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TÊt c¶ sù sèng trªn hµnh tinh sö dông ADN 
nh− lµ nguyªn liÖu mang th«ng tin di truyÒn. 
ADN helicaza lµ nhãm enzym xóc t¸c viÖc më 
xo¾n sîi ®«i ADN ®Ó t¹o ra hai sîi ®¬n ADN 
b»ng viÖc bÎ gÉy c¸c cÇu liªn kÕt hydrogen gi÷a 
hai sîi ®¬n, v× vËy chóng cã vai trß thiÕt yÕu 
trong tÊt c¶ c¸c ho¹t ®éng trao ®æi chÊt ADN 
nh− qu¸ tr×nh sao chÐp, t¸i tæ hîp, söa ch÷a 
ADN còng nh− qu¸ tr×nh phiªn mD vµ dÞch mD. 
Cho ®Õn nay, ®D cã kho¶ng 80 gien mD hãa cho 
ADN helicaza tõ c¸c ®èi t−îng nh− E. coli, thùc 
khuÈn thÓ, nÊm men, mét sè ®éng vËt cã vó vµ 
con ng−êi ®D ®−îc nh©n dßng, tinh s¹ch vµ 
nghiªn cøu tÝnh chÊt, chøng tá sù phæ biÕn cña 
ADN helicaza trong thiªn nhiªn còng nh− vai 
trß cña chóng trong tÕ bµo vµ c¬ thÓ. pdh45 lµ 
gien mD hãa ADN helicaza ®Çu tiªn ë thùc vËt 
®−îc ph©n lËp vµ nghiªn cøu [6]. Trong bµi viÕt 
nµy, chóng t«i tr×nh bµy kÕt qu¶ nghiªn cøu chi 
tiÕt c¸c ®Æc tÝnh cña enzym PDH45 nh− ¶nh 
h−ëng cña c¸c yÕu tè kh¸c nhau lªn ho¹t tÝnh 
më xo¾n ADN cña enzym PDH45, cÊu tróc gien 
mD hãa cña enzym PDH45 vµ biÓu hiÖn gien 
pdh4 ë c¸c ®iÒu kiÖn m«i tr−êng, ë c¸c giai ®o¹n 
kh¸c nhau trong qu¸ tr×nh ph¸t triÓn hoa cña 
c©y. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. Nguyªn liÖu 

§Ëu hµ lan 7 ngµy tuæi ë ®iÒu kiÖn vµ giai 
®o¹n sinh tr−ëng, ph¸t triÓn kh¸c nhau do v−ên 
thÝ nghiÖm cña Trung t©m Kü thuËt gien vµ 
C«ng nghÖ sinh häc quèc tÕ (New Delhi) cung 

cÊp. ADN M13 sîi ®¬n vµ oligo ®Ó lµm c¬ chÊt 
cho nghiªn cøu ho¹t ®éng më xo¾n ADN do 
Trung t©m Kü thuËt gien vµ C«ng nghÖ sinh häc 
quèc tÕ ë Trieste (Italia) cung cÊp. C¸c hãa chÊt, 
bé kit sö dông trong c¸c thÝ nghiÖm ®−îc ®Æt 
mua tõ c¸c hDng Promega, Clonetech, 
Stratagene. C¸c hãa chÊt ®¸nh dÊu phãng x¹ cña 
hDng Amersham. 

2. Ph−¬ng ph¸p 

a) Nghiªn cøu cÊu tróc gien b»ng kü thuËt ph¶n 
øng chuçi polymeraza (PCR). 

ADN hÖ gien cña ®Ëu hµ lan ®−îc tinh s¹ch 
dùa theo ph−¬ng ph¸p cña Murray vµ Thompson 
(1980) hoÆc Dellaaporta vµ cs. [3]. ADN hÖ gien 
vµ ADN bæ sung (ADNc) ®−îc dïng lµm sîi 
khu«n cho PCR cïng hai måi ®Æc hiÖu ®−îc 
thiÕt kÕ ë hai ®Çu 5' vµ 3' dùa vµo tr×nh tù 
nucleotit mD hãa cña gien pdh ... 

Ph¶n øng PCR ®−îc tiÕn hµnh trong 50µl 
hçn hîp ph¶n øng gåm 100 ng (ADNs) hay 300 
ng (ADN hÖ gien) lµm sîi khu«n, 50 ng mçi 
chÊt måi, 0,15 mM dNTPs, 5 µl 10 x ®Öm Taq 
vµ 2,5 ®¬n vÞ Taq polymeraza. Chu kú nhiÖt cña 
ph¶n øng nh− sau: 940C, 1 phót ®Ó t¸ch chuçi 
ADN ®«i thµnh chuçi ®¬n, 550C, 1 phót ®Ó g¾n 
måi; 720C, 1 phót 20 gi©y ®Ó sinh tæng hîp 
chuçi ADN míi. Ph¶n øng ®−îc tiÕn hµnh liªn 
tôc 30 chu kú lÆp l¹i. 

b) Ph©n tÝch sù thÓ hiÖn cña gien pdh45 b»ng 
thÈm t¸ch ARN 

ARN tæng sè ®−îc tinh s¹ch theo ph−¬ng 
ph¸p cña Chomczynski vµ Sacchi [2]. Qu¸ tr×nh 
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®iÖn di, xö lý gel vµ chuyÓn ARN lªn mµng nh− 
m« t¶ cña Reddy vµ cs. [7]. Toµn bé ®o¹n gien 
pdh45 (1,6 kb) ®−îc t¸ch ra b»ng viÖc xö lý 
plasmit mang gien bëi enzym EcoR1 vµ Xho1. 
Kho¶ng 50 - 100 ng cña ®o¹n gien pdh4 ®−îc 
®¸nh dÊu phãng x¹ bëi ph−¬ng ph¸p dÞch ®iÓm 
®øt (nick translation). Mµng chøa mÉu ARN lóc 
®Çu ®−îc lai víi ADN ®D biÕn tÝnh cña tinh 
trïng c¸ håi , sau ®ã ®−îc röa vµ lai víi ®o¹n 
gien pdh45 ®¸nh dÊu phãng x¹ vµ ph©n tÝch 
b»ng phãng x¹ tù chôp. 

