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TÓM TẮT:  Nhân tố phiên mã NAC tồn tại khác nhau trong cây là nhóm nhân tố điều hòa phiên mã mới 
với nhiều chức năng sinh học. Không chỉ có chức năng quan trọng khác nhau trong quá trình phát triển 
của thực vật mà còn đáp ứng được trong việc chống chịu với các stress phi sinh học. Trong nghiên cứu 
này các kết quả về tách dòng và đặc điểm của gen NAC2 của giống lạc L12 được trình bày. Gen NAC2 
được tách dòng bằng phương pháp RT-PCR, bao gồm một khung đọc mở với 1050 bp mã hóa cho 349 
acid amin. Phân tích trình tự gen đã chỉ ra rằng, protein giả định của gen NAC2 bao gồm vùng bảo thủ 
NAC (NAC domain-được chia ra làm 5 phân vùng bảo thủ nhỏ hơn từ A đến E) là đặc tính đặc trưng của 
các nhân tố phiên mã NAC. Khi so sánh trình tự acid amin suy diễn trong vùng bảo thủ NAC của gen 
NAC2 và AhNAC2 chúng tôi nhận thấy có hai acid amin bị thay đổi ở vị trí thứ 78 và 115. Tuy nhiên khi 
so sánh trình tự acid amin suy diễn trong vùng bảo thủ của gen NAC2 với các đối tượng thực vật khác như 
đậu tương, lúa, Arabidopsis thaliana, tại vị trí acid amin thứ 115 giống hoàn toàn và không có sự biến 
đổi ở vị trí này (acid amin K). Có sự tương đồng cao khi so sánh trình tự acid amin suy diễn của gen 
NAC2 với các nhân tố phiên mã NAC ở các đối tượng thực vật khác (gần gũi nhất với gen NAC4 ở đậu 
tương - GmNAC4). Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra vai trò chìa khóa quan trọng của NAC2 trong việc đáp ứng 
với các tín hiệu kích thích từ ABA và khả năng chống chịu hạn của cây lạc. Gen NAC2 đã được đăng ký 
trình tự trên ngân hàng gen với mã số HF546358. Kết quả nghiên cứu này sẽ được sử dụng trong thiết kế 
vector chuyển gen mang nhân tố phiên mã NAC2 nhằm cải thiện tính chịu hạn của cây lạc. 

Từ khóa: Cây lạc, điều hòa và biểu hiện gen, gen NAC2, nhân tố phiên mã NAC, tín hiệu phiên mã. 
 
MỞ ĐẦU 

Trong suốt quá trình sinh trưởng và phát 
triển, thực vật thường gặp những nhân tố phi 
sinh học bất lợi (stress) như hạn hán và nồng độ 
muối cao. Stress gây ra những phản ứng trên 
diện rộng của thực vật, từ việc thay đổi biểu 
hiện gen, trao đổi chất trong tế bào cho đến 
những thay đổi lớn liên quan đến mức độ sinh 
trưởng và năng suất cây trồng. Thời gian, mức 
độ khốc liệt của stress ảnh hưởng đến khả năng 
phản ứng của cây trồng. Những biến đổi trong 
quá trình phát triển và trao đổi chất khi gặp 
stress được cho là sẽ làm thay đổi sự biểu hiện 
của gen. Điều đó bắt đầu từ việc nhận biết tín 
hiệu stress ở mức độ tế bào, lan truyền tín hiệu 
này trong tế bào và tiếp sau đó là khắp cơ thể 
sinh vật. Sự biểu hiện gen thể hiện đầu tiên ở 
mức độ tế bào, sau đó ở mức độ toàn cơ thể và 
thể hiện ở sự thay đổi mức độ sinh trưởng, phát 
triển và cuối cùng làm ảnh hưởng đến khả năng 
tạo năng suất chất lượng cao [3, 6].  

Để đối phó với những yếu tố bất lợi này, cơ 
thể thực vật đã được kích thích bằng một loạt 

phản ứng sinh lý, sinh hóa phù hợp. Một bước 
quan trọng trong khả năng đề kháng của thực vật 
với stress là kích hoạt sự biểu hiện của các gen 
liên quan, phần lớn được điều hòa bởi các nhân 
tố phiên mã đặc trưng [5]. Hơn 5% trong trình tự 
hệ gen của Arabidopsis được sử dụng để mã hóa 
hơn 1500 nhân tố phiên mã, khoảng 45% trong 
số đó là từ các họ đặc trưng cho thực vật. Một vài 
họ tương đồng của các yếu tố phiên mã đã được 
ghi nhận đóng vai trò quan trọng trong đáp ứng 
các nhân tố bất lợi từ môi trường [7]. 

