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TÓM TẮT 
Vi khuẩn lactic đã có nhiều ứng dụng trong công nghiệp chế biến và bảo quản thực phẩm. Vai 

trò chính của vi khuẩn lactic trong quá trình lên men là tạo ra axit để hình thành cấu trúc và hương vị 
cho sản phẩm và ở pH thấp có thể ức chế sự phát triển của một số loài vi sinh vật gây bệnh. Bài báo 
này đã xác định tên khoa học đến loài của chủng vi khuẩn lactic (DH5.8) có khả năng sinh axit cao 
được phân lập từ nem chua Thanh Hóa bằng phương pháp phân tích trình tự gen pheS. Trình tự gen 
pheS của chủng này được so sánh với các loài trong ngân hàng gen BCCM/LMG của Trường Đại học 
Ghent (Ghent, Bỉ) và Ngân hàng trình tự nucleotit quốc tế (EMBL). Tên loài của chủng DH5.8 đã được 
xác định là Lactobacillus acidipiscis. Những thông tin trong nghiên cứu này có thể sử dụng trong 
công tác tạo giống khởi động cho thực phẩm lên men. 

Từ khóa: Định tên loài, gen pheS, nem chua, vi khuẩn lactic.  

SUMMARY 
Lactic acid bacteria (LAB) are utilized in the production and preservation of various fermented 

foods. They produce organic acids that make flavor and antimicrobial activity of products. The 
objective of this study was to identify species of DH5.8 strain that could produced high acid, isolated 
from Thanh Hoa Nem chua by pheS gene sequencing analysis. Sequencing of this strain was 
compared to the known sequence database in EMBL and BCCM/LMG collection of Gent University, 
Belgium. The result showed that DH5.8 belongs to Lactobacillus acidipiscis. The information of this 
study may be useful for making starter culture for fermented food. 

Key words: Identification, lactic acid bacteria, nem chua, pheS gene sequence.  

1. §ÆT VÊN §Ò 
Vi khuÈn lactic ®−îc sö dông kh«ng chØ 

®Ó chÕ biÕn ra nhiÒu lo¹i thùc phÈm lªn men 
truyÒn thèng mμ cßn ®ãng vai trß chñ ®¹o 
trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt nhiÒu lo¹i thùc 
phÈm ë quy m« c«ng nghiÖp nh− s÷a chua, 

xóc xÝch (Drosinos vμ cs., 2005). Sù gi¶m pH 
trong qu¸ tr×nh lªn men ¶nh h−ëng ®Õn tÝnh 
chÊt c¶m quan cña s¶n phÈm: t¹o h−¬ng 
th¬m, ®Æc tÝnh axÝt vμ ®Æc biÖt cÊu tróc cña 
s¶n phÈm. Ngoμi ra, sù gi¶m gi¸ trÞ pH dÉn 
®Õn sù øc chÕ sinh tr−ëng cña mét sè loμi vi 
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sinh vËt g©y bÖnh (Leroy vμ cs., 2006; 
Rantsiou vμ Cocolin, 2008) vμ lμm gi¶m kh¶ 
n¨ng hßa tan cña protein, thóc ®Èy kh¶ n¨ng 
t¹o gel (Rantsiou vμ Cocolin, 2008). V× vËy 
ngμy cμng cã nhiÒu nghiªn cøu vÒ vi khuÈn 
lactic, ®Æc biÖt lμ kh¶ n¨ng sinh acid cña 
chóng (Nguyen vμ cs., 2010). Tr−íc ®©y, viÖc 
ph©n lo¹i vi sinh vËt th−êng theo c¸c ph−¬ng 
ph¸p truyÒn thèng dùa vμo c¸c ®Æc tÝnh h×nh 
th¸i, sinh lý vμ hãa sinh (Nguyen vμ cs., 
2010). C¸c ®Æc tr−ng nμy ®«i khi còng béc lé 
nh÷ng h¹n chÕ dÉn ®Õn nhiÒu tr−êng hîp 
ph¶i x¸c ®Þnh l¹i tªn ph©n lo¹i cña mét sè vi 
sinh vËt. Tõ nh÷ng h¹n chÕ trªn cïng víi 
nh÷ng tiÕn bé trong sinh häc ph©n tö ®· më 
ra kh¶ n¨ng øng dông h÷u hiÖu c¸c ph−¬ng 
ph¸p sinh häc ph©n tö vμo trong ph©n lo¹i 
häc vμ nghiªn cøu ®a d¹ng vi sinh vËt. NÕu 
nh− c¸c ph−¬ng ph¸p truyÒn thèng chØ cã thÓ 
®Þnh tªn nh÷ng ®èi t−îng vi sinh vËt nu«i 
cÊy ®−îc th× ph−¬ng ph¸p sinh häc ph©n tö 
cã thÓ ¸p dông ®èi víi c¶ nh÷ng vi sinh vËt 
nu«i cÊy ®−îc vμ nh÷ng vi sinh vËt kh«ng 
nu«i cÊy ®−îc hoÆc khã nu«i cÊy trªn m«i 
tr−êng nh©n t¹o (Leisner vμ cs., 1999; 
Rantsiou vμ cs., 2005; Van Hoorde vμ cs., 
2008). §Æc biÖt, ®èi víi vi khuÈn lactic lμ 
mét nhãm cã rÊt nhiÒu chi (genus) vμ thËm 
chÝ trong mét chi còng cã sù ®a d¹ng rÊt lín 
vÒ loμi nªn th−êng gÆp khã kh¨n khi sö 
dông ph−¬ng ph¸p truyÒn thèng ®Ó x¸c ®Þnh 
chóng ngay c¶ ë møc chi (Schleifer vμ cs., 
1995). V× vËy, viÖc øng dông kü thuËt sinh 
häc ph©n tö dùa trªn ph©n tÝch d÷ liÖu tr×nh 
tù gen pheS ®Ó x¸c ®Þnh chñng vi khuÈn 
lactic DH5.8 sinh acid cao tõ nem chua lμ 
mét viÖc cÇn thiÕt. Trong thêi gian gÇn ®©y, 
mét ®o¹n gen pheS ng¾n rÊt ®−îc quan t©m 
®Ó x¸c ®Þnh mèi quan hÖ ph¸t sinh loμi 
(Naser vμ cs., 2007). Gen pheS m· ho¸ cho 
protein phenylalanyl – tRNA synthase. §©y 
lμ protein ®ãng vai trß nh− enzyme cã t¸c 
dông xóc t¸c cho viÖc chuyÓn phenylalanine 
®Õn tRNA ®Ó tham gia vμo qu¸ tr×nh sinh 
tæng hîp protein (Naser vμ cs., 2005). NhiÒu 
nghiªn cøu cho thÊy, viÖc sö dông ®o¹n gen 

