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TÓM TẮT
Bệnh tiêu chảy ở heo con sau cai sữa (post- weaning diarrhea, PWD) làmột trong những vấn đề nghiêm
trọng, gây thiệt hại nặng nề cho ngành chăn nuôi heo. Tác nhân gây bệnh chủ yếu là chủng vi khuẩn
enterotoxigenic Echerichia coli (ETEC). Độc tính củaETECdựa trênhai thànhphần là tiêmmaobámdính
lên tế bào vàđộc tố gâymất nước. Nhiều côngbốđã cho thấy F4 và F18 là hai nhân tố bámdính thường
gặp nhất. Phương pháp phòng ngừa hiệu quả nhất đối với tác nhân vi khuẩn là vaccine. Vaccine uống
là loại vaccine dễ sử dụng và có khả năng kích thích đượcmiễn dịch niêmmạc. Hiện nay, vaccine phòng
ngừa ETEC/F4 đã được thươngmại hóa, tuy nhiên vaccine cho ETEC/F18 còn gặp nhiều khó khăn trong
việc bảo vệ heo con. Để giải quyết vấnđề này, khángnguyên F18 được dunghợp với peptide PEP, peptide
địnhhướng tế bàoMvàbiểuhiện trên bềmặt tế bàonấmmen. Plasmid tái tổ hợppGMIF1-pep-f18 được
cấu trúc bằng cách chèn gene pep-f18 vào plasmid pGMIF1. Sau khi được tạo thành công, plasmid tái
tổ hợp này được điện biến nạp và protein được biểu hiện trên bề mặt tế bào nấmmen Saccharomyces
cerevisiae MT8-1 khuyết dưỡng tryptophan. Kết quả kiểm tra biểu hiện cho thấy protein tái tổ hợp PEP-
F18 đã biểu hiện thành công trên bềmặt nấmmen S. cerevisiae. Như vậy đã tạo thành công chủngnấm
men biểu hiện protein PEP-F18 trên bềmặt. Đây là nguồn nguyên liệu sử dụng cho các thử nghiệmphát
triển hệ thống vaccine uống.
Từ khoá: Enterotoxigenic Escherichia coli F18 (ETEC/F18), Saccharomyces cerevisiae, tế bào M,
vaccine uống

GIỚI THIỆU
Chăn nuôi heo là ngành công nghiệp lâu đời và giữ
vai trò quan trọng, đảm bảo nguồn thực phẩm cho
nhu cầu trong/ngoài nước, cũng như đóng góp vào sự
phát triển chung của nền kinh tế. Tuy nhiên, từ khi
xuất hiện, ngành này luôn gặp phải nhiều khó khăn,
trong đó dịch bệnh là vấn đề lớn nhất. Trong đó, tiêu
chảy ở heo con sau cai sữa (post- weaning diarrhea,
PWD) là bệnh thường gặp với tỷ lệ chết cao. Bệnh
xảy ra trong giai đoạn đầu sau cai sữa với các triệu
chứng bệnh như heo con tiêu chảy nặng, giảm trọng
lượng cơ thể, rối loạn nhịp tim, và chết do suy tim 1.
Tỷ lệ heo mắc bệnh có thể lên đến 50% và gây chết
tới 30% trong hai tháng đầu sau khi bùng phát dịch
bệnh 2. Dịch bệnh có thể xảy ra khi nhiều yếu tố cùng
tác động tới heo con như: thay đổi chế độ ăn từ ăn
theo mẹ sang ăn độc lập; môi trường sống thay đổi;
thay đổi cấu trúcmôở ruột non và tác nhân vi sinh vật.
Trong đó, nguyên nhân gây bệnh chủ yếu là do vi sinh
vật, và Enteroxigenic Escherichia coli (ETEC) là loại vi
khuẩn thường gặp nhất3. Hai loại độc tố chính được
tạo ra bởi ETEC là độc tố không bền nhiệt có phân tử
lượng lớn (Heat-labile Toxin, LT) và độc tố bền nhiệt

