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TÓM T ẮT: Nuôi cấy rễ tơ, loại rễ hình thành do sự xâm nhiễm của vi khuẩn Agrobacterium rhizogenes 
vào mô thực vật bị tổn thương từ lâu ñã ñược ứng dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực nghiên cứu như phân 
tích chức năng của gen, biểu hiện protein ngoại lai, sản xuất các hợp chất thứ cấp hay biến ñổi thành phần 
các chất chuyển hóa ở thực vật. Nguyên nhân của sự hình thành rễ tơ ñược xác ñịnh có liên quan ñến vùng 
TL-DNA nằm trên plasmid Ri của các chủng A. rhizogenes, trong ñó giữ vai trò quan trọng là 4 locus gen 
rolA, B, C và D (root locus). Tuy nhiên, việc biểu hiện ñơn lẻ hay liên kết của các gen rol này có ảnh 
hưởng lớn ñến hiệu suất hình thành rễ tơ cũng như sự phát triển và hình thái của rễ. Trong nghiên cứu này, 
chúng tôi ñã thiết lập, ñánh giá và lựa chọn các cấu trúc chuyển gen rol ñem lại hiệu quả cao trong việc 
chuyển gen tạo rễ tơ ở thực vật. Các gen rolB, rolC riêng biệt và tổ hợp rolABC liên kết ñược khuếch ñại 
từ khuôn DNA là plasmid Ri tách chiết từ chủng A. rhizogenes ATCC 15834 nhờ phản ứng PCR với các 
cặp mồi ñặc hiệu ñược thiết kế thêm trình tự nhận biết của enzyme hạn chế. Hai gen rolB, rolC và ñoạn ña 
gen rolABC sau ñó ñược nối ghép vào vector pBI121 và pCB301, theo thứ tự tương ứng, tạo thành các 
vector tái tổ hợp và ñược biến nạp vào vi khuẩn A. tumefaciens C58/PGV 2260. Kết quả chuyển gen tạo rễ 
tơ ở lá thuốc lá thông qua các chủng Agrobacterium mang 3 cấu trúc gen rol cho thấy, sự biểu hiện và 
tương tác ñồng thời của các gen rolA, B, C cho hiệu suất cảm ứng tạo rễ tơ ở các mô chuyển gen cao nhất 
(hơn 60%), hình thái rễ mang ñầy ñủ các ñặc ñiểm ñiển hình cho rễ tơ. Ở các mô chuyển gen rolB ñơn lẻ, 
hiệu suất hình thành rễ tơ chỉ ñạt khoảng 20%, ñồng thời tốc ñộ phát triển và mức ñộ phân nhánh của loại 
rễ này cũng thấp hơn. Trong khi ñó, hoạt ñộng ñơn lẻ của gen rolC hầu như không gây ra hiện tượng biểu 
hiện kiểu hình rễ tơ.  

Từ khóa: Agrobacterium, rolA, rolB, rolC, rễ tơ, vector chuyển gen. 
 
MỞ ĐẦU 

Ở ña số các họ thực vật, rễ là nơi tổng hợp 
và tích lũy các chất chuyển hóa thứ cấp chính 
bao gồm các alkaloid, polyacetylen, 
sesquiterpen và napthoquinon. Những hợp chất 
này có thể ñược tổng hợp theo cách tương tự 
trong rễ tơ [24]. Rễ tơ là một bệnh ở thực vật 
gây ra bởi quá trình tương tác giữa vi khuẩn 
Agrobacterium rhizogenes, một loại vi khuẩn 
ñất gram âm, với tế bào vật chủ. Giống như vi 
khuẩn A. tumefaciens mang plasmid Ti, A. 
rhizogenes mang plasmid Ri (root-inducing) 
ñược xác ñịnh là tác nhân gây bệnh rễ tơ ở các 
mô tế bào thực vật bị xâm nhiễm [11, 34]. Khi 
bị tổn thương, tế bào thực vật tiết ra các 
polyphenol hấp dẫn các vi khuẩn, tại ñây chúng 
chuyển một ñoạn T-DNA (transfer DNA) từ 
plasmid Ri vào hệ gen của tế bào vật chủ. Nhìn 
chung, cơ chế quá trình xâm nhiễm và cơ chế 
phân tử của quá trình vận chuyển T-DNA vào tế 
bào vật chủ của hai vi khuẩn này ñược chứng 

minh là tương tự nhau [22]. Tuy nhiên, sự hình 
thành khối u ở vi khuẩn A. tumefaciens do gen 
mã hóa sinh tổng hợp auxin qui ñịnh, trong khi 
ñó, các gen mã hóa sinh tổng hợp auxin ở vi 
khuẩn A. rhizogenes có vai trò rất nhỏ trong quá 
trình hình thành rễ tơ ở thực vật [9, 22].  

