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TÓM TẮT 

 Thang chuẩn DNA được sử dụng thường quy trong các phòng thí nghiệm, xét nghiệm về sinh 

học phân tử. Bên cạnh nguồn thang chuẩn do các hãng thương mại cung cấp, các thang chuẩn được 

nhiều phòng thí nghiệm chủ động tạo ra (home-made DNA ladders). Trong bài báo này, chúng tôi 

đưa ra quy trình sản xuất thang chuẩn SY-60 gồm 7 băng, băng nhỏ nhất có kích thước 60 bp, hỗ trợ 

cho các thang chuẩn thương mại 50 bp. Đoạn DNA 60 bp có vị trí nhận biết của EcoRI ở hai đầu 5’ 

và 3’ được tổng hợp nhân tạo bằng PCR, tự nối với nhau nhờ T4 DNA ligase và được tách dòng tạo 

plasmid pSY-60. Cắt không hoàn toàn pSY-60 với enzyme giới hạn EcoRI tạo nên thang chuẩn SY-

60 gồm 7 băng, băng nhỏ nhất 60 bp, bước nhảy giữa 2 băng là 60 bp. Quy trình sản xuất thang 

chuẩn SY-60 đơn giản, chi phí thấp, thích hợp cho việc xác định kích thước nhỏ của các đoạn DNA, 

cDNA khuếch đại bởi phản ứng PCR. 

Từ khóa: cắt không hoàn toàn với enzyme giới hạn, DNA lặp, plasmid tái tổ hợp, thang chuẩn 

DNA thương mại, thang chuẩn SY- 60 bp 

MỞ ĐẦU 

 Thang chuẩn DNA là hỗn hợp các phân tử 

DNA có kích thước khác nhau, được sử dụng 

trong điện di nhằm đánh giá kích thước và nồng 

độ đoạn DNA chưa biết. Vì vậy, trong nghiên 

cứu sinh học phân tử, thang chuẩn DNA không 

thể thiếu trong hầu hết các kỹ thuật, từ đơn giản 

như điện di xác định kích thước sản phẩm DNA 

đến các kỹ thuật phức tạp hơn như xác định đột 

biến, haplotype, genotype, lập bản đồ di truyền 

và nhiều ứng dụng khác (Griffiths et al., 1998). 

Thang chuẩn DNA thường được phân làm hai 

loại dựa vào nguyên liệu sử dụng để xây dựng 

thang chuẩn và tính chất của các băng tạo thành. 

Đó là DNA marker và DNA ladder. DNA 

marker được tạo ra từ nguyên liệu ban đầu là 

những DNA có sẵn trong tự nhiên (DNA 

genome của thể thực khuẩn lambda, ФX174, 

plasmid pBR322, ...), được cắt với các enzyme 

giới hạn tạo thành hỗn hợp các đoạn DNA có 

kích thước xác định (Parker et al., 1977; 

Cooney, 1994; Polyarush et al., 2003). Vì sử 

dụng nguồn DNA sẵn có nên kích thước các 

băng tạo ra cũng như bước nhảy giữa các băng 

không theo ý muốn mà phụ thuộc vào các vị trí 

sẵn có của enzyme giới hạn và kích thước của 

phân tử DNA ban đầu. Khác với DNA marker, 

DNA ladder gồm tập hợp các băng DNA có 

kích thước chênh lệch nhau theo một bước nhảy 

nhất định và kích thước của mỗi băng có thể 

thay đổi theo ý muốn. Đa số phương pháp tạo 

DNA ladder không sử dụng DNA có sẵn trong 

tự nhiên mà sử dụng DNA tái tổ hợp (Henrici et 

al., 2017). Hiện nay, DNA ladder như thang 

chuẩn 50 bp, thang chuẩn 100 bp, thang chuẩn 1 

kb do các hãng thương mại cung cấp 

(ThermoFisher Scientific, Invitrogen...). Để 

giảm chi phí và chủ động nguồn thang chuẩn, 

nhiều quy trình sản suất thang chuẩn bước nhảy 
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100 bp dựa vào phản ứng PCR đơn mồi hoặc 

PCR đa mồi được các phòng nghiên cứu sinh 

học phân tử công bố (Abbasian et al., 2015; 

Chang et al., 2008; Wang et al., 2010). Tuy 

nhiên, việc thực hiện từng phản ứng PCR đơn 

mồi đòi hỏi thời gian, trong khi PCR đa mồi yêu 

cầu phối trộn các cặp mồi phức tạp. Vì vậy, một 

số loại thang chuẩn DNA bước nhảy nhỏ đã 

được tạo ra bằng kỹ thuật tách dòng tạo plasmid 

tái tổ hợp (Wang et al., 2010; Lan et al., 2012). 

