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ABSTRACT 

The aim of this project was to isolate the xanthine oxidase (XO) from cow 
milk, determine the optimal conditions for activity of the isolated enzyme, 
and prove that this enzyme could replace the commercial enzyme in 
research about inhibiting the activity of this enzyme. The XO was isolated 
from cow milk by ammonium sulfate precipitation method, with the 
concentration of 0.509 mg protein/mg crude extract. Enzyme activity and 
specific activity of XO were 0.2095 U/mg crude extract and 0.412 U/mg 
protein, respectively. The optimum conditions for the enzymatic activity 
were determined at pH 7.5, 25°C, 0.02 U/mL enzyme XO, 0.15 mM 
xanthine. The inhibitory effect of allopurinol to the activity of the isolated 
and commerical XO enzyme were comparable. The results indicated that 
the commercial enzyme could be replaced by the XO enzyme isolated from 
cow milk in research about inhibiting the activity of this enzyme. 

TÓM TẮT 

Mục tiêu của nghiên cứu nhằm phân lập enzyme xanthine oxidase (XO) từ 
sữa bò, xác định một số điều kiện tối ưu cho hoạt động của enzyme XO và 
chứng minh enzyme XO được phân lập có thể thay thế enzyme XO thương 
mại trong các nghiên cứu về ức chế hoạt tính của enzyme XO. Phương 
pháp trích enzyme được sử dụng trong nghiên cứu này là dùng ammonium 
sulfate để kết tủa enzyme. Enzyme XO được phân lập từ sữa bò có hàm 
lượng protein là 0,509 mg/mg enzyme thô, enzyme sau khi được phân lập 
có hoạt tính và hoạt tính riêng lần lượt là 0,2095 U/mg enzyme thô và 
0,412 U/mg protein. Điều kiện tối ưu cho hoạt động của enzyme XO phân 
lập được xác định ở pH 7,5; 25°C; 0,02 U/mL enzyme XO và 0,15 mM 
xanthine. Hiệu quả ức chế của allopurinol đối với hoạt tính của enzyme 
XO phân lập và thương mại là tương đương nhau. Từ kết quả nghiên cứu 
này cho thấy enzyme XO được phân lập từ sữa bò có thể thay thế được 
enzyme thương mại trong các nghiên cứu về ức chế hoạt tính của enzyme 
XO.  

Trích dẫn: Từ Văn Quyền, Nguyễn Minh Chơn và Đái Thị Xuân Trang, 2018. Phân lập và khảo sát điều kiện 
tối ưu cho hoạt động của enzyme xanthine oxidase từ sữa bò. Tạp chí Khoa học Trường Đại học 
Cần Thơ. 54(3B): 59-66. 
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1 GIỚI THIỆU 

Bệnh gout là biểu hiện lâm sàng của tình trạng 
tăng acid uric máu (Kasper et al., 2015). Bên cạnh 
đó, tăng acid uric trong máu thường kèm theo tăng 
nguy cơ mắc các bệnh như tim mạch, sỏi thận, đái 
tháo đường và các hội chứng chuyển hóa khác. 
Những bệnh có liên quan đến tăng acid uric trong 
máu đang khá phổ biến và có chiều hướng gia tăng 
trên thế giới. Tình trạng tăng acid uric trong máu bắt 
nguồn từ hoạt động của enzyme xanthine oxidase 
(XO) (E.C 1.17.3.2). Hoạt động của enzyme XO là 
nguyên nhân dẫn tới sự tạo ra nhiều gốc tự do có hại 
cho cơ thể (Van et al., 2002). Enzyme XO là một 
phức hợp metallo-flavoenzyme xúc tác hai bước 
cuối trong quá trình phân giải purine, cụ thể là biến 
đổi hypoxanthine thành xanthine và xanthine thành 
acid uric. Ức chế XO bằng các hoạt chất hóa học là 
mục tiêu hàng đầu trong việc điều trị tăng acid uric 
máu và giảm sự sản xuất các gốc tự do (Terkeltaub, 
2003). Để nghiên cứu xác định các chất có khả năng 
ức chế enzyme XO thì trước hết phải thực hiện trong 
điều kiện in vitro với enzyme đã được phân lập. Từ 
trước đến nay, tất cả các nghiên cứu ở Việt Nam về 
enzyme XO đều sử dụng enzyme nhập nội rất đắt 
tiền (Nguyễn Thùy Dương và ctv., 2011; Hoàng Thị 
Thanh Thảo và ctv., 2013). Vì vậy, việc nghiên cứu 
phân lập enzyme XO từ các nguồn nguyên liệu tại 
địa phương nhằm thay thế nguồn enzyme nhập nội 
để sử dụng vào các nghiên cứu nói trên là hết sức 
cần thiết. Mục tiêu của nghiên cứu là phân lập được 
enzyme XO từ sữa bò, xác định một số điều kiện tối 
ưu cho hoạt động của enzyme XO và chứng minh 
được enzyme XO đã được phân lập có thể thay thế 
enzyme XO thương mại trong các nghiên cứu có liên 
quan.  

