
ĐẠI HỌC THÁI NGUYÊN 

TRƢỜNG ĐẠI HỌC KHOA HỌC 

----------------------- 

 

 

 

NGUYỄN THỊ HÀ 

 

 

 

NGHIÊN CỨU SỬ DỤNG GEN CODA LÀM CHỈ THỊ CHỌN LỌC 

TẠO VECTOR CHUYỂN GEN MANG TÍNH AN TOÀN SINH 

HỌC 

 

 

 

LUẬN VĂN THẠC SĨ CÔNG NGHỆ SINH HỌC 

 

 

 

 

 

Thái Nguyên -5/2015 

 



 

ĐẠI HỌC THÁI NGUYÊN 

TRƢỜNG ĐẠI HỌC KHOA HỌC 

----------------------- 

 

 

NGUYỄN THỊ HÀ 

 

 

 

NGHIÊN CỨU SỬ DỤNG GEN CODA LÀM CHỈ THỊ CHỌN LỌC 

TẠO VECTOR CHUYỂN GEN MANG TÍNH AN TOÀN SINH 

HỌC 

 

Chuyên ngành: Công nghệ sinh học 

Mã số:  60420201 

 

LUẬN VĂN THẠC SĨ KHOA HỌC 

 

                   Ngƣời hƣớng dẫn khoa học: PGS.TS. Chu Hoàng Hà 

 

 

 

Thái Nguyên, 5/ 2015 



i 

 

 

LỜI CAM ĐOAN 

 

Tôi xin cam đoan Luận văn này hoàn toàn đƣợc hoàn thiện bằng sự say mê 

nghiên cứu khoa học của bản thân dƣới sự hƣớng dẫn trực tiếp của PGS.TS Chu 

Hoàng Hà – Viện trƣởng Viện Công nghệ Sinh học, cùng với cán bộ Phòng Công 

nghệ tế bào thực vật, Viện Công nghệ Sinh học. Các số liệu hình ảnh, kết quả đƣợc 

trình bày, trong luận văn này là trung thực, không sao chép bất cứ tài liệu, công 

trình nghiên cứu của ngƣời khác mà không chỉ rõ nguồn tham khảo. Tôi xin chịu 

trách nhiệm về lời cam đoan của mình trƣớc hội đồng nhà trƣờng. 

 

Hà nội, ngày        tháng 5  năm 2015 

                   Học viên 

 

 

             Nguyễn Thị Hà 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ii 

 

 

LỜI CÁM ƠN 

 

Để hoàn thành bản Luận văn này, ngoài sự cố gắng nỗ lực của bản thân, tôi 

đã nhận được những sự quan tâm giúp đỡ của rất nhiều cá nhân và tập thể. 

Lời đầu tiên tôi xin bày tỏ lòng biết ơn sâu sắc của mình đến PGS.TS Chu 

Hoàng Hà – Viện trưởng Viện Công nghệ sinh học, người đã dành nhiều thời gian, 

tâm huyết, tận tình giúp đỡ và trực tiếp hướng dẫn tôi trong suốt quá trình thực 

hiện Luận văn này. 

Tôi  xin chân thành cảm ơn sự quan tâm, chỉ bảo của TS. Phạm Bích Ngọc, 

KS. Nguyễn Đình Trọng, ThS. Lê Thu Ngọc và đồng cám ơn các cán bộ Phòng 

Công nghệ tế bào thực vật, Phòng Công nghệ ADN ứng dụng, Phòng Thí nghiệm 

trọng điểm Công nghệ gen – Viện Công nghệ sinh học – Viện Hàn lâm khoa học và 

công nghệ Việt Nam đã giúp đỡ và tạo điều kiện thuận lợi cho tôi trong quá trình 

thực hiện đề tài. 

Cuối cùng tôi xin gửi tới thầy cô Trường Đại học Khoa học - Đại học Thái 

Nguyên, bạn bè và tập thể lớp cao học công nghệ sinh K6A lời cám ơn cùng những 

tình cảm chân thành nhất vì những sự động viên giúp đỡ quý báu mà mọi người đã 

dành cho tôi trong suốt thời gian qua. 

Tôi xin chân thành cám ơn! 

 

Hà Nội, ngày       tháng  5 năm 2015 

Học viên 

 

 

                                                                                 Nguyễn Thị Hà 

 

 

 



iii 

 

 

MỤC LỤC 

 Trang 

Lời cam đoan……………………………………………………………………... i 

Lời cảm ơn……………………………………………………………………….. ii 

Mục lục…………………………………………………………………………… iii 

Danh mục các chữ viết tắt và ký hiệu…………………………………………….. v 

Danh mục bảng…………………………………………………………………… vii 

Danh mục hình………………………………………………………………........ viii 

MỞ ĐẦU…………………………………………………………………………. 1 

1. Tính cấp thiết của đề tài……………………………………………………….. 1 

2. Mục tiêu nghiên cứu…………………………………………………………… 2 

3. Nội dung nghiên cứu…………………………………………………………... 3 

CHƢƠNG I: TỔNG QUAN TÀI LIỆU………………………………………….. 4 

1.1. Ảnh hƣởng của một số điều kiện bất lợi của môi trƣờng tới thực vật……….. 4 

1.1.1. Sự ảnh hƣởng của nhiệt độ cao đến thực vật................................................ 4 

1.1.2. Sự ảnh hƣởng của hạn hán tới thực vật:………………………………........ 5 

1.1.3. Sự ảnh hƣởng của đất nhiễm mặn tới thực vật…………………………….. 7 

1.2. Cơ chế chống chịu của thực vật với các điều kiện bất lợi của môi trƣờng…... 9 

1.2.1. Hệ thống vetor liên hợp……………………………………………………. 9 

1.2.2. Vetor nhị thể……………………………………………………………….. 10 

1.3. Các gen sử dụng trong chọn lọc và chỉ thị....................................................... 10 

1.3.1. Gen kháng kháng sinh …………………………………………………….. 10 

1.3.2. Gen kháng chất diệt cỏ…………………………………………………….. 11 

1.3.3.Gen chọn lọc mannose……………………………………………………… 11 

1.3.4.Các gen chỉ thị: GFP (green fluorescene protein), GUS (β-1,4-

glucuronidase)…………………………………………………………………….. 

 

12 

1.4. 1.4. Tổng quan nghiên cứu về vector chuyển gen mang tính an toàn sinh học….. 12 

1.4.1. Sự cần thiết nghiên cứu vector chuyển gen mang tính an toàn sinh học....... 12 

1.4.2. Các gen/hệ thống chọn lọc thân thiện........................................................... 13 

1.4.3. Sự loại bỏ các gen chỉ thị chọn lọc từ cây chuyển gen................................. 16 

1.5.Cơ sở khoa học trong sử dụng gen codA làm chỉ thị chọn lọc ở thực vật 

chuyển gen……………………………………………………………………..... 

 

19 

1.5.1. Giới thiệu về gen codA…………………………………………………………… 19 

1.5.2. Các nghiên cứu chuyển gen codA nhằm tăng cƣờng khả năng chống chịu 

ở thực vật................................................................................................................ 

 

20 

CHƢƠNG II: VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU…………….... 23 



iv 

 

 

2.1. Vật liệu nghiên cứu………………………………………………………….. 23 

2.1.1. Vật liệu thực vật…………………………………………………………… 23 

2.1.2. Các chủng vi khuẩn, vector và cặp mồi sử dụng………………………….. 23 

2.1.3. Hóa chất, thiết bị………………………………………………………….. 25 

2.1.3.1. Hóa chất..................................................................................................... 25 

2.1.3.2. Thiết bị và dụng cụ thí nghiệm.................................................................. 26 

2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu………………………………………….. 26 

2.2.1. Phƣơng pháp PCR (Polymerase Chain Reaction)………………………… 26 

2.2.2. Phƣơng pháp điện di DNA trên gel agarose………………………………. 27 

2.2.3. Phƣơng pháp tinh sạch DNA từ gel agarose …………………………........ 28 

2.2.4. Phƣơng pháp xử lý ADN bằng enzyme hạn chế.......................................... 28 

2.2.5. Phản ứng nối ghép gen…………………………………………………….. 29 

2.2.6. Phƣơng pháp biến nạp vector tái tổ hợp vào tế bào khả biến 

E.coli………………………………………………………………………………………. 

 

29 

2.2.7. Phƣơng pháp tách chiết plasmid tái tổ hợp……………………………….. 30 

2.2.8. Phƣơng pháp biến nạp vector tái tổ hợp vào tế bào khả biến  

A.tumefaciens C58/PGV2260 bằng xung điện…………………………………... 

 

31 

2.2.9. Phƣơng pháp tạo cây thuốc lá chuyển gen ………………………………... 32 

2.2.10. Kiểm tra sự biểu hiện của gen chuyển ở mức độ phiên mã bằng kỹ thuật 

RT-PCR…………………………………………………………………………. 

 

33 

2.2.11. Đánh giá khả năng chịu nhiệt của các dòng thuốc lá K326 chuyển gen 

codA………………………………………………………………………………. 

 

35 

2.2.12. Sàng lọc khả năng chịu mặn của dòng thuốc lá chuyển gen in vitro…….. 36 

2.2.13. Phƣơng pháp tính toán và xử lý số liệu…………………………………… 36 

CHƢƠNG III: KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN....................................................... 37 

3.1. Thiết kế vector chuyển gen pCAMBIA1301/HSP-codA mang gen codA 

…………………………………….. ……………………………………… 

 

37 

3.1.1. Thiết kế vector chuyển gen pCAMBIA1301/35S-codA mang gen codA 

hoạt động dƣới sự điều khiển của promoter cơ định 

35S…………................................................................................................ 

 

38 

3.1.2.Thiết kế vector pCAMBIA1301/HSP-codA mang gen codA hoạt động 

dƣới sự điều khiển của promoter HSP 18.2............................................................ 

 

39 

3.1.3.Loại bỏ gen chọn lọc hptII mã hóa cho hygromycin phosphotransferase 

khỏi vector pCAMBIA1301/HSP-codA………………………………………….. 

 

41 

3.1.4.Tạo chủng Agrobacterium tumefaciens mang vector chuyển gen…………. 42 

3.2 . Kết quả chuyển gen codA vào cây thuốc lá K326…………………………... 44 

3.2.1.Chuyển cấu trúc pCAMBIA1301/HSP-codA vào cây thuốc lá thông qua vi 

khuẩn A. tumefaciens…………………………………………………………………….. 

 

44 



v 

 

 

 

3.2.2.Sàng lọc khả năng chịu nhiệt của dòng thuốc lá chuyển gen trong in vitro 

……………………………………………………………………………………. 

 

45 

3.2.3.Phân tích các dòng cây chuyển gen bằng kỹ thuật PCR........................... 47 

3.2.4. Sàng lọc khả năng chịu mặn của dòng thuốc lá chuyển gen trong in 

vitro…………………………………………………………………………………………. 

 

48 

3.2.5. Phân tích cây thuốc lá chuyển gen codA bằng kỹ thuật RT-PCR ……........ 48 

KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ……………………………………………………. 50 

TÀI LIỆU THAM KHẢO………………………………………………………... 51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vi 

 

 

DANH MỤC BẢNG 

 

Tên bảng Trang 

Bảng 1.4a. Một số chỉ thị chọn lọc tích cực an toàn có/không nguồn gốc từ 

thực vật.............................................................................................................. 

 

15-16 

Bảng 1.4b. Một số hệ thống loại bỏ chỉ thị chọn lọc từ cây chuyển 

gen.................................................................................................................... 

 

17-18 

Bảng 1.5. Một số loài cây trồng chuyển gen codA đã đƣợc chứng minh là có 

khả năng chống chịu tốt với điều kiện stress...................................................... 

 

21-22 

Bảng 2. 1. Các cặp mồi đặc hiệu cho gen codA và promoter HSP18.2............ 25 

Bảng 2.2: Chu kì phản ứng PCR nhân gen codA ……………………………. 27 

Bảng 2.3: Môi trƣờng nuôi khuẩn……………………………………………. 31 

Bảng 2.4 : Môi trƣờng nuôi và chọn lọc cây thuốc lá chuyển gen.................... 32 

Bảng 2.5: Thành phần phản ứng tổng hợp cDNA……………………………. 33 

Bảng 2.6: Thành phần phản ứng tổng hợp cDNA …………………………… 33 

Bảng 2.7: Thành phần phản ứng PCR nhân gen actin từ cDNA…………….. 34 

Bảng 2.8: Thành phần phản ứng PCR nhân gen codA từ cDNA…………….. 35 

Bảng 3.1: Kết quả chuyển gen codA vào thuốc lá giống K326 ……………… 45 

Bảng 3.2: Dòng thuốc lá chuyển gen codA ra rễ trên môi trƣờng 200 mM 

NaCl………………………………………………………………………….. 

 

48 

 

 

 

 



vii 

 

 

DANH MỤC HÌNH 

Hình 1. 1. Sơ đồ cấu trúc Ti-plasmid của vi khuẩn A. Tumefaciens..................... 8 

Hình 1.2. Quy trình sử dụng manose làm chất chọn lọc………………………… 11 

Hình 2.1: Vector pCAMBIA1301......................................................................... 24 

Hình 2.2: Vector pBI121....................................................................................... 24 

Hình 3.1.  Sơ đồ thiết kế vector chuyển gen……………………………………. 37 

Hình 3.2. Kết quả điện di sản phẩm cắt các vector pBI121/35S-codA (1) và 

pCAMBIA1301 (2) bằng cặp enzyme cắt hạn chế HindIII và EcoRI (A) và sản 

phẩm tinh sạch các đoạn gen(B)............................................................................ 

 

 

38 

Hình 3.3. Kết quả điện di sản phẩm cắt kiểm tra vector tái tổ hợp 

pCAMBIA1301/35S-codA bằng cặp enzyme cắt hạn chế HindIII và 

EcoRI.................................................................................................................... 

 

 

39 

Hình 3.4. Kết quả điện di sản phẩm tinh sạch các phân đoạn gen mong muốn 

sau khi xử lý các vector pBT/HSP và pCAMBIA1301/35S-codA bằng cặp 

enzyme hạn chế HindIII và XbaI. (2): vector pCAMBIA1301/35S-codA đã loại 

bỏ promoter 35S; (1) promoter HSP18.2.............................................................. 

 

 

 

40 

Hình 3.5. Kết quả điện di sản phẩm colony-PCR sàng lọc các dòng khuẩn mang 

plasmid tái tổ hợp pCAMBIA1301/HSP-codA bằng cặp mồi đặc hiệu F/HSP-

XbaI và R/HSP-HindIII…………………………………………………………. 

 

 

40 

Hình 3.6. Kết quả điện di sản phẩm cắt kiểm tra vector tái tổ hợp 

pCAMBIA1301/HSP-codA bằng cặp enzyme cắt hạn chế HindIII và XbaI......... 

 

41 

Hình 3.7. Cắt loại bỏ gen hptII khỏi vector pCAMBIA1301/HSP-codA bằng  



viii 

 

 

enzyme hạn chế XhoI. ........................................................................................... 42 

Hình 3.8. Kết quả điện di kiểm tra vector pCAMBIA1301/HSP-codA trƣớc (1) 

và sau (2) khi loại bỏ gen hptII.............................................................................. 

 

42 

Hình 3.9. Khuẩn lạc A. tumefacies biến nạp vector chuyển gen 

pCAMBIA/HSP-codA mọc trên môi trƣờng LB bổ sung 50 mg/l kanamycin….. 

 

43 

Hình 3.10. Sản phẩm PCR nhân gen codA từ 3 dòng plasmid tách từ A. 

tumefaciens. …………………………………………………………………….. 

 

43 

Hình 3.11. Sơ đồ chuyển gen vào thuốc lá thông qua vi khuẩn A.tumefaciens…. 44 

Hình 3.12. Mảnh lá chuyển gen  codA tái sinh trên MT CT2 ở nhiệt độ 37
o
C 

sau 2 tuần……………………………………………………………………….. 

