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Linh vwe k§ thuat dwece dé cip

Sang ché dé cap dén cac ARN soi kép, va cu thé hon, sang ché d& cip dén cac
ARN soi kép dé cai thién hé mién dich ¢ tom.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Ngay nay, nganh nuoi tom dang bung n6 & Pai Loan. Tom nu6i khdng chi c6 thé
dugc st dung lam ngudn thyc pham, ma con dugc xudt khau ra nudce ngoai vi 1gi ich

kinh té. Dé giam chi phi, tdm nudi thuong dugce nudi véi mat do cao.

Viéce nudi véi mét o cao co thé dan dén sy giam chét luong clia mdi trudng nudi,
va do d6, tom nudi c6 ty 18 chét cao hon do sy 1ay nhiém chéo. Mic di viée bd sung cac
khéng sinh c6 thé lam giam ty 1& chét, sy lam dyng khang sinh 1a nguyén nhan giy ra
phan ting di mg, cling nhu 12 nguyén nhan giy khang thude.

Can nhéc dén van dé nay, can ¢6 cac ARN soi kép dé cai thién hé mién dich & tom.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Do do, muc dich cta sang ché 13 dé xuét cac ARN so1 kép dé cai thién hé mién
dich ¢ tom, 1a ARN soi kép dac hiéu d6i voi tyrosin hydroxylaza.

Mot phuong an ctia sang ché dé xuét cac ARN soi kép dé cai thién hé mién dich &
tom c6 trinh tu ADN duoc thé hién nhu néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2.

Phuong 4n khéc cia sang ché d& xuét cac ARN soi kép dé cai thién hé mién dich
& tom c6 trinh tw ADN dugc thé hién nhu néu trong SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 4.

Phuong 4n khac nita ctia sang ché dé xudt ARN soi kép dé cai thién hé mién dich
& tom co trinh ty ADN duge thé hién nhu néu trong SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6.
M ta viin tit cic hinh vé

Sang ché s& dugc hidu ro hon tir phin mé ta chi tiét duge dua ra sau day va céc
hinh v& kém theo dugc dua ra chi nhdm muc dich minh hoa, va do d6 khong gi6i han

sang ch¢, trong do:

Fig.la thé hién hoat tinh tyrosin hydroxylaza cua tom thé chan trang thudc céc

nhom A1-A4 trong thir nghiém (A);
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Fig.1b thé hién dopamin trong tom thé chan tring thudc cdc nhém Al-Ad trong
thtr nghiém (A);

Fig.1c thé hién mirc norepinephrin ctia tém thé chan tring thudc cdc nhém Al-A4

trong thir nghiém (A);

Fig.2a thé hién luong haemocyt téng cong ciia tdm thé chan trang thudc cac nhém

B1-B4 trong thir nghiém (B);

Fig.2b thé hién hoat tinh phenoloxidaza cua tdm thé chan tring thudc cdc nhém

B1-B4 trong thtr nghiém (B);

Fig.3a thé hién hoat tinh thuc bao cua tdom thé chan tréng thudc cac nhom C1-C4

trong thtr nghiém (C);

Fig.3b thé hién hiéu qua lam sach ctia tom thé chan tréng thude cac nhém C1-C4

trong thtr nghiém (C); va

Fig.4 thé hién ty 1& chét cia tom thé chan trang thudc cac nhém DO-D4 trong thir
nghiém (D).

Trong céc hinh v& khac nhau, cac s chi ddn gidng nhau dugc dung dé tham chiéu
dén ciing mdt chi tiét hodc céc chi tiét tuong tu nhau. Hon nita, khi thuét ngit “tht nhat”,
“thtr hai”, “th ba” va céc thuat ngit trong tu duge st dung & day, can hiéu ring cic
thuat ngt nay chi nhdm muc dich minh hoa két cAu dugc thé hién trén céc hinh v& vdén
s& xut hién trude mat nguoi xem, va duge sit dung chi dé thuan loi cho viéc mo ta sang

r
n

ché.
MG ta chi tiét sang ché

Tom theo sang ché 14 tdm nudi bao gdm nhung khong gidi han ¢ tom thé chan
trang Théi Binh Duong (Litopenaeus vannamei), tém st (Penaeus monodon), tdm he
Nhat Ban (Marsupenaeus japonicus), tdm thé chan tring Trung Quéc (Fenneropenaeu
schinensis), tdom he An Do (Fenneropenaeus indicus), tdom rao (Metapenaeus ensis
barbata), tom thé dudi d6 (Penaeus penicillatus) va tom cang xanh (Macrobrachium

rosenbergii).

