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TÓM T ẮT: Bên cạnh ảnh hưởng của điều kiện lên men và promotor thì mức độ biểu hiện protein ngoại 
lai trong Pichia pastoris còn phụ thuộc các yếu tố liên quan đến quá trình phiên mã và dịch mã như: chỉ số 
phù hợp gen ngoại lai với chủng biểu hiện; sự ưu tiên sử dụng các mã bộ ba của P. pastoris; hàm lượng 
GC và sự phân bố GC dọc theo gen. Để thu được tiểu phần HA1 (HA5.1) của kháng nguyên 
hemagglutinin H5 có hoạt tính sinh học làm cơ sở cho việc tạo vaccine phòng cúm A/H5N1 cho gia cầm, 
chúng tôi tiến hành tối ưu mã bộ ba gen ha5.1 có kích thước 1 kb của virus cúm A/H5N1 phù hợp với hệ 
biểu hiện nấm men P. pastoris X33. Gen sau khi được cải biến (mha5.1) có CAI đạt 0,98, hàm lượng 
trung bình GC từ 41,93 giảm xuống 36,64%. Tần suất sử dụng các mã bộ ba ở mức phù hợp 91-100% tăng 
mạnh từ 44% trước cải biến lên 94% và không còn các mã bộ ba hiếm. Sau khi tối ưu mã bộ ba, gen 
mha5.1 được ghép nối vector pPICZαmha 5.1 và nhân dòng trong E. coli DH10b. Vector pPICZαmha5.1 
sau đó được biến nạp vào nấm men P. pastoris X33. Protein tái tổ hợp MHA5.1 được tổng hợp dưới sự 
điều khiển của promotor AOX1 có kích thước 50-70 kDa và tiết ra ngoài môi trường sau 72 giờ nuôi cấy, 
nhiệt độ 30oC, pH môi trường cảm ứng 6,7 đến 7,2, với chất cảm ứng 1% methanol. HA5.1 tái tổ hợp liên 
kết đặc hiệu với kháng thể thỏ kháng virus cúm A/H5N1 và có hoạt tính ngưng kết hồng cầu gà ở độ pha 
loãng mẫu 26. 

Từ khóa: Chỉ số phù hợp mã bộ ba, cúm gia cầm A/H5N1, P. pastoris X33, pPICZαmha5.1 protein HA5.1 
tái tổ hợp. 

 
MỞ ĐẦU 

P. pastoris là một trong những hệ biểu hiện 
eukaryote được sử dụng rộng rãi trong nghiên 
cứu biểu hiện các protein ngoại lai, đặc biệt là 
các gen mã hóa protein có bản chất glycoprotein 
do có quá trình cải biến sau dịch mã như 
phosphoryl hóa, acetyl hóa, glycosyl hóa khá 
hoàn thiện. Protein biểu hiện được tiết ra môi 
trường với hàm lượng lớn, có tính ổn định cao 
và giữ nguyên hoạt tính sinh học [2, 10]. Một 
trong những vấn đề cần xem xét trước khi biểu 
hiện gen ngoại lai không chỉ đối với P. pastoris 
mà với mọi hệ biểu hiện là cân bằng tỷ lệ sử 
dụng mã bộ ba gen ngoại lai với chủng biểu 
hiện; điều chỉnh hàm lượng GC, sự phân bố GC 
dọc theo chiều dài của gen; sự phân bố tỷ lệ mã 
bộ ba [5, 7].  

Trong quá trình tiến hóa, các loài khác nhau 
có tính thiên vị với một loại mã bộ ba nhất định 
trong số các mã bộ ba đồng nghĩa cùng mã hóa 
cho một axit amin. Do đó có thể mã bộ ba được 
ưu tiên sử dụng ở loài này nhưng lại trở thành 

mã bộ ba hiếm ở loài khác. Tần suất sử dụng bộ 
ba AGG, AGA mã hoá cho Arg ở người là 
11,2%, trong khi đó, giá trị này ở E. coli là 
2,1% và 2,4%. Ngược lại E. coli chủ yếu sử 
dụng bộ ba CGT để mã hoá cho Arg với tần 
suất 16,4% [5]. Hàm lượng GC cao và phân bố 
không đều dễ tạo cấu trúc thứ cấp, như cấu trúc 
kẹp tóc. Cấu trúc thứ cấp được hình thành hay 
mất đi gần vùng mRNA không dịch mã và gần 
mã bộ ba khởi đầu có ảnh hưởng đến tốc độ suy 
thoái mRNA và ảnh hưởng tới khởi đầu dịch mã 
[1, 4].  

