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ĐẶC ĐIỂM MIỀN CHỨC NĂNG VÀ BIẾN THIÊN TRÌNH TỰ  PROTEIN NANB 
CỦA PASTEURELLA MULTOCIDA TYPE D PHÂN LẬP TỪ TRÂU TẠI TỈNH ĐẮK 

LẮK VÀ SO SÁNH VỚI CÁC CHỦNG TYPE B
Nguyễn Văn Thái1, Trình Thị Thu Hằng2, Nguyễn Ngọc Đỉnh1, 

Nguyễn Văn Trọng1, Vũ Khắc Hùng2

Ngày nhận bài: 05/02/2026; Ngày phản biện thông qua: 20/05/2026; Ngày duyệt đăng: 01/06/2026

TÓM TẮT
Trong bối cảnh dữ liệu phân tử về Pasteurella multocida type D phân lập từ trâu tại Đắk Lắk còn 

hạn chế, nghiên cứu này phân tích protein neuraminidase NanB của một chủng type D, ký hiệu EH32, 
và so sánh với hai chủng type B gồm PM248 và chủng Iran dùng sản xuất vaccine. Trình tự NanB được 
rút trích từ dữ liệu giải trình tự toàn hệ gen; dự đoán peptide tín hiệu bằng SignalP–5.0, kiến trúc miền 
được chú giải bằng InterProScan và biến thiên acid amin được đánh giá bằng căn chỉnh đa trình tự. Kết 
quả cho thấy NanB của cả ba chủng đều mang peptide tín hiệu Sec/SPI với vị trí cắt bảo tồn tại 25/26 
(TFG|QI) và có khung kiến trúc miền sialidase ở nửa đầu chuỗi cùng miền β–barrel autotransporter ở 
C–terminal. Trong phạm vi so sánh với allele NanB của hai chủng type B PM248/Iran, NanB của EH32 
có mức độ đồng nhất tổng thể 87,2% tại các vị trí so sánh trực tiếp, trong đó biến thiên tập trung chủ 
yếu ở vùng passenger/sialidase (PID 76,2%) kèm các indel ngắn, trong khi vùng autotransporter bảo tồn 
cao (PID 97,7%). Trong phạm vi dữ liệu của nghiên cứu này, các biến thiên ghi nhận ở NanB của chủng 
EH32 tập trung chủ yếu tại vùng passenger/sialidase, gợi ý đây là vùng cần ưu tiên đánh giá thêm về 
chức năng sialidase, tính kháng nguyên và thích nghi niêm mạc bằng mô hình hóa cấu trúc 3D hoặc thí 
nghiệm chức năng.

Từ khóa: autotransporter, Đắk Lắk, NanB, Pasteurella multocida, trâu, sialidase.
1. MỞ ĐẦU

Bệnh tụ huyết trùng do Pasteurella multocida 
(P. multocida) gây ra là bệnh truyền nhiễm cấp 
tính quan trọng trên trâu bò, có thể gây chết nhanh 
và thiệt hại kinh tế đáng kể, đặc biệt ở các vùng 
nhiệt đới và cận nhiệt đới (Lestari et al., 2025). Tại 
Tây Nguyên, trong đó có Đắk Lắk, điều kiện chăn 
nuôi nông hộ và sự tiếp xúc giữa nhiều loài vật 
nuôi có thể làm tăng nguy cơ lưu hành các bệnh 
truyền nhiễm trên đàn gia súc. Đối với bệnh tụ 
huyết trùng, các yếu tố như điều kiện môi trường, 
mùa vụ và quản lý đàn được ghi nhận là có liên 
quan đến nguy cơ phát sinh và lan truyền bệnh ở 
trâu bò tại các vùng nhiệt đới (De Alwis, 1999; 
Lestari et al., 2025; WOAH, 2021). Vaccine vẫn là 
biện pháp phòng bệnh chủ lực; tuy nhiên, hiệu quả 
bảo hộ thay đổi tùy điều kiện sử dụng, loại vac-
cine, đáp ứng miễn dịch của vật chủ và đặc điểm 
của các chủng P. multocida đang lưu hành tại địa 
phương (Tesfaye et al., 2025).

P. multocida là vi khuẩn Gram âm có phổ vật 
chủ rộng, đa dạng về capsular type và mang nhiều 
yếu tố độc lực tham gia bám dính, xâm nhập, né 
tránh miễn dịch và thu nhận dinh dưỡng trong cơ 
thể vật chủ (Ewers et al., 2006). Ở trâu bò, ngoài 
các chủng thuộc type B và type A thường gắn với 

bệnh cảnh điển hình, các chủng type D cũng đã 
được ghi nhận trong trường hợp viêm đường hô 
hấp và nhiễm khuẩn huyết, cho thấy sự đa dạng 
của tác nhân và khả năng tồn tại những biến thể 
thích nghi khác nhau (Gharibi et al., 2016; Sarangi 
et al., 2014; Shayegh et al., 2010). Do đó, việc 
khảo sát các yếu tố phân tử của chủng type D phân 
lập từ trâu có ý nghĩa trong mô tả đặc điểm ban đầu 
của chủng lưu hành.

Ở Việt Nam, bệnh tụ huyết trùng trên trâu bò 
chủ yếu được ghi nhận liên quan đến P. multocida 
type B, trong khi dữ liệu về sự hiện diện và đặc 
điểm phân tử của các chủng type D trên trâu còn 
hạn chế. 