ng¾n m· hãa cho mét protein nμo ®ã nh− 
mét dông cô h÷u hiÖu ®Ó x¸c ®Þnh c¸c loμi 
tèt h¬n lμ sö dông gen ribosomal v× chóng 
cho tû lÖ kh¸c nhau lín vμ gióp ph©n biÖt râ 
c¸c loμi gÇn nhau trong nhãm vi khuÈn lactic 
(De Bruyne vμ cs., 2008; Scheirlinck vμ cs., 
2007). S¶n phÈm PCR lμ mét ®o¹n gen dμi 
450 base pair (Naser vμ cs., 2005), lμ c«ng cô 
rÊt cã gi¸ trÞ trong ph©n tÝch nguån gèc ph¸t 
sinh loμi cña c¸c chñng. Nghiªn cøu nμy ®· 
sö dông gen pheS ®Ó ®Þnh tªn loμi cña vi 
khuÈn sinh acid cao ®−îc ph©n lËp tõ nem 
chua Thanh Hãa. 

2. VËT LIÖU Vμ PH¦¥NG PH¸P 
      NGHI£N CøU 

2.1. VËt liÖu nghiªn cøu  

Chñng vi khuÈn lactic sinh acid cao ®−îc 
ph©n lËp tõ mÉu nem chua Thanh Hãa, ®−îc 
kÝ hiÖu lμ DH5.8 vμ trong ng©n hμng gièng 
vi sinh vËt cña Tr−êng §¹i häc Ghent (BØ) 
chñng nμy ®−îc m· hãa lμ R-42587. Chóng 
thuéc gram (+), tÕ bμo h×nh cÇu, kh«ng cã 
ho¹t tÝnh catalase, cã ho¹t tÝnh sinh tæng 
hîp acid cao (cã ho¹t tÝnh vßng ph©n gi¶i 
CaCO3 sau 48 giê nu«i cÊy  lμ 5 mm).  

2.2. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu  

2.2.1. T¸ch chiÕt DNA  

Chñng DH5.8 ®−îc nu«i cÊy trong m«i 
tr−êng MRS agar (Oxoid) ë 30oC trong 24 
giê. DNA genomic cña chñng ®−îc t¸ch chiÕt 
theo ph−¬ng ph¸p cña  Gevers vμ cs. (2001). 
Sau khi nu«i cÊy ®−îc 24 giê, sinh khèi tÕ 
bμo ®−îc chuyÓn vμo èng eppendorf vμ ®−îc 
röa víi 800 μl TES. Ly t©m 10 phót tèc ®é 
5000 vßng trong 1 phót ë 4oC. Lo¹i bá phÇn 
dung dÞch, thu sinh khèi tÕ bμo vμ b¶o qu¶n 
trong tñ l¹nh - 20oC (tèi thiÓu 1 giê - tèi ®a 1 
tuÇn). TiÕp theo, tiÕn hμnh t¸ch chiÕt DNA 
theo c¸c b−íc sau: 

- Röa tÕ bμo (lμm tan b¨ng, víi 400 μl 
TES, sau ®ã ly t©m 5 phót tèc ®é 1000 vßng 
trong 1 phót ë 4oC vμ lo¹i bá phÇn dung dÞch). 
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- Ph¸ vì tÕ bμo (cho 300 μl STET vμo 
eppendorf cã chøa sinh khèi tÕ bμo, thªm 75 μl 
lysozyme – mutanolysine, ®Ó ë nhiÖt ®é 37oC 
trong 60 phót, sau ®ã cho 40 μl SDS 20% Êm 
ë 37oC vμ thªm 10 mg c¸t tr¾ng, råi l¾c 
m¹nh 60 gi©y vμ gi÷ ë 37oC trong 10 phót,  
tiÕp tôc gi÷ ë 65oC trong 10 phót). 

- Tinh s¹ch DNA: thªm 100 μl dung dÞch 
®Öm TE vμ cho 515 μl hçn hîp dung dÞch 
phenol: chloroform: isoalmylalcohol theo tû 
lÖ 24:24:1, sau ®ã ly t©m 5 phót tèc ®é 13.000 
vßng trong 1 phót ë 4oC, chuyÓn phÇn dÞch 
næi sang èng eppendorf míi. 

- KÕt tña DNA: cho 70 μl NaCl 5M vμ 1 
ml isopropanol l¹nh, ®¶o ng−îc eppendorf 1-
2 lÇn ®Ó tña DNA, ly t©m 30 phót tèc ®é 
13.000 vßng trong 1 phót ë 4oC råi ®æ bá dÞch 
næi mét c¸ch nhÑ nhμng 

- Röa vμ lμm kh« DNA: cho 500 μl 
ethanol 70% l¹nh vμ ly t©m 5 phót víi tèc ®é 
13.000 vßng trong 1 phót ë 4oC, ®æ bá dÞch 
næi mét c¸ch nhÑ nhμng, råi lμm kh« trªn 
giÊy thÊm, ®Ó kh« tù nhiªn trong kh«ng khÝ 
kho¶ng 20 phót, sau ®ã thªm 100 μl - 150 μl 
dung dÞch TE, tiÕp ®Õn b¶o qu¶n DNA ë - 20oC. 
Ngμy tiÕp theo cho thªm 1,5 μl RNAase 10 
mg/ml vμ ñ ë 37oC trong 1 giê. 

