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TÓM TẮT 

 Hệ vi sinh vật, đặc biệt là vi khuẩn trong dạ cỏ của các động vật nhai lại là nguồn gen có giá trị được nhiều 
nhà khoa học quan tâm nghiên cứu. Trong những năm gần đây, để khai thác hiệu quả nguồn gen, DNA đa hệ 
gen của vi khuẩn trong mỗi môi trường sinh thái thường được tách chiết và giải mã trực tiếp bằng hệ thống giải 
trình tự thế hệ mới dựa trên công nghệ Metagenomics. Tuy nhiên, để có được bộ dữ liệu DNA metagenome tốt 
cho khai thác gen thì chất lượng của DNA tách chiết cần phải đảm bảo tiêu chuẩn. Trong nghiên cứu này, 
chúng tôi đánh giá hiệu quả tách chiết DNA metagenome vi khuẩn trong dịch dạ cỏ dê bằng năm phương pháp 
RBB (sử dụng hạt thủy tinh), RBBC (sử dụng hạt thủy tinh và tinh sạch bằng cột Qiagen), PSP1, PSP2 
(PSP®Spin Stool DNA Kit, protocol 1, 2, Đức) và QIA (QIAamp® DNA Stool Mini Kit, Đức). Kết quả, DNA 
metagenome tách từ năm phương pháp đều có chỉ số A260/280 đạt trên 1,8. Mặc dù phương pháp RBB cho 
nồng độ DNA cao hơn nhưng do không được tinh chế nên DNA từ mẫu này có chỉ số A260/230 thấp, chỉ đạt 
khoảng 1,4 và trong mẫu vẫn còn chất ức chế Taq polymerase. Mẫu tách từ RBB sau khi được tinh sạch lại 
bằng cột Qiagen có chỉ số A260/230 tăng lên đáng kể, đạt khoảng 2,0 và không còn chất ức chế Taq 
polymerase nhưng hàm lượng cũng như nồng độ DNA metagenome giảm 57% và đạt gần tương đương với 
DNA metagenome tách bằng QIA. Phương pháp sử dụng kit tách chiết PSP®Spin Stool DNA cho nồng độ 
DNA metagenome thu được cao nhất (từ 149,7 đến 195,5 ng/µl), chỉ số A260/280 đạt khoảng 1,9 và A260/230 
đạt 1,8-1,9, không còn chất ức chế Taq polymerase và tiêu tốn ít thời gian. Vì vậy, đây là phương pháp thích 
hợp cho tách chiết DNA metagenome của vi khuẩn trong ruột dê. DNA thu được từ phương pháp này đủ chất 
lượng cho việc giải trình tự bằng thiết bị giải trình tự DNA thế hệ mới Illumina.	

Từ khóa: Dạ cỏ dê, DNA metagenome, vi khuẩn, nồng độ, khả năng ức chế polymerase 

MỞ ĐẦU 

 Dê cũng như một số động vật nhai lại sử dụng 
nguồn thức ăn chủ yếu là cỏ, rơm rạ. Để tiêu hóa 
được nguồn thức ăn nghèo dinh dưỡng này, động vật 
nhai lại có hệ tiêu hóa phù hợp với dạ dày kép gồm 
bốn ngăn: dạ cỏ, dạ tổ ong, dạ lá sách và dạ múi khế. 
Dạ cỏ là dạ lớn nhất và là môi trường sinh sống của 
hệ vi sinh vật phong phú. Ước tính có khoảng 1011 tế 
bào vi sinh vật trên một gram dịch dạ cỏ, bao gồm vi 
khuẩn, tảo (Kim et al., 2011), nấm, động vật nguyên 
sinh (Fouts et al., 2012) và virus (Berg Miller et al., 
2012) thuộc nhiều loài và chi khác nhau. Hệ vi sinh 
vật này tham gia vào chuyển hóa lignocellulose 
thành đường đơn, cung cấp năng lượng cho cơ thể. 

Vì vậy, đây là nguồn gen tiềm năng cho việc khai 
khác gen mã hóa enzyme phân giải lignocellulose. 

