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1. Më ®Çu 

Taq ADN polymerase (Taq) lµ enzym xóc t¸c cho ph¶n øng tæng hîp ADN ®−îc 
t¸ch ra tõ loµi vi khuÈn −a nhiÖt Thermus aquaticus vµ ®· ®−îc nghiªn cøu kh¸ kü vÒ 
tÝnh chÊt [1, 2, 3]. ThËm chÝ gen cña Taq ®· ®−îc nh©n dßng vµ biÓu hiÖn thµnh c«ng 
trong E. coli [3]. Nhê tÝnh chÊt bÒn víi nhiÖt, ho¹t tÝnh polymerase vµ kh¶ n¨ng bæ 
sung gèc adenosin (A) vµo ®Çu 3’ cña chuçi ADN d¹ng sîi kÐp nªn sau khi ®−îc ph¸t 
hiÖn, Taq ®· trë thµnh c«ng cô hÕt søc h÷u Ých cña c¸c nghiªn cøu sinh häc ph©n tö, 
®Æc biÖt lµ cña c¸c nghiªn cøu nh©n b¶n gen. 

Nghiªn cøu cña chóng t«i lµ nh»m gãp phÇn t×m hiÓu thªm mét sè tÝnh chÊt cña 
Taq, gióp cho viÖc sö dông enzym hiÖu qu¶ h¬n vµ bµi b¸o nµy giíi thiÖu kÕt qu¶ 
nghiªn cøu g©y kh¸ng thÓ kh¸ng Taq trªn chuét, sù t−¬ng t¸c cña kh¸ng thÓ víi mét sè 
ADN polymerase kh¸c nhau còng nh− ¶nh h−ëng cña mét sè hîp chÊt kh¸c nhau lªn 
ho¹t tÝnh tæng hîp ADN cña Taq. 

2. Nguyªn liÖu vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

Ho¸ chÊt chÝnh sö dông cho nghiªn cøu gåm c¸c oligonucleotit, thang chuÈn 
λHind III, 1 kb vµ 250 bp ®−îc mua tõ h·ng Invitrogen (Mü). Thang chuÈn protein 
®−îc mua tõ h·ng Amersham (Mü), Agarose, Tris-base, EDTA, SDS, isopropanol ®−îc 
mua tõ h·ng Sigma (Mü). C¸c ho¸ chÊt cßn l¹i ®Òu ®¹t ®é tinh khiÕt dµnh cho nghiªn 
cøu sinh häc ph©n tö.  

PCR ®−îc tiÕn hµnh víi tæng thÓ tÝch ph¶n øng lµ 25 µl, thµnh phÇn c¸c hîp phÇn 
nh− sau: 3-5 ng ADN khu«n lµ ®o¹n gen 0,8 kb ®−îc g¾n vµo vect¬ pBluescript, 2,5 μl 
®Öm ph¶n øng 10x, dNTP mçi lo¹i 0,4 mM, 25 ng måi T3 vµ 25 ng måi T7, 2,5 ®¬n vÞ 
Taq ADN polymerase. ChÕ ®é nhiÖt cho ph¶n øng 94oC-3 phót ®Ó khëi ®éng nãng, tiÕp 
theo lµ 32 chu kú cña 3 b−íc: 94oC-1 phót ®Ó lµm biÕn tÝnh ADN, 55oC-1 phót ®Ó g¾n 
måi vµ 72oC-1 phót ®Ó kÐo dµi chuçi. MÉu sau ®ã ®−îc ñ tiÕp ë 72oC trong 7 phót vµ gi÷ 
ë 4oC cho ®Õn khi ph©n tÝch. S¶n phÈm PCR ®−îc ph©n tÝch b»ng ®iÖn di trªn gel 
agarose víi chÊt nhuém ADN lµ ethidium bromide (EB). 

Ho¹t ®é tæng hîp ADN ®−îc ®¸nh gi¸ th«ng qua kh¶ n¨ng kÐo dµi oligo 32 
nucleotit lµm måi (P) liªn kÕt bæ sung víi ®o¹n ADN khu«n 60 nucleotit (T) trong hçn 
hîp cã bæ sung c¸c dNTP. S¶n phÈm ®−îc ph©n chia b»ng ®iÖn di trªn gel polyacrylamit 
vµ sau ®ã ®−îc nhuém b¹c. Ngoµi ra ho¹t ®é tæng hîp ADN cßn ®−îc ®¸nh gi¸ b»ng kü 
thuËt PCR. 
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§é tinh s¹ch cña protein ®−îc ®¸nh gi¸ b»ng ph−¬ng ph¸p ®iÖn di trªn gel 
polyacrylamit cã SDS (SDS-PAGE) theo ph−¬ng ph¸p cña Laemmli [4]. 