c) Nghiªn cøu ho¹t tÝnh b¸m poly(A) ARN cña 
enzym PDH45 b»ng ph−¬ng ph¸p dÞch chuyÓn 
b¨ng (band shift assay) 

Kho¶ng 4 µg ADN plasmit chøa ®o¹n 0,2 kb 
cña clon pdh45 vµ clon 1 kb HγPDE chøa 
poly(T) ®−îc xö lý víi enzym XhoI ®Ó t¹o d¹ng 
m¹ch th¼ng. ADN ®D xö lý ®−îc tinh s¹ch b»ng 
c¸ch chiÕt víi hçn hîp phenol/clorophoc. 20-30 
ng ADN tõ mçi clon ®−îc sö dông lµm sîi 
khu«n cho ph¶n øng phiªn mD in vitro. Ph¶n øng 
phiªn mD in vitro ®−îc tiÕn hµnh trong 100µl 
hçn hîp ph¶n øng gåm 20-30 ng ADN sîi 
khu«n, 1 mM ATP, 1mM CTP, 1 mM GTP, 10 
mM DTT (dithiothreitol), 20 ®¬n vÞ RNasin 
(chÊt øc chÕ ARNaza), 6µl α - 32P UTP vµ 100 
®¬n vÞ T3 ARN polymeraza. Ph¶n øng tiÕn hµnh 
ë 370C trong 1 giê, sau bæ sung thªm 50 ®¬n vÞ 
T3 ARN polymeraza cho ph¶n øng tiÕp tôc thªm 
30 phót. 

ADN sîi khu«n trong hçn hîp ph¶n øng 
®−îc lo¹i bá b»ng ADNaz, phÇn phãng x¹ tù do 
®−îc lo¹i bá b»ng viÖc ch¹y hçn hîp ph¶n øng 
qua cét Sephadex G-50. S¶n phÈm cña ph¶n øng 
phiªn mD in vitro (poly(A) ARNs ®¸nh dÊu 
phãng x¹) ®−îc sö dông lµm c¬ chÊt cho ph¶n 
øng dÞch chuyÓn b¨ng. Kh¶ n¨ng b¸m poly(A) 
ARN cña enzym PDH45 ®−îc tiÕn hµnh trong 
10µl hçn hîp ph¶n øng chøa ®Öm Tris - HCl 20 
mM pH 8.0, MgCl2 1 mM, ATP 4 mM, KCl 60 
mM, dithiothreitol (DDT) 8 mM, sacaroza 4% , 
albumin huyÕt thanh bß (BSA) 80µg/ml, 2µl 
poly (A) ARN ®D ®−îc ®¸nh dÊu vµ 200 ng hoÆc 
400 ng enzym PDH45 trong thêi gian 30 phót ë 
nhiÖt ®é phßng. Ph¶n øng kÕt thóc b»ng viÖc bæ 
sung 2µl chÊt chØ thÞ mµu vµ s¶n phÈm ph¶n øng 
®−îc ®iÖn di trªn gel polyacrylamit kh«ng biÕn 
tÝnh 6%. Gel ®−îc sÊy kh« vµ ph©n tÝch b»ng

ph−ong ph¸p phãng x¹ tù chôp. 

d) ChuÈn bÞ c¬ chÊt cho nghiªn cøu ho¹t tÝnh 
më xo¾n ADN cña enzym PDH45 

C¬ chÊt ®Ó ph©n tÝch ho¹t ®éng më xo¾n 
ADN cña ADN helicaza lµ mét ®o¹n 
oligonucleotit ®−îc ®¸nh dÊu phãng x¹ ë ®Çu 5' 
hoÆc ®Çu 3' g¾n víi ADN sîi ®¬n m¹ch vßng 
(M13 viral ADN) ®Ó t¹o ra phÇn xo¾n ®«i cã 
chiÒu dµi th«ng th−êng lµ 17 nucleotid. ViÖc 
®¸nh dÊu oligo ®Çu 5’ ®−îc tiÕn hµnh nh− m« t¶ 
cña Sambrook vµ cs. [8]. 50-100 ng oligo ®¸nh 
dÊu ®Çu 5’ ®−îc g¾n vµo 2 - 4 µg ADN M13 sîi 
®¬n m¹ch vßng trong 50 µl hçn hîp ph¶n øng 
chøa 40 mM Tris-HCl pH = 7,5, 10 mM MgCl2, 
50 mM NaCl vµ 1 mM dithiothreitol. Hçn hîp 
ph¶n øng ®−îc lµm biÕn tÝnh ë 95 0C trong 2 
phót, sau g¾n ë 650C trong 20 phót vµ gi¶m 
nhiÖt ®é tõ tõ tíi nhiÖt ®é phßng. C¬ chÊt sÏ 
ph¶n øng víi helicaza trong 30 phót ë 37 0C víi 
sù cã mÆt cña ATP vµ ion Mg+2. S¶n phÈm cña 
ph¶n øng më xo¾n ADN sÏ ®−îc ®iÖn di trªn gel 
polyacrylamit kh«ng biÕn tÝnh 12%. Gel ®−îc 
sÊy kh« vµ ph©n tÝch b»ng ph−¬ng ph¸p phãng 
x¹ tù chôp [10].  

