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TAÏO DOØNG VAØ BIEÅU HIEÄN GEN MAÕ HOÙA KHAÙNG NGUYEÂN P102 CUÛA 
MYCOPLASMA HYOPNEUMONIAE TRONG E. COLI BL21 (DE3)

Phùng Thăng Long1,  Lê Viết Quân2, Đồng Hữu Rin2, 
Lê Quốc Việt2, Đặng Thị Hương2, Nguyễn Thị Thu Hiền1, Đinh Thị Bích Lân1

TÓM TẮT
Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã tạo dòng và biểu hiện thành công đoạn gen mã hóa kháng nguyên 

P102 của Mycoplasma hyopneumoniae phân lập từ mẫu phổi của lợn thu thập tại tỉnh Thừa Thiên-Huế, 
Việt Nam. Đoạn gen mã hóa cho kháng nguyên P102 được tạo dòng vào plasmid pGEM®-T Easy, 
sau đó được biểu hiện bởi vector pET200/D-TOPO trong tế bào Escherichia coli BL21 (DE3). Kết 
quả nghiên cứu cho thấy đoạn gen mã hóa kháng nguyên P102 có chiều dài 912 bp, mã hóa một chuỗi 
polypeptide dài 304 amino acid, và tương đồng 100% với trình tự chuỗi polypeptide của kháng nguyên 
P102 đã được công bố trên GenBank (mã số AAZ44196.1). Kết quả điện di trên SDS-PAGE cho thấy 
protein tái tổ hợp 6xHis-P102 có khối lượng phân tử khoảng 38 kDa.

Từ khóa: Mycoplasma hyopneumoniae, P102, tạo dòng và biểu hiện, kháng nguyên tái tổ hợp.

Cloning and expression of gene encoding P102 antigen 
of Mycoplasma hyopneumoniae in E. coli BL21 (DE3)
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Le Quoc Viet, Dang Thi Huong, Nguyen Thi Thu Hien, Dinh Thi Bich Lan

SUMMARY
In this study, we successfully cloned and expressed a fragment of gene encoding P102 

antigen of Mycoplasma hyopneumoniae isolated from lung samples of pigs raised in Thua Thien-
Hue province, Viet Nam. The fragment of gene encoding P102 antigen was cloned into plasmid 
pGEM®-T Easy and expressed with vector pET200/D-TOPO in Escherichia coli BL21 (DE3) 
cells. The studied results showed that the fragment length of gene encoding P102 antigen was  
912 bp, encoding a polypeptide chain with 304 amino acid residues, and 100% similarity to the 
polypeptide chain of P102 antigen in GenBank (accession number AAZ44196.1). Results of 
SDS-PAGE electrophoresis showed that molecular weight of 6xHis-P102 recombinant protein 
was about 38 kDa.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyopneumoniae) 

là vi khuẩn gây bệnh viêm phổi địa phương 
(hay còn gọi là bệnh suyễn) trên lợn [9]. 
Bệnh được phát hiện ở nhiều quốc gia trên 
thế giới [9] trong đó có Việt Nam [1, 2]. 
Mặc dù không gây chết hàng loạt nhưng

M. hyopneumoniae gây thiệt hại nghiêm trọng 
cho ngành chăn nuôi lợn vì làm cho gia súc bị 
ho kéo dài, sốt, còi cọc chậm lớn, làm giảm hiệu 
quả sử dụng thức ăn và tăng chi phí chăn nuôi [8, 
9, 11]. Mặt khác, M. hyopneumoniae làm tổn hại 
hệ thống lông rung của đường hô hấp, làm suy 
giảm đáp ứng miễn dịch tự nhiên, mở đường cho 
sự xâm nhập của nhiều tác nhân gây bệnh khác 
như vi khuẩn Actinobacillus pleuropneumoniae, 
Pasteurella multocida, Haemophilus parasuis, 
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virus cúm, virus tai xanh [9, 11, 12].

