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C¸c protein vËn chuyÓn lipÝt LTP (Lipid 
Transfer Proteins - LTP) lµ protein cã liªn quan 
tíi dÆc tÝnh chÞu kh« h¹n ë thùc vËt. LTP cã 
khèi l−îng ph©n tö kho¶ng 9,12 kDa vµ cã 8 
ph©n tö xystein lµm nhiÖm vô t¹o ra 4 cÇu nèi 
®isulfit [5]. LTP cã kh¶ n¨ng xóc t¸c tíi sù vËn 
chuyÓn phètpholipit gi÷a c¸c líp mµng cña tÕ 
bµo [2, 3] vµ cã thÓ hç trî viÖc t¹o ra líp s¸p 
hoÆc líp biÓu b× gióp thùc vËt b¶o vÖ, ph¶n øng 
vµ ®¸p øng l¹i nh÷ng thay ®æi cña m«i tr−êng 
[3, 5].  

Trong nh÷ng n¨m gÇn ®©y, cã nhiÒu c«ng 
tr×nh nghiªn cøu vµ ph©n lËp gien LTP tõ c©y 
Arabidopsis thaniana L. [1], Zea mays L. [8], 
Triticum L. [7], Vigna radiata L. [6] vµ Oryza 
sativa L. [9].  

Dùa vµo tr×nh tù cña gien mT ho¸ protein 
LTP ®T c«ng bè trªn Ng©n hµng gien Quèc tÕ 
víi mT sè AY300807, chóng t«i ®T thiÕt kÕ cÆp 
måi ®Æc hiÖu ®Ó khuÕch ®¹i gien mT ho¸ protein 
LTP cña ®Ëu xanh b»ng kü thuËt PCR, nh»m 
phôc vô cho viÖc nghiªn cøu c¸c gièng ®Ëu xanh 
cã kh¶ n¨ng chèng chÞu víi ®iÒu kiÖn bÊt lîi cña 
m«i tr−êng. §o¹n gien LTP ®−îc nh©n lªn b»ng 
ph−¬ng ph¸p PCR sau ®ã g¾n vµo vÐct¬ pBT, 
dßng ho¸ vµ ®äc tr×nh tù nuclª«tÝt cña gien. Bµi 
b¸o nµy tr×nh bµy kÕt qu¶ ph©n lËp gien LTP ë 
c©y ®Ëu xanh ®Þa ph−¬ng cña tØnh Cao B»ng. 

I. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 

1. VËt liÖu  

Gièng ®Ëu xanh ®Þa ph−¬ng cña Cao B»ng 
(kÝ hiÖu CB) cã ®Æc ®iÓm: chèng chÞu tèt, vá h¹t 
mµu xanh bãng, khèi l−îng 1000 h¹t kho¶ng 
30,50 g.  

CÆp måi ®Æc hiÖu sö dông ®Ó nh©n gien LTP 
cã tr×nh tù nuclª«tÝt vµ nhiÖt ®é g¾n måi ®−îc

tr×nh bµy ë b¶ng 1: 
B¶ng 1 

CÆp måi nh©n gien LTP 

Måi Tr×nh tù måi (5’-3’) 

NhiÖt 
®é 

g¾n 
måi 

Xu«i atggctagcctgaaggttgc 56oC 
Ng−îc ttacttgatgttagcgcagtt 56oC 

 
2. Ph−¬ng ph¸p  

ADN tæng sè ®−îc t¸ch chiÕt theo ph−¬ng 
ph¸p Gawel vµ Jarnet (1991) cã c¶i tiÕn [4].  

Nh©n gien LTP b»ng kü thuËt PCR. PCR 
®−îc tiÕn hµnh víi tæng thÓ tÝch ph¶n øng 50 µl 
gåm: ADN mÉu (50 ng/µl) 4 µl, måi (10 pM)  
4 µl, dNTP (2,5 mM) 4 µl, MgCl2 (25 mM) 5 µl, 
Taq polymeraza (5 unit/µl) 0,8 µl, buffer PCR 
(10X) 5 µl, H2O khö ion 27,2 µl. 

