
 79 

31(2): 79-88 T¹p chÝ Sinh häc 6-2009 

 

Ph©n lËp vµ chuyÓn gien ®iÒu khiÓn chÞu h¹n MtOsDREB2A  
vµo gièng lóa Chµnh trôi th«ng qua Agrobacterium 

 
Cao LÖ Quyªn, TrÇn TuÊn Tó, Ph¹m Xu©n Héi 

 ViÖn Di truyÒn N«ng nghiÖp 

ë n−íc ta hiÖn nay, h¹n h¸n ®� vµ ®ang lµ 
mét trong nh÷ng nguyªn nh©n chÝnh lµm gi¶m 
n¨ng suÊt c©y trång; thËm chÝ cã n¬i, cã vô, hiÖn 
t−îng h¹n h¸n g©y thÊt thu, lµm s¶n l−îng n«ng 
nghiÖp kh«ng æn ®Þnh, g©y ¶nh h−ëng ®Õn an 
ninh l−¬ng thùc quèc gia. VÊn ®Ò cµng trë nªn 
bøc xóc khi hÇu hÕt ®Êt canh t¸c bÞ h¹n nÆng l¹i 
tËp trung ë nh÷ng vïng ®Êt khã canh t¸c, vïng 
s©u, vïng xa n¬i mµ cuéc sèng cña ng−êi n«ng 
d©n chñ yÕu dùa vµo s¶n phÈm n«ng nghiÖp. V× 
vËy, viÖc t¹o ra c¸c gièng c©y trång cã tÝnh 
kh¸ng h¹n cao cã ý nghÜa ®Æc biÖt quan träng 
gãp phÇn t¨ng vµ æn ®Þnh n¨ng suÊt, xãa ®ãi 
gi¶m nghÌo, æn ®Þnh x� héi, t¨ng d©n trÝ vµ vÞ 
thÕ quèc gia.  

Hµng lo¹t c¸c nghiªn cøu chuyÓn gien ®¸p 
øng stress h¹n vµo c©y trång nh»m t¨ng c−êng 
tÝnh kh¸ng h¹n ë thùc vËt ®� ®−îc tiÕn hµnh 
trong nh÷ng n¨m võa qua, kÕt qu¶ ®� t¹o ra 
nh÷ng c©y chuyÓn gien t¨ng c−êng tÝnh chèng 
chÞu víi ®iÒu kiÖn h¹n [2, 12, 14]. Tuy nhiªn, 
tÝnh tr¹ng chÞu h¹n lµ mét tÝnh tr¹ng ®a gien, do 
nhiÒu gien chøc n¨ng tham gia trùc tiÕp ®¸p øng 
®iÒu kiÖn h¹n vµ c¸c gien ®iÒu khiÓn tÝnh chÞu 
h¹n. V× vËy, viÖc chuyÓn hµng lo¹t c¸c gien 
chøc n¨ng nh»m t¹o ra c¸c c©y trång biÕn ®æi 
gien t¨ng c−êng kh¶ n¨ng chÞu h¹n lµ nhiÖm vô 
bÊt kh¶ thi.  

C¸c gien m� hãa pr«tªin ®iÒu khiÓn qu¸ 
tr×nh phiªn m� tham gia vµo tÝnh kh¸ng h¹n b¸m 
vµo trËt tù ADN ®Æc hiÖu (cis-acting element) 
trong ®o¹n ®iÒu khiÓn gien (promoter) cña c¸c 
gien chøc n¨ng tham gia ®iÒu khiÓn tÝnh chÞu 
h¹n vµ cïng víi enzim sinh tæng hîp ARN 
(RNA polymerase) thùc hiÖn qu¸ tr×nh phiªn m� 
c¸c gien chøc n¨ng nµy. C¸c nghiªn cøu vÒ 
promoter ®� ph¸t hiÖn rÊt nhiÒu gien chøc n¨ng 
tham gia ®iÒu khiÓn tÝnh chÞu h¹n chøa trËt tù 
ADN ®Æc hiÖu. V× vËy, khi mét gien ®iÒu khiÓn 
biÓu hiÖn sÏ sinh ra c¸c pr«tªin b¸m vµo trËt tù 

ADN ®Æc hiÖu trªn pr«m«t¬ cña nhiÒu gien chøc 
n¨ng tham gia ®iÒu khiÓn tÝnh chÞu h¹n vµ ho¹t 
ho¸ sù biÓu hiÖn cña c¸c gien nµy, kÕt qu¶ lµ 
thùc vËt t¨ng c−êng tÝnh chÞu h¹n. §iÒu nµy gi¶i 
thÝch v× sao tÝnh tr¹ng chÞu h¹n lµ tÝnh tr¹ng ®a 
gien nh−ng chØ cÇn chuyÓn mét gien ®iÒu khiÓn 
tÝnh chÞu h¹n cã thÓ lµm t¨ng søc chèng h¹n cña 
c©y chuyÓn gien. C¸c nghiªn cøu vÒ hÖ gien ®� 
®−a ra kÕt luËn gien ®iÒu khiÓn chiÕm 6 - 9% 
tæng sè gien trong mçi hÖ gien, vÝ dô ë 
Arabidopsis cã 2.057 gien ®iÒu khiÓn ®−îc ph¸t 
hiÖn trªn tæng sè 26.000 gien trong hÖ gien [9]. 
RÊt nhiÒu nghiªn cøu vÒ ®Æc tÝnh cña gien ®iÒu 
khiÓn trªn c©y m« h×nh Arabidopsis vµ lóa ®� 
chøng minh nhãm gien nµy ®ãng vai trß ®Æc biÖt 
quan träng trong viÖc t¨ng c−êng tÝnh chÞu h¹n ë 
thùc vËt. V× vËy, viÖc ph©n lËp vµ nghiªn cøu 
®Æc tÝnh cña c¸c gien ®iÒu khiÓn ®ang trë thµnh 
vÊn ®Ò thêi sù mang tÝnh toµn cÇu, thu hót sù 
quan t©m cña nhiÒu phßng thÝ nghiÖm trªn thÕ 
giíi.  

