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1. ��T V�N �� 

B�nh s�t mò hay s�t b�i r�m (scrub typhus) là b�nh truy�n nhi�m c�p tính, lây 
truy�n t� ��ng v�t sang ng��i thông qua vector truy�n b�nh là �u trùng mò. Tác 
nhân gây b�nh s�t mò là vi khu�n Orientia tsutsugamushi ký sinh n�i bào b�t bu�c 
và b�t màu Gram âm. B�nh l�u hành ph� bi�n � khu v�c Châu Á-Thái Bình D��ng. 
Hàng n�m có x�p x� 1 tri�u ca b�nh và trên 1 t� ng��i có nguy c� m�c b�nh [5]. D�a 
trên ��c �i�m c�a kháng nguyên b� m�t ��c hi�u 56 kDa, O. tsutsugamushi ���c 
chia thành các nhóm huy�t thanh khác nhau nh�: Gilliam, Kato, Karp, Boryong, 
TA763… B�ng Western blot, các nhà khoa h�c �ã phát hi�n ra 4 kháng nguyên c�a 
vi khu�n có kích th��c 22 kDa, 47 kDa, 56 kDa và 110 kDa. Trong �ó, kháng 
nguyên 56 kDa chi�m 10-15% protein t�ng s� t� bào, mang tính ��c hi�u cao và 
không bi�u hi�n � các Rickettsia khác [3]. Trong huy�t thanh b�nh nhân s�t mò 
mang kháng th� kháng kháng nguyên 56 kDa v�i hi�u giá cao, do �ó xét nghi�m 
ch�n �oán huy�t thanh d�a trên kháng nguyên 56 kDa ���c s� d�ng r�ng rãi �� 
ch�n �oán b�nh s�t mò [4, 9]. 

S� l�u hành c�a các nhóm O. tsutsugamushi thay ��i theo khu v�c ��a lý, gi�a 
các nhóm O. tsutsugamushi có s� khác bi�t cao v� m�t di truy�n gen mã hóa cho 
kháng nguyên 56 kDa [5]. Vì v�y, �� t�ng �� nh�y các sinh ph�m phát hi�n nhi�m O. 
tsutsugamushi h�n h�p protein 56 kDa tái t� h�p c�a các nhóm O. tsutsugamushi [7, 
14] �ã ���c nghiên c�u ph�i tr�n. Gen mã hóa kháng nguyên 56 kDa có 4 vùng bi�n 
��i �óng vai trò quan tr�ng trong quy�t ��nh kháng nguyên, vi�c lo�i b� 80 axit 
amin ��u N và 80 axit amin ��u C c�a kháng nguyên không làm �nh h��ng ��n vai 
trò �ó [3, 4]. K�t qu� m�t s� nghiên c�u cho th�y nhóm Karp l�u hành ph� bi�n � 
Vi�t Nam [11, 12]. Trong s� 12 m�u b�nh ph�m thu th�p n�m 2016 t�i B�nh vi�n 
Quân y 105 d��ng tính v�i O. tsutsugamushi �ã xác ��nh 8 ch�ng thu�c nhóm Karp 
[1]. Trong nghiên c�u này, nhóm tác gi� trình bày k�t qu� tách dòng và bi�u hi�n 
�o�n gen mã hóa vùng quy�t ��nh kháng nguyên 56 kDa c�a O. tsutsugamushi thu�c 
nhóm Karp t� m�u HT-09 thu th�p � B�nh vi�n Quân y 105 trong t� bào E. coli 
BL21. Kháng nguyên 56 kDa tái t� h�p (HT-09) sau �ó ���c tinh ch� và s� d�ng 
làm nguyên li�u �� t�o b� kit ELISA phát hi�n O. tsutsugamushi. 

