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Đặt�vấn�đề

Schizochytrium� mangrovei� PQ6� được� phân� lập� ở�
huyện�đảo�Phú�Quốc,�tỉnh�Kiên�Giang�năm�2006-2008�
[1].�Đây� là�chủng� vi� tảo�dị� dưỡng� đặc� hữu� của�Việt�
Nam� thuộc� chi� Schizochytrium,� là� một� trong� những�
nguồn� sản� xuất�DHA� tiềm� năng� [2],� với� hàm� lượng�
lipit�tổng�số�có�thể�đạt�đến�70%�so�với�sinh�khối�khô�
tế�bào�[3].�Sinh�khối�Schizochytrium�được�sử�dụng�với�
nhiều�mục�đích�khác�nhau�như:�bổ�sung�vào�thức�ăn�
giúp�tăng�hàm�lượng�DHA�ở�tôm�và�luân�trùng�[4,�5];�
thay� thế� dầu� cá� giúp� tăng� khả� năng�miễn� dịch,� chất�
lượng�thương�phẩm�và�trọng� lượng�của�cá�hồi� [6-8].�
Ngoài� ra,� sinh� khối� của� loại� tảo�này� cũng� còn� được�
sử�dụng�như�là�một�chất�kích�thích�sinh�sản�nhân�tạo�
cho�hải�sâm�nhiệt�đới�Holothuria�scabra�[9].�Hơn�nữa,�

sinh� khối� Schizochytrium� còn� được� ứng� dụng� trong�
sản�xuất�thực�phẩm�và�thực�phẩm�chức�năng�cho�con�
người�và�động�vật�nuôi.�Nhiều�nghiên�cứu�đã�chỉ� ra�
rằng,�bổ�sung�hàm�lượng�DHA�được�chiết�xuất�từ�tảo�
vào� trong� thực�phẩm� như� trứng,� thịt� gà,� sữa� sẽ� giúp�
làm�giảm�nguy�cơ�mắc�một�số�bệnh�liên�quan�đến�tim�
mạch�ở�người�khi�sử�dụng�các�thực�phẩm�nêu�trên�[10,�
11]...�Hiện�nay,�ở�Việt�Nam�đã�có�một�số�nghiên�cứu�
về�đặc�điểm�sinh�học,�sinh�hóa;�tách�chiết�các�axit�béo�
PUFAs;�biodiessel�và�một�số�chất�có�hoạt�tính�sinh�học�
từ�sinh�khối�chủng�PQ6�được�công�bố�[12-15].�

Ngày� nay,� với� công� nghệ� giải� trình� tự�mới� (Next�
generation� sequencing� -�NGS)�được�phát� triển�mạnh�
mẽ,�cho�phép�đọc�trình�tự�toàn�bộ�hệ�gen�với�độ�bao�
phủ�rất�cao,�giúp�tiết�kiệm�đáng�kể�chi�phí�và�thời�gian�
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Vi�tảo�biển�dị�dưỡng�Schizochytrium�mangrovei�PQ6�là�loài/chủng�đặc�hữu�của�Việt�Nam�được�phân�

lập� tại�huyện�đảo�Phú�Quốc,� tỉnh�Kiên�Giang.�Loài� vi� tảo�này�có� tiềm�năng�ứng�dụng�rất� lớn�để�

tổng�hợp�axit�béo�không�bão�hòa�đa�nối�đôi�(Polyunsaturated�Fatty�Acids-PUFAs),�đặc�biệt�là�axit�

docosahexaenoic�(DHA;�C226�n-3).�Nhằm�mục�đích�xây�dựng�và�chú�giải�hệ�gen,�từ�đó�tìm�ra�những�

con�đường�trao�đổi�chất�có�liên�quan�đến�quá�trình�tổng�hợp�axit�béo�và�DHA,�đề�tài�đã�tiến�hành�

giải�trình�tự,�lắp�ráp�de�novo�và�chú�giải�hệ�gen�loài�vi�tảo�Schizochytrium�mangrovei�PQ6.�Sử�dụng�

thiết�bị�đọc�trình�tự�thế�hệ�mới�Illumina�Miseq�để�giải�trình�tự�ADN�hệ�gen�của�loài�vi�tảo�biển�này�thu�

