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Nghiªn cøu C¸c chÊt øc chÕ tripxin (ti)  
vµ kimotripxin (KI) cña H¹t thanh long  
(HYLOCEREUS UNDATUS (Haw.) Britton & Rose) 

 
Hoµng Thu Hµ, Ph¹m ThÞ Tr©n Ch©u 

Trung t©m C«ng nghÖ Sinh häc, §¹i häc quèc gia Hµ Néi 

 

1. Më ®Çu 

C©y thanh long ®−îc trång phæ biÕn ë n−íc ta còng nh− c¸c n−íc §«ng Nam ¸ 
kh¸c. Qña thanh long cã t¸c dông gi¶i nhiÖt, lîi tiÓu, nhuËn trµng [2]. PhÇn ¨n ®−îc 
cña qu¶ chøa 82 – 83% n−íc, giÇu vitamin C vµ mét sè vitamin nhãm B [5]. C«ng bè 
cña Perez 2005 [6] cho biÕt nhiÒu bé phËn cña c©y thanh long trong ®ã cã qu¶ cßn cã t¸c 
dông lµm liÒn vÕt th−¬ng ë ng−êi bÞ tiÓu ®−êng. Theo nhiÒu t¸c gi¶, c¸c chÊt øc chÕ 
proteinaz cã thÓ cã nhiÒu triÓn väng sö dông lµm thuèc ch÷a nhiÒu bÖnh trong ®ã cã c¸c 
bÖnh liªn quan ®Õn vÕt th−¬ng phÇn mÒm. Tuy nhiªn ch−a cã c«ng bè nµo vÒ c¸c chÊt 
øc chÕ proteinaz cña lo¹i qu¶ quÝ gi¸ nµy. PhÇn ¨n ®−îc cña qu¶ bao gåm nhiÒu h¹t rÊt 
nhá xen lÉn víi thÞt qu¶, rÊt khã t¸ch riªng, cã lÏ v× vËy ch−a cã c¸c nghiªn cøu ph©n 
tÝch riªng vÒ h¹t thanh long. §Ó t×m hiÓu kü h¬n vÒ c¸c ho¹t chÊt cña qu¶ thanh long, 
chóng t«i tiÕn hµnh t¸ch riªng h¹t khái thÞt qu¶ vµ nghiªn cøu ®iÒu tra s¬ bé c¸c chÊt 
øc chÕ proteinaz cña h¹t.  

2. Nguyªn liÖu vµ Ph−¬ng ph¸p 

- Qu¶ thanh long chÝn t¸ch h¹t, hong kh« ë nhiÖt ®é b×nh th−êng, b¶o qu¶n trong 
tñ l¹nh, dïng cho c¸c lÇn ph©n tÝch kh¸c nhau.  

- X¸c ®Þnh hµm l−îng chÊt kh« tuyÖt ®èi b»ng c©n Scaltex. 

- X¸c ®Þnh protein theo ph−¬ng ph¸p Bradford [1]  

- X¸c ®Þnh ho¹t ®é proteinaz: b»ng ph−¬ng ph¸p khuÕch t¸n trªn ®Üa th¹ch (®iÒu 
tra s¬ bé) vµ ph−¬ng ph¸p Anson c¶i tiÕn [7] víi c¬ chÊt cazein.  

- X¸c ®Þnh ho¹t ®é øc chÕ tripxin (TIA), kimotripxin (KIA) còng thùc hiªn theo 
hai ph−¬ng ph¸p trªn nh−ng enzim ®−îc ñ víi dung dÞch nghiªn cøu trong 10 phót ë 

nhiÖt ®é phßng tr−íc khi x¸c ®Þnh ho¹t ®é nh− ®· m« t¶ tr−íc ®©y [3].   

__________________________________ 
C«ng tr×nh ®−îc hç trî vÒ kinh phÝ cña Ch−¬ng tr×nh NCCB, ®Ò tµi 621306.   

     Ch÷ viÕt t¾t: DC: dÞch chiÕt; DCTL: dÞch chiÕt h¹t thanh long; §1: ®Ønh 1; §2: ®Ønh 2; H§R: ho¹t ®é riªng; KI: chÊt øc chÕ 
kimotripxin; KIA: ho¹t ®é øc chÕ kimotripxin;  LC: dÞch lªn cét; PA: ho¹t ®é proteinaz; PAGE: ®iÖn di trªn gel 
poliacrylamit ; TL: thanh long; TI: chÊt øc chÕ tripxin; TIA: ho¹t ®é øc chÕ tripxin; Rm: ®é di ®éng.  
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- §iÖn di protein theo ph−¬ng ph¸p Laemmli [4], gel 12,5%.   