Đầu tiên đoạn DNA có kích thước mong muốn 

được tạo ra nhờ nối các đoạn nhỏ với nhau có 

chứa các vị trí nhận biết của một (hoặc nhiều) 

enzym giới hạn; các vị trí cách nhau theo kích 

thước xác định. DNA tái tổ hợp được tách dòng 

và nhân bản trong E. coli, nhờ đó một lượng lớn 

plasmid tái tổ hợp dễ dàng thu nhận để cắt với 

enzym giới hạn tạo nên thang chuẩn DNA. 

 Thang chuẩn DNA 100 bp gồm 10 băng từ 

100 bp đến 1000 bp tạo ra khi sử dụng plasmid 

mang đoạn chèn được cắt không hoàn toàn với 

SmaI đã được chúng tôi thiết kế và sản xuất ở 

quy mô phòng thí nghiệm (Lan et al., 2012). Để 

hoàn thiện bộ thang chuẩn DNA gồm các băng 

kích thước nhỏ hơn đáp ứng cho yêu cầu thí 

nghiệm, chúng tôi thiết kế thành công thang 

chuẩn DNA gồm 7 băng từ 60 bp đến 420 bp. 

Toàn bộ quy trình thiết kế sử dụng các kỹ thuật 

cơ bản như PCR, nối, tách dòng và cắt với 

enzym giới hạn. Do đó, bất cứ phòng thí nghiệm 

nào đều có thể áp dụng và thay đổi quy trình để 

tạo nên thang chuẩn có số lượng băng và kích 

thước mỗi băng theo mong muốn. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP  

Vật liệu 

 Plasmid pJET1.2, hai mồi của vector và 

nguyên liệu cần thiết để tách dòng sản phẩm 

PCR trong plasmid pJET1.2 được cung cấp 

trong bộ kit CloneJETTM PCR Cloning Kit 

(ThermoFisher Scientific). 

Phương pháp  

 Quy trình thiết kế thang chuẩn DNA 60 bp 

được trình bày trong Hình 1. Các phương pháp 

chính được sử dụng để thực hiện quy trình này 

gồm: 

Phản ứng PCR tổng hợp đoạn DNA 60 bp  

 Phản ứng PCR sử dụng 2 mồi 60 bp-F và 60 

bp-R được thiết kế dựa vào trình tự nucleotide 

của gen Brevinin-2R (Mehrnejad et al., 2007) 

bằng chương trình miễn phí OligoCalc 

(http://biotools/OligoCalc). Đầu 5’ của 2 mồi có 

trình tự nhận biết của enzyme giới hạn EcoRI. 

Đầu 3’ của hai mồi có trình tự bổ sung với nhau. 

Trình tự của 2 mồi được trình bày trong Bảng 1. 

Bảng 1. Trình tự nucleotide của 2 mồi sử dụng để tổng hợp đoạn DNA 60 bp. Vị trí cắt của EcoRI ở đầu 5’ 
được in nghiêng gạch dưới, trình tự bổ sung đầu 3’ được in đậm. 

