x0,02 = 0,94. Tƣơng tự nhƣ vậy tần số của 

AGC mã hóa cho serine sẽ là 1 – 5x0,02 = 0,9 và tần số của AAG mã hóa cho leucine sẽ 

là 1 – 5x0,02 = 0,9. Bằng cách gán tần số nhƣ vậy ta đảm bảo rằng AGC, ACG và AAG 

sẽ xuất hiện nhiều nhất có thể trong trình tự gen tối ƣu, nhƣng vẫn bị ràng buộc theo 

các tiêu chí kh{c nhƣ độ thích nghi cặp mã bộ ba, tỉ lệ GC v| năng lƣợng gập cuộn của 

mRNA. 

3.2. Tối ƣu gen LTB của E. coli 

Trình tự của LTB đƣợc nhập vào phầm mềm COOL và tối ƣu bằng cách tối ƣu 

chỉ số CAI, tối ƣu độ thích nghi cặp bộ ba và tối ƣu tỉ lệ GC. Tại thời điểm chúng tôi tối 

ƣu trình tự LTB phần mềm COOL chƣa có tính năng tối ƣu cấu trúc thứ cấp mRNA 

nên chúng tôi sử dụng phần mềm Visual Gene Developer để tính to{n năng lƣợng gập 

cuộn cấu trúc thứ cấp mRNA để chọn ra gen tối ƣu. Kết quả chúng tôi đã chọn một 
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gen để tối ƣu. Trình tự gen n|y đƣợc cung cấp ở phần phụ chú. Kết quả tìm kiếm gen 

này trên CSDL mRNA của S. cerevisiae đƣợc chọn là tiêu chí phụ để chọn gen từ tập 

hợp c{c gen đƣợc tối ƣu, v| kết quả n|y đƣợc trình bày ở Hình 4. 

3.3. Tối ƣu gen CD3 và P1 của Coxsackievirus A16 

Để tối ƣu c{c gen n|y chúng tôi chọn ra 14 gen mã hóa cho c{c protein có độ 

phong phú cao nhất ở chủng nấm men Pichia pastoris (tên mới Komagataella phaffii 

GS115) dựa trên thông tin tìm thấy trên CSDL PaxDb [25] và danh mục các protein của 

Pichia pastoris sắp theo thứ tự h|m lƣợng cao đến thấp [28] (Bảng 2). C{c gen n|y đƣợc 

sắp gióng cột để tìm trình tự Kozak (Hình 5) v| dùng để làm gen mô hình để phần 

mềm mô phỏng theo trong quá trình tối ƣu gen. Kết quả chúng tôi chọn đƣợc một gen 

3CD và một gen P1 để tổng hợp cho các thí nghiệm tiếp theo. Các trình tự n|y đƣợc 

cung cấp ở phần phụ lục. 

Do các gen này khá lớn (1961 bp đối với 3CD v| 2609 bp đối với P1), chúng 

đƣợc chia nhỏ ra th|nh c{c gen có kích thƣớc khoảng 350 bp để đặt hàng tổng hợp 

dƣới dạng geneblock. Trình tự c{c gen n|y đƣợc trình bày ở phần phụ lục. 

 

Hình 4. Kết quả BLAST gen LTB tối ƣu trên CSDL mRNA của S. cerevisiae. Gen có nhiều vùng 

giống nhau với các trình tự trên CSDL RNA của S. cerevisiae nhất đƣợc kiểm tra bằng mắt và 

chọn để tổng hợp. 

