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TÓM T ẮT: Promoter gồm một trình tự nucleotide phía ñầu 5’ của ñiểm khởi ñầu phiên mã gen 
cấu trúc, ñóng vai trò then chốt trong việc biểu hiện gen. Ở cà chua, promoter E8 ñược ñiều khiển 
bởi ethylene và hoạt ñộng của promoter này thúc ñẩy hoạt ñộng các gen liên quan ñến quá trình 
chín của quả. Nghiên cứu này trình bày các kết quả về phân lập, nhân dòng và phân tích yếu tố ñiều 
hòa cis của promoter E8 từ giống cà chua PT18 phục vụ cho nghiên cứu thiết kế vector biểu hiện 
gen ở quả cà chua. Promoter E8 phân lập ñược có chiều dài 2203 bp và mang ñầy ñủ các yếu tố tác 
ñộng cis của một promoter ñiển hình như hộp TATA, hộp CAAT, hộp GATA. Ngoài ra, promoter 
này còn chứa 2 vùng ñiều hòa biểu hiện ñặc hiệu ở quả. Trình tự nucleotide của promoter E8 phân 
lập ñược có ñộ tương ñồng cao khi so sánh với các trình tự promoter E8 khác ñã ñược công bố và 
ñăng ký trên Ngân hàng Gen quốc tế (mã số KJ561284). Đây là cơ sở rất tốt cho các nghiên cứu 
tiếp theo nhằm thiết kế vector chuyển gen có mang promoter E8 ñặc hiệu ở quả mà chúng tôi ñã 
nhân dòng thành công trong nghiên cứu này.  

Từ khóa: Cà chua, hộp CAAT, hộp GATA, hộp TATA, promoter, yếu tố tác ñộng cis. 
 
MỞ ĐẦU 

Promoter là một trình tự nucleotide phía ñầu 
5’ của ñiểm khởi ñầu phiên mã, ñóng vai trò 
then chốt trong việc biểu hiện gen. Promoter có 
cấu trúc rất phức tạp và chứa nhiều yếu tố ñặc 
trưng tham gia ñiều hòa sự biểu hiện gen ở mức 
phiên mã [10]. Các trình tự nucleotide nằm trên 
promoter ñảm bảo vị trí nhận biết của protein 
ñiều hòa biểu hiện gen gọi là các yếu tố cis [1, 
5]. Yếu tố cis quan trọng nhất là hộp TATA, 
giúp RNA polymerase gắn chính xác vào ñiểm 
khởi ñầu phiên mã. Ngoài ra, hộp CAAT tham 
gia cung cấp thông tin vị trí gắn cho RNA 
polymerase [10]. Promoter ñặc hiệu ñiều khiển 
sự biểu hiện các gen quan tâm ở các mô nhất 
ñịnh trong cơ thể thực vật hoặc ở các giai ñoạn 
phát triển nhất ñịnh của cây. Tuy nhiên, sự biểu 
hiện ñặc hiệu chỉ thường ñạt ñược ñối với các 
promoter ñược phân lập từ các ñối tượng nghiên 
cứu có quan hệ họ hàng gần như cùng loài, chi 
hoặc họ. Điều này có thể là do tương tác của các 
yếu tố phiên mã ñến sự ñiều hòa hoạt ñộng của 
các promoter [10]. 

E8 là gen hoạt ñộng ở mức cao trong suốt 
quá trình chín của quả, sự biểu hiện của gen này 
ñược ñiều khiển bởi ethylene ở mức ñộ phiên 
mã [4, 11, 12]. Promoter E8 ñược chứng minh 

bao gồm một số yếu tố tác ñộng cis (cis-acting 
elements) ñóng vai trò ñiều hòa sự biểu hiện của 
gen E8 [2, 3, 4]. Bằng cách gây một loạt các ñột 
biến mất ñoạn trên promoter E8, Deikman et al. 
(1998) [4] ñã tìm ra vị trí của yếu tố tác ñộng 
cis phản ứng với ethylene nằm ở khoảng -2181 
ñến -1088 trong vùng biên ñầu 5’ của gen E8. 
Hai vùng khác, từ -1088 ñến -863 và từ -409 
ñến -263, tuy không ñược xem là trình tự cảm 
ứng ethylene nhưng biểu hiện ñặc hiệu trong 
suốt giai ñoạn chín của quả. Promoter E8 ñã 
ñược sử dụng rộng rãi như một promoter ñặc 
hiệu ở quả ñể cải thiện chất lượng quả cà chua 
hoặc biểu hiện các protein dược phẩm tái tổ hợp 
trong cà chua chuyển gen [6, 7, 8].  