phân tử lượng nhỏ (Heat-labile Toxin, ST). Các độc
tố này tác động lên biểu mô ruột của heo, tăng tiết và
hạn chế việc hấp thụ nước, chất điện giải gây tiêu chảy
từ nhẹ đến nặng và có thể dẫn đến tử vong4. Để xâm
nhập và gây bệnh, việc đầu tiên ETEC cần thực hiện
là bám lên tế bào biểu mô ruột. Điều này được thực
hiện thông qua tương tác giữa tiêmmao và các thụ thể
của chúng trên bề mặt tế bào5. Hai chủng ETEC gây
PWD thường được tìm thấy nhất là các chủng chứa
tiêm mao F4 (45,1%) và F18 (33,9%) 6.
Biện pháp điều trị PWD hiệu quả nhất hiện nay là sử
dụng kháng sinh như: enrofloxacin, spectinomycin,
colistin. Nhưng sử dụng kháng sinh vẫn tồn tại nhiều
hạn chế: điều trị trong thời gian dài, hiệu quả kém
khi không được chữa trị kịp thời, tác động tiêu cực
đến hệ vi sinh đường ruột, và là tác nhân dẫn đến
hiện tượng kháng thuốc ở vi khuẩn. Một nghiên cứu
ở Đại học Thái Bình cho thấy 34/36 trang trại nuôi
heo ở Thái Bình có sự xuất hiện của gene mcr-1, đây
là gene kháng kháng sinh Colistin, kháng sinh nhóm
polymyxin, liệu pháp cuối cùng để điều trị vi khuẩn
Gram âm đa kháng ở người7. Do đó, việc sử dụng
kháng sinh quá mức có thể dẫn đến nhiều khó khăn
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cho việc điều trị PWD trên heo, và xa hơn là điều trị
các bệnh nhiễm khuẩn trên người. Vì vậy, ngoài việc
xây dựng, tối ưu phương pháp điều trị, các biện pháp
phòng bệnh hiệu quả, kinh tế như vaccine cũng cần
được tập trung nghiên cứu. Vaccine là sản phẩm sinh
học chứa kháng nguyên, có khả năng kích thích tạo
miễn dịch đặc hiệu chủ động, giúp phòng ngừa dịch
bệnh. Nhiều nghiên cứu phát triển vaccine phòng
chống PWD8,9, tuy nhiên các vaccine đã được thương
mại hóa chỉ tạo đáp ứngmiễn dịch đặc hiệu với chủng
ETEC/F4, mà không tạo được hiệu quả bảo vệ trước
chủng ETEC/F189–11. Điều này đến từ sự khác biệt về
cấu trúc của hai tiêm mao. Trong khi tiểu phần bám
dính của F18 là FedF, khác tiểu phần chính FedA, thì
ở F4 tiểu phần bám dính và tiểu phần chính đều là
FaeG. Bên cạnh đó, FedF có tính sinh miễn dịch yếu,
cũng như liên kết FedF-FedA không bền vững trong
cấu trúc tiêm mao tinh sạch. So với tiêm mao F4, rất
khó để tạo được một vaccine hiệu quả kích hoạt đáp
ứng miễn dịch với tiêmmao F18 10. Do đó, phát triển
vaccine phòng chống ETEC/F18 là vấn đề đang được
quan tâm.
PWD là bệnh lây nhiễm qua đường ruột và phương
pháp tốt nhất để phòng bệnh là kích thích đáp ứng
miễn dịch đường uống. Vaccine uống có các ưu điểm
như: không yêu cầu kỹ thuật cao, dễ sử dụng khi có
thể trộn vào thức ăn hoặc hòa vào nước uống, và quan
trọng nhất là vaccine uống tạo đáp ứng miễn dịch
niêmmạcmạnh, giúp nhanh chóng trung hòa, và loại
bỏ tác nhân gây hại khi chúng vừa xâm nhập12. Bên
cạnh các ưu điểm trên, vaccine uống vẫn tồn tại một
vài khó khăn nhất định. Đầu tiên là môi trường khắc
nghiệt của đường tiêu hóa như pH thấp ở dạ dày, các
enzyme tiêu hóa và muối mật có thể phân giải kháng
nguyên vaccine. Tiếp theo, diện tích bề mặt ruột rộng
lớn làm phân tán kháng nguyên. Và sau cùng là xu
hướng dung nạp miễn dịch của đường ruột 13. Do đó
cần có các biện pháp để vận chuyển, bảo vệ kháng
nguyên cũng như đưa kháng nguyên tới các tế bào
miễn dịch ở ruột thông qua tế bào M. Tế bào M là
một loại tế bào biểumô ruột có cấu trúc đặc biệt: lông
nhung ít hoặc bị tiêu giảm; lớp glycocalyx mỏng; mặt
dưới có cấu trúc túi, nơi tập trung các tế bào trình diện
kháng nguyên chuyên nghiệp (tế bào B, tế bào tua,
v.v). Tế bào này giúp bảo toàn và vận chuyển kháng
nguyên đến các tế bào trình diện kháng nguyên ở phía
dưới. Tuy nhiên có rất ít tế bào M trong tổng số các
tế bào biểu mô ruột của heo, gây khó khăn trong việc
phát triển vaccine kích thích miễn dịch niêm mạc14.
Do đó, định hướng kháng nguyên tới tế bào M thông
qua tương tác phối tử-thụ thể là một chiến lược phát
triển vaccine tiềm năng. Hiện nay, nhiều cặp phối tử-
thụ thể tế bàoM đã được nghiên cứu, chúng có thể có
bản chất là lectin, lipopolysaccharide hoặc protein15.