Họ protein NAC [NAM, ATAF và CUC - 
(No apical meristem (NAM), Arabidopsis 
transcription activation factor (ATAF), Cup-
shaped cotyledon (CUC)] là một trong những 
họ lớn nhất có chứa các nhân tố phiên mã chỉ 
đặc trưng cho thực vật. Một số lượng lớn các 
protein NAC đã được xác định trong thực vật 
(106 thành viên ở Arabidopsis, 149 thành viên ở 
lúa, 101 thành viên trong hệ gen đậu tương). 
Chúng được mô tả có một vùng bảo thủ cao 
nằm trong khu vực vùng đầu N (NAC domain - 
được chia ra thành 5 phân vùng bảo thủ từ A 
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đến E) và một vùng điều hòa phiên mã hay biến 
đổi ở đầu C (có thể kích hoạt hay ức chế sự 
phiên mã của nhiều gen đích) [9]. Căn cứ vào 
sự tương tự về vùng NAC đã biết ở thực vật, 
khoảng 180 gen NAC từ Oryza sativa và 
Arabidopsis đã dược phân loại thành 2 nhóm. 
Nhóm I được chia thành 14 phân nhóm (TERN, 
ONAC022, SENU5, NAP, AtNAC3, ATAF, 
OsNAC3, NAC2, ANAC011, TIP, OsNAC8, 
OsNAC7, NAC1, và NAM), bốn phân nhóm 
còn lại (ANAC011, ONAC003, ONAC001, 
ANAC063) xếp vào nhóm II [4, 7, 8, 9].  

Vùng bảo thủ NAC là một vùng nằm ở đầu N 
chứa khoảng 160 acid amin, được tìm thấy trong 
họ protein NAC thuộc các nhân tố điều hòa phiên 
mã đặc biệt ở thực vật. Protein NAC tham gia 
vào quá trình phát triển, bao gồm cả việc hình 
thành nên các mô phân sinh đỉnh chồi, các cơ 
quan hoa và chồi bên cũng như trong việc điều 
khiển hoocmon thực vật và bảo vệ [10]. 

Vùng bảo thủ NAC có thể được chia thành 5 
phân vùng bảo thủ (từ A đến E). Mỗi phân vùng 
bảo thủ nhỏ hơn được phân biệt bởi các acid 
amin không đồng nhất. Trong khi vùng NAC 
giàu các acid amin cơ bản (R, K và H) thì sự 
phân bố của các acid amin ở mỗi phân vùng bảo 
thủ là không giống nhau. Vùng C và D giàu các 
acid amin cơ bản nhưng nghèo các acid amin có 
tính acid, phân vùng bảo thủ B có chứa một tỷ 
lệ cao các acid amin có tính acid. Vùng gắn 
DNA (DNA-binding domain) được chứa trong 
một khu vực gồm 60 acid amin nằm trong phân 
vùng bảo thủ D và E [1, 2]. 

Trong bài báo này chúng tôi trình bày kết 
quả tách dòng, phân tích trình tự gen và so sánh 
trình tự acid amin suy diễn của gen NAC2 từ 
giống lạc có khả năng chịu hạn tốt L12. Kết quả 
này được sử dụng phục vụ cho các nghiên cứu 
tiếp theo. 

VẬT LI ỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Vật li ệu 

Hạt lạc giống L12 của Trung tâm Nghiên 
cứu phát triển cây đậu đỗ, Viện Cây lương thực 
và Cây thực phẩm được sử dụng trong các thí 
nghiệm. 

Vector tách dòng pBT, chủng vi khuẩn  
E. coli (DH5α) do phòng Công nghệ tế bào thực

vật, Viện Công nghệ sinh học cung cấp.  

Các loại hóa chất, dụng cụ và thiết bị phục 
vụ cho thí nghiệm sinh học phân tử. 

Phương pháp 

Thu mẫu 

Hạt lạc giống L12 được trồng ra môi trường 
(cát:trấu:đất với tỷ lệ 1:1:2) ở điều kiện bình 
thường. Cây lạc non sau khi có đủ 3 lá thật được 
tiến hành gây hạn nhân tạo (không tưới nước). 
Sau một tuần gây hạn, thu mẫu lá lạc đã xử lý 
hạn để tiến hành làm thí nghiệm. 