Hemagglutinin (HA) của virus cúm A là 
một kháng nguyên bề mặt quan trọng, có bản 
chất là glycoprotein. HA đóng vai trò quan 
trọng trong quá trình xâm nhiễm vào tế bào chủ 
của virus. Kháng nguyên HA được xem là thành 
phần quyết định để tạo vaccine. Kết quả các 
nghiên cứu cho thấy, phần lớn sự bảo hộ chống 
lại virus cúm A là kết quả của đáp ứng miễn 
dịch kháng lại kháng nguyên HA, đặc biệt là 
tiểu phần HA1. Sealens et al. (1999) [11] đã 
biểu hiện gen HA từ chủng virus cúm A/H3N2
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trong nấm men P. pastoris, HA tái tổ hợp được 
tiết ra môi trường nuôi cấy và có khả năng bảo 
vệ chuột khi công độc với li ều 10 x LD50 chủng 
cúm A/H3N2. Có nhiều công trình nghiên cứu 
tối ưu mã bộ ba biểu hiện gen HA làm vaccine 
phòng cúm. Kết quả nghiên cứu của Chen et al. 
(2008) [3] cho thấy HA type dại không biểu 
hiện protein tốt trong tế bào 293 T của chuột, 
lượng mRNA thấp trong tế bào chất và dịch mã 
không hiệu quả do các sai khác trong sử dụng 
mã bộ ba. Sau cải biến các mã bộ ba làm tăng 
hàm lượng GC từ 42% lên 58% để phù hợp với 
hệ biểu hiện tế bào động vật có vú, mRNA tổng 
hợp có tính ổn định cao, được chế biến và xuất 
từ nhân ra tế bào chất tốt hơn, vaccine cung cấp 
miễn dịch bảo hộ hiệu quả ở chuột với chủng 
virus H5N1. Trong nghiên cứu này, với mục 
đích thu được HA5.1 tái tổ hợp có hoạt tính HA 
cao dùng để chế vaccine phòng cúm A/H5N1 
cho gia cầm chúng tôi tiến hành tối ưu mã bộ ba 
và biểu hiện gen mã hoá cho kháng nguyên 
HA5.1 của virus cúm A/H5N1 trong P. pastoris 
X33. 

VẬT LI ỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Vật li ệu 

Vi khuẩn E. coli DH10b [F-gyrA462 endA1 
∆(sr1-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-, mB) 
supE44 ara14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Smr) 
xyl5 ∆leu mtl1] (Invitrogen) được sử dụng để 
tách dòng gen. Chủng nấm men P. pastoris X33 
(Invitrogen) được sử dụng làm chủng biểu hiện. 
Gen mha5.1 được tổng hợp từ hãng (Genscript). 
Plasmid pPICZαA (Invitrogen) được sử dụng 
làm vector tách dòng và biểu hiện.  

Kháng thể thỏ kháng virus cúm A/H5N1 do 
phòng Vi sinh phân tử, Viện Công nghệ sinh 
học cung cấp. Hồng cầu gà do Trung tâm Giống 
gia cầm Thụy Phương cung cấp. 

Cải biến gen HA5.1  

Sử dụng công cụ phân tích mã bộ ba hiếm 
(Rare Codon Analysis Tool) của hãng Genscript 
để kiểm tra sự phù hợp của trình tự gen ha5.1 với 
hệ biểu hiện P. pastoris. Sự phân tích dựa trên 
các tiêu chí sau: CAI (Codon Adaption Index - 
Chỉ số phù hợp mã bộ ba); hàm lượng G+C và sự 
phân bố của GC dọc theo chiều dài của gen; sự 
phân bố tỷ lệ phần trăm các mã bộ ba.  

Thiết kế vector biểu hiện pPICZαmha5.1  

Gen ha5.1 có kích thước 1 kb sau khi tối ưu 
mã bộ ba được tổng hợp và được đưa vào vector 
pPICZαmha5.1. Vector pPICZαmha5.1 sau đó 
biến nạp vào tế bào E. coli DH10b và chọn lọc 
trên đĩa LB chứa 100 µg/ml zeocin. Plasmid 
tách từ thể biến nạp được kiểm tra bằng các 
enzyme hạn chế. Plasmid tái tổ hợp được cắt 
mở vòng bằng BstXI và được biến nạp bằng 
xung điện vào tế bào nấm men P. pastoris X33. 
Sự có mặt của gen mha5.1 trong hệ gen thể biến 
nạp được kiểm tra bằng kỹ thuật PCR sử dụng 
cặp mồi 5’ AOX1 và 3’ AOX1 có trình tự như 
sau: 5’AOX1: 5’ gactggttccaattgacaagc 3’; 
3’AOX1: 5’ gcaaatggcattctgacatcc 3’. 

