KHOA HOC CONG NGHE

TINH SACH IMMUNOGLOBULIN & (Ighx) TU MAU HEO
(Sus domesticus)
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TOM TAT

Nghién ctitu tinh sach Immunoglobulin G (IgG) tir mau heo (Sus domesticus) duoc thuc hién trén ba dung
moi két ttia 1a ethanol, acetone va ammonium sulfate. Sau d6 dung méi va ty 1é tia tot nhat sé duoc chon dé
tién hanh sic ky loc gel trén gel Sephadex G-100 va sic ky trao ddi ion trén gel DEAE CL-6B. Két qua phan
tich cho thdy khi tlia véi ehtanol, acetone va amonium sulfate & cac néng do6 khac nhau thi két tta
ammonium sulfate v6i néng do 30% - 40% 1a t6i vu va dugc chon dé tién hanh sic ky loc gel trén gel
Sephadex G-100. Két qua thu duoc mot dinh duy nhat1a F (9 - 13) c6 ham luong protein 1a 1.261 mg v6i hiéu
suat thu héi dat 27% va két qua nhuom huynh quang cho thay ham lugng IgG thu dugc 1a 216 mg. Phan
doan F (9 - 13) ctia sic ky loc gel tiép tuc duoc sic ky trao d6i ion am trén gel DEAE Sepharose CL-6B, thu
duoc hai dinh F1 va F2 vé6i F1 loai bé duoc phan 1on albumin, F1 ¢6 ham lugng protein 1a 985 mg véi hiéu
suat thu héi dat 6,11% va ham luong IgG thu duoc Ia 120 mg.

Tu khéa: Immunoglobulin G, sic ky, tinh sach khang thé.

1. G101 THIEV

IgG (Immuno Globulin G) 1a mot loai globulin
mién dich ctia co thé, chiang phé bién nhat trong
mau, sita non va cac dich mo. IgG c6 néng do cao
nhat trong huyét thanh, chiém khoidng 80% tong
luong globulin mién dich. Khang thé G c6 nhiéu
chttc nang sinh hoc nhu hoat héa bé thé, thuc day
qua trinh opsonine hda, ngung két va trung hoa vi
khuén, trung hoa ngoai doc to [1].

O Viet Nam, thit heo 12 mot loai thuc phidm
chinh nén doi héi nguén cung dn dinh va dich bénh
trén heo la mot trong nhitng nguyén nhan lam anh
hudéng dén ngudn cung cip, gay thiét hai dang ké
cho nganh chan nuoi. Trong d6 bénh do vi khuén 13
mot trong cac loai bénh thuong gip nhat nén viéc
dung thudc khang sinh tit 1au duoc coi 13 bién phap
hitu hiéu dé phong va tri bénh [2]. Tuy nhién, tinh
trang khang khang sinh lam gidm hiéu qua diéu tri
bénh va du luong khang sinh trong thit lon ciing cé
thé gay anh huong dén stc khoe con nguoi. Vi thé,
viéc dua ra mot quy trinh tinh sach IgG dé thay thé
cac bién phap truyén thong rat can duoc quan tam
nghién ctu.
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2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Vat liéu

Mau heo duoc thu tai Xi nghiép Ché bién thuc
pham Can Tho, dia chi: t6 5 - khu vuc II - phuong An
Khanh - quan Ninh Kiéu - TP. Can Tho.

2.2. Phuong phap
22.1. Chuan bi nguyén liéu

Mau heo duogc thu truc tiép tir co s& giét mé va
dé dong tw nhién, sau d6 duoc ly tam & 4800
vong/phut trong 20 phuat va thu nhan huyét thanh,
trit &-20°C dén khi st dung [3].

2.2.2. Phuong phap thi nghiém

Quy trinh tGa trong cac thi nghiém tta phan
doan: stt dung 15 ml huyét thanh déi véi tta ethanol
va aceton, 50 ml d6i v6i tha amonium sulfate, tron
nhe trong 15 phut va dé yen trong 1 gio. Tién hanh ly
tam & 4.800 vong/phut, 20 phut, 4°C, thu phan két
tia va hoa tan ching trong dung dich dém sodium
sulfate pH 7,5, 0,1M, trit &-20°C dén khi str dung.

2221 Tinh sach IgG bang phuong phip tia
phan doan voi ethanol

Thi nghiém bé tri hoan toan ngau nhién 3 l1an lap
lai, voi 4 nghiém thirc (ty 1& huyét thanh:ehtanol 1an
luot 12 1:1, 1:2, 1:3, 1:4).
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2222 Tinh sach IgG bang phuong phdp tia
phan doan vori acetone

Thi nghiém bé tri hoan toan ngau nhién 3 lan lip
lai, v6i 4 nghiém thic (ty 1é huyét thanh:acetone lan
lwot 1a 1:1, 1:2, 1:3, 1:4).

