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NGHI£N CøU §ÆC §IÓM TR×NH Tù GiEN CYSTATIN CñA MéT Sè DßNG 
L¹C Cã NGUåN GèC Tõ M¤ SÑO CHÞU CHIÕU X¹ Vµ Xö Lý MÊT N¦íC 

 
Vò THÞ THU THñy, NGUYÔN THÞ T¢M 

Tr−êng ®¹i häc S− ph¹m, §¹i häc Th¸i Nguyªn 

CHU HOµNG MËU 

§¹i häc Th¸i Nguyªn 

NGUYÔN Vò THANH THANH 

Tr−êng ®¹i häc Khoa häc, §¹i häc Th¸i Nguyªn 

L¹c lµ c©y c«ng nghiÖp ng¾n ngµy cã gi¸ trÞ 
kinh tÕ vÒ nhiÒu mÆt vµ ®−îc trång ë nhiÒu n¬i 
trªn thÕ giíi. Víi môc ®Ých nghiªn cøu n©ng cao 
kh¶ n¨ng chÞu h¹n cña c©y l¹c, bµi b¸o nµy tr×nh 
bµy kÕt qu¶ ph©n tÝch tr×nh tù gien cystatin- mét 
gien ®−îc bµn luËn nhiÒu trong nh÷ng n¨m gÇn 
®©y bëi mèi liªn quan cña nã víi tÝnh chèng 
chÞu cña thùc vËt [1, 2, 9, 10, 12, 17]....  

Cystatin lµ mét lo¹i protein phæ biÕn trong 
c¬ thÓ ®éng vËt, thùc vËt.... §ã lµ tªn gäi chung 
cho c¸c chÊt cã b¶n chÊt protein øc chÕ ho¹t 
®éng cña cystein protease. C¸c chÊt øc chÕ ®−îc 
chia Ýt nhÊt lµm 3 hä nhá do cã sù sai kh¸c nhau 
chñ yÕu vÒ tr×nh tù t−¬ng ®ång cña c¸c amino 
acid, sè liªn kÕt disunfit vµ khèi l−îng ph©n tö 
cña protein. Trong ®ã, cystatin hä 1 cã tªn gäi lµ 
stefin lµ nhãm cã cÊu t¹o kho¶ng 100 amino 
acid, khèi l−îng kho¶ng 11 kDa, kh«ng cã cÇu 
disunfit vµ c¸c nhãm cacbonhydrat trong thµnh 
phÇn cÊu t¹o; cystatin hä 2 gäi tªn cystatin lµ 
nhãm chøa kho¶ng 120 - 126 amino acid, khèi 
l−îng ®¹t 13,4-14,4 kDa vµ hÇu hÕt kh«ng ®−îc 
bæ sung hydrat cacbon; nhãm cystatin thø 3 cã 
tªn lµ kininogen lµ nhãm lín nhÊt gåm nh÷ng 
glycoprotein cã khèi l−îng kho¶ng 60-120 kD 
[14]. Nh÷ng chÊt øc chÕ cystatin protease cña 
thùc vËt ®−îc mY hãa bëi 1 hä gien, tuy nhiªn 
nh÷ng hiÓu biÕt vÒ nh÷ng gien nµy cßn rÊt h¹n 
chÕ [7, 8, 14].... Sù biÓu hiÖn cña gien øc chÕ 
protease th−êng bÞ giíi h¹n bëi c¸c tæ chøc ®Æc 
biÖt hoÆc kh«ng gièng nhau trong nh÷ng giai 
®o¹n ph¸t triÓn kh¸c nhau cña c©y nh−: giai 
®o¹n h¹t n¶y mÇm, qu¸ tr×nh rông l¸ sím [9, 
12]... ë thùc vËt cystatin ®−îc gäi lµ 
phytocystatin (phycys) vµ t¹o thµnh mét ph©n hä 