Metagenomics (nghiên cứu đa hệ gen) là phương 
pháp nghiên cứu (phân tích) đa hệ gen 
(Metagenome) của tất cả các vi sinh vật thu nhận 
trực tiếp từ mẫu môi trường tự nhiên (Handelsman, 
2004, Streit ,Schmitz, 2004, Hogan et al., 1988). Từ 
đó, rất nhiều thư viện DNA metagenome của vi sinh 
vật trong các môi trường sống đã được xây dựng 
nhằm khai thác gen cũng như nghiên cứu sự đa dạng 
vi sinh vật, ví dụ môi trường nước biển (Schloss, 
Handelsman, 2003, Breitbart et al., 2002, Venter et 
al., 2004), môi trường đất (Xu et al., 2014)… Để có 
được kết quả phân tích dữ liệu DNA metagenome 
đáng tin cậy, thì trước hết DNA metagenome được 



Lê Ngọc Giang et al. 

368 

tách chiết phải đảm bảo về chất lượng và nồng độ. 
Yêu cầu đối với mẫu DNA metagenome dùng cho 
giải trình tự bằng hệ thống giải trình tự mới là 
A260/280 phải đạt trên 1,8 và A260/230 trên 1,5, tức 
là mẫu phải sạch protein cũng như các chất thứ cấp 
khác, đặc biệt là acid formic. Nhìn trên điện di đồ, 
DNA metagenome phải đảm bảo tính toàn vẹn, 
không bị phân cắt, và nồng độ phải đạt trên 50 ng/µl. 
Đồng thời, mẫu DNA metagenome không còn chất 
ức chế enzyme tổng hợp chuỗi ví dụ như enzyme 
polymerase. Do vậy, đối với mỗi hệ sinh thái mini, 
việc khảo sát các phương pháp tách chiết DNA đa hệ 
gen của vi sinh vật là rất cần thiết. Nhiều nghiên cứu 
đã được thực hiện nhằm kiểm tra ảnh hưởng của 
phương pháp tách chiết tới chất lượng DNA phân lập 
từ các nguồn khác nhau (Krsek ,Wellington, 1999, 
Cuív et al., 2011, McOrist et al., 2002), trong đó có 
dạ cỏ (Chen et al., 2015, Henderson et al., 2013). 
Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành so sánh 
hiệu quả của các phương pháp tách chiết DNA 
metagenome từ dạ cỏ dê thu thập tại Ninh Bình, Ba 
Vì, Thanh Hóa để tiến tới giải trình tự DNA đa hệ 
gen phục vụ cho việc khai thác các gen mã hóa 
protein, enzyme có đặc tính quí, có giá trị sử dụng 
trong công nghiệp, nông nghiệp, y, dược. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

Thu thập, xử lý và bảo quản mẫu dịch dạ cỏ dê 

 Dê trưởng thành (6 tháng đến 2 năm tuổi) được 
lựa chọn ngẫu nhiên từ các đàn dê chăn thả tự nhiên 
của các trại chăn nuôi ở các tỉnh Thanh Hóa, Ninh 
Bình và huyện Ba Vì (Hà Nội). Dạ cỏ được lấy trực 
tiếp tại trại nuôi, được bảo quản lạnh để đưa về 
phòng thí nghiệm tiến hành các bước thu DNA 
metagenome vi sinh vật. Toàn bộ dịch trong dạ cỏ 
được thu và lọc qua vải bốn lớp để loại xác thức ăn. 
Dịch lọc sau đó được ly tâm phân đoạn nhiều lần để 
loại bỏ tạp chất. Cuối cùng, dịch chứa vi sinh vật 
được hòa với glycerol 25% trong đệm PBS pH 7,0 
và được bảo quản ở nhiệt độ -80oC. 

Các phương pháp tách chiết DNA metagenome 

 Các phương pháp tách chiết DNA metagenome 
sử dụng trong nghiên cứu này được tham khảo từ 
một số nghiên cứu trên thế giới. Chúng tôi lựa chọn 
ra năm phương pháp được liệt kê trong Bảng 1. Các 
phương pháp được tiến hành dựa trên hướng dẫn của 
nhà sản xuất hoặc tác giả. Mỗi phương pháp được 
thực hiện với mỗi 200 µl mẫu dịch dạ cỏ dê và lặp 
lại ít nhất ba lần. 