- ChÊt l−îng vμ ®é tinh s¹ch DNA ®−îc 
kiÓm tra b»ng c¸ch ®o quang phæ ë b−íc 
sãng 234, 260 vμ 280 nm (SpectraMax 
Plus384, Molecular Devices, California, 
USA) vμ ®iÖn di trªn  gel 1% w/v agarose 
trong 45 phót ë ®iÖn thÕ 75V cña 5 μL DNA 
trén víi 2 μL loading dye (4 g sucrose vμ  
2,5 mg bromophenol blue hßa tan trong 6 
mL ®Öm TE). Marker ®−îc sö dông lμ 
SmartLadder, Eurogentec, Searing cña BØ.    

2.2.2. Ph¶n øng PCR  

Måi PheS-21-F (5′-C A Y C C N G C H C 
G Y G A Y A T G C -3′) vμ PheS - 22 - R (5′-C 
CWARVCCRAARGCAAARCC -3′) ®−îc dïng 
®Ó nh©n lªn ®o¹n gen pheS (De Bruyne vμ 
cs., 2008; Naser vμ cs., 2005). Ph¶n øng ®−îc 
tiÕn hμnh víi DNA pha lo·ng (OD = 1). ThÓ 
tÝch PCR cña 50 μl gåm 5 μl cña 10x PCR 

buffer (15 mM MgCl2), 5 μl deoxynucleoside 
triphosphates (2 mM cña mçi lo¹i dNTP), 0,5 μL 
cña mçi måi (50 μM), 1 μL Taq polymerase 
(1U l-1), 37 μL n−íc cÊt vμ 1 μl dung dÞch 
DNA. Ph¶n øng PCR ®−îc thùc hiÖn trªn 
m¸y GeneAmp PCR 9600 thermocycler 
(Applied Biosystem). Chu tr×nh nhiÖt bao 
gåm (1) 5 phót ë 95oC, (2) 3 chu tr×nh 1 phót 
ë  95oC + 2 phót 15 gi©y ë 46oC + 1 phót 15 
gi©y ë 72oC, 30 chu tr×nh 35 gi©y ë 95oC + 1 
phót 15 gi©y ë 46oC + 1 phót 15 gi©y ë 72oC, 
(4) cuèi cïng 7 phót 72oC (De Bruyne vμ cs., 
2008; Naser vμ cs., 2005). S¶n phÈm PCR 
®−îc kiÓm tra b»ng c¸ch lÊy 5 μl s¶n phÈm 
PCR víi 2 μl cña loading dye, ®iÖn di trªn gel 
agarose 1% ë 75V trong 45 phót. Marker 
®−îc sö dông lμ SmartLadder, Eurogentec, 
Searing cña BØ. Sau khi kiÓm tra, nÕu s¶n 
phÈm PCR cã kÝch th−íc ®óng nh− kÝch 
th−íc cña ®o¹n gen pheS th× chóng sÏ ®−îc 
tinh s¹ch b»ng hÖ thèng mμng läc Nucleofast 
96 PCR (Macherey - Nagel).  

§Ó gi¶i tr×nh tù gen pheS th× s¶n phÈm 
PCR võa tinh s¹ch ë trªn sÏ ®−îc ch¹y PCR 
lÇn thø hai. ThÓ tÝch PCR lμ 10 μl gåm 3 μl 
s¶n phÈm PCR ®· ®−îc tinh s¹ch, 1.857 μl 
n−íc cÊt, 1.857 μl 5 x dung dÞch ®Öm 
sequencing, måi 3 μl (4 μM) måi xu«i vμ måi 
ng−îc t¸ch biÖt, Bigdye 0.286 μl. Ch−¬ng 
tr×nh nhiÖt gåm 30 chu tr×nh 15 gi©y ë 96oC 
+ 1 gi©y ë 35oC + 4 phót ë 60oC.  Sau ®ã 10 μl 
s¶n phÈm PCR cho måi xu«i vμ 10 μl  s¶n 
phÈm PCR cho måi ng−îc ®−îc chuyÓn vμo 2 
giÕng cña ®Üa 96 giÕng vμ thªm 45 μl dung 
dÞch SAM, 10 μl XTerm. Gi¶i tr×nh tù ®−îc 
thùc hiÖn nhê m¸y ABI PRISM 3100 
(Applied Biosystem).   

2.2.3. Ph©n tÝch tr×nh tù gen pheS vμ x¸c 
          ®Þnh loμi   

Sè liÖu tr×nh tù th« ®−îc chuyÓn ®Õn 
AutoAssemble software 1.40 (applied 
Biosystem) hoÆc GeneBuilder (Applied 
Maths), tr×nh tù liªn tôc cña gen PheS ®−îc 
x¸c ®Þnh. Tr×nh tù liªn tôc nμy sÏ ®−îc nhËp 
vμo ch−¬ng tr×nh Bionumeric 5.1 (Applied 
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Maths), gi¸ trÞ t−¬ng ®ång cña c¸c loμi vμ 
c©y ph©n lo¹i ®−îc t¹o ra dùa vμo ph−¬ng 
ph¸p neighbourjoining vμ maximum- 
parsimony (Saitou vμ cs., 1987). Tr×nh tù cña 
chñng nμy ®−îc so s¸nh víi c¸c loμi trong 
Ng©n hμng gen BCCM/LMG cña Tr−êng §¹i 
häc Gent (Gent, BØ) hoÆc ®−îc so s¸nh víi 
Ng©n hμng tr×nh tù nucleotit quèc tÕ 
(EMBL). Sö dông ch−¬ng tr×nh FASTA ®Ó 
x¸c ®Þnh loμi cã mèi liªn quan gÇn nhÊt ®· 
biÕt cña tr×nh tù trong phÇn gen pheS. 

