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ChuyÓn gien m� hãa enzym më xo¾n ADn (PDH45) vµo c©y thuèc 
l¸ (Nicotiana tabacum L. cv Xanthi) qua Agrobacterium Vµ 
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Trung t©m Kü thuËt gien vµ C«ng nghÖ sinh häc quèc tÕ  

Víi chøc n¨ng xóc t¸c viÖc më xo¾n ADN 
sîi ®«i ®Ó t¹o ra hai sîi ®¬n, ADN helicaza ®ãng 
vai trß quan träng trong tÊt c¶ mäi ho¹t ®éng 
trao ®èi chÊt ADN. RÊt nhiÒu ADN helicaza cña 
c¸c c¬ thÓ kh¸c nhau nh− vi khuÈn, thùc khuÈn 
thÓ, nÊm men, ®éng vËt cã vó vµ con ng−êi ®F 
®−îc ph¸t hiÖn, nghiªn cøu ®Æc tÝnh vµ x¸c ®Þnh 
chøc n¨ng cña chóng. GÇn ®©y, gien m¨ hãa cho 
mét ADN helicaza (PDH45) cña c©y ®Ëu Hµ 
Lan, lµ gien helicaza ®Çu tiªn cña giíi thùc vËt, 
còng ®F ®−îc ph©n lËp vµ nghiªn cøu ®Æc tÝnh. 
C¸c nghiªn cøu ho¹t tÝnh enzym ®F chøng minh 
PDH45 lµ mét protein quan träng víi nhiÒu 
chøc n¨ng nh− tham gia vµo qu¸ tr×nh sinh tæng 
hîp protein, duy tr× c¸c ho¹t ®éng c¬ b¶n cña tÕ 
bµo vµ kÝch thÝch häat ®éng cña topoisomeraza I 
[11]. Trong c«ng tr×nh nµy, víi môc ®Ých ®i s©u 
t×m hiÓu vai trß sinh lý cña enzym PDH45 trong 
qu¸ tr×nh sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña thùc vËt, 
chóng t«i ®F tiÕn hµnh c¸c nghiªn cøu chuyÓn 
gien pdh45 theo c¶ hai h−íng cã nghÜa (sense) 
vµ ®èi nghÜa (antisense) sö dông c©y thuèc l¸ 
lµm m« h×nh thö nghiÖm. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. VËt liÖu  

Gièng thuèc l¸ Nicotiana tabacum cv xanthi 
do Trung t©m Kü thuËt gien vµ C«ng nghÖ sinh 
häc quèc tÕ (TTKTG&CNSHQT) cung cÊp. 
Chñng vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens 
LBA-4404 ®Æt mua tõ hFng Novagen. Vect¬ 
chuyÓn gien thùc vËt pBI121 cña hFng 

Clonetech. C¸c chÊt kh¸ng sinh vµ hãa chÊt sö 
dông trong c¸c thÝ nghiÖm cña hFng Promega, 
Sigma, Serva, USB. ThÝ nghiÖm ®−îc tiÕn hµnh 
t¹i TTKTG&CNSHQT, Niu §eli. 

2. Ph−¬ng ph¸p 

a) CÊu tróc cña c¸c vect¬ t¸i tæ hîp mang gien 
pdh45 theo c¶ h−íng cã nghÜa vµ ®èi nghÜa 

Vect¬ pBI121 ®−îc sö dông cho viÖc chuyÓn 
gien pdh45 vµo thuèc l¸ theo c¶ hai h−íng cã 
nghÜa vµ ®èi nghÜa. PhÇn tr×nh tù ADN mF hãa 
cña gien pdh45 ®−îc nh©n lªn b»ng PCR sö 
dông måi ®Çu 5' mang bé ba khëi ®Çu vµ tr×nh tù 
nhËn mÆt cña NdeI vµ måi ®Çu 3' mang bé ba 
kÕt thóc vµ tr×nh tù nhËn mÆt cña XbaI. S¶n 
phÈm cña ph¶n øng PCR ®−îc g¾n vµo vect¬ 
pGEM-T Easy, sau chuyÓn vµo tÕ bµo kh¶ biÕn 
E. coli DH5α ®Ó nh©n lªn plasmit t¸i tæ hîp. 
Plasmit t¸i tæ hîp ®−îc c¾t bëi EcoR I sau phÇn 
mF hãa gien pdh45 ®−îc g¾n vµo vect¬ 
pBluescript ®F ®−îc c¾t b»ng EcoR I. PhÇn mF 
hãa gien pdh45 trong vect¬ pBluescript l¹i ®−îc 
t¸ch ra b»ng c¸ch c¾t vect¬ víi XbaI vµ sau ®ã 
l¹i g¾n vµo vect¬ pBI121 ®−îc c¾t b»ng cïng 
enzym. S¶n phÈm g¾n ®−îc chuyÓn vµo tÕ bµo 
kh¶ biÕn E. coli DH5α vµ nu«i trªn m«i tr−êng 
LB chøa 50µg/ml kanamyxin. PhÇn mF hãa gien 
pdh45 g¾n vµo vect¬ pBI121 theo h−íng cã 
nghÜa vµ ®èi nghÜa ®−îc ph©n biÖt b»ng c¸ch c¾t 
plasmit t¸i tæ hîp (pBI121-PDH45) bëi HindIII 
vµ ph©n tÝch s¶n phÈm c¾t trªn gel agarosa 
0,9%. 
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b) ChuyÓn phÇn tr×nh tù mG hãa gien pdh45 vµo 
chñng vi khuÈn Agrobacterium tumefaciens 
LBA 4404 

Plasmit t¸i tæ hîp pBI121-PDH45 theo c¶ 
h−íng cã nghÜa vµ ®èi nghÜa ®−îc chuyÓn vµo 
chñng vi khuÈn LBA 4404 theo ph−¬ng ph¸p 
lµm ®«ng l¹nh-lµm tan nh− m« t¶ cña Horsch vµ 
cs. [5]. 