2. V�T LI�U VÀ PH��NG PHÁP 

2.1. Ch�ng vi sinh v�t, plasmid và huy�t thanh 

- Ch�ng vi khu�n E. coli DH5α [end A1 rec A1 hsd R17 sup E44 gyp A96 thi-1 
relA1Δ lac U169 (φ80 lacZM15)], E. coli BL21 [F-omp hsd SB (rBmB) gel dem 
(DE3) plysS (Caml)] (Invitrogen) ���c s� d�ng �� nhân dòng và bi�u hi�n �o�n gen 
mã hóa kháng nguyên 56 kDa. 
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- Vector tách dòng và bi�u hi�n pET22b(+) (Invitrogen). 

- DNA t�ng s� tách chi�t t� m�u máu b�nh nhân s�t mò (HT-09) do B�nh vi�n 
Quân y 105 (S�n Tây, Hà N�i) cung c�p ���c s� d�ng làm khuôn �� nhân �o�n gen 
mã hóa kháng nguyên 56 kDa.  

- Huy�t thanh b�nh nhân s�t mò (xác ��nh b�ng nested PCR) [5], d��ng tính 
v�i kháng th� kháng kháng nguyên 56 kDa O. tsutsugamushi (xác ��nh b�ng test 
nhanh SD-bioline, Hàn Qu�c) ���c s� d�ng �� lai Western blot.  

2.2. Ph��ng pháp nghiên c�u 

2.2.1. Thi�t k� vector tách dòng và bi�u hi�n pET22b(+) mang trình t� mã 
hóa cho kháng nguyên 56 kDa 

�o�n gen ht-09 mã hóa cho m�t ph�n kháng nguyên 56 kDa có kích th��c 
1149 bp ���c khu�ch ��i b�ng ph�n �ng PCR s� d�ng c�p m�i P2BKARPF 5’-
AAG GCC ATG GCT ATG ACA ATT GCT CAA GGT TTT AGA-3’ / NcoI và 
P22BKARPR 5'- GAC GTC GAC AAG CTT CTC GAG AAC ACC AGC ATA 
TAT TGA -3'/XhoI (ph�n ch� ���c g�ch chân là trình t� nh�n bi�t c�a enzyme gi�i 
h�n t��ng �ng). Ch��ng trình ph�n �ng PCR nh� sau: 98oC trong 30 giây, 25 chu kì 
v�i m�i chu k� g�m 98oC trong 10 giây, 53oC trong 30 giây và 72oC trong 1 phút và 
giai �o�n kéo dài ���c th�c hi�n � 72oC trong 10 phút. S�n ph�m PCR ���c �i�n di 
ki�m tra trên gel agarose 1% và tinh s�ch b�ng PCR purification kit (Thermo 
Scientific). S�n ph�m PCR sau tinh s�ch ���c c�t t�o ��u dính b�ng enzyme gi�i 
h�n NcoI và XhoI, sau �ó ghép n�i vào vector pET22b(+) b�ng enzyme n�i T4 DNA 
ligase (Thermo Scientific) t�o thành plasmid tái t� h�p pET22b_ht-09.  

2.2.2. Bi�u hi�n �o�n gen ht-09 trong t� bào E. coli BL21 

T� bào E. coli BL21 mang plasmid tái t� h�p pET22b_ht-09 ���c nuôi trong 5 
ml môi tr��ng LB l�ng có b� sung 100 �g/ml ampicillin (LBAmp), � 37oC, qua �êm. 
Chuy�n 1% d�ch nuôi c�y trên vào môi tr��ng LBAmp, nuôi c�y � cùng �i�u ki�n ��n 
khi OD600 ��t 0,4÷0,6 ti�n hành c�m �ng v�i 0,5 mM IPTG. T� bào ti�p t�c ���c nuôi 
c�y � cùng �i�u ki�n trong 4 gi�. Thu m�u b�ng li tâm 5000 vòng/phút trong 5 phút. 
Protein t�ng s� ���c phân tích b�ng �i�n di SDS-PAGE và Western blot. 

