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B¦íc ®Çu t¹o c©y thuèc l¸ (Nicotiana tabacum L.) chuyÓn gien 
nhê vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens 

trÇn thÞ dung 

Tr−êng ®¹i häc N«ng-L©m, Tp. Hå ChÝ Minh 

nguyÔn h÷u hæ 

ViÖn Sinh häc nhiÖt ®íi 

Trong môc ®Ých t¹o ra c¸c gièng thuèc l¸ cã 
tÝnh kh¸ng s©u, gi¶m sö dông n«ng d−îc, n©ng 
cao n¨ng suÊt c©y trång, gien ®éc tè Bt cña vi 
khuÈn Bacillus thuringiensis ®4 ®−îc chuyÓn 
vµo c©y thuèc l¸ nhê vi khuÈn Agrobacterium 
tumefaciens. Sù cã mÆt cña gien Bt ë c©y 
chuyÓn gien buéc c©y trång sinh ra c¸c protein 
®éc tè ®Ó tù b¶o vÖ m×nh chèng l¹i s©u g©y h¹i 
thuéc hä C¸nh v¶y. Gien chØ thÞ gus A vµ gien 
chän läc bar ®−îc g¾n vµo plasmit pIBT 2 nh»m 
®Ó chän läc vµ ®¸nh gi¸ kÕt qu¶ chuyÓn gien. 

Ph−¬ng ph¸p PCR ®−îc dïng ®Ó kiÓm tra sù 
hiÖn diÖn cña gien Bt ë møc ph©n tö. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. VËt liÖu 
Nguyªn liÖu chuyÓn gien: mÉu l¸ cña c©y 

thuèc l¸ sîi vµng K326 in vitro ®−îc nu«i cÊy tõ 
1 th¸ng tuæi trë lªn. 

Vi khuÈn vµ plasmit mang gien chuyÓn n¹p: 
chñng vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens 

EHA 105 mang plasmit pIBT2 kÝch th−íc 15,3 
kb do ViÖn Sinh häc nhiÖt ®íi cÊu tróc. 

Gien chuyÓn n¹p:  

- Gien gus A: gien m4 hãa cho enzym β-
glucuronidaza ®−îc ph©n lËp tõ vi khuÈn E.coli. 
β-glucuronidaza lµ mét hydrolaza cã t¸c dông 
xóc t¸c sù ph©n gi¶i c¸c β-glucorunit (c¬ chÊt 
X-gluc) t¹o ra s¶n phÈm mµu xanh chµm ®Æc 
tr−ng dÔ nhËn biÕt. 

- Gien bar: gien m4 hãa cho enzym 
phosphinothricin axetyltransferaza cã nguån gèc 
tõ vi khuÈn Streptomyces hygroscopicus. Enzym 
nµy cã t¸c dông lµm mÊt ®éc tÝnh cña 
phosphinothricin (PPT), ho¹t chÊt chÝnh cña 
thuèc diÖt cá, b»ng c¸ch biÕn ®æi PPT tõ d¹ng 
cã tÝnh diÖt cá sang d¹ng bÞ axªtyl hãa kh«ng cã 
tÝnh diÖt cá. 

- Gien cry1A(c) (gien Bt): m4 hãa cho 
protein ®éc tè (thuéc lo¹i δ-endotoxin) cña vi 
khuÈn Bacillus thuringiensis g©y ®éc cho s©u 
thuéc bé C¸nh v¶y (Lepidoptera). 

                                   
   
 
 
 

Bar Lac Ubi Cry1Ac NOS Z GUS 

  
CÊu tróc plasmit pITHB2 

M«i tr−êng nu«i cÊy: thµnh phÇn c¬ b¶n 
theo MS (Murashige & Skoog) víi chÊt kÝch 
thÝch sinh tr−ëng BA, NAA ®Ó t¹o chåi thuèc l¸; 

chÊt kh¸ng sinh xefotaxim ®Ó diÖt vi khuÈn 
tr¸nh sù t¸i nhiÔm Agrobacterium sau khi 
chuyÓn gien; ho¹t chÊt cña thuèc diÖt cá PPT 

Bê tr¸i HindIII  Bê ph¶i HindIII  
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(phosphinothricin) ®Ó x¸c ®Þnh sù hiÖn diÖn cña 
gien bar. 

Hãa chÊt: Dung dÞch nhuém X-gluc, hãa 
chÊt chiÕt xuÊt ADN thùc vËt, thùc hiÖn ph¶n 
øng PCR vµ ch¹y ®iÖn di. 