II. KÕt qu¶ nghiªn cøu 

1. Gien pdh45 lµ mét gien kh«ng cã intron 

CÊu tróc gien ë c¸c c¬ thÓ bËc cao th−êng 
bao gåm c¸c ®o¹n mD hãa (exon) vµ c¸c ®o¹n 
kh«ng mD hãa (intron). §Ó t×m hiÓu sù cã mÆt 
cña ®o¹n kh«ng mD hãa trong gien pdh45 chóng 
t«i tiÕn hµnh ph¶n øng PCR sö dông ADN hÖ 
gien vµ ADNc cña ®Ëu hµ lan lµm sîi khu«n víi 
cïng bé måi ®Ó t×m kiÕm sù kh¸c nhau vÒ kÝch 
th−íc cña s¶n phÈm ph¶n øng PCR. KÕt qu¶ thÝ 
nghiÖm (h×nh 1) cho thÊy kh«ng cã sù sai kh¸c 
vÒ kÝch th−íc cña s¶n phÈm ph¶n øng PCR khi 
ADN hÖ gien vµ ADNc cña ®Ëu hµ lan ®−îc 
dïng lµm sîi khu«n (h×nh 1: cét 1-4, 6,7). S¶n 
phÈm ph¶n øng PCR ®Çu tiªn sö dông ADN hÖ 
gien lµm sîi khu«n xuÊt hiÖn Ýt (h×nh 1: cét 1, 2) 
®−îc gi¶i thÝch b»ng sù cã mÆt Ýt ADN sîi 
khu«n, v× vËy nhiÒu s¶n phÈm PCR ®−îc quan 
s¸t víi ph¶n øng PCR thø hai sö dông s¶n phÈm 
ph¶n øng PCR ®Çu tiªn lµm sîi khu«n (h×nh 1: 
cét 3, 4). KÕt qu¶ thÝ nghiÖm chøng minh gien 
pdh45 lµ mét gien kh«ng chøa intron. 
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1.2 kb

1    2    3    4    5    6    7

 
H×nh 1. Gien pdh45 kh«ng chøa intron. 

Cét 1, 2 lµ s¶n phÈm ph¶n øng PCR thø nhÊt sö dông ADN hÖ gien nh− sîi khu«n. 
Cét 3, 4 lµ s¶n phÈm ph¶n øng PCR thø hai sö dông s¶n phÈm ph¶n øng PCR thø nhÊt nh− sîi khu«n. 
Cét 5 lµ b¨ng chuÈn. 
Cét 6 vµ 7 lµ s¶n phÈm ph¶n øng PCR sö dông ADNc nh− sîi khu«n. 

 

2. Gien pdh45 kh«ng cã vai trß trong qu¸ 
tr×nh biÖt hãa cña hoa 

Sù biÓu hiÖn cña gien pdh45 ë c¸c giai ®o¹n 
ph¸t triÓn cña hoa lµ ®èi t−îng cho viÖc t×m hiÓu 
vai trß cña gien pdh45 trong qu¸ tr×nh biÖt hãa 
cña hoa vµ qu¶ ®Ëu hµ lan. C¸c giai ®o¹n kh¸c 
nhau cña hoa (F1, F2, F3, F4, F5) ®−îc m« t¶ tãm 
t¾t ë b¶ng 1. 

Hoa ®Ëu hµ lan ë c¸c giai ®o¹n ph¸t triÓn 
kh¸c nhau ®−îc sö dông cho viÖc t¸ch ARN 
tæng sè. 30 µg cña ARN tæng sè tõ mçi giai 
®o¹n ph¸t triÓn ®−îc ch¹y ®iÖn di trªn gel 
phormaldehyt-agaroza 1,2%. Sau khi ch¹y ®iÖn 
di, ARN ®−îc chuyÓn lªn mµng. Tr−íc khi lai,

mµng ®−îc nhuém víi xanh mªthylen ®Ó quan 
s¸t hµm l−îng ARN tõ mçi mÉu ®D ®−îc chuyÓn 
lªn mµng (h×nh 2A). Mµng ®−îc lai víi toµn bé 
®o¹n gien pdh45 ®¸nh dÊu phãng x¹ (h×nh 2B). 
KÕt qu¶ thÝ nghiÖm cho thÊy sù biÓu hiÖn cña 
gien pdh45 kh«ng cã kh¸c biÖt trong c¸c giai 
®o¹n ph¸t triÓn cña hoa tõ giai ®o¹n F2 ®Õn F5. 
Sù biÓu hiÖn cña gien pdh45 ®−îc ph¸t hiÖn ë 
møc ®é cao ë giai ®o¹n F1 (h×nh 2B: cét 1) mÆc 
dÇu hµm l−îng ARN tæng sè ®−îc ®−a lªn mµng 
®Ó lai ë cét nµy Ýt h¬n (h×nh 2A: cét 1). KÕt qu¶ 
thÝ nghiÖm chøng minh r»ng gien pdh45 cã vai 
trß quan träng trong giai ®o¹n sím cña sù h×nh 
thµnh hoa, tuy nhiªn nã kh«ng cã vai trß trong 
qu¸ tr×nh biÖt hãa cña hoa vµ qu¶. 

