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TÓM TẮT 

Sự dimer protein đóng vai trò quan trọng trong hầu hết các quá trình sinh học như phiên 
mã, sao chép, truyền tín hiệu, hoạt hóa enzyme...Do đó, kiểm soát sự dimer của protein sẽ giúp 
điều hòa các quá trình này trong tế bào. Trong nghiên cứu này, kiểm soát sự dimer hóa của protein 
được thực hiện bởi trình tự DNA chứa 2 cấu trúc G-quadruplex (2G4). Các protein chỉ thị CFP và 
YFP sẽ được dung hợp vào peptide RHAU tạo ra lần lượt RHAU-CFP và RHAU-YFP, sau đó sự 
dimer hóa protein sẽ được phân tích dựa vào sự trao đổi năng lượng giữa CFP và YFP khi 2 
protein này gần với nhau bằng kĩ thuật FRET. Tính hiệu FRET được ghi nhận trong hỗn hợp 
RHAUCFP/RHAUYFP dưới sự hiện diện của 2G4. Điều đó cho thấy được 2G4 có khả năng cảm 
ứng sự hình thành dimer của protein dung hợp với peptide RHAU trong ống nghiệm. Kết quả này 
làm tiền đề cho những nghiên cứu về kiểm soát hoạt tính của những protein dimer chức năng bởi 
cấu trúc 2G4 trong những ứng dụng sinh hóa. 

Từ khóa: 2G4; CFP; Dimer; protein; YFP 
 

1. Giới thiệu 
Tương tác protein-protein là một quá trình sinh học quan trọng trong đó các protein 

tương tác với nhau tạo thành một tổ hợp chức năng, ở dạng đồng nhất hoặc dị phân tử, để 
(Hình 1). Trên thực tế, protein hiếm khi thể hiện chức năng và hoạt động ở dạng đơn phân 
trong môi trường sinh học. Sự tự sát nhập của các protein để tạo thành dimer hoặc các tập 
hợp oligomeric là một hiện tượng lí sinh phổ biến, xảy ra trong tế bào. Tất cả các con 
đường tế bào như hoạt hóa enzym (Citri & Yarden, 2006) , truyền tín hiệu (Ahsan, 2016), 
và thậm chí cả con đường gây bệnh (Hynes & Lane, 2005) đều được thể hiện thông qua 
quá trình dimer hóa protein. 

 
Cite this article as: Dang Thanh Dung, & Phan Thi Phuong Trang (2022). DNA consisting 2 G-quadruplex 
structure-induced dimerization of protein. Ho Chi Minh City University of Education Journal of Science, 19(3), 
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Hình 1. Sự tương tác giữa các protein để hình thành protein chức năng 

 dạng dimer đồng nhất (homodimerization) và dimer dị phân tử (heterodimerization) 
Quá trình điều hòa dimer hóa protein là một quá trình cần thiết để phát triển của các 

