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ABSTRACT

Pasteurella multocida strains produce heat-stable toxin Pasteurella
Multocida Toxin (PMT) which is the main virulence factor causing
pasteurellosis in pigs. Therefore, PMT protein is considered as a
promising candidate to study recombinant vaccine against pasteurellosis
in pigs. In this study, we cloned the nucleotide sequence coding
C-terminal fragment of PMT (tPMT-780), from acid amine 506 to
acid amine 1285, into pRSET-A vector and expressed it on Escherichia

coli BL21 bacteria. The SDS-PAGE result showed that tPMT-C780
was well-expressed by IPTG 1mM induction and determined to be
insoluble protein, therefore it was purified by denaturation method
using Ni-NTA beads. The protein elution samples contained only one
protein band similar with the size of tPMT-C780 and positively reacted
with PMT-specific antibody. These results suggested that we were
successful in expressing and purifying C-terminal protein of PMT toxin,
tPMT-C780. This is the primary material for further studies to produce
recombinant vaccine against pasteurellosis in pigs.
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TÂM T�T

Chõng �ëc lüc Pasteurella multocida ti¸t ra nëi �ëc tè chàu nhi»t
Pasteurella Multocida Toxin (PMT), l  y¸u tè �ëc lüc chõ y¸u g¥y
b»nh tö huy¸t tròng tr¶n lñn. V¼ vªy, �ëc tè PMT l  mët y¸u tè
ti·m n«ng cho c¡c nghi¶n cùu ch¸ t¤o vc xin t¡i tê hñp pháng b»nh
tö huy¸t tròng lñn. Trong nghi¶n cùu n y, chóng tæi �¢ ti¸n h nh
t¤o dáng, biºu hi»n �o¤n protein �¦u C cõa PMT (tPMT-C780)
(tø amino axit 506 �¸n 1285 cõa PMT) tr¶n vi khu©n Escherichia

coli BL21 b¬ng vector biºu hi»n l  plasmid pRSET-A. K¸t qu£
SDS-PAGE cho th§y protein t¡i tê hñp tPMT-C780 biºu hi»n m¤nh
khi c£m ùng vîi IPTG 1 mM, v  �÷ñc x¡c �ành l  protein khæng tan
n¶n �¢ �÷ñc tinh s¤ch theo ph÷ìng ph¡p bi¸n t½nh qua cët Ni-NTA.
Dàch protein thu �÷ñc sau khi tinh s¤ch ch¿ chùa mët v¤ch protein
câ k½ch th½ch t÷ìng �÷ìng vîi tPMT-C780 v  cho ph£n ùng d÷ìng
t½nh vîi kh¡ng thº �°c hi»u PMT, chùng tä chóng tæi �¢ biºu hi»n v 
tinh s¤ch th nh cæng protein �¦u C cõa �ëc tè PMT. �¥y l  nguçn
nguy¶n li»u ban �¦u cho c¡c nghi¶n cùu ti¸p theo �º ch¸ t¤o vc xin
t¡i tê hñp pháng b»nh tö huy¸t tròng lñn do vi khu©n Pasteurella

multocida g¥y ra.

1. �°t V§n �·

B»nh tö huy¸t tròng tr¶n lñn do mët lo¤i vi
khu©n �a h¼nh th¡i t¶n gåi l  Pasteurella. mul-
tocida g¥y ra. B¼nh th÷íng chóng ph¡t triºn tèt
trong ch§t nh¦y câ tr¶n m ng nh¦y cõa môi, ami-
dal chù khæng ph£i sèng tr¶n c¡c biºu mæ cõa
môi. �¥y l  mët b»nh r§t nguy hiºm �èi vîi lñn,
�°c bi»t ð nhúng cì sð ch«n nuæi tªp trung cæng
nghi»p bði sü thi»t h¤i to lîn v· kinh t¸ do b»nh
g¥y n¶n (Le, 2015). Ngo i ra, tö huy¸t tròng cán
l  mët trong nhúng b»nh thù ph¡t cõa hëi chùng
rèi lo¤n hæ h§p � sinh s£n (tai xanh), l m cho
b»nh ng y c ng nghi¶m trång, v  l  nguy¶n nh¥n
ch½nh d¨n �¸n t� l» ch¸t cao. Ð Vi»t Nam, b»nh
tö huy¸t tròng l  mët trong nhúng nguy¶n nh¥n
ch½nh g¥y ch¸t lñn t¤i c¡c ê dàch tai xanh. Vi
khu©n P. multocida g¥y b»nh tr¶n lñn th÷íng
thuëc nhâm A, B v  D (Phan, 2000).
Tr÷îc �¥y, b»nh tö huy¸t tròng lñn x£y ra