Kh¸ng thÓ kh¸ng Taq ®−îc g©y trªn chuét, sö dông enzym tinh s¹ch, ch¹y ®iÖn di 
SDS-PAGE, c¾t phÇn b¨ng protein, trén víi t¸ d−îc ®Ó tiªm cho chuét. T¸ d−îc cña lÇn 
tiªm ®Çu tiªn lµ lo¹i ®Çy ®ñ (complete) cßn c¸c lÇn tiªm nh¾c l¹i lµ kh«ng ®Çy ®ñ 
(incomplete). KÕt qu¶ sinh kh¸ng thÓ (IgG) kh¸ng Taq ®−îc ®¸nh gi¸ b»ng kü thuËt 
thÈm t¸ch miÔn dÞch. 

3. KÕt qu¶ nghiªn cøu 

3.1. Tinh s¹ch Taq vµ g©y kh¸ng thÓ kh¸ng Taq trªn chuét  

§Ó tinh s¹ch Taq, chóng t«i ®· sö dông 1,5 l dÞch lªn men tÕ bµo E. coli mang gen 
taq thu ë pha æn ®Þnh, 3-5 giê sau khi bæ sung IPTG (0,5 mM). Sinh khèi tÕ bµo ®−îc 
thu vµ röa b»ng ly t©m, sau ®ã ®−îc hoµ trë l¹i trong 20 ml ®Öm Tris-HCl 50 mM, pH 
7,5 cã chøa 50 mM KCl, 1 mM phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM EDTA, 1 
mM β-mercaptoethanol vµ 10% glycerol (®Öm A). TÕ bµo ®−îc ph¸ vì b»ng siªu ©m, dÞch 
chiÕt ®−îc thu b»ng ly t©m, sau ®ã l¹i cho xö lý nhiÖt ë 70oC trong 15 phót ®Ó kÕt tña 
mét sè protein kh«ng ho¹t tÝnh. DÞch tÕ bµo cßn l¹i ®−îc cho qua cét DE-52 cellulose 
(2x15 cm) ®· ®−îc c©n b»ng víi cïng ®Öm A. Cét nµy ®−îc m¾c nèi tiÕp víi cét Heparin-
Sepharose (1x2 cm). Heparin lµ mét protein cã tÝnh axit nªn trong m«i tr−êng trung 
tÝnh vµ kiÒm protein nµy ho¹t ®éng nh− mét polyanion (gièng ADN), cã ¸i lùc víi nhiÒu 
enzym tham gia trao ®æi ADN. Sau khi cho dÞch chiÕt ch¶y qua hÖ thèng cét, cét DE-52 
cellulose ®−îc t¸ch ra. Cét Heparin-Sepharose ®−îc röa b»ng ®Öm A cho ®Õn khi A280 
cña dÞch röa < 0,01, protein b¸m trªn gel ®−îc röa chiÕt ra b»ng gradient KCl tõ  
50mM- 800mM pha trong cïng ®Öm A víi tæng thÓ tÝch 2 b×nh cña hÖ thèng lµ 32 ml. 
C¸c ph©n ®o¹n dÞch röa chiÕt (0,5 ml/ph©n ®o¹n) ®−îc x¸c ®Þnh protein vµ ho¹t ®é tæng 
hîp ADN. KÕt qu¶ ph©n tÝch ho¹t ®é tæng hîp ADN cho thÊy c¸c ph©n ®o¹n øng víi 
nång ®é KCl 0,3 M ®Õn 0,5 M lµ cã ho¹t tÝnh. KÕt qu¶ ®iÖn di SDS-PAGE cña dÞch gép 
c¸c ph©n ®o¹n nµy (h×nh 1, cét 2) cho thÊy chØ cã duy nhÊt mét b¨ng protein víi kÝch 
th−íc 94 kDa, t−¬ng øng víi khèi l−îng ph©n tö (KLPT) cña Taq vµ chøng tá chÕ phÈm 
thu ®−îc ®· tinh s¹ch.  

