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(Cavanagh, 2007; Cook et al., 2012; Bande et al., 2017).  
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V             3’                                        : S        M         N                                E  
         S      ế        ế                                                             ế              M         
                      ế        ế            HI                                ề                          S1 
(Li et al      8   T         S                 ế           R        B       D     -RBD            ế         ề  
                 S                                      ế                                            IBV      
nhau (Abro et al., 2012; Promkuntod et al., 2014). Đ ề                 ề                                        
                   IBV                   S                   RBD  T                                         
                             protein RBD-VAC_ II  ừ             N. benthamiana (Nguyen et al., 2023). Trong 
                                                                    RBD-VAC- II               ừ          
                                          Leghorn  C    ế                                       tái t      
này                                        Đ                                                                   
virus gây ra. N      ế                     ề                                     RBD-VAC-pII              
 ừ                                                          IBV.  

VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP  

Vật liệu 

N                         : L                                                      RBD-VAC-pII do phòng Công 
     ADN           V    C                   V    H       K           C         V    N            
(Nguyen et al., 2023).  

N                         : C         BALB/C 6                             P     T                    V    
C                   V    H                   C         V    N    

T        Leghorn                                 ừ Công ty VALO Biomedia (Đ  ),                         
M              V    C                   V    H       K           C         V    N    

C     IBHYM              H    Y    V    N                                        M              V    
C                   V    H       K           C         V    N    R    et al., 2023). 

Phƣơng pháp nghiên cứu 

Phương pháp tinh sạch protein tái tổ hợp bằng sắc kí ái lực (Immobilized affinity chromatography, IMAC) 

C                                                                                                 ế                 
                                    N                      (2023). Lá          ề                               
                             ffer ((50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 100 mM Na2SO3, 1% Triton X100, pH 8.0) 
           :3            ế   D       ế                                            6            

o
C             3.000 rpm. 

D       ế                       N -NTA          Q       S                     °C  Đ                   
(Disposable Gravity Flow Columns, Marvelgent Biosciences, USA)                             M N 2HPO4, 300 mM 
NaCl, 100 mM Na2SO3      M I    z      H 8     P                                            hòa tan (50 mM 
Na2HPO4  3    M N C        M I    z      H 8                         PBS            N C            
4°C  S                                                               K (Thermo Fisher Scientific, USA)           
          W       B                             3    M     Đ               -30°C. Các protein sau khi tinh 
          IMAC   ế                                           ý          S z                            
SEC           S       TM 6            /3  GL         GE H           USA                   P            
        (2017).  

Phương pháp Western Blot 

N                                             IMAC    SEC                                              
Western Blot. Protein                                            SARS-CoV2 S1 (Sino Biological, China) 
             SDS-PAGE trên gel polyacrylamide-SDS                                                   
         B           ế       V          M                                                 é            
          PBS              Dùng k             -His tag  I           USA                    .        trong dung 
         tách béo 5%                       T ế                                anti-      I G        
Horseradish Peroxidase (HRP) (Invitrogen, USA)                  4                       é              
trong        R                       PBS 3                       H                                         
        D         z      (DAB)  B  W      USA   N                                                 IMAC    
SEC                                     A       TM I      68           ề  I    Q     TL 8.0 
(Cytiva, USA).  

Phương pháp gây đáp ứng miễn dịch trên chuột  

C                             IMAC  PBS                        J     IB H   - Jordan Bio-industries center) 
                                                         K           , PBS            ề              
Emulsigen-D (MVP adjuvants, USA)                           :   C               BALB/C 6                tiêm 
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        háng                                                           5 ug protein           6      H  ế  
       ừ                                 7                           3  H  et al., 2022) 

Phương pháp đánh giá đáp ứng kháng thể IgG ở chuột thí nghiệm bằng phản ứng ELISA  

Đ                 I G                ừ                                                                
         ELISA                       : Đĩ              I     plate Maxibinding, SPL  H   Q                  
                             SEC           PBS             3    /                     

o
C  S           ĩ      

                         PBST  Đĩ                           PBS                    é                    ề  
              Đĩ    ế                         PBST  T ế   ế    ĩ                ế                             . 
R    ĩ             PBST          ế                     ế         Đĩ                           -mouse IgG có 
    Horseradish Peroxidase (HRP) (Invitrogen, USA)                  200                   M                 
               PBST         T                                                      3 3'    '-
Tetramethylbenzidine (TMB) (Thermo, USA) trong 20       S                                              
         HC   M                                                           M        ™ S  H    
(Thermo Scientific, USA).  