m¤nh ð c¡c t¿nh ph½a Nam v  x£y ra l´ t´ ð c¡c
t¿nh ph½a Bc. Trong nhúng n«m 70, câ 80% sè ê
dàch v  84% sè thi»t h¤i gia sóc do b»nh tö huy¸t
tròng thuëc c¡c t¿nh ph½a Nam. Trong nhúng n«m
90, câ 20 - 25 t¿nh thæng b¡o câ b»nh tö huy¸t
tròng l÷u h nh t¤i �àa ph÷ìng. Trong c¡c n«m tø
1996 - 1998 tr¶n c£ n÷îc �¢ x£y ra 620 ê dàch tö
huy¸t tròng lñn vîi 145.337 con mc b»nh (Cao,
2002; Bui, 1998). Nhúng n«m g¦n �¥y, nhí ¡p
döng tèt cæng t¡c pháng b»nh công nh÷ sû döng
vc xin pháng b»nh hi»u qu£, m°c dò khæng bòng
ph¡t th nh dàch lîn, song h ng n«m c¡c ê dàch tö
huy¸t tròng v¨n x£y ra v  �º l¤i hªu qu£ khæng
nhä cho ng÷íi ch«n nuæi (Hoang, 2004; Nguyen,
2010).
Hi»n nay, tr¶n thà tr÷íng �ang sû döng hai lo¤i

vc xin pháng b»nh tö huy¸t tròng �â l  vc xin
væ ho¤t (vc xin ch¸t) v  vc xin sèng nh÷ñc �ëc
(vc xin sèng). Tuy nhi¶n, nhúng lo¤i vc xin n y
câ mët sè h¤n ch¸ nh§t �ành nh÷: vc xin væ ho¤t
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câ �ë d i mi¹n dàch ngn, vc xin sèng nh÷ñc �ëc
câ thº bi¸n �êi trð l¤i th nh c÷íng �ëc (Qureshi
& Saxena, 2014). Vi»c sû döng cæng ngh» t¡i tê
hñp �º ph¡t triºn vc xin câ thº sîm c¡ch m¤ng
hâa c¡c lo¤i vc xin hi»n t¤i. Kh¡ng nguy¶n t¡i
tê hñp câ thº �÷ñc têng hñp tø c¡c h» thèng biºu
hi»n kh¡c nhau sau khi kh¡ng nguy¶n �½ch �÷ñc
x¡c �ành. Nhi·u nghi¶n cùu sû döng protein t¡i
tê hñp l m vc xin tiºu ph¦n �¢ kh¯ng �ành vc
xin �¤t c¡c ch¿ ti¶u an to n v  hi»u lüc (Hussaini
& ctv., 2012). Do �â cæng ngh» t¡i tê hñp trð l¶n
�¦y hùa hµn v  câ thº �÷ñc sû döng �º ph¡t triºn
c¡c lo¤i vc xin hi»u qu£ gióp b£o v» chèng l¤i
h¦u h¸t c¡c chõng P. multocida. �º t¤o nguçn
nguy¶n li»u ban �¦u cho vi»c ch¸ t¤o vc xin t¡i
tê hñp pháng b»nh tö huy¸t tròng do vi khu©n
P. multocida g¥y ra tr¶n lñn, chóng tæi �¢ ti¸n
h nh t¤o dáng, biºu hi»n v  tinh s¤ch protein t¡i
tê hñp tPMT-C780 tr¶n vi khu©n E. coli BL21.

