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TÓM TẮT: Promoter (đoạn điều khiển) là đoạn trình tự nucleotide nằm về phía đầu 5’ của vị trí 
khởi đầu phiên mã và có vai trò khởi động quá trình phiên mã tạo protein. Vì vậy, điều khiển tổng 
hợp protein thông qua các promoter đặc hiệu là một trong những yếu tố quan trọng để kiểm soát 
quá trình sản xuất protein tái tổ hợp. Trong nghiên cứu này, promoter cảm ứng nhiệt HSP18.2 
(AtHSP18.2-promoter) được phân lập từ cây Arabidopsis thaliana, để phục vụ cho việc điều khiển 
biểu hiện protein tái tổ hợp ở các mức nhiệt độ khác nhau trong tế bào thực vật. Trình tự đoạn 
nucleotide của AtHSP18.2-promoter tương tự với các trình tự promoter cảm ứng nhiệt (mã số 
X17295.1 và AB006705.2) đã công bố trên Ngân hàng Gen quốc tế GENBANK. Các nhân tố cảm 
ứng nhiệt (Heat shock element: HSE) trên promoter có trình tự bảo thủ, tạo điều kiện thuận lợi cho 
việc điều hòa biểu hiện gen đích bằng cảm ứng nhiệt. Đoạn trình tự của AtHSP18.2-promoter đã 
được gắn vào vector chuyển gen pXK7FNF2.0/HSP18.2, tạo thành cassette biểu hiện gen mã hóa 
protein huỳnh quang xanh (GFP) dưới sự điểu khiển của promoter này. Kiểm tra hoạt động của 
AtHSP18.2-promoter trên các dòng tế bào thuốc lá BY-2 chuyển gen gfp ở 3 điều kiện nhiệt độ 35, 
37 và 42°C cho thấy điều kiện cảm ứng tốt nhất là 37°C/2h. Tại điều kiện cảm ứng 37°C/2h, 
AtHSP18.2-promoter cũng đã được chứng minh điều khiển thành công biểu hiện kháng nguyên 
HA1 của virus cúm gia cầm H5N1 trong tế bào thuốc lá nuôi cấy BY-2. Đây là công trình nghiên 
cứu đầu tiên ở Việt Nam phân lập và chứng minh hoạt động hiệu quả của promoter cảm ứng nhiệt 
trên các dòng tế bào thuốc lá. Kết quả nghiên cứu này tạo tiền đề cho những nghiên cứu và phát 
triển sản xuất protein tái tổ hợp trên hệ thống tế bào thực vật BY-2. 

Từ khóa: Arabidopsis thaliana, BY-2, GFP, HSP18.2, promoter cảm ứng nhiệt. 
 
MỞ ĐẦU 

Sản xuất protein có ích và một số hợp chất 
khác bằng công nghệ sinh học thực vật đang là 
một hướng nghiên cứu ứng dụng triển vọng do 
sự gần gũi của thực vật trong lịch sử phát triển 
của loài người. Cho tới nay, protein tái tổ hợp 
có thể thu nhận được từ cây trồng chuyển gen, 
cơ quan/tế bào/mô thực vật nuôi cấy. Phương 
pháp phổ biến nhất để sản xuất được một 
protein tái tổ hợp là chuyển gen mã hóa cho 
protein đó vào một vector hoặc một hệ thống 
vector biểu hiện thích hợp dưới sự điểu khiển 
của một hoặc một vài promoter (đoạn điều 
khiển) tương thích. Trong quá trình hoạt động 
của gen, promoter đóng vai trò như một công 
tắc đóng mở gen. Trên thực tế, sự biểu hiện của 
hầu hết các gen đều bị điều khiển bởi promoter 
để quyết định thời gian, vị trí các gen được hoạt 
động trong các mô, tế bào hoặc giai đoạn sinh 
trưởng của sinh vật đó. Vì vậy, kiểm soát biểu 

hiện protein thông qua hoạt động của promoter 
là một trong những yếu tố đóng vai trò quan 
trọng trong quá trình sản xuất protein tái tổ hợp. 
Cho tới nay, hai dạng promoter thường được sử 
dụng để điều khiển quá trình tổng hợp protein 
là: (i) constitutive promoter hay còn gọi là 
promoter cơ định là promoter được hoạt hóa 
liên tục dẫn đến việc protein được biểu hiện ở 
toàn bộ mô/cơ quan thực vật; (ii) specific 
promoter hay còn gọi là promoter đặc hiệu, điều 
khiển sản xuất protein tại không gian, thời gian 
và điều kiện cảm ứng nhất định [2].  

