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Tạo dòng, biểu hiện, tinh sạch peptide CPE16 gắn định hướng t ´̂e
bàoM có nguồn gốc từ vùng đầu C độc tố Clostridium perfringens
(CPE) và thử tương tác với Claudin-R4
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TÓM TẮT
Phát triển vaccine đườnguống thôngqua việc tạo đápứngmiễndịch niêmmạcnhằmphòngngừa
các bệnh đường ruột đang là hướng nghiên cứu được quan tâm hiện nay. Việc nhắm trúng đích t ´̂e
bàoM – t ´̂e bào thu nhận kháng nguyên là hướng giải pháp hiệu quả giải quy ´̂et tình trạng phân tán
kháng nguyên. Nhiều nghiên cứu đã cho thấy vùng đầu C của độc tố Clostridiumperfringens có khả
năng tương tác với thụ thể Claudin-4 trên bề mặt t ´̂e bào M. Bằng các phương pháp tin sinh học,
peptide CPE16 (16 amino acid đầu C của độc tố Clostridiumperfringens) được dự đoán có khả năng
tương tác với thụ thể Claudin-4. Trong nghiên cứu này, CPE16-GFP được thu nhận để làm nguyên
liệu nhằm thử nghiệm khả năng bám dính với t ´̂e bàoM. Plasmid tái tổ hợp pET22b-cpe16-gfp được
tạo ra thông qua việc nối gene cpe16-gfp vào plasmid pET22b đã xử lý với cặp enzyme cắt hạn ch ´̂e
NdeI và XhoI. Plasmid tái tổ hợp được hóa bi ´̂en nạp vào E. coli BL21 (DE3) và cảm ứng biểu hiện
với 0,5 mM IPTG. Protein CPE16-GFP được kiểm tra và xác định bằng phương pháp SDS-PAGE và
Western blot với kháng thể kháng 6xHis. K ´̂et quả cho thấy protein CPE16-GFP được biểu hiện ở pha
tan. Protein CPE16-GFP được tinh sạch bằng sắc ký ái lực ion kim loại với độ tinh sạch đạt 94,14%.
Cuối cùng, CPE16 được thử nghiệm khả năng tương tác với GST-claudin-R4 bằng phương pháp sử
dụng sợi nano silicon (SiNW-FET). K ´̂et quả cho thấy CPE16 có tương tác với GST-claudin-R4 được
thể hiện qua sự thay đổi về giá trị cường độ dòng điện trên sợi nano so với đối chứng GST.
Từ khoá: CPE16, t ´̂e bào M, vaccine đường uống, vùng đầu C độc tố Clostridium perfringens

GIỚI THIỆU
Các bệnh lây nhiễm qua đường tiêu hóa là nguyên
nhân chính gây tử vong trên toàn th´̂e giới1, ảnh
hưởng nghiêm trọng đ´̂en sức khỏe, kinh t´̂e của nhiều
quốc gia, đặc biệt là những nước đang phát triển. Tại
Việt Nam, theo thống kê của Bộ Y tế, mỗi năm có từ
250 đ´̂en 500 vụ ngộ độc thực phẩm với 7.000–10.000
ca nhiễm, dẫn đ´̂en 100–200 trường hợp tử vong2.
Phương pháp điều trị được áp dụng nhiều nhất hiện
nay là sử dụng các loại kháng sinh. Tuy nhiên phương
pháp này vẫn tồn tại nhiều nhược điểm như chi phí
cao, ảnh hưởng đ´̂en hệ vi sinh đường ruột, có thể dẫn
đ´̂en hiện tượng kháng kháng sinh n´̂eu lạm dụng. Các
nhược điểm trên đòi hỏi cần phát triển những liệu
pháp điều trị, phòng ngừa hiệu quả hơn. Gần đây,
vaccine đường uống xuất hiện như một phương pháp
phòngngừa hoànhảo, với nhiều ưuđiểmnổi bật, khắc
phục được những tồn tại của vaccine tiêm như tạo ra
đáp ứng miễn dịch niêm mạc cục bộ, không gây đau,
dễ dàng vận chuyển, sử dụng và có thể tránh lây nhiễm
chéo 3.