2. Vªt Li»u v  Ph÷ìng Ph¡p Nghi¶n Cùu

2.1. Vªt li»u

Chõng vi sinh vªt: Chõng vi khu©n P.multocida
ph¥n lªp �÷ñc tø c¡c m¨u b»nh ph©m cõa lñn
mc b»nh tö huy¸t tròng mang gen m¢ hâa �ëc
tè PMT, �÷ñc sû döng l m nguçn �º nh¥n l¶n
tr¼nh tü nucleotide m¢ hâa protein tPMT-C780.
Chõng bi¸n n¤p: E.coli DH5α dòng �º bi¸n n¤p

trong t¤o dáng, l÷u giú plasmid t¡i tê hñp, E.coli
BL21(DE3) dòng trong biºu hi»n protein.
Vector: Vector pGEMT (Promega, Mÿ) l  vec-

tor câ hai �¦u hð mang nucleotide T, �÷ñc
sû döng �º t¤o dáng gen sau khi khu¸ch �¤i
b¬ng ph£n ùng PCR. Vector pRSET-A (V35120,
Thermo Fisher Scientific). Vector biºu hi»n n y
mang gen kh¡ng ampicillin, câ tr¼nh tü T7 pro-
moter, c£m ùng sinh têng hñp protein b¬ng Iso-
propyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) v 
câ tr¼nh tü m¢ hâa cho �uæi dung hñp -
6xHistidine (His). �uæi dung hñp -6xHis gióp
t«ng biºu hi»n cõa protein möc ti¶u v  gióp tinh
ch¸ protein b¬ng h¤t Ni-NTA.
Mçi ph£n ùng PCR: C¡c mçi cho ph£n ùng

PCR sû döng trong nghi¶n cùu n y �÷ñc têng
hñp bði cæng ty First Base (Singapore). C¡c c°p
mçi �÷ñc gn th¶m tr¼nh tü ct �°c hi»u cõa 2
enzyme BamHI v  SacI ð �¦u 5'. Tr¼nh tü c¡c
c°p mçi nh÷ sau:
tPMT-780F: GATGGATCCGCGAGAAATTA

CTGACG

tPMT-780R: GCGGAGCTCTAGTGCTCTTG
TTAAG
T7 promoter: TAATACGACTCACTATAGGG

2.2. T¤o dáng plasmid pRSET-A/tPMT-C780

DNA têng sè cõa vi khu©n P. multocida mang
gen m¢ hâa �ëc tè PMT �÷ñc t¡ch chi¸t b¬ng bë
k½t Wizard Genomic DNA Purification (Qiagen)
�º l m khuæn cho ph£n ùng PCR nh¥n gen m¢
hâa protein tPMT-C780. Ph£n ùng PCR sû döng
c°p mçi tPMT-780F, tPMT-780R vîi chu tr¼nh
nhi»t: 950C/3 phót, 35 chu ký cõa 950C/30 gi¥y,
600C/30 gi¥y, 720C/60 gi¥y, sau �â xû lþ 720C/10
phót v  giú ð 40C. S£n ph©m PCR sau �â �÷ñc
nèi vîi pGEMT v  bi¸n n¤p v o E.coli DH5α.
Sau khi kiºm tra tr¼nh tü, �o¤n tPMT-780 �÷ñc
ct khäi vector pGEMT b¬ng enzyme BamHI
(New England Biolabs, #R0136S) v  SacI (New
England Biolabs, #R0138S). Vector pRSET-A
công �÷ñc ct vîi enzyme BamHI v  SacI. �o¤n
tPMT-780 sau khi tinh s¤ch �÷ñc nèi vîi vector
pRSET-A. Plasmid t¤o th nh �÷ñc bi¸n n¤p v o
E.coli DH5α. Nhúng khu©n l¤c t¤o th nh sau �â
�÷ñc s ng låc b¬ng ph£n ùng colony PCR b¬ng
mçi T7 promoter v  tPMT-780R vîi chu tr¼nh
nhi»t: 950C/3 phót, 40 chu ký cõa 950C/30 gi¥y,
600C/30 gi¥y, 720C/60 gi¥y, sau �â xû lþ 720C/10
phót v  giú ð 40C.
Sau khi s ng låc, nhúng khu©n l¤c mang plas-

mid pRSET-A/ tPMT-780 �÷ñc nuæi c§y, t¡ch
chi¸t plasmid b¬ng bë kit QIAprep Spin Miniprep
Kit (QIAGEN, Cat. No. 27149) v  kiºm tra �o¤n
c i b¬ng c¡ch ct l¤i vîi enzyme giîi h¤n BamHI
v  SacI �¢ sû döng tr÷îc �â.

