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ABSTRACT 

Recombinant Escherichia coli expresssing the fusion protein B-subunit of VT2e was 
used for producing this protein. The fusion protein B-subunit of VT2e purified was used for 
an immunizing trial on rabbit. At the level of 50µg - 100µg of fusion protein B-subunit of 
VT2e, the titer at 1/64 to 1/128 of neutralisant antibody of 3TCID50 was obtained on vero 
cell culture. The results demonstrated that the fusion protein B-subunit of VT2e in the 
study could be used for the vaccination trials against oedema disease in pigs.  
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ÑAËT VAÁN ÑEÀ 

Beänh phuø do vi khuaån E. coli gaây ra treân heo sau cai söõa luoân laø vaán ñeà lo ngaïi cuûa caùc 
nhaø saûn xuaát heo. Beänh xaûy ra ñoät ngoät, thöôøng gaây töû vong cao, coù theå ñeán 90 -100% thuù 
coù trieäu chöùng beänh. Vieäc phoøng beänh chuû yeáu hieän nay vaãn laø duøng khaùng sinh troän vaøo 
thöùc aên, tuy nhieân, lieäu phaùp naøy ngaøy caøng giaûm taùc duïng, taïo theâm nguy cô ñeà khaùng 
ñoái vôùi khaùng sinh ôû caùc loaøi vi khuaån ñöôøng ruoät vaø toàn dö khaùng sinh trong thòt. 

Vieäc duøng vaêcxin ñeå ngöøa beänh cho heo coù leõ laø phöông phaùp toát nhaát. Nhieàu nhaø khoa 
hoïc ñaõ nghieân cöùu caùc loaïi vaêcxin ñoäc toá voâ hoaït nhöng vaãn chöa thu ñöôïc keát quaû mong 
muoán do söï voâ hoaït khoâng hoaøn toaøn veà ñoäc tính cuûa khaùng nguyeân.  

Ñoäc toá verotoxin do vi khuaån E. coli gaây phuø treân heo laø loaïi ñoäc toá thuoäc nhoùm Shiga-
like toxin. Ñoäc toá VT2e cuõng nhö caùc loaïi ñoäc toá Shiga-like toxin ñöôïc caáu taïo bôûi 2 thaønh 
phaàn: 1 tieåu phaàn A (Active) coù taùc duïng ñoäc vaø 5 tieåu phaàn B (Binding) giuùp ñoäc toá gaén 
leân teá baøo maãn caûm, taïo ñieàu kieän cho tieåu phaàn A xaâm nhaäp vaøo trong teá baøo, gaây ñoäc vaø 
laøm cheát teá baøo. Neáu ñoäc toá khoâng gaén leân ñöôïc treân teá baøo thì ñoäc toá seõ khoâng coù taùc 
duïng gaây ñoäc treân teá baøo, nghóa laø neáu trong cô theå thuù coù khaùng theå choáng laïi tieåu phaàn 
B thì khaùng theå naøy seõ keát hôïp ñaëc hieäu vôùi tieåu phaàn B, ngaên caûn söï keát baùm cuûa ñoäc toá 
leân teá baøo vaät chuû vaø giuùp thuù choáng laïi beänh do vi khuaån E. coli saûn sinh ñoäc toá naøy gaây 
ra.  

Keát quaû cuûa thöû nghieäm seõ cho pheùp hieåu roõ hôn veà khaû naêng söû duïng vaø phaùt trieån 
vac-xin tieåu phaàn B ñoäc toá VT2e trong kieåm soaùt beänh phuø treân heo sau cai söõa. 