Nhờ vào sự phát triển công nghệ protein tái tổ hợp, 
việc định hướng kháng nguyên đến tế bào M thông 
qua các phối tử có bản chất protein đã trở thành một 
hướng nghiên cứu giàu tiềm năng. Protein prion 
(Cellular Prion Protein, PrPC) là một protein màng 
tế bào thuộc họ neo glycosylphosphatidylinositol, có 
mặt trên bề mặt tế bào M. Heat shock protein 60 
(Hsp60) có nguồn gốc từ Brucella abortus đã cho thấy 
khả năng tương tác với thụ thể PrPC16. Do đó protein 
này có thể được sử dụng như một tín hiệu dẫn đường 
cho kháng nguyên tới tế bào miễn dịch đường ruột 
thông qua cổng tế bào M. Tuy nhiên, kích thước lớn 
của Hsp60 (60 kDa) gây khó khăn cho việc dung hợp 
kháng nguyên cũng như có thể cản trở không gian 
khi tiếp xúc với các tế bào miễn dịch. Dựa trên các 
ứng dụng tin sinh học, peptide PEP thuộc cấu trúc 
Hsp60, được dự đoán là có khả năng tương tác với 
PrPC (dữ liệu không được trình bày). Peptide nhỏ 
này dễ dàng dung hợp, không ảnh hưởng tới khả năng 
sinh miễn dịch kháng nguyên, nhưng vẫn giữ được 
khả năng định hướng tế bào M. Trong các chiến lược 
phát triển vaccine uống, Saccharomyces cerevisiae đã 
được sử dụng như một thể mang bảo vệ kháng nguyên 
khỏi điều kiện khắc nghiệt nhờ khả năng tồn tại lâu 
trong hệ tiêu hóa 17,18. Bên cạnh hệ thống vận chuyển, 
tá dược là một thành phần quan trọng trong vaccine 
uống. Các gốc đường hóa mannose của S. cerevisiae 
có thể sử dụng như một tá dược khi được nhận diện 
là phân tử kiểu mẫu (Pathogen-associated molecular 
pattern) bởi Toll-like receptor, cung cấp tín hiệu thứ 
hai cho đáp ứng miễn dịch. Hệ thống kháng nguyên 
định hướng tế bào M, được bảo vệ và vận chuyển bởi 
S. cerevisiae là hệ thống vaccine giàu tiềm năng.Với 
mục tiêu xây dựng hệ thống vaccine uống phòng 
ngừa chủng ETEC/F18, protein dung hợp PEP-F18 
được cấu trúc và biểu hiện trên bề mặt tế bào nấm men 
S. cerevisiae MT8-1 khuyết dưỡng tryptophan. Đây là 
nguyên liệu ban đầu cho các nghiên cứu về khả năng 
định hướng, cũng như hiệu quả sinh miễn dịch của 
PEP-F18.