 

Bảng 1. Các phương pháp tách chiết DNA được sử dụng trong nghiên cứu. 

 
Phương pháp 
 

Tên viết tắt Ghi chú Tài liệu tham khảo / 
Hãng sản xuất 

Repeated bead beating plus column RBBC  (Yu, Morrison, 2004) 

Repeated bead beating RBB Thực hiện tương tự phương 
pháp RBBC nhưng không có 
bước sử dụng cột tinh sạch 

 

PSP®Spin Stool DNA Kit, protocol 1 PSP1 Theo hướng dẫn protocol 1 của 
nhà sản xuất 

Invitek GmbH, Berlin, 
Đức 

PSP®Spin Stool DNA Kit, protocol 2 PSP2 Theo hướng dẫn protocol 2 của 
nhà sản xuất 

Invitek GmbH, Berlin, 
Đức 

QIAamp® DNA Stool Mini Kit QIA Theo hướng dẫn protocol 1 của 
nhà sản xuất 

QIAgen, Hilden, Đức 

 
Kiểm tra chất lượng và tính toàn vẹn của DNA 
metagenome 

 Nồng độ DNA metagenome tách chiết được từ 
mỗi phương pháp được kiểm tra bằng máy quang 
phổ Nanodrop (Implen GmbH, Đức). Độ tinh sạch 
của DNA được xác định bởi giá trị A260/280 và 
A260/230. Từng mẫu DNA được điện di kiểm tra 
trên gel agarose 0,8% với DNA chuẩn 1 kb 
(Fermentas). 

Nhân bội bằng PCR với cặp mồi 16S rDNA vi 
khuẩn 

 DNA metagenome của vi khuẩn trong dạ cỏ sau 
quá trình tách chiết bằng các phương pháp khác nhau 
được tiến hành khuếch đại gen 16S rDNA bằng cặp 
mồi 27F (5′-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) và 
1527R (5′-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3′) 
(Rainey et al., 1996) để đánh giá sự tồn tại của chất 
ức chế polymerase có trong mẫu. PCR được thực 
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hiện trên máy Mastercycler® gradient (Eppendorf, 
Netheler – Hinz GmbH, Hamburg, Đức) với chu 
trình phản ứng gồm 30 chu kỳ (pha biến tính 94oC, 1 
phút; pha gắn mồi 58oC, 1 phút và pha kéo dài 72oC, 
1 phút 30 giây). Sản phẩm PCR sau đó được kiểm tra 
trên gel agarose 0,8%. 

Phân tích thống kê 

 Dữ liệu thu được được phân tích bằng phần mềm 
GraphPad Prism 5. Giá trị thu được biểu diễn dưới 
dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn của ba lần lặp 
lại thí nghiệm. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN  

Tách chiết DNA metagenome và đánh giá chất 
lượng của mẫu 

 Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng 5 
phương pháp tách chiết khác nhau để phân lập DNA 
metagenome từ dịch dạ cỏ dê. Trong đó, phương 
pháp PSP1, PSP2 và QIA hoàn toàn sử dụng các kit 
tách DNA thương mại. Phương pháp RBBC dựa trên 
mô tả của Yu và Morrison (2004) là phương pháp 
kết hợp phá tế bào bằng hạt thủy tinh trong đệm 
EDTA chứa muối và SDS và tinh sạch bằng cột 
QIAgen kit. Ngoài ra, chúng tôi tiến hành song song 
phương pháp RBB dựa trên phương pháp RBBC 
nhưng không tiến hành tinh sạch qua cột để so sánh.  

 Hàm lượng DNA cũng như các chỉ số A260/280 
và A260/230 thu được khi sử dụng các phương pháp 
tách chiết khác nhau được kiểm tra bằng máy 
Nanodrop (Bảng 2). Nồng độ DNA thu được cao hơn 

