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Tóm tắt. Trong nghiên cứu này, các gen chitinase mang trình tự peptide tín hiệu như Chi42, syncodChi42-

1 và syncodChi42-2 đã được tạo dòng trong vector biểu hiện thực vật pMYV719 và biến nạp thành công 

vào vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens LBA 4404. Trong đó, gen Chi42 là kiểu gen hoang dại từ chủng 

nấm Trichoderma asperellum SH16. Hai gen syncodChi42-1 và syncodChi42-2 có nguồn gốc từ gen Chi42 đã 

được tối ưu hóa bộ ba sử dụng để biểu hiện thực vật. Vi khuẩn A. tumefaciens mang các gen chitinase 

được sử dụng để chuyển gen vào cây lạc (Arachis hypogaea L.) trong các nghiên cứu tiếp theo để cải thiện 

khả năng kháng nấm bệnh của chúng. 
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Abstract. In this study, chitinase genes containing a signal peptide sequence, such as Chi42, syncodChi42-

1 and syncodChi42-2, were cloned in the plant expression vector pMYV719 and successfully transferred 

into Agrobacterium tumefaciens LBA 4404. Among them, Chi42 is a wild-type gene of Trichoderma 

asperellum SH16. Both genes syncodChi42-1 and syncodChi42-2 are derived from Chi42, which was 

optimized for codon usage for plant expression. Agrobacterium bacteria-harbouring pMYV719/chitinase 

vector was used for genetic transformation into peanuts (Arachis hypogaea L.) to enhance resistance to 

phytopathogenic fungi in further studies. 
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1 Đặt vấn đề 

Chitinase (EC 3.2.1.14) là họ các enzyme xúc 

tác cho quá trình thủy phân các liên kết β-1,4-N-

acetyl-β-D-glucosamine của chitin. Chitin là một 

trong những polysaccharide phổ biến trong tự 

nhiên [1] và là thành phần chính của khung cấu 

trúc thành tế bào nấm [2], bộ xương ngoài và lớp 

lót ruột của côn trùng và vỏ của các loài giáp xác 

[3]. Chitinase rất đa dạng về cấu trúc và cơ chế hoạt 

động và được ứng dụng phổ biến trong kiểm soát 

sâu bệnh hại cây trồng [4], tổng hợp 

chitooligosaccharide [5], công nghiệp thực phẩm 

và dược phẩm, xử lý chất thải chế biến thủy sản và 

sản xuất nhiên liệu sinh học [6]. Trong sản xuất 

nông nghiệp, chitinase là một trong những tác 

nhân sinh học kháng nấm bệnh ở cây trồng hiệu 

quả nhất [7]. Nhiều loài nấm Trichoderma có khả 

năng tiết ngoại bào chitinase nên chúng thường 

được sử dụng để kiểm soát các bệnh nấm hại cây 

trồng [8-10]. Đến nay, một số gen chitinase của các 

chủng Trichoderma đã được tạo dòng và biểu hiện 

dị chủng trong một số vật chủ như Chit46 từ                 

T. harzianum trong Pichia pastoris [11], Chit33 và 

Chit42 từ T. harzianum trong E. coli [12] và ech42 từ    

T. aureoviride trong Saccharomyces cerevisiae [13]. 

Tuy nhiên, chưa có nghiên cứu nào cho gen mã hóa 

chitinase 42 kDa của T. asperellum SH16 để biểu 

hiện ở thực vật, đặc biệt là cây lạc.  

Nghiên cứu này có mục đích tạo dòng các 

gen chitinase từ chủng T. asperellum SH16 bao gồm 

gen Chi42, syncodChi42-1 và syncodChi42-2 vào 

vector biểu hiện thực vật pMYV719 và tiếp hợp vào 

A. tumefaciens LBA 4404 để phục vụ cho việc 

chuyển gen vào cây lạc sau này, giúp tăng khả 

năng kháng nấm bệnh cho loại cây trồng có giá trị 

này. 

2 Đối tượng và phương pháp 

2.1 Đối tượng 

Vector biểu hiện thực vật pMYV719 mang 

promoter CaMV 35S (Hình 1) (dài khoảng 11 kb) 

do GS. Yang Moon-Sik (Jeonbuk National 

University, Hàn Quốc) cung cấp. 

 

Hình 1. Cấu trúc của vector pMYV719 

LB và RB: biên trái và phải của vùng T-DNA; NosP: promoter của gen nopaline synthase; NPTII: gen neomycin 

phosphotransferase II kháng kanamycin; NosT: terminator của gen nopaline synthase; Kozak: trình tự liên ứng để 

ribosome nhận biết và bắt đầu dịch mã; CTB: gen mã hóa tiểu đơn vị B độc tố tả; L: trình tự Gly-ProGly-Pro; S1D: 

vùng biểu mô S1D; SEKDEL: tín hiệu duy trì trong mạng lưới nội sinh chất; dp35S: duplicated promoter CaMV 35S. 