2.3. Biºu hi»n protein tPMT-C780 trong
E.coli BL21(DE3)

Plasmid pRSET-A/tPMT-780 �÷ñc bi¸n n¤p
v o dáng E.coli BL21(DE3) �º biºu hi»n protein.
C¡c khu©n l¤c �÷ñc s ng låc tr¶n mæi tr÷íng LB
câ bê sung 100 µg/mL ampicillin. C¡c khu©n l¤c
�÷ñc kiºm tra l¤i b¬ng ph£n ùng colony PCR
b¬ng mçi T7 promotor v  tPMT-780R vîi chu
tr¼nh nhi»t: 950C/3 phót, 40 chu ký cõa 950C/30
gi¥y, 600C/30 gi¥y, 720C/60 gi¥y, sau �â xû lþ
720C/10 phót v  giú ð 40C.
Khu©n l¤c mang plasmid pRSET-A/tPMT-780

�÷ñc nuæi lc 200 váng/phót trong 200 mL mæi
tr÷íng LB câ bê sung 100 µg/mL ampicilin v 
c£m ùng IPTG 1 mM, ethanol 1 - 3% t¤i OD600
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= 0,7, thíi gian c£m ùng 18 gií, nhi»t �ë nuæi
280C.

2.4. Kiºm tra t½nh tan v  tinh s¤ch protein

�º kiºm tra t½nh tan cõa protein �÷ñc biºu
hi»n, chóng tæi ti¸n h nh ph¡ t¸ b o trong
dung dàch �»m phosphate buffer saline (PBS),
lysozyme 1 mg/mL, chùa v  khæng chùa urea 6
M. Sau �â, t¸ b o �÷ñc xû lþ b¬ng sâng si¶u ¥m
t¦n sè 20 KHz, trong 10 phót (rung 10 gi¥y, ngh¿
10 gi¥y). Dung dàch sau �â �÷ñc ly t¥m 13000
váng/phót, 15 phót, dàch v  c°n �÷ñc thu l¤i �º
kiºm tra tr¶n gel SDS-PAGE.
Protein sau �â �÷ñc tinh s¤ch b¬ng ph÷ìng

ph¡p sc kþ ¡i lüc sû döng h¤t Ni-NTA
(Promega). Protein b¡m tr¶n h¤t Ni-NTA sau �â
�÷ñc rûa v  thu l¤i b¬ng dung dàch Imidazole 250
mM.

2.5. Ph£n ùng Western blot

Dàch protein thu �÷ñc sau khi tinh s¤ch �÷ñc
ch¤y ph¥n t¡ch tr¶n gel SDS-acrylamide 10%, sau
�â �÷ñc chuyºn sang m ng nitrocellulose b¬ng h»
thèng m¡y chuyºn m ng ECL semi-dry blotters
(AmershamTM) t¤i �i»n th¸ 25 V trong 1 gií.
M ng chùa protein sau khi �÷ñc õ trong dung
dàch súa skimmilk 5% trong 1 gií t¤i nhi»t �ë
pháng s³ �÷ñc õ lc vîi dung dàch chùa kh¡ng
thº sì c§p �°c hi»u cõa PMT vîi t� l» pha lo¢ng
l  1: 5000 (Anti-Pasteurella multocida Toxin an-
tibody, rabbit polyclonal, BioAcademia 01-507)
t¤i 40C qua �¶m. Sau khi rûa 3 l¦n vîi dung
dàch rûa TPBS (PBS, Tween 20 0,1%), m ng
�÷ñc õ lc vîi dung dàch chùa kh¡ng thº thù c§p
(horseradish peroxidase secondary rabbit anti-
body, AmershamTM) vîi t� l» pha lo¢ng 1:10.000
t¤i nhi»t �ë pháng. Sau 1 gií, m ng �÷ñc rûa 5 l¦n
vîi dung dàch rûa v  ng¥m v o dung dàch thuèc
nhuëm 3, 3, 5, 5-Tetramethylbenzidine (TMB) �º
�åc k¸t qu£.