VAÄT LIEÄU VAØ PHÖÔNG PHAÙP  

Noäi dung 



- Ñònh tính khaùng theå trung hoøa protein taùi toå hôïp MBP-VT2eB baèng phöông phaùp 
keát tuûa treân thaïch (Agar Gel Precipitation) 

- Ñònh löôïng khaùng theå trung hoøa ñoäc toá VT2e treân moâi tröôøng teá baøo vero 

Phöông phaùp nghieân cöùu 
Nghieân cöùu ñaùp öùng mieãn dòch ñoái vôùi protein taùi toå hôïp MBP-VT2eB 

Thí nghieäm ñöôïc tieán haønh treân 3 con thoû, caùch 4 tuaàn thì tieâm vaø laáy maùu 1 laàn, tieâm 
5 laàn vôùi lieàu protein taùi toå hôïp MBP-VT2eB giaûm daàn töø 100 µg ñeán 50 µg trong dung 
dòch Al(OH)3, ñöôøng tieâm döôùi da. Dòch tieâm ñöôïc pha saün vaø baûo quaûn ôû 40C. Ngaøy 0, laáy 
1 ml maùu (ñoái chöùng), ngaøy 1: tieâm muõi ñaàu tieân vôùi lieàu 100 µg MBP-VT2eB/thoû, caùc laàn 
tieâm sau tieâm lieàu 50 µg MBP-VT2eB/thoû. Khaùng huyeát thanh ñöôïc baûo quaûn ôû -200C duøng 
cho xeùt nghieäm khaùng theå trung hoøa treân moâi tröôøng teá baøo vero. 
Ñaùnh giaù 
Ñònh tính: Phaûn öùng keát tuûa khueách taùn keùp treân thaïch (kyõ thuaät Ouchterlony) 

1,5 g agarose ñöôïc laøm tan trong 100 ml ñeäm PBS 1X, ñun ñeán khi agarose tan hoaøn 
toaøn. Ñoå thaïch 6,5 cm x 6 cm, daøy 3 mm treân taám phim trong, taïo caùc gieáng treân thaïch. 
Xeùt nghieäm ñöôïc thöïc hieän vôùi maãu huyeát thanh ñoái chöùng thu tröôùc khi tieâm khaùng 
nguyeân, maãu khaùng huyeát thanh chöa pha loaõng, maãu protein taùi toå hôïp MBP-VT2eB noàng 
ñoä 1,588 mg/ml ñöôïc pha loaõng theo tæ leä 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, maãu khaùng huyeát thanh 
ñöôïc pha loaõng theo tæ leä 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32. 

Huùt khaùng nguyeân vaø khaùng theå vaøo caùc gieáng töông öùng, ñaët thaïch vaøo buoàng aåm ôû 
40C. Khoaûng 24 – 48g sau quan saùt ñöôøng tuûa, eùp khoâ thaïch vaø nhuoäm vôùi thuoác nhuoäm ñoû 
Ponceau S 0,2%. Quan saùt vaø ñaùnh giaù. 
* Ñònh löôïng: Phaûn öùng trung hoaø ñoäc toá VT2e treân moâi tröôøng teá baøo vero 
* Xaùc ñònh lieàu TCID50 (Tissue Culture Infectious Dose 50) 

+ Chuaån bò ñoäc toá VT2e 
Vi khuaån E. coli 0139 K82 (H28) coù gen quy ñònh ñoäc toá VT2e ñöôïc nuoâi caáy trong moâi 

tröôøng LB, ôû 370C, laéc 150 voøng/phuùt trong 24 giôø. Dòch nuoâi caáy ñöôïc ly taâm 10.000 voøng 
trong 30 phuùt. Thu dòch trong ñeå thöû ñoäc toá treân teá baøo vero. 
+ Chuaån bò teá baøo vero 

Teá baøo vero (ATCC ref. CCL-81) ñöôïc nuoâi caáy trong moâi tröôøng DMEM coù boå sung 10% 
huyeát thanh baøo thai beâ (FBS), 2 mM gentamycin trong caùc chai nuoâi caáy 25 cm2, ôû 37oC, 
5%CO2. Teá baøo ñöôïc chuyeån vaøo væ 96 gieáng ôû noàng ñoä teá baøo laø 300.000 teá baøo/ml, 100 µl 
teá baøo ñöôïc cho vaøo moãi gieáng, uû ôû 37oC, 5% CO2 trong 24 giôø. 