- §iÖn di ®Ó ph¸t hiÖn trùc tiÕp proteinaz, c¸c chÊt øc chÕ proteinaz: gel 12,5% 
®ång trïng hîp víi  casein, nång ®é casein trong gel 0,1%, ®iÖn di kh«ng cã SDS, kh«ng 
cã chÊt khö, mÉu kh«ng xö lý nhiÖt.  

3. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

KÕt qu¶ ph©n tÝch s¬ bé qu¶ thanh long cho thÊy 

Protein  (mg) Träng l−îng 
qu¶ (kg) 

PhÇn ¨n ®−îc 
(gam) 

DÞch thu ®−îc 
(ml) 

Träng l−îng h¹t 
(gam) s-fj h¹t 

1 670 470(a) 10,8 328,3 301,4 

(a) dÞch Ðp nhËn ®−îc tõ phÇn thÞt qu¶ (670g) ®· bá h¹t (viÕt t¾t lµ s-fj) 

KÕt qu¶ trªn cho thÊy h¹t chØ chiÕm kho¶ng 1,6% träng l−îng phÇn ¨n ®−îc cña 
qu¶ nh−ng protein cña h¹t ®¹t kho¶ng gÇn 92% protein cña s-fj. Ngoµi ra, khi ph©n 
tÝch dÞch Ðp thÞt qu¶ còng kh«ng ph¸t hiÖn ®−îc proteinaz, ho¹t ®é øc chÕ tripxin (TIA) 
còng nh− ho¹t ®é øc chÕ kimotripxin (KIA). V×  vËy, chóng t«i chØ tiÕn hµnh nghiªn cøu 
víi h¹t thanh long.  

3.1. Hµm l−îng protein, ho¹t ®é øc chÕ trypxin (TIA) vµ kimotripxin (KIA) 
cña  h¹t thanh long chiÕt  b»ng c¸c dung dÞch ®Öm kh¸c nhau 

§Ó lùa chän dung dÞch chiÕt c¸c chÊt øc chÕ trypxin (TI), kimotripxin (KI), chóng 

t«i ®· sö dông 4 lo¹i dung dÞch kh¸c nhau ®Ó chiÕt rót. KÕt qu¶ trªn b¶ng 1 cho thÊy 

khi sö dông n−íc Mili Q hay dung dÞch axit  axetic 0,005 M, TIA tæng sè còng nh−  KIA 
tæng sè trong c¸c dÞch chiÕt nµy ®Òu cao h¬n khi sö dông c¸c dung dÞch kh¸c. Dung dÞch 

®Öm Sorensen chiÕt rót ®−îc nhiÒu protein nhÊt, nh−ng TIA, KIA ®Òu thÊp h¬n so víi 

dÞch chiÕt b»ng n−íc hay b»ng axit axetic. Do ®ã, ho¹t ®é riªng cña dÞch chiÕt b»ng ®Öm 

Sorensen thÊp h¬n khi sö dông  c¸c dung dÞch kh¸c. V× vËy, ®Ó tinh s¹ch TI hoÆc KI 
cña h¹t thanh long cã thÓ dïng n−íc Mili Q hoÆc dung dÞch a. axetic 0,005M. 

B¶ng 1. So s¸nh c¸c lo¹i dung dÞch kh¸c nhau dïng ®Ó chiÕt TI vµ KI tõ h¹t thanh long 

TIA KIA 

STT 
Dung dÞch dïng ®Ó 

chiÕt rót 

Protein 
(mg/100 
gam h¹t) 

Ho¹t ®é tæng 
sè (IU/100g 

h¹t) 

H§R 
mIU/mg 
protein 

Ho¹t ®é tæng 
sè (IU/100g 

h¹t) 

H§R 
mIU/mg 
protein 

1 N−íc Mili Q 2831 872,6 237,10 227,9 80,51 

2 
§Öm Sorensen 1/15M 
pH 6,5 

4290 695,8 162,19 255,9 59,65 

3 
§Öm  natri axetat 
0,02M pH 4,5 

2925 626,2 214,10 188,9 64,58 

4 Axit axetic 0,005M 3315 872,6 202,48 238,9 72,05 
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Theo kÕt qu¶ nghiªn cøu cña chóng t«i, hµm l−îng chÊt kh« cña h¹t thanh long lµ 
91% do ®ã, nÕu tÝnh hµm l−îng protein trªn chÊt kh« sÏ b»ng 3,1%. 