được�54200442�đoạn�trình�tự�ngắn�(reads).�Trình�tự�thô�được�tiền�xử�lý�rồi�đem�lắp�ráp�de�novo�và�thu�

được�hệ�gen�có�kích�thước�khoảng�59,26�Mb�với�2601�đoạn�trình�tự�dài�contigs�với�N50�là�59034�bp.�

Sau�khi�dự�đoán�gen,�đã�thu�được�4128�mô�hình�gen,�trong�đó�có�3970�gen�có�sự�tương�đồng�trên�

cơ�sở�dữ�liệu�NR�(non-reduntdant)�và�2383�gen�được�chú�giải�chức�năng�trên�cơ�sở�dữ�liệu�GO�(Gene�

Othology).�Trong�số�16�gen�liên�quan�đến�quá�trình�tổng�hợp�axit�béo�tìm�được,�đã�phát�hiện�có�4�gen�

liên�quan�đến�quá�trình�sinh�tổng�hợp�PUFAs.�Các�kết�quả�thu�được�nêu�trên�mới�chỉ�là�những�thông�

tin�ban�đầu�về�hệ�gen�S.�mangrovei�PQ6�nhưng�có�ý�nghĩa�quan�trọng�cho�các�nghiên�cứu�tiếp�theo,�

đặc�biệt�liên�quan�đến�quá�trình�tổng�hợp�PUFAs�và�DHA.

Từ�khóa:�DHA,�giải�trình�tự�thế�hệ�mới,�lắp�ráp�de�novo,�PUFAs,�Schizochytrium�mangrovei�PQ6,�vi�

tảo�biển�dị�dưỡng.
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so�với�công�nghệ�giải�trình�tự�Sanger�trước�đây.�Chính�
đặc�điểm�quan�trọng�này�đã�giúp�cho�NGS�trở�thành�
một�công�cụ�không�thể�thiếu�trong�các�nghiên�cứu�về�
toàn�bộ�hệ�gen,�hay�phân�tích�hệ�gen�phiên�mã�của�một�
sinh�vật�nào�đó.�Vì�vậy,�chúng�tôi�đã�tiến�hành�nghiên�
cứu�ứng�dụng�công�nghệ�giải� trình�tự�thế�hệ�mới�để�
giải�trình�tự,�lắp�ráp�và�chú�giải�hệ�gen�của�chủng�vi�tảo�
biển�S.�mangrovei�PQ6�nhằm�làm�sáng�tỏ�con�đường�
sinh�tổng�hợp�axit�béo,�đặc�biệt�là�những�con�đường�
sinh�tổng�hợp�PUFAs�của�chủng�vi�tảo�đặc�hữu�này.

Dữ�liệu�và�phương�pháp�nghiên�cứu

Dữ�liệu�nghiên�cứu

Chủng� vi� tảo� biển� dị� dưỡng� Schizochytrium�
mangrovei�PQ6�được�phân�lập�tại�đảo�Phú�Quốc,�tỉnh�
Kiên�Giang� (2006-2008),�được�lưu�giữ� trong�bộ�sưu�
tập�giống�của�Phòng�Công�nghệ�tảo,�Viện�Công�nghệ�
sinh�học.�Chúng�tôi�sử�dụng�dịch�vụ�đọc�trình�tự�bằng�
máy�Ilumina�Miseq®�của�Công�ty�cổ�phần�Vật�tư�khoa�
học�Biomedic�(Mỹ).

Phương�pháp�nghiên�cứu

Quy�trình�nghiên�cứu�được�thực�hiện�theo�các�bước�
sau:�đánh�giá�và�tiền�xử�lý�dữ�liệu;�lắp�ráp�de�novo;�dự�
đoán�và�chú�giải�chức�năng�gen.

Đánh�giá�và�tiền�xử�lý�dữ�liệu:�dữ�liệu�trình�tự�thu�
được�từ�thiết�bị�đọc�trình�tự�thế�hệ�mới�được�đánh�giá�
và�tiền�xử�lý�bằng�cách�sàng�lọc�các�trình�tự�có�độ�dài�
ngắn�(nhỏ�hơn�101�bp),�chất�lượng�thấp�(QC�<�30)�với�
phần�mềm�FastQC1�và�Trimmomatic�[16].