®éc lËp trªn c©y ph¸t sinh loµi cña gia ®×nh 
cystatin. Phytocystatin gåm cã nhiÒu lo¹i, tuy 
nhiªn ®iÓm chung cña chóng lµ tÊt c¶ ®Òu chøa 
thªm so víi ë ®éng vËt mét motif LARFAV b¶o 
thñ ë ®o¹n xo¾n anpha vïng cuèi N [12]. C¸c 
lo¹i phytocystatin kh¸c nhau cã kÝch th−íc giao 
®éng tõ 12 ®Õn 85 kDa, còng chia lµm 3 nhãm: 
Nhãm 1 vµ nhãm 2 cã kÝch th−íc 12-16 kDa, 
kh«ng cã cÇu disunfide vµ vïng glycosilation 
gi¶ ®Þnh, gien mY ho¸ chóng kh«ng cã intron 
hoÆc cã 1 intron ë ®o¹n gi÷a LARFAV vµ 
QxVxG; nhãm thø 3 cã 3 intron trªn gien mY 
ho¸ víi kÝch th−íc 23 kDa, cã mét phÇn më 
réng ®Çu C [7, 8]. Phytocystatin còng thùc hiÖn 
nhiÒu chøc n¨ng sinh lý quan träng nh−: ®iÒu 
chØnh qu¸ tr×nh ph©n gi¶i protein trong suèt giai 
®o¹n h¹t tiÒm sinh hoÆc giai ®o¹n h¹t n¶y mÇm 
[12]; gãp phÇn b¶o vÖ thùc vËt b»ng c¸ch ng¨n 
ngõa sù ph©n gi¶i c¸c protease ngo¹i sinh lµ c¸c 
lo¹i c«n trïng g©y h¹i, giun trßn... [10]. Cystatin 
ph©n lËp tõ Arabidopsis thaliana cho thÊy trong 
®iÒu kiÖn stress (muèi, h¹n, l¹nh...) c¸c chÊt øc 
chÕ ®Òu biÓu hiÖn nhiÒu h¬n, ®ång thêi khuyÕn 
c¸o cã thÓ sö dông cystatin ®Ó c¶i t¹o kh¶ n¨ng 
chèng stress ë thùc vËt [17]. §Æc tÝnh nµy còng 
ph¸t hiÖn thÊy trªn c©y ng«, c©y rau dÒn 
(Armanthus hypochondriacus) [4, 12]. GÇn ®©y 
mét sè t¸c gi¶ ®Y c«ng bè nh÷ng c«ng tr×nh 
nghiªn cøu vÒ gien cystatin vµ bµn luËn vÒ mèi 
liªn quan cña cystatin víi kh¶ n¨ng chèng chÞu 
cña thùc vËt nh− kh¶ n¨ng chÞu h¹n, chÞu l¹nh, 
chÞu mÆn, kh¶ n¨ng chèng vi sinh vËt g©y bÖnh 
[4, 5, 9, 10, 12, 17]... Cystatin cña c©y l¹c ®−îc 
t¸ch chiÕt tõ mRNA lµ mét ®o¹n nucleic acid 
dµi 297 nucleotide mY ho¸ ph©n tö protein dµi 
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98 amino acid (AY722693) [16]. N¨m 2009, 
chóng t«i ®Y ph©n lËp vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù gien 
nµy tõ hÖ gien cña gièng l¹c L18. KÕt qu¶ cho 
thÊy gien cystatin cña gièng l¹c L18 dµi 461 
nucleotide, trong ®ã cã 2 exon vµ 1 intron; ®o¹n 
mY ho¸ dµi 297 nucleotide vµ mY ho¸ s¶n phÈm 
dµi 98 amino acid. §o¹n mY ho¸ cña cña gien 
cystatin tõ gièng l¹c L18 vµ ®o¹n mY ho¸ cña 
gien cystatin víi mY sè AY722693 cã møc 
t−¬ng ®ång 100% [3, 15]. 

Gièng l¹c L18 ®−îc ®¸nh gi¸ lµ gièng cã 
kh¶ n¨ng chÞu h¹n kÐm vµ kÐm h¬n so víi gièng 
l¹c L23; C¸c dßng l¹c cã nguån gèc tõ gièng 
L18 ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt nu«i cÊy in vitro 
kÕt hîp víi kü thuËt g©y ®ét biÕn thùc nghiÖm 
liÖu cã lµm thay ®æi trong cÊu tróc gien cystatin 
cña nh÷ng dßng nµy lµ lý do ®Ó chóng t«i tiÕp 
tôc nghiªn cøu gien nµy. Gien cystatin ®−îc 
ph©n lËp tõ l¸ non cña mét sè dßng l¹c ®−îc t¹o 
ra vµ chän läc b»ng c«ng nghÖ nu«i cÊy m« tÕ 
bµo thùc vËt, trªn c¬ së ®ã t×m hiÓu ®Æc tÝnh 
chÞu h¹n cña c©y l¹c vµ lµm c¬ së cho c¸c 
nghiªn cøu tiÕp theo.  

I. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 

1. VËt liÖu  

Gièng l¹c L18 (§C) cã nguån gèc tõ Trung 
Quèc, n¨ng suÊt ®¹t 55-70 t¹/ha, thêi gian sinh 
tr−ëng vô Xu©n 120-130 ngµy; cã kh¶ n¨ng cho 
n¨ng suÊt cao vµ kh¸ng ®−îc bÖnh l¸ nh−ng kh¶ 
n¨ng chÞu h¹n kÐm do ViÖn C©y l−¬ng thùc vµ 
c©y thùc phÈm ViÖt Nam cung cÊp. 

Dßng l¹c R4.6 - cã nguån gèc tõ m« sÑo 
chÞu mÊt n−íc gièng l¹c L18 do thæi kh« 9 giê 
liªn tôc. 

Dßng M4.8 - cã nguån gèc tõ m« sÑo cña 
gièng l¹c L18 chÞu ¶nh h−ëng cña chiÕu x¹ liÒu 
2 krad sau ®ã g©y mÊt n−íc b»ng thæi kh« 9 giê 
liªn tôc. 

Gièng l¹c L23 cã nguån gèc tõ Trung Quèc, 
n¨ng suÊt ®¹t 45-55 t¹/ha, thêi gian sinh tr−ëng 
vô Xu©n 120-135 ngµy, cã nhiÒu ®Æc ®iÓm n«ng 
häc tèt, cã kh¶ n¨ng kh¸ng bÖnh l¸ vµ kh¶ n¨ng 
chÞu h¹n kh¸ do ViÖn C©y l−¬ng thùc vµ c©y 
thùc phÈm ViÖt Nam cung cÊp. 

2. Ph−¬ng ph¸p 

T¸ch chiÕt DNA tæng sè theo ph−¬ng ph¸p 
cña Gewel vµ cs., 1991 [6]. 