Plasmid Ri là phân tử DNA mạch vòng, sợi 
kép có trọng lượng phân tử lớn từ 200-800 kb 
gồm 2 vùng chính là T-DNA và vir (virulence). 
T-DNA ở plasmid Ri của nhóm agropine bao 
gồm 2 vùng chính là vùng biên trái TL-DNA và 
biên phải TR-DNA. Hai vùng này ñều có kích 
thước khoảng 15-20 kb và ñược xen kẽ bởi 1 
ñoạn DNA, ñoạn này không ñược chuyển vào 
hệ gen của tế bào vật chủ. TR-DNA chỉ ñược 
tìm thấy ở plasmid Ri của các chủng thuộc 
nhóm agropine, vùng này mang các gen mã hóa 
sinh tổng hợp auxin và opine (aux1, aux2, rolB 
TR, mas1, mas2 và ags). Nhiều nghiên cứu ñã 
chứng minh ñược các gen aux không giữ vai trò 
quan trọng trong quá trình cảm ứng sản sinh rễ 
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tơ mà chỉ ñóng vai trò bổ trợ cho quá trình này. 
Nghiên cứu của Vilaine et al. (1987) [31] cho 
thấy, sự biểu hiện của các gen nằm trên T-DNA 
vùng biên phải có khả năng cảm ứng hình thành 
kiểu hình rễ tơ ở một số thực vật, tuy nhiên hình 
thái rễ tơ là không ñiển hình và tốc ñộ sinh 
trưởng của rễ không mạnh như khi biểu hiện cả 
vùng biên trái và vùng biên phải. Điều này cho 
thấy, T-DNA vùng biên trái là cần thiết ñể mở 
rộng ñối tượng vật chủ ở các chủng  
A. rhizogenes nhóm agropine [6, 17, 20].  

Vùng TL-DNA bao gồm 18 khung ñọc mở 
(ORFs), trong ñó các gen ñược nghiên cứu có 
khả năng gây bệnh bao gồm 4 locus 10, 11, 12 
và 15 tương ứng với các gen rolA, B, C và D 
(root locus) và các ORFs 8, 13 và 14 [15, 33]. 
Plasmid Ri của các chủng A. rhizogenes thuộc 
nhóm mannopine, cucumopine và mikimopine 
chứa vùng T-DNA ñơn, có cấu trúc giống như 
vùng TL-DNA của các chủng thuộc nhóm 
agropine nhưng khuyết gen rolD. Các gen rolA, 
rolB và rolC ñóng vai trò quan trọng trong quá 
trình cảm ứng tạo rễ tơ ở thực vật. Sự biểu hiện 
ñồng thời của ba gen này gây nên kiểu hình rễ 
tơ ở mô tế bào thực vật bị xâm nhiễm. Các rễ tơ 
này có khả năng sinh trưởng và phát triển nhanh 
hơn rất nhiều so với rễ bình thường [18]. Có rất 
nhiều nghiên cứu về vai trò ảnh hưởng của các 
gen rol lên quá trình cảm ứng hình thành rễ tơ ở 
thực vật thông qua việc chuyển từng gen rol hay 
tổ hợp các gen rol vào các ñối tượng thực vật 
khác nhau. Những nghiên cứu này ñã cho thấy 
các gen rol tương tác hỗ trợ lẫn nhau, tuy nhiên, 
rolB ñóng vai trò trung tâm và quan trọng hơn 
cả, trong khi rolA và rolC hoạt ñộng bổ trợ thúc 
ñẩy sự hình thành và phát triển của rễ tơ [2, 30]. 
Khi rolB bị bất hoạt, hoạt ñộng của các gen còn 
lại không tạo ñược kiểu hình rễ tơ [6]. Trái lại, ở 
rất nhiều loài thực vật, chỉ riêng sự biểu hiện 
của rolB ñã ñủ cảm ứng sản sinh ra rễ. Loại rễ 
tơ này cũng có khả năng phát triển nhanh, phân 
nhánh nhiều và không hướng ñất [1, 29]. Mặc 
dù vậy, một số phân tích cho thấy có sự khác 
nhau về vai trò của các gen rol giữa một số loài 
thực vật, phần lớn phụ thuộc vào sự cân bằng 
hormon cần thiết cho quá trình tái sinh [32].  