®øt gÉy DNA vμ kh«ng nhiÔm t¹p RNA. 
§o¹n gen pheS ®−îc nh©n lªn víi cÆp 

måi 21F vμ 22R. KÕt qu¶  ®iÖn di s¶n phÈm 
PCR ®· thu ®−îc mét b¨ng kho¶ng 450 bp 
(H×nh 2) t−¬ng øng víi kÝch th−íc cña ®o¹n 
gen PheS (Naser vμ cs., 2005). Nh− vËy, 
khuÕch ®¹i ®o¹n gen PheS  cña chñng DH5.8 
®· cho kÕt qu¶ tèt. Sau khi kiÓm tra nÕu s¶n 
phÈm PCR cã kÝch th−íc ®óng nh− kÝch 
th−íc cña ®o¹n gen pheS sÏ ®−îc tinh s¹ch, 
ch¹y PCR víi måi xu«i, måi ng−îc t¸ch biÖt 
vμ sö dông ch−¬ng tr×nh nhiÖt nh− ®· miªu 
t¶ trong phÇn 2.2. 3. KÕT QU¶ NGHI£N CøU Vμ TH¶O  

    LUËN 
Tr×nh tù nucleotid cña chñng nμy ®−îc 

so s¸nh víi c¸c loμi trong Ng©n hμng gen  
BCCM/LMG cña Tr−êng §¹i häc Gent (Gent, 
BØ) hoÆc ®o¹n DNA nμy ®−îc so s¸nh víi 
Ng©n hμng tr×nh tù nucleotit quèc tÕ 
(EMBL) vμ thùc hiÖn nhê sö dông ch−¬ng 
tr×nh FASTA ®Ó x¸c ®Þnh loμi cã mèi liªn 
quan gÇn nhÊt ®· biÕt cña tr×nh tù trong 
phÇn gen pheS. KÕt qu¶ ®−îc tr×nh bμy ë 
b¶ng 1 vμ h×nh 3. 

DNA genomic cña chñng DH5.8 sau khi 
t¸ch chiÕt ®−îc kiÓm tra b»ng c¸ch ®iÖn di 
trªn gel agarose. KÕt qu¶ chØ ra trong h×nh 1 
cho thÊy, sau khi ch¹y ®iÖn di mÉu DNA 
genomic cña chñng DH5.8 chØ thu mét v¹ch 
®Ëm cã kÝch th−íc lín h¬n 10.000 bp. §iÒu 
nμy chøng tá viÖc t¸ch chiÕt DNA cña chñng 
DH5.8 ®· thμnh c«ng, kh«ng cã hiÖn t−îng 

 

   10000 bp→ 

M         1
 
 
 

M. Marker 
1. DH5.8 

 
 
 
 
 

H×nh 1. ChÊt l−îng vμ ®é tinh s¹ch DNA cña chñng DH5.8 

    1           M
 

450 bp→ ←400 bp

←200 bp

M. Marker
1. DH5.8 

 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 2. S¶n phÈm PCR ®o¹n gen pheS cña DH5.8 
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B¶ng 1. X¸c ®Þnh tªn khoa häc ®Õn loμi  cña  chñng DH5.8 
(so s¸nh víi ng©n hμng trËt tù nucleotide (EMBL)

Chủng Loài có mối quan hệ gần nhất % ID Accession no.  

 Lactobacillus acidipiscis 99,3 EM_PRO:AM168426 

DH5.8 Lactobacillus acidipiscis 99,3 EM_PRO:AM087762

 Lactobacillus animalis 77,6 EM_PRO:AM284181
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Lactobacillus murinus

"Lactobacillus animalis"
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Lactobacillus saerimneri

Lactobacillus saerimneri

"Lactobacillus acidipiscis"

"Lactobacillus acidipiscis"

"Lactobacillus acidipiscis"

Lactobacillus vini

Lactobacillus salivarius

Lactobacillus salivarius

Lactobacillus satsumensis

Lactobacillus algidus

Pediococcus damnosus

Lactobacillus parabrevis

Weissella thailandensis

Streptococcus entericus

Streptococcus marimammalium

Lactococcus raffinolactis

LMG 9186T

LMG 11399

LMG 11398

LMG 10753T

LMG 17195

LMG 14189T

LMG 9843

R-35626

LMG 22087T

LMG 22087T

LMG 19820

LMG 23135

LMG 21592

R-38060

"R-42587 (DH5.8)"

LMG 23202T

LMG 9477T

LMG 22873

LMG 22973T

LMG 19872T

LMG 16740

LMG 11984T

LMG 19821T

LMG 21848T

CCUG 48494T

LMG 14164

  

H×nh 3. C©y ph¸t sinh chñng loμi cña DH5.8 ®−îc so s¸nh víi c¸c loμi 
trong ng©n hμng gen pheS BCCM/LMG cña Tr−êng §¹i häc Ghent (Ghent, BØ), 

th−íc ®o thÓ hiÖn 10 nucleotit kh¸c nhau trªn 100 nucleotide so s¸nh 

Nh− vËy, khi so s¸nh tr×nh tù gen pheS 
cña chñng DH5.8 víi Ng©n hμng tr×nh tù 
nucleotide quèc tÕ (EMBL) nhê sö dông 
ch−¬ng tr×nh FASTA, nghiªn cøu nhËn thÊy, 
chñng nμy cã mèi liªn quan gÇn nhÊt víi loμi 

Lactobacillus acidipiscis. Møc ®é t−¬ng ®ång 
cña chñng DH5.8 víi loμi Lactobacillus 
acidipiscis lªn ®Õn 99,3% víi hai m· sè trong 
ng©n hμng gen (EM PRO: AM168426 vμ EM 
PRO: AM087762). Trong khi ®ã, chñng 
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Định tên loài vi khuẩn lactic sinh axit bằng phương pháp phân tích trình tự gene pheS  

DH5.8 chØ cã møc t−¬ng ®ång lμ 77,6%  víi 
loμi Lactobacillus animalis cã m· sè trong 
ng©n hμng gen (EM PRO:AM284181). Tõ 
nh÷ng kÕt qu¶ trªn cã thÓ kÕt luËn r»ng 
chñng DH5.8 thuéc loμi Lactobacillus 
acidipiscis.   

KÕt qu¶ nμy còng t−¬ng ®ång víi kÕt 
qu¶ khi so s¸nh tr×nh tù nucleotide chñng 
nμy víi ng©n hμng gen pheS cña c¸c loμi vi 
khuÈn trong ng©n hμng gen cña BCCM/LMG 
cña Tr−êng §¹i häc Gent (Gent, BØ). Khi ®−a 
®Õn Ng©n hμng gen BCCM/LMG cña Tr−êng 
§¹i häc Gent (BØ) th× chñng DH5.8 ®−îc 

nhËn ký hiÖu R- 42587 (DH5.8). ë ng©n 
hμng gen nμy, chñng DH5.8 cã tr×nh tù gen 
t−¬ng ®ång víi loμi Lactobacillus acidipiscis 
®Õn 99,4% víi m· sè LMG 19820, LMG 
23135, LMG 21592 vμ chØ gièng loμi 
Lactobacillus animalis víi møc t−¬ng ®ång 
lμ 75,6 % víi m· sè LMG 9843 (H×nh 3). 