Trong các yếu tố độc lực của vi khuẩn, nhóm 
enzyme tiết/ngoại bào như neuraminidase (siali-
dase) được quan tâm vì liên quan đến thích nghi 
và tương tác với bề mặt niêm mạc. NanB là neur-
aminidase của P. multocida, có khả năng thủy phân 
cơ chất chứa acid sialic từ glycoprotein của vật 
chủ, qua đó có thể hỗ trợ vi khuẩn thích nghi trên 
bề mặt niêm mạc (Mizan et al., 2000; Nugroho et 
al., 2022). Do NanB liên quan trực tiếp đến tương 
tác vi khuẩn–vật chủ và có vùng passenger dễ biến 
thiên, protein này được lựa chọn làm đối tượng 
phân tích chuyên sâu để làm rõ khác biệt phân tử 

1Khoa Nông nghiệp, Trường Đại học Tây Nguyên;
2Bộ môn Công nghệ Sinh học, Phân viện Thú y miền Trung;
Tác giả liên hệ: Nguyễn Văn Thái; Email: Nguyenvanthai@ttn.edu.vn.
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giữa chủng EH32 type D và các chủng type B.
Từ những cơ sở trên, nghiên cứu này phân tích 

đặc điểm peptide tín hiệu, kiến trúc miền chức 
năng và biến thiên trình tự protein NanB của một 
chủng P. multocida EH32 (type D) phân lập từ trâu 
tại Đắk Lắk, đồng thời so sánh với hai chủng type 
B gồm PM248 và chủng Iran dùng trong sản xuất 
vaccine. 
2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN 
CỨU
2.1. Vật liệu

Dữ liệu đầu vào của nghiên cứu gồm dữ liệu 
WGS paired–end 150 bp của ba chủng P. multo-
cida: EH32 type D, PM248 type B phân lập từ trâu 
tại Đắk Lắk và DNA chủng Iran type B dùng trong 
sản xuất vaccine. Từ dữ liệu WGS, bộ gen được 
lắp ráp, chú giải vùng mã hóa protein (coding se-
quence, CDS) và rút trích trình tự protein NanB để 
phục vụ dự đoán peptide tín hiệu, chú giải miền 
chức năng và so sánh biến thiên acid amin. 

Chủng EH32 type D trong nghiên cứu này là 
một chủng phân lập từ trâu tại Đắk Lắk và được 
mô tả trong nghiên cứu trước (Nguyen et al., 2025)
leading to rapid deaths and significant economic 
losses. In Vietnam, recurrent HS outbreaks have 
been reported, yet most studies have solely fo-
cused on bacterial isolation or species-level identi-
fication. Comprehensive molecular data, including 
capsular typing, lipopolysaccharide (LPS. 
2.2. Phương pháp
2.2.1. Lắp ráp và chú giải hệ gen từ dữ liệu WGS 

Gen/protein độc lực được xác định dựa trên 
dữ liệu giải trình tự toàn hệ gen (Whole Genome 
Sequencing–WGS) đoạn ngắn paired–end 150 bp 
(150PE) của ba chủng EH32, PM248 và chủng 
Iran. Dữ liệu thô được lắp ráp bằng Unicycler 
v0.4.8 (Wick et al., 2017) để tạo các contig đại 
diện cho bộ gen từng chủng; sau đó bộ gen lắp ráp 
được chú giải tự động bằng Prokka v1.14.6 nhằm 
dự đoán và gán nhãn các vùng mã hóa (coding 
sequence, CDS), rRNA, tRNA và các đặc trưng 
di truyền khác (Seemann, 2014). Các tệp đầu ra 
(GFF, GBK, FFN) được dùng làm nguồn dữ liệu 
chuẩn cho các bước truy xuất gen và phân tích tiếp 
theo.
2.2.2. Xác định và rút trích gen/protein mục tiêu từ 
bộ gen lắp ráp

Phần mềm Geneious Prime v2023.1.2 
(Biomatters Ltd., 2023; Kearse et al., 2012) được 
dùng để xác định vị trí bắt cặp của các cặp mồi trên 
trình tự bộ gen lắp ráp của từng chủng. Một cặp 
mồi được xem là bắt cặp hợp lệ khi mồi xuôi và 

mồi ngược bắt cặp đúng hướng trên cùng một con-
tig, khoảng cách giữa hai vị trí mồi tạo ra sản phẩm 
PCR tiềm năng có kích thước phù hợp với thiết 
kế, và chất lượng bắt cặp đạt ngưỡng chấp nhận 
theo thiết lập của Geneious Prime. Từ vùng trình 
tự (amplicon) suy ra, các vùng CDS trong kết quả 
chú giải Prokka được đối chiếu theo tọa độ; CDS 
bao phủ hoàn toàn vùng amplicon được rút trích 
làm đại diện cho gen mục tiêu. Với mỗi gen, ghi 
nhận tên gen, locus_tag, tọa độ bắt đầu–kết thúc 
trên contig, chiều (strand), độ dài CDS/protein, và 
xuất ra trình tự nucleotide/protein tương ứng. Các 
trình tự CDS/protein rút trích được xuất ra định 
dạng FASTA để phục vụ các phân tích so sánh và 
chú giải.
2.2.3. Dự đoán peptide tín hiệu và xác định vùng 
protein trưởng thành

Trình tự acid amin của các protein được chuẩn 
hóa định dạng FASTA và được dự đoán peptide 
tín hiệu bằng công cụ trực tuyến SignalP–5.0 
(Almagro Armenteros et al., 2019; DUT Health 
Tech, n.d.). Một trình tự được xem là có peptide tín 
hiệu khi SignalP–5.0 dự đoán loại peptide tín hiệu 
(ưu tiên Sec/SPI) có likelihood cao nhất và có vị trí 
cắt rõ ràng (Almagro Armenteros et al., 2019). Vị 
trí cắt dự đoán được dùng để phân tách peptide tín 
hiệu (trước vị trí cắt) và vùng protein trưởng thành 
(sau vị trí cắt); vùng protein trưởng thành được sử 
dụng cho các phân tích so sánh/bảo tồn nhằm giảm 
ảnh hưởng của đoạn tín hiệu xuất tiết.
2.2.4. Chú giải miền chức năng và xây dựng kiến 
trúc miền protein

