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Tóm tắt. Tôm thẻ chân trắng có khối lượng 0,55 ± 0,1 g/con được cho ăn với khẩu phần cơ bản có hoặc không 

bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp với các nồng độ lần lượt 100; 200 và 500 µg/mL tương ứng với hàm lượng 

2; 4 và 10 mg/kg thức ăn. Sau 30 ngày thí nghiệm tôm được thu thập để xác định các chỉ tiêu tăng trưởng, 

tỷ lệ sống và máu tôm được lấy để phân tích các chỉ tiêu miễn dịch. Sau đó, tôm được thí nghiệm cảm nhiễm 

với vi khuẩn V. parahaemolyticus (nồng độ 1 × 105 CFU/mL). Kết quả các chỉ tiêu tăng trưởng, hệ số chuyển 

đổi thức ăn và các chỉ tiêu miễn dịch: tổng số tế bào máu, hoạt tính các enzyme: phenoloxidase, Superoxide 

dismutase (SOD), lysozyme và hoạt động thực bào của máu tôm ở các nghiệm thức thí nghiệm ăn thức ăn 

có bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp cao hơn đáng kể so với đối chứng (p < 0,05). Trong đó, tôm được cho 

ăn chế độ ăn có bổ sung 4 hoặc 10 mg/kg thức ăn có tổng số tế bào máu và SOD được ghi nhận cao hơn so 

với các nghiệm thức còn lại. Sau 15 ngày cảm nhiễm, tỷ lệ chết tích lũy của tôm ở các nghiệm thức từ                           

20,0–36,67%, là thấp hơn đáng kể so với đối chứng (63,66%).  

Từ khóa: miễn dịch, protein LvCTL3 tái tổ hợp, tôm thẻ chân trắng, Vibrio parahaemolyticus 
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Abstract. Whiteleg shrimp (size of 0.55 ± 0.1 g) were fed basic diets either without or with supplementation 

of recombinant LvCTL3 protein at concentrations of 100; 200 and 500 µg/mL equivalent to 2; 4 and 10 mg/kg. 

After a 30-day feeding trial, shrimp were collected to measure growth parameters and survival rate, and 

shrimp hemolymph was also collected for analysis of immune parameters. Then, the shrimp were 

challenged with Vibrio parahaemolyticus at a concentration of 1 × 105 CFU/mL for 15-day. The results indicated 

that the growth performance, feed conversion ratio, immune parameters such as total hemocyte count, 

phenoloxidase, superoxide dismutase, lysozyme enzyme activity, and phagocytic activity of shrimp in the 

treated groups were significantly higher than those in the control (p < 0.05). Specifically, the dietary 

supplementation with recombinant LvCTL3 protein at 4 or 10 mg/kg showed better results than the other 

treatments. After a 15-day bacterial challenged test, the cumulative mortality rate of shrimp in the treated 

ranged from 20.0 to 36.67% which was significantly lower than that of the control group (63.66%) (p < 0.05). 

Keywords: immune, recombinant LvCTL3 protein, white-leg shrimp, Vibrio parahaemolyticus 

1       Đặt vấn đề 

Vibrio parahaemolyticus được xem là tác nhân chính gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính      

(Acute hepatopancreatic Necrosis Disease - AHPND) hay còn gọi là Hội chứng chết sớm (Early 

Mortality Syndrome - EMS) đã gây chết hàng loạt đối với tôm nuôi dưới 30 ngày tuổi, đang là 

thách thức lớn nhất cho nghề nuôi tôm hiện nay trên thế giới và Việt Nam. Bệnh AHPND xuất 

hiện lần đầu tiên tại Trung Quốc (2009), Việt Nam (2010), Malaysia (2010) và Thái Lan (2012) sau 

đó lan rộng ra các nước khác nhưng đến nay vẫn chưa có giải pháp phòng và trị bệnh hiệu quả 

[1]. Hệ thống miễn dịch của tôm không có miễn dịch đặc hiệu, chúng chỉ có miễn dịch bẩm sinh 

nhằm chống lại tác nhân gây bệnh do vậy không tạo ra đáp ứng nhớ miễn dịch đối với từng loại 

tác nhân gây bệnh [1]. Khi có tác nhân gây bệnh xâm nhập, các phân tử thụ thể nhận diện có khả 

năng kết hợp với nhiều loại phân tử của mầm bệnh khác nhau như lipopolysacharide của màng 

tế bào vi khuẩn Gram âm và kích hoạt phản ứng tiêu diệt tác nhân gây bệnh [2]. Hệ thống miễn 

dịch không đặc hiệu của tôm thẻ chân trắng thường bị suy giảm đáng kể khi bị cảm nhiễm vi 
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khuẩn V. parahaemolyticus [3]. Gần đây, những nghiên cứu bổ sung các chất kích thích miễn dịch 

như lectin, probiotic, synbiotic hay thảo dược có vai trò quan trọng trong việc nâng cao khả năng 

đáp ứng miễn dịch của tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus vannamei) đang được quan tâm. Trong đó, 

lectin được biết đến là một protein có thể gắn kết với glycoprotein hoặc glycolipid trên bề mặt tác 

nhân gây bệnh làm ức chế sự xâm nhập của tác nhân gây bệnh nên lectin được xem là phân tử 

nhận diện quan trọng giúp nâng cao hoạt động miễn dịch bẩm sinh của động vật [4]. C-type lectin 

(CTL) từ tôm thẻ chân trắng đã được chứng minh tham gia vào một loạt các phản ứng miễn dịch 

bẩm sinh bao gồm nhận diện mầm bệnh, ngưng kết vi khuẩn, diệt vi sinh vật và kháng virus, 

tăng cường opsonin hóa và quá trình tạo thể bao tế bào [5]. Cho đến nay, chưa có nghiên cứu nào 

về ảnh hưởng của CTL tái tổ hợp lên tăng trưởng của tôm, mà chủ yếu tập trung vào đánh giá 

