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TÓM TẮT
Sự phát triển mạnh mẽ của ngành Công nghệ Sinh học trong việc biểu hiện protein mới đang
được đẩy mạnh, đặc biệt là biểu hiện protein tái tổ hợp ở vi khuẩn. Hiện nay, ở vi khuẩn sẽ có các
dạng biểu hiện protein như, nội bào, tiết, và đính ở bề mặt. Nhưng đối với việc biểu hiện protein ở
bề mặt ở nhóm vi khuẩn Gram âm còn nhiều hạn chế. Khó khăn khi biểu hiện protein trên bề mặt
vi khuẩn Gram âm nằm ở cấu trúc phần vách của nhóm vi khuẩn này do được cấu tạo khá phức
tạp cũng việc hạn chế về số lượng các motif có thể đính trên màng. Các nghiên cứu trước đây
cho thấy, các hệ thống tiết qua màng ở vi khuẩn đóng vai trò quan trọng trong quá trình sinh tồn
của vi khuẩn. Ở vi khuẩn Gram âm, các hệ thống tiết được phân loại thành hệ thống tiết qua một
màng và hệ thống tiết qua hai màng. Trong khi Sec và Tat là hai hệ thống tiết qua một màng thì
hệ thống tiết loại I-T1SS (Type I secret system), hệ thống tiết loại II-T2SS (Type II secret system), hệ
thống tiết loại III-T3SS (Type III secret system), hệ thống tiết loại IV-T4SS (Type IV secret system), hệ
thống tiết loại V-T5SS (Type V secret system) và hệ thống tiết loại VI -T6SS (Type VI secret system)
là các hệ thống tiết qua hai màng cho phép chuỗi polypeptide sau khi được tổng hợp được tiết
ra bên ngoài. Trong bài tổng quan này, các đặc điểm của từng hệ thống tiết sẽ được đề cập cũng
như khả năng ứng dụng tiềm năng để chuyển protein tái tổ hợp lên màng của các hệ thống này.
Từ khoá: Biểu hiện protein trên bề mặt, vi khuẩn Gram âm, protein tái tổ hợp, hệ thống tiết qua
một màng, hệ thống tiết qua hai màng

GIỚI THIỆU
Vi khuẩn là sinh vật cổ xưa còn tồn tại đến ngày hôm
nay. Để có thể tồn tại, vi khuẩn đã phát triển các bộ
máy chuyên hóa đặc biệt (ở mức độ phân tử) có vai
trò tiết một loạt các phân tử đa dạng từ DNA cho
đến protein. Các phân tử có vai trò quan trọng này
không chỉ giúp vi khuẩn tồn tại với các điều kiện môi
trường khác nhau mà còn giúp vi khuẩn thích nghi
thông qua các vai trò sinh lý của các phân tử này như
bám dính vào tế bào vật chủ, yếu tố độc lực hoặc bất
hoạt hệ miễn dịch của vật chủ. Dựa vào trạng thái
của các phân tử sau khi tiết, chúng được chia làm hai
loại gồm phân tử được tiết trực tiếp ra môi trường
bên ngoài và phân tử sau khi tiết sẽ được neo lại trên
màng ngoài của vi khuẩn. Quá trình tiết các phân
tử này thường do các hệ thống tiết đảm nhiệm, tuy
nhiên, do có sự khác biệt ở cấu trúc thành tế bào nên
đòi hỏi vi khuẩn Gram dương và vi khuẩn Gram âm
phát triển các hệ thống tiết cũng như một hệ thống
neo chuyên biệt. Cụ thể, cấu trúc thành của vi khuẩn
Gram dương bao gồm lớp màng trong và lớp pepti-
doglycan dày bao quanh1. Trong khi đó, lớp thành
của vi khuẩn Gram âm được cấu tạo từ lớp màng
trong, lớp peptidoglycan và lớp màng ngoài có chứa
lipopolysaccharide. Về hệ thống tiết, một nghiên cứu