3.2. So s¸nh phæ ®iÖn di protein cña 4 lo¹i dÞch chiÕt   

   

H×nh 1. Phæ ®iÖn di protein h¹t thanh long (TL) 

trong c¸c dung dÞch chiÕt kh¸c nhau 

 

1. N−íc Mili Q 

2. Dung dÞch ®Öm Sorensen 1/15M pH 6,5 

3. Dung dÞch ®Öm Natri axetat 0,02M pH 4,5 

4. Dung dÞch axit axetic 0,005M 

(ghi chó nµy dïng cho c¶ h×nh 2 vµ 3) 

 

H×nh 2. Phæ ®iÖn di PA cña h¹t TL trong  
        4 dung dÞch chiÕt kh¸c nhau 

 
 

H×nh 3. Phæ ®iÖn di TIA cña h¹t TL trong  
        4 dung dÞch chiÕt kh¸c nhau 

§Ó so s¸nh tiÕp kh¶ n¨ng chiÕt rót protein cña c¸c dung dÞch trªn, ®· tiÕn hµnh 
®iÖn di protein cã trong 4 lo¹i dung dÞch trªn. KÕt qu¶ trªn h×nh 1 cho thÊy phæ ®iÖn di 
protein cña c¸c dung dÞch t−¬ng tù nhau. 

3.3. So s¸nh phæ ®iÖn di  PA, TI, KI cña 4 lo¹i dÞch chiÕt 

Sö dông ph−¬ng ph¸p ®iÖn di trªn gel polyacrilamit 12,5% ®ång trïng hîp víi c¬ 
chÊt cazein 0,1% lµ ph−¬ng ph¸p nh¹y, cho phÐp ph¸t hiÖn trùc tiÕp proteinaz, c¸c chÊt 
øc chÕ proteinaz tõ dÞch chiÕt nguyªn liÖu mµ kh«ng cÇn ph¶i tinh s¹ch. Sau khi ®iÖn 
di, gi÷ gel trong ®iÒu kiÖn thÝch hîp, ë vÞ trÝ cã proteinaz, casein trong gel sÏ bÞ ph©n 
gi¶i, gel kh«ng b¾t mÇu khi nhuém víi Coomasie Blue, t¹o thµnh nh÷ng b¨ng s¸ng trªn 
nÒn gel mÇu ®Ëm. KÕt qu¶ trªn h×nh 2 cho thÊy tÊt c¶ 4 lo¹i dÞch chiÕt ®Òu cã mét b¨ng 
s¸ng, chøng tá h¹t thanh long cã proteinaz.  

4         3         2          1 

4          3          2         1     4            3         2           1 

0,55 

PA 

TI 

Rm 

TI 

0,88 
0,94 
0,97 
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§iÖn di c¸c TI cã trong dÞch chiÕt (h×nh 3) ®· ph¸t hiÖn ®−îc 2 b¨ng TI (b¨ng mµu 
®Ëm h¬n nÒn gel): b¨ng chÝnh cã ®é di ®éng (Rm) ≈ 0,97, b¨ng nhá cã Rm  ≈ 0,53. §iÒu 
nµy chøng tá phÇn lín c¸c TI cña h¹t thanh long cã thÓ cã tÝnh axit vµ cã khèi l−îng 
ph©n tö thÊp. KÕt qu¶ ®iÖn di song song víi c¸c protein chuÈn (kh«ng tr×nh bµy ë ®©y) 
cho thÊy b¨ng TI/KI chÝnh cã khèi l−îng ph©n tö thÊp h¬n 14,4 kD. 

§iÖn di KI còng nhËn ®−îc phæ ®iÖn di t−¬ng tù víi phæ ®iÖn di TI. 

Tõ c¸c kÕt qu¶ trªn, trong c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo chóng t«i ®· sö dông n−íc 
Mili Q ®Ó chiÕt rót TI vµ KI cña h¹t thanh long, võa ®¬n gi¶n vµ rÎ tiÒn.    

3.4. S¾c ký qua cét Sephadex G-25 

§Ó s¬ bé t¸ch tõng phÇn c¸c protein cña dÞch chiÕt, ®· tiÕn hµnh s¾c ký qua cét  
Sephadex G-25. C©n b»ng cét vµ chiÕt rót protein b»ng dung dÞch axit axetic 0,005M, 

pH 4,5. X¸c ®Þnh protein trong c¸c ph©n ®o¹n thu ®−îc b»ng ph−¬ng ph¸p Bradford, 

nhËn ®−îc 2 ®Ønh protein (h×nh 4), ký hiÖu lµ §1 vµ §2 theo thø tù ®−îc rót xuèng cét.  