Chuyển gen thông qua A. rhizogenes từ lâu 
ñã ñược coi là phương thức biến ñổi hệ gen thực 
vật. Sự có mặt và hoạt ñộng của các gen vi 

khuẩn trong mô thực vật chuyển gen có khả 
năng cảm ứng hình thành rễ tơ ở nhiều loài thực 
vật khác nhau [5, 12, 13, 27]. Phần lớn các 
nghiên cứu chuyển gen nhờ A. rhizogenes chỉ áp 
dụng trên cây cảnh [16, 26] và chuyển gen tạo 
rễ tơ vào một số loài thực vật với mục ñích sản 
xuất hợp chất thứ cấp [4, 21, 22, 29], trong ñó 
có một số cây dược liệu quan trọng [3, 10, 14, 
28]. Gần ñây, xu hướng sử dụng hệ thống nuôi 
cấy rễ tơ ñể sản xuất các dược phẩm sinh học tái 
tổ hợp bắt ñầu ñược quan tâm nghiên cứu và 
ứng dụng [19]. Tuy nhiên, hiện các hệ vector 
chuyển gen mang gen ñích sử dụng trong 
nghiên cứu phần lớn là các vector sử dụng trong 
chuyển gen thông qua vi khuẩn A. tumefaciens. 
Trong nghiên cứu này, ñể ñồng thời sản xuất 
sinh khối rễ tơ và biểu hiện các protein dược 
phẩm sinh học tái tổ hợp, chúng tôi ñã thiết kế 
vector chuyển gen nhị thể mang các cấu trúc 
gen rol cho hiệu quả cao trong quá trình cảm 
ứng hình thành rễ tơ ở thực vật. Kết quả của 
nghiên cứu tạo ñược hệ vector nền trong các 
nghiên cứu nuôi cấy rễ tơ thực vật ñể thu sinh 
khối sản xuất protein tái tổ hợp sau này.  

VẬT LI ỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Sử dụng giống thuốc lá Nicotiana tabacum 
K326 ñang nuôi cấy trong ñiều kiện in vitro; 
vector tách dòng pBT, các vector chuyển gen ở 
thực vật pBI121 và pCB301 (sử dụng kháng 
sinh chọn lọc nptII kanamycin) do Phòng Công 
nghệ Tế bào Thực vật, Viện Công nghệ Sinh 
học cung cấp. 

Chủng E. coli DH5α [end A1 rec A1 hsd 
R17 sup E44 gyp A96 thi-1 relA1∆ lac U169 
(φ80 lacZM15)] của hãng Invitrogen ñược dùng 
ñể chọn dòng và nhân dòng gen. 

Chủng A. rhizogenes ATCC 15834, A. 
tumefaciens C58/PGV 2260 (Viện Dược học và 
Sinh học phân tử, Trường Đại học Heidelberg, 
CHLB Đức) ñược sử dụng cho mục ñích chuyển 
gen vào thực vật. 

Phân lập, tách dòng và giải trình tự các gen rol 

Dựa trên trình tự của các gen quan tâm 
trong Ngân hàng gen Quốc tế, sử dụng chương 
trình phần mềm DNAstar, BioEdit ñể so sánh 
tìm ra các vùng có ñộ bảo thủ cao nhất, chúng 
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tôi ñã thiết kế 3 cặp mồi ñặc hiệu nhằm khuếch 
ñại các gen rolB, rolC và tổ hợp ña gen rolABC 
(bao gồm cả vùng promoter và terminator) từ 
khuôn DNA là plasmid Ri tách chiết từ vi khuẩn 
A. rhizogenes nhóm agropine ATCC 15834. Cả 

ba cặp mồi trên ñều ñược tổng hợp bởi hãng 
Amersham Pharmacia Biotech, trình tự mồi 
ñược thiết kế thêm vị trí cắt của enzyme hạn chế 
tạo thuận lợi cho quá trình nối ghép gen sau này 
(bảng 1). 

 
Bảng 1. Các cặp mồi sử dụng 

Tên mồi Trình tự mồi 
Nhân gen hoặc ñoạn 
gen/kích thước (kb) 

rolB_F_SacI CCGAGCTCTTAGGCTTCTTTCTTCAG 
rolB_R_XbaI GCTCTAGAATGGATCCCAAATTGCTA 

Gen rolB/0,8 

rolC_F_XbaI GCTCTAGAATGGCTGAAGACGACCTG 
rolC_R_SacI CGGAGCTCTTAGCCGATTGCAAACTTG 

Gen rolC/0,56 

rolABC_F_EcoRI AATTGGAATTCCAAACGATTC 

rolABC_R_EcoRI CCGAATTCGGCGCGTGGGCCAGTGC 
Gen rolABC/4 

 
Phản ứng PCR ñược tiến hành với tổng thể 

tích 25 µl, thành phần phản ứng bao gồm 1 µl 
DNA plasmid (10-50 ng), 1 µl Pfu DNA 
polymerase, 2,5 µl ñệm PCR và MgSO4 (10X), 
2 µl hỗn hợp dNTP (10 mM), 1 µl mồi xuôi và 1 
µl mồi ngược và 16,5 µl nước khử ion vô trùng.  

