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TÓM TẮT 
YscW là một lipoprotein nằm ở màng ngoài tế bào của vi khuẩn gây bệnh đường ruột Yersinia 

enterocolitica. Có giả thuyết cho rằng YscW đóng vai trò quan trọng hỗ trợ khả năng tiết độc tố và gây 
bệnh của Yersinia enterocolitica. Vì vậy, nghiên cứu này được tiến hành nhằm mục đích đánh giá vai trò 
của YscW bằng việc thiết kế một đột biến khuyết đoạn yscW và sau đó kiểm tra khả năng tiết độc tố của 
đột biến này. Kết quả cho thấy đột biến khuyết đoạn yscW đã được thiết kế thành công. Những dòng Y. 
enterocolitica chứa đột biến khuyết đoạn yscW hầu như không thể hiện khả năng tiết độc tố. Kết quả 
gợi ý YscW là một protein tiềm năng trong việc hỗ trợ khả năng gây bệnh của Y. enterocolitica. 

Từ khoá: Độc tố, đột biến khuyết đoạn, Yersinia enterocolitica, YscW. 

SUMMARY 
YscW is a small lipoprotein located in the outer membrane of food-borne pathogen Yersinia 

enterocolitica. It is hypothesized that YscW plays a vital role in the improvement of virulence factors 
(Yop) secretion by Y. enterocolitica. The role of YscW was thus investigated in the present study by 
construction of a yscW deletion mutant and its ability to secrete Yops was subsequently evaluated. In 
this study, yscW deletion gene (ΔyscW) was successfully constructed. Y. enterocolitica mutants 
expressed nearly no Yop secretion. These results indicated that YscW might be required for the Yop 
secretion by Y. enterocolitica. 

Key words: Deletion mutant, virulence factors, Yersinia enterocolitica, YscW.  

1. §ÆT VÊN §Ò 
Yersinia enterocolitica lμ chñng vi sinh 

vËt g©y bÖnh ®−êng ruét ë ng−êi. Chñng vi 
sinh vËt nμy th−êng ®−îc ph©n lËp tõ lîn vμ 
thùc phÈm bao gåm h¶i s¶n, thÞt gμ, s÷a 
ch−a thanh trïng... Cho ®Õn nay, ®· thèng 
kª ®−îc nhiÒu tr−êng hîp nhiÔm bÖnh do ¨n 
thøc ¨n nhiÔm khuÈn Y. enterocolitica. BiÓu 
hiÖn bÖnh phô thuéc vμo løa tuæi vμ kh¶ 
n¨ng miÔn dÞch cña c¬ thÓ (Babic-Erceg vμ 
cs., 2003, Ackers vμ cs., 2000). ë trÎ em 
(d−íi 5 tuæi), biÓu hiÖn bÖnh th−êng lμ sèt, 
®au bông vμ ®i ngoμi ra m¸u. ë trÎ em lín 
h¬n 5 tuæi vμ ng−êi tr−ëng thμnh, biÓu hiÖn 

chÝnh lμ ®au bông vμ sèt (Ehara vμ cs., 
2000). C¬ chÕ g©y bÖnh cña Y. enterocolitica 
®· vμ ®ang lμ vÊn ®Ò nghiªn cøu rÊt ®−îc 
quan t©m trong nhiÒu n¨m trë l¹i ®©y. HiÖn 
nay, c¸c nghiªn cøu ®· chØ ra r»ng kh¶ n¨ng 
g©y bÖnh cña Y. enterocolitica lμ nhê sù cã 
mÆt cña plasmid g©y bÖnh pYV (plasmid for 
Yersinia virulence) vμ hÖ thèng tiÕt type III 
(Type III Secretion System-T3SS) (Bleves vμ 
Cornelis, 2000). Trong ®ã, hÖ thèng tiÕt Ysc 
(Yersinia secretion) ®−îc nghiªn cøu s©u 
nhÊt. Ng−êi ta thÊy r»ng khi tiÕp xóc víi tÕ 
bμo chñ, chñng vi sinh vËt nμy ph¶n øng víi 
sù thay ®æi cña m«i tr−êng xung quanh rÊt 
nhanh nh¹y b»ng c¸ch kÝch thÝch hÖ thèng 
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tiÕt type III. Trong ®iÒu kiÖn in vitro, ë 370C 
vμ trong m«i tr−êng thiÕu Ca2+, nhê hÖ thèng 
tiÕt type III, Y. enterocolitica sÏ tiÕt ra 
nh÷ng ®éc tè cã b¶n chÊt lμ nh÷ng protein 
(Yops) vμo trong tÕ bμo chñ vμ g©y bÖnh cho 
c¬ thÓ chñ (Cornelis, 2002).   

Cã kho¶ng 25 protein tham gia vμo cÊu 
tróc nªn hÖ thèng tiÕt Ysc. Tuy nhiªn chØ cã 
mét vμi protein tham gia trùc tiÕp vμo qu¸ 
tr×nh tiÕt ®éc tè cña Y. enterocolitica. Trong ®ã, 
mét lipoprotein cã kÝch th−íc nhá n»m ë mμng 
ngoμi tÕ bμo Y. enterocolitica, tªn lμ YscW cã 
thÓ ®ãng vai trß quan träng hç trî cho kh¶ 
n¨ng tiÕt ®éc tè (Yops) ra ngoμi m«i tr−êng cña 
chñng vi khuÈn g©y bÖnh Y. enterocolitica 
(Allaoui vμ cs., 1995; Burghout vμ cs., 2004). 
Protein nμy ®−îc m· ho¸ bëi gene t−¬ng øng 
yscW trªn plasmid pYV. V× vËy, nghiªn cøu 
nμy sÏ tËp trung vμo viÖc thiÕt kÕ mét gene 
chøa ®ét biÕn khuyÕt yscW vμ x¸c ®Þnh kh¶ 
n¨ng tiÕt ®éc tè cña gene ®ét biÕn nμy tõ ®ã 
x¸c ®Þnh ®−îc râ h¬n vai trß cña yscW. ViÖc 
nghiªn cøu c¬ chÕ g©y bÖnh cña Y. 
enterocolitica sÏ t¹o tiÒn ®Ò cho viÖc ®iÒu trÞ c¸c 
bÖnh liªn quan ®Õn nhiÔm khuÈn Yersinia. 

