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Tóm tắt:

LukF-PV là một trong hai tiểu phần của yếu tố độc lực Panton-Valentine leukocidin (PVL) của Staphylococcus aureus 
(S. aureus). Tiểu phần LukF-PV có khả năng liên kết với tiểu phần LukS-PV theo tỷ lệ 4:4 để hình thành cấu trúc octameric, 
tạo lỗ trên màng và phá hủy tế bào bạch cầu vật chủ. Nghiên cứu này nhằm thu nhận protein LukF-PV được dung hợp với đuôi 
6xHis (6xHis-LukF-PV) và tạo kháng huyết thanh trên chuột. Khi sử dụng các điều kiện nuôi cấy với nhiệt độ, nồng độ chất 
cảm ứng và thời gian sau cảm ứng phù hợp, sự biểu hiện 6xHis-LukF-PV trên chủng chủ E. coli BL21(DE3) đạt mức khoảng 
30% tổng số protein nội bào. Dựa vào sắc ký ái lực, protein 6xHis-LukF-PV đã được thu nhận với nồng độ 2,45 mg/ml, 
độ tinh sạch 95% và hiệu suất thu nhận 6,75 mg/l môi trường LB. Kháng huyết thanh được tạo ra từ chuột thu được có hiệu 
giá kháng thể 1/160.000. Các kết quả nghiên cứu có thể giúp cung cấp thông tin và nguyên liệu cho các nghiên cứu tiếp theo 
trong phòng ngừa và điều trị bệnh do S. aureus gây ra.
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Abstract:

LukF-PV is one of the two subunits of the virulence factor Panton-Valentine leukocidin (PVL) produced by Staphylococcus 
aureus. The LukF-PV subunit can bind with the LukS-PV subunit in a 4:4 ratio to construct an octameric structure that 
creates pores in the leukocyte cell membrane, leading to leukocyte destruction. This study focused on purifying the 
LukF-PV protein fused with a 6xHis-Tag (6xHis-LukF-PV) and raising antiserum in mice. The expression of 6xHis-LukF-PV 
in Escherichia coli BL21(DE3) was achieved under culture conditions with appropriate temperature, inducer and time 
after induction, resulting in an expression level of approximately 30% of total intracellular protein. Using affinity 
chromatography, 6xHis-LukF-PV was purified to 95% purity, achieving a concentration of 2.45 mg/ml and a yield of 6.75 
mg/l in LB medium. Antisera were generated in mice, having antiserum with a titer of 1/160,000. The results provide 
information and primary materials for future preventative or treatment studies against S. aureus.

Keywords: Escherichia coli, LukF-PV, Panton-Valentine leukocidin, recombinant protein purification, Staphylococcus 
aureus, vaccine.
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1. Đặt vấn đề

Staphylococcus aureus là một vi khuẩn gây bệnh 
cơ hội, liên quan đến nhiều loại nhiễm trùng từ nhẹ 
đến nghiêm trọng, bao gồm nhiễm trùng da, mô mềm, 
nhiễm trùng máu, viêm phổi, và viêm nội tâm mạc. Đặc 
biệt, các chủng S. aureus kháng methicillin (MRSA) đã 
trở thành mối đe dọa y tế toàn cầu, làm gia tăng tỷ lệ 
tử vong và chi phí điều trị [1]. Hiện nay, các phương 
pháp phòng ngừa và điều trị bao gồm sử dụng kháng 
sinh và kiểm soát nhiễm khuẩn, nhưng sự gia tăng của 
các chủng kháng thuốc đã đặt ra thách thức lớn, thúc 
đẩy nhu cầu tìm kiếm các liệu pháp thay thế như kháng 
huyết thanh hoặc vắc-xin [2].

Một trong những yếu tố độc lực quan trọng của S. 
aureus là PVL. Độc tố này chịu trách nhiệm phá hủy các 
tế bào bạch cầu, gây hoại tử, apoptosis [3]. PVL được 
phát hiện diện với một tỷ lệ nhỏ (khoảng 5%) trong 
các chủng S. aureus lâm sàng, nhưng nó liên quan chặt 
chẽ với các chủng CA-MRSA (khoảng 85%), đặc biệt là 
các chủng gây bệnh viêm phổi, nhiễm trùng da và mô 
mềm [4]. Trong báo cáo lâm sàng của M.J. Alawad và cs 
(2023) [5], bệnh viêm phổi hoạt tử PVL-MRSA đã gây ra 
những biến chứng nặng có khả năng đe dọa tính mạng 
con người như suy hô hấp và tiêu cơ vân. Do đó, việc 
phát triển vắc-xin chống lại các chủng S. aureus có khả 
năng sinh PVL là thực sự cần thiết.