2223 Tinh sach IgG bang phuong phdp tia
phan doan voi amonium sulfate

Thi nghiém bé tri hoan toan ngau nhién, 3 lan
lap lai, 9 nghiém thac: 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%.

- Chi tiéu theo doi cta thi nghiém taa phan doan
vo6i ethanol, acetone va amonium sulfate:

+ Xac dinh nhiing nghiém thic c6 két taa.

+ DPinh luong ham lwong protein [4].

+ Xac dinh khéi luong phan tir va do tinh sach
qua két qua dien di [5].

2224 Tinh sach IgG bang phuong phap sic ky
loc gel trén gel Sephadex G-100

Két qua sé duoc xtt ly thong ké bang phan mém
Statgraphics Centurion XV nhim chon ra nghiém
thirc thich hop dé tién hanh sic ky.

Huyét thanh sau khi duoc két tia voi yéu to gay
tha & ty 1é thich hop duwoc hoa tan v6i dung dich dém
sodium phosphate pH 7,5, 0,1M. Tinh sach mau sau
tiia bang gel Sephadex G-100 véi toc do 0,5 mL/phit,
ghi nhan sic ky d6 & budc séng 280 nm.

2.22.5. Tinh sach lgG bang phuong phap sac ky
trao doi ion trén gel DEAE Sepharose CL - 6B

Phan doan thu protein thu dwoc sau qua trinh
sic ky loc gel duoc tinh sach trén cot gel DEAE
Sepharose CL - 6B voi toc do 1 mL/phut. Céac protein
muc tiéu duoc rita gidi bang dung dich NaCl (0-1M),
dua trén sic ky do dé xac dinh va thu cac phan doan
protein.

- Chi tiéu theo déi cia sic ky loc gel trén gel
Sephadex G-100 va sac ky trao déi ion trén gel DEAE
Sepharose CL - 6B:

+ Xac dinh ham luong protein [4].

+ Kiém tra do tinh sach va khoi luong phan ti
ctia khang thé bang ky thuat dién di SDS-PAGE [5].

+ Xac dinh ham luong IgG bing nhuém huynh
quang FITC [6].

Néng do IgG duoc tinh dua theo cong thic: IgG-
FITC= (OD280'0,35*OD493)/1,4 (mg/mL)

2.2.3. Phuong phap xut Iy 6 liéu

Céc s6 lieu duogc luu trix, xtr Iy va vé bang phan
mém Microsoft Excel 2013. Gia tri trung binh, do
léch chudn, sai s6 chuidn duoc tinh toan bing phan
mém Statgraphics Centurion XV. Trung binh s¢ lieu
ctia cac nghiém thic thi nghiém duoc so sanh bang
phan tich phuong sai mot nhan t6 ANOVA (One Way
Anova) va kiém dinh LSD véi do tin cay 95%.

3. KET QUA THAO LUAN

3.1. Tinh sach IgG bing phuong phap tia véi
ethanol

Bang 1. Ham luong protein ciia huyét thanh duoc tia bing ethanol

Ty lé HT:ethanol | Khoi luong két tia (g) | Thé tich (mL) | Protein tdong (mg) | Hiéu suat thu hoi (%)
Huyét thanh 0 15 776 100
11 4,010,045 12,9+0,233 153%5,08 200,66
1:2 5,85°+0,047 15,34+0,13 183°+8,65 23,94+1,13
1:3 6,73b:t0,192 20,240,649 299°+1 0,5 39,0£1,36
1:4 10°+0,087 36,6+0,545 377°+9,00 49,24+1,17

* So'liéu trong bang I gid tri cua 3 Iin Iap lai. Céc chir cdi trong cung mot cot khac biét co ¥ nghia thong

ké ¢ nuic P<0,05 theo phép thir LSD. CV = 0,18%

O céc ty 1é huyét thanh: ehtanol déu xuét hién
két thia & cac mirc do khac nhau. Ham luong protein
ting dan tir ty 1& 1:1 dén 1:4, ham luong protein cao
nhat thu duoc & ty 1é 1:4 véi ham luong protein 1a 377
mg.

