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SO S¸NH TR×NH Tù GIEN CYSTATIN ë C¢Y §ËU XANH 
(Vigna radiata (L.) Wilczek) 

  
CHU HOµNG MËU, NGUYÔN Vò THANH THANH 

§¹i häc Th¸i Nguyªn 

NGUYÔN THÞ THU TRANG 

Së Gi¸o dôc vµ §µo t¹o Th¸i Nguyªn 

§Ëu xanh (Vigna radiata (L.) Wilczek) lµ 
c©y trång ¨n h¹t ®−îc trång ë nhiÒu n−íc trªn 
thÕ giíi. §Ëu xanh lµ c©y chÞu h¹n kÐm [6]. 
Stress m«i tr−êng nh− nãng, l¹nh, h¹n, s©u 
bÖnh… ¶nh h−ëng trùc tiÕp ®Õn n¨ng suÊt cña 
®Ëu xanh.  

Cystatin lµ protein øc chÕ cystein proteaza 
thuéc hä papain. Cystatin thùc vËt 
(phytocystatins) cã ë nhiÒu loµi c©y mét l¸ mÇm 
vµ hai l¸ mÇm vµ cã ho¹t tÝnh gièng nh− chÊt øc 
chÕ cystein proteaza ë ®éng vËt. C¸c chÊt øc chÕ 
cystein proteaza thùc vËt th−êng ®−îc m· ho¸ 
bëi nhiÒu gien, nh−ng sù hiÓu biÕt vÒ c¸c gien 
nµy cßn Ýt. Sù biÓu hiÖn cña gien cystatin th−êng 
trong ®iÒu kiÖn h¹n, l¹nh, mÆn vµ ë c¸c pha 
riªng rÏ cña qu¸ tr×nh sinh tr−ëng, ph¸t triÓn cña 
thùc vËt [4, 8, 13]. Pernas M. vµ cs. (2000) cho 
r»ng khi rÔ c©y dÎ (Castanea sativa) gÆp l¹nh, 
sèc muèi, stress nãng th× møc ®é phiªn m· t¨ng 
m¹nh ë c¶ tÕ bµo rÔ vµ tÕ bµo l¸ vµ cystatin ë 
c©y dÎ kh«ng chØ liªn quan ®Õn ph¶n øng tù vÖ 
víi c¸c mÇm bÖnh vµ s©u h¹i mµ cßn liªn quan 
®Õn kh¶ n¨ng chèng l¹i t¸c ®éng bÊt lîi cña c¸c 
nh©n tè v« sinh [10]. Nghiªn cøu vµ ph©n lËp

gien cystatin còng ®· ®−îc thùc hiÖn trªn c¸c 
c©y trång kh¸c nh−: ®Ëu ®òa (Vigna unguiculata 
L.), ®Ëu t−¬ng (Glycine max L.), cµ rèt (Daucus 
carota L.), t¸o (Malus domestica) [3, 7, 9], 
[11].. nh−ng ®èi víi c©y ®Ëu xanh viÖc nghiªn 
cøu vÒ cystatin vµ gien m· ho¸ protein nµy vÉn 
cßn lµ vÊn ®Ò míi mÎ.  

Trong bµi b¸o nµy, chóng t«i c«ng bè kÕt 
qu¶ ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng chÞu h¹n, ph©n lËp gien 
m· ho¸ cystatin cña 2 gièng ®Ëu xanh (trong ®ã, 
mét gièng chÞu h¹n tèt - DX208 vµ mét gièng 
chÞu h¹n kÐm - PaEC3) nh»m ®¸nh gi¸ sù ®a 
d¹ng cña gien m· ho¸ cystatin cña c¸c gièng 
®Ëu xanh phôc vô cho viÖc nghiªn cøu chän t¹o 
c¸c gièng ®Ëu xanh cã kh¶ n¨ng chÞu h¹n.  

I. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 

1. VËt liÖu  

7 gièng ®Ëu xanh do Trung t©m Nghiªn cøu 
vµ Ph¸t triÓn §Ëu ®ç - ViÖn C©y l−¬ng thùc vµ 
C©y thùc phÈm - ViÖn Khoa häc N«ng nghiÖp 
ViÖt Nam cung cÊp. 

 

B¶ng 1 

Mét sè ®Æc ®iÓm h×nh th¸i cña 7 gièng ®Ëu xanh nghiªn cøu 

STT Tªn gièng Mµu th©n mÇm Mµu vá h¹t Khèi l−îng 1000 h¹t 

1 DX208 Xanh Xanh bãng 75,30 … 0,015 

2 §ç QuÕ Xanh Xanh mèc 44,20 … 0,025 

3 DX14 Xanh Xanh mèc 65,86 … 0,040 

4 DX04 Xanh Xanh bãng 66,31 … 0,015 

5 V123 Xanh Xanh bãng 63,95 … 0,020 

6 T135 Xanh Xanh mèc 50,54 … 0,032 

7 PAEC3 TÝm Vµng bãng 60,75 … 0,010 
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CÆp måi cystatin ®−îc chóng t«i thiÕt kÕ dùa 
trªn sù ph©n tÝch tr×nh tù gien cystatin ë gièng 
®Ëu xanh ®−îc c«ng bè t¹i Ng©n hµng gien quèc 
tÕ víi m· sè AF454396 vµ ®Æt t¹i h·ng 
Fermentas:  

