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MỞ ĐẦU 

1. Lý do chọn đề tài  

 Dịch tả lợn Châu Phi do virus tả lợn châu Phi (African Swine Fever 

Virus) gây ra. Virus chủ yếu gây nhiễm vào đại thực bào của lợn và gây ra 

dịch bệnh nghiêm trọng với tốc độ lây lan nhanh, tỷ lệ chết lên đến 100%. 

Gần đây, từ 2016 đến 5/2019, bệnh đã xuất hiện và lan rộng tại trên 59 quốc 

gia trên thế giới. Cuối năm 2019, dịch bệnh lan rộng tại Việt Nam, hàng triệu 

con lợn bị tiêu hủy, gây thiệt hại kinh tế lớn cho ngành chăn nuôi và kim 

ngạch xuất khẩu của nƣớc ta. 

 Do tính chất phức tạp của virus và bộ gen lớn, cho đến nay việc phát 

triển vaccine phòng bệnh dịch tả lợn Châu Phi vẫn là một thách thức. Hiện 

nay, chƣa có vaccine thƣơng mại chính thức đƣợc cấp phép phòng bệnh dịch 

tả lợn Châu Phi đƣợc bán trên thị trƣờng. Tuy nhiên, gần đây có một vaccine 

nhƣợc độc ASFV-G-ΔI177L đƣợc sản xuất trong tế bào động vật có vú có 

khả năng kích thích cơ thể sinh kháng thể đặc hiệu với virus mạnh và miễn 

dịch bảo hộ chống lại chủng ASFV Georgia nhƣng phƣơng pháp tạo chủng và 

sản xuất vaccine ASFV-G -ΔI177L này khá phức tạp và tốn kém. Bên cạnh 

đó, một số vaccine tiểu đơn vị đang đƣợc phát triển có khả năng bảo vệ động 

vật trƣớc sự tiếp xúc với các chủng ASFV. Việc xác định các kháng nguyên 

ASFV và các epitope chịu trách nhiệm tạo ra các phản ứng miễn dịch liên 

quan là chìa khóa để phát triển các loại vaccine hiệu quả chống lại ASFV. 

Trong đó, p30 và p54 là những protein chiến lƣợc để sản xuất các loại vaccine 

tiểu đơn vị. Hai protein này đóng vai trò là các protein cấu trúc kháng nguyên 

quan trọng trong sự xâm nhập của virus. 

 Hƣớng sản xuất vaccine tiểu đơn vị trên hệ thống biểu hiện trong thực 

vật đang đƣợc phát triển thƣơng mại ở nhiều quốc gia và cũng đã và đang 

đƣợc thực hiện nghiên cứu hiệu quả tại Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn 

lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam để phòng chống các bệnh cúm 

A/H7N9, cúm A/H5N1, bệnh tiêu chảy cấp ở lợn (PEDV), bệnh lợn tai xanh 

(PRRS). Quá trình nghiên cứu và sản xuất vaccine tiểu đơn vị từ thực vật có 

rất nhiều ƣu điểm nhƣ khả năng cải biến protein sau dịch mã, tính an toàn với 

môi trƣờng cũng nhƣ con ngƣời, quy trình đơn giản, thời gian sản xuất rất 

nhanh chóng, giá thành thấp, dễ dàng tăng quy mô sản xuất. Tuy nhiên, việc 
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sản xuất vaccine tiểu đơn vị có nguồn gốc từ thực vật phòng dịch tả lợn Châu 

Phi hiện vẫn chƣa có công bố nghiên cứu nào ở Việt Nam và cũng nhƣ thế 

giới. Xuất phát từ tầm quan trọng đó, đề tài: ―Nghiên cứu biểu hiện và đánh 

giá hoạt tính sinh miễn dịch của kháng nguyên p30 và p54 tái tổ hợp của virus 

gây bệnh dịch tả lợn Châu Phi (African Swine Fever virus) trên cây thuốc lá 

Nicotiana benthamiana Domin‖ đƣợc thực hiện nhằm nghiên cứu cơ sở khoa 

học và thực nghiệm của việc sản xuất các kháng nguyên tái tổ hợp có khả 

năng tạo ra kháng thể để trung hòa virus gây bệnh dịch tả lợn Châu Phi. 

2. Mục đích nghiên cứu 

 Thiết kế, biểu hiện và tinh sạch đƣợc các kháng nguyên p30 và p54 tái 

tổ hợp của ASFV trên cây thuốc lá Nicotiana benthamiana.  

 Đánh giá đƣợc khả năng gây đáp ứng miễn dịch trên chuột của các 

kháng nguyên p30 và p54. 

3. Nội dung nghiên cứu 

 Nội dung 1: Thiết kế các dạng cấu trúc vector biểu hiện mang gen mã 

hóa hai kháng nguyên p30 và p54 ASFV của các chủng virus ASFV đang lƣu 

hành ở Việt Nam dung hợp với các motif khác nhau và tạo chủng 

Agrobacterium mang vector tƣơng ứng. 

 Nội dung 2: Biểu hiện các protein p30 và p54 tái tổ hợp ASFV trên cây 

thuốc lá Nicotiana benthamiana bằng phƣơng pháp biểu hiện tạm thời. 

 Nội dung 3: Tinh sạch và xác định đặc điểm của các kháng nguyên p30 

và p54 tái tổ hợp ASFV tiềm năng. 

 Nội dung 4: Đánh giá hoạt tính sinh miễn dịch của các kháng nguyên 

p30 và p54 tái tổ hợp ASFV tiềm năng trên chuột thí nghiệm. 

 4. Ý nghĩa khoa học và tính thực tiễn của đề tài 

 Dịch tả lợn Châu Phi xuất hiện và lây lan nhanh chóng gây ra thiệt hại 

nghiêm trọng đến nền kinh tế nông nghiệp của thế giới cũng nhƣ Việt Nam. 

Hiện nay, vẫn chƣa có vaccine đƣợc sản xuất hay công bố chính thức để chủ 

động phòng bệnh dịch. Bên cạnh đó, hƣớng sản xuất vaccine tiểu đơn vị trên 

hệ thống biểu hiện ở thực vật đã và đang đƣợc thƣơng mại hóa trên nhiều 

quốc gia trên thế giới nhƣ: Canada, Hàn Quốc, Nhật Bản,...Quá trình này 
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cũng đƣợc chứng mình là an toàn, hiệu quả và rất tiềm năng. Vì vậy, nội dung 

trong luận văn này là hƣớng nghiên cứu cần thiết tiến hành để có cơ sở tạo 

tiền đề cho những nghiên cứu sâu hơn giúp sẵn sàng đối phó khi có dịch bệnh 

xảy ra.  
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Chƣơng 1: TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Bệnh dịch tả lợn Châu Phi  

 Lợn là một trong những nguồn cung cấp protein chủ yếu và chất lƣợng 

cao cho con ngƣời. Nhu cầu tiêu thụ thịt lợn trong tƣơng lai ngày càng một 

tăng cao trên toàn cầu nên để đáp ứng đƣợc thì việc sản xuất cũng phải ngày 

một tăng lên. Tuy nhiên, nguồn cung thịt lợn đang bị đe dọa bởi các bệnh 

truyền nhiễm ngày càng nhiều, trong đó dịch tả lợn Châu Phi (African swine 

fever) hiện đang là mối lo ngại lớn nhất.  

 Bệnh dịch này đƣợc cho là xuất hiện từ năm 1907, sau đó đƣợc phát 

hiện và mô tả lần đầu tiên vào năm 1921 tại Kenya. Dịch lây lan nhanh trong 

các đất nƣớc thuộc châu Phi cho đến năm 1957, lần đầu phát hiện ở Trung Âu 

và xuất hiện trở lại ở Georgia vào năm 2007 [1]. Kể từ lúc đó trở đi, bệnh 

dịch dần lây lan mạnh hơn qua một số nƣớc ở châu Âu trong những năm 1980 

và thời gian gần đây đã xuất hiện ở Nga, Nhật Bản, Trung Quốc. Mỗi ngày 

đều có rất nhiều báo cáo hay thống kê mới về sự gia tăng các ổ dịch tả lợn 

châu Phi trên khắp thế giới. Từ năm 2016 đến 5/2019, bệnh đã bùng phát tại 

trên 59 quốc gia trên thế giới (Hình 1.1). Bệnh dịch này  hiện đang là mối 

quan tâm của nhiều nƣớc và các tổ chức quốc tế và vẫn chƣa có vaccine. Cao 

điểm vào tháng 8/2018 bệnh đã đƣợc phát hiện tại Trung Quốc, một trong 

những quốc gia có sản lƣợng thịt lớn nhất thế giới. Tính đến ngày 31/8/2018, 

Trung Quốc đã có 5 ổ dịch bùng phát tại 5 tỉnh với hơn 25000 heo buộc phải 

tiêu hủy. Dịch tả lợn châu Phi đang diễn ra làm tàn phá ngành nông nghiệp 

chăn nuôi lợn ở Trung Quốc, quốc gia hiện đang có số đầu lợn nhiều nhất thế 

giới. Theo thống kê, ngân hàng Rabobank của Hà Lan đã tính số đầu lợn của 

Trung Quốc năm 2019 đã giảm khoảng 200 triệu con, chiếm gần 1/3 số lợn ở 

quốc gia này và tƣơng đƣơng số lợn ở Mỹ và châu Âu gộp lại. 

 Từ tình hình thực tế và thiệt hại của dịch bệnh đã đặt các quốc gia khác 

vào tình trạng cảnh giác cao độ, trong đó bao gồm cả Thái Lan. Tháng 

09/2019, Thái Lan đã tiêu hủy 200 con lợn do phát hiện một số cá thể lợn chết 

không rõ nguyên nhân mặc dù không có trƣờng hợp nào về ASF đƣợc báo 

cáo. 
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Hình 1.1: Bản đồ các quốc gia có dịch tả lợn châu Phi đƣợc báo cáo từ năm 

2015 đến năm 2020 (Nguồn dữ liệu: Theo tổ chức Thú y Thế giới- Office 

International des Epizooties và Animal Disease Notification system) [2]. 

 Vào tháng 2/2019, Bộ Nông nghiệp và Phát triển Nông thôn đã đƣa ra 

thông báo chính thức rằng bệnh dịch tả lợn châu Phi đã xuất hiện tại Việt 

Nam và bắt đầu công bố các ổ dịch xuất hiện đầu tiên ở hai tỉnh thuộc phía 

Bắc của Việt Nam. Chi tiết hơn đó là vào tháng 1 năm 2019, một đợt bùng 

phát dịch bệnh đã đƣợc báo cáo tại một trang trại chăn nuôi lợn của một hộ 

gia đình ở tỉnh Hƣng Yên, Việt Nam. Trang trại đƣợc nằm cách Hà Nội gần 

50 km và xa biên giới Trung Quốc khoảng 250 km, đàn gồm có 20 con lợn 

nái. Giai đoạn trƣớc ổ dịch thì 1 heo con và 1 heo nái có biểu hiện nổi mẩn đỏ 

toàn thân, viêm kết mạc, tiêu chảy và xuất huyết. Heo hậu sinh sản có các 

triệu chứng nhƣ tím tái, bắt đầu chán ăn và sốt cao liên tục (>40,5°C). Sau đó, 

vào tháng 2 năm 2019, Lê Văn Phan và đồng nghiệp bắt đầu thu thập các mẫu 

nội tạng sau khi xác định tỷ lệ tử vong tại trang trại này đã vƣợt quá 50% [3]. 

Phối hợp với Học viện Nông nghiệp Việt Nam, virus đã đƣợc phát hiện với bộ 

gen đƣợc đăng kí đầy đủ trên Ngân hàng gen: p10 (mã số MK795932), p11.5 

(MK795933), p12 (MK795934), p14.5 (MK795935), p17 (MK795936), p22 

(MK795937), pE248R (MK795938), p30 (MK757460), p54 (MK554697), 

p72 (MK554698) và Cd2v (MK757459).  

 Theo thống kê của chi cục chăn nuôi và thú y thành phố Hồ Chí Minh, 
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trong tháng 2 năm 2019, bệnh dịch tả lợn Châu Phi đã đƣợc ghi nhận tại 202 

hộ chăn nuôi, 64 thôn, 33 xã, 14 huyện của 7 thành phố, tỉnh (Hà Nội, Hải 

Dƣơng, Hải Phòng, Thái Bình, Hƣng Yên, Thanh Hóa, Hà Nam), tổng số con 

lợn có triệu chứng bệnh và tiêu hủy hơn 4200 con tƣơng đƣơng với tổng trọng 

lƣợng đã đƣợc tiêu hủy là 297 tấn.  

 Trƣớc tình hình dịch bệnh diễn biến phức tạp, Cục Thú y đã thu thập 

đƣợc 388 mẫu bệnh phẩm của 98 hộ hay trang trại nuôi lợn quanh các hộ đã 

có lợn mắc bệnh để xét nghiệm. Kết quả là đã phát hiện phần lớn số lợn của 

các gia đình xung quanh đều âm tính, có một số hộ có lợn nhiễm bệnh đã 

đƣợc các cơ quan chuyên môn thú y đến để xử lý  và tiêu hủy ngay lúc đó [3]. 

 Cục Thú y đã thực hiện giải trình tự gen của virus ASF gây bệnh trên 

lợn tại Việt Nam, kết quả cho thấy gen của virus giống 100% chủng virus 

ASF gây bệnh trên lợn tại Trung Quốc. 

 Từ đó, dịch tả lợn Châu Phi đã lây lan trên diện rộng, tính đến 9/2019 

bệnh đã lan rộng khắp cả nƣớc tại 63 tỉnh (Hình 1.2), thành phố, khiến các địa 

phƣơng đã phải tiêu hủy trên 4,4 triệu con lợn. 

 

Hình 1.2: Tình hình diễn biến của dịch ASF tại Việt Nam 6 tháng đầu năm 

2019 (Nguồn: Theo thống kê của cục chăn nuôi và thú y Thành phố Hồ Chí 

Minh) [4]. 
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 Do đó, các chiến lƣợc phòng chống ASF rất quan trọng trong thời gian 

gần đây để tránh thiệt hại kinh tế trên toàn thế giới. Các phép đo phòng ngừa 

và kiểm soát nên đƣợc khuyến nghị và phát triển thông qua sự hợp tác xuyên 

lục địa. 

ASF đƣợc cho rằng không lây từ lợn sang ngƣời nhƣng có khả năng 

gây bệnh và có các triệu chứng nặng sẽ làm chết rất nhiều lợn từ đó dẫn đến 

sự thiệt hại vô cùng lớn cho ngành chăn nuôi. Tùy thuộc vào độc lực mạnh 

hay yếu của virus gây bệnh mà lợn sẽ có những biểu hiện lâm sàng nặng hay 

nhẹ tƣơng ứng. Virus có tính độc cao có thể gây ra triệu chứng bệnh ở tình 

trạng cấp tính và quá cấp tính gây nên tỷ lệ tử vong đến 100%. Virus có tính 

độc trung bình sẽ có các triệu chứng bệnh ở thể á cấp và cấp tính với tỷ lệ 

chết nằm trong khoảng 60%,  trong khi bệnh thể ẩn và mãn tính thƣờng đƣợc 

gây ra bởi virus có độc lực thấp nhất với tỷ lệ chết tƣơng đối thấp từ 2 – 10%. 

Lợn mắc bệnh dịch ở thể cấp tính thƣờng có những triệu chứng nhƣ: sốt cao 

lên đến 42
o
C, nằm nghiêng, nôn, tần số hô hấp cao hơn bình thƣờng, chảy 

nuớc mắt, nƣớc mũi, bỏ ăn (Hình 1.3A). Ở tai của cá thể lợn bắt đầu có những 

nốt xuất huyết màu đỏ (Hình 1.3B), đuôi, bụng, ben, mõm (Hình 1.3C) và 

chân (Hình 1.3D). Lợn có triệu chứng táo bón sau đó là tiêu chảy, phân đôi 

khi chứa dịch nhày và có lẫn máu (Hình 1.3F) [5, 6, 7]. Khi mổ lợn để phân 

tích tình hình bệnh tích có thể thấy hiện tƣợng chảy máu dƣới da, sƣng và 

chảy máu ở hạch bạch huyết làm nó có màu nhƣ cục máu đông. Xoang bao 

tim tích nƣớc vàng (Hình 1.3G), tràn dịch màng phổi, tích dịch ở xoang bụng. 

Lá phổi sẽ sung huyết hoặc xuất huyết thành tạo thành các đốm, có hiện 

tƣợng tích bọt ở khí phế quản [8, 9]. Trên da lợn xuất hiện tổn thƣơng, có 

nhiều vết bầm hay xuất huyết (Hình 1.3E). Xuất huyết ở dạ dày và ruột tạo 

thành các đốm hoặc mảng sẫm màu (Hình 1.3H). Lợn mắc bệnh ở thể cấp tính 

thƣờng chết sau  6 - 13 ngày phát bệnh hoặc kéo dài nhiều nhất đƣợc 20 ngày. 

Cá thể lợn nếu đang mang thai thì có thể dẫn đến sẩy thai, tỉ lệ tử vong cao 

gần nhƣ 100% trong vòng 7 ngày kể từ khi bệnh khởi phát. Trƣờng hợp lợn 

sau khi hết bệnh hoặc nếu bị nhiễm virus nhƣng không có biểu hiện cũng nhƣ 

triệu chứng thì cơ thể sẽ có virus suốt vòng đời và là một nguồn lây nhiễm 

bệnh dịch. 
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Hình 1.3: Dấu hiệu lâm sàng và tổn thƣơng ở lợn nhiễm ASFV cấp tính [10]. 