3. K¸t Qu£ v  Th£o Luªn

3.1. K¸t qu£ t¤o dáng pRSET-A/tPMT-780

�º biºu hi»n �÷ñc protein �¦u C cõa PMT,
tr÷îc h¸t chóng tæi ph£i câ �÷ñc tr¼nh tü gen m¢
hâa cho tr¼nh tü protein n y. Gen tPMT-780 �÷ñc
thi¸t k¸ m¢ hâa cho tr¼nh tü amino axit tø 506
�¸n 1285 cõa PMT protein. Gen n y �÷ñc nh¥n
l¶n b¬ng ph£n ùng PCR tø DNA têng sè cõa vi

H¼nh 1. K¸t qu£ PCR nh¥n gen tPMT-C780 tø DNA
têng sè cõa vi khu©n P. multocida NCTC12178 (A).
M: thang chu©n DNA; (-): �èi chùng ¥m, P: s£n ph©m
PCR gen tPMT-C780.

khu©n P. multocida �¢ �÷ñc x¡c �ành mang gen
m¢ hâa �ëc tè PMT. K¸t qu£ h¼nh 1 cho th§y,
chóng tæi �¢ nh¥n l¶n �÷ñc tr¼nh tü gen câ k½ch
th÷îc t÷ìng �÷ìng k½ch th÷îc cõa tPMT-C780
l  2337bp. Nh÷ vªy, câ thº chóng tæi �¢ khu¸ch
�¤i th nh cæng �o¤n gen tPMT-C780 (H¼nh 1).
S£n ph©m PCR thu �÷ñc sau �â �÷ñc lai t¤o

dáng vîi vector pGEMT. K¸t qu£ kiºm tra plas-
mid pGEMT/tPMT-780 b¬ng c°p mçi tPMT-
C780F/PMT-C780R (H¼nh 2) cho th§y, chóng tæi
thu �÷ñc nhi·u khu©n l¤c cho k¸t qu£ d÷ìng t½nh
vîi gen tPMT-C780. C¡c khu©n l¤c n y �÷ñc t¡ch
chi¸t thu plasmid v  gûi gi£i tr¼nh tü. K¸t qu£
cho th§y chóng tæi �¢ thu �÷ñc tr¼nh tü t÷ìng
�çng 100% vîi tr¼nh tü gèc m¢ hâa tPMT-C780.
Nh÷ vªy, chóng tæi �¢ t¤o dáng th nh cæng gen
tPMT-C780 tø genome vi khu©n P. multocida.
�o¤n gen tPMT-C780 sau �â �÷ñc ct tø vec-

tor pGEMT, lai v o vector biºu hi»n pRSET-A,
v  bi¸n n¤p v o vi khu©n E.coli DH5α. C¡c khu©n
l¤c måc tr¶n mæi tr÷íng LB chùa ampicillin 100
µg/mL �÷ñc s ng låc b¬ng ph£n ùng colony PCR
vîi mçi T7 promoter v  tPMT-780R. K¸t qu£
thº hi»n ð H¼nh 3 cho th§y, chóng tæi �¢ thu
�÷ñc nhúng khu©n l¤c d÷ìng t½nh vîi 1 v¤ch DNA
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H¼nh 2. K¸t qu£ colony PCR kiºm tra gen tPMT-
C780 trong plasmid pGEMT. M: thang chu©n DNA;
(-): �èi chùng ¥m, 1-5: 5 khu©n l¤c E.coli DH5α
/pGEMT/tPMT-C780.

H¼nh 3. PCR kiºm tra �o¤n gen tPMT-C780 tr¶n
plasmid pRSET-A trong vi khu©n E.coli DH5α. M:
thang chu©n DNA, (+): �èi chùng d÷ìng vîi khuæn
l  plasmid pGEMT/tPMT-C780, (-): �èi chùng ¥m;
1-7: khu©n l¤c E.coli DH5α 1-7.