Gien m� hãa nh©n tè khëi ®Çu phiªn m� 
DREB2 t−¬ng t¸c víi trËt tù ADN ®Æc hiÖu DRE 
trªn vïng khëi ®éng gien cña c¸c gien chøc 
n¨ng sinh ra trong ®iÒu kiÖn h¹n vµ ho¹t ho¸ sù 
biÓu hiÖn cña c¸c gien nµy. DREB2 ®Çu tiªn 
®−îc ph¸t hiÖn ë Arabidopsis vµo n¨m 1998. 
Hai gien DREB2A vµ DREB2B chØ biÓu hiÖn 
trong ®iÒu kiÖn h¹n vµ mÆn. Tuy nhiªn biÓu hiÖn 
cña c¸c gien DREB2A vµ DREB2B trong c¸c c©y 
chuyÓn gien kh«ng ho¹t ho¸ biÓu hiÖn cña c¸c 
gien chøc n¨ng liªn quan ®Õn chÞu h¹n trong 
®iÒu kiÖn sinh tr−ëng b×nh th−êng vµ kÕt qu¶ lµ 
c©y chuyÓn gien kh«ng cã tÝnh chÞu h¹n. §iÒu 
nµy ®−îc lý gi¶i r»ng nhãm gien nµy cÇn qu¸ 
tr×nh söa ®æi sau phiªn m�, vÝ dô nh− qua qu¸ 
tr×nh phosphoryl hãa (phosphorylation) ®Ó 
chuyÓn pr«tªin sang d¹ng ho¹t ho¸ [4]. Gien 
DREB2A ®−îc thay ®æi cÊu tróc b»ng viÖc lo¹i 
bá 30 axit amin t−¬ng øng víi trËt tù tõ 136 ®Õn 
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165 ®Ó t¹o ra d¹ng DREB2ACA. KÕt qu¶, sù 
biÓu hiÖn cña gien DREB2ACA gióp c©y chuyÓn 
gien Arabidopsis t¨ng c−êng ®¸ng kÓ tÝnh chÞu 
h¹n. C¸c ph©n tÝch sö dông kü thuËt Microarray 
vµ Northern blot ®� chøng minh lµ biÓu hiÖn 
gien DREB2ACA trong c©y chuyÓn gien ho¹t 
ho¸ sù biÓu hiÖn cña rÊt nhiÒu gien chøc n¨ng 
tham gia vµo tÝnh chÞu h¹n ë thùc vËt [7, 8]. Do 
tÝnh quan träng cña vÊn ®Ò chÞu h¹n ë thùc vËt, 
hµng lo¹t c¸c nghiªn cøu tËp trung viÖc ph©n lËp 
vµ nghiªn cøu ®Æc tÝnh cña nhãm gien DREB2 
®iÒu khiÓn tÝnh chÞu h¹n trªn c¸c ®èi t−îng thùc 
vËt kh¸c nhau. ë lóa, gien OsDREB2A ®−îc 
ph©n lËp vµ c«ng bè vµo n¨m 2003. OsDREB2A 
chØ biÓu hiÖn trong ®iÒu kiÖn h¹n vµ mÆn vµ biÓu 
hiÖn cña OsDREB2A t¨ng c−êng tÝnh chÞu h¹n 
vµ mÆn trong c©y Arabidopsis chuyÓn gien [3]. 

ë lóa m×, gien DREB2 ®−îc ph©n lËp vµ ph¸t 
hiÖn biÓu hiÖn m¹nh trong ®iÒu kiÖn l¹nh, mÆn 
vµ h¹n [10, 11]. ë lóa m¹ch, gien DREB2 cã tªn 
lµ HvDRF1 còng ®−îc c«ng bè lµ tÝch luü trong 
®iÒu kiÖn h¹n, mÆn vµ tham gia trùc tiÕp vµo 
®iÒu hoµ ABA [13]. Ngoµi Arabidopsis, gien 
ZmDREB2A còng ®� ®−îc ph©n lËp vµ nghiªn 
cøu ®Æc tÝnh chi tiÕt ë ng«. Kh«ng gièng nh− ë 
Arabidopsis (DREB2A), gien ZmDREB2A t¹o ra 
hai d¹ng transcript vµ qua ph©n tÝch Real-time 
PCR th× chØ cã d¹ng transcript ho¹t tÝnh sinh ra 
®¸ng kÓ trong ®iÒu kiÖn h¹n. Ngoµi ra, qua thÝ 
nghiÖm ph©n tÝch ho¹t ho¸ phiªn m� 
(transactivation assay) ë tÕ bµo trÇn Arabidopsis 
th× ZmDREB2A cã kh¶ n¨ng ho¹t ho¸ qu¸ tr×nh 
phiªn m� (transactivation activity) m¹nh h¬n 
nhiÒu DREB2A. V× vËy, qu¸ tr×nh söa ®æi sau 
dÞch m� lµ kh«ng cÇn thiÕt trong viÖc t¹o ra 
pr«tªin ho¹t tÝnh trong tr−êng hîp gien 
ZmDREB2A. Sù biÓu hiÖn liªn tôc gien 
ZmDREB2A lµm t¨ng c−êng tÝnh chÞu h¹n râ rÖt 
trong c¸c c©y chuyÓn gien. KÕt qu¶ nµy cho thÊy 
cã sù kh¸c nhau vÒ c¬ chÕ ®iÒu khiÓn tÝnh chÞu 
h¹n trong cïng nhãm gien gi÷a c©y m« h×nh hai 
l¸ mÇm vµ c©y mét l¸ mÇm [6].  

Trong nghiªn cøu nµy, chóng t«i ®� tiÕn 
hµnh ph©n lËp gien MtOsDREB2A tõ th− viÖn xö 
lý h¹n cña gièng lóa Méc tuyÒn, thiÕt kÕ  
vector chuyÓn gien b»ng kü thuËt gateway vµ 
chuyÓn vector biÓu hiÖn mang gien 
MtOsDREB2A vµo gièng lóa Chµnh trôi th«ng 
qua kü thuËt chuyÓn gien sö dông vi khuÈn 
Agrobacterium. 

I. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 

1. VËt liÖu 

Nguån th− viÖn cADN xö lý h¹n: Th− viÖn 
cADN xö lý h¹n cña gièng lóa Méc tuyÒn ®−îc 
sinh tæng hîp t¹i Trung t©m C«ng nghÖ Sinh häc 
vµ Kü thuËt gien Quèc tÕ (ICGEB), New Delhi, 
Ên §é.  