 

 

Hình 5. Trình tự Kozak của gen mã hóa protein ở nấm men P. pastoris xây dựng từ các gen tự 

nhiên có mức độ biểu hiện cao ở P. pastoris bằng phần mềm Weblogo. 
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4. KẾT LUẬN 

Tối ƣu v| tổng hợp gen để biểu hiện dị lo|i l| xu hƣớng chủ đạo trong công 

nghệ DNA tái tổ hợp. Hiện nay các tiêu chí tối ƣu v| sự hiện diện của nhiều phần mềm 

miễn phí có khả năng tối ƣu gen theo c{c tiêu chí của ngƣời dùng để biểu hiện ở nhiều 

vật chủ phổ biến. Tối ƣu gen đƣợc chứng minh là giúp cải thiện kết quả biểu hiện, 

đồng thời tối ƣu gen cũng cho phép thu nhận các gen có nguồn gốc từ các vi sinh vật 

gây bệnh. 

Bảng 2. Danh s{ch c{c gen đƣợc dùng để tối ƣu 3CD v| P1 của Coxsackievirus A16 [28] 

Xếp hạng 

độ phong 

phú 

 
Mã truy 

cập 
Tên protein 

1  254568470 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, isozyme 3 

2  254567507 Nh}n tố kéo d|i phiên mã EF-1 alpha 

3  254570367 Enolase I 

4  254568544 Alcohol dehydrogenase isozyme III ti thể 

5  254573764 ATPase tham gia gập cuộn protein v| vận chuyển nh}n 

6  254566601 3-phosphoglycerate kinase 

7  254566257 Protein sốc nhiệt Hsp90 

8  254567798 Protein giả định 

9  254570575 Pyruvate decarboxylase chính trong số c{c isozyme 

10  254571387 Tiểu phần alpha của ATP synthase F1F0 ti thể 

11  254571425 Th|nh phần protein của tiểu phần nhỏ của ribosome 

12  254568572 Protein dung hợp, giống hệt với Rpl40Bp 

13 
 

254571679 
Protein dung hợp đƣợc cắt th|nh protein th|nh phần tiểu phần 

nhỏ của ribosome v| ubiquitin 

14  254569858 Tiểu phần beta của ATP synthase F1F0 ti thể 

Trong nghiên cứu này chúng tôi trình bày một số kết quả tối ƣu một số gen 

kháng nguyên từ virus (Dengue tuýp 1, Coxsackievirus A16 và E. coli) bằng hai phần 

mềm tối ƣu gen phổ biến là Visual Gene Developer và COOL. Do các phần mềm sẽ cho 

ra nhiều gen tối ƣu ứng viên, việc lựa chọn một số gen để kiểm tra đòi hỏi ngƣời dùng 

phải có một số kinh nghiệm và tri thức riêng. Ở đ}y chúng tôi trình b|y một số kinh 

nghiệm nhƣ vậy trong việc lựa chọn một số gen vi sinh vật tối ƣu. Các tiêu chí lựa 

chọn gồm: mức độ giống với các gen tự nhiên trên toàn bộ chiều dài, hoặc chọn ngẫu 

nhiên ba gen để kiểm tra, hoặc trong trƣờng hợp bất khả kháng (khi chiều dài gen quá 

lớn dẫn đến giá thành tổng hợp gen quá lớn) chọn một gen có các thông số tốt nhất có 

thể. 

 

LỜI CÁM ƠN 

Nghiên cứu n|y đƣợc thực hiện dƣới sự tài trợ của Đề t|i ĐHH mã số 

DHH2016-01-87. Tác giả tuyên bố không có mẫu thuẫn gì về quyền lợi. 
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ABSTRACT 

Gene optimization for heterologous expression is the foundation in modern 

recombinant DNA technology for biopharmaceutical productions. Several studies 

have examined and established opitimization criteria. The most popular criteria 

include codon bias, codon context bias and mRNA secondary structure. To 

simultaneously optimize several criteria, software has been developed to automate 

this process. However, to obtain genes for subsequent work, human intervention is 

necessary, particularly in selecting a few among several candidates, based on 

users’ experience, insights or own criteria. In this study, we overviewd some free 

gene optimization programs for gene optimization. We described in details 

procedures for using these programs and our own experience in using these 

programs to optimize some proteins that have applications in biopharmaceutical 

biotechnology industries, particularly in common expression hosts such as 

Escherichia coli and yeasts. 
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PHỤ CHÚ 