 

46 

Hình 3.13. Cụm chồi tái sinh từ mảnh lá trên MT CT2 ở nhiệt độ 37
o
C sau 3 

tuần……………………………………………………………………………… 

46 

Hình 3.14. Chồi thuốc lá trên môi trƣờng ra rễ ở nhiệt độ 37
o
C………………… 47 

Hình 3.15. Sản phẩm PCR nhân gen codA từ cây thuốc lá chuyển gen................ 47 

Hình 3.16: Các dòng thuốc lá chuyển gen codA và không chuyển gen trên môi 

trƣờng ra rễ có 200 mM NaCl…………………………………………………… 

 

48 

Hình 3.17: Sản phẩm RT-PCR từ mRNA của các dòng thuốc lá K326 chuyển 

gen codA……………………………………………………………………… 

 

49 

 

 

 

 

 



ix 

 

 

DANH MỤC CÁC CHỮ VIẾT TẮT VÀ KỲ HIỆU 

 

STT KÝ HIỆU CHỮ VIẾT TẮT 

1 A.globiformic Arthrobacter globiformic 

2 A.tumefaciens Agrobacterium tumefaciens 

3 DNA Acid Deoxiribonucleic 

4 BHDA Betain aldehycle dehydrogenase 

5 BA 6-benzyl adenine 

6 bp Base pair 

7 CaMV Cailiflower Mosaic Virus 

8 cDNA Complementary DNA 

9 Cefo Cefotaxime 

10 CMO Choline monooxygenase 

11 CODA Choline oxidase 

12 ĐC Đối chứng 

13 E.coli Escherichia coli 

14 EDTA Ethylene Diamine Tetra acetic Acid 

15 et al Đồng tác giả 

16 EtBr Ethidium Bromid 

17 GB Glycine betaine 

18 Genta Gentamycine 

19 GFP Green Fluorescent Protein 

20 GUS β -1, 4-Glucuronidase 

21 HSF Heat shock factor 

22 HSPs Heat shock proteins 

23 Hyg Hygromycine resistant 

24 ISSR Inter Simple Sequence Repat 

25 Kana Kanamycine 



x 

 

 

26 LB Luria Bertani 

27 M Thang Marker chuẩn 

28 MDA Malondialdehyde 

29 mM Millimolar 

30 MT Môi trường 

31 MS Murashige and Skoog, 1962 

32 MT-sHSP Mitochondrial small Heat shock protein 

33 MUG 4-methyl-umBelliferyl- β -D-glucoronide 

34 µl Micro litte 

35 µM Micromolar 

36 NptII Neomycin Phosphotransferaces II 

37 PCR Polymerase Chain Reaction 

38 QTL Quantitative trait loci 

39 RAPD Random Amplified Polymorphic DNA 

40 Rifa Rifamycine 

41 SOD Superoxide dismutase 

42 T-DNA Transfer-DNA 

43 TAE Tris-acetate –EDTA 

44 Ti-plasmid Tumor-Inducing Plasmid 

45 TP Transit peptide 

46 Vir Virulence 

47 WT Dòng không chuyển gen 

48 X-Gluc 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- β -D-glucoronide 

49 NAA 1-Naphthaleneacetic acid 

 



1 

 

 

MỞ ĐẦU 

 

1. Tính cấp thiết của đề tài 

Cây trồng biến đổi gen (Genetically Modified Crop - GMC) là loại cây trồng 

đƣợc lai tạo ra bằng cách sử dụng các kỹ thuật công nghệ sinh học hiện đại, hay 

còn gọi là kỹ thuật di truyền, công nghệ gen hay công nghệ DNA tái tổ hợp, chuyển 

một hoặc một số gen chọn lọc để tạo ra cây trồng mang tính trạng mong muốn. Về 

mặt bản chất, các giống lai từ trƣớc đến nay (hay còn gọi là giống truyền thống) 

đều là kết quả của quá trình cải biến di truyền. Điểm khác biệt duy nhất giữa giống 

lai truyền thống và giống chuyển gen là gen (DNA) đƣợc chọn lọc một cách chính 

xác dựa trên khoa học công nghệ hiện đại, chuyển vào giống cây trồng để đem lại 

một tính trạng mong muốn một cách có kiểm soát. 

Việc sử dụng các gen có khả năng chọn lọc đi kèm với gen đích trong kỹ 

thuật chuyển gen là rất cần thiết nhằm tìm ra đƣợc một lƣợng ít các tế bào mang 

gen cần chuyển trong vô số các tế bào không mang gen chuyển. Thông thƣờng các 

gen chọn lọc đƣợc dùng là các gen kháng lại kháng sinh nhƣ hygromycin (hpt) và 

kanamycin (nptII) hoặc kháng lại các chất diệt cỏ nhƣ phosphinothricin (bar) và 

chlorosulfuron (als).  

Mặc dù, cho đến hiện nay chƣa có thí nghiệm nào đƣa ra đƣợc bằng chứng 

rằng các gen chọn lọc kháng lại các chất kháng sinh hay thuốc diệt cỏ đang sử dụng 

có nguy cơ gây hại đến sức khỏe ngƣời hoặc vật nuôi nhƣng vẫn có những lo ngại 

về độ an toàn với sức khỏe con ngƣời và ảnh hƣởng đến đa dạng sinh học. Vì vậy, 

trong những năm gần đây đã có những nghiên cứu liên quan đến việc sử dụng các 

gen chọn lọc thay thế, không ảnh hƣởng đến hoạt động sinh học của tế bào thực vật 

hay còn gọi là chọn lọc tích cực (positive selection). Trong trƣờng hợp này, các tế 

bào chuyển gen sẽ sử dụng một số chất không độc hại mà trong điều kiện bình 

thƣờng không thể sử dụng. Việc thay thế các gen chọn lọc này bằng những gen có 

tính chất tích cực, thân thiện với môi trƣờng cũng đang là vấn đề đƣợc quan tâm 

trong các nghiên cứu chuyển gen vào thực vật.  

Glycine betaine (GB) và proline đƣợc biết đến là một trong những chất đóng 

vai trò quan trọng trong quá trình điều chỉnh áp suất thẩm thấu nội bào khi thực vật 

sống trong các điều kiện bất lợi nhƣ khô, hạn, lạnh…. Trong tế bào thực vật, 
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glycine betaine đƣợc tổng hợp từ choline thông qua hai phản ứng liên tiếp đƣợc xúc 

tác bởi choline monooxygenase (CMO) và betain aldehyde dehydrogenase 

(BADH) 54 . 

 Từ những hiểu biết về con đƣờng sinh tổng hợp glycine betaine và proline ở 

sinh vật, cùng với sự phát triển mãnh mẽ của lĩnh vực công nghệ gen, đặc biệt là kỹ 

thuật tạo cây trồng biến đổi gen. Các nhà khoa học đã phân lập đƣợc các gen: codA 

(COD-Choline oxidase), COX, BADH, betA (CDH), CMO, GSMT(glicine 

Sarcosine methyntransferase), SDMT (Sarcosine dimethylglucine 

methyltransferase), P5CS (Pyrroline -5-Carboxylate Synthetase) và P5CR 

(Pyrroline -5-Carboxylate) từ nhiều nguồn khác nhau, mã hóa cho các enzyme 

tham gia vào quá trình sinh tổng hợp GB và proline. Các gen này đã đƣợc thiết kế 

với các promoter biểu hiện đặc hiệu, mạnh và chuyển thành công vào nhiều loài 

cây trồng, các loài cây trồng biến đổi gen tăng cƣờng khả năng chống chịu điều 

kiện bất lợi của môi trƣờng. Các kết quả đã đƣợc công bố : các gen codA 

(COD), COX, BADH, betA (CDH), CMO, GSMT, SDMT, P5CS và P5CR đƣợc 

chuyển vào các đối tƣợng cây Arabidopsis thaliana, Cây thuốc lá,  cây lúa (Oryza 

sativa),  cây cà chua, cây hồng, cây bạ (Brassica juncea

, nhi , chị

giá codA là gen mã hóa cho choline oxidase là enzyme tham gia tổng hợp GB. 

Trong chuyển gen, các nhà khoa học đã sử dụng gen codA (COD) cho thấy cây 

chuyển gen có khả năng phát triển bình thƣờng trong điều kiện bất lợi nhƣ nóng, 

mặn, khô hạn xảy ra.  

 Với lý do trên, chúng tôi tiến hành nghiên cứu đề tài “Nghiên cứu sử dụng 

gen codA làm chỉ thị chọn lọc tạo vector chuyển gen mang tính an toàn sinh 

học”. 

2. Mục tiêu nghiên cứu 

Mục tiêu chung: Phát triển vector chuyển gen mới có gen chọn lọc là codA 

phục vụ việc nâng cao hiệu quả chuyển gen và tính an toàn của cây chuyển gen. 

Mục tiêu cụ thể: 

- Tạo đƣợc vector chuyển gen thực vật có gen chọn lọc là gen codA. 

- Đánh giá đƣợc khả năng chọn lọc và hiệu quả tạo cây chuyển gen sử dụng 

vector chuyển gen mới tạo đƣợc có gen chọn lọc là gen codA. 
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- Xây dựng đƣợc quy trình tạo cây chuyển gen sử dụng vector chuyển gen và 

gen chọn lọc codA đối với mô hình cây thuốc lá 

3. Nội dung nghiên cứu 

(1) Thiết kế vector chuyển gen mang gen codA thay thế cho gen chọn lọc 

(kháng kháng sinh). 

(2) Thử nghiệm tạo và đánh giá khả năng tạo cây chuyển gen thông qua chọn 

lọc bằng điều kiện chống chịu nhiệt độ cao, chịu mặn. 

(3) Xây dựng quy trình chọn lọc và tạo cây chuyển gen sử dụng vector 

chuyển gen và gen chọn lọc codA trên mô hình cây thuốc lá. 
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CHƢƠNG 1: TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 

Cây trồng biến đổi gen (Genetically Modified Crop - GMC) là loại cây trồng 

đƣợc lai tạo ra bằng cách sử dụng các kỹ thuật công nghệ sinh học hiện đại, hay 

còn gọi là kỹ thuật di truyền, công nghệ gen hay công nghệ DNA tái tổ hợp, để 

chuyển một hoặc một số gen chọn lọc để tạo ra cây trồng mang tính trạng mong 

muốn. Về mặt bản chất, các giống lai từ trƣớc đến nay (hay còn gọi là giống truyền 

thống) đều là kết quả của quá trình cải biến di truyền. Điểm khác biệt duy nhất giữa 

giống lai truyền thống và giống chuyển gen là gen (DNA) đƣợc chọn lọc một cách 

chính xác dựa trên khoa học công nghệ hiện đại, chuyển vào giống cây trồng để 

đem lại một tính trạng mong muốn một cách có kiểm soát. 

1.1. Cây trồng biến đổi gen và một số phƣơng pháp sử dụng trong chuyển 

gen ở thực vật 

Cây trồng biến đổi gen đƣợc tạo ra trong phòng thí nghiệm bằng cách thay 

đổi cấu trúc gen của chúng. Ngƣời ta dùng kĩ thuật di truyền để thêm vào một hoặc 

nhiều gen vào trong bộ gen của cây trồng. Hiện nay có nhiều phƣơng pháp chuyển 

gen ở thực vật đã đƣợc nghiên cứu và thành công trên nhiều đối tƣợng giống cây 

trồng nhƣ: chuyển gen thông qua A.tumefaciens, chuyển gen trực tiếp bằng hóa 

chất, xung điện, súng bắn gen, chuyển gen bằng vi tiêm, chuyển gen qua ống phấn, 

chuyển gen bằng ủ dung dịch hạt khô với dung dịch DNA… Hai phƣơng pháp 

chuyển gen thành công nhất là chuyển gen trực tiếp bằng súng bắn gen và chuyển 

gen gián tiếp thông qua vi khuẩn A.tumefaciens. 

1.1.1. Chuyển gen trực tiếp bằng súng bắn gen  

Chuyển gen trực tiếp bằng súng bắn gen là phƣơng pháp đƣa các gen ngoại lai 

vào tế bào chủ, là kỹ thuật sử dụng các viên đạn là vàng (hoặc Vonfam) kích thƣớc 

hiển vi (0.5-5um) có tỷ trọng cao để đạt gia tốc cao xuyên qua vỏ và màng tế bào, đƣa 

lớp DNA bọc ngoài tiếp cận với bộ máy di truyền của tế bào. Phƣơng pháp chuyển 

gen bằng súng bắn gen đƣợc áp dụng với những đối tƣợng mà việc chuyển gen bằng 

A.tumefaciens khó thực hiện đƣợc (do không mẫn cảm với A.tumefaciens) hay khả 

năng tái sinh kém (khi chuyển gen vào tế bào trần). Phƣơng pháp này đã đƣợc áp 

dụng thành công cho rất nhiều loại cây trồng, đặc biệt là thực vật một lá mầm nhƣ 

lúa mì hoặc ngô.  
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Phƣơng pháp chuyển gen bằng súng bắn gen đƣợc sử dụng rộng rãi sau phƣơng 

pháp chuyển gen qua vi khuẩn A.tumefaciens với các ƣu điểm là có thể áp dụng với 

hầu hết các loại mô và tế bào, chuyển DNA ngoại lai vào tế bào nhanh, dễ sử dụng 

với quy trình đơn giản, một số lƣợng lớn mẫu có thể đƣợc xử lý trong thời gian 

ngắn, các vecto đƣợc thiết kế đơn giản, không đòi hỏi các trình tự DNA cho đoạn 

T-DNA nhƣ chuyển gen bằng A.tumefaciens, cần một lƣợng nhỏ plasmid DNA, 

biểu hiện gen tạm thời có thể đƣợc quan sát sau vài ngày. Tuy nhiên cũng có nhƣợc 

điểm nhƣ nhiều bản sao vào tế bào cùng một lúc, gây khó khăn cho việc phân tích 

chọn lọc về sau này, hiệu quả chuyển gen thấp nhƣng chi phí lại cao 27  

1.1.2. Phƣơng pháp chuyển gen bằng vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens 

Phƣơng pháp chuyển gen thông qua A.tumefaciens đƣợc ứng dụng rộng rãi 

để chuyển một hay nhiều gen vào cây trồng nhờ những đặc tính ƣu việt của hệ 

thống chuyển gen này: giúp tạo cây trồng có tính bền vững cao; có thể chuyển một 

đoạn DNA có kích thƣớc tƣơng đối lớn vào thực vật mà không cần thiết bị cũng 

nhƣ hệ thống nuôi cấy phức tạp; số bản copy của gen chuyển trong cây chuyển gen 

ít, tạo thuận lợi cho việc phân tích cũng nhƣ nghiên cứu sự biểu hiện của gen mới 

trong cây chuyển gen. 

Phƣơng pháp chuyển gen bằng A.tumefaciens thƣờng đƣợc dùng cho các loại 

cây hai lá mầm vì A.tumefaciens mẫn cảm với các loại cây này. Tuy nhiên, ngày 

nay ngƣời ta đã tìm ra các chủng A.tumefaciens mẫn cảm với cây một lá mầm trong 

đó có ngô, lúa và các cây chuyển gen hữu thụ đã nhận đƣợc. Chuyển gen bằng 

A.tumefaciens đã đƣợc nghiên cứu thành công bởi nhiều tác giả, các yếu tố ảnh 

hƣởng tới hiệu quả chuyển gen đã đƣợc tối ƣu hoá nhƣ chủng A.tumefaciens, kiểu 

gen của từng loài, giống, thành phần môi trƣờng nuôi cấy, nhiệt độ...). Một nghiên 

cứu ở đậu tƣơng đã kết hợp hai phƣơng pháp dùng súng bắn gen và A.tumefaciens, 

trƣớc khi lây nhiễm A.tumefaciens mô đƣợc làm bị thƣơng bằng cách “bắn” đạn 

không mang gen. Phƣơng pháp này có thể cho hiệu quả lây nhiễm cao, bởi sau khi 

bị “bắn” mô tạo phản ứng đối với vết thƣơng, tạo điều kiện cho lây nhiễm bằng 

A.tumefaciens. 

A.tumefaciens là loài vi khuẩn đất, có khả năng chuyển một đoạn DNA từ Ti 

plasmid (tumor-inducing plasmid) vào tế bào thực vật. Ti plasmid - một phân tử 

DNA mạch vòng, sợi kép có trọng lƣợng phân tử bằng 3-5% so với trọng lƣợng 
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phân tử của nhiễm sắc thể vi khuẩn. Ti plasmid có kích thƣớc khoảng 200 kb, trong 

tế bào chúng tồn tại nhƣ một đơn vị sao chép độc lập gồm 4 vùng tƣơng đồng: A, 

B, C và D. Vùng A luôn đƣợc truyền sang tế bào thực vật nên có tên là T-DNA. Tại 

đây có hai hệ gen: hệ gen gây khối u onc (oncogenic) gồm các gen khi hoạt động sẽ 

sản sinh một lƣợng lớn các chất kích thích sinh trƣởng nhƣ auxin, cytokinin tạo 

thành khối u ở thực vật; hệ gen mã hoá một số enzym điều khiển quá trình tổng hợp 

các dẫn suất của các axit amin hay đƣờng, gọi là opin. Vùng B có liên quan đến sự 

tái bản. Vùng C liên quan đến sự tiếp hợp. Vùng D chứa các gen vir, giữ vai trò 

quan trọng trong việc chuyển T-DNA vào hệ gen nhân của tế bào thực vật. 

Các vector dùng trong chuyển gen thông qua A.tumefaciens là: vector liên 

hợp và vector nhị thể, hai loại vector này đang đƣợc sử dụng rất có hiệu quả. 

Đoạn T- DNA muốn đƣợc chuyển, trƣớc tiên nó phải đƣợc hoạt hoá bởi hoạt 

động của các gen vir. Hiện tƣợng này xảy ra khi A.tumefaciens bắt đầu tiếp xúc với 

hợp chất chứa phenol đƣợc tiết ra từ vết thƣơng của cây hoặc từ tế bào nuôi cấy hay 

protoplast, đầu tiên là sự hoạt động của các sản phẩm đƣợc tạo ra từ gen virA. 

