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TÓM TẮT
Sự phát triển mạnhmẽ trong thời gian gần đây của các hệ thống biểu hiện protein mới ở vi khuẩn
lactic acid đang thu hút, đồng thời đặt ra nhiều thách thức lớn, cho các nhà khoa học do tính an
toàn và khả năng bảo quản thực phẩm của các vi khuẩn này. Với lợi thế sở hữu cấu trúc thành tế
bào cứng chắc cùng tính kháng acid đặc trưng, vi khuẩn lactic acid đã và đang là mục tiêu tiềm
năng dùng làm nhà máy tế bào để sản xuất sản phẩm hay làm chất xúc tác sinh học toàn tế bào
trong ngành công nghiệp thực phẩm, hoặc dùng làm phương tiện vận chuyển kháng nguyên để
phát triển vaccine đường niêmmạc. Một loạt các gene được biểu hiện trong nhiều vi khuẩn lactic
acid dùng làm hệ thống protein nhắm trúng đích đã được nghiên cứu, phát triển. Bài tổng quan
này trình bày tóm tắt các cơ chế tiết protein qua màng, các hệ thống biểu hiện protein dạng tiết
hoặc biểu hiện trên bề mặt tế bào mới được phát triển gần đây ở hai loài vi khuẩn lactic acid là
Lactococcus lactis và Lactobacillus plantarum, và tình hình nghiên cứu phát triển các promoter biểu
hiện thường trực hiện nay nhằm nâng cao, tăng hiệu quả biểu hiện protein trên bề mặt tế bào vi
khuẩn lactic acid.
Từ khoá: vi khuẩn lactic acid, cơ chế tiết protein qua màng, biểu hiện protein trên bề mặt tế bào,
promoter

GIỚI THIỆU1

Vi khuẩn lactic acid (lactic acid bacteria, LAB) thuộc2

nhóm vi khuẩn Gram dương được công nhận an toàn3

GRAS (Generally Recognized As Safe), thường được4

ứng dụng trong bảo quản thực phẩm, đã và đang thu5

hút sự chú ý trong quá trình nghiên cứu và phát triển6

hệ thống biển hiện protein an toàn cấp thực phẩm7

(food-grade expression system)1. LAB thường được8

tìm thấy trong nhiều dạng môi trường sống tự nhiên9

như khoang miệng, đường sinh dục, đường tiêu hóa10

của người và động vật, hoặc sản phẩm lên men của11

sữa, thịt và rau củ 2 và đã được sử dụng suốt một12

thời gian dài trong quá trình chế biến các loại thực13

phẩm. LAB bao gồm một số loài trong các chi Lac-14

tococcus, Lactobacillus, Enterococcus, và Streptococ-15

cus có thể phát triển trong điều kiện kỵ khí lẫn hiếu16

khí và lên men đường hexose để sản xuất lactic acid17

như sản phẩm chính cuối cùng3. Quá trình acid hóa18

khi sản xuất lactic acid là lý do chính cho tác dụng19

bảo quản của LAB nhằm ức chế sự phát triển của20

vi sinh vật thường gây hư hỏng thực phẩm4. LAB21

cũng có thể sản xuất ra các bacteriocin, là các pep-22

tide kháng khuẩn, có khả năng ức chế sự phát triển23

của mầm bệnh cạnh tranh 5,6. Nhiều LAB như Lacto-24

bacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobacterium spp.25

đã được công nhận là vi sinh vật có khả năng tăng26

cường sức khỏe cho đường tiêu hóa của vật chủ, hay27

còn được gọi là lợi khuẩn. Một ứng dụng tốt khác của28

lợi khuẩn LAB là kích thích hệ thống miễn dịch của 29

vật chủ. Cụ thể, L. casei Shirota đã cải thiện tình trạng 30

viêm đại tràng ở chuột bằng cách ức chế chuyển vị của 31

NF-κB và sản xuất IL-67. Thành phần chưa được xác 32

định của vi khuẩn L. paracasei Ncc2461 đã cảm ứng 33

các tế bào T CD4+ trong lách chuột, tạo ra IL-10 và 34

TGF-β 8. Gần đây, Florin Barla và cộng sự 9 đã ghi 35

nhận việc sử dụng LAB từ thực phẩm lên men truyền 36

thống của tỉnh Ishikawa để sản xuất γ-aminobutyric 37

acid (GABA) có tác dụng hạ huyết áp. Ngoài ra, LAB 38

được chứng minh giúp giảm cholesterol và hydrolase 39

muối mật10. 40

Với những lợi ích trên, LAB là đối tượng tiềm năng 41

trong các ứng dụng liên quan đến thực phẩm chức 42

năng để cộng sinh/cạnh tranh vớimột số loài vi khuẩn 43

và nấm khác như Escherichia coli, Bacillus subtilis, B. 44

licheniformis,Aspergillus oryzae hoặcA. niger dùng để 45

sản xuất các sản phẩm tự nhiên và tái tổ hợp11. Ngoài 46

ra, nhờ đặc tính cấu trúc cứng của thành tế bào và khả 47

năng kháng acid cao của vi khuẩn Gram dương, nên 48

LAB có tiềm năng được ứng dụng làm xúc tác sinh 49

học toàn tế bào và làm phương tiện vận chuyển kháng 50

nguyên để phát triển vaccine đường niêm mạc. Với 51

mục đích này, một loạt các gene được biểu hiện như là 52

hệ thống protein nhắm trúng đích đã được phát triển 53

trong nhiều LAB12. 54

Các thuộc tính của những hệ thống biểu hiện này và 55

các ứng dụng hiện tại hoặc tiềm năng đã và đang được 56

Trích dẫn bài báo này: Thảo N T P, Tấn N T, Hiếu T V. Biểu hiện protein trên bề mặt tế bào ở vi khuẩn
lactic acid. Sci. Tech. Dev. J. - Nat. Sci. 2025; ():1-13.
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nhắm đến chủ yếu ở Lactococcus lactis và Lactobacil-57