Nh©n gel cystatin thùc hiÖn b»ng kü thuËt 
PCR víi cÆp måi ®−îc thiÕt kÕ dùa trªn tr×nh tù 
nucleotide cña gien cystatin ®Y c«ng bè (2004) 
t¹i ng©n hµng gien quèc tÕ víi mY sè AY722693 
[16]: Cys-AraF: 5’-ATGGCAGCAGTGGGTGC 
A-3’; Cys-AraR: 5’-TTAAGCATTGGAGCCAT 
CAC-3’. 

Ph¶n øng ®−îc tiÕn hµnh trong hçn hîp 
gåm: DNA khu«n (100 ng/µl) 1 µl; måi (10 
pmol/µl) 2,0 µl, dNTPs (2,5 mM) 2,0 µl; 
Mg+2(25 nM) 2,5 µl; Taq polymerase (5U/µl) 
0,5 µl; buffer PCR (10X) 2,5 µl; N−íc khö ion 
võa ®ñ 25 µl. Hçn hîp ®−îc thùc hiÖn víi 30 
chu kú ph¶n øng, c¸c giai ®o¹n gåm: 94oC/3 
phót; 94oC/30 gi©y; 56oC/1 phót; 72oC/1 phót; 
72oC/10 phót vµ l−u gi÷ s¶n phÈm 4oC.  

T¸ch dßng gien ®−îc tiÕn hµnh theo 
Sambrook vµ Russell (2001) [11]. 

X¸c ®Þnh tr×nh tù DNA theo ph−¬ng ph¸p 
Sanger thùc hiÖn trªn m¸y x¸c ®Þnh tr×nh tù 
DNA tù ®éng ABI PRISM 3100 Avant Genetic 
Analizer.  

KÕt qu¶ ®äc tr×nh tù ®−îc xö lý trªn m¸y vi 
tÝnh b»ng phÇn mÒm BioEdit vµ DNAstar. 

II. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN 

1. KÕt qu¶ nh©n gien cystatin 

Sau khi t¸ch chiÕt DNA tæng sè, tinh s¹ch vµ 
pha vÒ nång ®é thÝch hîp, chóng t«i ®Y tiÕn 
hµnh nh©n gien cystatin b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 
víi DNA cña hai gièng l¹c (L18, L23) vµ 2 
dßng chän läc tõ gièng L18. KÕt qu¶ nh©n gien 
®−îc kiÓm tra trªn gel agarose 1% cïng víi 
marker vµ s¶n phÈm nh©n gien cystatin cña 
gièng l¹c L18 ®Y c«ng bè (h×nh 1). 

S¶n phÈm cña ph¶n øng PCR thu ®−îc ë 
h×nh 1 cho thÊy, chØ cã 1 b¨ng v¹ch, kÝch th−íc 
kho¶ng gÇn 500 bp t−¬ng ®−¬ng víi kÝch th−íc 
gien cystatin cña gièng l¹c L18 mµ chóng t«i ®Y 
c«ng bè [3]. Do ®ã chóng t«i cho r»ng, kÕt qu¶ 
ph¶n øng PCR víi måi cystatin ®−îc nh©n lªn tõ 
DNA c¸c gièng vµ dßng l¹c cã kÝch th−íc gÇn 
500 bp lµ sù cã mÆt cña gien cystatin trong hÖ 
gien c©y l¹c. 
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 H×nh 1. H×nh ¶nh ®iÖn di s¶n phÈm nh©n gien 

cystatin l¹c H×nh 2. H×nh ¶nh ®iÖn di s¶n phÈm colony-PCR 

 
2. KÕt qu¶ t¸ch dßng vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù 

gien cystatin  

Chóng t«i tiÕn hµnh t¸ch dßng s¶n phÈm thu 
®−îc ®Ó nghiªn cøu s©u h¬n vÒ gien cystatin. 
Môc nµy tr×nh bµy kÕt qu¶ t¸ch dßng gien ®−îc 
thùc hiÖn tõ s¶n phÈm nh©n gien cña 2 dßng 
chän läc lµ R4.6; M4.8 vµ gièng L23. 

Gien cystatin võa nh©n ë trªn ®−îc lµm s¹ch 
b»ng bé kit cña Fermentas, sau ®ã ®−îc g¾n vµo 
vector pBT ®Ó t¹o vector t¸i tæ hîp. Vector t¸i tæ 
hîp ®−îc biÕn n¹p vµo tÕ bµo E. coli DH5α 
b»ng ph−¬ng ph¸p sèc nhiÖt. Nu«i khuÈn E. coli 
biÕn n¹p trªn m«i tr−êng LB cã bæ sung th¹ch 
agar 1,6%, ampicilin 100 mg/ml, X-gal 40 
mg/ml vµ IPTG 100 mM, ë 37oC qua ®ªm (16 
giê). Sau 16 giê nu«i æn ®Þnh ë 37oC, tiÕn hµnh 
chän khuÈn l¹c cã mµu tr¾ng, h×nh trßn ®Òu trªn 
m«i tr−êng cÊy chuyÓn sang m«i tr−êng LB láng 
(10 g peptone + 5 g yeast extract + 10 g NaCl + 
n−íc cÊt) bæ sung ampicilin 100 mg/ml, l¾c 200 
vßng/phót ë 37oC qua ®ªm. C¸c lä khuÈn ®ôc 
®−îc kiÓm tra b»ng ph¶n øng colony-PCR víi 

chÝnh cÆp måi nh©n gien. KÕt qu¶ kiÓm tra (h×nh 
2) chøng tá viÖc ghÐp nèi s¶n phÈm PCR vµo 
vector t¸ch dßng, chän dßng vµ ph¶n øng clony-
PCR.   