H¼nh 4. K¸t qu£ colony PCR kiºm tra sü câ m°t cõa
plasmid pRSET-A/tPMT-C780 sau khi c§y chuyºn 5
ng y li¶n ti¸p. M: Thang chu©n DNA, (+): �èi chùng
d÷ìng vîi khuæn l  plasmid pGEMT/tPMT-C780, (-
): �èi chùng ¥m, 1-5: khu©n l¤c E.coli BL21/pRSET-
A/tPMT-C780 t¤i c¡c ng y c§y chuyºn 1 �¸n 5.

rã n²t t÷ìng �÷ìng k½ch th÷îc 2337 bp cõa gen
tPMT-780. Nh÷ vªy chóng tæi �¢ t¤o dáng �÷ñc
gen tPMT-780 tr¶n vector biºu hi»n pRSET-A.
Plasmid tø nhúng khu©n l¤c d÷ìng t½nh �÷ñc

bi¸n n¤p v o E.coli BL21(DE3) v  kiºm tra sü
tçn t¤i qua nhi·u �íi b¬ng c¡ch c§y chuyºn 5
ng y li¶n ti¸p tr¶n mæi tr÷íng th¤ch LB chùa 100
µg/mL ampicillin ð 370C. K¸t qu£ kiºm tra b¬ng
colony PCR (H¼nh 4) cho th§y plasmid pRSET-
A/tPMT-C780 ên �ành v  tçn t¤i qua nhi·u l¦n
c§y chuyºn. Nh÷ vªy chóng tæi �¢ t¤o dáng th nh
cæng �o¤n gen tPMT-C780 tr¶n plasmid biºu
hi»n pRSET-A, plasmid n y ên �ành v  tçn t¤i
qua nhi·u th¸ h» tr¶n E.coli BL21(DE3).

3.2. K¸t qu£ biºu hi»n protein tPMT-C780 ð
vi khu©n E.coli BL21

Vi khu©n E.coli BL21/pRSET-A/tPMT-C780
�÷ñc nuæi c§y ð 370C cho �¸n khi �¤t mªt �ë
OD ∼ 0,7, th¼ �÷ñc c£m ùng vîi IPTG 1 mM v 
ethanol nçng �ë 1% v  3% t¤i 280C trong 18 gií.
K¸t qu£ SDS kiºm tra biºu hi»n protein tPMT-
C780 �÷ñc thº hi»n nh÷ H¼nh 5.

H¼nh 5. Biºu hi»n protein tPMT-C780 tr¶n E.coli

BL21. M: Thang protein chu©n, (-): m¨u khæng c£m
ùng, E1: c£m ùng IPTG 1mM; E2: c£m ùng IPTG
1mM + Ethanol 1%; E3: c£m ùng IPTG 1mM +
ethanol 3%.

K¸t qu£ biºu hi»n cho th§y tPMT-C780 �÷ñc
biºu hi»n tèt khi c£m ùng vîi IPTG 1 mM, v 
khæng câ sü kh¡c bi»t khi k¸t hñp c£m ùng IPTG
vîi ethanol 1 - 3%. Protein biºu hi»n m¤nh, câ
k½ch th÷îc kho£ng 100 kDa, t÷ìng �÷ìng vîi k½ch
th÷îc protein tPMT-C780 m  chóng tæi thi¸t k¸.
Nh÷ vªy, tPMT-C780 �¢ �÷ñc t¤o dáng, biºu hi»n
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th nh cæng, v  câ thº sû döng �º ti¸n h nh c¡c
th½ nghi»m tinh s¤ch ti¸p theo.

3.3. K¸t qu£ kiºm tra t½nh tan v  tinh s¤ch
protein

�º tinh s¤ch, protein biºu hi»n c¦n �÷ñc háa
tan trong dung dàch �º gn l¶n h¤t Ni-NTA.
C¡c nghi¶n cùu tr÷îc �¥y cho th§y, nhi·u pro-
tein t¡i tê hñp sau khi �÷ñc biºu hi»n l  pro-
tein khæng tan, ph¦n lîn n¬m trong c°n t¸ b o.
V¼ vªy, c¡c protein n y �÷ñc háa tan bi¸n t½nh
trong dung dàch urea 6 - 8 M tr÷îc khi ti¸n
h nh c¡c b÷îc tinh s¤ch. Trong nghi¶n cùu n y,
chóng tæi ti¸n h nh õ sinh khèi t¸ b o E.coli
BL21/pRSET-A/tPMT-C780 2 gií, t¤i 40C trong
dung dàch �»m phosphate buffer saline (PBS),
lysozyme 1mg/ml, chùa v  khæng chùa urea 6 M.
Sau �â, t¸ b o �÷ñc ph¡ vï b¬ng sâng si¶u ¥m,
ly t¥m �º ph¥n t¡ch dàch v  c°n t¸ b o, v  ti¸n
h nh ph¥n t¡ch tr¶n gel SDS-PAGE. K¸t qu£ thº
hi»n ð H¼nh 6 cho th§y, protein biºu hi»n chõ y¸u
n¬m trong c°n t¸ b o khi ph¡ t¸ b o trong dung
dàch khæng chùa urea 6 M. Nh÷ vªy, tPMT-C780
l  protein khæng háa tan, n¶n chóng tæi ph£i sû
döng urea 6 M �º háa tan bi¸n t½nh protein n y
v o dung dàch �º ti¸n h nh c¡c b÷îc tinh s¤ch
ti¸p theo b¬ng ph÷ìng ph¡p sc kþ ¡i lüc sû döng
h¤t Ni-NTA.