Quá trình nhân gen gồm các bước sau: 
94oC/5 phút; 30 chu kỳ lặp lại các bước 94oC/1 
phút, 55oC/30 giây, 72oC/1 phút (ñối với các 
gen rolB, rolC) hoặc 72oC/4 phút (ñối với 
rolABC); 72oC/10 phút, bảo quản mẫu ở 4oC. 
Sản phẩm của phản ứng PCR ñược ñiện di kiểm 
tra trên gel agarose 0,8% và sau ñó ñược tinh 
sạch bằng bộ Kit PCR purification (Fermentas) 
trước khi ñược ñưa vào vector tách dòng pBT. 
Sản phẩm lai ñược biến nạp vào tế bào khả biến 
E. coli DH5α. Plasmid tách chiết từ thể biến nạp 
ñược cắt kiểm tra bằng enzyme hạn chế BamHI 
và trình tự các gen rol trên vector ñược so sánh 
với các trình tự tương ứng trên GenBank sau khi 
giải trình tự gen.  

Thiết kế các vector chuyển gen pBI121/rolB, 
pBI121/rolC và pCB301/rolABC 

Các vector tách dòng pBT/rolB, pBT/rolC 
và vector chuyển gen pBI121 ñồng thời ñược 
cắt tạo ñầu sole bằng cặp enzyme giới hạn XbaI 
và SacI. Đoạn gen rolB, rolC và vector pBI121 
thu ñược sau ñó ñược tinh sạch và sử dụng làm 
nguyên liệu cho phản ứng nối ghép dưới sự xúc 
tác của T4 DNA ligase ñể tạo thành vector 
pBI121/rolB và pBI121/rolC. Theo cách tương 
tự, gen rolABC trong vector tách dòng 

pBT/rolABC ñược cắt thu và nối ghép vào 
vector chuyển gen pCB301 tại vị trí cắt của 
enzyme EcoRI ñể tạo thành vector 
pCB/rolABC. Sản phẩm lai ñược biến nạp vào 
E. coli DH5α theo phương pháp sốc nhiệt. Tiến 
hành sàng lọc các thể biến nạp mang plasmid tái 
tổ hợp mong muốn bằng kĩ thuật PCR sử dụng 
cặp mồi ñặc hiệu và phương pháp cắt kiểm tra 
bằng enzyme hạn chế. Sau khi ñược thiết kế 
thành công, các vector trên ñược biến nạp vào 
vi khuẩn A. tumefaciens C58/PGV 2260 bằng 
phương pháp xung ñiện ñể phục vụ cho mục 
ñích chuyển gen tạo rễ tơ ở thực vật.  

Phương pháp chuyển gen vào thực vật thông 
qua vi khuẩn Agrobacterium 

Qui trình chuyển gen vào giống thuốc lá N. 
tabacum K326 thông qua Agrobacterium ñược 
tiến hành theo phương pháp của Topping (1998) 
có cải tiến. Các bước chính như sau: 

Tạo dịch huyền phù Agrobacterium: Cấy 
trải A. tumefaciens C58/PGV 2260 mang các 
cấu trúc gen rol cất giữ trong glycerol lên ñĩa 
môi trường LB ñặc có bổ sung kháng sinh 
rifamycin 50 mg/l, carbenicillin 50 mg/l và 
kanamycin 50 mg/l, nuôi ở 28oC trong 36-48 
giờ. Sau ñó lấy một khuẩn lạc vi khuẩn nuôi 
trong 5 ml môi trường LB lỏng có bổ sung các 
kháng sinh như trên và lắc ở 220 vòng/phút, 
28oC. Sau 16-18 giờ, tiếp tục chuyển 5 ml dịch 
vi khuẩn trên sang bình to hơn, bổ sung 45 ml 
LB lỏng, tiếp tục nuôi lắc ở 220 vòng/phút, 
28oC trong 3-5 giờ. Li tâm dịch khuẩn 4500-
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5000 vòng/phút ở 4oC trong 10 phút, loại bỏ 
dịch nổi và hòa tan cặn trong môi trường ½ MS, 
pha loãng tới OD600 ≈ 0,5-0,8. Dịch huyền phù 
vi khuẩn này có thể ñược sử dụng ñể biến nạp 
ngay hay có thể giữ ở 4oC trong 1-2 giờ. 