Tãm l¹i cã thÓ tinh s¹ch Taq qua mét qui tr×nh kh¸ ®¬n gi¶n: xö lý nhiÖt dÞch 
chiÕt tÕ bµo ®Ó lo¹i bít c¸c protein kh«ng mong muèn, s¾c ký dÞch chiÕt ®· ®−îc xö lý 
nhiÖt qua hÖ thèng cét DE-52 cellulose g¾n víi cét Heparin-Sepharose. 

Nh»m t×m hiÓu mét sè ®Æc tr−ng miÔn dÞch cña Taq, chóng t«i ®· tiÕn hµnh g©y 
kh¸ng thÓ trªn chuét nh¾t tr¾ng. Kh¸ng huyÕt thanh chuét ®−îc thu b»ng c¸ch lo¹i bá 
c¸c tÕ bµo m¸u b»ng ly t©m. DÞch thu ®−îc sau ®ã cho qua cét protein G-Sepharose vµ 
®Èy b»ng ®Öm glycin-HCl 50 mM, pH 3,0. §é tinh s¹ch cña kh¸ng thÓ (IgG) qua cét 
®−îc ®¸nh gi¸ b»ng SDS-PAGE. KÕt qu¶ ®iÖn di trªn h×nh 2 cho thÊy c¸c ph©n ®o¹n 
röa chiÕt qua cét protein G-sepharose (cét 2,3 vµ 4) ®Òu chøa hai b¨ng protein víi kÝch 
th−íc lµ 25 kDa vµ 53 kDa. Dùa trªn tÝnh ®Æc hiÖu cña protein G víi c¸c IgG vµ KLPT 
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cña hai b¨ng protein trªn cã thÓ kh¼ng ®Þnh r»ng kh¸ng thÓ ®· ®−îc tinh s¹ch, b¨ng 25 
kDa vµ 53 kDa lµ t−¬ng øng víi chuçi nÆng vµ chuçi nhÑ cña ph©n tö IgG. KÕt qu¶ 
ph©n t¸ch thÈm t¸ch miÔn dÞch (h.3) cho thÊy kh¸ng thÓ cã mÆt trong kh¸ng huyÕt 
thanh (tr−íc khi tinh s¹ch) ë ®é pha lo·ng 50.000 lÇn (cét 1 vµ 2) vµ kh¸ng thÓ tinh 
s¹ch (cét 3 vµ 4) ®Òu cã kh¶ n¨ng ph¶n øng ®Æc hiÖu víi Taq ë d¹ng tinh khiÕt, ®−îc thÓ 
hiÖn ë mét b¨ng hiÖn mµu ë vÞ trÝ t−¬ng øng KLPT kho¶ng 94 kDa (cét 1 vµ cét 3). 
Ngoµi viÖc nhËn ra Taq, kh¸ng thÓ còng cßn cã kh¶ n¨ng ph¶n øng víi hai protein cã 
KLPT nhá h¬n trong dÞch chiÕt tÕ bµo E. coli mang gen taq (cét 2 vµ 4). 
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                            H×nh 1:   KiÓm tra ®é tinh s¹ch Taq ADN polymerase  
                                           b»ng SDS-PAGE 

                        1:  C¸c protein chuÈn 
                       2: ChÕ phÈm Taq sau khi qua c¸c b−íc tinh s¹ch 

94 

H×nh 3: KÕt qu¶ thÈm t¸ch miÔn dÞch víi c¸c 
              chÕ phÈm kh¸ng thÓ kh¸ng Taq 
1: Taq tinh s¹ch+ kh¸ng huyÕt thanh ®−îc pha lo·ng 50.000 lÇn,  
2: DÞch chiÕt tÕ bµo E. coli mang Taq + kh¸ng huyÕt thanh  
     ®−îc pha lo·ng 50.000 lÇn 
3: Taq tinh s¹ch + kh¸ng thÓ tinh s¹ch 
4: DÞch chiÕt tÕ bµo E. coli mang Taq + kh¸ng thÓ tinh s¹ch 
5: C¸c protein chuÈn d¹ng tiÒn nhuém 
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H×nh 5: ¶nh h−ëng cña kh¸ng thÓ kh¸ng Taq (KT) 
            lªn ho¹t ®éng cña mét sè ADN polymerase 
  1: Måi (P), 2: Khu«n ( T), 3:  Phøc hîp T-P, 4: T-P + Taq 
  5: T-P+ KT+ Taq, 6: T-P+ Vent 
  7: T-P+ KT +Vent , 8: T-P + Pfu, 9: T-P+KT+ Pfu 