Hiện nay đã có một số vacxin lưu hành trên 
thị trường nhưng hiệu quả phòng bệnh chưa cao 
[2, 10, 11], nên người chăn nuôi thường sử dụng 
kháng sinh để phòng trị bệnh suyễn lợn dẫn đến 
hiện tượng vi khuẩn kháng kháng sinh và tồn 
dư kháng sinh trong thịt lợn, ảnh hưởng nghiêm 
trọng đến chất lượng thực phẩm. Vì vậy, nghiên 
cứu chế phẩm (kháng thể hoặc vacxin thế hệ 
mới) thay thế kháng sinh trong phòng trị bệnh do 
M. hyopneumoniae gây ra ở lợn là rất cần thiết. 

P102 là một protein bề mặt, có vai trò quan trọng 
trong cơ chế sinh bệnh của M. hyopneumoniae, đã 
được nhiều nghiên cứu chứng minh khả năng gây 
được đáp ứng miễn dịch chống M. hyopneumoniae 
và có thể sử dụng để chế vacxin thế hệ mới [3, 4, 
6, 7, 8]. Trong nghiên cứu này chúng tôi đã tạo ra 
kháng nguyên P102 tái tổ hợp, nhằm tạo nguồn 
nguyên liệu cho các nghiên cứu phát triển vacxin 
hoặc kháng thể dùng trong phòng và trị bệnh do 
M. hyopneumoniae gây ra ở lợn. 

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
NGHIÊN CỨU  
2.1. Vật liệu chính

Các mẫu phổi tươi của lợn nghi bị nhiễm M. 
hyopneumoniae.

Vector pGEM®-T Easy (Promega, Hoa Kỳ), 
vector pET200/D-TOPO (Invitrogen, Hoa Kỳ), 
chủng vi khuẩn E. coli TOP10 (Invitrogen, Hoa 
Kỳ) và E.coli BL21 (DE3) (Invitrogen, Hoa 
Kỳ), kit Isolate II PCR and Gel (Bioline, Anh 
Quốc), kit DNA plasmid Extraction (ABT), kit 
ProBond™ Purification System (Thermo Fisher 
Scientific, Hoa Kỳ).

2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.1. Phân lập gen mã hóa kháng nguyên 

Các mẫu phổi tươi của lợn nghi bị nhiễm M. 
hyopneumoniae được thu thập từ các đàn lợn 
nuôi trên địa bàn tỉnh Thừa Thiên-Huế. ADN 
tổng số được tách chiết và tinh sạch từ mẫu 
phổi bằng phương pháp phenol - chloroform 
[5], và được sử dụng làm nguyên liệu cho phản 

ứng khuếch đại đoạn gen mã hóa kháng nguyên 
P102 với cặp mồi đặc hiệu đã được thiết kế 
trong nghiên cứu của Galli và cs. [4]: 

Mồi xuôi P102F: 5’- CACCGAGCTCG-
TATCAAAAGCAGATCGA -3’ 

Mồi ngược P102R: GCTTTTATTGTTTTA-
TATAATTACTAAT-3’.

Thành phần phản ứng PCR bao gồm: 12,5 
µl 2X Go taq green master mix, 1 µl mồi xuôi 
(10 pmol/µl), 1 µl mồi ngược (10 pmol/µl), 1 
µl ADN tổng số và 9,5 µl nước tinh khiết. PCR 
được thực hiện với chu trình luân nhiệt như sau: 
biến tính genome 95°C/5 phút;  tiếp đến là 30 
chu kỳ: 95°C/60 giây, 53°C/30 giây và 72°C/60 
giây, cuối cùng là 72°C/5 phút. Sản phẩm PCR 
được kiểm tra bằng điện di agarose gel 1% với 
thuốc nhuộm ethydium bromide (0,5 µg/l).