4. KÕT LUËN 
B»ng kü thuËt ph©n tÝch tr×nh tù gen 

pheS, ®· ®Þnh tªn ®Õn loμi chñng vi khuÈn 
DH5.8 cã ho¹t tÝnh sinh axÝt cao. Chóng 
thuéc loμi Lactobacillus acidipiscis. KÕt qu¶ 
nμy ®· kh¼ng ®Þnh, viÖc sö dông ®o¹n gen 
ng¾n m· hãa cho mét protein nμo ®ã nh− gen 
pheS m· ho¸ cho protein phenylalanyl – 
tRNA synthase lμ mét c«ng cô h÷u hiÖu ®Ó 
x¸c ®Þnh tªn c¸c loμi vμ cho phÐp ph©n biÖt 
cao gi÷a c¸c loμi gÇn nhau trong nhãm vi 
khuÈn lactic. 
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TÓM TẮT


Vi khuẩn lactic đã có nhiều ứng dụng trong công nghiệp chế biến và bảo quản thực phẩm. Vai trò chính của vi khuẩn lactic trong quá trình lên men là tạo ra axit để hình thành cấu trúc và hương vị cho sản phẩm và ở pH thấp có thể ức chế sự phát triển của một số loài vi sinh vật gây bệnh. Bài báo này đã xác định tên khoa học đến loài của chủng vi khuẩn lactic (DH5.8) có khả năng sinh axit cao được phân lập từ nem chua Thanh Hóa bằng phương pháp phân tích trình tự gen pheS. Trình tự gen pheS của chủng này được so sánh với các loài trong ngân hàng gen BCCM/LMG của Trường Đại học Ghent (Ghent, Bỉ) và Ngân hàng trình tự nucleotit quốc tế (EMBL). Tên loài của chủng DH5.8 đã được xác định là Lactobacillus acidipiscis. Những thông tin trong nghiên cứu này có thể sử dụng trong công tác tạo giống khởi động cho thực phẩm lên men.


Từ khóa: Định tên loài, gen pheS, nem chua, vi khuẩn lactic. 

SUMMARY


Lactic acid bacteria (LAB) are utilized in the production and preservation of various fermented foods. They produce organic acids that make flavor and antimicrobial activity of products. The objective of this study was to identify species of DH5.8 strain that could produced high acid, isolated from Thanh Hoa Nem chua by pheS gene sequencing analysis. Sequencing of this strain was compared to the known sequence database in EMBL and BCCM/LMG collection of Gent University, Belgium. The result showed that DH5.8 belongs to Lactobacillus acidipiscis. The information of this study may be useful for making starter culture for fermented food.


Key words: Identification, lactic acid bacteria, nem chua, pheS gene sequence. 


1. §ÆT VÊN §Ò


Vi khuÈn lactic ®îc sö dông kh«ng chØ ®Ó chÕ biÕn ra nhiÒu lo¹i thùc phÈm lªn men truyÒn thèng mµ cßn ®ãng vai trß chñ ®¹o trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt nhiÒu lo¹i thùc phÈm ë quy m« c«ng nghiÖp nh s÷a chua, xóc xÝch (Drosinos vµ cs., 2005). Sù gi¶m pH trong qu¸ tr×nh lªn men ¶nh hëng ®Õn tÝnh chÊt c¶m quan cña s¶n phÈm: t¹o h¬ng th¬m, ®Æc tÝnh axÝt vµ ®Æc biÖt cÊu tróc cña s¶n phÈm. Ngoµi ra, sù gi¶m gi¸ trÞ pH dÉn ®Õn sù øc chÕ sinh trëng cña mét sè loµi vi sinh vËt g©y bÖnh 


(Leroy vµ cs., 2006; Rantsiou vµ Cocolin, 2008) ADDIN EN.CITE  vµ lµm gi¶m kh¶ n¨ng hßa tan cña protein, thóc ®Èy kh¶ n¨ng t¹o gel (Rantsiou vµ Cocolin, 2008). V× vËy ngµy cµng cã nhiÒu nghiªn cøu vÒ vi khuÈn lactic, ®Æc biÖt lµ kh¶ n¨ng sinh acid cña chóng (Nguyen vµ cs., 2010). Tríc ®©y, viÖc ph©n lo¹i vi sinh vËt thêng theo c¸c ph¬ng ph¸p truyÒn thèng dùa vµo c¸c ®Æc tÝnh h×nh th¸i, sinh lý vµ hãa sinh (Nguyen vµ cs., 2010). C¸c ®Æc trng nµy ®«i khi còng béc lé nh÷ng h¹n chÕ dÉn ®Õn nhiÒu trêng hîp ph¶i x¸c ®Þnh l¹i tªn ph©n lo¹i cña mét sè vi sinh vËt. Tõ nh÷ng h¹n chÕ trªn cïng víi nh÷ng tiÕn bé trong sinh häc ph©n tö ®· më ra kh¶ n¨ng øng dông h÷u hiÖu c¸c ph¬ng ph¸p sinh häc ph©n tö vµo trong ph©n lo¹i häc vµ nghiªn cøu ®a d¹ng vi sinh vËt. NÕu nh c¸c ph¬ng ph¸p truyÒn thèng chØ cã thÓ ®Þnh tªn nh÷ng ®èi tîng vi sinh vËt nu«i cÊy ®îc th× ph¬ng ph¸p sinh häc ph©n tö cã thÓ ¸p dông ®èi víi c¶ nh÷ng vi sinh vËt nu«i cÊy ®îc vµ nh÷ng vi sinh vËt kh«ng nu«i cÊy ®îc hoÆc khã nu«i cÊy trªn m«i trêng nh©n t¹o 