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
Chủng chủ và plasmid
Chủng E. coli DH5α được sử dụng làm chủng để nhân 
bản plasmid tái tổ hợp. Chủng S. cerevisiae MT8-1 
được sử dụng làm chủng biểu hiện protein tái tổ hợp. 
Plasmid pGMIF1 được sử dụng để dòng hóa có nguồn 
gốc từ plasmid gốc pCMC11 (Trường Đại học Kyoto, 
Nhật Bản), với một số biến đổi phù hợp với nhu cầu 
dòng hóa và biểu hiện protein. Plasmid pET22b-pep- 
f18 được sử dụng làm khuôn thu nhận gene pep-f18,
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với kích thước 492 bp19 . Chủng E. coli DH5α , S.
cerevisiae MT8-1 và các plasmid được cung cấp bởi
nhóm nghiên cứu Y sinh học GMIF, Bộ môn Công
nghệ Sinh học Phân tử và Môi trường, Trường Đại
học Khoa học Tự nhiên, ĐHQG-TPHCM.

Cấu trúcplasmid tái tổhợppGMIF1-pep-f18
Plasmid được thu nhận bằng phương pháp SDS-kiềm.
Sinh khối E. coli DH5α mang plasmid pGMIF1 được
thu nhận và phá màng bằng SDS, NaOH được bổ
sung để biến tính DNA, cuối cùng KOAc được bổ
sung để giúp plasmid hồi tính và hoà tan vào dịch,
trong khi DNA bộ gene và hỗn hợp protein bị tủa.
Phần dịch chứa pGMIF1 được thu nhận, chuyển lên
cột EZ-10 và rửa nhiều lần để loại bỏ các tạp chất
còn lại. Thông qua kỹ thuật PCR với cặp mồi đặc
hiệu, gene pep-f18 được thu nhận từ khuôn mẫu là
plasmid pET22b-pep-f18. Ngoài thu nhận gene mục
tiêu, cặp mồi đặc hiệu 285FsacII (CCGCGGAGATG-
GCTACTTTAGTTGTTAAT) và 286RXhoI (GCTC-
GAGCCCTTGTAAGTAACCGCGTAAG) được thiết
kế nhằm bổ sung vị trí của enzyme cắt giới hạn
SacII và XhoI lên hai đầu của sản phẩm PCR. Quy
trình dòng hoá được thực hiện theo quy trình AIO20.
Đầu tiên, gene pep-f18 và plasmid pGMIF1 cùng
được xử lý với cặp enzyme cắt giới hạn SacII và
XhoI (Thermo Scientific); sau đó, hỗn hợp sản phẩm
cắt được nối lại bằng enzyme nối T4 DNA Lig-
ase (Thermo Scientific); cuối cùng, hỗn hợp được
biến nạp vào vi khuẩn E. coli DH5α khả nạp bằng
phương pháp hoá biến nạp-sốc nhiệt, đối chứng âm
là chủng E. coli DH5α không được biến nạp hỗn
hợp sản phẩm cắt-nối. Các vi khuẩn được nuôi trên
đĩa thạch LB-Amp (cao nấm men: 5 g/L, peptone:
10 g/L, NaCl: 10 g/L, agarose: 15 g/L, ampicillin:
100 µg/mL). Sau 16 giờ, các khuẩn lạc mọc trên
đĩa thạch được sàng lọc bằng kỹ thuật PCR khuẩn
lạc với một mồi đặc hiệu (285FSacII) và một mồi
trên plasmid pGMIF1 (GMIF1R: GTAGTGGTTGA-
GATAAAAGAGCTTTTGGC), đối chứng âm được
sử dụng là plasmid pGMIF1. Plasmid trong các khuẩn
lạc dương tính được thu nhận và tiến hành giải trình
tự.

Hình 1: Trình tự của cassette gene biểu hiện protein
PEP-F18 trênbềmặt tếbàonấmmen [Nguồn: Nhóm
tác giả]