B¶ng 2 

Tr×nh tõ cÆp måi nh©n gien cystatin 

Måi Tr×nh tù måi (5’-3’) 
Cys1 Gtcgcaggaactagaaagcgttg 

Cys2 Ctatgcaggtgcctctccaac 

 
C¸c lo¹i hãa chÊt, dông cô vµ thiÕt bÞ phôc 

vô cho thÝ nghiÖm sinh häc ph©n tö. 
 
2. Ph−¬ng ph¸p  

§¸nh gi¸ nhanh kh¶ n¨ng chÞu h¹n theo 
ph−¬ng ph¸p cña Lª TrÇn B×nh vµ cs. (1998) [2]. 

ADN tæng sè ®−îc t¸ch chiÕt theo ph−¬ng 
ph¸p Gawel vµ Jarnet (1991) cã c¶i tiÕn [5].  

Nh©n gien cystatin b»ng kü thuËt PCR. PCR 
®−îc tiÕn hµnh víi tæng thÓ tÝch ph¶n øng 50 µl 
gåm: ADN mÉu (50 ng/µl) 4 µl, måi (10 pM) 4 
µl, dNTP (2,5 mM) 4 µl, MgCl2 (25 mM) 5 µl, 
Taq polymerase (5 unit/µl) 0,8 µl, buffer PCR 
(10X) 5 µl, H2O khö ion 27,2 µl. Chu tr×nh nhiÖt 
bao gåm c¸c b−íc sau: 94oC-3 phót; 94oC-50 
gi©y, 56oC-1 phót, 72oC-1 phót 30 gi©y lÆp l¹i 30 
chu k×; 72oC - 10 phót vµ l−u gi÷ ë 4oC. S¶n phÈm 
PCR nh©n gien cystatin ®−îc kiÓm tra b»ng ®iÖn 
di trªn gel agaroza 1%. Gien ®−îc lµm s¹ch (th«i 
gel) theo bé Kit QIAquick Gel Extraction vµ g¾n 
vµo vÐct¬ pTZ57R/T, sau ®ã ®−îc biÕn n¹p vµo tÕ 
bµo kh¶ biÕn E. coli chñng DH5α. Tr×nh tù 
nucleotit cña gien cystatin ®−îc x¸c ®Þnh trªn 
m¸y ®äc tr×nh tù nucleotit tù ®éng ABI PRISM@ 
3100 Advant Genetic Analyzer cña h·ng 
Ampplied Biosystem. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh tr×nh tù 

gien ®−îc xö lý b»ng phÇn mÒm DNAstar vµ 
BioEdit.  

3. §Þa ®iÓm thÝ nghiÖm 

ThÝ nghiÖm ®−îc tiÕn hµnh t¹i Phßng thÝ 
nghiÖm Di truyÒn häc - §¹i häc S− ph¹m - 
§HTN vµ Phßng C«ng nghÖ tÕ bµo thùc vËt - 
ViÖn C«ng nghÖ sinh häc. X¸c ®Þnh tr×nh tù gien 
t¹i ViÖn C«ng nghÖ sinh häc - ViÖn Khoa häc vµ 
C«ng nghÖ ViÖt Nam. 

II. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN 

1. Kh¶ n¨ng chÞu h¹n cña c¸c gièng ®Ëu 
xanh nghiªn cøu 

§Ó ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng chÞu h¹n cña c¸c 
gièng ®Ëu xanh kh¸c nhau gãp phÇn ®Þnh h−íng 
cho viÖc chän c¸c gièng ®Ëu xanh chÞu h¹n cã 
hiÖu qu¶, chóng t«i tiÕn hµnh nghiªn cøu, ®¸nh 
gi¸ nhanh kh¶ n¨ng chÞu h¹n cña c¸c gièng ®Ëu 
xanh ë giai ®o¹n c©y non (xuÊt hiÖn 3 l¸ thËt) 
theo c¸c chØ tiªu: tØ lÖ c©y kh«ng hÐo, tØ lÖ c©y 
phôc håi sau 3, 5, 7, 9, 11 ngµy thÝ nghiÖm, tõ 
®ã x¸c ®Þnh chØ sè chÞu h¹n t−¬ng ®èi cña c¸c 
gièng ®Ëu xanh, kÕt qu¶ nhËn ®−îc ë b¶ng 3. 