Tên mồi Trình tự (5’-3’) 

20 bp-F GAATTCTGGCCACTGAGTTTGC 

20 bp-R GAATTCACACTGGCCACTGAG 

60 bp-F CTCGAATTCTGGCCACTGAGTTTGCAGCTAGCTTTGT 

60 bp-R GACGAATTCACACTGGCCACTGAGTTTTCTCCTGAACAAAG 

Trình tự sản phẩm 
PCR 

CTCGAATTCTGGCCACTGAGTTTGCAGCTAGCTTTGTTCAGGAGAAAACTCAGT
GGCCAGTGTGAATTCGTC 

 

Phản ứng tự nối (self-ligation) 

 Sản phẩm PCR 60 bp được cắt với EcoRI, 

được tinh sạch bằng cồn tuyệt đối và sử dụng

 cho phản ứng tự nối với nhau nhờ enzyme T4 

DNA ligase. Các thành phần tham gia phản ứng 

cắt với EcoRI và phản ứng nối nhờ T4 DNA 

ligase được trình bày trong Bảng 2. 

http://biotools/OligoCalc
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Bảng 2. Thành phần và điều kiện phản ứng cắt với EcoRI và phản ứng nối nhờ T4 DNA ligase. 

Phản ứng cắt với EcoRI Phản ứng nối sử dụng T4 DNA ligase 

Thành phần Thể tích (µL) Thành phần Thể tích (µL) 

Đệm EcoRI 10X 3 Đệm T4 DNA ligase 10X  1,2 

EcoRI (NEB) 1 DNA T4 ligase (NEB) 1 

DNA 60 bp 14 DNA 60 bp (100 ng) 3 

Nước 12 Nước 6,8 

Tổng thể tích 30 Tổng thể tích 12 

Ủ ở 37 oC trong 2 giờ Ủ ở 12 oC qua đêm 

 

 

Hình 1. Sơ đồ thiết kế thang chuẩn DNA 60 bp. 
 

Tách dòng sản phẩm tự nối, sàng lọc plasmid 

tái tổ hợp 

 Sản phẩm tự nối được tách dòng trong 

plasmid pJET1.2 sử dụng bộ sinh phẩm 

CloneJETTM PCR Cloning Kit, tuân thủ theo 

hướng dẫn của nhà sản xuất. Các khuẩn lạc trên 

môi trường có kháng sinh được sử dụng trực 

tiếp để kiểm tra đoạn chèn bằng phản ứng PCR 

khuẩn lạc sử dụng cặp mồi 20 bp-F/20 bp-R 

(Bảng 1). Khuẩn lạc mang plasmid tái tổ hợp có 

đoạn chèn kích thước lớn nhất được nuôi cấy 

qua đêm để tách plasmid. 

Phản ứng cắt không hoàn toàn với enzyme 

EcoRI 

 Đoạn chèn 420 bp được khuếch đại từ 

plasmid tái tổ hợp bằng cặp mồi 20 bp-F/20 bp-

R, sau đó được tinh sạch bằng kit QIAquick 

PCR Purification (Qiagen). Năm trăm ng (500 

ng) sản phẩm tinh sạch được cắt với 1 µL 

EcoRI (10 U/ µL) ở 37oC, 4 phút, biến tính 

enzyme ở 70oC, 30 phút trong thể tích 500 µL. 

Mười (10 µL) sản phẩm cắt được điện di trên 

gel polyacrylamide 10 %, nhuộm EtBr và chụp 

ảnh ở bước sóng 260 nm. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Tách dòng đoạn DNA tạo ra trong phản ứng 

tự nối sản phẩm PCR 60 bp 

 Sản phẩm PCR 60 bp được khuếch đại từ 

đoạn gen Brevinin-2R (Hình 2A). Việc lựa chọn 

một đoạn gen bất kỳ biết trước trình tự được 

khai thác dễ dàng từ ngân hàng dữ liệu 

DataBank hoặc từ các trình tự mà phòng thí 

nghiệm đã nghiên cứu. Gen Brevinin-2R được 

lựa chọn vì đã tách dòng trong nghiên cứu 

chúng tôi thực hiện trước đây. Sau khi xử lý với 

EcoRI, sản phẩm PCR được tự nối với nhau nhờ 

enzyme T4 DNA ligase. Sử dụng cặp mồi 20 

bp-F/20 bp-R và sản phẩm nối làm khuôn cho 

phản ứng PCR, kết quả điện di cho vệt smear 

kéo dài từ 100 bp đến khoảng 1 kb (Hình 2B) 

chứng tỏ các đoạn 60 bp đã được nối với nhau. 

