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MỞ ĐẦU 

Đặt vấn đề 

Bệnh cúm là một trong những bệnh thường gặp nhất ở người, do virus cúm 

gây ra. Virus cúm A là tác nhân gây bệnh cúm chủ yếu và chúng có khả năng biến 

đổi hệ gen của mình rất linh hoạt. Trong quá khứ virus cúm A đã gây lên hàng loạt 

các trận đại dịch đối với con người như dịch cúm Tây Ban Nha (năm 1918), dịch 

cúm châu Á (năm 1957-1958), hay dịch cúm Hồng Kông (năm 1968) do virus 

H1N1, H2N2 và H3N2 gây lên. Hiện nay virus cúm A/H5N1 có độc lực rất cao 

gây chết hàng loạt với các loài gia cầm, thuỷ cầm. Nguy hiểm hơn nữa, loại virus 

này còn có khả năng truyền từ gia cầm sang người gây tỷ lệ tử vong cao trên 60 %. 

Virus cúm A/H5N1 là kết quả của việc tái tổ hợp giữa hemagglutinin 5 và 

neuraminidase 1, do vậy chúng còn được gọi tắt với tên cúm H5N1. Sự lây lan của 

loại virus này đối với gia cầm và người vẫn đang là mối lo ngại sâu sắc đối với sức 

khỏe cộng đồng. Các nhà khoa học còn lo ngại sự tái tổ hợp giữa loại virus cúm 

A/H5N1 này với loại virus cúm A chuyên gây bệnh cho người sẽ tạo ra loại virus 

cúm mới có độc lực cao như virus cúm H5N1 và có khả năng lây lan giữa người 

và người. Nếu điều này xảy ra thì nguy cơ bùng phát đại dịch đối với con người là 

rất cao.  

Tiêm phòng là biện pháp hữu ích nhất để giảm thiểu mắc bệnh và tử vong 

do virus cúm gây ra. Hemagglutinin và neuraminidase là hai kháng nguyên quan 

trọng nhất trong việc gây đáp ứng miễn dịch do đó chúng là hai kháng nguyên 

đích cho việc phát triển các vacxin dự phòng. Hiện nay, vacxin phòng bệnh cúm 

hầu hết được sản xuất trong phôi trứng gà. Tuy nhiên, khả năng sản xuất vacxin 

trên toàn cầu chỉ là 900 triệu liều đơn giá và chủ yếu tập trung ở các nước phát 

triển. Trong khi đó, dân số trên toàn cầu là khoảng 6 tỷ người. Nếu như tất cả mọi 

người đều được tiêm phòng vacxin để phòng đại dịch thì lượng vacxin cần dùng 

lên tới 12 tỷ liều vacxin đơn giá (vì mỗi người ít nhất phải tiêm 2 lần). Như vậy, 

nguồn sản xuất vacxin trên toàn cầu sẽ bị thiếu trầm trọng nếu như đại dịch cúm 

xảy ra.  

Trong khi đó, hệ thống biểu hiện ở thực vật rất hữu dụng vì vacxin được tạo 

ra hứa hẹn sẽ có giá thành thấp vì sử dụng các công cụ nông nghiệp đã có sẵn thay 

vì phải đầu tư các trang thiết bị tốn kém. Hơn nữa, sản lượng sản xuất có thể nâng 
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cao bằng cách tăng diện tích trồng cây chuyển gen. Tuy nhiên, protein tái tổ hợp 

được tích luỹ trong cây trồng chuyển gen lại không cao và thiếu một phương thức 

tinh sạch protein tái tổ hợp hiệu quả.  

Elastin like-polypeptid (ELP) là polymer sinh học nhân tạo, cấu tạo từ sự 

lặp lại của 5 amino acid Val-Pro-Gly-Xaa-Gly (VPGXG), Xaa là bất kỳ amino 

acid nào ngoại trừ proline. ELP có khả năng chuyển đổi trạng thái từ dạng tan 

thành không tan và ngược lại bằng cách thay đổi nhiệt độ và nồng độ muối. Tính 

chất này của ELP rất hữu ích cho việc tinh sạch các protein tái tổ hợp gắn với 

ELP.  Hơn nữa, protein tái tổ hợp sẽ tăng khả năng tích lũy trong tế bào thực vật 

khi được gắn với ELP.  