(Leisner vµ cs., 1999; Rantsiou vµ cs., 2005; Van Hoorde vµ cs., 2008) ADDIN EN.CITE . §Æc biÖt, ®èi víi vi khuÈn lactic lµ mét nhãm cã rÊt nhiÒu chi (genus) vµ thËm chÝ trong mét chi còng cã sù ®a d¹ng rÊt lín vÒ loµi nªn thêng gÆp khã kh¨n khi sö dông ph¬ng ph¸p truyÒn thèng ®Ó x¸c ®Þnh chóng ngay c¶ ë møc chi (Schleifer vµ cs., 1995). V× vËy, viÖc øng dông kü thuËt sinh häc ph©n tö dùa trªn ph©n tÝch d÷ liÖu tr×nh tù gen pheS ®Ó x¸c ®Þnh chñng vi khuÈn lactic DH5.8 sinh acid cao tõ nem chua lµ mét viÖc cÇn thiÕt. Trong thêi gian gÇn ®©y, mét ®o¹n gen pheS ng¾n rÊt ®îc quan t©m ®Ó x¸c ®Þnh mèi quan hÖ ph¸t sinh loµi (Naser vµ cs., 2007). Gen pheS m· ho¸ cho protein phenylalanyl – tRNA synthase. §©y lµ protein ®ãng vai trß nh enzyme cã t¸c dông xóc t¸c cho viÖc chuyÓn phenylalanine ®Õn tRNA ®Ó tham gia vµo qu¸ tr×nh sinh tæng hîp protein (Naser vµ cs., 2005). NhiÒu nghiªn cøu cho thÊy, viÖc sö dông ®o¹n gen ng¾n m· hãa cho mét protein nµo ®ã nh mét dông cô h÷u hiÖu ®Ó x¸c ®Þnh c¸c loµi tèt h¬n lµ sö dông gen ribosomal v× chóng cho tû lÖ kh¸c nhau lín vµ gióp ph©n biÖt râ c¸c loµi gÇn nhau trong nhãm vi khuÈn lactic 


(De Bruyne vµ cs., 2008; Scheirlinck vµ cs., 2007) ADDIN EN.CITE . S¶n phÈm PCR lµ mét ®o¹n gen dµi 450 base pair (Naser vµ cs., 2005), lµ c«ng cô rÊt cã gi¸ trÞ trong ph©n tÝch nguån gèc ph¸t sinh loµi cña c¸c chñng. Nghiªn cøu nµy ®· sö dông gen pheS ®Ó ®Þnh tªn loµi cña vi khuÈn sinh acid cao ®îc ph©n lËp tõ nem chua Thanh Hãa.


2. VËT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P
      NGHI£N CøU


2.1. VËt liÖu nghiªn cøu 


Chñng vi khuÈn lactic sinh acid cao ®îc ph©n lËp tõ mÉu nem chua Thanh Hãa, ®îc kÝ hiÖu lµ DH5.8 vµ trong ng©n hµng gièng vi sinh vËt cña Trêng §¹i häc Ghent (BØ) chñng nµy ®îc m· hãa lµ R-42587. Chóng thuéc gram (+), tÕ bµo h×nh cÇu, kh«ng cã ho¹t tÝnh catalase, cã ho¹t tÝnh sinh tæng hîp acid cao (cã ho¹t tÝnh vßng ph©n gi¶i CaCO3 sau 48 giê nu«i cÊy  lµ 5 mm). 


2.2. Ph¬ng ph¸p nghiªn cøu 


2.2.1. T¸ch chiÕt DNA 


Chñng DH5.8 ®îc nu«i cÊy trong m«i trêng MRS agar (Oxoid) ë 30oC trong 24 giê. DNA genomic cña chñng ®îc t¸ch chiÕt theo ph¬ng ph¸p cña  Gevers vµ cs. (2001). Sau khi nu«i cÊy ®îc 24 giê, sinh khèi tÕ bµo ®îc chuyÓn vµo èng eppendorf vµ ®îc röa víi 800 (l TES. Ly t©m 10 phót tèc ®é 5000 vßng trong 1 phót ë 4oC. Lo¹i bá phÇn dung dÞch, thu sinh khèi tÕ bµo vµ b¶o qu¶n trong tñ l¹nh - 20oC (tèi thiÓu 1 giê - tèi ®a 1 tuÇn). TiÕp theo, tiÕn hµnh t¸ch chiÕt DNA theo c¸c bíc sau:


- Röa tÕ bµo (lµm tan b¨ng, víi 400 (l TES, sau ®ã ly t©m 5 phót tèc ®é 1000 vßng trong 1 phót ë 4oC vµ lo¹i bá phÇn dung dÞch).


- Ph¸ vì tÕ bµo (cho 300 (l STET vµo eppendorf cã chøa sinh khèi tÕ bµo, thªm 75 (l lysozyme – mutanolysine, ®Ó ë nhiÖt ®é 37oC trong 60 phót, sau ®ã cho 40 (l SDS 20% Êm ë 37oC vµ thªm 10 mg c¸t tr¾ng, råi l¾c m¹nh 60 gi©y vµ gi÷ ë 37oC trong 10 phót,  tiÕp tôc gi÷ ë 65oC trong 10 phót).


- Tinh s¹ch DNA: thªm 100 (l dung dÞch ®Öm TE vµ cho 515 (l hçn hîp dung dÞch phenol: chloroform: isoalmylalcohol theo tû lÖ 24:24:1, sau ®ã ly t©m 5 phót tèc ®é 13.000 vßng trong 1 phót ë 4oC, chuyÓn phÇn dÞch næi sang èng eppendorf míi.