PVL được báo cáo lần đầu tiên vào năm 1932. Giống 
như cấu trúc của các leukocidin khác được tìm thấy ở 
S. aureus, PVL là một độc tố hai thành phần bao gồm 
LukF-PV, với khối lượng phân tử 34 kDa và LukS-PV, với 
khối lượng phân tử 32 kDa. Hai protein oligome hóa với 
nhau để hình thành lỗ xuyên màng, dẫn đến sự ly giải 
của bạch cầu đa nhân và đại thực bào [6]. Trong quá 
trình oligome hóa, một lỗ rỗng hình vòng được hình 
thành cho phép vùng thân được đưa vào màng tế bào 
đích, dẫn đến sự hình thành lỗ có đường kính 1-2 nm 
cấu tạo bởi bốn tiểu phần S và bốn tiểu phần F [7]. Đặc 

biệt, tiểu phần LukF-PV còn được cho là có khả năng 

tương tác đặc hiệu với các thụ thể trên bề mặt bạch cầu 

như C5aR và C5L2, góp phần vào cơ chế né tránh miễn 

dịch của vi khuẩn [8]. Mặc dù các nghiên cứu trước đây 

đã phân tích tổng thể vai trò của PVL trong cơ chế bệnh 

sinh, việc tập trung vào tiểu phần LukF-PV như một 

mục tiêu tiềm năng để phát triển liệu pháp điều trị vẫn 

còn hạn chế.

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành biểu hiện 

tiểu phần LukF-PV tái tổ hợp trong hệ thống chủng chủ 

E. coli. Sau quá trình tinh sạch, protein 6xHis-LukF-

PV tái tổ hợp này được sử dụng để gây miễn dịch trên 

chuột, tạo ra kháng huyết thanh đặc hiệu với LukF-PV. 

Đây là cơ sở quan trọng cho việc phát triển các liệu 

pháp miễn dịch chống lại S. aureus, như kháng huyết 

thanh hoặc vắc-xin. Nghiên cứu này càng trở nên quan 

trọng trong bối cảnh các giải pháp hiện tại như kháng 

sinh đang dần mất hiệu quả trước sự gia tăng của các 

chủng S. aureus kháng thuốc [9].

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu

Trong nghiên cứu này, chủng E. coli OmniMAX 

(Invitrogen) được sử dụng để tạo dòng plasmid gen 

LukF-PV. Chủng E. coli BL21(DE3) (Thermo Scientific) 

được lựa chọn để biểu hiện protein LukF-PV. Plasmid 

khung sườn pET28a(+) (Novagen) có promoter T7 và 

vùng trình tự mã hóa đuôi 6xHis. Plasmid pHT2332 

[10] mang gen LukF-PV tổng hợp được sử dụng làm 

khuôn cho PCR.

2.2. Tạo dòng plasmid biểu hiện mang gen 

LukF-PV

Plasmid biểu hiện pHT2352 được tạo ra như sau. 

Gen LukF-PV được thu nhận từ vector pHT2332 bằng 

phương pháp PCR sử dụng hai cặp mồi đặc hiệu ON2369 

(5’- GCCGCGCGGCAGCCATATGGATGCTGCTCAACATATT
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ACACCG -3’) để thêm vị trí nhận biết cắt của enzyme 
NdeI và ON2370 (5’- GGTGGTGGTGCTCGAGTTAGACG
TCAGACATAGGGTTCTTTTC-3’) để thêm vị trí nhận 
biết cắt của enzyme XhoI. Gen LukF-PV được nhân 
bản bằng enzyme Pfu DNA polymerase. Sản phẩm 
PCR thu gen (953 bp) và plasmid khung pET28a+ 
lần lượt được xử lý với cặp enzyme cắt giới hạn 
NdeI/XhoI rồi nối lại với nhau bằng T4 DNA ligase. Sản 
phẩm nối được biến nạp vào chủng tạo dòng là E. coli 
OmniMAX [11] và sàng lọc trên môi trường LB-Kan-
Agar. PCR khuẩn lạc với cặp mồi đặc hiệu ON1461 
(5’-GGTGATGTCGGCGATATAGGA-3’ gắn với vùng trình 
tự trên plasmid khuôn) và ON2370(5’-GGTGGTGGTGC
TCGAGTTAGACGTCAGACATAGGGTTCTTTTC-3’ gắn 
với vùng trình tự trên gen LukF-PV). Khuẩn lạc 
cho sản phẩm PCR tương ứng kích thước thiết kế 
(953 bp) được nuôi cấy, tách plasmid và giải trình tự 
(thực hiện bởi Macrogen Inc., Hàn Quốc) bằng cặp 
mồi ON1659(5’-CCCGCGAAATTAATACGACTCACTATA
GG-3’)/ON1462(5’CCGTTTAGAGGCCCCAAGG-3’).