Nhận diện miền chức năng, họ protein và 
các đặc trưng cấu trúc được thực hiện bằng 
InterProScan trên máy chủ web của InterPro/
EMBL–EBI (EMBL-EBI, n.d.; Jones et al., 2014), 
chạy ở chế độ mặc định cho protein. InterProScan 
đối sánh trình tự với các cơ sở dữ liệu thành viên 
(như Pfam, SMART, CDD, SUPERFAMILY, 
CATH–Gene3D, PANTHER…) để gán họ protein 
và xác định tọa độ miền/repeat. Các thông tin đầu 
ra được trích gồm: mã InterPro (IPR)/ mã cơ sở dữ 
liệu thành viên, tên miền/họ, và tọa độ bắt đầu–kết 
thúc của từng miền trên chuỗi (Blum et al., 2025; 
Jones et al., 2014). Kết quả được tải về ở định dạng 
TSV và sử dụng để (i) xây dựng sơ đồ kiến trúc 
miền (domain architecture), (ii) so sánh sự hiện 
diện/vắng mặt và sự dịch chuyển biên miền giữa 
các chủng, và (iii) diễn giải biến dị acid amin theo 
vùng chức năng/miền cấu trúc (Jones et al., 2014). 
Tọa độ miền được trích từ output GFF, và file 
XML được dùng để đối chiếu accession/entry khi 
cần (Jones et al., 2014). Dự đoán peptide tín hiệu 
được kiểm chứng chéo bằng Phobius (Almagro 
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Armenteros et al., 2019; Käll et al., 2004).
Trong trường hợp các trình tự trùng hoàn toàn 

giữa một số chủng, InterProScan có thể chỉ hiển 
thị/ghi nhận một trình tự đại diện; khi đó, các kết 
quả chú giải miền được hiểu là áp dụng cho các 
trình tự đồng nhất đó và được sử dụng cho phân 
tích so sánh tiếp theo (Käll et al., 2004).
2.2.5. Phân tích căn chỉnh đa trình tự và thống kê 
biến dị acid amin 
2.2.5.1. Căn chỉnh đa trình tự và kiểm tra chất 
lượng căn chỉnh

Đối với từng protein, các trình tự acid amin căn 
chỉnh đa trình tự (Multiple Sequence Alignment–
MSA) bằng thuật toán ClustalW (multiple align-
ment) tích hợp trong phần mềm BioEdit v7.7.1 
(Hall, 1999; Thompson et al., 1994). Kết quả căn 
chỉnh đa trình tự được kiểm tra trực quan để phát 
hiện các vùng kém tin cậy, các cụm chèn/xóa dài 
hoặc các bất thường do sai định dạng hoặc trình 
tự bị cụt.
2.2.5.2. Xác định nhóm trình tự trùng hoàn toàn 

Từ file MSA của từng protein, các trình tự được 
phân nhóm dựa trên mức tương đồng. Những trình 
tự có độ đồng nhất 100% (không khác nhau ở bất 
kỳ vị trí nào sau khi căn chỉnh đa trình tự) được 
xem là thuộc cùng một allele và được ghi nhận 
thành các cụm “trùng hoàn toàn”. Khi có nhiều 
chủng trùng allele, một trình tự đại diện được 
sử dụng cho mục đích trình bày; đồng thời danh 
sách các chủng trùng allele được lưu để phục vụ 
diễn giải so sánh giữa nhóm type B (chủng Iran/
PM248) với chủng phân lập EH32 (type D).
2.2.5.3. Tính tỷ lệ tương đồng và thống kê biến dị

Đối với protein mục tiêu, các chỉ số so sánh 
được tính theo cột căn chỉnh để đảm bảo có thể tái 
lập kết quả.

Quy ước cột so sánh trực tiếp: một cột căn 
chỉnh được xem là so sánh trực tiếp khi cả hai trình 
tự đều có acid amin (aa) tại cột đó (không có gap 
″–‶ ở bất kỳ trình tự nào). Gọi  là số cột so 
sánh trực tiếp.

Tính phần trăm tương đồng (pairwise percent 
identity, PID): PID được tính trên các cột so sánh 
trực tiếp nhằm phản ánh mức độ đồng nhất amino 
acid trên phần chuỗi được đối sánh trực tiếp. Gọi  
là số cột so sánh trực tiếp có acid amin giống nhau, 
khi đó:

Đếm substitutions: một substitution được ghi 
nhận tại cột so sánh trực tiếp khi acid amin của EH32 
khác acid amin của trình tự đối sánh (Iran/PM248). 
Tổng số substitution được ký hiệu , trong đó:

Đếm indel (insertions/deletions) theo cột căn 
chỉnh: indel được xác định dựa trên các cột có gap: 
Insertion (EH32): cột mà EH32 có acid amin trong 
khi Iran/PM248 là gap (–). Deletion (EH32): cột 
mà EH32 là gap (–) trong khi Iran/PM248 có acid 
amin.
2.2.5.4. Đối chiếu biến dị trình tự với kiến trúc 
miền protein

Các vị trí substitutions/indel quan sát được 
trong MSA của mỗi protein được đối chiếu với kiến 
trúc miền/dải chức năng thu được từ InterProScan 
nhằm đánh giá ý nghĩa chức năng (Blum et al., 
2025; Johnson et al., 2013).
2.3. Xử lý số liệu

Tỷ lệ đồng nhất trình tự được tính bằng hàm 
pid() trong gói Biostrings trên R v4.4.3 (R Core 
Team, 2025); các giá trị được xuất và trình bày 
dưới dạng bảng/ma trận tương đồng.
3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. Kết quả xác định gen độc lực

Dựa trên dữ liệu giải trình tự toàn hệ gen 
(Whole Genome Sequencing, WGS), bộ gen của 
ba chủng P. multocida EH32 (type D), PM248 
(type B) và chủng Iran (type B) được lắp ráp, chú 
giải các vùng mã hóa (coding sequences–CDS). 
Kết quả cho thấy cả ba chủng đều hiện diện đầy 
đủ các gen/nhóm gen độc lực được khảo sát gồm: 
nanB, ompH, oma87, exbB–TonB, hgbA, sodA và 
sodC. Ở mỗi gen, vùng CDS tương ứng bao phủ 
hoàn toàn vùng amplicon dự kiến, do đó được ghi 
nhận là “có” ở cả ba chủng.