Trình tự CD3 tối ƣu: 

CCAAAATGGCTGGACCATCACTTGACTTTGCACTTTCACTTCTTCGTCGAAACATTCGTCAAGTCCAAACGGACCAGG

GTCACTTCACCATGTTGGGTGTCCGGGACAGGCTTGCTATTCTCCCAAGACACTCCCAACCAGGCAAAACCATTTGGG

TGGAGCACAAGCTCATCAACGTTCTGGATGCCGTCGAGCTGGTGGACGAACAAGGGGTCAACCTGGAGCTTACACTT

GTCACGTTGGACACCAACGAGAAGTTCAGAGATGTCACCAAGTTTATCCCAGAAACCATCACTGGTGCTTCAGATGC

TACGCTCATTATCAACACCGAACACATGCCCTCCATGTTCGTCCCAGTTGGGGACGTCGTTCAATATGGGTTCCTCAA

TCTCTCTGGAAAGCCAACCCACCGTACCATGATGTACAACTTCCCGACCAAGGCCGGACAATGTGGTGGTGTTGTTAC

CTCTGTCGGCAAGATTATTGGTATTCACATTGGTGGCAACGGTCGTCAGGGTTTCTGTGCTGGTCTCAAGAGAGGTTA

CTTCGCTTCAGAGCAAGGCGAAATACAATGGATGAAGTCCAACAAGGAAACCGGGAGACTCAACATCAACGGTCCA

ACCAGAACCAAATTGGAGCCAAGCGCTTTCTACGATGTTTTCGAGGGTTCCAAGGAACCAGCTGTTCTCACTTCCAAG

GACCCACGCCTGGAAGTCGACTTCGAACAGGCCCTATTCTCCAAATACGTTGGGAACACCTTGCACGAGCCGGACGA

GTATGTCACTCAAGCTGCATTGCACTACGCAAACCAACTCAAGCAATTGGACATCAACATCAACAAGATGTCCATGG

AGGAGGCTTGTTATGGTACGGAGTACTTGGAAGCTATCAATCTTCACACCTCAGCTGGTTACCCATACTCTGCTTTGG

GAGTCAAGAAGTCAGATATCTTGGATCCAACCACCAGAGACACTACCAAGATGAAGTTCTACATGGACAAGTACGGC

TTGGACCTGCCCTACTCTACCTACGTCAAGGACGAGTTGCGATCGCTGGACAAGATCAAGAAAGGAAAATCCCGCCT

CATCGAAGCCTCTTCACTCAACGACTCCGTTTACCTACGAATGACCTTTGGACACTTGTACGAGACTTTCCACGCAAA

CCCTGGGACGGTTACAGGATCTGCCGTGGGGTGCAATCCCGATGTCTTCTGGTCGAAGTTGCCAATTCTGCTTCCAGG

TTCCTTATTTGCCTTCGACTACTCGGGTTACGACGCCTCCTTGTCTCCAGTCTGGTTCCGAGCCTTGGAGGTTGTATTA

CGGGAGATCGGCTACTCCGAAGAAGCCGTTTCTCTTATCGAAGGTATCAACCACACTCACCACGTGTACCGAAACAG

AACTTACTGTGTTTTGGGAGGTATGCCATCCGGTTGTTCTGGGACCTCCATCTTCAACTCTATGATCAACAACATTATC

ATCAGAACTTTGCTTATCAAGACTTTCAAGGGTATCGATTTGGACGAGCTCAACATGGTTGCTTACGGCGACGACGTT

TTGGCCTCCTACCCATTCCCAATCGACTGTTCGGAGCTTGCCAAGACCGGAAAGGAATACGGTCTTACCATGACTCCA

GCGGACAAGTCCCCATGTTTCAACGGGGTTACATGGGAGAACGCTACCTTTCTCAAGAGAGGATTCCTCCCAGACCA

CCAATTCCCATTCCTTATTCACCCAACCATGCCAATGCGAGAGATCCACGAGTCTATCAGATGGACCAAGGATGCCA