2.2.3. Ki�m tra kh� n�ng b�t c�p ��c hi�u c�a protein tái t� h�p v�i huy�t 
thanh kháng O. tsutsugamushi  

Protein t�ng s� sau �i�n di trên gel polyacrylamide 12,6% và sau �ó chuy�n lên 
màng PVDF s� d�ng thi�t b� chuy�n màng (Cleaver Scientific) trong 1 gi�. Màng sau 
�ó ���c � trong dung d�ch s�a g�y 5% pha trong dung d�ch TBS (0,5M Tris HCl, 
pH7,5; 2,5M NaCl) trong 1 gi� � nhi�t �� phòng. Ti�n hành r�a màng b�ng dung d�ch 
TTBS (TBS b� sung 0,05% Tween-20) và TBS 3 l�n, m�i l�n 5 phút. Màng sau �ó 
���c � v�i huy�t thanh kháng O. tsutsugamushi pha loãng 2000 l�n trong 1 gi� � nhi�t 
�� phòng. Màng sau �ó ti�p t�c ���c r�a b�ng dung d�ch TTBS và TBS. Sau �ó, � 
màng trong kháng th� 2 là kháng th� kháng IgM c�ng h�p HRP, pha loãng 10000 l�n 
trong 1 gi� � nhi�t �� phòng. Màng sau �ó ���c r�a b�ng dung d�ch TBS và TTBS. 
Cu�i cùng màng ���c hi�n màu b�ng dung d�ch hi�n màu TMB (Thermo Scientific). 
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3. K�T QU� VÀ BÀN LU�N 

3.1. T�o dòng t� bào E. coli DH5� mang vector tái t� h�p pET22b_ht-09 

�o�n gen ht-09 mã hóa kháng nguyên 56 kDa (HT-09) c�a ch�ng O. 
tsutsugamushi ���c nhân lên b�ng PCR s� d�ng c�p m�i ��c hi�u �ã ���c �� c�p 
trong ph�n ph��ng pháp. S�n ph�m PCR ���c ki�m tra b�ng �i�n di trên gel 
agarose 1%. K�t qu� �i�n di trên hình 1 cho th�y, s�n ph�m PCR là m�t b�ng ��m 
có kích th��c kho�ng 1,2 kb �úng nh� tính toán (hình 1, ���ng ch�y 2). Nh� v�y, 
�o�n gen ht-09 �ã ���c khu�ch ��i thành công b�ng ph�n �ng PCR.  

 

Hình 1. Nhân �o�n gen ht-09 b�ng PCR 

���ng ch�y 1: ��i ch�ng; ���ng ch�y 2: S�n ph�m PCR �o�n gen ht-09, 

M: DNA chu�n 1 kb (Thermo Scientific). 

S�n ph�m PCR ���c tinh s�ch và c�t t�o ��u so le b�ng enzyme gi�i h�n NcoI 
và XhoI sau �ó ���c ghép n�i vào vector pET22b(+) �ã ���c c�t m� vòng b�ng 2 
enzyme trên �� t�o plasmid tái t� h�p pET22b_ht-09. Plasmid tái t� h�p ���c bi�n 
n�p vào t� bào E. coli DH5� b�ng ph��ng pháp s�c nhi�t và ���c sàng l�c trên môi 
tr��ng LB th�ch có b� sung ampicillin. Các khu�n l�c sinh tr��ng trên môi tr��ng 
LBAmp th�ch ���c ti�n hành PCR �� ki�m tra s� có m�t c�a �o�n gen ht-09 (hình 
2A). Ch�n ng�u nhiên 4 khu�n l�c E. coli DH5�/pET22b_ht-09 s� d�ng tr�c ti�p 
làm khuôn DNA cho ph�n �ng PCR. K�t qu� cho th�y, trong 4 khu�n l�c ���c l�a 
ch�n s�n ph�m PCR c�a khu�n l�c s� 1 và s� 2 xu�t hi�n v�ch b�ng có kích th��c 
kho�ng 1,2 kb t��ng �ng v�i kích th��c tính toán c�a �o�n gen ht-09 (hình 2A, 
���ng ch�y 1 và 2).  