H¼nh 6. Ph¥n bè protein tPMT-C780 trong dàch v 
c°n t¸ b o. M: thang protein chu©n, (-): m¨u protein
E.coli BL21/pRSET-A/tPMT-C780 khæng c£m ùng,
P: protein E.coli BL21/pRSET-A/tPMT-C708 c£m
ùng IPTG 1 mM tr÷îc khi ph¡ t¸ b o.

Dàch thu �÷ñc sau khi ph¡ t¸ b o b¬ng dung
dàch �»m PBS, lysozyme 1 mg/mL chùa urea 6 M

�÷ñc õ vîi h¤t Ni-NTA ð 40C trong 2 gií �º gn
His-tPMT-C780 protein l¶n h¤t Ni-NTA. Sau �â,
h¤t Ni-NTA �÷ñc ly t¥m, thu, v  rûa 5 l¦n vîi
dung dàch �»m PBS chùa urea 6 M, v  imidazol
20 mM �º lo¤i bä c¡c protein khæng mong muèn.
H¤t Ni-NTA sau �â �÷ñc õ vîi dung dàch PBS
chùa urea 6 M v  imidazole 250 mM trong 30
phót �º thu l¤i His- tPMT-C780 tø h¤t Ni-NTA.
K¸t qu£ SDS-PAGE cho th§y, dung dàch protein
thu �÷ñc sau tinh s¤ch ch¿ chùa 1 v¤ch protein câ
k½ch th÷îc t÷ìng �÷ìng vîi protein tPMT-C780
(H¼nh 7). K¸t qu£ n y cho th§y, protein tPMT-
C780 �¢ �÷ñc tinh s¤ch th nh cæng, v  �¤t y¶u
c¦u v· �ë s¤ch.

H¼nh 7. K¸t qu£ tinh s¤ch protein tPMT-C780. M:
thang protein chu©n, (-): protein têng sè khæng c£m
ùng, TS: protein têng sè c£m ùng IPTG; E: m¨u pro-
tein sau khi tinh s¤ch.

3.4. Kiºm tra protein tinh s¤ch b¬ng ph£n ùng
western blot

�º kiºm tra protein �¢ biºu hi»n v  �÷ñc tinh
s¤ch câ ch½nh x¡c l  tr¼nh tü �¦u C cõa �ëc tè
PMT hay khæng, chóng tæi ph¥n t¡ch dàch protein
tinh s¤ch tr¶n gel SDS-acrylamide, sau �â thüc
hi»n ph£n ùng lai vîi kh¡ng thº �°c hi»u cõa �ëc
tè PMT (Anti-Pasteurella mulcosida Toxin an-
tibody, rabbit polyclonal, BioAcademia). T÷ìng
t¡c giúa kh¡ng thº v  protein �÷ñc x¡c �ành b¬ng
ph£n ùng m¦u giúa enzyme peroxidase v  cì ch§t
TMB. K¸t qu£ thº hi»n ð H¼nh 8 cho th§y, pro-
tein tinh s¤ch t¤i và tr½ hìn 100 kDa câ ph£n ùng
d÷ìng t½nh m¤nh vîi kh¡ng thº �°c hi»u PMT.
Nh÷ vªy, protein biºu hi»n v  tinh s¤ch m  chóng
tæi thu �÷ñc ch½nh x¡c l  protein �¦u C cõa PMT
(tPMT-C780) m  chóng tæi mong muèn.
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H¼nh 8. K¸t qu£ western blot cõa protein tinh
s¤ch vîi kh¡ng thº �°c hi»u PMT (Anti-Pasteurella
mulcosida Toxin antibody, rabbit polyclonal, BioA-
cademia). M: thang chu©n protein (Thermo Scien-
tific); tPMT-C780: m¨u protein tinh s¤ch. Môi t¶n
ch¿ band và tr½ cõa tPMT-C780.