ARN s0i kép dic hiéu dbi v6i tyrosin hydroxylaza (dwoc viét tit 1a TH dsARN),
theo sang ché 14 ARN s01kép ¢6 cdc trinh tyr axit nucleic twong Gng véi céc trinh tu cia

tyrosin hydroxylaza, sao cho bang cich dwa TH dsARN vio co thé tom, TH dsARN ¢6
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thé phong bé hoat tinh tyrosin hydroxylaza, nhu dugc danh gia béi ngudi c6 hidu biét
trung binh trong cting linh vyc. Vi dy, TH dsARN c6 thé c6 nhung khong gidi han & cac
trinh ty ADN dugc thé hién nhu néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2, c4c trinh
tu ADN duoc thé hién nhu néu trong SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 4, hoic céc trinh
tu ADN duoc thé hién nhu néu trong SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6.

TH dsARN c¢6 thé dugce sir dung dé phong bé hoat tinh tyrosin hydroxylaza; va do
d6, TH dsARN ¢4 thé duge dua vao co thé tom & lidu hidu qua dé cai thién hé mién dich
& tom.

Vi dy, TH dsARN c¢6 thé dugc dua vao co thé tom bing cach tiém, tbt nhAt 1 bang
cach tiém vao xoang bung ctia phan dau ngue. Xoang bung gan tim 14 18 m& huyét dich
& tdm, sao cho TH dsARN c¢6 thé di vao mé theo huyét dich. Theo phuong 4n nay, tom
c6 trong luong 11,63+2,1 gam dugc st dung, va lidu lugng hidu qua 1a 1-6 pg/g, tot hon

laspg/g.

De dénh gia TH dsARN thé hién hiéu qua trong cai thién hé min dich ¢ tom, ciing
nhu [am gidm ty 18 chét gay ra béi su thn cong ciia cic mam bénh, cac thir nghiém sau

day duogc thuc hién.
Thir nghiém A

Tom thé chin tréng, Litopenaeus vannamei, thu tir nong trai thwong mai &
Pingtung, Taiwan. Tom thé chén tring dugc lam thich nghi trong méi truong phong thi
nghiém (nudc ngot; d6 min 20 phan nghin (parts per thousand: ppt); nhiét d6 27+1°C;
do pH 8,2-8,7) trong thoi gian 2 tudn trude khi thir nghiém.

Tham chiéu trong bang 1, TH dsARN (céc mé nhén biét SEQ ID NO: 1 va SEQ
ID NO: 2) dugc dua vao tom thé chén tring thudc nhém A2 bang céch tiém, va cac
dsARN dbi chimg thir thach khong diic hiéu déi véi tyrosin hydroxylaza duoc dua vao
tom thé chén tring thudc cdc nhom A3 va A4 bang cach tiém. Liéu cua mdi dsARN 14
5 pg/g. Tom thé chan tring thudc nhém Al khong ding dsARN dugc st dung lam dbi
chimg. Hoat tinh tyrosin hydroxylaza dugc do 3 ngay sau do.