ảnh hưởng của các loại CTL tái tổ hợp lên khả năng kháng bệnh của giáp xác. Năm 2020, Nguyễn 

Thị Phương Thảo và cs. [6], cho biết việc ứng dụng kỹ thuật gene và protein tái tổ hợp có thể giúp 

tăng cường biểu hiện CTL để sử dụng như chất kích thích miễn dịch bổ sung vào thức ăn cho 

tôm, và có tiềm năng ứng dụng trong hỗ trợ điều trị bệnh AHPND do vi khuẩn V. parahaemolyticus 

gây ra trên tôm thẻ chân trắng. Những nghiên cứu gần đây của chúng tôi đã phân lập, tạo dòng 

thành công gene LvCTL3 mã hóa CTL từ tôm thẻ chân trắng (L. vannamei), phân tử LvCTL3 có 

trọng lượng đạt 20 kDa [7], có hoạt tính ngưng kết mạnh với vi khuẩn V. parahaemolyticus gây 

bệnh AHPND trên tôm thẻ chân trắng (số liệu chưa công bố). Trong nghiên cứu này, protein 

LvCTL3 tái tổ hợp được bổ sung vào thức ăn nhằm nâng cao đáp ứng miễn dịch, tăng trưởng và 

khả năng kháng bệnh của tôm thẻ chân trắng do vi khuẩn V. parahaemolyticus trong điều kiện in 

vivo. 

2       Vật liệu và Phương pháp 

2.1      Vật liệu 

Chuẩn bị nguồn protein LvCTL3 tái tổ hợp: Protein LvCTL3 được sản xuất bằng công nghệ 

DNA tái tổ hợp biểu hiện thành công trong vật chủ Escherichia coli BL21 (DE3), với khuẩn lạc tế 

bào E. coli TOP10 tái tổ hợp mọc trên môi trường có 100 µg/mL Kanamycin. Sự biểu hiện protein 

LvCTL3 tái tổ hợp ở E. coli BL21 (DE3) trong môi trường LB (Luria Bertani Agar, Himedia, Ấn 

Độ) được thể hiện trên gel polyacrylamide bằng kỹ thuật SDS - Page (kết quả chưa công bố). Ba 

nồng độ protein: CTL1 (100 µg/mL); CTL2 (200 µg/mL) và CTL3 (500 µg/mL) được chuẩn bị từ 

mẫu chuẩn có nồng độ 500 µg/mL, pha loãng bằng dung dịch đệm muối phốt phát                                        

(PBS - Phosphate-buffered saline) để sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo.  

Chuẩn bị thức ăn: Việc chuẩn bị nguyên liệu (có điều chỉnh) và bảo quản khẩu phần được 

tiến hành theo nghiên cứu của Hong và cs. [8], thành phần nguyên liệu (% vật chất khô) gồm: bột 

cá: 35%; Lecithin: 2%; dầu cá: 3%; bột đậu nành: 20%; bột ngô: 2,5%; Vitamin hỗn hợp: 2%; và 

Cholesterol: 2,0% nguyên liệu được cân và nghiền nhỏ, rây qua lưới 60 µm, và trộn đều. Các 

nguyên liệu được phối trộn với dầu cá và nước trước khi cho vào máy đùn tạo viên có kích thước 

từ 0,5–1 mm để đạt thành phần dinh dưỡng của thức ăn sau khi phối trộn tương tự như nghiên 
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cứu của Hong và cs. [8] như sau: protein 40,21%; lipid 7,26%; khoáng 12,30% và độ ẩm 11,47%. 

Nguồn nguyên liệu được mua từ các nguồn như nghiên cứu của Hong và cs. [8]. Thức ăn được ở 

bảo quản ở nhiệt độ phòng trong 72 giờ. Lấy 20 mL dung dịch protein LvCTL3 tái tổ hợp ở các 

nồng độ 100; 200 và 500 µg/mL phun đều trong 1 kg khẩu phần để đạt nồng độ 2; 4 và 10 mg/kg 

thức ăn tương ứng với ba nghiệm thức CTL1, CTL2 và CTL3. Nghiệm thức đối chứng được bổ 

sung 20 mL dung dịch đệm PBS. Sau đó thức ăn được để khô ở nhiệt độ phòng trong 20 phút và 

bảo quản 4 °C để sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Chuẩn bị vi khuẩn: Chủng V. parahaemolyticus TTHVP202101001 được xác định là tác nhân 

gây bệnh AHPND trên tôm thẻ chân trắng [9], được bảo quản trong Glycerol ở -80 °C và được 

phục hồi trên môi trường Trytone Soya Agar (TSA, HiMedia, Ấn Độ) có bổ sung 2% NaCl. Lấy 1 

khuẩn lạc trên đĩa thạch nuôi cấy tăng sinh trong 10 mL Tryptone Soya Broth bổ sung 2% NaCl 

(TSB, HiMedia, Ấn Độ) ở nhiệt độ 28 °C trong 24 giờ. Dung dịch vi khuẩn được li tâm với tốc độ 

3000 vòng trong 10 phút bằng máy ly tâm (Digisystem Laboratory Instruments Inc., Đài Loan), 

loại bỏ phần dịch nổi. Dùng nước muối sinh lý 0,85% NaCl rửa vi khuẩn hai lần, sau đó cho                      

10 mL dung dịch nước muối sinh lý vào để tạo huyền phù. Đo mật độ vi khuẩn bằng máy đo mật 

độ quang học (Spectrophotometer model 4111 RS, Zuzi, Tây Ban Nha) ở bước sóng 620 nm, dùng 

nước muối sinh lý pha loãng đến giá trị OD620 = 1 (tương đương 109 CFU/mL).  