(A) Lợn bị hôn mê sau khi nhiễm ASFV. (B) Triệu chứng xanh tím ở lợn 

nhiễm ASFV cấp tính do sốt cao. (C) Tím tái ở mõm và môi. (D) Tím tái ở tứ 

chi. (E) Các ổ xuất huyết và máu bầm. (F) Vùng quanh hậu môn bị dính máu 

và phân khi lợn bị tiểu chảy. (G) Tràn dịch màng ngoài tim nghiêm trọng 

(mũi tên). (H) Xuất huyết ở dạ dày và ruột (mũi tên). 

 Hiện nay do chƣa có vaccine phòng bệnh cũng nhƣ biện pháp điều trị 

nên các biện pháp ngăn chặn trƣớc khi ổ dịch nổ ra có vai trò rất quan trọng, 

bao gồm: kiểm dịch nhập khẩu, kiểm soát vận chuyển lợn từ các vùng dịch 

hoặc các vùng có nguy cơ bùng nổ dịch. Đồng thời, việc nghiên cứu phát triển 

vaccine dự phòng cho bệnh dịch tả heo châu Phi là cấp thiết và cần đƣợc đẩy 

mạnh. 

1.2. Sự lây truyền và ảnh hƣởng nguy hiểm của virus gây bệnh dịch 

tả lợn Châu Phi. 

 Bệnh do virus tả lợn châu Phi (African swine fever virus) gây ra. 

Vector trung gian truyền virus từ lợn rừng sang lợn nhà là loài ve 

Ornithodoros. ASFV xâm nhiễm đại thực bào của lợn, gây các vụ dịch rất 

nặng cho lợn rừng và lợn nuôi với tốc độ lây truyền rất nhanh, tỷ lệ chết lên 

đến 100%. ASFV lây theo con đƣờng tiêu hóa và hô hấp, do lợn đƣợc nuôi 
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trong chuồng trại đã có bệnh hoặc tiếp xúc với các phƣơng tiện vận chuyển, 

nông cụ, đồ bảo hộ và thức ăn thừa bị nhiễm virus.  

 ASFV là virus duy nhất thuộc họ Asfarviridae, có genome là DNA sợi 

đôi với kích thƣớc khoảng 170-190 Kb, mã hóa cho khoảng 160 protein. 

ASFV là loại virus có vỏ bọc với cấu trúc hình đa diện đều, kích thƣớc đƣờng 

kính trung bình là 200 nm, gồm một số phần chính sau: phần lõi trung tâm 

chứa bộ gene của virus đƣợc bao bọc bởi một lớp màng protein dày; phần vỏ 

lipid bao quanh phần lõi; lớp vỏ capsid bên ngoài tạo thành hạt virion tập hợp 

trong các tế bào chất; lớp vỏ ngoài cùng có nguồn gốc từ màng tế bào sẽ bao 

bọc toàn bộ virion [10]. Lớp vỏ ngoài chứa các protein CD2v/EP402Rp, 

p12/O61Rp và p24; lớp capsid chứa protein nhƣ B438Lp, E120Rp và B646Lp 

(p72); lớp vỏ phía trong cấu thành từ nhiều loại protein, trong đó có E183Lp 

(p54), O61Rp, D117Lp và E248Rp; lớp vỏ lõi chứa p14, p34, p150, p37 đƣợc 

cắt từ p220và p15, p35 cắt từ p62; ngoài bộ gene, lõi bên trong còn chứa 

104Lp, K78Rp  và RNA polymerase để bắt đầu lây nhiễm virus (xem hình 

1.4). Do tính chất phức tạp của virus cùng với bộ genome lớn, cho đến nay 

trên thế giới chƣa có vaccine phòng chống dịch tả lợn Châu Phi. 

 

Hình 1.4: Cấu trúc hạt của ASFV và các protein liên quan đến sự xâm nhập 

của ASFV (đánh dấu *) [11]. 

 Hiểu rõ đƣợc sự lẩn tránh của virus cũng nhƣ các cơ chế lây truyền, bộ 

máy tế bào cũng nhƣ cơ chế lây nhiễm, sao chép đƣợc coi là những yếu tố 

quan trọng đối với vaccine trong tƣơng lai. Một số công trình công bố về cơ 

chế xâm nhập của ASFV chỉ ra rằng virus sử dụng đại ẩm bào và nhập bào 

tấn công đại thực bào của lợn. Sự tác động qua lại của CD2v với AP-1 (yếu tố 

chuyển đổi tế bào) đƣợc chứng minh có sự liên hệ đến sự di chuyển của virus, 

liên quan đến độc lực và khả năng virus thoát khỏi hệ miễn dịch. 
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Kollenberger và cộng sự đã tìm ra 14 yếu tố trong huyết thanh của lợn sống 

sót sau khi nhiễm bệnh nặng, gồm: protein B602Lp, C44Lp, CP312Rp, 

K145Rp, K205Rp, các protein cấu trúc CP204Lp (p30), E183Lp (p54), 

K78Rp, A104Rp, B646Lp và protein phi cấu trúc mã hóa cho các enzyme 

reductase (F778Rp, F34Lp), kinase (K169Rp) và DNA ligase (NP419Lp). 

Trong đó, p72 đƣợc sử dụng phổ biến để phân loại virus tả lợn châu Phi. Dựa 

trên p72, ngƣời ta đã xác định đƣợc 23 phân type virus (genotype) ở châu Phi 

và 2 phân typ virus ở châu Á và châu Âu (genotype I và II). Hiện nay, các 

dòng virus phân lập đƣợc ở Việt Nam đều thuộc genotype II [12].  

 Tiếp theo quá trình nhập bào, ngay sau khi lớp vỏ lõi đƣợc cởi bỏ nhờ 

sự điều chỉnh pH và dung hợp lớp màng virus, các enzyme cần thiết cho quá 

trình tái bản DNA của virus đƣợc giải phóng ra tế bào chất và thực hiện 

nhiệm vụ. Quá trình phiên mã hệ gene của ASFV đƣợc điều khiển rất chặt 

chẽ. Có tới 20% bộ gene của virus mã hóa cho các protein liên quan tới hoạt 

động phiên mã và điều chỉnh RNA của chính virus – một đặc trƣng giúp 

ASFV nâng cao tính độc với vật chủ và bảo toàn khả năng tái bản hệ gene của 

nó. Sự tái bản DNA cũng nhƣ sự tập hợp các protein của virus đƣợc diễn ra 

tại các trung tâm nằm gần nhân hay còn đƣợc gọi là các ―nhà máy tạo virus‖ 

(viral factory). Từ các trung tâm này, sự đóng gói các thành phần của virion 

đƣợc thực hiện và tạo virion trƣởng thành. Cuối cùng, virion sẽ rời khỏi trung 

tâm này và đƣợc vận chuyển đến bề mặt tế bào, nơi chúng sẽ giải phóng khỏi 

tế bào nhờ hình thức nảy chồi (budding) [12, 13]. Cả virus nội bào và ngoại 

bào đều có khả năng lây nhiễm nhƣng với đặc tính kháng nguyên khác nhau 

[14, 15]. Do vậy, cần chú ý đến khả năng sinh miễn dịch của vật chủ trong hai 

trƣờng hợp này, đặc biệt khi nghiên cứu các vaccine phòng ASFV. 

 Những con lợn hồi phục sau khi mắc ASF lại có khả năng kháng lại 

một số chủng ASFV, chứng tỏ sự hình thành đáp ứng miễn dịch ở những vật 

chủ này [16, 17]. Tuy vậy, với sự phức tạp về cấu tạo của ASFV với rất nhiều 

protein đƣợc cho rằng tham gia vào quá trình ức chế miễn dịch, những hiểu 

biết cặn kẽ về cơ chế đáp ứng miễn dịch với ASFV còn chƣa đầy đủ và đòi 

hỏi nhiều nghiên cứu cụ thể hơn nữa. Mặc dù kháng thể đƣợc tìm thấy trong 

các con lợn nhiễm ASFV nhƣng mức độ trung hòa virus và khả năng bảo hộ 

chéo của các kháng thể này là rất đa dạng, đặc biệt khi lợn bị lây nhiễm với 
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các chủng ASFV có độc tính khác nhau. Lợn đƣợc truyền kháng thể thụ động 

có khả năng sống sót khi bị nhiễm các chủng có độc tính cao. Một nghiên cứu 

khác lại cho thấy huyết thanh từ lợn phục hồi sau khi nhiễm chủng E75 có 

khả năng trung hòa các chủng E75, E70, Lisbon60, Malawi 20/1 và một số 

chủng mới đƣợc nuôi cấy trên tế bào, tuy nhiên lại không có tác dụng đối với 

các chủng đã thích ứng trên tế bào sau nhiều lần cấy chuyển [18].  

1.3. Vaccine phòng bệnh dịch tả lợn Châu Phi 

 Mặc dù bệnh tả lợn châu Phi đã đƣợc khoa học biết đến từ năm 1921, 

cùng với sự phát triển của khoa học công nghệ những năm gần đây, các công 

trình nghiên cứu để tạo ra vaccine phòng dịch tả lợn Châu Phi vẫn gặp phải 

nhiều khó khăn do thông tin về đặc tính miễn dịch và cơ chế nhiễm bệnh đang 

thiếu hụt. Đến bây giờ, bản chất của các đáp ứng miễn dịch bảo vệ chƣa đƣợc 

làm rõ cũng nhƣ các kháng nguyên có chức năng làm tƣờng thành bảo vệ 

chƣa đƣợc công bố chính xác, mặt khác cơ chế virus điều chỉnh đáp ứng của 

vật chủ khi nhiễm bệnh chƣa sáng tỏ đƣợc cho là các yếu tố cản trở hiệu quả 

mà vaccine mang lại.  

 Vaccine đƣợc coi là một trong những biện pháp hiệu quả nhất để phòng 

chống virus. Vaccine phòng ASFV ra đời nhằm đối phó với những viễn cảnh 

xấu có thể xuất hiện và xảy ra trong tƣơng lai. Hiện nay cũng có rất nhiều 

chiến lƣợc phát triển vaccine chống ASFV do sự lây lan rộng rãi của virus 

này.  

 Hiện nay đã có nhiều nghiên cứu phát triển vaccine phòng ngừa dịch tả 

lợn Châu Phi nhƣ vaccine tiểu đơn vị, vaccine vô hoạt, vaccine nhƣợc độc. 

Trong khi vaccine vô hoạt ở ASF đƣợc chứng minh không mang lại hiệu quả 

bảo hộ, ít đƣợc quan tâm [19], vaccine tiểu đơn vị thì phức tạp do genome 

ASFV quá lớn, việc xác định đƣợc các kháng nguyên quan trọng còn cần 

thêm thời gian thì các nghiên cứu tập trung nhiều hơn vào tạo virus ASFV 

nhƣợc độc bằng phƣơng pháp truyền thống  hay bằng tái tổ hợp sử dụng kỹ 

thuật di truyền nhằm xóa một số gen độc nhƣng vẫn có tính gây miễn dịch cao 

đƣợc dùng làm vaccine phòng bệnh. 

 Vaccine nhược độc  

 Với các chủng virus nhƣợc độc truyền thống thì ƣu điểm của vaccine 
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này là có thể gây ra đáp ứng miễn dịch kéo dài. Thông thƣờng virus nhƣợc 

độc đƣợc tạo ra bằng cách cấy truyền rất nhiều đời trong môi trƣờng tế bào. 

Trong nhiều nỗ lực nghiên cứu khác nhau, lợn tiêm vaccine đƣợc tạo ra từ 

chủng virus suy yếu tự nhiên OURT88/3 hoặc NH/P68 thuộc genotype I thì 

tạo ra miễn dịch chống lại các chủng virus thực địa khác cùng genotype [20, 

21]. Ngoài ra, các cá thể lợn đó còn có có thể đƣợc bảo hộ chéo với các chủng 

virus thực địa thuộc genotype khác. Tùy thuộc vào cá thể lợn và loại virus mà 

độ bảo hộ có thể thay đổi trong khoảng từ 66% đến 100%,. Đƣờng tiêm chủng 

và liều sử dụng đóng góp vài trò quan trọng làm tăng hay giảm độ bảo hộ [22, 

23, 24, 25]. Trong  nghiên cứu của Gallardo và cộng sự vào năm 2019, ông đã 

phân lập đƣợc một chủng virus nhƣợc độc tự nhiên thuộc genotype II là  

lv17/WB/Rie1 từ đàn lợn rừng đƣợc nuôi tại ổ dịch tại Latvia năm 2017. Đây 

cũng chính là genotype đang gây bệnh ở châu Âu, Trung Quốc và Việt Nam 

hiện nay. Điều đặc biệt là trình tự gen EP402R thiếu một nucleotide gây đột 

biến dịch khung khiến gen này mất chức năng mã hóa cho protein CD2v chịu 

trách nhiệm gây ngƣng kết hồng cầu đối với các tế bào bị nhiễm ASFV [26]. 

Chủng virus lv17/WB/Rie1 có triệu chứng và biểu hiện bệnh không đặc trƣng 

cho các lợn thí nghiệm có bệnh tích đƣợc chẩn đoán là cận lâm sàng. Các cá 

thể lợn đƣợc lây nhiễm với  lv17/WB/Rie1 đƣợc bảo vệ hoàn toàn trƣớc virus 

cƣờng độc ASF genotype 2. 

 Với công cụ trong công nghệ gen, để có thể giảm động lực và tăng 

cƣờng khả năng đáp ứng miễn dịch cho lợn thì các nhà nghiên cứu đã thực 

hiện xóa hoặc gây đột biến gen nhỏ, từ đó các thế hệ ASF mới đã đƣợc tổng 

hợp. Các virus tả lợn châu Phi tái tổ hợp có chứa các gen đặc biệt bị xóa, ví 

dụ nhƣ gen thymidine kinase (TK) thì có thể tạo ra các virus không gây bệnh 

[27]. Ngoài ra, để tạo ra các chủng virus mới giảm động lực và gây đáp ứng 

miễn dịch có thể chống lại virus động lực ở nhiều mức độ khác nhau thì ngƣời 

ta đã loại bỏ các gen liên quan đến sự lẩn trốn đáp ứng miễn dịch nhƣ là gen 

DP71L, các họ đa gen 360 và 505 (MGF 360/505) hoặc một số gen có liên 

quan đến sự nhân lên của virus  sự loại bỏ của các gen liên quan đến việc trốn 

tránh đáp ứng miễn dịch, gen DP71L và nhiều thành viên của các họ đa gen 

360 và 505 (MGF 360/505), hoặc các gen liên quan đến sự nhân lên của virus 

9GL (B119L). Tuy nhiên, việc loại bỏ gen có thể gây ảnh hƣởng đến khả 

năng làm yếu virus hay khả năng bảo hộ. Điều đó còn phụ thuộc vào từng 
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chủng mà có những đặc điểm khác nhau, trong một số trƣờng hợp thì khả 

năng virus bị loại bỏ gen sẽ có thể biểu hiện một kiểu hình độc lực mà ta 

không thể nào phân biệt với virus gốc. 

 Trong một trƣờng hợp cụ thể, các nhà khoa học đã phát hiện ra rằng 

việc loại bỏ gen DP71L của chủng độc lực E70 châu Âu làm giảm độc lực 

hoàn toàn khi thử nghiệm trên động vật nhƣng trái lại loại bỏ gen này không 

hề có tác dụng với hai chủng virus dịch tả lợn của Châu Phi. Ở một nghiên 

cứu khác, một số chủng virus tả lợn Châu Phi ở Malaysia và Georgia đều trở 

nên suy yếu khithực hiện xóa gen thymidine kinase (TK), nhƣng chỉ có chủng 

virus Marroc đột biến xóa gen TK lại có khả năng tạo ra đáp ứng miễn dịch 

bảo hộ ở động vật bị nhiễm bệnh [28, 29]. Một số công bố gần đây cho rằng, 

đột biến đa gen trong ASFV có thể ảnh hƣởng đến gen gây miễn dịch của 

virus. Đối với việc loại bỏ một số thành phần trong 6 thành phần MGF360 và 

505 kết hợp với gen 9GL đã tạo ra một chủng nhƣợc độc Georgia ASFV làm 

cho sự an toàn đƣợc tăng đáng kể, nhƣng lại không có sự bảo hộ cho lợn 

trƣớc virus có độc lực cao. Ngƣợc lại,  với virus độc lực Georgia đƣợc chỉnh 

sửa bằng cách bỏ các yếu tố độc lực 9GL và DP96R/UK thì mang lại kết quả 

là cải thiện đƣợc sự an toàn và bảo hộ so với việc chỉ loại bỏ mỗi 9GL. Từ 

những nghiên cứu trên thì có thể chứng mình đƣợc rằng, việc cắt hay loại bỏ 

đi các yếu tố độc lực thì có thể tạo đƣợc vaccine tái tổ hợp sống với mức độ 

an toàn cao hơn. Từ đó mở ra nhiều hi vọng cũng nhƣ triển vọng cho tƣơng 

lai.  

 Gần đây, Borca và đồng tác giả đã thành công trong việc chỉnh sửa gen 

của virus dịch tả lợn Châu phi (African swine fever viruses-ASFV) với hệ 

thống CRISPR/Cas9 sử dụng tế bào chủ là đại thực bào macrophage [30]. 

