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Tóm tắt. Protein DEAD-box CshA có vai trò quan trọng trong các hoạt động biểu hiện gen của tế bào. 
Chức năng của các domain trong protein DEAD-box cần được nghiên cứu để hiểu rõ hơn hoạt động của 
protein này. Trong nghiên cứu này, protein tái tổ hợp CshA và CshA-CTE (loại bỏ C-terminus) đã được 
tinh sạch và kiểm tra các hoạt tính về khả năng hình thành liên kết với cơ chất DNA mạch đơn và mạch 
đôi. Các hoạt tính trao đổi mạch DNA và bắt cặp DNA trong các điều kiện có và không có sự hiện diện 
của ATP cũng được xác định. CshA đã thể hiện hoạt tính liên kết với cơ chất DNA theo phương thức 
không phụ thuộc vào ATP, trong khi CshA-CTE thể hiện ái lực liên kết thấp và không chặt chẽ với cơ 
chất mạch đơn và mạch đôi DNA. Sự loại bỏ C-terminus của CshA đã làm mất hoạt tính trao đổi mạch 
DNA và hoạt tính bắt cặp DNA của CshA. Như vậy, C-terminus đóng vai trò quan trọng trong việc gia 
tăng ái lực liên kết với cơ chất DNA và đảm bảo hoạt tính trao đổi mạch DNA cũng như hoạt tính bắt cặp 
DNA của CshA.  
Từ khóa. Protein DEAD-box, CshA, liên kết DNA, trao đổi mạch DNA, bắt cặp DNA. 
 

DNA STRAND EXCHANGE AND DNA ANNEALING ACTIVITIES OF 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS CSHA DEPEND ON C-TERMINUS 

 
Abstract. DEAD-box protein CshA plays an important role in cellular gene expression activities. The 
function of domains in the DEAD-box protein needs to be studied to get more insights into the function of 
this protein. In this study, recombinant CshA and CshA-CTE (C-terminus truncated CshA) were 
purified and tested the DNA binding activity with single-stranded DNA and double-stranded DNA 
substrates. DNA exchange and DNA annealing activities with and without the present of ATP were 
determined. We have shown that CshA displayed DNA binding activity in an ATP-independent manner, 
while CshA-CTE exhibited low and non-tight binding affinity with both single and double-stranded 
DNA subtrates. The loss of C-terminus resulted in absence of DNA exchange activity and CshA DNA 
annealing activity. Thus, C-terminus plays an important role in increasing DNA binding affinity and DNA 
exchange activity as well as DNA annealing activity of CshA. 
Key words. DEAD-box Protein, CshA, DNA binding, DNA strand exchange, DNA annealing. 

1. GIỚI THIỆU 

Protein DEAD-box là họ protein lớn được xếp vào nhóm RNA helicase với chứa chín motif được 
bảo tồn có vai trò trong việc hình thành các liên kết với RNA, hoạt tính ATPase phụ thuộc RNA, hoạt tính 
tháo xoắn RNA phụ thuộc ATP và tham gia vào hầu hết các quá trình hoạt động RNA, bao gồm phiên 
mã, ghép nối, vận chuyển RNA, sinh tổng hợp ribosome, dịch mã, phân hủy RNA [1-4]. Các nghiên cứu 
về chức năng của protein DEAD-box đã được thực hiện nhiều với các ghi nhận về hoạt tính sinh học cũng 
như chức năng trong hoạt động sống của tế bào. Protein DEAD-box CYT-19 của Neurospora crassa và 
Mss116p của Saccharomyces cerevisiae được biết đến là các RNA chaperon thúc đẩy sự phân cắt intron 
nhóm I và II trong ty thể và kích hoạt sự dịch mã RNA [5, 6]. DEAD-box CshA và RhlB được xác định là 
thành phần RNA helicase trong phức hợp phân hủy RNA ở vi khuẩn Staphylococcus aureus và 
Escherichia coli và có vai trò quan trọng trong việc điều hòa sự phiên mã chuyên biệt để đáp ứng các điều 
kiện môi trường [7-12]. Nghiên cứu về cấu trúc CshA đã cho thấy cơ chế hoạt động của protein này trên 
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cơ chất RNA với sự hình thành cấu trúc dimer trong liên kết với RNA và thúc đẩy hoạt tính tháo xoắn 
RNA phụ thuộc ATP, đồng thời, phần C-terminus của CshA cũng được xác định có chức năng gia tăng ái 
lực trong liên kết với cơ chất RNA [13].  