Nhận thấy việc nghiên cứu biểu hiện các kháng nguyên của virus cúm 

A/H5N1 trong tế bào thực vật là rất cấp thiết. Với mục đích tạo cơ sở cho việc 

nghiên cứu sản xuất vacxin từ thực vật và căn cứ vào các luận cứ khoa học trên, 

chúng tôi đã lựa chọn đề tài cho luận văn thạc sỹ là “Nghiên cứu sự biểu hiện và 

tinh sạch một số kháng nguyên của virus cúm A/H5N1 trong cây thuốc lá 

Nicotiana tabacum” 

Mục tiêu nghiên cứu 

- Biểu hiện hemagglutinin (rH5), neuraminidase (rN1) và matrix protein 

(rM1) tái tổ hợp trong cây thuốc lá chuyển gen bằng cách gắn với đuôi 

ELP.  

- Bước đầu tiến hành tinh sạch protein tái tổ hợp M1-ELP, N1-ELP bằng chu 

trình chuyển đổi trạng thái thuận nghịch dưới sự điều chỉnh nhiệt độ và 

nồng độ muối NaCl. 

Nội dung nghiên cứu 

- Thiết kế các vector biểu hiện trong thực vật mang cấu trúc biểu hiện: 

CaMV 35S promoter – peptide tín hiệu – H5/N1/M1- c myc tag - 100xELP 

hoặc không 100xELP và KDEL.  
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- Biểu hiện tạm thời các protein tái tổ hợp trong tế bào thực vật bằng phương 

pháp tiêm dịch khuẩn Agrobacterium vào phiến lá cây thuốc lá. Bước này 

để đánh giá sự hoạt động của các cấu trúc vector vừa được thiết kế đồng 

thời đánh giá khả năng biểu hiện của chúng trong tế bào thực vật.  

- Chuyển cấu trúc biểu hiện vào genome của tế bào thực vật để tạo ra các cây 

trồng chuyển gen và đánh giá khả năng biểu hiện của chúng trong các cây 

trồng biến đổi gen này.  

- Bước đầu tinh sạch các protein tái tổ bằng chu trình chuyển đổi trạng thái 

thuận nghịch với qui mô nhỏ dưới sự có mặt của NaCl ở nồng độ 2 M và ở 

các nhiệt độ khác nhau.  
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NỘI DUNG 

Chương I. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

I.1. Virus cúm A 

Bệnh cúm có khả năng lây lan cao cho các loài chim và các loài động vật có 

vú. Bệnh cúm do virus cúm gây ra, chúng có hệ gen là sợi RNA đơn, âm, thuộc họ 

Orthomyxoviridae (Swayne và Suarez, 2000; Ng và đồng tác giả., 2006). Họ virus 

cúm có 3 týp: A, B và C. Hệ gen của virus cúm bao gồm 8 sợi RNA riêng biệt (týp 

C chỉ có 7 sợi). Trong đó, virus cúm A có thể được chia thành các phân týp dựa 

vào sự khác nhau của hai kháng nguyên bề mặt là hemagglutinin (HA) và 

neuraminidase (NA). Ngoài hai kháng nguyên bề mặt, hệ gen của virus cúm còn 

mã hóa cho các protein khác như nucleoprotein (NP), protein màng (M1 và M2), 

polymerase (PA, PB1 và PB2), protein phi cấu trúc (NS1 và NS2). Cấu trúc cơ 

bản của virus cúm A được thể hiện như hình 1. Hiện nay, có 16 phân týp của 

kháng nguyên HA (ký hiệu H1 đến H16) và 9 phân týp của kháng nguyên NA (ký 

hiệu từ N1 đến N9) (Fouchier và đồng tác giả., 2005). Sự tổ hợp của hai loại 

kháng nguyên HA, NA sẽ tạo ra các chủng virus cúm rất đa dạng.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Hình 1. Cấu trúc của virus cúm A với 8 sợi RNA và 4 trong 10 protein. 
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