Vùng mã hóa gen 8-DR của ASFV đƣợc chỉnh sửa bằng việc chèn phân đoạn 

DNA có chứa gen chỉ thị RFP và gen chọn lọc blasticidin với hiệu suất tạo 

virus tổ hợp mới đạt khoảng 1%. Bên cạnh các nghiên cứu điển hình trên, hệ 

thống CRISPR/Cas9 đã và đang đƣợc tối ƣu và ứng dụng thành công trong rất 

nhiều nghiên cứu khác nhằm chỉnh sửa gen virus và phát triển virus vaccine 

[31]. Vào tháng 12 năm 2019, sau nhiều năm phát triển, nhóm nghiên cứu của 

Bộ Nông Nghiệp Hoa Kỳ (United States Department of Agriculture) thông 

báo đã tìm ra một loại vaccine có thể tạo ra khả năng miễn dịch hoàn toàn 
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chống lại ASFV. Vaccine USDA dựa trên một chủng phân lập thực địa đƣợc 

lấy từ đất nƣớc Georgia. Trong virus đó, gen I177L đã bị loại bỏ, do đó tên 

chính thức của ứng cử viên vaccine là ―ASFV-G-ΔI177L‖. Vào thời điểm đó, 

vaccine đã đƣợc thử nghiệm trong điều kiện thí nghiệm có kiểm soát [32]. 

 Vaccine tái tổ hợp 

 Hiện nay đã có nhiều nghiên cứu phát triển vaccine phòng ngừa dịch tả 

lợn Châu Phi nhƣ vaccine tiểu đơn vị, vaccine vô hoạt, vaccine nhƣợc độc. 

Trong khi vaccine vô hoạt ở ASFV đƣợc chứng minh không mang lại hiệu 

quả bảo hộ, ít đƣợc quan tâm [18]. Xu hƣớng nghiên cứu và phát triển vaccine 

tiểu đơn vị phòng dịch ASF bằng cách biểu hiện tái tổ hợp một số kháng 

nguyên ASFV đã và đang đƣợc nghiên cứu. Việc nhận diện các kháng nguyên 

và epitope của ASFV chịu trách nhiệm cho việc kích thích đáp ứng miễn dịch 

tốt đƣợc xem là chìa khoá của việc phát triển vaccine tiểu đơn vị hiệu quả 

phòng chống ASFV. Mặc dù đã có nhiều nghiên cứu đƣợc tiến hành để phát 

triển vaccine tiểu đơn vị, tuy nhiên do trong hệ gen ASFV có đến 167 ORF 

gây khó khăn cho việc lựa chọn một hay một số kháng nguyên đặc hiệu tiềm 

năng.  

 Cho đến nay, đã có công bố chỉ ra rằng việc xâm nhiễm của ASFV vào 

bên trong tế bào bị ức chế in vitro bằng các kháng thể kháng protein p30, 

trong khi đó các kháng thể kháng p12 [33], p72 hoặc p54 ức chế sự gắn của 

virus vào đại thực bào, điều này chỉ ra vai trò của các protein trong những 

bƣớc đầu tiên của việc xâm nhiễn virus. Tuy nhiên, lợn đƣợc tiêm với protein 

p30 hoặc p54 đều không đƣợc bảo vệ chống lại virus ASF mặc dù có sản sinh 

đƣợc kháng thể trung hoà. Khi tiêm kết hợp p30 và p54 (hoặc trong một cấu 

trúc khảm) đã cho khả năng bảo hộ trên lợn mặc dù còn thấp [34].Trong 

những nỗ lực nghiên cứu khác, khi tiêm với baculovirus-biểu hiện 

EP402R/CD2v, lợn đƣợc bảo vệ chống lại sự công cƣờng độc với đồng chủng 

[35]. Những kết quả này chỉ ra rằng các protein kháng nguyên đã kích thích 

sinh đáp ứng tạo kháng thể không trung hoà hoàn toàn ASFV [36]. Sự hoạt 

hoá đáp ứng miễn dịch tế bào T trong suốt quá trình lây nhiễm ASFV cũng đã 

đƣợc kiểm tra, và p32 đƣợc xem là mục tiêu quan trọng của các tế bào bạch 

cầu T độc  [37]. Oura và cộng sự đã cho rằng khả năng bảo hộ ở lợn kém chủ 

yếu do các tế bào T bị giảm, điều này đã khẳng định vai trò quan trọng của 
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các tế bào T trong việc bảo vệ cơ thể chống lại ASFV [21]. 

 Argilaguet và cộng sự (2012) đã nghiên cứu tạo vaccine DNA tái tổ 

hợp bằng nhân dòng gen mã hoá protein p30 và p54 của ASFV trong cùng 

một khung đọc mở với đoạn gen mã hoá cho vùng biến đổi immunoglobulin 

nhận diện SLA-II, với mục tiêu định hƣớng trình diện kháng nguyên virus 

[38]. Mặc dù các tế bào T đặc hiệu chống lại các protein của ASFV đã đƣợc 

xác định nhƣng không có sự sản sinh kháng thể trung hoà cũng nhƣ sự bảo vệ 

chống lại công cƣờng độc đƣợc ghi nhận. Tƣơng tự nhƣ vậy, lợn đƣợc tiêm 

chủng với DNA mã hoá domain ngoại bào của ASFV-CD2v dung hợp với 

protein p30 và p54 đã tăng cƣờng đáp ứng miễn dịch tế bào và miễn dịch dịch 

thể, tuy vậy không bảo vệ đƣợc lợn chống lại ASFV. Điều đáng chú ý, khi 

ubiquitin đƣợc biểu hiện cùng khung đọc với các gen mã hoá virus, sự bảo vệ 

một phần (33%) chống lại ASFV lại đƣợc thu nhận, tƣơng ứng với đáp ứng 

tốt của tế bào T- CD8+, khi vắng mặt kháng thể đặc hiệu [35, 36]. Điều quan 

trọng là, sự bảo vệ có tƣơng quan với sự hiện diện của vaccine kích thích đáp 

ứng tế bào T-CD8+ trong các con lợn còn sống sót; các vaccine đã là mục tiêu 

chính chống lại 2 peptide đặc hiệu định vị trên kháng nguyên CD2v [39].  

 Nhƣ vậy, đáp ứng tế bào T-CD8+ là rất quan trọng trong việc bảo vệ 

lợn chống lại ASFV. Các nghiên cứu đã xác định đƣợc một số protein mục 

tiêu của virus trung hòa là p72/B646Lp, p54/E183Lp và p30/CP204Lp. Các 

kháng thể chống lại p72/B646Lp và p54/E183Lp có tác dụng ngăn chặn virus 

gắn đƣợc với các tế bào, mặt khác các kháng thể chống lại p30/CP204Lp ức 

chế quá trình xâm nhập của virus. Ngoài ra, các protein virion khác nằm trên 

bề mặt của các hạt virus trƣởng thành nội bào hoặc ngoại bào cũng có thể 

đƣợc xem là  mục tiêu để trung hòa bằng cách ngăn chặn sự xâm nhập hoặc 

lây lan của virus bao gồm các loại protein CD2v/EP402R, protein 

p12/O61Rp, p17/D117L. 

1.4. Đặc điểm và vai trò của các protein p54 và p30 

 Protein p54 là protein cấu trúc có chức năng tham gia vào quá trình 

xâm nhập của virus. p54 đƣợc mã hóa bởi gen E183L, đƣợc biết đến là một 

protein kháng nguyên của virus dịch tả lợn châu Phi rất quan trọng với khối 

lƣợng phân tử tƣơng đối là 25 kDa. Protein chứa miền xuyên màng và motif 

Gly-Gly-X, cũng nhƣ một trình tự nhận dạng để xử lý một số protein cấu trúc 
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ASFV. Phân tích phần nổi phía trên và kết tủa của các hạt virus chứa p54 cho 

thấy protein này nằm ở màng ngoài lipid của virion [40]. Để theo dõi đƣờng 

đi của ASFV trong các tế bào bị xâm nhiễm trong thời gian thực, các nhà 

nghiên cứu tạo ra một ASFV tái tổ hợp lây nhiễm để xác định quỹ đạo và tốc 

độ của virut nội bào chuyển động và qua đó hình dung quá trình ASFV đƣợc 

hình thành [41]. Protein p54 tƣơng tác với phức hợp vi ống thông qua liên kết 

trực tiếp với chuỗi nhẹ 8 (LC8) của dynein thông qua một motif đóng đến đầu 

cuối C của protein.  

Protein p54 là đóng vai trò quan trọng trong sự phát triển của virus và 

và sinh đủ miễn dịch tạo kháng thể ở lợn đƣợc tiêm chủng virus giảm độc lực 

[42]. Do đó, p54 tái tổ hợp biểu hiện trong hệ thống baculovirus và E. coli đã 

đƣợc sử dụng trong chẩn đoán huyết thanh học [43]. 

Giống nhƣ p54, p30 là một trong những protein đầu tiên tham gia vào 

quá trình xâm nhập của virus. Tuy có cấu tạo khác nhau nhƣng trong quá trình 

xâm  nhập của virus chúng lại là những protein cấu trúc có vai trò tƣơng tự 

nhau. Protein đƣợc mã hóa bởi gen CP204L, có khối lƣợng phân tử tƣơng đối 

là 30 kDa [44]. Sự xuất hiện của protein đƣợc quan sát đƣợc từ khoảng 2 đến 

4 giờ sau khi lây nhiễm, và duy trì trong suốt chu kỳ lây nhiễm. Vì thế, sự 

hiện diện của p30 cho thấy rằng virus đã xâm nhập, không bị bao bọc và biểu 

hiện gen sớm của virus có thể hình thành. Hệ thống lai đôi ở nấm men đƣợc 

sử dụng để sàng lọc thƣ viện cDNA đại thực bào của lợn cho protein tế bào có 

thể tƣơng tác với p30 và ribonucleoprotein K hạt nhân không đồng nhất 

(hnRNP-K) đƣợc xác định là phối tử tế bào đầu tiên của p30 [45].  

Tƣơng tự nhƣ p54, p30 là các protein kháng nguyên. Oviedo và cộng sự 

đã thực hiện nghiên cứu để nhận thấy rằng p30 tái tổ hợp hiệu quả hơn p54 

cho phát hiện kháng thể bằng ELISA [46]. Vì vậy, p30 nên đƣợc sử dụng là 

kháng nguyên ELISA và p54 nên đƣợc coi là kháng nguyên đƣợc chỉ định để 

phát hiện kháng thể ASFV bằng Western Blot. Tuy nhiên, việc sử dụng kết 

hợp p54 và protein p30 để chẩn đoán huyết thanh học ASFV có thể cải thiện 

độ nhạy của phƣơng pháp. Cubillos và cộng sự đã đánh giá khả năng phản 

ứng của p30 tái tổ hợp, p54 và p72 protein đồng thời trong một phản ứng 

chuẩn đoán huyết thanh học. Kết quả cho thấy p30 là kháng nguyên chẩn 

đoán tốt nhất [47]. Sau đó, Giménez và cộng sự đã thực hiện ELISA gián tiếp 
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với p30 tái tổ hợp để phát hiện linh hoạt các kháng thể ASFV trong bệnh 

phẩm huyết thanh và dịch ở vùng miệng [48]. Việc dung hợp 2 gen p30 và 

p54 trong một khung đọc mở và đƣa vào plasmid để biểu hiện cho thấy 

protein dung hợp sinh đáp ứng tạo kháng thể tốt ở chuột [49]. Argilaguet và 

cộng sự phát hiện ra rằng khả năng tạo miễn dịch DNA ở lợn có thể đƣợc cải 

thiện theo cấp số nhân bằng cách thêm miền ngoại bào của haemagglutinin 

ASFV (sHA) vào p54 và p30, đồng thời pCMV-sHAPQ có thể tạo ra các 

phản ứng tế bào và dịch thể mạnh mẽ [50]. Nhƣ vậy, protein p54 và p30 đóng 

vai trò là các protein cấu trúc kháng nguyên quan trọng trong sự xâm nhập 

của virus. 

1.5. Hệ thống biểu hiện protein tái tổ hợp tạm thời ở thực vật 

 Protein tái tổ hợp đƣợc sử dụng cho cả việc điều trị và phòng ngừa 

bệnh tật ở cả ngƣời và động vật. Insulin ngƣời là protein tái tổ hợp điều trị 

bệnh đầu tiên đƣợc nghiên cứu, nó đƣợc sản xuất ở E.coli vào năm 1978 bởi 

Tiến sĩ David Goeddel và các đồng nghiệp của ông [51] và đƣợc FDA chấp 

thuận vào năm 1982, sau đó đƣợc bán dƣới tên 'Humulin'. Kể từ đó, hơn 170 

loại thuốc protein tái tổ hợp đã đƣợc tung ra thị trƣờng và hàng trăm loại 

thuốc hiện đang đƣợc phát triển để điều trị các bệnh, chẳng hạn nhƣ viêm 

khớp và ung thƣ. Hầu hết các dƣợc phẩm sinh học tái tổ hợp đã đƣợc phê 

duyệt đều đƣợc tạo ra trong các dòng tế bào của động vật có vú [52]. Hiện 

nay, các protein tái tổ hợp đƣợc sản xuất trong vi khuẩn, nấm men, tế bào 

động vật có vú, côn trùng và có cả hệ thống thực vật. Những năm trở lại đây, 

việc chăm sóc và bảo vệ sức khỏe con ngƣời ngày càng đƣợc quan tâm thì 

việc ứng dụng các công nghệ có liên quan đến sinh học thực vật càng ngày 

càng đƣợc chú trọng và đầu tƣ. Các hệ thống biểu hiện thực vật có một số lợi 

thế và tiềm năng hơn so với các hệ thống biểu hiện thông thƣờng khác. Bên 

cạnh đó, độ tin cậy cao của các hệ thống sản xuất protein tái tổ hợp đã đƣợc 

chứng minh [53, 54, 55]. Ví dụ đầu tiên đƣợc ghi nhận đó là về chế tạo dƣợc 

phẩm sinh học từ thực vật là việc sản xuất hoocmon tăng trƣởng dành cho con 

ngƣời thông qua mô sẹo của cây thuốc lá và hoa hƣớng dƣơng chuyển gen 

vào năm 1986 [56]. Hệ thống sản xuất dƣợc phẩm sinh học bằng hệ thống 

biểu hiện ở thực vật có chi phí đầu tƣ thấp hơn so với hệ thống trên động vật 

có vú [57].   
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 Trong số một số hệ thống biểu hiện thực vật, Nicotiana benthamiana là 

loài thực vật cốt lõi hiện nay đƣợc nhiều công ty sử dụng, bao gồm Medicago 

Inc, Kentucky BioProcessing, Icon Genetics,  iBio và UniBio. Nicotiana 

benthamiana mọc tự nhiên ở sa mạc Australia, loài thực vật này đã áp dụng 

một chiến lƣợc sống là hy sinh khả năng phòng vệ trƣớc mầm bệnh để có một 

chu kỳ sinh sản nhanh chóng. Do đó, loại cây này thể hiện tính mẫn cảm đáng 

kể đối với mầm bệnh và nó là vật thích hợp cho biểu hiện tạm thời [58]. Đối 

với quy trình biểu hiện tạm thời này thì Nicotiana benthamiana thƣờng đƣợc 

trồng trong 4–7 tuần và sau đó lây nhiễm Agrobacterium tumefaciens chứa 

các gen quan tâm. Sản phẩm của phƣơng pháp biểu hiện tạm thời này thƣờng 

đạt mức cao nhất sau 3–7 ngày sau khi nhiễm khuẩn. 

 Gần đây, Phan và cộng sự đã chứng minh đƣợc rằng dịch chiết thô của 

lá Nicotiana benthamiana biểu hiện tạm thời hemagglutinin (H5) của virus 

cúm đã ngăn chặn sự lây lan của cúm gia cầm (H5N1) khi tiêm vào gà [59]. 

Hơn nữa, các thí nghiệm thử nghiệm đang đƣợc tiến hành ở giai đoạn 3 cho 

thấy rằng vaccine giả virus cúm đƣợc sản xuất từ Nicotiana benthamiana bởi 

Medicago Inc đã chứng minh tính hiệu quả, an toàn và khả năng sinh miễn 

dịch ở ngƣời [60, 61]. Đây là bƣớc tiến quan trọng trong việc sản xuất vaccine 

tái tổ hợp có nguồn gốc thực vật. Khi các loại vaccine thế hệ tiếp theo này 

đƣợc tung ra thị trƣờng thì công nghệ mới này hứa hẹn khả năng bảo hộ cũng 

nhƣ bảo vệ khỏi dịch bệnh một cách toàn diện hơn. 

 Khi ứng dụng thực vật trong công nghệ sản xuất các loại protein chức 

năng hay vaccine thì đƣợc định nghĩa thành thuật ngữ ―molecular pharming in 

plants‖ [62]. Việc sản xuất các protein chức năng ở hệ thống biểu hiện ở thực 

vật nó có nhiều ƣu điểm hơn các hệ thống khác nhƣ sau: (1) Một loại protein 

tái tổ hợp ngẫu nhiên nào đó có thể đƣợc sản xuất lƣợng lớn theo quy mô và 

phƣơng thức nông nghiệp với chi phí thấp [63]. (2) Thực vật là thế bào nhân 

thực vì vậy chúng ta có thể dễ dàng định vị đƣợc vị trí protein tái tổ hợp trong 

tế. (3) Ở lá cây trƣởng thành thì protein tái tổ hợp đƣợc sản xuất có thể đạt 

đƣợc mức tối đa [64]. (4) Các protein chức năng có nguồn gốc từ thực vật sẽ 

hạn chế đuuợc tối đa các chất tạp nhiễm không cần thiết của virus và vi 

khuẩn.  