Thiết kế mồi 

Dựa trên trình tự gen AhNAC2 đã công bố 
trên ngân hàng (No. EU755023) [7], chúng tôi 
tiến hành thiết kế mồi nhân gen NAC2 ở giống 
lạc L12. 

Trình tự mồi như sau: NAC2F: 
CCCCATGGATGGGAATTCAAGAGAAAGA 
và NAC2R: TTGCGGCCGCTTGCCTGAACC 
CGAACCCAACC. 

Phương pháp tách chiết RNA tổng số 

Sử dụng bộ kít Trizol Reagents (của hãng 
Invitrogen) để tách chiết RNA tổng số từ các 
mẫu lá lạc theo chỉ dẫn của nhà sản xuất. 

Phương pháp tổng hợp cDNA 

RNA tổng số được sử dụng để nhân gen 
bằng phương pháp tổng hợp cDNA, cDNA 
được tổng hợp theo quy trình của nhà sản xuất 
bộ KIT RevertAidTMH Minus First Strand 
cDNA Synthesis (Fermentas).  

Nhân bản gen NAC2 bằng phản ứng PCR  

Gen NAC2 được khuếch đại bằng kỹ thuật 
PCR với cặp mồi đặc hiệu theo chu trình nhiệt 
như sau: 94ºC/3 phút; 94ºC/30 giây, 57ºC/30 
giây, 72ºC/1 phút 30 giây; 72ºC/10 phút, 35 chu 
kì. Thành phần phản ứng PCR bao gồm: Đệm 
PCR 10X (2,5 µl), MgCl2 (25 mM) - 2,5 µl, 
dNTPs (10 mM) - 2,5 µl, Taq DNA polymerase 
(5 đơn vị/µl) - 0,5 µl, DNA khuôn (10-20 ng/µl) 
- 1 µl, Nước khử ion - 15 µl, Mồi xuôi (10 
pmol/µl) - 0,5 µl, Mồi ngược (10 pmol/µl) - 0,5 
µl. Tổng thể tích - 25µl. 

Phương pháp tách dòng  
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Tinh sạch và gắn đoạn gen vào vector tách 
dòng pBT 

Gen được làm sạch (thôi gel) bằng bộ KIT 
QIAquick Gel Extraction (Bioneer) theo hướng 
dẫn của nhà sản xuất; gắn đoạn gen vào vector 
tách dòng pBT; ủ ở 22oC trong 2 giờ, sau đó 
được biến nạp vào tế bào khả biến E. coli chủng 
DH5α. 

Tách chiết plasmid tái tổ hợp 

Được thực hiện và tinh sạch bằng Plasmid 
Miniprep Kit (Qiagen). 

Phương pháp PCR trực tiếp từ khuẩn lạc 
(colony-PCR) 

Đệm PCR 10X (2,5 µl), MgCl2 (25 mM) - 
2,5 µl, dNTPs (10 mM) - 2,5 µl, Taq DNA 
polymerase (5 đơn vị/µl) - 0,5 µl, DNA khuôn 
(10 - 20 ng/µl) - 1 µl, Nước khử ion - 15 µl, 
Mồi xuôi (10 pmol/µl) - 0,5 µl, Mồi ngược (10 
pmol/µl) - 0,5 µl. Tổng thể tích - 25 µl. 

Chu trình nhiệt của phản ứng PCR: 94ºC/3 
phút; 94ºC/30 giây, 57ºC/30 giây, 72ºC/1 phút 
30 giây; 72ºC/10 phút, 25 chu kì. 

Phương pháp đọc trình tự và phân tích gen 

Plasmid tách từ các dòng khuẩn lạc được 
giải trình tự theo phương pháp của Sanger. 

Trình tự gen nhận được được phân tích bằng 
phần mềm BioEdit. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Kết quả nhân bản, tách dòng và xác định 
trình t ự gen NAC2 

Dựa trên trình tự gen AhNAC2 của cây lạc 
(Arachis hypogaea L.) đã công bố tại Ngân 
hàng gen quốc tế (EU755023), gen NAC2 có 
kích thước khoảng 1050 bp. Sản phẩm PCR với 
cặp mồi đặc hiệu đã thiết kế có kích thước 
tương ứng như trên. 