Khu�n l�c s� 1 sau �ó ���c ti�n hành nuôi c�y trong môi tr��ng LBAmp l�ng, 
� 37oC qua �êm �� tách chi�t DNA plasmid. Plasmid tái t� h�p pET22b_ht-09 và 
vector pET22b(+) không mang gen ���c �i�n di ki�m tra trên gel agarose 1%. Theo 
nguyên lý c�a �i�n di DNA trên gel agarose, plasmid tái t� h�p pET22b_ht-09 có 
kích th��c l�n h�n s� ch�y ch�m h�n plasmid pET22b(+) trên tr��ng �i�n di. K�t 
qu� trên hình 2B cho th�y, v�ch b�ng trên ���ng ch�y s� 5 là plasmid pET22b(+) 
th�p h�n so v�i v�ch b�ng trên ���ng ch�y s� 6 là plasmid d� �oán pET22b_ht-09.  
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�� kh�ng ��nh plasmid trên mang �o�n gen ht-09, plasmid pET22b_ht-09 ���c 

c�t ki�m tra b�ng c�p enzyme gi�i h�n NcoI và XhoI. K�t qu� trên hình 2C cho th�y 

s�n ph�m c�t là 2 b�ng DNA có kích th��c 5,5 kb t��ng �ng v�i kích th��c c�a 

plasmid pET22b(+) và 1,2 kb t��ng �ng v�i kích th��c c�a �o�n gen ht-09. Nh� v�y, 

�o�n gen ht-09 �ã tách dòng thành công trong vector pET22b(+). Plasmid tái t� h�p 

pET22b_ht-09 ���c ki�m tra b�ng ph��ng pháp gi�i trình t� gen s� d�ng c�p m�i T7 

promoter và T7 terminator n�m trong vector pET22b(+). K�t qu� phân tích trình t� 

gen cho th�y �o�n gen ht-09 có trình t� nguyên v�n, không ch�a ��t bi�n và ���c 

ghép n�i �úng chi�u vào vector pET22b(+) ��t d��i s� ki�m soát c�a T7 promoter. 

 

Hình 2. �i�n di �� k�t qu� thi�t k� vector bi�u hi�n pET22b_ht-09. 

A: PCR khu�n l�c E. coli DH5� mang pET22b_ht-09; B: Ki�m tra plasmid pET22b_ht-09; C: 

Ki�m tra s�n ph�m c�t plasmid tái t� h�p pET22b_ht-09 b�ng enzyme gi�i h�n NcoI và XhoI. 

���ng ch�y 1-4: các khu�n l�c E. coli DH5� mang pET22b_ht-09; ���ng ch�y 5: Vector 

pET22b(+) không mang gen; ���ng ch�y 6: Vector pET22b(+) mang �o�n gen ht-09 khu�n 

l�c s� 1; ���ng ch�y 7: S�n ph�m c�t plasmid pET22b_ht-09; M: DNA chu�n 1kb. 

3.2. Bi�u hi�n kháng nguyên HT-09  

Plasmid tái t� h�p pET22b_ht-09 ���c bi�n n�p vào t� bào bi�u hi�n E. coli 

BL21(DE3) b�ng ph��ng pháp s�c nhi�t. Dòng t� bào E. coli BL21 mang plasmid 

tái t� h�p pET22b_ht-09 ���c nuôi c�y trong môi tr��ng LBA � 37oC và c�m �ng 

bi�u hi�n protein HT-09 � 0,5 mM IPTG trong 4 gi�. D�ch t� bào sau c�m �ng ���c 

thu l�i b�ng ly tâm. T�a t� bào ch�a protein t�ng s� ���c hòa l�i trong ��m Tris-

HCl 20 mM và �i�n di ki�m tra trên gel polyacrylamide 12,6%. Theo nh� tính toán, 

kháng nguyên HT-09 có kh�i l��ng phân t� kho�ng 42 kDa. Tuy nhiên, �o�n gen 

mã hóa cho kháng nguyên HT-09 ���c thi�t k� có g�n thêm 6 histidine � ��u C. Do 

�ó, protein HT-09 ���c t�ng h�p cùng v�i histidine có kh�i l��ng phân t� kho�ng 

46 kDa. K�t qu� phân tích protein t�ng s� ch�ng E. coli BL21 mang plasmid tái t� 

h�p pET22b_ht-09 b�ng �i�n di SDS-PAGE trên hình 3 cho th�y, vùng kích th��c 

phân t� 40÷50 kDa xu�t hi�n b�ng protein ��m d� �oán là protein HT-09, b�ng này 

không quan sát th�y � dòng ��i ch�ng (hình 3A, ���ng ch�y 3).  