Bên cạnh chức năng tham gia vào các cơ chế hoạt động của RNA, protein DEAD-box còn có vai trò 
trong hoạt động của DNA. Dbp9p, một protein DEAD-box có vai trò trong các quá trình sinh học của 
ribosome trong nấm men, đã thể hiện hoạt tính tháo xoắn trên DNA [14], protein DDX43 cũng thể hiện 
hoạt tính tháo xoắn trên cả hai cơ chất DNA và RNA [15], protein DEAD-box DDX1 được tìm thấy trong 
nhân và thường xuất hiện tại các vị trí DNA mạch đôi bị gãy vỡ trong giai đoạn đầu sửa chữa sai hỏng 
trên DNA [16]. Các protein khác như DHH1 và MPH1 có trong nấm men đã cho thấy vai trò trong hệ  
thống sửa chữa các sai hỏng trên bộ gen DNA trong quá trình sao chép [17, 18]. CshA từ S. aureus cũng 
thể hiện hoạt tính trên cơ chất DNA với khả năng liên kết cơ chất DNA mạch đơn và mạch đôi với ái lực 
khác nhau. Các hoạt tính trao đổi mạch DNA và bắt cặp DNA để hình thành sản phẩm là các DNA mạch 
đôi theo phương thức không phụ thuộc ATP của CshA đã được xác nhận trong nghiên cứu trước đây [19]. 
Tuy nhiên, cơ chế hoạt động của protein này trên DNA ở mức phân tử vẫn chưa được làm rõ, do đó, việc 
nghiên cứu chức năng sinh học của các domain trên trình tự acid amin của protein với cơ chất DNA giúp 
làm sáng tỏ cơ chế hoạt động của protein này trong tế bào. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã tiến hành tạo dòng và tinh sạch protein CshA với việc loại bỏ 
phần C-terminus trong trình tự và so sánh các đặc tính về khả năng liên kết với cơ chất DNA, hoạt tính 
trao đổi mạch, bắt cặp DNA của protein CshA đủ trình tự và CshA không có C-terminus. Các tính chất 
sinh học xác định được khi không có sự hiện diện của domain C-terminus trong trình tự sẽ tiên đoán được 
chức năng của domain này và giúp làm rõ hoạt động cũng như vai trò của CshA trong các hoạt động của 
DNA trong tế bào. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP 

2.1. Vật liệu  

2.1.1. Tạo dòng, biểu hiện và tinh sạch protein DEAD-box CshA và CshA loại bỏ C-terminus (CshA-
CTE) 

Protein DEAD-box CshA từ vi khuẩn S. aureus Mu50 (NCBI accession number NP_372605.1) có 
chiều dài 506 acid amin được tạo dòng và biểu hiện theo phương pháp đã được trình bày trong nghiên cứu 
trước đây [19]. Cặp mồi chuyên biệt cho CshA được thiết kế theo trình tự 5′-CATATGCAAAATT 
TTAAAGAACTAGGG-3′ và 5′-CTCGAGTTTTTGATGGTCAGCAAATG-3′ tương ứng cho mồi xuôi 
và mồi ngược. Tương tự như vậy, đoạn gen mã hóa cho protein CshA loại bỏ phần C-terminus chứa trình 
tự acid amin 1-367 (CshA-CTE) được khuếch đại bằng phản ứng PCR (polymerase chain reaction) với 
cặp mồi chuyên biệt theo trình tự 5′-CATATGCAAAATTTTAAAGAACTAGGG-3′ cho mồi xuôi và 5′-
CTCGAGACGAAGTGCACTCATTTTTCT-3′ cho mồi ngược. Đoạn gen sau khi PCR được chèn vào 
plasmid pET-22b (Novagen, Darmstadt, Germany). Plasmid tái tổ hợp được biến nạp vào vi khuẩn E. coli 
Rosetta (DE3) (Novagen, Darmstadt, Germany). Tế bào E. coli chứa plasmid có gen được nuôi trong môi 
trường LB (Luria broth) có bổ sung ampicillin (50 µg/mL) tại nhiệt độ 37°C và lắc 180 vòng/phút. Chất 
cảm ứng IPTG (isopropyl-D-1-thiogalactopyranoside) được thêm vào môi trường nuôi cấy với nồng độ 
cuối đạt 0,5mM để biểu hiện protein khi mật độ quang ở bước sóng 600 nm đạt 0,6 và tiếp tục nuôi ủ tại 
16°C trong 4 giờ. Các tế bào sau nuôi cấy được thu nhận bằng ly tâm. Protein tái tổ hợp CshA và CshA-
CTE được tinh sạch bằng sắc ký ái lực Ni2+ (GE Healthcare, Sweden), sau đó tiếp tục tinh sạch bằng 
phương pháp sắc ký lọc gel Superdex 75 gel filtration columns (GE Healthcare, Sweden) như được mô tả 
trong các nghiên cứu trước. Kết quả tinh sạch được kiểm tra trên gel SDS-PAGE (sodium dodecyl 
sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis) [20]. 