H×nh 2:  KiÓm tra ®é tinh s¹ch cña kh¸ng thÓ 
              kh¸ng Taq b»ng SDS-PAGE 
               1:  C¸c protein chuÈn 
               2,3 vµ 4:  c¸c ph©n ®o¹n chøa IgG b¸m cét 
               protein G-sepharose ®−îc röa chiÕt b»ng ®Öm 
               Glycin-HCl, pH 3.0 
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3.2. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña mét sè hîp chÊt øc chÕ enzym vµ kh¸ng khuÈn lªn 
ho¹t ®é tæng hîp ADN cña Taq 

PhÇn nghiªn cøu nµy nh»m cã thªm c¬ së ®Ó sö dông Taq mét c¸ch hiÖu qu¶ h¬n. 
Ngoµi ra, Taq cßn ®−îc sö dông nh− mét enzym mÉu ®Ó ®¸nh gi¸ t¸c dông cña mét sè 
hîp chÊt cã tÝnh kh¸ng khuÈn ®ang ®−îc øng dông trong mét sè lÜnh vùc kh¸c nhau. 

KÕt qu¶ nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña mét sè hîp chÊt kh¸c nhau lªn ho¹t ®é tæng 
hîp ADN cña Taq ®−îc thÓ hiÖn ë h×nh 4. Cét gel 1 lµ cña måi (P), cã kÝch th−íc nhá 
nhÊt vµ ch¹y nhanh nhÊt, cét 2 lµ khu«n (T), cã kÝch th−íc lín h¬n nªn ch¹y chËm h¬n. 
Cét 3 lµ phøc hîp T-P, nªn ch¹y chËm h¬n c¶ P vµ T, cßn cét 4 lµ phøc hîp T-P, trong 
®ã do cã enzym ho¹t ®éng vµ sù cã mÆt cña c¸c dNTP nªn P ®· ®−îc kÐo dµi b»ng T v× 
vËy cã KLPT lín nhÊt vµ ch¹y chËm nhÊt. KÕt qu¶ ë h×nh 4 cho thÊy r»ng EDTA vµ 
ethidium bromide (EB) ë nång ®é t−¬ng øng lµ 2,5 mM vµ 0,25 mM trë lªn (h. 4A, cét 8-
10 vµ h. 4B, cét 7-8) øc chÕ ho¹t ®é cña Taq, ®−îc thÓ hiÖn qua b¨ng ADN ch¹y t−¬ng 
øng víi phøc hîp T-P nh− khi kh«ng cã Taq (cét 3). T−¬ng tù, ZnSO4 ë nång ®é tõ 0,05 
mM trë lªn (h. 4C, cét 7-10) øc chÕ ho¹t ®é cña Taq. Trong khi ®ã NaF (h. 4D), benzoat 
(h. 4E), socbat (h. 4F), monocaprin (h. 4G), butylparaben (h. 4H), heptylparaben (h. 4I) 
ë c¸c nång ®é tõ 1,25 mM ®Õn 50 mM ®Òu kh«ng øc chÕ hoat ®é cña Taq. DÞch chiÕt 
nÊm Linh chi (Ganoderma lucidum) ë c¸c nång ®é 0,05% ®Õn 2,5% (so víi dÞch gèc 
100% ®−îc chiÕt víi H2O theo tû lÖ 1 g nguyªn liÖu: 5 ml H2O) còng kh«ng ¶nh h−ëng 
®Õn ho¹t ®é cña enzym. Ng−îc l¹i dÞch chiÕt cña l¸ cá ngät (Stevia rebaudiana) thÓ hiÖn 
ho¹t tÝnh øc chÕ Taq ë nång ®é rÊt thÊp, 0,4%. Ngoµi ra kÕt qu¶ còng cßn cho thÊy 
benzoat vµ socbat ë nång ®é rÊt cao 100 mM (h. 4E vµ 4F, cét 10) cã kh¶ n¨ng øc chÕ 
ho¹t ®éng cña enzym. 