Nhiệt độ là một trong những tác nhân bất lợi 
phổ biến nhất và gây hại nhiều nhất cho cây 
trồng. Vì vậy, các protein cảm ứng nhiệt và 
promoter của chúng đóng vai trò thiết yếu trong 
quá trình điều khiển quá trình sinh lý, hóa sinh 
ở thực vật nhằm giảm những tác động bất lợi 
của nhiệt độ. Promoter cảm ứng nhiệt HSP18.2 
được phân lập lần đầu tiên từ cây Arabidopsis 
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bởi nhóm tác giả Takahashi et al. (1989) [6]. 
Đoạn promoter này có chiều dài 720 bp trong 
đó có 6 đoạn nucleotide có trình tự bảo thủ gồm 
(nGAAn) được gọi là nhân tố cảm ứng nhiệt 
(HSE: heat shock element) [6]. Promoter 
HSP18.2 hoạt động ở nhiệt độ cảm ứng tối ưu 
khác nhau tùy thuộc vào từng đối tượng thực 
vật và phương thức cảm ứng nhiệt [4, 6]. Sử 
dụng promoter cảm ứng nhiệt HSP18.2 phân lập 
từ Arabidopsis thaliana, Yoshida et al. (1995) 
[9] đã điều khiển thành công biểu hiện gen gus 
(beta-glucuronidase) trên các tế bào BY-2. Sau 
2 h cảm ứng ở nhiệt độ 37°C, hoạt tính của 
enzyme này đã tăng lên 1000 lần so với trước 
cảm ứng [9]. Nhằm tạo tiền đề cho việc nghiên 
cứu và phát triển sản xuất các protein tái tổ hợp 
trong tế bào thực vật, chúng tôi tiến hành phân 
lập promoter cảm ứng nhiệt HSP18.2 
(AtHSP18.2-promoter) từ Arabidopsis thaliana 
và sử dụng promoter này điểu khiển biểu hiện 
protein chỉ thị huỳnh quang xanh (GFP: Green 
Fluorescent Protein) cũng như kháng nguyên 
HA1 của virus cúm gia cầm H5N1. Promoter 
AtHSP18.2-promoter hoạt động hiệu quả trong 
điều kiện cảm ứng 37°C. 

VẬT LI ỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Hạt Arabidopsis thaliana (kiểu gen Col. 0) 
được cung cấp bởi phòng thí nghiệm Di truyền 
thực vật, Trường Đại học Tự do Brussels, 
Vương quốc Bỉ. Tế bào BY-2 được cung cấp 
bởi TS. Erwin Witters, Phòng thí nghiệm Hóa 
sinh thực vật, Trường Đại học Anwept, Vương 
Quốc Bỉ. Tế bào BY-2 nuôi cấy và chuyển gen 
theo qui trình của Nguyễn Thanh Vân và nnk. 
(2010) [8].  

Thiết kế cặp mồi đặc hiệu 

Cặp mồi đặc hiệu nhân đoạn AtHSP18.2-
promoter được thiết kế bằng phần mềm BioEdit 
dựa trên các trình tự AtHSP18.2-promoter mã số 
AB006705.2, X17295.1, EF090413.1 trên Ngân 
hàng Gen quốc tế GENBANK 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).  

Mồi xuôi được thiết kế thêm trình tự của 
enzyme giới hạn HindIII  và mồi ngược được 
thiết kế thêm trình tự của enzyme giới hạn SpeI 
để thuận tiện cho việc lai ghép vào các vector 
chuyển gen trong những thí nghiệm tiếp sau. 

Cặp mồi nhân đoạn gen mã hóa kháng nguyên 
HA1 của virus cúm gia cầm A/H5N1 được thiết 
kế dựa vào trình tự đoạn HA1 đã đổi mã do 
PTN Di truyền thực vật, ĐH Tự do Brussels 
(Vương quốc Bỉ) cung cấp. Mồi xuôi và mồi 
ngược (HA1F/HA1R) có gắn đoạn attB1 và 
attB2 thuận tiện cho thí nghiệm gắn sản phẩm 
PCR vào vector chuyển gen. Ngoài ra, mồi 
ngược HA1R còn gắn thêm 30 nucleotide của 
đoạn Myc để thuận tiện cho thí nghiệm phân 
tích protein sau này. 