Tôm thí nghiệm: được cung cấp từ Công ty TNHH MTV Thương mại Thủy sản Quốc Thắng, 

Thừa Thiên Huế có khối lượng trung bình 0,55 ± 0,1 g/con và được kiểm dịch không mang mầm 

bệnh đốm trắng (WSSV), bệnh hoại tử cơ quan tạo máu và biểu mô (IHHNV) và AHPND tại Chi 

cục Chăn nuôi và Thú y tỉnh Thừa Thiên Huế. Tôm được nuôi thuần trong bể composite (có thể 

tích 1 m3) trong 14 ngày trước khi tiến hành thí nghiệm. Các yếu tố môi trường trong quá trình 

nuôi thuần và quá trình thí nghiệm duy trì trong khoảng tương ứng nhiệt độ là 22–23 °C; pH: 

7,5–8,0; độ mặn 22–25‰ và hàm lượng oxy hòa tan 5–6 mg/L. Tôm được cho ăn 3 lần/ngày vào 

lúc 8 giờ 00, 13 giờ 00 và 17 giờ 00 với khẩu phần ăn bằng 3% trọng lượng thân/ngày. Trước khi 

bố trí thí nghiệm, tôm được kiểm tra không bị nhiễm khuẩn Vibrio bằng cách cấy trực tiếp mẫu 

gan tuỵ của 5 tôm ngẫu nhiên trong bể lên môi trường Thiosulfat Citrat Bile Salt Agar (TCBS, 

HiMedia, Ấn Độ) và ủ ở nhiệt độ 28 °C trong 24 giờ và kiểm tra sự phát triển của vi khuẩn theo 

mô tả của Nguyễn Ngọc Phước và cs. [10]. Sau 30 ngày thí nghiệm cho ăn thức ăn có bổ sung 

nồng độ protein LvCTL3 tái tổ hợp, 30 tôm/nghiệm thức (10 tôm/bể) được chọn ngẫu nhiên để 

gây bệnh thực nghiệm với V. parahaemolyticus TTHVP202101001 với mật độ 1 × 105 CFU/mL [9]. 

2.2     Ảnh hưởng của protein LvCTL3 tái tổ hợp đến tăng trưởng và đáp ứng miễn dịch của 

tôm thẻ chân trắng 

Bố trí thí nghiệm: Thí nghiệm được bố trí với bốn nghiệm thức với ba lần lặp lại/nghiệm 

thức. Bao gồm nghiệm thức đối chứng (ĐC), chỉ sử dụng khẩu phần cơ bản (không bổ sung 

protein LvCTL3 tái tổ hợp), với ba nghiệm thức có bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp với các 

mức như sau; nghiệm thức CTL1: 2 mg/kg thức ăn; nghiệm thức CTL2: 4 mg/kg thức ăn và 

nghiệm thức CTL3: 10 mg/kg thức ăn. Tôm có khối lượng ban đầu là 0,55 ± 0,1 g/con được bố trí 

ngẫu nhiên vào 12 bể (120 L, 30 con/bể), sục khí liên tục và được cho thức ăn có hoặc không bổ 
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sung protein LvCTL3 tái tổ hợp trong 30 ngày. Bể thí nghiệm luôn được vệ sinh hằng ngày bằng 

cách siphon hết cặn, phân, vỏ và tôm chết vào buổi sáng.  

Các chỉ tiêu theo dõi: Sau 30 ngày thí nghiệm, tiến hành thu ngẫu nhiên 10 con/bể để xác 

định các chỉ tiêu tăng trưởng và miễn dịch. Các chỉ tiêu tăng trưởng cụ thể: tăng trọng (WG, 

g), tăng trưởng khối lượng theo ngày (DWG, g/ngày), tăng trưởng đặc trưng (SGR, %/ngày), 

hệ số chuyển đổi thức ăn (FCR) và tỷ lệ sống (SR, %) được tính theo công thức của Adel và 

cs. [11].  

 – Tăng trọng (Weight Gain - WG) 

WG (g) = W2 (g) – W1 (g) (1) 

– Tốc độ tăng trưởng khối lượng theo ngày (g/ngày) (Daily weight gain - DWG) 

DWG (g/ngày) = W2 – W1/T (2) 

– Tốc độ tăng trưởng đặc trưng (%/ngày) (Specific growth rate - SGR) 

SGR (%/ngày) = (LnW2 – LnW1) × 100/T (3) 

trong đó: W2: khối lượng tôm sau khi kết thí nghiệm; W1: khối lượng tôm ban đầu; T: là 

khoảng thời gian thí nghiệm. 

– Hệ số chuyển đổi thức ăn (Feed conversion ratio - FCR) 

FCR = Tổng lượng thức ăn ăn vào (g)/Khối lượng tăng trọng của tôm (g) (4) 

– Tỷ lệ sống  

Tỷ lệ sống (%) = (Số tôm còn sống còn lại/Số tôm đưa vào thí nghiệm ) × 100 (5) 

Các chỉ tiêu miễn dịch: Sau khi đo khối lượng, 6 con/bể (số tôm này được lấy từ 10 tôm 

được thu để cân khối lượng) được lấy mẫu máu để đánh giá đáp ứng miễn dịch tự nhiên gồm 

tổng số lượng tế bào máu (THC), hoạt tính phenoloxidase (PO); Superoxide dismutase (SOD) và 

lysozyme (LYS) và 6 con tôm khác từ mỗi nghiệm thức được sử dụng để xác định hoạt động thực 

bào (PA - Phagocytic Activity). 