c) ChuÈn bÞ mÉu thuèc l¸ cho viÖc chuyÓn gien 
pdh45 

H¹t thuèc l¸ ®−îc khö trïng bÒ mÆt bëi dÞch 
röa (bleach 1% + tween-20 1%), trong 20 phót; 
etanol 70%, trong 2-3 phót vµ sau ®ã ®−îc röa 
l¹i nhiÒu lÇn (9-10 lÇn) b»ng n−íc cÊt. H¹t thuèc 
l¸ ®F khö trïng ®−îc r¶i ®Òu lªn ®Üa petri chøa 
m«i tr−êng c¬ b¶n MS (3,44 g muèi MS/l, 
sacaroza 3%, 1x vitamin B5 cña Gamborg, pH 
5,8 vµ agar 0,8%) vµ ñ ë ®iÒu kiÖn ¸nh s¸ng, ®é 
Èm vµ nhiÖt ®é phßng thÝ nghiÖm. Sau khi h¹t 
thuèc l¸ n¶y mÇm, c¸c c©y con ®−îc chuyÓn vµo 
b×nh thñy tinh cao thµnh chøa 50 ml m«i tr−êng 
c¬ b¶n MS. C©y thuèc l¸ l¹i ®−îc nh©n lªn vµ 
duy tr× trong b×nh thñy tinh b»ng viÖc c¾t c¸c 
®o¹n th©n chøa mét chåi ngñ nu«i trong c¸c 
b×nh thñy tinh kh¸c nhau. C¸c c©y thuèc l¸ kháe 
m¹nh víi c¸c l¸ b¶n to, phiÕn l¸ ph¼ng tõ nh÷ng 
c©y thuèc l¸ cßn non ®−îc sö dông cho môc 
®Ých chuyÓn gien. Chän c¸c l¸ b¸nh tÎ, ®ång 
®Òu, lo¹i bá g©n chÝnh vµ viÒn xung quanh l¸ ®Ó 
t¨ng sù tiÕp xóc víi vi khuÈn, sau c¾t nhá víi 
kÝch th−íc ®ång ®Òu nhau (1-1,5 cm). 

d) ChuyÓn phÇn tr×nh tù mG hãa gien pdh45 vµo 
c©y thuèc l¸ th«ng qua vi khuÈn 
Agrobacterium tumafaciens 

Mét khuÈn l¹c d−¬ng tÝnh cña chñng vi 
khuÈn LBA 4404 chøa tr×nh tù mF hãa gien 
pdh45 theo h−íng cã nghÜa hoÆc ®èi nghÜa ®−îc 
nu«i cÊy l¾c ë 280C trong 50 ml m«i tr−êng 
YEM ( dÞch chiÕt nÊm men 0,04%, mannitol 
10%, NaCl 0,01%, MgSO4.7H20 0,02% vµ 
K2HPO4 0,05%) chøa 50 µg/ml kanamyxin. Sau 
2-3 ngµy, lÊy 1 ml dÞch nu«i vi khuÈn bFo hßa 
nu«i trong 50 ml YEM ë cïng ®iÒu kiÖn cho tíi 
khi mËt ®é tÕ bµo (OD) ®¹t 0,5. Pha loFng dÞch 
nu«i tÕ bµo mËt ®é (OD) 0,5 tíi 10 lÇn, sau cho 
c¸c mÉu l¸ thuèc l¸ ®F ®−îc chuÈn bÞ nh− ë trªn 

vµo ng©m tõ 5-10 phót. C¸c mÉu l¸ thuèc l¸ 
®−îc lµm kh« bëi giÊy thÊm, sau chuyÓn sang 
nu«i ë m«i tr−êng t¸i sinh (c¬ b¶n MS, 1 mg/l 
BAP vµ 0,1 mg/l NAA) kh«ng chøa kanamyxin. 

®) Chän läc, t¸i sinh vµ sinh tr−ëng cña c¸c c©y 
chuyÓn gien 

Sau 2-3 ngµy cïng nu«i cÊy trong m«i 
tr−êng t¸i sinh kh«ng chøa kanamyxin, c¸c mÉu 
thuèc l¸ ®−îc chuyÓn sang m«i tr−êng chän läc 
(m«i tr−êng t¸i sinh chøa 300 µg/ml kanamyxin 
vµ 500 µg/ml cacbenixilin). Sau 3 ®Õn 4 tuÇn, 
khi c¸c chåi non ®F x¸c ®Þnh ®−îc th©n c©y, 
chóng ®−îc t¸ch ra vµ nu«i trªn m«i tr−êng ra rÔ 
(c¬ b¶n MS chøa 500 µg/ml cacbenixillin vµ 
100 mg/ml kanamyxin). Khi c¸c c©y con ®F 
®Þnh h×nh c¶ th©n vµ rÔ, chóng ®−îc chuyÓn 
sang nu«i ë b×nh vermiculit cho ®Õn khi c©y 
cøng c¸p (10-15 ngµy), sau ®ã ®−îc chuyÓn 
sang b×nh ®Êt vµ nu«i ë ®iÒu kiÖn nhµ kÝnh. 

e) C¸c ph−¬ng ph¸p nhËn biÕt gien pdh45 trong 
c¸c c©y chuyÓn gien 

Sù sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn cña c©y chuyÓn 
gien trªn m«i tr−êng chän läc: m«i tr−êng chän 
läc nh− tr×nh bµy ë môc trªn. C©y thuèc l¸ b×nh 
th−êng kh«ng cã gien kh¸ng kanamyxin nªn 
kh«ng thÓ sinh tr−ëng trªn m«i tr−êng chøa 300 
µg/ml kanamyxin cßn c©y thuèc l¸ chuyÓn gien 
chøa gien kh¸ng kanamyxin nªn sinh tr−ëng 
b×nh th−êng trªn m«i tr−êng chøa 300 µg/ml 
kanamyxin. 