Tr×nh tù nucleotide cña gien cystatin ®−îc 
x¸c ®Þnh trªn m¸y tù ®éng ABI PRISM 3100 
Avant Genetic Analizer. Sö dông phÇn mÒm 
DNAstar xö lý kÕt qu¶ cho thÊy, tr×nh tù gien 
cystatin cña gièng l¹c L23, dßng R4.6 vµ M4.8 
cã chiÒu dµi 461 nucleotide. So s¸nh c¸c tr×nh tù 
nµy víi tr×nh tù nucleotide ph©n lËp tõ cDNA 
trªn ng©n hµng gien quèc tÕ mY sè AY722693, 
chóng t«i nhËn thÊy ®o¹n gien cystatin mµ 
chóng t«i ph©n lËp gåm 2 exon vµ 1 intron; ®o¹n 
exon 1 gåm 102 nucleotide b¾t ®Çu tõ vÞ trÝ 1 
®Õn 102 vµ ®o¹n exon 2 cã 195 nucleotide, tõ vÞ 
trÝ 267 ®Õn 461; ®o¹n intron ë gi÷a cã 164 
nucleotide, tõ vÞ trÝ 103 ®Õn 266. Chóng t«i tiÕn 
hµnh so s¸nh tr×nh tù nucleotide cña gien 
cystatin ph©n lËp ®−îc víi mét sè tr×nh tù 
nucleotide cña gien cystatin c©y l¹c ®Y c«ng bè 
trªn Ng©n hµng gien, kÕt qu¶ thÓ hiÖn ë h×nh 3. 

 
                        10                  20                  30 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

   1  A T G G C A G C A G T G G G T G C A C C T C G C G A A G T A  L23.seq 

   1  A T G G C A G C A G T G G G T G C A C C T C G C G A A G T A  L18.seq 

   1  A T G G C A G C A G T G G G T G C A C C T C G C G A A G T A  R4.6.seq 

   1  A T G G C A G C A G T G G G T G C A C C T C G C G A A G T A  M4.8.seq 

   1  A T G G C A G C A G T G G G T G C A C C T C G C G A A G T A  AU 723567.seq 

   1  A T G G C A G C A G T G G G T G C A C C T C G C G A A G T A  AY722693.seq 

 

 M     L18      R4.6         M4.8    L23   L23 M4.8 R4.6  M 
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                        40                  50                  60 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

  31  G C T G G A A A C G A G A A C A G C C T C G A G A T C G A T  L23.seq 

  31  G C C G G A A A C G A G A A C A G C C T C G A G A T C G A T  L18.seq 

  31  G C C G G A A A C G A G A A C A G C C T C G A G A T C G A T  R4.6.seq 

  31  G C C G G A A A C G A G A A C A G C C T C G A G A T C G A T  M4.8.seq 

  31  G C C G G A A A C G A G A A C A G C C T C G A G A T C G A T  AU 723567.seq 

  31  G C C G G A A A C G A G A A C A G C C T C G A G A T C G A T  AY722693.seq 

                        70                  80                  90 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

  61  A G T C T T G C T C G C T T T G C T G T T G A T G A A C A C  L23.seq 

  61  A G T C T T G C T C G C T T T G C T G T C G A T G A A C A C  L18.seq 

  61  A G T C T T G C T C G C T T T G C T G T C G A T G A A C A C  R4.6.seq 

  61  A G T C T T G C T C G C T T T G C T G T T G A T G A C A C A  M4.8.seq 

  61  A G T C T T G C T C G C T T T G C T G T C G A T G A A C A C  AU 723567.seq 

  61  A G T C T T G C T C G C T T T G C T G T C G A T G A A C A C  AY722693.seq 

                        100                 110                 120 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

  91  A A C A A G A A A C A G G T T T C T T T C T C T C T C T T G  L23.seq 

  91  A A C A A G A A A C A G G T T T C T T T C T C T C T C T A C  L18.seq 

  91  A A C A A G A A A C A G G T T T C T T T C T C T C T C T A C  R4.6.seq 

  91  A C A A G A A A C A G G G T T T C T T T C T C T C T C T A G  M4.8.seq 

  91  A A C A A G A A A C A G - - - - - - - - - - - - - - - - - -  AU 723567.seq 

  91  A A C A A G A A A C A G - - - - - - - - - - - - - - - - - -  AY722693.seq 

 

                        130                 140                 150 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

 121  C G A A G A T C G C T T T C G C T T T G G T T T T G G T T C  L23.seq 

 121  C G A T C A T C G C T T T G G C T C T G G T T T T G G T T C  L18.seq 

 121  C G A T C A T C G C T T T G G C T C T G G T T T T G G T T C  R4.6.seq 

 121  C G A A G A T C G C T T T G G C T C T G G T T T T G G T T C  M4.8.seq 

 103  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  AU 723567.seq 

 103  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  AY722693.seq 

 

                        160                 170                 180 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