Tổng tế bào máu (THC): được xác định theo phương pháp của Le Moullac và cs. [12]. Dùng 

xylanh (1mL) chứa 900 µL dung dịch chống đông máu (30 mM trisodium citrate; 0,34 M NaCl và 

10 mM EDTA ở độ pH 7,55 trung hoà bằng glucose đến 780 Osm/kg). Lấy 100 µL máu tôm từ 

chân bò thứ 3 của tôm. Số lượng tế bào máu được đếm (lặp lại 3 lần) bằng buồng đếm hồng cầu 

Neubauer-improved và quan sát dưới kính hiển vi quang học (Leica, Đức) (độ phóng đại 40×) và 

tính tổng tế bào máu tôm bằng công thức (6). 

THC = số tế bào mẫu đếm được × 10.000/số ô vuông đếm × hệ số pha loãng (tế bào/mL) (6) 
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Hoạt tính phenoloxidase (PO): Hoạt tính enzyme PO được phân tích bằng cách xác định sự 

hình thành dopachrome từ L-DOPA (L-3, -4-dihydroxyphenylalanine, Sigma) theo phương pháp 

của Pan và cs. [13], Sung và cs. [14]. Lấy 350 µL hỗn hợp máu tôm với chất chống đông máu ly tâm 

ở tốc độ 6.500 vòng/phút trong 2 phút ở nhiệt độ 4 °C. Loại bỏ phần dịch nổi, phần lắng được rửa 

sạch và trộn nhẹ nhàng trong 700 µL dung dịch đệm cacodylate 0,1 M (natri cacodylate 10 mM, 

natri clorua 450 mM và trisodium citrat 100 mM; pH 7,0), sau đó tiếp tục ly tâm (10.000 vòng/phút, 

10 phút, 4 °C). Lấy 50 µL phần dịch nổi trộn với 100 µL trypsin 0,1% (hòa tan trong dung dịch đệm 

cacodylate 0,1 M) và ủ trong 10 phút ở 25 °C. Sau đó, cho 50 µl L-DOPA (3 mg/mL cacodylate                   

0,1 M) vào và tiếp tục ủ trong 20 phút ở 25 °C, tiếp theo bổ sung 150 µL dung dịch đệm cacodylate 

0,1 M. Hoạt tính PO được xác định bằng máy đo quang phổ (Jasco, Nhật Bản) tại bước sóng                           

490 nm. Đơn vị biểu thị là U/mg protein. 

Hoạt tính superoxide dismutase (SOD): được xác định bằng bộ Kit 706.002; (Cayman, Hoa 

Kỳ), theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Một đơn vị hoạt độ SOD được định nghĩa là lượng enzyme 

cần thiết để phân hủy 50% gốc superoxide và hoạt tính cụ thể được biểu thị bằng U/mg protein.  

Hoạt tính lysozyme (LYS): Hoạt tính lysozyme được xác định theo phương pháp của Chiu 

và cs. [15]: lấy 500 µL dung dịch máu tôm ly tâm ở tốc độ 6.500 vòng/phút trong 2 phút. Loại bỏ 

phần dịch nổi, phần lắng ở dưới được trộn với 1 mL (0,02%) dung dịch Micrococcus lysodeikticus 

(Sigma, Hoa Kỳ) ở nhiệt độ phòng. Đo mật độ quang dung dịch ở bước sóng 530 nm sau 0,5 và 

4,5 phút trên máy quang phổ (Jasco, Nhật Bản). Một đơn vị hoạt độ của enzyme lysozyme tạo ra 

tương đương với sự giảm độ hấp thụ 0,01/phút, và được biểu thị là  U/mg protein. 

Hoạt động thực bào (PA): Hoạt động thực bào của tế bào máu tôm được xác định theo 

phương pháp của Huynh và cs. [16], Liu và Chen [17]. Lấy 20 µL dung dịch vi khuẩn V. 

parahaemolyticus TTHVP202101001 (tương đương với mật độ 106 CFU/mL, sau đó pha loãng về 

nồng độ 1 × 105 CFU/mL (giá trị LD50 của kết quả nghiên cứu trước) tiêm vào xoang bụng của 2 

con/bể (6 con/nghiệm thức). Sau khi tiêm 2 giờ, tiến hành lấy máu tôm như đã trình bày ở trên. 

Lấy 100 µL mẫu máu trộn với 100 µL paraformaldehyde 0,1% để cố định các tế bào máu trong 30 

phút ở 4 °C. Tiếp theo, lấy 50 µL dung dịch tế bào máu đã cố định nhỏ lên phiến kính và ly tâm 

với tốc độ 1.000 vòng trong 3 phút ở máy Cytospin TD-4K (Hunan, Trung Quốc). Sau đó, các lam 

kính được để khô ở nhiệt độ phòng và nhuộm bằng thuốc nhuộm Wright-Giemsa. 200 tế bào máu 

tôm được quan sát bằng kính hiển vi quang học ở độ phóng đại 40×. Hoạt động thực bào (PA) 

được xác định theo công thức (7).  

