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TÁCH DÒNG VÀ XÁC ��NH TRÌNH T� GEN slo C�A VI KHU�N 

Streptococcus pyogenes ���C PHÂN L�P T�I VI�T NAM 
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(1)

, PH�M TH� HÀ GIANG 
(1)

, 

NGUY�N NH� NGH�A 
(1)

, NGUY�N V�N MINH 
(2) 

1. M� ��U 

Streptococcus pyogenes thu�c liên c�u khu�n nhóm A, là m�t trong nh�ng tác 
nhân chính gây b�nh viêm ���ng hô h�p trên nh� viêm h�ng, viêm ami�an. Theo 

��c tính hàng n�m trên th� gi�i có kho�ng 700 tri�u tr��ng h�p nhi�m liên c�u 

nhóm A, ph�n l�n các tr��ng h�p x�y ra � tr� em l�a tu�i 6 - 15 [7]. Viêm h�ng do 

liên c�u có th� gây nên các bi�n ch�ng nguy hi�m, gây t� vong cao nh� th�p tim, 

th�p kh�p, viêm c�u th�n ho�c �� l�i các di ch�ng � van tim r�t n�ng �nh h��ng ��n 

kh� n�ng lao ��ng c�ng nh� s�c kh�e ��n su�t ��i [1, 6]. 

Trong t� bào S. pyogenes, protein SLO có tr�ng l��ng phân t� kho�ng 63,6 kDa, 

g�m 571 axit amin trong �ó 33 axit amin ��u là peptide tín hi�u (signal peptide) có 

ch�c n�ng ��nh h��ng SLO ra ngoài màng t� bào, trình t� này b� c�t kh�i phân t� 

SLO tr��c khi ti�t ra ngoài môi tr��ng. Gen mã hóa cho kháng nguyên SLO g�m 

1716 nucleotit, ���c xác ��nh trình t� l�n ��u tiên vào n�m 1987 [4]. Tr��c �ây, 
SLO ���c s�n xu�t b�ng cách nuôi S. pyogenes trong môi tr��ng BHI, sau �ó kháng 

nguyên ���c tách chi�t kh�i môi tr��ng nuôi c�y b�ng t�a phân �o�n v�i amoni 

sulfat, tinh s�ch b�ng s�c ký trao ��i ion và s�c ký l�c gel. Ph��ng pháp này th��ng 

t�n nhi�u th�i gian, cho hi�u su�t và �� s�ch không cao [2, 3]. 

G�n �ây, m�t s� nghiên c�u s�n xu�t kháng nguyên SLO b�ng công ngh� 

ADN tái t� h�p �ã ���c ti�n hành trên các h� bi�u hi�n E. coli, Bacillus. Kháng 

nguyên SLO th��ng m�i hi�n nay c�ng ���c s�n xu�t b�ng con ���ng tái t� h�p   

[2, 5]. Trong nghiên c�u này, chúng tôi ti�n hành tách dòng và xác ��nh trình t� gen 

slo c�a vi khu�n S. pyogenes ���c phân l�p t�i Vi�t Nam, �� làm c� s� cho nghiên 

c�u bi�u hi�n gen và s�n xu�t kháng nguyên SLO tái t� h�p.. 

2. V�T LI�U VÀ PH��NG PHÁP NGHIÊN C�U 

2.1. Nguyên v�t li�u, hóa ch�t 

- Ch�ng liên c�u khu�n S. pyogenes (ký hi�u Slo_B37) mang gen slo ���c 

phân l�p t�i Vi�t Nam, do Phòng Y d��c, Vi�n Y sinh nhi�t ��i, Trung tâm Nhi�t 

��i Vi�t - Nga cung c�p. 

- Ch�ng vi khu�n E. coli DH5� do hãng Invitrogen (M�) cung c�p ���c s� 

d�ng �� tách dòng gen slo. 