Trong bài báo này, chúng tôi trình bày kết 
quả phân lập, nhân dòng và phân tích yếu tố tác 
ñộng cis của promoter E8 từ cây cà chua, ñây là 
nguyên liệu ñể thiết kế các vector biểu hiện 
protein tái tổ hợp ở quả cà chua cũng như ở các 
loài thực vật khác.  

VẬT LI ỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Vật liệu sử dụng là lá cà chua giống PT18 
do Viện Rau quả Trung ương cung cấp. Vector 
nhân dòng pBT, hóa chất, thiết bị sử dụng trong 
phân tích sinh học phân tử do Phòng Công nghệ 
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tế bào thực vật, Viện Công nghệ sinh học cung 
cấp. 

Thiết kế các mồi ñặc hiệu ñể phân lập 
promoter E8 

Trên cơ sở trình tự nucleotide của promoter 
E8 trên Ngân hàng Gen quốc tế mã số 
AF515784.1, cặp mồi ñặc hiệu ñược thiết kế 
ñể nhân ñoạn promoter nghiên cứu bằng phần 
mềm Bioedit (version 7.0.5.3) [9]. 

Tách chiết và tinh sạch DNA tổng số từ lá cà 
chua 

DNA tổng số ñược tách từ các mẫu lá cà 
chua theo phương pháp CTAB của Xin & Chen 
(2012) [13]. Xác ñịnh ñộ tinh sạch và nồng ñộ 
DNA tổng số bằng máy Nanodrop lite (Thermo 
scientific, Hoa Kỳ).  

Phân lập promoter E8 bằng kỹ thuật phản ứng 
chuỗi trùng hợp PCR 

Promoter E8 ñược phân lập từ DNA tổng số 
tách từ lá cà chua bằng kỹ thuật PCR với cặp 
mồi ñặc hiệu. Thành phần phản ứng bao gồm: 
Master Mix 2X (Promega, Hoa Kỳ): 12,5 µl, 
mồi xuôi (50 ng/µl): 1 µl; mồi ngược (50 
ng/µl): 1 µl, DNA (50 ng/µl ): 1 µl và nước khử 
ion vô trùng: 9,5 µl. Phản ứng PCR ñược thực 
hiện trên máy Veriti 96 well thermal cycler (AB 
Applied Biosystems, Thermo scientific, Hoa 
Kỳ) với: 94oC (5 phút); 30 chu kỳ: 94oC (1 
phút), 54oC (1 phút), 72oC (2 phút); 72oC (10 
phút). Sản phẩm PCR ñược kiểm tra bằng ñiện 
di trên gel agarose 0,8% (w/v).  

Nhân dòng và xác ñịnh trình tự promoter E8 

Sản phẩm phản ứng PCR khuếch ñại 
promoter E8 ñược tinh sạch bằng bộ kit 
AccuPrep® Gel Purification (Bioneer, Hàn 
Quốc). Sau khi tinh sạch, promoter E8 ñược 
ghép nối vào vector nhân dòng pBT. Vector 
nhân dòng pBT-E8 ñược biến nạp vào vi khuẩn 
E. coli chủng DH5α bằng phương pháp sốc 
nhiệt và ñược cấy trải trên môi trường chọn lọc 
LB có bổ sung kháng sinh carbenicillin 50 mg/l, 
IPTG 100 µM và X-gal 40 mg/l. Kiểm tra kết 
quả biến nạp vector pBT-E8 trong E. coli bằng 
phản ứng colony-PCR sử dụng cặp mồi M13_F/ 
R. Các khuẩn lạc mang vector pBT-E8 ñược 
nuôi lắc trong 4 ml môi trường LB lỏng bổ sung 
kháng sinh qua ñêm ở 37oC. Tách chiết plasmid 