PA (%) = (số tế bào máu có hoạt động thực bào/200 tế bào máu quan sát) × 100 (7) 

2.3     Đánh giá ảnh hưởng của protein LvCTL3 tái tổ hợp lên khả năng kháng bệnh AHPND 

trên tôm thẻ chân trắng trong điều kiện in vivo  

Bố trí thí nghiệm: Tôm ở các nghiệm thức thí nghiệm có khối lượng trung bình 5,0 ± 0,8 

g/con (10 tôm/bể, 3 bể/nghiệm thức, được sử dụng từ kết quả của thí nghiệm trên) được cảm 

nhiễm bằng cách ngâm trong 10 L nước biển 20‰ chứa vi khuẩn V. parahaemolyticus 
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TTHVP202101001 ở 1 × 105 CFU/mL với nhiệt độ nước 28 ± 1°C trong 1 giờ theo phương pháp 

của Loc và cs. [18]. Tôm sau khi cảm nhiễm được nuôi riêng ở các bể khác nhau (120 L) với hệ 

thống nước chảy tốc độ 0,38 L/phút, nhiệt độ nước ở 28 ± 2 °C trong 15 ngày. Tôm được cho ăn 

với chế độ ăn cơ bản và khẩu phần bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp như thí nghiệm trước 3 

lần/ngày, liên tục trong 15 ngày. Theo dõi dấu hiệu bệnh lý và tỷ lệ chết hàng ngày. Tỷ lệ chết 

tích lũy được xác định sau khi kết thúc thí nghiệm theo công thức của Ellis [19]. Thu mẫu tôm 

còn sống và tái phân lập trên môi trường TCBS từ mẫu gan tuỵ được định danh bằng test kit API 

20E (Biomerieux- Pháp). 

Tỷ lệ chết tích lũy (%) = (Tổng số tôm chết tích lũy theo ngày/Tổng số tôm thí nghiệm) × 100 (8) 

2.4     Xử lý số liệu  

 Số liệu được thu thập và xử lý bằng phần mềm MS. Excel 2016 để tính giá trị trung bình 

(Mean) và sai số chuẩn (SE). Phân tích ANOVA một nhân tố trong phần mềm SPSS 16.0 để so 

sánh các giá trị trung bình ở mức p < 0,05 bằng phép thử LSD. 

3        Kết quả và thảo luận 

3.1     Đánh giá ảnh hưởng của nồng độ protein LvCTL3 tái tổ hợp lên đáp ứng miễn dịch của 

tôm thẻ chân trắng 

Tăng trưởng của tôm thí nghiệm 

Tốc độ tăng trưởng của tôm thẻ chân trắng thí nghiệm ở các nghiệm thức có hoặc không 

có sử dụng protein LvCTL3 tái tổ hợp được trình bày ở Bảng 1. Khi bổ sung LvCTL3 vào thức 

ăn thì các chỉ tiêu tăng trưởng ở tôm đều cao hơn tôm ở nghiệm thức đối chứng (p < 0,05). Các 

chỉ tiêu tăng trưởng như tăng trưởng về khối lượng (WG), tốc độ tăng trưởng khối lượng theo 

ngày (DWG), tăng trưởng đặc trưng (SGR) đạt cao nhất ở nghiệm thức bổ sung 4 mg/kg thức 

ăn (nghiệm thức CTL2) và 10 mg/kg thức ăn (nghiệm thức CTL3). Hệ số chuyển đối thức ăn 

(FCR) ở các nghiệm thức bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp thấp hơn nghiệm thức đối chứng 

(p < 0,05). Khi bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp ở các mức 4 hoặc 10 mg/kg thức ăn cho thấy 

các chỉ tiêu của tôm như WG, DWG và SGR đều cao hơn và giá trị FCR thấp hơn tôm ở nghiệm 

thức bổ sung 2 mg/kg (nghiệm thức CTL1) (p < 0,05). Đặc biệt, không có sự sai khác về các chỉ 

tiêu này ở tôm cho ăn thức ăn bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp ở nồng độ 4 và 10 mg/kg thức 

ăn (p > 0,05). Tỷ lệ sống của tôm ở các nghiệm thức thí nghiệm và đối chứng sau 30 ngày nuôi 

đạt khá cao dao động từ 92,20–95,56% và không có sự sai khác giữa các nhóm thí nghiệm                          

(p > 0,05). Cho đến nay, chưa có nghiên cứu nào về ảnh hưởng của lectin lên tăng trưởng của 

giáp xác nói chung và tôm thẻ chân trắng nói riêng. Tuy nhiên, các nghiên cứu gần đây của 

Hong và cs. [8], Hồng Mồng Huyền và cs. [20], Châu Tài Tảo và cs. [21], cho thấy khi bổ sung 

các chất kích thích miễn dịch như dịch chiết từ thảo dược hoặc hỗn hợp dược liệu đều làm tăng 

tốc độ tăng trưởng đặc trưng, tăng trưởng khối lượng theo ngày của tôm thí nghiệm. Trong thí  
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Bảng 1. Tăng trưởng của tôm thẻ chân trắng thí nghiệm 

Thông số 
Nghiệm thức 

Đối chứng CTL1 CTL2 CTL3 

Khối lượng tôm ban đầu (g/con) 0,54a  0,03 0,56a  0,03 0,56a  0,04 0,55a  0,07 

Khối lượng tôm kết thúc thí nghiệm (g/con) 4,12a  0,07 4,62b  0,07 5,75c  0,09 5,77c  0,09 

Tăng trọng  (g/con) 3,58a  0,07 4,06b   0,07 5,19c  0,09 5,22c  0,09 

Tăng trưởng khối lượng theo ngày                         

(DWG, g/ngày) 

0,12a  0,07 0,14b  0,07 0,17c  0,09 0,17c  0,09 

Tăng trưởng đặc trưng (SGR, %/ngày) 6,76a  0,05 7,06b 0,05 7,78c 0,05 7,84c 0,05 

Hệ số chuyển đổi thức ăn (FCR) 1,39a  0,05 1,22b  0,04 1,06c  0,04 1,10c  0,06 

Tỷ lệ sống (SR, %) 93,33a ± 3,33 95,56a  1,92 94,44a  3,85 92,20a  3,85 

Chú thích: Số liệu được biểu hiện giá trị trung bình (Mean) ± sai số chuẩn (SE). Ký tự a, b, c giống nhau 

trong cùng một hàng không có sự sai khác thống kế (p > 0,05). Khẩu phần ăn: Đối chứng = khẩu phần cơ 

bản; Protein LvCTL3 tái tổ hợp ở mức 2 mg/kg khẩu phần ăn (CTL1), hoặc 4 mg/kg khẩu phần (CTL2), hoặc 

10 mg/kg khẩu phần (CTL3). 

nghiệm này, việc bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp đã giúp tôm đạt tốc độ tăng trưởng tương 

đối lên 7,06–7,84%/ngày. Như vậy, việc bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp đã giúp tăng các chỉ 

tiêu tăng trưởng ở tôm thẻ chân trắng. 