Trong phạm vi 7 gen độc lực khảo sát, không ghi 
nhận khác biệt kiểu “có/mất gen” giữa chủng EH32 
(type D) và hai chủng type B (Iran/PM248). Việc 
toàn bộ các gen khảo sát đều hiện diện ở EH32, 
PM248 và Iran cho thấy rằng đây là nhóm gen độc 
lực quan trọng thường gặp ở P. multocida. Các ng-
hiên cứu hệ gen gần đây cũng cho thấy độc lực của 
P. multocida liên quan đến nhiều nhóm yếu tố, bao 
gồm vỏ nang, lipopolysaccharide (LPS), adhesin/
fimbriae, protein màng ngoài, protein thu nhận sắt, 
hệ chuyển hóa acid sialic và các yếu tố né tránh miễn 
dịch; trong đó có các gen như  nanB/nanH, ompH, 
oma87, hgbA, exbBD-TonB và sodA/sodC (Cao et 
al., 2024; Tesfaye et al., 2025)whole genome se-
quencing (WGS là những nhóm gen thường được 
quan tâm trong sinh bệnh học và nghiên cứu vac-
cine/kháng nguyên (Tesfaye et al., 2025). 

Tuy nhiên, sự có hay không có gen chỉ phản 
ánh khả năng hiện diện về mặt di truyền, chưa đủ 
để suy luận khác biệt độc lực giữa chủng type D 
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và hai chủng type Β trong nghiên cứu này. Sự khác 
biệt, nếu có, thường nằm ở: biến thiên trình tự/
allele, biên miền/kiến trúc protein, hoặc điều hòa 
biểu hiện trong điều kiện thiếu sắt/stress của vật 
chủ (Luo et al., 1999).

Trong số các gen hiện diện ở cả ba chủng, 
nanB được ưu tiên phân tích chuyên sâu do NanB 
là neuraminidase liên quan trực tiếp vào quá trình 
thích nghi niêm mạc và tương tác giữa vi khuẩn 
với vật chủ (Mizan et al., 2000). 

Đồng thời, NanB thuộc nhóm protein ngoại 
bào kiểu autotransporter, trong đó vùng passenger 
thường được trình diện ra bề mặt tế bào vi khuẩn 
và có thể tham gia tương tác với vật chủ (Clarke et 
al., 2022; Leo et al., 2012). Vì vậy, NanB được lựa 
chọn làm đối tượng phù hợp để phân tích chuyên 
sâu về peptide tín hiệu, kiến trúc miền và biến 
thiên trình tự.
3.2. So sánh protein NanB của chủng EH32 với 
chủng Iran và chủng PM248

3.2.1. Dự đoán peptide tín hiệu và vùng protein 
trưởng thành

Phân tích protein NanB bằng SignalP–5.0 (mô 
hình Gram–negative) cho thấy cả 3 chủng P. mul-
tocida EH32, PM248 và chủng Iran dùng trong 
sản xuất vaccine đều được dự đoán mang peptide 
tín hiệu đường Sec cắt bởi signal peptidase I (Sec/
SPI). Ở cả ba chủng, vị trí cắt được dự đoán giữa 
acid amin 25 và 26 với motif giống nhau (TFG| 
QI) (Hình 1).

Độ tin cậy dự đoán vị trí cắt (cleavage site, 
CS) của EH32 là 0,6254 thấp hơn so với PM248 
(0,6664) và chủng Iran (0,6664). Độ tin cậy 
(likelihood) cho nhóm signal peptide (Sec/SPI) 
lần lượt là 0,8151 (chủng EH32); 0,8433 (chủng 
PM248) và 0,8433 (chủng Iran). Các nhóm dự 
đoán khác như Tat/SPI rất thấp (≤ 0,0012).  Như 
vậy, NanB của ba chủng đều có đặc điểm N–
terminal phù hợp với peptide tín hiệu Sec/SPI và 
có điểm cắt đồng nhất (Bảng 1).
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autotransporter/sialidase cũng xếp NanB của P. 
multocida vào nhóm tiết kiểu autotransporter (type 
V), vốn điển hình có peptide tín hiệu Sec ở đầu 
N để qua màng trong trước khi miền “passenger” 
thực hiện chức năng (Clarke et al., 2022).
3.2.2. Kiến trúc miền và mô hình autotransporter 
của NanB 

Kết quả InterProScan cho thấy NanB của chủng 
EH32 và chủng Iran/PM248 có kiến trúc miền 
(domain architecture) tương đồng, gồm: peptide 
tín hiệu ở đầu N, vùng sialidase được chú giải ở 
nửa đầu chuỗi + miền β–barrel autotransporter ở 
C–terminal (Bảng 2).

Peptide tín hiệu và vùng định vị ngoài bào 
tương: ở cả chủng EH32 và chủng Iran/PM248, 
Phobius ghi nhận peptide tín hiệu 1–25 aa, đồng 
thời phân chia thành N–region (1–6), H–region (7–
18) và C–region (19–25). Sau vùng 1–25, Phobius 
chú giải toàn bộ phần còn lại là Non_Cytoplasmic_
Domain, tương ứng 26–1060 (EH32) và 26–1055 

Hình 1. Dự đoán peptide tín hiệu (Sec/SPI) của protein NanB của P. multocida bằng SignalP–5.0 
(Gram–negative), với vị trí cắt dự đoán tại 25/26 (TFG|QI). 