Lắp�ráp�de�novo�và�đánh�giá�chất�lượng�lắp�ráp:�
các� trình� tự�đã� được� xử� lý�được�đưa�vào� lắp� ráp�de�
novo�để�thu�được�các�đoạn�trình�tự�dài�liên�tục�gọi�là�
contigs�bằng�các�phần�mềm�Velvet�[17]�và�Edena�[18],�
với�các� tham� số�đã� được� tối�ưu.�Chất� lượng� lắp� ráp�
được�đánh�giá�dựa�trên�các�thông�số�như:�kích�thước�
hệ�gen,�N50�và�hiệu�suất�lắp�ráp�bằng�phần�mềm�Quast�
[19]�và�Bowtie2�[20].�Các�kết�quả� lắp� ráp�được�hợp�
nhất�lại�với�nhau�theo�nguyên�tắc�giữ�lại�các�contigs�có�
độ�tương�đồng�cao�bằng�phần�mềm�MIX�[21].�

Dự�đoán�và�chú�giải�chức�năng�gen:�tập�các�contigs�
thu�được�từ�quá�trình�lắp�ráp�sẽ�được�đưa�vào�dự�đoán�
gen� dựa� trên� hai� phương� pháp:� có� căn� cứ� (evidence�
based)� và� ab-initio.� Đối� với� phương� pháp� evidence�
based,� dữ� liệu� trình� tự�protein�của�các� loài� tương� tự�
(bảng� 1)� được� sử� dụng� trong� quá� trình� dự� đoán�mô�
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Heterotrophic� marine� microalga�

Schizochytrium�mangrovei�PQ6�is�an�endemic�

strain�of�Vietnam�which�is�isolated�in�Phu�Quoc�

island,�Kien�Giang�Province,�Viet� Nam.� This�

species�has�a�great�potential�of�applications�

to� synthesise� polyunsaturated� fatty� acids�

(PUFAs),� especially� docosahexaenoic�

acid� (DHA;� C226� n-3).� This� study� aims� at�

constructing� and� annotating� the� genome,�

and� then� finding� unsaturated� fatty� acid�

biosynthesis� pathways.� The� whole� DNA� of�

S.� mangrovei� PQ6� has� been� sequenced� by�

Illumina� Miseq®� to� obtain� 54200442� reads.�

After� preprocessing� and� de� novo� assembly,�

the�authors�have�obtained�a�draft�genome�of�S.�

mangrovei�PQ6�containing�2601�contigs�with�

the� length� arranging� from� 501� bp� to� 320542�

bp� (~59.26� Mb),� and� with� N50� as� 59034� bp�

and�the�GC�content�of�45.19%.�Applying�gene�

prediction� methods,� the� authors� have� been�

able�to�identify�4128�gene�models.�The�results�

have�shown�that�3970�genes�and�2383�genes�

have� been� functionally� annotated� on� NCBI-

NR� database� and� Gene� Ontology� database�

respectively.�Moreover,�the�authors�have�also�

found�16�PUFA-related�genes.�These�results�is�

only�the�initial�information�about�S.�mangrovei�

PQ6� genome,� but� they� are� really� improtant�

for� future� studies,� especially� for� the� studies�

relating�to�PUFA�and�DHA�systhesis.

Keywords:� de� novo� assembly,� DHA,�

heterotrophic� marine� microalga,�

next� generation� sequencing,� PUFAs,�

Schizochytrium�mangrovei�PQ6.

Classification�number�1.6
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1http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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hình�gen.�Các�phần�mềm�được�sử�dụng�là�Exonerate�

[22]� và� Blast� [23].� Trong� khi� đó,� phương� pháp� ab-

initio� sử�dụng� các�mô� hình� gen�đã� biết� của� các� loài�
để� dự� đoán� mô� hình� gen� của� vi� tảo� biển� dị� dưỡng�

Schizochytrium�mangrovei�PQ6.�Các�phần�mềm�được�

sử�dụng�là�Augustus�[24]�và�SNAP�[25].�Các�tập�mô�
hình�gen�được�dự�đoán�sẽ�được�hợp�nhất�bằng�phần�

mềm�Maker�[26].

