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TÓM TẮT
Độc tố ốc nón có chứa hàm lượng lớn các peptide tấn công lên các kênh ion và thụ thể thần kinh khác 

nhau. Độc tố của các loài Conus là nguồn dược liệu tiềm năng chưa khai thác. Sử dụng kỹ thuật sắc ký lỏng 
pha đảo RP-HPLC để phân tách độc tố của Conus marmoreus ở vịnh Nha Trang, sau đó các phân đoạn được 
phân tích khối lượng phân tử bằng kỹ thuật MALDI-TOF-MS. Kết quả chạy RP-HPLC cho thấy nọc độc thô có 
chứa nhiều peptide kị nước. Sử dụng kỹ thuật MALDI-TOF-MS đã xác định được tổng cộng 7543 dữ liệu khối 
lượng thô. Bên cạnh đó, quan sát được 1751 peptide trong nọc độc thô Conus marmoreus ở Vịnh Nha Trang. 
Trong số đó, chúng tôi xác định được khối lượng phân tử của 39 peptide trong nọc độc loài C .marmoreus ở 
Việt Nam so với tổng số 92 phân tử peptide của C.marmoreus đã được định danh trước đó. 

Từ khoá: Conus marmoreus, Peptide, Nọc độc, LC MALDI-TOF MS.
ABTRACT

 The venom of cone snails is composed highly conopeptides that target a variety of ion channels and 
receptors on the nerve system. The venom of Conus genus represents unexploited resources of potential 
pharmaceutical compounds. The venom of Conus marmoreus collected in Nha Trang Bay was separated by 
reversed–phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC), and fractions were analyzed using 
matrix-assisted laser desorption ionization-time of fl ight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS). The results 
of RP-HPLC showed that the crude venom consists mainly hydrophobic peptides. Using MALDI-TOF MS 
analysis of crude venom yielded a total of 7543 distinct masses. Besides, there were 1751 compounds found in 
crude venom of Conus marmoreus in Nha Trang Bay. Among them, we determined the molecular weights of 
39 peptides of C. marmoreus venom in Vietnam compared to the total 92 peptides of C. marmoreus previously 
identifi ed.

Key words: Conus marmoreus, Peptide, Venom, LC MALDI-TOF MS.

I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Conopeptide là nhóm hợp chất peptide từ 

nọc độc ốc nón Conus. Các nhà phân loại học ốc 
ước tính có 500-700 loài Conus được chia làm 3 
nhóm chính theo chế độ ăn: cá, nhuyễn thể, giun 
biển. Mỗi loài Conus có thể sản sinh ra hàng trăm 

cho tới hàng ngàn peptide dược tính khác nhau 
tấn công trên một phổ rộng protein xuyên màng 
(kênh ion, thụ thể bắt cặp protein G, kênh vận 
chuyển xuyên màng) (Olivera và Teichert 2007, 
Lewis, Dutertre và cộng sự.,  2012). Các phân 
tử này cung cấp nhiều công cụ nghiên cứu vô 
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giá để khảo sát tỉ mỉ vai trò sinh lý thần kinh 
của các loại kênh ion chuyên biệt (McIntosh, 
Hasson và cộng sự., 1995, McIntosh, Santos 
và cộng sự., 1999). Conopeptide được xem là 
nguồn dược liệu đầy hứa hẹn để tìm ra thuốc 
điều trị đặc hiệu các bệnh rối loạn thần kinh vì 
phân tử peptide nhỏ, dễ tổng hợp, và tính đặc 
hiệu cao.

Ở vùng biển Việt Nam có khoảng 76 loài 
ốc nón khác nhau, là một nguồn dược liệu 
phong phú để khai thác trong đó có một số 
loài ốc chưa được nghiên cứu chuyên sâu, 
chủ yếu tập trung nhóm săn mồi giun biển 
và nhuyễn thể. Bên cạnh đó có nhiều loài 
ốc nón được nhiều nhà nghiên cứu chuyên 
sâu về nọc độc, một trong số đó phải kể đến 
Conus marmoreus. Việc nghiên cứu nọc độc 
của Conus marmoreus ở vùng biển Khánh 
Hòa là cần thiết, bởi đó là cơ sở đánh giá 
tiềm năng nọc độc của loài này, cũng như 
cho những nghiên cứu ứng dụng tiếp theo. 
Hơn nữa, thành phần và hoạt tính của các 
conopeptide từ nọc độc ốc nón thay đổi và 
có ảnh hưởng lớn bởi điều kiện địa lý, môi 
trường sống và phương pháp lấy và tách 
chiết. 