lus plantarum, là hai loài LAB được nghiên cứu nhiều58

nhất cho các ứng dụng này. Phần tổng quan này có59

thảo luận về cấu trúc, chức năng và tình hình nghiên60

cứu cho đến thời điểm hiện tại của các hệ thống tiết61

protein qua màng và biểu hiện protein ngoại lai ở vi62

khuẩn Gram dương nói chung và LAB nói riêng.63

CƠ CHẾ TIẾT PROTEIN QUAMÀNG64

TẾ BÀO CHẤT Ở LAB65

Các hệ thống tiết và đích đến cuối cùng của66

các protein ở vi khuẩn Gram dương67

Protein tái tổ hợp có thể được sản xuất trong tế bào68

chất hoặc được vận chuyển qua màng và xuất trực69

tiếp ra môi trường, hoặc được đính trên bề mặt vi70

khuẩn3. Một số cơ chế khác nhau để vận chuyển pro-71

tein đã được ghi nhận. Ở vi khuẩn Gram dương, bảy72

cơ chế chính để tiết protein đã được mô tả như Twin-73

arginine translocation (Tat pathway), Flagella export74

apparatus (FEA pathway), WXF100 secretion sys-75

tem (Wss pathway), Fimbrillin-protein exporter (FPE76

pathway), Peptide efflux ABC-transporters, Holin-77

system, và tiết thông qua con đường Sec (Sec path-78

way) (Hình 1)2. Trong đó, protein được tiết ra có thể:79

(i) Được neo vào màng tế bào (lipoprotein); (ii) Được80

gắn vào vách tế bào (cell wall/CW) hoặc bằng liên kết81

cộng hóa trị (protein LPxTG) hoặc không cộng hóa trị82

(bằng cách biển hiện các motif LysM, GW, CWBD2,83

SLHD hoặc WXL); (iii) Là một phần của các cấu trúc84

phụ trên bề mặt tế bào như cellulosome hoặc lông85

nhung (các tiểu đơn vị được tiết ra qua Sec), pseudo-86

pili (được lắp ráp thông qua FPE) hoặc tiênmao (được87

lắp ráp thông qua FEA); (iv) Được tiết ra ngoại bào88

thông qua Sec, Tat, holin hoặc Wss; hoặc (v) Được89

chuyển vào tế bào chủ sau khi tiết thông qua Sec của90

cytolysin phụ thuộc vào cholesterol, được sáp nhập91

vàomàng plasmatic của tế bào chủ và sau đó cho phép92

chuyển các chất tiết ra bằng quá trình dịch mã qua93

trung gian cytolysin (CMT).94

Gần đây, con đường Tat ở vi khuẩn và vi khuẩn cổ95

được chứng minh là con đường dùng để vận chuyển96

các protein ở dạng gấp cuộn hoàn toàn với một mo-97

tif twin-arginine được bảo tồn cao có chứa peptide98

tín hiệu19. Con đường FEA vốn có liên quan đến sự99

chuyển vị của các thành phần trong tế bào vi khuẩn100

Gram dương, nhưng cũng được sử dụng để tiết các101

yếu tố độc lực ra ngoại bào ở vi khuẩnGramdương20.102

Một hệ thống tiết chuyên biệt khác được xác định ở vi103

khuẩn Gram dương là con đường Wss, liên quan đến104

sự vận chuyển của họ protein WXG100 (ESAT-6)21.105

Con đường FPE có vai trò trong sự chuyển vị của các106

tiền chất liên quan đến sự phát triển của vi khuẩn khi107

cho phép nhập bào DNA ngoại lai quamàng tế bào 18. 108

Holin là các protein sáp nhập xuyên màng nhỏ tạo 109

thành một hệ thống tiết chuyên biệt chỉ có ở vi khuẩn 110

Gram dương21. Hệ thống holin có liên quan đến hoạt 111

động tiết của hydrolase murein vốn thiếu peptide tín 112

hiệu và đóng vai trò quan trọng trong quá trình tự 113

phân giải. Con đường Sec là con đường tiết protein 114

chủ yếu ở vi khuẩn Gram dương, sử dụng các peptide 115

tín hiệu ở đầu N với các tính năng được bảo tồn ở vi 116

khuẩn Gram dương. Nhờ công cụ tìm kiếm trình tự 117

tương đồng và domain của protein, bộ gene của Lac- 118

tobacillus đã được chứng minh có chứa các gene mã 119

hóa cho các hệ thống Sec, FPE, holin và khôngmã hóa 120

cho các yếu tố quan trọng có liên quan đến con đường 121

tiết protein Tat, FEA và Wss2. 122

Vai trò củapeptide tín hiệu trong cơ chế tiết 123

protein quamàng ở LAB 124

Peptide tín hiệu (signal peptide, SP), có vai trò trong 125

sự vận chuyển qua màng tế bào chất ở phần lớn các 126

protein tiết, có cấu trúc gồm 3 domain riêng biệt là 127

N, H và C, đóng vai trò quan trọng trong quá trình 128

chuyển vị và tiết của protein22. Một arginine hoặc ly- 129

sine bảo tồn có trong domain ở đầu N được sử dụng 130

để tương tác với động cơ chuyển vị và phospholipid 131

tích điện âm trongmàng lipid kép củamàng. Vùng kỵ 132

nước bảo tồn cũng như glycine hoặc proline bảo tồn 133

ở giữa lõi kỵ nước của vùng H (vùng phá xoắn bảo 134

tồn) có thể tạo thành cấu trúc giống kẹp tóc hỗ trợ 135

cho sự chèn vào màng. Vùng phá xoắn bảo tồn có thể 136

được tách ra nhờ vai trò của peptidase tín hiệu (sig- 137

nal peptidase, SPase): vị trí phân tách trên domain ở 138

đầu C của SP được nhận diện bởi một SPase đặc hiệu 139

giúp cắt SP ra khỏi phần còn lại, trở thành protein tiết 140

được vận chuyển qua màng tế bào chất. Mặc dù các 141

SP có cấu trúc tương tự nhau, nhưng các biến thể nhỏ 142

ở các SP khác nhau quyết định đích vận chuyển đến 143

các điểm đến khác nhau hoặc xuất qua các con đường 144

khác nhau23. Dựa trên các phân tích trình tự của SP 145

và protein nhận biết của chúng, bốn đặc tính đã được 146

chứng minh có mối tương quan với chức năng của SP 147

là tính kỵ nước cao, sự hiện diện của chuỗi xoắn xuyên 148

màng, sự vắng mặt của một motif neo trong protein 149

nhận biết và độ dài của domain H+C 24. Những thay 150

đổi về tính kỵ nước của vùng lõi của SP và chiều dài 151

của SP đã được chứng minh là ảnh hưởng đến hiệu 152

quả tiết ở vi khuẩn Gram dương25. Ngoài sự phụ 153

thuộc cao vào SP, hiệu quả tiết được phát hiện có tính 154

đặc hiệu cao với vật chủ và phụ thuộc vào tính chất 155

của protein mục tiêu như kích thước hoặc mức độ 156

biểu hiện nội bào của chúng24–28. L. lactis đã được 157

chứng minh có thể tiết ra các protein từ 10 đến 160 158
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Bảng 1: Một số protein đã được biểu hiện trên bềmặt tế bào LAB

Tên protein
(tài liệu tham khảo)