 151  G T T T T G T G T G A T T G A T C A T G A T T A G T G T T C  L23.seq 

 151  G T T T T G T A T G A T T G A T C A T G A T T A G T G T T C  L18.seq 

 151  G T T T T G T A T G A T T G A T C A T G A T T A G T G T T C  R4.6.seq 

 151  G T T T T G T A T G A T T G A T C A T G A T T A G T G T T C  M4.8.seq 

 103  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  AU 723567.seq 

 103  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  AY722693.seq 

                        190                 200                 210 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

 181  G A T T T T G A T T T A A T T T T A A A A T A A T T T G G G  L23.seq 

 181  G A T T T T G A T T T A A T T T T A A A A T A A T T T G G G  L18.seq 

 181  G A T T T T G A T T T A A T T T T A A A A T A A T T T G G G  R4.6.seq 

 181  G A T T T T G A T T T A A T T T T A A A A T A A T T T G G G  M4.8.seq 

 103  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  AU 723567.seq 

 103  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  AY722693.seq 

                       220                 230                 240 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

 211  T G G T T G T T T T G G A T T T T T A T C T A A T G T G A C  L23.seq 

 211  T G G T T G T T T T G G A T T T T T A T C T A A T G T G A C  L18.seq 

 211  T G G T T G T T T T G G A T T T T T A T C T A A T G T G A C  R4.6.seq 

 211  T T G T T G T C T T G G A T T T T T A T C T A A T G T A A C  M4.8.seq 

 103  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  AU 723567.seq 

 103  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  AY722693.seq 

 

                        250                 260                 270 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

 241  G A A T T A A A T T G G G A A T G A T C A T G C A G A A T G  L23.seq 

 241  G A A T T A A A T T G G G A A T G A T G A T G C A G A A T G  L18.seq 

 241  G A A T T A A A T T G G G A A T G A T G A T G C A G A A T G  R4.6.seq 

 241  G A A T T A A A T T G G G A A T G A T C A T G C A G A A T G  M4.8.seq 

 103  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A A T G  AU 723567.seq 

 103  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A A T G  AY722693.seq 
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                        280                 290                 300 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

 271  C C C T T C T T G A G T T T A A G A G G G T T A T A A G T G  L23.seq 

 271  G C C T T C T C G A G T T T A A G A G G G T T A T A A G T G  L18.seq 

 271  G C C T T C T C G A G T T T A A G A G G G T T A T A A G T G  R4.6.seq 

 271  C C C T T C T C G A G T T T A A G A G G G T T A T A A G T G  M4.8.seq 

 107  G C C T T C T C G A G T T T A A G A G G G T T A T A A G T G  AU 723567.seq 

 107  G C C T T C T C G A G T T T A A G A G G G T T A T A A G T G  AY722693.seq 

  

                       310                 320                 330 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

 301  C T A A G C A G C A A G T T G T T G C T G G G A C C T T G C  L23.seq 

 301  C T A A G C A G C A A G T T G T T G C T G G G A C T T T G C  L18.seq 

 301  C T A A G C A G C A A G T T G T T G C T G G G A C T T T G C  R4.6.seq 

 301  C T A A G C A G C A A G T T G T T G C T G G G A C T T T G C  M4.8.seq 

 137  C T A A G C A G C A A G T T G T T G C T G G G A C T T T G C  AU 723567.seq 

 137  C T A A G C A G C A A G T T G T T G C T G G G A C T T T G C  AY722693.seq 

 

                        340                 350                 360 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

 331  A C C A C A T C A C T T T G G A G G C A G C A A G T G G T G  L23.seq 

 331  A C C A C A T C A C T T T G G A G G C A G C A A G T G G T G  L18.seq 

 331  A C C A C A T C A C T T T G G A G G C A G C A A G T G G T G  R4.6.seq 

 331  A C C A C A T C A C T T T G G A G G C A G C A A G T G G T G  M4.8.seq 

 167  A C C A C A T C A C T T T G G A G G C A G C A A G T G G T G  AU 723567.seq 

 167  A C C A C A T C A C T T T G G A G G C A G C A A G T G G T G  AY722693.seq 

                        370                 380                 390 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

 361  A T A G T A A G A A T G T T T A T G A A G C C A A G G T T T  L23.seq 

 361  A T A G T A A G A A T G T T T A T G A A G C C A A G G T G T  L18.seq 

 361  A T A G T A A G A A T G T T T A T G A A G C C A A G G T G T  R4.6.seq 

 361  A T A G T A A G A A T G T T T A T G A A G C C A A G G T G T  M4.8.seq 

 197  A T A G T A A G A A T G T T T A T G A A G C C A A G G T G T  AU 723567.seq 

 197  A T A G T A A G A A T G T T T A T G A A G C C A A G G T G T  AY722693.seq 

                        400                 410                 420 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

