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Nghiªn cøu BiÓu hiÖn vïng gien preM-env cña virót Dengue  
typ 2 trong nÊm men Pichia pastoris 

 
Phïng Thu NguyÖt, NguyÔn Hång Thanh,  

§inh Duy Kh¸ng, Tr−¬ng Nam H¶i 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

BÖnh sèt Dengue lµ mét trong nh÷ng dÞch 
bÖnh nguy hiÓm nhÊt, chØ sau dÞch bÖnh sèt rÐt 
hiÖn ®ang phæ biÕn ë c¸c n−íc nhiÖt ®íi vµ ¸ 
nhiÖt ®íi. ¦íc tÝnh trªn thÕ giíi cã kho¶ng 100 
triÖu ng−êi bÞ sèt Dengue hµng n¨m. Møc ®é 
biÓu hiÖn nghiªm träng nhÊt cña bÖnh lµ hiÖn 
t−îng sèt xuÊt huyÕt vµ sèc Dengue cã thÓ dÉn 
®Õn tö vong, nhÊt lµ ®èi víi trÎ em. Virót 
Dengue thuéc hä Flaviviridae vµ gåm cã 4 typ 
kh¸ng nguyªn kh¸c nhau (tõ DEN1 ®Õn DEN4). 
DÞch sèt Dengue th−êng bïng ph¸t vµo mïa hÌ 
bëi c¸c vect¬ trung gian truyÒn virót Dengue lµ 
muçi Aedes aegypti.   

HÖ gien cña virót Dengue chøa mét khung 
®äc më ®¬n dµi kho¶ng 11 kb, mM hãa cho 3 
protein cÊu tróc vµ 7 protein kh¸c. Protein vá 
(E) lµ mét protein cÊu tróc chÝnh béc lé trªn bÒ 
mÆt cña virót Dengue tr−ëng thµnh, chøa 
kho¶ng 495 axit amin víi träng l−îng ph©n tö 
kho¶ng 60 kDa [1]. Protein E cã thÓ liªn kÕt víi 
c¸c thô thÓ vµ c¶m øng sù dung hîp mµng virót 
víi mµng tÕ bµo chñ, do ®ã g©y nªn hiÖn t−îng 
nhiÔm virót Dengue. Ngoµi ra, protein E cßn 
chøa c¸c epitop kh¸ng nguyªn kh«ng trung hßa, 
g©y nªn hiÖn t−îng sèt xuÊt huyÕt Dengue vµ 
sèc Dengue hay cßn gäi lµ qu¸ tr×nh t¨ng c−êng 
phô thuéc kh¸ng thÓ. Protein E ®M ®−îc biÓu 
hiÖn ë mét sè hÖ biÓu hiÖn kh¸c nhau nh− 
Escherichia coli, nÊm men [2], c«n trïng [3, 4] 
vµ trªn tÕ bµo ®éng vËt [5, 6].  Tuy nhiªn, 
protein E biÓu hiÖn trong tÕ bµo vi khuÈn kh«ng 
cuén ®óng cÊu tróc kh«ng gian ®Ó gi÷ ®−îc toµn 
bé c¸c epitop trung hßa cña nã [7]. Trong khi 
®ã, c¸c protein t¸i tæ hîp E ®−îc tæng hîp nhê 
hÖ thèng nu«i cÊy m« tÕ bµo ®éng vËt rÊt tèn 
kÐm vµ phøc t¹p. Gien mM hãa cho protein E

(env) liªn kÕt víi gien mM hãa cho protein PrM 
(preM-precusor membrane) t¹o nÕp gÊp ®óng vµ 
t¨ng tÝnh bÒn v÷ng cho protein E trong qu¸ tr×nh 
h×nh thµnh cÊu tróc kh«ng gian cña virót. Do ®ã, 
toµn bé vïng gien preM-env lµ mét kh¸ng 
nguyªn quan träng cho nghiªn cøu vacxin chèng 
l¹i virót Dengue vµ nã còng ®−îc sö dông trong 
chÈn ®o¸n nhanh c¸c typ kh¸ng nguyªn cña 
virót nµy.   