Nguån thùc vËt nhËn gien: Gièng lóa 
Chµnh trôi ®−îc cung cÊp bëi Trung t©m Tµi 
nguyªn Thùc vËt, ViÖn Khoa häc N«ng nghiÖp 
ViÖt Nam, ®� ®−îc kh¶o s¸t kh¶ n¨ng t¹o callus 
(91%) vµ t¸i sinh (> 80) [1]. 

C¸c bé kÝt vµ vector: Vector nh©n dßng 
pUC19-Ubi vµ vector nhËn pBCKH ®−îc cung 
cÊp bëi nhãm nghiªn cøu cña GS. Shinozaki 
(Phßng thÝ nghiÖm C«ng nghÖ Sinh häc, Trung 
t©m Quèc tÕ vÒ Khoa häc N«ng nghiÖp NhËt 
B¶n, JIRCAS). Bé kit Gateway# LR Clonase# II 
enzim mix ®Ó thùc hiÖn ph¶n øng Gateway mua 
cña h�ng Invitrogen. 

C¸c chñng vi khuÈn: Chñng vi khuÈn E.coli 
DH5α vµ chñng vi khuÈn A. tumefaciens 
EHA105 ®−îc cung cÊp bëi Bé m«n BÖnh häc 
Ph©n tö, ViÖn Di truyÒn N«ng nghiÖp, ViÖn 
Khoa häc N«ng nghiÖp ViÖt Nam. 

C¸c trËt tù måi PCR vµ hãa chÊt: C¸c trËt 
tù måi PCR ®Æc hiÖu nh©n dßng gien 
MtOsDREB2A vµ kiÓm tra sù tån t¹i cña cña 
gien MtOsDREB2A trong c¸c vector vµ vi khuÈn 
®−îc mua cña h�ng Sigma. Hãa chÊt sö dông 
trong nu«i cÊy m« vµ sinh häc ph©n tö ®−îc 
mua bëi c¸c h�ng Merk, Sigma vµ Invitrogen. 

2. Ph−¬ng ph¸p 

Nh©n dßng gien MtOsDREB2A tõ th− viÖn 
cADN xö lý h¹n gièng lóa Méc tuyÒn: Dùa 
trªn tr×nh tù c¸c gien DREB2A ®−îc c«ng bè 
trªn Gene Bank cña c¸c gièng lóa Japonica vµ 
Pokali chóng t«i lùa chän 20 nucleotide ë hai 
®Çu 5’, 3’ vïng ORF cña gien DREB2A vµ trËt 
tù nhËn biÕt cña enzim BamH I ®Ó thiÕt kÕ trËt tù 
måi ®Æc hiÖu nh− sau: OsDREB2A-F: 5’-
ATGGATCCATGGAGCGGGGGGAGGGGA -
3’OH; OsDREB2A-R: 5’-ATCCTAGGCTAAT 
AGGAGAAAAGGCTA-3’OH. Ph¶n øng PCR 
®−îc thùc hiÖn víi nång ®é måi 10 pmol, 
dNTPs 0,2 mM, Taq polymerase 2,5 U víi chu 
kú nhiÖt: khëi ®Çu 94oC trong 5 phót, 30 chu kú 
tiÕp theo (94oC - 45 gi©y, 55oC - 45 gi©y, 72oC - 
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60 gi©y), kÐo dµi 7 phót ë 72oC. S¶n phÈm ph¶n 
øng PCR ®−îc kiÓm tra trªn gel Agarose 1%, 
tiÕn hµnh th«i gel b»ng cét GeneluteTM Minus 
EtBr (Sigma Cat G-2166). S¶n phÈm PCR tiÕp 
®ã ®−îc xö lý víi enzim giíi h¹n BamH I vµ g¾n 
vµo vector nh©n dßng pUC19-Ubi ®� xö lý 
BamH I vµ lo¹i gèc phosphate tr−íc ®ã ®Ó t¹o 
vector nh©n dßng mang gien MtOsDREB2A vµ 
®ång thêi lµ vector cho trong ph¶n øng clonase. 
Sù tån t¹i cña gien MtOsDREB2A xu«i chiÒu 
trong vector nh©n dßng pUC19-Ubi ®−îc kiÓm 
tra b»ng cÆp måi Ubi-F: 5’-CCCTGCCTTCAT 
ACGCTATT-3’OH vµ OsDREB2A-R, víi s¶n 
phÈm −íc ®o¸n kho¶ng 900-bp. Gien sau ®ã 
®−îc ®äc tr×nh tù trªn hÖ thèng ABI 3100, kÕt 
qu¶ gi¶i tr×nh tù ®−îc so s¸nh víi c¬ së d÷ liÖu 
trªn Gene Bank vµ ph©n tÝch b»ng phÇn mÒm 
Genetyx 6.0. 

ThiÕt kÕ vetor chuyÓn gien mang gien 
MtOsDREB2A b»ng kü thuËt Gateway: Kü 
thuËt Gateway (Invitrogen) ®−îc sö dông ®Ó t¹o 
vector chuyÓn gien thùc vËt (binary vector) víi 
thµnh phÇn ph¶n øng (5 µl) ®−îc thiÕt lËp nh− 
sau: 1 µl ®Öm LR clonase, 50 ng vector cho 
(pUC19-Ubi-MtOsDREB2A), 10 ng vector nhËn 
(pBCKH), 2,5 µl ®Öm TE vµ 0,5 µl enzim 
Clonaza. Ph¶n øng ®−îc tiÕn hµnh trong 1 giê ë 
25oC, sau ®ã bæ sung proteinaza K ®Ó lo¹i bá 
pr«tªin. S¶n phÈm ph¶n øng ®−îc biÕn n¹p vµo 
tÕ bµo E.coli DH5α kh¶ biÕn ®� chuÈn bÞ. TiÕn 
hµnh sµng läc vi khuÈn mang vector chuyÓn 
gien trªn m«i tr−êng LB chøa 50 µg/ml 
kanamycin, sù tån t¹i xu«i chiÒu cña gien 
MtOsDREB2A trong vector chuyÓn gien ®−îc 
kiÓm tra b»ng ph¶n øng PCR víi måi ®Æc hiÖu 
GW-F: 5’-CAGCTATGACCATGATTACGC-
3’OH vµ OsDREB2A-R, víi s¶n phÈm theo tÝnh 
to¸n sÏ cã kÝch th−íc xÊp xØ 2,9 kb. Vector 
chuyÓn gien sau ®ã ®−îc biÕn n¹p vµo vi khuÈn 
A. tumefaciens EHA105 b»ng ph−¬ng ph¸p 
xung ®iÖn sö dông m¸y ECM 630 (BTX) víi c¸c 
th«ng sè nh− sau: ®iÖn dung 25 µF, ®iÖn thÕ 2,4 
KV, ®iÖn trë 200 µ trong thêi gian 5 gi©y. Sù 
tån t¹i cña gien MtOsDREB2A trong vi khuÈn A. 
tumefaciens EHA105 ®−îc kiÓm tra l¹i b»ng 
ph¶n øng PCR víi cÆp måi ®Æc hiÖu 
OsDREB2A-F/R. 