Chu tr×nh nhiÖt bao gåm c¸c b−íc sau: 94oC 
- 3 phót; 94oC - 50 gi©y, 56oC - 1 phót, 72oC - 1 
phót 30 gi©y lÆp l¹i 30 chu k×; 72oC - 10 phót vµ 
l−u gi÷ ë 4oC. 

S¶n phÈm PCR cña gien LTP ®−îc kiÓm tra 
b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza 1%. Gien ®−îc 
lµm s¹ch b»ng bé Kit cña hTng Bioneer vµ g¾n 
trùc tiÕp vµo vÐct¬ pBT, sau ®ã ®−îc biÕn n¹p 
vµo tÕ bµo kh¶ biÕn E. coli chñng DH5α. T¸ch 
plasmit mang gien LTP phôc vô cho ®äc tr×nh tù 
gien b»ng bé Kit AccuPrep Plasmid Extraction 
cña hTng Bioneer. Tr×nh tù nuclª«tÝt cña gien 
LTP ®−îc x¸c ®Þnh trªn m¸y ®äc tr×nh tù 
nuclª«tÝt tù ®éng ABI PRISM@ 3100 Advant 
Genetic Analyzer cña hTng Ampplied 
Biosystem. KÕt qu¶ ®äc tr×nh tù gien ®−îc xö lý 
b»ng phÇn mÒm DNAstar vµ BioEdit.  
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II. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN 

1. KÕt qu¶ PCR nh©n gien LTP 

Dùa trªn c¬ së d÷ liÖu khai th¸c tõ Ng©n 
hµng gien Quèc tÕ víi mT sè AY300807, chóng 
t«i ®T thiÕt kÕ cÆp måi ®Æc hiÖu ®Ó nh©n vµ ph¸t 
hiÖn sù cã mÆt cña gien LTP ë gièng ®Ëu xanh 
®Þa ph−¬ng CB.  

§o¹n gien LTP ®−îc nh©n tõ ADN tæng sè

b»ng ph−¬ng ph¸p PCR. KÕt qu¶ ®iÖn di ®−îc 
thÓ hiÖn ë h×nh 1. H×nh 1 cho thÊy, ®T nh©n 
®−îc mét ®o¹n ADN ®Æc hiÖu cã kÝch th−íc 
kho¶ng 350 bp, hµm l−îng cña s¶n phÈm ®ñ lín 
®Ó thùc hiÖn cho c¸c nghiªn cøu tiÕp theo. §é 
dµi cña ®o¹n ADN võa nh©n ®−îc còng phï hîp 
víi lý thuyÕt khi chóng t«i thiÕt kÕ måi vµ chiÒu 
dµi còng t−¬ng tù nh− víi gien LTP ®T ®¨ng ký 
trªn Ng©n hµng gien víi mT sè AY300807. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

H×nh 1. H×nh ¶nh ®iÖn di kÕt qu¶ nh©n gien LTP. M. Marker 1kb 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 2. KÕt qu¶ ®iÖn di s¶n phÈm colony - PCR M. Marker 1 Kb 
 

2. T¸ch dßng gien LTP  

V× s¶n phÈm PCR cã s¶n phÈm phô nªn 
chóng t«i ®T tiÕn hµnh th«i gel ®Ó thu nhËn ®o¹n 
gien mong muèn tr−íc khi biÕn n¹p. Qu¸ tr×nh 
t¸ch dßng ®−îc thùc hiÖn nh− sau: g¾n s¶n phÈm 
PCR sau khi ®−îc tinh s¹ch vµo vÐct¬ t¸ch dßng 
pBT, råi ®−îc biÕn n¹p vµo tÕ bµo kh¶ biÕn

chñng E. coli DH5α.  