Một trong những công cụ hiệu quả để đánh 
giá mức độ phức tạp về thành phần peptide/
protein của độc tố là kết hợp kỹ thuật phân 
tách của sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) và 
phân tích khối phổ (Mass spectromatry-MS). 
Ở đây chúng tôi phân tách độc tố trên cột C18  
và các phân đoạn độc tố được phân tích bằng 
kỹ thuật MALDI-TOF-MS (Rodriguez, Dutertre 
và cộng sự., 2015). Phép đo khối phổ là một 
phương pháp giúp xác định khối lượng phân 
tử và hóa học có trong một mẫu bằng cách đo 
tỷ lệ khối lượng trên điện tích và số lượng của 
các ion pha khí. 

Trong khi đó, MALDI (Matrix-assisted la-
ser desorption/-ionization) là kỹ thuật ion hóa 

mẫu dựa trên sự hỗ trợ của các chất nền (acid 
hữu cơ yếu) và năng lượng laser. Kỹ thuật này 
được xem là một trong các phương pháp phân 
tích khối phổ có độ phân giải tốt và cho kết quả 
với độ chính xác cao.

Tóm lại, HPLC kết hợp kỹ thuật khối phổ 
MS là phương pháp thường được sử dụng để 
đánh giá độ phức tạp cũng như những khác 
biệt về thành phần-cường độ peptide trong nọc 
độc của cùng một loài. Chính vì lý do đó, trong 
nghiên cứu này chúng tôi sử dụng phương 
pháp RP-HPLC kết hợp MALDI-TOF MS trên 
đối tượng là ốn nón Conus marmoreus ở vùng 
biển Khánh Hoà.

II. VẬT LIỆ U VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

1. Đối tượng nghiên cứu
Ốc nón Conus được khai thác từ bờ biển 

Kê Gà của vịnh Nha Trang (tỉnh Khánh Hòa), 
được giữ sống trong bể nhỏ nước biển và vận 
chuyển về Trung tâm thí  nghiệ m thự c hà nh (Đạ i 
họ c Nha Trang). Sau khi phân loại học ốc theo 
phương pháp đã ghi nhận trước đó (Röckel, 
Korn và cộng sự., 1995), chúng tôi thu được 
4 mẫu ốc nón C. marmoreus (Linnaeus, 1758) 
(chiều dài 60 - 70 mm) trong các loài ốc nón 
Conus khai thác được. Ốc sau khi vệ sinh vỏ 
bên ngoài được bả o quả n đông ở -80°C trong 
tủ đông sâu (Ultra-Low Temperature Freezer 
-86°C, MDF 236 Lab, Hàn Quốc).

2. Phương pháp nghiên cứu
2.1 Phương pháp phân tích
2.1.1 Phẫu tách tuyến độc và chiết nọc độc thô

Mẫ u ốc C. marmoreus được đập vỡ vỏ ốc 
và thu nhận phần thịt ốc. Tiến hành phẩu tách 
phần thịt bằng kẹp và kéo nhọn để lấy tuyến 
nọc độc. Tuyến nọc độc được cắt nhỏ, nghiền 
trong cối sứ và chiết bằng 0,1% trifl uoroacetic 
acid (TFA) qua 4 lần. Phần dịch chiết sau ly tâm 
được đông khô và bả o quả n đông ở nhiệt độ 
-80°C. Cho 7 mg bột nọc độc đông khô hòa tan 
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trong 1 mL 0,1% TFA và ly tâm trong 5 phút ở 
2000xg để loại bỏ phần nguyên liệu không tan. 
Phần dịch trong thu hồi, được lọc qua màng lọc 
Amicon Ultra 10 kDa (Millipore), ly tâm 12,000xg 
trong 20 phút ở 4°C. Nồng độ protein của nọc 
độc thô được xác định theo phương pháp Brad-
ford trên máy đo phổ NanoDrop 2000c (Thermo 
Scientifi c), kết quả đối chiếu với mẫu protein 
huyết thanh bò chuẩn và insulin. 
2.1.2 Phân tích và phân đoạn nọc độc C. mar-
moreus bằng sắc ký lỏng cao áp pha đảo