Ghi chú: EH32 (a), vaccine (b) và PM248 (c)
Bảng 1. Kết quả dự đoán peptide tín hiệu protein NanB

Chủng Dự đoán định 
vị/đường tiết

Peptide 
tín hiệu 

(Sec/SPI)

Peptide 
tín hiệu 

(Tat/SPI)

Lipopro-
tein (Sec/

SPII)
Khác Vị trí cắt peptide tín hiệu

Iran SP(Sec/SPI) 0,8433 0,0009 0,0987 0,0571
CS pos: 25–26. TFG–QI.

Pr: 0,6664

EH32 SP(Sec/SPI) 0,8151 0,0012 0,1094 0,0742
CS pos: 25–26. TFG–QI.

Pr: 0,6254

PM248 SP(Sec/SPI) 0,8433 0,0009 0,0987 0,0571
CS pos: 25–26. TFG–QI.

Pr: 0,6664

Về chiều dài protein, NanB của EH32 dài 1060 
acid amin (aa), trong khi NanB của chủng Iran 
dài 1055 aa, cho thấy protein NanB của EH32 dài 
hơn 5 aa. Dù có khác biệt chiều dài tổng thể, vùng 
peptide tín hiệu (1–25 aa) và vị trí cắt (25/26) vẫn 
không thay đổi theo dự đoán SignalP–5.0.

Kết quả SignalP–5.0 cho thấy NanB của EH32 
(type D) và hai chủng type B (PM248 và Iran) bảo 
tồn hoàn toàn kiểu peptide tín hiệu và điểm cắt 
(Sec/SPI; cắt tại 25/26; motif  TFG| QI). Điều này 
cho thấy cơ chế định hướng xuất tiết của NanB 
qua hệ Sec ổn định ở ba chủng P. multocida được 
so sánh, bất kể khác biệt về type huyết thanh (D 
so với B), nguồn gốc (thực địa so với vaccine) và 
khác biệt chiều dài protein. Kết quả này phù hợp 
với các mô tả cổ điển khi phân tích sialidase của P. 
multocida, trong đó trình tự NanB được báo cáo có 
N–terminal signal sequence và thuộc nhóm protein 
được xuất tiết/định vị thông qua hệ Sec (Mizan et 
al., 2000). Đồng thời, các nghiên cứu gần đây về 
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(Iran/PM248) (Bảng 2). 
InterProScan ghi nhận đồng thời nhiều thư 

viện chú giải hội tụ vào chức năng sialidase/
neuraminidase ở cả ba chủng: CDD (cd15482; 
Sialidase_non–viral): EH32 48–536, Iran/PM248 
48–531. SUPERFAMILY (sialidase superfamily): 
EH32 48–542, Iran/PM248 48–537. PANTHER 
(sialidase family): EH32 47–540, Iran/PM248 
47–534. Gene3D (khối sialidase): EH32 61–524, 
Iran/PM248 61–519. Gene3D (Trans–sialidase do-
main 3; IPR023364): EH32 189–275, Iran/PM248 
182–266. Pfam (sialidase; PF13088/IPR011040): 
EH32 280–518, Iran/PM248 271–514 (Bảng 2). 
Như vậy, lõi miền sialidase của NanB được nhận 
diện nhất quán giữa chủng EH32 và chủng Iran/
PM248, với biên miền chỉ dịch nhẹ vài acid amin 

giữa các chủng. 
Ở nửa sau protein, nhiều thư viện độc lập đồng 

thời nhận diện miền autotransporter β–domain: 
Gene3D (autotransporter β–domain superfamily; 
IPR036709): EH32 759–1060, Iran/PM248 754–
1055. SUPERFAMILY (autotransporter β–domain 
superfamily): EH32 777–1060, Iran/PM248 772–
1055. Pfam (PF03797; autotransporter β–domain): 
EH32 827–1035, Iran/PM248 822–1030. SMART 
(SM00869; IPR005546): EH32 802–1050, Iran/
PM248 797–1045. ProSiteProfiles (PS51208; 
IPR005546): EH32 798–1060, Iran/PM248 793–
1055 (Bảng 2). Các kết quả này cho thấy phần C–
terminal của NanB ở cả hai chủng có đặc trưng 
của β–barrel autotransporter, và ranh giới miền 
phù hợp với chiều dài tổng thể của mỗi chuỗi. 

Bảng 2. Tóm tắt các miền chức năng (domain) của protein NanB ở EH32 (type D) và Iran/
PM248 (type B) theo kết quả InterProScan

Nhóm miền
EH32
(aa)

Iran/PM248
(aa)

Nguồn nhận diện 
trong InterProScan

Signal peptide 1–25 1–25 PHOBIUS; SignalP –
noTM (Gram–)

N/H/C–region của signal peptide 1–6/7–18/19–25 1–6/7–18/19–25 PHOBIUS
Non-cytoplasmic domain 26–1060 26–1055 PHOBIUS
Sialidase family (IPR026856 47–540 47–534 PANTHER
Sialidase superfamily (IPR036278) 48–542 48–537 SUPERFAMILY
Sialidase_non–viral (cd15482) 48–536 48–531 CDD
Gene3D (khối sialidase) 61–524 61–519 GENE3D
Trans-sialidase, domain 3 
(IPR023364) 189–275 182–266 GENE3D

Sialidase (IPR011040; PF13088) 280–518 271–514 PFAM
Autotransporter β–domain super-
family (IPR036709)

759–1060; 777–
1060

754–1055; 772– 
1055

GENE3D; SUPER-
FAMILY

Autotransporter β–domain 
(IPR005546)

798–1060 (+ các 
biên khác 802–
1055; 827–1035)