Nhiễm vi khuẩn với mảnh lá: lá bánh tẻ của 
các cây thuốc lá K326 in vitro hai tuần tuổi 
ñược cắt thành những mảnh nhỏ có kích thước 1 
cm2. Những mảnh lá này sau ñó ñược ngâm 
trong dịch huyền phù vi khuẩn khoảng 10-20 
phút, thấm khô và ñược ñặt lên môi trường cộng 
sinh MS trong tối ở nhiệt ñộ 25oC ± 2oC. Sau 
hai ngày ñồng nuôi cấy, các mảnh lá ñược 
chuyển sang môi trường chọn lọc MS có bổ 
sung 100 mg/l kanamycin và 500 mg/l 
cefotaxim, liên tục cấy chuyển 2 tuần/lần. 

Các mẫu mô chuyển gen sống sót trên môi 
trường chọn lọc ñược theo dõi và ñánh giá hiệu 
suất cảm ứng hình thành rễ tơ, tốc ñộ phát triển 
cũng như hình thái của từng loại rễ.  

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Theo những báo cáo gần ñây, trong số các 
root locus nằm trên vùng TL-DNA của plasmid 
Ri, roB và rolC là ñối tượng của nhiều nghiên 
cứu trong lĩnh vực công nghệ hóa sinh. Trong 
bài báo này, cùng với việc thiết kế các cấu trúc 
chuyển gen rol, chúng tôi ñã bước ñầu khảo sát 
ảnh hưởng của các gen rolB, rolC riêng biệt và 
tác dụng hiệp trợ giữa cả 3 gen rolA, B, C lên 
quá trình hình thành và phát triển của rễ tơ ở 
cây thuốc lá làm cơ sở cho các nghiên cứu nuôi 
cấy rễ tơ thực vật thu sinh khối sau này. 

Tổng hợp, thiết lập hệ vector tách dòng các 
gen rolB, rolC và rolABC 

Sử dụng phần mềm DNAstar và trình tự của 
các gen rol khai thác trên ngân hàng gen quốc tế 
với mã số K03313.1, chúng tôi ñã thiết kế 3 
cặp mồi ñể khuếch ñại hai 2 gen rolB, rolC và 
ñoạn DNA bao gồm 3 gen rolA, rolB và rolC 
liên kết (ñồng thời chứa các trình tự của 
promoter và terminator tạo thuận lợi cho các 
bước thiết kế vector chuyển gen về sau) từ 
khuôn DNA là plasmid Ri tách chiết từ vi khuẩn 
A. rhizogenes nhóm agropine ATCC 15834. Để 
ñảm bảo ñộ chính xác cao trong quá trình tổng 
hợp gen chúng tôi sử dụng Pfu DNA 
polymerase khi thực hiện phản ứng PCR. Ngoài 

hoạt tính 5’-3’ polymerase xúc tác cho quá trình 
polymer hóa các deoxiribonucleotide, enzyme 
này còn có khả năng ñọc sửa (proofreading) nhờ 
hoạt tính 3’-5’ exonuclease, giúp sửa chữa 
những sai hỏng trên sợi DNA mới tổng hợp. Kết 
quả ñiện di kiểm tra trên gel agarose 0,8% (hình 
1) cho thấy, sản phẩm của phản ứng PCR là các 
băng ñặc hiệu với kích thước ñúng như dự ñoán 
0,8 kb, 0,56 kb và > 4 kb tương ứng với các gen 
rolB, rolC và ñoạn ña gen rolABC. Điều này 
cho thấy, chúng tôi ñã nhân thành công các gen 
rol bằng kỹ thuật PCR với cặp mồi ñã thiết kế 
và chu trình nhiệt phù hợp.  

 

 
 

Hình 1. Phân tích sản phẩm PCR nhân các gen 
rolB, rolC và rolABC trên gel agarose 0,8%  

(M: thang DNA chuẩn 1 kb, Fermentas) 
 

Các ñoạn DNA sau khi khuếch ñại thành 
công ñược tinh sạch và nối ghép vào vector tách 
dòng pBT nhờ tác dụng của enzyme T4-DNA 
ligase. Các vector tái tổ hợp tạo ra từ phản ứng 
lai ñược biến nạp vào tế bào khả biến E. coli 
DH5α bằng phương pháp sốc nhiệt. Kết quả 
sàng lọc các thể biến nạp trên ñĩa LB chứa 
kanamycin 50 mg/l bằng phương pháp PCR và 
cắt enzyme hạn chế cho thấy các gen rolB, rolC 
và rolABC ñã ñược dòng hóa thành công trong 
vector pBT (không công bố). Chúng tôi sử dụng 
các dòng này làm nguyên liệu ñể giải trình tự 
gen. Kết quả BLAST 3 trình tự thu ñược cho 
thấy, các gen rolA, rolB và rolC ñã phân lập có 
ñộ tương ñồng 99% với trình tự DNA của các 
gen tương ứng trên ngân hàng gen với mã số 
K03313.1. Tuy nhiên, các vị trí sai khác không 
ảnh hưởng ñến quá trình dịch mã của các gen 
này, trình tự axit amin suy diễn từ các gen vẫn 
ñạt ñộ tương ñồng là 100% (không công bố).  