 Hiện nay, hai phƣơng pháp thông dụng nhất để biểu hiện và sản xuất 
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protein tái tổ hợp ở thực vật đó chính là: biểu hiện tạm thời và tạo cây chuyển 

gen [65]. Ngƣời ta sử dụng virus thực vật làm vector và agroinfiltration là hai 

phƣơng pháp đƣợc sử dụng biểu hiện tạm thời. Thuốc lá Nicotiana 

benthamiana đƣợc sử dụng nhƣ một nhà máy mô hình để sản xuất nhiều loại 

sản phẩm điển hình nhƣ vaccine, kháng thể, enzyme. Mức độ biểu hiện của 

protein tái tổ hợp trong Nicotiana benthamiana còn cao gấp nhiều lần các 

Nicotiana khác loài và có xu hƣớng chuyển hóa tƣơng đối thấp các chất 

chuyển hóa thứ cấp. Do đó khi tinh sạch protein ít gặp phải các vấn đề hơn và 

lƣợng protein tái tổ hợp có thể chiết xuất đƣợc với nồng độ tinh sạch cao từ 

đó cũng làm hoạt tính sinh học đƣợc nâng cao hơn.  

 Đối lập với phƣơng thức biểu hiện tạm thời ở thực vật, phƣơng thức 

chuyển gen đƣợc hiểu chính là gắn gen đích mong muốn vào hệ gen của tế 

bào thực vật. Chuyển gen bằng vi khuẩn Agrobacterium là một kỹ thuật phổ 

biến đƣợc sử dụng để chuyển gen vào cây hai lá mầm nhƣ thuốc lá, cây đậu 

tƣơng. Phƣơng pháp Agroinfiltration đã và đang đƣợc ứng dụng và biểu hiện 

thành công rất nhiều protein tái tổ hợp trên nhiều loài thực vật tiềm năng khác 

nhau. Hai loài Nicotiana benthamiana và Nicotiana tabacum là hai loài phổ 

biến nhất để áp dụng phƣơng pháp này. Để nâng cao hiệu suất và mức độ biểu 

hiện đƣợc đạt tối đa thì các cấu trúc cần biểu hiện đƣợc điểu khiển bởi một 

promoter nhƣ Cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S. Có rất nhiều đề tài 

nghiên cứu đã biểu hiện và sản xuất đƣợc kháng nguyên của các virus cúm 

gia cầm H5N1 với hàm lƣợng cao nhƣ 200 mg HA/kg lá tƣơi, 675 mg 

HA/kg,… 

 Bên cạnh đó, Viện Công nghệ Sinh học đã thành công trong việc 

nghiên cứu biểu hiện và sản xuất kháng nguyên tái tổ hợp từ cây thuốc lá 

Nicotiana benthamiana thông qua phƣơng pháp agroinfiltration để phòng dịch  

cúm A/H5N1, cúm A/H7N9, bệnh lợn tai xanh PRRSV, dịch tiêu chảy cấp ở 

lợn PEDV… Kết quả đã cho thấy rằng các protein tái tổ hợp nhƣ 

hemagglutinin (HA) của virus A/H5N1, A/H7N9, protein GP5-M của virus 

PRRSV đƣợc tạo ra từ cây thuốc lá thủy canh Nicotiana benthamiana bằng 

phƣơng pháp agroinfiltration có khả năng kích thích miễn dịch trên động vật 

thí nghiệm một cách mạnh mẽ và sản sinh kháng thể trung hòa virus gây 

bệnh. Đặc biệt, protein tái tổ hợp HA A/H5N1 dạng oligomer khả năng bảo 
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hộ trên gà lên đến trên 90% [66] mở ra tiềm năng trong việc ứng dụng để sản 

xuất vaccine cúm A/H5N1 từ protein tái tổ hợp trên gia cầm. Quá trình biểu 

hiện và sản xuất vaccine tiểu đơn vị có nguồn gốc từ thực vật có rất nhiều ƣu 

điểm bởi tính an toàn với môi trƣờng cũng nhƣ con ngƣời, thời gian sản xuất 

rất nhanh chóng chỉ sau 4 đến 6 tuần có thể sản xuất một lƣợng lớn để đáp 

ứng kịp thời khi có nguy cơ bùng dịch và giá thành sản phẩm cũng sẽ thấp 

hơn các công nghệ vaccine khác. Hƣớng sản xuất vaccine từ thực vật này đã 

đƣợc rất nhiều quốc gia thƣơng mại hóa nhƣ Canada, Nhật Bản, Hoa Kì, Hàn 

Quốc,… 
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Chƣơng 2: ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tƣợng, phạm vi và vật liệu nghiên cứu 

2.1.1. Đối tƣợng, phạm vi nghiên cứu  

 Đối tƣợng:  

 Trình tự gen mã hóa cho kháng nguyên p30 và p54 của các chủng virus 

gây bệnh dịch tả lợn châu Phi đang lƣu hành ở Việt Nam.  

 Phạm vi: 

 Nghiên cứu sự biểu hiện của các protein p54, p30 trong cây thuốc lá 

Nicotiana benthamiana nuôi cấy in vivo ở quy mô phòng thí nghiệm. 

 Nghiên cứu khả năng gây đáp ứng miễn dịch của protein p54, p30 trên 

động vật thí nghiệm (chuột). 

2.1.2. Vật liệu nghiên cứu  

2.1.2.1. Nguồn nguyên liệu thực vật 

 Cây thuốc lá thủy canh Nicotiana benthamiana đƣợc trồng tại Phòng 

Công nghệ Tế bào thực vật, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa 

học và Công nghệ Việt Nam.  

2.1.2.2. Chủng vi sinh vật, plasmid, trình tự gen 

 Chủng E. coli 10G đƣợc sử dụng nhƣ tế bào chủ cho bƣớc nhân dòng 

gen. 

 Chủng Agrobacterium tumefaciens AGL1 [67] đƣợc sử dụng cho thí 

nghiệm chuyển gen vào cây thuốc lá để biểu hiện tạm thời gen trên. 

Agrobacterium tumefaciens AGL1 mang vector yếu tố phiên mã FUS3 

(HcPro) đƣợc cung cấp bởi phòng Công nghệ Tế bào thực vật, Viện Công 

nghệ sinh học đƣợc sử dụng để đồng biểu hiện tạm thời với vector đích chứa 

trong vi khuẩn Agrobacterium cho sự biểu hiện của protein tái tổ hợp dƣới sự 

kiểm soát của promoter CaMV 35S.  

Các vector và trình tự gen 

Các vector tách dòng: Vector pRTRA_35S_H5pII_his_cmyc_KDEL và 

vector pRTRA_35S_H5pII_100xELP_his_cmyc_KDEL [68]. Vector chuyển 

gen pCB301-35S-H5pII-His_cmyc_KDEL đƣợc cung cấp bởi phòng Công 
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nghệ ADN ứng dụng.  

2.1.2.3. Các cặp mồi sử dụng  

p30-BamHI-F: 

agGGATCCGATTTTATTCTTAATATTTCTATGAAGATGG 

p30-PspOMI-R: gcgggcccAGGCCTCTGTGGAGTAG 

Ecto-P54-BamHI-F: agGGATCCTCTTCTAGGAAGAAGAAGGC 

Ecto-p54-PspOMI-R: gcgggcccTGGCCTCTGTGGAGTAGAGT 

35S-F: CACTGACGTAAGGGATGACG 

35S-R: ATCTGGGAACTACTCACACA 

2.1.2.4. Nguồn nguyên liệu động vật 

 Chuột cái BALB/C đƣợc cung cấp bởi phòng Thử nghiệm sinh học, 

Viện Công nghệ sinh học.   

2.1.2.5. Hóa chất  

 Kit tinh sạch DNA (intron Gel purification kit) và tách chiết plasmid 

(intron), Ni-NTA agarose (Invitrogen). 

 Ni-NTA agarose, Nitơ lỏng, NaH2PO4, Na2HPO4, NaCl, Tween20, 

Triton X100, Imidazole, KCl, β-mercaptoethanol, KH2PO4, glycerol, KCl, 

Sodium Dodecyl Sulfate, Tris-HCl, DAB Substrate Kit, nƣớc khử ion và các 

hóa chất khác của các hãng Invitrogen, Thermo,... Vaccine nhƣợc độc ASFV 

đƣợc cung cấp bởi NAVETCO, tá dƣợc Emulsigen-D. 

2.1.2.6. Thiết bị  

  Máy ly tâm Eppendorf 5415C (Eppendorf, Đức), máy li tâm Avanti 

TM30 (Backman, Hoa Kỳ), cột sắc ký, máy điện di Powerpac300(Bio-Rad, 

Mỹ), máy Vortex (Mimishaker, IKA, Đức), máy ly tâm, máy chuyển màng, 

máy siêu âm, máy đo OD Multiskan Sky ( Thermo scientific) cùng với các 

trang thiết bị khác của Phòng ADN ứng dụng, Phòng Công nghệ Tế bào thực 

vật và Phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ gen, Viện Công nghệ Sinh 

học. 
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2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phƣơng pháp thu thập thông tin lựa chọn gen mã hóa 

protein ASFV, tối ƣu mã biểu hiện 

 Thông tin về trình tự gen mã hóa cho các kháng nguyên p30 và p54 của 

ASFV đã xuất hiện ở Việt Nam đƣợc thu thập từ cơ sở dữ liệu NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/Database/nph-

select.cgi?go=database). Các trình tự này đƣợc phân tích và so sánh sử dụng 

phần mềm Bio Edit và MegAlign/Lasergene 7.0. Các trình tự gen mã hóa sau 

khi đƣợc lựa chọn, đƣợc bổ sung trình tự nhận biết của enzyme cắt hạn chế 

BamHI và PspOMI cho mục đích chèn gen vào vector chuyển gen, sau đó 

đƣợc tối ƣu mã thích hợp cho sự biểu hiện protein ở cây thuốc Nicotiana 

benthamiana sử dụng phần mềm đƣợc cung cấp bởi công ty Genewiz (Mỹ). 

Phần mềm sẽ lựa chọn các bộ mã ƣu tiên tƣơng thích để cải biến trình tự gen 

mã hóa protein p30, p54 của chủng virus ASFV sao cho phù hợp với hệ thống 

biểu hiện ở thực vật mà không làm thay đổi trình tự axit amin. Sau đổi mã, 

các trình tự nucleotide này sẽ đƣợc so sánh với các trình tự nucleotide gốc, 

đồng thời dịch mã thành axit amin để so sánh với trình tự axit amin với các 

trình tự gốc. Các trình tự sau khi tối ƣu mã đƣợc tổng hợp nhân tạo trong 

vector pUC57 tại công ty Genewiz (Mỹ). 

2.2.2. Thiết kế các cấu trúc vector biểu hiện mang gen p30, p54 và 

tạo chủng Agrobacterium tumefacines mang vector tƣơng ứng 

 Đoạn gen mã hóa các kháng nguyên p30 và p54 ASFV sau khi đƣợc 

thu nhận bằng xử lý enzyme BamHI và PspOMI, sẽ đƣợc nối thay thế vị trí 

gen H5 mã hóa protein HA trong các các vector pRTRA-SP-His-H5-

GCN4pII-cmyc-KDEL, hoặc pRTRA-SP-His-H5-GCN4pII-tp-cmyc-KDEL, 

tại vị trí BamHI và PspOMI. Các đoạn gen đích sau khi xử lý bằng enzyme 

giới hạn BamHI và PspOMI (22
O
C, 1 giờ), tinh sạch sẽ đƣợc nối vào vector 

tách dòng. Với sự hỗ trợ của enzyme T4-DNA ligase, các cầu nối 

phosphodiester sẽ đƣợc hình thành giữa hai nucleotide sát cạnh nhau (gốc 

phosphate đầu 5’ của nucleotide đoạn DNA này với gốc hydroxyt đầu 3’ của 

nucleotide đoạn DNA kia). Thành phần phản ứng thực hiện nhƣ trong bảng 

2.1 và 2.2 dƣới đây.  
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Bảng 2.1. Xử lý gen đích bằng enzyme cắt giới hạn BamHI và PspOMI  

STT Thành phần Thể tích (µl) 

1 Nƣớc deion, khử trùng 18 

2 Buffer Smart cut (NEB) 5 

3 DNA (150 ng/µl) 25 

4 Enzyme BamHI (10 u/µl) 1 

5 Enzyme PspOMI (10 u/µl) 1 

Tổng 50 µl 

Bảng 2.2. Thành phần phản ứng ghép nối gen vào vector pRTRA 

STT Thành phần Thể tích (µl) 

1 Nƣớc deion, khử trùng 1,5 

2 Buffer 10X T4 DNA ligase  1,5 

3 DNA (100 ng/µl) 8 

4 Vector pRTRA (50 ng/µl) 3 

5 Enzyme T4 DNA ligase (10 u/µl) 1 

Tổng 15 µl 

 Hỗn hợp đƣợc ủ ở nhiệt độ 22
o
C trong 2h, sau đó biến nạp vào chủng 

E. coli khả biến 10G bằng phƣơng pháp sốc nhiệt [69]. Các bƣớc thực hiện 

nhƣ sau: Bổ sung 15 µl vector đã đƣợc gắn gen đích vào ống đựng tế bào khả 

biến và trộn nhẹ. Hỗn hợp đƣợc đặt trong đá 5 phút, rồi ủ ở 42°C trong 1 phút 

30 giây và sau đó đặt vào đá 5 phút. Bổ sung 500 µl môi trƣờng LB lỏng, hỗn 

hợp đƣợc nuôi ở tủ 37°C, lắc 200 v/p trong 30 phút. Sử dụng que cấy trải, trải 

100 µl dịch khuẩn lên đĩa peptri có chứa môi trƣờng LB đặc đã bổ sung kháng 

sinh chọn lọc Carbe 50 mg/l. Ủ đĩa ở 37°C trong 16 giờ. Chọn khuẩn lạc trắng 

đƣợc cho là có mang gen ngoại lai đƣợc sử dụng để kiểm tra sự có mặt của 

gen đích bằng phƣơng pháp colony PCR khuẩn lạc với cặp mồi 35S-F/R 

(bảng 2.3 và bảng 2.4).  Sản phẩm colony PCR đƣợc điện di kiểm tra trên gel 

agarose 1% để chọn ra các khuẩn lạc mang gen có kích thƣớc nhƣ mong 

muốn. 
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Bảng 2.3. Thành phần phản ứng PCR khuẩn lạc khuyếch đại gen đích 

STT Thành phần Thể tích (l) 

1 Dream taq 2X Master mix 7,5 

2 Primer 35S-F (10 pmol/µl) 0,5 

3 Primer35S-R (10 pmol/µl) 0,5 

4 DNA (khuẩn lạc) + Nƣớc deion 6,5 

Tổng 15 l 

Bảng 2.4. Chƣơng trình PCR khuyếch đại gen đích từ khuẩn lạc 

Bƣớc Phản ứng Nhiệt độ (
O
C) Thời gian Chu kì 

1 Biến tính 94 3 phút 1 

2 Biến tính 94 30 giây 
 

25x 3 Gắn mồi 55 30 giây 

4 Kéo dài chuỗi 72 1 phút 30 giây 

5 Hoàn tất kéo dài 72 10 phút 1 

6 Kết thúc phản ứng 15 ∞  

 Sau khi kiểm tra bằng PCR khuẩn lạc, các dòng khuẩn lạc mang gen đã 

đƣợc nuôi cấy, tách plasmid, điện di kiểm tra trên gen agarose 1%. Tiếp theo, 

vector pRTRA có gắn đoạn gen p30/p54 và vector chuyển gen thực vật 

pRTRA đƣợc phân cắt bằng HindIII ở 37°C  trong 1 giờ với thành phần phản 

ứng theo bảng 2.5. 

Bảng 2.5. Xử lí DNA hoặc vector bằng enzyme cắt giới hạn HindIII 

STT Thành phần Thể tích (µl) 

1 Nƣớc deion, khử trùng 6 

2 Buffer 10X r2.1 (NEB) 2 

3 DNA (150 ng/µl) 6 

4 Enzyme HindIII (10 u/ µl) 1 

Tổng 20 µl 
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 Sản phẩm ghép nối DNA đã xử lí enzyme cắt giới hạn vào vector 

pCB301 đƣợc biến nạp vào tế bào khả biến E.coli chủng 10G bằng phƣơng 

pháp sốc nhiệt và chọn lọc khuẩn lạc trên môi trƣờng thạch LB có bổ sung 

kháng sinh thích hợp kanamycin 50 (mg/l). Đĩa khuẩn đƣợc ủ ở điều kiện 

37°C trong 16 giờ.  

 Các dòng khuẩn mang vector pCB301 tái tổ hợp đƣợc lựa chọn bằng 

phản ứng colony-PCR (sử dụng cặp mồi 35S-F/35S-R), sau đó tách plasmid 

và thực hiện phản ứng cắt với enzyme NotI (bảng 2.6). 