Tuy nhiên, việc phát triển vaccine đường uống gặp
phải rất nhiều rào cản. Do đó số lượng vaccine uống
được cấp phép hiện nay chỉ dừng lại ở con số bốn4.
Các rào cản có thể kể đ´̂en như các lớp biểumô ruột và
khe hẹp t´̂e bào được liên k´̂et chặc giữa chúng (Tight
Junction), điều kiện khắc nghiệt ở ruột, sự phân tán
vaccine, thành phần vaccine không an toàn hay hiện
tượng dung nạp miễn dịch5. Vì vậy, các nhà khoa
học đang tập trung nghiên cứu, phát triển các hệ
thống mang, thành phần cũng như định hướng vac-
cine nhằm đảm bảo vaccine còn nguyên vẹn và đ´̂en
đúng vị trí mong muốn.
Các công bố cho thấy t´̂e bào M (Microfold cells) là t´̂e
bào cấu thành các vị trí thu nhận kháng nguyên của
hệ thốngmiễn dịch niêmmạc ruột6. T´̂e bào được tìm
thấy trên bề mặt các mô lympho trong ruột, chúng có
vai trò quan trọng trong việc kích thích đáp ứng miễn
dịch nhờ khả năng thu nhận kháng nguyên thông qua
các thụ thể trên bề mặt t´̂e bào và vận chuyển kháng
nguyên đ´̂en các mô lympho bên dưới 7,8. Hiện nay,
có nhiều cặp phối tử - thụ thể được bi´̂et đ´̂en9. Với
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những ưu điểm sẵn có, protein và peptide là những
loại phối tử nhận được nhiều sự quan tâm. Các phối
tử có bản chất là protein và peptide gồm có FimH,
Hsp60, Co1 hay vùng đầu C của độc tố Clostridium
perfringens (CPE). Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng,
30 amino acid ở vùng đầu C độc tố Clostridium per-
fringens (CPE30) có khả năng tương tác mạnh với thụ
thể Claudin 4 trên bề mặt t´̂e bào M và không gây độc
cho cơ thể10–14. Với tiêu chí tối ưu về kích thước và
cấu hình, nhóm nghiên cứu chúng tôi đã ứng dụng
công cụ tin sinh học dự đoán được trong đoạn CPE30
có chứa 16 amino acid liên tục (CPE16) cũng có khả
năng tương tác với thụ thể Claudin-4 (k´̂et quả chưa
công bố). Do đó, nhằm mục tiêu thử nghiệm phát
triển vaccine uống, chúng tôi ti´̂en hành tạo dòng, biểu
hiện và tinh sạch protein CPE16 dung hợp với Green
Fluorescent Protein (GFP). GFP làmột protein có khả
năng phát huỳnh quang khi được kích thích với ánh
sáng có bước sóng phù hợp. GFP dung hợp với CPE16
trong nghiên cứu này nhằm hỗ trợ cho việc theo dõi
sự vận chuyển và tương tác của phối tử với bề mặt t´̂e
bào M về sau. K´̂et quả của nghiên cứu này nhằm tạo
nguồn nguyên liệu ban đầu cho các thử nghiệm về khả
năng tương tác của CPE16 với Claudin-4 nhằm phát
triển vaccine uống.
Chip bán dẫn hiệu ứng thường dùng sợi nano silicon
(SiNW-FET) có khả năng ứng dụng cao trong lĩnh vực
cảm bi´̂en sinh học nhờ vào độ nhạy rất cao (nồng độ
thấp đ´̂en picomol), độ chọn lọc cao, theo dõi theo thời
gian thực và không cần sử dụng các chỉ dấu phân tử 15.
Khi xử lý bềmặt của sợi nano silicon với vật liệu tương
tác với các phân tử mongmuốn, các phân tử mục tiêu
tương tác với các phân tử trên sợi nano silicon sẽ làm
thay đổi điện trở giữa hai điện cực nguồn và đường
thoát của FET. Bằng cách cung cấp một hiệu điện th´̂e
xác định ở điện cực cổng (VG) và điện cực đường
thoát (VD) rồi đo cường độ dòng điện đi ra điện cực
đường thoát (ID), có thể xác định được có tương tác
của các phân tử với nhau hay không. Trong nghiên
cứu này, một đ´̂e mang SiNW-FET đã xử lý với glu-
tathione (GSH)16 để cố định các phân tử glutathione
S transferase (GST), được sử dụng để xác định sự
tương tác của GST-claudin-R4 với CPE16-GFP. Các
giá trị ID (cường độ dòng điện đo được ở điện cực
đường thoát) đo được của GST/CPE16-GFP và GST
claudin-R4/CPE16-GFP được so sánh với nhau để rút
ra k´̂et luận về tương tác của CPE16-GFP và claudin-
R4.