Ph¶n øng chuçi trïng hîp (PCR): hÖ gien 
cña c¸c c©y chuyÓn gien sinh tr−ëng b×nh 
th−êng trªn m«i tr−êng chän läc ®−îc sö dông 
cho ph¶n øng PCR víi cÆp måi ®Æc hiÖu ®Çu 5' 
vµ 3' cña gien pdh45. Ngoµi ra, c¸c c©y chuyÓn 
gien theo h−íng cã nghÜa, ph¶n øng PCR sö 
dông måi ®Çu 5' chøa tr×nh tù nhËn mÆt NdeI vµ 
bé ba khëi ®Çu gien pdh45 víi måi gÇn ®Çu 5' vµ 
måi gÇn ®Çu 3' trªn gien GUS. C¸c c©y chuyÓn 
gien theo h−íng ®èi nghÜa, ph¶n øng PCR sö 
dông måi ®Çu 3' chøa tr×nh tù nhËn mÆt XbaI vµ 
bé ba kÕt thóc gien pdh45 víi måi gÇn ®Çu 5' vµ 
måi gÇn ®Çu 3' trªn gien GUS. 

Ph©n tÝch GUS: sù biÓu hiÖn cña gien GUS 
trong c¸c c©y chuyÓn gien theo c¶ h−íng cã 
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nghÜa vµ tèi nghÜa ®−îc x¸c ®Þnh theo ph−¬ng 
ph¸p hãa m« nh− m« t¶ cña Jefferson (1987). 

II. KÕt qu¶ nghiªn cøu 

1. Qu¸ tr×nh h×nh thµnh c¸c cÊu tróc cã 
nghÜa (sense construct) vµ ®èi nghÜa 
(antisense construct) 

BiÓu ®å cña qu¸ tr×nh t¹o c¸c plasmit t¸i tæ 
hîp mang gien pdh45 ®−îc tr×nh bµy ë h×nh 1. 
C¶ hai h−íng cã nghÜa vµ ®èi nghÜa, trËt tù ADN 
mF hãa gien pdh45 ®−îc g¾n vµo vect¬ chuyÓn 
gien pBI121 bëi vÞ trÝ XbaI, bªn tr¸i lµ chuçi 
khëi ®éng CaMV35 S, bªn ph¶i lµ trËt tù ADN 

mF hãa gien GUS. Hai bé ba khëi ®Çu (ATG), 
mét cho gien pdh45 vµ mét cho gien GUS ®Òu 
n»m phÝa bªn ph¶i cña chuçi khëi ®éng CaMV 
35 S v× vËy sù biÓu hiÖn cña hai gien nµy cïng 
chÞu sù ®iÒu khiÓn cña chuçi khëi ®éng  CaMV 
35 S. ChØ cã mét bé ba kÕt thóc(transcription 
termination) cho c¶ gien pdh45 vµ GUS n»m 
ngay sau gien GUS nªn khi vµo trong c¬ thÓ 
thùc vËt, qu¸ tr×nh phiªn mF sÏ sinh ra mét ARN 
th«ng tin t¸i tæ hîp (PDH45 - GUS fusion 
transcripts) cßn qu¸ tr×nh dÞch mF sÏ sinh ra hai 
protein (PDH45 vµ GUS) trong tr−êng hîp cÊu 
tróc cã nghÜa vµ chØ cã mét protein cña gien 
GUS ®−îc sinh ra trong tr−êng hîp cÊu tróc ®èi 
nghÜa. 
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H×nh 1. Qu¸ tr×nh t¹o ra plasmit t¸i tæ hîp mang gen pdh45 theo c¶ h−íng cã nghÜa (sense) vµ ®èi 
nghÜa (antisense) 

 
§Ó ph©n biÖt cÊu tróc cã nghÜa vµ cÊu tróc 

®èi nghÜa, còng nh− ®Ó kh¼ng ®Þnh gien pdh45 
®F ®−îc g¾n vµo vect¬ chuyÓn gien pBI121, 
chóng t«i ®F sö dông kü thuËt PCR vµ c¾t 
plasmit t¸i tæ hîp b»ng Hind III. KÕt qu¶ ®−îc 
tr×nh bµy ë h×nh 2. C¶ cÊu tróc cã nghÜa vµ ®èi 
nghÜa, ph¶n øng PCR ®Òu cho s¶n phÈm 1,2 kb 

khi sö dông cÆp måi ®Æc hiÖu ®Çu 5' vµ 3' cña 
gien pdh45 (h×nh 2B, cét 1, 2). C¸c ph¶n øng 
PCR sö dông måi ®Æc hiÖu ®Çu 5' cña gien 
pdh45 víi måi ®Æc hiÖu gÇn ®Çu 3' hoÆc 5' cña 
gien GUS víi cÊu tróc cã nghÜa cho c¸c s¶n 
phÈm t−¬ng øng lµ 3 kb hoÆc 1,22 kb (h×nh 2B, 
cét 8, 9) vµ c¸c s¶n phÈm cïng kÝch th−íc còng 
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®−îc quan s¸t víi cÊu tróc ®èi nghÜa sö dông c¸c 
cÆp måi ®Æc hiÖu ®Çu 3' cña gien pdh45 víi måi 
®Æc hiÖu gÇn ®Çu 3' hoÆc 5' cña gien GUS (h×nh 
2B, cét 10, 11). Khi c¾t cÊu tróc cã nghÜa vµ ®èi 
nghÜa b»ng Xba I, mét b¨ng kho¶ng 13 kb t−¬ng 
øng víi vect¬ pBI 121 vµ mét b¨ng 1,2 kb t−¬ng 
øng víi tr×nh tù mF hãa gien pdh45 ®F ®−îc 
quan s¸t (h×nh 2B, cét 4, 5). Cã mét tr×nh tù 

ADN nhËn mÆt bëi HindIII ë vÞ trÝ 388 - 393 
trªn gien pdh45 nªn ®Æc tÝnh nµy ®−îc sö dông 
cho viÖc ph©n biÖt cÊu tróc cã nghÜa vµ ®èi 
nghÜa. Khi c¾t cÊu tróc cã nghÜa b»ng Hind III 
sÏ cho s¶n phÈm lµ c¸c b¨ng 13 kb vµ 1,2 Kb 
(h×nh 2B, cét 6) trong khi ®ã s¶n phÈm c¾t sÏ lµ 
12,6 kb vµ 1,6 kb, khi c¾t cÊu tróc ®èi nghÜa 
b»ng Hind III (h×nh 2B, cét 7). 