Từ lá của giống lạc L12 đã qua xử lý hạn, 
RNA tổng số được tách chiết và tổng hợp 
cDNA. Gen NAC2 được nhân lên bằng kỹ thuật 
PCR và được kiểm tra bằng điện di trên gel 
agarose 0,8%. Kết quả hình 1 cho thấy, đoạn 
gen thu được có kích thước tương ứng với kích 
thước tính toán theo lý thuyết khoảng 1050 bp. 

Quá trình tách dòng được thực hiện bằng 
cách gắn sản phẩm PCR đã tinh sạch vào vector 

tách dòng pBT. Sau đó vector tái tổ hợp được 
biến nạp vào tế bào vi khuẩn khả biến E. coli 
DH5α bằng phương pháp sốc nhiệt. Sản phẩm 
biến nạp cấy trải trên môi trường LB đặc có bổ 
sung kháng sinh chọn lọc carbenicillin, X-gal và 
IPTG. Cơ chất X-gal giúp cho việc chọn lọc các 
dòng tế bào E. coli mang vector tái tổ hợp dễ 
dàng. Trên môi trường có chứa kháng sinh 
carbenicilllin, X-gal và IPTG, phát triển hai loại 
khuẩn lạc: khuẩn lạc màu xanh và khuẩn lạc 
màu trắng. 

 
Hình 1. Kết quả nhân gen NAC2 từ giống lạc 

L12 (M. Thang DNA chuẩn 1 kb). 
 
Tất cả các khuẩn lạc này là những khuẩn lạc 

đã được biến nạp plasmid chứa gen kháng 
kháng sinh carbenicillin, nhưng chỉ có khuẩn lạc 
màu trắng mới mang plasmid tái tổ hợp. Vì vậy, 
các khuẩn lạc màu trắng được lựa chọn để thực 
hiện các bước tiếp theo của quá trình tách dòng. 

 

 

Hình 2. Điện di sản phẩm clony-PCR 

M: Thang DNA chuẩn 1 kb. 1-14: các dòng 
khuẩn lạc nghiên cứu. 
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Để kiểm tra chính xác các khuẩn lạc mang 
plasmid tái tổ hợp chứa đoạn gen NAC2 quan 
tâm, chúng tôi tiến hành sàng lọc khuẩn lạc 
bằng kỹ thuật colony-PCR. Chọn ngẫu nhiên 14 
khuẩn lạc trắng để thực hiện phản ứng colony-
PCR sử dụng cặp mồi đặc hiệu NAC2F/NAC2R 
(hình 2). Sản phẩm colony-PCR được kiểm tra 
bằng phương pháp điện di trên gel agarose 1%. 
Nếu vi khuẩn có plasmid mang gen NAC2 thì 
sản phẩm PCR sẽ xuất hiện một băng có kích 
thước mong muốn khoảng 1050 bp. 

Hình ảnh điện di cho thấy, trong 14 dòng 
khuẩn lạc trắng kiểm tra có 11 dòng cho kết quả 
dương tính với PCR. Từ kết quả colony-PCR, 
chúng tôi lựa chọn 3 dòng khuẩn lạc (1, 2, 3) 
nuôi lỏng vào 3 ml LB lỏng có bổ sung 
carbernicillin, để tách plasmid phục vụ cho việc 
xác định trình tự. 

Chúng tôi tiến hành cắt kiểm tra plasmid 
bằng enzyme BamHI để khẳng định plasmid 
tách chiết có mang đoạn gen NAC2 quan tâm. 
Sản phẩm cắt plasmid được kiểm tra bằng

phương pháp điện di trên gel agarose 1%, kết 
quả được thể hiện qua hình 3. Kết quả cắt vector 
tái tổ hợp bằng enzyme hạn chế BamHI cho 2 
băng với kích thước đúng ở tất cả các dòng lựa 
chọn (băng có kích thước khoảng 1050bp tương 
ứng với kích thước của gen NAC2, băng có kích 
thước khoảng 2200bp tương ứng với kích thước 
vector pBT). Chúng tôi chọn plasmid tách từ 
các dòng trên để giải trình tự. Kết quả thu được 
thể hiện trong hình 4. 