Ham luong protein thu duoc ting dan qua céc ty
1é ching td hing s6 dién moi trong moi trudng phéi
tron huyét thanh va ethanol gidm manh. Hang s6
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dién moi giam dan t6i kha ning lién két, tuong tac,
hoa tan ctia cac protein tan trong huyét thanh v6i moi
truong xung quanh gidm va lién két, twong tac giita
cac protein duoc ting lén. Trong méi truong c6 hang
s6 dién moi thap, cac phan tk protein sé lién két véi
nhau va hinh thanh két taa [7]. Hing s6 dién moi
cang thap thi tAc dong cang nhiéu téi protein va déng
thoi ciing cho ra nhiéu két taa.
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Qua hiéu suit thu héi cho thdy, luong protein
tang déu qua cac ty 1é nhung van con thap. Chi thu
duoc gan 50% luong protein cé trong huyét thanh doi
voi ty 1é cao nhat. Cé 2 nguyén nhan c6 thé xay ra:

Thtt nhat 1a do lwong két tia protein thu duoc da
bi bién tinh do mét cdu tric trong moi truong dién
moi thap. Nén khi hoa tan két tda tré lai véi dung
dich dém thi da xuat hién nhimg protein khong tan
trong dém, da lam gidm dang ké luong protein thu
duoc. Két qua nay giéng véi mo ta ctia Herskovits et
al (1970) [8] vé su bién tinh protein véi tAc nhan 1a
ethanol.

Nguyén nhan thit hai 1a do luong protein van con
nam trong huyét thanh sau ty Ié tia 1:4. Do 1a nhitng
protein duoc két tda trong moi truong cé hing so
dién moi thap hon ntra. Nén ty 1é 1:4 chua phai 1a ty
lé tot nhat dé co thé thu duwoc hét luong protein c6
trong huyét thanh.

Leader  HT L1213 14

Leader HT k12 13 s

Hinh 1. (a) Phé dién di protein duoc tiia bing
ethanol khong bé sung p-mercaptoethanol (b) Phé
dien di protein duoc tiia bing ethanol cé bé sung p-

Két qua dién di cho thdy phan tit IgG c6 mat & ca
4 ty l¢ (Hinh 1a). Gitta cac ty 1& c6 sy giam dang ké
vé bang protein so véi huyét thanh. Gitra cac ty 1é voi
nhau khong c6 su khac biét nhiéu vé s6 bang. Cac
protein trong huyét thanh da phan cé khéi luong
phan t&t 16n hon 40 kDa. Nhiéu nhat trong huyét
thanh chinh 1a protein albumin cé khdi luong phan ti
khoang 60 kDa; albumin chiém dén 50% lwong
protein trong huyét thanh [9]. Qua cac ty 1é két tda
cho thdy cac bang protein mo va hep hon so véi cac
bang trong huyét thanh.

IgG c6 cau tao bao gom 2 chudi ning cé khoi
luong khoang 50 kDa va 2 chudi nhe c6 khoi luong
khoang 25 kDa [10]. Khi st dung B-mercaptoethanol,
cac lien két S - S trong phan tir IgG sé bi cat dit tao
thanh 4 phan manh lam cho cac phan t&r c6 khéi
lwong 150 kDa bi phan cat tao thanh cac bang c6
khéi luong 25 kDa va 50 kDa trong cac ty 1é (Hinh
1b). Két qua nay giong voi nghién ciru ctia Indyk et
al (2008) [11] khi phan cat IgG thanh hai chubi. Cac
protein khac ciing bi phan cat khong con thdy so véi
gel khong c6 b sung p-mercaptoethanol.

Nhu vay IgG déu xuat hién & cac ty lé. Dya vao
do dam nhat va sé luong ctia cic bang protein tap
khac co trong cac ty lé va hiéu qua kinh t€ khi st
dung luwong ethanol thap nhat thi ty lé 1:1 duoc xem
la it tap va hiéu qua hon so véi 3 ty 1é con lai.

3.2. Tinh sach IgG bing phuong phap tha véi
acetone

mercaptoethanol
Bang 2. Him lugng protein ctia huyét thanh duoc tiia bing acetone
Ty le Khéi luong két taa . Protein tong Hiéu suat thu hoi
i ’ Thé tich (mL :

HT:acetone ((3) ¢ tich (ml) (mg) (%)
Huyét thanh 0 15 776,2 100

1:1 6,11°£0,018 19,740,128 581bi51,4 75,8+4,42

1:2 7,15bi0,077 21,6+0,181 649°+£23.0 84,7+3,54

1:3 7,29bi0,055 21,3+0,536 445°+16,7 58,1+£3,76

1:4 7,72%4+0,142 22,1+0,253 440°426,5 57,5+6,02

* So'liéu trong bang 4 gid tri cua 3 Iin Iap lai. Céc chir cdi trong cung mot cot khac biét co ¥ nghia thong