Potein virA nằm ở màng trong của tế bào A.tumefaciens, đóng vai trò nhƣ một chất 

thụ cảm đối với acetosyringon có trong môi trƣờng. Tín hiệu này sẽ đƣợc truyền 

dẫn qua sự hoạt hoá gen virG. Protein virG sau đó lại gắn vào gen chỉ huy nằm sát 

trình tự khởi động thuộc các gen vir khác nhau. Bằng cách nhƣ vậy, protein của gen 

virG đã đƣợc hoạt hoá làm tăng quá trình hoạt hoá của chính nó, đồng thời làm 

giảm hoạt động của các operon B, C, D và E. Trong tiến trình chuyển T-DNA, ở 

giai đoạn đầu xuất hiện các vết cắt Ti-plasmid tại hai trật tự biên, ở vị trí giữa bazơ 

nitơ thứ ba và thứ tƣ của mạch đơn nằm phía dƣới. Từ đó một mạch đơn T-DNA 

đƣợc giải phóng ra khỏi Ti-plasmid và thay thế vào đó là một mạch đơn mới đƣợc 

tổng hợp theo chiều 5‟ – 3‟, bắt đầu từ chỗ đứt của trật tự biên phải. Điều này giải 

thích tại sao đầu biên phải cần thiết cho quá trình chuyển T-DNA vào thực vật. 

Trong quá trình di chuyển, sợi đơn DNA phải chui qua rất nhiều màng trƣớc khi 

vào đƣợc đến nhân tế bào thực vật. Vì vậy, để giữ đƣợc tình trạng nguyên vẹn thì 

T- DNA sợi đơn đƣợc gắn với virE. Sản phẩm của gen virB nằm trên màng tế bào 

vi khuẩn có nhiệm vụ chuyển trực tiếp DNA sợi đơn sang tế bào thực vật. Sau khi 

T-AND chui đƣợc qua màng tế bào, chúng đi thẳng vào nhân và kết hợp với DNA 

nhân thực vật ở những vị trí ngẫu nhiên. Tại đó các gen trên T- DNA dƣới sự điều 
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khiển của gen thực vật bắt đầu sản sinh ra auxin, cytokinin, opine dẫn đến sự hình 

thành khối u trên cơ thể thực vật 3 . 

Phƣơng pháp chuyển gen bằng vi khuẩn A.tumefaciens thƣờng tỏ ra hữu hiệu 

hơn do ít gây ra những hƣ hỏng nghiêm trọng đối với mô tế bào. Để chuyển gen 

bằng A.tumefaciens chúng ta phải sử dụng các hệ thống vector sử dụng trong 

chuyển gen sẽ đƣợc trình bày trong các phần sau. 

1.1.3. Đặc điểm Ti plasmid của Agrobacterium 

Vào đầu thế kỷ 20, ngƣời ta đã biết đến vi khuẩn Agrobacterium là nhóm vi 

khuẩn gram âm sống trong đất, có khả năng gây ra các triệu chứng bệnh ở thực vật 

khi xâm nhiễm qua vết thƣơng. Có rất nhiều cách phân loại Agrobacterium, và 

phƣơng pháp phổ biến nhất là dựa vào triệu chứng gây bệnh và loại cây chủ. Chi 

Agrobacterium có các loài chính sau: A. tumefaciens: gây bệnh khối u hình chóp ở 

thân; A.rhisogenes: gây bệnh rễ tơ (hairy root); A.rubi: gây ra khối u ở các loài dâu 

đất, mâm xôi; A.radiobacter: đƣợc coi là loài không gây độc vì chúng sản sinh 

kháng sinh đặc trƣng (agrocin 84) ngăn cản tác hại của các loài Agrobacterium kể 

trên. 

Trong đó, chủng A.tumefaciens và A.rhizogenes đƣợc sử dụng phổ biến trong 

chuyển gen vào thực vật. Theo cơ chế tự nhiên, hai loài này có khả năng xâm 

nhiễm qua vết thƣơng của hầu hết các loài thực vật hai lá mầm và một số ít các loài 

thực vật một lá mầm, kết quả là gây ra những khối u hay hình thành rễ tơ. Về sau, 

ngƣời ta xác định đƣợc rằng trong tế bào của các dạng hoang dại A.tumefaciens có 

chứa một loại plasmid đặc biệt gọi là Ti-plasmid (Tumor-inducing plasmid), còn 

A.rhizogenes chứa plasmid cảm ứng tạo rễ tơ gọi là Ri-plasmid (Root-inducing 

plasmid). Ti và Ri plasmid đều chứa một đoạn DNA có thể chuyển sang tế bào chủ 

theo cơ chế tự nhiên (T-DNA: Transferred-DNA). Do đó, Agrobacterium là một hệ 

thống chuyển gen tự nhiên. Bằng cách cải biến cắt bỏ những gen gây khối u và rễ 

tơ, cài xen vào vùng T-DNA những gen đích, gen này sẽ đƣợc chuyển và gắn vào 

hệ gen tế bào thực vật dễ dàng. Những phát hiện này có ý nghĩa rất quan trọng cho 

sự ra đời của phƣơng pháp chuyển gen vào thực vật nhờ vi khuẩn Agrobacterium 

66 . 
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Hình 1.1. Sơ đồ cấu trúc Ti-plasmid của vi khuẩn A. tumefaciens 

Phần lớn các loại Ti-Plasmid có kích thƣớc khoảng 200-800 kb và gồm bốn 

vùng A, B, C, D. Trong đó, vùng A luôn luôn đƣợc truyền sang tế bào thực vật nên 

có tên là T-DNA (Transferred DNA). Tại đây mang 2 hệ gen: một hệ gen gây khối 

u cho thực vật có chứa ít nhất 3 gen tổng hợp các phytohormone là auxin và 

cytokinin, do đó, có liên quan đến việc sinh ra và duy trì sự phân chia tế bào liên 

tục mà không phụ thuộc vào sự sinh trƣởng của cây; hệ gen thứ hai mã hóa cho một 

số enzyme điều khiển tổng hợp các dẫn xuất của amino acid hay đƣờng gọi là 

opine. Vùng B là vùng tái bản có mang điểm khởi đầu sao chép (oriT). Vùng C liên 

quan đến sự tiếp hợp. Vùng D có tên gọi là vùng độc (virulence region) có chứa các 

gen vir, giữ vai trò quan trọng trong việc chuyển T-DNA vào hệ gen nhân của tế 

bào thực vật. Ngoài ra, Ti-plasmid còn chứa các gen nằm ngoài vùng T-DNA mã 

hóa cho các enzyme phân giải opine để làm nguồn dinh dƣỡng carbon và nitơ cho 

vi khuẩn. 

Vùng T-DNA có kích thƣớc khoảng 10-20 kb, nằm kẹp giữa 2 trật tự 25 bp 

lặp lại không hoàn chỉnh gọi là biên trái (left border-LB) và biên phải (right border-

RB). Toàn bộ giới hạn giữa hai biên này đều đƣợc chuyển sang tế bào thực vật. LB 

và RB là những yếu tố cần thiết để định hƣớng cho sự chuyển DNA. Sự mất đi 6bp 

đầu tiên hoặc 10 bp cuối cùng trong số 25 bp đều ngăn cản sự chuyển của T-DNA. 

Quá trình chuyển T-DNA bắt đầu từ vị trí RB và kết thúc ở vị trí LB. Sự định 

hƣớng này rất quan trọng nếu thiếu yếu tố này việc chuyển gen sẽ không xảy ra 

hoặc không hiệu quả. Trong các gen đƣợc mã hóa ở vùng T-DNA có 3 gen rất quan 

trọng trong việc phát triển khối u: một gen mã hóa cho AMP-isopentenyl 
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transferase và 2 gen mã hóa cho enzyme tham gia vào hoạt động sinh tổng hợp 

auxin (tryptophane-2 mono oxigenase và acetamid hydrolase). Sự hoạt động của 

các gen này tạo điều kiện cho sự phát triển của tế bào thực vật có sự phụ thuộc vào 

auxin và cytokinin. Đặc điểm này đƣợc sử dụng để chọn lọc các tế bào đƣợc biến 

nạp từ trong phần lớn các tế bào không đƣợc biến nạp. Cần lƣu ý là, không một gen 

nào trong vùng cần thiết cho việc chuyển của T-DNA. Việc chuyển đi vùng này 

mang tính thụ động. Tuy nhiên, T-DNA trong các khối u thực vật thƣờng có kích 

thƣớc ổn định nhƣ trong Ti-plasmid. Vì thế, có thể coi mỗi T-DNA là một đơn vị 

đƣợc gắn vào hệ gen thực vật mà không cần có sự biến đổi nào. Điều này có ý 

nghĩa rất quan trọng trong việc ứng dụng tạo cây biến đổi gen nhờ vi khuẩn 

Agrobacterium. Đó là với cấu trúc gen mục tiêu đƣợc thiết kế trƣớc khi chuyển vào 

tế bào thực vật thì cấu trúc gen đó đƣợc giữ nguyên vẹn. 

Hoạt động của vùng vir đóng vai trò quan trọng cho việc chuyển T-DNA 

sang tế bào thực vật. Vùng này có kích thƣớc khoảng 40 kb và bao gồm 6 operon: 

các vir A, B, D và G là hoàn toàn cần thiết cho việc tạo độc tính; còn vir C và E 

liên quan đến việc tạo thành khối u. Trừ virA và G các operon khác đều là cistron. 

Nói chung, gen virA biểu hiện ở mọi điều kiện; gen virC biểu hiện ở khắp các tế 

bào sinh dƣỡng nhƣng biểu hiện mạnh ở dịch chiết từ các mô bị thƣơng tổn. Hoạt 

động của các operon này có liên quan chặt chẽ đến sự có mặt của các hợp chất 

phenol đƣợc tiết ra từ các vết thƣơng tổn của cây. Từ vết thƣơng cây thuốc lá ngƣời 

ta đã tinh chế và xác định các hợp chất này là acetosyringone và hydroxy 

acetosyringone. Chất này vừa có tác dụng làm lành vết thƣơng vừa có tác dụng dẫn 

dụ vi khuẩn xâm nhập, lại có vai trò nhƣ một chất kích hoạt vùng gen vir thuộc Ti-

plasmid kích thích cho sự cắt đoạn T-ADN (tại vùng biên trái và biên phải) để gắn 

vào genome thực vật. 

1.2.  Các hệ thống vector sử dụng trong chuyển gen ở thực vật 

1.2.1. Hệ thống vector liên hợp 

Hệ thống vector liên hợp là kết quả của sự liên hợp hai loại plasmid: Ti-

plasmid đã loại trừ vùng gen gây khối u và gen tạo các hợp chất opine nhƣng vẫn 

giữ lại vùng vir và vùng bờ trái, bờ phải. Thay vào những gen bị cắt bỏ là đoạn 

tƣơng đồng với một đoạn trên plasmid thứ hai (plasmid trung gian) để phục vụ cho 

việc liên hợp hai loại plasmid. Plasmid trung gian là một plasmid tách dòng từ vi 
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khuẩn E.coli và có thể tái sinh đƣợc ở Agrobacterium. Plasmid này có chứa vùng 

gắn gen cần chuyển nạp, các gen chỉ thị phục vụ cho việc chọn lọc và có mặt đoạn 

tƣơng đồng. Khi cho tƣơng tác hai loại plasmid này với nhau chúng sẽ liên hợp qua 

trao đổi chéo giữa hai đoạn tƣơng đồng và hình thành vector liên hợp. Thực chất 

vetor liên hợp là một loại vector lai có chỗ cho lai cần chuyển đi nhờ vào tế bào 

thực vật 2  

1.2.2. Vector nhị thể 

Việc sử dụng trực tiếp Ti-plasmid của A.tumefaciens chuyển gen gặp khó 

khăn do nó có kích thƣớc lớn. Mặt khác, Ti-plasmid chứa các gen gây khối u gây 

bất lợi cho thực vật- cản trở quá trình sinh trƣởng và phát triển bình thƣờng ở thực 

vật. Các enzyme giới hạn có thể cắt DNA của Ti-plasmid ở nhiều chỗ khác nhau. 

Trong khi đó công nghệ gen lại cần những vị trí cắt duy nhất cho hoạt động của 

một số enzym giới hạn 1 . Với các lí do trên đây, các nhà khoa học đã cải tiến Ti-

plasmid thành một hệ vector nhị thể gồm có vector chuyển gen (Ti-plasmid tái tổ 

hợp) và vector bổ trợ (helper T-plasmid).  

 Vector chuyển gen có cấu trúc từ Ti-plasmid với đoạn DNA đƣợc cắt bỏ hết 

các gen không cần thiết nhƣ gen onc và gen tổng hợp opine ở giữa hai trình tự LB 

và RB, gắn thêm một số thành phần tạo cấu trúc mới gồm: Các replicon để DNA 

plasmid có thể vừa tự nhân bản trong cả E.coli và A. tumefaciens; các gen chọc lọc, 

gen chỉ thị và vùng có chứa nhiều điểm cắt của các enzyme giới hạn nằm ở hai 

trình tự LB và RB để chèn gen mong muốn cần chuyển.  

 Vector bổ trợ có cấu trúc gồm các gen vir đƣợc tách và đƣợc đƣa vào chung 

một plasmid đảm nhiệm chức năng vận chuyển gen vào tế bào thực vật. Plasmid 

này đƣợc cải tiến loại bỏ gen kích thích tế bào thực vật phát triển khối u, nhƣng vẫn 

duy trì khả năng xâm nhập vào tế bào thực vật. Hai cấu trúc này cùng đƣợc đƣa vào 

A.tumefaciens, khi các gen trên vector bổ trợ hoạt động thì các sản phẩm của nó sẽ 

tác động tới đoạn T-DNA trên vector chuyển gen dẫn đến sự chuyển đoạn T-DNA 

sang tế bào thực vật. 

1.3. Các gen sử dụng trong chọn lọc và chỉ thị 

Các gen chọn lọc thƣờng đƣợc sử dụng trong công nghệ chuyển gen thực vật 

thƣờng là các gen tổng hợp các protein giúp phân biệt các tế bào đã đƣợc chuyển 
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gen và các tế bào không đƣợc chuyển gen (gen chọn lọc), hoặc ghi nhận sự hoạt 

động của gen chuyển (gen chỉ thị). 

1.3.1. Gen kháng kháng sinh 

Các gen kháng kháng sinh thƣờng sử dụng trong kỹ thuật chuyển gen nhƣ 

gen nptII(neomycin phosphotransferase) kháng kanamycine, gen hpt(hygromucin 

phosphotransferase) kháng hygromycin, gen streptomycin phosphotransferaza 

kháng streptomycin 

1.3.2. Gen kháng chất diệt cỏ 

Gen bar là tên gọi của gen mã hóa cho enzyme phosphinothricin 

acetyltransferase (PAT), có tác dụng làm mất độc tính của phosphinothricin (PPT), 

là hoạt chất chính của thuốc trừ cỏ nhƣ Bialaphos và Basta. Gen bar đƣợc tạo dòng 

đầu tiên từ một dòng vi khuẩn Streptomyces hygroscopicus. Phƣơng pháp đơn giản 

nhất để kiểm tra sự có mặt của gen bar là phƣơng pháp trực tiếp. Mô, tế bào hoặc 

cây chuyển gen đƣợc đặt trên môi trƣờng có các nồng độ phosphinothricin khác 

nhau (hoặc các thuốc trừ cỏ tƣơng ứng) và so sánh sinh trƣởng của mô, tế bào hoặc 

cây đối chứng đặt trên cùng môi trƣờng. 

1.3.3. Gen chọn lọc mannose 

Một trong những gen chọn lọc tích cực đƣợc sử dụng nhiều là gen mã hóa 

biến dƣỡng đƣờng manose, là một ví dụ điển hình trong việc sử dụng thành công 

chất chọn lọc thay thế các kháng sinh và chất diệt cỏ trong chuyển gen (hình 1.2) - 

Gen manA đƣợc tách từ Escherichia coli 45 . Gen manA mã hóa cho enzym 

phosphomannose isomerase (PMI) sẽ biến đổi mannose-6-phosphate thành 

fructose-6-phosphate có thể sử dụng nhƣ là chất dinh dƣỡng của tế bào. Vì thế các 

tế bào mang gen chuyển sẽ phát triển đƣợc trên môi trƣờng có đƣờng manose thay 

vì sacrose trong điều kiện bình thƣờng. Đối với các tế bào không chuyển gen, bản 

thân đƣờng mannose không gây độc, nhƣng khi bị phốtpho hóa bởi hexokinase 

thành mannose-6-phosphate dẫn đến các tế bào không thể phát triển đƣợc.  
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Hình 1.2. Quy trình sử dụng manose làm chất chọn lọc 

 

1.3.4. Các gen chỉ thị: GFP (green fluorescene protein), GUS (β-1,4-

glucuronidase) 

Gen tổng hợp GFP đƣợc phát hiện và tách từ loài sứa Aequorea victoria. 