 M       rolABC 
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Kết quả thiết kế vector chuyển gen mang ñơn 
gen rolB, rolC và ña gen rolABC 

Như ñã trình bày ở trên, do trong quá trình 
thiết kế các mồi ñược gắn thêm ñiểm cắt của 
enzyme hạn chế nên các gen rol sau khi ñược 

dòng hóa ở 2 ñầu sẽ mang trình tự nhận biết  
của cặp emzyme XbaI và SacI (ñối với rolB, 
rolC) và EcoRI (ñối với rolABC). Điều này tạo 
thuận lợi cho việc cắt nối gen trong thí nghiệm 
tiếp theo.  

 

 
Hình 2. Kết quả cắt kiểm tra các vector tái tổ hợp pBI121/rolB, pBI121/rolC bằng XbaI và SacI (1, 

2); cắt kiểm tra pCB301/rolABC bằng EcoRI; M: thang DNA chuẩn 1 kb, Fermentas 
 

Quá trình thiết lập các vector chuyển gen rol 
vào thực vật có nhiều ñiểm tương tự với quá 
trình tạo dòng. Tuy nhiên, trong quá trình này, 
vị trí nhận biết của cặp enzyme XbaI và SacI 
hay enzyme EcoRI nằm trên 2 ñầu các gen rolB, 
rolC và rolABC ñược sử dụng làm ñiểm cắt, nối 
ghép vào các vector chuyển gen pBI121 và 
pCB301, theo thứ tự tương ứng, ñể tạo thành 
pBI121/rolB, pBI121/rolC và pCB301/rolABC. 
Các vector tái tổ hợp này cũng ñược xác ñịnh 
bằng việc cắt kiểm tra tại chính vị trí của các 
enzyme nói trên. Kết quả ñiện di sản phẩm cắt 

trên gel agarose 0,8% (hình 2) cho thấy các 
phân ñoạn gen thu ñược có kích thước ñúng với 
tính toán lí thuyết. Như vậy, chúng tôi ñã thiết 
kế thành công vector chuyển gen mang các cấu 
trúc gen rol ở cả dạng ñơn lẻ và liên kết. Những 
cấu trúc này sau ñó ñược biến nạp vào vi khuẩn 
A. tumefaciens C58/PGV 2260 bằng phương 
pháp xung ñiện ñể phục vụ cho mục ñích 
chuyển gen tạo rễ tơ ở thực vật. 

Kết quả tạo các dòng rễ tơ chuyển gen rol ở 
cây thuốc lá 

 

   
Hình 3. Hình ảnh một số bước chuyển các cấu trúc gen rol  

vào mảnh lá thuốc lá tạo các dòng rễ tơ chuyển gen 

A. Mảnh lá ngâm trong dung dịch huyền phù vi khuẩn; B. Mảnh lá chuyển gen  
trên môi trường chọn lọc; C. Rễ tơ chuyển gen xuất hiện sau 20 ngày nuôi cấy. 

 
Trong thí nghiệm này, chúng tôi chọn cây 

mô hình thuốc lá làm nguyên liệu phục vụ cho 
việc chuyển gen ñể ñánh giá hiệu quả cảm ứng 
tạo rễ tơ ở thực vật của ba cấu trúc gen rol ñã 

A B C 



Le Thu Ngoc et al. 

 

 499 

thiết kế. Đối với mỗi cấu trúc gen rol, chúng tôi 
sử dụng 96 mảnh lá. Sau khi lây nhiễm và ñồng 
nuôi cấy với vi khuẩn Agrobacterium, các mảnh 
lá thuốc lá ñược ñặt trên môi trường chọn lọc có 
bổ sung kanamycin ở nồng ñộ cao (100 mg/l). 
Do trong quá trình xâm nhiễm, ngoài các cấu 

trúc gen rol, gen nptII trên vector chuyển gen 
mã hóa cho enzyme phân hủy kanamycin cũng 
ñược tích hợp vào genome vật chủ nên chỉ 
những mô lá ñược chuyển gen mới có thể sống 
sót trên môi trường chứa kháng sinh kanamycin 
và cảm ứng tạo rễ tơ (hình 3).  