Biểu hiện gen mha5.1 trong P. pastoris X33 

Chủng nấm men tái tổ hợp được sàng lọc 
trên môi trường thạch MD có zeocin chứa YNB 
1,34%; glucose 2%; biotin 4.10-5 % sau 3 ngày 
ở 30oC. Các khuẩn lạc mọc lên từ đĩa MD được 
chuyển sang môi trường MD lỏng nuôi cấy qua 
đêm ở 30oC, lắc 250 vòng/phút đến OD600nm đạt 
khoảng 6. Chuyển 1% dịch nuôi cấy qua đêm 
vào môi trường BMGY: yeast extract 1%; 
peptone 2%; glycerol 1%; potassium phosphate 
100 mM, pH 6; YNB 1,34%; biotin 4×10-5%, 
tiếp tục nuôi cấy khoảng 16 đến 18 giờ để 
OD600nm đạt  từ 2 đến 6. Sau đó tế bào nấm men 
được chuyển sang môi trường cảm ứng BMMY: 
yeast extract 1%; peptone 2%; potassium 
phosphate 100 mM, pH 6; YNB 1,34%; biotin 
4×10-5%. Chất cảm ứng methanol được bổ sung 
vào môi trường nuôi cấy đến nồng độ cuối cùng 
đạt 1%.  

Ki ểm tra protein ngoại lai ti ết ra môi tr ường 
nuôi cấy bằng điện di SDS-PAGE và Western 
blot 

Dịch nuôi cấy sau 72 giờ cảm ứng được ly 
tâm để loại bỏ tế bào. Protein tổng số trong dịch 
nuôi cấy được phát hiện bằng phương pháp điện 
di SDS-PAGE 12,6% sau đó nhuộm bạc. Đối 
với thí nghiệm Western blot dịch nuôi cấy thu 
được từ chủng  P. pastoris X33 tái tổ hợp sau 
khi điện di được chuyển sang màng PVDF, sử 
dụng kháng thể 1 là kháng thể thỏ kháng virus 
cúm A/H5N1 pha loãng 5.000 lần và kháng thể 
2 là kháng thể dê kháng IgG thỏ cộng hợp 
enzyme horseradish peroxydase (HRP) pha
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loãng 10.000 lần. 

Ki ểm tra hoạt tính ngưng kết hồng cầu của 
protein tái tổ hợp 

Kháng nguyên HA của virus cúm có khả 
năng liên kết với axit sialic của thụ thể trên bề 
mặt hồng cầu làm cho hồng cầu bị ngưng kết 
tạo màng trên đĩa microtitter đáy chữ U. Việc 
đánh giá khả năng gây ngưng kết hồng cầu gà 
được tiến hành như sau: cho 50 µl NaCl 0,9% 
vào 12 giếng của đĩa TaKaShi, bổ sung 50 µl 

dịch nuôi cấy vào giếng 1, trộn đều và hút 50 µl 
từ giếng thứ 1 sang giếng thứ 2 để pha loãng 
mẫu theo cơ số 2, trộn đều và hút 50 µl từ giếng 
thứ 2 sang giếng thứ 3, làm tương tự với các 
giếng còn lại. Cuối cùng bổ sung vào các giếng 
50 µl hồng cầu gà 1% pha loãng trong NaCl 
0,9%, trộn đều để ở nhiệt độ phòng 30 phút. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Cải biến gen ha5.1 

 

 
Hình 1. Tần số sử dụng các mã bộ ba dọc theo chiều dài gen trong P. Pastoris 

A. Gen ha5.1 trước khi cải biến, chỉ số CAI = 0,69;  
B. Gen ha5.1 đã được cải biến (mha5.1) có chỉ số CAI = 0,98. 

 
Hình 2. Hàm lượng GC phân bố dọc theo chiều dài của gen 

A. Gen ha5.1 trước khi cải biến; B. Gen ha5.1 đã được cải biến (mha5.1). 

 
Hình 3. Sự phân bố tỷ lệ phần trăm các mã bộ ba phù hợp của gen ha5.1 trong P. pastoris. 

A. Gen ha5.1 trước khi cải biến; B. Gen ha5.1 đã được cải biến (mha5.1). 
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Kết quả phân tích mức độ phù hợp của trình 
tự gen ha5.1 (mã số AJ867074) với hệ biểu hiện 
P. pastoris trước cải biến cho thấy: Gen ha5.1 
trước cải biến có chỉ số CAI thấp, CAI = 0,69, các 
mã bộ ba hiếm có tần số sử dụng dưới 30% chiếm 
6%, chỉ có 44% mã bộ ba phân bố ở mức 91 - 
100%. Lượng GC phân bố dọc theo chiều dài gen 
không đều, do đó dễ tạo cấu trúc thứ cấp ở mRNA 
và kìm hãm sự dịch mã (hình 1A, 2A, 3A). 