ké ¢ mure P<0,05 theo phép thir LSD. CV= 1,04%

Ham luong protein thu duoc cao nhat & ty & 1:1
(581 mg) va thap nhat & ty 1é 1:4 (440 mg). Ham
luong protein gitra ty 1& 1:3 va 1:4 khac biét khong co
y nghia théng ké va khac biét c6 y nghia thong ke
khi so sanh véi ty 1é 1:1 va 1:2 & mic y nghia 5%. Két
qua nay giong voi Crowell ef al. (2013) [12] khi khao
sat nong do acetone t6i da dé thu hoi protein trong
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dung dich. Nong do t6i da tir 50% dén 80% tuwong
duong ty 1e 1:1 (50%) va 1:2 (66,7%). So voi ethanol,
acetone cho két qua cao hon tir 3 t6i 4 lan. Nguyén
nhan 1a do & ty 1é acetone cao dong nghia voi viéc
hing s6 dién moi gidm manh va tuong tac gitta cac
protein ting cao lam protein bi bién tinh, khong tan
trd lai dung dich dém. Diéu ndy dugc chimg minh
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qua khai luong két tha thu duoc; & ty 1é 1:4 c6 khoi
luong két tha cao nhung ham luong protein tong lai
1a nho nhat. Ham luong protein tdng thu duoc & ty 1é
1:2 1a cao nhat va khac biét c6 y nghia théng ke so
voi cac nghiém thic con lai nhung khoi luong két tha
thu duoc khac biét khong co y nghia so véi ty 1é 1:3.

Hiéeu suat thu hoi protein ctia acetone 1a rat cao.
baoi voi ty 1e 1:1 va 1:2 hiéu suat thu héi dat hon 75%
va la 2 ty 1é co6 hiéu sudt thu héi cao nhat trong khi
d6 2 ty 1é 1:3 va 1:4 thi c6 hiéu suat thu héi thap hon
nhung van cao hon rat nhiéu so véi thi nghiém taa
voi ethanol.

Leader HT

- e e A — v
4 @ t o

Hinh 2. (a) Phé dién di protein duoc tiia bing
acetone khong b6 sung p-mercaptoethanol; (b) Phé
dién di protein duoc tiia biing acetone c6 bd sung p-

Két qua & hinh 2 (a) cho thdy protein trong
huyét thanh voi cac ty 1é phéi tron gan nhu giong
nhau va déu xudt hién bang protein IgG véi khoi
luong 150 kDa. Piéu nay chimg té ring acetone da
lam két tia va thu hoi hau hét cac protein co6 trong
huyét thanh. Gifra cac ty 1& cho thdy, khong cé su
khéc biét nhiéu vé s6 bing protein. Két qua dién di
(Hinh 2b) cho thay cac phan t c6 khéi lwong 150
kDa khong con, thay vao dé 1a sy xuat hién cac bang
c6 khoi lwong phan tr twong duong 25 kDa va 50
kDa. biéu nay ching té IgG da duoc phan cat thanh
2 chudi. Cac protein khac ciing bi phan cat khong
con thidy so véi gel khong c6 b6 sung B-
mercaptoethanol. Cac bing protein dam hon ciing
thé hién dugc hiéu qua cua acetone trong viéc két
tha cac protein trong huyét thanh.

Dua vao két qua dién di, hiéu suat thu hdoi va
hiéu qua kinh té trong viéc giam baét thé tich acetone
thi ty 1¢ 1:1 duoc xem 1a hiéu qua nhat so voi 3 ty 1é
con lai.

3.3. Tinh sach IgG béng phuong phap tia voi
amonium sulfate

mercaptoethanol
Bang 3. Ham lugng protein clia huyét thanh dwoc tiia bing amonium sulfate (AS)
N:;‘*‘E’%(io Khoi 1“‘-’(2? kettwa | g tich (D) P“’t(i‘;)“’“g Hieu sudt thu héi (%)

HT 0 50 2.554 100
10 0 - - 0
20 0 - - 0
30 4,14°+0,235 21,5+0,89 361°+15,0 14,1"+0,586
40 5,85P+0,047 30,1+0,952 412°+32,0 16,1"+1,25
50 6,73"+0,192 35,6+1,51 390"+13,5 15,3"+0,528
60 107+0,087 56,3+0,632 7992+30,0 31,3%+1,17
70 4,42°+1,18 27,8+1,49 197°+41,1 7,7°+1,61
80 0 - - 0
90 0 - - 0

* So'lieu trong bang Ia gid tri cia 3 Iin Igp lai. Cdc chir cdi trong cung mot cot khac biét co y nghia

thong ké ¢ muc P<0,05 theo phép thir LSD. CV=4,83%.

Khong thdy su két tda ctia huyét thanh véi
amonium sulfate & nong do tir 10% - 20%, két taa
protein chi xuat hién & néng do mudi 30% - 70%. Két
qud phan tich thong ké ham luong protein thu dugc &
nong do mudi 30% - 70% cho thdy, & nong d6 mudi
60% cho lugng protein cao nhat, 70% 1a thap nhat. Bo
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tan ctia protein trong huyét thanh phu thuoc vao
nhiéu yéu t6, hon ca 1a nong do mudi trong dung
dich. Khi nong do mudi cao dan, mudi sé canh tranh
16p v6 wa nuéc lam tuong tac gitta cac protein voi
nudc gidm xudng va xdy ra su két tta. Moi loai
protein c6 tinh tan khac nhau sé ta & nhing phan
doan khac nhau [13]. Mot s6 protein trong huyét
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thanh da duoc két tha & nong do thap tir 30% tang len
40% r6i giam xudng 50% nhung van c6 mot so loai
protein dén nong d6 mudi 60%, 70% méi co thé két
taa duoc.

