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BÖÔÙC ÑAÀU TINH CHEÁ PROTEIN TAÙI TOÅ HÔÏP
TRXHA5.1  NGUYEÂN LIEÄU SAÛN XUAÁT VACCINE

PHOØNG VIRUS CUÙM A/H5N1
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TOÙM TAÉT

Hemagglutinin (HA) laø moät trong nhöõng khaùng nguyeân beà maët cuûa virus cuùm H5N1. Phaân
töû HA goàm 2 tieåu phaàn laø HA1 vaø HA2. Trong ñoù, HA1 mang haàu heát caùc vò trí khaùng nguyeân
cuûa khaùng nguyeân beà maët HA. Do vaäy, tieåu phaàn naøy raát ñöôïc quan taàm trong caùc nghieân cöùu
taïo vaccine döôùi ñôn vò phoøng cuùm A cho gia caàm. Trong nghieân cöùu naøy, ñeå tieán tôùi muïc ñích
xa hôn laø taïo ñöôïc vaccine phoøng cuùm A/H5N1 cho gia caàm ôû Vieät Nam, chuùng toâi ñaõ tinh cheá
protein taùi toå hôïp TRXHA5.1 töø saûn phaåm bieåu hieän gen trxha5.1 trong naám men Pichia pastoris
SMD1168 baèng phöông phaùp saéc kyù aùi löïc. Keát quaû böôùc ñaàu cho thaáy TRXHA5.1 ñaõ ñöôïc tinh
cheá thaønh coâng.

1. Môû ñaàu

Ñoái vôùi dòch cuùm A/H5N1 ôû gia caàm vaø döï phoøng dòch cuùm treân ngöôøi, nghieân cöùu phaùt
trieån vaccine khoâng nhöõng ngaên ngöøa vaø laøm giaûm ñöôïc beänh ôû gia caàm, maø coøn khoáng cheá
nguoàn truyeàn virus nguy hieåm naøy sang ngöôøi. Vieät Nam laø moät trong hai nöôùc treân theá giôùi
ñöôïc coi laø ñieåm noùng cuûa dòch cuùm gia caàm 0. Tieâm vaccine phoøng virus cuùm A/H5N1 cho
gia caàm laø moät bieän phaùp höõu hieäu nhaát vaø kinh teá nhaát. Tuy nhieân, hieän nay, Vieät Nam chöa
saûn xuaát ñöôïc vaccine phoøng dòch naøy. Haøng naêm, chính phuû phaûi nhaäp khaåu haøng trieäu lieàu
vaccine phoøng cuùm gia caàm nhöng vaãn khoâng khoáng cheá ñöôïc dòch cuùm trieät ñeå 0. Do ñoù,
chuû ñoäng taïo ra vaccine vôùi nguyeân lieäu töø chính virus cuùm A/H5N1 gaây dòch cuùm gia caàm ôû
Vieät Nam laø raát caàn thieát.

Hemagglutin (HA) cuûa virut cuùm A laø moät trong nhöõng khaùng nguyeân beà maët cuûa virut
coù baûn chaát laø glycoprotein ñoùng vai troø quan troïng trong quaù trình xaâm nhieãm cuûa virut cuùm
0. Phaân töû HA bao goàm 2 tieåu phaàn HA1 vaø HA2 ñöôïc taùch ra töø moät phaân töû vaø noái vôùi nhau
bôûi moät caàu noái disulphide sau khi quaù trình dòch maõ hoaøn thaønh. Hieän töôïng thay ñoåi tính
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khaùng nguyeân daãn ñeán naâng cao ñoäc löïc cuûa virut laø moät trong nhöõng nguyeân nhaân chính gaây
buøng phaùt caùc dòch cuùm môùi. Ngöôøi ta ñaõ chöùng minh raèng, caùc bieán ñoåi naøy chuû yeáu gaây ra
bôûi caùc bieán ñoåi veà maët di truyeàn trong phaân töû HA 0. HA1 laø tieåu phaàn ñaàu cuûa phaân töû HA
vôùi kích thöôùc phaàn töû khoaûng 48.1 kDa, laø vuøng mang haàu heát caùc vò trí khaùng nguyeân (An-
tigenic sites) cuûa phaân töû HA vaø ñoàng thôøi cuõng laø vuøng deã bò thay ñoåi nhaát veà maët di truyeàn
so vôùi toaøn boä phaàn coøn laïi cuûa phaân töû. Do ñoù, tieåu phaàn HA1 raát ñöôïc quan taâm trong caùc
nghieân cöùu taïo kit chuaån ñoaùn cuõng nhö taïo vaccine döôùi ñôn vò phoøng cuùm A cho ngöôøi vaø
gia caàm 0.