Đáp ứng miễn dịch tự nhiên của tôm thẻ chân trắng 

Khi bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp đã cải thiện các chỉ tiêu miễn dịch không đặc hiệu 

trên tôm thẻ chân trắng, các chỉ tiêu như tổng số tế bào máu (THC), hoạt tính các enzyme như 

PO, SOD, LYS và khả năng thực bào (PA) ở tôm khi bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp đều cao 

hơn tôm ở nghiệm thức đối chứng (chi tiết tại Bảng 2). 

Tổng số tế bào máu: Tổng số tế bào máu của tôm thẻ chân trắng ở các nghiệm thức có bổ 

sung protein LvCTL3 tái tổ hợp ở các mức 2; 4 hoặc 10 mg/kg lần lượt là 14,50; 17,70 và 17,32 × 

106 tế bào/mL cao hơn so với nghiệm thức đối chứng (13,20 × 106 tế bào/mL) (p < 0,05). Tổng số tế  

Bảng 2. Chỉ tiêu miễn dịch của tôm thẻ chân trắng ở các nghiệm thức thí nghiệm 

Chỉ tiêu 
Nghiệm thức 

Đối chứng CTL1 CTL2 CTL3 

THC (× 106 tế bào/mL) 13,20a ± 0,22 14,50b ±  0,72 17,70c ± 0,71 17,32c ± 0,77 

PO (U/mg protein) 0,16a ± 0,01 0,22b  ± 0,01b 0,24bc  ± 0,01 0,26c  ± 0,02 

SOD (U/mg protein) 0,81a ± 0,02 1,43b ± 0,04 1,52c ± 0,03 1,49c ± 0,04 

LYS (U/mg protein) 0,56a ± 0,06 0,88b ± 0,05 0,88b± 0,07 0,90b ± 0,05 

PA (%) 90,33a ± 2,32 95,50b ±1,26 97,00b ± 1,45 97,25b ± 0,94 

Chú thích: Số liệu trên là giá trị trung bình (Mean) ± sai số chuẩn (SE). Ký tự a, b, c giống nhau trong 

cùng một hàng không có sự sai khác thống kê (p > 0,05).  
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bào máu ở tôm các nghiệm thức CTL2 và CTL3 là tương đương nhau (p > 0,05), nhưng cao hơn 

so với THC của tôm được bổ sung mức 2 mg/kg thức ăn (nghiệm thức CTL1) (p < 0,05)                  

(Bảng 2). Nghiên cứu này phù hợp với Li và cs. [22], khi bổ sung protein rLvLec hay rLvPLP tái 

tổ hợp vào tôm thẻ chân trắng (ở dạng tiêm) sẽ giúp tăng tổng số tế bào máu và hoạt tính PO. 

Các nghiên cứu của Jiravanichpaisal và cs. [23], Li và Xiang [24], tế bào máu có vai trò quan trọng 

trong đáp ứng miễn dịch không đặc hiệu ở tôm. Tế bào máu thực hiện chức năng bao vây, đóng 

gói tác nhân gây bệnh và thực hiện quá trình thực bào. Ngoài ra, tế bào máu tôm còn chứa và giải 

phóng các enzyme như PO, LYS làm tăng cường đáp ứng miễn dịch dịch thể ở tôm. Nhiều nghiên 

cứu cũng đã cho thấy việc tăng số lượng tế bào máu là chỉ tiêu quan trọng trong việc tăng đáp 

ứng miễn dịch không đặc hiệu ở tôm và giúp tôm có khả năng kháng lại sự nhiễm khuẩn                             

[8, 25, 26]. 

Hoạt tính PO: Hoạt tính PO ở nghiệm thức đối chứng không sử dụng khẩu phần bổ sung 

protein LvCTL3 tái tổ hợp chỉ đạt 1,6 U/mg protein thấp hơn các nghiệm thức bổ sung protein 

LvCTL3 tái tổ hợp trong khẩu phần thức ăn (p < 0,05) (Bảng 2). Hoạt tính PO cao nhất đạt 0,26 

U/mg protein ở nghiệm thức bổ sung 10 mg/kg (nghiệm thức CTL3) nhưng không có sự khác biệt 

với nghiệm thức bổ sung 4 mg/kg thức ăn (nghiệm thức CTL2) (p > 0,05). Phenoloxidase là một 

enzyme quan trọng trong hệ thống miễn dịch thể dịch của giáp xác nói chung và ở tôm thẻ chân 

trắng nói riêng. Khi giáp xác bị tấn công bởi mầm bệnh, enzyme PO sẽ được kích hoạt nhằm bất 

hoạt và ngăn chặn sự xâm nhập của tác nhân gây bệnh. Hoạt tính của PO sẽ tăng lên khi có sự 

tăng lên của THC [27]. Sự gia tăng của PO sẽ giúp tôm kháng lại sự cảm nhiễm vi khuẩn và giảm 

tỷ lệ chết của tôm [8, 20, 28]. Điều này cho thấy, việc bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp có vai trò 

quan trọng trong việc kích hoạt hệ thống miễn dịch và tăng cường khả năng đáp ứng miễn dịch 

tự nhiên của tôm khi có sự xâm nhập của tác nhân gây bệnh. Đặc biệt là có khả năng hoạt hóa hệ 

thống enzyme PO để tạo ra các chất có khả năng chống lại vi khuẩn xâm nhập. 