Trong nh÷ng n¨m gÇn ®©y, hÖ nÊm men P. 
pastoris ®M ®−îc sö dông nh− mét hÖ biÓu hiÖn 
m¹nh vµ kh«ng tèn kÐm ®Ó tæng hîp mét l−îng 
lín c¸c protein t¸i tæ hîp cã ho¹t tÝnh.  Theo kÕt 
qu¶ cña mét nhãm nghiªn cøu Trung Quèc, 
vïng gien mM hãa cho protein E cña virót 
Dengue typ 2 ®M ®−îc biÓu hiÖn thµnh c«ng 
trong P. pastoris víi träng l−îng ph©n tö 
kho¶ng 60 kDa [1]. §iÒu nµy chøng tá P. 
pastoris ®M ®−îc chän nh− lµ mét vËt chñ thÝch 
hîp ®Ó biÓu hiÖn gien cña virót Dengue. Trong 
nghiªn cøu nµy, chóng t«i sö dông nÊm men P. 
pastoris ®Ó biÓu hiÖn vïng gien preM-env cña 
virót Dengue typ 2 ph©n lËp t¹i ViÖt Nam víi 
môc ®Ých nh»m thu ®−îc mét l−îng kh¸ng 
nguyªn t¸i tæ hîp. L−îng kh¸ng nguyªn nµy, 
sau khi tinh s¹ch, ®−îc sö dông ®Ó t¹o Kit chÈn 
®o¸n nhanh b»ng ph−¬ng ph¸p Western blot vµ 
ph−¬ng ph¸p ELISA. §©y lµ b¸o c¸o ®Çu tiªn 
nghiªn cøu sù biÓu hiÖn cña vïng gien preM-
env cña virót Dengue typ 2 trong nÊm men P. 
pastoris. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. ThiÕt kÕ plasmit chøa vïng gien preM-
env  
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Tr×nh tù vïng gien preM-env cña virót 
Dengue typ 2 ph©n lËp t¹i ViÖt Nam ®M ®−îc 
®¨ng ký trªn Ng©n hµng gien quèc tÕ víi sè 
®¨ng ký lµ AJ574886. Vïng gien nµy ®−îc t¸ch 
lµm hai dßng trªn plasmit pCR2.1, mét dßng 
®Çu 5’ chøa ®o¹n gien dµi 1387 bp (pCRD2-5’) 
vµ mét dßng ®Çu 3’ chøa ®o¹n gien dµi 1480 bp 
(pCRD2-3’). Plasmit pCRD2-3’ ®−îc c¾t b»ng 
enzym HindIII (Biolabs) ®Ó thu ®o¹n gien ®Çu 
3’ vµ ®−îc ghÐp nèi víi pCRD2-5’ còng ®−îc 
xö lý b»ng enzym nµy ®Ó t¹o nªn vect¬ t¸i tæ 
hîp chøa toµn bé vïng gien preM-env (ký hiÖu 
lµ pCRD2).  

2. Tæng hîp vïng gien preM-env 

Plasmit pCRD2 ®−îc sö dông lµm khu«n ®Ó 
tæng hîp nªn vïng gien preM-env b»ng kü thuËt 
PCR víi hai ®o¹n måi thiÕt kÕ thªm ®iÓm c¾t 
cña c¸c enzym h¹n chÕ SnaBI vµ NotI 

5’PrM-E-SnaBI:  5’-agt tac gta ttc cat tta acc 
aca cgt aac-3’  

3’PrM-E-NotI: 5’-a ggc ggc cgc tca atg atg 
atg atg atg atg ggc ctg cac cat aac tcc caa- 3’                                                                                                                            

Ch−¬ng tr×nh PCR ®−îc b¾t ®Çu b»ng ph¶n 
øng biÕn tÝnh ADN sîi khu«n x¶y ra ë nhiÖt ®é 
94oC trong 2 phót, tiÕp theo lµ 25 chu kú, mçi 
chu kú gåm 3 b−íc. B−íc 1: biÕn tÝnh ADN sîi 
khu«n ë 94oC trong 1 phót; b−íc 2: ®o¹n måi 
kÕt cÆp bæ sung víi tr×nh tù sîi khu«n ë 57oC 
trong 1 phót; b−íc 3: tæng hîp kÐo dµi chuçi ë 
72oC trong 2 phót. Ph¶n øng kÕt thóc ë 72oC 
trong 2 phót vµ gi÷ mÉu trong 4oC. 