Sau khi cải biến mã, gen mha5.1 có chỉ số 
phù hợp mã CAI để biểu hiện trong P. pastoris 
đạt 0,98. Các mã bộ ba đều có tần số sử dụng ở 

mức cao trên 60% và không còn các mã bộ ba 
hiếm (hình 1B). Hàm lượng GC trung bình giảm 
xuống còn 36,64%, lượng GC phân bố đều hơn 
so với trước cải biến (hình 2B). Đặc biệt tần 
suất sử dụng các mã bộ ba ở mức 91-100% tăng 
mạnh từ 44% lên 94%, còn lại 2% các mã bộ ba 
phân bố ở mức 51-60%, 2% phân bố ở mức 71-
80% (hình 3B). Trình tự nucleotit gen ha5.1 và 
mha5.1 (hình 4) trước và sau cải biến có độ 
tương đồng 77%. Trình tự axit amin do hai gen 
ha5.1 và mha5.1 mã hóa có độ tương đồng 
100%. 

  
1     CATCATCATCATCATCATATGGAAAAGATTGTTTTGTTGTTGGCTATCGTTTCTTTGGT   59 
60    TAAGTCTGATCAAATCTGTATCGGTTACCATGCTAACAACTCTACTGAACAAGTTGATAC  119 
120   TATTATGGAAAAGAACGTTACTGTTACTCATGCTCAAGATATTTTGGAAAAGACTCATAA  179 
180   CGGAAAGTTGTGTGCTTTGGATGGTGTTAAGCCATTGATTTTGAGAGATTGTTCTGTTGC  239 
240   TGGTTGGTTGTTGGGTAACCCAATGTGTGATGAATTCATCAACGTTCCAGAATGGTCTTA  299 
300   CATTGTTGAAAAGGCTAACCCAGTTAACGATTTGTGTTACCCAGGAGATTTTAACGATTA  359 
360   CGAAGAATTGAAGCATTTGTTGTCCAGAATCAACCATTTCGAAAAGATTCAAATCATCCC  419 
420   AAAGTCTTCTTGGTCTTCTCATGAAGCTTCTTTGGGTGTTTCTTCTGCTTGTCCATACCA  479 
480   GGGAAAGTCTTCTTTCTTTAGAAACGTTGTTTGGTTGATTAAGAAGAACTCTACTTACCC  539 
540   AACTATTAAGAGATCTTACAACAACACTAACCAAGAAGATTTGTTGGTTTTGTGGGGTAT  599 
600   TCATCATCCAAACGATGCTGCTGAACAAATTAAGTTGTACCAAAACCCAACTACTTACAT  659 
660   TTCTGTTGGTACTTCTACTTTGAACCAAAGATTGGTTCCAAGAATTGCTACTAGATCTAA  719 
720   GGTTAACGGTCAATCTGGTAGAATGGAATTTTTCTGGACTATTTTGAAGCCAAACGATGC  779 
780   TATTAACTTTGAATCTAACGGTAACTTTATTGCTCCAGAATACGCTTACAAGTTGGTTAA  839 
840   GAAGGGAGATTCTACTATTATGAAATCTGAATTGGAATACGGTAACTGTAACACTAAGTG  899 
900   TCAAACTCCAATGGGTGCTATTAACTCTTCTATGCCATTTCATAACATTCATCCATTGAC  959 
960   TATTGGTGAATGTCCAAAGTACGTTAAGTCTAACAGATTGGTTTTGGCTACTGGTTTGAG 1019 
1020  AAACTCTCCACAAAGAGAAAGA  1041 

Hình 4. Trình tự gen mha5.1. Các nucleotit trong khung sẫm màu  
là nucleotit đã được cải biến so với trình tự ha5.1 (mã số AJ867074). 

 
Thiết kế vector biểu hiện pPICZαmha5.1 

Gen ha5.1 có kích thước 1 kb sau khi tối ưu 
mã bộ ba được tổng hợp nhân tạo và đưa vào 
vector pPICZαmha5.1 để tách dòng, nhân dòng 
vào chuyển vào nấm men P. pastoris. Genome 
nấm men tái tổ hợp đã được tách chiết, dùng 
làm khuôn để kiểm tra sự có mặt của gen 
mha5.1 trong hệ gen bằng kỹ thuật PCR sử 
dụng cặp mồi 5’ AOX1 và 3’ AOX1 nằm ở hai 
đầu của gen, cách gen một khoảng cách là 0,6 
kb. Sản phẩm PCR từ thể biến nạp với plasmid 
pPICZαmha5.1 (Hình 5) gồm 2 đoạn DNA kích 
thước 1,6 kb và 2,2 kb tương ứng với đoạn 
DNA mang gen mha5.1 được chèn vào hệ gen 
và đoạn DNA mã hóa cho gen aldehyde oxidase 
1 trong hệ gen của nấm men dại. Chính enzyme 

này đã giúp nấm men sử dụng methanol làm 
nguồn carbon cho sinh trưởng và phát triển.  