2.1.2. Các cơ chất mạch đơn DNA và mạch đôi DNA  

Các phân đoạn DNA được tổng hợp bằng phương pháp hóa học và cung cấp từ công ty Cosmo 
Genetech (Seoul, Korea), trình tự của các phân đoạn DNA được trình bày trong bảng 1. Các phân đoạn 1 
và 3 được đánh dấu với đồng vị phóng xạ 32P tại đầu 5′ bằng enzyme T4 polynucleotide kinase (10 U, 
Takara, Tokyo, Japan) và  [-32P] ATP (3,000 Ci/mmol, GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) như đã 
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được trình bày trong nghiên cứu trước. Các phân đoạn đã được đánh dấu được tinh sạch bằng phương 
pháp tách chiết phenol/chloroform và kết tủa bằng cồn lạnh [19]. Các cơ chất mạch đôi DNA được chuẩn 
bị bằng cách cho phản ứng bắt cặp giữa hai mạch có trình tự bổ sung tương ứng và được đốt nóng tại 
95°C trong 5 phút, sau đó làm lạnh từ từ tại nhiệt độ phòng trong 30 phút. Các cơ chất mạch đôi DNA có 
cấu trúc đầu bằng (blunt end dsDNA), đuôi 3 (3 tail dsDNA), đuôi 5 (5 tail dsDNA) và chĩa ba (forked 
dsDNA) được chuẩn bị bằng cách cho phản ứng giữa các phân đoạn 1+2, 3+2, 1+4, và 3+4 tương ứng.  

Bảng 1. Trình tự các phân đoạn DNA được sử dụng trong nghiên cứu 

Số thứ tự các phân đoạn 
(chiều dài nucleotide) Trình tự (5 →3 ) 

  1* (35) TTGACTTCATGACCTATAGTGAGTCGTATTAGTCC 

2 (35) GGACTAATACGACTCACTATAGGTCATGAAGTCAA 

  3* (45) TTGACTTCATGACCTATAGTGAGTCGTATTAGTCCTTTTTTTTTT 

4 (50) TTTTTTTTTTTTTTTGGACTAATACGACTCACTATAGGTCATGAAG
TCAA 

 (*) Phân đoạn DNA được đánh dấu tại đầu 5′-32P 

2.2. Phƣơng pháp 

2.2.1. Phương pháp xác định khả năng kết nối cơ chất DNA  

Khả năng kết nối với các cơ chất mạch đơn và mạch đôi DNA của CshA và CshA-CTE được xác 
định bằng phương pháp EMSA (Electrophoresis Mobility Shift Assay) trên gel agarose 1%. Phản ứng 
được thực hiện trong môi trường chứa 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 25 mM NaCl, 2 mM DTT, 0,15 mg/mL 
BSA với 5 µM các loại cơ chất mạch đơn và mạch đôi DNA không được đánh dấu 5′-32P và 5 µM 
CshA/CshA-CTE. 4 mM ATP được thêm vào phản ứng để xác định nhu cầu năng lượng của 
CshA/CshA-CTE trong hoạt tính liên kết DNA. Phản ứng được ủ ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. Hỗn 
hợp sau phản ứng được phân tách trên gel agarose 1% và nhận diện khả năng kết nối cơ chất bằng cách 
nhuộm với SYBR Gold trong 30 phút, sau đó quan sát kết quả dưới đèn UV. [21] 
2.2.2. Phương pháp xác định hoạt tính trao đổi mạch DNA 

 Hoạt tính chuyển mạch DNA được kiểm tra trong môi trường phản ứng có chứa 50 mM Tris-HCl 
pH 7,5, 25 mM NaCl, 2 mM DTT, và 0,15 mg/mL BSA. Phản ứng được thực hiện trong điều kiện có 
hoặc không có 4 mM ATP trong các khoảng thời gian khác nhau được chú thích trong các hình ảnh. Các 
cơ chất mạch đôi DNA (10 nM) có cấu trúc khác nhau đã được đánh dấu 5′-32P được cho phản ứng với 
CshA và CshA-CTE (1 M) trong môi trường có chứa phân đoạn DNA mạch đơn (100 nM) không đánh 
dấu tương ứng (phân đoạn 1 cho phản ứng của cơ chất mạch đôi DNA đầu bằng và mạch đôi DNA đuôi 
3; phân đoạn 3 cho phản ứng của cơ chất mạch đôi DNA đuôi 5 và mạch đôi chĩa ba). Các phản ứng 
được thực hiện ở nhiệt độ phòng trong thời gian tương ứng và được ngừng bằng dung dịch quenching 
buffer chứa 100 mM EDTA pH 8,0, 0,4% sodium dodecyl sulfate, 20% glycerol, 0,1% bromophenol blue, 
0,1% xylene cyanol. Hỗn hợp sau phản ứng được kiểm tra bằng sự điện di trên gel polyacrylamide không 
biến tính 15% (non-denaturing polyacrylamide gel-PAGE) và nhận diện các tín hiệu thông qua thiết bị 
PhosphorImager (Packard Instrument Co., Meriden, CT, USA). Đối chứng âm (-) được thực hiện tương tự 
trong phản ứng không có protein. Đối chứng dương (+) được thực hiện bằng cách đốt nóng dung dịch 
phản ứng tại 95°C trong 5 phút [19] 