đáng kể khi tách chiết bằng kit PSP, lần lượt là 149,7 
và 195,5 ng/µl cho protocol 1 và 2 và phương pháp 
RBB là 143,5 ng/µl. Tuy nhiên, đối với DNA tách 
chiết bằng phương pháp RBB sau đó sử dụng cột 
tinh sạch QIAgen (RBB+C) nồng độ DNA 
metagenome đã bị giảm đi hơn hai lần. Yu và 
Morrison (2004) đã phát triển phương pháp tách 
chiết RBBC và ứng dụng trên đối tượng là dịch dạ cỏ 
bò (Yu, Morrison, 2004). Kết quả nghiên cứu của hai 
tác giả cho thấy phương pháp này có khả năng tách 
chiết được lượng lớn DNA vi sinh vật vượt trôi khi 
so sánh với hai kit thương mại là QIAamp® DNA 
Stool Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) và 
FastDNA® SPIN Kit (Qbiogene, Carlsbad, CA, 
USA). Tương tự, kết quả so sánh hiệu quả tách chiết 
của 15 phương pháp do Henderson và đồng tác giả 
(2013) thực hiện trên bò và cừu cũng cho thấy nồng 
độ DNA vi sinh vật dạ cỏ tách chiết bằng phương 
pháp RBBC cao hơn các phương pháp sử dụng kit 
(Henderson et al., 2013). Nguyên nhân có thể do 
trong quá trình xử lý mẫu, chúng tôi đã thực hiện 
nhiều bước ly tâm phân đoạn nhằm mục đích thu 
được chủ yếu mẫu vi khuẩn nên lượng DNA thu 
được không cao như các nghiên cứu này. Như vậy, 
có lẽ phương pháp xử lý mẫu và đối tượng đã có ảnh 
hưởng tới nồng độ DNA vi sinh vật tách chiết bằng 
RBBC. Mặc dù vậy, những nghiên cứu này cũng cho 
thấy tính ổn định của các kit thương mại khi sử dụng 
trên các đối tượng khác nhau. Nồng độ DNA tách 
chiết trực tiếp theo kit QIAgen luôn thấp hơn so với 
các phương pháp còn lại trong nghiên cứu của chúng 
tôi tương đồng với các nghiên cứu đã nêu trên và 
một số nghiên cứu khác (Chen et al., 2015). 

Bảng 2. Nồng độ và độ tinh sạch của DNA metagenome sử dụng các phương pháp tách chiết khác nhau. 

Phương pháp Nồng độ DNA metagenome 
(ng/µl) 

A260/280 A260/230 

RBBC 61,70 ± 28,84 1,930 ± 0,111 2.097 ± 0,387 

RBB 143,5 ± 20,51 1,878 ± 0,011 1,462 ± 0,008 

PSP1 149,7 ± 29,94 1,921 ± 0,031 1,832 ± 0,394 

PSP2 195,5 ± 98,29 1,893 ± 0,001 1,902 ± 0,020 

QIA 55,93 ± 42,34 1,887 ± 0,096 1,797 ± 0,677 

 
 Dịch dạ cỏ của dê cũng như các động vật ăn cỏ 
khác chứa nhiều tạp chất có nguồn gốc từ thực vật 
như tannin, saponin, mimosine và nitrate-nitrite 
(Kamra, 2005). Trong đó, tannin và một số hợp chất 
chứa nhóm phenol tự do có khả năng ảnh hưởng đến 
hiệu quả sử dụng DNA tách chiết cho các mục đích 
sinh học phân tử như PCR, cắt giới hạn và giải trình 

tự do ức chế hoạt động của enzyme polymerase và 
endonuclease (Porebski et al., 1997, Kontanis, Reed, 
2006). Do đó, ngoài hàm lượng DNA, chất lượng 
của DNA tách chiết còn xác định dựa trên các chỉ số 
A260/230 (xác định sự có mặt của carbohydrate, hợp 
chất chứa nhóm phenol) và A260/280 (cho protein). 
DNA được cho là “sạch” nếu chỉ số A260/280 trên 
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1,8 và A260/230 trên 2,0 (có thể chấp nhận từ 1,5 
đến 1,8). Tất cả các phương pháp tách chiết DNA 
metagenome được sử dụng cho nghiên cứu này đều 
cho kết quả chỉ số A260/280 trên 1,8. DNA tách 
chiết cũng đạt tiêu chuẩn về hàm lượng carbohydrate 
và hợp chất phenol trong mẫu, chỉ có phương pháp 
RBB cho kết quả A260/230 thấp (1,462). Điều này 
cho thấy, các phương pháp đều có khả năng loại bỏ 
protein trong quá trình tách chiết nhưng chỉ phương 
pháp có sử dụng cột tinh sạch mới có thể loại bỏ 
đáng kể các hợp chất không mong muốn khác trong 
mẫu DNA tách chiết từ dạ cỏ dê. Như vậy, DNA 
tách chiết từ các phương pháp RBBC, sử dụng kit 
thương mại PSP hoặc QIAgen đều đạt tiêu chuẩn độ 
tinh sạch ở cả hai chỉ số A260/280 và A260/230. 
 DNA metagenome sau mỗi lần tách chiết bằng 
các phương pháp được điện di kiểm tra trên gel 
agarose 0,8% (Hình 1). Kết quả điện di cho thấy 

