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NGHI£N CøU THIÕT KÕ VECTOR Vµ BIÓU HIÖN PROTEASE  
CñA VIRUS CHIKUNGUNYA TR£N HÖ E.COLI 

 
Vò Xu©n NghÜa, NguyÔn Thu Thñy 

 
Tãm t¾t 
Virus Chikungunya (CHIKV) lµ mét alphavirus g©y 

ra c¸c vô dÞch sèt xuÊt huyÕt víi c¸c biÓu hiÖn sèt, 
ph¸t ban, viªm ®a khíp ë Ch©u Phi vµ Ch©u ¸. Nh÷ng 
enzyme ®­îc m· hãa bëi virus, nsP2-protease cã vai 
trß quan träng trong qu¸ tr×nh nh©n lªn cña virus, bëi 
vËy ®©y lµ protein ®Ých ®Ó ph¸t triÓn øng dông c¸c 
thuèc míi trong ®iÒu trÞ virus. Träng l­îng ph©n tö cña 
nsP2-protease kho¶ng 45 kDa ho¹t ®éng nh­ enzyme 
papain vµ thuéc phÇn C-terminal cña nsP2. Trong 
nghiªn cøu nµy, gen m· hãa protein nsp2-protease 
®­îc thiÕt kÕ vµ biÓu hiÖn tèt trªn hÖ E.coli vµ ®Þnh 
h­íng øng dông trong kiÓm ®Þnh thuèc kh¸ng virus. 

summary 
Chikungunya virus (CHIKV) is a mosquito-borne 

alphavirus that causes epidemic fever, rash and 
polyarthralgia in Africa and Asia. Among the virus-
encoded enzymes, nsP2-protease is an essential 
enzyme whose proteolytic activity is critical for virus 
replication, so it is an attractive target for the 
development of antiviral drugs. It is a protein of 
approximately 45 kDa and the papain-like protease 
activity resides in the C-terminal portion of the nsP2 
protein. In this study, a recombinantCHIKVnsP2pro 
were well expressed in Escherichia and for further may 
be useful for future drug screening. 

§ÆT VÊN §Ò 
Virus Chikungunya (CHIKV) lµ mét alphavirus g©y 

ra c¸c vô dÞch sèt xuÊt huyÕt víi c¸c biÓu hiÖn sèt, 
ph¸t ban, viªm ®a khíp ë Ch©u Phi vµ Ch©u ¸. MÆc 
dï, nã ®­îc ph©n lËp tõ nh÷ng n¨m 50 nh­ng nh÷ng 
b¸o c¸o vÒ ®Æc ®iÓm dÞch tÔ còng nh­ l©m sµng trong 
vô dÞch gÇn ®©y ë Ên §é D­¬ng, khu vùc §«ng Nam 
Ch©u ¸ vµ ®Æc biÖt ë n­íc ta b¸o ®éng cña mét mÆt 
bÖnh míi. NhiÒu bÖnh c¶nh l©m sµng diÔn biÕn nÆng 
cho thÊy nhÊn sù thiÕu hôt c¸c ph­¬ng ph¸p ®iÒu trÞ 
virus mét c¸ch hiÖu qu¶. CÊu tróc cña CHIKV bao gåm 
c¸c protein tham gia cÊu tróc vµ c¸c protein kh«ng 
tham gia cÊu tróc. Trong nh÷ng protein kh«ng tham gia 
cÊu tróc, protein nsP2-protease cã vai trß quan träng 
trong qu¸ tr×nh nh©n lªn cña virus. §Ó nghiªn cøu vµ 
ph¸t triÓn c¸c thuèc chèng virus, hÇu hÕt c¸c thuèc 
®Òu ®­îc thö nghiÖm trªn m« h×nh øc chÕ protease. 
Bëi vËy, protein nsP2-proteasae lµ mét trong nh÷ng 
®Ých thö nghiÖm nh»m ph¸t triÓn øng dông c¸c thuèc 
míi trong ®iÒu trÞ virus. Protein nsP2-proteasae lµ mét 
enzyme cã nhiÒu chøc n¨ng, träng l­îng ph©n tö 
kho¶ng 45 kDa ho¹t ®éng nh­ enzyme papain vµ 
thuéc phÇn C-terminal cña nsP2. §Ó thu ®­îc protein 
nsP2-protease, trong nghiªn cøu nµy, gen m· hãa 
protein nsp2-protease ®­îc thiÕt kÕ vµ biÓu hiÖn trªn 

hÖ E.coli. KÕt qu¶ cho thÊy, kh¶ n¨ng biÓu hiÖn cña 
protein nµy lµ rÊt tèt, më ra triÓn väng x©y dùng m« 
h×nh øng dông kiÓm ®Þnh thuèc kh¸ng virus. 