2.2.2. Tạo dòng đoạn gen mã hóa kháng 
nguyên P102

Sản phẩm PCR sau khi tinh sạch bằng kit 
Isolate II PCR and Gel (Bioline) được tạo dòng 
trong vector pGEM®-T Easy (Promega) theo 
phương pháp dòng hóa TA. Thành phần phản ứng 
gắn bao gồm: 50 ng vector pGEM®-T Easy, 5 µl 
2X Rapid Ligation Buffer, 1 µl T4 DNA ligase 
(3 đơn vị/µl), 1 µl (15 ng/µl) sản phẩm PCR đã 
được tinh sạch, sau đó bổ sung nước cất vô trùng 
để đạt thể tích cuối cùng 10 µl, phản ứng được ủ 
ở 25°C trong 3 giờ. Sau đó sản phẩm gắn được 
biến nạp vào 50 µl tế bào E. coli TOP 10 khả 
biến bằng phương pháp sốc nhiệt ở 42oC trong 
45 giây, sau đó ủ trong đá lạnh 3 phút. Thêm 950 
µl môi trường LB vào ống chứa sản phẩm biến 
nạp và nuôi trong 1 giờ ở 37oC, lắc 200 vòng/
phút, sau đó cấy trải 100 µl dịch nuôi cấy lên môi 
trường LB đặc có bổ sung 100 µg/ml ampicillin, 
100 mM IPTG and 20 mg/ml X-gal, ủ ở 37oC 
trong 16 giờ. Kiểm tra sự có mặt của gen mã hóa 
kháng nguyên trong các tế bào E. coli TOP10 
bằng phản ứng PCR với cặp mồi đặc hiệu của 
gen P102 (P102F và P102R) và cặp mồi M13 
(M13F: 5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3´ và 
M13R: 5´CAGGAAACAGCTATGAC-3´) được 
thiết kế sẵn trên vector pGEM®-T Easy.
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  Vector tái tổ hợp pGEM®-T Easy/P102 được 
tách bằng DNA plasmid Extraction kit (ABT, 
Việt Nam) và gửi đi giải trình tự nucleotide tại 
Công ty 1stBASE (Singapore). Kết quả giải trình 
tự được phân tích bằng phần mềm BioEdit và so 
sánh mức độ tương đồng với trình tự đã được 
công bố trên GenBank.

2.2.3. Gắn gen mã hóa kháng nguyên P102 vào 
vector pET200/D-TOPO và biểu hiện trong E. 
coli BL21 (DE3)

Vector tái tổ hợp pGEM®-T Easy/P102 
được sử dụng làm khuôn mẫu để thực hiện 
phản ứng PCR với cặp mồi đặc hiệu được 
thiết kế có gắn thêm trình tự CACC ở đầu 
5’của mồi xuôi giúp tạo dòng định hướng cho 
sản phẩm PCR trong vector này. Thành phần 
phản ứng PCR gồm có 1 μl vector tái tổ hợp 
pGEM®-T Easy/P102 (50 ng), 1 μl mồi xuôi 
P102F (10 pmol/μl), 1 μl mồi ngược P102R 
(10 pmol/μl), 5 μl đệm PCR 10X, 1 μl dNTP 
(10 pmol/μl), 0,5 μl enzyme pfu (5 U/μl), 
nước cất vô trùng vừa đủ 50 μl với chu trình 
nhiệt như đã mô tả ở trên. Sau đó, sản phẩm 
PCR được gắn vào vector pET200/D-TOPO 
với thành phần phản ứng gắn bao gồm sản 
phẩm PCR (10 ng), 1 μl vector pET200 (20 
ng/μl), 1 μl đệm gắn, nước cất vô trùng để 
đạt thể tích gắn là 6 μl. Trộn nhẹ và ủ ở 25°C 
trong 60 phút, sản phẩm phản ứng gắn được 
biến nạp vào tế bào khả biến E. coli BL21 
(DE3) bằng phương pháp sốc nhiệt ở 42°C 
trong 45 giây. Thể biến nạp sau đó được trải 
đều trên đĩa petri chứa môi trường LB đặc có 
bổ sung 100 μg/ml kanamycin và nuôi ở 37°C 
qua đêm. Các dòng tế bào mang vector tái tổ 
hợp được chọn lọc bằng phản ứng PCR với 
cặp mồi đặc hiệu.