Hieéu suit thu héi cta téng cac phan doan la
85,5% cao hon so v6i cac thi nghiém tia v6i acetone
va ethanol. Nguyén nhian do ammonium sulfate chi
thao bé cac phan tir nudc trén bé mit ma khong 1am
bién tinh protein nén khong c6 hién tuwong protein
sau khi két tia bi bién tinh va khong hoa tan lai voi
dung dich dém.

Leader HT

30% 40% 50% 60% 70% Leader HT 30% 40% 50% 60% 70%
e

= = 5 0kDy.
e R 2 H N sk

= (a) ‘; 5ORDM E (b)

e ——————| I —=———""2

Hinh 3. (a) Phé dién di protein duoc tiia bing
ammonium sulfate khong bd sung p-
mercaptoethanol; (b) Phd dien di protein duoc tiia
bing ammonium sulfate khéng b8 sung p-
mercaptoethanol

Két qua dién di & hinh 3a cho thiy, bang IgG
xudt hién rit ro & néng dd mudi 30%, 40% va co su
khéc biét rat ro rét giita cac bang protein & cac phan
doan khéac nhau. O phan doan 50%, 60%, 70% khong
c6 su xudt hién cta bang IgG muc tiéu va cé kha
nhiéu protein tap co kich thuéc nhé hon 100 kDa.
Téng lwong protein trong 3 phan doan nay dat 54,3%
diéu nay dong nghia véi viec da loai bo duoc 54,3%
protein tap khong chira IgG. Két qua nay tuong ty voi
Mariam et al (2015) [14] khi két tda IgG bing
ammonium sulfate & néng do 40%.

Két qua dién di ¢ hinh 3b cho thay khi st dung
B-mercaptoethanol dé phan cét cac protein c6 cau néi
S - S trong phan t, & ty 1& 30% va 40% co cac bang
protein vo6i khéi luong phan tir 1an luot 1a 50 kDa va
25 kDa vé6i vét dam hon cac phan doan con lai.

Tom lai, khi tia phan doan v6i ammonium
sulfate & ndng do 30% - 40% co su tap trung IgG va it
tap so voi cac nong do mudi khac.

So sanh 3 phuong phap tia tinh sach I[gG

Huyét thanh tha voi ethanol, acetone va

ammonium sulfate duoc quy d6i vé 50 mL dé so sanh
hiéu qua gitta 3 phuong phap tha va tim ra phuong
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phap hiéu qua nhat, két qua duoc trinh bay trong
bang 4.

Bang 4. So sdnh 3 phwong phap tia

] Thé 113(1:1); Protein | Hiéu
Mau tich ké't. i téng |sudt thu
(mL) (mg) | hoi (%)
(2
Huyét thanh 50 0 2.554 100
Ethanoltylée 1:1 | 43 13,4 510 20
Acetone ty le 1:1 | 65,7 20,4 1937 75,8
AS 30% - 40% 9,99 51,6 773 30,2

*Chui thich: ammonium sulfate (AS)

Ham luong protein thu duoc sau khi huyét thanh
duoc tha voi acetone 1a cao nhat va thap nhat 1a & thi
nghiém voi ethanol. Két qua dién di huyét thanh voi
cac dung moi két tta cho thdy, cac bang IgG déu
xudt hién & cac ty 1é nhung doi véi thi nghiém két tia
voi ammonium sulfate & nong do 30% - 40% c6 su tap
trung IgG va loai bo duoc dén 54,3% protein tap & cac
néng do muéi khac. Do do6, két tlia véi amonium
sulfat hiéu qua hon ca trong ba tac nhan két tia cia
huyét thanh.

Nhu vay, huyét thanh két tha v6i amonium
sulfate & phan doan 30% va 40% duoc chon dé tién
hanh sic ky trén gel Sephadex G-100.

3.4. Tinh sach IgG béing phuong phap séc ky loc
gel trén gel Sephadex G-100

oem

vl B

Hinh 4. Sic ky d6 gel Sephadex G-100

Qua sic ky loc gel chi thu dugc mot phan doan
duy nhat (6ng 9 - 13). Két qua nay phu hop véi
nghién ctu cta Shapiro va Martinfz (1969) [15] khi
thuc hién sic ky loc gel trén gel Sephadex G-100 chi
thu duoc mot phan doan duy nhat khi phan tach
huyét thanh ctia nguoi. Ngoai ra, sac ky loc gel ciing
duoc nghién ctu boi Pattison va Jennifer (1975) [16]
va Yoshihiro ef al (1982) [17] trong viéc tach IgA,
IgM, IgG tir huyét thanh va tinh sach IgA tir sita non
cua bo.