2. §èI T¦îNG Vμ PH¦¥NG PH¸P 
      NGHI£N CøU 
2.1. Chñng vi sinh vËt, plasmid vμ ®iÒu  
       kiÖn nu«i cÊy 

C¸c chñng vi sinh vËt vμ plasmid sö dông 
trong nghiªn cøu nμy ®−îc liÖt kª ë b¶ng 1. 

Chñng Y. enterocolitica ®−îc nu«i cÊy ë 260C 
vμ chñng E. Coli ®−îc nu«i cÊy ë 370C trªn 
m«i tr−êng th¹ch LB hoÆc m«i tr−êng láng 
LB (Luria-Bertani).  

2.2. Ph−¬ng ph¸p thiÕt kÕ ®ét biÕn khuyÕt 
       ®o¹n yscW (yscW) 

§ét biÕn khuyÕt ®o¹n yscW ®−îc thiÕt kÕ 
sö dông ph−¬ng ph¸p PCR cña Warren vμ 
cs. (1997). VÒ nguyªn t¾c, vïng upstream vμ 
downstream cña gene môc tiªu ®−îc nh©n 
lªn nhê viÖc sö dông c¸c cÆp måi ®Æc hiÖu vμ 
sau ®ã kÕt hîp chóng l¹i ®Ó t¹o thμnh ®ét 
biÕn khuyÕt ®o¹n. Trong nghiªn cøu nμy, 4 
®o¹n måi A, B, C, D ®−îc sö dông. Tr×nh tù 
nucleotide cña c¸c ®o¹n måi nμy ®−îc liÖt kª 
ë b¶ng 2. Trong ®ã, 2 ®o¹n måi A vμ B ®−îc 
sö dông ®Ó nh©n vïng upstream cña gene 
yscW (®o¹n AB). Hai ®o¹n måi C vμ D ®−îc 
sö dông ®Ó nh©n vïng downstream cña yscW 
(®o¹n CD). Sau ®ã, ®o¹n måi A vμ D ®−îc sö 
dông ®Ó t¹o thμnh s¶n phÈm lμ ®ét biÕn 
khuyÕt ®o¹n yscW (®o¹n AD).  

2.3. ChuyÓn gene vμo E. coli   
Allele ®ét biÕn khuyÕt ®o¹n, yscW, ®−îc 

chuyÓn vμo vector pCR-BluntII-TOPO sö 
dông bé KIT Zero BluntII-TOPO Cloning Kit 
(Invitrogen). §o¹n gene nμy sau ®ã ®−îc 
chuyÓn vμo vector tù ph©n huû pGY765, tõ 
®ã t¹o nªn plasmid pGY1281. Plasmid nμy 
®−îc chuyÓn vμo chñng E. Coli SM10pir 
b»ng ph−¬ng ph¸p xung ®iÖn vμ ®−îc ®Æt tªn 
lμ chñng GY6632. 

B¶ng 1. Chñng vi sinh vËt vμ plasmid ®−îc sö dông 

Chủng vi sinh vật 
và plasmid Đặc điểm Nguồn gốc 

Y. enterocolitica 
JB580v SerogroupO:8, Nal, ΔyenR (R- M+) Kinder và cs., 1993 
GY6533 JB580v ΔyscW Đề tài 
E. coli 
SM10λpir Thi thr leu tonA lacY supE recA::RP4-2-Tc::Mu Km Miller và Mekalanos, 1988 
GY2683 S17-1λpir pTM100 yscW in Tc (subcloned from pGY1001) Tae Jong Kim, thành viên lab, 2007 
GY6632 SM10λpir pGY1281 Đề tài 
Plasmid 
Ptm 100 Mob+, derivative of pACYC184, Cmr, Tetr Michiels và Cornelis, 1991 
pGY765 pMRS101 (NotI removed) ΔofY, Strr suicide vector Briana Young, thành viên lab, 2005 
pGY1004 pTM100:: yscW Zachary Bent, thành viên lab, 2007 
pGY1281 pMRS101 (NotI removed) ΔyscW Đề tài 

Cm
r: Kháng chloramphenicol; Tetr: Kháng tetracycline; Strr: Kháng streptomycin 
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B¶ng 2. C¸c måi ®−îc sö dông  

Mồi Trình tự (5’-3’) 

A CCGGCTATTGGGAATATG 
B TGCTGTGCGAGATAATGG 
C CCATTATCTCGCACAGCACGATGGTTGTACATCGCA 
D CGAGAGGAATAAAGTCCC 

  