ChuyÓn cÊu tróc mang gien 
MtOsDREB2A vµo lóa Chµnh trôi: C¸c callus 

tèt (cã mµu vµng, kh«, ®−êng kÝnh 1-3 mm) cña 
lóa Chµnh trôi - ®−îc t¹o ra trªn m«i tr−êng MS 
cã bæ sung 1,5 mg/l 2,4D trong 10 ngµy, ë 28oC 
trong tèi - ®−îc gom l¹i vµ tr¶i ®Òu lªn m«i 
tr−êng MS cã ng¨n bëi giÊy läc vµ nu«i ë 280C 
trong 3 ngµy tr−íc khi tiÕn hµnh chuyÓn gien. 
Mét khuÈn l¹c A. tumefaciens mang gien 
MtOsDREB2A ®−îc nu«i l¾c 200 vßng/phót ë 
28oC qua ®ªm trong 5ml m«i tr−êng YEM láng 
cã bæ sung 50 mg/l kanamycin. Dung dÞch vi 
khuÈn sau ®ã ®−îc pha lo�ng víi 30 ml m«i 
tr−êng AAM [3], bæ sung acetosyringone ë 
nång ®é 30 µg/ml. C¸c callus ®� lùa chän ë trªn 
®−îc chuyÓn lªn tÊm l−íi ®� khö trïng vµ ®−îc 
ng©m trong dung dÞch huyÒn phï vi khuÈn ë 
trªn trong 90 gi©y, thØnh tho¶ng l¾c nhÑ. C¸c 
callus sau ®ã ®−îc lµm kh« vµ chuyÓn lªn m«i 
tr−êng ®ång nu«i cÊy MS-AS (m«i tr−êng MS 
cã bæ sung 15 mg/l acetosyringone, 300 mg/l 
cazein, 2 mg/l 2,4D, 10 g/l glucose vµ 30 g/l 
sucrose) cã ng¨n bëi giÊy läc, gi÷ trong tèi ë 
28oC trong 3 ngµy. C¸c callus sau ®ã ®−îc tiÕn 
hµnh lo¹i bá c¸c vi khuÈn d− thõa trªn bÒ mÆt 
b»ng c¸ch röa nhiÒu lÇn víi dung dÞch n−íc cÊt 
khö trïng cã bæ sung 500 mg/l cabernicillin. 
ChuyÓn c¸c callus sang m«i tr−êng chän läc 
MS-S (m«i tr−êng MS cã bæ sung 300 mg/l 
cazein, 2 mg/l 2,4D, 30 g/l sucrose vµ 50 mg/l 
hygromycin), nu«i trong tèi 2 tuÇn ë 280C (lÆp 
l¹i 1 lÇn). C¸c callus sinh tr−ëng trªn m«i tr−êng 
MS-S sau ®ã ®−îc chuyÓn sang m«i tr−êng t¸i 
sinh MS-R (m«i tr−êng MS cã bæ sung 15 ml/l 
n−íc dõa vµ 50 mg/l hygromycin), nu«i trong 
®iÒu kiÖn 25oC, ®é Èm 50-70%, quang chu kú 16 
giê/ngµy, c−êng ®é s¸ng 3000 Lux. Sau 4 tuÇn, 
c¸c côm chåi sinh tr−ëng tèt ®−îc t¸ch ra vµ tiÕn 
hµnh cho ra rÔ trªn m«i tr−êng MS/2 (nång ®é 
muèi kho¸ng gi¶m 1/2). Khi c¸c c©y lóa T0 cã 
hÖ rÔ ph¸t triÓn tèt vµ ®¹t chiÒu cao kho¶ng 7-10 
cm sÏ ®−îc ®−a ra ngoµi m«i tr−êng lµm quen 
tr−íc khi cÊy ra c¸c chËu thÝ nghiÖm. C¸c c©y 
lóa chuyÓn gien T0 sau ®ã ®−îc kiÓm tra sù tån 
t¹i cña gien MtOsDREB2A trong hÖ gien b»ng 
c¸ch t¸ch chiÕt ADN tõ l¸ lóa theo ph−¬ng ph¸p 
CTAB cã c¶i tiÕn ®Ó thu ADN tæng sè cho ph¶n 
øng PCR víi cÆp måi ®Æc hiÖu Ubi-F vµ  
Nos-TR: 5’-AGACCGGCAACAGGATTCAA-
3’OH, s¶n phÈm PCR khi ®iÖn di trªn gel 
agarose 1% sÏ cã kÝch th−íc dù ®o¸n kho¶ng 
1,2 kb. 
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II. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN 

Ph©n lËp gien MtOsDREB2A tõ th− viÖn 
cADN xö lý h¹n cña gièng lóa Méc tuyÒn: 
KÕt qu¶ ®iÖn di kiÓm tra s¶n phÈm khuÕch ®¹i 
gien MtOsDREB2A tõ th− viÖn cADN xö lý h¹n 
cña gièng lóa Méc tuyÒn (h×nh 1A) cho thÊy s¶n 
phÈm khuÕch ®¹i râ nÐt cã kÝch th−íc xÊp xØ 
825-bp. KÝch th−íc 825-bp lµ kÝch th−íc ®� 
®−îc dù ®o¸n t−¬ng øng víi khung ®äc më cña 
c¸c gien DREB2A ®� ®−îc ph¸t hiÖn ë lóa 
Japonica vµ Pokali [6]. S¶n phÈm khuÕch ®¹i 
ngoµi ra cßn mang hai vÞ trÝ nhËn biÕt cña enzim 
BamH I ë hai ®Çu phÝa ngoµi khung ®äc më cña 
gien MtOsDREB2A. S¶n phÈm khuÕch ®¹i sau 
®ã ®−îc g¾n vµo vector nh©n dßng pUC19-Ubi 
nhê vÞ trÝ nhËn biÕt nµy. Vector nh©n dßng 