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hình 4. Hiệu suất tạo rễ tơ ở các mảnh lá thuốc lá sau khi lây nhiễm  
với A. tumefaciens mang các cấu trúc gen rol trong 30 ngày theo dõi 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hình 5. Hình thái rễ tơ của các dòng rễ chuyển cấu trúc ña gen rolABC (A) và ñơn gen rolB (B) 
 

Qua theo dõi, các mô ñược lây nhiễm với A. 
tumefaciens mang cấu trúc rolB và rolABC có 
khả năng biệt hóa tạo rễ tơ trên môi trường MS 
không chứa chất kích thích sinh trưởng. Các 
mảnh lá chuyển gen có xu hướng hình thành rễ 
ở cạnh ñã cắt bỏ gân giữa ñể gây tổn thương, 
hiệu suất tạo rễ tơ ñược biểu thị bởi phần trăm 
số mô ra rễ trên tổng số mô lá ban ñầu. Từ hình 
4 có thể thấy các mảnh lá sau khi chuyển gen 

rolABC hình thành rễ sớm nhất. Chỉ 10-12 ngày 
sau khi lây nhiễm Agrobacterium, rễ ñã bắt ñầu 
trồi ra từ một số mô lá và 5-7 ngày sau ñó, một 
nửa số mảnh lá ñã cảm ứng tạo rễ tơ. Đến ngày 
thứ 30, số mảnh lá tạo rễ tơ chiếm hơn 60%. 
Các dòng rễ chuyển gen rolABC này mang ñầy 
ñủ các ñặc ñiểm hình thái ñiển hình của rễ tơ 
như tốc ñộ sinh trưởng nhanh, thân rễ dầy, phân 
nhánh nhiều và giảm thiểu sự hướng ñất (hình 

A B 
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5A). Trong khi ñó, ở các mô ñược lây nhiễm 
với A. tumefaciens mang cấu trúc rolB riêng 
biệt, thời gian cảm ứng hình thành rễ tơ muộn 
hơn, ñồng thời hiệu suất tạo rễ tơ cũng thấp 
hơn, chỉ ñạt khoảng 20%. So với dòng rễ tơ 
chuyển ña gen rolABC, các dòng rễ chuyển ñơn 
gen rolB có tốc ñộ phát triển chậm hơn và mật 
ñộ rễ bên thấp hơn (hình 5B). Trong số 3 cấu 
trúc gen rol ñược chuyển vào mảnh lá thuốc lá, 
duy nhất cấu trúc rolC không thúc ñẩy sự hình 
thành rễ tơ. Như vậy, cấu trúc ña gen rolA, B, C 
liên kết cho hiệu quả cao nhất trong việc cảm 
ứng tạo rễ tơ ở thực vật.  

Các kết quả trên cho thấy sự cần thiết của 
locus rolB trong việc cảm ứng hình thành rễ tơ 
ở thực vật, tuy nhiên, một số gen như rolA và 
rolC có thể cũng cần thiết ñể hình thành ñầy ñủ 
triệu chứng rễ tơ. Kết quả này phù hợp với 
những nghiên cứu trong lĩnh vực công nghệ hóa 
sinh gần ñây về các root locus nằm trên vùng 
TL-DNA của plasmid Ri. Theo ñó, hoạt ñộng 
của gen rolB ñược chứng minh là giữ vai trò 
quan trọng nhất trong sự hình thành rễ tơ ở thực 
vật, ñồng thời thúc ñẩy mạnh mẽ quá trình tổng 
hợp các hợp chất thứ cấp [23]. Tuy nhiên, sự 
biểu hiện quá mức của gen này trong các mô 
chuyển gen có thể gây ức chế sự phát triển của 
tế bào [8]. So với rolB, gen rolC có khả năng 
hoạt hóa quá trình tổng hợp các chất thứ cấp 
yếu hơn nhưng lại giữ một vai trò quan trọng 
thúc ñẩy sự phát triển của tế bào [7]. Spena et 
al. (1987) [25] ñã tiến hành phân tích sự hình 
thành rễ tơ ở lá cây bỏng khi chuyển các tổ hợp 
gen rol và thấy rằng chỉ có gen rolB mới có khả 
năng cảm ứng sản sinh rễ tơ, trong khi ñó tự 
thân các gen rolA và rolC không thể gây ra hiện 
tượng này, tuy nhiên, hoạt ñộng hiệp trợ của các 
gen này với roB giúp gia tăng sự hình thành rễ 
tơ. Các rễ tạo thành từ lá cây bỏng khi ñược 
chuyển tổ hợp gen roAB hoặc rolABC có hình 
thái xoăn, trong khi các rễ chuyển gen rolB 
hoặc rolBC phát triển thẳng từ bề mặt lá. Quan 
sát tương tự cũng ñược báo cáo bởi White et al. 
(1985) [33] khi phân tích các ñột biến chèn trên 
plasmid Ri của A. rhizogenes chủng A4. Trong 
nghiên cứu này, ảnh hưởng khác nhau về mặt 
sinh học của hai gen rolA và rolC lên sự phát 
triển của rễ tơ ñược chứng minh thông qua các 
phân tích về ñặc tính phát triển của các dòng rễ 