ChØ sè chÞu h¹n t−¬ng ®èi ®−îc tÝnh theo 
c«ng thøc: 

Sn = 1/2 sinα (an bn + bn cn + cn dn + dn en + en gn + 
gn hn + hn in + in kn+kn ln+ln mn) 

Trong ®ã: Sn: chØ sè chÞu h¹n t−¬ng ®èi; n: 
ký hiÖu c¸c gièng nghiªn cøu. C¸c chØ tiªu theo 
dâi gåm: a. % c©y kh«ng hÐo sau 3 ngµy h¹n; b. 
% c©y phôc håi sau 3 ngµy h¹n; c. % c©y kh«ng 
hÐo sau 5 ngµy h¹n; d. % c©y phôc håi sau 5 
ngµy h¹n; g. % c©y kh«ng hÐo sau 7 ngµy h¹n; 
h. % c©y phôc håi sau 7 ngµy h¹n; i. % c©y 
kh«ng hÐo sau 9 ngµy h¹n; k. % c©y phôc håi 
sau 9 ngµy h¹n; l. % c©y kh«ng hÐo sau 11 ngµy 
h¹n; m. % c©y phôc håi sau 11 ngµy h¹n. 

 

B¶ng 3 

§¸nh gi¸ kh¶ n¨ng chÞu h¹n cña 7 gièng ®Ëu xanh nghiªn cøu 

Gièng DX208 §ç QuÕ DX14 DX04 V123 T135 PaEC3 
ChØ sè chÞu h¹n t−¬ng ®èi 11640 4740 5750 11220 6340 8810 4610 
 
B¶ng 3 cho thÊy, gièng DX208 lµ gièng chÞu 

h¹n tèt nhÊt cã chØ sè chÞu h¹n lµ 11640, cßn 
gièng PaEC3 chÞu h¹n kÐm nhÊt víi chØ sè chÞu 
h¹n lµ 4610. ChØ sè chÞu h¹n gi¶m dÇn ë c¸c 

gièng nh− sau: DX208 > DX04 > T135 > V123 
> DX14 > §ç QuÕ > PaEC3. 

Tõ kÕt qu¶ ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng chÞu h¹n ë 
trªn, chóng t«i lùa chän gièng DX208 (cã chØ sè 
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M       1        2        

1500 bp → 

1000 bp → 

 

1100 bp 

chÞu h¹n lín nhÊt) vµ PaEC3 (cã chØ sè chÞu h¹n 
nhá nhÊt) ®Ó tiÕp tôc nghiªn cøu ph©n lËp gien 
cystatin. 

2. KÕt qu¶ nh©n b¶n gien cystatin cña hai 
gièng ®Ëu xanh DX208 vµ PaEC3 b»ng 
kü thuËt PCR 

§o¹n gien cystatin cña 2 gièng ®Ëu xanh 
(DX208 vµ PaEC3) ®−îc nh©n lªn b»ng ph−¬ng 
ph¸p PCR, kÕt qu¶ nh©n gien ®−îc kiÓm tra 
b»ng ph−¬ng ph¸p ®iÖn di trªn gel agaroza 1% 
vµ ®−îc thÓ hiÖn trªn h×nh 1. H×nh 1 cho thÊy, 
mçi mÉu nhËn ®−îc ®o¹n ADN ®Æc hiÖu cã kÝch 
th−íc kho¶ng 1100 bp.  

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 

H×nh 1. KÕt qu¶ PCR nh©n gien cystatin cña  

2 gièng ®Ëu xanh 

Ghi chó: M. ChØ thÞ ph©n tö 1kb;  

1. DX208; 2. PaEC3. 

3. KÕt qu¶ t¸ch dßng gien cystatin 

§Ó x¸c ®Þnh ®−îc tr×nh tù gien cystatin, 
chóng t«i tiÕn hµnh t¸ch dßng gien cystatin. Qu¸ 
tr×nh t¸ch dßng ®−îc thùc hiÖn b»ng c¸ch g¾n 
s¶n phÈm PCR ®· tinh s¹ch vµo vÐct¬ t¸ch dßng 
pTZ57R/T, biÕn n¹p vµo tÕ bµo kh¶ biÕn chñng 
E. coli DH5α vµ cÊy tr¶i trªn ®Üa Petri cã m«i 
tr−êng LB ®Æc bæ sung ampicillin 100 mg/ml, 
X-gal 40 mg/ml vµ IPTG 100 µM. ñ c¸c ®Üa 
petri ®· cÊy tr¶i ë 37oC trong 16 giê, kÕt qu¶ thu 
®−îc c¶ khuÈn l¹c xanh vµ tr¾ng (h×nh 2). Chän 
khuÈn l¹c tr¾ng nu«i trong m«i tr−êng LB láng 
cã bæ sung ampicillin 100 mg/ml qua ®ªm. LÊy 
khuÈn cña mçi mÉu ch¹y ph¶n øng clony PCR 
víi cÆp måi pUC18 ®Ó x¸c ®Þnh khuÈn l¹c cã 
plasmit mang gien mong muèn. V× cÆp måi 
pUC18 lµ cÆp måi ®−îc thiÕt kÕ chung cho c¸c 

vÐct¬ t¹o dßng nªn khi kiÓm tra s¶n phÈm PCR 
võa dßng ho¸ th× kÝch th−íc cña c¸c ®o¹n gien 
võa nh©n lªn sÏ cao h¬n kho¶ng 200 nucleotit so 
víi nh©n b»ng cÆp måi ®Æc hiÖu. S¶n phÈm 
colony PCR ®−îc ®iÖn di kiÓm tra trªn gel 
agaroza 1% (h×nh 3).  