đã chỉ ra rằng, hầu hết vi khuẩn Gram dương sử dụng
phức hợp chuyển vị Sec cho quá trình tiết protein ra
môi trường bên ngoài2. Đối với việc neo protein trên
màng ngoài, ở vi khuẩn Gram dương có bốn cấu trúc
đính trên bề mặt đã được nghiên cứu gồm cấu trúc
neo trên màng có domain xuyên màng, cấu trúc neo
màng nhờ sự tương tác cộng hóa trị giữa lipoprotein
và màng, cấu trúc chứa motif LPxTG, và cuối cùng
là cấu trúc đính màng phụ thuộc vào các vị trí đặc
biệt của màng3. Chính vì có sự đa dạng ở cấu trúc
đính màng, nên vi khuẩn Gram dương được biết đến
như một hệ thống biểu hiện protein tái tổ hợp trên
bề mặt phổ biến. Ngược lại, vi khuẩn Gram âm lại
không được xem như một đối tượng thích hợp dùng
cho việc biểu hiện protein tái tổ hợp trên bề mặt. Lý
do là vì vi khuẩnGram âm không có các cấu trúc đính
màng chuyên biệt như ở vi khuẩn Gram dương. Tuy
nhiên, ở vi khuẩn Gram âm có các hệ thống tiết khá
đặc biệt, nằm ở chỗ các hệ thống tiết protein không
chỉ tiết mà còn có thể neo giữ protein ở màng ngoài.
Do đó, các hệ thống tiết ở vi khuẩn Gram âm được
xem như chìa khóa quan trọng trong việc biểu hiện
protein trên bề mặt vi khuẩn Gram âm. Vì vi khuẩn
Gram âm có đến hai lớp màng nên các hệ thống tiết ở
nhóm vi khuẩn này được chia thành hệ thống tiết qua
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màng trong và hệ thống tiết quamàng ngoài. Hiện tại,
các hệ thống tiết qua màng trong đã được xác định là
phức hợp chuyển vị - SecYEG (The SecYEG translo-
con complex) tương tự như ở vi khuẩn Gram dương
và hệ thống chuyển vị arginine kép – Tat (The twin-
arginine translocation system)4 . Tuy vai trò của hệ
thống tiết qua màng trong ở vi khuẩn Gram âm đều
tiết chuỗi polypeptide ra chu chất nhưng phức hợp
chuyển vị SecYEG lại tiết chuỗi polypeptide ở dạng
chưa được gấp cuộn, trong khi con đường chuyển
vị arginie kép lại tiết chuỗi polypeptide đã được gấp
cuộn hoàn chỉnh. Đối với các hệ thống tiết qua màng
ngoài, các hệ thống này được xác định và phân loại
thành các hệ thống như hệ thống tiết loại I – T1SS
(Type I secret system), hệ thống tiết loại II – T2SS
(Type II secret system), hệ thống tiết loại III – T3SS
(Type III secret system), hệ thống tiết loại IV – T4SS
(Type IV secret system), hệ thống tiết loại V – T5SS
(Type V secret system) và hệ thống tiết loại VI – T6SS
(Type VI secret system). Mặc dù tất cả các hệ thống
tiết màng ngoài đều có thể tiết các phân tử đa dạng
từ DNA đến protein ra bên ngoài màng nhưng xét
về các thành phần cấu tạo thì các hệ thống tiết màng
ngoài được phân loại thànhhệ thống tiết qua haimàng
và hệ thống tiết qua một màng (tiết từ chu chất qua
màng ngoài). T1SS, T2SS, T3SS, T4SS và T6SS là các
hệ thống tiết được phân loại vào nhóm các hệ thống
tiết qua hai màng. Điều này có nghĩa rằng các phân
tử được tiết theo cơ chế tiết một bước, sẽ được tiết
trực tiếp từ tế bào chất ra bên ngoài màng. Ngược
lại, hệ thống tiết qua một màng sử dụng cơ chế tiết
hai bước để tiết các phân tử sinh học ra màng ngoài,
thì các phân tử này cần được chuyển từ tế bào chất
ra đến chu chất trước khi được T5SS tiết ra bên ngoài
màng. Mặc dù có cơ chế tiết khác nhau nhưng hầu
hết các hệ thống tiết này ở vi khuẩn Gram âm đều liên
quan đến quá trình tạo một yếu tố độc lực ngoại bào,
yếu tố bám dính hoặc liên quan đến một yếu tố sinh
trưởng của vi khuẩn.. Trong bài viết này, chúng tôi sẽ
cung cấp kiến thức tổng quan về các hệ thống tiết ở vi
khuẩn Gram âm và các hệ thống tiết tiềm năng được
ứng dụng trong biểu biện protein trên bề mặt.

CÁC HỆ THỐNG TIẾT Ở VI KHUẨN
GRAMÂM
Hệ thống tiết quamộtmàng

Phứchợpchuyểnvị SecYEG–SecYEG (TheSe-
cYEG translocon complex)
Nếu phân loại theo cơ chế tiết thì phức hợp chuyển
vị SecYEG được phân loại vào hệ thống có cơ chế
tiết một bước. Tuy nhiên, thay vì tiết phân tử từ tế
bào chất ra bên ngoài màng như các hệ thống tiết qua