Kb Kb

1   2   3   4   (-)  M   5      6                       M     7   
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�� kh�ng ��nh b�ng protein trên là protein HT-09 tái t� h�p, nhóm tác gi� �ã 

ti�n hành lai mi�n d�ch Western blot s� d�ng kháng th� nh�n bi�t là huy�t thanh 

b�nh nhân s�t mò d��ng tính v�i O. tsutsugamushi. K�t qu� (hình 3) cho th�y, trên 

màng lai PVDF, m�u t� bào E. coli mang plasmid tái t� h�p pET22b_ht-09 không 

c�m �ng v�i IPTG (���ng ch�y 2) và m�u ���c c�m �ng v�i 0,5 mM IPTG trong 4 

gi� (���ng ch�y 3) ��u xu�t hi�n m�t b�ng protein có kích th��c t��ng ���ng v�i 

HT-09, kho�ng 46 kDa. V�ch b�ng này không xu�t hi�n � m�u t� bào E. coli mang 

plasmid pET22b(+) (���ng ch�y 1). �i�u này ch�ng t� r�ng b�ng xu�t hi�n � gi�ng 

s� 2 và s� 3 là protein HT-09. Protein HT-09 ���c quan sát � m�u t� bào mang 

plasmid tái t� h�p pET22b_ht-09 không c�m �ng v�i IPTG ���c gi�i thích là do 

hi�n t��ng bi�u hi�n rò r� khi không có ch�t c�m �ng IPTG (leaky expression) [8]. 

Ngoài ra, t� bào E. coli mang plasmid tái t� h�p pET22b_ht-09 khi ���c c�m �ng 

v�i IPTG còn xu�t hi�n b�ng th� 2 có kích th��c kho�ng 50 kDa (gi�ng s� 3). K�t 

qu� này g�i ý r�ng �ây có th� là b�ng protein m�i sinh n�m trong n�i bào và ch�a 

���c chuy�n qua khoang chu ch�t, vì v�y có th� tín hi�u ti�t pelB ch�a ���c c�t. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
                       A                                                                       B                                                              

Hình 3. �i�n di �� ki�m tra s� bi�u hi�n c�a kháng nguyên HT-09 trong t� bào E. 
coli BL21 b�ng SDS-PAGE (A) và Western blot (B). 

���ng ch�y 1: T� bào E. coli BL21 mang vector pET22b(+) c�m �ng v�i 0,5mM IPTG; 
���ng ch�y 2: T� bào E. coli BL21 mang plasmid pET22b_ht-09 không c�m �ng v�i IPTG; 
���ng ch�y 3: T� bào E. coli BL21 mang plasmid pET22b_ht-09 ���c c�m �ng v�i 0,5 

mM IPTG trong 4 gi�; M: Protein chu�n (Thermo Scientific). 

Ki�m tra s� bi�u hi�n c�a protetin HT-09 tái t� h�p b�ng ph��ng pháp mi�n 

d�ch Western Blot s� d�ng kháng th� là m�u huy�t thanh b�nh nhân s�t mò d��ng 

tính v�i kháng th� kháng kháng nguyên 56 kDa c�a O. tsutsugamushi cho th�y 

protein HT-09 �ã xu�t hi�n trên màng lai PVDF v�i kích th��c theo �úng tính toán. 