pUC19-Ubi ®−îc thiÕt kÕ dùa trªn cÊu tróc cña 
vector pUC19 cã g¾n thªm promoter Ubiquitine 
vµ enhancer Ω tr−íc vïng MCS cho phÐp ®iÒu 
hßa biÓu hiÖn gien l¹ ®−îc chÌn trong vÞ trÝ MCS 
ë thùc vËt. Sau khi s¶n phÈm khuÕch ®¹i gien 
MtOsDREB2A ®−îc g¾n vµo vector nh©n dßng 
pUC19-Ubi chóng t«i ®� thu ®−îc vector 
pUC19-Ubi-MtOsDREB2A võa lµ vector nh©n 
dßng cho gien nµy võa lµ vector cho trong ph¶n 
øng clonase khi sö dông kü thuËt gateway ®Ó t¹o 
vector chuyÓn gien thùc vËt (h×nh 1B). Vector 
cho pUC19-Ubi-MtOsDREB2A sau ®ã ®−îc 
biÕn n¹p vµo vi khuÈn E.coli DH5α vµ tiÕn hµnh 
sµng läc trªn m«i tr−êng LB cã bæ sung 
ampicillin nhê gien kh¸ng ampicillin trªn vector 
cho (h×nh 1B).  

 

 

H×nh 1. KÕt qu¶ qu¶ ph©n lËp gien MtOsDREB2A trong vector nh©n dßng pUC19-Ubi 

A. KÕt qu¶ khuÕch ®¹i gien OsDREB2A tõ th− viÖn xö lý h¹n lóa Méc tuyÒn: M- thang ADN chuÈn 
1 kb (Invitrogen); giÕng 1-4 s¶n phÈm nh©n gien tõ th− viÖn víi cÆp måi ®Æc hiÖu OsDREB2A-F/R; 
B. S¬ ®å t¸ch dßng gien MtOsDREB2A trong vector nh©n dßng pUC19-Ubi. C. KÕt qu¶ kiÓm tra 
chiÒu g¾n cña gien MtOsDREB2A trong vector nh©n dßng pUC19-Ubi: M- thang ADN chuÈn 1kb 
(Invitrogen); GiÕng 1, 3 vµ 6 cho kÕt qu¶ gien MtOsDREB2A g¾n ng−îc chiÒu (©m tÝnh); GiÕng 2, 
4, 5, 7 vµ 8 cã b¨ng ®iÖn di kÝch th−íc xÊp xØ 900-bp t−¬ng øng víi c¸c khuÈn l¹c mang gien 
MtOsDREB2A g¾n xu«i chiÒu trong vector pUC19-Ubi. 
 

Tuy nhiªn, do trong ph¶n øng t¸ch dßng 
chóng t«i chØ sö dông mét vÞ trÝ enzim giíi h¹n 
BamH I nªn hoµn toµn cã thÓ x¶y ra tr−êng hîp 

gien MtOsDREB2A bÞ g¾n ng−îc chiÒu trong 
vector pUC19-Ubi. §Ó cã thÓ lo¹i bá tr−êng hîp 
nµy chóng t«i tiÕn hµnh ph¶n øng PCR víi c¸c 
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khuÈn l¹c ®−îc chän läc trªn m«i tr−êng LB cã 
bæ sung ampicillin. KÕt qu¶ ®iÖn di s¶n phÈm 
PCR trªn h×nh 1C cho thÊy trong sè 8 khuÈn l¹c 
®−îc chän ®Ó kiÓm tra sù g¾n xu«i chiÒu cña 
gien MtOsDREB2A trong vector nh©n dßng th× 
cã 5 khuÈn l¹c (khuÈn l¹c sè 2, 4, 5, 7 vµ 8) cho 
kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh lµ b¨ng ADN cã kÝch th−íc 
xÊp xØ 900-bp. C¸c khuÈn l¹c sè 1, 3 vµ 6 kh«ng 
cho s¶n phÈm khuÕch ®¹i cã thÓ lµ c¸c khuÈn l¹c 
mang vector trèng hoÆc c¸c khuÈn l¹c cã mang 
gien MtOsDREB2A nh−ng bÞ g¾n ng−îc chiÒu. 
S¶n phÈm khuÕch ®¹i cho kÝch th−íc 900-bp ë 
c¸c khuÈn l¹c sè 2, 4, 5, 7 vµ 8 lµ do chóng t«i 

®� lùa chän måi xu«i Ubi-F ®−îc thiÕt kÕ ®Ó b¾t 
cÆp víi vïng cuèi cïng cña promoter Ubiquitine 
cßn måi ng−îc ®−îc lùa chän lµ lµ måi ng−îc 
®Æc hiÖu cña chÝnh gien MtOsDREB2A. NÕu 
gien ®−îc g¾n ®óng chiÒu th× s¶n phÈm khuÕch 
®¹i trong ph¶n øng PCR sÏ ph¶i cã kÝch th−íc 
kho¶ng 900-bp bao gåm kÝch th−íc cña gien 
MtOsDREB2A, kÝch th−íc vïng enhancer Ω vµ 
kÝch th−íc cña måi Ubi-F. Ng−îc l¹i, nÕu gien 
®−îc g¾n ng−îc chiÒu th× ph¶n øng PCR sÏ 
kh«ng cho s¶n phÈm khuÕch ®¹i víi kÝch th−íc 
kho¶ng 900-bp. 

 

 
H×nh 2. KÕt qu¶ so s¸nh tr×nh tù gien MtOsDREB2A víi mét sè gien trong nhãm DREB2A b»ng 

phÇn mÒm Blast (A)vµ Genetyx 6.0 (B). 
 