 

0
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0.3
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1 3 5 7 911131517192123252729
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H×nh 4.  S¾c ký mÉu TL qua cét Sephadex G-25 

KÝch th−íc cña cét: 1,2x55cm ; vËn tèc 17ml/h ;  thÓ tÝch mçi ph©n ®o¹n 1ml 
♦protein: OD595nm (x¸c ®Þnh theo Bradford) 

 

§1 lµ ®Ønh chÝnh (b¶ng 2), cã thÓ tÝch rót lµ 38ml (t−¬ng ®−¬ng Ve cña 
ribonucleaz); Ve cña §2 lµ 54ml (tr−íc muèi 11ml). Nh− vËy §2 cã thÓ lµ c¸c 

protein/polypeptit cã khèi l−îng ph©n tö thÊp h¬n §1. KÕt qu¶ trªn b¶ng 2 cho thÊy 

TIA cña §1 gÊp h¬n 3 lÇn TIA cña §2. Tuy nhiªn, tæng TIA cña c¶  2 ®Ønh §1 vµ §2  

§1 

§2 

           ThÓ tÝch rót (ml) kh«ng kÓ 20ml ban ®Çu    
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TIA 
(0,97) 

còng chØ b»ng 73,1% TIA cña dÞch lªn cét, do ®ã ho¹t ®é riªng cña c¶ 2 ®Ønh §1 vµ §2 
®Òu bÞ gi¶m so víi dÞch lªn cét. Ph¶i ch¨ng TI cña h¹t thanh long kh«ng bÒn ? Ho¹t ®é 

øc chÕ kimotripxin l¹i kh«ng bÞ gi¶m vµ tËp trung ë §1: KIA cña §1 chiÕm ®Õn 98% 
KIA cña dÞch lªn cét, gÊp kho¶ng 10,8 lÇn KIA cña  §2; ho¹t ®é riªng cña ®Ønh nµy t¨ng 

lªn gÇn 1,6 lÇn so víi dÞch lªn cét.  Nh− vËy, ®Ó tinh s¹ch KI tõ h¹t thanh long chØ cÇn 
thu §1.  

§iÖn di protein cña ®Ønh 1 vµ ®Ønh 2 cho thÊy b¨ng protein cã Rm=0,97 chiÕm tØ 
lÖ lín  (h×nh 5). §iÖn di TI (h×nh 6) chøng tá b¨ng protein víi Rm = 0,97 cã ho¹t tÝnh øc 

chÕ tripxin. §iÖn di KI (h×nh 7) ®· ph¸t hiÖn ®−îc §1 vµ §2 ®Òu cã b¨ng KI víi  
Rm = 0,97, ngoµi b¨ng nµy, §2 cßn cã thªm  1 b¨ng KI nhá  víi Rm =0,53, gièng víi DC 

lªn cét (cét 1, h×nh 7). 

 
B¶ng 2. Tãm t¾t kÕt qu¶ s¾c ký dÞch chiÕt h¹t thanh long qua cét Sephadex G-25 

 
Protein TIA KIA  

 
MÉu 

mg % mIU % H§R 
mIU/mg 
protein 

Sè lÇn  
tinh s¹ch 

mIU % H§R 
mIU/mg 
protein 

Sè lÇn tinh 
s¹ch 

DÞch chiÕt h¹t 
TL ®· c« ®Æc 

81,60 100 20 592 100 252,35 1 3 488 100 42,74 1 

Sau qua cét 
Sephadex 

G25 

 §Ønh 1 

 

 
51,00 

 

 
62,5 

  

 
11 494 

 

 
55,8 

 

 
225,37 

 

 
0,893 

 

 
3 425 

 

 
98,2 

 

 
67,15 

 

 
1,57 

§Ønh 2 30,30 37,5 3 577 17,3 116,89 0,463   316 9,0 10,33 0,24 

 
 

 

 
 

 

H×nh 5. Phæ ®iÖn di protein cña DCTL 
qua cét G25 

          1. DC lªn cét ; 2. §1 ; 3. §2 ;   

          4. DC lªn cét pha lo·ng  

H×nh 6. Phæ ®iÖn di TIA cña DCTL qua cét G25 
                  1. DC lªn cét ; 2. §1 ; 3. §2 ;   