Protein GFP rất dễ phát hiện, chỉ cần quan sát dƣới kính hiển vi phát huỳnh quang, 

máy đếm tế bào, máy quang phổ đo huỳnh quang. Protein có tính ổn định cao, tồn 

tại lâu, không cần co-enzym nhƣ các hệ thống phát màu, phát ánh sáng hay phát 

huỳnh quang khác, ít xảy ra dƣơng tính giả, độ chính xác khá cao, không phá hủy tế 

bào. 

Gen gus A mã hóa cho sinh tổng hợp enzyme β-glucuronidase. β-

glucuronidase là một hydrolase xúc tác cho sự phân giải các β-glucuronide, sản 

phẩm phân giải có màu xanh chàm đặc trƣng, dễ nhận biết. β-glucuronide thƣờng 

dùng nhất trong phản ứng để nhận biết sự tồn tại của gen gus A là X-Gluc (5-

bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide). Dung dịch X-Gluc không màu dƣới 

tác động của enzyme β-glucuronidase sẽ chuyển sang màu xanh chàm. 

1.4. Tổng quan nghiên cứu về vector chuyển gen mang tính an toàn sinh học 

1.4.1. Sự cần thiết nghiên cứu vector chuyển gen mang tính an toàn sinh học 

Cây trồng chuyển gen là sự biến đổi vật chất di truyền, tiếp nhận thêm những 

gen mới, kết quả là xuất hiện những tính trạng mới dƣới sự tác động của môi 

trƣờng. Quá trình biến đổi vật chất di truyền (thêm gen mới) nhờ vào công nghệ 

chuyển gen, nếu so sánh quá trình này với quá trình đột biến trong tự nhiên về bản 
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chất thì hai quá trình là một, bởi vì quá trình tiến hóa của sinh vật đều phải trông 

chờ vào quá trình biến đổi vật chất di truyền, trong đó đột biến đóng vai trò quan 

trọng. Dƣới tác động của các nhân tố gây đột biến, vật chất di truyền đƣợc biến đổi 

theo hai hƣớng: thêm đoạn hay bớt đoạn. Nhƣ vậy, quá trình thêm đoạn nhờ chuyển 

gen cũng tƣơng tự nhƣ quá trình thêm đoạn DNA trong đột biến tự nhiên. 

Tuy nhiên, hai quá trình này có nhiều điểm khác nhau: Nếu quá trình chọn 

lọc tự nhiên chỉ giữ lại những biến dị có lợi cho quá trình tiến hóa của loài, thì 

trong kỹ thuật chuyển gen cây trồng chỉ giữ lại tính trạng đã đƣợc định hƣớng 

trƣớc, có lợi về kinh tế, không đóng góp gì cho quá trình tiến hóa của loài. Đây là 

điểm khác biệt căn bản nhất giữa đột biến tự nhiên và "đột biến" nhờ kỹ thuật 

chuyển gen. Sản phẩm của đột biến tự nhiên là tính trạng có lợi cho tiến hóa, còn 

sản phẩm của quá trình chuyển gen là các tính trạng có lợi cho con ngƣời, đây là ƣu 

điểm nổi bật nhất của công nghệ chuyển gen. 

Việc sử dụng các gen có khả năng chọn lọc đi kèm với gen đích trong kỹ 

thuật chuyển gen là rất cần thiết nhằm tìm ra đƣợc một lƣợng ít các tế bào chuyển 

gen trong vô số các tế bào không mang gen chuyển. Thông thƣờng các gen chọn 

lọc đƣợc dùng là các gen kháng lại kháng sinh nhƣ hygromycin (hpt) và kanamycin 

(nptII) hoặc kháng lại các chất diệt cỏ nhƣ phosphinothricin (bar) và chlorosulfuron 

(als). Các chất này đƣợc gọi là các chất chọn lọc và có tác dụng diệt các tế bào 

không mang các gen kháng lại nó nhƣng không làm ảnh hƣởng đến các tế bào có 

mang gen chuyển. Trong thực tế những gen này sẽ không cần thiết đối với cây đã 

trƣởng thành và đặc biệt đối với cây đã trồng ngoài cánh đồng. Việc có mặt của các 

gen chọn lọc này trong cây trồng chuyển gen đã gây nên những lo lắng trong công 

chúng về mặt sức khỏe của con ngƣời sử dụng và môi trƣờng. Mặc dù, cho đến 

hiện nay chƣa có thí nghiệm nào đƣa ra đƣợc bằng chứng rằng các gen chọn lọc 

kháng lại các chất kháng sinh hay thuốc diệt cỏ đang sử dụng có nguy cơ gây hại 

đến sức khỏe ngƣời hoặc vật nuôi. Tuy vậy những lo ngại trên, thực tế đã làm chậm 

quá trình sử dụng nguồn lợi từ cây chuyển gen, nhƣng vẫn có những lo lắng về độ 

an toàn với sức khỏe con ngƣời và ảnh hƣởng đến đa dạng sinh vật.  

Vì thế đã có nhiều nghiên cứu đƣợc tiến hành theo hƣớng phát triển các 

phƣơng pháp chuyển gen không sử dụng gen chọn lọc hoặc loại bỏ các gen chọn 

lọc. Bên cạnh việc giảm bớt những lo lắng của công chúng, việc vắng mặt các gen 
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chọn lọc trong cây chuyển gen đồng thời giảm chi phí trong việc phát triển cây 

chuyển gen và thời gian cần thiết để đánh giá về an toàn và vì thế sẽ thúc đẩy việc 

thƣơng mại hóa các sản phẩm chuyển gen. Việc tạo ra cây chuyển gen không mang 

gen chọn lọc còn tạo cơ hội cho việc chuyển nhiều gen liên quan đến những tính 

trạng phức tạp nhƣ chống chịu với nhiều loại bệnh và các tác nhân bất lợi của môi 

trƣờng. 

1.4.2. Các gen/hệ thống chọn lọc thân thiện  

Trong công nghệ chuyển gen ở thực vật, các gen chỉ thị chọn lọc đóng vai trò 

hết sức quan trọng cho sự chọn lọc nhanh cây chuyển gen từ những mô, tế bào 

không chuyển gen. Các gen chỉ thị chọn lọc mã hoá cho các protein liên quan dến 

sự chống chịu các tác nhân chọn lọc nhƣ kháng sinh/thuốc diệt cỏ. Sau khi chuyển 

gen, dƣới sự có mặt của các tác nhân chọn lọc, các tế bào không mang gen chuyển 

có thể bị chết. Các gen chỉ thị chọn lọc đƣợc phân chia thành hai loại: Các gen chỉ 

thị chọn lọc tích cực và không tích cực. 

Phƣơng thức chọn lọc tích cực là chọn lọc các tế bào chuyển gen có sinh 

trƣởng và phát triển mạnh hơn so với các tế bào không chuyển gen. Các chỉ thị 

chọn lọc tích cực chia thành 2 nhóm nhỏ là chọn lọc tích cực trên môi trƣờng bổ 

sung cơ chất và không bổ sung vào cơ chất. Các chỉ thị chọn lọc phụ thuộc vào khả 

năng chống chịu của tế bào chuyển gen trên môi trƣờng bổ sung cơ chất nhƣ các 

chất trao đổi chất trung gian, kháng sinh, thuốc diệt cỏ - những chất này là độc với 

các tế bào không chuyển gen, ví dụ manA 33   và xylA 22 . Các chỉ thị chọn lọc 

tích cực không cần bổ sung các cơ chất để chọn lọc tế bào chuyển gen mà các chỉ 

thị này sẽ kích hoạt hệ thống nội sinh của tế bào chuyển gen. Ví dụ trong trƣờng 

hợp isopentenyl transfer- ase (ipt) gen 18  làm tăng cƣờng sự phát triển chồi bằng 

cách hàm lƣợng hoocmon nội sinh ở tế bào/cụm tế bào chuyển gen. 

Phƣơng thức chọn lọc không tích cực ức chế sự sinh trƣởng và phát triển của 

tế bào chuyển gen. Các chỉ thị chọn lọc này cũng có thể chia làm hai nhóm là chọn 

lọc không tích cực trên môi trƣờng bổ sung cơ chất và không bổ sung vào cơ chất, 

và ngƣợc lại với chọn lọc tích cực, trong trƣờng hợp này việc bổ sung cơ chất sẽ ức 

chế sự sinh trƣởng của tế bào chuyển gen. Khi bổ sung cơ chất, các chỉ thị chọn lọc 

sẽ chuyển hoá cơ chất từ không độc sang độc cho các tế bào chuyển gen, ví dụ gen 
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codA ở vi khuẩn mã hoá cho enzyme cytosine deaminase 64  và adh gen mã hoá 

enzyme alcohol dehydrogenase ở Arabidopsis 40 . Các chỉ thị chọn lọc không tích 

cực không phụ thuộc cơ chất, ví dụ nhƣ MyMV TrAp protein hoạt hoá sự phiên mã 

của virus gây bệnh khảm vàng ở đậu xanh 53 . 

Các chỉ thị chọn lọc gây chết là sự gây chết tế bào không chuyển gen mà có 

thể bị ảnh hƣởng bởi các tế bào chuyển gen lân cận tiết các hợp chất độc hại 22 . 

Cần xét đến sự gây chết của cơ chất/gen lên các tế bào không chuyển gen xảy ra 

trong suốt quá trình chọn lọc. Trong những năm gần đây đã có những nghiên cứu 

liên quan đến việc sử dụng các gen chọn lọc thay thế, không có hại đến hoạt động 

sinh học của tế bào thực vật. Trong trƣờng hợp này, các tế bào chuyển gen sẽ sử 

dụng một số chất không độc hại mà trong điều kiện bình thƣờng không thể sử dụng. 

Thêm vào đó trong các chỉ thị chọn lọc, có các chỉ thị chọn lọc tích cực an toàn có 

nguồn gốc cả từ thực vật và không có nguồn gốc từ thực vật. Chi tiết một số chỉ thị 

chọn lọc tích cực an toàn có/không nguồn gốc từ thực vật đƣợc trình bày Bảng 

1.4a. 

Bảng 1.4a. Một số chỉ thị chọn lọc tích cực an toàn có/không nguồn gốc từ thực 

vật (Manimaran et al. 2011) 

Gen Nguồn phân lập Enzymes 

Cơ 

chất/tác 

nhân chọn 

lọc 

Tài liệu tham 

khảo 

 

lac Z Escherichia coli   β-galactosidase X-gal Helmer et al. (1984)  

Luc Photinus pyralis  Luciferase Luciferin  Ow et al. (1986)  

dao1 

Rhodotorula 

gracilis  

D-amino acid 

oxidase 

D-amino 

acids  Erikson et al. (2004)  

dsdA Escherichia coli  

D-serine ammonia 

lyase   D-serine  Erikson et al. (2005)  

manA Escherichia coli  

 Phosphomannose 

isomerase Mannose Joersbo et al. (1998)  
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kn1 Maize - None Luo et al. (2006)  

TPS1 

Arabidopsis 

thaliana  

Trehelose 6 

phosphate 

synthase  Glucose Avonce et al. (2004)  

ASA2 Tobacco 

Anthranilate 

synthase 

Herbicide 

(Trifluralin)  Tsai et al. (2005)  

Tub1 Goose grass - 

Amino acid 

analog  Ye et al. (2003) 

NiR Rice Nitrite reductase   

Nishimura et al. 

(2005) 

Atwbc1

9  

Arabidopsis 

thaliana 

ATP binding 

cassette 

transporter  Kanamycin  

 Mentewab and 

Stewart (2005)  

MPR1 

Saccharomyces 

cerevisiae Sigma 

1278b 

N-

acetyltransferase 

Azetidine-2-

carboxylic 

acid Shichiri et al. (2001) 

M6PR  Apium graveolens 

Mannose 6 

phosphate 

reductase   Mannitol Everard et al. (1997) 

csr1–2 

Arabidopsis 

thaliana 

Acetolactate 

synthase 

Imidazolino

nes Aragao et al. (2000) 

BADH Spinacia oleracea 

Betaine aldehyde 

dehydrogenase  

Betaine 

aldehyde Daniell et al. (2001) 

xylA  

Steptomyces 

rubiginosus  Xylose isomerase D-xylose  Haldrup et al. (1998)  

1.4.3. Sự loại bỏ các gen chỉ thị chọn lọc từ cây chuyển gen  

Việc tạo ra cây chuyển gen không mang gen chọn lọc không những đảm bảo 

an toàn sinh học, giảm thiểu rủi ro đối với môi trƣờng và đảm bảo an toàn cho 

ngƣời và vật nuôi khi sử dụng các sản phẩm có nguồn gốc từ sinh vật biến đổi gen.  
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Về nguyên tắc có ba cách để tránh hoặc loại bỏ gen chọn lọc truyền thống 

khỏi cây chuyển gen trƣớc khi đƣợc cây chuyển gen ra sản xuất: 

- Đồng thời chuyển hai gen một gen đích và một gen chọn lọc và sau đó loại bỏ gen 

chọn lọc ở các thế hệ sau thông qua phân ly. Đây là phƣơng pháp đơn giản nhất và 

đã đƣợc dùng thành công trong một vài cây trồng có tần số chuyển gen từ 85% trở 

lên. Tuy nhiên việc dựa vào phân ly sẽ không thể tiến hành với những cây nhân 

giống vô tính. Một hạn chế khác là quá trình chọn lọc các cá thể chỉ mang gen đích 

đòi hỏi thời gian và nhiều công sức.  

- Cắt bỏ các gen chọn lọc sau khi đã tìm đƣợc cây mang gen chuyển thông 

qua hệ thống tái tổ hợp tại những trình tự xác định (site – specific recombination), 

hệ thống gen nhẩy (transposition) hoặc tái tổ hợp đồng hợp tử (homologous 

recombination). Trong hệ thống tái tổ hợp tại những trình tự xác định, các enzyme 

recombinase chịu trách nhiệm tái tổ hợp sẽ đƣợc dùng để loại bỏ gen chọn lọc ở 

các giai đoạn sau. Các gen mã hóa cho các enzyme này đƣợc gắn bên cạnh các gen 

chọn lọc. Một khi các tế bào mang gen đích đã đƣợc chọn lọc, các gen recombinase 

có thể đƣợc kích hoạt bởi những yếu tố bên ngoài và loại bỏ các gen chọn lọc và 

chính nó ra khỏi genome thực vật, tạo ra các cây chuyển gen không mang các gen 

chọn lọc. Có ba hệ thống tái tổ hợp đặc hiệu đã đƣợc ứng dụng thành công để loại 

bỏ gen chọn lọc. Thƣờng đƣợc dùng nhất là hệ thống Cre/loxP của bacteriophage 

P1, trong đó recombinase Cre xúc tác cho các phản ứng tái tổ hợp giữa hai trình tự 

loxP gắn hai đầu của gen chọn lọc dẫn đến việc cắt bỏ gen chọn lọc ra khỏi genome 

thực vật. Việc sử dụng hệ thống gen nhảy tại vị trí nhất định trong genome của thực 

vật cũng có khả năng loại bỏ các gen chọn lọc. Hƣớng này tƣơng tự với quá trình tổ 

hợp tại vị trí xác định. Hệ thống phổ biến đƣợc sử dụng là Ac/Ds đƣơc phát hiện 

lần đầu tiên ở ngô. Tuy nhiên hƣớng này đòi hỏi thời gian dài qua quá trình lai tạo 

và phân ly. Chi tiết một số hệ thống loại bỏ chỉ thị chọn lọc từ cây chuyển gen đƣợc 

trình bày chi tiết bảng 1.4b. 