màng ngoài thì phức hợp chuyển vị SecYEG chỉ có thể
tiết chuỗi polypeptide từ tế bào chất ra đến chu chất,
và các chuỗi polypeptide này thường ở dạng chưa gấp
cuộn.
Thành phần của phức hợp chuyển vị SecYEG gồm
phân tử SecB, phân tử động cơ SecA, kênh SecYEG,
và phân tử hỗ trợ SecDF. SecB hoạt động như một
chaperone giúp chuỗi polypeptide tồn tại ở trạng thái
chưa gấp cuộn sau khi được dịchmã. Phân tử động cơ
SecA có vai trò như một bơm ATPase sử dụng năng
lượng để đẩy chuỗi polypeptide qua kênh SecYEG 5.
Kênh SecYEG và phân tử hỗ trợ SecDF là hai thành
phần tồn tại trên màng bên cạnh phân tử động cơ
SecA trong đó kênh SecYEG có vai trò như một kênh
cho phép chuỗi polypeptide đi qua còn phân tử hỗ trợ
SecDF6 hoạt động như một “máy kéo” giúp kéo chuỗi
polypeptide qua màng.
Cơ chế hoạt động của phức hợp chuyển vị SecYEG
được mô tả như là domain có vai trò làm tín hiệu tiết
sau khi được tổng hợp bởi ribosome sẽ được các chap-
erone SecB bám vào. Sau khi chuỗi polypeptide được
tổng hợp hoàn toàn, phức hợp được tạo bởi chuỗi
polypeptide và SecB sẽ được nhận biết bởi phân tử
động cơ SecA. Phân tử SecA sau khi nhận diện tín
hiệu chuyển màng nằm ở đầu N của chuỗi polypep-
tide sẽ kích hoạt quá trình tiết bằng cách phân hủy
ATP. Lúc này SecA hoạt động như một động cơ đẩy
chuỗi polypeptide dần dần qua kênh SecYEG. Sau khi
chuỗi polypeptide được đẩy lên mặt trên của màng,
phân tử hỗ trợ SecDF có vai trò kéo chuỗi polypep-
tide qua màng trong (Hình 1).

Hình 1: Cấu trúc của phức hợp chuyển vị SecYEG-
SecYEG 7
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Hệ thống chuyển vị arginine kép – Tat (The
twin-arginine translocation system)
Hệ thống chuyển vị arginine kép – Tat (The twin-
arginine translocation system) tồn tại ở một số vi
khuẩn, cổ vi khuẩn và đôi khi xuất hiện ở lục lạp8.
Tương tự với phức hợp chuyển vị SecYEG, con đường
chuyển vị arginine kép cũng tiết chuỗi polypeptide
từ tế bào chất ra đến chu chất. Tuy nhiên, khác với
chuỗi polypeptide được tiết bởi phức hợp chuyển vị
Sec, chuỗi polypeptide được tiết bởi hệ thống chuyển
vị arginine kép sẽ tồn tại ở trạng thái gấp cuộn hoàn
toàn sau khi được chuyển ra chu chất.
Cấu trúc của hệ thống chuyển vị kép gồm protein
TatA, TatB và TatC9. Trong đó, TatA và TatB là các
protein có cấu trúc giống nhau và được cấu tạo bởi
ba domain, một domain xuyên màng, một domain
đầu N hướng về phía chu chất, và một domain đầu C
hướng về tế bào chất. TatA có vai trò quan trọng trong
việc hình thành cấu trúc “cổng xuyên màng”. TatB
có vai trò bám vào tín hiệu tiết của chuỗi polypep-
tide và đồng thời giúp chuỗi polypeptide này gấp cuộn
hoàn chỉnh. Cấu trúc củaTatC làmột protein tích hợp
xuyên màng được cấu tạo bởi sáu chuỗi a-helix xuyên
màng. TatC sẽ kết hợp với TatB để hình thành phức
hợp TatBC10. Phức hợp TatBC có vai trò như một
receptor nhận diện tín hiệu tiết của protein mục tiêu.
Cơ chế tiết của hệ thống chuyển vị kép được mô tả
như sau. TatC sẽ tương tác với tín hiệu tiết ở đầu N
có chứa arginine kép của chuỗi polypeptide. TatA lúc
này sẽ kết hợp với phức hợp TatBC để hình thành cấu
trúc “cổng xuyên màng”. Chuỗi polypeptide lúc này
sẽ được đẩy ra chu chất thông qua phức hợp Tat, lúc
này tín hiệu đầu N vẫn còn bám vào phúc hợp TatBC.
Sau khi, protein được tiết ra chu chất, một peptidase ở
chu chất sẽ cắt phần tín hiệu đầu N và cuối cùng toàn
bộ protein được tiết hoàn toàn ra chu chất.