2 PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Phân lập enzyme xanthine oxidase từ 
sữa bò 

Sữa bò được thu từ Trại Nghiên cứu và Thực 
nghiệm Nông nghiệp - Khoa Nông nghiệp và Sinh 
học Ứng dụng - Trường Đại học Cần Thơ. 

Enzyme XO từ sữa bò được phân lập theo 
phương pháp của Massey et al. (1969) có hiệu chỉnh 
như sau: 3 L sữa bò tươi vừa vắt từ cơ thể bò được 
cho vào thùng lạnh, nhanh chóng mang về phòng thí 
nghiệm và tiến hành phân lập enzyme ở điều kiện 
4°C. Trước tiên, 3 L sữa bò tươi được cho thêm vào 
các chất lần lượt như sau: 7,5 mL 
ethylenediaminetetraacetic acid  0,3 M, pH 7,0; 3 
mL salicylate 1 M, pH 7,0; 3,6 g cysteineꞏHCl; 3 mL 
phenylmethylsulfonyl fluoride 0,1 M (được pha 
trong ethanol); 47,4 g Na2CO3; 4,74 g pancreatin. 

Hỗn hợp được khuấy trong 30 phút, sau đó để yên 
qua đêm ở 4°C. 

Sau 24 giờ, hỗn hợp được thêm 0,6 
kg (NH4)2SO4 và khuấy trong 1 giờ. Tiếp theo, hỗn 
hợp được thêm 0,5 L 1-butanol lạnh (-20°C), khuấy 
30 phút và tiếp tục để yên hỗn hợp qua đêm ở  4°C. 

Khi hỗn hợp tạo thành 2 lớp, bỏ lớp lipid đông 
đặc phía trên, lấy lớp dung dịch lỏng ở phía dưới và 
thêm vào 160 g/L (NH4)2SO4 với thể tích 2,25 L, sau 
đó khuấy trong 30 phút và để yên 1 giờ. Hỗn hợp 
tách thành 2 lớp, lấy lớp enzyme XO thô đông đặc 
phía trên và bỏ lớp dung dịch phía dưới. 

Tiếp theo, enzyme XO thô được ly tâm 5.000 
vòng/phút trong 20 phút. Sau khi ly tâm, hỗn hợp 
tách thành 3 lớp, lấy lớp giữa (trạng thái rắn), bỏ 2 
lớp dung dịch phía trên và phía dưới. Chất rắn sau 
ly tâm được cho vào 45 mL dung dịch đệm 
phosphate 0,1 M; ethylenediaminetetraacetic acid 
0,3 mM, salicylate 1 mM, phenylmethylsulfonyl 
fluoride 10 µM, pH 6,0 và thẩm tích trong 72 giờ. 
Sản phẩm sau thẩm tích được đông khô chân không 
và sau đó trữ ở -20°C để thực hiện các thí nghiệm 
tiếp theo. Quy trình phân lập enzyme XO được tóm 
tắt trong sơ đồ Hình 1. 