GAAACACTCAGGATCACGTCAGATCTCTGTGTTTGTTGGCCTGGCACAACGGAAAGGAGGAATACGAGAAATTCGTC

TCCACCATCAGATCTGTTCCAGTTGGAAAGGCTCTGGCTATTCCAAACTTCGAGAACCTCAGAAGAAACTGGTTGGA

GTTGTTCTAA 

 

Trình tự các geneblock cần tổng hợp để tổng hợp gen 3CD vật lý: 

Gene 1: 

GAATTCACACAATGGCTGGACCATCACTTGACTTTGCACTTTCACTTCTTCGTCGAAACATTCGTCAAGTCCAAACGG

ACCAGGGTCACTTCACCATGTTGGGTGTCCGGGACAGGCTTGCTATTCTCCCAAGACACTCCCAACCAGGCAAAACC

ATTTGGGTGGAGCACAAGCTCATCAACGTTCTGGATGCCGTCGAGCTGGTGGACGAACAAGGGGTCAACCTGGAGCT

TACACTTGTCACGTTGGACACCAACGAGAAGTTCAGAGATGTCACCAAGTTTATCCCAGAAACCATCACTGGTGCTTC

AGATGCTACGCTCATTATCAACACCGAACACATG 

 



 

 

TẠP CHÍ KHOA HỌC VÀ CÔNG NGHỆ, Trƣờng Đại học Khoa học, ĐH Huế Tập 13, Số 2 (2018) 

149 

Gene 2: 

TCATTATCAACACCGAACACATGCCCTCCATGTTCGTCCCAGTTGGGGACGTCGTTCAATATGGGTTCCTCAATCTCTC

TGGAAAGCCAACCCACCGTACCATGATGTACAACTTCCCGACCAAGGCCGGACAATGTGGTGGTGTTGTTACCTCTGT

CGGCAAGATTATTGGTATTCACATTGGTGGCAACGGTCGTCAGGGTTTCTGTGCTGGTCTCAAGAGAGGTTACTTCGC

TTCAGAGCAAGGCGAAATACAATGGATGAAGTCCAACAAGGAAACCGGGAGACTCAACATCAACGGTCCAACCAGA

ACCAAATTGGAGCCAAGCGCTTTCTACGATGTTTTCGAG 

Gene 3: 

CGCTTTCTACGATGTTTTCGAGGGTTCCAAGGAACCAGCTGTTCTCACTTCCAAGGACCCACGCCTGGAAGTCGACTT

CGAACAGGCCCTATTCTCCAAATACGTTGGGAACACCTTGCACGAGCCGGACGAGTATGTCACTCAAGCTGCATTGC

ACTACGCAAACCAACTCAAGCAATTGGACATCAACATCAACAAGATGTCCATGGAGGAGGCTTGTTATGGTACGGAG

TACTTGGAAGCTATCAATCTTCACACCTCAGCTGGTTACCCATACTCTGCTTTGGGAGTCAAGAAGTCAGATATCTTG

GATCCAACCACCAGAGACACTACCAAGATGAAGTTCTACA 

Gene 4: 

TGTGATGGTTCTACTTCAAGATGTACCTGTTCATGCCGAACCTGGACGGGATGAGATGGATGCAGTTCCTGCTCAACG

CTAGCGACCTGTTCTAGTTCTTTCCTTTTAGGGCGGAGTAGCTTCGGAGAAGTGAGTTGCTGAGGCAAATGGATGCTT

ACTGGAAACCTGTGAACATGCTCTGAAAGGTGCGTTTGGGACCCTGCCAATGTCCTAGACGGCACCCCA 

CGTTAGGGCTACAGAAGACCAGCTTCAACGGTTAAGACGAAGGTCCAAGGAATAAACGGAAGCTGATGAGCCCAAT

GCTGCGGAGGAACAGAGGTCAGACCAAGGCTCGGAACCTCCAACATAAT 

Gene 5: 