 
 

H×nh 2. (A), CÊu tróc m¹ch th¼ng cña plasmit t¸i tæ hîp mang gien pdh45 theo c¶ hai h−íng cã 
nghÜa vµ ®èi nghÜa. (B), Chøng minh phÇn mF hãa gien pdh45 ®F ®−îc g¾n vµo vect¬ pBI121 theo 

c¶ h−íng cã nghÜa vµ ®èi nghÜa b»ng PCR vµ c¾t enzym giíi h¹n. S¶n phÈm ph¶n øng PCR 
vµ c¾t enzym giíi h¹n ®−îc ®iÖn di trªn gel agaroza 0,9%, sau nhuém víi ethidium bromit 

Cét 1 vµ 2: s¶n phÈm PCR cña cÊu tróc cã nghÜa vµ ®èi nghÜa sö dông cÆp måi ®Æc hiÖu cña pdh45. 

 Cét 3: Thang chuÈn ADN 1kb. 
Cét 4 vµ 5: s¶n phÈm c¾t enzym giíi h¹n cña cÊu tróc cã nghÜa vµ ®èi nghÜa bëi Xba I. 

Cét 6 vµ 7: s¶n phÈm c¾t enzym giíi h¹n cña cÊu tróc cã nghÜa vµ ®èi nghÜa bëi Hind III. 

Cét 8 vµ 9: s¶n phÈm PCR cña cÊu tróc cã nghÜa sö dông måi ®Æc hiÖu ®Çu 5' cña pdh45 víi måi ®Æc 
hiÖu ®Çu 5' vµ 3' cña gien GUS. 
Cét 10 vµ 11: s¶n phÈm PCR cña cÊu tróc ®èi nghÜa sö dông måi ®Æc hiÖu ®Çu 3' cña pdh45 víi måi 
®Æc hiÖu ®Çu 5' vµ 3' cña gien GUS. 
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2. ChuyÓn c¸c cÊu tróc cã nghÜa vµ ®èi nghÜa 
vµo c©y thuèc l¸ 
C¸c cÊu tróc cã nghÜa vµ ®èi nghÜa ®−îc 

chuyÓn vµo chñng vi khuÈn Agrobacterium 
tumefaciens LBA 4404 b»ng ph−¬ng ph¸p lµm 
®«ng-lµm tan. C¸c dßng ph©n tö t¸i tæ hîp ®−îc 
chän läc trªn m«i tr−êng YEM - agar chøa 100 
µg/ml kanamyxin vµ 12,5 µg/ml rifampixin. Sù 
cã mÆt cña gien pdh45 c¶ h−íng cã nghÜa vµ ®èi 
nghÜa trong chñng vi khuÈn LBA 4404 ®−îc 

kh¼ng ®Þnh bëi PCR sö dông c¸c måi ®Æc hiÖu 
®Çu 5' vµ 3' cña gien pdh45 vµ dÞch nu«i vi 
khuÈn nh− sîi khu«n. KÕt qu¶ lµ c¸c ph¶n øng 
PCR cho c¸c s¶n phÈm cã kÝch th−íc ®óng nh− 
dù ®o¸n. Mét b¨ng ADN kÝch th−íc 1,2 kb 
t−¬ng øng víi phÇn mF hãa gien pdh45 ®−îc 
ph¸t hiÖn ë c¶ h−íng cã nghÜa vµ ®èi nghÜa 
(h×nh 3), chøng tá c¸c cÊu tróc cã nghÜa vµ ®èi 
nghÜa ®F ®−îc chuyÓn vµo vi khuÈn ®Ó t¹o ra 
Agrobacterium t¸i tæ hîp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 3. Chøng minh phÇn mF hãa gien pdh45 ®F ®−îc chuyÓn vµo Agrobacterium tumefaciens 
LBA-4404 theo c¶ h−íng cã nghÜa vµ ®èi nghÜa b»ng PCR. S¶n phÈm ph¶n øng PCR 

®−îc ®iÖn di trªn gel agaroza 0,9% sau nhuém víi ethidium bromit 

Cét 1 vµ 3: s¶n phÈm PCR cña cÊu tróc cã nghÜa vµ ®èi nghÜa sö dông cÆp måi ®Æc hiÖu cña pdh45.  
Cét 2: thang chuÈn ADN 1 kb. 

 
ViÖc chuÈn bÞ mÉu thuèc l¸ vµ qu¸ tr×nh 

chuyÓn Agrobacterium t¸i tæ hîp vµo c©y thuèc 
l¸ nh− m« t¶ ë phÇn ph−¬ng ph¸p (c vµ d). Sau 
giai ®o¹n ®ång nu«i cÊy (2-3 ngµy), c¸c mÉu 
thuèc l¸ ®F ®−îc chuyÓn gien ®−îc chuyÓn sang 
m«i tr−êng chän läc (c¬ b¶n MS chøa 300 
µg/ml kanamyxin vµ 500 µg/ml carbenixillin). 
Carbenixillin ë nång ®é 500 µg/ml ®ñ ®Ó giÕt 
chÕt vi khuÈn vµ ë nång ®é 300 µg/ml 
kanamyxin th× c©y thuèc l¸ b×nh th−êng kh«ng 
thÓ ph¸t triÓn ®−îc v× vËy c¸c c©y ph¸t triÓn trªn 
m«i tr−êng chän läc cã thÓ t¹m xem lµ c¸c c©y 
®−îc chuyÓn gien v× c¸c c©y nµy cã chøa gien  
kh¸ng kanamyxin. 100 c©y chuyÓn gien tõ mçi 
cÊu tróc cã nghÜa vµ ®èi nghÜa ®−îc chän läc 
cho c¸c b−íc ph©n tÝch tiÕp theo. C¸c mÉu thuèc 
l¸ kh«ng chuyÓn gien (d¹ng hoang d¹i) ®−îc 