Phương pháp gây đáp ứng miễn dịch và công cường độc trên gà  

Nhóm gà Leghorn                                                                                  N    

                           RBD-VAC-pII (7 con)                                       µ                    
IMAC            Emulsigen-D                      7                                         G               

(6                               PBS            Emulsigen-D  N                     7                    l 
                   H    J            ề                              H  ế                                 3 
                                                    I Y                                 IBV  S                  
                ế                               C     IBHYM                                   ề         
1000 EID50                         H  ế                     7                                        ế  
                    ELISA                            I Y  C                                             
                      I G                                        ế    ế                      ế            
                  là anti-chicken IgY        HRP (Invitrogen, USA)                  1:5000.  

Phương pháp xử lý thống kê 

P                      ELISA        ế                     ề  E        SPSS  S                              
                       X±SD  G        <                                  ý    ĩ             

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN  

Tinh sạch protein VAC-RBD tái tổ hợp bằng phƣơng pháp sắc kí ái lực (IMAC) 

Đ                                                                           RBD-VAC-pII                    
                        ,                   ế                                                     IMAC , sau 
                                                   SEC                              ELISA hay Western blot.  

 

Hình 1. Kết quả Western blot kiểm tra protein tái tổ hợp sau khi tinh sạch bằng IMAC 

T                                     T      F      S           C   N    66 9       L                                      
                               kíc        10 kDa cut-off  T      F      S           USA                     ế               
      P       SARS-C V  S                                                                                       ế   
(300, 600, 900, 1200 và        / L  S    B           C        
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T                                             IMAC                  N                          3           
                 ề                                                    -       S         ế                        
RBD-VAC-pII thì                               ề  I    Q     TL  D  8                                    
           SARS-C V  S   S    B           C       Kế        Hình 1                protein RBD-VAC-pII    
                           ừ                                   ý        (IMAC)                               
 ý     ế                              D         monomer) và                                              
                                               93    / l.  

Đánh giá tính sinh kháng thể đặc hiệu của kháng nguyên RBD-VAC-pII trên mô hình chuột thí nghiệm 
bằng phản ứng ELISA 

Đ                                                                       RBD-VAC- II                          
RBD-VAC- II                IMAC  PBS                                                                      
                                                            H     A  Đ                          I G          
         ế                                                                ELISA  Kế      ELISA   H     B 
                                                          ế                      PBS  T                  
                                                                                                        ề     
          S           3                              I G          RBD-VAC- II  ề          7    2               
                                        3                                         2                            
                  RBD-VAC-pII                              I G                                          

 

Hình 2. Đánh giá đáp ứng sinh kháng thể IgG đặc hiệu trong huyết thanh chuột thí nghiệm bằng phản ứng ELISA 

(A). Sơ đồ gây đáp ứng miên dịch trên chuột. (B). Hiệu giá kháng thể đặc hiệu IgG trong huyết thanh chuột sau khi tiêm.  
Huyết thanh thu từ chuột của 3 nhóm được đánh giá hàm lượng kháng thể đặc hiệu bằng phản ứng ELISA gián tiếp.  

Hiệu giá IgG của mỗi mẫu huyết thanh là hệ số pha loãng cao nhất cho giá trị OD450nm cao hơn giá trị cut-off.  
Số liệu được trình bày dưới dạng trung bình ±SD cho mỗi nhóm chuột, ***: P<0.001. 