B¶ng 1 

M« t¶ tãm t¾t c¸c giai ®o¹n ph¸t triÓn hoa ®Ëu hµ lan 

Giai ®o¹n KÝch th−íc (mm) M« t¶ NÐt ®Æc tr−ng 

F1 7-10 Giai ®o¹n nô Hoa ch−a në, c¸nh hoa cã thÓ quan s¸t 

F2 10-12 Giai ®o¹n nô Hoa ch−a në, c¸nh hoa lín h¬n 

F3 13-15 Hoa võa në C¸nh hoa në nh−ng ch−a hoµn toµn 

F4 ≈ 15 Hoa tr−ëng thµnh C¸nh hoa në hoµn toµn, ®µi hoa cßn nguyªn 

F5 ≈ 15 Hoa tµn §µi hoa rông 
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A 
 1        2         3          4          5 

28 S 

18 S 

F1      F2       F3      F4       F5 

B 

 1         2           3          4           5 

1,6 kb 

F1       F2        F3        F4        F5 

 

H×nh 2. BiÓu hiÖn cña gien pdh45 ë c¸c giai ®o¹n ph¸t triÓn kh¸c nhau cña hoa 

A: ARN tæng sè tõ mçi giai ®o¹n ph¸t triÓn kh¸c nhau cña hoa ®−îc ch¹y ®iÖn di vµ nhuém bëi xanh mªtylen. 
18S vµ 28S lµ ARN ribosom. 
B: Blot ®−îc lai víi ®o¹n gien pdh45 ®D ®−îc ®¸nh dÊu phãng x¹. Mét ARN 1,6 kb t−¬ng øng víi pdh45 ®−îc 
ph¸t hiÖn ë tÊt c¶ c¸c giai ®o¹n ph¸t triÓn hoa. F1, F2, F3, F4, F5 t−¬ng øng vãi c¸c cét 1, 2, 3, 4, 5 chØ ra møc 
®é thÓ hiÖn cña pdh45 ë c¸c giai ®o¹n kh¸c nhau. 
 
  Tèi        S¸ng  Hång ngo¹i  §á       Lam 

28S 

18S 

   1         2          3         4         5 
B 

1,6 kb 

 1         2        3        4         5 

Tèi     S¸ng Hång ngo¹i  §á       Lam 

A 
 

H×nh 3. BiÓu hiÖn cña gien pdh45 ë c¸c ®iÒu kiÖn chiÕu s¸ng kh¸c nhau. 

A: ARN tæng sè tõ mçi ®iÒu kiÖn chiÕu s¸ng kh¸c nhau ®−îc ch¹y ®iÖn di vµ nhuém b»ng xanh mªtylen. 18 S 
vµ 28 S la ARN ribosom. 
B: Blot ®−îc lai víi ®o¹n gien pdh45 ®D ®−îc ®¸nh dÊu phãng x¹. Mét ARN 1.6 kb t−¬ng øng víi pdh45 ®−îc 
ph¸t hiÖn. C¸c ®iÒu kiÖn chiÕu s¸ng: tèi, s¸ng, hång ngo¹i, ®á, lam t−¬ng øng vãi c¸c cét 1, 2, 3, 4, 5 chØ ra 
møc ®é thÓ hiÖn cña pdh45 ë c¸c ®iÒu kiÖn chiÕu s¸ng kh¸c nhau. 
 
3. Sù thÓ hiÖn cña gien pdh45 ®−îc kÝch ho¹t 

bëi ¸nh s¸ng lam 
§Ó t×m hiÓu sù biÓu hiÖn cña gien pdh45 ë 

c¸c ®iÒu kiÖn ¸nh s¸ng kh¸c nhau, ®Ëu hµ lan 7 
ngµy tuæi ®−îc gieo trång trong c¸c ®iÒu kiÖn 
kh«ng cã ¸nh s¸ng, ¸nh s¸ng tr¾ng, hång ngo¹i, 
®á vµ lam vµ ®−îc sö dông cho viÖc t¸ch ARN 
tæng sè. 30mg ARN tæng sè tõ mçi ®iÒu kiÖn 
chiÕu s¸ng ®−îc ch¹y ®iÖn di trªn gel 
phormaldehyt-agaroza 1,2%, sau ®ã chuyÓn lªn 
mµng. Mµng ®−îc nhuém methylen xanh ®Ó 
quan s¸t hµm l−îng ARN tõ mçi mÉu ®D ®−îc 

chuyÓn lªn mµng (h×nh 3A). Mµng ®−îc lai víi 
toµn bé ®o¹n gien pdh45 ®¸nh dÊu phãng x¹ 
(h×nh 3B). KÕt qu¶ thÝ nghiÖm chøng tá r»ng sù 
biÓu hiÖn cña gien pdh45 ë møc ®é cao ®−îc 
quan s¸t ë mÉu ARN ®−îc xö lý bëi ¸nh s¸ng 
lam (h×nh 3B: cét 5). Sù biÓu hiÖn ë møc ®é cao 
cña gien pdh45 còng ®−îc quan s¸t ë mÉu ARN 
®−îc xö lý bëi ®iÒu kiÖn tèi (h×nh 3B: cét 1). 
Tuy nhiªn, ®iÒu nµy ®−îc gi¶i thÝch b»ng hµm 
l−îng ARN trªn mµng cña cét mÉu kh«ng cã 
¸nh s¸ng lµ nhiÒu h¬n so víi c¸c cét kh¸c (h×nh 
3A: cét 1). KÕt qu¶ thÝ nghiÖm kh¼ng ®Þnh sù 
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biÓu hiÖn cña gien pdh45 lµ ®−îc kÝch ho¹t bëi 
¸nh s¸ng lam. 