    

 

H×nh 2. H×nh ¶nh khuÈn l¹c 
 

 

                                                                         
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 3. KÕt qu¶ ®iÖn di s¶n phÈm colony-PCR 
trªn gel agaroza 

Ghi chó: M. ChØ thÞ ph©n tö 1kb;  
1. DX208; 2. PaEC3. 

 
Tõ kÕt qu¶ ®iÖn di trªn h×nh 2 cho thÊy, s¶n 

phÈm colony PCR tõ nh÷ng khuÈn l¹c tr¾ng ®Òu 
cho kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh. TÊt c¶ c¸c mÉu ®Òu cho 
mét b¨ng duy nhÊt ®óng kÝch th−íc, chøng tá 
kÕt qu¶ biÕn n¹p vµ chän dßng thùc hiÖn tèt, 
ph¶n øng PCR ®· ®¹t møc tèi −u. TiÕn hµnh 
chän khuÈn l¹c tr¾ng t−¬ng øng víi 2 mÉu 
nghiªn cøu cã s¶n phÈm colony PCR ë trªn t¸ch 

   M      1      1        2        2 

1000 bp→ 

1500 bp→ 
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plasmit theo bé kit QIAprep Spin Miniprep. S¶n 
phÈm ADN plasmit ®−îc ®iÖn di trªn gel 
agaroza 1%, kÕt qu¶ ®−îc thÓ hiÖn ë h×nh 4. 
 

 

 
H×nh 4. KÕt qu¶ ®iÖn di t¸ch plasmit 

Ghi chó: 1. Plasmit mang gien cystatin cña gièng 
DX208; 2. Plasmit mang gien cystatin cña gièng 

PaEC3. 

KÕt qu¶ ®iÖn di trªn h×nh 4 cho thÊy, s¶n 
phÈm t¸ch plasmit s¹ch, ®¶m b¶o chÊt l−îng vµ 
sè l−îng ®Ó tiÕn hµnh x¸c tr×nh tù nucleotit cña 
gien cystatin. 

4. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit  

§Ó x¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit cña gien 
cystatin ®· t¸ch dßng, chóng t«i tiÕn hµnh x¸c 
®Þnh tr×nh tù nucleotit cña gien cystatin trªn 
m¸y ®äc tù ®éng ABI PRISM@ 3100 Avant 
Genetic Analyzer. KÕt qu¶ ®äc tr×nh tù ®−îc 
®em ph©n tÝch, xö lý b»ng phÇn mÒm BioEdit. 
KÕt qu¶ thu ®−îc thÓ hiÖn ë h×nh 5. 

 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      10         20         30         40         50              
PaEC3        ATGTCGCAGG AACTAGAAAG CGTTGAGATC GATAGTTTAG CTCGATTTGC  
DX208        ATGTCGCAGG AACTAGAAAG CGTTGAGATC GATAGTTTAG CTCGATTTGC  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      60         70         80         90        100             
PaEC3        TGTTGAAGAA CACAACAAAA AACAGGTTTT TCTTTTTCCT TTCACACACC  
DX208        TGTTGAAGAA CACAACAAAA AACAGGTTTT TCTTTTTCCT TTCACACACC  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     110        120        130        140        150         
PaEC3        CTTTATTTTT TTTTCCCTTC AAAAAGATTA AAGAAATTTG TACCACTCAT  
DX208        CTTTATTTTT TTTTCCCTTC AAAAAGATTA AAGAAATTTG TACCACTCAT  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     160        170        180        190        200         
PaEC3        TATGTTTTGC TCTGTATCTT ATGCTTCTCG AGAAATTCCC AAGCTTTCTG  
DX208        TATGTTTTGC TCTGTATCTT ATGCTTCTCG AGAAATTCCC AAGCTTTCTG  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     210        220        230        240        250         
PaEC3        TTGGTTTCCT ATTGGGTCTG ATCGTTGATC GGTTTCGGCC ACGCCAAGAT  
DX208        TTGGTTTCCT ATTGGGTCTG ATCGTTGATC GGTTTCGGCC ACGCCAAGAT  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     260        270        280        290        300         
PaEC3        TTCTTCAGAG ATTCACATGT TTGATTATAT TATCTCCTTT GTTTGATTAA  
DX208        TTCTTCAGAG ATTCACATGT TTGATTATAT TATCTCTTTT GTTTGATTAA  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     310        320        330        340        350         
PaEC3        CAATAATTGT TAACTTTTAG ATTTTTCTTC TGGGGATAAT GGGGTTCTTC  
DX208        CAATAATTGT TAACTTTTAG ATTTTTCTTC TGGGGATAAT GGGGTTCTTC  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     360        370        380        390        400         
PaEC3        TGTTGTTGGA TTGATTTTGT TCTGAGGTAG AGTTTTCTAA GAAGAGAATG  
DX208        TGTTGTTGGA TTGATTTTGT TCTGAGGTAG AGTTTTCTAA GAAGAGAATG  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     410        420        430        440        450         
PaEC3        TTAAAGATAA TTTTGTGAAT ATACTGTGTT ATTAGCTTAA ATTTATTGTA  
DX208        TTAAAGATAA TTTTGTGAAT ATACTGTGTT ATTAGCTTAA ATTTATTGTA  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     460        470        480        490        500         
PaEC3        AATTGCTAAA TTTTCTAAGT TTTGTTTCTT ATATATAGTA TCAGACATGA  
DX208        AATTGCTAAA TTTTCTAAGT TTTGTTTCTT ATATATAGTA TCAGACATGA  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     510        520        530        540        550         
PaEC3        TTTTAATAAC TTCCAAAATA GTTCAATCAT TAATGGAGAG TAACTTAGAA  
DX208        TTTTAATAAC TTCCAAAATA GTTCAATCAT TAATGGAGAG TAACTTAGAA  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     560        570        580        590        600         
PaEC3        GGAAAATATT TCAGAGTGTG TAGGCAGATC TATTTGGAAA AATAAGCCAA  
DX208        GGAAAATATT CCAGAGTGTG TAGGCAGATC TATTTGGAAA AATAAGCCAA  