 
Hình 3. Cắt kiểm tra plasmid  

bằng enzyme BamHI 

 
NAC2    1     ATGGGAATTCAAGAGAAAGACCCTCTCTCGCAATTGAGTTTACCGCCGGGTTTCCGATTT  60 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  103   ATGGGAATTCAAGAGAAAGACCCTCTCTCGCAATTGAGTTTACCGCCGGGTTTCCGATTT  162 
NAC2    61    TATCCGACGGACGAGGAGCTTCTCGTTCAGTATCTGTGCCGCAAGGTTGCTGGCCACCAT  120 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  163   TATCCGACGGACGAGGAGCTTCTCGTTCAGTATCTGTGCCGCAAGGTTGCTGGCCACCAT  222 
NAC2    121   TTCTCCCTGGAAATCATTGGCGAAATTGATTTGTATAAGTTCGACCCTTGGGTTCTTCCA  180 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  223   TTCTCCCTGGAAATCATTGGCGAAATTGATTTGTATAAGTTCGACCCTTGGGTTCTTCCA  282 
NAC2    181   AGTAAGGCAATTTTCGGCGAGAAAGAATGGTACTTCTTTAGTCCGAGGGATGGGAAGTAT  240 
              |||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| 
AhNAC2  283   AGTAAGGCAATTTTTGGCGAGAAAGAATGGTACTTCTTTAGTCCGAGGGATAGGAAGTAT  342 
NAC2    241   CCGAATGGTTCGCGACCCAATCGGGTAGCCGGGTCGGGTTACTGGAAGGCCACCGGGACC  300 
              |||||||| |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| || ||||| ||| 
AhNAC2  343   CCGAATGGATCGCGACCCAATCGAGTAGCCGGGTCGGGTTACTGGAAAGCTACCGGAACC  402 
NAC2    301   GATAAGACTATCACGACCGAAGGAAGGAAAGTTGGTATCAAGAAAGCTCTGGTTTTCTAC  360 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| 
AhNAC2  403   GATAAGACTATCACGACCGAAGGAAGGAAAGTTGGTATCAAGGAAGCTCTGGTTTTCTAC  462 
NAC2    361   ATTGGTAAGGCACCCAAAGGCACCAAAACAAACTGGATCATGCACGAGTATCGCCTCCTA  420 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  463   ATTGGTAAGGCACCCAAAGGCACCAAAACAAACTGGATCATGCACGAGTATCGCCTCCTA  522 
NAC2    421   GACTCTACCCGTAAGAACGGGAGCACCAAGCTTGACGATTGGGTTCTGTGCCGGATATAC  480 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  523   GACTCTACCCGTAAGAACGGGAGCACCAAGCTTGACGATTGGGTTCTGTGCCGGATATAC  582 
NAC2    481   AAGAAGAATTCAAGCGCACAGCAGAAGGTACCAAACGGCGTCGTTTCGAGTAGCGAGCAA  540 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  583   AAGAAGAATTCAAGCGCACAGCAGAAGGTACCAAACGGCGTCGTTTCGAGTAGCGAGCAA  642 
NAC2    541   TATGCCACGCAATACAGCAACGGATCTTCTTCAAACTCCTCTTCCTCCCACCTCGACGAG  600 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  643   TATGCCACGCAATACAGCAACGGATCTTCTTCAAACTCCTCTTCCTCCCACCTCGACGAG  702 
NAC2    601   GTGCTCGAGTCCCTGCCGGAGATCGACGACCGTTGCTTCGCCTTGCCACGTGTCAACTCC  660 
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              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  703   GTGCTCGAGTCCCTGCCGGAGATCGACGACCGTTGCTTCGCCTTGCCACGTGTCAACTCC  762 
NAC2    661   TTAAGAGCGCTGCAGCAGCAGCGCCATCACCAAGAAGACACCAAGGTCGGCCTACTCCAA  720 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  763   TTAAGAGCGCTGCAGCAGCAGCGCCATCACCAAGAAGACACCAAGGTCGGCCTACTCCAA  822 
NAC2    721   CAGCAACAGCAACAGGGTCTCGTAGCCGGCACCGGTAGTTTCTTGGACTGGGCTTCCGGG  780 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  823   CAGCAACAGCAACAGGGTCTCGTAGCCGGCACCGGTAGTTTCTTGGACTGGGCTTCCGGG  882 
NAC2    781   CCGGGGATTCTGAACGATTTGGGCCAGGCCCAGCAGGGGATTGTTAACTACGGAAATGAC  840 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  883   CCGGGGATTCTGAACGATTTGGGCCAGGCCCAGCAGGGGATTGTTAACTACGGAAATGAC  942 
NAC2    841   CTCTTTGTCCCTTCAGTGTGCCACGTGGATTCCAATTTGGTGCCAGCAAAGATAGAAGAG  900 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  943   CTCTTTGTCCCTTCAGTGTGCCACGTGGATTCCAATTTGGTGCCAGCAAAGATAGAAGAG  1002 
NAC2    901   GAGGTTCAGAGCGGTGTGAAGACTCAATCCGCATTCTTTCAGCAGGGACCGAACCCGAAT  960 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  1003  GAGGTTCAGAGCGGTGTGAAGACTCAATCCGCATTCTTTCAGCAGGGACCGAACCCGAAT  1062 
NAC2    961   GACTTCACACAAGCATTCTCAAACCAATTAGATCCTTACGGGTTTAGTAGGTACTCGGTT  1020 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AhNAC2  1063  GACTTCACACAAGCATTCTCAAACCAATTAGATCCTTACGGGTTTAGTAGGTACTCGGTT  1122 
NAC2    1021  CAACCGGTTGGGTTCGGGTTCAGACAATGA  1050 
              ||||||||||||||||||||||| |||||| 
AhNAC2  1123  CAACCGGTTGGGTTCGGGTTCAGGCAATGA  1152 
 