Chủng chủ Chức năng Ứng dụng

Surface layer protein
SlpA 13

L. acidophilus NCFM Bám dính Liên kết bề mặt

β -mannanase ManB 14 L. plantanrum Enzyme Chất xúc tác

ϕg1e Lys 15 L. plantarum G1e Phage Ly giải các thể thực thuẩn và vi
sinh vật gây bệnh

Brevicin 174A BreD,
BreG 16

L. brevis Điều hoà Sản xuất bacteriocin (chất kháng
khuẩn)

Lam29 17 L.mucosaeME-340 Vận chuyển Protein liên kết với cysteine của
vận chuyển cassette liên kết ATP
(ABC)

Hình 1: Các hệ thống tiết và đích đến cuối cùng của các protein được tiết ra ở vi khuẩn Gram dương 18 . Mũi tên
đen biểu thị protein có đích đến là màng tế bào mang peptide tín hiệu ở đầu N. Mũi tên xanh là con đường tiết
qua màng ở các protein thiếu peptide tín hiệu. Mũi tên đỏ là các con đường tiết. Mũi tên tím là con đường gắn
vàomàng lipid kép ở proteinmàng (IMP). Proteinmàu xanh là các protein tiết quamàng. Chữ viết tắt: Cyto, tế bào
chất; CM, màng tế bào chất; CW, vách tế bào; OM, màng ngoài; Ext, ngoại bào 18 .
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kDa thông qua con đường phụ thuộc Sec 29. Mức sản159