sinh vật dưới tác động kích thích của các yếu tố nội sinh hoặc ngoại sinh trong môi trường 
tự nhiên (Marianayagam, Sunde, & Matthews, 2004). Do đó, việc hiểu rõ các cơ chế phân 
tử của quá trình dimer hóa protein và chức năng của chúng là bước tiến mới của nghiên 
cứu và cung cấp nhiều mục nhập cho các ứng dụng y sinh. Tạo đột biến mang tính kị nước 
cho các amino acid bề mặt của protein có thể tạo sự dimer hóa protein thông qua các tương 
tác kị nước với nhau (Chao et al., 2005). Hoặc dòng hóa peptide có cấu trúc dây kéo 
(zipper) vào các protein mục tiêu tạo nên sự dimer hóa protein thông qua cấu trúc dây kéo 
(Mason & Arndt, 2004). Tuy nhiên, các phương pháp này bị giới hạn bởi mang tính 1 
chiều có nghĩa là chỉ tạo sự dimer hóa mà không thể tách ngược ra đơn lẽ, do đó không thể 
kiểm soát được hoạt tính của các protein. Hiện nay, có rất nhiều phương pháp mới được 
phát triển cho việc kiểm soát hai chiều quá trình dimer hóa của protein như sử dụng phân 
tử nhỏ hóa học (chemical inducer) (Hardwick, Kuruvilla, Tong, Shamji, & Schreiber, 
1999; Mangal, Zielich, Lambie, & Zanin, 2018; Pratt, Schwartz, & Muir, 2007; Schreiber, 
2021; Schultz & Clardy, 1998), phương pháp phân tử vòng (host-guest) (Bai, Luo, & Liu, 
2016; Dang, 2012; Dang, Nguyen, Merkx, & Brunsveld, 2013; Khan & Lee, 2021), 
phương pháp ion kim loại (Kochanczyk et al., 2016; Song, Sontz, Ambroggio, & Tezcan, 
2014), và phương pháp sử dụng nucleic acids (Truong, 2020). Mỗi phương pháp đều có 
những ưu và nhược điểm riêng cho việc điều hòa kiểm soát dimer hóa protein. Trong 
nghiên cứu này, DNA chứa hai trình tự hình thành cấu trúc G4 được sử dụng cho việc cảm 
ứng sự dimer protein. Đây là phương pháp mới cho việc cảm ứng sự dimer hóa protein 
chưa được công bố trước đây. 

G-quadruplex (G4) là cấu trúc bậc 2 của DNA hoặc RNA được hình thành khi trình 
tự có chứa nhiều Guanine trong phân tử (Maizels & Gray, 2013). G-quadruplex có 2 cấu 
trúc: cấu trúc song song và không song song. Trong tế bào, sự hình thành cấu trúc G4 ảnh 
hưởng rất lớn đối với các quá trình hoạt động sinh học như sao chép, phiên mã, dịch mã và 
sự bảo tồn telomer (Maizels, 2015; Rhodes & Lipps, 2015). Sự tương tác giữa G4 và 
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protein được xem là nhân tố quan trọng để có thể kiểm soát các hoạt động của tế bào. Các 
protein trong tế bào như BLM, FANCJ, PIF1 và Rhau đã được nghiên cứu về sự tương tác 
với cấu trúc G4 (Maizels & Gray, 2013). Đặc biệt, vùng peptide bám đặc hiệu vào cấu trúc 
G4 của Rhau peptide đã được nghiên cứu cơ chế phân tử bởi kĩ thuật NMR (Heddi, 
Cheong, Martadinata, & Phan, 2015). Rhau peptide bám đặc hiệu trên bề mặt cấu trúc G4 
thông qua tương tác điện tích giữa các amino acid mang điện tích dương của Rhau peptide 
và nhóm phosphate mang điện tích âm của cấu trúc G4. Sự tương tác đặc hiệu vào cấu trúc 
G4 bởi Rhau peptide đã được ứng dụng trong các quá trình sinh hóa như phát triển đầu dò 
protein huỳnh quang có khả năng nhận biết cấu trúc G4 (Dang & Phan, 2016), phát triển 
các enzyme cắt DNA hay RNA có thể nhận biết cấu trúc G4 và cắt tại vị trị đặc hiệu 
(Dang, Nguyen, Truong, Nguyen, & Phan, 2021; Dang & Phan, 2019). Trong nghiên cứu 
này, sự dimer của protein được cảm ứng bởi trình tự DNA chứa 2 cấu trúc G4 thông qua 
tương tác đặc hiệu giữa Rhau và G4. Phân tử 2G4 cảm ứng sự dimer hóa của protein sẽ 
được phân tích bằng kĩ trao đổi năng lượng (FRET) với cặp protein chỉ thị xanh (CFP) và 
vàng (YFP). Nghiên cứu tạo tiền đề cho việc ứng dụng phương pháp cảm ứng sự dimer 
hóa protein bởi 2G4 trong việc hoạt hóa các protein dimer chức năng trong các quá trình 
sinh học. 