NONG NGHIEP VA PHAT TRIEN NONG THON - KY 1 - THANG 3/2021
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Béng 5. Him lwong protein qua cac giai doan

X Thé tich e

Phan doan (D) Protein tong (mg)
Tho 50,0 3.649+0,006

F (9-13) 25,0 1.261+0,015

Ham luong protein téng ctia phan doan F (9 - 13)
ctia sic ky loc gel 1a 1.261 mg, so v6i ham luong
protein téng ctia mau tho 1a 3.649 mg da giam xudng
khoang 2,89 lan. Sau sic ky da loai duoc kha nhiéu

protein tap trong mau tho.
| !' -

1S 14 P PC

% s | 2] |
1 SOKD —
- =

3=

TR T ——h
Hinh 5. Phé dién di protein ctia phan doan sic ky loc
gel Sephadex G-100

* Chui thich: Tho: pha loang 100 l4n, 9 - 14: pha
loang 10 l4n, 15: pha loang 5 Ian, PC: Protein chuin.

Két qua dien di cho thdy, bang cé khoi luong
phan tir 150 kDa rat dam tir 6ng 9 dén 11, chimg té &
cac 6ng nay chira nhiéu IgG. Cac ong 12 va 13 thi
bang khong dam bing cac ong trudc, ong 14 va 15
bang 150 kDa m¢ dan va luong protein tap xut hién
cang nhiéu. Nhuom khing thé [gG

Dua vao két qua cta sic ky @ (Hinh 6a), cho
thay c6 sy tach thanh 2 dinh 1o rét1a F-1 tir 6ng 8- 15

va F-2 tir ong 22 - 37. Trong d6, cac protein c6 khoi
luong phan tix 16n sé nim & phan doan F-1 va cac
protein c6 khéi lwong phan tir nhé & phan doan F-2.

Fl 123

® e MM

Hinh 6. (a) Séc ky dé gel G25 miu nhuém FITC OD
280nm; (b) Sic ky dd gel G25 mau nhugm FITC OD
493nm

Khi do do hap phu ctia huynh quang fluorescein
isothiocyanate (FITC) tai buéc séng 493nm, FITC
gin nhan duoc voi khang thé thong qua nhom
isothiocyanate lien két voi cac nhom amin [18].
Trong cau tric cta IgG c6 nhom amin nim & chudi
nang va chubi nhe. Dua vao nguyeén ly do ma FITC
gan nhan duwoc IgG. Dong thoi, IgG cé khoi luong
phan tit 16n (150 kDa) nén khi cho hén hop qua sic
ky loc gel thi IgG sé duoc dém day ra khoi cot truoc
& phan doan F-1’ tir 6ng 8 dén 6ng 15. Do hap phu
ctia huynh quang gidm dan dén ong 20 thi bat dau
ting lén cho dén ong 39 cho ra phan doan F-2’. Tuy
nhién, & phan doan nay d6 hap phu cta huynh quang
con cao va nhiéu do lwong huynh quang con du trong
qua trinh két hop véi IgG hodc cac protein c6 khoi
lwong nhé c6 chita nhom -NH, trr do da lién két duoc
voi FITC.

Béng 6. Ham lugng IgG trong phan doan F1 sic ky loc gel G25

STT 6ng OD 280nm OD 493nm I(?rIn’;(;rIngS Tl(l;]tj)c h Ham luong IgG (mg)
8 2,461 0,713 1,33 2 3,16
9 2,856 0,944 1,53 2 3,61
10 2,886 1,277 1,49 2 3,48
11 2,379 0,957 1,31 2 2,92
12 1,961 0,577 1,256 2 2,51
13 1,726 0,477 1,06 2 2,23
14 1,615 0,339 1,069 2 2,14
15 1,244 0,372 0,796 2 1,59
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Sau khi nhu6ém voi huynh quang, trong sudt qua
trinh thu duoc 216 mg IgG co trong phan doan F (9 -
13).

Dua vao két qua SDS - PAGE cho thdy, phan
doan protein tir 6ng nghiém s6 9 - 13 c6 su xuat hién
ctia IgG voi bang protein c6 khai lwong phan tir 150
kDa va c6 it protein tap hon so v6i protein trong cac
ong nghiém con lai ctia qua trinh sic ky loc gel
Sephadex G-100, mau trong cic ong nghiém nay
duoc thu va stt dung cho thi nghiém tiép theo.