+ Xaùc ñònh lieàu TCID50 

Ñoái chöùng (-) 1: gieáng chæ chöùa moâi tröôøng nuoâi caáy teá baøo DMEM. Ñoái chöùng (-) 2: 
gieáng chöùa dòch loïc canh khuaån E. coli DH5α. Lieàu TCID50 laø noàng ñoä gaây cheát 50% teá baøo 
vero trong gieáng nuoâi caáy teá baøo ôû thôøi ñieåm 48 giôø nuoâi caáy döïa theo giaù trò OD620nm cuûa teá 
baøo vôùi thuoác nhoäm xanh methylen, so saùnh giöõa gieáng coù ñoäc toá vaø gieáng ñoái chöùng (-) 2. 
Giaù trò TCID50 ñöôïc xaùc ñònh baèng phöông phaùp Reed – Muench. 

+ Xaùc ñònh hieäu giaù khaùng theå trung hoøa ñoäc toá VT2e treân moâi tröôøng teá baøo vero  
Khaùng huyeát thanh pha loaõng baäc hai ñöôïc uû vôùi lieàu 3TCID50 ñoäc toá VT2e ôû 370C trong 

moät giôø vaø ôû 40C qua ñeâm. Caáy hoãn hôïp khaùng huyeát thanh - ñoäc toá ñaõ uû vaøo phieán 96 



gieáng chöùa teá baøo vero ñaõ nuoâi caáy 24 giôø. Tieáp tuïc nuoâi teá baøo vero ôû 370C theâm 2 ngaøy. 
Quan saùt söï huyû hoaïi teá baøo do verotoxin khoâng bò trung hoaø vaø ñaùnh giaù keát quaû. Ñoái 
chöùng (+) laø nhöõng gieáng chæ coù teá baøo vero. Ñoái chöùng (-) laø nhöõng gieáng ñöôïc uû vôùi 100 µl 
dòch loïc vi khuaån coù noàng ñoä TCID50 ñaõ xaùc ñònh ôû treân. Ñoái chöùng teá baøo laø nhöõng gieáng 
ñöôïc uû vôùi 100 µl khaùng huyeát thanh chöa pha loaõng. Xaùc ñònh hieäu giaù khaùng theå baèng 
phöông phaùp Reed – Muench. 

Baûng 1. Keát quaû ñaùp öùng mieãn dòch ñoái vôùi protein taùi toå hôïp MBP-VT2eB treân thoû 
(phöông phaùp keát tuûa khueách taùn treân thaïch) 

 
Thoû Ñoái chöùng Muõi nhaéc laïi 1 Muõi nhaéc laïi 2 
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Hình 1. Keát quaû phaûn öùng keát tuûa khueách taùn trong thaïch 

a, b, c: huyeát thanh thoû 1, 2, 3 töông öùng. Gieáng 1, 2, 3, 4, 5, 6 chöùa 10 µl protein MBP-
VT2eB 

pha loaõng töø noàng ñoä ban ñaàu ñeán noàng ñoä 1/32. Gieáng giöõa chöùa 10 µl khaùng huyeát 
thanh. 

Vaïch keát tuûa khaùng theå khaùng protein taùi toå hôïp vaø protein taùi toå hôïp (muõi teân chæ ). 

KEÁT QUAÛ VAØ THAÛO LUAÄN 

Xaùc ñònh khaùng theå ñaëc hieäu vôùi protein taùi toå hôïp MBP-VT2eB baèng kyõ thuaät 
keát tuûa treân thaïch 

Ñeå ñaùnh giaù sô boä söï hieän dieän cuûa khaùng theå ñaëc hieäu khaùng protein taùi toå hôïp MBP-
VT2eB, phaûn öùng keát tuûa treân thaïch ñaõ ñöôïc tieán haønh vôùi caùc maãu khaùng huyeát thanh 
thu ñöôïc töø thoû ngay töø laàn tieâm nhaéc thöù nhaát. Khaùng theå ñaëc hieäu khaùng protein taùi toå 
hôïp MBP-VT2eB ñaõ hieän dieän ôû 2/3 thoû sau muõi tieâm nhaéc thöù nhaát vaø ôû caû 3/3 thoû thí 
nghieäm sau muõi tieâm nhaéc thöù hai (baûng 1 vaø hình 1). 