Bảng 1.4b. Một số hệ thống loại bỏ chỉ thị chọn lọc từ cây chuyển gen 

(Manimaran et al. 2011) 

Hệ thống 
Phƣơng pháp 

chuyển gen 
Cây trồng 

Gen 

chỉ thị 

chọn 

Tài liệu tham khảo 
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lọc 
Co-

transformation  Agrobacterium Tobacco  nptII  

Jacob and Veluthambi 

(2002)  

Co-

transformation  Agrobacterium Potato None  De Vetten et al. (2003) 

Ac/DS  Agrobacterium Rice hpt Jin et al. (2003) 

Co-

transformation  Agrobacterium Maize epsp Huang et al. (2004)  

Co-

transformation   Agrobacterium Rice  hpt Breitler et al. (2004)  

R/RS Agrobacterium Strawberry  nptII Schaart et al. (2004)  

Cre/loxP (heat 

inducible) Agrobacterium Tobacco  nptII Wang et al. (2005) 

 Cre/loxP 

(chemically 

regulated)  Agrobacterium Rice  hpt  Sreekala et al. (2005) 

R/RS Agrobacterium Potato 

nptII, 

5-FC  Kondrak et al. (2006)  

Cre/loxP Agrobacterium Potato  nptII  Cuellar et al. (2006)  

Cre/loxP 

(chemical 

regulated)  Agrobacterium 

Tomato (for 

Lepidopteran 

insect)  nptII  Zhang et al. (2006)  

Co-

transformation Agrobacterium 

Rice (for 

Bacterial leaf 

blight) 

Not 

known  Xia et al. (2006)  

Cre/loxP Agrobacterium Soybean hpt Li et al. (2007) 

Direct Agrobacterium Tobacco gus Jia et al. (2007) 

Co-

transformation Agrobacterium Soybean bar Ye and Qin (2007) 

Cre/loxP Agrobacterium Brassica juncea 

nptII 

G418 Arumugam et al. (2007) 

Cre/loxP Agrobacterium Oryza sativa ipt Bai et al. (2008) 

FLP/loxP/FRT Agrobacterium Tobacco nptII  Luo et al. (2008) 

Cre/loxP 

Flora dip in 

Agrobacterium Arabidopsis hpt Verweire et al. (2007) 

Co-bombarded Biolistic Zea mays nptII  Prakash et al. (2009) 

Cre/loxP Agrobacterium Tomato nptII  Zhang et al. (2009) 

FLP/FRT 

(Autoexcision) Agrobacterium Tobacco hpt Woo et al. (2009) 

Direct 

Ovary drip in 

Agrobacterium Zea mays None Yang et al. (2009) 

R/RS Agrobacterium Cassava ipt  Saelim et al. (2009) 
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Co-

transformation Agrobacterium Oryza sativa hph  Sripriya et al. (2008) 

Direct Agrobacterium 

Arachis 

hypogaea None  Bhatnagar et al. (2010) 

Co-bombarded Biolistic 

Oryza sativa 

(for YSB) hpt  Kumar et al. (2010) 

Cre/loxP Agrobacterium 

Oryza sativa 

(for sap sucking 

planthopper)  hpt  Sengupta et al. (2010) 

Cre/loxP Agrobacterium Tobacco bar  Kopertekh et al. (2010) 

FLP/FRT Agrobacterium 

Zea mays (for 

salt tolerance) ALS   Li et al. (2010) 

Co-

transformation  Agrobacterium Tobacco  bar 

Ramanarao and 

Veluthambi (2010)  

 

 

1.5. Cơ sở khoa học trong sử dụng gen codA làm chỉ thị chọn lọc ở thực vật 

chuyển gen 

Những tác động bất lợi từ môi trƣờng đến sự sinh trƣởng và phát triển của 

các loài cây trồng bao gồm khô hạn, mặn, lạnh và nhiệt độ cao. Đây cũng là những 

tính trạng mà các nhà khoa học rất quan tâm và tìm cách cải tiến. Cũng nhƣ các loài 

sinh vật khác, khi gặp các điều kiện bất lợi từ môi trƣờng, thực vật có khả năng 

sinh ra các cơ chế thích nghi khác nhau để có thể tồn tại, sinh trƣởng và phát triển. 

Cơ chế thƣờng gặp nhất khi cây gặp các điều kiện bất lợi về nƣớc đó là tăng cƣờng 

khả năng duy trì sức căng của các mô, tế bào thông qua việc tăng cƣờng tổng hợp 

các chất nhƣ các loại đƣờng tan, các loại axit amin,…để tăng cƣờng áp suất thẩm 

thấu cho tế bào. Glycine betain và proline là hai trong số những chất trao đổi đƣợc 

quan tâm do hiện tƣợng tích lũy rất mạnh của các hợp chất này khi cây gặp các điều 

kiện bất lợi từ môi trƣờng, đặc biệt là những yếu tố liên quan đến áp suất thẩm thấu 

nội bào.  

Ngƣời ta cho rằng, có nhiều gen liên quan đến sinh tổng hợp GB nhƣ: CMO, 

BADH, codA từ những cơ thể sinh vật có khả năng tích lũy GB một cách tự nhiên. 

Gen mã hóa cho CMO và BADH đƣợc phân lập từ một số loài thực vật bậc cao 

55 . Trong đó gen codA đƣợc phân lập từ vi khuẩn A. globiformis 23  mã hóa cho 

choline oxydase, là enzyme chìa khóa có vai trò quan trọng trong phản ứng sinh 
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tổng hợp GB. Từ đó, nhiều nhà chọn tạo giống đã chú ý chuyển gen này vào nhiều 

loại cây trồng khác nhau. Nhƣng ứng dụng kĩ thuật chuyển gen để chuyển gen 

codA vào thực vật vẫn đang còn là vấn đề mới mẻ chƣa đƣợc nghiên cứu toàn diện. 

1.5.1. Giới thiệu về gen codA 

Gen codA mã hóa cho choline oxydase, là enzyme chìa khóa có vai trò quan 

trọng trong phản ứng sinh tổng hợp Glycine betain (GB). Quá trình sinh tổng hợp 

GB đƣợc tìm thấy ở nhiều sinh vật khác nhau: vi khuẩn, động vật và thực vật hạt 

kín. Tuy nhiên, gen codA chỉ đƣợc tìm thấy và phân lập ở vi khuẩn A.globiformis, 

thuộc nhóm vi khuẩn gram dƣơng sống trong đất. Khi môi trƣờng đất nhiễm mặn, 

vi khuẩn này sử dụng gen codA nhƣ một vũ khí bảo vệ giúp chúng sống sót. 

Gen codA (đã đƣợc công bố trong ngân hàng gen NCBI có mã số 

AY304485), phân lập từ vi khuẩn A.globiformis có kích thƣớc 1641bp, mã hóa cho 

choline oxidase gồm 547 amino acid, là một enzyme giữ vai trò quan trọng đối với 

quá trình sinh tổng hợp glycine betaine ở vi khuẩn. Choline oxidase xúc tác phản 

ứng oxi hóa bốn electron của choline để tạo thành glycine betaine. Vì vậy, enzyme 

này có ý nghĩa quan trọng trong sự tồn tại và thích nghi với môi trƣờng sống của vi 

khuẩn A.globiformis, sự tích lũy hàm lƣợng cao glycine betaine trong tế bào chất 

giúp cho tế bào chống lại sự khử nƣớc và hiện tƣợng co nguyên sinh chất trong 

điều kiện môi trƣờng bất lợi.  

Gen tp-codA là gen đƣợc cải biến từ gen codA phù hợp cho sự biểu hiện ở 

thực vật. Ngoài ra,  đầu 5‟ trình tự gen codA tổng hợp nhân tạo đƣợc thiết kế thêm 

một đoạn 216 nucleotide mã hóa đoạn peptide (Transite Peptide -TP) giúp vận 

chuyển enzyme vào trong lục lạp và ở đầu 3‟ là một đoạn 30 nucleotide mã hóa 

đoạn peptide (cmyc) giúp cho việc lai Western bot để kiểm tra sự biểu hiện gen 

chuyển. Tổng chiều dài gen codA tổng hợp nhân tạo 1887 bp. Mặc dù trình tự 

nucleotide của gen codA tổng hợp (tp-codA) sai khác với trình tự  gốc có mã số 

AY304485 nhƣng trình tự amino acid giống nhau 100% 4 . 

1.5.2. Các nghiên cứu chuyển gen codA nhằm tăng cƣờng khả năng chống chịu 

ở thực vật 

 Năm 1997, Hayashi và công sự đã chuyển gen codA phân lập từ vi khuẩn 

A.globiformis vào cây Arabidopsis thaliana. Trong nghiên cứu này, gen codA đƣợc 

thiết kế thêm đoạn peptide tín hiệu (transit peptide) dẫn vào trong đích là lục lạp. 
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Nồng độ GB đƣợc tích lũy trong lục lạp lên đến 50 – 100 mM. Kết quả thu đƣợc là 

hạt của cây chuyển gen có khả năng chịu đƣợc nồng độ muối cao trong suốt quá 

trình nảy mầm và quá trình phát triển tiếp theo của cây. Gen codA cũng đƣợc 

chuyển vào trong cây lúa và tích lũy GB ở lục lạp, kết quả cho thấy cây lúa chuyển 

gen cũng có khả năng chịu mặn cao hơn so với cây đối chứng. Tuy nhiên, khi 

không thiết kế thêm đoạn transit peptide tín hiệu với mục đích biểu hiện gen codA 

trong tế bào chất thì lƣợng GB tích lũy trong tế bào chất tăng lên từ 3 – 5 lần so với 

trong lục lạp. Từ kết quả này, một số tác giả đƣa ra giả thuyết rằng trong tế bào 

chất chứa lƣợng cơ chất là choline cao hơn trong lục lạp, do đó, đây có thể là vị trí 

tổng hợp choline trong tế bào. Khi các nhà khoa học tiếp tục kiểm tra cây 

Arabidopsis thaliana chuyển gen codA trong các điều kiện bất lợi khác nhƣ: nhiệt 

độ thấp, nhiệt độ cao, khô hạn thì thu đƣợc kết quả tƣơng tự. Nghĩa là, cây chuyển 

gen codA có khả năng chống chịu đƣợc các điều kiện bất lợi từ môi trƣờng: mặn, 

lạnh, hạn và nhiệt độ cao. 

Kể từ đó, nhiều nhà chọn tạo giống đã chú ý chuyển gen này vào nhiều loại 

cây trồng khác nhau nhƣ là năm 2003, Sulpice et al. đã cho rằng cây Arabidopsis 

thaliana chuyển gen codA tạo choline oxidase cho phép tổng hợp glycine betaine 

(GB) và tăng cƣờng khả năng chịu đựng các loại căng thẳng không những trong 

quá trình nảy mầm và tăng trƣởng thực vật  mà còn  ở giai đoạn sinh sản, đó là giai 

đoạn cây nhạy cảm nhất với môi trƣờng căng thẳng 65 .  Cây thuốc lá chuyển gen 

nhỏ (1.0-1.5 cm) có thể tồn tại môi trƣờng MS có 400 mM/l NaCl trong hơn 30 

ngày trong khi cây không chuyển gen không có khả năng nhƣ vậy 25 . Dòng lúa 

indica Pusa Basmati 1 biến đổi gen với choline oxidase (codA) gen từ A.globiformis 

bằng Agrobacterium cũng thể hiện khả năng chịu mặn 46 .  Ngoài ra, lúa Oryza 

sativa L chuyển gen này không chỉ chịu mặn mà còn thể hiện chịu lạnh 57 . 

  Những năm gần đây, các nhà khoa học đã bƣớc đầu chuyển gen codA vào 

một sô cây khác nhƣ là vào cà chua bảo vệ hạt, cây và hoa khỏi sự phá huỷ bởi lạnh 

và cũng làm tăng cƣờng khả năng chịu muối và stress nƣớc. Gen codA cũng làm 

tằng cƣờng khả năng chịu nóng ở cây trồng cũng đƣợc một số nhà khoa học chú ý 

nhƣ đã là tạo cây cà chua có khả năng chịu nóng giai đoạn hạt nảy mầm và cây con 

39 ; Cây Brassica chinensis khi đƣợc chuyển gen này cũng thể hiện khả năng chịu 

nhiệt độ cao và muối cao 43 , 70 , đã sử dụng gen choline oxidase (codA) để tăng 
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cƣờng khả năng chịu mặn của cây Eucalyptus globulus (một loại cây lấy gỗ nguyên 

liệu để làm giấy)... Ở Việt Nam, tác giả Bùi Văn Thắng và cộng sự  đã chuyển gen 

codA làm tăng cƣờng khả năng chịu muối khá tốt ở cây xoan ta 4 . 

Bảng 1.5. Một số loài cây trồng chuyển gen codA đã đƣợc chứng minh là 

có khả năng chống chịu tốt với điều kiện stress 

Loài Gen Lƣợng GB (cơ 

quan) 

Bào quan 

biểu hiện 

Sức chịu 

đựng 

Tác giả 

Arabipopsis 

thaliana 

codA 

(COD) 

12,2-18,0 µmol 

g
-1

 dw hạt 

Diệp lục Ánh sáng 

mạnh 
Alia et al. 

1999 

Arabipopsis 

thaliana 

codA  1,0 µmol g
-1

 fw
  
 

lá/hạt 

Diệp lục 

 

Lạnh, muối Hayashi et al. 

1997, 1998 

Arabipopsis 

thaliana 

codA 

 

12,0-18,0 µmol 

g
-1

 dw  (hạt) 

Diệp lục 

 

Nhiệt Alia et al. 

1998b 

Arabipopsis 

thaliana 

codA 

 

0,7-0,9 µmol g
-1

 

dw  chồi 

Diệp lục 

 

Đóng băng Sakamoto et 

al. 2000 

Brassica juncea codA 0,82 µmol g
-1

 

fw  lá 

Diệp lục Muối Waditee et al. 

2005 

Diospyros kaki codA 0,1-0,3 µmol g
-1

 

fw  lá 

Tế bào 

chất 

Hạn hán, 

muối 

Huang et al. 

2000 

Euchlyptus 

globulus 

codA 0,17-0,29 µmol 

g
-1

 fw  lá 

N.A. Hạn hán, 

muối 
Yu et al. 2009 

Oryza sativa codA 5,3 µmol g
-1

 fw  

lá) 

Diệp lục/ 

Tế bào 

chất 

Hạn hán, 

muối 
Sakamoto et 

al. 1998 

Oryza sativa codA 1,0-2,12 µmol 

g
-1

 dw  lá) 

Diệp lục Muối Mohanty et al. 

2002 

Solanum 

lycopersicum 

codA 0,1-0,3 µmol g
1
 

fw  lá) 

Diệp lục Lạnh  Park et al. 

2004 

Solanum 

lycopersicum 

codA 2,0 µmol g
-1

 fw  

cơ quan sản 

xuất) 

Diệp lục 

/Tế bào 

chất 

Lạnh, 

muối, sự 

oxi hóa 

Park et al. 

2007a 

Solanum 

lycopersicum 

codA 0,9-1,43 µmol 

g
-1

 fw  lá) 

Diệp lục Sự oxi hóa, 

muối 

Ahmad et al. 

2008 
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CHƢƠNG II: VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

2.1.1. Các vật liệu thực vật 

- Giống thuốc lá K326 do Phòng Công nghệ tế bào thực vật, Viện Công nghệ 

sinh học cung cấp 

2.1.2. Các chủng vi khuẩn, vector và cặp mồi sử dụng 

-  E.coli DH5α, Agrobacterium tumefaciens 

C58/pGV2260 do ệ tế bào thực vật, Viện Công nghệ sinh họ

. 

- Vector tách dòng pBT/HSP mang promoter HSP18.2 đƣợc phân lập từ 

Arabidopsis thaliana. Các vector chuyển gen ở thực vật pCAMBIA1301; 

pBI121/35S-codA mang gen codA nhân tạo đƣợc tổng hợp dựa trên trình tự gen 

codA phân lập từ vi khuẩn A.globiformis công bố trong ngân hàng gen NCBI có mã 

số AY304485 đồng thời đƣợc cải biến mã di truyền cho phù hợp với sự biểu hiện 

trong hệ thống tế bào thực vật và bổ sung một đoạn 30 nucleotide mã hóa đoạn 

peptide c-myc giúp cho phát hiện mức độ biểu hiện gen chuyển, gen này hoạt động 

dƣới sự điều khiển của promoter cơ định 35S. Các vector này do Phòng Công nghệ 

tế bào thực vật, Viện Công nghệ Sinh học cung cấp. 
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Hình 2.1: Vector pCAMBIA1301 

 

 

Hình 2.2: Vector pBI121 
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- Các cặp mồi đặc hiệu cho gen codA và promoter HSP đƣợc tổng hợp từ hãng 

Macrogen (Hàn Quốc), có trình tự nhƣ bảng 2.1. 

Bảng 2. 1. Các cặp mồi đặc hiệu khuếch đại gen codA và promoter HSP18.2 

Tên mồi Trình tự nucleotide Nhân 

gen 

Kích thƣớc đoạn 

DNA nhân (bp) 

F/codA-

XbaI 

5‟GCTCTAGAATGCACATCGATAATATTGA3„ codA 1688 

R/cmyc-

SacI 

5‟CGAGCTCTCAATTCAGATCCTCTTC3„ 

F/HSP-

XbaI 

5‟GCTCTAGAGGTTCGTTGCTTTTCGGGA3‟ HSP18.2 750 

R/HSP-

HindIII 

5‟GCAAGCTTCCCGTCATTTCTTCTGGTT3‟ 

2.1.3. Hóa chất, thiết bị 

2.1.3.1. Hóa chất 

Dung dịch tách chiết plasmid: Dung dịch 1 (Tris HCl 25 mM, pH 8,0; EDTA 

10 mM, pH 8,0; Glucose 50 mM; H20); Dung dịch 2 (NaOH 0,2 M; SDS 1%); Dung 

dịch 3 (đệm Potassium acetat 3M; Acetic acid 11,5%; H20); Isopropanol; Ethanol 

70%; dung dịch chloroform: isoamyl alcohol (24:1). 