Phân đoạn nọc độc thô C. marmoreus 
được thực hiện lặp lại 3 lần chạy trên hệ thống 
sắc ký lỏng cao áp (Shimadzu LC-class 10) sử 
dụng cột phân tích Vydac C18 (300 Å, 5mm, 4.6 
mm i.d. 250 mm). Các phân tử peptide của nọc 
độc xác định ở các bước sóng UV (220 nm, 
254 nm, 280 nm) và rửa giải cùng một chương 
trình gradient với pha động A (1000 mL H2O/1 
mL TFA) và pha động B (900 mL CH3CN/100 
mL H2O/1 mL TFA). Chương trình gradient 
gồm 0% của pha động B trong 10 phút đầu, 
tăng 0-100% của pha động B trong 90 phút 
với tốc độ dòng 1mL.phút-1 (Hình 1). Mỗi phân 
đoạn thực hiện thu dung dịch pha động qua cột 
Vydac C18 và thoát ra ngoài trong thời gian 1 
phút. Chương trình sắc ký thực hiện trong 100 
phút và việc thu mẫu từng phân đoạn được 
thực hiện cẩn thận lặp lại 3 lần. Tổng thể tích 
của mỗi phân đoạn trong 3 lần thu là 3 mL, sau 
đó mẫu được sấy ly tâm chân không (ở nhiệt 
độ 25ºC bằng thiết bị SpeedVac™ Concentra-
tor) trong 12 giờ để chuẩn bị cho phân tích khối 
phổ.
2.1.3. Phân tích khối phổ các phân đoạn độc tố 
phẩu tách theo phương pháp MALDI-TOF-MS 

Các phân đoạn nọc độc C.marmoreus 
được phân tích bằng máy phân tích khối phổ 
4800 MALDI TOF/TOF™ (AB Sciex, Pháp). 
Thiết bị được trang bị một laser Nd: YAG hoạt 
động ở bước sóng 355 nm. Mỗi phân đoạn 

RP-HPLC sấy khô được hòa tan lại trong 20 
µL của 60 % acetonitrile/0,1 % trifl uoroacetic 
axitaxit. Lấy mỗi phân đoạn 0,5 µL trộn với 0,5 
µL dung dịch axit cyano-4-hydroxycinnamic 
(với nồng độ 4 mg/ml trong acetonitrile/meth-
anol 55:30), sau đó nhỏ nhẹ nhàng lên vị trí 
đặt mẫu của đĩa từ 96-lỗ (AB Sciex) và chờ 
mẫu khô trước khi đi phân tích. Kết quả thu 
nhận được thực hiện trên chế độ bay phản hồi 
điện tích dương. 
2.2 Phương pháp xử lý số liệu

Nhận dạng phổ khối MS của conopeptide
Dữ liệu thô của phổ khối lượng (các giá 

trị m/z phát hiện trong mỗi phân đoạn) được 
xuất ra Excel 2010 Microsoft Offi ce, tiền xử lý 
bằng công cụ "Remove duplicate masses" và 
công cụ "Compare mass lists" trên trang web 
ConoServer (http://www.conoserver.org). Các 
phổ khối lượng chênh lệch trong khoảng 0,1 
Da được loại bỏ (Kaas, Yu và cộng sự., 2012). 
Dữ liệu khối lượng phân tử được lọc tiếp để 
phát hiện các peptide có liên kết với Na+ và K+. 
Dữ liệu đã xử lý của nọc độc C. marmoreus 
(vùng biển Khánh Hòa, Việt Nam) so sánh về 
khối lượng phân tử với cơ sở dữ liệu chuỗi 
conopeptide đã công bố của C. marmoreus 
trích xuất từ cơ sở dữ liệu ConoServer.

III. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN

1. Sắc ký đồ pha đảo của nọc độc thô 
C. marmoreus

Kết quả sắc ký đồ pha-đảo (viết tắt là RP-
HPLC) của nọc độc thô ốc nón C. marmoreus 
được thể hiện trong Hình 1. Chương trình 
gradient bắt đầu từ phút thứ 10 (với chương 
trình gradient 0-100% B trong 90 phút) thể hiện 
bằng đường nét đứt trên sắc ký đồ. Các sắc 
ký đồ được chồng lên nhau theo thời gian ở 
các bước sóng UV khác nhau đặc trưng cho 
một đặc điểm thành phần của peptide, lần lượt 
như ở bước sóng 220 nm (xanh) đặc trưng các 
liên kết peptide (-CH-NH-); bước sóng 254 nm 
(màu xanh lá mạ) hấp thụ mạnh đặc trưng cho 
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Hình 1. Sắc ký đồ pha-đảo (RP-HPLC) của nọc độc thô ốc nón C. marmoreus 
qua cột Vydac C18 (300 Å, 5mm, 4.6 mm i.d. 250 mm) với tốc độ dòng 1mL.phút-1.

tyrosine; bước sóng 280 nm (màu đỏ) hấp thụ 
mạnh đặc trưng cho tryptophane. Từ phút 70 
trở đi không thể hiện trong Hình 1 vì không còn 
phân tử peptide nào hấp thụ thêm, tuy nhiên 
tổng thể sắc ký đồ (tương ứng 90 phút) được 
thể hiện trong Hình 2. Kết quả sắc ký đồ đa 
bước sóng UV cung cấp một số thông tin sơ bộ 

chuỗi peptide (theo thời gian lưu), cụ thể như 
các phân tử có thời gian lưu ở phút 27 và 50.

Với nọc độc thô C.marmoreus thì thành 
phần conopeptide đa phần tập trung vào vùng 
kị nước từ phút 35 trở đi, so với nọc độc của 
ốc nón Conus bandanus được công bố trước 
đó (Nguyen, Caer và cộng sự., 2014). Kết quả 
conopeptide rửa giải của nọc độc C.marmoreus 
ở vùng biển Khánh Hòa trên sắc ký đồ cột 
phân tích khá tương đồng với kết quả sắc ký 
đồ ion của nọc độc C.marmoreus ở vùng biển 
Great Barrier Reef (Queensland, Úc) (Dutertre, 
Jin và cộng sự., 2013). Tuy nhiên, có sự khác 
nhau về số lượng và hàm lượng thành phần 
conopeptide giữa hai nghiên cứu. Điều này có 
thể giải thích một trong các yếu tố như điều 
kiện địa lý và sinh thái khác nhau làm việc sản 

về thành phần phân bố ưa nước-kỵ nước của 
hỗn hợp peptide nọc độc, hàm lượng tương 
đối giữa các thành phần peptide nọc độc theo 
thời gian lưu trên cột pha đảo (ở bước sóng 
220 nm) cũng như thành phần peptide có khả 
năng hiện diện tyrosine, tryptophane bên trong 

sinh ra độc tố khác nhau, thậm chí trên cùng 
một cá thể ốc nón sản sinh ra độc tố không 
giống nhau vào thời điểm khác nhau đã được 
làm rõ trên nọc độc thu nhận từ cá thể sống 
Conus purpurascens (Rodriguez, Dutertre và 
cộng sự., 2015).

2. Phân tích MALDI-TOF-MS của các phân 
đoạn độc tố

Phân tích các phần nọc độc phẫu tách 
bằng phương pháp MALDI-TOF-MS mang 
lại nhiều ưu điểm ở các mức khác nhau. Các 
giá trị m/z của các thành phần trong mỗi phân 
đoạn được ghi lại ở chế độ phản xạ (m/z 800-
5500 Da), vì nó cho phép đo khối lượng phân 
tử (KLPT) có độ phân giải và độ chính xác cao 
hơn so với chế độ tuyến tính. Phương pháp 
đặt mẫu giọt-để khô (dried-droplet-spotting) để 
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Hình 2. Phổ khối [M+H]+ của MALDI-TOF MS ở phân đoạn phút thứ 26 của nọc độc C.marmoreus

phân tích các phân đoạn nọc độc phẫu tách có 
độ nhạy cao trong phát hiện KLPT.