xuất cao của protein mục tiêu có thể gây ra tình trạng160

quá tải động cơ chuyển vị, từ đó dẫn đến hiệu quả tiết161

thấp24. Do đó, sự kết hợp tối ưu giữa SP và protein162

mục tiêu mong muốn là điều cần thiết và thiết yếu để163

có thể đạt được hiệu quả tiết cao. Một số vi khuẩn164

Gram dương có khả năng tiết ra protein với hiệu suất165

khá cao. Cácmô hình trên vi khuẩnGram dương như166

B. subtilis, L. lactis và L. plantarum đã được nghiên167

cứu kỹ về tiềmnăng dùng trong sản xuất protein ngoại168

lai ở dạng tiết 25,26.169

Usp45 là SP được khai thác rộng rãi nhất ở LAB biến170

đổi gene ở Lactococcus 28. Các SP dị loài khác đã được171

sử dụng để tiết các protein ngoại lai trong L. plan-172

tarum bao gồm SP từ Streptococcus pyogenes là pro-173

tein M6, từ L. amylovious là amylase, và từ L. brevis là174

protein S-layer (SlpA). Geir Mathiesen (2008) đã thử175

nghiệm các SP tương đồng từ L. plantarumWCFS1 và176

so sánh chức năng của chúng trong quá trình tiết hai177

môhình protein ngoại lai khác nhau (NucA từ Staphy-178

lococcus aureus và AmyA từ L. amylovorus)30. Trong179

nghiên cứu này, hệ thống pSIP cảm ứng biểu hiện dựa180

trên pheromone peptide trong Lactobacillus đã được181

sử dụng31 và hiệu quả tiết của các SP này đã được so182

sánh với hai SP (ngoại lai) nổi tiếng Usp45 vàM6. Kết183

quả cho thấy 4 trong số 10 trình tự được chọn có vị trí184

phân cắt là Ala-X-Ala-Ala, nhưng chúng không đạt185

hiệu quả tiết cao. Hai SP từ L. plantarum là Lp-0373186

và Lp-0600, vốn có trình tự motif là Val-X-Ala ở vị trí187

-3 đến -1 so với vị trí phân cắt, là các SP hoạt động tốt188

nhất để tiết nuclease và amylase30. Trong một nghiên189

cứu khác, Karlskes và đồng nghiệp cũng chỉ ra rằng190

ba SP có nguồn gốc từ Lp-3050, Lp-0373 và Lp-2578191

cho thấymức độ sản xuất và hiệu quả tiết của nuclease192

NucA ở năm loài Lactobacillus bao gồm L. rhamnosus,193

L. brevis, L. gasseri, L. curvatus và L. plantarum khá194

khác nhau; trong đó SP có nguồn gốc từ Lp-3050 cho195

lượng NucA tiết ra cao nhất32. Kết quả này cho mỗi196

sự kết hợp giữa chủng chủ và protein mục tiêu có thể197

cần phải được tối ưu hóa riêng biệt.198

CÁC HỆ THỐNG BIỂU HIỆN PROTEIN199

TRÊN BỀMẶT Ở LAB200

Việc biểu hiện các protein ngoại lai trên bề mặt tế bào201

vi khuẩn là một chiến lược hấp dẫn cho nhiều ứng202

dụng trong lĩnh vực công nghệ sinh học, điều trị bệnh203

và công nghiệp như phát triển vaccine sống, sản xuất204

kháng thể, xúc tác sinh học toàn tế bào, hấp thụ sinh205

học và cảm biến sinh học33. Một số protein đã được206

biểu hiện trên bề mặt tế bào LAB được trình bày ở207

Bảng 1.208

Một trong những tính năng hấp dẫn nhất của nghiên209

cứu biểu hiện trên bề mặt tế bào là việc các protein210

mục tiêu dung hợp với các motif neo vốn được đồng 211

thời vừa tổng hợp vừa cố định trên bề mặt tế bào vi 212

khuẩn; kết quả là dễ dàng thu nhận được protein mục 213

tiêu từ các tế bào vi khuẩn trong quá trình nuôi cấy. 214

Trong cách tiếp cận này, các tế bào tự thực hiện toàn 215

bộ quy trình phức tạp gồm nhiều phản ứng ở nhiều 216

bước vốn tốn nhiều năng lượng và thời gian, do đó 217

mang lại lợi ích lớn về mặt kinh tế. Ngoài ra, các pro- 218

tein ngoại lai neo trên bề mặt của tế bào vi khuẩn có 219

tính ổn định cũng như khả năng bảo toàn trong điều 220

kiện khắc nghiệt cao hơn nhiều lần so với protein tự 221

do, đặc biệt là khi protein được chèn vào thành của 222

tế bào vi khuẩn34. Điều này có nghĩa chiến lược biểu 223

hiện protein trên bềmặt cần được cân nhắc, phân tích 224

kỹ lưỡng và lựa chọn hợp lý, đủ cao để cải thiện khả 225

năng tiếp cận của protein với các đích đến của chúng 226

và đủ thấp để bảo vệ các protein được biểu hiện trên 227

bề khỏi bị phân hủy3. Mặt khác, mức độ biểu hiện của 228

protein phụ thuộc vào nhiều yếu tố bao gồm protein 229

mục tiêu, chủng chủ và các loại neo được sử dụng. 230

Một protein mục tiêu tự nó cũng có ảnh hưởng đến 231

quá trình dịchmã và biểu hiện lên bềmặt. Kích thước 232

quá lớn hoặc mức độ biểu hiện quá cao của protein 233

mục tiêu có thể dẫn đến tiết không hiệu quả, điều 234

này có thể làm giảm sự tăng trưởng của vật chủ tái 235

tổ hợp và lượng thấp protein biểu hiện trên bề mặt 236

của nó35. Các protein mục tiêu khác nhau được dung 237

hợp vào cùng một loại neo sẽ được chuyển đến các 238

vị trí khác nhau trong cùng một chủng chủ36. Rõ 239

ràng, việc lựa chọn chủng chủ để sử dụng có vai trò 240

cực kỳ quan trọng trong chiến lược biểu hiện trên bề 241

mặt. Một chủng chủ tốt phải phù hợp với “protein đi 242