HỆ THỐNG TIẾT QUAHAI MÀNG
Hệ thống tiết loại I – T1SS (Type I secret sys-
tem)
Ở vi khuẩn Gram âm, các sản phẩm tiết hệ thống tiết
loại I – T1SS (Type I secret system) sẽ được tiết trực
tiếp từ tế bào chất ra bên ngoài màng. Các sản phẩm
tiết này thường liên quan đến quá trình thu nhận dinh
dưỡng hoặc là yếu tố độc lực ở vi khuẩn Gram âm.
Mô hình đầu tiên của T1SS được xác định là hệ thống
tiết hemolysin ở vi khuẩn Escherichia coli được phát
hiện vào năm 198311. Từ mô hình tiết hemolysin có
thể xác định rằng hệ thống tiết loại I – T1SS được cấu
tạo bởi ba thành phần gồm thành phần ở màng trong,
thành phần kết nốimàng trong vàmàng ngoài, và cuối
cùng là TolC –một protein kênh tồn tại ởmàng ngoài.

Các thành phần này kết hợp với nhau tạo nênmột cấu
trúc dạng đường hầm thông qua màng trong và màng
ngoài cho phép T1SS tiết các sản phẩm trực tiếp từ tế
bào chất ra bên ngoài màng.
Thành phần ở màng trong của T1SS là các protein
thuộc họ protein vận chuyển ABC 12. Điều này có
nghĩa rằng các protein ởmàng trong củaT1SS sử dụng
ATP để hoạt động. Cấu trúc của protein này gồm
bốn mô-dun, hai domain có vai trò xuyên màng –
Transmembrane domain (TMD) và hai domain có vai
trò làm vị trí bám cho nucleotide – Nucleotide bind-
ing domain (NBD). Các protein này được chia làm ba
nhómdựa trên sự xuất hiện của domain nằm ở đầuN,
trong đó nhóm một và nhóm hai là hai nhóm có do-
main nằm ở đầu N là C39-ABC transporter và CLD-
ABC transporter và nhóm còn lại không chứa domain
C39 và CLD ở đầu N13.
Thành phần kết nối màng trong vàmàng ngoài là pro-
tein MacA, có cấu tạo gồm một cấu trúc dạng đường
hầm với domain có cấu trúc kẹp tóc, domain “thùng
beta” và domain lipoyl14. Trong đó, domain “thùng
beta” và domain lipoyl có vai trò tương tác với các pro-
tein vận chuyển ABC ở màng màng trong, và domain
có cấu trúc kẹp tóc sẽ kết hợp với protein màng ngoài
TolC cũng có cấu trúc “thùng beta” để hình thành lỗ
trên màng ngoài cho phép phân tử được tiết đi qua 15.

Hình 2: Cấu trúc của hệ thống tiết loại I-T1SS (Type
I secret system)

Cơ chế tiết của T1SS được thực hiện từ việc phân tử
được tiết sẽ bám vào thành phần màng trong là pro-
tein vận chuyểnABC. Lúc này, các protein vận chuyển
sẽ tiến hành phân hủy ATP và vận chuyển các phân
tử này thông qua cấu trúc đường hầm được tạo bởi
protein MacA để đến TolC có vai trò như cổng màng
ngoài (Hình 2).

Hệ thống tiết loại III – T3SS (Type III secret
system)
Hệ thống tiết loại 3 – T3SS là hệ thống tiết đặc biệt
do hệ thống này có khả năng chuyển protein trực tiếp
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từ tế bào chất của vi khuẩn tới màng tế bào chất của
vật chủ. T3SS tồn tại ở hầu hết vi khuẩn Gram âm
gây bệnh như Salmonella, Yersinia, Escherichia coli 16

và có vai trò như một yếu tố chuyển độc tố tế bào.
Trong đó, cấu trúc của hệ thống tiết protein ở vi khuẩn
Salmonella là mô hình tiêu biểu được dùng để mô
tả một cách tổng quát cấu trúc của hệ thống tiết loại
III17.

Hình 3: Cấu trúc của hệ thống tiết loại III-T3SS (Type
III secret system)

Cấu trúc của hệ thống tiết loại III ở vi khuẩn
Salmonella được mô tả là có hình dáng giống với
kim tiêm và được cấu thành bởi hai cấu trúc: cấu
trúc xuyên màng có hình dáng như “ống tiêm”18 và
cấu trúc giống “kim tiêm”19,20. PrgK và PrgH là hai
protein nằm ở màng trong kết hợp với protein InvG
nằm ở chu chất đóng vai trò tạo nên cấu trúc xuyên
hai màng có hình dáng giống ống tiêm 21. Phức hợp
SpaO gồm các protein OrgA, OrgB, SipB, SipC, SipD,
và InvC nằm ở phần tế bào chất. InvC có vai trò như
ATPase cung cấp năng lượng tiết 22. Các protein SpaO
gồm OrgA, OrgB, SipB, SipC, SipD kết nối với InvC
đồng thời tạo nên một phức hợp diện các phân tử
tiết. Cấu trúc giống kim tiêm được tạo nên bởi pro-
tein PrgI có vai trò tạo một lỗ trên màng của vật chủ
và chuyển protein từ tế bào chất của vi khuẩn vào vật
chủ. Cấu trúc hình kim tiêm này sẽ được bảo vệ bởi
các thành phần cấu tạo nên cấu trúc hình dạng ống
tiêm cụ thể là protein InvG16.
Cơ chế tiết của T3SS được thực hiện từ việc chuỗi
polypeptide sau khi được dịch mã sẽ được nhận diện
bởi phức hợp SpaO. Sau khi phức hợp SpaOnhậndiện
được chuỗi polypeptide sẽ kích hoạt InvC phân hủy
ATP cung cấp năng lượng và đẩy chuỗi polypeptide
thông qua cấu trúc “ống tiêm” và “kim tiêm” (Hình 3).