- Plasmid pJET1.2/blunt do hãng Thermo (M�) s�n xu�t ���c s� d�ng làm 

vector tách dòng. 
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- Hóa ch�t s� d�ng trong thí nghi�m là nh�ng hóa ch�t tinh khi�t ���c s� d�ng 
trong các phòng thí nghi�m sinh h�c phân t�. 

- C�p m�i nhân gen slo ���c thi�t k� d�a trên trình t� gen slo trên Ngân hàng 
gen qu�c t� (GenBank) có mã s� NC_002737, chi�u dài �o�n gen slo có kích th��c 
kho�ng 1,6 kb. Trình t� c�p m�i nh� sau: 

SLO F: 5’-ACCATGGATACTGCTAGTACAGAAACC-3’ 

SLO R: 5’-TCTCGAGGTAATCGAACCATATGGGCT-3’’ 

2.2. Ph��ng pháp nghiên c�u 

- Tách chi�t ADN t�ng s� t� bào vi khu�n 

Chuy�n khu�n l�c S. pyogenes vào 10 ml môi tr��ng BHI � 37oC, 5% CO2, nuôi 
qua �êm. Sau �ó, t� bào ���c thu l�i b�ng ly tâm 4000 vòng/phút trong 10 phút. Hòa 
t� bào vi khu�n vào 352,5 �l TE; b� sung 2,5 �l lysozyme (100 mg/ml); 3 �l 
mutanolysin (1 mg/ml); � � 37oC trong 10 phút. B� sung 3 �l protease K (20 mg/ml); 
30 �l SDS 10%; � � 37oC trong 30 phút. B� sung 140 �l TE; 180 �l NaCl 5M l�c nh� 
và � ti�p � 65oC trong 10 phút. Ly tâm 13000 vòng/phút trong 10 phút �� thu d�ch n�i. 
Protein c�a t� bào ���c lo�i b� b�ng h�n h�p phenol : chloroform (1 : 1). ADN h� gen 
n�m � pha trên ���c t�a l�i b�ng c�n tuy�t ��i và ���c hòa trong 40 �l TE. 

- K� thu�t PCR nhân gen slo 

Gen slo ���c nhân lên b�ng k� thu�t PCR v�i chu trình nh� sau: Bi�n tính 
ADN khuôn � 95oC trong 3 phút, sau �ó th�c hi�n liên ti�p 30 chu k�, m�i chu k� 
g�m 3 b��c: B��c 1 - Bi�n tính khuôn � 94oC trong 1 phút; b��c 2 - g�n m�i lên 
khuôn � 52oC trong 45 giây; b��c 3 - t�ng h�p, kéo dài chu�i � 72oC trong 50 giây. 
Ph�n �ng k�t thúc � 72oC trong 10 phút, gi� � 4oC. S�n ph�m PCR ���c �i�n di 
ki�m tra trên agarose 1,5%. 

Các k� thu�t sinh h�c phân t�: N�i các �o�n gen, tách chi�t plasmid, bi�n n�p 
plasmid vào t� bào E. coli, �i�n di s�n ph�m trên agarose ���c ti�n hành theo 
ph��ng pháp c�a Samrook và Russel (2001) [8]. Trình t� �o�n gen slo ���c xác 
��nh trên máy gi�i trình t� ABI 3110 v�i hai m�i pJET1.2 sequencing F và pJET1.2 
sequencing R. K�t qu� gi�i trình t� gen ���c x� lý b�ng ch��ng trình BioEdit; công 
c� BLAST (NCBI) ���c s� d�ng �� so sánh trình t� nucleotit và axit amin. 