2. Ph−¬ng ph¸p 

ChuyÓn gien vµo thuèc l¸: l¸ c©y thuèc l¸ in 
vitro ®−îc c¾t thµnh tõng m¶nh cã kÝch th−íc 1 
× 1 cm, lo¹i bá g©n gi÷a vµ mÐp l¸. Nu«i chung 
mÉu l¸ vµ vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens 
mang plasmit pIBT2 (OD = 0,6). Sau 2 ngµy, vi 
khuÈn x©m nhiÔm vµo c¸c mÉu l¸, thùc hiÖn qu¸ 
tr×nh chuyÓn n¹p gien vµo tÕ bµo. 

Chän läc c¸c mÉu l¸ cã chøa gien bar: 

- Giai ®o¹n chåi: ®Æt c¸c mÉu l¸ cã vµ kh«ng 
xö lý vi khuÈn trªn m«i tr−êng cã nång ®é PPT 
t¨ng dÇn tõ 5-10 mg/l, theo dâi sè mÉu l¸ t¸i 
sinh chåi sau 3 ®Õn 5 tuÇn nu«i cÊy. 

- Giai ®o¹n c©y: ®Æt c¸c chåi thuèc l¸ (cao 2 
cm) cã vµ kh«ng xö lý vi khuÈn trªn m«i tr−êng 
cÊy (kh«ng cã chÊt kÝch thÝch sinh tr−ëng), cã 
nång ®é PPT t¨ng tõ 10-30 mg/l, theo dâi tû lÖ 
c©y sèng sau 4 tuÇn nu«i cÊy. 

X¸c ®Þnh sù cã mÆt cña gien gus A: Ng©m 
c¸c mÉu l¸ cã xö lý vi khuÈn (ph¸t triÓn xanh tèt 
trªn m«i tr−êng chän läc) vµ kh«ng xö lý vi 
khuÈn (t¸i sinh tèt trªn m«i tr−êng kh«ng cã 
PPT vµ xefotaxim) trong dung dÞch X-gluc (®Ó 
qua ®ªm ë 37oC), theo dâi sè mÉu l¸ biÓu hiÖn 
mµu xanh chµm, 

X¸c ®Þnh sù hiÖn diÖn cña gien Bt: DÞch 
chiÕt ADN ®−îc cho vµo hçn hîp PCR. Thùc 
hiÖn ph¶n øng PCR ®Ó khuÕch ®¹i gien Bt: 

Chu kú ®Çu: 95oC/7’; 54oC/1’;72oC/1’ 

C¸c chu kú sau: 95oC/1’; 54oC/1’; 72oC/1’ 

Chu kú cuèi: 95oC/7’; 54oC/1’; 72oC/1’ 

§iÖn di s¶n phÈm PCR trªn b¶n gel agaroza 
1% vµ quan s¸t kÕt qu¶ ®Ó x¸c ®Þnh vÞ trÝ cña 
gien Bt theo thang ADN chuÈn. 

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. ChuyÓn gien vµo tÕ bµo thuèc l¸ 

Nu«i chung mÉu l¸ vµ chñng vi khuÈn A. 
tumefaciens EHA 105/pITB2. 

MÉu l¸ dïng trong chuyÓn gien ®−îc lÊy ra 

khái m«i tr−êng t¹o chåi, c¾t thµnh miÕng vµ ®Æt 
vµo 10 ml dung dÞch vi khuÈn trong ®Üa petri. 
Ng©m l¸ trong 20 phót. Sau ®ã, c¸c mÉu l¸ ®−îc 
®Æt trªn m«i tr−êng chåi nu«i chung víi vi 
khuÈn trong thêi gian lµ 48 giê ®Ó c¸c mÉu l¸ 
kh«ng bÞ hñy ho¹i. §Æt mÉu trong tèi. 

Sau 2 ngµy, vi khuÈn mäc thµnh líp máng 
tr¾ng ®ôc trªn bÒ mÆt m«i tr−êng. C¸c mÉu l¸ ®4 
nhiÔm khuÈn nµy ®−îc röa s¹ch nhiÒu lÇn b»ng 
n−íc cÊt v« trïng cã pha 500 mg/l xefotaxim. 
Xefotaxim lµ chÊt kh¸ng sinh dïng ®Ó diÖt vi 
khuÈn A. tumefaciens víi môc ®Ých tr¸nh sù t¸i 
nhiÔm sau khi m« thuèc l¸ ®4 ®−îc chuyÓn gien. 