1      2 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     610        620        630        640        650         
PaEC3        TATTTGCCTA ACAAAGTATC TTCTACCGAA CATGCACTTT GCCTCAGTGT  
DX208        TATTTGCCTA ACAAAGTATC TTCTACCGAA CATGCACTTT GCCTCAGTGT  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     660        670        680        690        700         
PaEC3        GGTATGGTGC AAAGCGGGTG AGAGAGAGCA AAAAGTTATG ATGCAAATAT  
DX208        GGTATGGTGC AAAGCGGGTG AGAGAGAGCA AAAAGTTATG ATGCAAATAT  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     710        720        730        740        750         
PaEC3        TTGTCGTTTG AAGCTTGTGG AAGCCCATAA TCCATTATCA GAAGCCAGAA  
DX208        TTGTCATTTG AAGCTTGTGG AAGCCCATAA TCCATTATCA GAAGCCAGAA  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     760        770        780        790        800         
PaEC3        TTGATTATTG ATTGTTAGGA TAAATTCTGC ATTTATCGTA TGTCAATGAA  
DX208        TTGATTATTG ATTGTTAGGA TAAATTCTGC ATTTATCGTA TGTCAATGAA  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     810        820        830        840        850         
PaEC3        TAAATGGTTT TGTGGCGTGA ATTTTAACAA CAAAGTTTGT CGTTTTTTTC  
DX208        TAAATGGTTT TGTGGCGTGA ATTTTAACAA CAAAGTTTGT CGTTTTTTTC  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     860        870        880        890        900         
PaEC3        TTTGTAGTAA TAGAAATGCA AACTGGTGTC TATTTTTATT TTGTTTTTAT  
DX208        TTTGTAGTAA TAGAAATGCA AACTGGTGTC TATTTTTATT TTGTTTTTAT  
  
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     910        920        930        940        950         
PaEC3        TGATTGGTGA TGGCTATATA CAGAACGCCC TTCTGGAGTT TGGAAGGGTG  
DX208        TGATTGGTGA TGGCTATATA CAGAACGCCC TTCTGGAGTT TGGAAGGGTG  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     960        970        980        990        1000        
PaEC3        GTAAGTGCAC AACAGCAAGT GGTTTCTGGT ACCTTGTACA CCATCACTTT  
DX208        GTAAGTGCAC AACAGCAAGT GGTTTCTGGT ACCTTGTACA CCATCACTTT  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     1010       1020       1030       1040       1050        
PaEC3        GGAGGCAAAA GATGGTGGGC AAAAGAAGGT TTATGAAGCC AAAGTCTGGG  
DX208        GGAGGCAAAA GATGGTGGGC AAAAGAAGGT TTATGAAGCC AAAGTCTGGG  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     1060       1070       1080       1090       1100        
PaEC3        AGAAGCCATG GTTGAACTTC AAGGAGCTGC AAGAGTTCAA ACTTGTTGGA  
DX208        AGAAGCCATG GTTGAACTTC AAGGAGCTGC AAGAGTTCAA ACTTGTTGGA  
             ....|....| ....| 
                     1110        
PaEC3        GAGGCACCTG CATAG 
DX208        GAGGCACCTG CATAG 

 
H×nh 5. Tr×nh tù nucleotit cña gien cystatin ë 2 gièng ®Ëu xanh nghiªn cøu 

 
KÕt qu¶ cho thÊy, chiÒu dµi gien cystatin ë 2 

mÉu nghiªn cøu ®Òu cã kÝch th−íc 1115 
nucleotit. Khi so s¸nh 2 tr×nh tù nµy trong 
BLAST cña NCBI, kÕt qu¶ cho biÕt ®©y lµ c¸c 
tr×nh tù gien m· ho¸ cystatin cña ®Ëu xanh. 
Chóng t«i kÕt luËn ®· nh©n, t¸ch dßng vµ ®äc 
tr×nh tù thµnh c«ng ®o¹n gien m· ho¸ cystatin 
cña 2 gièng ®Ëu xanh nghiªn cøu.  