Các tế bào E. coli BL21 (DE3) có chứa 
vector biểu hiện mang gen mã hóa kháng 
nguyên P102 (pET200/D-TOPO/P102) được 
nuôi trong 50 ml môi trường YJ có bổ sung 
100 μg/ml kanamycin ở 37oC, tốc độ lắc 200 
vòng/phút. Khi mật độ tế bào đo ở bước sóng 
600 nm đạt tới OD=0,8 thì bổ sung 40 μl chất 
cảm ứng  IPTG 1M (Biorad) để đạt nồng độ 

0,8 mM và tiếp tục ủ ở 25oC với tốc độ lắc 150 
vòng/phút trong 8 giờ. Sau đó, sinh khối được 
thu bằng phương pháp ly tâm ở tốc độ 6000 
vòng/phút trong 10 phút và tách chiết protein 
tổng số bằng cách tái huyền phù tế bào trong 
đệm TNE (50 mM Tris-HCl pH=7,5; 100 mM 
NaCl; 2 mM EDTA) 1% Triton X-100, 0,008 
mg/ml lysozyme, ủ trong đá 60 phút có lắc, 
sau đó xử lý với sóng siêu âm trong 5 phút. 
Ly tâm với tốc độ 10.000 vòng/phút trong 
10 phút để thu lấy protein thể dịch. Tiếp tục 
hòa tan phần kết tủa với dung dịch Urea 8M, 
ủ ở 30ºC trong 1 giờ, sau đó ly tâm với tốc 
độ 10.000 vòng/phút trong 10 phút để thu 
lấy protein trong thể vùi. Protein dung hợp 
6xHis-P102 được tinh sạch từ protein tổng 
số bằng kit ProBond™ Purification System 
(Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ) theo 
hướng dẫn của nhà sản xuất.

 Sự biểu hiện protein của đoạn gen mã hóa 
kháng nguyên P102 trong E. coli BL21(DE3) 
được đánh giá bằng phương pháp điện di 
SDS-PAGE.

2.2.4. Kiểm tra tính đặc hiệu của kháng nguyên 
tái tổ hợp P102 bằng Western blot

Mẫu protein tái tổ hợp tinh khiết được 
điện di SDS-PAGE với nồng độ gel 12%. 
Sau đó protein được chuyển lên màng PVDF 
(Biorad) trong 2 giờ ở hiệu điện thế 120V. 
Thu màng và ủ với dung dịch skim milk 
5% pha trong TBS (25mM Tris-HCl, 25mM 
NaCl, pH 7,5) trong 2 giờ. Sau khi rửa ba 
lần bằng T-TBS (TBS và 0,05%  Tween 20) 
và TBS, màng được ủ với kháng thể kháng 
HIS TAG trong 2 giờ. Tiếp tục rửa màng 
ba lần với đệm T-TBS và TBS. Ủ màng với 
kháng thể gắn enzyme His G-horseradish 
peroxidase (HRP) (Biorad) được pha loãng 
trong dung dịch skim milk 1% (tỷ lệ thể tích 
1:2500) trong 2 giờ. Rửa màng ba lần với 
T-TBS và TBS.

Protein đích được phát hiện bằng 0,005% 
(w/v) 4 chloro-1-naphthol và 0,015% (v/v) 
hydro peroxidase trong đệm TBS.
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III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. Kết quả phân lập đoạn gen mã hóa 
kháng nguyên P102 của M. hyopneumoniae

Sau khi tách ADN tổng số của các mẫu mô 
phổi, chúng tôi tiến hành phản ứng PCR với 
cặp mồi đặc hiệu để nhân đoạn gen mã hóa cho 
kháng nguyên P102. Kết quả điện di sản phẩm 
(hình 1) cho thấy các băng ADN được khuếch 
đại có kích thước khoảng 900 bp. Sản phẩm 
PCR cho một băng, nồng độ cao, sáng và rõ nét.