sinh tr−ëng trong cïng ®iÒu kiÖn trªn m«i 
tr−êng kh«ng chøa kanamyxin. H×nh 4 chØ ra tèc 
®é sinh tr−ëng vµ h×nh th¸i cña c¸c c©y chuyÓn 
gien theo h−íng cã nghÜa, ®èi nghÜa vµ c©y 
kh«ng chuyÓn gien ë c¸c giai ®o¹n ph¸t triÓn 
kh¸c nhau nh−: giai ®o¹n h×nh thµnh m« sÑo, 
sinh tr−ëng trong m«i tr−êng c¬ b¶n MS, 
vermiculit, b×nh ®Êt vµ giai ®o¹n chuÈn bÞ në 
hoa. 
3. Sù ph¸t sinh h×nh th¸i cña c¸c c©y chuyÓn 

gien 

Nh− kÕt qu¶ tr×nh bµy ë h×nh 4, cã sù thay 
®æi vÒ h×nh th¸i víi c¸c c©y chuyÓn gien so víi 
c©y kh«ng chuyÓn gien. Sù thay ®æi nµy ®−îc 
quan s¸t rÊt râ ë c¸c c©y chuyÓn gien theo 
h−íng ®èi nghÜa, cô thÓ ë l« nµy, møc ®é h×nh 
thµnh m« sÑo Ýt vµ yÕu h¬n nh−ng sinh tr−ëng 

1,2 kb 

1                2                3 

 



 88 

 

 

   A 

 

 

 

 

    B 

 

 

    C 

 

 

 

 
 
 
 
 
    D 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
    E 
 
 
 
 
 
 

H×nh 4. Sù sinh tr−ëng vµ ®Æc ®iÓm h×nh th¸i cña c©y thuèc l¸ chuyÓn gien theo h−íng cã nghÜa (ë 
gi÷a), ®èi nghÜa (bªn ph¶i) vµ kh«ng chuyÓn gien (bªn tr¸i) ë giai ®o¹n h×nh thµnh m« sÑo (A), giai 
®o¹n nu«i trong èng nghiÖm (B), giai ®o¹n trong khay ®Êt (C), giai ®o¹n trong nhµ kÝnh (D) vµ giai 

®o¹n chuÈn bÞ në hoa (E) 

Thuèc l¸ kh«ng chuyÓn gien Cã nghÜa §èi nghÜa 
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nhanh h¬n; c¸c m« sÑo cã nhiÒu l«ng, mµu xanh 
vµ vµng ®Ëm vµ h×nh thµnh Ýt chåi h¬n; c¸c chåi 
côm l¹i víi nhau víi c¸c l¸ to, nhiÒu l«ng vµ cã 
mµu xanh tèi (h×nh 4A, h×nh bªn ph¶i). Sù kh¸c 
biÖt vÒ h×nh th¸i cña c¸c c©y chuyÓn gien theo 
h−íng ®èi nghÜa còng ®−îc quan s¸t ë c¸c giai 
®o¹n tiÕp theo cña qu¸ tr×nh sinh tr−ëng ë chç 
c¸c c©y nµy cã ®èt th©n ng¾n, l¸ xanh h¬n, dµy 
h¬n, cã l«ng, cã h×nh mòi gi¸o vµ b¶n l¸ kh«ng 
ph¼ng (h×nh 4: A, B, C, D, E, c¸c h×nh bªn 
ph¶i). 15 trong sè 100 c©y chuyÓn gien theo 
h−íng ®èi nghÜa cã thêi gian sinh tr−ëng sím 
h¬n so víi c¸c c©y kh«ng chuyÓn gien tõ 10-25 
ngµy (h×nh 4-E, ¶nh bªn ph¶i). Tuy vËy, kh«ng 
thÊy cã sù kh¸c biÖt râ rÖt vÒ h×nh th¸i gi÷a c¸c 
c©y chuyÓn gien theo h−íng cã nghÜa so víi c¸c 
c©y kh«ng chuyÓn gien (h×nh 4: A, B, C, D, E, 
c¸c h×nh ë gi÷a). 

4. Kh¼ng ®Þnh sù cã mÆt cña gien pdh45 
trong hÖ gien (genom) cña c¸c c©y chuyÓn 
gien 

ViÖc c¸c c©y chuyÓn gien sinh tr−ëng b×nh 
th−êng trªn m«i tr−êng chøa 300µg/ml 
kanamyxin chøng tá gien pdh45 ®F ®−îc chuyÓn 
vµo c¬ thÓ cña c©y. Tuy nhiªn ®Ó kh¼ng ®Þnh 
thªm sù cã mÆt cña gien pdh45 trong genom cña 
c¸c c©y chuyÓn gien, chóng t«i ®F tiÕn hµnh 
ph¶n øng PCR sö dông c¸c cÆp måi ®Æc hiÖu cña 
gien pdh45 vµ gien GUS nh− m« t¶ ë phÇn trªn 
vµ ph©n tÝch sù biÓu hiÖn cña gien GUS trong 
c¸c c©y chuyÓn gien. 50 c©y kh¸ng kanamyxin 
tõ mçi h−íng cã nghÜa vµ ®èi nghÜa ®−îc ph©n 
tÝch b»ng PCR vµ ph©n tÝch sù biÓu hiÖn cña 
gien GUS. TÊt c¶ c¸c s¶n phÈm ph¶n øng PCR 
sö dông hÖ gien c¸c c©y chuyÓn gien lµm sîi 
khu«n cho kÕt qu¶ nh− mong ®îi. H×nh 5 tr×nh 
bµy kÕt qu¶ ph©n tÝch sù xuÊt hiÖn cña gien 
pdh45 trong hÖ gien cña mét sè c©y chuyÓn gien 
vµ kh«ng chuyÓn gien b»ng ph¶n øng PCR. C¶ 
cÊu tróc cã nghÜa vµ ®èi nghÜa ph¶n øng PCR 
®Òu cho s¶n phÈm 1,2 kb khi sö dông cÆp måi 
®Æc hiÖu ®Çu 5' vµ 3' cña gien pdh45 (h×nh 5: cét 
3, 4 vµ 5, 6), trong khi ®ã c¸c ph¶n øng PCR sö 
dông måi ®Æc hiÖu ®Çu 5' cña gien pdh45 víi 
måi ®Æc hiÖu gÇn ®Çu 5' hoÆc 3' cña gien GUS 
víi cÊu tróc cã nghÜa cho c¸c s¶n phÈm t−¬ng 
øng lµ 1,22 kb hoÆc 3 kb (h×nh 5, cét 1, 2) vµ 
c¸c s¶n phÈm cïng kÝch th−íc còng ®−îc quan 
s¸t víi cÊu tróc ®èi nghÜa sö dông c¸c cÆp måi 
®Æc hiÖu ®Çu 3' cña gien pdh45 víi måi ®Æc hiÖu 