                  4. DC lªn cét pha lo·ng 

 1         2         3         4    

0,94 

0,97 

 1            2             3           4    
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                                                             Rm  

  
 

H×nh 7. Phæ ®iÖn di KIA cña DCTL qua cét G25 
1. LC  ;  2. §1  ;  3. §2 

 

 
H×nh 8.  §1 DCTL qua cét G25 øc chÕ sinh  

tr−ëng cña Pseudomonas aeruginosa 

KÕt qu¶ kiÓm tra ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn (h×nh 8) cho thÊy: ngoµi ho¹t tÝnh øc chÕ 

tripxin, kimotripxin, §1 cßn cã t¸c dông øc chÕ sinh tr−ëng cña Pseudomonas 

aeruginosa ph©n lËp tõ mñ vÕt th−¬ng báng cña bÖnh nh©n. 

4. KÕt luËn 

- Hµm l−îng protein hßa tan cña h¹t thanh long vµo kho¶ng 3% chÊt kh« cña h¹t. 

- H¹t thanh long cã proteinaz vµ c¸c chÊt øc chÕ tripxin(TI), kimotripxin (KI). §Ó 

chiÕt rót TI, KI tõ h¹t thanh long vµ tiÕp tôc tinh s¹ch, nªn dïng dung dÞch axit axetic 

0,005M hoÆc n−íc MiliQ.  

- Phæ ®iÖn di TI, KI cña dÞch chiÕt tõ h¹t thanh long kh¸ gièng nhau vÒ sè b¨ng, 

®é di ®éng còng nh− tØ lÖ gi÷a c¸c b¨ng: cã 2 b¨ng TI/KI, b¨ng chÝnh cã ®é di ®éng 

nhanh h¬n víi Rm = 0,97; b¨ng phô cã ®é di ®éng vµo kho¶ng 0,53. 

- S¾c ký qua cét Sephadex G-25 nhËn ®−îc 2 ®Ønh protein (x¸c ®Þnh theo 

Bradford), ®Ønh 1 (§1) lµ ®Ønh chÝnh, cã TIA gÊp h¬n 3 lÇn vµ KIA gÊp kho¶ng 10,6 lÇn 

ë ®Ønh 2 (§2). 

- §1 cßn cã ho¹t tÝnh øc chÕ sinh tr−ëng cña Pseudomonas aeruginosa ph©n lËp tõ 

mñ vÕt th−¬ng báng cña bÖnh nh©n.    

   1            2           3         

KIA 
(0,97) 

KIA 
(0,53) 
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      STUDY ON TRYPSIN INHIBITOR (TI) AND CHYMOTRYPSIN 
iNHIBITOR (KI) FROM SEEDS OF BLUE DRAGON (HYLOCEREUS 

UNDATUS (Haw.) Britton &&&& Rose) 
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Center for Biotechnology, Vietnam National University, Hanoi      

 

Blue dragon (or strawberry pear) plants have been widely planted in Viet Nam 
and other countries of South East Asian region. Their fruit juice has been enjoyed as a 

cool drink. Moreover, the wound healing properties of fruit pulp have also been found 
recently. Hence, it is worthy to investigate biochemical components of this fruits. In 

this work, we focused on trypsin and chymotrypsin inhibitors of seeds separated from 
edible portion of fruits. 
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The obtained results indicated that soluble proteins content of the seeds was 
around 3% of dry substances of seeds. By using several methods documented that H. 

undatus seeds containing proteinase, trypsin inhibitors and chymotrypsin inhibitors, 

which could be extracted by either Mili Q water, or acetic acid 0,005M, Sorensen buffer 

pH 6.5, natri acetate buffer pH 4.5. The total and specific inhibitory activity in the first 
two extract solutions were higher than those of the later ones. However, the 

electrophoretic patterns of protein, PA, TI and KI from these 4 seed extracts were 

rather similar: one PA band and two inhibitor bands on polyacrylamide gel 

copolymerized with casein were detected. The mobility (Rm) of the major TI/KI band 
was around 0.97 and that of the minor TI/KI was around 0.53. 

By fractionating seed aqueous extract on Sephadex G-25 column, two protein 
peaks were obtained, designated as D1 and D2. Both of them exhibited inhibitory 

activity against trypsin (TIA) and chymotrypsin (KIA). Moreover, inhibitory activity 

concentrated on peak 1: TIA and KIA of D1 were higher than those of D2 three- and 

tenfold, respectively. It is interested that D1 also inhibited growth of Pseudomonas 

aeruginosa isolated from pus of patient’s infected burn wound. 