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
Chủng chủ và plasmid
Chủng E. coli DH5α được sử dụng làm chủng để
nhân bản vector tái tổ hợp. Chủng E. coli BL21 (DE3)

được sử dụng làm chủng biểu hiện protein tái tổ hợp.
Plasmid pET22b-cpe30-gfp chứa gene mã hóa CPE16
được sử dụng làm khuôn để thu nhận gene mục tiêu.
Plasmid pET22b được sử dụng để dòng hóa gene
cpe16-gfp, và giúp kiểm soát sự biểu hiện gene nhờ
vào promoter T7 trên plasmid thông qua chất cảm
ứng IPTG (Biobasic). Tất cả các chủng vi sinh vật và
plasmid được cung cấp bởi Bộ môn Công nghệ Sinh
học Phân tử vàMôi trường, TrườngĐại học Khoa học
Tự nhiên, ĐHQG-TPHCM.

Cấu trúc vector tái tổ hợp pET22b-cpe16-
gfp
Gene cpe16-gfp được thu nhận từ plasmid khuôn
pET22b-cpe30-gfp bằng kỹ thuật PCR với cặp mồi
đặc hiệu 160FNde (catatgTCATCATATAGTG-
GAAATTACC) và 39RXho (ctcgagTTCTTCACCG-
GCATCTGCATCCG). Sau khi đã thu nhận thành
công, gene cpe16-gfp và plasmid pET22b được xử lí
tạo đầu dính với hai enzyme cắt hạn ch´̂e XhoI vàNdeI
(Thermo Scientific) và nối lại với nhau nhờ enzyme
T4 ligase (Thermo Scientific) (Hình 1). Sản phẩm
nối được hóa bi´̂en nạp vào chủng E. coli DH5α và
được nuôi cấy trên môi trường LB (Peptone: 10 g/L,
cao nấm men: 5 g/L, NaCl: 10 g/L, pH 7,0) có chứa
kháng sinh ampicillin (Biobasic) nồng độ cuối 100
μg/mL. Các thể bi´̂en nạp sau đó được ti´̂ep tục sàng
lọc bằng kỹ thuật PCR với cặp mồi 160FNde và T7ter
(mồi trên plasmid pET22b).

Tạo dòng chủng E. coli BL21 (DE3) mang
vector tái tổ hợp pET22b-cpe16-gfp
Vector tái tổ hợp có k´̂et quả PCRkhuẩn lạc dương tính
được ti´̂en hành hóa bi´̂en nạp vào chủng E. coli BL21
(DE3) sau đó nuôi trên môi trường LB có kháng sinh
ampicillin nồng độ cuối 100 μg/mL. Các dòng E. coli
BL21 (DE3)mang vector tái tổ hợp pET22b-cpe16-gfp
được sàng lọc lại bằng kỹ thuật PCR khuẩn lạc với cặp
mồi 160FNde và T7ter.

Cảm ứng biểu hiện CPE16-GFP tái tổ hợp
Chủng E. coli BL21 (DE3)/pET22b-cpe16-gfp được
nuôi cấy lắc trong điều kiện môi trường LB chứa
kháng sinh ampicillin nồng độ cuối 100 μg/mL, 370C,
16 giờ. Sau đó, vi khuẩn được cấy chuyền với tỉ lệ
1:20 (v/v) và ti´̂ep tục nuôi cấy lắc ở 370C cho đ´̂en khi
OD600 đạt giá trị 0,6–0,8. Ngay sau đó, chất cảm ứng
IPTG được bổ sung vào môi trường nuôi cấy sao cho
nồng độ cuối đạt 0,5 mM và ti´̂ep tục nuôi cấy lắc ở
250C. Sau 5 giờ cảm ứng, sinh khối vi khuẩn được
thu nhận và ly giải bằng sóng siêu âm để thu pro-
tein ở các pha tổng, tan và tủa. Sự biểu hiện protein
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Hình 1: Cấu trúc vector tái tổ hợp pET22b-cpe16-gfp.

tái tổ hợp được xác nhận bằng phương pháp SDS-
PAGE với nhuộm Coomassive Blue và Western blot
với kháng thể kháng 6xHis. Thực hiện đồng thời với
các mẫu đối chứng là mẫu dịch pha tổng của E. coli
BL21 (DE3)/pET22b có cảm ứng IPTG và E. coli BL21
(DE3)/pET22b-gfp có cảm ứng IPTG.