CHÊT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 
1. T¹o vector biÓu hiÖn CHIKV protein nsP2-

protease t i̧ tæ hîp. 
T¸ch dßng gen m· hãa CHIKV protein nsP2-

protease protein: CHIKV-Wue1 ®­îc nu«i cÊy vµ ph©n 
lËp tõ tÕ bµo muçi C6/36. Toµn bé Genome cña 
CHIKV ®­îc t¸ch chiÕt bëi kit RNeasy mini kit (Qiagen, 
§øc). øng dông kü thuËt RT-PCR tæng hîp cDNA cña 
®o¹n gen m· hãa protein nsP2-protease. Tr×nh tù måi 
tham gia ph¶n øng: nsP2-protease-s 5’- 
CACCACACTTTCCGGCGACCCGTG-3’; nsP2-
protease-as 5’-CTAACATCCTGCTCGGGTGACCTG-
3’; Ph¶n øng RT-PCR ®­îc thùc hiÖn theo h­íng dÉn 
cña nhµ s¶n xuÊt víi mét sè thay ®æi ®Ó tèi ­u hãa 
®iÒu kiÖn ph¶n øng. Thµnh phÇn tham gia ph¶n øng 
RT-PCR bao gåm: 5x Qiagen Onestep RT-PCR buffer 
x 5l, dNTP 10mM/l x 0,4l, cÆp måi 10pmol/l x 1l 
(mçi primer), enzyme taq-polymerase x 2,5U, RNA cña 
virus vµ n­íc khö ion RNAfree võa ®ñ 50l. Chu tr×nh 
nhiÖt ®­îc thùc hiÖn theo 45°C trong 45 phót cho 
chuyÓn ®æi tõ RNA sang cDNA. TiÕp ®Õn lµ 950C trong 
2 phót vµ 40 vßng cña c¸c giai ®o¹n: duçi xo¾n ë 94 
0C trong 30 s, b¸m måi 55 0C trong 1 phót, kÐo dµi 
720C trong 1 phót. Cuèi cïng lµ giai ®o¹n kÐo dµi 720C 
trong 10 min. Sau khi nh©n lªn, s¶n phÈm PCR ®­îc 
ch¹y trªn Agarose Gel 1,2% ë 100v vµ ®­îc chôp trªn 
hÖ thèng m¸y ®äc gel. 

S¶n phÈm PCR ®­îc g¾n vµo vector pCRII topo 
(Invitrogen, Germany), sau ®ã gen m· hãa cho protein 
nsP2-protease ®­îc g¾n vµo vector biÓu hiÖn protein 
pET200/D (Invitrogen, Germany). KÕt qu¶, plasmid 
pET200/D- nsP2protease ®­îc sö dông biÓu biÖn 
protein t¸i tæ hîp cña virus. 

2. BiÓu hiÖn vµ ph©n tÝch protein nsP2-protease 
t¸i tæ hîp. 

BiÕn n¹p plasmid vµo tÕ bµo BL21 star, nu«i cÊy tÕ 
bµo trªn ®Üa th¹ch LB chøa kh¸ng sinh kanamycine 
(50×g/ml) qua ®ªm. LÊy mét colony ®¬n lÎ cho vµo 3ml 
dung dÞch LB chøa kh¸ng sinh kanamycine (50×g/ml). 
L¾c ñ qua ®ªm ë 370C. Ngµy h«m sau, lÊy 500×l cho 
vµo 10ml dung dÞch LB chøa Kanamycine. L¾c, ñ ë 
370C trong 2 giê ®Õn khi ®¹t mid-log (OD600 lµ 0.5-0.7). 
Cho IPTG víi nång ®é cuèi cïng lµ 1mM vµo dung 
dÞch nu«i cÊy. T¹i c¸c thêi ®iÓm 0, 2, 4 giê lÊy 1ml 
dung dÞch tÕ bµo, ph¸t hñy tÕ bµo b»ng siªu ©m. DÞch 
ph©n hñy ®­îc ly t©m, phÇn n­íc næi vµ phÇn cÆn tÕ 
bµo ®­îc ph©n tÝch b»ng SDS-PAGE khi nhuém 
coomassie blue vµ Western blot sö dông kh¸ng thÓ 
kh¸ng HIS-Tag. 
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KÕT QU¶ Vµ BµN LUËN 
1. T¸ch dßng vµ t¹o vector biÓu hiÖn protein 

nsP2-protease t¸i tæ hîp. 
Dùa trªn khu«n RNA cña virus, cDNA ®o¹n gen m· 

hãa protein nsP2-protease ®­îc tæng hîp b»ng ph¶n 
øng RT-PCR. S¶n phÈm lµ ®o¹n DNA cã kÝch th­íc 
kho¶ng 1100bp (h×nh 1). 