Béang 1
Nhom ARN so0i kép
Al DEPC-H,0
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A2 dsARN dic hiéu véi tyrosin hydroxylaza
(trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2)

A3 dsARN déc hi¢u véi glyxeraldehyt 3-phosphat dehydrogenaza
(trinh tu néu trong SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8)

A4 dsARN ddc hi¢u véi gen khong dac hiéu & ky sinh tring
(trinh ty néu trong SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 10)

Tham chiéu trén Fig.1a, hoat tinh tyrosin hydroxylaza trong tdm thé chan tring
thudc nhém A2 thip hon dang ké so v&i tom thé chan tring thudc cdc nhom A1 va A3-
A4

Hon ntra, tyrosin hydroxylaza dugc biét dén 1a enzym quan trong dé tao ra dopamin
va epinephrin, va su biéu hién qua murc cta c4 hai dopamin va epinephrin c6 thé lam

suy giam h¢ mién dich cia tom thé chan trang.

Do d6, dé chirng minh TH dsARN c¢6 cai thién hé mién dich béng cach trc ché ca
hai dopamin va epinephrin, mic dopamin va muc epinephrin ctia tdm thé chan tring
thudc cac nhém A1-A4 duge do lai. Nhu duge thé hién trén Fig.1b va Fig.1c, khong c6
su kha biét dang ké trong cac mirc dopamin va epinephrin quan sat dugc giita tém thé

chan tring thudc cdc nhém A1-Ad4.
Thir nghiém (B)

dsARN duogc thé hién trong bang 2 duogc dua vao tom thé chan tréng thudc cac
nhém B2-B4 (liéu luong: 5 pg/g). Sau 3 ngay, huyét dich duoc rat tir Xoang bung cua
mbi ca thé tom. Céc thong s6 mién dich, ching han nhu téng s6 huyét bao (total
haemocyte count: THC) va hoat tinh phenoloxidaza (PO) trong cic huyét bao cta tdm

thé chan tréng thudc cdec nhom B1-B4 duoc do lai.

Béang 2
Nhom ARN s¢i kép
B1 DEPC-H>O
B2 dsARN déc hiéu véi tyrosin hydroxylaza
(trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2)
B3 dsARN ddc hiéu véi glyxeraldehyt 3-phosphat dehydrogenaza
(trinh ty néu trong SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8)
B4 dsARN déc hi¢u véi gen khong dic hiéu & ky sinh trung

(céc trinh ty néu trong SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 10)
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Tham chiéu trén Fig.2a va Fig.2b, cac thong sé mién dich cta tom thé chan tring
thudc nhém B2 cao hon so v6i tdm thé chan tring thudc cic nhém Bl va B3-B4, cho

thdy rang viéc st dung TH dsARN lam cai thién hé mién dich ctia tdm thé chan tréng.
Thir nghiém (C)

dsRNA duoc thé hién trong bang 3 dugc dung cho tdm thé chan tréng thudc cac
nhém C2-C4 (lidu lugng: 5 pg/g). Sau 3 ngay, huyén phi vi khudn V. alginolyticus duoc
sit dung dé thir thach tom thé chén tring thudc cdc nhém C1-C4 (lidu luong: 2*10°
CFU/c4 thé tdm) trong thoi gian 1,5 gio. Huyét dich duoc rat tir xoang bung ctia mdi ca
thé tdm. Ddi v6i tinh min cam caa tém thé chan trang dugc nhan TH dsARN chdng lai
su nhiém tring V. alginolyticus, hoat tinh thue bao va hiéu qua 1am sach cia t6m thé

chan tréng thudc cac nhom C1-C4 dugce do lai.

Béang 3
Nhom ARN soi kép
Cl DEPC-H,O
o dsARN déc hiéu véi tyrosin hydroxylaza
(trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2)
C3 dsARN dac hiéu véi glyxeraldehyt 3-phosphat dehydrogenaza
(trinh ty néu trong SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8)
c4 dsARN déc hiu véi gen khong dic hiéu & ky sinh tring

(trinh tu néu trong SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 10)

Tham chiéu trén Fig.3a va Fig.3b, hoat tinh thyc bao va hiéu qua lam sach trong
tom thé chan tring thudc nhém C2 cao hon dang ké so vé6i tom thé chan trang thudc cac
nhém C1 va C3-C4, cho thdy viéc ding TH dsARN 1a hitu ich lam suy yéu V.
alginolyticus trong huyét dich.