Tinh sạch CPE16-GFP bằng phương pháp
sắc ký ái lực
Dịch vi khuẩn E. coli BL21 (DE3)/pET22b-cpe16-gfp
ở pha tan sau khi được cảm ứng biểu hiện, thu nhận
và ly giải bằng sóng siêu âm được sử dụng làm nguồn
nguyên liệu để tinh sạch protein CPE16-GFP bằng
phương pháp tinh sạch sắc ký ái lực với cột Hitrap
HP (GE Healthcare). Cột sau khi được cân bằng với
dung dịch A (20 mM phosphate, pH 7,4), được nạp
dịch protein pha tan. Sau đó, cột được tái cân bằng
với dung dịch A và rửa với dung dịch B (20mMphos-
phate, 90 mM imidazole, pH 7,4). Cuối cùng, protein
mục tiêu được dung ly với dung dịch C (20mMphos-
phate, 99 mM imidazole, pH 7,4). K´̂et quả tinh sạch
CPE16-GFP được kiểm tra bằng phương pháp SDS-
PAGE, nhuộm bạc và phân tích bằng phần mềm Gel
Analyzer.

Đo lường tương tác giữa CPE16-GFP với
claudin-R4
Kỹ thuật nhằm đo lường tương tác CPE16-GFP với
Claudin-R4 được thực hiện theo phương pháp được
mô tả bởi Lin và cộng sự 16. Cụ thể, chip bán dẫn FET
mang sợi nano silicon (SiNW - FET) đính glutathione
(GSH) được bổ sung 1 mM GST hoặc GST-Claudin-
R4. Sau đó bổ sung PBS pH 7,4 hoặc CPE16-GFP
ở nồng độ 1 mM trong PBS pH 7,4 lên chip có GST
hoặc GST-Claudin-R4. Tùy thuộc vào điện tích của
các phân tử trong dung dịch sẽ tác động đ´̂en cường
độ dòng điện chạy qua điện cực đường thoát (ID) của
FET. Bằng việc đo thông số cường độ dòng điện này
có thể xác định được sự tương tác của các phân tử
với nhau. Các thông số được ghi nhận thông qua hệ

thống phân tích chip bán dẫn (HP 4145B, Hewlett-
Packard) sử dụng chương trình LabVIEW. Protein
GST ở dạng không dung hợp với thụ thể được sử dụng
làm đối chứng âm. N´̂eu không có tương tác của pro-
tein với thụ thể sẽ không làm thay đổi cường độ dòng
điện. Sự chênh lệch giá trị ID giữa CPE16-GFP với
GST-claudin-R4 và CPE16-GFP với GST sẽ cho bi´̂et
liệuCPE16-GFP có tương tác vớiGST-claudin-R4 hay
không.