tơ thuốc lá chuyển gen. Theo ñó, rolB giữ vai 
trò tiên quyết trong quá trình cảm ứng tạo rễ tơ, 
tuy nhiên, sự phát triển nhanh và phân nhánh 
nhiều của rễ ñòi hỏi có hoạt ñộng bổ trợ của gen 
rolC. Tổng hợp các kết quả cho thấy sự phối kết 
hợp của các gen rolB với rolC (hoặc với cả rolA 
và rolC) là cần thiết ñể cải thiện ñáng kể sự sản 
sinh và phát triển của rễ tơ trong nuôi cấy in 
vitro.  

KẾT LUẬN 

Đã thiết lập thành công các vector chuyển 
gen vào thực vật mang ñơn gen rolB, rolC và ña 
gen rolABC, ñồng thời kiểm tra và ñánh giá khả 
năng cảm ứng tạo rễ tơ ở lá thuốc lá của ba cấu 
trúc gen rol ñã thiết kế. Bước ñầu ñã lựa chọn 
ñược cấu trúc liên kết rolABC là phù hợp cho 
các nghiên cứu tạo và nuôi cấy rễ tơ thực vật. 
Các dòng rễ chuyển gen tạo ra do tác ñộng của 
tổ hợp gen này có khả năng sinh trưởng, phát 
triển nhanh và mang ñầy ñủ các ñặc ñiểm hình 
thái ñiển hình của rễ tơ.  

Lời cảm ơn: Công trình này ñược thực hiện 
nhờ kinh phí của ñề tài “Nghiên cứu chuyển gen 
tạo rễ tóc sâm Ngọc Linh (Panax vietnamensis 
Ha et Grushv.) làm vật liệu cho nuôi cấy 
bioreactor” thuộc chương trình Trọng ñiểm phát 
triển và ứng dụng Công nghệ sinh học trong 
lĩnh vực nông nghiệp và phát triển nông thôn 
ñến năm 2020 do Bộ Nông nghiệp và Phát triển 
nông thôn chủ trì. Các thí nghiệm trong nghiên 
cứu này ñược thực hiện tại phòng Công nghệ Tế 
bào Thực vật, Viện Công nghệ Sinh học, Viện 
Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 
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SUMMARY 

 
Culture of hairy roots the roots induced by infecion of Agrobacterium rhizogenes into wounded plant 

tissues has long been widely applied in many research fields such as functional analysis of genes, expression 
of foreign proteins, production of secondary compounds or changes of the composition of metabolites in 
plants. The causes of hairy root formation were identified related to the TL-DNA on Ri plasmids of  
A. rhizogenes strains, in which 4 gene loci including rolA, B, C and D (root loci) play important roles. 
However, expression of these rol genes in single form or in combination greatly affects the frequency of hairy 
root formation as well as the growth and morphology of the roots. In this study, we established, evaluated and 
selected the transgenic constructs of rol genes highly effective in plant hairy root induction. Single rolB, rolC 
genes and a combination of rolA, B, C were amplified from DNA template as Ri plasmid extracted from A. 
rhizogenes strain ATCC 15834 by PCR using specific primers linked with recognition sequences of 
restriction enzymes. The two genes rolB, rolC and the multi-gene segment rolABC were then introduced into 
pBI121 and pCB301 vectors, respectively, to yield recombinant plasmids and were transformed into A. 
tumefaciens C58/PGV 2260. The results of transgenesis for induction of hairy roots on leaves of tobacco via 
Agrobacterium strains carrying the three constructs of rol genes showed that: the simultaneous expression and 
interaction of rolA, B and C resulted in the highest frequency of hairy root formation in transgenic tissues 
(over 60%), and the roots displayed all typically morphological characteristics of hairy roots. In the transgenic 
tissues containing single rolB, root formation frequency was only about 20%. Moreover, the speed of growth 
and density of branches were also lower. Meanwhile, individual activity of rolC hardly induced hairy root 
phenotype.  

Keywords: Agrobacterium, rolA, rolB, rolC, hairy root, transgenic vectors.  
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