Hệ thống tiết loại IV – T4SS (Type IV secret
system)

Hệ thống tiết loại IV – T4SS, được tìm thấy ở vi khuẩn
Gram âm, vi khuẩn Gram dương, và đôi khi được tìm
thấy ở một số loại vi khuẩn cổ23. Khác với các hệ
thống tiết khác, bên cạnh khả năng tiết protein thì hệ
thống tiết loại IV – T4SS có khả năng đặc biệt duy
nhất đó chính là tiết DNA vào tế bào prokaryote hoặc
eukaryote mục tiêu 24. Quá trình chuyển DNA mạch
đôi từ tế bào này sang tế bào khác được gọi là quá
trình giao nạp. Giao nạp là cơ chế chủ yếu đóng vai
trò quan trọng trong việc hình thành các quần thể vi
khuẩn kháng kháng sinh bằng cách chuyển các gen
kháng sinh giữa vi khuẩn và vi khuẩn.
Hiện tại, T4SS được phân loại thành ba nhóm chức
năngnhưT4SS liên quanđến quá trình giao nạp, T4SS
liên quan đến quá trình tiếp nhận DNA, và T4SS liên
quan đến quá trình tiết các protein có vai trò yếu tố
độc lực ở nhóm vi khuẩn Gram âm gây bệnh 24. Tuy
được phân loại thành ba nhómchứcnăng, nhưnghiện
tại duy chỉ có cấu trúc của T4SS liên quan đến quá
trình giao nạp là được xác định cụ thể. Cấu trúc này
được cấu tạo từ 12 protein là VirB1, VirB2, VirB3,
VirB4, VirB5, VirB6, VirB7, VirB8, VirB9, VirB10,
VirB11, VirD5 tạo thành hai phức hợp: phức hợp lõi
ở màng ngoài và phức hợp ở màng trong25.
Protein VirB4, VirB11 và VirD5 là các ATPase tồn tại
ở phức hợp màng trong hướng về phía tế bào chất có
vai trò cung cấp năng lượng cho quá trình tiết. Phức
hợp lõi gồm hai lớp được cấu tạo bởi VirB7, VirB9
và VirB1026, trong đó lớp ngoài được cấu thành bởi
VirB7 và domain đầu C của VirB9 còn lớp trong được
cấu thành bởi domain đầu N của VirB9 và VirB10.
Phức hợp lõi và phức hợp màng trong được kết nối
bởi VirB1, VirB2, VirB5, VirB6 và VirB8 nhằm tạo
một kênh giúp chuyển DNA ra bên ngoài (Hình 4).

Hình4: Cấu trúc của hệ thống tiết loại IV-T4SS (Type
IV secret system)
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Hệ thống tiết loại VI – T6SS (Type VI secret
system)
Hệ thống tiết loại VI – T6SS được xác định vào năm
200627 và được mô tả như một hệ thống “vũ khí” của
vi khuẩn vì T6SS có khả năng tiết các protein đóng vai
trò giúp vi khuẩn đối kháng với các chủng vi khuẩn
khác trong môi trường. Cấu trúc của hệ thống tiết
này được cấu tạo bởi hai thành phần gồm thành phần
nằm ở vách và phức hợp đuôi tồn tại ở tế bào chất.
Phức hợp vách được cấu tạo bởi thành phần màng
trong và thành phần màng ngoài. Protein TssM, TssL,
và TagJ là các protein nằm ở màng trong28. TssJ là
protein nằm ở màng ngoài và được kết nối với thành
phầnmàng trong bởi domain nằmở chu chất của pro-
tein TssM. Đối với cấu trúc của phức hợp đuôi tồn
tại ở tế bào chất được cấu tạo bởi protein ClpV, TssB,
TssC, TssE, TssK, VgrV và cấu trúc dạng ống Hcp 29.
Trong đó, Tssk là protein ở tế bào chất có vai trò kết nối
phức hợp vỏ và phức hợp đuôi bằng cách kết nối với
domain nằm ở phía tế bào chất của TssJ. TssE và VgrV
kết hợp tạo nên một phức hợp gai có phần đế là pro-
tein TssE nằmbên trong khoảng trống được tạo bởi sự
kết hợp TssK và TssJ. Phức hợp TssB-TssC hình thành
nên một lớp bảo vệ cấu trúc ống Hcp trong khi ClpV
hoạt động như một ATPase cung cấp năng lượng cho
quá trình tiết của T6SS.
Cơ chế tiết của T6SS được thực hiện từ sự thay đổi cấu
trạng của phần đế của phức hợp TssE và VgrV sẽ thúc
đẩy quá trình co của phức hợp TssB – TssC dẫn sự tiết
của phần gai từ tế bào chất ra chu chất. Sau khi ra đến
chu chất, phức hợp ống Hcp và phần gai sẽ tiếp hành
quá trình nhận diện các yếu tố cần tiết đã tồn tại ở chu
chất và tiếp tục tiết ra bên ngoài màng. Quá trình tiết
trên sẽ không được diễn ra nếu như ClpV có vai trò
ATPase thực hiện quá “giãn co” phức hợp TssB-TssC
(Hình 5).