4. Enzym PDH45 cã kh¶ n¨ng b¸m poly (A) 
ARN 

KÕt qu¶ cña thÝ nghiÖm nghiªn cøu kh¶ n¨ng 
b¸m poly (A) ARN cña enzym PDH45 ®−îc 
tr×nh bµy ë h×nh 4, trong ®ã ë h×nh 4A t−¬ng 
øng víi c¬ chÊt 0,25 kb poly(A) ARN vµ h×nh 
4B t−¬ng øng víi c¬ chÊt 1 Kb poly (A) ARN, 
cét 1 lµ ph¶n øng kh«ng cã enzym PDH45 cßn 

cét 2 vµ 3 lµ ph¶n øng trong sù cã mÆt cña 200 
vµ 400 ng enzym PDH45. KÕt qu¶ thÝ nghiÖm 
chØ ra r»ng phøc hîp t¹o ra bëi enzym PDH45 
vµ poly (A) ARN ®−îc quan s¸t ë tÊt c¶ c¸c 
ph¶n øng cã sù tham gia cña enzym PDH45 

(h×nh 4A, B; cét 2,3). ViÖc t¨ng hµm l−îng 
enzym PDH45 tíi 400ng cho mét ph¶n øng ®D 
dÉn tíi sù di chuyÓn phøc hîp enzym PDH45 – 
poly (A) ARN chËm h¬n trong qu¸ tr×nh ®iÖn di 
(h×nh 4A, B; cét 3). KÕt qu¶ nµy chøng minh 
enzym PDH45 cã kh¶ n¨ng b¸m poly (A) ARN. 

 

A B 

Phøc hîp PDH45 vµ  
ARN ®¸nh dÊu  

ARN ®¸nh dÊu 

5’ 3’ 
1kb poly(A)  
ARN 

1       2     3 

5’ 

ARN ®¸nh 
giÊu 

Phøc hîp PDH45 vµ   
ARN ®¸nh dÊu  

1       2     3 

0.25kb poly(A) RNA 

 
H×nh 4. Kh¶ n¨ng b¸m poly (A) ARN cña enzym PDH45. 

Hçn hîp cña poly (A) ARN ®D ®−îc ®¸nh dÊu vµ enzym PDH45 ®−îc ñ 30 phót sau ®iÖn di trªn gel 
polyacrylamit kh«ng biÕn tÝnh 6%. Sù h×nh thµnh cña phøc hîp poly (A) ARN - enzym PDH45 ®−îc quan s¸t 
b»ng chôp ¶nh phãng x¹ tù ®éng. L−îng phãng x¹ tù do vµ phøc hîp ®−îc chØ ra b»ng c¸c mòi tªn. 
Cét 1 lµ ph¶n øng kh«ng cã enzym PDH45, cét 2 vµ 3 lµ ph¶n øng cã 200 vµ 400 ng enzym PDH45.  
A: Kh¶ n¨ng b¸m 0,25 kb poly (A) RNA cña enzym PDH45. 
B: Kh¶ n¨ng b¸m 1 kb poly (A) ARN cña enzym PDH45 

 
5. §Æc tÝnh ho¹t ®éng më xo¾n ADN cña 

enzym PDH45 vµ c¸c yªu cÇu ph¶n øng 

C¸c yªu cÇu ph¶n øng cho ho¹t ®éng më 
xo¾n ADN cña enzym PDH45 ®−îc tr×nh bµy ë 
b¶ng 2. Enzym PDH45 bÞ mÊt ho¹t tÝnh ë 56oC 
trong 1 phót. Ho¹t tÝnh enzym bÞ ph¸ hñy nÕu 
hçn hîp ph¶n øng cã chøa trypsin. Ho¹t tÝnh më 
xo¾n cña enzym PDH45 hoµn toµn bÞ øc chÕ bëi 
5 mM EDTA, 45 mM ammonium sulfat, 100 

mM phosphat kali (pH8,0), 30 mM M13 
ssDNA. Tuy vËy, M13 RFI DNA, E.coli tARN, 
ARN tæng sè cña ®Ëu hµ lan, poly A, poly C, 
poly G hay poly U ë nång ®é 30mM kh«ng cã 
¶nh h−ëng ®Õn ho¹t ®éng më xo¾n ADN cña 
enzym PDH45. Ho¹t ®éng më xo¾n ADN cña 
enzym PDH45 phô thuéc ATP vµ Ion Mg2+. 
Ho¹t tÝnh cña enzym bÞ mÊt nÕu thay thÕ ATP 
bëi ATPγS, ADP, AMP hoÆc thay thÕ Mg2+ bëi 
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c¸c ion kh¸c nh− Zn2+, Cu2+, Ni2++, Ag2+ vµ Ca2+. 
Tuy nhiªn, enzym thÓ hiÖn kho¶ng10% ho¹t 
®éng më xo¾n ADN ë nång ®é ion Mn2+ vµ Ca2+ 
0,6 mM. ë nång ®é KCl hoÆc NaCl 200 mM, 
ho¹t ®éng më xo¾n kh«ng bÞ øc chÕ ®¸ng kÓ. 
Thay thÕ MgCl2 b»ng MgSO4 hoÆc Mg(CH3 
C00)2 kh«ng ¶nh h−ëng ®¸ng kÓ ®Õn ho¹t ®éng 
më xo¾n ADN cña enzym. 