Tạo chủng nấmmen S. cerevisiae tái tổ hợp
chứa pGMIF1- pep-f18
Sau khi thu nhận bằng phương pháp SDS-kiềm, plas-
mid pGMIF1-pep-f18 được xử lý với enzyme cắt giới
hạn AhdI nhằm tạo DNA mạch thẳng, điều này giúp
plasmid dễ dàng tái tổ hợp vào bộ gene S. cerevise. Sau
khi tinh sạch, plasmid được biến nạp vào tế bào nấm
men S. cerevisiae bằng phương pháp điện biến nạp với
thông số 400 mA, 1500 V, 5 ms. Sản phẩm biến nạp
được nuôi cấy trên đĩa thạch SD-tryp khuyết dưỡng
tryptophan (Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids:
6,7 g/L (HiMedia), D-glucose: 20 g/L, Complete Sup-
plementMixture w/oHIS-TRYP: 0,72 g/L (HiMedia),
L-Histidine HCl: 20 mg/L, agarose: 15 g/L) để sàng
lọc các dòng nấmmenmang plasmid, đối chứng âm là
chủng S. cerevisiaeMT8-1 không được biến nạp plas-
mid. Các khuẩn lạc sau đó được sàng lọc bằng kỹ
thuật PCR với cặp mồi trên gene (285FSacII) và mồi
trên plasmid pGMIF1 (GMIF1R), đối chứng dương
là plasmid pGMIF1-pep-f18, đối chứng âm là plasmid
pGMIF1. Khuẩn lạc dương tính được cấy tăng sinh
trong YPD lỏng (D-glucose: 20 g/L, peptone: 20 g/L,
cao nấm men: 10 g/L) ở 30 ◦C, trong 48 giờ.

Kiểm tra biểu hiện protein PEP-F18
Kiểm tra bằng điện di SDS - PAGE và lai Western Blot
Sau 48 giờ nuôi cấy, sinh khối nấm men được thu
nhận và phá bằng phương pháp siêu âm (sonication)
kết hợp enzyme Lyticase. Sau khi ly tâm, các phân
đoạn protein tổng, tan, tủa được thu nhận, xử lý và
điện di SDS-PAGE nhuộm Coomassie Blue, và lai
Western Blot.
Ở phương pháp SDS-PAGE kết hợp Coomassie Blue,
sau khi ủ với thuốc nhuộm 1 giờ, gel acrylamide được
giải nhuộm bằng dịch giải nhuộm (acetic acid: 50
mL, ethanol: 50 mL, H2O: 400 mL). Với thí nghiệm
lai Western Blot, sau khi thực hiện trên gel polyacry-
lamide, các protein được hóa chuyển thẩm sangmàng
nitrocellulose. Sau khi khoá bằng dung dịch BSA
5% và rửa nhiều lần bằng PBS-T (Na2HPO4: 11,5
g/L, NaH2PO4: 2,96 g/L, NaCl: 5,84 g/L, Tween-20:
0,05%), màng được ủ với kháng thể sơ cấp độ pha
loãng 1: .000 trong PBS-T, và kháng thể thứ cấp ở
độ pha loãng 1: 10.000 trong PBS-T. Kháng thể sơ
cấp là kháng huyết thanh kháng F18 thu nhận từ heo
(Đại học Gent, Vương quốc Bỉ), kháng thể thứ cấp là
kháng thể Goat anti-pig liên hợp Horseradish peroxi-
dase (HRP) (Santa Cruz). Cuối cùng, cơ chất 3,3’,5,5’-
tetramethylbenzidine (TMB) được bổ sung để kiểm
tra sự biểu hiện của protein mục tiêu.
Kiểm tra bằng Dot Blot
Tương tự lai Western Blot, kỹ thuật Dot Blot giúp xác
định sự hiện diện của protein trong hỗn hợp thông
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qua tương tác kháng nguyên-kháng thể. Ở nghiên
cứu này, Dot Blot được áp dụng với đối tượng là tế
bào nấm men nguyên vẹn về mặt cấu trúc. Màng ni-
trocellulose được khóa bằng BSA 5% trong 1 giờ. Sau
đó, các chủngnấmmenđược chuyển lên bềmặt tại các
điểm cố định. Các tế bào nấm men nguyên vẹn được
ủ chung với kháng thể sơ cấp là kháng huyết thanh
kháng F18 thu nhận từ heo (Đại học Gent, Vương
quốc Bỉ), kháng thể thứ cấp là kháng thể Goat anti-
pig liên hợp HRP (Santa Cruz). Sau nhiều bước rửa
bằng PBS-T, cơ chất TMB được sử dụng để kiểm tra
sự hiện diện của protein. Chỉ các tế bào biểu hiện pro-
tein mục tiêu trên bề mặt mới được kháng thể nhận
diện và phát tín hiệu.