bằng bộ kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, 
Đức) và kiểm tra sự có mặt của E8 trong vector 
pBT-E8 bằng PCR sử dụng cặp mồi M13_F/R. 
Trình tự nucleotide của promoter E8 ñược xác 
ñịnh bằng máy giải trình tự ABI PRISM® 3100 
Avant Genetic Analyzer tại Phòng thí nghiệm 
trọng ñiểm Công nghệ gen, Viện Công nghệ 
Sinh học, Viện Hàn lâm KH & CN Việt Nam. 

Phân tích promoter E8 

Phân tích mức ñộ tương ñồng của promoter 
E8 phân lập ñược với trình tự nucleotide của 
promoter E8 ñã công bố (mã số AF515784.1) 
bằng công cụ BLAST trên Ngân hàng Gen quốc 
tế [15], xác ñịnh yếu tố tác ñộng cis (hộp 
TATA, hộp CAAT, hộp GATA, các vùng biểu 
hiện ñặc hiệu ở quả) của promoter E8 thông qua 
cơ sở dữ liệu phân tích chuyên dụng về 
promoter thực vật [14, 15]. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Thiết kế các cặp mồi ñặc hiệu ñể khuếch 
ñại promoter E8 

Dựa vào trình tự nucleotide vùng biên ñầu 
5’ của promoter E8 (AF515784.1), cặp mồi ñặc 
hiệu ñược thiết kế ñể nhân toàn bộ promoter 
E8 như mô tả ở hình 1. 

Mồi xuôi (E8_F) có kích thước 29 
nucleotide, nhiệt ñộ nóng chảy là 63,5oC và tỷ 
lệ GC là 31%, còn mồi ngược (E8_R) có chiều 
dài 29 nucleotide nhiệt ñộ nóng chảy là 67,1oC 
và tỷ lệ GC là 41,4%. Theo tính toán lý thuyết, 
promoter E8 ñược nhân với cặp mồi E8_F và 
E8_R sẽ có kích thước 2191 bp. Ngoài ra, ñể 
thuận lợi khi nối ghép ñoạn promoter trên vào 
vector chuyển gen trong các thí nghiệm tiếp 
theo, trình tự nhận biết của cặp enzyme cắt giới 
hạn HindIII và BamHI ñược thiết kế bổ sung 
vào ñầu 5’ của mồi E8_F và mồi E8_R theo thứ 
tự tương ứng.  

Phân lập promoter E8 bằng kỹ thuật PCR 

Căn cứ vào nhiệt ñộ nóng chảy của mồi 
ñược thiết kế, chúng tôi dự tính nhiệt ñộ gắn 
mồi là ở nhiệt ñộ 58oC. Sử dụng cặp mồi này 
thực hiện phản ứng khuếch ñại promoter E8. 
Điện di kiểm tra sản phẩm ñược thể hiện ở hình 
2. Phân tích kết quả cho thấy ở giếng 1 xuất 
hiện một băng DNA ñặc hiệu và sắc nét, có kích 
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thước ñúng như tính toán (khoảng 2,1 kb). Điều 
này khẳng ñịnh, promoter E8 ñã ñược khuếch 

ñại thành công bằng cặp mồi ñặc hiệu và chu 
trình nhiệt phù hợp. 

 

 
Hình 1. A. Sơ ñồ promoter của gen E8 (theo Deikman et al. 1998) [4] và vùng biên ñầu 5’ của 

promoter E8 (AF515784.1); B. Sơ ñồ promoter E8 mục tiêu phân lập. 
  