Bảng 2.6. Chọn dòng dƣơng tính đảo chiều bằng enzyme NotI 

STT Thành phần Thể tích (µl) 

1 Nƣớc deion, khử trùng 11 

2 Buffer 10X r3.1 (NEB) 2 

3 DNA (150 ng/µl) 6 

4 Enzyme NotI (10 u/ µl) 1 

Tổng 20 µl 

 Những plasmid mang vector pCB301 tái tổ hợp dƣơng tính  đƣợc biến 

nạp vào chủng Agrobacterium tumefacines AGL1 bằng phƣơng pháp xung 

điện [70]. Bổ sung plasmid vào tế bào khả biến và trộn nhẹ nhàng, sau đó 

chuyển vào cuvette. Tiến hành xung điện ở mức 2,5 kV; 25 µF và điện trở 

400. Đặt cuvette vào đá, sau 5 phút bổ sung  500 µl LB lỏng và trộn nhẹ. Ủ 

hỗn hợp ở 28
o
C trong 1 giờ trên máy lắc. Sử dụng que cấy trải, trải 100 µl 

dịch khuẩn lên các đĩa môi trƣờng LB đặc có chứa kháng sinh chọn lọc rifa 50 

mg/l, carbe 50 mg/l, kana 50 mg/l. Ủ đĩa ở 28
o
C từ 24 - 48 giờ.  

 Kiểm tra và chọn lọc các dòng khuẩn lạc dƣơng tính bằng phản ứng 

PCR khuẩn lạc theo công thức nhƣ bảng 2.3 và 2.4. Sau đó dòng vi khuẩn 

dƣơng tính đƣợc nuôi cấy để phục vụ cho thí nghiệm biểu hiện gen tạm thời ở 

lá cây thuốc lá. Những dòng khuẩn Agrobacterium tumefacines AGL1 cho kết 

quả dƣơng tính sẽ đƣợc nuôi cấy trong 5 ml môi trƣờng LB lỏng (có bổ sung 

3 loại kháng sinh chọn lọc, qua đêm ở tủ lắc 28°C). Đồng thời khuẩn AGL1 

này cũng đƣợc cấy trải thành khuẩn lạc trên đĩa LB đặc để làm nguyên liệu 

phục vụ biến nạp gen quan tâm vào cây thuốc lá. 
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2.2.3. Phƣơng pháp biểu hiện tạm thời ở thực vật bằng Agro-

infiltration 

 Các protein ASFV đƣợc biểu hiện tạm thời trong cây thuốc lá 

Nicotiana benthamiana theo quy trình đã đƣợc mô tả trong công bố của Ho và 

cộng sự, 2020 [71]. Chủng Agrobacterium tumefacines AGL1 mang vector 

pCB301 chứa đoạn gen đích và gen mã hóa HcPro đƣợc nuôi trong 5 ml môi 

trƣờng LB có bổ sung Kana 50 µg/ml, Carbe 50 µg/ml và Rifa 50 µg/ml qua 

đêm. Sau đó chuyển toàn bộ dịch nuôi đƣợc nuôi tiếp trong 50 ml LB bổ sung 

Kana 50 µg/ml, Carbe 50 µg/ml và Rifa 50µg/ml qua đêm. Toàn bộ dịch nuôi 

này đƣợc dùng để nuôi chuyển tiếp trong 500 ml LB bổ sung Kana 50 µg/ml, 

Carbe 50 µg/ml và Rifa 50µg/ml qua đêm. Khuẩn đƣợc thu nhận bằng cách ly 

tâm 4000 v/p trong 15 phút ở 4
o
C. Cặn khuẩn đƣợc hoà trong đệm MES (10 

mM MES; 10 mM MgSO4; pH=5,6) cho tới khi đạt giá trị OD600 của hỗn 

hợp dịch khuẩn biến nạp bằng 1. Nicotiana benthamiana thủy canh 7  tuần 

tuổi đƣợc dùng để biến nạp. Toàn bộ lá cây bị nhấn chìm trong bình chứa vi 

khuẩn bên trong bình hút chân không. Hút chân không ở 25 inches Hg, 2 

phút. Xả không khí ra từ từ, mở nắp. Các cây này sau đó đƣợc đặt trong nhà 

kính ở 21- 26°C.  

 Mức độ biểu hiện của protein tái tổ hợp trong mẫu protein tách chiết từ 

lá xâm nhiễm khuẩn đƣợc đánh giá bằng lai miễn dịch Western Blot. Protein 

tổng số từ mẫu lá đƣợc tách bằng SDS-sample buffer 1X (50 mM Tris-HCl 

pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 1% β-mercaptoethanol, 12.5 mM EDTA, 

0.02 % bromophenol blue) với tỉ lệ 100 mg lá : 300 µl đệm chiết. Trộn đều 

mẫu trong 2 phút để quá trình chiết protein tốt hơn. Sau đó quá trình biến tính 

mẫu đƣợc thực hiện ở nhiệt độ 95°C trong 10 phút. Ly tâm 13000 v/p, 30 phút 

để thu dịch trong làm mẫu phân tích. Quá trình điện di SDS-PAGE đƣợc thực 

hiện theo phƣơng pháp của Laemmli [72]. Mức độ biểu hiện của protein tái tổ 

hợp trong dịch chiết  trong mẫu protein tách chiết từ lá xâm nhiễm khuẩn 

đƣợc đánh giá bằng lai miễn dịch Western Blot theo phƣơng pháp của 

Burnette [73]. 

2.2.4. Phƣơng pháp tinh sạch và xác định đặc điểm cấu trúc của 

các kháng nguyên p30 và p54 ASFV tái tổ hợp từ thực vật 

 Các protein p30 và p54 ASFV (dung hợp GCN4pIItp) đƣợc tinh sạch 
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sắc ký ái lực (Immobilized immobilized affinity chromatography, IMAC) 

theo quy trình đƣợc mô tả trong công bố của Ho và cộng sự (2020) [74]. Mẫu 

lá đƣợc nghiền trong nitơ lỏng sau đó đƣợc tách chiết trong đệm binding 

buffer (500 mM NaCl, 20 mM sodium phosphate, pH 7.4). Dịch chiết đƣợc 

làm sạch bằng ly tâm 2 lần trong 30 phút, ở 4
o
C với tốc độ 23 000 rpm/phút. 

Dịch chiết sau đó đƣợc trộn với niken sepharose. Sau khi trộn qua đêm ở 4°C, 

hỗn hợp đƣợc đƣa lên cột sắc ký. Sau đó, cột đƣợc rửa với đệm rửa binding 

phosphate. Protein tái tổ hợp sau đó đƣợc hòa tan khỏi cột với đệm thu mẫu 

(500 mM Imidazol, 20 mM Sodium Phosphate, 500 mM NaCl, pH 7.4). Dịch 

protein sau đó đƣợc đổi đệm trong PBS ở 4
o
C, qua đêm, sau đó đƣợc cô lại 

bằng PEG 6000. 

 Các protein sau khi tinh sạch bằng IMAC tiếp tục đƣợc tinh sạch bằng 

phƣơng pháp sắc ký lọc gel (Size exclusion chromatography, SEC) theo công 

bố của Phan và cộng sự (2017) [75].  

2.2.5. Phƣơng pháp gây đáp ứng miễn dịch trên chuột. 

 Các protein p30 và p54 tái tổ hợp của ASFV tinh sạch và dịch chiết của 

cây thuốc lá không chuyển gen đƣợc sử dụng để đánh giá tính sinh miễn dịch 

trên chuột. Kháng nguyên đƣợc trộn đều với lƣợng tƣơng đƣơng tá dƣợc 

EMULSIGEN®-D (MVP) bằng ống trộn. Chuột cái trắng BALB/C 6 tuần 

tuổi đƣợc cung cấp bởi Phòng thử nghiệm sinh học- Viện công nghệ Sinh học 

đƣợc tiêm dƣới da ba lần, mỗi lần tiêm cách nhau 7 ngày, mỗi con 200 µl 

(bao gồm cả protein và tá dƣợc). Mỗi con chuột đƣợc tiêm với 10 µg kháng 

nguyên tinh sạch 3 lần tại các thời điểm ngày 0, ngày 14, ngày 28. Huyết 

thanh từ máu chuột đƣợc thu vào ngày thứ 7 sau lần tiêm thứ 2 và thứ 3 [75]. 

2.2.6. Đánh giá hiệu giá kháng thể IgG đặc hiệu ASFV bằng phản 

ứng Elisa và Western blot. 

 Hiệu giá kháng thể IgG đặc hiệu p30 và p54 ASFV đƣợc sản sinh từ 

các con chuột sau khi gây đáp ứng miễn dịch đƣợc đánh giá bằng phản ứng 

ELISA theo quy trình nhƣ sau:  

 Đĩa microtiter (ImmunoPlate Maxisorp, Nalgen  Nunc International, 

Roskilde, Denmark) đƣợc phủ với virus ASF và ủ qua đêm ở 4
o
C. Đĩa đƣợc 

phủ trong dung dịch PBS1X có chứa sữa tách béo 5% (100µl) trong 2giờ. Sau 
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đó đĩa đƣợc ủ với huyết thanh của chuột với độ pha loãng 1:1000 trong dung 

dịch PBS có 5% sữa trong 2 h. Rửa đĩa 5 lần với PBS 1X chứa 0.1% 

Tween20. Đĩa đƣợc ủ với kháng thể anti-mouse IgG có gắn HRP (horseradish 

Peroxidase) với độ pha loãng 500 lần trong 2 giờ. Đĩa đƣợc rửa bằng dung 

dịch PBS 1X 5 lần. Tín hiệu đƣợc phát hiện sử dụng dung dịch có chứa cơ 

chất 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) trong 15 phút. Sản phẩm phản ứng 

cho màu xanh, sau đó cố định màu bằng HCl 1N, màu vàng của phản ứng 

đƣợc đo ở bƣớc sóng 450 nm. 

 Hiệu giá kháng thể IgG đặc hiệu p30 và p54 ASFV đƣợc sản sinh từ 

các con chuột sau khi gây đáp ứng miễn dịch đƣợc đánh giá bằng phản ứng 

Western blot theo quy trình nhƣ sau: 

 Virus, kháng nguyên tinh sạch bằng SEC đƣợc load vào mỗi giếng và 

phân tách trên gel SDS-PAGE. Virus, kháng nguyên đƣợc chuyển lên màng, 

sau đó màng đƣợc khoá bằng bột sữa không béo 5% (w/v) hòa tan trong dung 

dịch đệm PBS  trong 2 giờ. Sau đó, mỗi làn của màng đƣợc tách biệt bằng 

cách cắt và ủ ở nhiệt độ phòng trong 90 phút với độ pha loãng 1: 10 của hỗn 

hợp huyết thanh từ chuột của mỗi nhóm sau lần tiêm thứ nhất và thứ hai. Tiếp 

theo, các màng đƣợc ủ với anti-mouse IgG HRP trong 1 giờ ở nhiệt độ phòng. 

Các tín hiệu cụ thể đƣợc phát hiện bằng cách ủ màng với 3,3-

diaminobenzidine (DAB, Thermo Science Pierce) hòa tan trong 0,05 M Tris 

hay HCl và 0,04% hydro peroxide trong 10 phút trong bóng tối. 

2.2.7. Phƣơng pháp xử lí thống kê 

 Phân tích thống kê cho ELISA đƣợc tiến hành sử dụng phần mềm 

Sigma Plot. Sự sai khác giữa giá trị trung bình đƣợc biểu diễn X±SD. Giá trị 

P<0.05 đƣợc xác định là sai khác có ý nghĩa thống kê. 
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Chƣơng 3: KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Thiết kế các dạng cấu trúc vector biểu hiện mang gen mã hóa 

hai kháng nguyên p30 và p54 ASFV của các chủng virus ASFV đang lƣu 

hành ở Việt Nam dung hợp với các motif khác nhau và tạo chủng 

Agrobacterium mang vector tƣơng ứng 

3.1.1. Thu thập thông tin, tối ƣu mã biểu hiện của gen mã hoá 

protein p30 và p54 của ASFV từ các chủng virus ASFV đang lƣu hành ở 

Việt Nam và tổng hợp nhân tạo các trình tự gen trên 

 Sau khi thu thập dữ liệu trên Ngân hàng GenBank NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), chúng tôi đã tìm đƣợc 01 trình tự của các gen 

mã hóa protein p54 từ chủng ASFV (VNUATB-ASF1/Vietnam2019) và 02 

trình tự của các gen mã hóa protein p30, p54 của chủng ASFV (VNUAHY-

ASF1/Vietnam2019) đƣợc phân lập tại Việt Nam. Do vậy, các trình tự của 

các gen mã hóa protein từ chủng VNUAHY-ASF1/Vietnam2019 đã đƣợc lựa 

chọn để làm đối tƣợng nghiên cứu. Mã số truy cập Genbank của các trình tự 

gen mã hóa các protein của chủng ASF virus (VNUA/HY-ASF1) lần lƣợt là: 

p30 (MK757460), p54 (MK554697). 

>p30 

ATGGATTTTATTTTAAATATATCCATGAAAATGGAGGTCATCTTCAAAACGG

ATTTAAGATCATCTTCACAAGTTGTGTTTCATGCGGGTAGCCTGTATAATTG

GTTTTCTGTTGAGATTATCAATAGCGGTAGAATTGTTACGACCGCTATAAAA

ACATTGCTTAGTACTGTTAAGTATGATATTGTGAAATCTGCTCGTATATATG

CAGGGCAAGGGTATACTGAACATCAGGCTCAAGAAGAATGGAATATGATTCT

GCATGTGCTGTTTGAAGAGGAGACGGAATCCTCAGCATCTTCGGAGAACATT

CATGAAAAAAATGATAATGAAACCAATGAATGCACATCCTCCTTTGAAACGT

TGTTTGAGCAAGAGCCCTCATCGGAGGTACCTAAAGACTCCAAGCTGTATAT

GCTTGCACAAAAGACTGTGCAACATATTGAACAATATGGAAAGGCACCTGAT

TTTAACAAGGTTATTAGAGCACATAATTTTATTCAAACCATTTATGGAACCC

CTCTAAAGGAAGAAGAAAAAGAGGTGGTAAGACTCATGGTTATTAAACTTTT

AAAAAAAAAAGGCCGGGGCCGGTTTTATCCATCATATCATTCAACACCACAA

CGTCCATAA 

 



31 

 

>p54 

ATGGATTCTGAATTTTTTCAACCGGTTTATCCGCGGCATTATGGTGAGTGTT

TGTCACCAGTCACTACACCAAGCTTCTTCTCCACACATATGTATACTATTCT

CATTGCTATCGTGGTCTTAGTCATCATTATCATCGTTCTAATCTATCTATTC

TCTTCAAGAAAGAAAAAAGCTGCTGCTATTGAGGAGGAAGATATACAGTTTA

TAAATCCTTATCAAGATCAGCAGTGGGTAGAAGTCACTCCACAACCAGGTAC

CTCTAAACCAGCTGGAGCGACTACAGCAAGTGTAGGCAAGCCAGTCACGGGC

AGACCGGCAACAAACAGACCAGCAACAAACAAACCAGTTACGGACAACCCAG

TTACGGACAGACTAGTCATGGCAACTGGCGGGCCGGCGGCCGCACCTGCGGC

CGCGAGTGCTCCTGCTCATCCGGCTGAGCCTTACACGACAGTCACTACTCAG

AACACTGCTTCACAAACAATGTCGGCTATTGAAAATTTACGACAAAGAAACA

CCTATACGCATAAAGACCTAGAAAACTCCTTGGGCCGGGGCCGGTTTTATCC

ATCATATCATTCAACACCACAACGTCCATAA 

 Để định hƣớng cho việc biểu hiện protein tái tổ hợp trong nội bào tạo 

điều kiện thuận lợi cho tách chiết và thu protein tái tổ hợp từ lá cây, đoạn gen 

75 bp mã hóa cho peptit tín hiệu của gen LeB4 (mã hóa cho protein legumin 

type B ở cây đậu răng ngựa Vicia faba) đã đƣợc thay thế các tín hiệu trên gen 

p30 và p54.   

 Các protein từ các sinh vật khác nhau có bộ mã đặc thù khác nhau. Vì 

vậy để biểu hiện tốt trong cây, bộ mã của gen đã đƣợc cải biến. Để tối ƣu mã 

sao cho thích hợp với mô hình sản xuất protein đặc trƣng của thực vật, căn cứ 

vào bảng tần suất sử dụng các codon ở thực vật trên ngân hàng dữ liệu mã di 

truyền Codon Usage Database (http://www.kazusa.or.jp/codon/index.html) 

kết hợp với việc sử dụng phần mềm Codon Optimization 2.0, chúng tôi đã 

loại bỏ và thay thế các codon hiếm trong các gen mã hóa protein p30, p54. 

Bên cạnh đó, trình tự ATTTA đƣợc cho là gây bất ổn cho quá trình phiên mã 

cũng đƣợc loại bỏ. Để thuận tiện cho việc cắt và nối ghép gen trong quá trình 

thiết kế vector chuyển gen vào hệ thống biểu hiện trên thực vật, các vị trí 

nhận biết của enzyme cắt giới hạn BamHI, PspOMI đƣợc thêm vào đầu 5’ và 

3’ của gen p54 và p30. Việc đổi mã đƣợc thực hiện dựa trên cơ sở các bộ mã 

thay đổi sao cho phù hợp với hệ thống biểu hiện ở thực vật nhƣng không làm 

thay đổi trình tự của axit amin. Trình tự gen p54 và p30 đã đổi mã và thiết kế 

thêm các điểm cắt của enzyme hạn chế.  
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 Dƣới đây là trình tự p30 sau khi tối ƣu mã biểu hiện trên cây thuốc lá 

Nicotiana benthamiana.  