793–1055 (797–
1045; 822–1030

PFAM; SMART; 
PROSITE

Khi đối chiếu với đặc điểm chung của các pro-
tein autotransporter type V ở vi khuẩn Gram âm, 
kiến trúc NanB của các chủng trong nghiên cứu 
này phù hợp với mô hình gồm peptide tín hiệu ở 
đầu N, vùng passenger mang chức năng sinh học, 
vùng nối/linker và miền β–barrel ở đầu C. Theo 
các nghiên cứu trước, peptide tín hiệu giúp pro-
tein đi qua màng trong theo hệ Sec, trong khi miền 
β–barrel C–terminal tham gia neo giữ và hỗ trợ 
trình diện vùng passenger ra màng ngoài (Clarke 
et al., 2022; Harris, 2010; Leo et al., 2012)the role 
of early life experiences in future disease risk is 
gaining attention. The Barker hypothesis proposes 
fetal origins of adult disease, with consistent evi-
dence demonstrating the deleterious consequences 

of birth weight outside the normal range. In this 
study, we investigate the role of birth weight in 
CVD risk prediction. Methods and Results—The 
Women’s Health Initiative (WHI. Vì vậy, việc 
NanB của EH32 và Iran/PM248 đều bảo tồn pep-
tide tín hiệu Sec/SPI và miền β–barrel cho thấy cơ 
chế xuất tiết/định vị màng ngoài của NanB có khả 
năng được duy trì giữa các chủng.

Đáng chú ý, vùng passenger/sialidase là khu 
vực mang chức năng neuraminidase, liên quan đến 
khai thác acid sialic từ glycoprotein của vật chủ và 
hỗ trợ vi khuẩn thích nghi với bề mặt niêm mạc. 
Kết quả này phù hợp với mô tả của Mizan et al. 
(2000)which may contribute to colonization of the 
respiratory tract or the production of lesions in an 
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active infection. We have cloned and sequenced 
a sialidase gene, nanH, from a fowl cholera iso-
late of P. multocida. Sequence analysis of NanH 
revealed that it exhibited significant amino acid se-
quence homology with many microbial sialidases. 
Insertional inactivation of nanH resulted in a mu-
tant strain that was not deficient in sialidase pro-
duction. However, this mutant exhibited reduced 
enzyme activity and growth rate on 2-3′ sialyl 
lactose compared to the wild type. Subsequently, 
we demonstrated the presence of two sialidases by 
cloning another sialidase gene that differed from 
nanH in DNA sequence and substrate specificity. 
NanB demonstrated activity on both 2-3′ and 2-6′ 
sialyl lactose, while NanH demonstrated activity 
only on 2-3′ sialyl lactose. Neither enzyme liber-
ated sialic acid from colominic acid (2-8′ sialyl 
lactose, trong đó NanB của P. multocida được xác 
định là sialidase có khả năng tác động lên cơ chất 
chứa acid sialic. Do đó, sự bảo tồn lõi sialidase ở 
cả EH32 và Iran/PM248 cho thấy các chủng này 
vẫn duy trì khung chức năng cơ bản của NanB. 

Bên cạnh hai miền chính, vùng nối/linker nằm 
giữa vùng passenger/sialidase và miền β–barrel 
cũng cần được lưu ý. Về mặt cấu trúc, vùng này 
có thể đóng vai trò trung gian giúp duy trì khoảng 
cách, độ linh động và định hướng trình diện của 
vùng passenger trước khi protein được neo qua β–
barrel ở màng ngoài, phù hợp với cơ chế chung 
của các protein autotransporter type V (Clarke et 
al., 2022; Harris, 2010; Leo et al., 2012)the role 
of early life experiences in future disease risk is 
gaining attention. The Barker hypothesis proposes 
fetal origins of adult disease, with consistent evi-
dence demonstrating the deleterious consequences 
of birth weight outside the normal range. In this 
study, we investigate the role of birth weight in 
CVD risk prediction. Methods and Results—The 
Women’s Health Initiative (WHI. Trong nghiên 
cứu này, các khác biệt lớn không nằm ở việc mất 
hay xuất hiện thêm miền mới, mà chủ yếu thể hiện 
ở sự biến thiên trình tự trong vùng passenger/si-

alidase, trong khi vùng C–terminal autotransporter 
được bảo tồn cao. Mô hình này phù hợp với nhận 
định chung về autotransporter, trong đó vùng pas-
senger thường biến thiên hơn do liên quan đến 
tương tác vật chủ, còn miền β–barrel có xu hướng 
bảo tồn hơn vì đảm nhiệm chức năng cấu trúc và 
vận chuyển (Clarke et al., 2022; Leo et al., 2012)

Các chú giải sialidase được nhận diện bởi nhiều 
thư viện (CDD, SUPERFAMILY, PANTHER, 
Gene3D, Pfam) và có tọa độ chồng lấp cao giữa 
hai chủng. Điều này củng cố rằng NanB của EH32 
và Iran/PM248 đều duy trì lõi miền neuramini-
dase. Sự khác biệt ranh giới miền chỉ ở mức vài 
acid amin phù hợp với biến thiên nhỏ hoặc khác 
biệt căn chỉnh cục bộ và không cho thấy sự thay 
đổi “có/không” của miền sialidase.

Như vậy, kết quả InterProScan cho thấy NanB 
của EH32 và Iran/PM248 duy trì khung miền chức 
năng chính, gồm vùng passenger/sialidase và miền 
β–barrel autotransporter. Do không ghi nhận sự 
thay đổi có/mất miền, các khác biệt đáng chú ý 
hơn cần được xem xét ở mức biến thiên trình tự chi 
tiết trong vùng passenger/sialidase.
3.2.3. So sánh trình tự và thống kê biến dị theo 
vùng chức năng

Tệp căn chỉnh gồm 3 trình tự NanB với chiều 
dài không có gap lần lượt là 1055 aa (Iran), 1055 
aa (PM248) và 1060 aa (EH32). Trên toàn bộ chiều 
dài căn chỉnh, chủng PM248 trùng khớp hoàn toàn 
với chủng Iran tại tất cả 1055/1055 vị trí so sánh 
được, không ghi nhận thay thế acid amin hay in-
del. Kết quả này xác nhận NanB của PM248 và 
chủng Iran (Iran) là đồng nhất trong dữ liệu căn 
chỉnh (Hình 2).