Sản phẩm phản ứng nối được tách dòng trong 

plasmid pJET1.2. Sàng lọc plasmid tái tổ hợp từ 

7 khuẩn lạc mọc trên đĩa thạch LB bổ sung 

ampicilin (Hình 2C) bằng phản ứng PCR khuẩn 

lạc với cặp mồi 20 bp-F/20 bp-R cho thấy số 

đoạn 60 bp tự nối với nhau nhiều hoặc ít tạo nên 

các đoạn chèn có kích thước khác nhau. Lựa 
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chọn khuẩn lạc số 2 có kích thước đoạn chèn 

lớn nhất để nuôi cấy tách chiết plasmid tái tổ 

hợp (gọi là pSY-60). Kết quả giải trình tự đoạn 

chèn trong pSY-60 (kết quả không hiển thị) cho 

thấy kích thước đoạn chèn là 420 bp lặp lại 7 

lần trình tự 60 bp như thiết kế và có chứa 8 vị trí 

nhận biết của EcoRI.  

Tạo thang chuẩn DNA có bước nhảy 60 bp 

 Do plasmid pSY-60 có kích thước lớn hơn 

3600 bp (3194 bp của pJET1.2 + 420 bp của 

đoạn chèn) nên cần phải sử dụng lượng lớn 

plasmid để cắt với EcoRI thì mới quan sát được 

các băng DNA thang chuẩn kích thước nhỏ 

(Lan et al., 2012). Để khắc phục nhược điểm 

này, đoạn chèn 420 bp được khuếch đại sử dụng 

khuôn plasmid pSY-60 và cặp mồi 20 bp-F/20

bp-R (Hình 1). Sản phẩm PCR được tinh sạch 

bằng kit QIAquick PCR Purification (Qiagen), 

xác định nồng độ trên máy NanoDrop 2000 

(ThermoFisher Scientific). Đầu tiên, 15 ng 

DNA 420 bp được cắt với 0,1U EcoRI trong 

thời gian 3 và 5 phút (Hình 3A). Kết quả cho 

thấy 7 băng DNA, băng nhỏ nhất có kích thước 

60 bp, bước nhảy giữa các băng cách đều nhau 

60 bp. Thử nghiệm cắt 500 ng sản phẩm tinh 

sạch với 10 U/µL EcoRI trong thể tích 500 µL, 

ủ ở 37oC, 4 phút, biến tính enzyme ở 70oC, 30 

phút.  Điện di 10 µL sản phẩm cắt trên gel 

acrylamid (Hình 3B) cho thấy thang chuẩn SY-

60 có các băng rõ ràng, cách đều nhau. Như vậy 

thang chuẩn SY-60 cho phép xác định các băng 

DNA kích thước nhỏ trong các nghiên cứu về 

DNA, DNA tái tổ hợp. 

 

Hình 2. Tách dòng sản phẩm tự nối của đoạn 60 bp. (A) Sản phẩm khuếch đại 60 bp (giếng 1) sử dụng cặp 
mồi 60 bp-F/60 bp-R vừa là mồi vừa là khuôn. (B) Khuếch đại sản phẩm tự nối khi có T4 DNA ligase (giếng 1) 
và khi không có T4 DNA ligase (giếng 2) với cặp mồi 20 bp-F/20 bp-R. (C) Sàng lọc khuẩn lạc (số 1-7) mang 
plasmid tái tổ hợp pSY-60 với cặp mồi 20 bp-F/20 bp-R. M: thang chuẩn 100 bp (Ferrmentas). Đường chạy (-): 
đối chứng âm không có DNA khuôn. 

 

Hình 3. Thang chuẩn SY-60 điện di trên gel acrylamide. (A) Mười lăm ng (15 ng) DNA 60 bp cắt với 0,1 U 
EcoRI ở thời gian 3 phút (giếng 1) và 5 phút (giếng 2). (B) Mười µL/500 µL sản phẩm SY-60 gồm 500 ng DNA 
420 bp và 1 µL EcoRI trong 4 phút. M1, M2: thang chuẩn DNA 100 bp và 50 bp (Ferrmentas). 
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 Một khi plasmid tái tổ hợp mang đoạn chèn 