2.3. Biểu hiện protein 6xHis-LukF-PV trong E. coli 

Plasmid pHT2352 được biến nạp vào chủng chủ E. 
coli BL21(DE3) để biểu hiện protein 6xHis-LukF-PV. 
Các điều kiện biểu hiện protein được khảo sát là: nhiệt 
độ (23, 30, 37°C), nồng độ IPTG cảm ứng (0-1 mM) và 
thời điểm thu mẫu sau cảm ứng (0-12 giờ). Các mẫu 
khảo sát được thu nhận với cùng lượng tế bào (tương 
ứng với 1 ml dịch nuôi có OD600 nm=6) và được phá tế 
bào bằng sóng siêu âm. Sau khi ly tâm 100 µl mẫu với 
lực ly tâm 13.000 ×g trong 5 phút để phân tách, các 
phân đoạn protein tủa (P-pellet), tan (S-Soluble) tiếp 
tục được biến tính bằng cách bổ sung 25 µl Sample 5X 
(250 mM Tris·HCl pH 6,8, 10% SDS, 10% Glycerol, 10 
mM DTT, 0,05% Bromophenol Blue) và ủ ở 95oC trong 
5 phút. Mức độ biểu hiện protein 6xHis-LukF-PV ở các 
điều kiện được kiểm tra bằng phương pháp SDS-PAGE 
và phân tích bằng phần mềm AlphaEase FC.

2.4. Thu nhận protein 6xHis-LukF-PV bằng sắc ký 
ái lực (IMAC)

Protein 6xHis-LukF-PV được tinh sạch thông qua 
sắc ký ái lực kim loại (IMAC) trên cột HisTrap™ HP. 
Mẫu sinh khối E. coli BL21(DE3)/pHT2352 được hòa 
tan trong dung dịch đệm Tris (Tris-HCl 30 mM pH 8,0; 
NaCl 500 mM, 5% Glycerol) phá tế bào bằng sóng siêu 
âm và ly tâm 3 lần với lực ly tâm 19.000 ×g trong 15 
phút. Phần dịch nổi chứa các protein trong phân đoạn 
tan được lọc bằng màng nitrocellulose (kích thước lỗ 
0,22 µm) và bơm qua cột sắc ký HisTrapTM HP để tiến 
hành tinh chế. Quá trình ly giải để thu nhận protein 
6xHis-LukF-PV được thực hiện bằng dung dịch đệm 
Tris được bổ sung chất ly giải là Imidazole (với nồng 
độ tăng dần theo gradient 10-500 mM). Các phân đoạn 
protein ly giải được kiểm tra bằng SDS-PAGE. Nồng độ 
protein tinh sạch được xác định dựa trên phương pháp 
đo sự hấp thu quang phổ UV-Vis (UV-Vis spectroscopy) 
và hệ số Molar extinction coefficient của protein 6xHis-
LukF-PV [12].

2.5. Sắc ký lỏng ghép khối phổ hai lần (LC-MS/MS)

Quá trình phân cắt protein được thực hiện thông 
qua việc sử dụng enzyme trypsin (Merck, Đức). Để thực 
hiện quá trình phân cắt, 0,25 mg protein tinh sạch được 
hòa tan bằng 200 μl dung dịch đệm NH4HCO3 (pH 7,5) 
và thêm 5 μl trypsin. Quá trình phân cắt bằng enzyme 
được thực hiện bằng cách ủ mẫu ở nhiệt độ 37°C trong 
16 giờ. 

Giải trình tự bằng cách sử dụng dữ liệu MS/MS 
kết hợp cơ sở dữ liệu Cyclotide được thực hiện như 
sau. Mẫu protein 6xHis-LukF-PV tinh sạch được 
phân tích trình tự peptide bằng phương pháp Liquid 
chromatography - Tandem mass spectrometry/
Tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Mẫu sau khi 
được phân cắt bằng enzyme trypsin cắt tại các vị trí 
đặc hiệu, tạo ra các đoạn peptide ngắn. Các peptide thu 
được sau quá trình thủy phân được đưa vào hệ thống 
LC-MS/MS. Phân tích được tiến hành ở tốc độ dòng 