2.4. TuyÓn chän ®ét biÕn khuyÕt ®o¹n 
        yscW ë Y. enterocolitica 

Allele ΔyscW ®−îc chuyÓn vμo Y. 
enterocolitica b»ng ph−¬ng ph¸p tiÕp hîp 
gi÷a chñng E. coli GY6632 vμ chñng wild-
type Y. enterocolitica JB580v. Hçn hîp tiÕp 
hîp ®−îc nu«i cÊy trªn m«i tr−êng th¹ch LB 
chøa ®ång thêi 2 kh¸ng sinh: streptomycin 
(Str) vμ acid nalidixic (Nal), nh»m tuyÓn 
chän nh÷ng dßng Y. enterocolitica (kh¸ng 
Nal) mang vector tù ph©n huû pGY1281 
(kh¸ng Str). Nh÷ng dßng Yersinia ®· lo¹i bá 
(®μo th¶i) vector tù ph©n huû ®−îc tuyÓn 
chän b»ng c¸ch nu«i cÊy vi khuÈn trªn m«i 
tr−êng TYE chøa 7,5% sucrose. Gene sacB 
trªn vector tù ph©n huû cã kh¶ n¨ng dÞch m· 
ra enzyme levansucrase. Enzyme nμy 
chuyÓn sucrose thμnh chÊt g©y ®éc ®èi víi 
Yersinia. Do ®ã, nh÷ng dßng (clone) ®· lo¹i 
bá vector tù ph©n huû trë nªn kh¸ng sucrose 
nh−ng l¹i mÉn c¶m víi streptomycin. Nh÷ng 
khuÈn l¹c nμy sau ®ã ®−îc cÊy l¹i lªn m«i 
tr−êng th¹ch LB vμ LB chøa streptomycin 
(Str) vμ acid nalidixic (Nal). Nh÷ng dßng nμo 
mäc trªn m«i tr−êng LB mμ kh«ng mäc trªn 
m«i tr−êng LB chøa streptomycin vμ acid 
nalidixic lμ nh÷ng dßng mμ vector tù ph©n 
huû ®· bÞ lo¹i. Nh÷ng dßng nμy mang allele 
yscW wild-type hoÆc allele khuyÕt gene 
yscW. Sau ®ã dïng PCR ®Ó x¸c ®Þnh dßng vi 
khuÈn mang allele khuyÕt yscW, dßng nμy 
®−îc ®Æt tªn lμ GY6533.  

2.5. §iÖn di trªn gel sodium dodecyl  
        sulfate-polyacrylamide (SDS-PAGE) 

 Y. enterocolitica ®−îc nu«i cÊy qua ®ªm 
trong m«i tr−êng láng LB vμ sau ®ã nu«i cÊy 
trong m«i tr−êng Yop (thiÕu ion Ca2+, thªm 

1,5 mg/mL MgCl2 and 2,1 mg/mL Na2C2O4) 
víi tû lÖ 1:30, ë 370C trong 6 giê. 

Sù tiÕt protein Yop ®−îc x¸c ®Þnh b»ng 
ph−¬ng ph¸p ®iÖn di SDS-PAGE. MËt ®é tÕ 
bμo  cña dÞch nu«i cÊy ®−îc ®o b»ng ph−¬ng 
ph¸p so mμu ë b−íc sãng 600 nm vμ gi¸ trÞ 
OD nμy ®−îc dïng ®Ó ®ång nhÊt mËt ®é tÕ 
bμo. DÞch tÕ bμo ®−îc ly t©m víi tèc ®é 
13.000 vßng/phót trong 10 phót ®Ó t¸ch tÕ 
bμo vi khuÈn khái dÞch nu«i cÊy. Protein sau 
®ã ®−îc kÕt tña b»ng dung dÞch TCA 10% vμ 
®Ó qua ®ªm ë 40C. Dung dÞch chøa kÕt tña 
®−îc röa b»ng acetone l¹nh råi hoμ tan trong 
dung dÞch ®Öm chøa 2-mercaptoethanol víi 
thÓ tÝch t−¬ng øng víi gi¸ trÞ OD600 cña dÞch 
nu«i cÊy. MÉu sau ®ã ®−îc ®un nãng ë 950C 
trong 5 phót vμ kh¶ n¨ng tiÕt Yop ®−îc x¸c 
®Þnh b»ng ph−¬ng ph¸p ®iÖn di sö dông 10% 
gel polyacrylamide. Sau khi ®iÖn di dïng 
thuèc nhuém CBB (Coomassie Brilliant 
Blue) ®Ó hiÓn thÞ protein.     

3. KÕT QU¶ Vμ TH¶O LUËN 
3.1. ThiÕt kÕ ®ét biÕn khuyÕt ®o¹n yscW 

Sau khi tiÕn hμnh thiÕt kÕ ®ét biÕn 
khuyÕt ®o¹n yscW b»ng ph−¬ng ph¸p PCR, 
®· thu ®−îc c¸c ®o¹n AB, CD vμ AD (®o¹n 
®ét biÕn khuyÕt ®o¹n yscW) cã kÝch th−íc 
t−¬ng ®−¬ng lμ 580 bp, 540 bp vμ 1120 bp 
(H×nh 1, 2). Dùa trªn tr×nh tù cña bé gene 
(®· ®−îc gi¶i m·) cña chñng wild-type Y. 
enterocolitica JB580v, c¸c ®o¹n AB, CD vμ 
AD còng cã kÝch th−íc t−¬ng tù nh− vËy. 
§iÒu nμy cho thÊy ®o¹n ®ét biÕn khuyÕt 
yscW ®· ®−îc thiÕt kÕ thμnh c«ng. §o¹n gene 
nμy sau ®ã ®−îc tinh s¹ch b»ng bé Kit DNA 
Extraction Kit (QIAGEN) ®Ó sö dông cho c¸c 
thÝ nghiÖm tiÕp theo. 
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H×nh 1. §iÖn di s¶n phÈm PCR (a) §o¹n AB (b) §o¹n CD. MÉu ®−îc ®iÖn di trªn gel 
agarose 0,8% trong 1 giê ë 100V, nhuém b»ng ethidum bromide vμ hiÓn thÞ b»ng UV. 

GiÕng 1: §o¹n AB; GiÕng 2: §o¹n CD; M: Thang chuÈn (1 kb). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 2. §iÖn di s¶n phÈm PCR cña ®o¹n AD. MÉu ®−îc ®iÖn di trªn gel agarose 0,8% 
trong 1 giê ë 100V, nhuém b»ng ethidum bromide vμ hiÓn thÞ  b»ng UV. 