3. ThiÕt kÕ vµ biÕn n¹p vect¬ biÓu hiÖn pPICD2 
vµo nÊm men P. pastoris 

S¶n phÈm PCR ®−îc c¾t b»ng c¸c enzym 
h¹n chÕ SnaBI vµ NotI (Biolabs) vµ ghÐp nèi vµo 
vect¬ pPIC9 còng ®−îc xö lý b»ng hai enzym 
nµy. Plasmit t¸i tæ hîp nµy ®−îc c¾t kiÓm tra 
b»ng c¸c enzym h¹n chÕ SnaBI+NotI vµ BamHI.  

Plasmit pPICD2 ®−îc më vßng b»ng enzym 
h¹n chÕ StuI (Biolabs) vµ ®−îc biÕn n¹p vµo tÕ 
bµo P. pastoris GS115 theo ph−¬ng ph¸p xung 
®iÖn (GienePulser, Bio-Rad). C¸c thÓ biÕn n¹p 
®−îc chän läc trªn m«i tr−êng MD khuyÕt 
histidin (YNB 0,34%, glucoza 2%, biotin 
0,0004%).  

4. BiÓu hiÖn protein t¸i tæ hîp 

Mét sè thÓ biÕn n¹p ph¸t triÓn m¹nh trªn 
m«i tr−êng chän läc ®−îc cÊy chuyÓn sang m«i 
tr−êng láng PEG (1% yeast extract, 2% pepton, 
1% glyxªrol). TÕ bµo ®−îc nu«i cÊy l¾c ë 30oC 
víi tèc ®é 230 vßng/phót; sau kho¶ng 20 giê, ly 
t©m dÞch nu«i cÊy ë 3000 vßng/phót trong 5 
phót. Lo¹i bá dÞch næi vµ hßa l¹i tÕ bµo trong 
m«i tr−êng PEM (1% yeast extract, 2% pepton, 
1% mªtanol) ®Ó ®¹t ®−îc OD = 1, sau ®ã tiÕp 
tôc nu«i cÊy l¾c 230 v/p ë 28oC. TÕ bµo ®−îc 
c¶m øng sau 24 giê b»ng mªtanol víi nång ®é 
cuèi cïng 1%. DÞch nu«i cÊy sau 3 ngµy c¶m 
øng ®−îc thu l¹i vµ tiÕn hµnh x¸c ®Þnh protein 
b»ng ®iÖn di trªn gel polyacrylamit 12,5%.  

5. KiÓm tra kh¶ n¨ng liªn kÕt gi÷a protein 
t¸i tæ hîp PrM-E víi kh¸ng thÓ ®Æc hiÖu 
kh¸ng virót Dengue typ 2 b»ng ph−¬ng 
ph¸p Western blot  

Protein t¸i tæ hîp ®−îc ®iÖn di trªn gel SDS-
PAGE 12.5%. Sau ®ã, protein ®−îc chuyÓn sang 
mµng PVDF trong dung dÞch ®Öm cã mªtanol 
(glyxin: 14,41g; tris: 3g; 20% mªtanol). §iÖn di 
chuyÓn mµng ®−îc thùc hiÖn ë hiÖu ®iÖn thÕ 
100V trong kho¶ng 2 giê ë ®iÒu kiÖn l¹nh. PhÇn 
ch−a g¾n protein trªn mµng ®−îc phñ b»ng dung 
dÞch TBS 1X cã chøa 5% s÷a t¸ch b¬ ë 4oC qua 
®ªm. Röa mµng vµi lÇn b»ng dung dÞch TTBS 
(TBS 1X: 250 ml; tween 20: 250µl; bæ sung 
n−íc ®Õn 500 ml) trong kho¶ng 5 phót. Mµng 
®−îc ñ trong dung dÞch chøa kh¸ng thÓ kh¸ng 
virót Dengue typ 2 trong huyÕt thanh thá víi 
nång ®é pha loMng thÝch hîp trong 2 giê. Mµng 
®−îc röa vµi lÇn b»ng dung dÞch TTBS vµ ®−îc ñ 
trong dung dÞch kh¸ng thÓ kh¸ng IgG cña thá cã 
g¾n enzym peroxidaza. TiÕp tôc röa mµng b»ng 
®Öm TTBS vµ TBS. ChuyÓn mµng sang 30 ml 
dung dÞch chÊt hiÖn mµu cho tíi khi xuÊt hiÖn 
b¨ng. Ph¶n øng ®−îc dõng l¹i b»ng c¸ch röa 
mµng nhiÒu lÇn b»ng n−íc cÊt. 

