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1. TÓM TẮT NỘI DUNG LUẬN ÁN:

Nattokinase là enzyme phân hủy huyết khối đã được chứng minh lâm sàng về hiệu quả và tính an toàn sử dụng cho người bằng con đường uống. Hiện các sản phẩm dược hay thực phẩm chức năng nội địa liên quan đến nattokinase vẫn phụ thuộc nguồn nguyên liệu enzyme ngọai nhập. Bằng công nghệ gen, nghiên cứu này đạt được mục tiêu thiết lập được chủng Bacillus subtilis biểu hiện vượt mức nattokinase có hoạt tính. Các kết quả chính gồm: phân lập chủng Bacillus từ thực phẩm lên men dùng cho thu nhận và phân tích nguồn gen mã hóa nattokinase thích hợp; dòng hóa trình tự mã hóa enzyme dưới promoter mạnh được cảm ứng bởi IPTG là PSgrac; tạo được chủng Bacillus subtilis biểu hiện và tiết nattokinase ngọai bào có hoạt tính với hàm lượng vượt mức 5 đến 8 lần so với chủng Bacillus subtilis tự nhiên ở điều kiện nuôi cấy tương tự. Ở công trình này, chúng tôi cũng thực hiện dòng hóa casset biểu hiện gen mã hóa dưới dự kiểm soát promoter PSgrac vào plasmid pDG1730, plasmid này được cấu trúc cho phép chèn gen vào bộ gen Bacillus subtilis DB104 thông qua trao đổi đoạn tương đồng kép tại locus amyE. Hàm lượng và hoạt tính nattokinase ngoại bào được phân tích bằng điện di SDS-PAGE và thử nghiệm hoạt độ phân hủy fibrin in vitro. Kết quả cho thấy hàm lượng và hoạt tính nattokinase ngoại bào không khác biệt so với trường hợp chủng chủ mang casset biểu hiện trên khung DNA plasmid. Sự thành công khi chèn các hệ thống biểu hiện ngọai lai vào bộ gen vi khuẩn giúp tránh việc sử dụng kháng sinh để duy trì plasmid tồn tại ngoài bộ gen và tăng cường tính ổn định trong nâng cấp qui mô nhân nuôi. Tiến hành tối ưu hóa thành phần môi trường nuôi cấy nhằm thu nhận nattokiase từ chủng Bacillus subtillis DB104 tái tổ hợp. Các nguồn nitơ và carbon thích hợp được chọn lọc làm cơ sở cho việc sàng lọc các yếu tố ảnh hưởng đến hoạt tính nattokinase bằng thiết kế thí nghiệm Plackett-Burman. Trong các yếu tố khảo sát, cao nấm men, glucose, NaCl và pH là bốn yếu tố tác động nhiều nhất (p<0,05). Thí nghiệm được thiết kế theo phương pháp đáp ứng bề mặt (Response surface methodology-RSM). Kết quả nhận được môi trường thích hợp cho quá trình sinh tổng hợp nattokinase gồm: 10 g/l cao nấm men, 2,2 g/l glucose, 2,5 g/l NaCl và pH 8,33. Thời gian lên men sau 16 giờ cho hoạt tính nattokinase cao nhất 456 FU/ml cao hơn trước khi tối ưu 4 lần (114 FU/ml). Tiềm năng phát triển nghiên cứu này thành quy mô sản xuất thử nghiệm được thảo luận.
2. NHỮNG KẾT QUẢ MỚI CỦA LUẬN ÁN:
- Phân lập, tạo dòng và biểu hiện gen mã hóa cho enzym nattokinase tái tổ hợp ở Bacillus subtillus BD104. Thiết kế thành công 2 hệ thống vector biểu hiện gen aprN (nattokinase): hệ thống pBG01/aprN và hệ thống amyE:PSgrac-aprN hiệu quả. Tối ưu hóa điều kiện lên men từ đó đưa ra quy trình nuôi cấy tối ưu. Thu nhận và tinh sạch enzym, xây dựng quy trình lên men và thu nhận nattokinase tái tổ hợp với quy mô 3 lít. Nghiên cứu đặc điểm và tính chất hóa học của nattokinase tái tổ hợp.