KhuÈn l¹c sè 5 cho kÕt qu¶ khuÕch ®¹i tèt 
nhÊt ®� ®−îc chóng t«i lùa chän ®Ó tiÕn hµnh 

nu«i cÊy, t¸ch plasmid víi khèi l−îng lín ®Ó 
gi¶i tr×nh tù gien MtOsDREB2A vµ ®ång thêi 
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lµm nguyªn liÖu cho ph¶n øng clonase ë b−íc 
tiÕp theo. KÕt qu¶ gi¶i tr×nh tù trªn hÖ thèng ABI 
3100 (d÷ liÖu kh«ng tr×nh bµy) cho thÊy gien 
chóng t«i ®� ph©n lËp cã kÝch th−íc chÝnh x¸c 
825-bp. TiÕn hµnh so s¸nh víi c¸c tr×nh tù gien 
cã s½n trªn Gene Bank b»ng phÇn mÒm Blast

(h×nh 2A), chóng t«i nhËn thÊy gien chóng t«i 
®� ph©n lËp tõ th− viÖn cADN xö lý h¹n cña 
gièng lóa Méc tuyÒn cã 100% t−¬ng ®ång víi 
c¸c tr×nh tù cADN m� hãa gien DREB2A ë lóa 
Japonica (m� sè: NM 001048642.1; AF 
300971.2; AK 067313.1; AK 21956.1). 

  

 

H×nh 3. KÕt qu¶ so s¸nh tr×nh tù axit amin cña gien MtOsDREB2A. So víi c¸c gien DREB2A, 
DREB2B, JaOsDREB2A, JaOsDREB2B, ZmDREB2A: cã sù t−¬ng ®ång rÊt lín trong miÒn AP2 

(vïng ®¸nh dÊu mµu ®en); gien MtOsDREB2A cã sù t−¬ng ®ång hoµn toµn víi gien JaOsDREB2A 
 
KÕt qu¶ tiÕn hµnh ph©n tÝch tr×nh tù axit 

amin dù ®o¸n cña gien ®� ph©n lËp víi c¸c tr×nh 
tù axit amin cña c¸c gien DREB2A, DREB2B, 
JaOsDREB2A, JaOsDREB2B vµ ZmDREB2A 

trªn phÇn mÒm Genetyx 6.0 cho thÊy tr×nh tù 
pr«tªin dù ®o¸n cã miÒn AP2 cã møc ®é t−¬ng 
®ång cao víi c¸c gien cßn l¹i trong nhãm 
DREB2 ë c¸c c©y lóa Japonica, ng« vµ  
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A. thaliana (h×nh 4). §ång thêi sö dông ch−¬ng 
tr×nh nµy chóng t«i còng ®� x©y dùng ®−îc c©y 
quan hÖ ph¸t sinh cña gien MtOsDREB2A víi c¸c 
gien kh¸c trong nhãm DREB2. KÕt qu¶ cho thÊy 
gien MtOsDREB2A cã ®é t−¬ng ®ång 100% víi 
gien JaOsDREB2A, 78,17% víi gien DREB2 ë A. 
thaliana vµ 71,47% víi gien ZmDREB2A ë ng« 
(h×nh 3). C¸c kÕt qu¶ ph©n tÝch tr×nh tù kh¼ng 
®Þnh chóng t«i ®� ph©n lËp ®−îc gien DREB2A tõ 
th− viÖn cADN xö lý h¹n cña gièng lóa Méc 
tuyÒn, lµ nguån nguyªn liÖu gien ®iÒu khiÓn tÝnh 
chÞu h¹n tõ chÝnh gièng lóa cña ViÖt Nam. 

ThiÕt kÕ vector chuyÓn gien theo kü thuËt 
gateway: HÖ thèng gateway dùa trªn ph¶n øng 
t¸i tæ hîp cña enzim LR clonase, gÇn ®©y trë 

thµnh xu thÕ míi trong c¸c nghiªn cøu thiÕt kÕ 
c¸c vector ®−îc nhiÒu phßng thÝ nghiÖm sö dông 
do cã nhiÒu −u ®iÓm: (1). Ph¶n øng t¸i tæ hîp 
nhanh, nh¹y vµ t¹o ra c¸c vector chuyÓn gien cã 
kh¶ n¨ng biÓu hiÖn cao; (2). kh«ng cÇn nhiÒu 
plasmid trong qu¸ tr×nh thiÕt kÕ; (3). Khi ®� 
thiÕt lËp ®−îc hÖ thèng gateway (entry vector = 
vector cho vµ destination vector = vector nhËn) 
th× chØ cÇn mét ph¶n øng t¸i tæ hîp cña enzim 
LR clonase lµ chuyÓn trùc tiÕp c¶ cassette gåm 
promoter, gien cÇn chuyÓn vµ trËt tù kÕt thóc 
phiªn m� tõ vector nh©n dßng (vector cho) sang 
vector chuyÓn gien. V× vËy rÊt tiÖn lîi cho c¸c 
phßng thÝ nghiÖm cÇn thiÕt kÕ nhiÒu vector 
chuyÓn gien.  

 

 
H×nh 4. KÕt qu¶ thiÕt kÕ vector chuyÓn gien MtOsDREB2A sö dông kü thuËt Gateway 

A. S¬ ®å minh qu¸ tr×nh thiÕt kÕ vector chuyÓn gien pBCKH-Ubi sö dông kü thuËt Gateway; B. KÕt qu¶ kiÓm 
tra sù tån t¹i cña cassette promoter Ubiquitine, enhancer Ω vµ gien MtOsDREB2A trong vector chuyÓn gien: 
M- thang ADN chuÈn 1kb (Invitrogen; giÕng 1, 2, 6, 7, 9 vµ 11 cho kÕt qu¶ ©m tÝnh; giÕng 3, 4, 5, 8 vµ 10 cho 
b¨ng ®iÖn di xÊp xØ 2,9 kb t−¬ng øng víi c¸c khuÈn l¹c chøa cassette xu«i chiÒu trong vector chuyÓn gien 
pBCKH; C. KÕt qu¶ kiÓm tra sù cã mÆt cña gien MtOsDREB2A trong vi khuÈn Agrobacterium: giÕng 1, 9, 10 
vµ 11 cho b¨ng ®iÖn di xÊp xØ 825-bp t−¬ng øng víi c¸c vi khuÈn cã mang vector chuyÓn gien pBCKH-
MtOsDREB2A.  
 