 
Hình 2. Mô hình DNA chứa 2 cấu trúc G4 cảm ứng sự dimer  

của protein CFP, YFP dung hợp với Rhau peptide 
2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

• Dòng hóa plasmid 
Cặp protein chỉ thị cho FRET, RhauCFP và RhauYFP, được tạo ra bằng cách kết hợp 

Rhau (53 aa) với CFP và YFP, tương ứng. DNA mã hóa cho Rhau được khuếch đại bằng 
PCR sử dụng gen Rhau làm khuôn mẫu và một cặp mồi ON1 / ON2 (ON1: 5'- gcg tgg atc 
cgt cca tgc atc ccg ggc acc tga aag-3 "; ON2: 5'- gat tca tat ggc tgc cgc cgc cgc tct tcg ctt 
gaa cag aat tca gta ac-3 '). Sản phẩm pcr này được dòng hóa vào vector chủ pETDuet1 đã 
qua xử lí (Merck Millipore, Đức) tại BamHI và NdeI, kết quả thu được plasmid p-Rhau. 
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DNA mã hóa cho CFP và YFP được khuếch đại bằng PCR sử dụng pHT582 (Nguyen, 
Dang, van Dongen, & Brunsveld, 2010) chứa gen CFP và pHT584 (Nguyen et al., 2010) 
chứa gen YFP làm khuôn mẫu và một cặp mồi ON3 / ON4 (ON3: 5'-tta aag atc tag gcg gcg 
gca gca tgg tga gca agg gcg agg ag-3 '; ON4: 5'-cca tct cga gtt act tgt aca gct cgt cca tgc 
cga gag tg-3'). Các sản phẩm pcr này được dòng hóa vào vector pRhau đã xử lí ở BglII và 
XhoI, tạo nên plasmid mục tiêu pRhauCFP và pRhauYFP, tương ứng. 

• Sự biểu hiện và tinh chế protein: 
Các plasmid pRhauCFP (mã hóa RhauCFP) và pRhauYFP (mã hóa RhauYFP) được 

biến nạp vào E.coli BL21 (DE3). Vi khuẩn được nuôi cấy trong môi trường Luria-Bertani 
chứa 100 mg/L ampicillin và các tế bào được nuôi cấy ở 37˚C, lắc 220 vòng/phút, khi giá 
trị OD600 đạt 0,8, IPTG (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) được được thêm vào đến 
nồng độ cuối cùng là 0,3 mM. Các tế bào được ủ liên tục qua đêm ở 16˚C, lắc 180 
vòng/phút trước khi thu hoạch. Sinh khối được huyền phù vào thuốc thử chiết xuất protein 
bugBuster (EMD Millipore, Burlington, MA, USA) cộng với bezonase nuclease (để phân 
hủy DNA và RNA) và các mảnh vụn tế bào không hòa tan được loại bỏ bằng cách ly tâm ở 
20.000 vòng / phút trong 40 phút ở 4˚C. Phần hòa tan được cho vào cột His-tag 
(ThrmoFisher Scientifi, Waltham, MA, USA). Sau đó, cột được rửa với 20 thể tích cột 
gồm 20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl và 10 mM đệm imidazole, pH 7. Các protein được li 
giải bằng 20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl và 200 mM imidazole. Hàm lượng imidazole 
trong dung dịch protein sau đó được loại bỏ bằng cách sử dụng bộ lọc li tâm Amicon  
Ultra-15 (EMD Milipore). Các protein tinh khiết được thu nhận và phân tích bởi  
SDS-PAGE. 

• Cấu trúc G4 
DNA có trình tự chứa 2 cấu trúc G4 (2G4): 5’ ttt ggg tgg gtg ggt ggg tta cgc agg ttg 

cac atc tta aca acc tgc act tgg gtg ggt ggg tgg gtt 3’ được mua từ Công ty IDT tại 
Singapore. Trình tự DNA hình thành cấu trúc G4 dưới sự cảm ứng của muối K+ trong môi 
trường dung dịch đệm 20 mM kali photphat, pH 6,5. 