HỆ THỐNG TIẾT QUAMỘTMÀNG

Hệ thống tiết loại V – T5SS (Type V secret
system)
Ở vi khuẩn Gram âm, hệ thống tiết loại V – T5SS
(Type V secret system) thường đảm nhiệm vai trò tiết
các yếu tố độc lực hoặc tiết yếu tố bám giúp vi khuẩn
bám vào vật chủ. T5SS còn được biết đến với cái tên
khác là hệ thống tự tiết (The autotransporter system).
Gọi T5SS là hệ thống tự tiết là bởi vì hệ thống tự tiết
này được cấu tạo chỉ bởi một chuỗi polypeptide duy
nhất và chính chuỗi polypeptide này sẽ tự tiết chính
nó qua màng ngoài. Do chỉ có thể tiết được các phân
tử từ chu chất ra đến màng ngoài, nên các phân tử
phải phụ thuộc vào phức hợp chuyển vị SecYEG để

vận chuyển chuỗi polypeptide ra chu chất trước khi
được T5SS tiết ra bên ngoài màng.
Hiện tại, T5SS được phân loại thành các hệ thống tiết
từ a-e30, tuy nhiên xét về cấu trúc tổng quát thì các hệ
thống tiết thuộc T5SS luôn được cấu tạo duy nhấtmột
chuỗi polypeptide được cấu thành bởi ba thành phần
gồm domain vai trò tín hiệu tiết quamàng trong được
nhận biết bởi phức hợp chuyển vị SecYEG, domain có
hoạt tính hay domain thực sự được tiết ra bên ngoài
màng thường ở trạng thái không gấp cuộn khi ở chu
chất và domain tiết31. Domain tiết hay β – domain
có vai trò dung hợp với phức hợp Bam màng ngoài để
tạo thành cấu trúc “thùng beta” cho phép domain có
hoạt tính được tiết qua cấu trúc này. Sau khi được tiết
ra khỏi màng, domain hoạt tính được neo giữ lại trên
màng thông qua một chuỗi a-helix có dạng hình kẹp
tóc gắn với phần domain tiết (Hình 6A).
Cơ chế tiết ở T5SS được mô tả như sau: sau khi chuỗi
polypeptide được tiết ra chu chất thông qua phức hợp
chuyển vị SecYEG,một số chaperone ở chu chất sẽ giữ
cho chuỗi polypeptide ở trạng thái không gấp cuộn.
Lúc này, β – domain của chuỗi polypeptide sẽ được
nhận diện bởi phức hợp Bam. Bam là một phức hợp
tồn tại ở màng ngoài gồm protein màng BamA có cấu
trúc “thùng beta” và bốn lipoprotein BamB, BamC,
BamD và BamE có vai trò nhận diện β – domain của
chuỗi polypeptide32. β – domain sau khi được nhận
diện bởi phức hợp Bam sẽ tiến hành dung hợp vào
màng ngoài. Quá trình gấp cuộn tạo cấu trúc “thùng
beta” sẽ kéo và gấp cuộn domain hoạt tính của chuỗi
polypeptide qua chính cổng “thùng beta” này. Sau
khi toàn bộ chuỗi polypeptide được tiết ra bên ngoài
màng thì quá trình gấp cuộn cấu trúc “thùng beta” kết
thúc. Quá trình tự tiết này hoàn toàn không sử dụng
năng lượng ATP mà chỉ phụ thuộc vào quá trình gấp
cuộn tạo cấu trúc “thùng beta” của β – domain nên
T5SS. Hơn thể nữa, chuỗi polypeptide sau khi tiết vẫn
được neo lại trênmàng, do đó, T5SS cho thấy đây là hệ
thống tiết tiềm năng để ứng dụng vào việc biểu hiện
protein trên bề mặt vi khuẩn Gram âm (Hình 6B).

