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Mở�đầu

Như�chúng�ta�đã�biết,�tôm�là�loại�động�vật�giáp�xác�
có�cơ�chế�bảo�vệ�phụ�thuộc�chính�vào�hệ�miễn�dịch�tự�
nhiên�[2].�Hệ�miễn�dịch�tự�nhiên�của�tôm�chủ�yếu�dựa�
trên�các�yếu�tố�thực�bào�và�thể�dịch�mà�không�có�các�
tế�bào�có�khả�năng�ghi�nhớ�hay�tự�sản�xuất�kháng�thể�
[3].�Trong�khi�đó,�tôm�lại�thường�xuyên�bị�tiếp�xúc�với�
nguồn�bệnh� trong�môi� trường�nuôi�nên� rất�dễ� bị�các�
loại�virus�hoặc�vi�khuẩn�gây�bệnh�khiến�tôm�chết�hàng�
loạt,�gây�thiệt�hại�lớn�về�kinh�tế.�Các�nghiên�cứu�hiện�
nay� chủ� yếu� tập� trung� vào� việc� hỗ� trợ� hệ�miễn� dịch�
cho� tôm�bằng�các�loại� chế�phẩm�probiotics� làm� tăng�
khả�năng�chống�lại�sự�xâm�nhập�của�các�tác�nhân�gây�
bệnh�mà�chủ�yếu�là�do�virus�gây�ra.�Nhiều�nghiên�cứu�
về�hệ�miễn�dịch�của�tôm�cho�thấy,�dạng�miễn�dịch�tự�
nhiên�là�hàng�rào�bảo�vệ�đầu�tiên�chống�lại�các�vi�sinh�
vật�gây�bệnh�xâm�nhập,�trong�đó,�thực�bào�là�cơ�chế�
cốt� lõi�giúp�cơ� thể� tôm�loại�bỏ�sự�nhiễm�của�vi� sinh�
vật� và�các� tác� nhân�gây�hại� khác.�Cơ�chế�này� thông�

qua�các�trình�tự� sau:�tìm�kiếm�và�bắt�cặp�tại� chỗ�với�
các� chuỗi� actin,� cắt� chuỗi� actin,� co� myosin� và� cuối�
cùng�là�phá�hủy�các�mầm�bệnh�với�sự�tham�gia�của�các�
enzyme�phân�giải�và�các�phức�hệ�oxy�hóa�[2].�Các�tế�
bào�máu�ở�họ�tôm�Penaeid�nói�chung�có�đặc�tính�sinh�
học�và�chức�năng�tương�tự�với�các�đại�thực�bào,�bạch�
cầu�hạt�và�tế�bào�giết�tự�nhiên�của�động�vật�có�xương�
sống� [3].�Những� tế� bào� này� thực� hiện� các� quá� trình�
thực�bào,�hình�thành�thể�hạch,�thể�bao,�melanin,�hoạt�
hóa� proPO�và� apoptosis.�Chúng� cũng� tạo� ra�các� yếu�
tố�dính�kết�tế�bào�(agglutinin-lectin�system),�hệ�thống�
đông�máu�(hemolymph�coagulation�system),�hệ�thống�
bổ�thể�(complement�system)�và�peptide�kháng�khuẩn�
(AMP)�[4-6].�

Trong�những�nghiên�cứu�mới�nhất�về�hệ�miễn�dịch�
và�quá�trình�thực�bào�của�tôm,�người�ta�đã�tìm�thấy�sự�
tham�gia�của�họ�protein�G,�điển�hình�là:�Rho,�Ran,�Rab�
GTPases�[1].�Việc�gia�tăng�mức�độ�biểu�hiện�các�gen�
này�có�thể�gắn�liền�với�hoạt�động�thực�bào�mạnh�mẽ,�
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tới�đ�p�ứng�miễn�dịch�của�tôm�đ�i�với�kh�ng�nguyên�VP28�của�virus�đ�m�trắng
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Tôm�là�loài�động�v�t�giáp�xác�có�hệ�miễn�dịch�t��nhiên�với�s��tham�gia�mạnh�mẽ�của�các�enzyme�hệ�th�c�
bào�để�chống�lại�các�tác�nhân�gây�bệnh.�Khả�năng�th�c�bào�ở�tôm�đã�được�ch�ng�minh�có�s��tham�gia�của�
gen�Rho�(Ras-like�GTPase)�và�Ran�(Ran�binding�protein)�[1].�Trong�nghiên�c�u�này,�các�tác�giả�sử�dụng�
kỹ�thu�t�RT-PCR�nhân�bản�đặc�hiệu�gen�Rho�và�Ran�nhằm�đánh�giá�m�c�độ�phiên�mã�của�các�gen�này�
trong�đáp��ng�miễn�dịch�của�tôm�thẻ�chân�trắng�đối�với�kháng�nguyên�VP28,�một�loại�protein�v��của�virus�
đốm�trắng�(WSSV).�Kết�quả�bước�đầu�cho�th�y,�tôm�được�ăn�chế�phẩm�mang�kháng�nguyên�VP28�của�
nhóm�nghiên�c�u�v��Enzyme�và�Protein�thuộc�Ph�ng�thí�nghiệm�trọng�điểm�Công�nghệ�Enzym�và�Protein,�
Trường�Đại�học�Khoa�học�T��nhiên,�có�m�c�độ�biểu�hiện�mRNA�của�gen�Rho�tăng�lên�theo�thời�gian�7,�
14�và�28�ngày�lần�lượt�khoảng�1,7;�2,7�và�x�p�xỉ�3�lần.�Kết�quả�này�cũng�ph��hợp�với�kết�quả�bảo�hộ�tôm�
chống�lại�WSSV�với�hiệu�quả�bảo�hộ�trên�75%.�Trong�khi�đó,�dường�như�không�có�thay�đổi�v��m�c�độ�biểu�
hiện�mRNA�gen�Ran�trước�và�sau�khi�tôm�thẻ�chân�trắng�ăn�chế�phẩm.�Kết�quả�này�h�a�h�n�ti�m�năng�sử�
dụng�gen�Rho�như�một�d�u��n�marker�cho�việc�đánh�giá�hiệu�quả�tác�động�của�chế�phẩm�probiotics�lên�
hệ�miễn�dịch�tôm�bằng�phản��ng�RT-PCR.

Từ�khóa:�miễn�dịch�ở�tôm,�probiotic,�Ran,�Rho,�VP28.
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thể�hiện�khả�năng�bảo�vệ�cơ�thể�được�nâng�cao.�Rho�
được�cho�là�có�liên�quan�tới�sự�hình�thành�superoxide�
trong�suốt�quá�trình�thực�bào�[7].�Rho�còn�có�vai� trò�
trong�quá�trình�opsonized�hóa�và�bổ�sung�phân�tử�iC3b,�
là�một� trong� những�cơ� chế� không� thể� thiếu� của�quá�
trình�thực�bào�[7].�Một�số�nghiên�cứu�đã�chỉ�ra�rằng,�
tôm�không�có�khả�năng�bảo�vệ�cơ�thể�khi�tiếp�xúc�lần�
đầu�tiên�với�các�tác�nhân�gây�bệnh�mới�xuất�hiện�[8].�
Tuy�nhiên,�một�số�loài�tôm�vẫn�có�khả�năng�tồn�tại�và�
phát�triển�tương�đối�tốt�khi�tiếp�xúc�với�tác�nhân�gây�
bệnh.�Mặt�khác,�tôm�khỏe�mạnh�thường�bị�nhiễm�virus�
ở�mức�độ�thấp�[9-11]�và�tôm�tiếp�xúc�với�tác�nhân�gây�
bệnh�virus�đã�được�chứng�minh�có�khả�năng�kháng�khi�
tiếp�xúc�virus�ở�lần�tiếp�theo�[12].�

Do� vậy,�một� trong� các� giải� pháp� đã� được� nghiên�
cứu�sử�dụng�để�tăng�cường�khả�năng�miễn�dịch�cho�
tôm�hiện�nay�là�sử�dụng�các�chế�phẩm�dạng�probiotic�
mang�những�tính�năng�đặc�trưng�hỗ�trợ�hệ�miễn�dịch�
tôm�chống�lại�sự�xâm�nhập�của�virus.�Nhiều�chất�chiết�
xuất�từ�các�loài�sinh�vật�khác�nhau�được�kết�hợp�trong�
chế�độ�ăn�của�tôm�trước�và�sau�khi�nhiễm�WSSV�cho�
thấy�có�cải�thiện�khả�năng�miễn�dịch�và�làm�giảm�tỷ�
lệ�chết�của�tôm�bị�nhiễm�WSSV�[13].�Ngoài�ra,�chế�độ�
ăn�có�các�chất�kích�thích�miễn�dịch�như�β-1,�3-glucan�
[14],� lipopolysaccharide� [15],� peptidoglycan� [16]� có�
khả�năng�kích�thích�miễn�dịch�bẩm�sinh�giúp�tôm�có�
khả�năng�sống�sót�cao�hơn�khi�nhiễm�WSSV.�Gần�đây,�
trong�một�công�bố�của�nhóm�nghiên�cứu�về�enzyme�
và� protein� của� Phòng� thí� nghiệm� trọng� điểm� Công�
nghệ�Enzym�và�Protein,�Trường�Đại�học�Khoa�học�Tự�
nhiên�cho�thấy,�chế�phẩm�probiotic�dạng�bào�tử�biểu�
hiện�kháng�nguyên�VP28�trên�bề�mặt�có�khả�năng�tăng�
cường�miễn�dịch�của�tôm�thẻ�chân�trắng�[17],�có�tiềm�
năng�giúp�tôm�chống�lại�sự�xâm�nhiễm�của�WSSV.