2.2 Xác định sự hiện diện của enzyme 
xanthine oxidase sau khi phân lập 

Hàm lượng protein hòa tan trong hỗn hợp sau khi 
phân lập được xác định theo phương pháp Folin-
Lowry dựa vào phản ứng màu của protein với thuốc 
thử Folin-phenol (Lowry et al., 1951). Sự hiện diện 
của enzyme XO được xác định bằng phương pháp 
điện di SDS-PAGE được thực hiện theo Harlow và 
Lane (1988). 

2.3 Xác định hoạt tính của enzyme xanthine 
oxidase sau khi phân lập 

Hoạt tính của enzyme XO được xác định bằng 
phương pháp quang phổ của Bergmeyer et al. 
(1974). Hỗn hợp phản ứng gồm 1,9 mL dung dịch 
đệm phosphate (pH 7,5), 1 mL xanthine nồng độ 
0,15 mM và 0,1 mL enzyme XO nồng độ 1 mg/mL. 
Mẫu trắng được thực hiện trong điều kiện không có 
enzyme. Hỗn hợp phản ứng được ủ ở 25°C. Thời 
gian phản ứng (T) được tính từ lúc cho enzyme vào 
hỗn hợp mẫu thử đến khi giá trị hấp thu quang phổ 
bắt đầu không tăng thêm nữa. Độ hấp thu quang phổ 
được đo ở bước sóng 290 nm. 

Hoạt tính của enzyme (U/mL enzyme) được tính 
bằng công thức 

     (Amẫu thử - Amẫu trắng)3 

           12,20,1T 

Trong đó: 
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A: Độ hấp thu quang phổ lớn nhất của mẫu trong 
thời gian phản ứng. 

12,2: Hệ số hấp thụ milimol phân tử của acid uric 
tại bước sóng 290 nm (mM-1.cm-1) 

3: Thể tích hỗn hợp phản ứng (mL) 

0,1: Thể tích enzyme cho vào (mL) 

T: Thời gian phản ứng 

 

Hình 1: Sơ đồ tóm tắt quy trình phân lập enzyme XO từ sữa bò 

2.4 Khảo sát nhiệt độ và pH phù hợp cho 
hoạt động của enzyme xanthine oxidase  

Mục đích của thí nghiệm là xác định pH và nhiệt 
độ tối ưu cho hoạt động của enzyme XO. Phản ứng 
xúc tác của enzyme xanthine oxidase được thực hiện 
tương tự như trên. Thí nghiệm gồm 2 nhân tố là pH 
với các mức độ pH 6,5; 7; 7,5 và 8,0; và nhiệt độ ở 
các mức độ 20, 25, 30 và 35°C.  

2.5 Khảo sát nồng độ xanthine và xanthine 
oxidase phù hợp cho phản ứng  

Thí nghiệm khảo sát nồng độ xanthine và XO 
phù hợp được thực hiện trên đĩa 96 giếng dựa vào 
hiệu suất phản ứng tạo thành acid uric từ xanthine, 
với sự xúc tác của enzyme XO ở nhiệt độ 25°C và 
pH 7,5 (xác định từ thí nghiệm trên). Hỗn hợp trong 

mỗi giếng thử bao gồm: 85 µL dung dịch đệm 
phosphate (0,05 M; pH 7,5), 60 µL xanthine, 30 µL 
enzyme XO, sau 30 phút cho thêm 25 µL HCl 1 N. 
Dung dịch xanthine được sử dụng trong thí nghiệm 
với các nồng độ 0; 0,075; 0,15; 0,3 và 0,6 mM. Dung 
dịch enzyme XO được sử dụng với các nồng độ 0; 
0,005; 0,01; 0,02 và 0,04 U/mL. Mẫu đối chứng 
được thực hiện tương tự như mẫu thử, nhưng HCl 
được cho vào trước enzyme (Nguyen at al., 2004). 

Lượng acid uric tạo thành theo lý thuyết nếu 
phản ứng xảy ra hoàn toàn được xác định dựa vào 
lượng xanthine cho vào hỗn hợp. Tuy nhiên trên 
thực tế, lượng acid uric tạo ra thường ít hơn trên lý 
thuyết. Dựa vào đường chuẩn acid uric, lượng acid 
uric thực tế sinh ra (mM) được định lượng bằng cách 
đo độ hấp thu quang phổ ở bước sóng 290 nm. 