GCTCGGAACCTCCAACATAATGCCCTCTAGCCGATGAGGCTTCTTCGGCAAAGAGAATAGCTTCCATAGTTGGTGTGA

GTGGTGCACATGGCTTTGTCTTGAATGACACAAAACCCTCCATACGGTAGGCCAACAAGACCCTGGAGGTAGAAGTT

GAGATACTAGTTGTTGTAATAGTAGTCTTGAAACGAATAGTTCTGAAAGTTCCCATAGCTAAACCTGCTCGAGTTGTA

CCAACGAATGCCGCTGCTGCAAAACCGGAGGATGGGTAAGGGTTAGCTGACAAGCCTCGAACGGTTCTGGCCTTTCC

TTATGCCAGAATGGTACTGAGGTCGCCTGTTCAGGGGTAC 

Gene 6: 

TCGCCTGTTCAGGGGTACAAAGTTGCCCCAATGTACCCTCTTGCGATGGAAAGAGTTCTCTCCTAAGGAGGGTCTGGT

GGTTAAGGGTAAGGAATAAGTGGGTTGGTACGGTTACGCTCTCTAGGTGCTCAGATAGTCTACCTGGTTCCTACGGTC

TTTGTGAGTCCTAGTGCAGTCTAGAGACACAAACAACCGGACCGTGTTGCCTTTCCTCCTTATGCTCTTTAAGCAGAG

GTGGTAGTCTAGACAAGGTCAACCTTTCCGAGACCGATAAGGTTTGAAGCTCTTGGAGTCTTCTTTGACCAACCTCAA

CAAGATTCCATGG 

Trình tự gen P1 tối ƣu: 

CCAAAATGGCTGGTTCTCAAGTCTCTACGCAACGCTCTGGTTCTCACGAGAACTCCAATAGTGCATCAGAAGGTTCA

ACGATCAACTACACAACCATCAATTACTACAAGGATGCCTACGCGGCCAGCGCTGGACGTCAAGACATGTCGCAAGA

CCCAAAGAAATTCACGGACCCTGTCATGGATGTTATCCACGAGATGGCTCCGCCCCTCAAGAGTCCAAGCGCGGAAG

CCTGTGGTTATTCAGACAGAGTTGCACAACTTACCATCGGCAATTCTACCATCACAACACAAGAGGCGGCAAATATT
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GTTATCGCATATGGCGAATGGCCCGAGTACTGTCCAGACACGGATGCTACCGCAGTCGACAAACCAACCAGACCGGA