Việc�đánh�giá�tác�dụng�của�các�loại�chế�phẩm�lên�
hệ� miễn� dịch� tôm� thường� thông� qua� các� chỉ� tiêu� về�
hoạt�độ�enzyme�tham�gia�vào�quá�trình�tiêu�diệt�mầm�
bệnh�như�tăng�hoạt�độ�của�enzyme�SOD�(Superoxide�
dismutase)�liên�quan�tới�quá�trình�tiêu�thụ�các�gốc�tự�do�
gây�độc�cơ�thể�tôm,�của�enzyme�PO�(Phenoloxidase)�
liên�quan�tới�quá�trình�chuyển�hóa�các�hợp�chất�dạng�
quinon�hình�thành�melanin�chôn�vùi�thể�lạ�xâm�nhập�
hoặc�phóng�thích�chúng�ra�bên�ngoài�[17-19]�hay�của�
enzyme�NOS�(Nitrite�oxide�synthase)�liên�quan�tới�khả�
năng�chống�lại�các�mầm�bệnh�bằng�cách�tác�động�phá�
vỡ�lớp�màng�lipid�hoặc�DNA�của�mầm�bệnh�[20,�21].�
Tuy� nhiên,� các� đánh� giá� hoạt� độ� enzyme� trong� điều�
kiện� thử�nghiệm�trong�phòng� thí�nghiệm�thường�gặp�
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Shrimp�is� a�crustacean� species� that� just�has�
an� innate� immune� system� against� invading�
pathogens� mainly� using� enzymes� of� the�
phagocytosis�system.�The�phagocytosis�process�of�
shrimp�is�mainly�performed�by�some�components�
of�G� protein� family� including�Ras-like�GTPase�
�Rho)� and� Ran� binding� protein� (Ran).� In� this�
study,� the� authors� use� RT-PCR� technique� to�
amplify�a�speci�c�Rho�and�Ran�genes,�those�are�
genetically�related�to�the�phagocytic�mechanism�
of� shrimp.� Initial� results� show� that� shrimp� fed�
with�food�contained�VP28-antigen�spores�(CotB-
VP28,� a� product� of� the� Key� Laboratory� of�
Enzyme�and�Protein�Technology,�VNU�University�
of�Science)�indicates�an� increase�in�Rho�mRNA�
expression� level�over� time�at�7,�14�and�28�days�
around�1.7,�2.7�and�3�folds,�respectively.�This�is�
consistent�with�the�protection�ef�ciency�against�
white� spot� syndrome� virus� (WSSV)� which� is�
over�75%.�Whereas,� there� is�no�change� in�Ran�
mRNA�expression�level�at�the�same�experiment�
condition.�This�result�is�promising�a�potential�of�
using�Rho� as� a�molecular�marker� for� assessing�
the�impacts�of�probiotics�on�the�shrimp�immune�
system�by�RT-PCR�method.

Keywords:� probiotic,� Ran� binding� protein�
(Ran),� Ras-like� GTPase� (Rho),� shrimp� immune�
system,�VP28.
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một�số�khó�khăn�do�lượng�mẫu�ở�mỗi�mẻ�thí�nghiệm�
có�hạn�và�giá�trị�thu�được�qua�mỗi�đợt�lặp�lại�thường�
cho�mức�độ�khác�biệt� thấp�giữa�nhóm�thí�nghiệm�và�
đối�chứng.�Hơn�nữa,�các�phép�đo�hoạt�độ�enzyme�cần�
có�độ�nhạy�cao,�đòi�hỏi�phải�sử�dụng�vật�liệu�có�gắn�
đồng�vị�phóng�xạ,�các�nguyên�vật�liệu�đắt�tiền,�có�tính�
đặc�thù,�khó�thực�hiện�trong�điều�kiện�thí�nghiệm�hiện�
tại�ở�Việt�Nam.�

Vì�thế,�việc�tìm�ra�dấu�ấn�phân�tử�phản�ánh�tác�dụng�
hỗ�trợ�của�chế�phẩm�lên�hệ�miễn�dịch�tôm�là�cần�thiết�
và�phù�hợp�với�nhu�cầu�thực�tế.�Chúng�tôi�đề�xuất�giải�
pháp�sử�dụng�kỹ�thuật�RT-PCR�(Reverse�Transcriptase�
-� Polymerase�Chain�Reaction)�để�nhân� bản�đặc�hiệu�
gen�Rho�và�Ran,�là�các�gen�liên�quan�tới�khả�năng�thực�
bào�ở�tôm�trong�quá�trình�chống�lại�vi�khuẩn�gây�bệnh.�

Nguyên�liệu�và�phương�pháp�nghiên�cứu

Nguyên�liệu

Chế� phẩm�bào� tử�B.� subtilis�PY79-CotB-VP28� là�
sản�phẩm�của�nhóm�nghiên�cứu�đề�tài�KC04.09/11-15�
thuộc�Phòng�thí�nghiệm�trọng�điểm�Công�nghệ�Enzym�
và�Protein,�Trường�Đại�học�Khoa�học�Tự�nhiên�[22].�
Mẫu� tôm� thẻ�chân� trắng�sạch�bệnh,�khoảng�60�ngày�
tuổi�(2-3�g/con),�được�cung�cấp�bởi�Viện�Nghiên�cứu�
nuôi�trồng� thủy�sản�1.�Mẫu�WSSV�được� lấy� từ�mẫu�
tôm�có�biểu�hiện�nhiễm� thu� thập� từ�Huế,�Sóc�Trăng�
(Việt�Nam)�được�bảo�quản� trong�cồn�95�� được�cung�
cấp�bởi�nhóm�nghiên�cứu�đề�tài�KC04.09/11-15.

Phương�pháp

Nuôi�thử�nghiệm�b�o�hộ�tôm�chân�trắng�chống�lại�
WSSV�bởi�bào�tử�PY79�biểu�hiện�VP28�trên�bề�m�t�bào�
tử:�tôm�thẻ�chân�trắng�được�nuôi�thuần�2�tuần�sau�đó�
được�chia�thành�4�nhóm,�mỗi�nhóm�lặp�lại�2�bể�trong�
cùng�một�lần�thử�nghiệm.�Các�bể�thí�nghiệm�có�kích�
thước�45�x�25�x�30�(cm),�có�sục�khí,�bơm�tuần�hoàn�
để�loại�bỏ�cặn.�Mỗi�bể�được�bổ�sung�25�l�nước�muối�
biển�nhân�tạo�với�độ�mặn�16-20‰.�Định�kỳ�mỗi�ngày�
giặt�tấm�lọc�1�lần,�3�ngày�thay�70%�nước.�Mỗi�bể�thử�
nghiệm�được�bố�trí�30�cá�thể�tôm.�Nhiệt�độ�được�duy�
trì�25-28�C.�Lượng�thức�ăn:�5�g/1�bể/30�con,�được�chia�
làm�4�lần�cho�ăn,�mỗi�lần�cách�nhau�3�giờ.�Tôm�được�
ăn�chế�phẩm�bào�tử�(106�CFU/g�thức�ăn)�liên�tục�trong�
suốt� thời� gian� nuôi� và� thử� thách� virus.� Thí� nghiệm�
được�lặp�lại�3�lần�trong�các�thời�điểm�khác�nhau.

Các�nhóm�thí�nghiệm�được�bố�trí�như�sau:�1)�Nhóm�
đối�chứng�âm�(ĐC-):�cho�ăn�thức�ăn�công�nghiệp�và�
không�cảm�nhiễm�WSSV;�2)�Nhóm�đối�chứng�dương�

(ĐC+):� cho� ăn� thức� ăn� công� nghiệp� và� cảm� nhiễm�
WSSV;�3)�Nhóm�thí�nghiệm�(PY79):�cho�ăn�thức�ăn�
trộn�bào�tử�chủng�dại�PY79�và�cảm�nhiễm;�4)�Nhóm�
thí�nghiệm� (PY79-CotB-VP28):�cho� ăn� thức� ăn� trộn�
bào� tử� PY79-CotB-VP28� và� cảm� nhiễm.�Các� nhóm�
không�ăn�hoặc�được�ăn�chế�phẩm�liên�tiếp,�đến�ngày�
thứ�14�thì�cảm�nhiễm�tôm�với�WSSV�(1,3�x�104�copy/
ml� nước� nuôi).� Các� lô� tôm� được� theo� dõi� trong� 14�
ngày,�mỗi�ngày�2�lần�ghi�nhận�số�lượng�tôm�chết�tích�
lũy,�từ�đó�xác�định�tỷ�lệ�tôm�chết�sau�14�ngày�và�được�
tính�toán�theo�công�thức�được�mô�tả�của�Nguyen�A.T�
và� cộng�sự� (2014).�Tỷ� lệ�bảo� hộ� sẽ�được� tính�bằng:�
(1-�tỷ�lệ�tôm�chết�ở�nhóm�thử�nghiệm/tỷ�lệ�tôm�chết�ở�
nhóm�đối�chứng�dương)�x�100�[17].�

Thu�mẫu�và�t�ch�RNA�tổng�số:�mô�cơ�tôm�từ�các�
nhóm�mẫu�trên�được� lấy�mẫu�vào�ngày�trước�khi�ăn�
chế�phẩm�(ngày�0),�vào�ngày�sau�khi�ăn�chế�phẩm�7�và�
14�ngày;�đồng�thời�lấy�mẫu�tôm�sau�khi�được�thử�thách�
với�WSSV�14�ngày�(ngày�thứ�28�của�thí�nghiệm).�Mẫu�
được�giữ�lạnh�ở�-80�C�chuẩn�bị�cho�tách�RNA�tổng�số�
hoặc� được� nghiền� trên�đá� lạnh,� phân�giải� trong�đệm�
và�tách�chiết�RNA�tổng�số�theo�hướng�dẫn�của�bộ�kít�
MPN07� -�Magpure�Tissue�RNA�mini� kit� (ANABIO�
R&D,�Việt�Nam).

Ph�n� ứng� chuyển� hóa� RT-PCR:� phản� ứng� được�
thực�hiện�với�2�µg�RNA�tổng�số�và�được�dùng�để�tổng�
hợp�sợi�cDNA�thứ�nhất�nhờ�enzyme�phiên�mã�ngược�
M-MLV-Reverse� Transcriptase� (Enzynomic,� Korea).�
Để�khuếch�đại�mRNA�của�gen�Rho�và�Ran,�phản�ứng�
PCR�cho�sản�phẩm�tương�ứng�lần�lượt�khoảng�180�bp�
và�270�bp�đã�được�thực�hiện�ở�95°C�-�10�phút�và�30�
chu�kỳ�với� (94°C�-�30�phút;�52°C�-�30�phút;�72°C�-�
30� phút),� tiếp� theo� với� 72°C� -� 5� phút.�Cặp�mồi� đặc�
hiệu� gen�Rho� (dựa� trên� trình� tự� đã� được� công� bố� ở�
ngân� hàng� gen�AY622688.1)� là:� Fw:� 5’-�GAA�AAT�
ATT� CCA� GAA�AAA� TGG�ACG-3’;� Rv:� 5’-� TTT�
ATC� TTC� TCA� GCC�ATG� TTA� CGA-3’.� Cặp� mồi�
đặc�hiệu�gen�Ran� (dựa� trên� trình� tự� JN596104.1)� là:�
Fw:�5’-�ACATGGGGCTCGAAGCCTTGAC-3’;�Rv:�
5’-� TCCTTCACATCAACCTTGTT-3’.� Để� khuếch�
đại�gen�quản�gia�β-actin,�phản�ứng�PCR�cho�sản�phẩm�
khoảng�500�bp�được�thực�hiện�ở�94°C�-�5�phút�và�27�
chu�kỳ�với�(94°C�-�30�phút;�64°C�-�30�phút;�72°C�-�45�
phút),�tiếp�theo�với�72°C�-�5�phút.�Cặp�mồi�dùng�cho�
β-actin� [21]� là:� Fw:�5’-�GAC�TCG�TAC�GTC�GGC�
GAC�GAG�G-3’�và�Rv:�5’-�AGC�AGC�GGT�CAT�CTC�
CTG�CTC-3’.� Sản� phẩm� PCR� được� phát� hiện� bằng�
điện�di� trên�gel�agarose�1,5%,�được�nhuộm�với�dịch�
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chứa�ethidium�bromide�và�đem�soi�dưới�ánh�sáng�UV�
của�hệ�thống�soi�gel�(Biorad,�Mỹ).