Dung dịch điện di DNA: dung dịch đệm TAE 50X (Tris base: 121 g, Axit 

acetic glacia: 28,6 ml; 0,5 M EDTA pH 8,0: 50 ml; nƣớc khử ion vừa đủ: 500 ml), 

dung dịch đệm TAE 1X, Agarose 0,8%, 1%, 1,2%; Ethidium bromide (EtBr) 0,5 

µg/ml. Đệm kiểm tra mẫu DNA (Loading buffer), Thang DNA 1 kb (Fermentas). 

Kit tinh sạch DNA (Gene JET
TM

 Gel Extraction KIT) của hãng Fermentas 

(Mỹ) cung cấp. 

Các hóa chất: H2O khử ion, dung dịch đệm buffer Tango 10X, emzym cắt 

XbaI, SacI và HindIII, XhoI, enzyme T4 DNA ligase, Buffer T4 DNA ligase 10X, 

enzyme Taq DNA polymerase. 

Các hóa chất đa lƣợng, vi lƣợng, vitamin, chất điều hòa sinh trƣởng BAP, 

kinetin, IBA, NAA, Yeast extract, Bacto pepton, Trypton, NaCl, Agarose, Sucrose, 

Tris HCL, EDTA, MgSO4, Glycerol, Glycine betaine, Proline, Kanamycin, 
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Rifamycin, Cefotaxime, X-gluc và các loại hóa chất thông dụng khác đƣợc cung 

cấp bởi các hãng nhƣ Sigma (Mỹ), Merck (Đức) và Wako (Nhật Bản).   

2.1.3.2. Thiết bị và dụng cụ thí nghiệm 

Các thiết bị dùng trong nuôi cấy mô tế bào thực vật và chuyển gen: box cấy 

vô trùng, bình nuôi cây, dàn nuôi cấy, nồi khử trùng, máy nuôi lắc, máy đo pH, 

máy đo OD. Các thiết bị dùng trong sinh học phân tử: pipetman, máy soi gel (Bio-

Rad), máy chụp ảnh điện di (Amersham Pharmacia Biotech), máy li tâm 

(Eppendorf), bộ điện di (Bio-Rad), máy hút chân không (Savant), máy PCR 

System 9700 (Appied Biosystem), bể ổn nhiệt, máy biến nạp bằng xung điện, máy 

voltex v.v cùng các trang thiết bị khác của Phòng Công nghệ tế bào thực vật và 

Phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ gen, Viện Công nghệ sinh học. 

2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phƣơng pháp PCR (Polymerase Chain Reaction) 

 Nguyên lý 

Kỹ thuật PCR  (phản ứng chuỗi trùng hợp - Polymerase Chain Reaction) là kỹ 

thuật tổng hợp nhân tạo các đoạn DNA với tốc độ nhanh, chính xác cao đƣợc thực 

hiện trong máy chu trình nhiệt (máy PCR). Kỹ thuật tổng hợp DNA ngoài cơ thể 

cũng tuân thủ các nguyên tắc cơ bản của sao chép DNA trong cơ thể nhƣ: đoạn 

DNA cần đƣợc mở xoắn thành 2 mạch đơn, cần có các cặp mồi xuôi ngƣợc đặc 

hiệu, cần nguyên liệu, điều kiện môi trƣờng thích hợp và enzyme DNA 

polymerase. Tuy nhiên kỹ thuật PCR có khác là dùng nhiệt độ cao (94
o
C) để tháo 

xoắn thay cho enzyme helicase kết hợp với enzyme DNA polymerase chịu nhiệt và 

hệ thống nhiệt thích hợp cho từng giai đoạn phản ứng tổng hợp cùng với các đoạn 

mồi đƣợc thiết kế chủ động. Nhờ kỹ thuật PCR mà với một lƣợng nhỏ DNA ban 

đầu chúng ta có thể thu đƣợc đủ lƣợng DNA cần thiết để tiến hành các thí nghiệm 

về DNA. 

 Các thành phần phản ứng PCR 
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Thành phần phản ứng 

Nƣớc khử ion vô trùng 

Dung dịch đệm Pfu+MgSO4 (10X) 

dNTPs (10 mM) 

Primer codA_F 

Primer codA_R 

Pfu polymerase (2,5 u/µl) 

Vector pBSK-codA 

Tổng thể tích 

Thể tích (µl) 

17,5 

2,5 

2 

1 

1 

0,5 

0,5 

25 

Bảng 2.2: Chu kì phản ứng PCR nhân gen codA 

 

2.2.2. Phƣơng pháp điện di DNA trên gel agarose 

 Nguyên lý 

Các đoạn DNA có khối lƣợng và điện tích khác nhau đƣợc tách ra khi di 

chuyển từ cực âm sang cực dƣơng trong cùng điện trƣờng có điện thế và cƣờng độ 

thích hợp. 

 Hóa chất sử dụng 

 Gel Agarose 0,8%. 

 Dung dịch đệm TAE 1X (Tris HCl, EDTA….). 

 Ethidium bromide (EtBr) 10 mg/ml. 

 Dye tra mẫu 10X. 

 Quy trình 

- Chuẩn bị gel agarose: cân 0,8 gam agarose vào 100 ml dung dịch TAE 1X, lắc 

đều và đun cho tới khi gel tan hết thành dung dịch đồng nhất. Để nguội đến khoảng 

50 – 60
o
C sau đó đổ dung dịch vào khay điện di có gài sẵn răng lƣợc thích hợp. 

Chờ gel đông cứng, rút lƣợc ra đặt bản gel vào bể điện di. Đổ dung dịch TAE 1X 

tới ngập bản gel từ 1-2 mm. 

- Tra mẫu và điện di: mẫu DNA đƣợc trộn đều với dye 6X theo tỷ lệ 1:5, tra vào 

giếng chạy điện di với Marker chuẩn để so độ dài phân tử DNA.  

- Nhuộm bản gel: bản gel đƣợc lấy ra khỏi khuôn, ngâm trong 20-30 phút trong 

dung dịch nƣớc cất có chứa EtBr, rửa lại bằng nƣớc cất và quan sát dƣới ánh sáng 

254 nm trên máy soi DNA, ảnh đƣợc chụp bằng máy soi gel. 
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2.2.3. Phƣơng pháp tinh sạch DNA từ gel agarose 

 Nguyên lý 

Dựa trên khả năng làm tan gel agarose trong buffer của hãng Thermo 

Scientific sau đó DNA đƣợc giữ lại trên bề mặt màng của cột tinh sạch. 

 Quy trình 

- Cắt vùng gel chứa đoạn DNA quan tâm trên bản điện di. 

- Cân đoạn gel vừa cắt đƣợc và xác định thể tích đoạn gel này theo quy ƣớc 1mg 

trọng lƣợng sẽ tƣơng đƣơng với 1 µl thể tích. 

- Bổ sung dung dịch Binding buffer theo tỷ lệ 1:1 với khối lƣợng của gel. Ủ ở 

65
o
C trong máy ủ nhiệt đến khi gel tan hết, trộn đều.  

- Sau khi gel tan hoàn toàn chuyển hỗn hợp dung dịch lên cột thôi gel, ly tâm cực 

đại 12000 v/p trong 1 phút và loại bỏ dịch chảy qua cột.  

- Bổ sung 700 µl dung dịch Washing buffer. Ly tâm 12000 v/p trong 1 phút. 

- Đổ dịch chảy qua cột đem đi ly tâm khô 12000 v/p. Chuyển cột sang ống 

Eppendorf  bổ sung  30 – 50 µl nƣớc deion. 

- Để trong 2-3 phút sau đó đem ly tâm 12000 v/p trong 1 phút thu dịch DNA. 

2.2.4. Phƣơng pháp xử lý DNA bằng enzyme cắt hạn chế 

 Nguyên lý 

Sử dụng các enzyme hạn chế cắt phân tử DNA thành hai mảnh dạng đầu bằng 

hay đầu dính tại các vị trí xác định nhờ trình tự nhận biết đặc hiệu.  

 Thành phần phản ứng với các enzyme giới hạn 

 

Phản ứng đƣợc ủ ở 37
o
C trong 3 giờ. Sản phẩm cắt đƣợc kiểm tra bằng điện di 

trên gel agarose 0,8%. 

 

Thành phần phản ứng 

Nƣớc khử ion vô trùng 

Buffer Tango (10X) 

XbaI (10 U/l) 

SacI (10 U/l) 

DNA 

Tổng thể tích 

Thể tích (µl) 

5 

3 

1 

1 

20 

30 
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2.2.5. Phản ứng nối ghép gen 

 Nguyên lý  

Khi vector và các đoạn gen cần nối có các đầu dính bổ sung với nhau, trong 

cùng một hỗn hợp chúng sẽ hình thành các liên kết hidro. Dƣới tác dụng của 

enzyme DNA ligase, các cầu nối phosphodieste sẽ đƣợc hình thành giữa 2 

nucleotide sát cạnh nhau của 2 đoạn DNA. 

 Thành phần phản ứng 

Thành phần phản ứng 

Nƣớc khử ion vô trùng 

Đệm T4 ligase (10X) 

Đoạn gen cần gắn  

Vector đã mở vòng 

T4 ligase 

Tổng thể tích 

Thể tích (µl) 

2 

1 

5 

1 

1 

10 

Phản ứng đƣợc ủ qua đêm ở 22
o
C trong 3h hoặc qua đêm. 

2.2.6. Phƣơng pháp biến nạp vector tái tổ hợp vào tế bào khả biến E.coli 

Biến nạp plasmid tái tổ hợp vào tế bào khả biến E.coli DH5α đƣợc tiến hành 

theo Cohen và cộng sự (1972). 

 Chuẩn bị tế bào khả biến  

Chủng khuẩn đƣợc cấy ria trên môi trƣờng LB đặc và nuôi qua đêm ở 37
o
C, 

sau đó lấy một khuẩn lạc đơn, to điển hình cấy vào 3ml môi trƣờng LB lỏng, lắc 

200 v/p ở 37
o
C qua đêm. Chuyển 0,5 ml dịch khuẩn sang 50 ml môi trƣờng LB 

lỏng, nuôi lắc 200 v/p, 37
o
C khoảng 3 giờ cho đến khi OD660nm đạt từ 0,6-0,8 thì 

chuyển dich nuôi cấy sang ống ly tâm đã giữ lạnh trên đá và ly tâm 6000 v/p, 10 

phút. Thu cặn và hòa nhẹ nhàng trong 0,7 – 1,5 ml CaCl2 0,1M. Chia vào mỗi ống 

eppendorf  50 µl glycerol 60%, làm đông nhanh bằng nitơ lỏng và giữ ở 80
o
C. Sau 

đó, các tế bào đƣợc phục hồi trong môi trƣờng nuôi cấy và các tế bào đƣợc phát 

hiện trên môi trƣờng thích hợp. Cấy trải trên đĩa môi trƣờng LB không có kháng 

sinh để kiểm tra. 

 Biến nạp DNA plasmid tái tổ hợp vào tế bào khả biến E.coli bằng sốc 

nhiệt 
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- Lấy tế bào khả biến E.coli ở tủ -84
o
C bỏ nhanh vào đá trong 30 phút cho tan 

dần. 

- Bổ sung 5 µl DNA plasmid vào ống đựng tế bào khả biến và trộn đều sau đó 

giữ trong đá 30 phút. 

- Đem sốc nhiệt ở 42
o
C trong 90 giây rồi chuyển ngay sang đá giữ trong đá 5 

phút. 

- Bổ sung 0,5 ml môi trƣờng SOC, nuôi lắc 200 v/p ở 37
o
C trong 1 giờ. 

- Cấy trải dịch tế bào lên trên đĩa LB đặc có bổ sung kháng sinh thích hợp và 

nuôi qua đêm ở 37
o
C. 

2.2.7. Phƣơng pháp tách chiết plasmid tái tổ hợp 

 Nguyên lý  

Phƣơng pháp tách chiết DNA plasmid dựa trên nguyên lý sử dụng các hóa 

chất nhƣ SDS, NaOH có tác dụng phá vỡ cấu trúc thành tế bào vi khuẩn, giải phóng 

plasmid của vi khuẩn. Sau đó SDS gây biến tính protein và potassium acetate kết 

tủa protein để loại bỏ chúng ra khỏi pha chứa DNA plasmid. DNA plasmid đƣợc 

thu lại bằng cồn lạnh tuyệt đối và loại bỏ RNA trong mẫu bằng RNAase. 

 Quy trình 

 - Cấy chuyển 1 khuẩn lạc vào ống penicilin chứa 2ml môi trƣờng LB lỏng, nuôi 

lắc 200 vòng/ phút qua đêm ở 37
o
C. 

 - Chuyển 2 ml dịch nuôi cấy vào eppendorf, ly tâm 10000 vòng/ phút trong 1 

phút, loại dịch trên. 

 - Bổ sung 100 µl dung dịch Sol I (Tris HCl 50 Mm, pH 8,0; EDTA 10 mM,  pH  

8,0), dùng máy Voltex hòa tan tế bào. Từ bƣớc này các thao tác phải đƣợc thực 

hiện trong đá. 

 - Bổ sung 200 µl dung dịc Sol II (200 mM NaOH  +  SDS 1%), đảo nhẹ nhàng. 

Dung dịch sol II có tác dụng phá vỡ thành tế bào. 

 - Bổ sung 150 µl dung dịch Sol III (Kali Acetat 3M, pH 5,5) để kết tủa protein, 

đảo đều. 

 - Bổ sung 450 µl Chloroform : isoamin (24:1), lắc đều. 

 - Ly tâm 13000 vòng/ phút trong 10 phút. Dƣới tác dụng của lực ly tâm, mẫu 

chia thành ba pha: pha trên chứa DNA plasmid, pha giữa là protein tủa và pha dƣới 

cùng là tạp chất. 
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 - Dùng pipet hút nhẹ nhàng pha trên cùng chứa DNA plasmid sang ống 

eppendorf mới. 

 - Bổ sung 1ml ethanol 100% để tủa plasmid, đặt mẫu tủa ở tủ - 20
o
C trong 30 

phút. 

 - Ly tâm thu DNA plasmid ở 13000 vòng/ phút trong 10 phút. 

 - Làm khô mẫu trong box cấy trong 15 phút. Hòa tan DNA thu đƣợc trong 30 µl 

H2O deion. 

 - Điện di kiểm tra plasmid trên gel agarose 0,8%. 

2.2.8. Phƣơng pháp biến nạp vector tái tổ hợp vào tế bào khả biến  

A.tumefaciens C58/PGV2260 bằng xung điện 

 Chuẩn bị tế bào khả biến A.tumefaciens C58/PGV2260 

Lấy 50 ml tế bào vi khuẩn A.tumefaciens C58/PGV2260 nuôi cấy trên môi 

trƣờng mới đến đầu pha log đƣợc thu lại bằng ly tâm lạnh. Cặn của tế bào vi khuẩn 

đƣợc làm sạch bằng cách rửa nhiều lần bằng nƣớc khử ion và glycerol 10% đã 

đƣợc làm lạnh trƣớc. Các thao tác đƣợc thực hiện trong bốc vô trùng. Bƣớc cuối 

cùng bổ sung 0,5 ml glycerol 10% chia đều 50 µl vào 10 ống eppendorf và giữ ở tủ 

-85
o
C. 

 Phƣơng pháp biến nạp bằng xung điện 

 Chuẩn bị tế bào khả biến trong các cuvet đã  khử trùng. 

 Đặt các ống cuvet đã khử trùng vào đá. 

 Bổ sung 5 µl plasmid tái tổ hợp vào 100 µl đựng sẵn tế bào A.tumefaciens 

khả biến. 

 Đảo nhẹ, đặt trong đá 5 phút, chuyển dịch sang ống cuvet mới. 

 Xung điện 2,5 kw; 25 µF và 400 Ω trong 4 – 5 µ. 

 Chuyển ngay ống dịch vào đá, sau 5 phút, bổ sung 1ml môi trƣờng LB, mix 

nhẹ và chuyển các tế bào sang ống eppendorf 2ml, nuôi lắc ở 28
o
C trong 1 

giờ. 