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
Cấu trúcplasmid tái tổhợppGMIF1-pep-f18
Dựa trên khuônmẫu là pET22b-pep-f18, gene pep-f18
(492 bp), mã hóa cho protein PEP-F18, được thu nhận
bằng phương pháp PCR với cặpmồi đặc hiệu, trình tự
cắt giới hạn của enzyme SacII và XhoI được bổ sung
vào đầu 5′ và 3′ của gene. Kết quả điện di trên gel
agarose 1,5% cho thấy vạch gene pep-f18 (Hình 2A,
giếng 2) nằm giữa hai vạch Ladder 400 và 600 bp, phù
hợp với kích thước thiết kế là 492 bp. Đối chứng âm,
không có khuôn mẫu, không xuất hiện vạch cho thấy
không có sự tạp nhiễm (Hình 2A, giếng 1).

Hình 2: PCR thu gene pep-f18(A). M, Ladder DNA 1
kb (HyperLadder, Bioline); 1, đối chứng âm; 2, gene
pep-f18, PCR sàng lọc khuẩn lạc (B). M, Ladder DNA
1 kb; 1, đối chứng âm; 2-3, sản phẩm PCR khuẩn lạc.
[Nguồn: Nhóm tác giả]

Gene và plasmid sau khi cắt với enzyme cắt giới hạn
(SacII và XhoI) được nối với nhau bằng enzyme T4
DNA Ligase. Sản phẩm nối được biến nạp vào tế bào
E. coli DH5α khả nạp, và trải trên đĩa LB-Amp. Do
plasmid pGMIF1 được thiết kế có gene kháng ampi-
cillin, những tế bào tiếp nhận plasmid tái tổ hợp mới
có khả năng kháng ampicillin và mọc được trên đĩa
thạch. Từ đĩa biến nạp, các khuẩn lạc được chọn
ngẫu nhiên để tiến hành sàng lọc bằng PCR với một

mồi đặc hiệu trên gene (285FSacII) và một mồi trên
plasmid (GMIF1R), đối chứng âm là plasmid pGMIF-
1. Các khuẩn lạc chứa plasmid tái tổ hợp theo đúng
thiết kế cho sản phẩm có kích thước 533 bp, khuẩn lạc
không chứa gene mục tiêu sẽ không xuất hiện vạch.
Kết quả điện di trên gel agarose 1,5% cho thấy vạch
sáng nằm giữa hai vạch 400 và 600 bp, phù hợp với
thiết kế (Hình 2B, giếng 2 và 3), đối chứng âm không
có sự xuất hiện của bất kỳ vạch sáng nào (Hình 2B,
giếng 1). Kết quả giải trình tự cho thấy sự tương đồng
100%, đồng khung dịch mã với trình tự thiết kế (Kết
quả không được trình bày).

Tạo chủng nấmmen S. cerevisiae tái tổ hợp
chứa pGMIF1- pep-f18

Sau khi cắt mở vòng bằng AhdI, plasmid tái tổ hợp
pGMIF1-pep-f18 được chuyển vào chủng nấm men
S. cerevisiae bằng điện biến nạp, và nuôi cấy trên
môi trường SD-tryp khuyết dưỡng tryptophan. Chỉ
những tế bào tiếp nhận và tái tổ hợp pGMIF1-pep-f18
vào bộ gene mới có khả năng tổng hợp tryptophan,
và mọc trên môi trường khuyết dưỡng. Tiếp theo,
PCR khuẩn lạc với cặp mồi 285FSacII và GMIF1R
được tiến hành với sự hỗ trợ của enzyme Lyticase.
Tương tự kết quả PCR khuẩn lạc ở vi khuẩn, bảng
gel điện di cho thấy đối chứng âm, bổ sung plasmid
pGMIF1 không xuất hiện vạch (Hình 3, giếng 1), cả
chứng dương chứa plasmid tái tổ hợp (Hình 3, giếng
2) và các khuẩn lạc sàng lọc (Hình 3, giếng 3, 4) đều
xuất hiện vạch sáng nằm giữa giữa vạch 500 và 750
bp của Ladder. Kết quả trên cho thấy chủng S. cere-
visiae::pGMIF1-pep-f18 đã được tạo thành công, sẵn
sàng cho việc biểu hiện protein.