3. K�T QU� VÀ TH�O LU�N 

3.1. Tách chi�t ADN t�ng s� t� t� bào vi khu�n  

S. pyogenes là vi khu�n Gram d��ng, có thành t� bào dày v�i thành ph�n ch� 
y�u là peptidoglycan. D��i tác d�ng c�a lysozyme và mutanolysin, thành t� bào b� 
phá h�y do các liên k�t �(1-4) gi�a các ��n v� c�u trúc c�u t�o nên peptidoglycan là 
axit N-axetil muramic và N-axetil glucozamin s� b� c�t d�t. Trong môi tr��ng nh��c 
tr��ng, t� bào vi khu�n � th� nguyên sinh (protoplasm) d� dàng b� v� tung, gi�i 
phóng các thành ph�n nh� protein, ADN, ARN… Toàn b� protein b� phân c�t b�i 
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protease K không ��c hi�u và ���c tách kh�i ADN t�ng s� b�ng h�n h�p 
phenol/chloroform. Sau khi ly tâm, dung d�ch ch�a ADN t�ng s� n�m � pha trên 
���c thu nh�n và t�a b�ng c�n tuy�t ��i. S�n ph�m ADN t�ng s� ���c �i�n di ki�m 
tra trên gel agarose 0,8%. K�t qu� �i�n di (hình 1) cho th�y có m�t b�ng l�n nh�t và 
rõ nét g�n v�i gi�ng truy�n m�u, ch�ng t� ADN t�ng s� c�a S. pyogenes �ã ���c 
tách chi�t thành công, có kích th��c �� l�n và có �� tinh s�ch cao. ADN t�ng s� s� 
���c s� d�ng �� nhân gen slo b�ng k� thu�t PCR. 

 

Hình 1. �i�n di ADN t�ng s� trên agarose 0,8% 

1: Marker 1kb; 2-4: Các m�u ADN t�ng s� 

3.2. Phân l�p gen slo 

S� d�ng c�p m�i SLO F và SLO R �� nhân gen slo và s�n ph�m PCR ���c �i�n 
di ki�m tra trên agarose 1,5%. K�t qu� thu ���c trên hình 2 cho th�y s�n ph�m PCR ch� 
có m�t b�ng ADN duy nh�t, s�c nét, có kích th��c �úng nh� kích th��c c�a gen slo 
���c tính toán theo lý thuy�t kho�ng 1,6 kb. Nh� v�y, ph�n �ng PCR �� nhân gen slo là 
��c hi�u, ch��ng trình PCR và n�ng �� các ch�t tham gia ph�n �ng là phù h�p, k�t qu� 
b��c ��u cho th�y �ã khu�ch ��i thành công gen slo b�ng k� thu�t PCR. S�n ph�m 
PCR ���c s� d�ng trong các thí nghi�m ti�p theo. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hình 2. S�n ph�m PCR nhân gen slo trên agarose 1,5% 

1: Marker 1kb; 2,3: S�n ph�m PCR 
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3.3. Nhân dòng gen slo trong vector pJET1.2/blunt 

S�n ph�m PCR gen slo ���c tinh s�ch và g�n vào vector pJET1.2/blunt theo 

b� kít Clone Jet c�a hãng Thermo. B��c ��u s�n ph�m PCR ���c lo�i b� ��u dính 

b�i enzyme ADN blunting � 70oC trong 5 phút, sau �ó h�n h�p ���c b� sung vector 

pJET1.2/blunt và enzyme T4 ADN ligase. Sau khi �o�n gen slo ���c g�n vào vector 

pJET1.2, l�y 10 �l s�n ph�m �� bi�n n�p vào t� bào kh� bi�n E. coli DH5α. Th� 

bi�n n�p ���c c�y tr�i trên ��a petri ch�a môi tr��ng LB ��c có 50 μg/ml ampicillin 

và nuôi trong t� �m 37oC cho ��n khi quan sát th�y s� hình thành các khu�n l�c.  

�� xác ��nh th� bi�n n�p mang �úng plasmid tái t� h�p pJETslo, ch�n ng�u 

nhiên m�t s� khu�n l�c m�c lên t� ��a th�ch �� tách và ki�m tra plasmid. Vector 

pJET1.2/blunt có kích th��c x�p x� 3,0 kb, vì v�y plasmid tái t� h�p pJETslo s� có 

kích th��c kho�ng 4,6 kb do ���c chèn thêm �o�n gen slo. K�t qu� �i�n di s�n 

ph�m tách plasmid c�t m� vòng xu�t hi�n b�ng sáng ��m, có kích th��c kho�ng 4,6 

kb (hình 3A). Nh� v�y, plasmid thu ���c t� th� bi�n n�p �ã ���c chèn �o�n gen slo. 