M: Thang chuÈn (1 kb) 
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pGY76

§ét biÕn 
khuyÕt yscW 1,63

1,018

506,51

4,07

3,054

 5,090 
6,108 

 

H×nh 3. §iÖn di plasmid pGY1281 sau khi c¾t b»ng enzyme c¾t giíi h¹n BamHI vμ 
XbaI endonucleases: pGY765 (~7000 bp) vμ yscW (~1120 bp);  M: Thang chuÈn (1 kb) 

3.2. ChuyÓn gene vμo E. coli 
Sau khi tiÕn hμnh chuyÓn vector mang 

allele khuyÕt ®o¹n yscW (pGY1281) vμo E. 
coli, nh÷ng dßng mang vector nμy ®−îc 
tuyÓn chän b»ng c¸ch nu«i cÊy trong m«i 
tr−êng th¹ch LB cã chøa streptomycin. 
Plasmid cña mét sè dßng ph¸t triÓn trªn m«i 
tr−êng nμy ®−îc tinh s¹ch, sö dông bé Kit 
Plasmid Miniprep Kit (Qiagen), ®Ó kiÓm tra 
xem thùc sù chóng cã mang ®o¹n allele ®ét 
biÕn khuyÕt yscW. §o¹n allele khuyÕt yscW 
®−îc gi¶i phãng ra khái plasmid nhê enzyme 
c¾t giíi h¹n BamHI vμ XbaI. KÕt qu¶ ®iÖn di 
trªn h×nh 3 cho thÊy, 8 dßng E. coli chøa 
plasmid pGY765 vμ ®o¹n allele khuyÕt yscW. 
Mét trong 8 dßng ®−îc lùa chän vμ ®Æt tªn lμ 
GY6632. Dßng nμy sau ®ã ®−îc sö dông cho 
nh÷ng thÝ nghiÖm tiÕp theo.   

3.3. TuyÓn chän dßng Y. enterocolitica 
       chøa ®ét biÕn khuyÕt ®o¹n yscW 

Sù cã mÆt cña ®o¹n allele ®ét biÕn 
khuyÕt yscW trong Y. enterocolitica ®−îc x¸c 
®Þnh b»ng ph−¬ng ph¸p PCR. Trong qu¸ 
tr×nh tuyÓn chän, 58 dßng ®· ®−îc kiÓm tra 
vμ trong ®ã 3 dßng cã s¶n phÈm PCR cã kÝch 
th−íc t−¬ng øng víi 1120 bp, kÝch th−íc cña 

®o¹n allele ®ét biÕn khuyÕt yscW, cho thÊy 
r»ng ®o¹n gene ®ét biÕn khuyÕt yscW cã mÆt 
ë Y. enterocolitica (H×nh 4). Nghiªn cøu nμy 
chän 1 trong 3 dßng vμ ®Æt tªn lμ GY6533. 

3.4. ¶nh h−ëng cña ®ét biÕn khuyÕt yscW  
       ®Õn kh¶ n¨ng tiÕt ®éc tè cña Y. 
       enterocolitica 

Nghiªn cøu tiÕn hμnh kiÓm tra kh¶ 
n¨ng tiÕt Yops cña dßng Yersinia chøa ®ét 
biÕn khuyÕt yscW b»ng ph−¬ng ph¸p SDS-
PAGE nh− ®· m« t¶. Tõ h×nh 5 cã thÓ thÊy 
c¸c dßng Y. enterocolitica chøa ®ét biÕn 
khuyÕt yscW hÇu nh− kh«ng cßn kh¶ n¨ng 
tiÕt Yop so víi chñng hoang d¹i Y. 
enterocolitica JB580v. §iÒu nμy cã thÓ ®−îc 
gi¶i thÝch lμ do thiÕu YscW nªn kh¶ n¨ng 
tiÕt ®éc tè Yop cña Y. enterocolitica bÞ gi¶m 
sót m¹nh, chøng tá r»ng YscW cã thÓ ®ãng 
vai trß quan träng ®èi víi viÖc tiÕt ®éc tè cña 
Y. enterocolitica. Burghout vμ cs. (2004) ®· 
®¸nh gi¸ vai trß cña YscW ®èi víi kh¶ n¨ng 
tiÕt ®éc tè cña Yersinia. Th«ng qua viÖc thiÕt 
kÕ mét ®ét biÕn khuyÕt YscW vμ ®¸nh gi¸ 
kh¶ n¨ng tiÕt ®éc tè cña ®ét biÕn nμy, c¸c t¸c 
gi¶ thÊy r»ng kh¶ n¨ng tiÕt ®éc tè cña ®ét 
biÕn nμy gi¶m m¹nh so víi chñng hoang d¹i. 
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     M      1       2         3        4       5     M
 

 
bp bp

 

 

 

 

 
1,636 1,636  

 
1,018 1,018 

 

 
506,517 506,517  

 

 

              H×nh 4. §iÖn di s¶n phÈm PCR cña 3 dßng Y. enterocolitica tuyÓn chän 
                       GiÕng 1: Chñng wild-type Y. enterocolitica JB580v;  
                       GiÕng 2, 3, 4: Ba dßng Y. enterocolitica chøa ®o¹n ®ét biÕn khuyÕt yscW;  
                       GiÕng 5: Plasmid pCR-BluntII-TOPO; M: Thang chuÈn (1 kb).  

  1       2       3       4       5  

 

             H×nh 5. §iÖn di SDS-PAGE cho thÊy kh¶ n¨ng tiÕt Yop cña 3 dßng 
                                Y. enterocolitica chøa ®ét biÕn khuyÕt yscW.  
                               GiÕng 1: Thang chuÈn;  
                               GiÕng 2: Chñng wild-type Y. enterocolitica JB580v;  
                               GiÕng 3, 4, 5: Ba dßng Y. enterocolitica chøa ®ét biÕn khuyÕt yscW.  
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4. KÕT LUËN Vμ §Ò NGHÞ 
B»ng viÖc thiÕt kÕ ®ét biÕn gene khuyÕt 

yscW, kÕt qu¶ nghiªn cøu b−íc ®Çu ®· cho 
thÊy  YscW cã thÓ ®ãng vai trß quan träng 
®èi víi kh¶ n¨ng tiÕt ®éc tè cña Y. 
enterocolitica. Tuy nhiªn ®Ó cã ®¸nh gi¸ 
chÝnh x¸c vai trß cña YscW, cÇn ph¶i tiÕn 
hμnh thªm nh÷ng thÝ nghiÖm nh− sau: 

- ThÝ nghiÖm chuyÓn l¹i ®o¹n gene yscW 
trë l¹i vμo dßng Y. enterocolitica chøa ®ét 
biÕn khuyÕt yscW (complementation test) ®Ó 
kiÓm tra kh¶ n¨ng tiÕt Yop cña chóng cã 
t−¬ng tù chñng wild-type kh«ng.  