 391  G G G A A A A G C C A T G G A T G A A C T T C A A G G A G G  L23.seq 

 391  G G G A A A A G C C A T G G A T G A A C T T C A A G G A G G  L18.seq 

 391  G G G A A A A G C C A T G G A T G A A C T T C A A G G A G G  R4.6.seq 

 391  G G G A A A A G C C A T G G A T G A A C T T C A A G G A G G  M4.8.seq 

 227  G G G A A A A G C C A T G G A T G A A C T T C A A G G A G G  AU 723567.seq 

 227  G G G A A A A G C C A T G G A T G A A C T T C A A G G A G G  AY722693.seq 

                        430                 440                 450 

      ------------------+-------------------+-------------------+- 

 421  T T C A G G A G T T C A A G C T T G C T G G T G A T G G C T  L23.seq 

 421  T T C A G G A G T T C A A G C T T G C T G G T G A T G G C T  L18.seq 

 421  T T C A G G A G T T C A A G C T T G C T G G T G A T G G C T  R4.6.seq 

 421  T T C A G G A G T T C A A G C T T G C T G G T G A T G G C T  M4.8.seq 

 257  T T C A G G A G T T C A A G C T T G C T G G T G A T G G C T  AU 723567.seq 

 257  T T C A G G A G T T C A A G C T T G C T G G T G A T G G C T  AY722693.seq 

                        460    

      ------------------+----- 

 451  C C A A T G C T T A A                                        L23.seq 

 451  C C A A T G C T T A A                                        L18.seq 

 451  C C A A T G C T T A A                                        R4.6.seq 

 451  C C A A T G C T T A A                                        M4.8.seq 

 287  C C A A T G C T T A A                                        AU 723567.seq 

 286  C C A A T G C T T A A                                        AY722693.seq 
 

H×nh 3. So s¸nh tr×nh tù nucleotide ®o¹n gien cystatin cña c¸c gièng L23, L18  
vµ dßng chän läc R4.6, M4.8 víi 2 tr×nh tù cña Ng©n hµng gien quèc tÕ 

 
So s¸nh tr×nh tù nucleotide cña c¸c gièng 

L23, L18, dßng R4.6 vµ dßng M4.8 víi 2 tr×nh 
tù cña gien cystatin l¹c trªn Ng©n hµng gien 
chóng t«i nhËn ®−îc 28 vÞ trÝ sai kh¸c, trong ®ã 

cã 17 vÞ trÝ n»m trong ®o¹n exon vµ 11 vÞ trÝ 
n»m trong ®o¹n intron, sù sai kh¸c cô thÓ ®−îc 
tr×nh bµy ë b¶ng 1. 
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B¶ng 1 

Sù sai kh¸c vÒ nucleotide t¹i mét sè vÞ trÝ trªn ®o¹n  
gien cystatin cña gièng vµ dßng l¹c nghiªn cøu 

STT VÞ trÝ L23 L18 R4.6 M4.8 AU723567 AY722693 Vïng sai kh¸c 
1 33 T C C C C C EXON 
2 81 T C C T C C EXON 
3 87 A A A C A A EXON 
4 88 C C C A C C EXON 
5 89 A A A C A A EXON 
6 90 C C C A C C EXON 
7 92 A A A C A A EXON 
8 93 C C C A C C EXON 
9 95 A A A G A A EXON 

10 96 G G G A G G EXON 
11 99 A A A C A A EXON 
12 100 C C C A C C EXON 
13 101 A A A G A A EXON 
14 119 T A A A - - INTRON 
15 120 G C C C - - INTRON 
16 124 A T T A - - INTRON 
17 125 G C C G - - INTRON 
18 134 C G G G - - INTRON 
19 138 T C C C - - INTRON 
20 158 G A A A - - INTRON 
21 212 G G G T - - INTRON 
22 218 T T T C - - INTRON 
23 238 G G G A - - INTRON 
24 260 C G G C - - INTRON 
25 271 C G G C G G EXON 
26 278 T C C C C C EXON 
27 326 C T T T T T EXON 
28 389 T G G G G G EXON 

 
B¶ng 2 

§é t−¬ng ®ång vµ ®é sai kh¸c ®o¹n m· ho¸ c¸c tr×nh tù gien cystatin 

§é t−¬ng ®ång (%) 
 L23 L18 R4.6 M4.8 AY722693 AU723567  

L23  97,9 97,9 94,8 97,9 97,9 L23 
L18 2,1  100,0 95,5 100,0 100,0 L18 
R4.6 2,1 0,0  95,5 100,0 100,0 R4.6 
M4.8 5,2 4,5 4,5  95,5 95,5 M4.8 

AY722693 2,1 0,0 0,0 4,5  100,0 AY722693 
AU723567 2,1 0,0 0,0 4,5 0,0  AU723567 

§é 
sai 

kh¸c 
(%) 

 L23 L18 R4.6 M4.8 AY722693 AU723567  
 

X¸c ®Þnh møc t−¬ng ®ång vµ møc sai kh¸c 
vÒ tr×nh tù nucleotide cña ®o¹n mY hãa protein 
trªn gien cystatin c¸c dßng l¹c nghiªn cøu, kÕt 

qu¶ nhËn ®−îc møc t−¬ng ®ång tõ 94,8% ®Õn 
100% vµ sù sai kh¸c tõ 0,0% ®Õn 5,2%. 

BiÓu ®å h×nh c©y ë h×nh 4 thÓ hiÖn mèi quan
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hÖ di truyÒn cña 6 dßng l¹c trªn c¬ së ph©n tÝch 
tr×nh tù ®o¹n mY hãa gien cystatin, kÕt qu¶ trªn s¬ 
®å cho thÊy, 6 dßng l¹c ®−îc ph©n thµnh 2 nhãm 
chÝnh: nhãm I ph©n thµnh 2 nhãm phô: nhãm 
phô 1 gåm gièng l¹c L18, dßng R4.6 (cã nguån 
gèc t¸i sinh tõ m« sÑo chÞu mÊt n−íc cña gièng 
L18) AY722693, AU723567 vµ nhãm phô 2 lµ 
gièng L23; nhãm II lµ dßng M4.8 lµ dßng t¸i 
sinh tõ m« sÑo chÞu ¶nh h−ëng cña chiÕu x¹ vµ 
thæi kh« cña gièng L18. Nh− vËy, trong 6 tr×nh 
tù nucleotide so s¸nh trªn ph−¬ng diÖn cÊu tróc 
®o¹n mY ho¸ gien cystatin th× dßng R4.6 cã ®é 
t−¬ng ®ång 100% so víi c¸c tr×nh tù ®Y c«ng bè 
trªn Ng©n hµng gien quèc tÕ; gièng L23 cã ®é 
sai kh¸c 4,5% víi c¸c tr×nh tù ®Y c«ng bè vµ 
kh¸c víi dßng M4.8 lµ 5,2%.  