Gen m· hãa protein nsP2-protease ®­îc khuyÕch 
®¹i vµ g¾n vµo vector pCRII. Tr×nh tù cña gen m· hãa 
®­îc x¸c ®Þnh qua gi¶i tr×nh tù. Sau ®ã, gen m· hãa 
tiÕp tôc ®­îc g¾n vµo vector pET200/D. Vector nµy 
®­îc sö dông biÓu hiÖn protein nsP2-protease t¸i tæ 
hîp. 
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H×nh 1: S¶n phÈm PCR cña gen m· hãa protein nsP2-protease vµ 

s¬ ®å vector biÓu hiÖn protein t i̧ tæ hîp 
 
2. BiÓu hiÖn protein t i̧ tæ hîp nsP2-protease 
Plasmid pET200/D- nsP2protease ®­îc biÕn n¹p 

vµo E.coli BL21 star vµ biÓu hiÖn protein t¸i tæ hîp. 
BiÓu hiÖn protein ®­îc ph©n tÝch bëi SDS-PAGE vµ 
Western blot (H×nh 2) 
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H×nh 2: (A). Protein t i̧ tæ hîp nsP2protease ®­îc ph©n tÝch b»ng 
SDS-PAGE. Lane 1: Protein marker; lane 2,3,4: protein biÓu hiÖn 
sau 0, 2, 4 giê; lane 5: protein cã trong cÆn tÕ bµo; lane 6: protein 

trong n­íc næi.  

(B). Protein t i̧ tæ hîp nsP2protease ®­îc ph©n tÝch b»ng Western 
blot. Lane 1, 2, 3: protein biÓu hiÖn sau 0, 2, 4 giê; lane 4: protein 

cã trong cÆn tÕ bµo; lane 5: protein trong n­íc næi. 
 
Protein t¸i tæ hîp sau khi biÓu hiÖn ®­îc ph©n tÝch 

b»ng SDS-PAGE nhuém Coomassie blue. KÕt qu¶ cho 
thÊy, protein t¸i tæ hîp ®­îc biÓu hiÖn sau 2, 4 giê khi 
cho IPTG vµo trong dÞch nu«i. Nh­ng biÓu hiÖn râ nhÊt 
lµ sau 4 giê ë lane 4(A). Trong dÞch cÆn tÕ bµo vµ dÞch 
næi, protein t i̧ tæ hîp cã nhiÒu trong dÞch cÆn tÕ bµo, 
trong khi ®ã trong dÞch næi cã rÊt Ýt. Tuy nhiªn, ®Ó 
kh¼ng ®Þnh ch¾c ch¾n, protein t¸i tæ hîp ®­îc ph¸t 
hiÖn b»ng ph­¬ng ph¸p Western blot sö dông kh¸ng 
thÓ kh¸ng HIS-Tag. KÕt qu¶ cho thÊy t­¬ng tù nh­ 
SDS-PAGE. §Æc biÖt, trong dÞch næi kh«ng ph¸t hiÖn 
protein t¸i tæ hîp. 

§iÒu nµy cho thÊy, Protein t¸i tæ hîp nsP2protease 
khi ®­îc biÓu hiÖn trªn hÖ E.coli lµ protein kh«ng hßa 
tan vµ biÓu hiÖn râ nhÊt t¹i thêi ®iÓm sau 4 giê g©y kÝch 
ho¹t b»ng IPTG. 

KÕT LUËN 
Nghiªn cøu ®· thµnh c«ng thiÕt kÕ vector biÓu hiÖn 

Protein t¸i tæ hîp nsP2protease trªn hÖ E.coli BL21 
Star. Plasmid nµy biÓu hiÖn protein t¸i tæ hîp m¹nh 
nhÊt t¹i thêi ®iÓm sau 4 giê kÝch ho¹t b»ng IPTG.  
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THAY §æI C¥ N¡NG Vµ THùC THÓ ë BÖNH NH¢N VI£M MòI DÞ øNG  

§IÒU TRÞ MIÔN DÞCH §ÆC HIÖU §¦êNG D¦íI L¦ìI  
B»NG DÞ NGUY£N DERMATOPHAGOIDES PTERONYSSINUS 

 
Huúnh Quang ThuËn, NguyÔn §Æng Dòng 

Häc viÖn qu©n y 
NguyÔn §×nh Phóc - BÖnh viÖn Tai Mòi Häng Trung ­¬ng  

Tãm t¾t 
Nghiªn cøu dÞch tÔ häc gÇn ®©y cho thÊy 20 % d©n 

sè thÕ giíi vµ 40% trÎ em bÞ viªm mòi dÞ øng, kho¶ng 
40 triÖu ng­êi Mü viªm mòi dÞ øng (16 % d©n sè) ; ë 
Anh lµ 26% d©n sè; ë ViÖt Nam tû lÖ viªm mòi dÞ øng lµ 
12,5%. Nguyªn nh©n chñ yÕu lµ do m¹t bôi nhµ 
Dermatophagoides pteronyssinus (D.pte). MiÔn dÞch 

®Æc hiÖu lµ ph­¬ng ph¸p ®iÒu trÞ hiÖu qu¶ ®óng c¬ chÕ 
bÖnh sinh cña viªm mòi dÞ øng.  

§èi t­îng vµ ph­¬ng ph¸p: 45 bÖnh nh©n viªm mòi 
dÞ øng do m¹t bôi nhµ D.pte ®­îc ®iÒu trÞ miÔn dÞch 
®Æc hiÖu ®­êng d­íi l­ìi vµ ®¸nh gi¸ sù thay ®æi c¸c 
triÖu chøng c¬ n¨ng vµ thùc thÓ.  