- KÕt tña DNA: cho 70 (l NaCl 5M vµ 1 ml isopropanol l¹nh, ®¶o ngîc eppendorf 1-2 lÇn ®Ó tña DNA, ly t©m 30 phót tèc ®é 13.000 vßng trong 1 phót ë 4oC råi ®æ bá dÞch næi mét c¸ch nhÑ nhµng


- Röa vµ lµm kh« DNA: cho 500 (l ethanol 70% l¹nh vµ ly t©m 5 phót víi tèc ®é 13.000 vßng trong 1 phót ë 4oC, ®æ bá dÞch næi mét c¸ch nhÑ nhµng, råi lµm kh« trªn giÊy thÊm, ®Ó kh« tù nhiªn trong kh«ng khÝ kho¶ng 20 phót, sau ®ã thªm 100 (l - 150 (l dung dÞch TE, tiÕp ®Õn b¶o qu¶n DNA ë - 20oC. Ngµy tiÕp theo cho thªm 1,5 (l RNAase 10 mg/ml vµ ñ ë 37oC trong 1 giê.


- ChÊt lîng vµ ®é tinh s¹ch DNA ®îc kiÓm tra b»ng c¸ch ®o quang phæ ë bíc sãng 234, 260 vµ 280 nm (SpectraMax Plus384, Molecular Devices, California, USA) vµ ®iÖn di trªn  gel 1% w/v agarose trong 45 phót ë ®iÖn thÕ 75V cña 5 (L DNA trén víi 2 (L loading dye (4 g sucrose vµ  2,5 mg bromophenol blue hßa tan trong 6 mL ®Öm TE). Marker ®îc sö dông lµ SmartLadder, Eurogentec, Searing cña BØ.   


2.2.2. Ph¶n øng PCR 


Måi PheS-21-F (5′-C A Y C C N G C H C G Y G A Y A T G C -3′) vµ PheS - 22 - R (5′-C CWARVCCRAARGCAAARCC -3′) ®îc dïng ®Ó nh©n lªn ®o¹n gen pheS 


(De Bruyne vµ cs., 2008; Naser vµ cs., 2005) ADDIN EN.CITE . Ph¶n øng ®îc tiÕn hµnh víi DNA pha lo·ng (OD = 1). ThÓ tÝch PCR cña 50 (l gåm 5 (l cña 10x PCR buffer (15 mM MgCl2), 5 (l deoxynucleoside triphosphates (2 mM cña mçi lo¹i dNTP), 0,5 (L cña mçi måi (50 (M), 1 (L Taq polymerase (1U l-1), 37 (L níc cÊt vµ 1 (l dung dÞch DNA. Ph¶n øng PCR ®îc thùc hiÖn trªn m¸y GeneAmp PCR 9600 thermocycler (Applied Biosystem). Chu tr×nh nhiÖt bao gåm (1) 5 phót ë 95oC, (2) 3 chu tr×nh 1 phót ë  95oC + 2 phót 15 gi©y ë 46oC + 1 phót 15 gi©y ë 72oC, 30 chu tr×nh 35 gi©y ë 95oC + 1 phót 15 gi©y ë 46oC + 1 phót 15 gi©y ë 72oC, (4) cuèi cïng 7 phót 72oC 


(De Bruyne vµ cs., 2008; Naser vµ cs., 2005) ADDIN EN.CITE . S¶n phÈm PCR ®îc kiÓm tra b»ng c¸ch lÊy 5 (l s¶n phÈm PCR víi 2 (l cña loading dye, ®iÖn di trªn gel agarose 1% ë 75V trong 45 phót. Marker ®îc sö dông lµ SmartLadder, Eurogentec, Searing cña BØ. Sau khi kiÓm tra, nÕu s¶n phÈm PCR cã kÝch thíc ®óng nh kÝch thíc cña ®o¹n gen pheS th× chóng sÏ ®îc tinh s¹ch b»ng hÖ thèng mµng läc Nucleofast 96 PCR (Macherey - Nagel). 


§Ó gi¶i tr×nh tù gen pheS th× s¶n phÈm PCR võa tinh s¹ch ë trªn sÏ ®îc ch¹y PCR lÇn thø hai. ThÓ tÝch PCR lµ 10 (l gåm 3 (l s¶n phÈm PCR ®· ®îc tinh s¹ch, 1.857 (l níc cÊt, 1.857 (l 5 x dung dÞch ®Öm sequencing, måi 3 (l (4 (M) måi xu«i vµ måi ngîc t¸ch biÖt, Bigdye 0.286 (l. Ch¬ng tr×nh nhiÖt gåm 30 chu tr×nh 15 gi©y ë 96oC + 1 gi©y ë 35oC + 4 phót ë 60oC.  Sau ®ã 10 (l s¶n phÈm PCR cho måi xu«i vµ 10 (l  s¶n phÈm PCR cho måi ngîc ®îc chuyÓn vµo 2 giÕng cña ®Üa 96 giÕng vµ thªm 45 (l dung dÞch SAM, 10 (l XTerm. Gi¶i tr×nh tù ®îc thùc hiÖn nhê m¸y ABI PRISM 3100 (Applied Biosystem).  


2.2.3. Ph©n tÝch tr×nh tù gen pheS vµ x¸c
          ®Þnh loµi  


Sè liÖu tr×nh tù th« ®îc chuyÓn ®Õn AutoAssemble software 1.40 (applied Biosystem) hoÆc GeneBuilder (Applied Maths), tr×nh tù liªn tôc cña gen PheS ®îc x¸c ®Þnh. Tr×nh tù liªn tôc nµy sÏ ®îc nhËp vµo ch¬ng tr×nh Bionumeric 5.1 (Applied Maths), gi¸ trÞ t¬ng ®ång cña c¸c loµi vµ c©y ph©n lo¹i ®îc t¹o ra dùa vµo ph¬ng ph¸p neighbourjoining vµ maximum- parsimony (Saitou vµ cs., 1987). Tr×nh tù cña chñng nµy ®îc so s¸nh víi c¸c loµi trong Ng©n hµng gen BCCM/LMG cña Trêng §¹i häc Gent (Gent, BØ) hoÆc ®îc so s¸nh víi Ng©n hµng tr×nh tù nucleotit quèc tÕ (EMBL). Sö dông ch¬ng tr×nh FASTA ®Ó x¸c ®Þnh loµi cã mèi liªn quan gÇn nhÊt ®· biÕt cña tr×nh tù trong phÇn gen pheS.