Sữa bò tươi 

EDTA, salicylate, 
cysteineꞏHCl, PMSF, 
Na2CO3, pancreatin 

Để qua đêm 

(NH4)2SO4 

1-butanol 
Để qua đêm 

Lấy lớp dung dịch phía dưới 

(NH4)2SO4 
1 giờ 

Lấy phần nổi phía trên 

Ly tâm 

Lấy phần rắn 

Thẩm tích 72 giờ 

Đông khô chân không 

Enzyme XO 
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Lượng acid uric được tạo thành theo lý thuyết (mM) 
bằng lượng xanthine cho vào hỗn hợp (mM). Hiệu 
suất phản ứng tạo thành acid uric từ xanthine dưới 

sự xúc tác của enzyme XO được tính theo công thức 
sau: 

 

Đường chuẩn acid uric được xác định như sau: 
acid uric được pha trong dung dịch đệm phosphate 
(0,05 M; pH 7,5) thành các nồng độ 0,025; 0,05, 0,1; 
0,2; 0,4 và 0,6 mM. Thí nghiệm được khảo sát trong 
đĩa 96 giếng với thể tích dung dịch cho vào giếng là 
200 µL. Mẫu trắng là mẫu chứa 200 µL dung dịch 
đệm phosphate. Hàm lượng acid uric được đo ở 
bước sóng 290 nm. Độ hấp thu quang phổ của acid 
uric trong hỗn hợp là độ hấp thu quang phổ chênh 
lệch giữa các mẫu so với mẫu trắng. Sử dụng độ hấp 
thu quang phổ của acid uric ở các nồng độ khác nhau 
để xây dựng đường chuẩn acid uric. 

2.6 So sánh hoạt tính của enzyme xanthine 
oxidase phân lập từ sữa bò và enzyme xanthine 
oxidase thương mại 

Khả năng ức chế enzyme XO của allopurinol 
(AP) được thực hiện trên đĩa 96 giếng dựa vào lượng 
acid uric tạo thành (Nguyen et al., 2004; Anam et 
al., 2017). Hỗn hợp trong mỗi giếng thử bao gồm: 
50 µL dung dịch AP, 35 µL dung dịch đệm 
phosphate, 30 µL dung dịch enzyme XO 0,02 U/mL, 
ủ ở điều kiện 25°C trong 15 phút, tiếp theo cho thêm 
60 µL dung dịch xanthine 0,15 mM ủ ở 25°C trong 
30 phút. Sau đó, 25 µL HCl 1 N được thêm vào để 
cố định mẫu. Cuối cùng mẫu được đo ở bước sóng 
290 nm để xác định lượng acid uric tạo thành. Dung 
dịch AP được sử dụng với các nồng độ 0; 2,5; 5; 7,5; 
10; 12,5; 15; 17,5 và 20 µg/mL. Tương ứng với mỗi 
giếng thử, có một giếng đối chứng được thực hiện. 
Giếng đối chứng là giếng được thực hiện tương tự 
như giếng thử. Tuy nhiên, HCl được cho vào giếng 
trước khi cho enzyme XO vào. Mỗi giếng được thực 
hiện lặp lại 3 lần. 

AP cũng được sử dụng để so sánh hiệu quả ức 
chế hoạt động của enzyme XO phân lập từ sữa bò và 
enzyme thương mại.  

Phần trăm ức chế được tính theo công thức 

I (%) = [(Ađối chứng - Athử)/Ađối chứng]100 

Trong đó: 

Ađối chứng : Là độ hấp thu quang phổ của mẫu đối 
chứng 

Athử: Là độ hấp thu quang phổ của mẫu thử 

3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Kết quả về phân lập và xác định hoạt 
tính enzyme xanthine oxidase từ sữa bò 

Sữa bò là nguyên liệu được chọn để phân lập 
enzyme XO vì enzyme XO có nhiều trong sữa bò và 
enzyme XO từ sữa bò gần giống với enzyme XO từ 
cơ thể người (Enroth et al., 2000). Ngoài ra, sữa bò 
là nguồn nguyên liệu dễ tìm, giá rẻ ở địa phương. Sử 
dụng phương pháp của Massey et al. (1969) để phân 
lập enzyme XO vì cho đến thời điểm này, đây là 
phương pháp phân lập hiệu quả và được nhiều tác 
giả sử dụng phân lập enzyme cho các nghiên cứu về 
cấu trúc, chức năng và khả năng ức chế enzyme XO 
(Cao et al., 2014). 