 Cấy trải 100 µl tế bào vào đĩa chứa môi trƣờng kháng sinh chọn lọc và nuôi 

từ 24 – 48 giờ.Thành phần môi trƣờng nuôi khuẩn theo bảng sau: 
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Bảng 2.3: Môi trƣờng nuôi khuẩn 

Tên môi trƣờng Thành phần 

LB đặc 5g/l yeast extract + 5g/l NaCl + 10g/l trytone + 15g/l 

bacto agar, pH = 7,0 

LB lỏng 5g/l yeast extract + 5g/l NaCl + 10g/l trytone, pH = 7,0  
1/2

 MS 

lỏng 

1/2
 MS (I-V) + 30g/l sucrose, pH = 5,8 

2.2.9. Phƣơng pháp tạo cây thuốc lá chuyển gen  

 Thành phần môi trƣờng nuôi và chọn lọc cây thuốc lá chuyển gen theo bảng 

sau: 

Bảng 2.4 : Môi trƣờng nuôi và chọn lọc cây thuốc lá chuyển gen 

Tên môi trƣờng Ký hiệu Thành phần môi trƣờng 

Đồng nuôi cấy CT1 MS + 1mg/l BAP + 30g/l sucrose + 8g/l agar,  pH=5,8 

Chọn lọc chồi 

chuyển gen 
CT2 

MS + 1mg/l BAP + 30g/l sucrose + 8g/l agar + 

500mg/l cefotaxime, pH=5,8 

Ra rễ  CT3 
MS + 0,1mg/l IBA + 30g/l sucrose + 8g/l agar + 

300mg/l cefotaxime, pH 5,8 

 

i) Tạo dịch huyền phù vi khuẩn A. tumefaciens  

Sau khi chọn lọc thành công các dòng vi khuẩn A. tumefaciens mang vector 

chuyển gen, lấy một khuẩn lạc riêng biệt, phát triển tốt trên đĩa khuẩn cấy vào 10ml 

môi trƣờng LB lỏng có bổ sung kháng sinh kanamycin 50mg/l và kháng sinh 

rifamycin 50mg/l, nuôi qua đêm ở 28
o
C. Lấy 2ml dịch huyền phù chuyển sang 

50ml LB lỏng (không bổ sung kháng sinh) nuôi phục hồi trong 4 giờ. Ly tâm 

5.000v/p trong 10 phút ở 4
0
C để thu cặn tế bào vi khuẩn. Sau đó, hòa tan cặn khuẩn 

trong môi trƣờng ½ MS lỏng, pH = 5.8, đến mật độ khuẩn đạt giá trị OD600 = 0,5, 

để biến nạp vào tế bào thực vật. 

ii) Tạo nguyên liệu chuyển gen 

 Chọn các lá bánh tẻ, có kích thƣớc vừa phải ở cây con khỏe mạnh 2 tuần 

tuổi. Dùng dao cắt bốn cạnh mép lá gây tổn thƣơng, tạo thành các mảnh lá có kích 
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thƣớc khoảng 1x1cm. Sau đó, các mảnh lá này đƣợc đặt trong môi trƣờng ½ MS 

lỏng trƣớc khi biến nạp để tránh bị khô. 

iii) Nhiễm khuẩn và đồng nuôi cấy 

 Ngâm các mảnh lá vào dịch huyền phù vi khuẩn, OD600 = 0,5 trong 10 phút, 

có lắc nhẹ ấm khô bằng giấy thấm khử trùng và đặt lên môi 

trƣờng đồng nuôi cấy CT1 trong tối 2 ngày. 

iv) Sàng lọc chồi và cây thuốc lá chuyển gen trên môi trƣờng có kháng sinh 

chọn lọc  

 Sau 2 ngày đồng nuôi cấy, đặt các mảnh lá lên giấy thấm khô hết dịch khuẩn 

và chuyển lên môi trƣờng CT2. Sau 3-4 tuần, xuất hiện các cụm chồi nhỏ từ mép 

các mảnh lá, tách các cụm chồi, tiếp tục cấy lên môi trƣờng CT2 mới. Đến khi các 

chồi thật phát triển từ các cụm chồi thì tiến hành tách từng chồi riêng rẽ và cấy lên 

môi trƣờng ra rễ CT3.  

2.2.10. Kiểm tra sự biểu hiện của gen chuyển ở mức độ phiên mã bằng kỹ 

thuật RT-PC 

 RNA tổng số từ mẫu lá của cây chuyển gen đƣợc tách chiết theo hƣớng dẫn 

của bộ Kit Purelink 
TM

 Plant RNA Reagent. Sau đó mRNA đƣợc tách chiết theo 

hƣớng dẫn của bộ Kit FastTrack 
R
 MAG mRNA Isolation” của hãng Invitrogen. 

mRNA đƣợc sử dụng làm khuôn cho phản ứng RT-PCR nhƣ sau: 

Tổng hợp cDNA từ mRNA  

cDNA sợi đơn đƣợc tổng hợp từ khuôn của mRNA bằng Kít tổng hợp cDNA 

“SuperScript™ III First Strand Kits” của hãng Invitrogen. Các bƣớc tiến hành nhƣ 

sau:  

Bƣớc 1. Chuẩn bị:  Ống 1 với thành phần nhƣ bảng 2.5: 

Bảng 2.5: Thành phần phản ứng tổng hợp cDNA  

STT Thành phần phản ứng Thể tích (µl) 

1 Primer (50µM oligo(dT)20 1 

2 10mM dNTP mix 1 

3 mRNA 5 

4 DEPC-treated water 3 

 Tổng thể tích 10 
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Hỗn hợp dung dịch trên đƣợc trộn đều, ủ ở 65
0
C trong 5 phút, sau đó ủ trong 

đá ít nhất 1 phút. Ống 2 với thành phần  nhƣ bảng 2.6: 

Bảng 2.6: Thành phần phản ứng tổng hợp cDNA  

STT Thành phần Thể tích (µl) 

1 10X RT buffer 2 

2 25mM MgCl2 4 

3 0,1M DTT 2 

4 RNaseOUT
TM 

(40U/ µl) 1 

5 
SuperScript

TM
 III RT(200 

U/ µl) 
1 

Tổng thể tích  10 

Bƣớc 2. Tiến hành:  

- Lấy 10 µl dung dịch ở ống 1 cho vào ống 2 rồi trộn đều 

- Ủ ở 50
o
C trong 50 phút 

- Kết thúc phản ứng ở 85
o
C trong 5 phút rồi ủ trong đá 

- Thêm 1 µl RNase H vào ống, ủ ở 37
o
C trong 20 phút để loại bỏ sợi mRNA 

- Sản phẩm cDNA sợi đơn đƣợc sử dụng làm khuôn để nhân gen. 

 Nhân gen actin từ cDNA 

Phản ứng nhân gen actin từ cDNA có thành phần nhƣ sau: 

Bảng 2.7: Thành phần phản ứng PCR nhân gen actin từ cDNA 

 

STT Thành phần Thể tích (µl) 

1 DEPC treated water 13,5 

2 Đệm PCR 10X 2,5 

3 MgCl2 (25mM) 2,5 

4 dNTPs (10 mM) 2,0 

5 Mồi xuôi (10 pM) 1,0 

6 Mồi ngƣợc (10 pM) 1,0 

7 cDNA 2,0 

8 Taq polymerase (5u/µl) 0,5 

 Tổng  25 
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Trình tự mồi xuôi F1: 5‟-ATG GAG AAC ACA GAT CCT TGT-3‟ và R1: 

5‟-GAA GAT CCA ATT GGT CGA GTG T-3‟ cho nhân một đoạn gen actin có 

kích thƣớc 1100 bp. 

Chu kỳ nhiệt độ: 94
o
C/3 phút; 35 chu kì [94

o
C/1 phút, 56

o
C/50 giây, 72

o
C/1 

phút 30 giây; 72
o
C/10 phút và kết thúc phản ứng ở 4

o
C. Sản phẩm PCR đƣợc kiểm 

tra bằng điện di trên gel agarose 0,8%, nhuộm bằng ethidium bromide, soi dƣới đèn 

UV và chụp ảnh. 

 Nhân gen codA từ cDNA 

Phản ứng nhân gen codA từ cDNA có thành phần nhƣ sau: 

 

Bảng 2.8: Thành phần phản ứng PCR nhân gen codA từ cDNA 

 

STT Thành phần Thể tích (µl) 

1 DEPC treated water 13,5 

2 Đệm PCR 10X 2,5 

3 MgCl2 (25mM) 2,5 

4 dNTPs (10 mM) 2,0 

5 Mồi xuôi (10 pM) 1,0 

6 Mồi ngƣợc (10 pM) 1,0 

7 cDNA 2,0 

8 Taq polymerase (5u/µl) 0,5 

 Tổng  25 

 

Sử dụng cặp mồi  F/codA-XbaI và  R/cmyc-SacI cho phản ứng kiểm tra 

nhân gen codA. Theo tính toán cặp mồi nầy sẽ nhân đoạn gen có kích thƣớc gần 

1,7 kb. 

Phản ứng nhân gen codA từ cDNA có chu kỳ nhiệt độ: 94
o
C/3 phút; 30 chu 

kì [94
o
C/1 phút, 56

o
C/50 giây, 72

o
C/1 phút]; 72

o
C/10 phút và kết thúc phản ứng ở 

4
o
C. Sản phẩm PCR đƣợc kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 0,8%, nhuộm bằng 

ethidium bromide, soi dƣới đèn UV và chụp ảnh. 
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2.2.11. Đánh giá khả năng chịu nhiệt của các dòng thuốc lá K326 chuyển gen 

codA 

Đánh giá nhanh khả năng chịu nhiệt của các dòng thuốc lá chuyển gen đƣợc 

tiến hành ở giai đoạn mảnh lá sau biến nạp, nhân đa chồi và hình thành rễ. Các 

dòng thuốc lá chuyển gen và đối chứng không chuyển gen đƣợc xử lý nhiệt độ (đặt 

trong buồng sinh trƣởng trong 3 tuần), nuôi trong buồng sinh trƣởng với điều khiện 

nhiệt độ 37 ± 2
o
C, độ ẩm 60%, cƣờng độ chiếu sáng 4.000 – 5.000 lux, thời gian 

chiếu sáng 12h/ngày. Khả năng chịu nhiệt của các dòng cây thuốc lá chuyển gen 

đƣợc đánh giá thông qua hình thái và so sánh với các dòng chƣa chuyển gen.  

2.2.12. Sàng lọc khả năng chịu mặn của dòng thuốc lá chuyển gen in vitro 

Chồi của các dòng thuốc lá chuyển gen codA và đối chứng không chuyển 

gen đƣợc nuôi cấy trên môi trƣờng ra rễ (MS + 0,1mg/l NAA + 30g/l sucrose + 

8g/l agar + 250mg/l cefotaxime) bổ sung 200mM NaCl.  

2.2.13. Phƣơng pháp tính toán và xử lý số liệu 

Các số liệu đƣợc xử lý theo phƣơng pháp thống kê sinh học trên máy tính 

bằng phần mềm Microsoft Excel. Phân tích trình tự nucleotide của gen và trình tự 

axít amin của protein bằng phần mềm BioEdit và DNAstar. 
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CHƢƠNG III: KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

 

3.2. Thiết kế vector chuyển gen pCAMBIA1301/HSP-codA mang gen codA  

Vector pCAMBIA1301/HSP-codA đƣợc thiết kế theo sơ đồ nhƣ sau:  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.1.  Sơ đồ thiết kế vector chuyển gen 
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3.2.1. Thiết kế vector chuyển gen pCAMBIA1301/35S-codA mang gen codA 

hoạt động dƣới sự điều khiển của promoter cơ định 35S 

Với mục đích ghép nối đoạn gen 35S-codA-NOS từ plasmid pBI121/35S-

codA vào vector nhận pCAMBIA1301, chúng tôi tiến hành xử lý đồng thời 2 

vector trên bằng cặp enzyme cắt giới hạn HindIII và EcoRI để thu đƣợc đoạn gen 

mục tiêu có kích thƣớc 2820 bp và mở vòng vector nhận pCAMBIA1301 (Hình 

3.2). Các đoạn gen sau khi tinh sạch đƣợc tiến hành phản ứng ghép nối nhờ xúc tác 

của T4-DNA ligase. Vector tái tổ hợp thu đƣợc kí hiệu là pCAMBIA/35S-codA. 

Sản phẩm nối ghép này đƣợc biến nạp vào tế bào khả biến E. coli DH-5α bằng 

phƣơng pháp sốc nhiệt và đƣợc chọn lọc trên môi trƣờng chứa kháng sinh kanamycin.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  A                                                                           B 

Hình 3.2. Kết quả điện di sản phẩm cắt các vector pBI121/35S-codA (1) và 

pCAMBIA1301 (2) bằng cặp enzyme cắt hạn chế HindIII và EcoRI (A) và sản 

phẩm tinh sạch các đoạn gen (B)  

M: Thang marker DNA 1 kb (Thermo Scientific) 

Để sàng lọc các dòng tế bào mang plasmid tái tổ hợp mong muốn, chúng tôi tiến 

hành chọn ngẫu nhiên một số khuẩn lạc mọc trên môi trƣờng có chứa kháng sinh, 

nuôi cấy thu lƣợng lớn tế bào để tách chiết plasmid và cắt kiểm tra bằng cặp enzyme 

giới hạn HindIII và EcoRI. Theo tính toán lý thuyết, vector tái tổ hợp 

pCAMBIA1301/35S-codA khi đƣợc xử lý bằng cặp enzyme này sẽ tạo ra 2 đoạn 

DNA có kích thƣớc lần lƣợt là 2820 bp (cấu trúc 35S-codA-NOS) và 11783 bp 

(phần còn lại của vector pCAMBIA1301). Kết quả điện di sản phẩm cắt (Hình 3.3) 
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cho các băng DNA có kích thƣớc đúng nhƣ mong đợi, chứng tỏ vector 

pCAMBIA1301/35S-codA đã đƣợc thiết kế thành công.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.3. Kết quả điện di sản phẩm cắt kiểm tra vector tái tổ hợp 

pCAMBIA1301/35S-codA bằng cặp enzyme cắt hạn chế HindIII và EcoRI 

M: Thang marker DNA 1 kb (Thermo Scientific) 

3.2.2. Thiết kế vector pCAMBIA1301/HSP-codA mang gen codA hoạt động 

dƣới sự điều khiển của promoter HSP 18.2 

Để thiết kế vector tái tổ hợp mang gen codA đƣợc điều khiển bởi promoter 

HSP18.2, chúng tôi tiến hành xử lý vector nhân dòng pBT/HSP và vector 

pCAMBIA1301/35S-codA bằng cặp enzyme giới hạn HindIII và XbaI và tinh sạch 

các phân đoạn gen mong muốn: đoạn promoter HSP có kích thƣớc 750 bp và 

vector pCAMBIA1301/35S-codA sau khi loại bỏ promoter 35S có kích thƣớc gần 

14000 bp. Kết quả điện di sản phẩm theo gel và tinh sạch (Hình 3.4) cho các băng 

DNA sáng rõ, không bị đứt gẫy, có kích thƣớc đúng nhƣ tính toán. Các sản phẩm 

này sau đó sẽ đƣợc dùng làm nguyên liệu để thực hiện phản ứng nối ghép gen dƣới 

tác dụng của T4-DNA ligase. Vector tái tổ hợp thu đƣợc kí hiệu là 

pCAMBIA/HSP-codA. Sản phẩm nối ghép này đƣợc biến nạp vào tế bào khả biến 

E. coli DH-5α bằng phƣơng pháp sốc nhiệt và đƣợc chọn lọc trên môi trƣờng chứa 

kháng sinh kanamycin. 
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Hình 3.4. Kết quả điện di sản phẩm tinh sạch các phân đoạn gen mong muốn 

sau khi xử lý các vector pBT/HSP và pCAMBIA1301/35S-codA bằng cặp 

enzyme hạn chế HindIII và XbaI.  

(2): vector pCAMBIA1301/35S-codA đã loại bỏ promoter 35S; (1) promoter 

HSP18.2 

M: Thang marker DNA 1 kb (Thermo Scientific). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.5. Kết quả điện di sản phẩm colony-PCR sàng lọc các dòng khuẩn 

mang plasmid tái tổ hợp pCAMBIA1301/HSP-codA bằng cặp mồi đặc hiệu 

F/HSP-XbaI và R/HSP-HindIII. 

Vector tái tổ hợp pCAMBIA1301/HSP-codA đƣợc biến nạp vào tế bào khả 

biến E. coli DH-5α  bằng phƣơng pháp sốc nhiệt. Các khuẩn lạc mọc đƣợc trên môi 

trƣờng chọn lọc có kháng sinh đƣợc kiểm tra bằng phản ứ -
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ặc hiệ - - -

ện di (Hình 

3.5) cho thấy trong số 14 dòng khuẩn lạc đƣợc kiểm tra có 11 dòng cho kết quả 

PCR dƣơng tính, chứng tỏ những dòng khuẩn lạc này có thể mang plasmid tái tổ 

hợp pCAMBIA1301/HSP-codA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.6. Kết quả điện di sản phẩm cắt kiểm tra vector tái tổ hợp 

pCAMBIA1301/HSP-codA bằng cặp enzyme cắt hạn chế HindIII và XbaI. 

 

Để chắc chắn hơn nữa về sự nối ghép thành công promoter HSP18.2 vào vector 

pCAMBIA/codA, chúng tôi tiến hành nuôi cấy lƣợng lớn khuẩn lạc cho kết quả 

dƣơng tính với phản ứng colony-PCR để tách chiết plasmid và cắt kiểm tra bằng cặp 

enzyme giới hạn HindIII và XbaI. Theo tính toán lý thuyết, vector tái tổ hợp 

pCAMBIA1301/HSP-codA khi đƣợc xử lý bằng cặp enzyme này sẽ tạo ra 2 đoạn 

DNA có kích thƣớc lần lƣợt là 750 bp (đoạn promoter HSP18.2) và ~ 14 kb (phần 

còn lại của vector pCAMBIA1301 có chứa gen codA). Kết quả điện di sản phẩm cắt 

(Hình 3.6) cho các băng DNA có kích thƣớc đúng nhƣ mong đợi, chứng tỏ vector 

pCAMBIA1301/HSP-codA đã đƣợc thiết kế thành công.  