Bảng 1. Trình tự nucleotide của cặp mồi ñể khuếch ñại promoter E8 

Tên Trình tự mồi Kích thước 
E8_HinIII_F 5’- AAGCTTTCCCTAATGATATTGTTCATGTA - 3’ 29 bp 
E8_BamHI_R 5’ - GGATCCCTTCTTTTGCACTGTGAATGATT - 3’ 29 bp 

  

 
Hình 2. Kết quả ñiện di sản phẩm PCR khuếch 
ñại promoter E8 trên gel agarose 0,8% (w/v); 

M: thang DNA chuẩn 1 kb (Fermentas). (-): ñối 
chứng âm, 1: sản phẩm PCR 

 
Nhân dòng promoter E8 

Sản phẩm phân lập promoter E8 ñược ghép 
nối với vector pBT tạo vector tái tổ hợp pBT-
E8, vector này ñược dòng hóa bằng chủng  
E. coli DH5α. Trên môi trường chọn lọc, 4 
khuẩn lạc trắng bất kỳ ñược chọn ñể kiểm tra sự 
có mặt của vector pBT-E8. Sản phẩm ñược 
kiểm tra trên gel agarose 0,8% ñược thể hiện ở 
hình 3. Phân tích cho thấy, tại ñường chạy số 3 

và 4 xuất hiện băng DNA có kích thước khoảng 
2,3 kb tương ứng với kích thước của promoter 
E8 (2,1 kb) và vector pBT do cặp mồi M13_F/R 
khuếch ñại thêm (250 bp). Điều này, khẳng ñịnh 
promoter E8 ñã ñược dòng hóa thành công vào 
vector pBT. Hai dòng khuẩn lạc số 3 và 4 ñược 
chọn ñể làm nguyên liệu tách chiết plasmid 
phục vụ giải trình tự gen. 

 
Hình 3. Kết quả ñiện di sản phẩm colony-PCR 

sử dụng cặp mồi M13_F/R trên gel agarose 
0,8% (w/v) 

M. thang DNA chuẩn 1 kb (Fermentas); 1, 2, 3, 4: 
tương ứng với khuẩn lạc. 

Promoter E8 mục tiêu (2203bp) 

E8_F 

E8_R 

 
3’ 

BamHI site 

5’ 3’ 
5’ 

HindIII site 

 E8  

2191 1088 

 

409    263 
TATA Box 

Vùng phản ứng với ethylen cần cho quả chín Trình tự biểu hiện khi quả chín A 

B 

M    1     2     3    4 

2,0 kb 2,3 kb 
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Phân tích trình tự nucleotide và các yếu tố 
ñiều hòa cis của promoter E8 

Kết quả xác ñịnh trình tự nucleotide cho 
thấy, promoter E8 ñược nhân dòng từ giống cà 
chua PT18 có kích thước 2203 bp, tương ứng 
với kích thước dự tính khi thiết kế mồi. So sánh 

trình tự nucleotide của promoter E8 với các 
trình tự ñã ñược công bố với các trình tự 
promoter E8 trên Ngân hàng Gen quốc tế bằng 
công cụ BLAST, chúng tôi thu ñược kết quả 
trình bày trên bảng 2. 

 
Bảng 2. Kết quả so sánh trình tự promoter E8 phân lập ñược với các trình tự promoter E8 ñã  
công bố 

Mã số  Tên promoter/gen 
Mức ñộ 
so sánh 

Giá trị 
E 

Mức ñộ 
tương ñồng 

AF515784.1 
Lycopersicon esculentum ethylene-
responsive fruit ripening gene E8 promoter 
and 5'UTR, partial sequence 

99% 0,0 99% 

DQ317599.1 
Lycopersicon esculentum ethylene-
responsive fruit ripening (E8) gene, 
promoter and 5' flanking region 

97% 0,0 99% 

  
Qua bảng 2 có thể thấy, trình tự nucleotide 

promoter E8 thu ñược có mức ñộ tương ñồng 
cao với trình tự nucleotide của promoter E8 mã 
số AF515784.1 và DQ317599.1 là 99%. Tiếp 

tục phân tích trình tự cis của promoter E8 thu 
ñược bằng cách dùng cơ sở dữ liệu phân tích 
chuyên dụng PLACE (Plant Cis-acting 
Regulatory DNA Elements) (hình 4). 