ÔÛ coâng boá tröôùc 0, chuùng toâi ñaõ toái öu bieåu hieän gen ha5.1 cuûa virus cuùm A/H5N1 döôùi
daïng dung hôïp vôùi trx (laøm taêng hieäu quaû saûn xuaát protein taùi toå hôïp vaø laøm taêng tính sinh
mieãn dòch cuûa khaùng nguyeân treân gaø) trong naám men Pichia pastoris SMD1168 thaønh coâng.
Trong nghieân cöùu naøy, chuùng toâi tieáp tuïc tinh cheá TRXHA5.1 coù trong saûn phaåm bieåu hieän
gen trxha5.1 töø dòch nuoâi Pichia pastoris SMD1168 ñeå tieán tôùi taïo vaccine phoøng cuùm gia
caàm A/H5N1.

Saéc kyù aùi löïc laø moät phöông phaùp hieäu quaû vaø ñöôïc öùng duïng roäng raõi trong vieäc tinh
saïch protein. Phöông phaùp naøy döïa treân aùi löïc cao cuûa protein caàn tinh saïch vôùi nhöõng nhoùm
hoùa hoïc chuyeân bieät. Moät trong nhöõng phöông phaùp phoå bieán hieän naøy laø gaén ñuoâi aùi löïc vaøo
caùc protein mong muoán. Nhieàu ñuoâi aùi löïc ñaõ ñöôïc thieát keá 0, döïa vaøo khaû naêng cuûa moät soá
amino acid nhö histidine, tryptophan, cysteine… coù theå hoaït ñoäng nhö caùc chaát cho electron
treân beà maët cuûa protein vaø lieân keát thuaän nghòch vôùi moät soá ion kim loaïi coù hoùa trò 2 nhö Co2+,
Ni2+, Cu2+, Zn2+ 0. Peptide ñöôïc söû duïng roäng raõi nhaát ñeå tinh saïch protein ñöôïc bieåu hieän laø
His-tag (5xHis-tag ñeán 10xHis-tag) vaø phoå bieán nhaát laø 6xHis-tag. His-tag coù aùi löïc maïnh nhaát
ñoái Co2+ vaø Ni2+, do ñoù, cho pheùp tinh saïch caùc protein ñöôïc gaén His-tag. Vieäc gaén His-tag
vaøo protein mong muoán khoâng aûnh höôûng ñeán tính chaát cuûa protein, khoâng gaây ra ñaùp öùng
mieãn dòch 0. Trong nghieân cöùu cuûa chuùng toâi, ñuoâi His (6X) ñöôïc bieåu hieän cuøng vôùi protein
taùi toå hôïp TRXHA5.1 vaø gaén ngay sau TRX (ñaõ ñöôïc nhaø saûn xuaát - Promega thieát keá saün).

2. Nguyeân lieäu vaø phöông phaùp nghieân cöùu

2.1. Nguyeân lieäu

Dòch nuoâi P. pastoris SMD1168 coù gen ngoaïi lai trxha5.1

2.2. Phöông phaùp

2.2.1. Tinh cheá protein TRXHA5.1 baèng coät saéc kyù aùi löïc His-tag

Dòch nuoâi caáy naám men coù protein mong muoán ñöôïc thu laïi vaø ñieàu chænh veà pH 6,5 baèng
dung dòch röûa maãu.

Cho CoCl2 0,1 M qua coät HisTrap™ HP 5 ml vôùi toác ñoä 2ml/phuùt ñeå coá ñònh Co2+ leân chaát
giaù. Coät ñöôïc röûa baèng nöôùc khöû ion voâ truøng. Caân baèng coät baèng dung dòch röûa maãu (20 mM
sodium phosphate; 0,5 M sodum chloride; 20 mM imidazole, pH 7,4) vôùi toác ñoä doøng chaûy 4
ml/phuùt. Cho maãu qua coät vôùi toác ñoä doøng chaûy 1ml/phuùt (theå tích dòch maãu baèng theå tích
chaát giaù cuûa coät). Cho dung dòch röûa maãu qua coät vôùi toác ñoä doøng chaûy 4 ml/phuùt. Cho dung
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dòch thu maãu (20 mM sodium phosphate; 0,5 M sodium chlorid; 500 mM imidazole, pH 7,4)
qua coät vôùi toác ñoä doøng chaûy 1ml/phuùt vaø thu maãu ôû 5 phaân ñoaïn. Moãi phaân ñoaïn thu 2ml
maãu. Kieåm tra saûn phaåm tinh cheá treân gel SDS-PAGE.

2.2.2. Ñieän di protein treân gel polyacrylamide-SDS

Maãu protein ñöôïc xöû lyù bieán tính baèng ñeäm xöû lyù maãu (treatment buffer 6X) vaø uû ôû 100oC
trong 10 phuùt. Sau ñoù, maãu ñöôïc tra vaøo gieáng vaø chaïy vôùi cöôøng ñoä doøng ñieän 10 mA cho
moãi baûn gel cho ñeán khi maãu qua heát lôùp gel coâ. Sau ñoù, cöôøng ñoä doøng ñieän ñöôïc taêng leân
20 mA cho moãi baûn gel khi maãu ñeán lôùp gel taùch.