Kết�quả�

Ảnh� hưởng� bảo� hộ� của� chế� phẩm� PY79-CotB-
VP28�lên�khả�năng�chống�lại�WSSV�ở�tôm�thẻ�chân�
trắng

Sau�14�ngày�thử�thách�với�WSSV�cho�thấy,�nhóm�
tôm� ăn� bào� tử� mang� CotB-VP28� có� tỷ� lệ� chết� thấp�
(23%),�chỉ�cao�hơn�tỷ�lệ�chết�tự�nhiên�ở�nhóm�(ĐC-)�
là� nhóm�không� ăn�chế� phẩm� và�cũng� không� bị�cảm�
nhiễm�WSSV�(7,4%)�là�15,6%;�trong�khi�nhóm�ăn�bào�
tử�thể�dại�là�PY79�và�nhóm�(ĐC+),�là�nhóm�không�ăn�
chế� phẩm�nhưng�bị� nhiễm�WSSV� thì� tỷ� lệ� tôm�chết�
sau�14�ngày�tăng�rất�cao,�tương�ứng�lần�lượt�là�100%�
và�99,2%�(hình�1).�Như�vậy,�tỷ�lệ�bảo�hộ�của�mẫu�tôm�
thẻ�chân�trắng�được�ăn�chế�phẩm�bào�tử�mang�kháng�
nguyên�VP28�thu�được�là�75%.

Dựa� trên�kết�quả�bảo�hộ�này,�chúng� tôi� cho� rằng,�
chế� phẩm�mang� kháng� nguyên�VP28� đã� thực� sự� hỗ�
trợ�hệ�miễn�dịch�của�tôm,�giúp�tôm�chống�lại�sự�xâm�
nhập�gây�chết�của�WSSV.�Điều�này�là�cơ�sở�cho�việc�
sử�dụng�các�mẫu�tôm�thẻ�chân�trắng�của�thí�nghiệm�để�
đánh�giá�biểu�hiện�các�gen�liên�quan�tới�quá�trình�thực�
bào�chống�lại�tác�nhân�gây�bệnh�ở�tôm.

Hình�1:�kh��năng�b�o�hộ�chống�lại�WSSV�ở�tôm�thẻ�chân�trắng.�Tỷ�lệ�chết�
được�đ�nh�gi��vào�thời�điểm�ngày�thứ�14�sau�c�m�nhiễm�tôm�với�WSSV.�

Kết�qu��đưa�ra�dựa�trên�số�liệu�của�3�lần�thử�nghiệm�độc�lập

Mức�độ�phiên�m��gen�Rho�và�Ran�

Với�mục�đích�tìm�ra�dấu�ấn�phân�tử�cho�việc�đánh�
giá�hiệu�quả�đáp�ứng�miễn�dịch�của�tôm�thẻ�chân�trắng�
sau� khi� được� ăn� thức� ăn� trộn� bào� tử�Bacillus� PY79�
CotB-VP28,� chúng� tôi� sử� dụng�kỹ� thuật�RT-PCR�để�
nhân�bản�đặc�hiệu�gen�liên�quan�tới�cơ�chế�thực�bào�
ở�tôm.�Trong�phạm�vi�nghiên�cứu�này,�chúng�tôi�chọn�
gen�Rho�và�Ran�được�cho�là�có�liên�quan�tới�quá�trình�

thực� bào� bảo� vệ� cơ� thể� tôm� trước� các� tác� nhân� gây�
bệnh�[23].�

A

B

Hình�2:�mức�độ�biểu�hiện�mRNA�gen�Rho�và�Ran�

A)�Mức�độ�biểu�hiện�mRNA�của�gen�Rho�và�Ran�sau�khi�tôm�được�ăn�chế�phẩm�
PY79-CotB-VP28.�Tôm�được�ăn�thức�ăn�trộn�chế�phẩm�liên�t�c�trong�suốt�
qu��trình�thử�nghiệm,�1-2�con�tôm�tại�c�c�thời�điểm�ngày�thứ�0,�7,�14�
trước�khi�nhiễm�với�WSSV�và�sau�khi�nhiễm�WSSV�14�ngày�tiếp�theo�

(ngày�thứ�28)�được�lấy�và�t�ch�lấy�RNA�tổng�số�d�ng�cho�ph�n�ứng�RT-PCR�
với�c�p�mồi�đ�c�hiệu�gen�Rho�và�Ran.�β-actin�được�d�ng�như�gen�nội�chuẩn�
ở�mỗi�loại�mẫu.�(B)�Tỷ�lệ�tương�ứng�mức�độ�biểu�hiện�mRNA�của�c�c�gen�
Rho�và�Ran�so�s�nh�tại�c�c�thời�điểm�th��nghiệm�được�xử�lý�bằng�phần�mềm