2,5 kb
2 kb

1,5 kb

0,75 kb

0,5 kb

2,2 kb
1,6 kb

0,6 kb

M 1 2 3 4

 

Hình 5. Phân tích sản phẩm PCR khuếch đại 
đoạn DNA nằm giữa hai trình tự 5’AOX1 và 
3’AOX1 
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M. Marker 1-3: thể biến nạp chứa plasmit 
pPICZαmha5.1; 4. Thể biến nạp chứa plasmit 
pPICZαA 
 
Biểu hiện protein HA5.1 trong P. pastoris 
X33 

Theo lý thuyết, protein MHA5.1 tái tổ hợp 
có kích thước 43 kDa. Tuy nhiên, trên cả gel 
polyacrylamit và trên màng Western blot có sử 
dụng kháng thể kháng virus cúm A/H5N1, 
protein ngoại lai MHA5.1 được tổng hợp có 
kích thước từ 50 kDa đến 57 kDa (hình 6).

  

   
Hình 6. Phân tích protein ngoại bào từ dịch nuôi cấy chủng nấm men tái tổ hợp trên gel 

polyacrylamide 12,6% (A) và Western blott (B) 
M. Thang protein chuẩn; 1. Mẫu protein ngoại bào dịch nuôi cấy chủng P. pastoris X33 mang 

plasmid tái tổ hợp  pPICZαmha5.1; 2. Mẫu protein ngoại bào dịch nuôi cấy chủng P. pastoris X33 
mang vector pPICZαA (đối chứng âm). 

 
Hoạt tính ngưng kết hồng cầu của MHA5.1 

Hoạt tính sinh học của kháng nguyên HA là 
hoạt tính ngưng kết hồng cầu gà. Trong dịch lên 
men chủng đối chứng âm (hình 7b), protein 
HA5.1 không được tổng hợp nên tất cả hồng

cầu gà đã bị sa lắng dưới đáy giếng chữ U. 
Trong khi đó dịch lên men từ chủng mang gen 
mha5.1 đã làm cho hồng cầu bị ngưng kết, tạo 
màng không sa lắng, với độ pha loãng môi 
trường nuôi cấy từ 20 đến 26 (hình 7c). 

 

 
Hình 7. Hoạt tính ngưng kết hồng cầu gà của MHA5.1 trong dịch lên men 

a. Đối chứng âm - không có mẫu; b. Đối chứng âm - dịch nuôi cấy tế bào P. pastoris X33 mang 
vector pPICZαA; c. dịch nuôi cấy tế bào P. pastoris X33 mang  plasmid tái tổ hợp  pPICZαmha5.1. 
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Như vậy, MHA5.1 tái tổ hợp sau khi được 
tối ưu mã bộ ba giữ nguyên được hoạt tính 
ngưng kết hồng cầu gà. Đây là một đặc tính quan 
trọng cho thấy protein MHA5.1 tái tổ hợp được 
glycosyl và gấp cuộn đúng với cấu trúc tự nhiên, 
làm tăng tính sinh miễn dịch của kháng nguyên. 

Ảnh hưởng pH đến quá trình biểu hiện 
HA5.1 

Theo nghiên cứu của Saelens et al. (1999)

[11] pH của môi trường cảm ứng có ảnh hưởng 
rõ rệt lên mức độ biểu hiện protein HA tái tổ 
hợp ở P. Pastoris. P. pastoris có thể sinh trưởng 
được ở khoảng pH 3 - 7. Vì vậy chúng tôi lựa 
chọn 5 pH của môi trường cảm ứng ban đầu 
khác nhau: pH 4,0; pH 5,0; pH 6; pH 6,7 và pH 
7,2 để kiểm tra mức độ ảnh hưởng của pH đến 
khả năng biểu hiện và hoạt tính của protein tái 
tổ hợp. Trước khi kiểm tra hoạt tính ngưng kết, 
pH môi trường được đưa về pH 6. 