Tách chiết DNA tổng số: DNA tổng số được 
tách từ lá bánh tẻ cây A. thaliana 4 tuần tuổi theo 
qui trình tách chiết DNA của bộ QIAamp DNA 
mini Kit (QIAGEN). DNA tổng số được tách từ 
các cụm tế bào BY-2 sau 4-6 tuần trên môi 
trường chọn lọc bằng phương pháp của Doyle và 
Doyle (1990) [1]. 

Phản ứng PCR: DNA tổng số tách từ lá cây 
A. thaliana hoặc từ cụm tế bào BY-2 được dùng 
làm khuôn cho phản ứng PCR nhân đoạn 
promoter HSP18.2 với cặp mồi 5’AtHSP18.2 và 
3’AtHSP18.2. Chu trình nhiệt như sau: 94°C: 3’; 
25 chu kỳ bao gồm (94°C: 50”, 50°C/55°C/ 
60°C:30”, 72°C: 1’); 72°C: 10’; giữ ở 4°C. Sản 
phẩm PCR được kiểm tra bằng điện di trên gel 
agarose 1% và tinh sạch bằng bộ kit thôi gel của 
hãng QIAGEN (QIAquick Gel Extraction Kit). 

Dòng hóa promoter HSP 18.2: Sản phẩm 
thôi gel được gắn vào plasmid tách dòng pCR2.1 
và biến nạp vào tế bào khả biến E. coli DH5-α 
theo phương pháp sốc nhiệt, sau đó nuôi  trên 
môi trường LB có bổ sung kanamycin (50 mg/L) 
ở 37°C. Kiểm tra sự có mặt của promoter 
HSP18.2 bằng phản ứng colony-PCR với cặp 
mồi M13F và M13R. Tách plasmid từ các khuẩn 
lạc dương tính bằng bộ kit QIAprep Spin 
Miniprep Kit theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 
Xác định trình tự gen trên máy ABI PRISM 3100 
Avant Genetic Analyzer và sử dụng phần mềm 
BioEdit để so sánh trình tự đoạn AtHSP18.2-
promoter thu được với các trình tự promoter 
tương tự đã công bố. 

Thiết kế vector biểu hiện GFP và thử 
nghiệm chuyển gen vào dòng tế bào BY-2: Đoạn 
promoter AtHSP18.2-promoter được gắn vào 
vector chuyển gen thực vật pXK7FNF2.0 
(Phòng thí nghiệm Hệ thống thực vật, Đại học 
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Ghent, Vương quốc Bỉ) thông qua vị trí cắt của 
enzyme giới hạn HindIII và SpeI (Fermentas), 
tạo thành vector chuyển gen 
pXK7FNF2.0/HSP18.2. Vector này được biến 
nạp vào dòng tế bào huyền phù theo qui trình 
của Nguyễn Thanh Vân và nnk. (2010) [8]. Sau 
chuyển gen, các dòng tế bào được nuôi trên môi 
trường BY2M có bổ sung 50 mg/L kanamycin. 

Thiết kế vector biểu hiện HA1 và thử 
nghiệm chuyển gen vào dòng tế bào BY-2: đoạn 
gen mã hóa kháng nguyên HA1 được nhân lên 
theo phương pháp PCR với cặp mồi đặc hiệu 
theo chu trình nhiệt như sau: 94oC: 5 phút, 30 
chu kỳ (94oC: 45 giây, 50oC: 30 giây, 68oC: 30 
giây), 68oC: 10 phút. Sản phẩm PCR được tinh 
sạch và gắn vào vector pXK7FNF2.0/HSP18.2 
bằng phương pháp lai Gateway theo hướng dẫn 
của nhà sản xuất (Invitrogen, Mỹ) tạo nên 
vector chuyển gen pXK7FNF2.0/HSP18.2-
HA1. Vector này cũng được sử dụng để chuyển 
gen mã hóa HA1 vào tế bào BY-2 theo qui trình 
của Nguyễn Thanh Vân và nnk. (2010) [8]. 
Cảm ứng nhiệt và phân tích dòng tế bào chuyển 
gen bằng soi GFP: Các dòng tế bào sống sót 
trên môi trường chọn lọc được cảm ứng ở nhiệt 
độ 35°C-42°C/1-2h. Biểu hiện của gen chỉ thị 
GFP được kiểm tra bằng phương pháp soi nổi 
dưới kính hiển vi huỳnh quang (ECLIPSE 
E800, Nikon, Nhật Bản) với kính lọc sắc B-2A, 
bước sóng kích thích tín hiệu FITC 490 nm, 
hiển thị và chụp ảnh tế bào bằng camera DS 
Nikon. Những cụm tế bào mang gen cần chuyển 
sẽ phát ra màu xanh lục sáng đặc trưng [3].  