II. KÕt qu¶ nghiªn cøu 

1. ThiÕt kÕ vect¬ biÓu hiÖn vïng gien preM-
env 

Toµn bé vïng gien preM-env cña virót 
Dengue typ 2 ®−îc ghÐp nèi vµ ®−a vµo vect¬ 
biÓu hiÖn trong nÊm men pPIC9 theo h×nh 1.  

Vïng gien preM-env cña virót Dengue typ 2 
cã kÝch th−íc kho¶ng 2000 bp. §Ó ®¬n gi¶n hãa 
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viÖc t¸ch dßng, vïng gien nµy ®−îc t¸ch lµm hai 
dßng ®Çu 3’ (pCRD2-3’) vµ ®Çu 5’ (pCRD2-5’) 
(theo nh− m« t¶ ë phÇn vËt liÖu vµ ph−¬ng 
ph¸p). Nh×n tõ h×nh 1, ta thÊy cã c¸c ®iÓm c¾t 
cña enzym h¹n chÕ HindIII n»m trong gien vµ 
trªn vïng ®a nèi cña vect¬. VÞ trÝ cña ®iÓm c¾t 
HindIII n»m trong gien ®Çu 3’ lµ 424  vµ trong 

gien ®Çu 5’ lµ 1179. §iÓm HindIII n»m trong 
vïng gèi lªn nhau gi÷a ®Çu 5’ vµ ®Çu 3’ cña 
vïng gien preM-env, do ®ã enzym nµy ®−îc sö 
dông ®Ó c¾t ®o¹n gien kho¶ng 1000 bp tõ 
plasmit pCRD2-3’vµ ghÐp nèi víi plasmit 
pCRD2-5’ (5079 bp) ®M ®−îc xö lý b»ng 
HindIII. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 1. S¬ ®å thiÕt kÕ vect¬ biÓu hiÖn vïng gien preM-env cña virót Dengue typ 2

Hai ®o¹n gien nµy ®−îc ghÐp nèi víi nhau 
nhê enzym nèi ADN ligaza, t¹o plasmit t¸i tæ 
hîp cã chøa ®o¹n gien hoµn chØnh preM-env (ký 
hiÖu pCRD2). S¶n phÈm nèi sau khi biÕn n¹p 
vµo trong tÕ bµo E. coli DH5α ®−îc c¾t kiÓm tra 
b»ng c¸c enzym h¹n chÕ BamHI vµ HindIII 
(h×nh 2).  

   Theo tÝnh to¸n, ë plasmit pCRD2 khi c¾t b»ng 
BamHI sÏ xuÊt hiÖn 3 b¨ng cã kÝch th−íc 
kho¶ng 400, 500 vµ 5179 bp; cßn khi xö lý 
pCRD2 b»ng HindIII sÏ xuÊt hiÖn c¸c b¨ng cã 
kÝch th−íc kho¶ng 1060 vµ 5019bp. KÕt qu¶ 
trªn h×nh 2 cho thÊy c¸c dßng ®Òu xuÊt hiÖn 
b¨ng cã kÝch th−íc nh− trong tÝnh to¸n. Nh− 

vËy, chóng t«i ®M thu ®−îc plasmit t¸i tæ hîp 
pCRD2 cã chøa toµn bé vïng gien preM-env.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

        H×nh 2. §iÖn di s¶n phÈm c¾t plasmit 
pCRD2 trªn gel agaroza 0,8% 
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§−êng ch¹y 1: thang ADN chuÈn; ®−êng ch¹y 2: s¶n 
phÈm c¾t plasmit pCRD2 b»ng BamHI; ®−êng ch¹y 
3: s¶n phÈm c¾t plasmit pCRD2 b»ng HindIII  