 

 

Hình 8. Hoạt tính MHA của mẫu dịch nuôi cấy chủng nấm men tái tổ hợp  
ở các pH môi trường cảm ứng ban đầu pH 4,0; pH 6,7 và pH 7,2 

a. Mẫu dịch nuôi cấy tế bào P. pastoris X33 mang vector pPICZαA (đối chứng âm); b, c, d. Mẫu 
dịch nuôi cấy tế bào P. pastoris X33 mang plasmid pPICZαmha5.1 ở các pH môi trường cảm ứng 
ban đầu là: pH 4,0; pH 6,7 và pH 7,2. 

 
Khi đưa pH môi trường về pH 6 chỉ có dịch 

nuôi cấy chủng P. pastoris X33 mang plasmid 
pPICZαmha5.1 ở các pH môi trường cảm ứng 
ban đầu là: pH 6,7; pH 7,2 có hoạt tính ngưng 
kết hồng cầu tới độ pha loãng mẫu là 26, còn 
dịch nuôi cấy ở các pH môi trường cảm ứng ban 
đầu pH 4,0; pH 5,0; pH 6,0 hồng cầu bị sa lắng 
(Hình 8b, 8c, 8d). Như vậy có thể protein 
MHA5.1 được tổng hợp ở môi trường cảm ứng 
pH 6,7 và pH 7,2. 

Để khẳng định các nhận định trên chúng tôi 
tiến hành kiểm tra protein tái tổ hợp MHA5.1 từ 
môi trường nuôi cấy bằng kỹ thuật Western 
blot. Kết quả cho thấy dịch nuôi cấy tế bào P. 
pastoris X33 mang plasmid tái tổ hợp  
pPICZαmha5.1 ở môi trường cảm ứng pH 6,7 
và 7,2 có chứa 3 dạng MHA5.1 tái tổ hợp có 
kích thước 50, 57, 70 kDa. Ngoài ra, ở pH 7,2, 
một phần nhỏ MHA5.1 có kích thước đúng theo 
tính toán lý thuyết là 43 kDa (Hình 9). Như vậy 

chứng tỏ ở pH 6,7 và pH 7,2 MHA5.1 được 
tổng hợp nhiều hơn nên có hoạt tính sinh học 
cao hơn. 

 
Hình 9. Phân tích MHA5.1 tái tổ hợp được tiết 
vào môi trường khi nuôi cấy tế bào nấm men ở 

pH khác nhau sau 75 giờ cảm ứng 

M. Thang protein chuẩn; 1-5. Dịch nuôi cấy tế 
bào P. pastoris X33 mang plasmid 
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pPICZαmha5.1 ở các pH môi trường cảm ứng 
ban đầu là: pH 4,0; pH 5,0; pH 6; pH 6,7 và pH 
7,2; 6. Mẫu dịch nuôi cấy tế bào P. pastoris 
X33 mang vector pPICZαA ở pH môi trường 
cảm ứng ban đầu pH 6. 

THẢO LUẬN 

Hệ biểu hiện P. pastoris được xem là hệ 
biểu hiện thích hợp nhất để biểu hiện protein 
HA vì chúng thỏa mãn các điều kiện như: (1) 
Có quá trình cải biến protein sau dịch mã; (2) 
Dễ tiến hành các thao tác di truyền; (3) Dễ điều 
khiển quá trình sinh tổng hợp protein ngoại lai 
[2,10]. Tuy nhiên, kết quả các nghiên cứu trước 
đây cho thấy việc biểu hiện gen HA trong P. 
pastoris gặp một số khó khăn do chỉ số phù hợp 
mã bộ ba giữa gen ngoại lai và vật chủ thấp 
(CAI = 0,69). CAI là chỉ số sử dụng bộ mã bộ 
ba chuẩn của gen biểu hiện cao ở một loài để 
đánh giá sự phù hợp của mỗi mã bộ ba của gen 
ngoại lai với loài biểu hiện đó. Chỉ số CAI thấp 
thì mức độ biểu hiện protein ngoại lai kém hoặc 
protein không đảm bảo chức năng sinh học. Chỉ 
số CAI bằng 1,0 được xem là lý tưởng nhất để 
biểu hiện gen ngoại lai [5,7]. 