Hệ thống tiết loại II – T2SS (Type II secret
system)
Hệ thống tiết loại II – T2SS (Type II secret system)
xuất hiện ở các chủng vi khuẩn gây bệnh không chỉ
ở người mà còn ở thực vật. T2SS đóng vai trò quan
trọng trong việc tiết một số protein độc tố tồn tại ở
dạng gấp cuộn hoàn chỉnh. Dù có cơ chế tiết qua một
màng nhưng cấu trúc của T2SS lại được cấu tạo bởi
các protein thành phần nằm ở màng trong và màng
ngoài. Các thành phần này gồm phức hợp màng
ngoài, thành phần ở chu chất, thành phần ở màng
trong và ATPase nằm ở tế bào chất.
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Hình 5: Cấu trúc của hệ thống tiết loại VI-T6SS (Type VI secret system)

Cấu trúc của thành phần màng trong được cấu tạo
bởi bốn protein màng: GspC, GspF, GspL và GspM.
Trong đó, GspE có vai trò kết nối với GspE – một AT-
Pase cung cấp năng lượng cho quá trình tiết ở protein
ở T2SS 33. Thành phần ở chu chất gồm các protein
GspG, GspH, GspI, GspJ và GspK34. Các protein này
sẽ hình thành nên một phức hợp đẩy protein cần tiết.
Phức hợp đẩy protein này có cấu trúc có hình dạng
tương tự như “pít tông” có vai trò không chỉ đẩy pro-
tein mục tiêu trong quá trình tiết mà còn thu hút các
protein mục tiêu vào thành phần chu chất của T2SS.
Phức hợpmàng ngoài được cấu tạo bởi protein GspD.
Protein vừa có vai trò “cổngmàng ngoài” vừa được kết
nối với thành phần màng trong nhờ GspC liên kết với
domain nằmở chu chất của chínhmìnhđể tạo khoảng
trống hoạt động cho phức hợp đẩy protein.
Cơ chế tiết của hệ thống tiết loại II-T2SS được mô tả
như sau: ban đầu các protein mục tiêu được hệ thống
chuyển vị arginine kép vận chuyển từ tế bào chất qua
màng trong để vào vùng chu chất. Tại đây, phức hợp
đẩy của thành phần chu chất sẽ thu hút các protein vào
khoảng trống được tạo bởi domain nằm ở chu chất
GspD và GspC. Lúc này, GspE sẽ tiến hành thủy phần
ATP cung cấp năng lượng cho phức hợp “pít tông” đẩy
protein mục tiêu qua khoảng không của thành phần
chu chất ra bên ngoài màng (Hình 7).
Như vậy có thể thấy, hệ thống tiết của vi khuẩn Gram
âm được tìm ra hiện nay rất đa dạng. Tuy nhiên, vẫn

có những cơ chế tiết chưa được hiểu rõ cụ thể. Việc
nghiên cứu và ứng dụng vi khuẩn Gram âm làm “nhà
máy sản xuất protein” đòi hỏi các nhà nghiên cứu cần
phải hiểu rõ chi tiết các cơ chế trên.

ỨNGDỤNGHỆ THỐNG TIẾT VÀO
BIỂU HIỆN PROTEIN TRÊN BỀMẶT VI
KHUẨNGRAMÂM
Việc ứng dụng các hệ thống tiết ở vi khuẩn Gram âm
vào quá trình biểu hiện protein trên bề mặt cho thấy
chỉ các hệ thống tiết qua hai màng và hệ thống tiết
loại V là có tính khả thi vì đây là nhóm các hệ thống
tiết duy nhất có thể đẩy chuỗi polypeptide ra màng
ngoài. Tuy nhiên, các hệ thống tiết qua hai màng đều
có cấu tạo phức tạp và đều cần năng lượng ATP cho
quá trình tiết của chúng. Chính vì quá trình tiết cần
sử dụng ATP nên cấu trúc của các hệ thống này rất
phức tạp và khó có thể mô phỏng trong in vitro. Mặt
khác, các protein được tiết bởi các hệ thống tiết này
thường không được neo lại trên màng. Ngược lại, hệ
thống tiết loại V – T5SS (type V secret system) hay
hệ thống tự tiết (the autotransporter) cho thấy các
ưu điểm như quá trình tiết của T5SS không sử dụng
năng lượng ATP, protein sau khi tiết sẽ được neo lại
ở màng (Bảng 1). Bên cạnh đó, cấu trúc của hệ thống
này rất đơn giản – được cấu tạo chỉ bởi một chuỗi
polypeptide. Bằng cách thiết kế plasmid tái tổ hợp
có chứa trình tự mã hóa chuỗi polypeptide dung hợp
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Hình 6: Thành phần chuỗi polypeptide (A) và cấu trúc (B) của hệ thống tiết loại V-T5SS (Type V secret system)