gÇn ®Çu 5' hoÆc 3' cña gien GUS (h×nh 5, cét 8, 
9). KÕt qu¶ thÝ nghiÖm chøng tá r»ng gien 
pdh45 ®F ®−îc g¾n vµo hÖ gien cña c©y theo c¶ 
h−íng cã nghÜa vµ ®èi nghÜa. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 5. Sù xuÊt hiÖn cña gien pdh45 trong hÖ 
gien thuèc l¸. S¶n phÈm PCR ®−îc ®iÖn di trªn 
0,9% agarosa sau nhuém víi ethidium bromit. 

cét 1 vµ 2: s¶n phÈm PCR cña c©y chuyÓn gien 
h−íng cã nghÜa sö dông måi ®Æc hiÖu ®Çu 5' cña 
gien pdh45 víi måi ®Æc hiÖu ®Çu 5' vµ 3' cña 
gien GUS. 
cét 8 vµ 9: s¶n phÈm PCR cña c©y chuyÓn gien 
h−íng ®èi nghÜa sö dông måi ®Æc hiÖu ®Çu 3' 
cña gien pdh45 víi måi ®Æc hiÖu ®Çu 5' vµ 3' cña 
gien GUS. 
cét 3, 4, 5 vµ 6: s¶n phÈm PCR cña c©y chuyÓn 
gien h−íng cã nghÜa vµ ®èi nghÜa sö dông cÆp 
måi ®Æc hiÖu cña gien pdh45. 

cét 10: s¶n phÈm PCR cña c©y thuèc l¸ kh«ng 
chuyÓn gien sö dông cÆp måi ®Æc hiÖu cña gien 
pdh45 (kh«ng cã s¶n phÈm PCR). 

Cét 7: thang chuÈn ADN 1 kb. 

Cïng c¸c c©y ®F ph©n tÝch b»ng PCR ®−îc 
sö dông cho nghiªn cøu møc ®é biÓu hiÖn cña 
gien GUS. Trong sè 50 c©y chuyÓn gien theo 
h−íng cã nghÜa th× cã 12 c©y cã sù biÓu hiÖn 
cña gien GUS ë c¸c møc ®é kh¸c nhau. Trong 
sè 50 c©y chuyÓn gien theo h−íng ®èi nghÜa th× 
cã 10 c©y cã sù biÓu hiÖn cña gien GUS ë c¸c 
møc ®é kh¸c nhau. C¸c gien chuyÓn vµo c©y 
®−îc bè trÝ mét c¸ch ngÉu nhiªn trªn c¸c nhiÔm 
s¾c thÓ kh¸c nhau nªn cã thÓ nhiÒu b¶n gien 

1.2 kb 

  1     2     3     4     5     6    7     8    9  10           

1.22 kb 

3 kb 
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cïng ®−îc g¾n vµo hÖ gien thùc vËt. Thªm vµo 
n÷a lµ khi chuyÓn gien, T plasmit cã thÓ chuyÓn 
®o¹n ADN chøa c¸c gien cÇn chuyÓn mµ kh«ng 
chøa trËt tù chuçi khëi ®éng hoÆc trËt tù chuçi 
khëi ®éng bÞ thiÕu. Sè b¶n gien ®−îc g¾n, vÞ trÝ 
g¾n vµ trËt tù ®o¹n ADN ®−îc g¾n cã ¶nh h−ëng 
rÊt lín ®Õn sù biÓu hiÖn cña gien nªn chØ cã mét 
sè gien ®−îc chuyÓn cã thÓ biÓu hiÖn trong c©y 
cßn nhiÒu gien n»m trong hÖ gien thùc vËt ë 
d¹ng tr¬. §iÒu nµy gi¶i thÝch t¹i sao tÊt c¶ c¸c 

c©y chuyÓn gien ®−îc ph©n tÝch b»ng PCR cho 
kÕt qu¶ c¸c gien cÇn chuyÓn ®F g¾n vµo hÖ gien 
thùc vËt trong khi ®ã chØ cã 24% c©y chuyÓn 
gien theo h−íng cã nghÜa vµ 20% c©y chuyÓn 
gien theo h−íng ®èi nghÜa ®−îc ph©n tÝch b»ng 
ph−¬ng ph¸p hãa m« cho kÕt qu¶ cã sù thÓ hiÖn 
gien GUS. H×nh 6 tr×nh bµy kÕt qu¶ ph©n tÝch 
biÓu hiÖn gien GUS cña mét sè c©y chuyÓn gien 
vµ kh«ng chuyÓn gien b»ng ph−¬ng ph¸p hãa 
m«. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 6. Ph©n tÝch sù biÓu hiÖn gien GUS trong c©y thuèc l¸ chuyÓn gien 
b»ng ph−¬ng ph¸p hãa m« 

A1, A2; B1; C2, C3 vµ 7C; 2E; 1F; 2C, 1E: c¸c c©y chuyÓn gien h−íng ®èi nghÜa vµ cã nghÜa. 
KCG1 vµ KCG2: c¸c c©y thuèc l¸ kh«ng chuyÓn gien. 
Mét mÈu l¸ nhá tõ c¸c c©y chyÓn gien vµ kh«ng chuyÓn gien ®−îc röa trong ®Öm 50 mM Na-
phètph¸t pH = 7,0, sau nhuém víi 2 mM X-Glue trong ®Öm 50 mM Na-phètph¸t pH = 7,0. C¸c mÈu 
l¸ ®−îc cho vµo ®iÒu kiÖn ch©n kh«ng 5 phót sau ñ ë 37oC qua ®ªm trong tèi. Sau khi nhuém, c¸c 
mÉu l¸ ®−îc röa s¹ch b»ng cån ®Ó lo¹i chlorophyll tr−íc khi ph©n tÝch. 