Hai gièng nghiªn cøu chØ kh¸c nhau vÒ tr×nh 
tù nucleotit ë 3 vÞ trÝ lµ: 287; 561; 706. Do vËy, 
tr×nh tù gien cystatin cña 2 gièng ®Ëu xanh 
nghiªn cøu cã ®é t−¬ng ®ång cao (99,7%).  

Dùa trªn sè liÖu vÒ tr×nh tù nucleotit cña 
gien cystatin ë 2 gièng ®Ëu xanh nghiªn cøu,

 

 

 

H×nh 6. BiÓu ®å h×nh c©y so s¸nh møc t−¬ng 
®ång gien cystatin cña 6 gièng ®Ëu xanh 

chóng t«i tiÕn hµnh so s¸nh tr×nh tù nucleotit 
cña 2 gièng ®Ëu xanh nµy víi 4 gièng ®Ëu xanh 
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KP11, KPS1, 263, MN93 [12]. Sau ®ã, lËp biÓu 
®å h×nh c©y ®Ó t×m hiÓu mèi quan hÖ vÒ gien 
cystatin cña 2 gièng ®Ëu xanh nghiªn cøu víi 
c¸c gièng ®Ëu xanh ®· ph©n lËp tr−íc ®ã. KÕt 
qu¶ trªn h×nh 6 cho thÊy, s¸u gièng ®Ëu xanh 
®−îc chia thµnh 2 nhãm: nhãm 1 gåm bèn 
gièng DX08, KP11, KPS1 vµ 263; nhãm 2 gåm 
hai gièng MN93 vµ PaEC3. 

Gièng DX208 ë nhãm 1 chÞu h¹n tèt, gièng 
PaEC3 ë nhãm 2 chÞu h¹n kÐm. So s¸nh tr×nh tù 
nucleotit cña 6 gièng ®Ëu xanh cho thÊy, tû lÖ % 
t−¬ng ®ång vÒ tr×nh tù nucleotit rÊt cao (dao 
®éng tõ 99,6% ®Õn 100%), trong ®ã cã hai 
gièng DX208 vµ KP11 t−¬ng ®ång 100%, gièng 
PaEC3 còng t−¬ng ®ång 100% víi MN93  
(b¶ng 4). 

 
B¶ng 4 

So s¸nh tr×nh tù nucleotit cña gien cystatin ë 6 gièng ®Ëu xanh 

 HÖ sè gièng nhau 
 1 2 3 4 5 6   

1  99,7 99,7 99,7 99,6 100,0 1 PaEC3.seq 
2 0,3  99,8 99,8 99,7 99,7 2 263.seq 
3 0,3 0,2  100,0 99,7 99,7 3 DX208.seq 
4 0,3 0,2 0,0  99,7 99,7 4 KP11.seq 
5 0,4 0,3 0,3 0,3  99,6 5 KPS1.seq 
6 0,0 0,3 0,3 0,3 0,4  6 MN93.seq H

Ö 
sè

 k
h

¸c
 n

h
au

 

 1 2 3 4 5 6   
 
5. So s¸nh tr×nh tù nucleotit ®o¹n m· ho¸ 

§o¹n m· hãa cña gien cystatin ë 2 gièng 
®Ëu xanh nghiªn cøu gåm 2 exon: exon 1 tõ vÞ 
trÝ sè 1 ®Õn vÞ trÝ 74 cña gien, exon 2 tõ vÞ trÝ 
923 ®Õn 1115. Ph©n tÝch tr×nh tù nucleotit cña 
®o¹n m· ho¸ axit amin cña 2 mÉu nghiªn cøu 

víi mÉu trªn Ng©n hµng gien cã m· sè 
AF454396 vµ 4 mÉu ®Ëu xanh KP11, KPS1, 
263, MN93 cho thÊy ®o¹n m· ho¸ ®Òu dµi  
267 nucleotit. Tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n m· 
ho¸ axit amin cña gien cystatin ë 7 mÉu ë trªn 
cã ®é t−¬ng ®ång rÊt cao (100%). 