Bảng�1:�thông�tin�về�các�loài�đã�được�sử�dụng�trong�quá�trình�

dự�đoán�gen

Loài
Số�lượng�trình�tự

proteins
Nguồn

Chlamydomonas��reinhardtii 16709 JGIa

Aureococcus�anophagefferens 11501 JGIa

Ectocarpus��siliculosus 16753 NCBIb

Hyaloperonospora��arabidopsidis 14321 VBIc

Phaeodactylum��tricornutum 10025 JGIa

Phytophthora��infestans 18140 BROADd

Phytophthora�ramorum 15743 JGIa

Phytophthora�sojae 26584 JGIa

Pythium�ultimum 15322 MSUe

Thalassiosira��pseudonana 11390 JGIa

a)�http://www.jgi.doe.gov;�b)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/;�

c)�http://vmd.vbi.vt.edu/;�d)�http://www.broadinstitute.org/;�

e)�http://pythium.plantbiology.msu.edu/

Tập�gen�sau�khi�hợp�nhất�được�chú�giải�bằng�cách�

so� sánh� lên� cơ� sở� dữ� liệu� NR� (non-redundant)� trên�
NCBI�(National�center�for�biotechnology�information)�

bằng�phần�mềm�Blast�[23]�với�evalue�là�10-6.�Những�

gen�có�sự�tương�đồng�trên�NR�tiếp�tục�được�chú�giải�
chức�năng�trên�cơ�sở�dữ�liệu�Gene�Ontology�[27]�và�

tìm�ra�các�con�đường�sinh�tổng�hợp�axit�béo�trên�cơ�

sơ�dữ�liệu�KEGG�[28]�(Kyoto�encyclopedia�of�genes�

and�genomes)�bằng�việc�sử�dụng�phần�mềm�Blast2GO�
[29].

Kết�quả�và�thảo�luận

Đánh�giá�và�tiền�xử�lý�dữ�liệu

Sử�dụng�thiết�bị�đọc�trình�tự�thế�hệ�mới,�chúng�tôi�
đã�thu�được�tổng�số�trình�tự�thô�là�54200442.�Sau�quá�

trình� tiền� xử� lý,� thu� được� 51767972� (chiếm�95,5%)�

trình�tự�có�chất�lượng�tốt�(QC�>�30)�có�độ�dài�là�101�
bp�(bảng�2).

Bảng�2:�bảng�tổng�hợp�chất�lượng�dữ�liệu�trước�và�sau�khi�tinh�sạch

�Số�đoạn�trình�tự Độ�dài�(bp) %GC

Dữ�liệu�thô 54200442 30-101 43

Sau�tinh�sạch
51767972

(95,5%)
101 43

Lắp�ráp�de�novo�và�đánh�giá�chất�lượng�lắp�ráp

Khi�sử�dụng�hai�phần�mềm�Velvet�và�Edena,�hai�tập�

contigs�được�lắp�ráp�de�novo�có�các�chỉ�số�khá�tương�

đồng�nhau�như�sau:�kích�thước�hệ�gen�lần�lượt�là�60,1�

Mb�và�60,9�Mb;�N50�là�47528�bp�và�35414�bp�và�hầu�

hết�các�đoạn�trình�tự�đều�được�sử�dụng�trong�quá�trình�

lắp�ráp�với�hiệu�suất�tương�ứng�là�97,48%�và�99,25%�

(bảng�3).