Đánh giá tính sinh miễn dịch và khả năng bảo hộ của kháng nguyên RBD-VAC-pII tái tổ hợp trên mô hình 
gà thí nghiệm 

T     ế                                                                      RBD-VAC- II                   
                                                      Đ                                            ừ       
                                 RBD              IBV                                                     
                                 ế   ế (Nguyen et al., 2023)  D                   ế         ế                    

                ế                        ế                Đ                                               
                                                                                           H    3  S       
                                                                                                              
            H  ế                                                           7                                      

 

Hình 3. Sơ đồ gây đáp ứng miễn dịch trên mô hình gà thí nghiệm  
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Q                                            trong       ế                  chúng                ế            
                                 7                        B              : 

Bảng 1. Triệu chứng lâm sàng của gà thí nghiệm ở ngày thứ y sau công cƣờng độc 

STT Nhóm 

Triệu chứng 

Điểm thể trạng C               
                     

M                       C        

1 Nhóm tiêm PBS ++++ +++ + 1 

2 Nhóm tiêm RBD_VAC_pII  + - - 2 

3 Nhóm                         + - - 2 

-: Không có dấu hiệu; +: Có dấu hiệu (số lượng dấu cộng thể hiện mức độ tăng dần của triệu chứng).  

G                  PBS                                                     ế          ề                   
                                                                N                                             -
                                                é                                  N                        
                        RBD-VAC- II                                                           ;            
           ế                                 7-                            N                 ẳ             
                                                                                                           
                                                                 IBV. S                                     
                                                                                                      I Y     
                   ELISA    W             Kế        H    4                       g     I Y          ế        
        PBS         ,                                             ề                           T             
                                                                                                          ề 
              H                              u                                                              
7                                 T                                                 8                              
   3                             7                           3 log2                                  

 

Hình 4. Hiệu giá kháng thể đặc hiệu IgY ở gà trƣớc và sau khi công cƣờng độc  

H  ế             ừ        3                                                               ELISA        ế   H        I Y 
               ế                                                OD450nm                    -     S                           
                ±SD                , ***: P<0.001.   

 

Hình 5. Đánh giá đáp ứng sinh kháng thể IgY đặc hiệu trong huyết thanh gà thí nghiệm bằng Western blot 
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S                      ELISA, c                ế                  W                                      
                   I Y                           Đ                                ế                   
ELISA                          H    5                                                                        
 ẽ                                ế                                    7        Ở                PBS       
khi công                                                                 7                                      
                                                         Kế                                            RBD-
VAC- II                                                          Đ ề                                             
              e                                          IBV là RBD                            N          
                                           P                           2014)  N                             
                                                       ế                                                   
                                                         G       et al.         D                       
         ề                                                     ừ                         IBV   

KẾT LUẬN  

Đ                                          RBD-VAC- II                  IMAC    SEC                  93  
ng/ l  ừ                ế       Đ                                                                             
               IMAC                                                             I G  I Y                  7    
15 (log2   C                                                               RBD-VAC- II                      
                          IBHYM                                        J     IB H      N      ế         
                                                                                                              
nguyên RBD-VAC- II               ừ                                      ề                                      
         IBV     V    N    
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nghệ gen, Phòng Công nghệ Tế bào Thực vật và sự hỗ trợ của phòng Miễn dịch học, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm 

Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

TÀI LIỆU THAM KHẢO 

Abro SH  R        LHM, Ullman K  B     S, Baule C (2012). Characterisation and analysis of the full- length genome of a 
strain of the European QX-like genotype of infectious bronchitis virus. Arch Virol, 157: 1211-1215.  

Bande F, Arshad SS, Hair Bejo M, Moeini H, Omar AR (2015). Progress and challenges toward the development of vaccines 
against avian infectious bronchitis. J Immunol Res, 2015:424860.  

Cavanagh D (2007). Coronavirus avian infectious bronchitis virus. Vet Res, 38: 281-297.  

Cook JKA, Jackwood M, Jones RC (2012). The long view: 40 years of infectious bronchitis research. Avian Pathology, 4(3): 
239-250.  