theo/passenger protein”, dễ dàng nuôi cấy mà không 243

cần ly giải tế bào và hoạt tính protease ngoại bào và 244

protease tương ứng của thành tế bào thấp. Xem xét 245

điểm này, vi khuẩn Gram dương dường như là sự lựa 246

chọn thuận lợi hơn là vi khuẩn Gram âm vì chúng 247

có cấu trúc thành tế bào khá cứng34 và chỉ có một 248

màng kép thuận lợi cho protein đi xuyên qua 35. Các 249

neo chứa một SP hiệu quả để xuất protein mục tiêu 250

qua màng trong. Một cấu trúc neo ổn định cũng như 251

chiều dài và trình tự của neo nên được cân nhắc để có 252

thể giữ được protein dung hợp trên bề mặt tế bào mà 253

không bị tách ra. Ngoài việc tương thích với các chuỗi 254

ngoại lai được dung hợp, neo còn có khả năng chống 255

lại sự tấn công của các protease có mặt trong không 256

gian chu chất hoặc trong môi trường nuôi cấy. Tất cả 257

các lưu ý cần thiết được đề cập ở trên gợi ý rằng sự hiểu 258

biết sâu về chức năng của neo có thể có ích cho việc 259

tối ưu hóa hệ thống biểu hiện trên bề mặt. Về nguyên 260

tắc, có hai cách khác nhau để gắn protein được tiết ra 261

lên trên bềmặt của vi khuẩn là thông qua liên kết cộng 262

hóa trị với màng tế bào hoặc thành tế bào và liên kết 263
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Hình 2: Các phương pháp dùng để biểu hiện protein lên bề mặt tế bào Lactobacillus 37

không cộng hóa trị thông qua protein domain tương264

tác mạnh với các thành phần của thành tế bào hoặc265

màng (Hình 2). Cả hai hệ thống này đã được sử dụng266

trong LAB, chủ yếu ở L. lactis và các lactobacilli khác267

nhau.268

Neo không cộng hoá trị269

Neo xuyênmàng ở đầu N270

Sự tiết protein vào môi trường ngoại bào thông qua271

con đường Sec phụ thuộc vào SPase tạo điều kiện giải272

phóng protein trưởng thành bằng cách tách SP ở đầu273

N từ preprotein (SP+protein tiết) 3. Tuy nhiên, ở cơ274

chế neo xuyên màng ở đầu N, trình tự amino acid275

trong peptide tín hiệu ở preprotein thiếu vị trí phân276

cắt của SPase, dẫn đến sự hình thành neo trong đó277

protein sẽ được gắn vào thành tế bào bởi các liên kết278

không cộng hóa trị. Trong trường hợp này, SP không279

được phân cắt với liên kết kỵ nước ở trung tâm sẽ có280

chức năng như một chuỗi xoắn xuyên màng ở đầu N281

có thể gắn protein vào màng. Để có thể hình thành282

được neo xuyên màng đầu N, protein mục tiêu cần283

phải được dung hợp với chuỗi neo có độ dài thích284

hợp. Một neo ngắn sẽ có khả năng bảo vệ protein285

mục tiêu bằng cách chèn hoàn toàn vào thành của tế286

bào, nhưng hạn chế là thiếu khả năng tiếp cận. Po-287

quet và cộng sự (1998) đã xác định được hai đoạn288

gene có nguồn gốc từ Lactococcusmã hóa cho các neo289

có kích thước đa dạng từ 40 đến 234 amino acid dựa290

trên phương pháp sàng lọc ngẫu nhiên với tín hiệu291

xuất thu nhận từ thư viện gene của L. lactis và sử dụng 292

nuclease của Staphylococcus aureus làm reporter pro- 293

tein. Một trong những neo xoắn xuyênmàng ở đầu N 294

được khai thác nhiều nhất là protein PgsA từ B. sub- 295

tilis, bao gồm một vùng xuyên màng dài từ 25 đến 44 296

amino acid được phân tích bởi hệ thống SOSUI. Pro- 297

tein PgsA đã được chứng minh là một phần của phức 298

hợp poly-γ-glutamate synthetase và có chức năng ổn 299

định phức hợp bằng cách neo vào trong màng của 300

tế bào. Narika đã chỉ ra rằng sự dung hợp của α- 301

amylase vào đầu C của PgsA dẫn đến việc biểu hiện 302

thành công trên bề mặt E. coli và L. casei38. Việc định 303

vị protein dung hợp PgsA-AmyA-FLAG trên bề mặt 304

tế bào sẽ được phát hiện bằng phương pháp flow cy- 305

tometry và miễn dịch huỳnh quang. Các tế bào L. ca- 306

sei biểu hiện AmyAF trên bề mặt thể hiện hoạt động 307

thủy phân tăng đáng kể so đối với tinh bột dạng hòa 308

tan. Gần đây, một neo xuyên màng từ Lp-1568, đây 309

là một protein neo đầu N và có nguồn gốc từ L. plan- 310

tarum đã được ứng dụng để biểu hiện các phiên bản 311

dài và ngắn của invasin (Inv và InvS tương ứng) từ tác 312

nhận gây bệnh ở người là Yersinia pseudotuberculo- 313

sis trên bề mặt của tế bào vi khuẩn L. plantarum. Sự 314

định vị trên bề mặt của cả hai phiên bản invasin đã 315

được xác nhận bằng phương pháp flow cytometry và 316

miễn dịch huỳnh quang, nhưng chỉ có InS được neo 317

bởi Lp-1568 mới có hoạt động NF-kB trong dòng tế 318

bào monocytic39. Các kết quả được công bố nêu trên 319

cho thấy chiến lược neo xuyênmàngởđầuN-terminal 320
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để biểu hiện các protein ngoại lai trên bề mặt tế bào321