C¸c mÉu l¸ ®4 xö lý vi khuÈn ®−îc ®Æt trªn 
m«i tr−êng cã nång ®é PPT (phosphinothricin) 
t¨ng tõ 5-10 mg/l m«i tr−êng ®Ó chän läc c¸c 
mÉu l¸ cã chøa gien bar kh¸ng thuèc diÖt cá. 

Sau 3 tuÇn nu«i cÊy, c¸c mÉu l¸ ®−îc xö lý vi 
khuÈn xuÊt hiÖn c¸c côm chåi nhá. TiÕp tôc cÊy 
chuyÒn mçi tuÇn mét lÇn ®Õn khi chåi ph¸t triÓn 
thµnh th©n, l¸. T¸ch c©y chuyÓn sang m«i tr−êng 
cã PPT nång ®é t¨ng tõ 10-30 mg/l m«i tr−êng 
®Ó x¸c ®Þnh sù cã mÆt cña gien bar vµ kh«ng cã 
chÊt kÝch thÝch sinh tr−ëng ®Ó c©y ra rÔ. 

PPT lµ ho¹t chÊt chÝnh cña thuèc diÖt cá vµ 
lµ chÊt dïng ®Ó sµng läc c¸c tÕ bµo m« ®4 ®−îc 
chuyÓn gien kh¸ng thuèc diÖt cá. TÕ bµo ®−îc 
chuyÓn gien bar sÏ m4 hãa cho enzym 
phosphinothricin axetyltransferaza cã t¸c dông 
kh¸ng ®−îc thuèc diÖt cá. 

C¸c mÉu l¸ kh«ng xö lý vi khuÈn khi ®Æt 
trªn m«i tr−êng cã thuèc diÖt cá sÏ vµng vµ chÕt 
dÇn. Cßn c¸c mÉu l¸ ®−îc xö lý vi khuÈn khi ®Æt 
trªn m«i tr−êng cã thuèc diÖt cá, sau 3 tuÇn sÏ 
t¸i sinh chåi, chøng tá cã sù hiÖn diÖn cña gien 
bar. 

2. Chän läc c¸c mÉu l¸ cã chøa gien bar 

a) Giai ®o¹n chåi 

Sau 3 tuÇn nu«i cÊy, c¸c mÉu l¸ b¾t ®Çu xuÊt 
hiÖn chåi. Trªn m«i tr−êng cã nång ®é PPT 5 
mg/l, c¸c mÉu l¸ cã xö lý vi khuÈn cho tû lÖ t¸i 
sinh chåi lµ 60% vµ c¸c mÉu l¸ ®èi chøng vÉn 
cã sù t¸i sinh chåi víi tû lÖ lµ 10%. §iÒu nµy 
cho thÊy ch−a thÓ kÕt luËn c¸c mÉu l¸ ®4 xö lý 
vi khuÈn lµ c¸c mÉu ®4 chuyÓn gien, cã thÓ do 
nång ®é PPT cßn qu¸ thÊp. 
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Sau 5 tuÇn nu«i cÊy, c¸c mÉu l¸ xuÊt hiÖn 
nhiÒu chåi. Trªn m«i tr−êng cã nång ®é PPT 
t¨ng lªn 10 mg/l, c¸c chåi ®4 t¸i sinh trªn mÉu 
l¸ cã xö lý vi khuÈn ph¸t triÓn xanh tèt, trong

 khi ë ®èi chøng chÕt vµng. §iÒu nµy chøng tá 
c¸c mÉu l¸ ®4 xö lý vi khuÈn cã mang gien bar 
kh¸ng thuèc diÖt cá ë nång ®é PPT 10 mg/l 
(b¶ng 1). 

B¶ng 1 
Tû lÖ mÉu l¸ t¸i sinh trªn m«i tr−êng chän läc kh¸ng thuèc diÖt cá (%) 

MÉu l¸ chuyÓn gien MÉu l¸ ®èi chøng 
Thêi gian 
nu«i c©y 

Nång ®é 
PPT 

(mg/l) 
Sè mÉu l¸ 
Ban ®Çu 

Sè mÉu l¸ 
t¸i sinh 

Tû lÖ mÉu l¸ 
t¸i sinh (%) 

Sè mÉu l¸ 
ban ®Çu 

Sè mÉu l¸ 
t¸i sinh 

Tû lÖ mÉu l¸ 
t¸i sinh (%) 

3 tuÇn 5 20 12 60 20 2 10 

5 tuÇn 10 12 12 100 2 0 0 
 
b) Giai ®o¹n c©y 

Sau 4 tuÇn nu«i cÊy, c¸c c©y thuèc l¸ ®−îc 
chuyÓn gien (cã xö lý vi khuÈn) xuÊt hiÖn 3 l¸ 
vµ cã nhiÒu rÔ trong m«i tr−êng cã PPT nång ®é 
10-30 mg/l, tû lÖ c©y sèng ®¹t 100% trong khi 
c¸c c©y ®èi chøng chÕt vµng (b¶ng 2). 