§Ó kh¼ng ®Þnh l¹i c¸c kÕt qu¶ cña c¸c t¸c ®éng trªn cña c¸c hîp chÊt kh¸c nhau 
lªn Taq, chóng t«i ®· sö dông thªm kü thuËt PCR, kÕt qu¶ ®−îc tr×nh bµy ë h×nh 4L. 
Cã thÓ dÔ dµng nhËn thÊy r»ng khi cã Taq nh−ng kh«ng cã chÊt øc chÕ, s¶n phÈm PCR 
cã mét b¨ng nh©n b¶n 0,8 kb (§/C). EDTA 2,5 mM (cét A), ethidium bromide 0,25 mM 
(cét B), ZnSO4 0,05 mM (cét C) vµ dÞch chiÕt cá ngät 0,4% (cét K) ®Òu øc chÕ ho¹t ®éng 
cña Taq do ®ã b¨ng nh©n b¶n 0,8 kb kh«ng xuÊt hiÖn. Khi cã mÆt c¸c hîp chÊt cßn l¹i lµ 
NaF (cét D), benzoat (cét E), socbat (cét F), monocaprin (cét G) vµ butylparaben (cét H) 
ë nång ®é 25 mM, s¶n phÈm PCR vÉn cã b¨ng 0,8 kb, chøng tá c¸c hîp chÊt nµy ®Òu 
kh«ng ¶nh h−ëng ®Õn ho¹t ®é cña Taq. KÕt qu¶ nµy lµ hoµn toµn phï hîp víi ph¸t hiÖn 
nªu ë phÇn trªn vÒ sù ¶nh h−ëng cña c¸c chÊt nµy lªn ho¹t ®é cña enzym. 

KÕt qu¶ thÝ nghiÖm tiÕn hµnh ñ kh¸ng thÓ kh¸ng Taq thu ®−îc ë trªn víi Taq vµ 
sau ®ã t×m hiÓu kh¶ n¨ng tæng hîp ADN cña Taq (h×nh 5) cho thÊy r»ng khi cã mÆt cña 
kh¸ng thÓ (cét 5) th× Taq bÞ øc chÕ hoµn toµn v× vËy kÕt qu¶ ®iÖn di chØ thu ®−îc b¨ng 
ADN cã kÝch th−íc t−¬ng tù nh− phøc hîp T-P khi kh«ng cã Taq (cét 3). §iÒu nµy chøng 
tá cã sù liªn quan chÆt chÏ gi÷a epitope kh¸ng nguyªn vµ trung t©m ho¹t ®éng cña Taq. 
T−¬ng tù, chóng t«i còng ph¸t hiÖn thÊy kh¸ng thÓ kh¸ng Taq øc chÕ ho¹t ®éng tæng 
hîp ADN cña Pfu ADN polymerase (cét 8 vµ 9), nh−ng kh«ng ¶nh h−ëng ®Õn ho¹t ®é 
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cña Vent ADN polymerase (cét 6 vµ 7) hay cña T4 ADN polymerase (kÕt qu¶ kh«ng 
minh häa ë ®©y).  

4. Th¶o luËn 

Taq ADN polymerase lµ enzym ®−îc sö dông rÊt phæ biÕn trong c¸c thÝ nghiÖm 
PCR. Enzym ho¹t ®éng cÇn sù cã mÆt cña Mg2+ ë nång ®é 1,5-5 mM [5]. §iÒu nµy gi¶i 
thÝch v× sao EDTA, chÊt t¹o phøc cña c¸c ion kim lo¹i ®· øc chÕ ho¹t ®éng cña Taq.  
Ethidium bromide (EB) lµ chÊt t¹o liªn kÕt chÐo víi c¸c ADN sîi ®«i vµ ®−îc ph¸t hiÖn 
lµ chÊt øc chÕ ho¹t ®éng cña ADN helicase [6, 7, 8, 9]. §©y lµ c«ng tr×nh ®Çu tiªn cho 
thÊy EB øc chÕ ho¹t ®éng cña ADN polymerase. Tuy vËy, EB øc chÕ Taq ë nång ®é cao 
kho¶ng 500 lÇn so víi nång ®é øc chÕ ADN helicase II cña ng−êi [9] hay c¸c ADN 
helicase cña ®Ëu Hµ lan  [6, 7, 8]. Ph¶i ch¨ng c¬ chÕ t¸c dông cña EB lªn Taq hay c¸c 
ADN polymerase lµ hoµn toµn kh¸c víi c¸ch t¸c dông cña nã lªn ADN helicase? 