3.5. Th£o luªn

PMT l  gen �ëc tè ch½nh cõa P. multocida, r§t
nhi·u t¡c gi£ �¢ düa tr¶n tr¼nh tü cõa gen PMT
�º nghi¶n cùu �ëc lüc cõa P. multocida công nh÷
t¼m h÷îng s£n xu§t vc xin t¡i tê hñp tø �ëc tè
n y (Kim & ctv., 2006). Protein PMT gçm 1285
amino axit (Garc½a & ctv., 2011), l  mët d¤ng
ngo¤i �ëc tè g¥y ho¤i tû ni¶m m¤c (demonecrotic
toxin ), gçm: �¦u (PMT- N) và tr½ tø amino axit
1 �¸n 568 l  vòng li¶n k¸t thö thº v  vªn chuyºn
�ëc tè v o t¸ b o vªt chõ; �¦u C (PMT-C) câ vai
trá t÷ìng t¡c v  sûa �êi c¡c protein G trong t¸
b o, g¥y �ëc cho t¸ b o vªt chõ (Busch & ctv.,
2001; Okay & ctv., 2012).
Vc xin t¡i tê hñp düa tr¶n �ëc tè PMT câ

�¡p ùng mi¹n dàch tèt v  an to n hìn so vîi vc
xin to n khu©n (Freddy & ctv., 2004; Hussaini &
ctv., 2011). K¸t qu£ nghi¶n cùu cõa mët sè t¡c
gi£ tr÷îc �¥y cho th§y, protein t¡i tê hñp t¤o ra
tø gen PMT �·u t¤o ra mi¹n dàch dàch thº v 
mi¹n dàch trung gian t¸ b o (Liao & ctv., 2006;
Lee & Woo, 2010; Lee & ctv., 2012). Theo k¸t

qu£ nghi¶n cùu cõa Lee & Woo (2010), tr¼nh tü
�¦u C cõa PMT câ kh£ n«ng g¥y �¡p ùng mi¹n
dàch m¤nh v  câ kh£ n«ng b£o hë tèt tr¶n �ëng
vªt th½ nghi»m Lee & Woo (2010). V¼ vªy, trong
nghi¶n cùu n y, chóng tæi �¢ t¤o dáng, biºu hi»n
v  tinh s¤ch tr¼nh tü �¦u C tø amino aixt 506
�¸n 1285 cõa protein PMT. K¸t qu£ ban �¦u cho
th§y, chóng tæi �¢ têng hñp v  tinh s¤ch �÷ñc
protein tPMT-C780, �¥y l  cì sð �º chóng tæi
ti¸n h nh c¡c nghi¶n cùu ti¸p theo ch¸ t¤o vc
xin t¡i tê hñp pháng b»nh tö huy¸t tròng tr¶n
lñn.

4. K¸t Luªn

Chóng tæi �¢ t¤o dáng, biºu hi»n v  tinh s¤ch
th nh cæng protein t¡i tê hñp tPMT-C708, l 
tr¼nh tü protein �¦u C tø amino axit 506 �¸n
1285 cõa �ëc tè vi khu©n P. multocida, PMT.
K¸t qu£ n y l  th nh cæng b÷îc �¦u �º chóng
tæi ti¸n h nh ch¸ t¤o vc xin t¡i tê hñp pháng
b»nh tö huy¸t tròng tr¶n lñn.

Cam �oan

Chóng tæi cam �oan t§t c£ c¡c t¡c gi£ �·u �çng
þ vîi nëi dung cõa b i b¡o n y.

Líi C£m Ìn

Nghi¶n cùu �÷ñc c§p kinh ph½ bði ch÷ìng tr¼nh
Cæng ngh» Sinh håc, Bë Næng nghi»p v  Ph¡t
triºn næng thæn.
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