2.2.3. Phương pháp xác định hoạt tính bắt cặp DNA 

Hoạt tính bắt cặp DNA của protein tái tổ hợp CshA và CshA-CTE được xác định trong môi trường 
chứa 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 25 mM NaCl, 2 mM DTT, 0,5 mg/mL BSA, 0,1 nM phân đoạn mạch đơn 
DNA được đánh dấu 5′-32P (phân đoạn 1), và 0,25 nM phân đoạn mạch đơn DNA không đánh dấu đồng 
vị phospho (phân đoạn 4). Các phản ứng được thực hiện trong điều kiện có hoặc không có 0,1 M 
CshA/CshA-CTE trong các khoảng thời gian 1, 2, 5, 10 phút. Sau thời gian phản ứng, dung dịch 
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quenching buffer như trong phản ứng trao đổi mạch DNA được thêm vào đề ngừng phản ứng. Hỗn hợp 
phản ứng được phân tách trên trên gel polyacrylamide không biến tính 15% (PAGE) và sản phẩm bắt cặp 
được dò tìm bằng thiết bị PhosphorImager (Packard Instrument Co.). [19]  

2.2.4. Phương pháp phân tích và so sánh cấu trúc không gian 3 chiều của protein 

Trình tự acid amin của DEAD-box CshA được so sánh với trình tự các protein khác bằng chương 
trình NCBI Protein Blast và công cụ ESPript để xác định độ tương đồng cũng như các vị trí bảo tồn tương 
ứng. Cấu trúc không gian ba chiều của protein cũng được dự đoán bằng chương trình dự đoán cấu trúc 
Swiss-model trong website www.expasy.org [22-26]. Tiếp theo, cấu trúc không gian ba chiều dự đoán 
được từ Swiss-model sẽ được so sánh với cấu trúc không gian các protein tương ứng thông qua chương 
trình PyMOL, từ đó đề xuất vùng hoạt động của protein CshA [27].  

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tinh sạch protein DEAD-box CshA và CshA- CTE 

Protein DEAD-box CshA của vi khuẩn S. aureus Mu50 được dự đoán thuộc nhóm enzyme RNA 
helicase. Các trình tự bảo tồn trên gen cho thấy chức năng tiềm tàng của protein này. So sánh với các 
trình tự protein khác trên NCBI, vùng N-terminus (acid amin 1-212) của protein DEAD-box CshA chứa 
các trình tự bảo tồn DEAD-box có chức năng liên kết với ATP, liên kết Mg2+ và kết nối với nucleotide, 
trong khi trình tự bảo tồn HELIC tiếp theo (acid amin 213-367) dự đoán chứa hoạt tính helicase và kết nối 
ATP, nhưng vùng C-terminus (acid amin 368-506) không cho thấy hoạt tính tiềm năng nào (hình 1A). Để 
xác định vai trò vùng C-terminus của protein DEAD-box CshA, protein CshA và CshA loại bỏ vùng C-
terminus được tạo dòng, biểu hiện và tinh sạch như được trình bày phía trên. Kết quả tinh sạch các protein 
tái tổ hợp được kiểm tra trên gel SDS-PAGE (hình 1B và 1C).  

 

Hình 1: Kết quả tinh sạch protein DEAD-box CshA và CshA loại bỏ C-terminus (CshA-CTE) của vi khuẩn S. 
aureus. (A) Dự đoán cấu trúc chức năng dựa trên trình tự acid amin của CshA và xác định phần C-terminus của 
CshA. (B) và (C) Kết quả điện di trên sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
12% của CshA và CshA-CTE sau khi được tinh sạch bằng sắc ký Ni2+ và sắc ký lọc gel; Lane 1-2 là các phân 

đoạn sau tinh sạch. M là thang chuẩn protein. 
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CshA với đầy đủ trình tự 506 acid amin trọng lượng tương ứng khoảng 57 kDa và CshA-CTE sau 
khi boại bỏ phần C-terminus còn 367 acid amin thì có trọng lượng khoảng 41 kDa. Kết quả sau khi tạo 
dòng, tinh sạch và kiểm tra trên gel SDS-PAGE, protein sau khi tinh sạch thể hiện đúng kích thước mong 
đợi cho thấy sản phẩm protein tái tổ hợp được tạo thành là các protein cần thiết. Quan sát các vạch điện di 
trên gel SDS-PAGE, sự hiện diện của các vạch ngoài mong đợi là không đáng kể, kiểm tra bằng phần 
mềm gel analyzer, kết quả cho thấy độ tinh sạch trong sản phẩm protein CshA đạt trên 98%, và độ tinh 
sạch của CshA-CTE đạt trên 96%. Protein tinh sạch không chứa các tạp chất sẽ hạn chế được các hoạt 
tính không mong muốn có thể xuất diện trong các phản ứng nghiên cứu. Với độ tinh sạch hơn 96%, các 
protein tái tổ hợp CshA và CshA-CTE được sử dụng cho các nghiên cứu các hoạt tính trên acid nucleic 
tiếp theo. 
3.2. CshA và CshA- CTE có khả năng liên kết với các cơ chất DNA khác nhau  

CshA thuộc nhóm protein DEAD-box với chức năng dự đoán là enzyme RNA helicase, trong nghiên 
cứu trước, hoạt tính trao đổi mạch DNA và bắt cặp DNA của enzyme CshA đã được ghi nhận [19]. Việc 
liên kết với cơ chất là các acid nucleic là hoạt tính đầu tiên cần thiết cho các chức năng tiếp theo của 
enzyme. Do đó, khả năng liên kết với các cơ chất DNA đã được kiểm tra theo phương pháp EMSA. Sau 
thời gian cho phản ứng với cơ chất, sự hình thành phức hợp giữa enzyme và cơ chất DNA được kiểm tra 
trên gel agarose 1% (hình 2).  