B¶ng 2 

§iÒu kiÖn ph¶n øng cho ho¹t ®éng më xo¾n 
ADN cña enzym PDH45 

§iÒu kiÖn ph¶n øng 
% më xo¾n 

ADN 

Ph¶n øng ®Çy ®ñ 67 
Ph¶n øng kh«ng cã PDH45 < 2 
PDH45 ®D ®−îc xö lý ë 56oC, 
1 phót < 2 
-ATP < 2 
-ATP + ATP γS (0,6 mM) < 2 
-ATP + ADP (0,6 mM) or 
AMP (0,6 mM) < 2 
-MgCl2 < 2 
-MgCl2 + CaCl2 (0,6 mM) 10 
-MgCl2 + ZnSO4 (0,6 mM) < 2 
-MgCl2 + MnCl2 (0,6 mM) 60 
-MgCl2 + CuCl2 (0,6 mM) < 2 
-MgCl2 + NiCl2 (0,6 mM) < 2 
-MgCl2 + AgNO (0,6 mM) < 2 
-MgCl2 + CoCl2 (0,6 mM) < 2 
-MgCl2 + MgSO4 (0,6 mM) 67 
-MgCl2 + Mg(CH3COO)2 (0,6 
mM) 66 
+KCl or NaCl (200 mM) 61 
+(NH4)2SO4 (45 mM) <2 
+KPO4 (pH 8,0 , 100 mM) < 2 
+EDTA (5 mM) < 2 
+M13ssDNA (30 mM) < 2 
+M13RFI DNA (30 mM) 64 
+Pea leaves total RNA (30 
mM) 62 
+E. coli t-RNA (30 mM) 61 
+Poly[A] or Poly[C] or 
Poly[G] or Poly[U] 65 
+Trypsin (1U) < 2 

Ghi chó: Ph¶n øng ph©n tÝch ho¹t ®éng më xo¾n 
ADN sö dông 40 ng PDH45 vµ 1 ng c¬ chÊt nh− ®D 
m« t¶ ë phÇn nguyªn liÖu vµ phu¬ng ph¸p. 

H×nh 5 (A, B) tr×nh bµy biÓu ®å vÒ ¶nh 
h−ëng cña nång ®é KCl ®èi víi ho¹t tÝnh 
helicaza cña enzym PDH45. Ho¹t tÝnh më xo¾n 
ADN hoµn toµn phô thuéc nång ®é muèi (h×nh 
5A: cét 2); tèi thÝch ë nång ®é KCl 150 mM 
(h×nh 5A: cét 6) vµ bÞ øc chÕ hoµn toµn ë nång 
®é 400 mM (h×nh 5A: cét 9). Ho¹t ®éng më 
xo¾n ADN cña enzym PDH45 còng rÊt nh¹y 
c¶m víi ion Mg2+. Khi v¾ng mÆt Mg2+, enzym 
kh«ng thÓ hiÖn ho¹t tÝnh më xo¾n (h×nh 6A, cét 
2); ë nång ®é MgCl2 0,6 mM, enzym cã ho¹t 
tÝnh cao nhÊt (h×nh 6A, cét 5) vµ ë nång ®é 
MgCl2 tõ 2 mM, trë lªn, ho¹t tÝnh cña enzym 
hoµn toµn bÞ øc chÕ (h×nh 6A: cét 2, 8, 10). 

iii. th¶o luËn 

Sù sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn cña thùc vËt lµ 
kÕt qu¶ cña qu¸ tr×nh ®iÒu khiÓn t¨ng sinh cña 
c¸c tÕ bµo. Kh«ng gièng nh− c¸c ®èi t−îng 
kh¸c, tÕ bµo cña thùc vËt bËc cao cã thÓ nh©n 
lªn, sau ®ã c¸c tÕ bµo nµy cã kh¶ n¨ng biÖt hãa 
h×nh thµnh c¸c c¬ quan ®Ó t¹o thµnh mét c¬ thÓ 
hoµn chØnh. Thùc vËt lµm ®−îc ®iÒu nµy cã thÓ 
b»ng viÖc ®iÒu hßa bé m¸y ph©n chia tÕ bµo cña 
chóng theo mét c¬ chÕ riªng, kh«ng gièng nh− ë 
vi khuÈn, nÊm hay ®éng vËt. V× vËy, thùc vËt 
còng lµ mét m« h×nh lý thó ®Ó nghiªn cøu c¬ 
chÕ trao ®æi chÊt ADN hiÖn vÉn cßn rÊt Ýt ®−îc 
biÕt ®Õn. ADN helicaza ®ãng vai trß ®Æc biÖt 
quan träng trong t¨ng sinh cña tÕ bµo, v× vËy 
mét nghiªn cøu ph©n tö chi tiÕt cña ADN 
helicaza sÏ rÊt cã gi¸ trÞ trong c¸c hiÓu biÕt cña 
con ng−êi vÒ vai trß cña ADN trong chu kú sèng 
cña tÕ bµo ë thùc vËt. Gien pdh45 lµ mét gien 
hoµn chØnh mD hãa cho mét ADN helicaza ë 
thùc vËt lÇn ®Çu tiªn ®−îc ph¸t hiÖn vµ nh©n 
dßng. C¸c ph©n tÝch hãa sinh cña enzym tinh 
s¹ch kh¼ng ®Þnh r»ng enzym PDH45 chøa ho¹t 
tÝnh më xo¾n ADN, ARN vµ c¶ ho¹t tÝnh 
ATPaz. Enzym PDH45 còng lµ mét thµnh viªn 
cña nh©n tè khëi ®Çu cña qu¸ tr×nh dÞch mD vµ 
cã kh¶ n¨ng ho¹t hãa ho¹t tÝnh cña 
topoisomeraza I [6]. Sù xuÊt hiÖn cña ®o¹n 
kh«ng mD hãa trong gien ë c¸c c¬ thÓ bËc cao 
®D lµm cho c¸c nghiªn cøu vÒ phiªn mD vµ dÞch 
mD trë nªn hÕt søc phøc t¹p. Ch−a cã c¸c kÕt 
luËn hoµn toµn chÝnh x¸c vÒ vai trß cña c¸c ®o¹n 
kh«ng mD hãa trong qu¸ tr×nh sinh tr−ëng, ph¸t 
triÓn vµ tiÕn hãa ë c¬ thÓ bËc cao. Tuy nhiªn, ë 
thùc vËt gÇn ®©y cã mét vµi quan ®iÓm cho r»ng 
tÝnh chèng chÞu ë thùc vËt cã liªn quan ®Õn c¸c  
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H×nh 5. ¶nh h−ëng cña nång ®é muèi KCl tíi ho¹t tÝnh më xo¾n ADN cña enzym PDH45. 