Hình 3: PCR sàng lọc khuẩn lạc. M, Ladder DNA 1 kb
(Thermo); 1, đối chứng âm; 2, đối chứng dương; 3, 4,
sản phẩm PCR khuẩn lạc. [Nguồn: Nhóm tác giả]
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Hình 4: SDS-PAGE kiểm tra biểu hiện protein kết
hợp nhuộm Coomassie (A) và lai Western Blot (B).
M, Ladder protein14,4-97 kDa; 1, S. cerevisiae phân
đoạn tổng; 2-4, S. cerevisiae::pGMIF1-pep-f18 các
phân đoạn: 2, tổng; 3, tan; 4, tủa. [Nguồn: Nhóm
tác giả]

Ở phương pháp Western Blot, kháng huyết thanh
kháng F18 thu từ heo được sử dụng để khẳng định
sự biểu hiện của PEP-F18. Tín hiệu trên màng nitro-
cellulose (Hình 4B) cho thấy có các vạch protein với
kích thước tương đương với kích thước vạch protein
nghi ngờ ở hình nhuộm Coomassie (Hình 4B, giếng
2, 3). Từ hai kết quả này, có thể kết luận rằng vạch
protein nghi ngờ là protein PEP-F18.
Ở các thử nghiệm miễn dịch, việc sử dụng kháng thể
đặc hiệu là cần thiết. Với kháng nguyên F18, kháng
thể đặc hiệu chưa được thương mại hoá, do đó kháng
huyết thanh kháng F18 là lựa chọn tối ưu. Kết quả lai
Western Blot đã cho thấy kháng huyết thanh kháng
F18 không nhận diện và tương tác với các thành phần
khác của tế bào nấm men ở độ pha loãng 1:1000. Do
đó, độ pha loãng này sử dụng cho thí nghiệm tiếp theo
nhằm tránh hiện tượng dương tính giả (kháng huyết

thanh kháng F18 có thể nhận diện các thành phần
khác ngoài F18).
Kiểm tra bằng phương pháp Dot Blot
Sau khi nuôi cấy lắc ở 30◦C, trong 48 giờ, chủng nấm
men S. cerevisiae::pGMIF1-pep-f18 được thu nhận.
Sự biểu hiện của protein trên bềmặt tế bào được phân
tích bằng kỹ thuật Dot Blot. Ở thí nghiệm này, tế bào
nấmmen không xử lý tăng tính thấm của vách để giữ
nguyên vẹn về mặt cấu trúc, tránh các kháng thể có
thể đi vào bên trong tế bào chất. Do đó, các kháng thể
chỉ có thể tương tác với các thành phần trên bề mặt
tế bào nấm men. Tín hiệu trên màng nitrocellulose
cho thấy chỉ có chủng S. cerevisiae::pGMIF1-pep-f18
phát tín hiệu màu của phản ứng HRP-TMB (Hình 5,
điểm 1). Tín hiệu này cho thấy kháng huyết thanh
kháng F18 từ heo, cụ thể là kháng thể kháng F18 đã
tương tác với kháng nguyên F18 và được giữ lại trên
bề mặt tế bào. Các mẫu còn lại đều không thấy tín
hiệu, điều này cho thấy không có hoặc có rất nhỏ (tín
hiệu không thể nhìn thấy bằngmắt thường) tương tác
giữa kháng huyết thanh với các thành phần khác trên
bề mặt tế bào nấmmen/màng nitrocellulose (Hình 5,
điểm 2-4).