- KiÓm tra sù tiÕt Yop néi bμo cña dßng 
Y. enterocolitica chøa ®ét biÕn khuyÕt yscW.  

- KiÓm tra kh¶ n¨ng cña ®ét biÕn khuyÕt 
yscW trong viÖc hç trî cho viÖc chuyÓn Yop 
ra bªn ngoμi m«i tr−êng. 
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TÓM TẮT


YscW là một lipoprotein nằm ở màng ngoài tế bào của vi khuẩn gây bệnh đường ruột Yersinia enterocolitica. Có giả thuyết cho rằng YscW đóng vai trò quan trọng hỗ trợ khả năng tiết độc tố và gây bệnh của Yersinia enterocolitica. Vì vậy, nghiên cứu này được tiến hành nhằm mục đích đánh giá vai trò của YscW bằng việc thiết kế một đột biến khuyết đoạn yscW và sau đó kiểm tra khả năng tiết độc tố của đột biến này. Kết quả cho thấy đột biến khuyết đoạn yscW đã được thiết kế thành công. Những dòng Y. enterocolitica chứa đột biến khuyết đoạn yscW hầu như không thể hiện khả năng tiết độc tố. Kết quả gợi ý YscW là một protein tiềm năng trong việc hỗ trợ khả năng gây bệnh của Y. enterocolitica.

Từ khoá: Độc tố, đột biến khuyết đoạn, Yersinia enterocolitica, YscW.


SUMMARY


YscW is a small lipoprotein located in the outer membrane of food-borne pathogen Yersinia enterocolitica. It is hypothesized that YscW plays a vital role in the improvement of virulence factors (Yop) secretion by Y. enterocolitica. The role of YscW was thus investigated in the present study by construction of a yscW deletion mutant and its ability to secrete Yops was subsequently evaluated. In this study, yscW deletion gene (ΔyscW) was successfully constructed. Y. enterocolitica mutants expressed nearly no Yop secretion. These results indicated that YscW might be required for the Yop secretion by Y. enterocolitica.

Key words: Deletion mutant, virulence factors, Yersinia enterocolitica, YscW. 


1. §ÆT VÊN §Ò


Yersinia enterocolitica lµ chñng vi sinh vËt g©y bÖnh ®­êng ruét ë ng­êi. Chñng vi sinh vËt nµy th­êng ®­îc ph©n lËp tõ lîn vµ thùc phÈm bao gåm h¶i s¶n, thÞt gµ, s÷a ch­a thanh trïng... Cho ®Õn nay, ®· thèng kª ®­îc nhiÒu tr­êng hîp nhiÔm bÖnh do ¨n thøc ¨n nhiÔm khuÈn Y. enterocolitica. BiÓu hiÖn bÖnh phô thuéc vµo løa tuæi vµ kh¶ n¨ng miÔn dÞch cña c¬ thÓ 


(Babic-Erceg vµ cs., 2003, Ackers vµ cs., 2000) ADDIN EN.CITE . ë trÎ em (d­íi 5 tuæi), biÓu hiÖn bÖnh th­êng lµ sèt, ®au bông vµ ®i ngoµi ra m¸u. ë trÎ em lín h¬n 5 tuæi vµ ng­êi tr­ëng thµnh, biÓu hiÖn chÝnh lµ ®au bông vµ sèt (Ehara vµ cs., 2000). C¬ chÕ g©y bÖnh cña Y. enterocolitica ®· vµ ®ang lµ vÊn ®Ò nghiªn cøu rÊt ®­îc quan t©m trong nhiÒu n¨m trë l¹i ®©y. HiÖn nay, c¸c nghiªn cøu ®· chØ ra r»ng kh¶ n¨ng g©y bÖnh cña Y. enterocolitica lµ nhê sù cã mÆt cña plasmid g©y bÖnh pYV (plasmid for Yersinia virulence) vµ hÖ thèng tiÕt type III (Type III Secretion System-T3SS) (Bleves vµ Cornelis, 2000). Trong ®ã, hÖ thèng tiÕt Ysc (Yersinia secretion) ®­îc nghiªn cøu s©u nhÊt. Ng­êi ta thÊy r»ng khi tiÕp xóc víi tÕ bµo chñ, chñng vi sinh vËt nµy ph¶n øng víi sù thay ®æi cña m«i tr­êng xung quanh rÊt nhanh nh¹y b»ng c¸ch kÝch thÝch hÖ thèng tiÕt type III. Trong ®iÒu kiÖn in vitro, ë 370C vµ trong m«i tr­êng thiÕu Ca2+, nhê hÖ thèng tiÕt type III, Y. enterocolitica sÏ tiÕt ra nh÷ng ®éc tè cã b¶n chÊt lµ nh÷ng protein (Yops) vµo trong tÕ bµo chñ vµ g©y bÖnh cho c¬ thÓ chñ (Cornelis, 2002).  


Cã kho¶ng 25 protein tham gia vµo cÊu tróc nªn hÖ thèng tiÕt Ysc. Tuy nhiªn chØ cã mét vµi protein tham gia trùc tiÕp vµo qu¸ tr×nh tiÕt ®éc tè cña Y. enterocolitica. Trong ®ã, mét lipoprotein cã kÝch th­íc nhá n»m ë mµng ngoµi tÕ bµo Y. enterocolitica, tªn lµ YscW cã thÓ ®ãng vai trß quan träng hç trî cho kh¶ n¨ng tiÕt ®éc tè (Yops) ra ngoµi m«i tr­êng cña chñng vi khuÈn g©y bÖnh Y. enterocolitica Burghout vµ cs., 2004)


(Allaoui vµ cs., 1995;  ADDIN EN.CITE 
. Protein nµy ®­îc m· ho¸ bëi gene t­¬ng øng yscW trªn plasmid pYV. V× vËy, nghiªn cøu nµy sÏ tËp trung vµo viÖc thiÕt kÕ mét gene chøa ®ét biÕn khuyÕt yscW vµ x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng tiÕt ®éc tè cña gene ®ét biÕn nµy tõ ®ã x¸c ®Þnh ®­îc râ h¬n vai trß cña yscW. ViÖc nghiªn cøu c¬ chÕ g©y bÖnh cña Y. enterocolitica sÏ t¹o tiÒn ®Ò cho viÖc ®iÒu trÞ c¸c bÖnh liªn quan ®Õn nhiÔm khuÈn Yersinia.