>p30 optimized 

ATGGATTTTATTCTTAATATTTCTATGAAGATGGAGGTTATTTTTAAGACAG

ATCTTAGGTCTTCTTCTCAAGTTGTGTTCCACGCTGGATCTTTGTACAATTG

GTTTTCTGTTGAGATTATTAATTCTGGTAGGATTGTTACTACTGCTATTAAG

ACTCTTCTTTCTACTGTTAAGTATGACATCGTGAAGTCTGCTAGGATCTACG

CTGGTCAAGGTTACACTGAGCATCAAGCTCAAGAAGAGTGGAACATGATCCT

TCACGTGTTGTTCGAGGAGGAGACTGAGTCTTCTGCTTCATCTGAGAATATT

CACGAGAAGAACGACAACGAGACTAACGAGTGTACTTCTTCTTTCGAGACAT

TGTTCGAGCAAGAACCTTCATCAGAGGTGCCTAAGGACTCAAAACTTTACAT

GTTGGCTCAGAAGACAGTGCAGCACATCGAGCAGTATGGTAAGGCTCCAGAT

TTCAATAAGGTGATTAGGGCTCATAATTTCATTCAAACAATCTACGGTACAC

CATTGAAGGAGGAGGAGAAGGAGGTGGTGAGGTTGATGGTGATTAAACTTTT

GAAGAAGAAGGGAAGGGGAAGGTTTTACCCTTCATACCACTCTACTCCACAG

AGGCCTTGA 

 Hình ảnh so sánh trình tự nucleotide p30 trƣớc (p30 original) và sau khi 

tối ƣu mã biểu hiện (p30 optimized) ở cây thuốc lá Nicotiana benthamiana 

(xem hình 3.1) sao cho phù hợp với hệ thống biểu hiện và thuận lợi cho việc 

thiết kế vector nhƣng không làm thay đổi bất kì một trình tự axit amin nào. 
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Hình 3.1: Kết quả so sánh trình tự gen mã hóa p30 trƣớc và sau khi tối ƣu mã 

biểu hiện ở thuốc lá bằng phần mềm Bioedit 

 Sau khi tối ƣu mã biểu hiện ở thực vật, chúng tôi tiến hành so sánh 

trình tự amino axit của protein p30 trƣớc và sau khi tối ƣu mã biểu hiện ở cây 

thuốc lá Nicotiana benthamiana (xem hình 3.2). Kết quả cho thấy rằng có sự 

tƣơng đồng 100% giữa trình tự axit amin của protein p30 trƣớc và sau khi đổi 

mã. 

 

Hình 3.2: Kết quả so sánh trình tự axit amin của protein kháng nguyên p30 

trƣớc và sau khi tối ƣu mã biểu hiện ở thuốc lá bằng phần mềm Bioedit 

 Dƣới đây là trình tự mã hóa cho protein kháng nguyên p54 sau khi tối 

ƣu mã biểu hiện trên cây thuốc lá Nicotiana benthamiana.  

>p54 optimized 

ATGGATTCTGAGTTCTTCCAGCCAGTTTACCCTAGGCACTACGGTGAGTGCT

TGTCTCCAGTGACTACTCCATCTTTTTTTTCTACTCATATGTATACTATTTT

GATTGCTATTGTTGTTCTTGTTATTATTATTATTGTTCTTATTTACTTGTTT

TCTTCTAGGAAGAAGAAGGCTGCTGCTATCGAGGAGGAGGACATTCAGTTCA

TCAATCCTTACCAAGATCAGCAATGGGTGGAAGTGACTCCACAGCCGGGTAC

TTCTAAGCCAGCTGGAGCAACTACAGCATCTGTGGGAAAGCCAGTGACTGGT

AGGCCAGCAACTAATAGACCAGCTACTAACAAGCCAGTTACAGACAACCCAG

TTACTGATAGACTTGTTATGGCTACTGGAGGACCAGCTGCAGCACCAGCTGC

TGCTTCTGCACCAGCTCACCCAGCTGAGCCTTACACTACTGTGACAACTCAA
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AATACAGCATCTCAGACTATGTCTGCAATTGAAAATCTTAGACAAAGAAATA

CATATACACACAAGGACTTGGAGAACTCTTTGGGTAGGGGTAGGTTCTACCC

TTCTTACCACTCTACTCCACAGAGGCCATGA 

 Hình ảnh so sánh trình tự nucleotide p54 trƣớc (p54 original) và sau khi 

tối ƣu mã biểu hiện (p54 optimized) ở cây thuốc lá Nicotiana benthamiana 

(xem hình 3.3) sao cho phù hợp với hệ thống biểu hiện và thuận lợi cho việc 

thiết kế vector nhƣng không làm thay đổi bất kì một trình tự axit amin nào. 

 

Hình 3.3: Kết quả so sánh trình tự gen mã hóa p54 trƣớc và sau khi tối ƣu mã 

biểu hiện ở thuốc lá bằng phần mềm Bioedit 

 Sau khi tối ƣu mã biểu hiện ở thực vật tiến hành so sánh trình tự amino 

axit của protein p54 trƣớc và sau khi tối ƣu mã biểu hiện ở cây thuốc lá 

Nicotiana benthamiana (xem hình 3.4). Kết quả cho thấy rằng có sự tƣơng 

đồng 100% giữa trình tự axit amin của protein p54 trƣớc và sau khi đổi mã. 
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Hình 3.4: Kết quả so sánh trình tự axit amin của protein kháng nguyên p54 

trƣớc và sau khi tối ƣu mã biểu hiện ở thuốc lá bằng phần mềm Bioedit  

 Các trình tự gen mã hóa protein kháng nguyên p30, p54 đã đổi mã đƣợc 

đặt tổng hợp nhân tạo tại công ty Genewiz (USA) và đƣợc nhân dòng trong 

vector pUC57. 

3.1.2. Thiết kế các dạng cấu trúc vector biểu hiện mang gen mã 

hóa các kháng nguyên p30 và p54 ASFV dung hợp với các motif khác 

nhau và tạo chủng Agrobacterium mang vector tƣơng ứng 

3.1.2.1. Thiết kế các vector biểu hiện mang gen mã hóa kháng nguyên 

p30 ASFV 

 Đầu tiên, đoạn gen p30 đƣợc khuyếch đại bằng cặp mồi đặc hiệu, sản 

phẩm PCR và vector pRTRA tiếp đó đƣợc cắt bởi hai enzyme giới hạn 

BamHI vad PspOMI. Sản phẩm cắt sau đó đƣợc tinh sạch và gen p30 đƣợc 

nối dƣới sự xúc tác của enzyme T4  DNA ligase để tạo thành các plasmid tái 

tổ hợp (pRTRA-p30-pII và pRTRA-p30-pII-tp). Hình 3.5 là kết quả điện di 

sản phẩm của phản ứng Colony PCR sử dụng cặp mồi 35S-F/R, các dòng 

khuẩn E. coli 10G xuất hiện băng vạch có kích thƣớc khoảng hơn 1000 bp 

(bằng kích thƣớc của đoạn gen p30 + 500 bp), điều này là đúng với tính toán 

lý thuyết. Các đoạn gen mã hóa cho protein p30 và p54 đƣợc gắn với các 

motif có chứa pII và pII-tp mục đích để tạo các dạng protein trimer, oligomer. 

Qua quá trình nhân dòng trong vi khuẩn E. coli 10G, chọn ra đƣợc hai dòng 

dƣơng tính để xác định trình tự gen p30-pII và p30-pII-tp. Kết quả xác định 

và phân tích trình tự cho thấy, chúng tôi đã thiết kế thành công hai vector tách 

dòng tái tổ hợp  

pRTRA_35S_LeB4SP_His_BamHI_p30_PspOMI_pII_Cmyc_KDEL và 

pRTRA_35S_LeB4SP_His_BamHI_p30_PspOMI_pII_tp_Cmyc_KDEL 
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chứa lần lƣợt gen p30 có trình tự giống nhƣ lý thuyết.  

 Ngoài ra, để kiểm tra sự hiện diện của các plasmid tái tổ hợp trong các 

dòng khuẩn, các plasmid đƣợc cắt kiểm tra bằng enzyme giới hạn BamHI và 

PspOMI. Kết quả điện di ở hình 3.6 cho thấy các plasmid tái tổ hợp pRTRA 

đƣợc kiểm tra cắt bằng enzyme BamHI và PspOMI cho các băng vạch trùng 

với kích thƣớc tính toán lý thuyết của pRTRA-pII và pRTRA-pIItp là khoảng 

xấp xỉ 4700 bp, gen p30 là xấp xỉ 600 bp.  

 Nhƣ vậy, từ kết quả kiểm tra phản ứng colony PCR và cắt bằng enzyme 

giới hạn đều cho các băng vạch theo đúng kích thƣớc. Qua đó có thể khẳng 

định đã thiết kế thành công vector pRTRA mã hóa kháng nguyên p30 dạng 

trimer (GCN4pII) hoặc dạng oligomer (GCN4pII-tp) và vector này đã đƣợc 

biến nạp thành công vào khuẩn E. coli 10G. Sơ đồ của hai vector tách dòng 

pRTRA đề cập ở trên đƣợc thể hiện qua hình 3.7. 

 

Hình 3.5: Kết quả điện di sản phẩm PCR từ khuẩn lạc tế bào E. Coli đƣợc 

biến nạp với sản phẩm ghép nối các cấu trúc: pRTRA-p30-pII và pRTRA-

p30-pII-tp 
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Hình 3.6: Kết quả kiểm tra các dòng đã chọn của cấu trúc pRTRA-p30-pII và 

pRTRA-p30-pII-tp bằng enzyme giới hạn BamHI và PspOMI. 

 

Hình 3.7: Sơ đồ vector tách dòng pRTRA mang gen mã hóa protein p30 dạng 

trimer và oligomer 

 Những dòng dƣơng tính đƣợc chọn từ bƣớc trên sẽ đƣợc nuôi trong LB 

lỏng bổ sung Carbe 50 mg/ml và tách chiết plasmid. Các plasmid sẽ đƣợc tinh 

sạch, xử lý với enzyme HindIII rồi tinh sạch bằng điện di thôi gel để thu 

cassette phục vụ mục đích gắn vào vector chuyển gene pCB301 (do ADT 

cung cấp). Kết quả điện di thôi gel đƣợc thể hiện trên hình. Băng đƣợc chọn 

là băng đƣợc đánh dấu ở bản gel điện di (xem hình 3.8). 
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Hình 3.8: Điện di đồ sản phẩm cắt plasmid pRTRA-p30-pII và pRTRA-p30-

pII-tp bằng HindIII 

 Các phân đoạn DNA có kích thƣớc xấp xỉ 1700 kb đƣợc thu nhận (xem 

hình 3.8) và tinh sạch để chuẩn bị cho phản ứng lai để ghép nối đoạn gen 

vector mở vòng pCB301 đã xử lý với HindIII. Plasmid tái tổ hợp đƣợc tạo ra 

từ phản ứng lai sẽ đƣợc biến nạp vào tế bào khả biến E.coli 10G bằng phƣơng 

pháp sốc nhiệt. Để có thể chọn lọc dòng khuẩn mang vector chứa gen mã hóa 

một trong hai loại protein p30-pII hoặc p30-pII-tp, và có chiều biểu hiện của 

protein đích ngƣợc chiều với chiều biểu hiện của gen mã hóa kháng sinh chọn 

lọc thì thực hiện colony PCR (sử dụng cặp mồi 35S-F/R) và cắt plasmid mang 

gen mã hóa p30 của từng cấu trúc với enzyme giới hạn NotI. 

 Kết quả điện di kiểm tra trên gel agarose 1% (xem hình 3.9A) cho các 

vạch băng sáng, rõ, có kích thƣớc xấp xỉ 1000 bp trùng với kích thƣớc tính 

toán theo lý thuyết. Hình 3.9B là kết quả điện di kiểm tra các dòng khuẩn lạc 

mang vector tái tổ hợp pCB301 bằng cách xử lý với enzyme NotI đều cho các 

băng vạch trùng với kích thƣớc tính toán lý thuyết là khoảng 1600 bp và  và 

5500 bp.Các dòng đƣợc lựa chọn để biến nạp tiếp vào A. tumefacines do có 

chiều biểu hiện của gen mã hóa kháng nguyên p30 ngƣợc chiều với chiều biểu 

hiện của gen mã hóa kháng sinh chọn lọc. Chứng tỏ đã thiết kế thành công 

vector chuyển gen thực vật mang gen mã hóa kháng nguyên p30. Sơ đồ cấu 

trúc vector biểu hiện thiết kế thành công đƣợc minh họa ở hình 3.10. 
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Hình 3.9: Kết quả điện di sản phẩm PCR khuẩn lạc tế bào E. Coli đƣợc biến 

nạp với sản phẩm ghép nối các cấu trúc p30 trong pCB301 (A) và cắt enzyme 

giới hạn NotI chọn dòng đảo chiều (B) 

 

Hình 3.10: Sơ đồ vector biểu hiện pCB301 mang gen mã hóa protein p30 

 Những dòng đƣợc chọn ở bƣớc trên sẽ đƣợc tinh sạch rồi biến nạp vào 

A. tumefaciens AGL1 bằng phƣơng pháp xung điện rồi đƣợc nuôi trên LB đặc 

bổ sung carbe 50 mg/l, kana 50 mg/l và rifa 25 mg/l qua đêm để hình thành 

các khuẩn lạc trắng. Tiêu chí chọn khuẩn lạc là các khuẩn lạc mọc riêng rẽ, 

tròn, đều, không có khuẩn lạc vệ tinh nhỏ bao quanh. Kiểm tra cấu trúc 

plasmid bên trong có mang gen đích bằng colony-PCR với mồi 35S-F và 35S-
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R. Kết quả colony-PCR trong AGL1 đƣợc thể hiện trên hình 3.11. Giữ chủng 

trong AGL1 dòng 1 (đối với cả 2 cấu trúc p30-pII và p30-pII-tp) để thực hiện 

thí nghiệm biến nạp khuẩn mang cấu trúc gen mã hóa protein p30 vào cây 

thuốc lá. 

 

Hình 3.11: Kết quả điện di sản phẩm PCR khuẩn lạc các cấu trúc p30 trong 

AGL1 

3.1.2.2. Thiết kế các vector biểu hiện mang gen mã hóa kháng nguyên 

p54 ASFV 

 Tƣơng tự với cách tạo vector tách dòng mang gen mã hóa protein p30, 

sản phẩm PCR gen p54 và vector pRTRA đƣợc cắt bởi hai enzyme giới hạn 

BamHI và PspOMI. Sản phẩm PCR đƣợc tinh sạch và gắn kết dƣới sự xúc tác 

của enzyme T4 DNA ligase để tạo thành các vector (pRTRA-p54-pII và 

pRTRA-p54-pII-tp). Qua quá trình nhân dòng trong vi khuẩn E. coli 10G, 

chúng tôi đã chọn ra đƣợc hai dòng dƣơng tính để xác định trình tự gen p54-

pII và p54-pII-tp.  

 Qua kết quả trên bản điện di và phân tích trình tự cho thấy, đề tài đã 

thiết kế thành công hai vector  

pRTRA_35S_LeB4SP_His_BamHI_p54_PspOMI_pII_Cmyc_KDEL và 

pRTRA_35S_LeB4SP_His_BamHI_p54_PspOMI_pII_tp_Cmyc_KDEL 

chứa gen p54 có trình tự giống nhƣ lý thuyết. Kết quả colony-PCR đƣợc thể 

hiện trên hình 3.12A. Kích thƣớc đoạn DNA đƣợc khuếch đại của tất cả các 

khuẩn lạc đƣợc lựa chọn sẽ xấp xỉ 1000 bp phù hợp với tính toán lý thuyết 
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ban đầu. Băng điện di sáng rõ chứng tỏ lƣợng DNA đủ lớn để phục vụ các thí 

nghiệm tiếp theo. Ngoài ra, để kiểm tra sự hiện diện của các plasmid tái tổ 

hợp trong các dòng khuẩn, các plasmid đƣợc cắt kiểm tra bằng enzyme giới 

hạn BamHI và PspOMI. Kết quả điện di ở hình 3.12B cho thấy các plasmid 

tái tổ hợp pRTRA đƣợc kiểm tra cắt bằng enzyme BamHI và PspOMI cho các 

băng vạch trùng với kích thƣớc tính toán lý thuyết của pRTRA-pII và 

pRTRA-pIItp là khoảng xấp xỉ 4700 bp, gen p54 là xấp xỉ 500 bp. 

 Nhƣ vậy, từ kết quả kiểm tra phản ứng colony PCR và cắt bằng enzyme 

giới hạn đều cho các băng vạch theo đúng tính toán lý thuyết. Qua đó có thể 

khẳng định đã thiết kế thành công vector pRTRA mã hóa kháng nguyên p54 

dạng trimer (GCN4pII) hoặc dạng oligomer (GCN4pII-tp) và vector này đã 

đƣợc biến nạp thành công vào khuẩn E. coli G10. Sơ đồ của hai vector tách 

dòng pRTRA đề cập ở trên đƣợc thể hiện qua hình 3.13. 