32

Khoa học Tự nhiên | | Khoa học sự sống; Khoa học Kỹ thuật và Công nghệ | | Công nghệ sinh học công nghiệp; Khoa học Y - Dược | | Y học cơ sở

68(6) 6.2026

chảy 0,3 ml/phút. Pha động bao gồm hai dung môi, cụ 
thể là A và B. Dung môi A được chuẩn bị bằng cách kết 
hợp 0,1% FA (Fisher Scientific, Hoa Kỳ) với miliQ-H2O... 
Dung môi B được chuẩn bị bằng cách thêm acetonitrile 
(Fisher Scientific, Hoa Kỳ) với 0,1% FA... Độ dốc rửa giải 
được lập trình để tăng nồng độ dung môi B từ 10 lên 
90% trong khoảng thời gian 37 phút. Quá trình phân 
tích sử dụng cột XBridge C18 3,5 µm, 2,1x150 mm trên 
máy quang phổ khối TripleTOF 6600+ (AB SCIEX), 
được trang bị Phân tích TF 1.8. Trong đó, giai đoạn LC 
tách các peptide dựa trên đặc tính hóa lý, và MS/MS 
thực hiện phân tích khối phổ. Phổ MS/MS được phân 
tích bằng phương pháp tìm kiếm ProteinPilot. Giải trình 
tự thủ công được thực hiện và các đoạn được căn chỉnh 
bằng Biokit trên PeakView@2.2 để đảm bảo độ chính xác 
của các đoạn được giải trình tự.

2.6. Gây đáp ứng miễn dịch trên chuột bằng protein 
6xHis-LukF-PV

Protein 6xHis-LukF-PV sau khi tinh sạch được pha 
loãng đến nồng độ 1 mg/ml và trộn với tá chất Freund 
theo tỷ lệ khối lượng 1:1 để tạo thành hỗn hợp tiêm. Quy 
trình gây đáp ứng miễn dịch trên chuột Swiss (8 tuần 
tuổi) bằng phương pháp tiêm dưới da được thực hiện 
theo thứ tự lần lượt là: hai lần tiêm hỗn hợp protein 
với tá chất FCA để kích hoạt hệ miễn dịch của chuột và 
hai lần tiêm nhắc hỗn hợp protein với tá chất Freund’s 
incomplete adjuvant (FIA). Thể tích mỗi lần tiêm là 
100 µl và các lần tiêm cách nhau hai tuần. Thí nghiệm 
được thực hiện trên bốn con chuột, trong đó một con 
làm đối chứng chỉ tiêm tá chất, ba con còn lại tiêm hỗn 
hợp protein kháng nguyên 6xHis-LukF-PV. Các mẫu máu 
được thu trước lần tiêm đầu tiên và sau lần tiêm nhắc 
cuối cùng. Huyết thanh được thu nhận bằng cách ly tâm 
lạnh 6.000 ×g ở 4oC trong 10 phút.

Thí nghiệm này được thực hiện với sự chấp thuận (cho 
phép) về các khía cạnh y đức trong nghiên cứu của Hội 
đồng đạo đức trong nghiên cứu tại Viện Sốt rét - Ký sinh 
trùng - Côn trùng TP Hồ Chí Minh (ngày 01/03/2020).

2.7. Xác định hiệu giá kháng thể bằng phương 
pháp ELISA

Protein 6xHis-LukF-PV được pha loãng về các nồng 
độ 20, 10, 5, 2 và 1 µg/ml, cố định trong các giếng 

ELISA trên đĩa Nunc. Các giếng ELISA được bổ sung 100 
µl huyết thanh được gây đáp ứng miễn dịch chủ động 
bằng protein 6xHis-LukF-PV (tỷ lệ pha loãng 1/5.000; 
1/10.000; 1/20.000; 1/40.000; 1/80.000; 1/160.000 và 
1/320.000) và tiến hành ủ qua đêm. Sau khi rửa sạch 5 
lần bằng PBS-T, các mẫu ELISA tiếp tục được ủ với 100 
µl kháng thể thứ cấp Anti-mouse IgG peroxidase (nồng 
độ pha loãng là 1/10.000) ở nhiệt độ phòng trong 1 giờ. 
Cơ chất TMB được sử dụng để phản ứng tạo màu với 
enzyme peroxidase. Độ hấp thu ở bước sóng 450 nm 
của từng mẫu ELISA được xác định bằng máy đọc đĩa 
CLARIOStar (BMG Labtech, Đức). Giá trị ngưỡng dương 
tính (Cut-off value) được xác định bằng “X + 3*SD” với X: 
là giá trị trung bình của mẫu đối chứng âm, SD: là độ lệch 
chuẩn của giá trị chứng âm ở các lần lặp lại [13].