Lai miễn dịch Western blot: Những tế bào 
thuốc lá được biến nạp vector 
pXK7FNF2.0/HSP18.2-HA1 sống sót trên môi 
trường bổ sung kanamycin sẽ được chọn lọc sơ 
bộ bằng PCR với cặp mồi và chu trình nhiệt 
tương tự trên. Sau đó, các dòng tế bào PCR 
dương tính được nuôi lỏng, cảm ứng nhiệt và 
đánh giá biểu hiện kháng nguyên HA1 bằng lai 
miễn dịch Western blot theo qui trình sau: Mẫu 
tế bào thuốc lá được nghiền mịn, bổ sung 500 µl 
đệm PBS 1X. Ly tâm 13000 vòng/phút trong 15 
phút rồi thu 500 µl dịch nổi sang ống mới, xác

định nồng độ rồi bổ sung 100 µl Dye Protein 
vào mỗi 30 µg protein tổng số, sau đó ủ mẫu ở 
95˚C trong vòng 5 phút và đặt trong đá 10 phút. 
Protein tổng số được điện di trên gel SDS-
polyacrylamide 12% rồi được chuyển sang 
màng nitrocellulose (Hybond C, Đức). Sau khi 
được ủ 1 h tại nhiệt độ phòng với dung dịch 
BSA 3%, màng được rửa sạch trong dung dịch 
TBS Tween 0,1% rồi tiếp tục ủ với dung dịch 
kháng thể kháng cmyc nồng độ 1:700 (PTN 
Miễn dịch, ĐH Tự do, Vương quốc Bỉ cung 
cấp) trong 1-2 h tại nhiệt độ phòng. Phản ứng 
miễn dịch phát hiện sự có mặt của protein HA1-
C-Myc được thực hiện bằng cách ủ màng với 
dung dịch kháng thể kháng huyết thanh chuột 
có gắn peroxidase (nồng độ 1: 1000, Sigma, 
Hoa Kỳ) tại nhiệt độ phòng trong 1 h. Cuối 
cùng sử dụng Kit BioRad Horse Peroxidase 
conjugate subtrate kit (BioRad, Hoa Kỳ) để hiện 
màu phản ứng trên màng.  

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Phân tích trình tự promoter của gen HSP18.2 
và thiết kế cặp mồi đặc hiệu 

Trình tự số X17295.1 trên Ngân hàng Gen 
quốc tế GENBANK có chiều dài 1440 bp trong 
đó đoạn mã hóa cho gen hsp18.2 từ vị trí 
nucleotide số 1 đến 485. Từ vị trí số 1 ngược trở 
lại đầu 5’ tới vị trí -720 là đoạn nucleotide mang 
6 trình tự HSE đặc trưng của promoter cảm ứng 
nhiệt (Hình 1). Sử dụng phần mềm BioEdit, 
chúng tôi đã thiết kế cặp mồi 5’AtHSP18.2 và 
3’AtHSP18.2 để phân lập đoạn promoter điều 
khiển phiên mã của gen hsp18.2 từ vị trí 
nucleotide -720 đến vị trí nucleotide 0 (hình 1). 
Đoạn trình tự phân lập được sẽ mang 6 trình tự 
nhân tố cảm ứng nhiệt HSE đảm bảo cho sự 
hoạt động của promoter. Cặp mồi thiết kế có 
trình tự như sau (ký tự in đậm là trình tự 
enzyme giới hạn): 5’AtHSP18.2: AAGCTT C 
CCGTCATTTCTTCTG; 3’AtHSP18.2: ACTA 
GTGGTTCGTTGCT TTTCG. 