Thtr nghiém (D) — Thir nghiém thir thach V. alginolyticus

Pé xac dinh d6 man cam ctda tom thé chan tréng nhan TH dsARN chéng lai su
nhiém V. alhinolyticus, cdc dsARN duogc thé hién trong bang 4 duoc dua vao co thé tom
thé chén tring thudc cdc nhém D2-D4 (liéu lwong: 5 ng/g). Sau 3 ngay, huyén phu vi
khuén V. alginolyticus dugc st dung @ thir thach tdm thé chan trang thudc cac nhém
D1-D4 (liéu lugng: 2#10° CFU/c4 thé tom). Ty 1& chét duoc ghi lai & céc thei diém 0,
6, 12,24, 48, 72, 96, 120, 144 va 168 gid.

Béang 4
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Nhém | V. alginolyticus ARN soi kép
DO - DEPC-H-0O
D1 + DEPC-HO
D2 N dsARN dic hi¢u véi tyrosin hydroxylaza

(trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2)
dsARN dic hiéu véi glyxeraldehyt 3-phosphat
D3 + dehydrogenaza (trinh ty néu trong SEQ ID NO: 7 va SEQ
ID NO: 8)
dsARN dac higu v6i gen khong dic hiéu & ky sinh tring
(trinh ty néu trong SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 10)

D4 +

Tham chiéu trén Fig.4, vao thoi diém 168 gior sau khi thir thach bing vi khuén, ty
1& chét tich lily cua tom thé chan trang thudc nhém DO 1a 0, va ty 18 chét tich liy cua
tom thé chan trang thudc cac nhém D1, D3-D4 13 khoang 70-80%. Tuy nhién, ty 18 chét
tich lity ctia tom thé chan tring thudc nhém D2 giam xudng (khoang 50%), cho thiy
viée st dung TH dsARN lam gidm hiéu qua nguy co chét do nhiém trung V. alginolyticus

trong tom thé chan tring.

Theo d6, bang cach ding ARN soi kép ddc hiéu v6i tyrosin hydroxylaza (TH
dsARN) vao co thé tom, céac thong sé mién dich ching han nhu tdng sb huyét bao va
hoat tinh phenoloxidaza dugc cai thién, hoat tinh thuc bao va hi€u qua lam sach dugc
tang 1én va ty 1¢ chét gay ra béi su tan cong clia mam bénh duoc gidm xudng. Véi hidu

qua do, ngudi nong dan c6 thé giam st dung thudc khang sinh.

Maic du sdng ché da duge mo ta chi tiét dua trén céc phuong 4n wu tién, can hiéu
rang nguoi c6 hi€u biet trung binh trong cuing linh vue ¢6 thé thuc hién cac sira ddi khac
nhau ma khong tach roi khéi nguyén ly va pham vi clia sang ché nhu duoc thiét 1ap trong

cac dieém yéu cau bao hod kém theo.
Chi dan tham chiéu:
Pon sang ché nay hudng quyén wu tién d6i véi cdc don xin cip Patent Dai Loan

50 105135598, dugc ndp vao ngay 02 théng 11 nim 2016, duoc két hop bang cach tham

chiéu toan bo.
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YEU CAUBAO HO

1. ARN soi kép dé cai thién hé mién dinh & tom, khac biét & chd ARN soi kép 1a ARN
soi kép dic higu ddi v6i tyrosin hydroxylaza.

2. ARN s0i kép dé céi thién hé mi&n dinh & tom theo diém 1, trong d6 ARN soi kép c6
trinh twr ADN duoc thé hién nhu néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2.

3. ARN soi kép dé cai thién hé mién dinh & tdm theo diém 1, trong d6 ARN soi kép cé
trinh tw ADN duoc thé hién nhu néu trong SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 4.

4. ARN s0i kép d¢ cai thién hé mi2n dinh ¢ tom theo diém 1, trong 6 ARN soi kép c6
trinh tw ADN duoc thé hién nhu néu trong SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6.
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