Hình 1. Ảnh điện di kiểm tra sản phẩm 
PCR với cặp mồi đặc hiệu cho đoạn gen 

mã hóa kháng nguyên P102

M: Marker HyperLadder™ 1kb (Bioline); 1, 2, 
3: Sản phẩm PCR với các mẫu ADN khác nhau

3.2. Kết quả tạo dòng gen mã hóa kháng 
nguyên P102 của M. hyopneumoniae

Sản phẩm PCR được tinh sạch từ gel 
agarose và được gắn vào vector pGEM®-T 
Easy. Tiến hành biến nạp sản phẩm gắn chứa 
plasmid pGEM®-T Easy/P102 vào tế bào 
E. coli TOP10. Kết quả biến nạp thu được 
hai dòng khuẩn lạc trắng và xanh. Chọn các 
khuẩn lạc trắng để làm PCR với cặp mồi 
đặc hiệu của gen P102 và cặp mồi M13 của 
vector pGEM®-T Easy để kiểm tra sự hiện 
diện của đoạn gen mã hóa kháng nguyên 

P102. Kết quả được trình bày ở hình 2. Kết 
quả điện di cho thấy các khuẩn lạc được 
kiểm tra đều cho kết quả PCR dương tính, 
băng ADN khuếch đại có kích thước khoảng 
900 bp khi thực hiện PCR với cặp mồi P102 
và khoảng 1100 bp khi thực hiện PCR với 
cặp mồi M13. Điều này chứng tỏ gen mã hóa 
kháng nguyên P102 đã được tạo dòng thành 
công vào vector pGEM®-T Easy trong tế bào 
E. coli TOP10.

Hình 2. Điện di sản phẩm PCR xác định sự 
có mặt của plasmid tái tổ hợp pGEM®-T 

Easy/P102 trong tế bào E. coli TOP10

M: Marker HyperLadder™ 1kb (Bioline), 1: 
Sản phẩm PCR với cặp mồi đặc hiệu cho gen 
P102, 2: Sản phẩm PCR với cặp mồi M13.

Kết quả giải trình tự cho thấy đoạn gen 
mã hóa cho kháng nguyên P102 phân lập 
được có độ dài 912 bp, có độ tương đồng 
cao (99%) với đoạn gen mã hóa cho kháng 
nguyên P102 của M. hyopneumoniae đã được 
công bố trên GenBank (mã số AE017243.1) 
(hình 3). 

Sự sai khác của nucleotide thứ 414 không 
làm ảnh hưởng đến quá trình biểu hiện 
protein vì trình tự amino acid của kháng 
nguyên P102 thu được có độ tương đồng 
100% với trình tự amino acid của kháng 
nguyên P102 đã được công bố trên GenBank 
(mã số AAZ44196.1) (hình 4). 



42

KHOA HỌC KỸ THUẬT THÚ Y TẬP XXVIII SỐ 5 - 2021

Hình 3. Mức độ tương đồng của trình tự nucleotide giữa đoạn gen mã hoá kháng nguyên 
P102 phân lập được với đoạn gen mã hoá kháng nguyên P102 đã được công bố trên 

GenBank (mã số AE017243.1)

Hình 4. Mức độ tương đồng của trình tự amino acid giữa kháng nguyên P102 phân lập 
được và  kháng nguyên P102 đã được công bố trên GenBank (mã số AAZ44196.1)
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3.3. Kết quả biểu hiện đoạn gen mã hóa 
kháng nguyên P102

Gen mã hóa kháng nguyên P102 được tách 
từ vector pGEM®-T Easy/P102 bằng phản ứng 
PCR với cặp mồi P102F và P102R, sau đó được 
tạo dòng trong vector pET200/D-TOPO và biến 
nạp vào tế bào E. coli BL21 (DE3) bằng phương 
pháp sốc nhiệt.