3. Kết quả

3.1. Tạo dòng plasmid pHT2352 mang gen mã hóa 
protein 6xHis-LukF-PV

Plasmid pHT2352 được tạo ra dựa trên plasmid 
khung sườn pET28a+ và gen LukF-PV được thu nhận từ 
plasmid pHT2332. Kết quả giải trình tự DNA từ khuẩn 
lạc có PCR khuẩn lạc dương tính cho thấy, trình tự thu 
được hoàn toàn trùng khớp (100%) với trình tự thiết 
kế in silico (dữ liệu không được trình bày). Điều này xác 
nhận rằng plasmid pHT2352 mang gen mã hóa protein 
6xHis-LukF-PV đã được tạo dòng thành công. Sơ đồ chi 
tiết về plasmid pHT2352 được trình bày trong hình 1A.

3.2. Biểu hiện protein 6xHis-LukF-PV trong E. coli 

Plasmid pHT2352 đã được biến nạp vào chủng chủ 
E. coli BL21(DE3) để tạo ra chủng E. coli BL21(DE3)/
pHT2352 có khả năng biểu hiện protein 6xHis-LukF-
PV dưới sự điều khiển của promoter T7. Khả năng biểu 
hiện protein 6xHis-LukF-PV của chủng chủ này đã được 
khảo sát dưới các điều kiện khác nhau về nhiệt độ (23, 
30, 37°C), nồng độ IPTG cảm ứng (0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 
1 mM), và thời gian thu mẫu sau khi cảm ứng (từ 0 đến 
12 giờ). Kết quả khảo sát cho thấy, so với mẫu chứng âm 
E. coli BL21(DE3)/pET28a+ (không mang gen LukF-PV 
nên không có vạch protein mục tiêu), tất cả mẫu khảo sát 
có cảm ứng đều có thêm sự xuất hiện của vạch protein 
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6xHis-LukF-PV khoảng 40 kDa (hình 1B). Tuy nhiên, 
kích thước của các vạch protein lại lệch so với kích thước 
theo thiết kế in silico của 6xHis-LukF-PV (35 kDa). Dù 
vậy, sự biểu hiện protein 6xHis-LukF-PV sẽ được xác 
minh lại trong các bước nghiên cứu tiếp theo.

Kết quả khảo sát nhiệt độ cho thấy, hai điều kiện 23 
và 30°C có sự biểu hiện vượt trội so với 37°C. Khi xét về 
pha tan, vạch protein 6xHis-LukF-PV ở mẫu 23°C có chỉ 
số định lượng tương đối Area (phân tích bằng phần mềm 
AlphaEaseFC) cao hơn 8% vạch protein của mẫu 30°C. 
Do đó, nhiệt độ 23°C được xác định là điều kiện phù hợp 
để chủng E. coli BL21(DE3)/pHT2352 biểu hiện protein 
6xHis-LukF-PV ở pha tan. Đối với khảo sát nồng độ IPTG 

(hình 1C) và thời gian thu mẫu (hình 1D), điều kiện 0,05 
mM IPTG và thu mẫu sau 10 giờ cảm ứng được xác định 
là điều kiện phù hợp. Kết quả phân tích bằng phần mềm 
AlphaEase FC cho thấy, với điều kiện ở nhiệt độ 23°C, 
0,05 mM IPTG và thời điểm thu mẫu 10 giờ sau cảm 
ứng, protein 6xHis-LukF-PV chiếm khoảng 30% tổng số 
protein nội bào. 

3.3. Tinh sạch protein 6xHis-LukF-PV

Khi tiến hành nuôi cấy với các điều kiện đã khảo sát: 
nhiệt độ 23°C, 0,05 mM IPTG và thời điểm thu mẫu 10 
giờ sau cảm ứng, khối lượng sinh khối của chủng E. coli 
BL21(DE3)/pHT2352 đạt được sau khi nuôi cấy là 22,81 
g từ 4,5 l môi trường LB-Kan. Sau quá trình phá tế bào 

Hình 1. Sự biểu hiện protein 6xHis-LukF-PV trong E. coli BL21(DE3)/pHT2352: (A) plasmid pHT2352; (B) khảo sát nhiệt độ biểu hiện 6xHis-
LukF-PV: mẫu tổng (T), mẫu tủa (P), mẫu tan (S); (C) khảo sát các nồng độ IPTG cảm ứng; (D) khảo sát thời gian thu mẫu sau cảm ứng. M: thang 
protein; (+) E. coli BL21(DE3)/pHT2352 đã được cảm ứng; (-) E. coli BL21(DE3)/ pET28a+.