 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      10         20         30         40         50              
DX208        ATGTCGCAGG AACTAGAAAG CGTTGAGATC GATAGTTTAG CTCGATTTGC  
PaEC3        ATGTCGCAGG AACTAGAAAG CGTTGAGATC GATAGTTTAG CTCGATTTGC  
AF454396     ATGTCGCAGG AACTAGAAAG CGTTGAGATC GATAGTTTAG CTCGATTTGC  
KP11         ATGTCGCAGG AACTAGAAAG CGTTGAGATC GATAGTTTAG CTCGATTTGC  
MN93         ATGTCGCAGG AACTAGAAAG CGTTGAGATC GATAGTTTAG CTCGATTTGC  
263          ATGTCGCAGG AACTAGAAAG CGTTGAGATC GATAGTTTAG CTCGATTTGC  
KPS1         ATGTCGCAGG AACTAGAAAG CGTTGAGATC GATAGTTTAG CTCGATTTGC  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      60         70         80         90        100             
DX208        TGTTGAAGAA CACAACAAAA AACAGAACGC CCTTCTGGAG TTTGGAAGGG  
PaEC3        TGTTGAAGAA CACAACAAAA AACAGAACGC CCTTCTGGAG TTTGGAAGGG  
AF454396     TGTTGAAGAA CACAACAAAA AACAGAACGC CCTTCTGGAG TTTGGAAGGG  
KP11         TGTTGAAGAA CACAACAAAA AACAGAACGC CCTTCTGGAG TTTGGAAGGG  
MN93         TGTTGAAGAA CACAACAAAA AACAGAACGC CCTTCTGGAG TTTGGAAGGG  
263          TGTTGAAGAA CACAACAAAA AACAGAACGC CCTTCTGGAG TTTGGAAGGG  
KPS1         TGTTGAAGAA CACAACAAAA AACAGAACGC CCTTCTGGAG TTTGGAAGGG  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     110        120        130        140        150         
DX208        TGGTAAGTGC ACAACAGCAA GTGGTTTCTG GTACCTTGTA CACCATCACT  
PaEC3        TGGTAAGTGC ACAACAGCAA GTGGTTTCTG GTACCTTGTA CACCATCACT  
AF454396     TGGTAAGTGC ACAACAGCAA GTGGTTTCTG GTACCTTGTA CACCATCACT  
KP11         TGGTAAGTGC ACAACAGCAA GTGGTTTCTG GTACCTTGTA CACCATCACT  
MN93         TGGTAAGTGC ACAACAGCAA GTGGTTTCTG GTACCTTGTA CACCATCACT  
263          TGGTAAGTGC ACAACAGCAA GTGGTTTCTG GTACCTTGTA CACCATCACT  
KPS1         TGGTAAGTGC ACAACAGCAA GTGGTTTCTG GTACCTTGTA CACCATCACT  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     160        170        180        190        200         
DX208        TTGGAGGCAA AAGATGGTGG GCAAAAGAAG GTTTATGAAG CCAAAGTCTG  
PaEC3        TTGGAGGCAA AAGATGGTGG GCAAAAGAAG GTTTATGAAG CCAAAGTCTG  
AF454396     TTGGAGGCAA AAGATGGTGG GCAAAAGAAG GTTTATGAAG CCAAAGTCTG  
KP11         TTGGAGGCAA AAGATGGTGG GCAAAAGAAG GTTTATGAAG CCAAAGTCTG  
MN93         TTGGAGGCAA AAGATGGTGG GCAAAAGAAG GTTTATGAAG CCAAAGTCTG  
263          TTGGAGGCAA AAGATGGTGG GCAAAAGAAG GTTTATGAAG CCAAAGTCTG  
KPS1         TTGGAGGCAA AAGATGGTGG GCAAAAGAAG GTTTATGAAG CCAAAGTCTG  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     210        220        230        240        250         
DX208        GGAGAAGCCA TGGTTGAACT TCAAGGAGCT GCAAGAGTTC AAACTTGTTG  
PaEC3        GGAGAAGCCA TGGTTGAACT TCAAGGAGCT GCAAGAGTTC AAACTTGTTG  
AF454396     GGAGAAGCCA TGGTTGAACT TCAAGGAGCT GCAAGAGTTC AAACTTGTTG  
KP11         GGAGAAGCCA TGGTTGAACT TCAAGGAGCT GCAAGAGTTC AAACTTGTTG  
MN93         GGAGAAGCCA TGGTTGAACT TCAAGGAGCT GCAAGAGTTC AAACTTGTTG  
263          GGAGAAGCCA TGGTTGAACT TCAAGGAGCT GCAAGAGTTC AAACTTGTTG  
KPS1         GGAGAAGCCA TGGTTGAACT TCAAGGAGCT GCAAGAGTTC AAACTTGTTG  
             ....|....| ....|.. 
                     260         
DX208        GAGAGGCACC TGCATAG 
PaEC3        GAGAGGCACC TGCATAG 
AF454396     GAGAGGCACC TGCATAG 
KP11         GAGAGGCACC TGCATAG 
MN93         GAGAGGCACC TGCATAG 
263          GAGAGGCACC TGCATAG 
KPS1         GAGAGGCACC TGCATAG 
 