Từ 3 L sữa bò tươi đã phân lập được 1,5 g 
enzyme thô ở trạng thái rắn với hàm lượng protein 
là 0,509±0,003 mg/mg enzyme thô, số đơn vị hoạt 
tính có trong 1 mg enzyme thô là 0,2095 ±0,0005 U 
và hoạt tính riêng là 0,412±0,001 U/mg protein. Một 
đơn vị hoạt tính của enzyme XO (U) được định 
nghĩa là lượng enzyme XO xúc tác chuyển 1 µmol 
xanthine thành acid uric trong mỗi phút ở điều kiện 
25°C và pH 7,5. Hoạt tính riêng của enzyme XO 
(U/mg protein) được xác định là số đơn vị hoạt tính 
của enzyme có trong 1 mg protein và là đại lượng 
đặc trưng cho độ tinh sạch của enzyme. Trong khi 
hoạt tính riêng của enzyme thương mại (Sigma 
Aldrich, Mỹ; mã hàng X1875) được công bố từ nhà 
sản xuất là 0,6 U/mg protein. So sánh hoạt tính riêng 
của enzyme XO phân lập được và enzyme XO 
thương mại cho thấy enzyme XO thương mại có độ 
tinh sạch cao hơn enzyme XO phân lập được. 

3.2 Kết quả điện di xác định sự hiện diện 
của enzyme xanthine oxidase sau khi phân lập 

Kết quả điện di cho thấy enzyme thô phân lập 
được từ sữa bò có sự xuất hiện của băng trùng với 
băng của enzyme XO thương mại và có trọng lượng 
phân tử khoảng 283 kDa (Bray, 1975) (Hình 2). Từ 
kết quả trên, nghiên cứu đã phân lập được enzyme 
XO từ sữa bò có hoạt tính xúc tác phản ứng chuyển 
hóa xanthine thành acid uric. 

Hiệu suất phản ứng (%) = 
Lượng acid uric tạo thành trên lý thuyết (mM) 

Lượng acid uric tạo thành trên thực tế (mM) 
 100% 
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Hình 2: Kết quả điện di SDS-PAGE của enzyme XO phân lập và thương mại 

(1): Marker chuẩn (40 – 300 kDa), thể tích 6 µL; (2): Nước cất, thể tích 6 µL; (3): Enzyme XO thương mại (Sigma 
Aldrich, Mỹ), thể tích 2 µL; (4): Enzyme XO phân lập từ sữa bò, thể tích 12 µL của dung dịch 2 mg protein/mL 

3.3 Khảo sát nhiệt độ và pH phù hợp cho 
hoạt động của enzyme xanthine oxidase phân 
lập từ sữa bò 

Kết quả trình bày ở Hình 3 cho thấy hoạt tính của 
enzyme XO cao nhất ở nhiệt độ 25C và pH 7,5, 
khác biệt có ý nghĩa thống kê so với tất cả các 
nghiệm thức khác. Kết quả này tương đồng với kết 
quả nghiên cứu của Evans et al. (2004). Nhóm tác 
giả này đã xác định được pH tối ưu cho hoạt động 
của enzyme XO từ sữa bò là 7,5. Ngoài ra, pH tối 

ưu của enzyme XO từ vi khuẩn Arthrobacter luteus, 
từ gan trâu nước Bubalus bubalis và từ gan chuột bị 
khối u cũng được xác định lần lượt là 7,5; 7,4 và 7,6 
(Noemi and George, 1975; Tanigaki et al., 1993; 
Mahmoud et al., 2015). Nhiều nghiên cứu về hoạt 
tính của enzyme XO thương mại trích từ sữa bò đã 
chọn pH 7,5 và nhiệt 25°C để thực hiện phản ứng 
(Anam et al., 2017; Bambrana et al., 2017). Vì vậy, 
pH 7,5 và nhiệt độ 25°C được chọn để thực hiện cho 
các thí nghiệm tiếp theo. 