TGTGTCTGTCAACCGGTTCTTTACTTTGGACACCAAGTCTTGGGCGAAAGACTCGAAGGGATGGTATTGGAAGTTTCC

CGACGTTCTTACAGAGGTTGGTGTCTTCGGACAGAATGCCCAATTCCACTATCTTTATCGCTCGGGATTTTGCGTTCAT

GTGCAGTGCAATGCCTCGAAGTTCCATCAGGGTGCTTTGCTTGTTGCGGTTTTGCCAGAATATGTACTCGGGACCATT

GCCGGGGGTACGGGGAACGAAAACAGCCATCCCCCTTACGCCACGACCCAACCTGGTCAAGTTGGTGCCGTGCTCAC

GCATCCATATGTGCTGGATGCGGGTATCCCACTGTCACAGCTCACCGTCTGTCCACATCAATGGATCAATCTCAGGAC

GAACAACTGCGCTACGATCATTGTACCCTACATGAATACCGTTCCATTCGATAGCGCTTTGAACCACTGTAACTTCGG

CCTGTTGGTTATCCCAGTTGTTCCTCTTGACTTCAACACTGGAGCTACTTCTGAAATTCCTATCACTGTGACCATTGCT

CCAATGTGTGCTGAGTTTGCCGGTTTGCGTCAGGCTGTCAAGCAAGGTATTCCAACTGAGCTGAAGCCTGGTACAAAC

CAATTCCTTACCACCGATGACGGTGTTTCCGCCCCAATTCTGCCAGGTTTCCACCCAACCCCACCAATCCACATCCCT

GGTGAGGTTCACAACTTGTTAGAGATCTGTAGAGTTGAGACCATTCTAGAAGTTAACAACTTGAAAACTAACGAAAC

TACTCCAATGCAAAGACTGTGTTTCCCAGTTTCTGTCCAATCCAAGACTGGCGAGCTTTGTGCCGCTTTCAGAGCTGA

CCCAGGTAGAGATGGTCCATGGCAGTCCACCATTTTGGGTCAGCTGTGTAGATACTATACTCAGTGGTCTGGTTCTCT

AGAGGTTACTTTCATGTTCGCTGGTTCTTTCATGGCCACTGGAAAAATGCTGATCGCTTACACTCCACCAGGTGGTAA

CGTCCCAGCTGACAGAATTACCGCTATGTTGGGAACACACGTTATCTGGGACTTCGGATTGCAGTCCTCCGTCACCCT

GGTTGTTCCATGGATTTCTAATACCCACTACAGAGCTCACGCTAGAGCTGGTTACTTCGACTACTATACTACTGGTATT

ATCACCATCTGGTATCAAACCAACTACGTTGTCCCTATTGGTGCCCCAACCACCGCTTACATTGTAGCCTTGGCTGCT

GCTCAAGATAACTTCACTATGAAGTTGTGTAAGGATACTGAAGACATCGAACAAACTGCTGACATTCAAGGTGATCC

AATTGCCGACATGATTGACCAAACTGTCAACAACCAAGTCAACAGATCCTTGACGGCTTTGCAAGTCTTGCCTACTGC

TGCTAACACCGAGGCTTCGTCCCACAGATTGGGTACTGGAGTTGTCCCAGCTTTGCAAGCTGCTGAAACCGGTGCTTC

CTCCAACGCCTCCGATAAGAACCTGATTGAGACTCGTTGTGTTTTGAACCACCACTCAACTCAAGAGACAGCTATTGG

TAACTTCTTCTCCAGAGCTGGACTTGTTTCTATTATCACCATGCCAACCATGGGAACTCAGAACACTGATGGCTATGC

AAACTGGGACATTGACTTGATGGGATACGCTCAGCTGAGAAGAAAGTGTGAGCTGTTCACTTACATGAGGTTTGATG

CCGAGTTCACCTTCGTTGTTGCCAAACCTAACGGTGAGTTAGTTCCACAATTGCTGCAATACATGTACGTCCCACCTG

GTGCTCCTAAGCCAACCTCTAGAGACTCTTTCGCCTGGCAAACCGCTACTAATCCATCTGTCTTCGTCAAGATGACCG

ACCCACCAGCTCAGGTCTCAGTCCCATTCATGTCCCCAGCCTCTGCTTATCAATGGTTCTACGATGGTTACCCTACCTT

CGGGGAGCACTTGCAAGCCGACGATTTGGACTACGGTCAATGTCCAAACAACATGATGGGCACTTTCTCCATTAGAA

CCGTCGGTACTAAGAAATCCCCACACTCTATCACCTTGAGAGTCTACATGAGAATCAAGCACGTTAGAGCCTGGATC

CCAAGACCATTGAGAAACCAGCCATACTTGTTCAAGACCAACCCAAACTACAAGGGTAACGACATCAAGTGTACTTC

TACTTCCAGAGACAAGATCACCACCTTGTAA 

Mã mở đầu (ATG) và mã kết thúc của c{c gen đƣợc bôi đậm và gạch dƣới (ghi chú của 

tác giả). 

 