420 bp đã được tạo ra, chi phí ước tính ban đầu 

để có 50 đường chạy trên gel điện di cần hết 

khoảng 3 USD (75 000 đồng). Số lượng các 

băng của thang chuẩn thương mại nhiều hơn 

cho nên không thể so sánh chi phí giữa thang 

chuẩn SY-60 với thang chuẩn thương mại. Tuy 

nhiên, thang chuẩn tự sản xuất hỗ trợ và thay 

thế thang chuẩn thương mại phù hợp với điều 

kiện của từng phòng thí nghiệm. Vì vậy, tự sản 

xuất các thang chuẩn và ngày càng hoàn thiện 

chúng đã được các phòng thí nghiệm quan tâm. 

Gần đây, Henrici et al., (2017) đã thiết kế thành 

công 2 plasmids tái tổ hợp khi cắt với enzyme 

giới hạn tạo nên 2 thang chuẩn 100 bp và 1 kb 

với chi phí chỉ khoảng 1/10 giá thành thang 

chuẩn thương mại. 

 Thang chuẩn DNA được sử dụng rất rộng 

rãi trong các thí nghiệm, xét nghiệm liên quan 

đến DNA nhằm mục đích xác định kích thước 

các băng DNA chưa biết trên các gel điện di 

thông thường hoặc điện di xung đẩy hay điện di 

mao quản. Hiện nay, hầu hết các loại thang 

chuẩn DNA bao gồm kích thước rất nhỏ (10 bp 

DNA step Ladder, Promega) cho đến kích thước 

rất lớn (λ ladder PFG, NEB) đều do các hãng 

thương mại cung cấp. Việc sử dụng ngoại tệ để 

nhập thang chuẩn của các đại lý cũng như thời 

gian chờ đợi sau khi đặt mua đã tác động đến 

tiến độ, kinh phí của nhiều nghiên cứu, đặc biệt 

đối với các phòng thí nghiệm ở các nước đang 

phát triển. Vì vậy, tự thiết kế các loại thang 

chuẩn (được gọi là homemade DNA markers) 

có kích thước khác nhau và có nhu cầu sử dụng 

thường quy như thang chuẩn 50 bp, 100 bp và 

1000 bp đã được nhiều phòng thí nghiệm công 

bố. Kỹ thuật PCR sử dụng từng cặp mồi riêng 

biệt để khuếch đại các đoạn DNA có kích thước 

khác nhau và phối trộn chúng tạo thang chuẩn 

có lẽ là đơn giản nhất mặc dù tốn thời gian. 

Nhiều tác giả đã công bố quy trình tạo ra thang 

chuẩn 100 bp bằng kỹ thuật này (Abbasian et 

al., 2015; Wang et al., 2010; Chang et al., 2008; 

Abdel-Fattah and Gaballa, 2006). Kết hợp các 

cặp mồi với nhau trong phản ứng PCR đa mồi 

tuy đòi hỏi thời gian tối ưu điều kiện thành phần 

phản ứng nhưng đem lại hiệu quả cao để sản 

xuất thang chuẩn 100 bp (Chang et al., 2008; 

Abdel-Fattah and Gaballa, 2006). Ngoài ra, 

thang chuẩn DNA được tạo ra dựa vào thiết kế 

đoạn DNA chứa các trình tự lặp cách đều nhau 

hoặc chứa các trình tự kích thước khác nhau, 

nối với nhau bởi vị trí nhận biết của enzyme 

giới hạn cũng được công bố. Tuy nhiên, quy 

trình sản xuất thang chuẩn theo phương pháp 

này phức tạp vì phải thực hiện rất nhiều lần tách 

dòng trong các loại vector khác nhau. Ye et al. 

(2010) đã sử dụng 9 lần tách dòng liên tiếp để 

tạo ra thang chuẩn DNA 100 bp có 10 băng. 

Điều lưu ý, thang chuẩn home made DNA tạo ra 

từ DNA tái tổ hợp đều được cắt hoàn toàn với 1 

hoặc nhiều enzyme giới hạn. 