2. §èI T¦îNG Vµ PH¦¥NG PH¸P
      NGHI£N CøU


2.1. Chñng vi sinh vËt, plasmid vµ ®iÒu 
       kiÖn nu«i cÊy


C¸c chñng vi sinh vËt vµ plasmid sö dông

trong nghiªn cøu nµy ®­îc liÖt kª ë b¶ng 1.


Chñng Y. enterocolitica ®­îc nu«i cÊy ë 260C vµ chñng E. Coli ®­îc nu«i cÊy ë 370C trªn m«i tr­êng th¹ch LB hoÆc m«i tr­êng láng LB (Luria-Bertani). 


2.2. Ph­¬ng ph¸p thiÕt kÕ ®ét biÕn khuyÕt
       ®o¹n yscW (yscW)

§ét biÕn khuyÕt ®o¹n yscW ®­îc thiÕt kÕ sö dông ph­¬ng ph¸p PCR cña Warren vµ cs. (1997). VÒ nguyªn t¾c, vïng upstream vµ downstream cña gene môc tiªu ®­îc nh©n lªn nhê viÖc sö dông c¸c cÆp måi ®Æc hiÖu vµ sau ®ã kÕt hîp chóng l¹i ®Ó t¹o thµnh ®ét biÕn khuyÕt ®o¹n. Trong nghiªn cøu nµy, 4 ®o¹n måi A, B, C, D ®­îc sö dông. Tr×nh tù nucleotide cña c¸c ®o¹n måi nµy ®­îc liÖt kª ë b¶ng 2. Trong ®ã, 2 ®o¹n måi A vµ B ®­îc sö dông ®Ó nh©n vïng upstream cña gene yscW (®o¹n AB). Hai ®o¹n måi C vµ D ®­îc sö dông ®Ó nh©n vïng downstream cña yscW (®o¹n CD). Sau ®ã, ®o¹n måi A vµ D ®­îc sö dông ®Ó t¹o thµnh s¶n phÈm lµ ®ét biÕn khuyÕt ®o¹n yscW (®o¹n AD). 


2.3. ChuyÓn gene vµo E. coli  


Allele ®ét biÕn khuyÕt ®o¹n, yscW, ®­îc chuyÓn vµo vector pCR-BluntII-TOPO sö dông bé KIT Zero BluntII-TOPO Cloning Kit (Invitrogen). §o¹n gene nµy sau ®ã ®­îc chuyÓn vµo vector tù ph©n huû pGY765, tõ ®ã t¹o nªn plasmid pGY1281. Plasmid nµy ®­îc chuyÓn vµo chñng E. Coli SM10pir b»ng ph­¬ng ph¸p xung ®iÖn vµ ®­îc ®Æt tªn lµ chñng GY6632.

		B¶ng 1. Chñng vi sinh vËt vµ plasmid ®­îc sö dông


Chủng vi sinh vật
và plasmid

		Đặc điểm

		Nguồn gốc



		Y. enterocolitica



		JB580v

		SerogroupO:8, Nal, ΔyenR (R- M+)

		Kinder và cs., 1993



		GY6533

		JB580v ΔyscW

		Đề tài



		E. coli



		SM10λpir

		Thi thr leu tonA lacY supE recA::RP4-2-Tc::Mu Km

		Miller và Mekalanos, 1988



		GY2683

		S17-1λpir pTM100 yscW in Tc (subcloned from pGY1001)

		Tae Jong Kim, thành viên lab, 2007



		GY6632

		SM10λpir pGY1281

		Đề tài



		Plasmid



		Ptm 100

		Mob+, derivative of pACYC184, Cmr, Tetr

		Michiels và Cornelis, 1991



		pGY765

		pMRS101 (NotI removed) ΔofY, Strr suicide vector

		Briana Young, thành viên lab, 2005



		pGY1004

		pTM100:: yscW

		Zachary Bent, thành viên lab, 2007



		pGY1281

		pMRS101 (NotI removed) ΔyscW

		Đề tài





Cmr: Kháng chloramphenicol; Tetr: Kháng tetracycline; Strr: Kháng streptomycin


B¶ng 2. C¸c måi ®­îc sö dông 


		Mồi

		Trình tự (5’-3’)



		A

		CCGGCTATTGGGAATATG



		B

		TGCTGTGCGAGATAATGG



		C

		CCATTATCTCGCACAGCACGATGGTTGTACATCGCA



		D

		CGAGAGGAATAAAGTCCC



		

		