  
aagctttccctaatgatattgttcatgtaattaagttttgtggaagtgagagagtccaat  60 
HindIII 
tttgataagaaaagagtcagaaaacgtaatattttaaaagtctaaatctttctacaaata  120 
agagcaaatttatttattttttaatccaataaatattaatggaggacaaattcaattcac  180  
ttggttgtaaaataaacttaaaccaataaccaaagaactaataaatcctgaagtggaatt  240  
attaaggataaatgtacatagacaatgaagaaataataggttcgatgaattaataataat  300  
taaggatgttacaatcatcatgtgccaagtatatacacaatattctatgggatttataat  360  
ttcgttacttcacttaacttttgcgtaaataaaacgaattatctgatattttataataaa  420 
acagttaattaagaaccatcatttttaacaacatagatatattatttctaatagtttaat  480  
gatacttttaaatcttttaaattttatgtttcttttagaaaataaaaattcaaaaaatta  540  
aatatatttacaaaaactacaatcaaacacaacttcatatattaaaagcaaaatatattt  600 
tgaaaatttcaagtgtcctaacaaataagacaagaggaaaatgtacgatgagagacataa  660  
agagaactaataattgaggagtcctataatatataataaagtttattagtaaacttaatt  720 
attaaggactcctaaaatatatgataggagaaaatgaatggtgagagatattggaaaact  780 
taataattaaggattttaaaatatatggtaaaagataggcaaagtatccattatcccctt  840  
ttaacttgaagtctactaggcgcatgtgaaagttgattttttgtcacgtcatatagctat  900 
aacgtaaaaaaagaaagtaaaatttttaattttttttaatatatgacatattttaaacga  960 
aatataggacaaaatgtaaatgaatagtaaaggaaacaaagattaatacttactttgtaa  1020  
gaatttaagataaatttaaaatttaatagatcaactttacgtctagaaagaccctatctt  1080  
agaaggaatttcagaaatcggccctttttcaaaaataacttttaaataatgaattttaaa  1140  
ttttaagaaataatttccaatgaataaatgacatgtagcattttacctaaatatttcaac  1200  
tattttaatccaatattaatttgtttattcccaacaatagaaagtcttgtgcagacattt  1260 
aatctgacttttccagtactaaatattaattttctgaagattttcgggtttagtccacaa  1320  
gttttagtgagaagttttgctcaaaattttaggtgagaaggtttgatatttatcttttgt  1380 
taaattaatttatctaggtgactattatttatttaagtagaaattcatatcattactttt  1440 
gccaacttgtagtcataataggagtaggtgtatatgatgaaggaataaacaagttcagtg  1500 
aagtgattaaaataaaatataatttaggtgtacatcaaataaaaaccttaaagtttagaa  1560 
aggcaccgaataattttgcatagaagatattagtaaatttataaaaataaaagaaatgta  1620  
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gttgtcaagttgtcttcttttttttggataaaaatagcagttggcttatgtcattctttt  1680  
acaacctccatgccacttgtcCAATtgttgacacttaactaattagtttgattcatgtat  1740  
      CAAT box 
gaatactaaataattttttaggactgactcaaatatttttatattatcatagtaatattt  1800 
atctaatttttaggaccacttattactaaataataaattaactactactatattattgtt  1860  
gtgaaacaacaacgttttggttgttatgatgaaacgtacactatatcagtatgaaaaatt  1920 
caaaacgattagtataaattatattgaaaatttGATAtttttctattcttaatcagacgt  1980 
         GATA box 
attgggtttcatattttaaaaagggactaaacttagaagagaagtttgtttgaaactact  2040 
tttgtctctttcttgttcccatttctctcttagatttcaaaaagtgaactactttatctc  2100 
tttctttgttcacattttattttattctatTATAAATatggcatcctcatattgagattt 2160 
        TATA box 
ttagaaattattctaatcattcacagtgcaaaagaagggatcc                   2203  
        BamHI 