 
III. Th¶o luËn 

Trong h¬n hai thËp kû qua, viÖc sö dông kü 
thuËt chuyÓn gien thùc vËt trong viÖc nghiªn cøu 
chøc n¨ng cña gien vµ t¹o ra c¸c c¬ thÓ chuyÓn 
gien víi c¸c ®Æc tÝnh n«ng häc quý ®F vµ ®ang 
trë thµnh ph−¬ng ph¸p kh«ng thÓ thiÕu ®−îc 
gióp c¸c nhµ khoa häc hiÓu ®−îc b¶n chÊt ph©n 
tö cña c¸c qu¸ tr×nh trong tÕ bµo vµ c«ng t¸c 
chän t¹o gièng. ADN helicaza lµ nhãm enzym 
tham gia vµo hÇu hÕt c¸c ho¹t ®éng trao ®æi chÊt 
ADN, ®Æc biÖt lµ qu¸ tr×nh ph©n chia tÕ bµo, v× 
vËy ®ãng vai trß quan träng trong viÖc duy tr× vµ 
®iÒu khiÓn sù sinh tr−ëng, ph¸t triÓn cña c¸c c¬ 
thÓ sèng. Ch−a cã c«ng tr×nh nµo c«ng bè vÒ kÕt 

qu¶ chuyÓn nhãm gien nµy vµo thùc vËt, v× vËy 
c¸c sè liÖu cña chóng t«i thu ®−îc kh«ng cã c¬ 
së ®Ó so s¸nh. Tuy nhiªn, khi chuyÓn mét gien 
ARN helicaza/RuazaIII, ®F g©y ®ét biÕn vµo 
Arabidopsis ®F g©y nªn sù rèi lo¹n vÒ ph©n chia 
tÕ bµo trong qu¸ tr×nh biÖt hãa cña hoa, chøng tá 
gien ARN helicaza/RuazaIII, cã vai trß trong 
viÖc ®iÒu khiÓn viÖc ph©n chia tÕ bµo [6]. GÇn 
®©y, Wang vµ cs. [15] còng ph¸t hiÖn thÊy r»ng 
gien mF hãa cho mét plastit DEAD-box RNA 
helicaza khi chuyÓn vµo c©y thuèc l¸ ®F lµm cho 
c¸c c©y thuèc l¸ chuyÓn gien cã l¸ mµu lèm 
®èm, rÔ vµ hoa cã h×nh d¹ng kh«ng b×nh th−êng. 
Tuy vËy, vÉn cßn rÊt Ýt hiÓu biÕt vÒ c¬ chÕ ph©n 
tö cña viÖc t¹o ra t×nh tr¹ng rèi lo¹n ph©n chia tÕ 

KCG 2 B1 A1 A2 C3 C2 

KCG 1 1E 2C 1F 2E 7C 

Cã nghÜa 

§èi nghÜa 
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bµo trong qu¸ tr×nh biÖt hãa hoa ë c«ng tr×nh 
nghiªn cøu cña Jacobssen vµ sù thay ®æi h×nh 
th¸i cña c¸c c©y chuyÓn gien trong c«ng tr×nh 
nghiªn cøu cña Wang. Khi ph©n tÝch sù biÓu 
hiÖn cña gien mF hãa eIF-4A8 trong c¸c c©y 
thuèc l¸ chuyÓn gien, Op Den Cam vµ 
Kuhlemerier (1998) ®F ph¸t hiÖn ra hµm l−îng 
protein thay ®æi qua qu¸ tr×nh photphoryl hãa. 
Sù t¨ng møc ®é photphoryl hãa cña eIF-4A ®F 
®−îc quan s¸t trong qu¸ tr×nh èng phÊn n¶y 
mÇm, mét giai ®o¹n c©y trång cã tèc ®é ph¸t 
triÓn rÊt cao v× vËy mµ ho¹t ®éng sinh tæng hîp 
protein còng t¨ng cao. KÕt qu¶ trªn ®F chøng 
minh protein cã vai trß trong qu¸ tr×nh dÞch mF 
ARNtt b»ng viÖc lµm æn ®Þnh cÊu tróc bËc hai 
cña ARNtt. Trong c«ng tr×nh nghiªn cøu cña 
chóng t«i, sù thay ®æi h×nh th¸i ë c¸c c©y 
chuyÓn gien theo h−íng ®èi nghÜa còng ®−îc 
ph¸t hiÖn, tuy nhiªn c¬ chÕ chi tiÕt vÉn lµ vÊn ®Ò 
cÇn ®−îc tiÕp tôc nghiªn cøu. ë møc ®é protein, 
PDH45 vµ eIF-4A3 (nh©n tè khëi ®Çu cña qu¸ 
tr×nh dÞch mF) ë c©y thuèc l¸ cã ®é ®ång nhÊt lµ 
86% [11]. Khi gien pdh45 ®−îc chuyÓn vµo c©y 
thuèc l¸ theo h−íng ®èi nghÜa ®F sö dông bé 
m¸y dÞch mF cña c©y thuèc l¸ ®Ó sinh ra ARNtt 
®èi nghÜa vµ ARNtt ®«i nghÜa nµy sÏ liªn kÕt bæ 
sung víi ARNtt cã nghÜa néi sinh ®−îc dÞch mF 
tõ gien eIF-4A3 cña c©y thuèc l¸ vµ kÕt qu¶ lµ 
qu¸ tr×nh dÞch mF kh«ng thùc hiÖn ®−îc, eIF-
4A3 néi sinh kh«ng ®−îc t¹o thµnh. Sù thay ®æi 
h×nh th¸i häc cña c¸c c©y chuyÓn gien theo 
h−íng ®èi nghÜa cã thÓ lµ kÕt qu¶ cña sù sinh 
tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y thuèc l¸ trong sù v¾ng 
mÆt cña eIF-4A3 néi sinh. §iÒu nµy ®F chøng 
minh vai trß quan träng cña PDH45 trong viÖc 
duy tr× c¸c ho¹t ®éng c¬ b¶n cña tÕ bµo còng 
nh− sù sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña thùc vËt. 