 

Hình 3.12: Kết quả điện di sản phẩm PCR từ khuẩn lạc tế bào E. Coli đƣợc 

biến nạp với sản phẩm ghép nối các cấu trúc: pRTRA-p54-pII và pRTRA-

p54-pII-tp và cắt enzyme giới hạn bằng BamHI và PspOMI (B) 
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Hình 3.13: Sơ đồ vector tách dòng pRTRA mang gen mã hóa protein p54 

dạng trimer và oligomer 

 Dòng pRTRA-p54-pII (1) và pRTRA-p54-pII-tp (2) sẽ nuôi trong LB 

lỏng bổ sung carbe 50 mg/ml và tách chiết plasmid. Các plasmid sẽ đƣợc tinh 

sạch, xử lý với HindIII rồi tinh sạch bằng điện di thôi gel để thu băng có kích 

thƣớc khoảng 1,5 kb  phục vụ mục đích gắn vào vector chuyển gene pCB301. 

Kết quả điện di thôi gel đƣợc thể hiện trên hình 3.14.  

 

Hình 3.14: Điện di đồ sản phẩm cắt plasmid pRTRA-p54-pII và pRTRA-p54-

pII-tp bằng HindIII  

 Băng điện di 1,5 kb sau khi xử lí với HindIII sẽ đƣợc tinh sạch và lai 
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với vector pCB301. Plasmid tái tổ hợp đƣợc tạo ra từ phản ứng lai sẽ đƣợc 

biến nạp vào tế bào khả biến E.coli 10G. Chọn lọc dòng khuẩn chứa vector 

pCB301 và gen p54 bằng colony-PCR (xem hình 3.15A). Chọn dòng khuẩn 

mang vector chứa gen mã hóa một trong hai loại protein p54-pII hoặc p54-

pII-tp, và có chiều biểu hiện của protein đích ngƣợc chiều với chiều biểu hiện 

của gen mã hóa kháng sinh chọn lọc, chúng tôi thực hiện cắt plasmid mang 

gen mã hóa p54 của từng cấu trúc với enzyme giới hạn NotI. Hình 3.15B là 

kết quả điện di kiểm tra các dòng khuẩn lạc mang vector tái tổ hợp pCB301 

bằng cách xử lý với enzyme NotI đều cho các băng vạch trùng với kích thƣớc 

tính toán lý thuyết là xấp xỉ 1500 bp và  và 5500 bp.  

 Các dòng đƣợc lựa chọn để biến nạp tiếp vào A. tumefacines do có 

chiều biểu hiện của gen mã hóa kháng nguyên p54 ngƣợc chiều với chiều biểu 

hiện của gen mã hóa kháng sinh chọn lọc. Chứng tỏ đã thiết kế thành công 

vector chuyển gen thực vật mang gen mã hóa kháng nguyên p54. Sơ đồ cấu 

trúc vector biểu hiện thiết kế thành công đƣợc minh họa ở hình 3.16 

 

Hình 3.15: Kết quả điện di sản phẩm PCR khuẩn lạc tế bào E. Coli đƣợc biến 

nạp với sản phẩm ghép nối các cấu trúc p54 trong pCB301 (A) và cắt enzyme 

giới hạn NotI chọn dòng đảo chiều (B) 
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Hình 3.16: Sơ đồ vector biểu hiện pCB301 mang gen mã hóa protein p54  

 Chủng pCB301-p54-pII (1) và pCB301-p54-pII-tp (1) đƣợc chọn ở 

bƣớc trên sẽ đƣợc tinh sạch rồi biến nạp vào A. tumefaciens AGL1 rồi đƣợc 

nuôi trên LB đặc bổ sung 50 mg/l carbe, 50 mg/l kana và 25 mg/l rifa qua 

đêm để hình thành các khuẩn lạc. Kết quả colony-PCR trong AGL1 đƣợc thể 

hiện trên hình 3.17.  

 

Hình 3.17: Kết quả điện di sản phẩm PCR khuẩn lạc các cấu trúc p54 trong 

AGL1 
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3.2. Biểu hiện tạm thời protein tái tổ hợp ASFV p30, p54 trên cây 

thuốc lá Nicotiana benthamiana 

3.2.1. Chuẩn bị cây thuốc lá Nicotiana benthamiana 

 Thuốc lá Nicotiana benthamiana là loài cây trồng ôn đới đƣợc sử dụng 

rộng rãi trong thực vật học và là nền tảng quan trọng trong nghiên cứu bệnh 

học virus, sản xuất protein tái tổ hợp ở quy mô thí nghiệm hoặc công 

nghiệp… Tuy nhiên Nicotiana benthamiana nhạy cảm với nhiều loại tác nhân 

gây bệnh thực vật khác chẳng hạn nhƣ các virus Tobacco mosaic virus, 

Cucumber mosaic virus, Tobacco leaf curl virus,  vi khuẩn, nấm,… cộng với 

thời tiết khí hậu nhiệt đới ẩm gió mùa tại Việt Nam khiến việc kiểm soát mầm 

bệnh khi trồng cây thuốc lá trong bầu đất gặp nhiều khó khăn.  Cây sau biến 

nạp đƣợc trồng trong hệ thống buồng sinh trƣởng với các nhiệt độ, độ ẩm tối 

ƣu khi trồng trong đất vẫn đối mặt với mầm bệnh. Một hệ thống giàn nuôi cây 

thủy canh đƣợc đặt trong buồng sinh trƣởng với độ ẩm 75%, nhiệt độ 22
o 
C và 

hệ thống lƣu thông gió luân hồi sẽ tạo sự đồng đều trong quá trình chăm sóc 

và phát triển của cây, dễ dàng tăng quy mô cũng nhƣ thao tác thí nghiệm 

nhanh gọn. Bởi vậy việc thiết kế và thi công hệ thống thủy canh cho cây thuốc 

lá sẽ giúp giải quyết những vấn đề khó khăn trong việc trồng Nicotiana 

benthamiana mô hình thí nghiệm ở Việt Nam. Hạt thuốc lá Nicotiana 

benthamiana sau khi đƣợc khử trùng sẽ đƣợc rắc trên môi trƣờng MS đặc 

trong bình tam giác, nuôi ở điều kiện in vivo (Xem hình 3.18A). Sau 7 đến 10 

ngày, cây cao khoảng 0,5cm, ra 2 lá và có rễ (xem hình 3.18B), cắt cây (bỏ rễ 

cũ) chuyển sang bình mới (xem hình 3.18C). Cây sau khi đƣợc cấy chuyển 7 

đến 10 ngày đủ điều kiện ra rễ tốt và cao khoảng 3cm là đạt chuẩn để chuyển 

từ in vivo vào trồng trong hệ thống giàn nuôi thủy canh (xem hình 3.18D). 

Sau 7 tuần tính từ lúc rắc hạt trong bình in vivo, cây phát triển toàn diện, các 

lá cây có diện tích khá to (chiều dài các lá chính dao động từ 10-15 cm), 

khoảng cách giữa các đốt lá khá xa nhau (dao động 5-6 cm) nhƣ quan sát 

đƣợc ở hình 3.19.  
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Hình 3.18: Kết quả gieo và nhân nhanh cây thuốc lá Nicotiana benthamiana 

in vitro từ hạt. A: Gieo hạt thuốc lá Nicotiana benthamiana vào môi trƣờng in 

vitro. B: Cây thuốc lá Nicotiana benthamiana mới nảy mầm sau khi gieo hạt  

7-10 ngày. C: Cây đƣợc cấy chuyển sang bình môi trƣờng mới. D: Cây thuốc 

lá Nicotiana benthamiana 7-10 ngày cấy chuyển, chuẩn bị nuôi thủy canh. 

 

Hình 3.19: Cây thuốc lá trồng thuỷ canh 5 (A),6 (B),7 (C), tuần tuổi. 

Cây thuốc lá trong phòng sinh trƣởng thủy canh (D). 

3.2.2. Đánh giá khả năng biểu hiện tạm thời của protein tái tổ hợp 

ASFV p30, p54 trên cây thuốc lá Nicotiana benthamiana 

Sơ đồ cassette biểu hiện ở thực vật mang gen mã hóa kháng nguyên gắn 

GCN4pII hoặc GCN4pII-tp đƣợc thể hiện ở hình 3.20. 
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Hình 3.20: Sơ đồ cassette biểu hiện mang gen mã hóa protein tái tổ hợp p30, 

p54 trong thực vật.  

3.2.2.1. Đánh giá khả năng biểu hiện tạm thời của protein tái tổ hợp 

ASFV p30 trên cây thuốc lá Nicotiana benthamiana 

 Trong luận văn này, sự biểu hiện tạm thời của protein p30 đƣợc đánh 

giá bằng phản ứng Western blot sử dụng kháng thể his-tag. Toàn bộ trình tự 

protein p30 đã đƣợc thiết kế và biểu hiện thành công ở cả hai dạng trimer 

(p30-pII) và oligomer (p30-pII-tp) trên thuốc lá bằng agroinfiltration (xem 

hình 3.22A). Mức độ biểu hiện của các protein p30-pII-tp và p30-pII tái tổ 

hợp trong thực vật đƣợc tính toán dựa vào độ đậm, nhạt của các băng vạch khi 

phân tích bằng phần mềm ImageJ. Mức độ biểu hiện của hai protein này là 

tƣơng đối giống nhau, tuy nhiên p30-pII-tp có các băng từ 70 kDa trở lên đậm 

hơn một chút. Cả hai cấu trúc đều đã đƣợc biểu hiện trên số lƣợng lớn 19 cây 

thuốc lá thu 213,5 g lá sau 6 ngày (đối với p30-pII) và 160 cây thuốc lá thu 

1540 g lá sau 6 ngày (đối với p30-pII-tp). Theo tính toán lý thuyết, kích thƣớc 

protein kháng nguyên p30 tái tổ hợp ở dạng monomer là 30 kDa, kích thƣớc 

thực tế thu đƣợc là khoảng 38 kDa, hơn nữa trên hình 3.22B có những băng 

vạch có kích thƣớc 70, 100,...kDa. Điều này có thể đƣợc giải thích là do trên 

protein p30 có các vị trí N-glycosylation điều này làm ảnh hƣởng đến sự di 

chuyển của protein trong quá trình điện di. 
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Hình 3.21: Sơ đồ lựa chọn vùng kháng nguyên p30 cho thiết kế và biểu hiện ở 

thực vật 

 

Hình 3.22: Hình ảnh Western blot đánh giá sự biểu hiện kháng nguyên p30 

trong lá thuốc lá 

3.2.2.2. Đánh giá khả năng biểu hiện tạm thời của protein tái tổ hợp 

ASFV p54 trên cây thuốc lá Nicotiana benthamiana 

 Trong nghiên cứu này, vùng ectodomain (từ vị trí amino acid 52 – 181) 

của kháng nguyên p54 (khoảng 13,8 kDa) đã đƣợc lựa chọn để thiết kế cấu 

trúc biểu hiện (xem hình 3.23). Kết quả đánh giá sự biểu hiện bằng Western 

blot cho thấy, các kháng nguyên p54-pII và p54-pII-tp đều đã đƣợc biểu hiện 

thành công trên thuốc lá biến nạp. Trong đó, kháng nguyên p54-pII có sự biểu 

hiện kém hơn p54-pII-tp với hai phân đoạn dimer và trimer đƣợc quan sát 

thấy trên bản Western blot. Trong khi đó, kháng nguyên p54-pII-tp có sự biểu 

hiện mạnh hơn thành một vệt dài từ 17 – 170 kDa với các phân đoạn quan sát 

rõ nhất là 17 kDa và 34 kDa (xem hình 3.24). 

 

Hình 3.23: Sơ đồ lựa chọn vùng kháng nguyên p54 (amino acid 52-181) cho 

thiết kế và biểu hiện ở thực vật 
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Hình 3.24: Hình ảnh Western blot đánh giá sự biểu hiện kháng nguyên p54 

trong 1-2 lá thuốc lá 

 Kháng nguyên p54-pII-tp cũng đƣợc lựa chọn để biến nạp vào lƣợng 

lớn 150 cây thuốc lá. Sau 5 ngày thu hoạch đƣợc 1220 g lá, kiểm tra sự biểu 

hiện bằng Western blot và cho kết quả rất tốt ở hình 3.25B. Sau 5 ngày biến 

nạp lá thuốc lá biến nạp vẫn phát triển với một số lá có biểu hiện khảm vàng 

cục bộ (xem hình 3.25A). Đây là biểu hiện bình thƣờng của cây biến nạp bằng 

agroinfiltration. Điều này chứng tỏ kháng nguyên p54 không có độc tính với 

tế bào thuốc lá. 

 

Hình 3.25: A. Hình ảnh lá cây thuốc lá 5 ngày sau khi biến nạp kháng nguyên 

p54 bằng agroinfiltration. B. Hình ảnh Western blot đánh giá sự biểu hiện 

kháng nguyên p54.  

 Phân tích sự biểu hiện p54-pII lƣợng lớn cũng cho thấy có sự biểu hiện 

protein này trên thuốc lá với các băng vạch xuất hiện khoảng 35 và 50 kDa 
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tƣơng đƣơng với dạng dimer và trimer của nó (xem hình 3.26). 

 

Hình 3.26: Hình ảnh Western blot biểu hiện p54-pII trên số lƣợng lớn cây 

thuốc lá 

3.3. Tinh sạch và xác định đặc điểm của các kháng nguyên p30 và 

p54 tái tổ hợp ASFV tiềm năng. 

3.3.1. Tinh sạch và xác định đặc điểm của các kháng nguyên p30 

tái tổ hợp ASFV 

 Để có thể biết xác định đƣợc chức năng và cấu trúc của các protein 

p30-pII-tp đƣợc biểu hiện trong khuôn khổ luận văn, dịch chiết xuất thô của 

mỗi protein p30-pII-tp đã đƣợc sử dụng cho phƣơng pháp tinh sạch bằng sắc 

kí ái lực (IMAC). IMAC là một phƣơng pháp thƣờng đƣợc sử dụng để tinh 

chế các protein tái tổ hợp có chứa motif polyhistidine dựa trên sự tƣơng tác 

đặc hiệu mạnh giữa các axit amin này và các ion kim loại cố định (Co
2
+, 

Ni
2
+, Cu

2
+ và Zn

2
+). Dịch chiết thuốc lá có chứa protein p30-pII-tp sau đó 

đƣợc ủ với Ni-NTA agarose ở điều kiện 4
o
C và khuấy đảo liên tục qua đêm. 

Các protein p30-pII-tp có chứa các đuôi histidine sẽ đƣợc giữ lại một cách đặc 

hiệu trên cột agarose IMAC. Ở các bƣớc rửa và hoà tan protein ra khỏi cột 

IMAC, imidazole với các nồng độ khác nhau đã đƣợc sử dụng để khảo sát. 

Đối với p30pII-tp, nồng độ imidazole 30 mM và 500mM lần lƣợt đƣợc sử 

dụng cho bƣớc rửa và hoà tan protein.  

 Đối với việc tách chiết kháng nguyên p30-pII-tp, đệm chiết đã đƣợc sử 

dụng trong chính là đệm binding buffer có chứa các muối gồm 20 mM 
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sodium phosphate: NaH2PO4, Na2HPO4, 500 mM NaCl, 1mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) đã cho thấy sự hiệu quả trong việc 

tách chiết. Đệm rửa dùng cho tinh sạch có thành phần bao gồm 20 mM 

sodiumphosphate, 500 mM NaCl, 30 mM imidazole, đệm ly giải protein gồm 

20 mM sodiumphosphate, 500 mM NaCl, 500 mM imidazole. 

 Các phân đoạn trong quá trình tinh sạch protein p30-pII-tp bao gồm 

dịch chiết thô, phân đoạn không bám, phân đoạn rửa và phân đoạn chứa 

protein tinh sạch sau khi tinh sạch xong đƣợc đo nồng độ protein bằng 

phƣơng pháp đo Bradford, sau đó kiểm tra sử dụng phƣơng pháp điện di SDS-

PAGE và nhuộm bằng Coomassiblue (xem hình 3.27A). Các protein p30, p54 

đƣợc phát hiện bằng kháng thể anti-histag và kháng thể 2 là anti IgG và phản 

ứng hiện màu bằng (3′-Diaminobenzidine (DAB) có xúc tác bằng hydrogen 

peroxide. Trong Western blot, vị trí của các protein p30pII-tp, p54pII-tp có 

thể đƣợc phát hiện bằng cách sử dụng DAB làm chất nền tạo thành kết tủa 

màu nâu hoặc các băng vạch màu nâu. Kết quả cho thấy rằng, protein p30pII-

tp bám tốt với Ni-aagarose và ở phân đoạn cuối cùng đã thu đƣợc protein 

p30pII-tp tái tổ hợp. Các phân đoạn trong quá trình tinh sạch protein p30pII-

tp tái tổ hợp đồng thời đƣợc kiểm tra bằng Western blot. Kết quả Western blot 

hình 3.27B cho thấy rằng, đã tinh sạch thành công protein p30pII-tp tái tổ hợp 

bằng phƣơng pháp IMAC. 