Đoạn promoter sẽ được nhân lên từ DNA 
tổng số của A. thaliana, dự kiến sẽ có chiều dài 
khoảng 750 bp.  
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Hình 1. Sơ đồ cấu trúc đoạn AtHSP18.2-promoter của gen hsp18.2 

ATG: bộ ba mã khởi đầu; hsp-coding sequence: đoạn mã hóa cho gen hsp18.2 trong đó số thứ tự các 
nucleotide được đánh số kể từ 1-485 bắt đầu từ bộ ba mã khởi đầu ATG và ngược về đầu 5’ là đoạn 
AtHSP18.2-promoter; HSE: heat shock element; TATA box: hộp TATA đặc trưng cho promoter. 
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Hình 2. A: Xác định nhiệt độ gắn mồi thích hợp để nhân đoạn AtHSP18.2-promoter (Giếng 1: 50°C; 

Giếng 2: 55°C; Giếng 3: 60°C). B: Colony-PCR chọn lọc các dòng khuẩn lạc mang đoạn 
AtHSP18.2-promoter (Giếng 1-9: dòng khuẩn lạc 1-9) 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

promoter GGTACCCCCG TCATTTCTTC TGGTTCAAGC ATGACATGAA CAGGCAATAA ATAAGTTGAG ATTTTGATCA CAGTAACTGA TACTTGAATC GAATCATTTA
EF090413.1 ------.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......G.. ..........
X17295.1 ---------. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
AB006705.2 ---------. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

promoter GATTTTTTTT TTTTTTAGTT TACTTGTTTA GTAAATATGT TGTCTATGTT TGTCACAAAA ACGTGGCTCA GTTCTTGTAT ATATGGAGAC AAAAAAATCC
EF090413.1 .......... .....-.... .......... ........T. ....C..... .......... .......... .......... .......... ..........
X17295.1 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
AB006705.2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

promoter ATTAAAAGAT TGTTGACATT CTCGGAAATT TAGTGCCAAC TGTTATTGCG AGAACTTACT ATAGTTTTCC TTTGGCGAAA AGCTAATAAT CTTAAATCTT
EF090413.1 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
X17295.1 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
AB006705.2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

promoter GATTTTGTCC TCTTTTCTCT GAGTTAGATT TTCTTAAATT CCACTTCCGA CCTATTAAGA AATGGGCTTT TGCAAAGAAG ATCCGCTTCA CTGAGCCCGT
EF090413.1 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
X17295.1 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
AB006705.2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

promoter ATCTCGAAGA GGATAATACA ACAACAAAGC AAAACGGCAC GTAGTTTTAA TTGTAACCAA GGATTGCATT TCGGTCTTGT TTCAACAAAC GAAACTTCCT
EF090413.1 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
X17295.1 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
AB006705.2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

promoter GAAATGCCAA GAAAAATCTG GTCATTTCAC CACAGTGATC ATTGTGTATG TGTTCTAAAG ACTCCAAGCG AAGGTTTTAG AAAAAGGAGC ATTTTCTATT
EF090413.1 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
X17295.1 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
AB006705.2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

promoter CTATTCAAGA AACTCGAAGA ACATTCTCTC TTCATCCTCT AACTTCCCTA TAAATATGTC CTTTGCTAAT CAGATCAAAT CAGCAGGAAA ATCAAGAACC
EF090413.1 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
X17295.1 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
AB006705.2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

710 720 730
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . .

promoter AAAAGTCTCC CGAAAAGCAA CGAACCACTA GT
EF090413.1 .......... .......... ......---- --
X17295.1 .......... .......... .....----- --
AB006705.2 .......... .......... .....----- --

 
Hình 3. So sánh đoạn trình tự promoter cảm ứng nhiệt HSP18.2 
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Promoter: đoạn trình tự AtHSP18.2-promoter; EF090413.1, X17295.1 và AB006705.2: đoạn trình tự đã công 
bố trên Ngân hàng Gen quốc tế GENBANK. 
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Hình 4. Sơ đồ cấu trúc vector pXK7FNF2.0/HSP18.2 