Hieäu giaù khaùng theå trung hoøa 
Thöû nghieäm trung hoøa ñoäc toá VT2e ñaõ ñöôïc tieán haønh treân teá baøo vero vôùi lieàu 3TCID50. 

Hieäu giaù khaùng theå trung hoøa ñöôïc tính ôû möùc pha loaõng khaùng huyeát thanh cao nhaát coù 
theå ngaên caûn 100% taùc ñoäng huûy hoaïi teá baøo vero cuûa ñoäc toá VT2e. Töø nhöõng trò soá ño 
OD620 xaùc ñònh ñöôïc noàng ñoä khaùng huyeát thanh trung hoøa lieàu 3 TCID50 sau laàn tieâm nhaéc 
thöù tö laàn löôït laø 1/64, 1/64 vaø 1/128 ôû 3 thoû khaùc nhau. 

Thaûo luaän 
Vaêcxin söû duïng protein taùi toå hôïp laø moät trong nhöõng höôùng nghieân cöùu vaø phaùt trieån 

trong chieán löôïc kieåm soaùt caùc beänh truyeàn nhieãm. Tuy döïa treân nhöõng nguyeân taéc sinh 
hoïc töï nhieân, caùc loaïi protein ñöôïc saûn xuaát nhôø vaøo coâng ngheä di truyeàn ñoâi khi vaãn 
khoâng ñaûm baûo ñaày ñuû caùc tính chaát sinh hoïc caàn thieát. Ñoái vôùi caùc saûn phaåm duøng trong 



vaêcxin, vieäc kieåm tra khaû naêng gaây ñaùp öùng mieãn dòch cuûa khaùng nguyeân laø moät trong 
nhöõng khaâu ñaàu tieân vaø quan troïng nhaát. 

Trong phaûn öùng keát tuûa treân thaïch, keát quaû nghieân cöùu cuûa chuùng toâi ghi nhaän caùc vaïch 
keát tuûa döông tính hoaøn toaøn ôû taát caû caùc maãu khaùng huyeát thanh ñöôïc thöû. Ñieàu naøy coù 
nghóa laø protein taùi toå hôïp MBP-VT2eB ñaõ coù theå gaây kích öùng mieãn dòch ôû thoû vaø taïo 
ñöôïc khaùng theå ñaëc hieäu ñoái vôùi protein taùi toå hôïp MBP-VT2eB. Tuy nhieân do protein taùi 
toå hôïp ñöôïc caáu taïo bôûi 2 thaønh phaàn: protein dung hôïp MBP (Maltose Binding Protein) 
vaø protein tieåu phaàn B ñoäc toá VT2e neân khoâng loaïi tröø khaû naêng keát quaû döông tính thu 
ñöôïc trong phaûn öùng keát tuûa treân thaïch coù theå laø do söï keát hôïp ñaëc hieäu cuûa khaùng theå 
khaùng MBP vaø VT2eB. Trong tröôøng hôïp naøy khaùng theå ñöôïc taïo thaønh seõ khoâng coù khaû 
naêng ngaên chaën taùc ñoäng gaây ñoäc cuûa ñoäc toá VT2e treân teá baøo vaø keát quaû laø seõ khoâng baûo 
veä ñöôïc thuù khoûi taùc ñoäng cuûa ñoäc toá VT2e hay noùi khaùc ñi laø khoâng baûo veä ñöôïc thuù choáng 
laïi vi khuaån E. coli gaây phuø treân heo duø ñaõ ñöôïc tieâm vac-xin protein taùi toå hôïp MBP-
VT2eB. 