 

Hình 2: Khả năng liên kết với các loại cơ chất DNA mạch đơn (A) và mạch đôi chĩa ba DNA (B) của CshA và CshA-
CTE thể hiện qua sự điện di trên gel agarose 1%. M là thang chuẩn DNA; ssDNA là DNA mạch đơn; dsDNA là 

DNA mạch đôi. 
Phức hợp được tạo thành giữa liên kết của protein và DNA có trọng lượng phân tử cao hơn và tốc độ 

di chuyển sẽ chậm hơn so với cơ chất DNA ban đầu, so sánh tốc độ di chuyển của DNA trong quá trình 
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điện di sẽ xác định được khả năng liên kết DNA của protein. Kết quả điện di trên gel agarose trong phản 
ứng kiểm tra khả năng liên kết với cơ chất mạch đơn DNA của CshA và CshA-CTE cho thấy sau khi 
loại bỏ phần C-terminus, khả năng liên kết với cơ chất mạch đơn giảm rõ rệt với vạch xuất hiện có cường 
độ phát sáng không cao, các cơ chất DNA không hình thành liên kết được quan sát thấy phía dưới của gel 
điện di, trong khi CshA với đủ trình tự acid amin thể hiện khả năng liên kết triệt để với phức hợp hình 
thành rõ ràng và không quan sát thấy cơ chất mạch đơn DNA còn lại sau phản ứng (hình 2A). Bên cạnh 
đó, sự hiện diện của ATP không ảnh hưởng đến hoạt tính liên kết cơ chất mạch đơn DNA của 
CshA/CshA-CTE với các vạch tương ứng cho phức hợp cơ chất-DNA không có sự thay đổi trong các 
điều kiện có hoặc không có ATP. Quan sát khả năng liên kết với các cơ chất DNA mạch đôi, kết quả điện 
di cho thấy protein CshA và CshA-CTE đều có khả năng hình thành liên kết tạo phức hợp enzyme-
DNA. Tuy nhiên, sự hình thành phức hợp enzyme-DNA không chặt chẽ nên vạch tương ứng thể hiện theo 
vệt dài, đồng thời không có sự khác biệt giữa phản ứng có sự hiện diện của ATP hoặc không có ATP 
(hình 2B). Kết quả này cũng phù hợp như kết quả đã được báo cáo trong nghiên cứu trước với khả năng 
liên kết cơ chất RNA không phụ thuộc vào ATP [13] và các hoạt tính trao đổi mạch DNA và bắt cặp 
DNA không phụ thuộc vào năng lượng ATP của enzyme CshA [19]. 

Quan sát trình tự acid amin của CshA, vị trí của vùng liên kết với các nucleotide được dự đoán ở 
vùng acid amin 150-200 (hình 1A), do đó việc loại bỏ phần C-terminus có thể không ảnh hưởng đến hoạt 
tính liên kết với các cơ chất acid nucleic của CshA. Tuy nhiên, sự giảm ái lực liên kết trong các điều kiện 
thử nghiệm với mạch đơn và mạch đôi chĩa ba DNA của CshA-CTE cho thấy khả năng liên kết yếu 
hoặc độ bền của phức hợp liên kết không cao khi thiếu phần C-terminus trong trình tự protein. Trong 
nghiên cứu về cấu trúc của CshA của Geobacillus stearothermophilus, nhóm tác giả Jennifer Huen đã 
kiểm tra vai trò C-terminus lên khả năng kết nối của CshA lên các cơ chất RNA mạch đơn và RNA mạch 
đôi, kết quả cho thấy khả năng kết nối của CshA giảm mạnh khi loại bỏ phần C-terminus trong cấu trúc 
với hằng số liên kết của CshA và của CshA-CTE là 0,2 và 13,68 µM đối với cơ chất RNA mạch đôi, 
trong trường hợp cơ chất mạch đơn, hằng số liên kết là 0,36 và 28,05 µM cho CshA và cho CshA-CTE, 
thể hiện sự tương tác của C-terminus trong sự hình thành liên kết chặt chẽ với cơ chất DNA [13]. Tuy 
nhiên, trong nghiên cứu về khả năng liên kết với cơ chất RNA của DEAD-box Mss116p của 
Saccharomyces cerevisiae, phần C-terminus của protein này không ảnh hưởng đến sự liên kết với các cơ 
chất RNA dù là mạch đơn hay mạch đôi nhưng có vai trò quan trọng trong việc kích hoạt quá trình dịch 
mã và ghép nối RNA [28], nghiên cứu với Hera-RecA cũng thu được kết quả tương tự với hoạt tính liên 
kết với RNA mạch đôi không phụ thuộc vào C-terminus [29]. Vai trò C-terminus của các protein DEAD-
box trong việc liên kết với các acid nucleic cũng được tổng hợp trong nghiên cứu của Pavan Umate và 
cho thấy các domain của vùng C-terminus như Helic C trong họ DEAD/H có vai trò trong liên kết RNA 
và tháo xoắn, domain RQC và HRDC của RecQ có vai trò trong việc hình thành liên kết Holliday trong 
sửa chữa DNA, domain HA2 của DHX9/DHX36 cũng được dự đoán có vai trò trong việc liên kết với các 
acid nucleic [30-32]. 
3.3. CshA không thể hiện hoạt tính trao đổi mạch DNA khi loại bỏ phần C-terminus 