�� ki�m tra �o�n gen slo có th�c s� ���c g�n vào plasmid hay không, ti�p t�c ti�n 

hành ki�m tra b�ng ph�n �ng PCR v�i c�p m�i nhân �o�n gen slo (SLO F và SLO R) 

và c�p m�i c�a vector pJET1.2. Theo lý thuy�t, s�n ph�m PCR v�i c�p m�i gen slo 

có kích th��c kho�ng 1,6 kb, v�i c�p m�i vector pJET1.2 có kích th��c kho�ng 1,7 kb. 

K�t qu� ki�m tra cho th�y s�n ph�m PCR ��u xu�t hi�n b�ng �úng kích th��c theo 

lý thuy�t (hình 3B). B��c ��u có th� kh�ng ��nh gen slo �ã ���c tách dòng thành công.  
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 Hình 3. K�t qu� �i�n di s�n ph�m plasmid tái t� h�p gen slo (A)  

và PCR v�i c�p m�i gen slo, c�p m�i pJET1.2 (B).  

1A, 1B: Marker 1kb; 2A, 3A: Plasmid tái t� h�p pJETslo 
2B: ��i ch�ng âm (m�i nhân �o�n gen); 3B, 4B: S�n ph�m PCR v�i c�p  

m�i SLO F và SLO R; 5B, 6B: S�n ph�m PCR v�i c�p m�i vector pJET1.2. 
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3.4. Xác ��nh trình t� gen slo 

Plasmid tái t� h�p pJETslo ���c s� d�ng �� gi�i trình t� gen slo, v�i c�p m�i 

vector pJET1.2. K�t qu� gi�i trình t� ���c phân tích b�ng ph�n m�m BioEdit, �o�n 

gen slo ���c gi�i trình t� có kích th��c là 1595 nucleotit, mã hóa cho 531 axit amin 

c�a protein SLO. Khi so sánh v�i trình t� gen slo t� ch�ng S. pyogenes phân l�p � 

Vi�t Nam (Slo_B37) v�i trình t� gen slo trên GenBank có mã s� NC_002737, k�t 

qu� so sánh cho th�y trình t� nucleotit c�a hai gen này có 20 v� trí sai khác và m�c 

�� t��ng ��ng gi�a hai trình t� này là 99% (hình 4). 

Slo_B37    1     ACTGCTAGTACAGAAACCACAACGACAAATGAGCAACCAAAGCCAGAAAGTAGTGAGCTA  60 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NC_002737 112    ACTGCTAGTACAGAAACCACAACGACAAATGAGCAACCAAAGCCAGAAAGTAGTGAGCTA  171 
 
Slo_B37    61    ACTACCGAAAAAGCAGGTCAGAAAATGGATGATATGCTTAGCTCTAACGATATGATTAAG  120 
                 ||||| ||||||||||||||||||| |||||||||||||| ||||||||||||||||||| 
NC_002737 172    ACTACTGAAAAAGCAGGTCAGAAAACGGATGATATGCTTAACTCTAACGATATGATTAAG  231 
 
Slo_B37   121    CTTGCTCCCAAAGAAATGCCGCTAGAATCTGCAGAAAAAGAAGAAAAAAAGTCAGAAGAC  180 
                 |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NC_002737 232    CTTGCTCCCAAAGAAATGCCACTAGAATCTGCAGAAAAAGAAGAAAAAAAGTCAGAAGAC  291 
 
Slo_B37   181    AAAAAAAAGAGCGAAGAAGATCACACTGAAGAAATCAATGACAAGATTTATTCACTAAAT  240 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NC_002737 292    AAAAAAAAGAGCGAAGAAGATCACACTGAAGAAATCAATGACAAGATTTATTCACTAAAT  351 
 