 
Hình 3: Hoạt tính của enzyme XO ở các điều kiện nhiệt độ và pH khác nhau 

Ghi chú: Mỗi mg enzyme thô từ sữa bò ở trạng thái rắn được pha thành 1 mL dung dịch 

3.4 Khảo sát nồng độ xanthine và xanthine 
oxidase phù hợp cho phản ứng  

Trên thế giới, phương pháp xác định hoạt tính 
enzyme XO dựa vào lượng acid uric tạo thành sau 
phản ứng được phát hiện bước sóng 290 nm (Noro 
et al., 1983; Anam et al., 2017). Tại Việt Nam, 

phương pháp này cũng được áp dụng thành công 
(Nguyễn Thùy Dương et al., 2011).  

Lượng acid uric thực tế sinh ra trong phản ứng 
được định lượng dựa vào phương trình đường chuẩn 
acid uric (Hình 4). Kết quả trình bày ở Hình 5 cho 
thấy ở các nghiệm thức nồng độ xanthine 0,075 mM 
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có hiệu suất phản ứng cao nhất so với các nghiệm 
thức ở các nồng độ xanthine khác. Tuy nhiên, các 
hỗn hợp ở các nghiệm thức nồng độ xanthine 0,075 
mM có độ hấp thu quang phổ từ 0,157 đến 0,234, 
không phù hợp cho việc nghiên cứu khả năng ức chế 
enzyme XO theo định luật Bouguer – Lambert – 
Beer. Ở các nghiệm thức nồng độ xanthine 0,15 
mM, hiệu suất phản ứng tăng tuyến tính khi tăng 
nồng độ enzyme XO từ 0 đến 0,005 và 0,01 U/mL. 
Hiệu suất phản ứng không tăng khi tiếp tục tăng 
nồng độ enzyme XO từ 0,01 đến 0,04 U/mL. 
Nghiệm thức được thực hiện với nồng độ xanthine 
0,15 mM và nồng độ enzyme XO 0,02 U/mL có hiệu 
suất phản ứng cao hơn và khác biệt có ý nghĩa thống 

kê so với các nghiệm thức nồng độ xanthine 0,3 và 
0,6 mM. Đồng thời, độ hấp thu quang phổ của hỗn 
hợp ở nghiệm thức này từ 0,233 đến 0,388, phù hợp 
cho việc khảo sát hiệu quả ức chế enzyme XO của 
các chất theo định luật Bouguer – Lambert – Beer. 
Định luật Bouguer – Lambert – Beer cho rằng để sử 
dụng máy đo quang phổ đạt được độ chính xác cao 
thì độ hấp thu quang phổ nên nằm trong khoảng 0,1 
– 1, tốt nhất là từ 0,2 – 0,5 (Trần Tử Hiếu, 2003). Vì 
vậy, nồng độ xanthine 0,15 mM và nồng độ enzyme 
XO là 0,02 U/mL được chọn để thực hiện các thí 
nghiệm về khả năng ức chế enzyme XO của các 
chất.  

 
       Hình 4: Đường chuẩn acid uric 

 
Hình 5: Đồ thị biểu diễn ảnh hưởng của nồng độ xanthine và enzyme XO đến hiệu suất phản ứng hình 

thành acid uric 

3.5 Kết quả so sánh hoạt tính của enzyme 
xanthine oxidase phân lập từ sữa bò và enzyme 
thương mại  

Allopurinol (AP) là chất ức chế enzyme XO 
đang được sử dụng trong điều trị tăng acid uric trong 
máu. Chất này được dùng làm chất đối chứng dương 
trong các nghiên cứu về khả năng ức chế enzyme 
XO của các thảo dược (Anam et al., 2017; 
Bambrana et al., 2017). Enzyme XO thương mại và 
phân lập được sử dụng để khảo sát hiệu quả ức chế 