(A) (C)

(D)(B)
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bằng sóng siêu âm và ly tâm để thu nhận pha tan, protein 
dung hợp 6xHis-LukF-PV được tinh sạch thông qua cột 
sắc ký ái lực HisTrap™ HP, nhờ sự tương tác giữa đuôi 
6xHis của protein và các hạt Ni-NTA. Kết quả SDS-PAGE 
(hình 2A) cho thấy, các phân đoạn được rửa giải với 
nồng độ Imidazole từ 100 mM đến 240 mM xuất hiện 
vạch protein đậm với kích thước khoảng 40 kDa, giống 
với kích thước ở phần khảo sát. Điều này chứng tỏ vạch 
protein mà đề tài quan tâm có đuôi dung hợp 6xHis và 
có thể đúng là protein mục tiêu 6xHis-LukF-PV.

Ngoài ra, do các phân đoạn ly giải có sự tồn tại của các 
vạch protein tạp nên các phân đoạn có protein 6xHis-
LukF-PV được gộp lại, thẩm tách loại Imidazole bằng 
dung dịch đệm Tris và tiếp tục được tinh sạch bằng cột 
HisTrap™ HP lần 2. Kết quả tinh chế lần 2 (hình 2B) 
cho thấy, hầu hết các vạch protein tạp đã được loại bỏ. 
Protein 6xHis-LukF-PV đã được thu nhận với nồng độ 
2,45 mg/ml và độ tinh khiết trên 95% (đủ điều kiện 
để thực hiện thí nghiệm gây đáp ứng miễn dịch trên 
chuột). Sản lượng thu nhận protein 6xHis-LukF-PV từ 
chủng E. coli BL21(DE3)/pHT2352 là 6,75 mg/l môi 
trường LB-Kan hay 1,33 mg/g sinh khối ướt. 

3.4. Xác nhận 6xHis-LukF-PV bằng khối phổ LC-
MS/MS

Trước khi tiến hành phản ứng gây đáp ứng miễn dịch 
trên chuột, đề tài tiến hành xác nhận phân đoạn protein 
tinh sạch bằng phương pháp LC-MS/MS. Protein tinh 

sạch được thủy phân bằng enzyme Trypsin tạo ra 
nhiều đoạn peptide ngắn. Các ion y và b (tương ứng 
với peptide) có cường độ cao nhất được phân lập, phân 
mảnh và được phổ MS/MS ghi lại. Hình 3 mô tả một số 
mảnh đã phân cắt, cụ thể là các mảnh được tạo ra thông 
qua quá trình phân hủy enzyme trypsin và hỗn hợp 
trypsin và endo GluC. Trong đó, hai phân đoạn peptide 
GSHMDAAQHITPVSEK (hình 3A) và SFSETINYKQE 
(hình 3B) được chọn để minh họa cho dữ liệu khối phổ 
MS/MS. Hình 3A, 3B nổi bật với độ lặp lại, tin cậy cao; 
tương ứng với các trình tự ở vùng đầu N và vùng giữa 
của protein LukF-PV. 

Sau đó, các mảnh peptide được phân tích để giải trình 
tự peptide bằng cách tìm kiếm cơ sở dữ liệu protein của các 
mảnh kết quả. Việc xác định protein chưa biết được thực 
hiện bằng cách khớp các khối lượng peptide nhiều kết quả 
với công cụ tìm kiếm. Công cụ tìm kiếm ProteinPilot được 
sử dụng để phân tích phổ MS/MS. Hơn nữa, một phương 
pháp giải trình tự thủ công được sử dụng trong đó các 
đoạn được liên kết bằng Bio Tool Kit trên PeakView@ 2.2 
để xác nhận độ chính xác của các đoạn được giải trình 
tự. Hai trình tự của hai đoạn peptide được so sánh với 
trình tự của protein His-LukF-PV. Kết quả hình 3C cho 
thấy, có sự trùng khớp với trình tự protein. Vì vậy, chứng 
tỏ protein tinh sạch mà nhóm nghiên cứu thu nhận được 
đúng là protein 6xHis-LukF-PV. 

Hình 2. Kết quả tinh chế thu nhận protein 6xHis-LukF-PV bằng cột HisTrapTM HP. (A) lần tinh chế 1; (B) lần tinh chế 2. M: thang protein; 
BC (before column): dịch phá tế bào của E. coli BL21(DE3)/pHT2352 đã được cảm ứng trước khi qua cột HisTrapTM HP; AC (after column): dịch 
protein thu nhận sau khi đi qua cột HisTrapTM HP; W0 (wash fraction): phân đoạn rửa cột với Buffer 0 mM Imidazole.