Slo_B37   241    TATAATGAGCTTGAAGTACTTGCTAAAAATGGTGAAACCATTGAAAATTTTGTTCCTAAA  300 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NC_002737 352    TATAATGAGCTTGAAGTACTTGCTAAAAATGGTGAAACCATTGAAAATTTTGTTCCTAAA  411 

 

Hình 4. So sánh m�t ph�n trình t� �o�n gen slo ���c tách dòng  

v�i gen slo trên Ngân hàng gen 

Do có s� khác nhau v� trình t� nucleotit gi�a 2 gen (Slo_B37 và NC_002737) 

nên chúng tôi �ã ti�n hành d�ch mã và so sánh trình t� axit amin suy di�n t� gen 

Slo_B37 v�i trình t� axit amin SLO mã s� NP_268546 (���c d�ch mã t� gen 

NC_002737) trên GenBank. K�t qu� d�ch mã và so sánh trình t� c�a hai chu�i axit 

amin này cho th�y, tuy �o�n gen Slo_B37 có ��n 20 v� trí nucleotit sai khác so v�i 

gen NC_002737, nh�ng khi d�ch mã sang axit amin thì ch� có 3 v� trí axit amin khác 

nhau, t�i v� trí th� 29 trên trình t� axit amin c�a NP_268546 là Threonine (T) trong khi 

�ó c�a Slo_B37 là Methionine (M), � v� trí th� 34 c�a NP_268546 là Asparagine (N) 

thì c�a Slo_B37 là Serine (S) và � v� trí th� 413 c�a NP_268546 là Threonine (T) thì 

c�a Slo_B37 c�ng là Serine (S) (hình 5).  
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Slo_B37     1  TASTETTTTNEQPKPESSELTTEKAGQKMDDMLSSNDMIKLAPKEMPLESAEKEEKKSED 60 
NP_268546   1  TASTETTTTNEQPKPESSELTTEKAGQKTDDMLNSNDMIKLAPKEMPLESAEKEEKKSED 60 
 
Slo_B37    61  KKKSEEDHTEEINDKIYSLNYNELEVLAKNGETIENFVPKEGVKKADKFIVIERKKKNIN 120 
NP_268546  61  KKKSEEDHTEEINDKIYSLNYNELEVLAKNGETIENFVPKEGVKKADKFIVIERKKKNIN 120 
 
Slo_B37   121  TTPVDISIIDSVTDRTYPAALQLANKGFTENKPDAVVTKRNPQKIHIDLPGMGDKATVEV 180 
NP_268546 121  TTPVDISIIDSVTDRTYPAALQLANKGFTENKPDAVVTKRNPQKIHIDLPGMGDKATVEV 180 
 
Slo_B37   181  NDPTYANVSTAIDNLVNQWHDNYSGGNTLPARTQYTESMVYSKSQIEAALNVNSKILDGT 240 
NP_268546 181  NDPTYANVSTAIDNLVNQWHDNYSGGNTLPARTQYTESMVYSKSQIEAALNVNSKILDGT 240 
 
Slo_B37   241  LGIDFKSISKGEKKVMIAAYKQIFYTVSANLPNNPADVFDKSVTFKELQRKGVSNEAPPL 300 
NP_268546 241  LGIDFKSISKGEKKVMIAAYKQIFYTVSANLPNNPADVFDKSVTFKELQRKGVSNEAPPL 300 
 
Slo_B37   301  FVSNVAYGRTVFVKLETSSKSNDVEAAFSAALKGTDVKTNGKYSDILENSSFTAVVLGGD 360 
NP_268546 301  FVSNVAYGRTVFVKLETSSKSNDVEAAFSAALKGTDVKTNGKYSDILENSSFTAVVLGGD 360 
 
Slo_B37   361  AAEHNKVVTKDFDVIRNVIKDNATFSRKNPAYPISYTSVFLKNNKIAGVNNRSEYVETTS 420 
NP_268546 361  AAEHNKVVTKDFDVIRNVIKDNATFSRKNPAYPISYTSVFLKNNKIAGVNNRTEYVETTS 420 
 