của AP. Kết quả khảo sát khả năng ức chế enzyme 
XO tăng tỷ lệ thuận với nồng độ AP và khác biệt có 
ý nghĩa thống kê ở các nồng độ khảo sát từ 2,5 đến 
17,5 g/mL, khi tăng nồng độ từ 17,5 lên 20 g/mL 
thì hiệu quả ức chế tăng khác biệt không có ý nghĩa 
thống kê. Khi so sánh hoạt tính xúc tác của enzyme 
dựa trên hiệu quả ức chế của AP kết quả cho thấy cả 
hai enzyme thương mại và enzyme phân lập có hoạt 
tính tương đương nhau ở tất cả các nồng độ khảo sát 
(Bảng 1). Kết quả so sánh khả năng ức chế enzyme 
XO phân lập từ sữa bò trong nghiên cứu này và 

y = 1,2962x - 0,0147

R2 = 0,9918

-0,1

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Nồng độ acid uric (mM)

Đ
ộ

 h
ấp

 t
h

u
 q

u
an

g
 p

h
ổ

 ở
 2

90
 n

m

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0 0,005 0,01 0,02 0,04

Nồng độ enzyme XO (U/mL)

H
iệ

u
 s

u
ất

 p
h

ản
 ứ

n
g

 (
%

)

Xanthine 0,075 mM

Xanthine 0,15 mM

Xanthine 0,3 mM

Xanthine 0,6 mM



Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ   Tập 54, Số 3B (2018): 59-66 

 65 

enzyme thương mại của AP ở các nồng độ khác 
nhau cho thấy khác biệt không có ý nghĩa thống kê 
qua phép so sánh cặp (independent–sample T-Test) 
ở mức ý nghĩa 5%. Từ đó có thể kết luận, enzyme 
XO được phân lập trong nghiên cứu này có thể thay 
thế enzyme XO thương mại để khảo sát khả năng ức 
chế enzyme XO của các chất. 

Phương trình đường chuẩn hiệu quả ức chế của 
AP đối với enzyme XO phân lập có dạng y = 
5,3493x + 0,5718 (R2 = 0,9906) và của enzyme XO 
thương mại là y = 5,45x + 0,1964 (R2 = 0,9953). Từ 
phương trình đường chuẩn này, IC50 của AP được 
xác định là 9,24 µg/mL và 9,14 µg/mL lần lượt đối 
với enzyme phân lập từ sữa bò và enzyme thương 
mại, kết quả này tương đương với kết quả nghiên 
cứu của Hajdú et al. (2014) và Xu et al. (2014). 

Bảng 1: Hiệu quả ức chế enzyme XO của 
allopurinol 

Nồng độ 
AP 

(g/mL) 

Hiệu quả ức chế 
Enzyme XO 
thương mại 

Enzyme XO 
phân lập 

0 - - 
2,5 10,91g±3,69 11,10g±3,69 
5 30,37f±2,01 30,69f±2,83 

7,5 43,29e±1,60 43,77e±2,64 
10 53,96d±1,04 53,52d±0,49 

12,5 66,97c±1,42 63,46c±1,94 
15 81,90b±1,15 82,30b±0,30 

17,5 92,69a±0,44 92,87a±0,54 
20 93,03a±0,44 93,08a±0,04 
F *** *** 

CV 3,17 3,14 

Ghi chú: Các chữ cái theo sau các số khác nhau trong 
cùng cột sẽ khác biệt có ý nghĩa thống kê 

4 KẾT LUẬN 

Enzyme XO được phân lập từ sữa bò trong 
nghiên cứu này có hàm lượng protein, hoạt tính và 
hoạt tính riêng lần lượt là 0,509 mg/mg enzyme thô, 
0,2095 U/mg enzyme thô và 0,412 U/mg protein. 
Điều kiện tối ưu cho hoạt động của enzyme XO phân 
lập được xác định ở pH 7,5; 25°C; 0,02 U/mL 
enzyme XO và 0,15 mM xanthine. Hiệu quả ức chế 
của chất chuẩn là allopurinol đối với hoạt tính của 
enzyme XO phân lập và enzyme XO thương mại là 
tương đương nhau. Từ kết quả nghiên cứu này cho 
thấy enzyme XO được phân lập từ sữa bò có thể thay 
thế được enzyme thương mại trong các nghiên cứu 
về ức chế hoạt tính của enzyme XO. 
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