A: Mçi ph¶n øng ph©n tÝch ho¹t tÝnh më xo¾n ADN sö dông 40 ng enzym PDH45 vad 1 mg c¬ chÊt helicaza. 
Nång ®é muèi KCl sö dông trong c¸c ph¶n øng ®−îc ®Ò cËp trªn ®Çu cña h×nh. C vµ D t−¬ng øng víi cét 1 vµ 
9 lµ ph¶n øng kh«ng cã enzym PDH45 vµ ph¶n øng c¬ chÊt ®D lµm biÕn tÝnh. 
B: Ho¹t ®éng më xo¾n ADN cña enzym PDH45 ë c¸c nång ®é muèi kh¸c nhau ®−îc ®Þnh l−îng vµ biÓu diÔn 
b»ng ®å thÞ. 
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H×nh 6. ¶nh h−ëng cña nång ®é MgCl tíi ho¹t tÝnh më xo¾n ADN cña enzym PDH45. 

A: Mçi ph¶n øng ph©n tÝch ho¹t tÝnh më xo¾n ADN sö dông 40 ng enzym PDH45 vµ 1 ng c¬ chÊt helicaza. 
Nång ®é MgCl sö dông trong c¸c ph¶n øng ®−îc ®Ò cËp trªn ®Çu cña h×nh. C vµ D t−¬ng øng víi cét 1 vµ 9 lµ 
ph¶n øng kh«ng cã enzym PDH45 vµ ph¶n øng c¬ chÊt ®D lµm biÕn tÝnh. 
B: Ho¹t ®éng më xo¾n ADN cña enzym PDH45 ë c¸c nång ®é MgCl kh¸c nhau ®−îc ®Þnh l−îng vµ biÓu diÔn 
b»ng ®å thÞ. 
 
vïng kh«ng mD hãa trong gien. Trong tr−êng 
hîp cña gien pdh45, kÕt qu¶ ph©n tÝch lai ARN 
ë c¸c ®iÒu kiÖn nghiªm ngÆt (high stringency) 
vµ kh«ng nghiªm ngÆt (low stringency) cho kÕt 
qu¶ c¸c b¨ng t−¬ng tù. §iÒu thó vÞ lµ c¸c b¨ng 
®−îc quan s¸t ë mçi mÉu ph©n tÝch ph¶n ¸nh 
chÝnh x¸c sè c¸c vÞ trÝ enzym giíi h¹n ë ADNc, 
chøng tá pdh45 lµ gien víi mét b¶n sao duy 
nhÊt (single copy gene) vµ lµ gien kh«ng chøa 

intron (introlless gene) trong hÖ gien cña c©y 
®Ëu hµ lan [6]. Trong c«ng tr×nh nghiªn cøu nµy, 
khi sö dông cïng bé måi víi c¸c sîi khu«n lµ 
ADN hÖ gien vµ ADNc trong ph¶n øng PCR, 
chóng t«i ®D thu ®−îc c¸c s¶n phÈm cña ph¶n 
øng PCR cã cïng kÝch th−íc cµng chøng minh 
pdh45 lµ gien kh«ng chøa intron. 

Ph©n tÝch lai ARN ë c¸c bé phËn kh¸c nhau 
cña c©y ®D chøng tá sù biÓu hiÖn cña gien pdh45 
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ë tÊt c¶ c¸c c¬ quan nh− l¸, th©n, hoa, ®Çu rÔ ®D 
chøng tá vai trß thiÕt yÕu cña nã trong viÖc duy 
tr× c¸c ho¹t ®éng trao ®æi chÊt ADN cña tÕ bµo 
[6]. Khi sö dông ARN tæng sè tõ c¸c hoa ®Ëu hµ 
lan ë c¸c giai ®o¹n sinh tr−ëng kh¸c nhau vµ tõ 
c©y 7 ngµy tuæi ®−îc sinh tr−ëng trong c¸c ®iÒu 
kiÖn chiÕu s¸ng kh¸c nhau cho c¸c ph©n tÝch lai 
ARN ®Ó t×m hiÓu c¸c vai trß cô thÓ cña gien 
pdh45 trong sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn cña c©y ®D 
cho thÊy sù biÓu hiÖn cña gien pdh45 kh«ng cã 
sù sai kh¸c nhiÒu trong c¸c giai ®o¹n ph¸t triÓn 
cña hoa. §iÒu nµy chøng tá sù biÓu hiÖn cña 
gien pdh45 lµ thiÕt yÕu cho sù h×nh thµnh hoa 
nh−ng kh«ng cã vai trß râ rÖt trong c¸c giai 
®o¹n ph¸t triÓn cña hoa. C¸c mÉu ph©n tÝch víi 
ARN tæng sè cña ®Ëu hµ lan sinh tr−ëng ë c¸c 
®iÒu kiÖn ¸nh s¸ng kh¸c nhau còng cho thÊy 
gien pdh45 biÓu hiÖn nhiÒu h¬n trong ®iÒu kiÖn 
¸nh s¸ng lam, chøng tá r»ng gien pdh45 cã thÓ 
cã vai trß trong viÖc ®iÒu khiÓn tÝnh chèng chÞu 
cña thùc vËt. 