LAB là một phương pháp có nhiều tiềm năng.322

Neo gắnmiền trung gian323

Sự hình thành liên kết không cộng hóa trị trong chiến324

lược gắn protein ngoại lai vào thành tế bào có thể thu325

được bằng cách sử dụng các domain gắn thành tế bào326

khác nhau như surface (S)-layer protein (SLP), do-327

main LysM hoặc domain WxL 40–42. Các S-layer là328

mạng lưới các đơn phân của tiểu đơn vị protein hoặc329

glycoprotein với trọng lượng phân tử 40−200 kDa43.330

Cấu trúc S-layer gồm hai vùng chức năng là domain331

tự lắp ráp và domain gắn tế bào, chịu trách nhiệm332

cho quá trình neo vào bề mặt tế bào thông qua việc333

hình thành các liên kết không cộng hóa trị với cấu334

trúc trên bềmặt của tế bào, thường là với lipopolysac-335

charide (LPS) có sẵn trong vi khuẩn Gram âm và với336

các polysaccharide có trên thành tế bào ở vi khuẩn337

Gram dương42. Những vùng này đã được mô tả rõ338

ràng trong S-layer protein SA của L. acidophilusATCC339

435644, SlpA của L. brevisATCC 828745 và CbsA của340

L. crispatus JCM 5810 46. Các nghiên cứu đã chứng341

minh S-layer protein trong một số loài Lactobacillus342

có trọng lượng phân tử nhỏ (25−71 kDa), giá trị pI343

cao 9,35−10,447 và chiếm 10−15% tổng số protein.344

So với SLP từ các loài khác sử dụng motif tương đồng345

lớp S (S-layer homology, SLH) cho sự gắn kết không346

cộng hóa trị vào thành tế bào, thì SLP từ Lactobacil-347

lus đóng vai trò là trung gian cho quá trình gắn kết348

với thành tế bào thông qua tương tác giữa các amino349

acid cơ bản trong vùng gắn kết với thành tế bào và các350

polymer thành tế bào tích điện âm như lipoteichoic351

acid hoặc teichoic acid 48. Các tính năng khác biệt kể352

trên của SLP từ Lactobacillus đãmang đến nhiều tiềm353

năng trong khai thác các cognate promoter và SP có354

nguồn gốc từ SLPđể biểu hiện và tiết các protein ngoại355

lai trong LAB, cũng như sử dụng SLP làm chất mang356

cho biểu hiện protein ngoại lai trên bề mặt của Lac-357

tobacilus và Lactococcus 48–50. Một số SLP trong các358

loài Lactobacillus đã được nghiên cứu rộng rãi cho các359

mục đích khác nhau như: phương tiện để vận chuyển360

kháng nguyên, hoặc chất xúc tác sinh học toàn bộ tế361

bào51. S-layer subunit (SlpA) của L. brevis đã biểu362

hiện thành công mô hình epitope ngoại lai trên bề363

mặt tế bào trong khi vẫn duy trì được cấu trúc mạng364

tinh thể của S-layer52. Protein gắn collagen (collagen-365

binding protein, Cnb) từ L. reuteri NCIB 11951, vốn366

có quan hệ tương đồng khá gần với neo S-layer là367

BspA, đã được sử dụng làm protein neo để biển hiện368

β -glucanase trên bề mặt tế bào của L. reuteri Pg4. Vị369

trí trên bềmặt và khả năng phân hủy β -glucan của β -370

glucanase biểu hiện trên bềmặt đã được công nhận53.371

Một nghiên cứu khác đã chỉ ra rằng SLP từ L. crispatus 372

K2-4-3 được phân lập từ ruột gà có thể được sử dụng 373

để biểu hiện các protein ngoại lai trên bề mặt của một 374

số chủng Lactobacillus không có S-layer thí dụ như L. 375

lactis, suy ra tiềm năng sử dụng neo SLP để biểu hiện 376

trên bềmặt của bản thân vật chủ vốn không thể tự sản 377

xuất ra SLP54. 378

Một phương pháp neo khác dựa vào liên kết không 379

cộng hóa trị giữa protein với thành của tế bào là thông 380

qua domain LysM. Đây là một module phổ biến trên 381

thành tế bào, có khả năng phân hủy enzyme và pro- 382

tein, là tác nhân gây độc lực ở vi khuẩn55. Các do- 383

main LysM với độ dài khác nhau từ 44 đến 65 amino 384

acid, tồn tại một hoặc nhiều bản sao trong mỗi pro- 385

tein3, thường hiện diện ở vùng đầu N hoặc đầu C của 386

protein và gắn kết với peptidoglycan và chitin 56. Khả 387

năng gắn kết này của các domain LysM đã được áp 388

dụng rộng rãi cho các chiến lược biểu hiện trên bềmặt 389

không biến đổi gene dựa trên việc tạo ra protein dung 390

hợp có chứa LysM trong một chủng chủ sản xuất, ví 391

dụ như E. coli hoặc L. lactis, sau đó là cố định lên trên 392

bề mặt một chủng chủ không tái tổ hợp nào đó ví dụ 393

như LAB57. Với phương pháp này, chủng chủ có thể 394

được trộn lẫn với protein dung hợp đã hoặc chưa qua 395

tinh sạch, và lượng protein được nạp lên trên bề mặt 396

tế bào có thể được kiểm soát dễ dàng hơn khi được 397

so sánh với cách biểu hiện tái tổ hợp thông thường3. 398

Nhiều protein neo có chứa motif LysM đã được phát 399

hiện và ứng dụng chomục đích này57,58. Neo protein 400

(protein anchor, PA) AcmA có nguồn gốc từ pepti- 401

doglycan hydrolase của L. lactis là một ví dụ. Neo này 402

chứa bamotif LysMdài 45 amino acid được phân tách 403

bằng các spacer sequences. Bosma và cộng sự đã sử 404

dụng PA để biểu hiện hoặc α-amylase (α-PA) hoặc 405

β -lactamase (β -PA) trên bề mặt của các tế bào lacto- 406

coccus đã qua xử lý bằng acid. Cả hai enzymeđều hoạt 407

động khi chúng được neo một cách vô tình bởi PA. 408

Raha và cộng sự (2005) cũng đã sử dụng chuỗi lặp lại 409

255 bp của vùng gắn kết với thành tế bào của protein 410

AcmA đã được đề cập ở trên để biểu hiện vùng A1 và 411

A3 của proteinVP1 của enterovirus 71 (EV71) trên bề 412

mặt. Việc biểu hiện thành công các epitope VP1 của 413

EV71 trên bề mặt của L. lactis được xác nhận bằng 414

whole-cell ELISA đã mở ra hướng mới để phát triển 415

vaccine uống. Một ví dụ khác liên quan đến chiến 416

lược không biến đổi gene này làMurO từ L. plantarum 417

hoặc Ly5C từ L. fermentum khi biểu hiện thành công 418

β -galactosidase trên bềmặt L. plantarum59, hoặc trên 419

các tế bào LAB58 khi ứngdụng trên phạmvi rộnghơn. 420

Các nghiên cứu này cung cấp phương thức gắn pro- 421

tein ngoại lai trên bềmặt của các chủng lợi khuẩn LAB 422

không sử dụng phương pháp biến đổi gene. 423
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Neo cộng hoá trị424