Thông thường các gen có CAI trên 0,75 mới 
có khả năng biểu hiện tốt, bên cạnh đó gen 
ha5.1 có chứa nhiều bộ ba không tương thích 
trong P. pastoris do đó việc dịch mã gen ha5.1 
trong nấm men thường cho hiệu quả thấp. Hơn 
nữa, sự phân bố của G và C trên gen ha5.1 
không đồng đều có thể dẫn tới hình thành cấu 
trúc thứ cấp ở mRNA, ảnh hưởng bất lợi tới quá 
trình dịch mã. Trong nghiên cứu này chỉ số CAI 
gen ha5.1 tăng từ 0,69 lên 0,98 (42%), hàm 
lượng GC giảm từ 41% xuống 36,6% (4%). 
Mặc dù hàm lượng GC có giảm xuống nhưng sự 
phân bố của G và C dọc theo chiều dài của gen 
mha5.1 đều hơn, hạn chế được sự hành thành 
cấu trúc thứ cấp ở mRNA. Hơn nữa, theo 
nghiên cứu trên toàn bộ hệ gen P. pastoris, để 
có thể biểu hiện tốt, phân bố của GC dọc theo 
gen không nên vượt quá 43%. Gen trước khi cải 
biến mặc dù tỷ lệ GC đạt 41% nhưng có vùng 
gen CG đã tăng trên 50%.Vì vậy, trên tổng thể 
gen sau khi cải biến hàm lượng GC giảm nhưng 
không có vùng nào GC vượt quá 43%. Đặc biệt, 
giá trị CAI đạt 0,98 gần đến giá trị lý tưởng. 
Tùy theo từng chủng chủ biểu hiện mà gen được 

cải biến sao cho phù hợp. Ở E. coli, phần trăm 
GC dọc theo hệ gen là 52,35%. Vì vậy, trong 
quá trình tối ưu mã để biểu hiện gen gen ha từ 
19 chủng virus cúm A trong hệ biểu hiện E. 
coli, Mani et al. (2011) [9] đã cải biến làm tăng 
CAI lên 69,7%, hàm lượng GC tăng 16,2% 
tương đương với %GC trên toàn gen là 49%. 
Nghiên cứu này cũng chỉ ra rằng, gen sau khi 
cải biến có khả năng biểu hiện tốt hơn. 

Kết quả một số nghiên cứu cho thấy khả 
năng biểu hiện HA5 của virus cúm H5N1 trong 
tế bào động vật đạt 20 mg/l sau khi được tối ưu 
mã bộ ba, đồng  thời protein tái tổ hợp được 
cuộn gấp giống với cấu trúc tự nhiên của HA5 
và đảm bảo hoạt tính sinh học liên kết với axit 
sialic trên bề mặt tế bào hồng cầu [16]. Vaccine 
DNA dựa trên gen HA từ type phụ H1 đã tối ưu 
mã bộ ba khi gây miễn dịch trên thỏ và chuột 
đều kích thích đáp ứng miễn dịch tạo kháng thể 
nhanh hơn và hiệu giá kháng thể IgG kháng HA 
cao gấp 7-10 lần so với vaccine DNA biểu hiện 
HA chủng hoang dại [14]. Ở đây, chúng tôi 
cũng đã tối ưu mã và biểu hiện thành công 
HA5.1 của chủng virus cúm A/H5N1/Hà 
Tây/2004 trong tế bào nấm men P. pastoris. Vì 
trong nghiên cứu trước, HA5.1 được chúng tôi 
biểu hiện trong chủng nấm men này bị phân cắt 
nhiều và glycosyl hóa quá mức nên về hàm 
lượng, chúng tôi không thể so sánh được mức 
độ biểu hiện giữa hai chủng [6]. Kết quả nổi bật 
của nghiên cứu là gen sau cải biến đã được biểu 
hiện ra protein có hoạt tính HA cao mà chúng 
tôi không thấy ở dòng gen chưa được cải biến.  

Theo tính toán lý thuyết dựa trên gen và 
protein mã hóa từ gen, MHA5.1 có khối lượng 
phân tử khoảng 43 kDa. Tuy nhiên, trong tất cả 
các thí nghiệm, chỉ khi lên men để sinh tổng 
hợp protein ở pH ban đầu 7,2 protein tái tổ hợp 
có kích thước 34 kDa mới được phát hiện bằng 
Western blot nhưng hàm lượng rất thấp. Trong 
khi đó, ở các pH khác hoặc ở điều kiện nuôi cấy 
lên men bình thường, chủng tái tổ hợp tổng hợp 
ra protein ngoại lai có kích thước khoảng 50-70 
kDa. Theo nhiều nghiên cứu, HA là protein 
được glycosyl hóa, chính glycosyl hóa đã làm 
tăng hoạt tính sinh học cũng như tính kháng 
nguyên của protein này [15]. Protein HA1 có 6 
vị trí gắn kết glycosyl kiểu N. Đây cũng là kiểu 
glycosyl hóa chính, hay gặp ở P. pastoris. 
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Glycosyl hóa kiểu O xảy ra với tần số thấp hơn. 
Salen at al. (1999) [11] đã biểu hiện kháng 
nguyên HA1 của virus cúm A/H3N2 trong P. 
pastoris cũng nhận được kết quả tự, protein tái 
tổ hợp có mức độ glycosyl hóa cao, làm tăng 
kích thước của protein tái tổ hợp. Vì vậy, 
MHA5.1 đã được biểu hiện có kích thước lớn 
hơn tính toán có thể do quá trình glycosyl hóa 
xảy ra trong nấm men. 