Hình 4. Kết quả so sánh trình tự nucleotide 
NAC2: trình tự gen thu được từ giống lạc L12; AhNAC2: trình tự gen trên Genbank. 

  
Bảng 3. Vị trí sai khác trong trình tự nucleotit của gen NAC2 so với gen AhNAC2 

STT Vị trí AhNAC2 NAC2 
1 195 T C 
2 232 A G 
3 249 A T 
4 264 A G 
5 288 A G 
6 291 T C 
7 297 A G 
8 343 G A 
9 1044 G A 

 
NAC2   MGIQEKDPLSQLSLPPGFRFYPTDEELLVQYLCRKVAGHHFSLEIIGEIDLYKFDPWVLP 
AhNAC2 MGIQEKDPLSQLSLPPGFRFYPTDEELLVQYLCRKVAGHHFSLEIIGEIDLYKFDPWVLP 
NAC2   SKAIFGEKEWYFFSPRDGKYPNGSRPNRVAGSGYWKATGTDKTITTEGRKVGIKKALVFY 
AhNAC2 SKAIFGEKEWYFFSPRDRKYPNGSRPNRVAGSGYWKATGTDKTITTEGRKVGIKEALVFY 
NAC2   IGKAPKGTKTNWIMHEYRLLDSTRKNGSTKLDDWVLCRIYKKNSSAQQKVPNGVVSSSEQ 
AhNAC2 IGKAPKGTKTNWIMHEYRLLDSTRKNGSTKLDDWVLCRIYKKNSSAQQKVPNGVVSSSEQ 
NAC2   YATQYSNGSSSNSSSSHLDEVLESLPEIDDRCFALPRVNSLRALQQQRHHQEDTKVGLLQ 
AhNAC2 YATQYSNGSSSNSSSSHLDEVLESLPEIDDRCFALPRVNSLRALQQQRHHQEDTKVGLLQ 
NAC2   QQQQQGLVAGTGSFLDWASGPGILNDLGQAQQGIVNYGNDLFVPSVCHVDSNLVPAKIEE 
AhNAC2 QQQQQGLVAGTGSFLDWASGPGILNDLGQAQQGIVNYGNDLFVPSVCHVDSNLVPAKIEE 

    NAC2   EVQSGVKTQSAFFQQGPNPNDFTQAFSNQLDPYGFSRYSVQPVGFGFRQ 
    AhNAC2 EVQSGVKTQSAFFQQGPNPNDFTQAFSNQLDPYGFSRYSVQPVGFGFRQ 

Hình 5. Kết quả so sánh trình tự acid amin suy diễn  

NAC2: trình tự acid amin thu được từ giống lạc L12; AhNAC: trình tự acid amin trên Genbank. 
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Kết quả đọc trình tự cho thấy gen NAC2 thu 
được có kích thước 1050 bp, mã hóa 350 acid 
amin. Khi so sánh trình tự gen NAC2 và trình tự 
gen đã được công bố trên Ngân hàng gen, chúng 
tôi thu được kết quả như trong bảng 3. Kết quả 
so sánh trình tự acid amin suy diễn thể hiện 
trong hình 5. 