 Thang chuẩn 100 bp tạo ra từ việc cắt không 

hoàn toàn một đoạn DNA tái tổ hợp chứa 10 

trình tự 100 bp lặp lại đã được chúng tôi thiết kế 

thành công (Lan et al., 2012). Quy trình này 

đơn giản, chi phí thấp, đặc biệt sử dụng các kỹ 

thuật thường quy, đòi hỏi ít thời gian (1 phản 

ứng PCR tạo trình tự 100 bp, 1 phản ứng PCR 

tạo đoạn DNA tái tổ hợp 1000 bp, 1 lần tách 

dòng). Phát triển giải pháp này, chúng tôi đã thu 

nhận đoạn trình tự 60 bp và tạo được đoạn DNA 

tái tổ hợp 420 bp. Chúng tôi chưa thu nhận 

được đoạn DNA tái tổ hợp 600 bp chứa 10 đoạn 

60 bp lặp lại mặc dù đă thành công khi thu nhận 

đoạn DNA 1000 bp chứa 10 đoạn 100 bp lặp lại 

(Lan et al., 2012). Để khắc phục nhược điểm 

này, thử nghiệm khuếch đại trình tự 60 bp khác 

nhau, sử dụng các loại DNA ligase có hiệu suất 

nối khác nhau (Bauer et al., 2017) là hướng 

chúng tôi sẽ tiếp tục hoàn thiện. 

 Chúng tôi đã áp dụng thành công giải pháp 

công nghệ riêng để tạo nên thang chuẩn DNA 

có các kích thước nhỏ phù hợp với nhu cầu sử 

dụng rất lớn của loại thang chuẩn này trong các 

thí nghiệm thường quy như xác định kích thước 

các băng DNAs, cDNAs, sản phẩm của kỹ thuật 

PCR. Trong tương lai, thiết kế các thang chuẩn 

500 bp, 1 kb sử dụng công nghệ DNA tái tổ hợp 

tiếp tục được chúng tôi quan tâm nhằm chủ 

động tạo ra các sản phẩm công nghệ phục vụ 

cho nghiên cứu và ứng dụng trong cận lâm 

sàng. 
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KẾT LUẬN 

 Chúng tôi đã thiết kế thành công thang 

chuẩn DNA (SY-60) gồm 7 băng, băng có kích 

thước nhỏ nhất là 60 bp và băng lớn nhất là 420 

bp; 7 băng này có bước nhảy cách nhau 60 bp. 

Thang chuẩn SY-60 có thể hỗ trợ, thay thế 

thang chuẩn thương mại nhằm chủ động nguồn 

cung cấp và giảm chi phí cho các thí nghiệm 

thường quy liên quan đến DNA. 

Lời cảm ơn: Các tác giả xin cảm ơn sự nhận 

xét, góp ý của các thành viên phòng thí nghiệm 

Sinh Y, Khoa Sinh học, Trường Đại học Khoa 

học tự nhiên, Đại học Quốc gia Hà Nội, giúp 

các tác giả hoàn thiện quy trình thiết kế thang 

chuẩn DNA. 
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CONSTRUCTION OF DNA LADDER FOR DETERMINATION OF SMALL SIZE 

DNA FRAGMENTS 
 

Vo Thi Thuong Lan, Le Thi Thanh 

University of Science, Vietnam National University 

SUMMARY 

 DNA marker is commonly used to determine the size of DNA fragments by electrophoresis in 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0190062
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routine molecular biology laboratories. In this study, we report a new procedure to prepare 

recombinant plasmids pSY-60 which was partially digested by one restriction enzyme for 

generating DNA markers of 7 fragments from 60 to 420 bp. The procedure included a synthesis of 

60 bp DNA fragment with EcoRI sites at both ends using PCR extension, self-ligation of the 60 bp 

fragments and subcloning the ligated product into plasmid, generating recombinant pSY-60. Once 

being cloned, 500 ng of 420 bp fragment purified from 100 µL PCR product was incompletely 

digested by EcoRI, sufficiently producing to 50 acrylamide gels. Our procedure for production of 

DNA markers could be simple, time saving and inexpensive in comparison with current ones widely 

used in most laboratories. 

Keywords: incomplete digestion with restriction enzyme, recombinant plasmid, Commercial DNA 

ladders, SY 60 bp ladder 