 Sự biểu hiện protein P102 tái tổ hợp ở E. 
coli BL21 (DE3) trong môi trường YJ được thể 
hiện trên gel polyacrylamide 15% có chứa SDS 
(hình 5). 

Hình 5. Điện di SDS-PAGE đánh giá khả 
năng biểu hiện protein tái tổ hợp P102 

trong E. coli BL21 (DE3)

M: Marker 10-200 kDa (Bio basic), 1: Dịch 
protein thu được từ tế bào E. coli mang vector 
tái tổ hợp, không cảm ứng bằng IPTG, 2: Dịch 
protein thu được từ tế bào E. coli mang vector 
tái tổ hợp được cảm ứng bằng IPTG, 3: Protein 
thể vùi thu được từ tế bào E. coli mang vector 
tái tổ hợp được cảm ứng bằng IPTG, 4: Protein 
dung hợp 6xHis-P102 tái tổ hợp sau tinh sạch.

Theo tính toán, protein P102 tái tổ hợp 
được biểu hiện sẽ có khối lượng khoảng 38,3 
kDa gồm protein P102 có khối lượng phân tử 
khoảng 34,6 kDa và đuôi dung hợp của vector 
pET200/D-TOPO có khối lượng phân tử 
khoảng 3,7 kDa. Kết quả điện di SDS-PAGE 
cho thấy protein P102 tái tổ hợp không có mặt 
trong protein dịch thể, mà nằm trong protein thể 
vùi có khối lượng khoảng 38 kDa, phù hợp với 
kích thước đã được ước tính. Như vậy, protein 
P102 tái tổ hợp đã được biểu hiện thành công 
trong tế bào E. coli BL21 (DE3), và dung dịch 
Urea 8M có hiệu quả trong hòa tan protein trong 

thể vùi. Sau khi tinh sạch protein thể vùi bằng 
kit ProBond™ Purification System (Thermo 
Fisher Scientific, Hoa Kỳ), thu được một băng 
protein duy nhất có khối lượng khoảng 38 kDa. 
Kết quả này tương đồng với nghiên cứu biểu 
hiện gen mã hóa kháng nguyên P102 của M. 
hyopneumoniae trong E. coli BL21 (DE3) của 
Galli và cs. (2013).

3.4. Kiểm tra tính đặc hiệu của kháng nguyên 
tái tổ hợp P102 bằng Western blot

Kết quả Western blot cho thấy cả mẫu protein 
thể vùi và mẫu protein tinh sạch đều có liên kết 
đặc hiệu với kháng thể anti-His G-horseradish 
peroxidase ở băng protein kích thước khoảng 
38 kDa, chứng tỏ rằng protein được biểu hiện 
chính là protein tái tổ hợp P102 với đuôi dung 
hợp (hình 6).        

  Hình 6. Western blot đánh giá tính đặc 
hiệu của kháng nguyên tái tổ hợp P102

M: Marker PageRuler™ (Thermo Scientific), 1: 
Mẫu protein thể vùi, 2: Mẫu protein đã được 
tinh sạch.

IV. KẾT LUẬN
Đoạn gen mã hóa cho kháng nguyên P102 

của M. hyopneumoniae đã được tạo dòng và biểu 
hiện thành công trong tế bào E. coli BL21 (DE3). 
Đoạn gen mã hóa kháng nguyên P102 có chiều 
dài 912 bp, tương đồng 99% so với trình tự đoạn 
gen mã hóa kháng nguyên P102 đã được công bố 
trên GenBank (mã số AE017243.1), và mã hóa tạo 
chuỗi polypeptide dài 304 amino acid, có độ tương 
đồng 100% với trình tự công bố trên GenBank 
(mã số AAZ44196.1). Kết quả tinh sạch và điện di 
SDS-PAGE cho thấy protein tái tổ hợp 6xHis-P102 
có khối lượng phân tử khoảng 38 kDa.
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hyopneumoniae gây ra lợn. Tạp chí Khoa học 
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