3.5. Tinh sach IgG béng phuong phéap sac ky
trao d6i ion trén gel DEAE Sepharose CL - 6B

IgG co6 diém dang dién dao dong tir 5,8 dén 7,3
nén khi st dung dung dich dém phosphate 0,1 M pH
7,5 sé lam cho IgG seé tich dién am [19]. Tai pH 7,5
cac protein cé pl lon hon 7,5 sé tich dién duong va
duoc rira ra khéi cot bang dung dich dém, con cac
protein c6 pl nhé hon 7,5 sé duoc cac hat gel gitr lai
trong cot va duoc rira ra khoéi cot bang gradient ndng
d6 muoi NaCl10-1 M.

Hinh 7. Sic ky @6 gel DEAE Sepharose CL-6B

Két qua sic ky dé6 (Hinh 7) cho théy protein ctia
F (9-13) sau qua trinh sic ky trao ddi ion am trén gel
DEAE Sepharose CL-6B tach thanh 3 phan doan
gom: 1 phan doan khong bam (UB) va 2 phan doan
F1, F2. Két qua nay phu hop véi Sedigheh et al
(2014) [20] khi séc ky trén cot DEAE Sepharose CL-
6B thu duoc 2 dinh protein déu chira IgG.

Bang 7. Sac ky trén gel DEAE

Phan | Thétich | Protein Noéng do

doan (mL) téng (mg) | NaCl (M)
UB 20,0 31,5 0,000
F1 25,0 71,2 0,500
F2 20,0 65,9 0,750

S6 litu cho thdy phan doan F1 c6 ham luong
protein cao hon phan doan UB va F2, cu thé 1a ham
lwong protein & F1 1a 71,2 mg trong khi &6 UB va F2
lan luot 12 31,5 mg va 65,9 mg. Két qua nay ciing cho
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thay tuy vao luc lién két ctia cac protein v6i gel manh
hay yéu ma chung duoc rira ra khéi cot & cac nong
d6 mudi khac nhau [21]. Phan doan F1 duoc rira giai
ra khéi cot & nong do muéi la 0,5 M thap hon so voi
phan doan F2 1a 0,75 M, ching t6 cac protein co
trong phan doan F1 c6 luc lien két voi gel yéu hon
cac protein c6 trong phan doan F2.

IgG duoc ky vong xudt hién & phan doan F1 (24 -
28), tuy nhién két qua dieén di (Hinh 8a) cho thay c6
st xuat hién IgG & phan doan UB (7 - 10). Viéc IgG
nim & phan doan khong mong muén co thé do trong
qua trinh sidc ky da bom qué luong protein ma cac
hat gel c6 thé git lai trong cot; vi vay IgG khong
duoc gel gitt lai bi dém rira ra & phan doan UB. 0]
phan doan F1 ngoai biang c6 khéi lwong phan tir 1a
150 kDa con c6 cac bang protein tap c6 khoi luong
phan tir khoang 70 va 81 kDa.

e e sl Ta Vel Lo Tl Tae Sv'g._;‘__,_,}!)
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Hinh 8. (a) Phé dién di protein phén doan UB (7 - 10)
vaF1 (24 - 28) gel DEAE Sepharose CL-6B khong b6
sung p-mercaptoethanol; (b) Phé dién di protein
phan doan UB (7 - 10) va F1 (24 - 28) gel DEAE
Sepharose CL-6B khong b3 sung p-mercaptoethanol

Két qua dién di (Hinh 8b) cho thiy, cAu néi S-S
cia IgG trong phan doan UB va F1 da bi B-
mercaptoethanol cit dit thanh cac chudi 50 kDa va
25 kDa. Két qua nay phu hop véi Phan va Paraf
(1987) [22] khi nghién ctu trén IgG heo va Jun ef al
(2014) [23] khi nghién cttu trén huyét thanh nguoi.
Ngoai ra, két qua con cho thdy c6 xudt hién cac bang
c6 khoi luong phan ttt khoang 74 va 81 kDa, triing
khép véi khoi luong phan tit ctia cac bang & hinh 8a
khi khong duoc bé sung p-mercaptoethanol.

Két qua dien di phan doan F2 (29 - 32) cho thay
c6 su xuat hién cta IgG nhung bang khong dam mau
nhu phan doan UB (7 - 10) va F1 (24 - 28), kéo theo
d6 1a sy xudt hién ctia nhiéu protein tap v6i bang rat
dam va ro nét & vi tri c6 khoi lwong phan tir khoang
60 kDa. Protein nay 1a albumin, ching c6 luc lien két
manh hon cac protein & phan doan F1 do chung duoc
rta gidi & noéng do0 mudi cao hon. Theo
Wongchuphan et al (2014) [24] trong nghién ctu
loai b6 albumin st dung dung dich dém pH 8, luong
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albumin duoc loai bd 1a 90% va it nhat 20% IgG nam
trong phan doan khong bam. Khi khao sat & pH 7,5
két qua dién di cho thay khong loai bé duoc protein
nay dan dén ching con nim trong phan doan F2.