GÇn ®©y kÏm ®−îc ph¸t hiÖn lµ chÊt øc chÕ cña nhiÒu enzym kh¸c nhau, trong ®ã 
cã urease, ATPase, hÖ thèng enzym phosphoryl ho¸ ®−êng [10]. Ph¸t hiÖn kÏm lµ chÊt 
øc chÕ Taq trong nghiªn cøu nµy lµ mét bæ sung míi vÒ t¸c dông cña kÏm. §Æc biÖt ®èi 
víi Taq, nång ®é kÏm g©y øc chÕ lµ 0,05mM, thÊp h¬n ®¸ng kÓ so víi nång ®é kÏm øc 
chÕ c¸c enzym võa nªu. 

Kh¸c víi EDTA, EB hay kÏm, fluo ®−îc biÕt lµ chÊt øc chÕ ho¹t ®éng cña urease, 
enolase, catalase vµ mét sè enzym kh¸c [11] nh−ng kh«ng hÒ ¶nh h−ëng ®Õn ho¹t ®é 
cña Taq. T−¬ng tù, c¸c axit yÕu th−êng dïng trong b¶o vÖ r¨ng miÖng hay b¶o qu¶n 
thùc phÈm lµ benzoat, socbat hay mét sè chÊt kh¸ng khuÈn cã tiÒm n¨ng sö dông trong 
b¶o vÖ r¨ng nh− c¸c paraben, monocaprin ®Òu kh«ng øc chÕ Taq thËm chÝ ë nång ®é tíi 
50 mM. NÊm linh chi ®−îc xem lµ cã kh¶ n¨ng chèng ung th− cïng nhiÒu t¸c dông d−îc 
lý kh¸c [12]. KÕt qu¶ kh¶o s¸t b−íc ®Çu cña chóng t«i cho thÊy dÞch chiÕt b»ng H2O cña 
nÊm Linh chi kh«ng øc chÕ ho¹t ®éng cña Taq. C¸c nghiªn cøu gÇn ®©y cña Tomita vµ 
tËp thÓ [13] cho thÊy dÞch chiÕt n−íc ®· khö trïng cña cá ngät (Stevia rebaudiana) cã 
t¸c dông giÕt chÕt mét sè vi khuÈn Gram (-) vµ Gram (+), v× vËy ®ang høa hÑn vÒ kh¶ 
n¨ng sö dông hîp chÊt cã ho¹t tÝnh trong b¶o qu¶n thùc phÈm. Kh¶ n¨ng øc chÕ m¹nh 
ho¹t ®é cña Taq ph¶i ch¨ng cã liªn quan ®Õn tÝnh chÊt nµy? §©y lµ mét ®iÓm thó vÞ cÇn 
®−îc tiÕp tôc ®iÒu tra, ®Æc biÖt lµ viÖc lµm râ hîp chÊt nµo trong dÞch chiÕt cã t¸c dông 
øc chÕ enzym. 

MÆc dÇu Taq, Vent vµ Pfu ®Òu lµ nh÷ng ADN bÒn nhiÖt, trong ®ã Taq thuéc hä A, 
cßn Vent vµ Pfu thuéc hä B trong 5 hä ADN polymerase [5] nh−ng kh¸ng thÓ kh¸ng 
Taq l¹i øc chÕ ho¹t ®éng cña Taq vµ Pfu mµ kh«ng øc chÕ ho¹t ®éng cña Vent. KÕt qu¶ 
ph©n tÝch miÔn dÞch ban ®Çu vÒ Taq cña Lawyer vµ tËp thÓ [2] cho thÊy Taq cã nhiÒu 
epitope kh¸ng nguyªn kh¸c nhau vµ Taq ë d¹ng ®Çy ®ñ cã nhiÒu epitope h¬n lµ lo¹i ®· 
bÞ c¾t bá mét phÇn ba dÇu vÉn cßn ho¹t tÝnh tæng hîp ADN. Ph¸t hiÖn nµy cña chóng 
t«i cã thÓ lµ c¬ së ®Ó nghiªn cøu sù liªn quan gi÷a c¸c epitope kh¸ng nguyªn kh¸c nhau 
víi ho¹t tÝnh xóc t¸c cña ADN polymerase. 
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J) DÞch chiÕt NÊm linh chi 
  1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 

 

K) DÞch chiÕt l¸ cá ngät
  1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 

H)              Butylparaben
  1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 

I)             Heptylparaben
  1    2   3    4   5    6   7    8   9   

G)                 Monocaprin 
  1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 

 

  B)                               EB
   3    4    1    2    5    6    7    8 

   A)                           EDTA 
  1   2   3   4  5   6   7   8   9  10      

 