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
Tạo dòng chủng E. coli DH5α mang vector
tái tổ hợp pET22b-cpe16-gfp
Để dòng hóa vector pET22b-cpe16-gfp, gene cpe16-
gfp được ti´̂en hành thu nhận từ khuôn pET22b-cpe30-
gfp bằng kỹ thuật PCR với cặp mồi đặc hiệu 160FNde
và 39RXho. Sản phẩm PCR được kiểm tra kích thước
bằng phương pháp điện di trên gel agarose 1%. K´̂et
quả điện di cho thấy đã thu nhận được duy nhất
một đoạn gene có kích thước 766 bp, đúng với kích
thước gene cpe16-gfp (gi´̂eng 2, Hình 2A). Bên cạnh
đó, chứng âm của phản ứng PCR với đầy đủ tất cả các
thành phần như phản ứng thu gene ngoại trừ khuôn
pET22b-cpe30-gfp thì không có sự hiện diện của bất
kì vạch DNA nào trên bản gel điện di, điều này chứng
tỏ phản ứng PCR thu nhận gene c e16-gfp hoàn toàn
không có tác nhân ngoại nhiễm (gi´̂eng 1,Hình 2A).
Sau khi được xử lý tạo các đầu dính bằng hai en-
zyme cắt hạn ch´̂e là XhoI và NdeI, gene cpe16-gfp và
plamid pET22b được nối lại với nhau thông qua T4
ligase và ti´̂en hành bi´̂en nạp sản phẩm nối vào chủng
E. coli DH5α . Trên plasmid pET22b có mang gene
kháng kháng sinh ampicillin nên các thể bi´̂en nạp
được sàng lọc bước đầu trên môi trường nuôi cấy có
chứa kháng sinh ampicillin. Các khuẩn lạc dự tuyển
này ti´̂ep tục được sàng lọc bằng kỹ thuật PCR với cặp
mồi 160FNde và T7ter.
Vector pET22b-cpe16-gfp được tạo ra bằng cách chèn
gene cpe16-gfp vào giữa vùng T7 promoter và T7
terminator của plasmid pET22b. Do đó, sản phẩm
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Hình2: Thunhậngene cpe16-gfp (A).M, thangDNA1kb; 1, chưńgâm; 2, sảnphẩmPCR thugene cpe16-gfp,
sàng lọc thể bi ´̂en nạp E.coli DH5α/pET22b-cpe16-gfp với cặp trên gene và mồi trên plasmid (B). M, thang
DNA 1 kb; 1, chưńg âm; 2-3, các khuẩn lạc sàng lọc.

khu´̂ech đại của khuẩn lạc có mang vector pET22b-
cpe16-gfp có kích thước 896 bp. K´̂et quả điện di cho
thấy, các khuẩn lạc dự tuyển dương tính có sự xuất
hiện vạch DNA kích thước nằm giữa vạch 800 bp và
1000 bp của thang, phù hợp với kích thước dự đoán
ban đầu (gi´̂eng 2, 3, Hình 2B). Hơn nữa chứng âm
không xuất hiện vạch, chứng tỏ không có sự ngoại
nhiễm xảy ra trong quá trình PCR (gi´̂eng 1,Hình 2B).
Các khuẩn lạc dương tính này được ti´̂ep tục nuôi cấy
và tách chi´̂et plasmid.Vector tái tổ hợppET22b-cpe16-
gfp này được bi´̂en nạp vào t´̂e bào vi khuẩn E. coli BL21
(DE3) và nuôi cấy trên môi trường LB chứa kháng
sinh ampicillin để chuẩn bị cho bước kiểm tra biểu
hiện.

Kiểm tra sự biểu hiện của protein CPE16-
GFP
Protein CPE16-GFP tái tổ hợp được cảm ứng biểu
hiện từ chủng E. coli BL21 (DE3)/pET22b-cpe16-gfp.
K´̂et quả cho thấy có xuất hiện màu xanh đặc trưng
của GFP ở ống nghiệm biểu hiện chủng E. coli BL21
(DE3)/pET22b-cpe16-gfp, và màu xanh này giống với
màu xanh ở ống nghiệm biểu hiện chủng E. coli BL21
(DE3)/pET22b-gfp (k´̂et quả không trình bày). Điều
này cho thấy GFP vẫn giữ được đặc tính phát quang
đặc trưng khi dung hợp với CPE16, tạo thuận lợi cho
các thử nghiệm sau này. K´̂et quả điện di SDS-PAGE
cho thấy có sự biểu hiện vượt mức của protein có kích
thước lớn hơn 30 kDa ở gi´̂eng 3 (Hình3A), đúng bằng

kích thước dự đoán của CPE16-GFP và có sự chênh
lệch khá nhỏ kích thước với GFP (30 kDa) ở gi´̂eng 2
(Hình 3A). Không có sự xuất hiện vạch protein vượt
mức ở chứng âm là chủng E. coli BL21 (DE3)/pET22b
không chèn gene. Bên cạnh đó, protein CPE16-GFP
được thi´̂et k´̂e dung hợp với đuôi 6xHis ở vùng đầu C,
do đó sự có mặt của CPE16-GFP tái tổ hợp được xác
định thông qua sự hiện diện của đuôi 6xHis này. Sự
có mặt của CPE16-GFP được kiểm tra thông qua kỹ
thuậtWestern blot với kháng thể kháng 6xHis, k´̂et quả
cho thấy protein biểu hiện vượt mức thể hiện trong
bản gel SDS-PAGE chính là protein GFP ở gi´̂eng 2
(Hình 3B) và CPE16-GFP ở gi´̂eng 3-5 (Hình 3B) và
protein này biểu hiện chủ y´̂eu ở pha tan. Như vậy,
CPE16-GFP tái tổ hợp, dung hợp với đuôi 6xHis đã
được biểu hiện thành công trong chủng E. coli BL21
(DE3)/pET22b-cpe16-gfp.