150KDa 29 30 31 chuin 32
— — —— — 1

= — —

"

- 116kDa
e —
60kDa |

e —— . -

66.2KDa

— e
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Hinh 9. Phd dién di protein phan doan F2 (29 - 32)
ctia sic ky trao déi ion
Két qua ctia hai hinh dién di déu trang khop véi
nghién cttu ctia The va Feltkamp (1970) [25] khi sic
ky trén cot gel DEAE thu duoc 2 phan doan déu chira
IgG.

Nhuom khing thé IgG

Sau khi mau duwoc nhudém véi huynh quang va
cho qua sic ky loc gel trén gel Sephadex G-25, két
qua cho thdy c6 su tach thanh 4 dinh 1o ret: Fl-a, F1-
b, F1-c va F1-d (Hinh 10a).

Sac ky d6 hinh 10b cho thdy huynh quang da
duoc két hop voi IgG, do IgG c6 khéi luong phan tix
150 kDa vi vay khi huynh quang dwoc gin két ciing
IgG sé dugc dém rira ra & phan doan Fl-a tir 6ng 7 -
11, @6 hap phu huynh quang gidm dan dén ong 8 thi

bat dau tang lén cho dén ong 20 cho ra phan doan
F1-b, do hap thu cta huynh quang tiép tuc tang lén
tao ra 2 dinh gém Fl-c tir ong 24 - 28 va F1-d tir 6ng
29 - 36. O phan doan nay do hdp phu ctia huynh
quang tuong d6i cao va nhiéu do luong huynh quang
con du trong qua trinh két hop voi IgG hoidc cac
protein c6 khéi luong nhé c6 chita nhom -NH, tir do
da lien két duoc véi FITC.

Fla

Hinh 10. Sc ky d6 gel G25 miu nhuém FITC OD
280nm

Sau khi nhuém véi huynh quang, ca qua trinh
thu duoc 120 mg IgG trong phan doan F1.

Tém lai, sau qua trinh sic ky, thu duoc 2 phan
doan F1 va F2 voi phan doan F2 c6 ham luong
protein téng thap hon phan doan F1. Két qua dién
di cho thdy & phan doan F1 bang IgG rat dam va
chta it bang protein tap hon so v6i F2, diéu nay
chitng t6 phan doan F1 tinh sach hon. Két qua
nhuém huynh quang cho thdy c6 120 mg IgG trong
phan doan F1.

Béng 8. Ham lugng IgG trong phan doan F1 sic ky loc gel G25

STT 6ng OD 280nm OD 493nm Ier:;/rIfS T}(lreng)c h Ham luong IgG (mg)
7 1,917 1,093 1,096 2 2,19
2,281 2,127 1,098 2 2,20
2,290 2,139 1,101 2 2,20
10 1,124 0,995 0,554 2 1,11
4. KET LUAN TAI LIEU THAM KHAO

Két qua nghién ctru cho thay rang khi tién hanh
két tta v6i ammonium sulfate & nong do 30% - 40%
cho hiéu qua t6t nhat dé tién hanh sic ky. Sau khi
sic ky loc gel trén gel Sephadex G-100 va sic ky trao
déi ion am trén gel DEAE Sepharose CL-6B voi hiéu
suat thu héi 6,11%, ham luong protein dat dwoc la 985
mg trong d6 ham luong IgG duoc phat hién bang
phuong phap nhuém huynh quang la 120 mg.
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PURIFICATION OF IMMUNOGLOBULIN G (IgG) FROM PIG BLOOD (Sus domesticus)

Nguyen Thi Bao Tran, Le Nhu Quynh, Le Minh Vuong,

Nguyen Thanh Tu, Tao Viet Ha, Cao Ngoc Diep, Vo Van Song Toan

Summary

The study of Immunoglobulin G (IgG) purification from pig blood (Sus domesticus) was performed on
three protein precipitation solvents, ethanol, acetone and ammonium sulfate. Then the best solvent and
precipitation rate will be selected for gel filtration chromatography on Sephadex G-100 gel and ion
exchange chromatography on DEAE CL-6B gel. The analytical results showed that when precipitated with
ehtanol, acetone and amonium sulfate at different concentrations, the ammonium sulfate precipitate with a
concentration of 30% - 40% was optimal and was chosen to perform gel filtration chromatography on
Sephadex gel. G-100. The results obtained a single peak of F (9-13) with a protein content of 1,261 mg with a
recovery efficiency of 27% and fluorescence results showed that the obtained IgG content was 216 mg.
Fraction F (9-13) of gel filtration chromatography continued to be negative ion exchange chromatography

on DEAE Sepharose CL-6B gel, obtained two peaks F1 and F2 with F1 eliminated most albumin, F1 had
protein is 985 mg with recovery efficiency of 6.11% and obtained IgG content is 120 mg.
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