Dựa vào kết quả đọc trình tự nucleotide có 
thể thấy sự sai khác với gen AhNAC2 ở 9 vị trí 
(195, 232, 249, 264, 288, 291, 297, 343, 1044). 
Sự sai khác của gen NAC2 với gen AhNAC2 có 
thể là do sai sót trong sự bắt cặp của quá trình 
PCR hay là do đột biến điểm xuất hiện ở giống

lạc L12 (trong quá trình thực hiện các thao tác 
phân lập tách dòng-thao tác tách dòng không 
tạo đột biến). Từ sự sai khác trong trình tự 
nucleotide, khi tiến hành dịch mã chuyển sang 
trình tự chuỗi polypeptide nhận thấy một số sự 
thay đổi 1 nucleotide trong bộ ba làm thay đổi 
acid amin, một số thay đổi 1 nucleotide trong bộ 
ba lại không làm thay đổi acid amin do tính 
thoái hóa của mã di truyền. Cụ thể, chỉ có 2 vị 
trí thay đổi nucleotide dẫn đến thay đổi acid 
amin (232, 343). Các vị trí sai khác còn lại đều 
không làm biến đổi acid amin. Sự sai khác về 
trình tự acid amin của gen NAC2 được thể hiện 
trong bảng 4. 

 
Bảng 4. Sự sai khác về trình tự acid amin của gen NAC2 thu được với gen AhNAC2 

Vị trí 
thay đổi 

Nucleotide trên 
trình tự AhNAC2 

Nucleotide trên 
trình tự NAC2 của 

giống lạc L12 

Acid amin bị 
thay đổi 

Acid amin 
tạo thành 

Vị trí 232 
(a.a 78) 

A G Arginine (R) Glycine (G) 

Vị trí 343 
(a.a 115) 

G A Glutamic acid (E) Lysine (K) 

 

 
Hình 6. Kết quả phân tích trình tự acid amin suy diễn các gen trong họ NAC 

 bằng phần mềm Clustal W.  
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Các protein trên bao gồm: OsNAC1 
(AB028180) và OsNAC3 (AB028182) ở lúa; 
ANAC072/RD26 (AT4G27410), ANAC002/ATAF1 
(AT1G01720), ANAC018/NAM (AT1G52880), 
ANAC091/TIP (AT5G24590), ANAC022/NAC1 
(AT1G56010), ANAC098/CUC2 (AT5G53950), 
ANAC068/NTM1 (AT4G01540) và 
ANAC029/NAP (AT1G69490) ở Arabidopsis 
thaliana; GmNAC3 (DQ028771) và GmNAC4 
(DQ028772) ở đậu tương; AhNAC1(EU669863), 
AhNAC2 (EU755023) và AhNAC3 (EU755022)  
ở lạc. 

Tuy nhiên, khi tiến hành so sánh trình tự 
acid amin của gen NAC2 với các nhân tố phiên 
mã NAC trên một số đối tượng thực vật khác 
nhau (hình 6) chúng tôi nhận thấy vị trí acid 
amin thay đổi 115 của gen NAC2 so với gen 
AhNAC2 lại tương đồng hoàn toàn với các trình 
tự acid amin còn lại trong họ gen NAC ở các 
đối tượng thực vật này. Do đó chúng tôi kết 
luận trình tự gen NAC2 thu được từ giống lạc 
L12 chỉ có một vị trí acid amin thứ 78 thay đổi 
sau khi so sánh vùng bảo thủ này với các trình 
tự acid amin trong họ trên ngân hàng gen quốc 
tế.  

Phân tích và xây dựng cây phát sinh chủng 
loại dựa vào vùng bảo thủ NAC  

Dựa vào sự phân nhóm các protein thuộc họ 
NAC được đề cập trong các tài liệu [2, 7, 8, 10]. 
Chúng tôi tiến hành phân tích và so sánh vùng 
NAC của gen NAC2 thu được với các vùng 
NAC của các gen thuộc họ NAC, kết quả được

trình bày cụ thể trong hình 6 và hình 7. 

Khi nghiên cứu về trình tự acid amin của 
gen NAC2 thu được, chúng tôi nhận thấy vùng 
bảo thủ NAC, có khoảng 160 acid amin từ đầu 
N tương tự như các gen trong họ. So sánh vùng 
bảo thủ NAC giữa gen NAC2 và một vài gen 
trong họ NAC thu được các phân vùng bảo thủ 
từ A đến E được chỉ ra trong các khung đen của 
vùng NAC (hình 6). Kết quả phân tích của 
chúng tôi hoàn toàn tương tự như một số nghiên 
cứu trước trên cây lạc và một số đối tượng thực 
vật khác [7, 8, 10]. 