Nh− vËy, trong qu¸ tr×nh nu«i chung mÉu l¸ 
víi vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens, viÖc 
chuyÓn gien ®4 ®−îc thùc hiÖn th«ng qua 
plasmit pITB2, v× thÕ c¸c mÉu l¸ vµ c©y thuèc l¸ 
vÉn sèng ®−îc trªn m«i tr−êng cã thuèc diÖt cá 
víi nång ®é PPT t¨ng tõ 10-30 mg/l. 

B¶ng 2 

Tû lÖ c©y thuèc l¸ sèng ®−îc trªn m«i tr−êng chän läc kh¸ng thuèc diÖt cá sau 4 tuÇn nu«i cÊy (%) 

C©y thuèc l¸ chuyÓn gien C©y thuèc l¸ ®èi chøng Nång ®é 
PPT (mg/l) 

Sè c©y 
ban ®Çu 

Sè c©y sèng 
Tû lÖ c©y 
sèng (%) 

Sè c©y ban 
®Çu Sè c©y sèng Tû lÖ c©y 

sèng (%) 
10 20 20 100 20 0 0 
20 20 20 100 20 0 0 
30 20 20 100 20 0 0 

 

 
H×nh 1. MÉu l¸ thuèc l¸ cã xö lý vi khuÈn t¸i sinh chåi vµ ®èi chøng chÕt vµng 

trªn m«i tr−êng cã PPT (10 mg/l) 
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H×nh 2. C©y thuèc l¸ mang gien bar sèng trong m«i tr−êng cã PPT (30 mg/l) 
 

 

H×nh 3. C©y thuèc l¸ ®èi chøng chÕt vµng trong m«i tr−êng cã PPT(30 mg/l) 
 
3. X¸c ®Þnh sù cã mÆt cña gien gus A 

§Ó tiÕp tôc kh¼ng ®Þnh c¸c mÉu l¸ ®4 ®−îc 
chuyÓn gien, thÝ nghiÖm chøng minh sù cã mÆt 
cña gien gus A khi ®em nhuém c¸c mÉu l¸ víi 
c¬ chÊt X-gluc. 

C¸c mÉu l¸ ®4 ®−îc chän läc vµ c¸c mÉu l¸ 
®èi chøng, sau khi ®em ng©m trong dung dÞch 
X-gluc, ®−îc röa nhiÒu lÇn b»ng cån 70o, mçi 
lÇn c¸ch nhau vµi giê. Cån cã t¸c dông hßa tan 
diÖp lôc, riªng mµu xanh chµm ®Æc tr−ng cña 
gien gus A rÊt bÒn víi cån. Do ®ã, sau nhiÒu lÇn 

röa, mÉu l¸ kh«ng cã gien gus A sÏ trë nªn 
trong dÇn hoÆc cã mµu vµng nh¹t, mÉu l¸ biÓu 
hiÖn gien gus A cã mµu xanh chµm (b¶ng 3). 

Nh− vËy, sau khi chän läc trªn m«i tr−êng 
kh¸ng thuèc diÖt cá, c¸c mÉu l¸ cßn biÓu hiÖn 
sù cã mÆt cña gien gus A. Trong tù nhiªn, 
enzym β-glucuronidaza do gien gus A m4 hãa 
kh«ng tån t¹i trong thùc vËt, v× vËy gien gus A lµ 
mét gien chØ thÞ rÊt tèt trong c«ng nghÖ gien 
thùc vËt. MÆt kh¸c s¶n phÈm mµu xanh cña gien 
gus A rÊt bÒn vµ ph¶n øng rÊt Ýt bÞ ¶nh h−ëng 
cña pH nªn rÊt thuËn tiÖn cho viÖc theo dâi. 