Tinh sạch protein CPE16-GFP tái tổ hợp
Với sự dung hợp với đuôi 6xHis, protein CPE16-GFP
được tinh sạch thông qua phương pháp tinh ch´̂e sắc kí
ái lực với cột Ni2+. Khi dịch protein tổng số đi qua cột
sắc kí, những protein nào cómang đoạn polyhistidine
được giữ lại thông qua lực tương tác giữa polyhisti-
dine và ion Ni2+ có trong cột. Sau đó, protein mục
tiêu được dung ly ra khỏi cột bởi chất cạnh tranh là
imidazole.
K´̂et quả điện di SDS-PAGE cùng việc đánh giá độ
tinh sạch bằng phần mềm Gel Analyzer cho thấy
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Hình 3: Kiểm tra sự biểu hiện protein CPE16-GFP bằng điện di SDS-PAGE (A) và lai Western với kháng thể
kháng6xHis (B).M, thang phân tử lượng protein; 1, E. coli BL21(DE3)/pET22b (+IPTG); 2, E. coliBL21(DE3)/pET22b-
gfp (+IPTG); 3-5 E.coli BL21(DE3)/pET22b-cpe16-gfp (+IPTG); 3, pha tổng; 4, pha tan; 5,pha tủa.

các phân đoạn dung ly ở gi´̂eng 4, gi´̂eng 5 và gi´̂eng
6 (Hình 4 A) cho một vạch protein có kích thước
bằng với kích thước của CPE16-GFP với độ tinh sạch
khoảng 94,14% (Hình 4 B).
Như vậy, CPE16-GFP đã được tinh sạch thông qua
một bước với độ tinh sạch 94,14%. Với độ tinh sạch
này, protein mục tiêu đủ điều kiện (độ tinh sạch ≥
90%) để ti´̂ep tục ti´̂en hành các thử nghiệm in vitro và
in vivo về sau.

Đo lường tương tác giữa CPE16-GFP với
Claudin-R4
GSH/SiNW-FET cố định với GST hoặcGST-Claudin-
R4 rồi cho bám với CPE16-GFP. Sau đó ghi nhận giá
trị cường độ dòng điện ở đường thoát (ID) của FET.
Như đã nêu, vì VG và VD là cố định do đó ID phụ
thuộc vào điện tích của các phân tử bám lên dây nano
silicon. K´̂et quả thể hiện trongHình5, ởVG= -1V, giá
trị ID của GST-Claudin-R4/CPE16-GFP giảm nhiều
hơn khi tăng dầnVG so với giá trịID củaGST/CPE16-
GFP (chứng âm)minh chứng cho khả năng tương tác
giữa CPE16-GFP và Claudin-R4.
Tóm lại, việc tối ưu hóa kích thước peptide nhắmđịnh
hướng t´̂e bào M là điều vô cùng cần thi´̂et, giúp việc
mang kháng nguyên dễ dàng hơn nhờ kích thước gọn
nhẹ, ít ảnh hưởng đ´̂en cấu trúc cũng như chức năng
của kháng nguyên đi kèm. CPE16 được dự đoán từ
CPE30 là một trong những peptide tiềm năng giải
quy´̂et được vấn đề đặt ra. CPE16 đã được thu nhận và
bước đầu cho thấy khả năng tương tác với Claudin-4.
Các thử nghiệm ti´̂ep theo cần được ti´̂ep tục ti´̂en hành
để xác nhận khả năng gắn k´̂et với thụ thể t´̂e bào M in
vivo hỗ trợ nghiên cứu phát triển vaccine uống.