Hình 5: Dot Blot kiểm tra biểu hiện của proteintrên
bề mặt tế bào S. cerevisiae.1, S. cerevisiae::pGMIF1-
pep-f18+kháng thể sơ cấp+kháng thể thứ cấp; 2, S.
cerevisiae +kháng thể sơ cấp+ kháng thể thứ cấp; 3,
S. cerevisiae::pGMIF1-pep-f18+ kháng thể thứ cấp;
4, S. cerevisiae+ kháng thể thứ cấp. [Nguồn: Nhóm
tác giả]

Thông qua các kỹ thuật tạo dòng, biểu hiện và đánh
giá, chúng tôi đã thành công trong việc hiện protein
PEP-F18 trên bề mặt chủng nấm men S. cerevisiae.
Tuy nhiên, các kết quả này mới dừng lại ở mức định
tính, chưa xác định cường độ biểu hiện cũng như sự
phân bố của protein trên bề mặt tế bào. Các thông tin
này cần được kiểm tra, xác định bằng nhuộm miễn
dịch huỳnh quang hoặc phân tích tế bào theo dòng
chảy trước khi tiến hành đánh giá khả năng định
hướng của peptide PEP và tính sinh miễn dịch của
chủng nấm men. Cùng PEP-F18 dạng tan ở vi khuẩn
E. coli, F18 trên bềmặt nấmmen Pichia pastoris, PEP-
F18 trên nấm men S. cerevisiae sẽ là nguồn nguyên
liệu cho thí nghiệm kiểm tra, so sánh khả năng kích
thích sinh miễn dịch trên mô hình động vật trong các
nghiên cứu tiếp theo19,21.
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KIỂM TRA BIỂU HIỆN PROTEIN
PEP-F18
Kiểm tra bằng SDS-PAGE và Western Blot
Sau khi được nuôi cấy ở 30◦C, trong 48 giờ, nấm 
men S. cerevisiae::pGMIF1-pep-f18 được thu nhận 
và phá bằng sóng siêu âm kết hợp Lyticase. Các 
phân đoạn tổng, tan, tủa của protein được điện di 
trên gel polyacrylamide. Kết quả SDS-PAGE kết hợp 
Coomassie cho thấy, ở phân đoạn tổng, và tan của 
S. cerevisiae::pGMIF1-pep-f18 có vạch protein ở gần 
vạch 66 kDa của Ladder, tương đồng với kích thước 
dự đoán (khoảng 62 kDa) (Hình 4A, giếng 2, 3), vạch 
này xuất hiện ở phân đoạn tan mà không có ở phân 
đoạn tủa (Hình 4A, giếng 3, 4). Không có sự xuất hiện 
của vạch protein này ở chủng S. cerevisiae (Hình 4A, 
giếng 1). Để xác định đây là protein PEP-F18, West- 
ern sẽ được thực hiện với kháng thể kháng F18.
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KẾT LUẬN
Plasmid tái tổ hợp pGMIF1-pep-f18 mã hóa cho pro-
tein PEP-F18 đã được cấu trúc thành công, trong đó
peptide PEP có nguồn gốc từ Hsp60 và F18 là kháng
nguyên mục tiêu từ ETEC. Xây dựng thành công
chủng S. cerevisiae mang plasmid pGMIF1-pep-f18,
biểu hiện protein tái tổ hợp PEP-F18 trên bề mặt tế
bào. Chủng nấm men này là nguồn nguyên liệu ban
đầu chomục tiêu phát triển vaccine uống định hướng
tế bào M.
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ABSTRACT
Post-weaningdiarrhea (PWD) is oneof themost commondiseases damaging the swine industry. Entero-
toxigenic Escherichiacoli (ETEC) is the main pathogen associated with PWD in piglets. The most impor-
tant virulence is adhesion factors and enterotoxin. F4 and F18 are the two fimbriae frequently detected
in ETEC. Vaccines offer a powerful, cost-effective and possible approach to protect pigs against ETEC. Re-
cently, ETEC/F4 vaccine was available for commercial. On the other hand, ETEC/F18 vaccine still has to
face many difficulties in development. To solve these problems, F18 antigene was fused to M-cell tar-
geting protein PEP and displayed on Saccharomyces cerevisiae surface. This fusion was constructed by
inserting the coding gene of pep-f18 into pGMIF1 plasmid. The recombinant plasmid named pGMIF1-
pep-f18 was electroporated into a tryptophan auxotrophic Saccharomyces cerevisiae MT8-1 strain and
was induced by glucose. The results showed that PEP-F18 proteinwas successfully expressed on the yeast
cell surface, thus, succeeding in cloning an S. cerevisiae strain that expresses PEP- F18 on its cell wall. This
was a startingmaterial for later immunological evaluation.
Key words: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC), F18, oral vaccine, PEP, Saccharomyces
cerevisiae
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