Bảng 1: Tóm tắt đặc điểm của các hệ thống tiết được biết hiện nay của vi khuẩn Gram âm

Tên hệ thống Số bước Vị trí Cơ chế Sử dụng
năng lượng ATP

Sec 1 Màng trong Tiết qua màng trong Có

Tat

T1SS 1 Vách Tiết qua
hai màng

T2SS 2

T3SS 1

T4SS

T5SS 2 Màng ngoài Tiết qua màng ngoài Không

T6SS 1 Vách Tiết qua
hai màng

Có
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Hình 7: Cấu trúc của hệ thống tiết loại VI-T6SS (Type VI secret system)

với trình tự mã domain “thùng beta” của T5SS và tín
hiệu tiết được nhận biết bởi hệ thống tiết qua màng
trong (phức hợp chuyển vị SecYEG) thì có thể biểu
hiện được chuỗi polypeptide mục tiêu trên bề mặt
vi khuẩn Gram âm (Hình 8A). Hiện nay, T5SS đang
được ứng dụng để sàng lọc các peptide. Các peptide
này được biểu hiện trên bề mặt vi khuẩn Gram âm và
sau đó được sàng lọc bằng một số kỹ thuật ví dụ như
kỹ thuật đếm tế bào dòng chảy – flow cytometry. Cụ
thể, T5SS đã được sử dụng nhằm biểu hiện và sàng
lọc IgG35,36. Ở nghiên cứu này, các gen mã hóa cho
IgG đã được dung hớp với một plasmid có chứa tiết
hiệu tiết và domain”thùng beta” để tạo plasmid tái tổ
hợp và sau đó biểu hiện ở vi khuẩn E. coli (Hình 8B).
Chính vì vậy, T5SS rất tiềmnăng cho việc sử dụng như
một hệ thống biểu hiện biểu hiện bề mặt vi khuẩn và
đặc biệt là vi khuẩn Gram âm.

KẾT LUẬN
Biểu hiện protein ở vi khuẩn là nền tảng của việc tạo
protein tái tổ hợp. Tuynhiên, đối với biểu hiện protein
ở bề mặt vi khuẩn, cụ thể là vi khuẩn Gram âm còn
hạn chế vì cấu tạomàng ở nhómvi khuẩn này rất phức
tạp. Thông qua hệ thống tiết có vai trò trong quá trình
hình thành yếu tố độc lực ở nhóm vi khuẩn này, ta
thấy được tiềm năng lớn trong việc sử dụng chính các
hệ thống tiết này đặc biệt là hệ thống tiết loại V –T5SS
như một công cụ sinh học phân tử dùng để biểu hiện
protein trên bề mặt tế bào.

DANHMỤC VIẾT TẮT
Gsp: General secret protein;
T1SS: Type 1 secret system;
T2SS: Type 2 secret system;
T3SS: Type 3 secret system;
T4SS: Type 4 secret system;
T5SS: Type 5 secret system;
T6SS: Type 6 secret system.
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Hình 8: Ứng dụng hệ thống tiết loại V-T5SS (Type V secret system) trong biểu hiện trên bềmặt vi khuẩn Gram âm.
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ABSTRACT
Biotechnology's fast development in expressing novel proteins has been substantially facilitated,
particularly in the context of recombinant protein expression in bacteria. Currently, intracellular,
secretory, and surface-displayedmodes of protein expression are utilized in bacteria. However, the
surface display of proteins in Gram-negative bacterial species is still limited by several factors. The
challenges in protein expression on the surface of Gram-negative bacteria stem from the complex
structure of their cell wall, which is composed of two membrane layers. Therefore, a suitable trans-
port system is required for recombinant protein surface expression. Previous research has indicated
that bacterial secretion systems are vital to their survival. In Gram-negative bacteria, secretion sys-
tems are classified into those that translocate across a single membrane and those that translocate
across both membranes. While Sec and Tat are single-membrane translocation systems, the Type
I secretion system (T1SS), Type II secretion system (T2SS), Type III secretion system (T3SS), Type IV
secretion system (T4SS), Type V secretion system (T5SS), and Type VI secretion system (T6SS) are
double-membrane translocation systems that facilitate the export of polypeptide chains synthe-
sized within the cell to the external environment. In this overview, the distinctive features of each
secretion system will be discussed, along with their potential applications for directing recombi-
nant proteins onto the membranes using these systems.
Key words: Gram-negative bacteria, protein surface display, recombinant protein, double-
membrane translocation systems, single-membrane translocation systems
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