C)                          ZnSO4

 1   2   3   4   5   6   7   8   9  10     

 

  D)                            NaF 
  1  2   3    4   5   6   7   8   9  10 

 F)                       Socbat
  1    2   3    4   5    6   7   8   9   10 

  E)                      Benzoat
  1    2   3   4    5    6   7    8   9   10 

L)                  PCR
     §/C     A   B   C    K  D  E F  G H M 

H×nh 4: ¶nh h−ëng cña c¸c hîp chÊt øc chÕ enzym vµ kh¸ng khuÈn  lªn ho¹t ®é sinh  
tæng hîp ADN cña Taq Víi tÊt c¶ c¸c h×nh trõ L, ký hiÖu c¸c cét gel tõ 1-4 lµ nh− nhau,  

trong ®ã1:  Måi (P) 32 nt, 2: Khu«n (T) 60 nt, 3: Phøc hîp T-P, 4: Phøc hîp T-P víi T  
®· ®−îc kÐo dµi b»ng T nhê Taq. 

 A (EDTA): cét 5-10 t−¬ng øng víi 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2,5mM, 5 mM vµ 12,5 mM. B  
(ethidium bromide): c¸c cét tõ 5-8 t−¬ng øng víi 0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM vµ 0,5 mM. C (ZnSO4): c¸c 
cét tõ 5-10 t−¬ng øng víi 0,01 mM, 0,02 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,25mM vµ 0,5 mM. D (NaF): c¸c cét tõ 5-
10 t−¬ng øng víi 1,25 mM, 2,5 mM, 5 mM, 12,5 mM, 25 mM vµ 50 mM.  E (benzoat) vµ F (socbat): c¸c cét 
tõ 5-10 t−¬ng øng víi 5 mM, 12,5 mM, 25 mM, 50 mM vµ 100 mM.  G (monocaprin), H (butylparaben) vµ I 
(hetylparaben): c¸c cét tõ 5-10 t−¬ng øng víi 2 mM, 5 mM, 10 mM, 25 mM, vµ 50 mM.  J (dÞch chiÕt nÊm 
linh chi) vµ K (dÞch chiÕt cá ngät): c¸c cét tõ 5-10 t−¬ng øng víi 0,05%, 0,1%, 0,4%, 0,8%, 1,6% vµ 2,5%.  

            L: ¶nh h−ëng cña c¸c hîp chÊt kh¸c nhau lªn ho¹t ®é sinh tæng hîp ADN cña Taq trong PCR. 
§/c: mÉu ®èi chøng, M: thang chuÈn 1 kb, ký hiÖu c¸c ch÷ c¸i trªn c¸c cét gel cßn l¹i ®−îc lÊy tõ tªn 
hîp chÊt ghi ë c¸c h×nh 4A ®Õn 4H. 
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Additional characterization of Taq DNA polymerase 

Phan Tuan Nghia, Nguyen Thi Hong Loan, Ngo Thu Huong and Le Ha Mi  

Faculty of Biology, College of Science 
 

Recombinant Taq DNA polymerase has been purified to apparent homogeneity by 
a three step procudure: heat treatment of the cell extract at 70oC for 15 min, followed 
by chromatography on DE-52 cellulose and Heparin-Sepharose columns. The obtained 
enzyme preparation showed to have a single protein band of 94 kDa on SDS-PAGE and 
DNA polymerase activity. The protein was used to raise the polyclonal antibodies in 
mice. The obtained antibodies reacted specifically with the purified Taq DNA 
polymerase and with the enzyme in crude cell extract as well.  

Using PCR technique and an assay mixture with a 60 mer oligonucleoitde as a 
template and a 32 mer oligonucleotide as primer which was complementary to the 
template to form a template and primer complex for assessment of DNA synthesizing 
activity, we found that ethidium bromide, EDTA, zinc sulphate at submilimolar 
concentrations and the water extract of Stevia rebaudiana leaves were inhibitory for 
the activity of Taq DNA polymerase, whereas monocaprin (monoglycerol ester of capric 
acid), butyl paraben, hetyl paraben, benzoate, sorbate and fluoride even at a 
concentration of 50 mM did not inhibit the enzyme. The polyclonal antibodies against 
Taq DNA polymerase inhibited the activities of the Taq DNA polymerase as well as Pfu 
DNA polymerase but had no effect on Vent DNA polymerase or T4 DNA polymerase. 