 
Phân lập promoter cảm ứng nhiệt của gen 
hsp18.2  

Nhằm xác định điều kiện tối ưu để phân lập 
AtHSP18.2-promoter, chúng tôi đã tiến hành 
PCR với cặp mồi 5’AtHSP18.2 và 3’AtHSP18.2 
tại các nhiệt độ bắt cặp mồi khác nhau là 50°C, 
55°C và 60°C. Sản phẩm PCR thu được đều cho 
băng điện di có kích đạt xấp xỉ 750 bp (Hình 2A) 
bằng kích thước tính toán lý thuyết của đoạn 
promoter HSP18.2. Vì vậy, chúng tôi lựa chọn 
nhiệt độ bắt cặp mồi cao nhất (60°C) để tăng tính 
đặc hiệu của phản ứng trùng hợp chuỗi PCR. Sau 
khi dòng hóa đoạn AtHSP18.2-promoter vào 
vector pCR2.1, sự có mặt của vector tái tổ hợp 
được kiểm tra bằng kỹ thuật colony-PCR với cặp 
mồi M13F và M13R. Quan sát trên hình 2B cho 
thấy băng sản phẩm đặc hiệu kích thước 750 bp 
xuất hiện ở 7 dòng/ 9 dòng khuẩn lạc kiểm tra, 
chứng minh đoạn AtHSP18.2-promoter đã được 
gắn vào vector pCR2.1. 

Giải trình t ự đoạn promoter cảm ứng nhiệt 
của gen HSP18.2 

Plasmid tách từ dòng khuẩn lạc số 1, 2, 3 
(hình 2B) được đem đi giải trình tự. Kết quả đọc 
trình tự cho thấy ba plasmid tái tổ hợp đều 
mang đoạn AtHSP18.2-promoter có trình tự 
giống hệt nhau gồm 726 nucleotide. Bằng phần 
mềm BioEdit chúng tôi so sánh trình tự đoạn 
AtHSP18.2-promoter phân lập được và các trình 
tự promoter mang mã số EF090413.1, 
X17295.1 và AB006705.2 trên Ngân hàng Gen 
quốc tế GENBANK. Đoạn AtHSP18.2-
promoter đã phân lập giống hoàn toàn với trình 
tự X17295.1 và AB006705.2; sai khác với trình 
tự EF090413.1 tại 3 vị trí nuleotide 88, 139 và 
145 (hình 3). Tuy nhiên, trình tự nucleotide của 
các nhân tố cảm ứng nhiệt HSE (hình 3, ký tự 
gạch chân) của 4 trình tự này giống nhau hoàn 
toàn. Như vậy, đoạn trình tự AtHSP18.2-
promoter mang đầy đủ những yếu tố của một 
promoter cảm ứng nhiệt và 3 vị trí sai khác nêu 

trên có thể sẽ không ảnh hưởng tới hoạt động 
của đoạn promoter cảm ứng nhiệt này.  

Hoạt động của AtHSP18.2-promoter 

Để kiểm tra và khẳng định hoạt động của 
đoạn promoter cảm ứng nhiệt, chúng tôi thiết kế 
vector chuyển gen thực vật 
pXK7FNF2.0/HSP18.2 mang đoạn mã hóa 
protein huỳnh quang xanh GFP dưới sự điều 
khiển của AtHSP18.2-promoter (hình 4). Vector 
pXK7FNF2.0/HSP18.2 được chuyển vào dòng 
tế bào huyền phù BY-2 và được chọn lọc sơ bộ 
trên môi trường nuôi cấy có bổ sung 50 mg/L 
kanamycin.  