H×nh 7. So s¸nh tr×nh tù vïng m· hãa cña gien cystatin ë 7 gièng ®Ëu xanh 
 

Do tr×nh tù nucleotit ë vïng m· hãa gièng 
nhau 100% nªn tr×nh tù axit amin cña 7 gièng 
®Ëu xanh so s¸nh ë trªn còng gièng nhau 100%. 
ChiÒu dµi protein cystatin cña c¸c gièng ®Ëu 

xanh so s¸nh ë trªn lµ 88 axit amin. V× vËy, 
chóng t«i ch−a t×m thÊy cã sù kh¸c biÖt vÒ tr×nh 
tù axit amin cña hai gièng DX208 (chÞu h¹n tèt) 
vµ PaEC3 (chÞu h¹n kÐm). 

  
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                    10         20         30         40         50              
DX208       MSQELESVEI DSLARFAVEE HNKKQNALLE FGRVVSAQQQ VVSGTLYTIT  
 
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|... 
                    60         70         80                
DX208       LEAKDGGQKK VYEAKVWEKP WLNFKELQEF KLVGEAPA 

 

H×nh 8. Tr×nh tù axit amin cña gièng ®Ëu xanh DX208 
 

C¸c kÕt qu¶ thu ®−îc ë trªn cho thÊy, ch−a 
thÊy cã mèi liªn quan gi÷a tÝnh tr¹ng chÞu h¹n 
víi tr×nh tù nucleotit cña gien cystatin. Tuy 
nhiªn, cÇn më réng nghiªn cøu trªn nhiÒu gièng 
®Ëu xanh kh¸c ®Ó kh¼ng ®Þnh kÕt qu¶ nµy.  
V× vËy, cÇn nghiªn cøu promotor vµ tr×nh tù 
nucleotit cña gien nµy trong ®iÒu kiÖn h¹n ®Ó cã 
thÓ x¸c ®Þnh ®−îc chØ thÞ ph©n tö liªn quan ®Õn 
tÝnh chÞu h¹n cña c©y ®Ëu xanh. 

III. KÕT LUËN 

Chóng t«i ®· nh©n ®−îc gien cystatin b»ng 
ph¶n øng PCR víi cÆp måi ®Æc hiÖu ®−îc thiÕt 
kÕ dùa trªn c¬ së d÷ liÖu khai th¸c t¹i Ng©n 
hµng gien quèc tÕ. S¶n phÈm PCR ®−îc dßng 

ho¸ nhê vÐct¬ pTZ57R/T. KÕt qu¶ gien cystatin 
cña 2 gièng ®Ëu xanh nghiªn cøu dµi 1115 
nucleotit, gåm 2 exon vµ 1 intron. §o¹n m· hãa 
dµi 267 nucleotit vµ m· hãa s¶n phÈm protein 
dµi 88 axit amin. So s¸nh tr×nh tù ®o¹n m· ho¸ 
vµ axit amin cña 2 gièng ®Ëu xanh nghiªn cøu 
víi gièng ®Ëu xanh cã m· sè AF454396 trªn 
Ng©n hµng gien quèc tÕ vµ 4 gièng ®Ëu xanh 
KP11, KPS1, 263, MN93, kÕt qu¶ cho thÊy tr×nh 
tù gien cystatin thu ®−îc cã ®é t−¬ng ®ång rÊt 
cao (gièng nhau 100%).  
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COMPARISION OF GENE ENCODING CYSTATIN 
 OF MUNGBEAN CULTIVARS (Vigna radiata (L.) Wilczek) 

 
Chu Hoang Mau, Nguyen Vu Thanh Thanh,  

Nguyen Thi Thu Trang 
 

SUMMARY 
 

Mungbean Vigna radiata (L) Wilczek is a grain legume widely grown in the world. Stresses such as 
hot, cold, drought and disease limit the mungbean yield. In addition, mungbean is low drought tolerance. 

Cystatins are protein inhibitors of cystein proteases belonging to papain family. In plants, cystatins are 
found to be involved in drought stress. These were isolated from Vigna unguiculata L., Glycine max L., 
Daucus carota L., Malus domestica. This paper reports our finding about the genes encoding cystatins 
isolated and assessment of drought tolerant ability from mungbean cultivars (Vigna radiata L. Wilczek) with 
different level of drought tolerance. Genomic DNA from two mungbean cultivars, including one with high 
drought tolerance (Dx208) and one with drought senstitiveness (PaEC3) are subjected for gene cloning 
using cystatin specific primers. Sequencing data of the two cloned cystatin gene fragments proved to be that 
of cystatin gene with a length of 1115 nucleotides, deviding into 2 exons and 1 intron. The PRF of coding 
regions of cystatin gene comprises of 267 nucleotides with encoding a polypeptide of 88 amino acids. The 
nucleotide sequences of the two cultivars show variations in different sites although the amino acid 
sequences do not differ each to other and even to that announced under the code AF454396.  

Keywords: cystatin gene, drought stress, mungbean, Vigna radiata. 
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