Hoạt tính SOD: Theo báo cáo của Fridovich [29], hoạt tính SOD là một trong những thành 

phần chính trong cơ chế đáp ứng miễn dịch bẩm sinh của giáp xác nhằm chống lại các tác nhân 

gây bệnh xâm nhập. Kết quả nghiên cứu sau 30 ngày thí nghiệm hoạt tính SOD ở các nghiệm 

thức có bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp đều cao hơn so với nghiệm thức sử dụng khẩu phần 

thức ăn cơ bản (p < 0,05). Trong đó, SOD ở tôm từ nghiệm thức CTL2 đạt 1,52 U/mg protein là 

tương đương với nghiệm thức CTL3 đạt 1,49 U/mg protein (p > 0,05) nhưng cao hơn đáng kể 

so với nghiệm thức CTL1 chỉ đạt 1,43 U/mg protein (Bảng 2). Việc gia tăng hoạt tính SOD ở tôm 

thẻ chân trắng giúp tôm kháng tốt hơn với sự cảm nhiễm vi khuẩn V. parahaemolyticus [20].   

Hoạt tính lysozyme (LYS): Hoạt tính enzyme LYS của tôm tăng cao ở các nghiệm thức có bổ 

sung protein LvCTL3 tái tổ hợp trong khẩu phần đạt 0,88 (U/mg protein) ở nghiệm thức bổ sung 2 

mg/kg thức ăn (nghiệm thức CTL1) và 4 mg/kg thức ăn (nghiệm thức CTL2) và đạt                                                     

0,90 (U/mg protein) ở nghiệm thức bổ sung 10 mg/kg thức ăn (nghiệm thức CTL3), cao hơn đáng kể 

so với nghiệm thức chỉ sử dụng thức ăn cơ bản đạt 0,56 U/mg protein (p < 0,05). Tuy nhiên, trong 

nghiên cứu này hoạt tính LYS không có sự khác biệt giữa các nghiệm thức có bổ sung protein LvCTL3 
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tái tổ hợp (p > 0,05) (Bảng 2). Việc gia tăng hoạt tính LYS ở tôm thẻ chân trắng giúp tôm kháng 

tốt hơn với sự cảm nhiễm vi khuẩn V. parahaemolyticus [8, 20, 28, 30]. 

Hoạt động thực bào: Hoạt động thực bào (PA) ở các nghiệm thức đối chứng, CTL1, CTL2 và 

CTL3 lần lượt đạt 90,33; 95,50; 97,00 và 97,25%. Tương tự như hoạt tính LYS, hoạt động PA ở các 

nghiệm thức có bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp trong khẩu phần đều cao hơn đáng kể so với 

nghiệm thức đối chứng (p < 0,05). Tuy nhiên, không có sự khác biệt về hoạt động PA đối với các 

nghiệm thức có bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp trong khẩu phần (p > 0,05) (Bảng 2). 

Do không có khả năng tạo ra kháng thể đáp ứng với kháng nguyên, tôm phụ thuộc vào hệ 

thống miễn dịch không đặc hiệu hay miễn dịch bẩm sinh đê ̉ bảo vệ trước những mầm bệnh 

truyêǹ nhiễm khác nhau. Hệ thống miễn dịch bẩm sinh ở tôm có cả hai loại miễn dịch tê ́bào và 

miễn dịch thê ̉dịch. Trong đó, miễn dịch tê ́bào là các hoạt động: thực bào, thê ̉bao bao bọc mầm 

bệnh, thê ̉hạch tạo khối u bao vây vật thê ̉ lạ xâm nhập và sau đó phá hủy thông qua hệ thống 

hoạt hóa prophenoloxidase được thực hiện bởi tê ́bào máu. Đáp ứng miễn dịch dịch thê ̉bao gồm 

các có chế tác động bao gồm đông máu, sản xuất peptide kháng khuẩn [31]. Việc bổ sung protein 

LvCTL3 cho thấy các chỉ tiêu miễn dịch tế bào và miễn dịch dịch thể đều tăng dẫn đến tăng khả 

năng thực bào ở tôm ở các nghiệm thức thí nghiệm so với nghiệm thức đối chứng.  

3.2 Ảnh hưởng của protein LvCTL3 trong khả năng phòng trị bệnh AHPND trên tôm thẻ 

chân trắng trong điều kiện invivo 

Tỷ lệ chết tích lũy 

Khi bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp trong thức ăn đã giúp giảm tỷ lệ chết của tôm thẻ 

chân trắng khi cảm nhiễm với vi khuẩn V. parahaemolyticus TTHVP202101001. Sau khi gây bệnh 

thực nghiệm, tôm ở nghiệm thức sử dụng khẩu phần cơ bản (không bổ sung protein LvCTL3 tái 

tổ hợp) có tỷ lệ chết tích lũy cao nhất (63,33%), cao hơn so với tất cả các nghiệm thức có bổ sung 

protein LvCTL3 tái tổ hợp trong khẩu phần (p < 0,05). Tỷ lệ chết tích lũy của tôm có giảm dần 

tương ứng với sự gia tăng nồng độ protein LvCTL3 tái tổ hợp bổ sung trong thức ăn ở các nghiệm 

thức thí nghiệm (Hình 1). Tỷ lệ chết tích lũy thấp nhất ở nghiệm thức CTL3 chỉ 20% thấp hơn 