Khả năng kết nối với cơ chất DNA mạch đôi của CshA không bị ảnh hưởng bởi phần C-terminus đã 
được xác định, liệu rằng phần C-terminus có ảnh hưởng đến các hoạt tính trao đổi mạch DNA và bắt cặp 
mạch DNA của CshA. Để kiểm tra khả năng này, CshA và CshA-CTE đã được kiểm tra trong phản ứng 
thí nghiệm có chứa các loại cơ chất mạch đôi DNA có cấu trúc khác nhau với sự hiện diện hoặc không 
của 4 mM ATP trong thời gian 10 phút. Tương ứng với từng loại cơ chất mạch đôi có đánh dấu đồng vị 
5-32P, mạch đơn không đánh dấu được bổ sung vào với lượng thừa (cao gấp 10 lần cơ chất mạch đôi) 
nhằm quan sát được sản phẩm phản ứng là các mạch đơn được đánh dấu sau khi chuyển mạch. Con 
đường phản ứng chuyển mạch được mô tả trong sơ đồ trên các hình ảnh thể hiện kết quả điện di nhận 
được trong từng cơ chất phản ứng cụ thể (hình 3).   
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Hình 3: Hoạt tính chuyển mạch DNA của CshA và CshA-CTE trên các cơ chất DNA có cấu trúc khác nhau; mạch 
đôi DNA đầu bằng - blunt end dsDNA (A), mạch đôi DNA chĩa ba - forked dsDNA (B), mạch đôi DNA đuôi 3 - 3 

tail dsDNA (C) và mạch đôi DNA đuôi 5 - 5 tail dsDNA (D). Phản ứng được thực hiện trong 10 phút, kết quả được 
phân tích trên gel polyacrylamide không biến tính 15% (PAGE). Dấu sao cho thấy vị trí đánh dấu đồng vị 5-32P 
trên mạch DNA. Con (-) là đối chứng âm được thực hiện trong phản ứng không có protein; Con (+) là đối chứng 

dương được thực hiện bằng cách đốt nóng phản ứng ở 95C trong điều kiện phản ứng tương tự. 

 
Hoạt tính trao đổi mạch của CshA từ S. aureus không phụ thuộc vào năng lượng ATP, khác biệt với 

hoạt tính tách mạch helicase là cần phải cung cấp năng lượng cho phản ứng xảy ra. Mặc dù CshA-CTE 
có khả năng liên kết với cơ chất mạch đôi DNA nhưng kết quả kiểm tra sau khi điện di cho thấy CshA-
CTE không thể hiện hoạt tính trao đổi mạch sau thời gian phản ứng là 10 phút trên các cơ chất khác 
nhau, điều này cho thấy phần C-terminus có vai trò quan trọng trong xúc tác phản ứng trao đổi mạch của 
CshA.  

Trong thí nghiệm khảo sát khả năng trao đổi mạch để hình thành sản phẩm là các mạch đôi DNA 
như trong sơ đồ thể hiện trong hình 4A, sự trao đổi mạch sau phản ứng sẽ hình thành sản phẩm là các 
DNA mạch đôi đuôi 3 từ cơ chất ban đầu là DNA mạch đôi chĩa ba. Phản ứng được kiểm tra trong các 
khoảng thời gian khác nhau từ 5 cho đến 60 phút và kiểm tra trên gel không biến tính polyacrylamide 
(hình 4B). 
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Hình 4: Hoạt tính trao đổi mạch DNA của CshA và CshA-CTE trên cơ chất DNA mạch đôi DNA chĩa ba theo thời 
gian. (A) Sơ đồ phản ứng của hoạt tính chuyển mạch DNA trên cơ chất mạch đôi DNA chĩa ba; (B) Sản phẩm phản 
ứng được phân tích trên gel polyacrylamide không biến tính 15% (PAGE). Dấu sao cho thấy vị trí đánh dấu đồng vị 
phóng xạ trên mạch DNA. S là cơ chất phản ứng; H là phân đoạn mạch đơn được đánh dấu trong cơ chất; P là sản 

phẩm mong đợi của hoạt tính chuyển mạch sau phản ứng. 