(A) (B)
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3.5. Tạo kháng huyết thanh kháng 6xHis-LukF-PV 

ở chuột

Sau quá trình gây đáp ứng miễn dịch, huyết thanh 

của 3 con chuột được trộn lại với nhau thành một mẫu 

gộp đồng nhất để kiểm tra sự tương tác của kháng huyết 

thanh chuột thu nhận với kháng nguyên 6xHis-LukF-PV 

bằng phương pháp ELISA với các nồng độ kháng nguyên 

và kháng thể khác nhau. Sự tương tác của kháng nguyên 

6xHis-LukF-PV và kháng thể trong huyết thanh thu nhận 

từ chuột được gây đáp ứng miễn dịch được xác định dựa 

trên phản ứng tạo màu giữa cơ chất TMB và enzyme 

peroxidase (được gắn trên kháng thể thứ cấp). Độ hấp 

thu của mẫu ELISA tại bước sóng 450 nm (OD450 nm) càng 

cao chứng tỏ sự tương tác kháng nguyên - kháng thể 

càng mạnh hay lượng kháng thể kháng 6xHis-LukF-PV 

trong huyết thanh chuột được gây đáp ứng miễn dịch 

càng nhiều. Nếu giá trị OD450 nm thấp hơn ngưỡng dương 

tính thì sự tương tác kháng nguyên-kháng thể được xem 

là không đáng kể (hay âm tính). Kết quả ELISA (hình 4 và 

bảng 1) cho thấy, kháng nguyên 6xHis-LukF-PV với nồng 

độ thấp nhất 1 ug/ml có khả năng tương tác kháng huyết 

thanh được thu nhận từ chuột (giá trị OD450 nm lớn hơn 

ngưỡng dương tính) với độ pha loãng của kháng huyết 

thanh (hiệu giá kháng thể) là 1/160.000.

Hình 3. Kết quả xác nhận protein 6xHis-LukF-PV bằng phương pháp LC-MS/MS. (A) Khối phổ LC-MS/MS của đoạn peptide 
GSHMDAAQHITPVSEK; (B) Khối phổ LC-MS/MS của đoạn peptide SFSETINYKQE; (C) Kết quả so sánh giữa trình tự 2 đoạn peptide và trình tự 
của protein 6xHis-LukF-PV có sự trùng khớp.

(A)

(B)

(C)
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4. Bàn luận

Các kết quả được trình bày trong nghiên cứu này 
đã cho thấy tiềm năng sản xuất và ứng dụng protein 
6xHis-LukF-PV biểu hiện bởi chủng E. coli BL21(DE3)/
pHT2352 trong nghiên cứu phát triển vắc-xin kháng 

S. aureus. Tuy nhiên, một số 

vấn đề cần được bàn luận. 

Thứ nhất, khi xét về sản 

lượng thu nhận trên E. coli, 

cao nhất đạt mức 946 mg 

protein/l môi trường [14], 

sản lượng 6,75 mg 6xHis-

LukF-PV/l môi trường LB 

chỉ thuộc mức thấp. Dù vậy, 

kết quả này vẫn đáp ứng 

được mục tiêu chính của 

nghiên cứu này là thu nhận 

lượng protein 6xHis-LukF-

PV có độ tinh sạch cao và số 

lượng đủ để tiến hành khảo 

sát tính sinh miễn dịch. Việc 

gia tăng sản lượng thu nhận 

hoàn toàn có thể thực hiện 

trong những nghiên cứu 

tiếp theo khi tiến hành tối ưu các điều kiện nuôi cấy 

(nhiệt độ, nồng độ IPTG, thời gian thu mẫu, nồng độ Oxy 

trong môi trường…) hay các thành phần đa và vi lượng 

bằng các phương pháp thống kê. Vấn đề thứ hai là, sự 

Bảng 1. Số liệu các phản ứng ELISA của kháng huyết thanh chuột với kháng nguyên 6xHis-LukF-PV

Hình 4. Đồ thị biểu diễn sự tương tác của kháng huyết thanh chuột với kháng nguyên 6xHis-LukF-PV 
bằng phương pháp ELISA. OD450 nm: độ hấp thu ánh sáng của mẫu ELISA tại bước sóng 450 nm, phản ánh 
sự tương tác kháng nguyên - kháng thể.