Neo lipoprotein425

Liên kết cộng hóa trị với màng tế bào có thể được426

hình thành qua các neo lipoprotein, thường bao gồm427

một SP ở đầu N có chứa motif lipobox trong vùng428

đầu C. Sau khi tiết ra protein theo con đường Sec,429

một diacylglycerol transferase xúc tác việc gắn cộng430

hóa trị một cysteine bảo tồn trong lipobox với một431

phospholipid trong lớp màng, trong khi SP được loại432

bỏ bởi peptidase đặc hiệu của lipobox. Do đó, việc433

neo protein tái tổ hợp vào màng tế bào có thể đạt434

được bằng cách dung hợp một protein ngoại lai ở435

vùng hạ lưu của một neo lipoprotein thích hợp. Việc436

sử dụng neo lipoprotein để biểu hiện protein ngoại437

lai trong LAB đã nhận được tương đối ít sự chú ý438

so với các phương pháp biểu hiện trên bề mặt khác.439

Trong L. plantarum, hai neo lipoprotein khác nhau440

là Lp-1261 và Lp-1452 có nguồn gốc tương ứng từ441

oligopeptide ABC transporter (Lp-1261) và peptidyl-442

prolyl isomerase PrsA (Lp-1452), đã được sử dụng443

để biểu hiện trên bề mặt một đoại dài (Inv) và một444

đoạn ngắn (InvS) của extracellular domain của in-445

vasin từ tác nhân gây bệnhYersinia pseudotuberculosis446

trên người. SP và vùng của domain xúc tác chịu trách447

nhiệm cho quá trình neo cộng hóa trị vào lớp ngoài448

của màng plasma thông qua cysteine ở đầu N đã bị449

chuyển hóa lipid. Sự biểu hiện thành công lên bề mặt450

của Inv và InvS trên bềmặt tế bào Lactobacillus của cả451

hai neo Lp-1261 và Lp-1452 đã được xác nhận bằng452

phân tích miễn dịch huỳnh quang và flow cytometry.453

Đáng chú ý, cả hai neo lipoprotein cho kết quả hoạt454

động tốt nhất trong số các neo đã được thử nghiệm455

vốn chứa invasin nguyên bản có cấu trúc khá lớn và456

gây ra phản ứng viêmmạnhmẽ39. Trong một nghiên457

cứu khác, Kuczkowska và cộng sự 60 cũng đã sử dụng458

hai neo Lp-1261 và Lp-1452 để gắn CCL3Gag, là loại459

protein dung hợp bao gồm kháng nguyên HIV-1 Gag460

bị cắt ngắn và chemokine CCL3 của chuột, lên trên461

bề mặt của L. plantarum NC8. Kết quả nghiên cứu462

cho thấy không thể xác định vị trí gắn trên bề mặt của463

protein neo Lp-1261 khi quan sát bằng kính hiển vi, có464

thể là do quá trình tiết protein hiệu quả thấp, có quá465

nhiều vị trí chèn vô thành của tế bào. Trong khi đó,466

các tế bào vi khuẩn biểu hiện CCL3Gag bằng neo Lp-467

1452 cho thấy tín hiệu huỳnh quangmạnh hơn nhiều,468

có thể do Lp-1452 giúp cho domain CCL3 tiếp xúc469

nhiều hơn với kháng thể.470

Neo LPxTG471

Một neo khác, trong đó có sự hình thành liên kết cộng472

hóa trị với thành tế bào, có thể được tạo ra bằng cách473

sử dụng con đường sortase (SrtA)61. Cụ thể, protein474

tiết ra mang một neo ở đầu C, mà bản thân neo này 475

có chứa motif LPxTG (LPQTxE trong L. plantarum), 476

theo sau là một domain kỵ nước và một đuôi tích 477

điện dương. Domain kỵ nước và đuôi tích điện giữ 478

cho protein không bị giải phóng vào môi trường do 479

đó cho phép nhận ra motif LPxTG bởi một transpep- 480

tidase liên quan đến màng gọi là sortase33. Sortase 481

xúc tác phản ứng cắt liên kết peptide, thí dụ như liên 482

kết giữa threonine và glycine trong motif LPxTG và 483

liên kết giữa threonine ở đầu C của protein bề mặt với 484

cầu nối pentapeptide của peptidoglycan62. Phản ứng 485

đặc hiệu này đã được khai thác hàng loạt trong lĩnh 486

vực công nghệ sinh học như tổng hợp nên các liên 487

kết nucleic acid-peptide và neoglycoconjugate, tuần 488

hoàn protein, đánh dấu protein bề mặt tế bào trên 489

tế bào sống, phương tiện phân phối vaccine sống và 490

xúc tác sinh học toàn tế bào63. Piard và các đồng 491

nghiệp đã kết luận rằng hiệu quả neo của protein M6 492

từ Streptococcus pyogenes với thành tế bào cho kết quả 493

rất khác biệt trong các chủng chủ khác nhau bao gồm 494

L. lactis, L. fermentum, L. sake và S. thermophilus. Di- 495

eye và cộng sự28 nghiên cứu về biểu hiện thành công 496

nucease NucA trên bề mặt của tế bào vi khuẩn L. lac- 497

tis bằng cách sử dụng tín hiệu phân loại (sorting sig- 498

nal) ở đầu C của protein M6. Các tác giả này đã có 499

một đánh giá tổng quan về trọng lượng phân tử của 500

các protein dung hợp có chứa neo với thành tế bào 501

của protein M6. Các dải có trọng lượng phân tử lớn 502

đã được phát hiện trong mảnh vỡ thành tế bào cho 503

thấy sự hiện diện của cácmảnh peptidoglycan có kích 504

thước khác nhau được liên kết cộng hóa trị với pro- 505

tein bề mặt. Turner và các đồng nghiệp 64 đồng ý với 506

quan sát trên khi protein dung hợpMlp-His6 chứa tín 507

hiệu neo với thành tế bào là LPxTG được phát hiện 508

bằng kỹ thuậtWestern blot với khối lượng phân tử cao 509

hơn. Các tác giả phỏng đoán kết quả trên có được là 510

do quá trình glycosyl hóa protein này. Gần đây, một 511

neo vách tế bào mới từ L. plantarumWCFS1 đã được 512

tìm thấy và sử dụng trong biểu hiện 37-kDa oncofe- 513

tal antigene (OFA) trên bề mặt tế bào L. plantarum 514

WCFS165. Dựa trên trình tự của Lp-2578, làmột pro- 515

tein được ghi nhận là protein “bám dính” trên bề mặt 516

của thành tế bào từ L. plantarum WCFS1, Fredrik- 517

sen và các cộng sự đã thiết kế ba neo chứa LPxTG với 518

độ dài khác nhau tương ứng với vùng có độ phức tạp 519

thấp (low-complexity region) đã bị cắt ngắn, vùng có 520

độ phức tạp thấp còn nguyên vẹn và gần như là pro- 521

tein hoàn chỉnh. Dữ liệu từ nghiên cứu đã cho thấy 522

rằng sự khác biệt về chiều dài của neo ảnh hưởng đến 523

hiệu quả của quá trình neo và độ ổn định của protein; 524

tuy nhiên sự khác biệt này không lớn cũng như không 525

rõ ràng để dự đoán. 526
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Hình3: Hệ thống vector biểu hiện trên bềmặt tế bào LAB. (a) Cấu trúc vector biểu hiện pSIP409 sử dụngmotif neo
lipoprotein đầu N củamannanase (ManB) trong L. plantarum. Các gene sppK và sppRmã hóa các protein trong hệ
thống điều hòa hai thành phần. Gene quan tâm được đặt dưới sự kiểm soát của chất kích thích bacteriocin cảm
ứngmạnh PsppQ-sakacin Q. Vùng chèn gene với các vị trí enzyme cắt giới hạn (MCS). Vùng sao chép bao gồm hai
yếu tố quyết định pUC(pGEM)-ori đối với E. coli và 256 lần đối với L. sakei và L. plantarum. Gene sàng lọc kháng
erythromycin (ery), và điểm kết thúc phiên mã. (b) Cấu trúc vùng biểu hiện sử dụng motif neo lipoprotein đầu N
của mannanase (ManB) với các vị trí enzyme cắt giới hạn BglII và EcoRI, L biểu thị trình tự enzyme SalI. Các phần
chèn chứa trình tự manB được hợp nhất với myc-tag để phát hiện protein. Ppgm và PslpA, phosphoglycerate
mutase (pgm) từ L. acidophilus NCFM và protein lớp S SlpA của L. acidophilus ATCC 4356. SP1261 và Lp-1261:
peptide tín hiệu và neo lipoprotein. Spase: lipobox với vị trí phân cắt Signal Peptidase II (Spase) 14 .

Đáng chú ý là trong một nghiên cứu gần đây của527

Hoàng Minh và cộng sự14, hệ thống vector pSIP528

đã được sử dụng để nghiên cứu chức năng của hai529

phương pháp gắn cộng hóa trị để biểu hiện các en-530

zyme liên quan đến lĩnh vực thực phẩm như man-531

nanase hoặc chitosanase trên bề mặt tế bào của L.532

plantarum như là chất xúc tác sinh học toàn tế bào533

(Hình 3). Hai khác biệt chính khi so sánh hai phương534

pháp này là: (i) Protein được gắn vào màng hoặc535

thành tế bào, kết quả là phương pháp neo vào thành536

tế bào qua trung gian sortase sẽ biểu hiện nhiều pro- 537

tein ngoại vi hơn phương pháp còn lại; (ii) Đầu N của 538

protein được gắn vào bề mặt của tế bào trong phương 539

pháp sử dụng lipobox, còn phương pháp neo vào vách 540

tế bào qua trung gian sortase lại gắn protein ở đầu C. 541

Việc sử dụng hai phương pháp neo cộng hóa trị này để 542

biểu hiện các protein mục tiêu khác nhau trên bề mặt 543

tế bào Lactobacillus đã cho cái nhìn sâu sắc và toàn 544

diện về hệ thống neo của vi khuẩn. 545
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PHÁT TRIỂN CÁC PROMOTOR BIỂU546