3.2.3. Loại bỏ gen chọn lọc hptII mã hóa cho hygromycin phosphotransferase 

khỏi vector pCAMBIA1301/HSP-codA 

Với mục đích đƣa gene codA vào vector pCAMBIA1301 để thay thế gen 

chọn lọc kháng sinh hptII giúp giảm chi phí cho việc sàng lọc các mô và cây 

chuyển gen, đồng thời thân thiện hơn với môi trƣờng, sau khi nối ghép thành công 

gen hptII có kích thƣớc khoảng 1,1 kb mã hóa cho hygromycin phosphotransferase 
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sẽ đƣợc cắt bỏ khỏi vector pCAMBIA1301/HSP-codA bằng cách xử lý vector tái tổ 

hợp trên bằng enzyme hạn chế XhoI (Hình 3.7). Phần còn lại của vector sẽ đƣợc 

thôi gel, tinh sạch làm nguyên liệu cho phản ứng đóng vòng dƣới tác dụng của 

enzyme T4-DNA ligase. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.7. Cắt loại bỏ gen hptII khỏi vector pCAMBIA1301/HSP-codA bằng 

enzyme hạn chế XhoI.  

Dựa trên nguyên lý của phƣơng pháp điện di, plasmid có kích thƣớc lớn hơn 

sẽ di chuyển chậm hơn so với plasmid có kích thƣớc nhỏ khi chạy trên gel agarose, 

chúng tôi đã điện di kiểm tra vector pCAMBIA1301/HSP-codA trƣớc (đƣờng chạy 

1) và sau (đƣờng chạy số 2) khi loại bỏ gen hptII (Hình 3.8). Trên điện di đồ ta 

thấy, tại đƣờng chạy thứ 1 xuất hiện băng cao hơn ở đƣờng chạy số 2. Điều này cho 

thấy chúng tôi đã loại bỏ thành công gen hptII khỏi vector pCAMBIA1301/HSP-

codA. Vector thành phẩm sẽ đƣợc sử dụng cho mục đích chuyển gen vào thực vật 

để kiểm tra khả năng chọn lọc của gen codA đối với các mô và cây chuyển gen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.8. Kết quả điện di kiểm tra vector pCAMBIA1301/HSP-codA trƣớc (1) 

và sau (2) khi loại bỏ gen hptII.  

M: Thang marker DNA 1 kb (Thermo Scientific). 
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3.2.4. Tạo chủng Agrobacterium tumefaciens mang vector chuyển gen 

Biến nạp vector chuyển gen pCAMBIA1301/HSP-codA đã loại bỏ gen hptII 

vào chủng vi khuẩn A.tumefaciens C58/pGV2260 khả biến bằng phƣơng pháp xung 

điện. Sau khi biến nạp, dịch vi khuẩn đƣợc cấy trải trên môi trƣờng LB đặc có 50 

mg/l kanamycin, nuôi ở 28
o
C trong 2 ngày. Kết quả biến nạp cho thấy rất nhiều 

dòng khuẩn lạc mọc trên bề mặt môi trƣờng có kháng sinh chọn lọc (Hình 3.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.9. Khuẩn lạc A. tumefacies biến nạp vector chuyển gen 

pCAMBIA/HSP-codA mọc trên môi trƣờng LB. 

  Để khẳng định chắc chắn các dòng khuẩn lạc A. tumefaciens mọc trên môi 

trƣờng có kháng sinh chọn lọc chuyển gen 

pCAMBIA1301/HSP-codA, chúng tôi tách chiết plasmid của ba dòng khuẩn lạc 

làm khuôn cho phản ứng PCR với cặp mồi đặc hiệu F/codA-XbaI và R/cmyc-

SacI nhân gen codA. Kết quả nhân PCR với 3 dòng plasmid đều xuất hiện một băng 

DNA rõ nét, duy nhất có kích thƣớc khoảng 1,7 kb tƣơng ứng gen codA (Hình 

3.10). Kết quả này chứng tỏ rằng đã tạo đƣợc chủng Agrobacterium tumefaciens 

C58/pGV2260 mang vector chuyển gen pCAMBIA1301/HSP-codA; các dòng vi 

khuẩn này đã đƣợc giữ chủng ở điều kiện bảo quản - 85
o
C làm vật liệu chuyển gen 

vào cây trồng.  
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Hình 3.10. Sản phẩm PCR nhân gen codA từ 3 dòng plasmid tách từ 

A.tumefaciens.                   

M: thang DNA 1 kb 

 

3.3. Kết quả chuyển gen codA vào cây thuốc lá K326 

3.3.1. Chuyển cấu trúc pCAMBIA1301/HSP-codA vào cây thuốc lá thông qua 

vi khuẩn A. tumefaciens 

Trong chuyển gen thực vật, cây thuốc lá đƣợc xem xét nhƣ là loại cây mô hình 

phục vụ cho các nghiên cứu đánh giá chức năng gen bởi vì hệ thống tái sinh và tiếp 

nhận gen ngoại lai của cây thuốc rất hiệu quả, thời gian phân hóa từ mô đến tạo cây 

hoàn chỉnh khá ngắn, mặt khác cây thuốc lá là cây ngắn ngày, rễ trồng và chăm sóc 

nên dễ dàng thu đƣợc hạt để nghiên cứu các thế hệ tiếp theo. Bởi vậy, trong nghiên 

cứu này chúng tôi chọn cây thuốc lá làm cây mô hình để đánh giá cấu trúc vector 

chuyển gen thiết kế pCAMBIA1301/HSP-codA. 

Tạo dịch huyền phù vi khuẩn: Dòng khuẩn lạc A.tumerfaciens dƣơng tính 

mang gen codA đƣợc nuôi phục hồi để thu dịch huyền phù phục vụ cho nội dung 

chuyển gen. Khuẩn lạc mọc tốt trên môi trƣờng có kháng sinh chọn lọc. 
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Hình 3.11. Sơ đồ chuyển gen vào thuốc lá thông qua vi khuẩn 

A.tumefaciens 

3.3.2. Sàng lọc khả năng chịu nhiệt của dòng thuốc lá chuyển gen trong in vitro  

Dịch huyền phù vi khuẩn thu đƣợc có giá trị đo OD660nm 0,5, đủ điều kiện để 

biến nạp vào mảnh lá thuốc lá. Sau biến nạp, các mảnh lá đƣợc đồng nuôi cấy 2 

ngày trên môi trƣờng MS + 1 mg/l BAP sau đó rửa khuẩn và đặt trên môi trƣờng 

MS + 1 mg/l BAP + 500 mg/l cefotaxim. Sau 1 tuần đƣợc đƣa vào buồng sinh 

trƣởng (nhiệt độ 37 ± 2
o
C, chiếu sáng 12h/ngày, độ ẩm 50%) trong thời gian 2 tuần. 

Sau 2 tuần các cụm chồi đƣợc tách và cấy chuyển sang môi trƣờng MS + 1 mg/l 

BAP + 500 mg/l cefotaxim và đƣa trở lại vào buồng sinh trƣởng. Sau đó các chồi 

sinh trƣởng tốt trong buồng sinh trƣởng đƣợc cấy chuyển sang môi trƣờng ra rễ 

(MS + 0,1 mg/l IBA) tạo cây hoàn chỉnh. Kết quả theo dõi quá trình tái sinh của 

các dòng thuốc lá qua các giai đoạn khác nhau thể hiện trong bảng sau: 
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Bảng 3.1: Kết quả chuyển gen codA vào thuốc lá giống K326  

 

Gen 
Lô thí 

nghiệm 

Số 

mảnh 

lá 

biến 

nạp 

Số cụm chồi/MT 

tái sinh lần 1 

(ở nhiệt độ 37
o
C) 

Số cụm chồi/MT 

tái sinh lần 2 

(ở nhiệt độ 37
o
C) 

Số chồi 

cấy/MT 

ra rễ (ở 

nhiệt độ 

37
o
C) 

 

Số chồi 

ra rễ (ở 

nhiệt độ 

37
o
C) 

 1 47 63 42 28 20 

codA 2 56 89 47 20 13 

 3 54 69 43 19 10 

Tổng 

số  157 221 

132 

67 43 

 1 52 7 0 0 0 

WT 2 42 5 0 0 0 

 3 57 3 0 0 0 

Tổng 

số  151 15 

0 0 

0 

 

Sử dụng chủng vi khuẩn A.tumefaciens C58 mang vector chuyển gen nhị thể 

pCAMBIA1301/HSP-codA chuyển gen vào mảnh lá thuốc lá giống K326. Kết quả 

thu đƣợc nhƣ bảng trên cho thấy, sau 3 lần thí nghiệm chuyển cấu trúc gen codA 

vào 157 mảnh lá thuốc lá thu đƣợc 221 cụm chồi tái sinh trên môi trƣờng có nhiệt 

độ 37
o
C sau thời gian 2 tuần, chọn lọc 132 chồi sinh trƣởng, phát triển tốt (có thân, 

lá xanh đậm) cấy chuyển sang môi trƣờng ra rễ chọn lọc ở nhiệt độ 37
o
C thu đƣợc 

43 chồi ra rễ. Ngƣợc lại, mảnh lá thuốc lá không đƣợc chuyển gen cấy chuyển sinh 

trƣởng trên môi trƣờng có nhiệt độ 37
o
C (làm đối chứng), 100% mẫu bị chết không 

tái sinh chồi. Điều này cho thấy khả năng các dòng thuốc lá tái sinh và ra rễ trên 

môi trƣờng chọn lọc là các dòng đã đƣợc chuyển gen.  

 

 a

1

1 



47 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.14. Chồi thuốc lá trên môi trƣờng ra rễ ở nhiệt độ 37
o
C. 

a, b: Chồi chuyển gen; c: Chồi không chuyển gen (đối chứng) 

Hình 3.13. Cụm chồi tái sinh từ mảnh lá trên MT CT2 ở nhiệt độ 37
o
C sau 3 tuần. 

a: chuyển gen codA; b: không chuyển gen (đối chứng). 

  a    b 

Hình 3.12. Mảnh lá chuyển gen codA tái sinh trên MT CT2 ở nhiệt độ 37
o
C sau 2 tuần. 

a: chuyển gen codA; b: không chuyển gen (đối chứng). 

b a 

a b c 
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3.3.3. Phân tích các dòng cây chuyển gen bằng kỹ thuật PCR 

Để kiểm tra chắc chắn các dòng thuốc lá ra rễ đƣợc trên môi trƣờng ở nhiệt độ 

37
o
C là các dòng chuyển gen. Chúng tôi chọn ngẫu nhiên 10 dòng thuốc lá ra rễ 

chuyển gen codA và 1 dòng đối chứng không chuyển gen, thu lá tách chiết DNA 

tổng số làm khuôn cho phản ứng PCR. Sử dụng cặp mồi đặc hiệu F/CODA-XbaI và 

R/CMYC-SacI nhân gen codA, sản phẩm PCR cũng cho kết quả cả 10 dòng thuốc 

lá chuyển gen codA xuất hiện một bằng DNA có kích thƣớc khoảng 1,7 kb tƣơng 

ứng với băng DNA xuất hiện ở mẫu đối chứng dƣơng (plasmid pBI121:codA), mẫu 

đối chứng âm không xuất hiện băng DNA (hình 3.15). Kết quả này cho thấy các 

dòng thuốc lá chuyển gen codA ra rễ trên môi trƣờng ở nhiệt độ 37
o
C là các dòng 

đã đƣợc chuyển gen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.15. Sản phẩm PCR nhân gen codA từ cây thuốc lá chuyển gen 

M: thang DNA 1 kb; (-): cây không chuyển gen; (+): plasmid 

pBI121::codA; 1-10: các dòng thuốc lá chuyển gen codA. 

 

3.3.4. Sàng lọc khả năng chịu mặn của dòng thuốc lá chuyển gen trong in vitro 

Các dòng thuốc lá chuyển gen codA đƣợc nuôi cấy trên môi trƣờng ra rễ bổ 

sung thêm 200 mM NaCl (theo nghiên cứu của nhóm nghiên cứu B.V.Thắng và 

cs). Bên cạnh đó chúng tôi cũng sử dụng dòng thuốc lá không chuyển gen để làm 

đối chứng. Từ 43 dòng thuốc lá chuyển gen codA đã đƣợc phân tích PCR trong thí 

nghiệm trên, chúng tôi tiến hành  cấy trên môi trƣờng bổ sung muối, sau 3 tuần thu 

đƣợc 8 chồi ra rễ chiếm 18,6%; 35 dòng còn lại không ra rễ, lá bị bạch tạng do mất 

diệp lục (cây ngừng sinh trƣởng và chết). Trong khi đó các dòng không chuyển gen 

M      (-)     (+)     1       2       3      4       5      6       7       8       9      10 
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khi nuôi cấy trên môi trƣờng có nồng độ NaCl 200 mM  đều cho lá bị bạch tạng và 

chết sau 3 tuần nuôi cấy. 

Bảng 3.2: Dòng thuốc lá chuyển gen codA ra rễ trên môi trƣờng 200 mM NaCl 

 

Gen Số dòng 

thí nghiệm 

Số dòng chết 

(lá mất diệp lục) 

Số dòng 

ra rễ 

Tỉ lệ 

(%) 

codA 43 35 8 18,6 

cây WT 15 15 0 0,00 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.16: Các dòng thuốc lá chuyển gen codA và không chuyển gen trên 

môi trường ra rễ có 200 mM NaCl. 

a: dòng thuốc lá chuyển gen codA; b: dòng thuốc lá không chuyển gen (WT). 

 

3.2.5. Phân tích cây thuốc lá chuyển gen codA bằng kỹ thuật RT-PCR  

Để xác định khả năng hoạt động của gen codA trong các cây chuyển gen 

dƣơng tính với PCR, chúng tôi tiến hành phản ứng RT-PCR. Đây là kỹ thuật cho 

phép phát hiện nhanh sự biểu hiện của gen chuyển thông qua hoạt động phiên mã 

của gen ngoại lai trong cây thuốc lá chuyển gen. Các cây thuốc lá đƣợc tách chiết 

RNA tổng số, thực hiện tổng hợp cDNA bằng enzyme phiên mã ngƣợc (reverse 

transcriptase) và sau đó tiến hành phản ứng PCR với cặp mồi đặc hiệu codA_F và 

codA_R. Sản phẩm RT-PCR đƣợc kiểm tra trên gel agarose 0,8% (Hình 3.17).  

 

 

 

a b 
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Hình 3.17: Sản phẩm RT-PCR từ mRNA của các dòng thuốc lá K326 chuyển gen codA 

M: thang chuẩn DNA 1kb; 1 - 8: sản phẩm RT-PCR các cây thuốc lá chuyển gen 

 

 Kết quả cả 8 dòng chuyển gen đều dƣơng tính với phản ứng RT-PCR, xuất 

hiện một băng DNA kích thƣớc khoảng 1700 bp. Điều này chỉ ra rằng cả 8 dòng 

thuốc lá chuyển gen codA dƣới sự điều khiển của promoter HSP đều có sự biểu 

hiện mạnh ở mức độ mRNA (Hình 3.17). Nhƣ vậy, cấu trúc pCAMBIA1301/HSP-

codA hoạt động tốt trong cây thuốc lá. Và có thể sử dụng gen codA thay thế cho 

gen chọn lọc kháng sinh. 

 

 

 

 

 

 M     1        2      3       4      5        6      7       8 
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KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 

 

KẾT LUẬN: 

 

- Đã thiết kế thành công vector chuyển gen pCAMBIA1301/HSP-codA loại 

bỏ gen chọn lọc kháng sinh hptII và tạo đƣợc chủng Agrobacterium tumefaciens 

C58/pGV2260 chứa vector chuyển gen  pCAMBIA1301/HSP-codA. 

 - Đã chuyển thành công cấu trúc pCAMBIA1301/HSP-codA vào cây thuốc 

lá thông qua Agrobacterium tumefaciens. 

- Bƣớc đầu đánh giá khả năng chọn lọc cây thuốc lá chuyển gen trên trong 

điều kiện nhiệt độ cao và khả năng chống chịu mặn thay thế cho các gen kháng 

kháng sinh. Kết quả thu đƣợc 8 dòng cây sống sót đƣợc trên môi trƣờng có nồng độ 

NaCl là 200 mM và đƣợc đánh giá hoạt động ở mức độ mARN. 

 

 ĐỀ NGHỊ: 

 

 - Chọn lọc cây thuốc lá chuyển gen mang cấu trúc pCAMBIA1301/HSP-

codA với các điều kiện khác nhƣ chịu nóng và chịu hạn. 

 - Chuyển cấu trúc pCAMBIA1301/HSP-codA vào các đối tƣợng thực vật 

khác. 
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