• Kĩ thuật FRET 
Kĩ thuật FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) đã được sử dụng như một 

công cụ  hữu ích cho việc phát hiện quá trình dimer của protein. Sự xuất hiện của tín hiệu 
FRET phụ thuộc vào khoảng cách khoảng 1-10 nm giữa phân tử protein cho và phân tử 
protein nhận  

Tất cả các mẫu dùng cho kĩ thuật FRET được đo trong dung dịch đệm chứa 20 mM 
kali photphat, pH 6,5 trong cuvet thạch anh có chiều dài đường dẫn 10 mm (Hellma). Các 
mẫu protein để đo được sử dụng ở nồng độ 1 µM. Tất cả các phép đo FRET được thực 
hiện bằng máy quang phổ huỳnh quang Cary Eclipse (Varian) và tất cả dữ liệu huỳnh 
quang được ghi lại ở 25 oC với bước sóng kích thích là 410 nm. Các thông số của phép đo 
được giữ không đổi trong tất cả các phép đo để cho phép so sánh dữ liệu. 
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3. Kết quả và thảo luận 
• Dòng hóa biểu hiện tinh chế protein 

Peptide Rhau ngắn 16 aa (aa 53-68) có thể nhận biết đặc hiệu G4 song song, tuy 
nhiên độ dài của các peptide RHAU ảnh hưởng đáng kể đến ái lực liên kết. Do đó, cặp 
protein huỳnh quang FRET RhauCFP và RhauYFP được tạo ra bằng cách kết hợp peptide 
55-aa RHAU (aa 53-107) vào CFP và YFP, tương ứng. Trình tự DNA mã hóa RhauCFP và 
RhauYFP được xác nhận bằng giải trình tự DNA. Tất cả các protein được biểu hiện trong 
E.coli BL21 (DE3) dưới sự cảm ứng của IPTG. Các protein có chứa đuôi His ở đầu N được 
tinh chế bằng cột sắc kí cột His. Protein tinh khiết được đánh giá bằng SDS-PAGE (Hình 
3). Trọng lượng phân tử của protein RhauCFP và RhauYFP lần lượt là 36,21 Da và 36,29 
Da, chúng di chuyển giữa đoạn 27 kDa và 40 kDa của thang. CFP đối chứng là 28,57 Da, 
di chuyển trên vạch 27 kDa của thang. 

 
Hình 3. Phân tích độ tinh sạch của protein mục tiêu bằng phương pháp SDS-PAGE. Lane 

1: RhauCFP, lane 2: RhauYFP, lane 3: CFP 
• Phân tích cảm ứng sự hình thành dimer protein bởi DNA chứa 2 cấu trúc G4 

bằng kĩ thuật FRET 
Kĩ thuật FRET được sử dụng phổ biến cho việc phân tích sự tương tác giữa các 