3. KÕT QU¶ NGHI£N CøU Vµ TH¶O 
    LUËN


DNA genomic cña chñng DH5.8 sau khi t¸ch chiÕt ®îc kiÓm tra b»ng c¸ch ®iÖn di trªn gel agarose. KÕt qu¶ chØ ra trong h×nh 1 cho thÊy, sau khi ch¹y ®iÖn di mÉu DNA genomic cña chñng DH5.8 chØ thu mét v¹ch ®Ëm cã kÝch thíc lín h¬n 10.000 bp. §iÒu nµy chøng tá viÖc t¸ch chiÕt DNA cña chñng DH5.8 ®· thµnh c«ng, kh«ng cã hiÖn tîng

®øt gÉy DNA vµ kh«ng nhiÔm t¹p RNA.


§o¹n gen pheS ®îc nh©n lªn víi cÆp måi 21F vµ 22R. KÕt qu¶  ®iÖn di s¶n phÈm PCR ®· thu ®îc mét b¨ng kho¶ng 450 bp (H×nh 2) t¬ng øng víi kÝch thíc cña ®o¹n gen PheS (Naser vµ cs., 2005). Nh vËy, khuÕch ®¹i ®o¹n gen PheS  cña chñng DH5.8 ®· cho kÕt qu¶ tèt. Sau khi kiÓm tra nÕu s¶n phÈm PCR cã kÝch thíc ®óng nh kÝch thíc cña ®o¹n gen pheS sÏ ®îc tinh s¹ch, ch¹y PCR víi måi xu«i, måi ngîc t¸ch biÖt vµ sö dông ch¬ng tr×nh nhiÖt nh ®· miªu t¶ trong phÇn 2.2.


Tr×nh tù nucleotid cña chñng nµy ®îc so s¸nh víi c¸c loµi trong Ng©n hµng gen  BCCM/LMG cña Trêng §¹i häc Gent (Gent, BØ) hoÆc ®o¹n DNA nµy ®îc so s¸nh víi Ng©n hµng tr×nh tù nucleotit quèc tÕ (EMBL) vµ thùc hiÖn nhê sö dông ch¬ng tr×nh FASTA ®Ó x¸c ®Þnh loµi cã mèi liªn quan gÇn nhÊt ®· biÕt cña tr×nh tù trong phÇn gen pheS. KÕt qu¶ ®îc tr×nh bµy ë b¶ng 1 vµ h×nh 3.










H×nh 1. ChÊt lîng vµ ®é tinh s¹ch DNA cña chñng DH5.8












H×nh 2. S¶n phÈm PCR ®o¹n gen pheS cña DH5.8


B¶ng 1. X¸c ®Þnh tªn khoa häc ®Õn loµi  cña  chñng DH5.8
(so s¸nh víi ng©n hµng trËt tù nucleotide (EMBL)


		Chủng

		Loài có mối quan hệ gần nhất

		% ID

		Accession no.

		



		

		Lactobacillus acidipiscis

		99,3

		EM_PRO:AM168426 



		DH5.8

		Lactobacillus acidipiscis

		99,3

		EM_PRO:AM087762



		

		Lactobacillus animalis

		77,6

		EM_PRO:AM284181
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H×nh 3. C©y ph¸t sinh chñng loµi cña DH5.8 ®îc so s¸nh víi c¸c loµi
trong ng©n hµng gen pheS BCCM/LMG cña Trêng §¹i häc Ghent (Ghent, BØ),
thíc ®o thÓ hiÖn 10 nucleotit kh¸c nhau trªn 100 nucleotide so s¸nh


Nh vËy, khi so s¸nh tr×nh tù gen pheS cña chñng DH5.8 víi Ng©n hµng tr×nh tù nucleotide quèc tÕ (EMBL) nhê sö dông ch¬ng tr×nh FASTA, nghiªn cøu nhËn thÊy, chñng nµy cã mèi liªn quan gÇn nhÊt víi loµi Lactobacillus acidipiscis. Møc ®é t¬ng ®ång cña chñng DH5.8 víi loµi Lactobacillus acidipiscis lªn ®Õn 99,3% víi hai m· sè trong ng©n hµng gen (EM PRO: AM168426 vµ EM PRO: AM087762). Trong khi ®ã, chñng DH5.8 chØ cã møc t¬ng ®ång lµ 77,6%  víi loµi Lactobacillus animalis cã m· sè trong ng©n hµng gen (EM PRO:AM284181). Tõ nh÷ng kÕt qu¶ trªn cã thÓ kÕt luËn r»ng chñng DH5.8 thuéc loµi Lactobacillus acidipiscis.  


KÕt qu¶ nµy còng t¬ng ®ång víi kÕt qu¶ khi so s¸nh tr×nh tù nucleotide chñng nµy víi ng©n hµng gen pheS cña c¸c loµi vi khuÈn trong ng©n hµng gen cña BCCM/LMG cña Trêng §¹i häc Gent (Gent, BØ). Khi ®a ®Õn Ng©n hµng gen BCCM/LMG cña Trêng §¹i häc Gent (BØ) th× chñng DH5.8 ®îc nhËn ký hiÖu R- 42587 (DH5.8). ë ng©n hµng gen nµy, chñng DH5.8 cã tr×nh tù gen t¬ng ®ång víi loµi Lactobacillus acidipiscis ®Õn 99,4% víi m· sè LMG 19820, LMG 23135, LMG 21592 vµ chØ gièng loµi Lactobacillus animalis víi møc t¬ng ®ång lµ 75,6 % víi m· sè LMG 9843 (H×nh 3).


4. KÕT LUËN


B»ng kü thuËt ph©n tÝch tr×nh tù gen pheS, ®· ®Þnh tªn ®Õn loµi chñng vi khuÈn DH5.8 cã ho¹t tÝnh sinh axÝt cao. Chóng thuéc loµi Lactobacillus acidipiscis. KÕt qu¶ nµy ®· kh¼ng ®Þnh, viÖc sö dông ®o¹n gen ng¾n m· hãa cho mét protein nµo ®ã nh gen pheS m· ho¸ cho protein phenylalanyl – tRNA synthase lµ mét c«ng cô h÷u hiÖu ®Ó x¸c ®Þnh tªn c¸c loµi vµ cho phÐp ph©n biÖt cao gi÷a c¸c loµi gÇn nhau trong nhãm vi khuÈn lactic.
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