Theo hÖ thèng gateway, vector cho (h×nh 4) 
cã bé khung lµ vector nh©n dßng pUC19, g¾n 
thªm vµo mét cassette gåm promoter 
Ubiquitine, vÞ trÝ MCS vµ trËt tù kÕt thóc phiªn 
m� (NosT) ®−îc giíi h¹n hai ®Çu lµ vÞ trÝ c¾t cña 
enzim t¸i tæ hîp clonase (attL1, attL2). Trong 

nghiªn cøu nµy, vector pUC19-Ubi mang gien 
MtOsDREB2A ®� ®−îc tr×nh bµy ë trªn lµ vector 
cho. Vector nhËn (h×nh 3) cã bé khung lµ vector 
pBI101, g¾n thªm vµo mét cassette gåm 
promoter, gien ccdB vµ gien chloramfenicol vµ 
vïng kÕt thóc phiªn m� ®−îc giíi h¹n hai ®Çu lµ 
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vÞ trÝ c¾t cña enzim t¸i tæ hîp clonase (attR1, 
attR2). Gien ccdB lµ gien cña virus, rÊt ®éc cho 
E. coli, v× vËy chØ khi ph¶n øng t¸i tæ hîp x¶y ra 
th× cassette cña vector cho sÏ chuyÓn sang g¾n 
vµo vector nhËn vµ s¶n phÈm cña ph¶n øng t¸i tæ 
hîp khi chuyÓn vµo E. coli míi cã thÓ cho c¸c 
khuÈn l¹c khi nu«i trªn m«i tr−êng LB chøa 
kh¸ng sinh kanamycin. C¸c khuÈn l¹c sinh 
tr−ëng trªn m«i tr−êng LB cã bæ sung 
kanamycin ®−îc kiÓm tra sù tån t¹i cña casstte 
mang gien cÇn chuyÓn th«ng qua ph¶n øng PCR 
víi måi xu«i GW-F b¸m ®Æc hiÖu phÝa cuèi 
vïng NosT bªn tr¸i vµ måi ®Æc hiÖu 
OsDREB2A-R. NÕu ph¶n øng clonase thµnh 
c«ng cassette mang gien cÇn chuyÓn ®−îc 
chuyÓn sang vector nhËn th× ph¶n øng PCR sÏ 
t¹o ra vµ s¶n phÈm khuÕch ®¹i cã kÝch th−íc 
theo tÝnh to¸n kho¶ng 2,9 kb. KÝch th−íc 2,9 kb 
t−¬ng øng víi sù céng dån kÝch th−íc gien 
MtOsDREB2A (825-bp), vïng enhancer Ω vµ 
promoter Ubiquitine (xÊp xØ 2 kb) vµ vïng vÞ trÝ 
nhËn biÕt attB1 vµ kÝch th−íc måi xu«i. KÕt qu¶ 

®iÖn di kiÓm tra trªn gel agarose 1% (h×nh 3A) 
cho thÊy víi 11 khuÈn l¹c sinh tr−ëng trªn m«i 
tr−êng LB bæ sung kanamycin cã 5 khuÈn l¹c 
(sè 3, 4, 5 8 vµ 10) cho kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh. 
KhuÈn l¹c sè 8 cho kÕt qu¶ khuÕch ®¹i tèt nhÊt 
®−îc chóng t«i lùa chän ®Ó nu«i cÊy t¸ch 
plasmid ®Ó biÕn n¹p vµo A. tumefaciens 
EHA105 sö dông ph−¬ng ph¸p xung ®iÖn. Sù 
tån t¹i cña vector chuyÓn gien trong vi khuÈn 
Agrobacterium ®−îc kh¼ng ®Þnh th«ng qua ph¶n 
øng PCR víi c¸c khuÈn l¹c sinh tr−ëng trªn m«i 
tr−êng LB cã bæ sung kanamycin víi cÆp måi 
®Æc hiÖu cho gien MtOsDREB2A. KÕt qu¶ trªn 
h×nh 3B cho thÊy víi 10 khuÈn l¹c chóng t«i thu 
®−îc 3 khuÈn l¹c (sè 1, 9 vµ 10) cho kÕt qu¶ 
d−¬ng tÝnh víi s¶n phÈm khuÕch ®¹i râ nÐt cã 
kÝch th−íc xÊp xØ 825-bp. KhuÈn l¹c sè 10 ®−îc 
lùa chän ®Ó lµm nguyªn liÖu cho thÝ nghiÖm 
chuyÓn gien thùc vËt. 

ChuyÓn gien MtOsDREB2A vµo lóa 
Chµnh trôi: 

 

 
H×nh 4. KÕt qu¶ chuyÓn gien MtOsDREB2A vµo gièng lóa Chµnh trôi 

A. Callus lóa trªn m«i tr−êng MS bæ sung 2,4D; B. Callus lóa trªn m«i tr−êng ®ång nu«i cÊy; C. Callus lóa 
trªn m«i tr−êng chän läc. D. T¸i sinh callus lóa; E. Lóa chuyÓn gien sau 3 th¸ng; F. KÕt qu¶ kiÓm tra sù tån 
t¹i cña gien MtOsDREB2A trong c©y lóa chuyÓn gien: M- ADN chuÈn 1kb (Invitrogien); GiÕng 1 ®èi chøng 
d−¬ng, giÕng 2 ®èi chøng ©m; giÕng 12, 15 vµ 20 cho kÕt qu¶ ©m tÝnh, c¸c giÕng cßn l¹i t−¬ng øng víi c¸c c©y 
mang gien MtOsDREB2A trong hÖ gien. 
 