2. Tæng hîp vïng gien preM-env  

§Ó ®−a toµn bé vïng gien preM-env hoµn 
chØnh vµo vect¬ biÓu hiÖn pPIC9, hai ®o¹n måi 
®Ó nh©n vïng gien preM-env ®−îc thiÕt kÕ cã 
chøa ®iÓm c¾t cña c¸c enzym h¹n chÕ SnaBI vµ 
NotI. Bªn c¹nh ®ã, ®Ó thuËn lîi cho viÖc tinh 
s¹ch protein sau nµy, ®o¹n måi ®Çu 3’ cßn ®−îc 
thiÕt kÕ thªm vïng mM hãa cho 6 histidin n»m 
tr−íc bé ba kÕt thóc. Plasmit pCRD2 ®−îc sö 
dông lµm khu«n cho kü thuËt PCR. KÕt qu¶ 
PCR ®−îc kiÓm tra trªn gel agaroza 0,8% (h×nh 
3). 

 
 

H×nh 3. §iÖn di s¶n phÈm PCR cña vïng gien       
preM-env trªn gel agaroza 0,8% 

§−êng ch¹y 1: thang ADN; ®−êng ch¹y 2: s¶n phÈm 
PCR  

KÕt qu¶ trªn h×nh 3 cho thÊy vïng gien 
preM-env cã kÝch th−íc kho¶ng 2000 bp ®M 
®−îc nh©n lªn thµnh c«ng vµ cã kÝch th−íc ®óng 
víi tÝnh to¸n. 

3. ThiÕt kÕ plasmit biÓu hiÖn pPICD2  

S¶n phÈm PCR ®−îc c¾t b»ng hai enzym h¹n 
chÕ SnaBI+NotI vµ ®−îc ghÐp nèi vµo vect¬ 
pPIC9 còng  ®−îc xö lý b»ng hai enzym nµy. 
C¸c plasmit pPIC9 chøa toµn bé vïng gien 
preM-env cña virót Dengue typ 2 (®−îc ký hiÖu 
lµ pPICD2). pPICD2 ®−îc c¾t kiÓm tra b»ng c¸c 
enzym h¹n chÕ BamHI, SnaBI+NotI. KÕt qu¶ 
c¾t kiÓm tra pPICD2 ®−îc tr×nh bµy trªn h×nh 4. 

KÕt qu¶ trªn h×nh 4 cho thÊy ë pPICD2 khi 
c¾t b»ng BamHI xuÊt hiÖn ba b¨ng cã kÝch 
th−íc kho¶ng 507, 1402 vµ 8000bp; cßn khi xö 

lý vect¬ nµy b»ng SnaBI+NotI, xuÊt hiÖn 2 b¨ng 
cã kÝch th−íc ®óng víi kÝch th−íc cña gien 
kho¶ng 2000 bp. C¸c b¨ng ®iÖn di trªn h×nh 4 
cho thÊy c¸c s¶n phÈm c¾t kiÓm tra cho c¸c 
b¨ng ADN cã kÝch th−íc ®óng nh− tÝnh to¸n. 
Nh− vËy, chóng t«i ®M thiÕt kÕ thµnh c«ng vect¬ 
pPICD2 biÓu hiÖn vïng gien preM-env ®Ó ®−a 
vµo nÊm men P. pastoris. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 4. S¶n phÈm c¾t kiÓm tra plasmit pPICD2 
trªn gel agaroza 0,8% 

§−êng ch¹y 1: thang ADN chuÈn; ®−êng ch¹y 2: 
dßng ®èi chøng pPICD2; ®−êng ch¹y 3: plasmit 
pPICD2/ BamHI; ®−êng ch¹y 4: plasmit pPICD2/ 
SnaBI+NotI 

4. BiÓu hiÖn protein t¸i tæ hîp PrM-E 
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H×nh 5. §iÖn di SDS-PAGE trªn gel 
polyacrylamit 12,5%  ®Ó kiÓm tra kh¶ n¨ng biÓu 
hiÖn cña vïng gien preM-env trong P. pastoris 

sau 3 ngµy c¶m øng. 
§−êng ch¹y 1: protein cña dßng ®èi chøng; ®−êng 

ch¹y 2: thang protein chuÈn; ®−êng ch¹y 3, 4: protein 
cña c¸c dßng chøa vïng gien preM-env 