các thí nghiệm đều thu được các băng có kích thước 
lớn hơn 10 kb. Riêng DNA tách chiết bằng phương 
pháp RBB tuy có nồng độ cao nhưng khi điện di 
kiểm tra cho thấy các vệt DNA kéo dài. Có thể 
trong quá trình tách chiết, hạt thủy tinh không chỉ 
phá màng tế bào vi DNA metagenome sau mỗi lần 
tách chiết bằng các phương pháp được điện di kiểm 
tra trên gel agarose 0,8% (Hình 1). Kết quả điện di 
cho thấy các thí nghiệm đều thu được các băng có 
kích thước lớn hơn 10 kb. Riêng DNA tách chiết 
bằng phương pháp RBB tuy có nồng độ cao nhưng 
khi điện di kiểm tra cho thấy các vệt DNA kéo dài. 
Có thể trong quá trình tách chiết, hạt thủy tinh không 
chỉ phá màng tế bào vi khuẩn mà còn ảnh hưởng đến 
DNA giải phóng ra. Sau khi thực hiện đầy đủ quy 
trình tách chiết RBBC, các vệt DNA không còn 
nhiều do màng của cột tinh sạch chỉ giữ lại chủ yếu 
DNA kích thước lớn. 
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Hình 1. So sánh DNA metagenome thu được từ các phương pháp tách chiết khác nhau: (A) RBB, (B) RBBC, (C) PSP1, (D) 
PSP2 và (E) QIA. 1-3: Ba lần lặp lại thí nghiệm. M: DNA chuẩn 1 Kb (Fermentas) 

 
 
Đánh giá khả năng tồn tại chất ức chế polymerase 
trong mẫu DNA metagenome 

 Để khẳng định chắc chắn DNA thu được có thể 
sử dụng để giải trình tự phục vụ mục đích khai thác 
dữ liệu DNA metagenome, chúng tôi tiến hành thực 
hiện khuếch đại gen mã cho 16S rRNA vi khuẩn 
bằng PCR với cặp mồi 1527R-27F đối với DNA thu 
được từ các phương pháp tách chiết sau khi đưa về 
cùng nồng độ. PCR là phương pháp phổ biến, dễ 
dàng được sử dụng trong các nghiên cứu để kiểm tra 
chất lượng DNA có đạt chuẩn cho các ứng dụng 
phân tử về sau hay không (Tang et al., 2008, 
Scupham et al., 2007) cũng như phản ứng kéo dài 
chuỗi được sử dụng trong công nghệ giải trình tự gen 
thế hệ mới. PCR mẫu DNA tách chiết cho kết quả 
dương tính tức là mẫu hầu như không chứa các chất 
có khả năng ức chế enzyme DNA polymerase hoặc 
enzyme cắt. Kết quả điện di sản phẩm PCR trên gel 

agarose tương ứng với dự đoán. Các mẫu tách có hai 
chỉ số A260/280 và A260/230 đạt tiêu chuẩn, chúng 
tôi đều quan sát thấy có băng sản phẩm PCR có kích 
thước khoảng 1500 bp. Riêng mẫu tách chiết bằng 
phương pháp RBB sau phản ứng không thu được 
băng sản phẩm nào. Điều này phản ánh đúng kết quả 
đo chỉ số A260/230, chứng tỏ trong mẫu còn chứa 
nhiều tạp chất ảnh hưởng tới hiệu quả của PCR. 