Vùng NAC của gen NAC2 thu được hoàn 
toàn trùng khớp với vùng NAC của gen AhNAC2 
trên Ngân hàng Gen quốc tế. Như vậy, dựa vào 
các nghiên cứu trước có thể khẳng định gen 
NAC2 thu được là yếu tố phiên mã có thể có 
chức năng điều khiển hoạt động của các gen liên 
quan đến phản ứng với stress hạn [1, 4, 7, 8, 9]. 

Họ NAC (NAM, ATAF và CUC) là một họ 
protein lớn. Kết quả phân tích trình tự tương 
đồng trong vùng bảo thủ NAC trên một số loài 
thực vật cho thấy, trình tự acid amin suy diễn 
của các gen thuộc họ này có mức độ tương đồng 
cao về các acid amin. Khi so sánh với gen 
AhNAC2 mã số EU755023, nhận thấy gen 
NAC2 có trình tự tương đồng cao với AhNAC2 
và gần gũi nhất với GmNAC4 ở đậu tương. Gen 
NAC2 có đầy đủ các vị trí acid amin bảo thủ 
giống các gen trong họ NAC và chỉ có một 
vùng NAC duy nhất nên có thể kết luận rằng 
gen NAC2 thu được thuộc họ gen NAC.  

 

 
Hình 7. Sơ đồ cây phát sinh chủng loại so sánh mức độ tương đồng các acid amin 

 của protein do gen NAC2 mã hóa ở giống lạc L12 và một số NAC protein ở các loài khác 
(chú thích tên viết tắt các gen xem hình 6) 
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KẾT LUẬN 

Chúng tôi đã tách dòng thành công gen 
NAC2 từ giống lạc chịu hạn tốt L12. Gen thu 
được có chiều dài là 1050 bp. Gen NAC2 đã 
được đăng ký trình tự trên ngân hàng gen với 
mã số HF546358. 

So sánh trình tự nucleotide giữa gen NAC2 
và AhNAC2 nhận thấy có sự sai khác ở 9 vị trí 
(195, 232, 249, 264, 288, 291, 297, 343, 1044). 
Tuy nhiên chỉ có 2 vị trí thay đổi nucleotide dẫn 
đến thay đổi acid amin (232, 242) 

Khi so sánh trình tự acid amin suy diễn 
trong vùng bảo thủ NAC thì tại vị trí acid amin 
115 sai khác với AhNAC2 nhưng lại tương đồng 
hoàn toàn với các trình tự khác. Vì vậy trình tự 
gen chúng tôi thu được chỉ còn một vị trí acid 
amin thay đổi (78). Phân tích cây phả hệ nhận 
thấy trình tự gen thu được gần gũi nhất với 
AhNAC2 ở lạc và GmNAC4 ở đậu tương. 
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SUMMARY 
 

NAC proteins are plant-specific transcription factors and more than 100 NAC genes have been identified 
in Arabidopsis and rice to date. NAC transcription factors exist differentially in plant and are the new 
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transcription regulatory factors with multiple biological functions. NAC transcription factors have a variety of 
important functions not only in plant development but also in abiotic stress responses. Stress-inducible NAC 
genes have been shown to be involved in abiotic stress tolerance. In this paper, the results on cloning and 
characterization of NAC2 gene from L12 peanut cultivar are presented. NAC2 gene cloning by RT-PCR, 
including an open reading frame with 1050 bp encoding 349 amino acids. Sequencing analysis showed that 
the deduced protein of NAC2 including the conservative NAC domains (The NAC domain can be subdivided 
into five subdomains (A to E)) have characteristic features of the NAC transcription factors. When comparing 
the amino acid sequence in NAC domain of NAC2 and AhNAC2 genes two amino acid changes were found at 
position 78 and 115. However, when comparing the amino acid sequence in the conservative region of the 
NAC2 gene with that of other plants such as soybean, rice, and Arabidopsis thaliana, no change was found at 
position 115 (amino acid K); there was only one change in position 78. A high of similarity when comparing 
the deduced amino acid sequence of the NAC2 gene with those of NAC transcription factors in other plant 
species (closest gene NAC4 in soybean - GmNAC4). Many studies have shown the key role of NAC2 in 
response to the stimulus signal from the ABA and drought resistance of peanut. NAC2 gene sequence has 
been registered on the Genbank with the accession number HF546358. The results of this study will be used 
in construction transformation vector carrying NAC2 transcription factor to improve the drought tolerance of 
peanut. 

Keywords: Arachis hypogaea, gene expression and regulation, NAC transcription factors, signal transduction. 
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