Sau ®ã cÊy tr¶i trªn m«i tr−êng LB ®Æc 
(pepton, cao nÊm men, NaCl vµ agar) cã kh¸ng 
sinh ampixilin (100 mg/ml), IPTG (0,1 mM) vµ 
X - gal (40 mg/ml), ñ hép lång petri ë 37oC 
trong 16 giê. KÕt qu¶ thu ®−îc cã c¶ khuÈn l¹c 
mµu xanh vµ mµu tr¾ng (h×nh 2). Chän 4 khuÈn 

 M  

 
       250 bp  

 

  
350 bp 

 

  
     500 bp  

 

474 bp 

M  
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l¹c cã mµu tr¾ng chuyÓn sang nu«i ë m«i tr−êng 
cã LB láng (cã bæ sung ampixilin 100mg/ml) 
qua ®ªm. LÊy dÞch nu«i chøa vi khuÈn kiÓm tra 
s¶n ph¶m chän dßng b»ng PCR víi cÆp måi 
pUC18 ®Ó x¸c ®Þnh khuÈn l¹c cã mang gien 
mong muèn. 

S¶n phÈm colony - PCR ®−îc kiÓm tra b»ng 
®iÖn di trªn gel agaroza 0,8% trong ®Öm TAE 
1X, nhuém gel trong ethidium bromit 1% vµ 
chôp ¶nh d−íi ¸nh s¸ng ®Ìn cùc tÝm (h×nh 2). 

 

H×nh 3. KÕt qu¶ ®iÖn di t¸ch plasmit  
mang gien LTP cña gièng ®Ëu xanh CB 

 
pUC lµ måi thiÕt kÕ chung cho c¸c vÐct¬ 

t¸ch dßng nªn khi kiÓm tra s¶n phÈm PCR võa 
dßng hãa th× kÝch th−íc cña ®o¹n gien sÏ cao 
h¬n 124 bp. §iÒu nµy cã nghÜa lµ kÝch th−íc cña 
®o¹n gien võa nh©n kho¶ng 474 bp. KÕt qu¶ 
®iÖn di ë h×nh 2 cho thÊy, s¶n phÈm colony - 
PCR tõ

nh÷ng khuÈn l¹c mµu tr¾ng ®Òu cho kÕt qu¶ 
d−¬ng tÝnh víi c¶ 4 b¨ng. C¸c b¨ng ®Òu ®óng 
kÝch th−íc dù ®o¸n. Sau khi kiÓm tra s¶n phÈm 
chän dßng, chóng t«i tiÕp tôc tiÕn hµnh t¸ch 
plasmit. S¶n phÈm t¸ch plasmit ®−îc kiÓm tra 
b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza 0,8% trong ®Öm 
TAE 1X, nhuém gel trong ethidium bromit 1% 
vµ chôp ¶nh d−íi ¸nh s¸ng ®Ìn cùc tÝm (h×nh 3). 

KÕt qu¶ ®iÖn di cho thÊy s¶n phÈm t¸ch 
plasmit s¹ch, ®¶m b¶o chÊt l−îng vµ sè l−îng 
phôc vô cho viÖc x¸c ®Þnh tr×nh tù nuclª«tÝt. 

3. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh tr×nh tù nuclª«tÝt 

§Ó x¸c ®Þnh chÝnh x¸c tr×nh tù nuclª«tÝt cña 
gien LTP, chóng t«i tiÕn hµnh ®äc tr×nh tù 
nuclª«tÝt cña gien LTP trªn m¸y ®äc tù ®éng 
ABI PRISM@ 3100 Avant Genetic Analyzer. 
KÕt qu¶ ®äc tr×nh tù ®−îc ®em ph©n tÝch, xö lý 
b»ng phÇn mÒm BioEdit. Sau khi xö lý kÕt qu¶ 
®äc tr×nh tù nuclª«tÝt cho thÊy, chiÒu dµi gien 
LTP ë gièng ®Ëu xanh CB cã kÝch th−íc 351 
nuclª«tÝt. Khi so s¸nh tr×nh tù nµy trong BLAST 
cña NCBI, kÕt qu¶ cho biÕt ®©y lµ c¸c tr×nh tù 
gien mT ho¸ LTP cña ®Ëu xanh. 