 Tóm lại, các phương pháp đều mang lại hiệu quả 
tách chiết nhất định. Trong đó, các phương pháp 
RBBC, PSP1, PSP2 và QIA cho kết quả thu được 
DNA đạt tiêu chuẩn về độ tinh sạch, có thể sử dụng 
cho các thí nghiệm về sau như PCR, cắt giới hạn 
hoặc giải trình tự. Xét về hiệu quả tách chiết, thực 
hiện phương pháp RBBC cần từ 20 đến 30 phút 
trong khi sử dụng kit tinh sạch thương mại tiêu tốn ít 
thời gian hơn nhưng hàm lượng DNA thu được 
tương đương hoặc cao hơn. 
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Hình 1. Sản phẩm PCR khuếch đại gen mã cho 16S rDNA của các mẫu DNA thu được từ các phương pháp tách chiết khác 
nhau: (A) RBB, (B) RBBC, (C) PSP và (E) QIA. PC: Đối chứng dương (mẫu DNA tổng số của vi khuẩn Staphylococcus). 1-
3: Ba lần lặp lại thí nghiệm. M: DNA chuẩn 1 Kb (Fermentas) 

 

KẾT LUẬN 

 Chúng tôi đã thử nghiệm 5 phương pháp khác 
nhau là RBB, RBBC, PSP1, PSP2 và QIA để tách 
chiết DNA metagenome của vi khuẩn dạ cỏ dê. Kết 
quả cho thấy, tách chiết bằng kit PSP cho sản phẩm 
DNA có chất lượng đảm bảo cho giải trình tự DNA 
metagenome bằng hệ thống HiSeq 2000 (Illumina) 
với chỉ số A260/280 là 1,893; A260/230 là 1,902 và 
nồng độ cao nhất đạt 195,5 ng/µl. 

Lời cảm ơn: Công trình được hỗ trợ về kinh phí của 
đề tài Độc lập cấp nhà nước mã số ĐTĐLCN.15/14: 
“Nghiên cứu metagenome của một số hệ sinh thái 
mini tiềm năng nhằm khai thác các gen mới mã hóa 
hệ enzyme chuyển hóa hiệu quả lignocellulose"	và sử 
dụng trang thiết bị của phòng Thí nghiệm trọng điểm 
công nghệ gen, viện Công nghệ sinh học, viện Hàn 
lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 
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SUMMARY 

 Microorganisms, particularly bacteria, in the ruminant's rumen are valuable genetic resources that many 
scientists interested in. In recent years, the application of next-generation sequencing technologies allows 
direct decoding an extracted DNA metagenome in each ecological community without culture, increasing the 
efficiency of exploiting interested genes. Notably, the quantity and quality of extracted DNA play an important 
role in getting a reliable metagenome database. In this study, DNA metagenome from goat rumen fluid was 
extracted by five different methods RBB (repeated bead beating plus column), RBBC (repeated bead beating), 
PSP1, PSP2 (PSP®Spin Stool DNA Kit, protocol 1, 2, Germany) và QIA (QIAamp® DNA Stool Mini Kit, 
Germany). The results showed that DNA metagenome obtained by all methods had A260/280 greater than 1.8. 
DNA extracted by the RBB method had high DNA concentration but low A260/230 values (less than 1.4) and 
still contained Taq polymerase inhibitor. After purifying by QIA column, A260/230 values of RBB-extracted 
DNA significantly increased up to 2.0 and Taq polymerase inhibitor in samples were removed. However, the 
concentrations decreased by 57% that nearly equivalent to concentration of DNA metagenome obtained by 
QIA. The method using PSP®Spin Stool DNA kit produced the highest DNA concentrations (from 149.7 to 
195.5 ng/µl) with A260/280 ratios of 1.9 and A260/230 ratios of 1.8 to 1.9. Morever, this method was able to 
remove polymerase inhibitor and be performed on short time. Therefore, the PSP®Spin Stool DNA kit is a 
suitable method for DNA metagenome extraction of bacteria from goat rumen. DNA obtained by this method 
fulfilled all criteria about quality and concentration for sequencing by next-generation sequencing Illumina. 

Keywords: bacteria, concentration, DNA metagenome, goat rumen, polymerase inhibitor 
 

 