Sau các khoảng thời gian phản ứng (5-60 phút), sản phẩm trao đổi mạch được quan sát thấy trong 
các thí nghiệm có sự hiện diện của CshA. Trong các thí nghiệm với CshA-CTE hoặc không có enzyme, 
sản phẩm phản ứng không có sự thay đổi so với cơ chất ban đầu. Sản phẩm là các mạch đơn không được 
quan sát thấy sau phản ứng, cho thấy không có sự hình thành loại sản phẩm này và chứng minh được đặc 
tính trao đổi mạch xảy ra đồng thời, không có sự hiện diện của hoạt tính tháo xoắn. Mặc dù thời gian phản 
ứng được gia tăng nhưng kết quả không có sự khác biệt, điều này khẳng định CshA mất hoạt tính trao đổi 
mạch khi không có sự hiện diện của C-terminus trong trình tự acid amin. Hoạt tính trao đổi mạch của 
protein DEAD-box có vai trò quan trọng trong việc hình thành liên kết nối Holliday trong sự sửa chữa các 
sai hỏng trên DNA trong quá trình sao chép [33]. Trong nghiên cứu của Michael D.Huber và công sự, 
domain RQC và HRDC trong C-terminus của protein DEAD-box RecQ có chứa vị trí chuyên biệt cho 
hình thành liên kết Holliday, do đó sự loại bỏ C-terminus trong trình tự của CshA có thể đã dẫn đến việc 
đánh mất hoạt tính trao đổi mạch của DEAD-box CshA này [32].  
3.4. CshA không thể hiện hoạt tính bắt cặp DNA khi loại bỏ phần C-terminus 

Ngoài hoạt tính trao đổi mạch, Csh A còn được xác định có hoạt tính bắt cặp DNA, hình thành sản 
phẩm là các DNA mạch đôi từ các mạch đơn có trình tự bổ sung. Để xác định vai trò của phần C-
terminal, hoạt tính bắt cặp của CshA-CTE được kiểm tra trong điều kiện chứa cơ chất là các mạch đơn 
phân đoạn 1 và phân đoạn 3 có trình tự bổ sung. Thí nghiệm được thực hiện trong các khoảng thời gian 
khác nhau và phân tách sản phẩm trên gel không biến tính polyacrylamide (hình 5). Sau thời gian phản 
ứng, sản phẩm mạch đôi DNA được quan sát thấy trong các phản ứng có sự hiện diện của CshA với đủ 
trình tự, sự vắng mặt enzyme hay thiếu phần C-terminus không quan sát thấy sản phẩm mạch đôi DNA 
hay sản phẩm hình thành không đáng kể sau thời gian phản ứng. Sự mất hoặc giảm hoạt tính bắt cặp khi 
không có C-terminus có thể được giải thích do ái lực liên kết của CshA-CTE trên cơ chất là các DNA 
mạch đơn yếu như đã quan sát thấy trong các thí nghiệm về khả năng kết nối (hình 2A), sự khó khăn 
trong việc hình thành các liên kết với cơ chất sẽ hạn chế việc thúc đẩy phản ứng bắt cặp xảy ra. Do đó, 
CshA đã không thể hiện khả năng bắt cặp DNA khi mất đoạn C-terminus trong trình tự. Ngoài ra, trong 
nghiên cứu về hoạt tính bắt cặp của Mss116p, nhóm tác giả Georg Mohr đã quan sát thấy sự giảm đáng kể 
hoạt tính bắt cặp của Mss116p khi loại bỏ phần C-terminus với hằng số tốc độ phản ứng là 16 x 109 M-
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1min-1 cho Mss116 và 8,4 x 109 M-1min-1 cho Mss116p loại bỏ C-terminus, kết quả cho thấy phần C-
terminus tối đa hóa hoạt tính bắt cặp của Mss116p [28]. 

 

Hình 5: Hoạt tính bắt cặp các mạch đơn DNA tạo sản phẩm mạch đôi DNA của CshA và CshA-CTE theo thời 
gian. (A) Sơ đồ phản ứng của hoạt tính bắt cặp DNA để hình thành sản phẩm mạch đôi DNA đuôi 5; (B) Sản phẩm 
phản ứng sau thời gian ủ khác nhau được phân tích trên gel polyacrylamide không biến tính 15% (PAGE). Dấu sao 

cho thấy vị trí đánh dấu đồng vị phóng xạ trên mạch DNA. P là sản phẩm mong đợi của hoạt tính bắt cặp DNA. 