Khaû naêng baûo veä thuù chæ coù theå coù ñöôïc neáu protein taùi toå hôïp coù khaû naêng taïo ñöôïc 
khaùng theå trung hoøa ñoäc toá VT2e, vì theá caàn tieán haønh caùc thöû nghieäm xaùc ñònh khaû naêng 
trung hoøa cuûa khaùng theå ñoái vôùi ñoäc toá VT2e. Trong ñieàu kieän in vitro, coù theå tieán haønh 
thöû nghieäm naøy treân moâi tröôøng nuoâi caáy teá baøo vero. Ñoäc toá VT2e coù khaû naêng gaây ñoäc 
maïnh ñoái vôùi teá baøo vero. Teá baøo vero vì vaäy ñöôïc xem nhö laø moät moâi tröôøng thöû nghieäm 
in vitro phuø hôïp nhaát ñeå xaùc ñònh ñoäc löïc cuûa ñoäc toá VT2e. Töø keát quaû thu ñöôïc trong thöû 
nghieäm trung hoøa ñoäc toá VT2e treân teá baøo vero, chuùng toâi ghi nhaän khaùng huyeát thanh 
thu nhaän töø thoû ñöôïc gaây mieãn dòch baèng protein taùi toå hôïp MBP-VT2eB coù theå trung hoøa 
hoaøn toaøn taùc ñoäng gaây ñoäc cuûa lieàu 3TCID 50 ñoäc toá VT2e treân teá baøo vero ôû möùc hieäu giaù 
trung bình töø 1/64 ñeán 1/128. Keát quaû naøy cho thaáy protein taùi toå hôïp MBP-VT2eB ñöôïc 
taïo ra trong nghieân cöùu cuûa chuùng toâi hoaøn toaøn coù khaû naêng taïo ra khaùng theå ñaëc hieäu 
trung hoøa ñöôïc ñoäc toá VT2e, yeáu toá gaây beänh phuø treân heo cuûa vi khuaån E. coli saûn xuaát 
ñoäc toá VT2e. Trong nhöõng nghieân cöùu cuûa Gordon vaø coäng söï (1992), hieäu giaù khaùng theå 
trung hoøa ñoäc toá VT2e laø töø 1/128 ñeán 1/152, tuy nhieân caùc taùc giaû treân chæ thöïc hieän trung 
hoøa ôû lieàu 2TCID50 ñoäc toá VT2e, thaáp hôn lieàu ñoäc toá söû duïng trong nghieân cöùu cuûa chuùng 
toâi (3TCID50). Hôn nöõa, khaùng nguyeân maø caùc taùc giaû naøy söû duïng (ñoäc toá VT2e voâ hoaït 
hoaëc ñoäc toá bieán dò nhöôïc ñoäc) vaãn coøn gaây neân caùc taùc duïng phuï treân heo ñöôïc gaây ñaùp 
öùng mieãn dòch (taêng troïng keùm hoaëc gaây nhöõng beänh tích treân moâ…). 

Protein taùi toå hôïp MBP-VT2eB theå hieän roõ khaû naêng gaây ñaùp öùng mieãn dòch toát, taïo 
khaùng theå trung hoøa ñoäc toá VT2e vôùi möùc hieäu giaù khaù cao. Ñieàu naøy cho thaáy protein taùi 
toå hôïp MBP-VT2eB coù theå ñöôïc söû duïng cho caùc thöû nghieäm phoøng beänh phuø do E. coli saûn 
sinh ñoäc toá VT2e treân heo.  

KEÁT LUAÄN 
- Protein taùi toå hôïp MBP-VT2eB coù khaû naêng kích thích mieãn dòch toát treân thoû, taïo 

khaùng theå trung hoøa ñoäc toá VT2e treân teá baøo vero ngay sau laàn tieâm nhaéc ñaàu tieân. 
- Hieäu giaù khaùng theå trung hoøa ñoäc toá VT2e vaøo khoaûng 1/64 ñeán 1/128 treân teá baøo 

vero vôùi lieàu 3TCID50. 
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