Tõ kÕt qu¶ x¸c ®Þnh tr×nh tù ë trªn, chóng 
t«i so s¸nh tr×nh tù gien LTP cña gièng CB víi 
tr×nh tù cña gièng ®Ëu xanh trªn Ng©n hµng gien 
Quèc tÕ cã mT sè AY300807. KÕt qu¶ h×nh 4 
cho thÊy, gien LTP cña hai gièng ®Ëu xanh nµy 
cã ®é t−¬ng ®ång cao (chØ sai kh¸c 4 nuclª«tÝt ë 
vÞ trÝ 276, 302, 313, 314).  

 
               ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      10         20         30         40         50              
AY300807     ATGGCTAGCC TGAAGGTTGC ATGCATGGTT GCGGTGGTGT TCATGGTCGT  
CB           ATGGCTAGCC TGAAGGTTGC ATGCATGGTT GCGGTGGTGT TCATGGTCGT  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      60         70         80         90        100             
AY300807     GGTGAGTGCA CATATGGCAC ATGCGATCAC GTGCGGGCAA GTGGCCTCTT  
CB           GGTGAGTGCA CATATGGCAC ATGCGATCAC GTGCGGGCAA GTGGCCTCTT  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     110        120        130        140        150         
AY300807     CTTTGGCTCC ATGCATCTCC TACCTCCAAA AGGGCGGAGT TCCGTCGGCG  
CB           CTTTGGCTCC ATGCATCTCC TACCTCCAAA AGGGCGGAGT TCCGTCGGCG  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     160        170        180        190        200         
AY300807     TCGTGTTGCA GCGGAGTGAA GGCCCTGAAC AGCGCCGCAA GTACCACCGC  
CB           TCGTGTTGCA GCGGAGTGAA GGCCCTGAAC AGCGCCGCAA GTACCACCGC  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     210        220        230        240        250         
AY300807     TGACCGCAAA ACCGCGTGCA ACTGTCTGAA AAACCTTGCC GGTCCAAAGT  
CB           TGACCGCAAA ACCGCGTGCA ACTGTCTGAA AAACCTTGCC GGTCCAAAGT  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  



 95 

                     260        270        280        290        300         
AY300807     CGGGTATCAA CGAGGGCAAC GCCGCTTCAC TCCCAGGCAA ATGTAAAGTC  
CB           CGGGTATCAA CGAGGGCAAC GCCGCATCAC TCCCAGGCAA ATGTAAAGTC  
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     310        320        330        340        350         
AY300807     AACGTGCCCT ACAAGATCAG CACCTTCACC AACTGCGCTA ACATCAAGTA  
CB           ATCGTGCCCT ACTGGATCAG CACCTTCACC AACTGCGCTA ACATCAAGTA  
             351 
AY300807     A 
CB           A 

H×nh 4. So s¸nh tr×nh tù nuclª«tÝt cña gien LTP  
ë gièng ®Ëu xanh CB vµ tr×nh tù ®T c«ng bè AY300807 

 
So s¸nh tr×nh tù axit amin trong protein cña 

gien LTP ®−îc ph©n lËp chóng t«i nhËn thÊy, cã 
hai vÞ trÝ sai kh¸c lµ vÞ trÝ 101 (N thay b»ng I)  
vµ vÞ trÝ 105 (K thay b»ng G). KÕt qu¶ ®−îc thÓ 
hiÖn ë h×nh 5. 

Sù sai kh¸c vÒ tr×nh tù nuclª«tÝt vµ tr×nh tù 
axit amin ë trªn lµ c¬ së ®Ó chóng t«i cã nh÷ng 
nghiªn cøu tiÕp theo trªn nhiÒu gièng ®Ëu xanh 

h¬n n÷a vµ so s¸nh gi÷a hai nhãm chÞu h¹n tèt 
vµ kÐm nh»m t×m kiÕm sù thay ®æi vÞ trÝ c¸c 
nuclª«tÝt vµ axit amin liªn quan ®Õn tÝnh tr¹ng 
chÞu h¹n cña c¸c gièng ®Ëu xanh ®Þa ph−¬ng. 
§©y lµ tiÒn ®Ò t¹o c¬ së cho viÖc nghiªn cøu 
chän t¹o c¸c gièng ®Ëu xanh cã kh¶ n¨ng chÞu 
h¹n tèt phôc vô cho ph¸t triÓn c©y ®Ëu xanh ë 
vïng Trung du vµ miÒn nói phÝa B¾c. 