So sánh EH32 với Iran/PM248 trên các cột căn 
chỉnh mà cả hai chuỗi đều có acid amin (không 
tính các vị trí có gap) cho thấy: có 1049 vị trí 
so sánh trực tiếp; có 915/1049 vị trí giống nhau, 
tương ứng 87,2% đồng nhất; có 134 vị trí thay thế 
acid amin (Bảng 3).

Bảng 3. So sánh biến thiên trình tự acid amin của protein NanB giữa EH32 (type D) và 
chủng Iran (type B) theo từng vùng chức năng

Vùng 
(chủng Iran)

Tọa độ 
(aa)

Vị trí so 
sánh trực 

tiếp*

Thay 
thế

Chèn 
(EH32)

Xóa 
(EH32)

PID 
(%)

Signal peptide (SP) 1–25 25 0 0 0 100,0
Mature N–terminus (sau SP, trước 

sialidase) 26–47 22 3 0 0 86,4

Passenger/sialidase region 48–537 484 115 11 6 76,2
Mid-region (giữa sialidase và AT) 538–753 216 9 0 0 95,8
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Vùng 
(chủng Iran)

Tọa độ 
(aa)

Vị trí so 
sánh trực 

tiếp*

Thay 
thế

Chèn 
(EH32)

Xóa 
(EH32)

PID 
(%)

Autotransporter region (AT sf) 754–1055 302 7 0 0 97,7
Tổng 1–1055 1049 134 11 6 87,2

Ghi chú: * “vị trí so sánh trực tiếp” là số cột mà cả EH32 và Iran đều có aa (không tính cột có gap 
ở một trong hai chuỗi).

Hình 2. Căn chỉnh đa trình tự (MSA) trình tự acid amin protein NanB giữa các chủng P. multo-
cida type B (PM248/Iran) và type D (EH32), cho thấy các vị trí biến thiên và vùng bảo tồn theo 

chiều dài chuỗi
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Ngoài các thay thế, căn chỉnh ghi nhận in-
del tạo chênh lệch chiều dài giữa EH32 và Iran/
PM248: EH32 có tổng cộng 11 acid amin “chèn” 
(Iran có gap ở các cột tương ứng) và 6 acid amin 
“mất” (EH32 có gap ở các vị trí mà Iran có acid 
amin) (Bảng 3).

Trong vùng peptide tín hiệu 1–25 aa, EH32 
giống hoàn toàn với Iran/PM248 (25/25 vị trí đồng 
nhất). Như vậy, khác biệt giữa EH32 và nhóm type 
B bắt đầu từ sau vị trí cắt peptide tín hiệu.

Khi phân tích theo vùng chức năng (quy chiếu 
theo kiến trúc miền đã chú giải), biến thiên giữa 
EH32 và Iran/PM248 tập trung chủ yếu ở nửa đầu 
chuỗi: vùng sialidase superfamily (48–537 aa) có 
484 vị trí so sánh trực tiếp, trong đó 369 vị trí đồng 
nhất (76,2%), và ghi nhận 115 thay thế acid amin 
(Bảng 3). Toàn bộ 3 cụm chèn và 2 cụm mất của 
EH32 đều nằm trong vùng passenger: chèn 2 aa 
sau vị trí 141 (giữa 141–142); chèn 5 aa sau vị trí 
184 (giữa 184–189); chèn 4 aa sau vị trí 263 (giữa 
263–266); mất 2 aa tại vị trí 202–203; và mất 4 aa 
tại vị trí 501–504 (Hình 2). 

Các vùng phía sau sialidase nhìn chung bảo 
tồn rõ rệt: vùng autotransporter superfamily (754–
1055 aa) đạt 97,7% đồng nhất (295/302), chỉ có 7 
aa thay thế.

NanB của chủng EH32 thể hiện sự khác biệt so 
với hai chủng type B (Iran/PM248) được khảo sát 
chủ yếu ở những điểm sau:

Khác biệt ở vùng passenger/sialidase: Biến 
thiên của EH32 tập trung chủ yếu ở vùng passen-
ger/sialidase. Đây là vùng có khả năng tham gia 
trình diện kháng nguyên bề mặt và tương tác với 
vật chủ (Harris, 2010). Tuy nhiên, giả thuyết này 
cần được kiểm chứng thêm bằng mô hình hóa cấu 
trúc 3D, phân tích epitop và thí nghiệm chức năng.

Bảo tồn cao vùng C–terminal và duy trì mô–
đun autotransporter. Vùng C–terminal, đặc biệt là 
miền β–barrel autotransporter được bảo tồn rất cao 
(97,7%) và không có indel. Điều này nhất quán với 
vai trò cấu trúc của mô–đun β–barrel trong neo/
định vị màng ngoài và vận chuyển autotransporter, 
vốn thường chịu áp lực bảo tồn để đảm bảo tính 
toàn vẹn của cơ chế bài tiết và lắp ráp màng (Leo 
et al., 2012). 