protein khi các protein gần với nhau ở khoảng cách khoảng 1-10 nm. Dựa vào tính chất vật 
lí trong việc trao đổi năng lượng giữa các protein cho năng lượng và protein nhận nhận 
năng tạo nên tính hiệu FRET. Trong nghiên cứu này, cặp protein chỉ thị cho FRET được sử 
dụng là CFP và YFP được dung hợp với peptide RHAU. Trong hỗn hợp RhauCFP (4 µM) 
và RhauYFP (4 µM), tín hiệu FRET không được ghi nhận bởi vì 2 phân tử protein này ở xa 
nhau. Tuy nhiên, khi có sự hiện diện của trình tự DNA chứa 2 cấu trúc G4 (2G4) (4µM), 
tín hiệu FRET được xuất hiện trong hỗn hợp 2 protein (tỉ lệ ở bước sóng 525 nm/475 nm 
tăng từ 0,55 đến 0,81) (Hình 4ac). Tín hiệu FRET cho thấy được 2G4 đã cảm ứng sự dimer 
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hóa của 2 protein RhauCFP và RhauYFP, và mang 2 protein này tiến lại gần nhau do đó 
năng lượng từ protein CFP đã truyền sang protein YFP. Ngược lại, khi cho 2G4 vào hỗn 
hợp CFP và RhauYFP không thấy sự xuất hiện của tính hiệu FRET (tỉ lệ ở bước sóng 
525nm/475nm không thay đổi từ 0.55 đến 0.54) (Hình 4bc). Kết quả cho thấy 2G4 không 
tạo được liên kết giữa CFP và RhauYFP nên đã không có sự trao đổi năng lượng giữa 2 
protein này. Qua kết quả phân tích bằng kĩ thuật FRET chứng minh được 2G4 có khả năng 
bám đặc hiệu ít nhất là 2 phân tử Rhau cùng lúc. Hiện nay, cấu trúc G4 còn được xem là 
phân tử mục tiêu tiềm năng cho việc thiết kế các loại thuốc đặc hiệu cho việc điều hòa các 
quá trình sinh học trong trị liệu. Qua sự nhận diện và bám đặc hiệu của Rhau vào cấu trúc 
G4 làm tiền đề cho những ứng dụng điều hòa kiểm soát đối với những protein chức năng 
dung hợp với Rhau peptide. 

 
Hình 4. Cấu trúc 2G4 cảm ứng sự dimer hóa protein được phân tích bởi FRET.  
a) Tín hiệu huỳnh quang thu được trong hỗn hợp RhauCFP (4µM) và RhauYFP (4µM) khi 
không (xanh) và có bổ sung chất cảm ứng 2G4 (4µM) (màu vàng). b) Tín hiệu huỳnh 
quang thu được trong hỗn hợp CFP (4µM) và RhauYFP (4µM) khi không (xanh) và có bổ 
sung chất cảm ứng 2G4 (4µM). c) Tỉ lệ FRET phân tích khi không (xanh) và có (vàng) bổ 
sung 2G4 vào hỗn hợp RhauCFP/RhauYFP và hỗn hợp đối chứng âm CFP/RhauYFP 
4. Kết luận 

Sự tương tác giữa các protein đóng vai trò rất quan trọng trong các hóa trình sinh hóa 
của sự phát triển các sinh vật. Do đó, điều hòa kiểm soát quá trình này có ý nghĩa khoa học 
và thực tiễn trong các liệu pháp điều trị. Đa phần protein hoạt động ở dimer hoặc oligomer 
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trong tế bào, do đó cảm ứng sự dimer hóa hay oligo hóa sẽ giúp tạo hoạt tính cho protein. 
Tín hiệu FRET cho thấy được cấu trúc 2G4 có thể nhận diện và bám đặc hiệu vào ít nhất 2 
Rhau peptide, qua đó có thể cảm ứng dimer hóa của các protein dung hợp với peptide này.  
Đây cũng là phương pháp mới có thể được ứng dụng cho việc hoạt hoá các protein chức 
năng khác trong tế bào như enzyme, thụ thể màng... cho những quá trình sinh học. 

 

 Tuyên bố về quyền lợi: Các tác giả xác nhận hoàn toàn không có xung đột về quyền lợi. 
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ABSTRACT 
 Protein dimerization plays a key role in most biological processes such as transcription, 
signal transduction, or enzyme activation. Therefore, modulating and controlling the protein 
dimerization will help regulate this process in cells. In this study, control over protein dimerization 
was induced by DNA sequencing containing two G-quadruplex (2G4) structures. The fluorescent 
proteins CFP and YFP were fused with Rhau peptide, resulting in RhauCFP and RhauYFP, 
respectively. Protein dimerization was analyzed based on the energy transfer between CFP and 
YFP when these two proteins are close to each other via FRET signaling. The FRET signal was 
observed in the RhauCFP/RhauYFP mixture under the presence of 2G4. This shows that 2G4 is 
capable of inducing dimer formation of protein fusing with Rhau in vitro. This result opens up an 
approach for controlling the activity of functional protein dimerization by the 2G4 in biochemical 
applications. 
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