So s¸nh tr×nh tù amino acid: tr×nh tù 
nucleotide ®o¹n mY ho¸ gien cystatin cña gièng 
l¹c L23 vµ c¸c dßng l¹c nghiªn cøu mµ chóng 
t«i ph©n lËp ®−îc dµi 297 nucleotide mY ho¸ 
ph©n tö protein gåm 98 amino acid, cã chøa 2

vïng b¶o thñ cña nhãm lµ L22A23R24F25A26V27 vµ 
Q49V50V51A52G53 

, vïng intron n»m xen kÏ gi÷a 2 
amino acid vÞ trÝ sè 34 vµ 35; tøc lµ gi÷a 2 ®o¹n 
b¶o thñ LARFAV vµ QxVxG, t−¬ng øng víi 
nhãm ph©n lo¹i 1 vµ 2 cña Marcia vµ cs. (2008) 
vµ Martinez vµ cs. (2007) [7, 8]. 

Nucleotide Substitutions (x100)
0

2.4

2

AY722693.seq
AU723567.seq
R4.6.seq
L18.seq
L23.seq
M4.8.seq

 

H×nh 4. S¬ ®å so s¸nh mèi t−¬ng ®ång 
nucleotide ®o¹n mY hãa gien cystatin cña c¸c 
mÉu nghiªn cøu víi 2 tr×nh tù c«ng bè trªn 

Ng©n hµng gien quèc tÕ (NCBI) 

 

       10                  20                  30 

     ------------------+-------------------+-------------------+- 

  1  M A A V G A P R E V A G N E N S L E I D S L A R F A V D E H  L23.pro 

  1  M A A V G A P R E V A G N E N S L E I D S L A R F A V D E H  L18.pro 

  1  M A A V G A P R E V A G N E N S L E I D S L A R F A V D E H  R4.6.pro 

  1  M A A V G A P R E V A G N E N S L E I D S L A R F A V D D T  M4.8.pro 

  1  M A A V G A P R E V A G N E N S L E I D S L A R F A V D E H  AY722693.pro 

  1  M A A V G A P R E V A G N E N S L E I D S L A R F A V D E H  AU723567.pro 

                       40                  50                  60 

     ------------------+-------------------+-------------------+- 

 

 31  N K K Q N A L L E F K R V I S A K Q Q V V A G T L H H I T L  L23.pro 

 31  N K K Q N G L L E F K R V I S A K Q Q V V A G T L H H I T L  L18.pro 

 31  N K K Q N G L L E F K R V I S A K Q Q V V A G T L H H I T L  R4.6.pro 

 31  T R N R N A L L E F K R V I S A K Q Q V V A G T L H H I T L  M4.8.pro 

 31  N K K Q N G L L E F K R V I S A K Q Q V V A G T L H H I T L  AY722693.pro 

 31  N K K Q N G L L E F K R V I S A K Q Q V V A G T L H H I T L  AU723567.pro 

                       70                  80                  90 

     ------------------+-------------------+-------------------+- 

 61  E A A S G D S K N V Y E A K V W E K P W M N F K E V Q E F K  L23.pro 

 61  E A A S G D S K N V Y E A K V W E K P W M N F K E V Q E F K  L18.pro 

 61  E A A S G D S K N V Y E A K V W E K P W M N F K E V Q E F K  R4.6.pro 

 61  E A A S G D S K N V Y E A K V W E K P W M N F K E V Q E F K  M4.8.pro 

 61  E A A S G D S K N V Y E A K V W E K P W M N F K E V Q E F K  AY722693.pro 

 61  E A A S G D S K N V Y E A K V W E K P W M N F K E V Q E F K  AU723567.pro 

 

     ------------------ 

 91  L A G D G S N A .                                            L23.pro 

 91  L A G D G S N A .                                            L18.pro 

 91  L A G D G S N A .                                            R4.6.pro 

 91  L A G D G S N A .                                            M4.8.pro 

 91  L A G D G S N A .                                            AY722693.pro 

 91  L A G D G S N A .                                            AU723567.pro 

 

H×nh 5. So s¸nh tr×nh tù aminoacid cña c¸c cña c¸c mÉu nghiªn cøu  
víi 2 tr×nh tù c«ng bè trªn Ng©n hµng gien 
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B¶ng 3 

Sù sai kh¸c vÒ amino acid cña c¸c mÉu nghiªn cøu  
víi 2 tr×nh tù c«ng bè trªn Ng©n hµng gien  

VÞ trÝ L23 L18 R4.6 M4.8 AU723567 AY722693 
29 E E E D E E 
30 H H H T H H 
31 N N N T N N 
32 K K K R K K 
33 K K K N K K 
34 Q Q Q P Q Q 
36 A G A A A A 

 
So s¸nh tr×nh tù amino acid cña gièng l¹c 

L23 vµ 2 dßng R4.6; M4.8 víi c¸c tr×nh tù ®Y 
c«ng bè cã 7 vÞ trÝ sai kh¸c trªn chuçi amino 
acid t¹i vÞ trÝ sè 29, 30, 31, 32, 33, 34 vµ 36 cña 
c¸c dßng vµ gièng nghiªn cøu, kÕt qu¶ cô thÓ 
tr×nh bµy ë b¶ng 3. 