2.2.3. Nhuoäm baïc protein ñieän di treân gel polyacrylamide-SDS

Baûn gel polyacrylamide ñöôïc ngaâm trong dung dòch coá ñònh (50% ethanol; 12% acetic
acid; 0,05% formaldehyde), laéc nheï trong 1 giôø. Röûa baûn gel 2 laàn baèng ethanol 50%, moãi laàn
20 phuùt. Chuyeån baûn gel vaøo dung dòch taêng ñoä nhaïy (0,5% sodium thiosulfate) trong 1 phuùt.
Röûa baûn gel 3 laàn baèng nöôùc khöû ion, moãi laàn 20 giaây. Chuyeån baûn gel vaøo dung dòch nhuoäm
baïc (0,2% silver nitrate; 0,075% formaldehyde), laéc nheï trong 20 ñeán30 phuùt. Röûa baûn gel 3
laàn baèng nöôùc khöû ion, moãi laàn 20 giaây. Chuyeån baûn gel vaøo dung dòch hieän maøu (6% sodium
carbonate; 0,0004% sodium thiosulfate, 0,05% formaldehyde) cho ñeán khi baêng protein xuaát
hieän. Röûa baûn gel 3 laàn baèng nöôùc khöû ion, moãi laàn 2 phuùt. Ñaët baûn gel vaøo dung dòch döøng
phaûn öùng (1% glycine) trong 5-10 phuùt vaø quan saùt keát quaû.

2.2.4. Kieåm tra tính baét caëp ñaëc hieäu vôùi khaùng theå khaùng virus cuùm A/H5N1 baèng phöông
phaùp Western blotting

Saûn phaåm tinh saïch ñöôïc ñieän di bieán tính baèng SDS-PAGE. Khi ñieän di gaàn keát thuùc,
ngaâm boä chuyeån maøng Trans-blot® (Bio-rad) trong ñeäm bloting ñaõ ñöôïc laøm laïnh vaø ngaâm
maøng PVDF (polyvinylidene difluoride) 5 phuùt trong methanol vaø röûa laïi baèng ñeäm bloting.
Sau ñoù, xeáp maøng vaø baûn gel trong heä thoáng chuyeån maøng. Chuyeån maøng trong 60 phuùt, ôû
4oC, khuaáy töø nheï vaø hieäu ñieän theá U = 100 V ñeán 120 V. Phuû maøng baèng skimmed milk 5%
pha trong TBS 1 giôø ôû nhieät ñoä phoøng (coù theå ñeå qua ñeâm ôû 4oC) ñeå che chaén nhöõng vò trí
khoâng gaén protein. Röûa maøng baèng TTBS 3 laàn, moãi laàn 10 phuùt vaø baèng TBS 3 laàn, moãi laàn
5 phuùt. Phuû khaùng theå 1 laø khaùng theå ñôn doøng khaùng His-tag chuoät ñaëc hieäu ñöôïc pha loaõng
2000 laàn trong skimmed milk 5% vaø laéc ôû nhieät ñoä phoøng 1 giôø. Röûa maøng baèng TTBS 3 laàn,
moãi laàn 10 phuùt vaø baèng TBS 3 laàn, moãi laàn 5 phuùt. Phuû khaùng theå 2 laø khaùng theå khaùng laïi
IgG chuoät. Khaùng theå 2 ñöôïc pha loaõng 5000 laàn trong skimmed milk 5% vaø laéc ôû nhieät ñoä
phoøng 1 giôø. Röûa maøng baèng TTBS 3 laàn, moãi laàn 10 phuùt vaø baèng TBS 3 laàn, moãi laàn 5 phuùt.
Hieän maøu trong dung dòch maøu chöùa alkaline phosphatase blue A vaø alkaline phosphatase blue
B. Laéc nheï ôû nhieät ñoä phoøng trong 5 ñeán 10 phuùt vaø quan saùt keát quaû.