§Ó nghiªn cøu biÓu hiÖn cña gien 
MtOsDREB2A, chóng t«i tiÕn hµnh chuyÓn gien 

MtOsDREB2A vµo gièng lóa Chµnh trôi th«ng 
qua Agrobacterium EHA105. Toµn bé qu¸ tr×nh 
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h×nh thµnh callus, l©y nhiÔm vµ t¸i sinh c©y 
®−îc tiÕn hµnh theo c¸c ph−¬ng ph¸p ®� ®−îc 
tèi −u bëi Nishimura [5]. Tõ 100 h¹t lóa gièng 
Chµnh trôi ®−îc vµo nu«i cÊy, chóng t«i thu 
®−îc 91 callus sau 10 ngµy nu«i cÊy trªn m«i 
tr−êng MS cã bæ sung 2 mg/l 2,4D. Sau 15 ngµy 
trªn m«i tr−êng chän läc MS-S, cã 30 callus cßn 
sèng sãt vµ sau kho¶ng 3 - 4 tuÇn trªn m«i 
tr−êng t¸i sinh MS-R chóng t«i thu ®−îc 25 
dßng lóa cã chåi sinh tr−ëng b×nh th−êng trªn 
m«i tr−êng chøa hygromycin. Nh− vËy, hiÖu 
suÊt chuyÓn gien cña gièng lóa Chµnh trôi lµ 
25%. Sau 4 tuÇn nu«i cÊy trªn m«i tr−êng t¸i 
sinh, c¸c c©y lóa non ph¸t triÓn tèt ®−îc chuyÓn 
sang m«i tr−êng ra rÔ (h×nh 4A, B, C vµ D). Sau 
10 ngµy, c©y ®−îc chuyÓn sang c¸c cèc ®Êt vµ 
nu«i trong ®iÒu kiÖn phßng nu«i cÊy cã phñ 
nilon trong 2 tuÇn. Cuèi cïng c©y ®−îc chuyÓn 
tiÕp sang c¸c x« to vµ ®−îc trång ë ®iÒu kiÖn 
bªn ngoµi m«i tr−êng (h×nh 4E).  

C¸c c©y lóa chuyÓn gien sau ®ã ®−îc kiÓm 
tra sù tån t¹i cña gien MtOsDREB2A trong 
genome b»ng ph¶n øng PCR víi cÆp måi Ub-F 
vµ Nos-TR. KÝch th−íc theo tÝnh to¸n cña s¶n 
phÈm khuÕch ®¹i xÊp xØ 1,2 kb t−¬ng øng víi 
kÝch th−íc gien 825-bp, vïng enhancer 100-bp 
vµ vïng Nos-T phÝa ph¶i 200-bp. KÕt qu¶ ®iÖn 
di s¶n phÈm khuÕch ®¹i trªn gel agarose 1% cho 
thÊy víi 21 dßng lóa chuyÓn gien sinh tr−ëng tèt 
ë m«i tr−êng ngoµi cã Ýt nhÊt 16 dßng lóa cho 
kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh, víi c¸c b¨ng ®iÖn di cã kÝch 
th−íc xÊp xØ 1,2 kb (h×nh 4F). C¸c c©y nµy sau 
®ã ®−îc thu h¹t nh»m l−u tr÷ vµ tiÕn hµnh c¸c 
thÝ nghiÖm tiÕp theo ë thÕ hÖ T1, T2 nh− thö 
nghiÖm kh¶ n¨ng chÞu h¹n, thÝ nghiÖm Southern, 
Northern hay Western blotting ®Ó kh¼ng ®Þnh sù 
tån t¹i æn ®Þnh cña gien trong hÖ gien cña gièng 
lóa Chµnh trôi. 

III. KÕT LUËN 

Ph¶n øng PCR víi cÆp måi ®Æc hiÖu 
OsDREB2A-F/R ®� thiÕt kÕ cho phÐp chóng t«i 
ph©n lËp ®−îc gien MtOsDREB2A tõ th− viÖn 
cADN xö lý h¹n cña gièng lóa Méc tuyÒn. §©y 
lµ nguån gien ®iÒu khiÓn chÞu h¹n tõ chÝnh 
nguån thùc vËt cña ViÖt Nam, lµ c¬ së cho c¸c 
nghiªn cøu gien ®iÒu khiÓn chÞu h¹n kh¸c trªn 
c©y lóa ViÖt Nam tiÕp theo. Kü thuËt gateway 
®� gióp rót ng¾n thêi gian thiÕt lËp vector

chuyÓn gien trong nghiªn cøu cña chóng t«i. 
ViÖc ¸p dông thµnh c«ng kü thuËt nµy cho phÐp 
chóng t«i cã thÓ më réng vµ tiÕn hµnh ®ång thêi 
c¸c thÝ nghiÖm chuyÓn gien kh¸c nhau vµo c©y 
lóa. Quy tr×nh chuyÓn gien th«ng qua vi khuÈn 
A.tumefaciens cña nhãm t¸c gi¶ Nishimura [5] 
mÆc dï ®−îc tèi −u trªn c©y lóa Japonica nh−ng 
vÉn thÝch hîp víi c©y lóa Chµnh trôi (gièng 
indica) cña ViÖt Nam víi hiÖu suÊt chuyÓn gien 
®¹t tíi 25%. C¸c c©y chuyÓn gien sau ®ã cã kh¶ 
n¨ng sinh tr−ëng b×nh th−êng trong ®iÒu kiÖn 
nhµ kÝnh còng nh− trªn ruéng thÝ nghiÖm. 

Lêi c¶m ¬n: C«ng tr×nh ®−îc tµi trî kinh phÝ 
bëi Ch−¬ng tr×nh C«ng nghÖ sinh häc N«ng 
nghiÖp 2007 - 2010.  
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Genetic engineering of gene encoding transcription factor 
MtOsDREB2A form Vietnamese rice variety Chanh trui for 

drought stress tolerance 
 

Le Quyen Cao, Tuan Tu Tran, Xuan Hoi Pham 
 

 
Summary 

 
DREB1/CBFs and DREB2s are transcription factors belonging to the DREBP transcription factor 

subfamily that specifically interact with a cis- acting element, DRE/CRT, which involved in the expression of 
many genes responsive to drought, high-salt and cold stresses. Many DREB2 transcription factors, including 
DREB2A, and DREB2A CA (Arabidopsis), OsDREB2A (rice), ZmDREB2A (maize)… have been cloned and 
proved to play an important role in drought and high-salt stress tolerance in plant. In this study, we report the 
cloning, sequencing analysis and transformation of a DREB2A homolog named MtOsDREB2A from Moc 
tuyen rice variety (Vietnamese cultivar rice). Interestingly, MtOsDREB2A has an Open Reading Frame of 
825-bp that is totally identity to Japonica rice OsDREB2A (accession numbers: NM 001048642.1; AF 
300971.2; AK 067313.1; AK 121956.1). The ORF of MtOsDREB2A was cloned into the expression vector 
driven by ubiquitine promoter and transferred into a Vietnam highland rice variety, named Chanh trui by the 
Agrobacterium-mediated transfer method. As a result, from 100 Chanh trui seeds for callus formation, 25 
lines transgenic rice plants were identified and PCR analysis demonstrates that 16 lines transgenic rice plants 
have contained the interested gene in genome.  
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