Plasmit pPICD2 ®−îc më vßng b»ng StuI ®Ó 
gióp ®Þnh h−íng cho qu¸ tr×nh tÝch hîp vïng 
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gien preM-env vµo vïng ®ét biÕn cña gien mM 
hãa histidin trong genom cña nÊm men ®−îc dÔ 
dµng. Sau 2 ngµy nu«i cÊy trªn m«i tr−êng MD 
khuyÕt histidin, ®M xuÊt hiÖn nhiÒu khuÈn l¹c, 
chøng tá chñng nÊm men t¸i tæ hîp cã kh¶ n¨ng 
tæng hîp histidin vµ plasmit ®M ®−îc tÝch hîp 
vµo genom cña nÊm men. KÕt qu¶ biÓu hiÖn 
protein t¸i tæ hîp PrM-E ®−îc thÓ hiÖn trªn h×nh 
5.  

KÕt qu¶ trªn h×nh 5 cho thÊy protein t¸i tæ 
hîp PrM-E cã kÝch th−íc kho¶ng 79 kDa ®M 
®−îc biÓu hiÖn trong tÕ bµo nÊm men P. pastoris 
sau khi ®−îc c¶m øng b»ng mªtanol 1%, trong 
khi dßng ®èi chøng chØ chøa vect¬ pPIC9 th× 
kh«ng thÊy xuÊt hiÖn b¨ng protein t−¬ng øng. 
Trong tÕ bµo nÊm men, th−êng x¶y ra qu¸ tr×nh 
glycozyl hãa c¸c protein sau khi dÞch mM, do ®ã 
protein ngo¹i lai ®−îc biÓu hiÖn th−êng ®−îc g¾n 
thªm c¸c gèc ®−êng. KÝch th−íc cña protein t¸i 
tæ hîp PrM-E cao h¬n so víi kÝch th−íc cña 
protein PrM-E theo tÝnh to¸n lµ 7 kDa, cã thÓ 
®−îc gi¶i thÝch lµ do qu¸ tr×nh glycozyl hãa trong

tÕ bµo nÊm men P. pastoris. L−îng protein t¸i tæ 
hîp sau khi biÓu hiÖn, ®−îc x¸c ®Þnh b»ng 
ph−¬ng ph¸p so s¸nh víi protein chuÈn kho¶ng 
0,1-0,2 mg/ml. Ph¶n øng Western blot cã thÓ 
kiÓm tra kh¶ n¨ng liªn kÕt miÔn dÞch kh¸ng 
nguyªn-kh¸ng thÓ víi l−îng protein tinh s¹ch 
kho¶ng 0,001 mg/ml. V× vËy, l−îng protein t¸i 
tæ hîp PrM-E ®−îc tæng hîp trong P. pastoris 
cã thÓ sö dông ®−îc trong ph¶n øng Western 
blot.  Tõ kÕt qu¶ trªn, chóng t«i kÕt luËn ®M 
biÓu hiÖn thµnh c«ng toµn bé vïng gien preM-
env cña virót Dengue typ 2 trong nÊm men P. 
pastoris.  

5. KÕt qu¶ kiÓm tra protein t¸i tæ hîp 
b»ng Western blot 

Protein t¸i tæ hîp sau khi biÓu hiÖn trong 
nÊm men P. pastoris ®−îc kiÓm tra kh¶ n¨ng 
liªn kÕt miÔn dÞch víi kh¸ng thÓ ®Æc hiÖu 
kh¸ng virót Dengue typ 2 trong huyÕt thanh 
thá b»ng Western blot. 