Chương trình NCBI Protein Blast (tập trung vào việc so sánh các vị trí bảo tồn) được sử dụng để so 
sánh trình tự acid amin của CshA từ S. aureus với trình tự acid amin của các DEAD-box protein khác. 
Kết quả cho thấy trình tự acid amin của CshA từ S. aureus tương đồng cao với trình tự acid amin của 
CshA từ Geobacillus stearothermophilus (56,03%). Đồng thời, chúng tôi cũng xác định sự tương đồng 
của trình tự acid amin mất C-terminus của CshA từ S. aureus với các trình tự acid amin khác trên ngân 
hàng dữ liệu của NCBI, kết quả cho thấy trình tự acid amin này tương đồng cao với Mss116 – một 
DEAD-box protein khác từ Saccharomyces cerevisiae (33,66%). Kết quả phân tích trên công cụ ESPript 
cho thấy các đoạn acid amin bảo tồn trên CshA của S. aureus và G. stearothermophilus có độ trùng lập 
cao (hình 6A), kết quả tương tự khi phân tích sự tương đồng của trình tự mất C-terminal của CshA từ S. 
aureus và Mss116 từ S. cerevisiae (hình 6B). [27]   
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Hình 6: Mức độ tương đồng về trình tự acid amin của CshA từ G. stearothermophilus và S. aureus (A) và mức độ 
tương đồng về trình tự acid amin của Mss116 từ S. cerevisiae và CshA mất C-terminus từ S. aureus (B). 

 

Hình 7: (A) Sự tương đồng về cấu trúc giữa CshA từ G. stearothermophilus và CshA từ S. aureus. (B)  Sự tương 
đồng về cấu trúc giữa CshA từ G. stearothermophilus và CshA mất đoạn C-terminus từ S. aureus. (C) Sự tương 

đồng về cấu trúc giữa CshA từ G. stearothermophilus và Mss116 từ S. cerevisiae. (D) Sự tương đồng về cấu trúc 
giữa CshA từ G. stearothermophilus, CshA mất đoạn C-terminus từ S. aureus và Mss116 từ S. cerevisiae. (E) Cấu 

trúc không gian của Mss116 từ S. cerevisiae với sự hiện diện của cơ chất trong trung tâm hoạt động. [13, 34]  

Cấu trúc không gian 3 chiều của phân tử CshA và phân tử CshA mất đoạn C-terminus từ S. aureus 
được xây dựng theo chương trình dự đoán cấu trúc Swiss-model [22-26]. Cấu trúc không gian dự đoán 
của phân tử CshA và phân tử CshA mất đoạn C-terminus từ S. aureus có độ tương đồng cao với cấu trúc 
không gian của CshA từ G. stearothermophilus (PDB ID: 5ivl) (hình 7A, 7B). So sánh cấu trúc không 
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gian của Mss116 từ S. cerevisiae (PDB ID: 4tyw) (hình 7E) với các cấu trúc không gian nêu trên, có thể 
thấy cho thấy trung tâm hoạt động của CshA hình thành ở phần còn lại của CshA (hình 7C, 7D) . Căn cứ 
trên cấu trúc không gian giả định của CshA, sự loại bỏ C-terminus có thể sẽ ức chế sự hình thành cấu trúc 
dimer cần thiết cho các hoạt động xúc tác phản ứng trên cơ chất acid nucleic (hình 7D) dẫn đến việc vắng 
mặt của các hoạt tính trao đổi mạch và bắt cặp DNA. Như vậy, mặc dù C-terminus không chứa các motif 
cần thiết cho việc hình thành liên kết với cơ chất acid nucleic nhưng có vai trò quan trọng trong việc gia 
tăng ái lực liên kết, hình thành các dimer và thúc đẩy các phản ứng sinh học của CshA [13, 34]. 

4. KẾT LUẬN 

Protein DEAD-box CshA thuộc họ RNA helicase có vai trò quan trọng trong nhiều hoạt động của sự 
biệu hiện gen như phiên mã, dịch mã, ghép nối RNA, sửa chữa DNA, hoạt động của các chaperon [1]. 
Vai trò của các domain trong trình tự acid amin của protein DEAD-box có vai trò quan trọng trong các 
chức năng của chúng, việc nghiên cứu chức năng của các domain sẽ góp phần hiểu rõ hơn hoạt động của 
protein trong tế bào. Hoạt tính trao đổi mạch DNA cũng như hoạt tính bắt cặp DNA của CshA đã được 
xác định trong nghiên cứu trước [19]. Để xác định chức năng của C-terminus trong trình tự CshA, protein 
tái tổ hợp CshA và CshA loại bỏ C-terminus đã được tạo dòng và biểu hiện, kết quả tinh sạch protein đạt 
hơn 96%. Các hoạt tính về sự hình thành liên kết với cơ chất DNA đã được kiểm tra và cho thấy sự giảm 
ái lực liên kết khi không có C-terminus trong trình tự. Ngoài ra, hoạt tính trao đổi mạch DNA và hoạt tính 
bắt cặp DNA của CshA đã không được quan sát thấy trong các thí nghiệm khi thiếu C-terminus. Dựa trên 
các kết quả thu được, C-terminus đóng vai trò quan trọng trong việc hình thành liên kết chặt chẽ với các 
cơ chất DNA và tham gia vào hoạt tính trao đổi mạch DNA cũng như hoạt tính bắt cặp DNA của CshA.   
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