2.4. TuyÓn chän ®ét biÕn khuyÕt ®o¹n
        yscW ë Y. enterocolitica

Allele (yscW ®­îc chuyÓn vµo Y. enterocolitica b»ng ph­¬ng ph¸p tiÕp hîp gi÷a chñng E. coli GY6632 vµ chñng wild-type Y. enterocolitica JB580v. Hçn hîp tiÕp hîp ®­îc nu«i cÊy trªn m«i tr­êng th¹ch LB chøa ®ång thêi 2 kh¸ng sinh: streptomycin (Str) vµ acid nalidixic (Nal), nh»m tuyÓn chän nh÷ng dßng Y. enterocolitica (kh¸ng Nal) mang vector tù ph©n huû pGY1281 (kh¸ng Str). Nh÷ng dßng Yersinia ®· lo¹i bá (®µo th¶i) vector tù ph©n huû ®­îc tuyÓn chän b»ng c¸ch nu«i cÊy vi khuÈn trªn m«i tr­êng TYE chøa 7,5% sucrose. Gene sacB trªn vector tù ph©n huû cã kh¶ n¨ng dÞch m· ra enzyme levansucrase. Enzyme nµy chuyÓn sucrose thµnh chÊt g©y ®éc ®èi víi Yersinia. Do ®ã, nh÷ng dßng (clone) ®· lo¹i bá vector tù ph©n huû trë nªn kh¸ng sucrose nh­ng l¹i mÉn c¶m víi streptomycin. Nh÷ng khuÈn l¹c nµy sau ®ã ®­îc cÊy l¹i lªn m«i tr­êng th¹ch LB vµ LB chøa streptomycin (Str) vµ acid nalidixic (Nal). Nh÷ng dßng nµo mäc trªn m«i tr­êng LB mµ kh«ng mäc trªn m«i tr­êng LB chøa streptomycin vµ acid nalidixic lµ nh÷ng dßng mµ vector tù ph©n huû ®· bÞ lo¹i. Nh÷ng dßng nµy mang allele yscW wild-type hoÆc allele khuyÕt gene yscW. Sau ®ã dïng PCR ®Ó x¸c ®Þnh dßng vi khuÈn mang allele khuyÕt yscW, dßng nµy ®­îc ®Æt tªn lµ GY6533. 


2.5. §iÖn di trªn gel sodium dodecyl 
        sulfate-polyacrylamide (SDS-PAGE)


 Y. enterocolitica ®­îc nu«i cÊy qua ®ªm trong m«i tr­êng láng LB vµ sau ®ã nu«i cÊy trong m«i tr­êng Yop (thiÕu ion Ca2+, thªm 1,5 mg/mL MgCl2 and 2,1 mg/mL Na2C2O4) víi tû lÖ 1:30, ë 370C trong 6 giê.


Sù tiÕt protein Yop ®­îc x¸c ®Þnh b»ng ph­¬ng ph¸p ®iÖn di SDS-PAGE. MËt ®é tÕ bµo  cña dÞch nu«i cÊy ®­îc ®o b»ng ph­¬ng ph¸p so mµu ë b­íc sãng 600 nm vµ gi¸ trÞ OD nµy ®­îc dïng ®Ó ®ång nhÊt mËt ®é tÕ bµo. DÞch tÕ bµo ®­îc ly t©m víi tèc ®é 13.000 vßng/phót trong 10 phót ®Ó t¸ch tÕ bµo vi khuÈn khái dÞch nu«i cÊy. Protein sau ®ã ®­îc kÕt tña b»ng dung dÞch TCA 10% vµ ®Ó qua ®ªm ë 40C. Dung dÞch chøa kÕt tña ®­îc röa b»ng acetone l¹nh råi hoµ tan trong dung dÞch ®Öm chøa 2-mercaptoethanol víi thÓ tÝch t­¬ng øng víi gi¸ trÞ OD600 cña dÞch nu«i cÊy. MÉu sau ®ã ®­îc ®un nãng ë 950C trong 5 phót vµ kh¶ n¨ng tiÕt Yop ®­îc x¸c ®Þnh b»ng ph­¬ng ph¸p ®iÖn di sö dông 10% gel polyacrylamide. Sau khi ®iÖn di dïng thuèc nhuém CBB (Coomassie Brilliant Blue) ®Ó hiÓn thÞ protein.    


​3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN

3.1. ThiÕt kÕ ®ét biÕn khuyÕt ®o¹n yscW

Sau khi tiÕn hµnh thiÕt kÕ ®ét biÕn khuyÕt ®o¹n yscW b»ng ph­¬ng ph¸p PCR, ®· thu ®­îc c¸c ®o¹n AB, CD vµ AD (®o¹n ®ét biÕn khuyÕt ®o¹n yscW) cã kÝch th­íc t­¬ng ®­¬ng lµ 580 bp, 540 bp vµ 1120 bp (H×nh 1, 2). Dùa trªn tr×nh tù cña bé gene (®· ®­îc gi¶i m·) cña chñng wild-type Y. enterocolitica JB580v, c¸c ®o¹n AB, CD vµ AD còng cã kÝch th­íc t­¬ng tù nh­ vËy. §iÒu nµy cho thÊy ®o¹n ®ét biÕn khuyÕt yscW ®· ®­îc thiÕt kÕ thµnh c«ng. §o¹n gene nµy sau ®ã ®­îc tinh s¹ch b»ng bé Kit DNA Extraction Kit (QIAGEN) ®Ó sö dông cho c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo.
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H×nh 1. §iÖn di s¶n phÈm PCR (a) §o¹n AB (b) §o¹n CD. MÉu ®­îc ®iÖn di trªn gel agarose 0,8% trong 1 giê ë 100V, nhuém b»ng ethidum bromide vµ hiÓn thÞ b»ng UV. GiÕng 1: §o¹n AB; GiÕng 2: §o¹n CD; M: Thang chuÈn (1 kb).