3. CÁC ỨNG DỤNG/ KHẢ NĂNG ỨNG DỤNG TRONG THỰC TIỄN HAY NHỮNG VẤN ĐỀ CÒN BỎ NGỎ CẦN TIẾP TỤC NGHIÊN CỨU: 

Nghiên cứu lên men fed-batch chủng B.subtis tái tổ hợp biểu hiện nattokinase năng suất cao. Xây dựng quy trình sản xuất nattokinase tái tổ hợp và thử nghiệm lên men quy mô lớn sản xuất tạo chế phẩm enzyme, làm nguyên liệu cho sản xuất thực phẩm chức năng hỗ trợ ngăn ngừa và điều trị huyết khối.
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1. ABSTRACT:
Nattokinase is an degrading thrombosis enzyme which was proven clinical efficacy and safety for human use by the oral route. Currently, the local related medicines and function-food product still depend imported nattokinase as material. By genetic engineering, this study has achieved to construct a Bacillus subtilis strain which overexpressed  nattokinase in active. The main results are: isolation of  Bacillus strains from fermented foods and using as template for analysis of the gene encoding nattokinase; cloning the enzyme encoding sequences under IPTG-induced strong promoter PSgrac; construction of the Bacillus subtilis strain which expresses active extracellular nattokinase at an excess amount of 5 to 8 times compared to wide-type Bacillus subtilis strain in same culture conditions. In this study, the cassette, containing the gene coding for nattokinase under the control of the inducible promoter PSgrac, was cloned into an integrating plasmid, pDG1730. The new construct allows the integration of the nattokinase expression cassette into B. subtilis DB104 genome via a double crossing over at amyE locus. SDS-PAGE and in vitro fibrinolytic activity were used to investigate the ability of producing nattokinase of the newly constructed strain. The result showed that an equivalent amount of nattokinase was obtained in culture broth as from the strain with plasmid construct. The successful integration of the nattokinase expression system into chromosomal DNA of B. subtilis would avoid the use of an antibiotic factor in culture for maintaining the plasmid and increase the stability of strains in pilot-scale. In this study, we optimized the medium components for production of recombinant nattokinase from Bacillus subtillis DB104. Carbon and nitrogen sources from the different materials were selected in order to make the base for screening factors affecting nattokinase activity by Plackett-Burman experiments. Among factors surveyed, yeast extract, glucose, NaCl and pH were considered significant (p<0.05). These factors were subsequently optimized by using the response surface methodology (RSM). The obtained results showed the appropriate mediumfor the biosynthesis of nattokinase included 10 g/l yeast extract, 2,2 g/l glucose, 2,5 g/l NaCl, 8,38 pH. After 16 hrs of fermentation, nattokinase activity reached the highest level of 114 FU/ml, 4 times higher than that in the pre-optimized one (456 FU/ml) The potential to develop this research to pilot-scale are discussed.
2. NOVEL RUSULTS OF THESIS:

Isolation, cloning and expression of coding genes for recombinant nattokinase in Bacillus subtilis BD104. Successfully designed 2 systems of aprN gene expression vector effective : pBG01 / aprN and amyE::PSgrac-aprN. Optimize the fermentation conditions from there to give the optimal culture process. Obtain and purify enzymes, build fermentation and recombinant recombinant nattokinase with a scale of 3 liters. Study the characteristics and chemical properties of recombinant nattokinase
3. APPLICATIONS/APPLICABILITY/FURTHER RESEARCHES:
Fermentation of fed-batch recombinant B.subtis strains expressing high-yielding nattokinase. Develop a process of producing recombinant nattokinase and large-scale fermentation testing to produce enzyme preparations, as raw materials for the production of functional foods to support the prevention and treatment of thrombosis.
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