Bên c�nh �ó, protein HT-09 ���c thi�t k� bi�u hi�n có g�n 6 g�c histidine vì v�y 

nhóm tác gi� �ã ti�n hành ki�m ch�ng m�t l�n n�a s� bi�u hi�n c�a protein HT-09 

b�ng ph��ng pháp mi�n d�ch Western Blot s� d�ng kháng th� kháng His-tag 

(Thermo Scientific). K�t qu� cho th�y trên màng lai PVDF xu�t hi�n v�ch b�ng 



 

Nghiên c�u khoa h�c công ngh� 

T�p chí Khoa h�c và Công ngh� nhi�t ��i, S� 13, 11 - 2017 72

�úng kích th��c t��ng t� nh� k�t qu� trên hình 3B (d� li�u không ch� ra). Hi�n nay, 

trên th� gi�i có r�t nhi�u công b� v� bi�u hi�n kháng nguyên 56 kDa c�a O. 

tsutsugamushi �ng d�ng trong phát hi�n và ch�n �oán s�t mò [10, 2, 6]. Bên c�nh 

�ó, �� nâng cao hi�u qu� trong ch�n �oán s�t mò, các nhà nghiên c�u �ã s� d�ng 

h�n h�p protein 56 kDa t� các nhóm O. tsutsugamushi khác nhau [7, 13, 14]. Trong 

nghiên c�u này, protein tái t� h�p HT-09 ch�a 4 vùng bi�n ��i c�a kháng nguyên 56 

kDa liên k�t ��c hi�u v�i kháng th� kháng O. tsutsugamushi trong huy�t thanh b�nh 

nhân s�t mò �ã ���c bi�u hi�n thành công trong t� bào E. coli. K�t qu� này là c� s� 

quan tr�ng �� ch� t�o b� kit ELISA phát hi�n nhi�m O. tsutsugamushi d�a trên 

kháng nguyên 56 kDa tái t� h�p.  

4. K�T LU�N 

1. �ã tách dòng và bi�u hi�n thành công �o�n gen ht-09 có kích th��c 1149 bp 

mã hóa vùng quy�t ��nh kháng nguyên 56 kDa c�a O. tsutsugamushi trong vector 

pET22b(+). Protein HT-09 bi�u hi�n t�t trong t� bào E. coli BL21 � �i�u ki�n 37oC, 

n�ng �� ch�t c�m �ng 0,5 mM IPTG trong 4 gi�.  

2. Protein HT-09 tái t� h�p có kh� n�ng liên k�t ��c hi�u v�i kháng th� kháng 

O. tsutsugamushi trong huy�t thanh b�nh nhân s�t mò. K�t qu� này là c� s� quan 

tr�ng �� ch� t�o b� kit ELISA phát hi�n nhi�m O. tsutsugamushi d�a trên kháng 

nguyên 56 kDa tái t� h�p.  
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SUMMARY 

CLONING AND EXPRESSION OF DETERMINANT REGION 

OF 56 KDA TYPE-SPECIFIC ANTIGEN OF ORIENTIA 

TSUTSUGAMUSHI IN ESCHERICHIA COLI 

The 56-kDa type-specific antigen is a major outer membrane protein located 

on the surface of Orientia species. This 56-kDa antigen has widely applied for 

evaluation and diagnosis of scrub typhus. However, these antigens are diversity 

among serotype. Therefore, most of diagnostic test for scrub typhus must be a 

combination of all types of 56 kDa antigens. In the previous study, we found that the 

most common genotype was identified in Vietnam belong to Karp, Kato, TA763, 

Gilliam genotypes. In order to create an ELISA kit for diagnose scrub typhus in 

Vietnam, these common genotypes are cloned and expressed in E. coli cells for 

producing recombinant proteins. In this study, a determinant antigen of 1149 bp 

gene encoding for 56 kDa antigen specific to Karp serotype of O. tsutsugamushi was 

cloned into pET22b(+) plasmid and expressed in E. coli BL21(DE3) cells. The result 

indicated that the truncated 56 kDa antigen was successfully expressed in E. coli 

BL21 cells by inducing with 0.5 mM IPTG in 4 hours. Western blotting showed that 

HT09 protein reacted with the antiserum against O. tsutsugamushi. This 

recombinant HT-09 protein is able to use as a specific antigen for developing O. 

tsutsugamushi diagnostic. 

T� khóa: S�t mò, kháng nguyên 56 kDa, tách dòng và bi�u hi�n gen; Scrub 

typhus, Orientia tsutsugamushi, 56 kDa type specific antigen, gene cloning and 

expression. 
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