pH môi trường nuôi cấy không chỉ ảnh 
hưởng trực tiếp tới khả năng sinh trưởng của 
nấm men, pH còn gián tiếp hoặc trực tiếp ảnh 
hưởng tới hiệu quả biểu hiện protein ngoại lai. 
Để xác định điều kiện biểu hiện protein ngoại 
lai tốt trong tế bào nấm men P. pastoris X33, 
trước tiên chúng tôi thay đổi pH môi trường 
cảm ứng BMMY. pH nghiêng dần về phía kiềm 
thì protein được biểu hiện tốt hơn và mức độ 
glycosyl hóa cao hơn. Ở pH 7,2 MHA5.1 tái tổ 
hợp được tổng hợp với lượng khá lớn, đa dạng 
về khối lượng (43, 50, 57, 70 kDa) (Hình 9). 
Nhiều nghiên cứu cho thấy pH môi trường cảm 
ứng có ảnh hưởng đến mức độ glycosyl hóa 
protein tái tổ hợp. Liu et al. (2005) [8] khi 
nghiên cứu ảnh hưởng của các điều kiện lên 
men lên mức độ glycosyl hóa của protein tái tổ 
hợp rhIFNomega ở P. pastoris chỉ ra rằng mức 
độ glycosyl hóa ở protein này có thể đạt hiệu 
quả khi duy trì ở khoảng pH 7,0 - 7,5. 
Yoshimasu et al. (2004) [17] cũng chứng minh 
pH có ảnh hưởng tới khả năng glycosyl hóa vào 
đầu N khi biểu hiện protein pepsin ở P. 
pastoris. Một số nghiên cứu khác cũng cho thấy 
ảnh hưởng của pH môi trường nuôi cấy lên khả 
năng glycosyl hóa protein ở tế bào động vật có 
vú, ở Aspergillus niger [12,13]. 

KẾT LUẬN 

Gen ha5.1 mã hoá cho kháng nguyên HA5.1 
của virus cúm A/H5N1 đã được cải biến để phù 
hợp với hệ biểu hiện nấm men P. pastoris và 
biểu hiện thành công trong nấm men P. pastoris 
X33. Protein MHA5.1 tái tổ hợp được glycosyl 
hóa, có hoạt tính sinh học cao, đảm bảo tính 
kháng nguyên. Từ kết quả nghiên cứu này có 
thể tiến hành tối ưu các điều kiện môi trường để 
sản xuất lượng lớn kháng nguyên HA5.1 tái tổ 
hợp trong P. pastoris và kiểm tra tính miễn dịch 
của kháng nguyên tái tổ hợp. 

Lời cảm ơn: Nghiên cứu này được sự hỗ trợ về 
kinh phí của đề tài “Nghiên cứu sản xuất 
vaccine tái tổ hợp phòng bệnh cúm gia cầm 
bằng kỹ thuật biểu hiện gen mã hoá kháng 
nguyên HA của chủng virus cúm A/H5N1 Việt 
Nam trong nấm men Pichia pastoris” do Viện 
Thú y chủ trì. Qua công trình nghiên cứu này, 
chúng tôi cũng gửi lời cảm ơn phòng Vi sinh 
phân tử, Viện Công nghệ sinh học đã cung cấp 
kháng thể thỏ kháng virus cúm A/H5N1. 
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SUMMARY 
 

Exotic gene expression in P. pastoris is dependent on multistep processes involving regulation at the 
level of transcription, protein translation, and posttranslational modifications. In order to further improve the 
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expression level of HA recombinant protein from A/H5N1 avian virus we optimized the HA5.1 protein 
coding sequence and expressed it in P. pastoris X33. After optimization, Codon Adaptation Index (CAI) 
value was improved from 0.69 to 0.98, without modifying the amino acid sequence of the encoded protein. 
The synthetic mha5.1 with a length of 1 kb was inserted in to pPICZαmha5.1 and cloned in E. coli DH10b 
then integrated into P. pastoris X33. HA5.1 recombinant protein of 50-70 kDa was synthesized at 30oC under 
induction of 1% methanol during 72 hours. Recombinant protein had biological function to agglutinate 
chicken’s blood cells at maximum 26 dilutions and had antigenicity to bind with antibody against HA5 of 
virus H5N1. These important results are the basis for using recombinant HA5.1 protein as a subunit vaccine. 

Keywords: Codon Adaptation Index; avian influenza virus H5N1, P. pastoris X33, HA5.1 recombinant 
protein. 
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