Indel ngắn là các vị trí biến thiên đáng chú ý 
trong vùng passenger/sialidase. Ở chủng EH32, 
ba cụm chèn và hai cụm mất đều nằm trong vùng 
passenger/sialidase. Mặc dù tổng chênh lệch chiều 
dài chỉ là +5 aa, các indel ngắn có thể ảnh hưởng 
đến cấu trúc cục bộ, độ linh động và vùng phơi 
bày bề mặt của protein, đặc biệt khi chúng nằm ở 
các đoạn nối hoặc vòng bề mặt (Jilani et al., 2022; 

Miton & Tokuriki, 2022; Topolska et al., 2025)
Do tập trung trong vùng sialidase/passenger, 5 

cụm indel này có thể được xem là các vị trí biến 
thiên tiềm năng để phân biệt EH32 với hai chủng 
type B được khảo sát; tuy nhiên, giá trị chỉ thị phân 
tử cần được kiểm chứng trên số lượng chủng lớn 
hơn.

Như vậy, trong phạm vi so sánh với allele của 
hai chủng type B được khảo sát, chủng EH32 type 
D có biến thiên trình tự tập trung chủ yếu ở vùng 
passenger/sialidase, trong khi vùng C–terminal 
được bảo tồn rõ rệt. Trình tự NanB của PM248 
và chủng Iran trùng khớp hoàn toàn trong dữ liệu 
căn chỉnh của nghiên cứu này; tuy nhiên, kết quả 
này chỉ phản ánh hai chủng type B được phân tích 
và chưa đủ cơ sở để đại diện cho toàn bộ nhóm P. 
multocida type B.

Cần lưu ý rằng nghiên cứu này chỉ phân tích 
một chủng type D là EH32, do đó các đặc điểm 
biến thiên NanB ghi nhận được phản ánh đặc điểm 
của chủng EH32 trong điều kiện so sánh với hai 
chủng type B, chưa đủ cơ sở để khái quát cho toàn 
bộ nhóm P. multocida type D. Việc đánh giá tính 
ổn định và mức độ đại diện của các đặc điểm này 
cần được thực hiện trên số lượng chủng type D lớn 
hơn trong các nghiên cứu tiếp theo. 

Mặc dù các biến thiên trình tự và các cụm indel 
trong vùng passenger/sialidase là những vị trí đáng 
chú ý, nghiên cứu hiện tại chưa thực hiện mô hình 
hóa cấu trúc 3D, dự đoán epitop hoặc thí nghiệm 
miễn dịch học để xác định trực tiếp ảnh hưởng của 
các biến thiên này đến vùng nhận diện của kháng 
thể. Do đó, các nhận định liên quan đến tính kháng 
nguyên cần được hiểu là giả thuyết sinh học, cần 
được kiểm chứng thêm bằng mô hình cấu trúc 3D, 
phân tích epitop và thí nghiệm chức năng/miễn 
dịch trong các nghiên cứu tiếp theo. Bên cạnh đó, 
việc mở rộng so sánh trên nhiều allele NanB từ các 
chủng type D và các type khác sẽ cần thiết để xác 
định liệu các đặc điểm ghi nhận ở EH32 là biến 
thiên riêng của chủng, đặc điểm ổn định của nhóm 
type D, hay chỉ phản ánh sự đa dạng trình tự trong 
quần thể P. multocida lưu hành tại Đắk Lắk.

Theo hiểu biết của nhóm tác giả, nghiên cứu 
này cung cấp một trong những dữ liệu phân tử đầu 
tiên về kiến trúc miền và biến thiên trình tự protein 
NanB của chủng P. multocida type D phân lập từ 
trâu tại Đắk Lắk.
4. KẾT LUẬN 

Protein NanB của các chủng EH32, PM248 và 
chủng Iran đều mang peptide tín hiệu Sec/SPI với vị 
trí cắt bảo tồn 25/26 (TFG|QI) và có kiến trúc miền 
chung gồm vùng sialidase/passenger cùng miền β–
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barrel autotransporter ở đầu C–terminal. Trong phạm 
vi so sánh với allele NanB của PM248 và chủng Iran, 
NanB của EH32 type D có biến thiên chủ yếu tại 
vùng passenger/sialidase, kèm các indel ngắn, trong 
khi miền autotransporter được bảo tồn cao. Các biến 
thiên này là những vị trí đáng chú ý, nhưng cần được 
kiểm chứng thêm bằng mô hình hóa cấu trúc 3D, 
phân tích epitop, thực nghiệm chức năng và so sánh 

trên nhiều chủng type D hơn trước khi suy luận về ý 
nghĩa kháng nguyên hoặc vaccine.

Lời cảm ơn
Nhóm tác giả trân trọng cảm ơn Bộ Giáo dục 

và Đào tạo đã cấp kinh phí cho nghiên cứu này. 
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ABSTRACT
In the context of limited molecular data on Pasteurella multocida type D isolated from buffaloes in 

Dak Lak province, this study analyzed the neuraminidase NanB protein of a type D strain, designated 
EH32, and compared it with two type B strains, PM248 and the Iranian strain used for vaccine pro-
duction. NanB sequences were extracted from whole–genome sequencing data; signal peptides were 
predicted using SignalP–5.0, domain architecture was annotated using InterProScan, and amino acid 
variation was assessed by multiple sequence alignment. The results showed that NanB from all three 
strains contained a Sec/SPI signal peptide with a conserved cleavage site at position 25/26 (TFG|QI), 
and shared a domain architecture consisting of an N–terminal sialidase region and a C–terminal β–barrel 
autotransporter domain. Within the scope of comparison with the two type B strains, PM248 and Iran, 
NanB from EH32 exhibited an overall identity of 87.2% across directly comparable sites. Variation was 
mainly concentrated in the passenger/sialidase region, with a PID of 76.2% and several short indels, 
whereas the autotransporter region was highly conserved, with a PID of 97.7%. Within the scope of 
the present dataset, the sequence variations observed in NanB from EH32 were predominantly local-
ized to the passenger/sialidase region. This finding highlights this region as a priority target for further 
investigation of its potential roles in sialidase activity, antigenicity, and mucosal adaptation through 3D 
structural modeling and functional assays.
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