Sự có mặt của AtHSP18.2-promoter trong 
các dòng BY-2 trên một trường chọn lọc được 
kiểm tra bằng phương pháp PCR sử dụng cặp 
mồi đặc hiệu 5’AtHSP18.2/3’AtHSP18.2 và 
khuôn mẫu là DNA tổng số tách từ các dòng tế 
bào BY-2 riêng lẻ sống sót trên môi trường chọn 
lọc sau 4 tuần. DNA tổng số từ 10/30 dòng tế bào 
cho đoạn sản phẩm kích thước khoảng 750 bp 
tương ứng với kích thước tính toán của đoạn 
promoter cảm ứng nhiệt. Điều này cho thấy 10 
dòng tế bào này có mang vector tái tổ hợp 
pXK7FNF2.0/HSP18.2. Nuôi trong môi trường 
lỏng các khối tế bào kích thước 0,5 cm2 tại điều 
kiện lắc 150 v/ph trong 1 h ở 25°C trước khi cảm 
ứng ở các mức nhiệt độ là 35, 37 và 42°C trong 2 
h. Sau 2 h cảm ứng nhiệt trong điều kiện 35°C, 
hầu như không quan sát được màu xanh đặc 
trưng của protein huỳnh quang xanh ở các tế bào 
thuốc lá. Khi tăng nhiệt độ cảm ứng lên 37 và 
42°C, nhiều tế bào đã phát ra ánh sáng xanh đặc 
trưng (hình 5). Quan sát các mẫu tế bào dưới 
kính hiển vi cho thấy không có nhiều sự khác 
biệt về số lượng tế bào phát huỳnh quang xanh 
thu được ở hai nhiệt độ 37°C và 42°C. Do đó 
nhằm bảo vệ tế bào tránh những tác động không 
mong muốn từ sự thay đổi nhiệt độ, chúng tôi lựa 
chọn điều kiện cảm ứng là 37°C/2h. Sự biểu hiện 
của GFP trong những dòng tế bào BY-2 chuyển 
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gen đã chứng minh vai trò điều khiển quá trình 
tổng hợp protein trong điều kiện cảm ứng nhiệt 
độ của promoter HSP18.2.  

 

350C

370C

420C
 

Hình 5. Biểu hiện của GFP tại các điều kiện 
nhiệt độ cảm ứng khác nhau. Kích thước thực tế 
50 µm tương đương với đoạn thẳng chú thích 

trong hình vẽ. 
 

 
Hình 6. Lai miễn dịch các dòng BY-2 với kháng 

thể đặc hiệu 

M: thang chuẩn protein (Fermentas); WT: đối 
chứng âm các dòng tế bào không chuyển gen; 4, 

5, 6, 7, 8, 10: các dòng BY-2 chuyển gen. 

Phân tích sự biểu hiện của protein HA1 trong 
tế bào BY-2 bằng phương pháp lai miễn dịch 

Sử dụng cặp mồi HA1F/HA1R, 17 dòng tế 
bào BY-2 sống sót trên môi trường bổ sung 
kanamycin chọn lọc đã xuất hiện băng DNA có 
kích thước khoảng 1000 bp đúng với kích thước 
của gen HA1, chứng tỏ đây là những dòng tế 
bào mang đoạn trình tự HA1. Những dòng tế 
bào này được chuyển sang môi trường lỏng cho 
những phân tích tiếp theo. 

Để thuận tiện cho việc kiểm tra biểu hiện 
của protein tái tổ hợp bằng các phương pháp 
miễn dịch, đoạn polypeptide Myc (myc tag) 
thường được gắn vào đầu C hoặc đầu N của 
protein cần biểu hiện. Vì vậy, chúng tôi đã thiết 
kế bổ sung 30 nucleotide của đoạn Myc vào mồi 
ngược, tạo nên đoạn HA1 trong thí nghiệm này 
sẽ được gắn thêm đoạn Myc ngay sau đoạn gen 
mã hóa HA1, trước mã kết thúc. Như vây, 
protein HA1 tái tổ hợp sẽ được hình thành với 
đoạn C-Myc tag. Vì vậy, đánh giá sự có mặt của 
đoạn polypeptide này sẽ tương ứng với đánh giá 
biểu hiện của protein tái tổ hợp đó.  

Protein tổng số từ hai dòng BY-2 không 
chuyển gen và 17 dòng tế PCR dương tính trên 
được phân tách trên gel polyacrylamide theo 
phương pháp điện di SDS-PAGE, chuyển qua 
màng nitrocellulose và lai với kháng thể đặc 
hiệu. Kháng thể đặc hiệu với C-myc (PTN Miễn 
dịch, ĐH Tự do Brussels, Vương quốc Bỉ) có 
phản ứng lai miễn dịch đặc hiệu với các dòng 
BY-2 chuyển gen số 4, 5, 6, 7, 8 và 10 (hình 6). 
Ở 6 dòng tế bào này, chúng tôi quan sát được 
băng protein có kích thước khoảng 35 kDa 
tương ứng với kích thước theo tính toán của 
protein HA1, tuy nhiên mức độ biểu hiện của 
mỗi dòng khác nhau. Các dòng số 4, 7 và 10 có 
biểu hiện protein HA1 cao nhất. Các dòng BY-2 
số 6, 5 và 8 lần lượt có mức độ biểu hiện protein 
giảm dần. Hai dòng đối chứng âm đều không 
cho băng protein đặc trưng. Kết quả khẳng định 
sự biểu hiện của protein HA1 trong những dòng 
tế bào BY-2 nghiên cứu.  