Nghiªn cøu sù thay ®æi c¸c amino acid trªn 
ph©n tö protein cña gièng L23, gièng L18 vµ 2 
dßng chän läc, chóng t«i thÊy, 6 vÞ trÝ E29, H30, 
N31, K32, K33 vµ Q34 cña gièng L23, L18 vµ R4.6 
lµ gièng nhau vµ gièng víi tr×nh tù ®Y c«ng bè 
trªn NCBI, ®o¹n tr×nh tù nµy bÞ thay thÓ ë dßng 
M4.8 lµ D29, T30, T31, R32, N33, P34. VÞ trÝ amino 
acid sè 36 lµ G cña gièng L18 thay thÕ vÞ trÝ lµ 
A cña gièng L23, dßng R4.6, dßng M4.8 vµ 2 
tr×nh tù trªn NCBI. Tuy nhiªn, kh¶ n¨ng chÞu 
h¹n cña thùc vËt lµ tÝnh tr¹ng ®a gien vµ b¶n 
th©n gien cystain lµ gien liªn quan ®Õn nhiÒu 
kh¶ n¨ng chèng chÞu kh¸c cña thùc vËt, kÕt qu¶ 
nghiªn cøu lµ c¨n cø ®Ó nghiªn cøu s©u h¬n vÒ 
gien cystatin ë l¹c. 

III. KÕT LUËN 

§Y ph©n lËp vµ x¸c ®Þnh ®−îc tr×nh tù gien 
cystatin trªn gièng l¹c L23 vµ c¸c dßng R4.6; 
M4.8 cã nguån gèc tõ m« sÑo chÞu chiÕu x¹ vµ 
thæi kh« cña gièng l¹c L18.  

Gien cystatin trªn l¹c cã chiÒu dµi 461 
nucleotide, chøa mét intron ë gi÷a 2 vïng b¶o 
thñ lµ L22A23R24F25A26V27 vµ Q49V50V51A52G53. 

§Y ph¸t hiÖn 28 vÞ trÝ nucleotide sai kh¸c 
trªn gien cystatin vµ 7 amino acid trªn ph©n tö 
protein cña gièng L23, gièng L18, dßng R4.6 vµ 
dßng M4.8 víi mét sè tr×nh tù ®Y c«ng bè trªn 
l¹c; ®o¹n mY ho¸ ph©n tö protein ph©n lËp ®−îc 
møc ®é sai kh¸c nhau tõ 2,1% ®Õn 5,2%. 

Lêi c¶m ¬n: C«ng tr×nh ®−îc thùc hiÖn víi 
sù hç trî cña ®Ò tµi Khoa häc - C«ng nghÖ cÊp 
Bé B2009-TN04-04 vµ gióp ®ì cña Phßng thÝ 
nghiÖm C«ng nghÖ tÕ bµo thùc vËt, ViÖn C«ng 
nghÖ Sinh häc. 
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CHARACTERISTICS OF NUCLEOTIDE SEQUENCE OF CYSTATIN GENE OF 
SOME PEANUT LINES DERIVED FROM IRRADIATED AND DEHYDRATED 

 
Vu Thi Thu Thuy, Nguyen Thi Tam,  

Chu Hoang Mau, Nguyen Vu Thanh Thanh 

 
 

SUMMARY 

 
Cystatin are super family of cystein protease inhibitor protein which is found in plants, animals and 

micro-organism. They are divided into three inhibitory families based on the difference of amino acid 
sequence, disunity bond and molecular weight including: the first is stefines, the second is cystatins and the 
third is kininogens. In plant cystatin is name phytocystatin (physic), it is also an independent brand of cystatin 
families on phylogenetic. Physic has very importance physiological functions such as regulation of activity of 
endogenous cystein protease during seed development, germination and programmed cell death. Recently, 
there are many researches on relationship between cystatin and resistance in plant (drought tolerance, cold 
tolerance, salt tolerance and ability of against pathogenic microorganisms). Analyzing and comparing cytatin 
gene sequences not only can provide valuable knowledge for the conservation and evaluation of the evolution 
of cytatin genes, but also shed light on issues related to function of cytatin protein. 



 95

Isolation and sequencing cystatin gene of the L23 peanut cultivar and two lines: R4.6, M4.8 derived from 
callus treated with irradiation and dehydration of L18 peanut cultivar. The results showed that cystatin genes 
had 461 nucleotides and contained one intron between two conservative regions L22A23R24F25A26V27 and 
Q49V50V51A52G53. There are 28 different nucleotide positions on cystatin genes and seven amino acids on 
protein molecules of L23 peanut varieties and the M4.8, R4.6 lines in comparison with published sequences of 
peanut cystatin gene. The gene sequence encoded protein of peanut lines in this research have different levels 
from 2.1% to 5.2% and could be used for further research on the relationship between cystatin gene structure 
related to drought tolerance of peanut. 
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