Image�J

Sản�phẩm�phản�ứng�RT-PCR�với�cặp�mồi�đặc�hiệu�
gen�Rho�và�Ran�(như�đã�mô�tả�ở�phần�phương�pháp)�
được�kiểm�tra�trên�gel�agarose�chỉ�ra�sản�phẩm�là�băng�
duy�nhất�có�kích�thước�lần�lượt�khoảng�180�và�270�bp,�
đúng�như�kích�thước�dự�đoán.�Kết�quả�cho�thấy,�có�sự�
tăng�dần�mức�độ�biểu�hiện�gen�Rho�theo�thời�gian�tôm�
được�ăn�thức�ăn�có�chứa�bào�tử�PY79-CotB-VP28;�tuy�
nhiên,�chúng�tôi�quan�sát�không�thấy�có�sự�thay�đổi�rõ�
rệt�về�mức�độ�biểu�hiện�mRNA�gen�Ran�(hình�2).�Sau�
7�ngày,�hàm�lượng�mRNA�gen�Rho�đã�bắt�đầu�tăng�và�
tăng�rõ�rệt�từ�ngày�thứ�14�trở�đi,�tăng�khoảng�trên�2,7�
lần�so�với�mẫu� tôm�ngày�0�chưa�ăn�chế�phẩm�(hình�
2).�Sau�khi�tôm�bị�cảm�nhiễm�với�WSSV�14�ngày�(tức�
ngày� thứ�28� của� thí�nghiệm),�mức� độ�biểu� hiện�gen�
Rho�cao�hơn�ở�mẫu�ngày�0�và�ngày�7�lần�lượt�gần�3�và�
1�lần�(hình�2B).�

Kết�quả�bước�đầu�này�cho�thấy,�tôm�thẻ�chân�trắng�
có�khả�năng�chống�lại�được�WSSV�khi�được�ăn�chế�
phẩm� chứa�VP28,�đồng� thời,� những� tôm� thí�nghiệm�
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này�có�mức�biểu�hiện�mRNA�gen�Rho�tăng�lên�so�với�
nhóm�không� được�ăn� chế� phẩm,� chứng� tỏ� khả�năng�
thực�bào�tiêu�diệt�vi�khuẩn�gây�bệnh�ở�tôm�đã�diễn�ra�
mạnh�mẽ.

Bàn�luận

Khả�năng� chống� lại�WSSV�ở� tôm� thẻ�chân� trắng�
do�chế�phẩm�bào�tử�PY79-CotB-VP28�đã�được�công�
bố�lần�đầu�trong�công�trình�của�Nguyen�A.T�và�cộng�
sự,� 2014�[17]� với� khả�năng� bảo� hộ�đạt� xấp� xỉ�50%.�
Khả�năng�bảo�hộ�của�tôm�chống� lại�WSSV�có�được�
do�tôm�được�ăn�thức�ăn�chứa�bào�tử�CotB-VP28�ở�mật�
độ�106�CFU/g�thức�ăn,�thu�được�trong�nghiên�cứu�này�
tương�ứng�là�75%�(hình�1)�cũng�phù�hợp�với�rất�nhiều�
công�trình�công�bố�trước�đó�về�tác�dụng�bảo�hộ�tôm,�
cá� chống� lại�WSSV�[18,�19].�Giá�trị�bảo�hộ�này�cao�
hơn�so�với�mức�hiệu�quả�quy�ước�khi�kiểm�định�hiệu�
quả�vaccine�dùng�cho�thủy�sản�của�Ủy�ban�châu�Âu�
(Relative�percent�protection�score�(RPP)�>�60%).�

Gen�Rho� và�Ran� đã�được�chứng�minh� là�có� biểu�
hiện�tăng�lên�ở�tôm�khi�bị�nhiễm�với�WSSV�[23].�Khi�
bị�nhiễm�WSSV,�hàng�rào�miễn�dịch�tự�nhiên�với�sự�
hoạt�động�mạnh�mẽ�của�các�enzyme�tham�gia�vào�quá�
trình�thực�bào.�Tác�dụng�của�chế�phẩm�được�ghi�nhận�
thông�qua�việc�tăng�khả�năng�thực�bào�ở�tôm.�Chúng�
tôi�cho�rằng,�tôm�có�khả�năng�tăng�sức�bảo�vệ�chống�
lại�sự�xâm�nhiễm�của�WSSV�bằng�cách�tăng�khả�năng�
thực�bào�nhờ�chế�phẩm�khi�có�sự�tham�gia�của�Rho�và�
Ran.�Tuy�nhiên,�kết�quả�cho�thấy,�chỉ�có�mức�độ�biểu�
hiện�mRNA�của�gen�Rho�có�sự�tăng�tuyến�tính�với�thời�
gian�tôm�được�ăn�chế�phẩm�mang�kháng�nguyên�VP28�
của�WSSV�(hình�2).�Hơn�nữa,�ở�ngày�thứ�28�của�thí�
nghiệm�(tôm�đã�bị�nhiễm�với�WSSV�14�ngày),�mức�
độ�biểu�hiện�mRNA�gen�Rho�vẫn�ở�mức�cao�(khoảng�
gần�3� lần)� so�với� thời�điểm�chưa�được�ăn�chế�phẩm�
mang�kháng�nguyên�VP28.�Điều�này�có�thể�giải�thích�
rằng,� tôm� vẫn� duy� trì� khả� năng� thực� bào�mạnh� mẽ�
ngay� cả� khi� có�mặt�WSSV,� chứng� tỏ�hàng� rào�miễn�
dịch� của� tôm�đã� được� cải� thiện� bởi�chế� phẩm�mang�
kháng�nguyên�VP28.�Trong�khi�đó,�nhóm�tôm�ăn�thức�
ăn�chứa�bào�tử�chủng�dại�PY79�sau�khi�thử�thách�với�
virus�đã�bị�nhiễm�bệnh�và�chết�gần�hết.�Không�như�dự�
đoán,�chúng�tôi�không�quan�sát�thấy�có�sự�khác�biệt�
mức�biểu�hiện�mRNA�gen�Ran�tại�các�thời�điểm�tôm�
đã�được�ăn�chế�phẩm�mang�kháng�nguyên�VP28�so�với�
thời�điểm�chưa�được�ăn�chế�phẩm,�cho�thấy�gen�Ran�
có�thể�không�phải�đối�tượng�chính�chịu�tác�động�trong�
quá�trình�chống�lại�mầm�bệnh�ở�tôm�thẻ.�Hiện�tại�thí�
nghiệm�của�chúng�tôi�mới�thiết�kế�trên�tôm�thẻ�chân�

trắng,�để�đi�đến�kết�luận�cuối�cùng�về�mức�biểu�hiện�
gen�Ran�khi�tôm�được�ăn�chế�phẩm�mang�VP28,�chúng�
tôi�cần�kiểm�tra�đáp�ứng�của�gen�này�trong�cùng�điều�
kiện�thí�nghiệm�trên�một�số�loài�tôm�khác�nữa,�chẳng�
hạn�như�tôm�sú.

Kết�luận

Chúng�tôi�đã�xác�định�được�gen�Rho�(là�một�trong�
các�gen�liên�quan�đến�cơ�chế�thực�bào�ở�tôm)�có�thể�
được�dùng�làm�chỉ�thị�chuẩn�(marker)�cho�việc�đánh�
giá� tác� dụng� của� chế� phẩm� probiotic� mang� kháng�
nguyên�VP28�giúp�tăng�cường�miễn�dịch�ở�tôm�chống�
lại�WSSN�bằng�kỹ�thuật�RT-PCR.�Kết�quả�nghiên�cứu�
này�cũng�khẳng�định�tác�dụng�bảo�hộ�của�chế�phẩm�
mang�VP28� của� nhóm� nghiên� cứu� đề� tài� KC04.09-
11/15�về�khả�năng�chống�lại�WSSV.

Từ�kết�quả�nghiên�cứu�bước�đầu�này,�chúng�tôi�cho�
rằng,� phương� pháp� RT-PCR� nhân� bản� đặc� hiệu� gen�
Rho�được�dùng�ở�đây�có�thể�sử�dụng�để�đánh�giá�tác�
động�của�các�chế�phẩm�lên�hệ�miễn�dịch�của�tôm�một�
cách�hiệu�quả.�Điều�này�cũng�mở� ra� tiềm�năng�khai�
thác�mức�độ�biểu�hiện�các�gen�liên�quan�tới�khả�năng�
thực�bào�ở�tôm�trong�việc�đánh�giá�tác�động�của�các�
chế�phẩm�probiotics�hỗ�trợ�miễn�dịch�cho�tôm�nuôi�nói�
chung�tại�Việt�Nam.
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