 

Hình 3.27: Kết quả tinh sạch p30pIItp đƣợc đánh giá bằng SDS-PAGE (A) và 

Western blot (B). RE: dịch chiết thô, FT: dịch chảy qua sau khi ủ với hạt Ni-
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NTA Sepharose,W1, W2: dịch chảy qua sau khi rửa cột với đệm rửa, E: dịch 

rửa giải protein, quá trình rửa giải sẽ đƣợc thực hiện 2 lần kí hiệu lần lƣợt E1, 

E2. BSA và AK65: mẫu đối chứng dƣơng. 

 Sau khi tinh sạch, protein p30 tái tổ hợp thu đƣợc đã đƣợc đƣa vào túi 

thẩm tích trong đệm PBS không chứa NaCl qua đêm ở 4
o
C để loại muối (2,7 

mM KCl; 10 mM Na2HPO4 và 1,8 mM KH2PO4; pH 7,4). Protein tinh sạch 

sau đó đƣợc cô lại bằng cột cô protein (Thermo scientific) trong máy ly tâm 

lạnh ở 4200 vòng/ phút và sau đó đƣợc bổ sung 50% glycerol và bảo quản ở –

20 
0
C cho mục đích sử dụng tiếp theo. 

   

Hình 3.28: Bán định lƣợng nồng độ protein p30-pII-tp sau khi cô đặc 

 Sau khi cô protein p30-pII-tp đã đƣợc bán định lƣợng bằng Western 

blot. Protein p30-pII-tp đƣợc tra vào các giếng theo thể tích lần lƣợt là 5 và 10 

µl cùng với dải của protein chuẩn đã đƣợc định lƣợng trƣớc đó (nồng độ các 

giếng lần lƣợt là 50, 100, 200, 400, 600 ng). Sau đó, protein p30-pII-tp đƣợc 

định lƣợng bằng phần mềm ImageQuant TL 1D v8.2.0. Nồng độ protein p30-

pII-tp thu đƣợc là 160,09 ng/μl (xem hình 3.28). 

 Ngoài ra, qua phân tích bản Western blot cho thấy p30-pII-tp xuất hiện 

dải băng vạch rất đậm 40 và trên 70 kDa. Điều này cho thấy p30 nghiên cứu 

có dạng cấu trúc oligomer hoá. 

 Protein p30-pII-tp đƣợc tinh sạch thông qua sắc kí lọc gel nhƣ kết quả ở 
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hình 3.29. Các protein kháng nguyên p30 nằm trong các phân đoạn từ 11 đến 

29, trong đó hầu hết các protein p30 nằm ở phân đoạn 16 đến 20 là các phân 

đoạn chứa protein tiêu chuẩn có khối lƣợng phân tử cao. Kết quả này chỉ ra 

rằng hầu hết các protein p30 tinh sạch là oligomer. Các protein p30 oligomer 

tinh sạch từ các phân đoạn 16 đến 24 đã đƣợc thu nhận và sau đó đƣợc sử 

dụng cho các thí nghiệm sau. 

 

Hình 3.29: Đặc điểm cấu trúc của các protein p30-pII-tp tinh sạch bởi SEC. 

3.3.2. Tinh sạch và xác định đặc điểm của các kháng nguyên p54 

tái tổ hợp ASFV 

 Đối với việc tách chiết kháng nguyên p54-pII-tp, đệm chiết đã đƣợc sử 

dụng trong tinh sạch chính là đệm binding buffer có chứa các muối sodium 

photsphat bao gồm 20mM sodium phosphate: NaH2PO4, Na2HPO4, 500 mM 

NaCl, 1 mM PMSF, 1% Triton X-100 đã cho thấy sự hiệu quả trong việc tách 

chiết. Đệm rửa dùng cho tinh sạch có thành phần bao gồm 20 mM 

sodiumphosphate, 500 mM NaCl, 10 mM imidazole, đệm ly giải protein gồm 

20 mM sodiumphosphate, 500 mM NaCl, 500 mM imidazole. 

 Các phân đoạn thu đƣợc trong quá trình tinh sạch protein kháng nguyên 

p54-pII-tp bao gồm dịch chiết thô, phân đoạn không bám, phân đoạn rửa và 

phân đoạn chứa protein tinh sạch sau khi tinh sạch xong đƣợc đo nồng độ 

protein bằng phƣơng pháp đo Bradford, sau đó kiểm tra sử dụng phƣơng pháp 

điện di SDS-PAGE và nhuộm bằng Coomassiblue (xem hình 3.30). Kết quả 
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cho thấy rằng, protein p54-pII-tp bám tốt với Ni-agarose và ở phân đoạn cuối 

cùng đã thu đƣợc protein p54-pII-tp tái tổ hợp. Các phân đoạn trong quá trình 

tinh sạch protein p54-pII-tp tái tổ hợp đồng thời đƣợc kiểm tra bằng Western 

blot. Kết quả Western blot cho thấy rằng, đã tinh sạch thành công protein p54-

pII-tp tái tổ hợp bằng phƣơng pháp IMAC. 

 

Hình 3.30: Kết quả tinh sạch protein p54-pII-tp đƣợc đánh giá bằng SDS-

PAGE và Westerb Blot. 

 Sau khi tinh sạch thì protein tái tổ hợp thu đƣợc sẽ đƣợc đƣa vào túi 

thẩm tích trong đệm PBS không chứa NaCl qua đêm ở 4
o
C để loại muối (2,7 

mM KCl; 10 mM Na2HPO4 và 1,8 mM KH2PO4; pH 7,4). Protein tinh sạch 

sau đó sẽ đƣợc cô lại bằng cột cô protein (Thermo scientific) trong máy ly 

tâm lạnh ở 4200 vòng/ phút và sau đó sẽ đƣợc bổ sung 50% glycerol và bảo 

quản ở –20
0
C cho mục đích sử dụng tiếp theo. 

 Sau khi cô protein p54-pII-tp sẽ đƣợc bán định lƣợng bằng Western 

blot. Protein p54pII-tp sẽ đƣợc tra vào các giếng theo thể tích lần lƣợt là 3, 5 

và 10 µl cùng với dải của protein chuẩn đã đƣợc định lƣợng trƣớc đó (nồng 

độ các giếng lần lƣợt là 75, 150, 225, 300, 375 ng). Sau khi hoàn thành 

protein p54-pII-tp sẽ đƣợc định lƣợng bằng phần mềm ImageQuant TL 1D 

v8.2.0. Nồng độ protein thu đƣợc sau khi tinh sạch là 120 ng/µl.Ngoài ra, qua 

phân tích bản Western blot hình 3.31 cho thấy protein p54 xuất hiện dải băng 

vạch rất đậm trên 15 kDa. Điều này cho thấy p54 nghiên cứu có dạng cấu trúc 

oligomer hoá. 
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Hình 3.31: Kết quả bán định lƣợng protein p54-pII-tp bằng Western blot 

 Protein p54-pII-tp đƣợc tinh sạch thông qua sắc ký lọc gel nhƣ biểu 

diễn trong hình 3.32. Các protein p54 nằm trong các phân đoạn từ 11 đến 32, 

trong đó hầu hết các protein p54 nằm ở phân đoạn 17 đến 26 là các phân số 

chứa protein tiêu chuẩn có khối lƣợng phân tử cao. Kết quả này chỉ ra rằng 

hầu hết các protein p54 tinh sạch là oligomer. Các protein p54 oligomer tinh 

sạch từ các phân đoạn 17 đến 26 đã đƣợc thu nhận và sau đó đƣợc sử dụng 

cho các thí nghiệm tiếp theo. 

 

Hình 3.32: Đặc điểm cấu trúc của các protein p54pIItp tinh sạch bởi SEC. 
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3.4. Đánh giá hoạt tính sinh miễn dịch của các kháng nguyên p30 và 

p54 tái tổ hợp ASFV tiềm năng trên chuột thí nghiệm. 

3.4.1. ELISA gián tiếp và Western blot phát hiện kháng thể IgG 

đặc hiệu kháng nguyên p30pIItp/virus trong huyết thanh.  

 Kháng nguyên p30-pII-tp đƣợc kiểm tra khả năng kích thích đáp ứng 

miễn dịch dịch thể (IgG) đặc hiệu virus ASFV/ kháng nguyên p30 trên chuột 

bằng cách tiêm chuột với kháng p30-pII-tp tinh sạch. Nhóm 7 con chuột đƣợc 

tiêm dƣới da với kháng nguyên p30-pII-tp tinh sạch bằng IMAC. Mỗi con 

chuột đƣợc tiêm với 10 µg kháng nguyên tinh sạch 3 lần tại các thời điểm 

ngày 0, ngày 14, ngày 28. Mẫu huyết thanh chuột đƣợc thu sau 7 ngày tiêm 

lần 2 (ngày 21) và lần 3 (ngày 35). Lƣợng kháng thể đặc hiệu virus ASFV tạo 

ra đƣợc kiểm tra bằng ELISA gián tiếp. Virus nhƣợc độc đƣợc sử dụng nhƣ 

kháng nguyên gắn đĩa, kháng thể 1 là huyết thanh thu từ chuột tiêm p30-pII-

tp/PBS (đối chứng âm)/vắc xin ASFV (đối chứng dƣơng) và kháng thể 2 goat 

antimouse gắn HRP. Tƣơng tác đặc hiệu giữa  kháng nguyên kháng thể đƣợc 

nhận biết bằng 1-Step Substrate Solution (Thermo Fisher Scientific, 

Lithuania) có chứa cơ chất enzyme vào và bổ sung 100 µL HCl 1M. Tín hiệu 

màu (vàng) đƣợc đo ở bƣớc sóng OD450. Mỗi mẫu đƣợc lặp lại 3 lần. Phân 

tích T-test đƣợc dùng để so sánh kháng thể tạo ra giữa các nhóm chuột. Kết 

quả cho thấy, nhóm chuột đƣợc gây miễn dịch với p30pII-tp tạo kháng thể 

đặc hiệu với ASFV nhiều hơn đáng kể so với nhóm đối chứng sau cả hai lần 

tiêm thứ 2 và thứ 3 với p<0.05 (xem hình 3.33).  

 

Hình 3.33: Kết quả ELISA gián tiếp đánh giá khả năng gây đáp ứng miễn 

dịch kháng thể đặc hiệu với ASFV trên chuột của kháng nguyên p30pII-tp sau 

2 (A) và 3 (B) lần tiêm với kháng nguyên tinh sạch. *** tƣơng đƣơng p<0.05. 
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 Tính sinh miễn dịch của kháng nguyên p30pII-tp đƣợc kiểm chứng 

băng bằng Western blot (xem hình 3.34). Trong trƣờng hợp kháng nguyên 

dùng để phủ đĩa chính là virus bất hoạt (xem hình 3.34A) thì chƣa có băng 

đặc hiệu kháng nguyên-kháng thể đƣợc phát hiện. Tuy nhiên, nếu thay thế 

kháng nguyên bằng protein tinh sạch bằng sắc ký lọc gel ta có thể quan sát 

thấy một cách dễ dàng ở hình 3.34B băng đặc hiệu kháng nguyên- kháng thể. 

Ở sau lần tiêm thứ 2, băng đặc hiệu này có ở kích thƣớc trên 250 kDa và một 

băng mờ kích thƣớc xấp xỉ 70 kDa. Nhƣng sau 3 lần tiêm, màu sắc các băng 

đặc hiệu kháng nguyên- kháng thể đƣợc thể hiện một cách rất rõ nét. Kết quả 

này cho thấy hai kết luận nhƣ sau: kháng thể đặc hiệu p30-kháng nguyên tinh 

sạch đƣợc nhạy  hơn kháng thể đặc hiệu p30- virus. Tƣơng tự khi đƣợc phát 

hiện bằng ELISA tốt hơn là Western blot. Từ đó, chúng tôi kết luận, p30-pII-

tp có kích thích sinh kháng thể đặc hiệu với virus ASFV trên chuột thí 

nghiệm. 

 

Hình 3.34: Đánh giá tính sinh miễn dịch của kháng nguyên p30pII-tp bằng 

Western blot sau lần tiêm thứ 2 và thứ 3. Sử dụng kháng nguyên là virus bất 

hoạt (A), p30 tinh sạch (B) 
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3.4.2. ELISA gián tiếp và Western blot phát hiện kháng thể IgG 

đặc hiệu kháng nguyên p54pII-tp/virus trong huyết thanh. 

 
 

Hình 3.35: Kết quả ELISA gián tiếp đánh giá khả năng gây đáp ứng miễn 

dịch kháng thể đặc hiệu với ASFV trên chuột của kháng nguyên p54pII-tp sau 

2 (A) và 3 (B) lần tiêm với kháng nguyên tinh sạch. *** tƣơng đƣơng p<0.05. 

 p54 là một trong những kháng nguyên virus đƣợc sử dụng nhiều nhất 

trong nghiên cứu tạo vaccine. Trong nghiên cứu này, p54-pII-tp đƣợc sản xuất 

trên cây thuốc lá Nicotiana benthamiana đƣợc tinh sạch bằng IMAC và kiểm 

tra khả năng sinh miễn dịch trên chuột. Nhóm 7 con chuột đƣợc tiêm dƣới da 

với kháng nguyên p54 tinh sạch Mỗi con chuột đƣợc tiêm với 10 µg kháng 

nguyên tinh sạch 3 lần tại các thời điểm ngày 0, ngày 14, ngày 28. Mẫu huyết 

thanh chuột đƣợc thu sau 7 ngày tiêm lần 2 (ngày 21) và lần 3 (ngày 35) cho 

ELISA gián tiếp và Western Blot. Thí nghiệm ELISA gián tiếp sử dụng virus 

ASFV làm kháng nguyên phủ đĩa, kháng thể 1 là huyết thanh thu đƣợc từ 

nhóm chuột tiêm p54 oligomer/PBS (đối chứng âm)/vắc xin ASFV (đối 

chứng dƣơng) và kháng thể 2 Goat antimouse-HRP. Tƣơng tác giữa kháng 

nguyên- kháng thể đƣợc nhận biết nhờ cơ chất enzyme tại bƣớc sóng OD450. 

Kết quả phân tích ELISA cho thấy giá trị OD450 của nhóm chuột tiêm p54-

pII-tp không có sự khác biệt đáng kể so với nhóm đối chứng âm tiêm PBS sau 

lần tiêm thứ 2. Tuy nhiên, sau lần tiêm thứ ba, giá trị OD của nhóm chuột 

tiêm p54-pII-tp cao hơn đáng kể so với nhóm đối chứng âm với giá trị p<0.05 

(xem hình 3.35). 
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Hình 3.36: Đánh giá tính sinh miễn dịch của kháng nguyên p54-pII-tp bằng 

Western blot sau lần tiêm thứ 2 và thứ 3. Sử dụng kháng nguyên là virus bất 

hoạt (A) và p54 tinh sạch (B).   

 Tính sinh miễn dịch của kháng nguyên p54-pII-tp cũng đƣợc kiểm tra 

bằng Western blot. Kháng nguyên đƣợc sử dụng là virus bất hoạt hoặc protein 

p54-pII-tp tinh sạch bằng sắc ký lọc gel. Kết quả Hình 3.36A cho thấy băng 

đặc hiệu với p54 của virus không rõ ràng sau 2 hay 3 lần tiêm. Nhƣng khi 

thay đổi kháng nguyên là protein p54-pII-tp (xem hình 3.26B) thì sau 2 lần 

tiêm ta có thể thấy các băng đặc hiệu của kháng nguyên- kháng thể xuất hiện 

theo dải nhƣng rất mờ. Sau 3 lần tiêm thì băng đặc hiệu đậm rõ ràng hơn rất 

nhiều lần và vẫn theo dải từ 10 kDa đến hơn 250 kDa. Từ các kết quả trên 

chúng ta có thể kết luận rằng huyết thanh ở lần thu máu thứ 2 (sau khi tiêm 

lần 3) cho thấy p54 oligomer cũng có khả năng kích thích kháng thể đặc hiệu 

với virus ASFV một cách rất mạnh mẽ. Do đó, chúng ta có thể xác định đƣợc 

p54-pII-tp có tiềm năng kích thích đáp ứng miễn dịch tốt trên chuột. 

 



60 

 

KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Thiết kế các dạng cấu trúc vector biểu hiện mang gen mã hóa hai kháng 

nguyên p30 và p54 ASFV của các chủng virus ASFV đang lƣu hành ở Việt 

Nam dung hợp với các motif trimer, oligomer và tạo chủng Agrobacterium 

mang vector tƣơng ứng. 

2. Biểu hiện thành công các protein p30 và p54 tái tổ hợp ASFV trên cây 

thuốc lá Nicotiana benthamiana bằng phƣơng pháp biểu hiện tạm thời. 

3. Các kháng nguyên p54-pII-tp và p30-pII-tp đã đƣợc tinh sạch lƣợng lớn, 

xác định đƣợc nồng độ và biết đƣợc đặc điểm cấu trúc của các protein này 

thông qua SEC.     

4. Đã xác định đƣợc các protein kháng nguyênASFV p30-pII-tp và p54-pII-tp 

tái tổ hợp có kích thích sinh kháng thể đặc hiệu với virus ASFV trên chuột thí 

nghiệm.  

KIẾN NGHỊ  

 Các kháng nguyên p30-pII-tp và p54-pII-tp từ thực vật có tiềm năng 

cho việc định hƣớng sản xuất vaccine phòng chống bệnh dịch ASF trên lợn. 

Vì vậy, cần có những nghiên cứu sâu hơn về p30 và p54 kết hợp cùng với các 

kháng nguyên khác để đánh giá đƣợc khả năng bảo hộ trên lợn. 
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