KẾT LUẬN
Vector tái tổ hợp mang gene cpe16-gfp (pET22b-
cpe16-gfp) mã hóa cho protein CPE16-GFP đã được
cấu trúc thành công, trong đó peptide CPE16 có
nguồn gốc từ Clostridium perfringens; dòng hóa
thành công E. coli BL21 (DE3) mang plasmid tái tổ
hợp pET22b-cpe16-gfp; biểu hiện thành công protein
CPE16-GFP tái tổ hợp ở pha tan và tinh sạch được
protein này với độ tinh sạch 94,14%; protein CPE16-
GFP cho thấy có sự tương tác với thụ thể claudin-R4
trên chip. Khi so sánh với các nghiên cứu trên th´̂e giới,
hiện nay chưa thấy có nghiên cứu nào sử dụng CPE16
nhưmột phối tử định hướng t´̂e bàoM.Như đã đề cập,
CPE16 được dự đoán từ đoạn peptide CPE30. Đoạn
peptide CPE30 này thường được tổng hợp hóa học và
tinh sạch bằng phương pháp HPLC pha đảo với độ
tinh sạch lên đ´̂en 98%17, hoặc được tinh sạch bằng
phương pháp tủa muối ammonium sulphate, sau đó
sử dụng cột Co2+ để thu được phân đoạn tinh sạch
cuối cùng18.

DANHMỤC VIẾT TẮT
bp: Base pair
CPE: Clostridium perfringens enterotoxin
E. coli : Escherichia coli
GFP: Green fluorescent protein
GSH: Glutathione
GST: Glutathione S transferase
His: Histidine
IPTG: Isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside
kDa: kilo Dalton
LB: Luria Broth
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Hình 4: Đánh giá độ tinh sạch protein CPE16-GFP tái tổ hợp bằng SDS-PAGE k ´̂et hợp nhuộm bạc (A) và
phân tích bằng phầnmềmGel Analyzer (B).M, thang protein phân tử lượng thấp; 1, dịch protein nạp cột;2, dịch
protein qua cột; 3, dịch rửa cột; 4, 5, 6, các phân đoạn dung lyprotein mục tiêu.

Hình 5: Tương quan IDvới VG của GST/CPE16-GFP và GST-claudin-R4/CPE16-GFP.

OD: Optical Density
PAGE: Polyacrylamide Gel Electrophoresis
PBS: Phosphate buffered saline
PCR: Polymerase chain reaction
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate
SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate – Polyacry-
lamide Gel Electrophoresis
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Cloning, expression, and purification of theM cell targeting
peptide CPE16 derived from C-terminus of Clostridium perfringens
enterotoxin and the binding evaluation with Claudin-r4

Huynh Kien Quang1, Mai Quoc Gia1, Nguyen Hoang An1, Vo Thi Thanh Ha2, Tran Van Hieu1,∗

ABSTRACT
Developing the oral vaccine that stimulates the mucosal immune system in order to prevent the
gastro-intestinal infection is an indispensable demand nowadays. Targeting the M cells, which is
a sampling antigen cell, is a highly efficient solution to prevent the dispersion of antigens. Many
researches demonstrate that C-terminusClostridiumperfringens enterotoxin bounds to the Claudin-
4 receptor on the M cell surface. By using bioinformatics methods, the peptide CPE16 (16 amino
acid of C-terminus of Clostridium perfringens enterotoxin) was predicted to have a high affinity to
Claudin-4 receptor on M cells. In this present study, CPE16-GFP was produced as a resource to
assess the binding ability to M cells. Recombinant plasmid pET22b-cpe16-gfp was constructed
through cloning cpe16-gfp gene into pET22b by two restriction enzymes, NdeI and XhoI, respec-
tively. The recombinant plasmid was transformed into E. coli BL21 (DE3) strain. The expression of
protein CPE16-GFP was induced by 0.5 mM IPTG and confirmed by SDS-PAGE analysis andWestern
blot probed with anti-6xHis antibody. CPE16-GFP protein was expressed in soluble form. CPE16-
GFP was purified by using immobilized-metal affinity chromatography with the purity up to 94.14
percent. Finally, CPE16 was tested for the binding ability to recombinant GST-claudin-R4 with the
use of silicon nanowire (SiNW-FET). The result showed that CPE16 interacted with GST-claudin-R4
presented by the change of the current through nanowire, compared to its counterpart control
GST.
Key words: C-terminus Clostridium perfringens enterotoxin, CPE16, M cell, oral vaccine
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