Hình 4. Kết quả phân tích trình tự nucleotide của promoter E8 từ giống cà chua PT18 
  

Kết quả xác ñịnh trình tự cis của promoter 
E8 ñược nhân dòng từ giống cà chua PT18 có 
mang ñầy ñủ trình tự cis của một promoter ñiển 
hình gồm (theo hướng 5’ của promoter E8): hộp 
CAAT (vị trí 1702 ñến 1705 bp), hộp GATA (vị 
trí 1954 ñến vị trí 1957 bp) và hộp TATA (vị trí 
từ 2131 ñến 2139 bp). Vị trí hộp TATA của 
promoter E8 thu ñược tương ñương với vị trí 
hộp TATA (từ 2127 ñến 2135 bp) của promoter 
E8 ñã công bố (AF515784.1). Ở ñầu 5’ và 3’ 
của promoter E8 ñã phân lập ñược có mang 
thêm trình tự nhận biết của cặp enzyme cắt giới 
hạn HindIII (AAGCTT) và BamHI (GGATCC). 
Ngoài ra, promoter E8 thu ñược còn có hai vùng 
biểu hiện ñặc hiệu ở quả (vùng phản ứng với 
ethylen) ñược thể hiện ở hình 4 (in ñậm, gạch 
chân): vùng 1 từ vị trí 1343 ñến 1489 bp, vùng 2 
từ vị trí 1943 ñến 2168 bp, kết quả này cũng 
phù hợp với công bố trước ñây của Deikman et 
al. (1992, 1998) [3, 4]. Kết quả này khẳng ñịnh 
trình tự promoter E8 phân lập ñược chính là 
promoter E8 của giống cà chua PT18. Trình tự 
nucleotide của promoter E8 trong nghiên cứu 
này ñã ñược ñăng ký trên Ngân hàng Gen quốc 
tế với mã số KJ561284. 

KẾT LUẬN 

Nhân dòng thành công promoter E8 từ 
giống cà chua PT18 với mức ñộ chính xác, ñộ 
tương ñồng cao với trình tự nucleotide của 
promoter E8 ñã công bố có mã số AF515784.1 
và DQ317599.1 trên Ngân hàng Gen quốc tế. 
Promoter E8 thu ñược có ñầy ñủ các yếu tố tác 

ñộng cis quan trọng của một promoter ñiển hình 
ở thực vật: hộp TATA, CAAT và GATA. Đây 
là nguyên liệu rất tốt cho các nghiên cứu tiếp 
theo nhằm thiết kế vector chuyển gen biểu hiện 
ñặc hiệu ở quả cà chua cũng như ở các ñối 
tượng thực vật khác.  

Lời cảm ơn: Công trình ñược sự hỗ trợ về kinh 
phí của ñề tài: “Nghiên cứu sản xuất protein tái 
tổ hợp trong cây cà chua chuyển gen”, mã số 
VAST 02.01/13-14. 
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SUMMARY 
  

Promoter is a sequence located at the 5’ end upstream of the gene, that plays a key role in gene 
expression. In tomato, the E8 gene is highly expressed during fruit ripening, and is controlled by E8 promoter. 
E8 promoter includes the cis-acting elements responding to ethylene or receiving independent signals of 
ethylene for fruit ripening. This study presents results of E8 promoter cloning and sequencing from the 
tomato cultivar PT18 for construction of vector to express target gene in tomato. The obtained data showed 
that the E8 promoter has 2203 bp in length and carries a full range of cis-acting elements similar to a typical 
promoter such as TATA box, box CAAT and GATA box. Furthermore, this promoter contains two fruit-
ripening regulatory regions. Nucleotide sequences of E8 promoter had high similarity when compared with 
other E8 promoter sequences in Genebank. In addition, the nucleotide sequence of E8 promoter was 
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submitted in Genebank with the accession number KJ561284. The results is the foundation that will 
contribute a fundamental basis for further researches in order to construct expression vector carrying E8 
promoter in gene transfer of plants. 

Keywords: Lycopersicon esculentum,  CAAT box, cis-acting elements, GATA box, TATA box. 
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