Do TR, Nguyen TK, Luu MD, Nguyen TTH, Le TH, Le TH, Le TKX, Doan TH (2023). Whole genome sequencing analysis of 
Avian Infectious bronchitis virus isoled in Hung Yen province in 2021. Vietnam J Biotechnol. 21(4): 645-654.  

Giddings G, Allison G, Brokks D, Carter A (2001). Transgenic plants as factories for biopharmaceuticals. Nat Biotechnol, 18: 
1151-1155.  

Ho TT, Trinh VT, Tran HX, Le PTT, Nguyen TT et al (2022). The immunogenicity of plant-based COE-GCN4pII protein in pigs 
against the highly virulent porcine epidemic diarrhea virus strain from genotype 2. Front Vet Sci, 9: 940395.  

Jackwood MW (1999). Current and future recombinant viral vaccines for poultry. Advances in Veterinary Medicine, 41: 517–522.   

Li L, Kang H, Liu P, Makkinje N, Williamson ST, Leibowitz JL, Giedroc DP (2008). Structural lability in stem-loop 1 drives a 5' 
UTR-3' UTR interaction in coronavirus replication. J of Mol Bio. 377: 790-803.  

Nguyen TT, Ngo HD, Trinh TV, Le TTM, Nguyen TTH, Pham TV, Doan TTH, Pham BN, Chu HH, Hoang TTH (2023). Study on 
the transient expression of infectious bronchitis virus spike protein in Nicotiana Benthamiana leaves. Vietnam J Biotechnol. 
21(3): 1-11. 

Phan HT, Ho TT, Chu HH, Vu TH, Gresch U, Conrad U (2017). Neutralizing immune responses induced by oligomeric H5N1-
hemagglutinins from plants. Vet Res. 48:53. 

Promkuntod N, van Eijndhoven REW, de Vrieze G, Gröne A, Verheije MH (2014). Mapping of the receptor binding domain and 
amino acids critical for attachment in the spike protein of avian coronavirus infectious bronchitis virus. Virol, 448:26-32. 

 

  

95 



CÔNG NGHỆ GEN 
 

INVESTIGATING THE IMMUNOGENICITY OF THE RECOMBINANT AVIAN 
IBV RECEPTOR-BINDING DOMAIN 

Nguyen Thi Tra
1
, Le Thi Tra My

1
, Chu Thanh Tam

1
, Trinh Thai Vy

1
,  

Ngo Hong Duong
1
, Nguyen Thi Thu Hien

1
, Le Thi Kim Xuyen

1
,  

Doan Thi Thanh Huong
1
, Hoang Thi Thu Hang

1,2*
 Pham Bich Ngoc

1*
 

1
Institute of Biotechnology, Vietnam Academy of Science and Technology 

2
Graduate University of Science and Technology 

ABSTRACT 

Infectious Bronchitis (IB) is an acute disease affecting chickens caused by the avian infectious bronchitis virus 

(IBV). Currently, infectious bronchitis is a concern in highly developed chicken-raising countries in Asia, 

including Vietnam. Vaccination is considered the most effective measure to control IB outbreaks. However, the 

current IBV vaccines available in Vietnam are mostly imported vaccines from China, Korea, and India, in the 

form of monovalent or New Castle-combined bivalent vaccines. These imported IBV vaccine strains led to low 

or no protection against new IBV strains. In our previous research, RBD-VAC fused with GCN4pII motif was 

successfully expressed in Nicotiana benthamiana. In this study, the immunogenicity of RBD-VAC-pII was 

evaluated in mice and experimental chickens challenged with the IBHYM strain. Sera from mice and chickens 

were collected for the evaluation of RBD-VAC-pII-specific IgG and IgY antibody responses by ELISA and 

Western blot. The results showed that the recombinant RBD-VAC-pII protein stimulated the production of 

specific antibodies in experimental animals, prevented and minimized symptoms in chickens against virus 

challenge. These results demonstrate the potential of using the RBD-VAC-pII plant-derived recombinant protein 

in the development of subunit vaccines against IBV. 

Keywords: Antibody titer, IBV, immunogenicity, plant-derived vaccines, receptor-binding doman.  
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