đáng kể so với nghiệm thức CTL2 (đạt 30%) và nghiệm thức CTL1 (36,67%) (p < 0,05). Tỷ lệ chết 

tích lũy của tôm thí nghiệm được ghi nhận đầu tiên vào ngày thứ 2 đối với nghiệm thức đối 

chứng (không bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp) là 6,67% và tăng lên 16,67% vào ngày thứ 3; và 

cao nhất là 63,33% vào ngày thứ 7 sau cảm nhiễm. Đối với nghiệm thức có bổ sung protein 

LvCTL3 tái tổ hợp ở nồng độ 2 mg/kg (nghiệm thức CTL1) tôm bắt đầu chết vào ngày thứ 3 

(3,33%), chậm hơn 1 ngày so với thức đối chứng, sau đó tăng dần và cao nhất đạt 36,67% từ ngày 

thứ 7. Trong khi đó, 2 nghiệm thức có bổ sung nồng độ protein LvCTL3 tái tổ hợp cao hơn                            

(4 hoặc 10 mg/kg) tôm chết được ghi nhận muộn hơn sau 2 ngày so với nghiệm thức CTL1 và sau 

3 ngày so với nghiệm thức đối chứng, và tỷ lệ chết cao nhất được ghi nhận vào ngày thứ 7 đối 

với nghiệm thức CTL2 (30%) và đối với nghiệm thức CTL3 vào ngày thứ 8 (20%). Kết quả này 

cho thấy, việc bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp làm tăng đáp ứng miễn dịch của tôm thẻ chân  
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Hình 1. Tỷ lệ chết tích lũy của tôm thí nghiệm 

trắng, làm chậm quá trình bệnh lý sau khi vi khuẩn xâm nhập vào cơ thể. Đồng thời việc bổ sung 

nồng độ protein LvCTL3 tái tổ hợp khác nhau cũng có sự tác động đến tăng cường sức đề kháng 

trong việc đáp ứng miễn dịch của tôm thẻ chân trắng trong cảm nhiễm vi khuẩn gây bệnh. Ở các 

nồng độ bổ sung cao hơn (4 hoặc 10 mg/kg thức ăn) các chỉ tiêu miễn dịch như THC, PO, SOD, 

LYS và khả năng thực bào (PA) đều tăng cao hơn các nghiệm thức còn lại (p < 0,05), tôm có khả 

năng kháng vi khuẩn cao hơn dẫn đến dấu hiệu bệnh lý xuất hiện muộn hơn và tỷ lệ chết cũng 

thấp hơn. Việc bổ sung thức ăn có nồng độ protein LvCTL3 tái tổ hợp bước đầu cho thấy protein 

LvCTL3 tái tổ hợp có vai trò trong việc giúp tôm thẻ chân trắng tăng cường khả năng đáp ứng 

miễn dịch và giảm tỷ lệ chết khi cảm nhiễm V. parahaemolyticus gây bệnh AHPND. 

Diễn biến bệnh lý 

Trước đó, các dấu hiện ghi nhận ban đầu cho thấy, tôm thẻ chân trắng sau hai ngày cảm 

nhiễm (đối với nghiệm thức đối chứng) và sau ba ngày đối với các nghiệm thức có bổ sung protein 

LvCTL3 trong khẩu phần, với các có dấu hiệu điển hình: bơi lờ đờ, hoạt động chậm. Dấu hiện 

bệnh lý thể hiện rõ nhất vào ngày thứ bảy, tôm bị bệnh có dấu hiệu bệnh lý đặc trưng của bệnh 

AHPND tương tự như mô tả của Lightner và cs. [32]: bị mềm vỏ, khối gan tuỵ teo và có màu 

vàng nhạt và ruột có thức ăn đứt quãng (Hình 2A). Trong khi đó, cùng thời điểm những tôm 

khỏe mạnh có khối gan tụy đều hai bên, màu nâu đậm và thức ăn trong ruột không đứt quãng 

(Hình 2B). Tôm thẻ chân trắng ở các nghiệm thức cảm nhiễm được tái phân lập trên môi trường 

TCBS từ mẫu gan tuỵ được định danh bằng test kit API 20E được xác định là chủng vi khuẩn V. 

parahaemolyticus với các dấu hiệu đặc trưng. Thông qua kết quả định danh có thể xác định tôm  
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Hình 2. Tôm nhiễm bệnh (A) và tôm không nhiễm bệnh (B) 

Chú thích: A: tôm vàng gan, ruột có thức ăn đứt quãng (mũi tên cam); B: gan tụy nâu đen, đều và ruột 

đầy thức ăn (mũi tên đỏ). 

thí nghiệm chết với các dấu hiệu điển hình của bệnh lý AHPND là do nhiễm vi khuẩn V. 

parahaemolyticus [10]. 

4        Kết luận 

Tôm thẻ chân trắng ăn thức ăn có bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp trong khẩu phần với 

mức 2; 4 hoặc 10 mg/kg có ảnh hưởng rõ đến các chỉ số tăng trưởng (WG, DWG và SGR), hệ số 

chuyển đổi thức ăn và tăng cường khả năng đáp miễn dịch của tôm thẻ chân trắng. Vì vậy, nên 

bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp vào khẩu phần ăn của tôm ở mức 4 mg/kg để nâng cao tốc độ 

sinh trưởng, sức khỏe của tôm nuôi và tăng hiệu quả kinh tế.  

Kết quả bước đầu cho thấy việc bổ sung protein LvCTL3 tái tổ hợp vào khẩu phần giúp 

tôm thẻ chân trắng có khả năng kháng lại vi khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh AHPND với tỷ 

lệ chết tích lũy thấp hơn so với nhóm chỉ sử dụng khẩu phần cơ bản (63,66%).  
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