HIỆN THƯỜNG TRỰCỞ LAB547

Như đã đề cập ở trên, việc phát triển các công cụ di548

truyền để sản xuất protein và enzyme ngoại lai trong549

LAB đang rất được quan tâm. Một số các hệ thống550

vector biểu hiện cảm ứng đã được phát triển trong551

LAB. Các vector pSIP dựa trên promoter cảm ứng552

mạnhPsppA vốn dành riêng cho chủng chủ Lactobacil-553

lus, đã được chứngminh là cung cấpmức độ biểu hiện554

cao, kiểm soát chặt chẽ bằng lượng nano gram được555

thêm vào của tác nhân cảm ứng là peptide cảm ứng556

(induction peptide, IP). Nhìn chung, hệ thống vector557

biểu hiện cảm ứng hữu ích trong trường hợp cần phải558

đạt được mức sản xuất tối đa của protein tái tổ hợp559

tại một thời điểm nhất định và cụ thể của quá trình560

nuôi cấy, hoặc khi protein có tác động tiêu cực đến561

quá trình chuyển hóa tế bào vi khuẩn66. Ngoài ra,562

ngày càng có nhiều sự quan tâm đối với sự phát triển563

của LAB với vai trò là nhàmáy sản xuất tại chỗ hoặc là564

phương tiện phân phối các hợp chất điều trị hoặc en-565

zyme trong cơ thể người, nhưng điều này khiến cho hệ566

thống biểu hiện cảm ứng không còn phù hợp67. Đối567

với các ứng dụng này, chiến lược sử dụng các vector568

biểu hiện thường trực liên quan đến sản xuất protein569

ở mức mong muốn sẽ là một giải pháp thay thế khả570

thi. Đáng chú ý là các promoter vi khuẩn có chung571

đặc tính có thể có tác động và cường độ khác nhau572

trong LAB; do đó, cần thiết phải xác định, đánh giá các573

promoter và kiểm tra tính hiệu quả của các hệ thống574

vector biểu hiện khác nhau cho mỗi vật chủ mới68.575

Nhìn chung, có ba chiến lược chính để tìm kiếm và576

xác định các promoter có nguồn gốc từ L. lactis và các577

LAB khác hiện hữu bao gồm: (a) Sử dụng các vector578

sàng lọc mang promoterless reporter genes; (b) Phân579

lập các promoter từ các gene house-keeping mạnh và580

thường trực; (3) Tạo ra các promoter tổng hợp từ các581

consensus promoter12. Rud và cộng sự đã phát triển582

một thư viện promoter tổng hợp (synthetic promoter583

library, SPL) cho L. plantarum dựa trên cách tiếp cận584

của Jensen&Hammer, trong đómột thư viện các pro-585

moter nhân tạo cho L. lactis thu được bằng cách sắp586

xếp ngẫu nhiên spacer sequence vốn phân tách các587

consensus sequences của promoter. SPL thu được đã588

cung cấp một loạt các promoter thường trực sở hữu589

các thế mạnh khác nhau trong sản xuất ổn định pro-590

tein; và các promoter mạnh nhất, điển hình là P11,591

đã mang lại sản lượng protein tương đương với na-592

tive rRNA promoters67. Tauer và đồng nghiệp66 đã593

so sánh chức năng của bốn promoter thường trực bao594

gồm P11, Ptu f 33, Ptu f 34 và Pe f p và kiểm tra biểu hiện595

trong tế bào chất của gene mCherry với mục đích596

cung cấp một hệ thống thường trực phù hợp cho các597

ứng dụng trong lên men thực phẩm hoặc phân phối 598

thuốc trong điều kiện in vivo. Promoter P11 được 599

đánh giá là promoter mạnh nhất. Việc biểu hiện cũng 600

đạt được kết quả tốt khi sử dụng cả hai promoter mới 601

là Ptu f 33 và Ptu f 34, hiện có sẵn dưới dạng các yếu tố 602

bổ sung để thúc đẩy quá trình biểu hiện thường trực 603

trong L. plantarum và L. buchneri trong khi promoter 604

Pe f p cho hiệu quả rất yếu. Do đó, việc đánh giá độ 605

mạnh của các promoter thường trực này có thể có ích 606

cho sự phát triển các hệ thống biểu hiện thường trực 607

trong LAB, từ mức độ sản xuất trung bình cho đến 608

mạnh. 609

Trongmột nghiên cứu gần đây, ảnh hưởng của ba pro- 610

moter thường trực là pgm, slpA và slpB đến biểu hiện 611

dạng tiết và biểu hiện trên bề mặt của gene manB 612

trong chủng chủ L. plantarum đã được tiến hành so 613

sánh. Những promoter thường trực này được đánh 614

giá là yếu tố tiềm năng cho khả năng biểu hiện trong 615

nội bào của các protein ngoại lai trong lactobacilli. 616

Promoter cho đột biến phosphoglycerate (phospho- 617

glycerate mutase, pgm) là một promoter thường trực 618

mạnh có nguồn gốc từ L. acidophilus NCFM, vốn 619

là một chủng lợi khuẩn đã có lịch sử được sử dụng 620

rộng rãi trong các sản phẩm bổ sung dinh dưỡng, các 621

sản phẩm từ sữa và sữa công thức cho trẻ sơ sinh 622

(Hình 4)47,66. Promoter pgm được xác định dựa trên 623

phân tích bộ gene đã chứng minhmột số operon biểu 624

hiện khác biệt để đáp ứng với các nguồn carbohydrate 625

hoặc biểu hiện thường trực bất kể nguồn carbohy- 626

drate69. Tri Duong và cộng sự đã phát hiện ramức độ 627

biểu hiện của GUS, vốn chịu kiểm soát bởi promoter 628

thường trực pgm, cao xấp xỉ 10 lần so với mức biểu 629

hiện trong cấu trúc cảm ứng ở hai chủng chủ là L. aci- 630

dophilus và L. gasseri. Promoter đã có thể điều khiển 631

biểu hiện của operon oxalate, cải thiện đáng kể quá 632

trình phân hủy oxalate của L. gasseri ATCC 33323. 633

Kết quả này cho thấy việc sử dụng một hệ thống vec- 634

tor biểu hiện thường trực dựa trên promoter pgm có 635

thể là một công cụ hữu ích để biểu hiện vượt mức các 636

protein và enzyme mong muốn trong lactobacilli và 637

các chủng khác của LAB. 638

Promoter slpA của L. acidophilusATCC4356 đã được 639

nghiên cứu rộng rãi trong phát triển các hệ thống biểu 640

hiện gene ngoại lai trong một loạt các chủng chủ Lac- 641

tobacillus. Promoter slpA đã được chứng minh là có 642

hiệu quả cao không chỉ trong chủng chủ tự nhiên mà 643

còn trong cả chủng L. casei ATCC 393, vốn không sở 644

hữu S-layer protein48,68. Đáng chú ý, vùng promoter 645

của vị trí biểu hiện gene slpA từL. acidophilus bao gồm 646

hai promoter tiềm năng là P-1 (vị trí -228 đến -198) và 647

P-2 (vị trí -335 đến -303) (Hình 5). Kết quả này cho 648

thấy lượng mRNA được định hướng bởi một cấu trúc 649

nhiều promoter có thể cao hơn so với khi chỉ được 650

định hướng của một promoter48. 651
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Hình 4: Vùng trình tự gốc của promoter pgm (69)

Hình 5: Trình tự nucleotide trước khi bắt đầu dịch mã gene slpA của chủng L. acidophilus hoang dại ATCC 4356
(48)
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cứu này sẽ có thêmnhiều đột phá nhằmđưa ứng dụng661

của các chúng đến tất cả các lĩnh vực của cuộc sống662

con người.663
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OM: Double-Stranded Ribonucleic Acid670
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SP: Signal Peptide672

SPase: Signal Peptidase673

SLP: Surface (S)-Layer Protein674

SLH: S-Layer Homology675

PA: Protein Anchor676
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SICE: Stress - Induced Controlled Expression679

IP: Induction Peptide680
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ABSTRACT
The strong development of novel protein expression systems, especially in lactic acid bacteria, has
attracted a lot of attention and presentedmany challenges for scientists, not only in terms of safety
but also in the ability to preserve food. With the advantage of possessing a rigid cell wall struc-
ture and typical acid resistance, lactic acid bacteria have become a potential target not only as a
cell factory for producing recombinant proteins used in the food industry but also as a means of
delivering antigens for mucosal vaccine development. To achieve this goal, a series of target pro-
tein expression systems have been developed inmany lactic acid bacteria. This review summarizes
recent developments in foreign protein expression systems in both secretion and surface display
forms in lactic acid bacteria, including prominent examples such as Lactococcus lactis and Lacto-
bacillus plantarum, as well as current research on developing promising promoter systems to not
only improve their ability but also increase their expression efficiency on the surface of lactic acid
bacteria.
Key words: lactic acid bacteria, protein secretion, cell surface protein display, promoter

Cite this article : Nguyen P T, Nguyen T, Tran-Van H. Protein display on lactic acid bacteria cell surface
. Sci. Tech. Dev. J. - Nat. Sci. 2025; ():1-1.

1
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