Độ pha 
loãng huyết 
thanh	

Các nồng độ kháng nguyên 6xHis-LukF-PV Đối chứng (20 µg/ml
6xHis-LukF-PV với huyết 
thanh chuột tiêm PBS)20 µg/ml 10 µg/ml 5 µg/ml 2 µg/ml 1 µg/ml

1/5.000 2,37±0,031 2,317±0,023 1,974±0,026 1,83±0,013 1,808±0,011 0,069±0,001

1/10.000 1,731 ±0,013 1,695±0,06 1,376±0,027 0,737±0,005 0,957±0,016 0,064±0,002

1/20.000 1,185±0,013 1,088±0,021 0,876±0,002 0,527±0,084 0,53± 0,036 0,054±0,004

1/40.000 0,713±0,023 0,644±0,016 0,521±0,007 0,332±0,016 0,259±0,015 0,067±0,013

1/80.000 0,417±0,003 0,379±0,003 0,298±0,003 0,19±0,001 0,143±0,016 0,068±0,002

1/160.000 0,247±0,012 0,225±0,002 0,177±0,004 0,117±0,004 0,09±0,001 0,067±0,002

1/320.000 0,164±0,007 0,139±0,009 0,123±0,001 0,088±0,001 0,071±0,001 0,059±0,003

Ngưỡng dương tính (Cut-off value) = 0,079.
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khác biệt về kích thước của protein mục tiêu 6xHis-

LukF-PV theo dự đoán lý thuyết dựa trên trình tự amino 

acid là 35 kDa với kích thước vạch protein tinh chế trên 

gel SDS-PAGE khoảng 40 kDa. Theo những nghiên cứu 

khác trên thế giới, sự khác biệt này có thể là do như sự 

gắn SDS không đồng đều do tính acid/base, tính kỵ nước 

hay các cấu trúc đặc biệt của protein [16, 17]. Thực tế, 

protein này khá đặc biệt có pI là 9,14 và có lẽ vì điều này 

dẫn đến sự khác biệt kích thước thể hiện trên SDS-PAGE. 

Thứ ba là về đuôi dung hợp 6xHis. Câu hỏi đặt ra là liệu 

đuôi dung hợp này có ảnh hưởng đến sự tạo kháng thể 

kháng LukF-PV hay không. Một ví dụ điển hình là nghiên 

cứu của T.W. Lin và cs (2022), sự dung hợp đuôi 6xHis 

đã làm giảm đáng kể tính sinh miễn dịch của SARS-CoV-2 

RBD protein [18]. Do đó, trong nghiên cứu tiếp theo, đuôi 

6xHis sẽ được thiết kế để loại bỏ sau quá trình tinh chế 

theo mô hình tinh chế hai bước dựa trên TEV protease 

[19] hoặc HRV3C protease [20]. Cuối cùng là về hiệu giá 

kháng thể, một chỉ số quan trọng trong việc đánh giá 

hiệu quả của một loại vắc-xin hoặc liệu pháp miễn dịch. 

Hiệu giá kháng thể 1/160.000 chứng tỏ huyết thanh từ 

chuột được gây đáp ứng miễn dịch bằng protein tái tổ 

hợp 6xHis-LukF-PV tồn tại lượng lớn kháng thể kháng 

lại kháng nguyên này. Đồng thời, giá trị này cho thấy sự 

tương tác mạnh của kháng huyết thanh với kháng nguyên 

6xHis-LukF-PV, cho thấy tiềm năng trung hòa độc tố PVL 

của kháng huyết thanh (đề tài thu nhận) như các kháng 

thể kháng LukF-PV trong các nghiên cứu trước như của 

B.J. Laventie và cs (2011) [21] hay H. Karauzum và cs 

(2013) [22]. Trong tương lai, chúng tôi sẽ tiếp tục tiến 

hành khảo sát sự phối trộn protein LukF-PV với LukS-PV 

(hoặc các yếu tố độc lực khác của S. aures như LukA, Hla, 

MntC…) nhằm tạo ra kháng huyết thanh có tỷ lệ bảo hộ 

cao, có khả năng trung hòa độc tố PVL cũng như vắc-xin 

đa dòng kháng S. aureus.

5. Kết luận

Trong nghiên cứu này, protein 6xHis-LukF-PV biểu 

hiện trong E. coli BL21(DE3)/pHT2352) đã được thu 

nhận với độ tinh sạch cao. Protein được xác nhận bằng 

khối phổ. Kháng huyết thanh từ chuột có hiệu giá kháng 

thể đạt 1/160.000. Kết quả nghiên cứu này là cơ sở và 

nguyên liệu cho các nghiên cứu tiếp theo trong phòng 

ngừa, điều trị bệnh gây ra bởi S. aureus.
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