Bảng�3:�kết�quả�lắp�ráp�de�novo�hệ�gen�chủng�PQ6

Các�chỉ�số Velvet Edena MIX

Kích�thước�hệ�gen�(mb) 60,1 60,9 59,29

Số�lượng�contigs 7710 7181 2601

Contigs�lớn�nhất�(bp) 193575 189386 320452

Contigs�ngắn�nhất�(bp) 121 151 501

Số�lượng�contigs�≥�100�kb 67 28 101

Số�lượng�contigs�≥�20�kb 980 1050 912

Số�lượng�contigs�≥�1�kb 2524 3399 2110

N50 47528 35,14 59034

Tỷ�lệ�G�+�C�(%) 45,19 45,10 45,19

Tỷ�lệ�trình�tự�ánh�xạ�ngược�lại�(%) 97,48 99,25 99,00

Sau�khi�hợp�nhất�các�kết�quả�nghiên�cứu�thu�được�

với� hai� phần�mềm�nêu� trên,� chúng� tôi� thu� được� tập�

contigs� gồm� 2601� contigs� có� độ� dài� từ� 501� bp� đến�

320452� bp;� kích� thước� hệ� gen� là� 59,26�Mb;�N50� là�

59034�bp�và�hiệu�suất�lắp�ráp�là�99%�(bảng�3).�Biểu�

diễn�độ�dài�contigs�và�mức�độ�bao�phủ�tương�ứng�với�

từng�cotigs�được�thể�hiện�ở�hình�1.�Kết�quả�trên�hình�

1� cho� thấy,� hầu� hết� các� contigs� đều� có� độ� bao� phủ�

(coverage)�từ�80x�trở�lên.�Điều�này�chứng�tỏ�hệ�gen�có�

chất�lượng�lắp�ráp�tốt,�độ�tin�cậy�cao�và�đủ�điều�kiện�

để�thực�hiện�bước�tiếp�theo�-�bước�dự�đoán�và�chú�giải�

chức�năng�gen.�
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Hình�1:�biểu�đồ�biểu�diễn�độ�dài�contigs�và�mức�độ�bao�phủ�

tương�ứng�với�từng�contigs

Kết�quả�dự�đoán�và�chú�giải�chức�năng�gen

Kết�quả�dự�đoán�gen�đã�thu�được�4128�gen,�trong�
đó�có�3970�gen�tương�đồng�với�ít�nhất�một�trình�tự�trên�
cơ� sở� dữ� liệu�NR,�mức� độ� tương� đồng� từ�40-100%.�
Chúng�tôi�tiếp�tục�so�sánh�3970�gen�nêu�trên�với�cơ�sở�
dữ�liệu�Gene�Ontology�[27]�bằng�phần�mềm�Blast2GO�
[29].�Kết� quả� thu� được� cho� thấy,� có� 2383� gen� được�
chú�giải� trên�Gene�Ontology�[27]�(hình�2).�Ngoài�ra,�
khi�so�sánh�với�cơ�sở�dữ�liệu�KEGG�[28],�chúng�tôi�
đã�phát�hiện�có�16�gen�mã�hóa�cho�12�enzyme�tham�
gia�vào�20�giai�đoạn�khác�nhau�của�quá�trình�sinh�tổng�
hợp�axit�béo,�trong�đó�có�4�gen�mã�hóa�cho�4�enzym�
(ec:4.2.1.17;� ec:1.1.1.100;� ec:1.3.1.38;� ec:2.3.1.16)�
liên�quan�trực�tiếp�đến�quá�trình�sinh�tổng�hợp�PUFAs.�

Kết�luận

Từ�các�kết�quả�nghiên�cứu�được�trình�bày�ở�trên,�
chúng�tôi�rút�ra�một�số�kết�luận�như�sau:

Đề�tài�đã�lắp�ráp�thành�công�hệ�gen�của�loài�vi�tảo�
biển�dị�dưỡng�Schizochytrium�mangrovei�PQ6�với�kích�
thước�hệ�gen�khoảng�59,26�Mb.�Dự�đoán�được�4128�
gen,�trong�đó�có�3970�đã�được�chú�giải�trên�cơ�sở�dữ�
liệu�NR�của�NCBI�và�có�2383�gen�trong�3970�gen�có�
liên�quan�đến�ít�nhất�một�thuật�ngữ�GO�trên�trên�cơ�sở�
dữ�liệu�Gene�Ontology�[27].�Đặc�biệt�hơn,�khi�so�sánh�
với�cơ�sở�dữ�liệu�KEGG�[28],�chúng�tôi�đã�phát�hiện�
ra�16�gen�có�liên�quan�đến�quá�trình�sinh�tổng�hợp�axit�
béo,�trong�đó�có�4�gen�liên�quan�trực�tiếp�đến�quá�trình�
sinh�tổng�hợp�axit�béo�không�bão�hòa�(PUFAs).�Đây�
mới�chỉ�là�những�kết�quả�ban�đầu�giúp�chúng�ta�có�cái�
nhìn�tổng�quan�về�hệ�gen�của�loài�vi�tảo�Schizochytrium�
mangrovei�PQ6,�cung�cấp�những�cơ�sở�khoa�học�cho�
các�nghiên�cứu�sâu�hơn�về�hệ�gen�của�loài�tảo�này�cũng�
như�những�thông�tin�di�truyền�có�liên�quan�đến�các�con�
đường�sinh�tổng�hợp�axit�béo.��
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