KẾT LUẬN  

Promoter cảm ứng nhiệt HSP18.2 đã được 
phân lập thành công từ cây Arabidopsis 
thaliana, không có sự sai khác nào về trình tự 
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nucleotide tại các vị trí của nhân tố cảm ứng 
nhiệt HSE để điều khiển sự phiên mã của gen 
với các trình tự đã HSP18.2 đã công bố trên 
Ngân hàng Gen quốc tế GENBANK. Promoter 
này đã được sử dụng để điểu khiển biểu hiện 
của protein huỳnh quang xanh GFP trong tế bào 
thuốc lá BY-2 với điều kiện cảm ứng tối ưu là 
37°C/2h. Hơn nữa, AtHSP18.2-promoter cũng 
đã điểu khiển thành công biểu hiện kháng 
nguyên HA1 của chủng virus cúm A/H5N1 với 
kết quả thu được 6 dòng tế bào biểu hiện protein 
HA1, trong đó 3 dòng có mức độ biểu hiện 
protein vượt trội. Đây là công trình nghiên cứu 
đầu tiên ở Việt Nam phân lập và chứng minh 
hoạt động hiệu quả của promoter cảm ứng nhiệt 
trên các dòng tế bào thuốc lá nuôi cấy BY-2. 
Thành công bước đầu này đã tạo tiền đề cho 
việc điều khiển biểu hiện protein tái tổ hợp 
trong tế bào thực vật ở những thời điểm và điều 
kiện nhất định.  

Lời cảm ơn: Nghiên cứu được thực hiện 
bằng kinh phí của đề tài Hợp tác quốc tế về 
KH&CN theo nghị định thư giữa Việt Nam và 
Vương Quốc Bỉ: “Nghiên cứu biểu hiện gen 
Glycoprotein 5 (GP5) của virus gây bệnh lợn tai 
xanh ở thuốc lá và đậu tương”. Nhóm nghiên 
cứu trân trọng cảm ơn GS. G. Angenon và TS. 
Trần Thanh Thu (Đại học Tự do Brussels, 
Vương quốc Bỉ) đã cung cấp hạt Arabidopsis, 
đoạn trình tự nucleotide kháng nguyên HA1 của 
virus cúm gia cầm H5N1. 
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SUMMARY 
 

Promoter locating upstream on a DNA-coding sequence initiates transcription of a particular gene. 
Therefore, promoter plays a vital role in controlling the expression of recombinant proteins in Molecular 
Farming. In this study, the heat shock promoter HSP18.2 calling AtHSP18.2-promoter was isolated from 
Arabidopsis thaliana. The nucleotide sequence of AtHSP18.2-promoter is 100% homology with nucleotide 
sequences of two other promoters (Acc.No X17295.1 and AB006705.2). The heat shock elements HSP of 
these sequences are conserved, meaning the functional of the isolated sequence as an heat shock promoter. 
Vector pXK7FNF2.0/HSP18.2 was designated containing the coding sequence of Green fluorescent protein 
GFP under the control of AtHSP18.2-promoter and transferred into cultured tobacco cell BY-2. The condition 
of 37°C/2h was identified as the optimal temperature for heat shock induction. Additionally, the expression of 
HA1 of avian A/H5N1 virus was sucessfully controlled by promoter AtHSP18.2-promoter. In this study we 
have demonstrated for the first time the isolation and application in controlling recombinant protein 
expression of an heat shock AtHSP18.2-promoter. This is the basis for further investigation in production of 
significant proteins using BY-2 cells.  

Keywords: Arabidopsis thaliana, BY-2, GFP, HSP18.2, heat shock promoter. 
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