ë thùc vËt, hiÖn t−îng në hoa lµ kÕt qu¶ cña 
sù chuyÓn ®æi qu¸ tr×nh biÖt hãa c¸c c¬ quan 
sinh d−ìng sang biÖt hãa c¸c c¬ quan sinh s¶n 
mµ qu¸ tr×nh nµy ®ßi hái sù ho¹t hãa cña mét 
phøc hîp tæng thÓ cña nhiÒu gien ®iÒu hßa. ë 
Arabidopsis, mét sè gien ®F ®−îc c«ng bè lµ cã 
vai trß thóc ®Èy nhanh qu¸ tr×nh në hoa nh−: 
LEAFY (LFY), STERILE APETALA (SAP), 
APETATLA 1, 2 (AP 1,2), AGAMOUS (AG) 
[2, 10, 16]. Tuy nhiªn, th«ng tin vÒ ph−¬ng thøc 
ho¹t ®éng vµ t−¬ng t¸c cña mçi gien nµy trong 
phøc hîp tæng thÓ vÉn cßn rÊt h¹n chÕ. GÇn ®©y, 
Pena ®F c«ng bè r»ng sù biÓu hiÖn th−êng trùc 

cña c¸c gien thóc ®Èy nhanh qu¸ tr×nh në hoa 
cña Arabidopsis (LFY) hoÆc (AP1) trong cam 
chanh ®F rót ng¾n giai ®o¹n c©y non, lµm cho 
c©y h×nh thµnh hoa sím, dÉn ®Õn qu¶ vµ h¹t 
®−îc h×nh thµnh sím h¬n b×nh th−êng [10]. 

ë c«ng tr×nh nghiªn cøu cña chóng t«i, 
trong sè 100 c©y chuyÓn gien theo h−íng ®èi 
nghÜa th× cã 15 c©y cã thêi gian sinh tr−ëng sím 
h¬n so víi ®èi chøng tõ 15-25 ngµy vµ 7 c©y cã 
thêi gian sinh tr−ëng dµi h¬n ®èi chøng 5-10 
ngµy. Ph¸t hiÖn nµy sÏ rÊt cã ý nghÜa cho c¸c 
nhµ chän gièng nÕu nh− ®Æc tÝnh nµy ®−îc duy 
tr× æn ®Þnh qua c¸c thÕ hÖ. Tuy nhiªn, hiÖn t−îng 
rót ng¾n thêi gian sinh tr−ëng cã thÓ chØ lµ ph¶n 
øng sinh lý cña c©y khi cã c¸c gien l¹ xuÊt hiÖn. 
C¬ chÕ ph©n tö cho qu¸ tr×nh rót ng¾n thêi gian 
sinh tr−ëng trong c¸c c©y chuyÓn gien lµ mét 
vÊn ®Ò lý thó cÇn ®−îc lµm s¸ng tá. Ngoµi ra, 
c¸c thÝ nghiÖm cña chóng t«i ®ang tËp trung 
ph©n tÝch sè b¶n gien pdh45 ®F ®−îc g¾n vµo hÖ 
gien cña c©y chuyÓn gien, sù biÓu hiÖn cña gien 
pdh45 trong c¸c c©y chuyÓn gien vµ ph©n tÝch sù 
æn ®Þnh cña c¸c ®Æc ®iÓm h×nh th¸i, c¸c ®Æc tÝnh 
n«ng häc cña c¸c c©y chuyÓn gien ë c¸c thÕ hÖ 
tiÕp theo.  
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Transfer of gene encoding for DNA unwinding helicase (pdh45) 
into tobacco plants (Nicotiana tabacum L. cv Xanthi) by using 

Agrobacterium and Analysis of the Transformed plants 
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Narendra Tuteja 

Summary 

PDH45, a DNA unwinding enzyme, has been determined to be an important multifunctional protein 
involved in the regulation of the protein synthesis, maintaining the basic activities of the cell and in the up 
regulation of the topoisomerase I activity (Pham et al., 2000). To understand the functional significance of 
PDH45 in plants, we introduced the PDH45 cDNA into the plant transformation pBI121 vector in both sense 
and antisense orientations under the control of the same strong constitutive CaMV 35S promoter. The  
Agrobacterium tumefaciens strain LBA 4404 was transformed with the sense and antisense constructs and 
recombinant colonies were selected on kanamycin plates. The presence of recombinant plasmids in the 
kanamycin resistant colonies was confirmed by PCR and restriction digestion. Transgenic plants were 
obtained by co-cultivation of recombinannt Agrobacterium tumefaciens and a leaf disc of Nicotiana tabacum 
cv xanthi. A total of 100 kanamycin resistant plants for each sense and antisense orientations were selected for 
further analysis. 50 of each sense and antisense plants were analyzed for PCR and GUS assay. All PCR 
reactions led to positive products and twelve with sense and ten with antisense were GUS positive. The 
morphology change in antisense transgenic plants as compared with wild type plant has been observed at T1 
generation. The altered morphology was observed from the callus generation media where antisense plants 
formed less and weak callus but faster growing. In rooting media, antisense transgenic plants gave rise to 
increase in greenness and the leaves were thicker, more hairy, and slightly lanceolate of compact appearance, 
internode distance decreased and unsmooth lamina. The change was observed in a large population of 
antisense transgenic plants and has continued during all plant development. In addition, some antisense 
transgenic plants had flowered earlier and resulted in shortening of the time for the plant growth compared to 
the sense transgenic plants.  
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