Với cách tiếp cận này, phương pháp 
MALDI-TOF-MS xác định được tổng cộng 
7543 dữ liệu khối lượng thô, riêng biệt. 
Các khối lượng trùng nhau trong khoảng 
0,1 Da được loại bỏ. Bên cạnh đó, những 
phân tử liên kết với Na và K hoặc cả hai 
kim loại này, lần lượt là 14, 14 và 6 KLPT. 
Tổng cộng có 1751 hợp chất được nhận 
diện với KLPT riêng biệt trong nọc độc 
thô của ốc nón C. marmoreus ở vịnh Nha 
Trang. Kết quả này thấp hơn khá nhiều so 
với nghiên cứu cùng loài ở vùng biển nước 
Úc, cụ thể là xác định được 2710 peptide 
(Dutertre, Jin và cộng sự., 2013). Sự khác 
biệt lớn này có thể giải thích do ảnh hưởng 
của địa lý, môi trường sống, mà loài ốc C. 
marmoreus sản sinh ra thành phần độc tố 
khác nhau. Bên cạnh đó có sự khác biệt 
nhau nhiều về phương pháp thu độc tố. 
Trong nghiên cứu này, ốc nón được khai 
thác vào một thời điểm nhất định và độc 
tố thu được theo phương pháp phẩu tách, 
còn Sébastien D. và cộng sự, tiến hành thu 
độc tố định kỳ từ ốc nón còn sống trong bể 
nước biển.

Phổ MALDI-TOF-MS của từng phân 
đoạn nọc độc được kiểm tra trực quan một 

cách cẩn thận để xác định sự hiện diện và 
cường độ xuất hiện của các conopeptide. 
Hình 2 thể hiện phổ khối [M+H]+ của MAL-
DI-TOF MS ở phân đoạn sắc ký phút thứ 26 
của đồ nọc độc C.marmoreus. Trong phân 
đoạn này thể hiện trên sắc ký đồ là một 
peak hấp thụ cao nhất ở bước sóng UV có 
λ220nm, tuy nhiên phân đoạn chứa nhiều 
khối lượng đồng vị (monoisotopic mass) 
[M+H]+ với m/z 1462,60, 1377,59, 912,38, 
861,03. Điều đó cho thấy các phân tử này 
có KLPT chính xác trong tự nhiên lần lượt 
là 1461,59 Da, 1376,58 Da do các phân tử 
này được tích điện 1 proton H+ nên z = 1. 
Bên cạnh đó, chỉ tiêu cường độ xuất hiện 
của một phân tử thể hiện tương quan tỉ lệ 
thuận đến hàm lượng chất hiện diện bên 
trong hỗn hợp. Điều này có ý nghĩa quan 
trọng trong nghiên cứu tách chiết chất có 
hoạt tính sinh học, cho phép đánh giá độ 
tinh sạch của một phân đoạn sắc ký, đồng 
thời đánh giá mức độ tạp của một hợp chấp 
để điều chỉnh phương pháp tách chiết-tinh 
sạch phù hợp. Như phân đoạn phút 26, ta 
có thể thấy tồn tại ít nhất 4 phân tử peptide 
có cường độ gần như ngang nhau. Nếu 
phân đoạn này có thể hiện hoạt tính thì việc 
tiến hành ít nhất một bước “tinh sạch” là 
cần thiết. 
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Hình 3. Sắc ký đồ pha-đảo (RP-HPLC) của nọc độc thô ốc nón C. marmoreus 
qua cột Vydac C18 (300 Å, 5mm, 4.6 mm i.d. 250 mm) với tốc độ dòng 1mL.phút-1

Ghi chú: sắc ký đồ màu xanh (mẫu nọc độc) và màu đen nét đứt (đường nền) ở bước sóng λ220nm.