3. Keát quaû nghieân cöùu

3.1. Tinh saïch protein TRXHA5.1

Vôùi söï coù maët cuûa ñuoâi His goàm 6 goác histidine (His-tag) trong protein taùi toå hôïp
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TRXHA5.1, chuùng toâi ñaõ tieán haønh thöû tinh cheá protein mong muoán treân coät aùi löïc ñaõ coá ñònh
2 loaïi ion khaùc nhau laø Ni2+ vaø Co2+ ôû caùc ñieàu kieän maãu ñöôïc chænh pH töø 2,5 ñeán 7,5 (pH
ñöôïc chænh baèng dòch röûa maãu). Taát caû caùc saûn phaåm tinh cheá ôû caùc tröôøng hôïp ñeàu ñöôïc ñieän
di treân gel polyacrylamide vaø nhuoäm baïc. Keát quaû, vôùi coät aùi löïc ñaõ ñöôïc coá ñònh ion Co2+ vaø
dòch maãu ñöôïc chænh tôùi pH 6,5, TRXHA5.1 ñaõ ñöôïc tinh cheá saïch, khoâng bò laãn bôûi caùc pro-
tein khaùc, laø moät daûi coù kích thöôùc töø 35 kda ñeán 160 kda (ñaëc bieät nhieàu ôû vuøng 54 ñeán 160
kda) (Hình 1). Nhö ñaõ lyù giaûi tröôùc ñaây 0, theo lyù thuyeát, protein taùi toå hôïp TRXHA5.1 coù
kích thöôùc khoaûng 54 kda, nhöng saûn phaåm tinh saïch laø TRXHA5.1 coù kích thöôùc khaùc nhau,
ñieàu naøy laø do protein naøy bò glycosyl hoaù ôû caùc möùc ñoä khaùc nhau. Söï xuaát hieän protein ôû
vuøng kích thöôùc khoaûng hôn 35 kda vaø nhoû hôn 54 kda laø do trong gen ha5.1 coù moät vò trí caét
cuûa thrombin neân trong moät soá tröôøng hôïp gen ha5.1 bò caét taïi vò trí ñoù daãn ñeán kích thöôùc cuûa
TRXHA5.1 bò giaûm.

Hình 1. Ñieän di ñoà saûn phaåm tinh cheá protein TRXHA5.1 baèng coät aùi löïc His-tag treân gel
polyacrylamide ñaõ qua nhuoäm baïc. 6: Protein toång soá töø dòch leân men.

1 - 5: 5 phaân ñoaïn thu protein. M: Thang protein chuaån (Fermentas).

3.2. Kieåm tra saûn phaåm tinh saïch - protein taùi toå hôïp TRXHA5.1 baèng western blot

Ñeå khaúng ñònh protein thu ñöôïc chính laø protein TRXHA5.1, chuùng toâi tieán haønh lai
western blot söû duïng khaùng theå moät laø khaùng theå ñôn doøng khaùng His-tag sinh ra töø chuoät
vaø khaùng theå 2 laø khaùng theå khaùng IgG chuoät, coù nghóa laø chæ coù protein naøo coù chöùa ñuoâi
His môùi xuaát hieän treân maøng lai. Keát quaû, töông öùng vôùi caùc saûn phaåm tinh saïch theå hieän
ôû hình 1, caùc protein thu ñöôïc ñaõ baét caëp vôùi khaùng theå khaùng His-tag vaø hieän maøu ôû vuøng
kích thöôùc töø 35 kda ñeán hôn 160 kda. Ñieàu naøy chöùng toû, böôùc ñaàu, protein TRXHA5.1 ñaõ
ñöôïc tinh cheá thaønh coâng.



TRÖÔØNG ÑAÏI HOÏC ÑOÀNG THAÙP Taïp chí khoa hoïc soá 01-2012

94

Hình 2. Kieåm tra saûn phaåm tinh cheá protein TRXHA5.1 baèng lai western blot. 1 - 5: 5 phaân ñoaïn
thu protein. M: Thang chuaån protein (Fermentas).

4. Keát luaän

Böôùc ñaàu, chuùng toâi ñaõ tinh cheá thaønh coâng protein mong muoán - TRXHA5.1. Maëc duø,
hieäu quaû cuûa vieäc tinh saïch chöa ñöôïc ñònh löôïng, tuy nhieân, qua quan saùt ñònh tính cho thaáy
hieäu quaû tinh saïch protein laø cao. Ñaây laø keát quaû thuaän lôïi ban ñaàu ñeå coù theå tieán tôùi muïc ñích
khoù khaên, phöùc taïp sau naøy laø taïo ñöôïc vaccine phoøng choáng cuùm gia caàm A/H5N1.
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ABSTRACT

INITIAL PURIFICATION OF RECOMBINAT PROTEIN TRXHA5.1 -
PRODUCTION MATERIAL OF VACCINE AGAINST AVIAN INFLUENZA

A/H5N1

Hemagglutinin (HA) is one of the surface antigens of virus H5N1. HA consists of two
subunits HA1 and HA2. Since HA1 contains most of the surface antigenic sites of HA, it has
been greatly noticed in Avian Influenza vaccine production researches. In this study, to achieve
the further aim of creating vaccine against Avian Influenza A/H5N1, we purified recombinant
protein - TRXHA5.1 from the observable product of gene trxha5.1 in yeast Pichia pastoris
SMD1168 by affinity chromatography. The results showed that initially TRXHA5.1 has been
purified successfully.