 
 
                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  

H×nh 6. Sù liªn kÕt cña kh¸ng nguyªn t¸i tæ hîp PrM-E víi kh¸ng thÓ kh¸ng virót Dengue typ 2 
trong huyÕt thanh thá ®−îc kiÓm tra b»ng Western blot 

§−êng ch¹y 1,3: thang protein chuÈn; ®−êng ch¹y 2: kÕt qu¶ lai kh¸ng nguyªn PrM-E2 víi kh¸ng thÓ kh¸ng 
virót Dengue typ 2; ®−êng ch¹y 4: protein t¸i tæ hîp PrM-E cña virót Dengue typ 2 biÓu hiÖn trong P. pastoris

KÕt qu¶ biÓu hiÖn vïng gien preM-env 
trªn h×nh 6 (®−êng ch¹y 4) cho thÊy protein 
t¸i tæ hîp cã kÝch th−íc kho¶ng 79 kDa. C¸c 
protein kh¸ng nguyªn PrM-E nµy ®−îc 
chuyÓn sang mµng PVDF vµ ®−îc phñ víi 
kh¸ng thÓ kh¸ng virót Dengue 2. KÕt qu¶ lai 
Western blot trªn h×nh 6 (®−êng ch¹y 2) cho 
thÊy sù xuÊt hiÖn mét b¨ng protein duy nhÊt, 

®óng víi kÝch th−íc cña protein biÓu hiÖn. 
§iÒu nµy chøng tá protein t¸i tæ hîp PrM-E cã 
kh¶ n¨ng liªn kÕt víi kh¸ng thÓ ®Æc hiÖu 
kh¸ng virót Dengue typ 2. KÕt qu¶ nµy më ra 
triÓn väng øng dông protein t¸i tæ hîp PrM-E2 
cho môc ®Ých t¹o bé sinh phÈm trong chÈn 
®o¸n bÖnh sèt Dengue vµ sèt xuÊt huyÕt 
Dengue. 

1           2 
 

3      4 

kDa 

  

116  

66  

43 

35 

25 

18 

14 

79 kDa 

kDa 



 71 

III. KÕt luËn 

Hai ®o¹n gien t¸ch dßng riªng biÖt ®Çu 3’ 
(pCRD2-3’) vµ ®Çu 5’ (pCRD2-5’) ®M ®−îc ghÐp 
nèi thµnh c«ng ®Ó t¹o thµnh vïng gien hoµn 
chØnh pCRD2 b»ng enzym h¹n chÕ HindIII. 
Vïng gien pCRD2 cã kÝch th−íc kho¶ng 2000 
bp ®M ®−îc ®−a vµo trong vect¬ pPIC9 vµ biÓu 
hiÖn thµnh c«ng trong nÊm men P. pastoris mµ 
vÉn gi÷ ®−îc tÝnh kh¸ng nguyªn cña protein. 
Protein t¸i tæ hîp cã kÝch th−íc kho¶ng 79 kDa 
®−îc tæng hîp víi hµm l−îng kho¶ng 0,1-
0,2mg/ml vµ cã kh¶ n¨ng ®¸p øng miÔn dÞch ®Æc 
hiÖu víi kh¸ng thÓ kh¸ng virót Dengue typ 2 
trong ph¶n øng Western blot.  
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Expression of the gene region preM-env of Dengue virus type 2 
in Pichia pastoris 

 
Phung Thu Nguyet, Nguyen Hong Thanh, 

Dinh Duy Khang, Truong Nam Hai 

Summary 

The Dengue fever is one of the most serious illnesses in many tropical and subtropical countries. 
Laboratory tests are essential for diagnosis of the Dengue infection. The gene region preM-env of Dengue 
virus type 2 containing about 2000 bp was amplified by using the RT-PCR method from the infected cell and 
cloned in the pCR2.1 vector. This gene region was inserted in the pPIC9 vector for expression in the yeast 
cells. The electroporation was used to transfer the recombinant plasmid (pPIC-D2) into P. pastoris cells. The 
expressed full-length PrM-E gene in P. pastoris was identified by SDS-PAGE and Western-blot. It was shown 
that the recombinant protein with molecular weight of approximately 79 kDa excreted into the supernatant of 
culture when induced with 1% methanol after 3 days. The protein concentration expressed in P. pastoris was 
estimated of 0.1-0.2 mg/ml by the comparison with the molecular weight of the protein marker. The result of 
Western blot indicated that the recombinant protein PrM-E was able to bind with rabbit monoclonal antibody 
specific to Dengue virus type 2. The purified recombinant PrM-E protein will be applied for producing the 
diagnosis Kit of Dengue virus. 
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