 
               ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                       10         20         30         40         50              
AY300807       MASLKVACMV AVVFMVVVSA HMAHAITCGQ VASSLAPCIS YLQKGGVPSA  
CB             MASLKVACMV AVVFMVVVSA HMAHAITCGQ VASSLAPCIS YLQKGGVPSA  

               ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                       60         70         80         90        100             
AY300807       SCCSGVKALN SAASTTADRK TACNCLKNLA GPKSGINEGN AASLPGKCKV  
CB             SCCSGVKALN SAASTTADRK TACNCLKNLA GPKSGINEGN AASLPGKCKV  

               ....|....| ....|.. 
                        110         
AY300807       NVPYKISTFT NCANIK* 
CB             IVPYWISTFT NCANIK* 

H×nh 5. So s¸nh tr×nh tù axit amin trong protein LTP cña gièng ®Ëu xanh CB vµ AY300807 

 
III. KÕT LUËN 

§T nh©n ®−îc gien LTP b»ng ph¶n øng PCR 
víi cÆp måi ®Æc hiÖu ®−îc thiÕt kÕ dùa trªn c¬ 
së d÷ liÖu khai th¸c t¹i Ng©n hµng gien Quèc tÕ. 
S¶n phÈm PCR ®−îc dßng ho¸ nhê vÐct¬ pBT. 
Tr×nh tù nuclª«tÝt ®−îc x¸c ®Þnh vµ xö lÝ cho kÕt 
qu¶ gien LTP cña gièng ®Ëu xanh CB nghiªn 
cøu dµi 351 nuclª«tÝt. S¶n phÈm protein dµi 116 
axit amin. So s¸nh tr×nh tù nuclª«tÝt cña gièng 
®Ëu xanh CB víi gièng ®Ëu xanh cã mT sè 
AY300807 trªn Ng©n hµng gien Quèc tÕ cho 
thÊy gien LTP thu ®−îc cã ®é t−¬ng ®ång rÊt 
cao (98,8%), cßn tr×nh tù axit amin t−¬ng ®ång 
98,2%. 
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ISOLATION OF GENE ENCODING LTP 
(LIPID TRANSFER PROTEINS) FROM VIETNAMESE MUNGBEAN 

 
NGUYEN VU THANH THANH, CHU HOANG MAU 
 
 

SUMMARY 
 

LTP (Lipid transfer proteins) protein is associated with tolerance to drought in plant. LTP have the ability 
to transfer phospholipids between membrane vesicles. LTP is implicated in cuticle biosynthesis and thought to 
play a role in the protection of plant. LTP are 9.12 kDa cysteine-rich cationic peptides and contain 8 cysteine 
residues formed 4 disulfide bridges [2, 3, 5]. LTP have been isolated from Arabidopsis thaniana L. [1], Zea 
mays L. [8], Triticum L. [7], Vigna radiata L. [6] and Oryza sativa L. [9].  

Based on the sequence of LTP gene of a mungbean cultivar in NCBI sequence database with the accession 
number AY300807, specific primer pair was designed to amplify the gene in a Vietnamese mungbean cultivar 
using polymerase chain reaction (PCR). The PCR product containing the LTP fragment was cloned in pBT 
vector and the sequencing of the fragment was carried out using ABI PRISM@ 3100 Advant Genetic 
Analyzer (Ampplied Biosystem). 351 nucleotides in length of LTP gene fragment was successfully 
amplified from Vietnamese mungbean cultivar. The correspond a polypeptide sequence of obtained LTP 
gene was 116 amino acids residues. 
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