Tr×nh tù poly(A) ARN ë cuèi mçi ARN 
th«ng tin cã vai trß lµm æn ®Þnh sîi ARN trong 
qu¸ tr×nh sinh tæng hîp protein. ViÖc thay ®æi 
chiÒu dµi cña ®o¹n poly(A) ARN cã liªn quan 
tíi viÖc ®iÒu hßa sù biÓu hiÖn cña mçi mét gien. 
Kh¸ng thÓ PDH45 ®D øc chÕ qu¸ tr×nh sinh tæng 
hîp protein in vitro, chøng tá vai trß cña enzym 
PDH45 trong qu¸ tr×nh dÞch mD [6]. C«ng tr×nh 
nghiªn cøu cña chóng t«i ®D x¸c ®Þnh enzym 
PDH45 cã kh¶ n¨ng b¸m poly(A) ARN, gîi ý 
vÒ vai trß cña enzym nµy trong viÖc ®iÒu khiÓn 
sù biÓu hiÖn cña gien. KÕt qu¶ nµy lµ b»ng 
chøng thø hai vÒ vai trß cña enzym PDH45 
trong qu¸ tr×nh sinh tæng hîp protein. 

C¸c ion kim lo¹i tá ra lµ yÕu tè cÇn thiÕt cho 
ho¹t tÝnh më xo¾n ADN cña enzym PDH45. Ion 
Mn2+ cã thÓ thay thÕ ion Mg2+ mµ kh«ng cã sù 
thay ®æi lín ho¹t tÝnh më xo¾n ADN. §iÒu nµy

®D ®−îc c«ng bè trong c¸c c«ng tr×nh nghiªn 
cøu tr−íc ®©y [4, 9, 10]. Tuy nhiªn, trong c¸c 
c«ng tr×nh nghiªn cøu cña Cannon vµ Heinhorst 
[1] hay cña Tuteja vµ Phan [12], khi thay thÕ ion 
Mg2+ bëi ion Mn2+ trong ph¶n øng ph©n tÝch, ®D 
dÉn tíi viÖc øc chÕ ho¹t ®éng më xo¾n ADN cña 
enzym PDH45.  

Tµi liÖu tham kh¶o 

1. Cannon G. C., Heinhorst S., 1990: Plant 
Mol. Biol., 15: 457-464. 

2. Chomczynski P., Sacchi N., 1987: Annal. 
Biochem., 162: 156-159. 

3. Dellaporta S. L., Wood J., and Hicks J. 
B., 1983: Plant Mol. Biol. Rep., 1: 19-21. 

4. Goetz G. S. et al., 1988: J. Biol. Chem., 
263: 383-392. 

5. Murray M. G., Thompson W. F., 1980: 
Nucl. Acids Res., 8: 4321-4325. 

6. Pham X. H. et al., 2000: Plant J., 24: 119-
129. 

7. Reddy M. K., Nair S. and Tewari K. K., 
1998: Plant Mol. Biol., 37: 773-784. 

8. Sambrook J. F., Fritsch E. F. and 
Maniatis T., 1989: In: Molecular Cloning, 
A Laboratory Manual, 2nd edition, Cold 
Spring Harbour Laboratory, NY. 

9. Seiki M. et al., 1987: Biochemistry, 26: 
2924-2928. 

10. Tuteja N., Phan T- N. and Tewari K. K., 
1996: Eur. J. Biochem., 238: 54-63. 

11. Tuteja N. et al., 1990: Gene, 88: 227-232. 

12. Tuteja N., PhanT. N., 1998: Plant Physiol., 
118: 1029-1039. 

Characterization of the DNA helicase PDH45  
from Pisum sativum L. 
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Summary 

The transient opening of the duplex DNA is a prerequisite step in many processes of the DNA 
metabolism. DNA helicases catalyze the unwinding of the double stranded DNA and in some cases, the 
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double stranded RNA and DNA-RNA hybrids to create single stranded templates by disrupting the hydrogen 
bonds between two strands and thus play an important role in DNA replication, repair, recombination, 
transcription and translation. The pdh45, the first plant DNA helicase gene which has been cloned, is over-
expressed and partially characterized (Pham et al., 2000). Here, the gene pdh45 is found to be an intronless 
and single copy gene. The gene is expressed almost at the same level at different stages of flower 
development, except for the F1 stage and its expression is stimulated by the blue light. Enzyme PDH45 can 
bind to poly(A)RNA. The unwinding activity of the enzyme PDH45 is salt- and Mg2+-dependent. The enzyme 
PDH45 is heat labile and its activity is destroyed by the incubation with the trypsin. The helicase activity of 
the enzyme PDH45 is totally inhibited by 5 mM EDTA, 45 mM ammonium sulfate, 100 mM potassium 
phosphate (pH 8,0) or M13 ssDNA (30 mM). However, M13RFI DNA, E. coli t-RNA, pea total RNA and 
Poly[A], Poly[C], Poly[G] and Poly[U] at 30 mM have no effect on the DNA unwinding activity of the 
enzyme PDH45. The enzyme shows no activity when ATP in the reaction mixture is replaced by ATPγS or 
ADP or AMP and when Mg2+ is replaced by other divalent cations such as Zn2+, Cu2+, Ni2+, Ag2+ and Co2+. 
However, Mn2+ and Ca2+ (at 0,6 mM concentration) support 89% and 14% of the activity, respectively. The 
overall divalent cation requirement is Mg2+>Mn2+>>Ca2+. At a concentration of 200 mM KCl or NaCl, the 
unwinding activity is not significantly inhibited. The MgCl2 can be replaced by MgSO4 or Mg (CH3COO)2 
without any effect on its activity. These results suggest that the enzyme PDH45 could be an important 
multifunctional protein involved in the protein synthesis and maintaining the basic activities of the cell. 

Ngµy nhËn bµi: 4-3-2002 