3. Nhận dạng phổ khối MS của conopeptide
Dữ liệu phổ khối lượng được xuất từ 

DataExplorer 4.9 (AB Sciex) vào bảng tính 
Excel 2010 Microsoft Office. Đồng thời, 92 
conopeptide của C.marmoreus (đã công bố 
tính đến ngày 3/1/2018, được tổng hợp ở 
ConoServer), được biên tập trong cùng bảng 
tính Excel. Bảng 1 là kết quả so sánh giữa 
khối lượng đồng vị của conopeptide nọc độc 

Điểm đáng chú ý là các chuỗi conopeptide 
(xuất phất từ nghiên cứu proteome, như 
MrIIIA, MrIIIB, MrIIIC…) hầu hết được nhận 
diện.

Còn các chuỗi từ nghiên cứu tran-
scriptome thì chỉ nhận diện một phần dữ 
liệu. Trong số phân tử nhận diện ở ốc nón 
C.marmoreus ở Khánh Hòa, có phân tử 
Mr1.8 (còn gọi là MrIC) thuộc liên họ A (A 
superfamily) có bộ khung cysteine -CCX-
aCXbC-, thông thường sẽ gọi là độc tố 

C.marmoreus (biển Khánh Hòa) từ phương 
pháp MALDI-MS với dữ liệu loài này đã 
công bố nhằm nhận dạng các phân tử được 
sản sinh ra trong tuyến độc. Vì đa phần các 
kết quả thông tin chuỗi peptide xuất phát từ 
nghiên cứu transcriptome (Lavergne, Duter-
tre và cộng sự., 2013). Chúng tôi nhận dạng 
được 39 phân tử conopeptide đã công bố có 
trong tổng số 92 phân tử của C.marmoreus. 

alpha 4/7 conotoxin tác động ức chế trên 
các thụ thể nicotinic achetycholine trên 
hệ thần kinh. Tuy nhiên trong nghiên cứu 
cơ chế độc học thì lần đầu tiên phát hiện, 
phân tử này có tác dụng trái ngược là 
kích hoạt các thụ thể nicotinic acetycho-
line, giống các phân tử hữu cơ nhỏ (bao 
gồm PNU12059, TQS và SB-206553) 
được bán trong nghiên cứu và điều trị các 
bệnh lý về thần kinh (Mueller, Starobova 
và cộng sự., 2015).
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Ngoài ra, kết quả Bảng 1 kết hợp với dữ 
liệu khối phổ của các phân đoạn nọc độc, ta 
thấy còn rất nhiều phân tử conopeptide mới 
chưa được định danh. Đây là cơ sở tiềm năng 
để khai khác nguồn dược quí từ nọc độc ốc 
nón C. marmoreus vùng biển Khánh Hòa. Hình 
3 thể hiện kết quả tổng thể phân đoạn độc tố ở 
bước sóng λ220nm tích hợp phổ khối [M] của 
conopeptide phát hiện được với cường độ cao 
và định danh-định vị các phân tử đã công bố 
của C.marmoreus trên sắc ký đồ pha đảo. Kết 
quả Hình 3 cho thấy tổng thể sắc ký đồ của nọc 
độc thô ốc nón C.marmoreus thể hiện độ phức 
tạp về thành phần của nọc độc. Kết quả khối 
lượng phân tử của độc tố conotoxin phù hợp 
với các conotoxin, đã được định danh của các 
nghiên cứu trước, được chỉ ra trong sắc ký đồ.

IV. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ
Kết quả nghiên cứu thể hiện rõ tính đa 

dạng trong thành phần của nọc độc của ốc nón 

C.marmoreus ở vùng biển Khánh Hòa, cụ thể 
đã xác định được 1751 hợp chất trong nọc độc 
thô. Trong số đó, chúng tôi quan sát được khối 
lượng phân tử của 39 peptide trong nọc độc 
loài C.marmoreus ở Việt Nam so với tổng số 
92 phân tử peptide của C.marmoreus đã được 
ghi nhận trước đó. Đa phần trong số phân tử 
phát hiện thuộc liên họ M (như MrIIIA, MrIIIB, 
MrIIIC…), mà các conopeptide của liên họ này 
có xu hướng tương tác với các kênh ion Na 
và Ka trên hệ thần kinh. Những kết quả bước 
đầu nay là cơ sở để chúng tôi nghiên cứu ứng 
dụng một số sản phẩm chức năng trên nọc độc 
C.marmoreus trong tương lai. 
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