Slo_B37   421  TEYTSGKINLSHQGAYVAQYEILWDEINYDDKGKEVITKRRWDNNWYSKTSPFSTVIPLG 480 
NP_268546 421  TEYTSGKINLSHQGAYVAQYEILWDEINYDDKGKEVITKRRWDNNWYSKTSPFSTVIPLG 480 
 
Slo_B37   481  ANSRNIRIMARECTGLAWEWWRKVIDERDVKLSKEINVNISGSTLSPYGSI  531 
NP_268546 481  ANSRNIRIMARECTGLAWEWWRKVIDERDVKLSKEINVNISGSTLSPYGSI  531  

Hình 5. Trình t� axit amin ���c d�ch mã t� �o�n gen slo ���c tách dòng  

và trình t� SLO trên Ngân hàng gen 

V�i m�c �ích s�n xu�t kháng nguyên SLO tái t� h�p �� ch� t�o kit phát hi�n 

ASLO, chúng tôi �ã phân l�p và tách dòng �o�n gen slo t� ch�ng vi khu�n           

S. pyogenes ���c phân l�p � Vi�t Nam. Trong quá trình nhân gen, m�t s� nucleotit 

mã hóa cho trình t� d�n c�a protein SLO �ã ���c lo�i b�. Do v�y, s� l��ng 

nucleotit trên �o�n gen chúng tôi nhân dòng có kích th��c 1595 bp mã hóa cho 

531 axit amin. Theo Kehoe (1987), quy�t ��nh kháng nguyên (epitop) c�a SLO 

n�m trong vùng axit amin 234 - 571, vùng này n�m v� phía sau c�a SLO [4]. Do 

�ó, vi�c m�t s� axit amin � ��u N s� không �nh h��ng ��n tính kháng nguyên c�a 

SLO và �o�n gen thu ���c trong nghiên c�u có th� s� d�ng �� bi�u hi�n và s�n 

xu�t kháng nguyên SLO tái t� h�p. 
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4. K�T LU�N 

�ã tách dòng và xác ��nh trình t� �o�n gen slo mã hóa cho kháng nguyên SLO 

t� liên c�u khu�n S. pyogenes ���c phân l�p � Vi�t Nam; �o�n gen slo có kích 

th��c 1595 bp, có 20 v� trí nucleotit sai khác so v�i �o�n gen NC_002737 trên Ngân 

hàng gen qu�c t� và m�c �� t��ng ��ng v� nucleotit gi�a hai trình t� này là 99%. 

Trình t� axit amin ���c d�ch mã t� �o�n gen slo có 3 sai khác so v�i trình axit 

amin c�a NP_268546 trên Ngân hàng gen qu�c t� t�i các v� trí T29M, N34S và T413S. 
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 SUMMARY 

CLONING AND SEQUENCING FOR slo GENE OF  

Steptococcus pyogenes ISOLATED IN VIETNAM 

Streptococcus pyogenes is a major cause of upper respiratory tract infections 

such as pharyngitis, tonsillitis. These diseases can cause serious complications, 

causing high mortality. Antigen streptolysin O (SLO) was used to detect antibodies 

to streptolysin O (ASLO) in serum of patients with suspected group A Streptococcus. 

This study was carried out to clone and sequence the slo gene encoding for SLO of 

S. pyogenes strain isolated in Vietnam (Slo_B37). The results revealed that slo gene 

was cloned and sequenced in size of 1595 nucleotide, with 20 nucleotides differed 

from NC_002737 fragment on GeneBank and the degree of genetic similarity is 

99%. Translated products of the fragment Slo_B37 has differences with sequence of 

NP_268546 translated from NC_002737 gene in three amino acids at positions: 

T29M, N34S and T413S. 

T� khóa: Slo gene, Streptococcus pyogenes, streptolysin O, vector pJETslo. 
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