H×nh 2. §iÖn di s¶n phÈm PCR cña ®o¹n AD. MÉu ®­îc ®iÖn di trªn gel agarose 0,8% trong 1 giê ë 100V, nhuém b»ng ethidum bromide vµ hiÓn thÞ  b»ng UV.
M: Thang chuÈn (1 kb)




H×nh 3. §iÖn di plasmid pGY1281 sau khi c¾t b»ng enzyme c¾t giíi h¹n BamHI vµ XbaI endonucleases: pGY765 (~7000 bp) vµ yscW (~1120 bp);  M: Thang chuÈn (1 kb)


3.2. ChuyÓn gene vµo E. coli

Sau khi tiÕn hµnh chuyÓn vector mang allele khuyÕt ®o¹n yscW (pGY1281) vµo E. coli, nh÷ng dßng mang vector nµy ®­îc tuyÓn chän b»ng c¸ch nu«i cÊy trong m«i tr­êng th¹ch LB cã chøa streptomycin. Plasmid cña mét sè dßng ph¸t triÓn trªn m«i tr­êng nµy ®­îc tinh s¹ch, sö dông bé Kit Plasmid Miniprep Kit (Qiagen), ®Ó kiÓm tra xem thùc sù chóng cã mang ®o¹n allele ®ét biÕn khuyÕt yscW. §o¹n allele khuyÕt yscW ®­îc gi¶i phãng ra khái plasmid nhê enzyme c¾t giíi h¹n BamHI vµ XbaI. KÕt qu¶ ®iÖn di trªn h×nh 3 cho thÊy, 8 dßng E. coli chøa plasmid pGY765 vµ ®o¹n allele khuyÕt yscW. Mét trong 8 dßng ®­îc lùa chän vµ ®Æt tªn lµ GY6632. Dßng nµy sau ®ã ®­îc sö dông cho nh÷ng thÝ nghiÖm tiÕp theo.  


3.3. TuyÓn chän dßng Y. enterocolitica
       chøa ®ét biÕn khuyÕt ®o¹n yscW

Sù cã mÆt cña ®o¹n allele ®ét biÕn khuyÕt yscW trong Y. enterocolitica ®­îc x¸c ®Þnh b»ng ph­¬ng ph¸p PCR. Trong qu¸ tr×nh tuyÓn chän, 58 dßng ®· ®­îc kiÓm tra vµ trong ®ã 3 dßng cã s¶n phÈm PCR cã kÝch th­íc t­¬ng øng víi 1120 bp, kÝch th­íc cña ®o¹n allele ®ét biÕn khuyÕt yscW, cho thÊy r»ng ®o¹n gene ®ét biÕn khuyÕt yscW cã mÆt ë Y. enterocolitica (H×nh 4). Nghiªn cøu nµy chän 1 trong 3 dßng vµ ®Æt tªn lµ GY6533.


3.4. ¶nh h­ëng cña ®ét biÕn khuyÕt yscW 
       ®Õn kh¶ n¨ng tiÕt ®éc tè cña Y.
       enterocolitica


Nghiªn cøu tiÕn hµnh kiÓm tra kh¶ n¨ng tiÕt Yops cña dßng Yersinia chøa ®ét biÕn khuyÕt yscW b»ng ph­¬ng ph¸p SDS-PAGE nh­ ®· m« t¶. Tõ h×nh 5 cã thÓ thÊy c¸c dßng Y. enterocolitica chøa ®ét biÕn khuyÕt yscW hÇu nh­ kh«ng cßn kh¶ n¨ng tiÕt Yop so víi chñng hoang d¹i Y. enterocolitica JB580v. §iÒu nµy cã thÓ ®­îc gi¶i thÝch lµ do thiÕu YscW nªn kh¶ n¨ng tiÕt ®éc tè Yop cña Y. enterocolitica bÞ gi¶m sót m¹nh, chøng tá r»ng YscW cã thÓ ®ãng vai trß quan träng ®èi víi viÖc tiÕt ®éc tè cña Y. enterocolitica. Burghout vµ cs. (2004) ®· ®¸nh gi¸ vai trß cña YscW ®èi víi kh¶ n¨ng tiÕt ®éc tè cña Yersinia. Th«ng qua viÖc thiÕt kÕ mét ®ét biÕn khuyÕt YscW vµ ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng tiÕt ®éc tè cña ®ét biÕn nµy, c¸c t¸c gi¶ thÊy r»ng kh¶ n¨ng tiÕt ®éc tè cña ®ét biÕn nµy gi¶m m¹nh so víi chñng hoang d¹i. 












              H×nh 4. §iÖn di s¶n phÈm PCR cña 3 dßng Y. enterocolitica tuyÓn chän
                       GiÕng 1: Chñng wild-type Y. enterocolitica JB580v; 
                       GiÕng 2, 3, 4: Ba dßng Y. enterocolitica chøa ®o¹n ®ét biÕn khuyÕt yscW; 
                       GiÕng 5: Plasmid pCR-BluntII-TOPO; M: Thang chuÈn (1 kb). 
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             H×nh 5. §iÖn di SDS-PAGE cho thÊy kh¶ n¨ng tiÕt Yop cña 3 dßng
                                Y. enterocolitica chøa ®ét biÕn khuyÕt yscW. 
                               GiÕng 1: Thang chuÈn; 
                               GiÕng 2: Chñng wild-type Y. enterocolitica JB580v; 
                               GiÕng 3, 4, 5: Ba dßng Y. enterocolitica chøa ®ét biÕn khuyÕt yscW. 


4. KÕT LUËN Vµ §Ò NGHÞ


B»ng viÖc thiÕt kÕ ®ét biÕn gene khuyÕt yscW, kÕt qu¶ nghiªn cøu b­íc ®Çu ®· cho thÊy  YscW cã thÓ ®ãng vai trß quan träng ®èi víi kh¶ n¨ng tiÕt ®éc tè cña Y. enterocolitica. Tuy nhiªn ®Ó cã ®¸nh gi¸ chÝnh x¸c vai trß cña YscW, cÇn ph¶i tiÕn hµnh thªm nh÷ng thÝ nghiÖm nh­ sau:


- ThÝ nghiÖm chuyÓn l¹i ®o¹n gene yscW trë l¹i vµo dßng Y. enterocolitica chøa ®ét biÕn khuyÕt yscW (complementation test) ®Ó kiÓm tra kh¶ n¨ng tiÕt Yop cña chóng cã t­¬ng tù chñng wild-type kh«ng. 


- KiÓm tra sù tiÕt Yop néi bµo cña dßng Y. enterocolitica chøa ®ét biÕn khuyÕt yscW. 


- KiÓm tra kh¶ n¨ng cña ®ét biÕn khuyÕt yscW trong viÖc hç trî cho viÖc chuyÓn Yop ra bªn ngoµi m«i tr­êng.
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