B¶ng 3 
Tû lÖ mÉu l¸ biÓu hiÖn mµu xanh chµm (%) 

ChØ tiªu MÉu l¸ chuyÓn gien MÉu l¸ ®èi chøng 

Sè mÉu l¸ ban ®Çu 
Sè mÉu l¸ biÓu hiÖn mµu xanh chµm 

Tû lÖ mÉu l¸ biÓu hiÖn mµu xanh chµm (%) 

10 
10 

100 

10 
0 
0 
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Dichloro - dibromo indigo (ClBr indigo) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ph¶n øng t¹o mµu cña X-gluc d−íi t¸c dông cña enzym β -glucuronidaza 

 

H×nh 4. Thuèc l¸ chuyÓn gien mµu xanh chµm (2) vµ ®èi chøng kh«ng mµu khi nhuém X-gluc (1) 

 
              1          2           3         4         5       6 
                      H×nh 5. KÕt qu¶ ®iÖn di s¶n phÈm PCR 

Trïng hîp 

Oxy hãa 

 

 

1. Thang ADN chuÈn 1 kb 

2. ADN cña plasmit pITB2 

3,4,5. ADN cña c©y thuèc l¸ 
chuyÓn gien 

6. ADN cña c©y ®èi chøng 
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4. X¸c ®Þnh sù cã mÆt cña gien Bt 

PCR víi cÆp måi ®Æc tr−ng cã kh¶ n¨ng 
khuÕch ®¹i hµng triÖu lÇn mét ®o¹n ADN (gien) 
t−¬ng øng. Kü thuËt ®iÖn di sÏ cho phÐp quan 
s¸t b»ng m¾t th−êng gien l¹ nµy. KÕt qu¶ ®iÖn di 
trªn h×nh 5 cho thÊy b¨ng ADN cña gien Bt n»m 
ë v¹ch 0,6 kb trªn mÉu cña c©y thuèc l¸ chuyÓn 
gien vµ cña plasmit pITB2, trong khi mÉu ®èi 
chøng kh«ng xuÊt hiÖn b¨ng nµy. 

III. KÕt luËn 

1. KÕt qu¶ ban ®Çu ®4 x¸c ®Þnh ®−îc sù hiÖn 
diÖn cña gien bar (gien chän läc kh¸ng thuèc 
diÖt cá) vµ gien gus A (gien chØ thÞ mµu khi gÆp 
X-gluc) trong c¸c mÉu l¸ vµ c©y thuèc l¸ chuyÓn 
gien. §iÒu nµy cho thÊy, sau khi chuyÓn gien, 
enzym phosphinothricin axetyltransferaza 
(kh¸ng thuèc diÖt cá) vµ enzym β-glucuronidaza 
(ph©n gi¶i β -glucuronit t¹o mµu xanh chµm) ®4 
ho¹t ®éng. Cã thÓ suy ra lµ ADN cña plasmit ®4 
®−îc g¾n vµo bé gien  cña thùc vËt nhê vi khuÈn 
Agrobacterium tumefaciens vµ ®4 biÓu hiÖn gien 
qua viÖc sinh tæng hîp nªn c¸c enzym nãi trªn. 

2. Gien Bt, cã ®é lín theo tµi liÖu kho¶ng 
0,6 kb, m4 hãa cho protein ®éc tè cña vi khuÈn 
Bacillus thuringiensis. Khi sö dông kü thuËt 

PCR khuÕch ®¹i sè l−îng ADN cÇn nhËn biÕt 
víi cÆp måi ®Æc tr−ng cho gien Bt, ®4 thÊy xuÊt 
hiÖn ë c©y thuèc l¸ cã xö lý chuyÓn gien b¨ng 
ADN cã kÝch th−íc cì 0,6 kb so víi thang 
chuÈn, trong khi b¨ng ADN nµy v¾ng mÆt hoµn 
toµn ë mÉu ®èi chøng kh«ng xö lý chuyÓn gien. 

Trªn c¬ së ®ã, b−íc ®Çu cã thÓ nhËn ®Þnh 
gien Bt cÊu tróc trong plasmit pITB2 ®4 ®−îc 
chuyÓn vµo c©y thuèc l¸ nhê vi khuÈn 
Agrobacterium tumefaciens. 
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Gene transfer into tobacco plant (Nicotiana tabacum L.) 
Mediated by Agrobacterium tumefaciens 

tran thi dung, nguyen huu ho 

SUMMARY 

The transfer of foreign genes into high plants mediated by Agrobacterium tumefaciens is a standard 
technique in plant molecular biology and genetic engineering. 

Leaf discs of the tobacco cultivar K326 were co-cultivated with Agrobacterium tumefaciens strain EHA 
105 harbouring the plasmid plTB2 containing cryIA(c), bar and gus A genes. Infected leaves were transferred 
onto the MS (Murashige & Skoog) medium supplemented with 5-30 mg/l PPT (phosphinothricin) for selection 
of the transformants. PPT resistant shoots have been obtained and they also expressed the gus activity. The 
presence of the Bt toxin gene from Bacillus thuringiensis was shown by PCR (polymerase chain reaction). 
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