Các gen mã hóa chitinase 42 kDa mang trình 

tự peptide tín hiệu, bao gồm Chi42 (NCBI: 

HM191683.1) là gen hoang dại từ T. asperellum 

SH16 [14], syncodChi42-1 (NCBI: MT083802.1) và 

syncodChi42-2 (NCBI: MT083803.1) là hai gen có 

nguồn gốc từ Chi42 đã được tối ưu hóa bộ ba sử 

dụng cho biểu hiện thực vật (tổng chiều dài khoảng 

1,3 kb) [15] được Công ty TNHH MTV Sinh hóa 

Phù Sa (Cần Thơ, Việt Nam) tổng hợp và tạo dòng 

trong vector pUC19.  
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2.2 Phương pháp 

Tạo dòng gen chitinase 

Các gen chitinase 42 kDa được tách dòng từ 

vector pUC19/chitinase bằng XbaI và SacI. Vector 

pMYV719 (Hình 1) được loại bỏ trình tự CTB-L-

SD1-SEKDEL (khoảng 1 kb) cũng bằng hai enzyme 

nói trên để thay bằng một trong ba gen chitinase. 

Các sản phẩm cắt hạn chế được tinh sạch bằng 

GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher 

Scientific) trước khi thực hiện phản ứng gắn. Hỗn 

hợp dung dịch gắn được biến nạp vào tế bào E. coli 

TOP10 bằng phương pháp sốc nhiệt [16]. Thể biến 

nạp sau đó được chọn lọc trên môi trường 

LB (Luria-Bertani) rắn có bổ sung 50 µg·mL–1 

kanamycin. Vector tái tổ hợp pMYV719/chitinase 

có mặt trong E. coli được kiểm tra bằng cắt hạn chế.  

Tam hợp 

Hỗn hợp các vi khuẩn A. tumefaciens LBA 4404 

và E. coli TOP10 mang helper plasmid pRK2013 và E. 

coli TOP10 mang vector biểu hiện thực vật 

pMYV719/chitinase được nuôi cấy đồng thời trên 

môi trường LB rắn và sau đó thể tiếp hợp được chọn 

lọc trên cùng môi trường nhưng có bổ sung 100 

µg·mL–1 spectinomycin và 100 µg·mL–1 kanamycin. 

Các khuẩn lạc A. tumefaciens sinh trưởng trên môi 

trường chọn lọc được giả định là mang vector tái 

tổ hợp pMYV719/chitinase và được kiểm tra bằng 

khuếch đại PCR và cắt hạn chế. 

Khuếch đại PCR 

Phương pháp PCR khuẩn lạc được sử dụng 

cho các tế bào E. coli đã biến nạp [17]. DNA plasmid 

của A. tumefaciens LBA 4404 từ tam hợp được 

chuẩn bị theo Kamble và Fawade [18]. 

Khuếch đại PCR được thực hiện với cặp mồi 

đặc hiệu của gen chitinase (Bảng 1). Thành phần 

phản ứng PCR gồm có DNA khuôn mẫu (20 ng 

DNA plasmid từ A. tumefaciens hoặc khuẩn lạc E. 

coli), 10 pmol mỗi mồi, 1 µL PCR Master Mix 

(Thermo Scientific), bổ sung nước cất để đạt thể 

tích phản ứng cuối cùng là 12 µL. Phản ứng PCR 

được thực hiện với chu trình nhiệt như sau: biến 

tính gen ở 95 °C/15 min; 30 chu kỳ tiếp theo: 95 °C/1 

min, 55 °C/1 min và 72 °C/1 min; hoàn chỉnh sản 

phẩm PCR ở 72°C/10 min.  

Gen syncodChi42-1 và syncodChi42-2 có trình tự 

nucleotide ở các vùng gắn mồi giống nhau. Vì vậy, 

chúng được dùng chung một cặp mồi syncodChi42-F 

và syncodChi42-R. Hai trình tự TCTAGA và 

GAGCTC lần lượt là các vị trí nhận biết của XbaI và 

SacI. 

 

Bảng 1. Trình tự nucleotide của các mồi đặc hiệu khuếch đại PCR gen chitinase 

Primer Trình tự nucleotide 5’- 3’ 
Kích thước sản 

phẩm PCR (kb) 

Chi42-F GCGCTCTAGAAAAACTAAAAGTAGAAG 

    

     ~ 1,3  
Chi42-R GCGCGAGCTCTTAGTTGAGACCGCTT 

syncodChi42-F GCGCTCTAGAAAAACTAAAAGTAGAAG  

syncodChi42-R GCGCGAGCTCTTAATTCAAACCAGAT  
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3 Kết quả và thảo luận 

3.1 Vector pMYV719/chitinase 

Các gen chitinase (Chi42, syncodChi42-1 và 

syncodChi42-2) mang trình tự peptide tín hiệu ở 

đầu 5' được tách dòng từ vector pUC19/chitinase 

và thay thế đoạn gen CTB-L1-SD1-SEKDEL trong 

vector biểu hiện thực vật pMYV719 (Hình 2). Các 

gen chitinase có chiều dài khoảng 1,3 kb, trong khi 

vector pMYV719 thiếu trình tự CTB-L1-SD1-

SEKDEL có kích thước khoảng 11 kb. Các sản 

phẩm cắt hạn chế gồm có các gen chitinase và 

vector pMYV719 đã được tinh sạch (Hình 3) trước 

khi tạo các vector tái tổ hợp pMYV719/Chi42, 

pMYV719/syncodChi42-1 và pMYV719/syncodChi42-2. 

Các vector tái tổ hợp sau đó được biến nạp vào tế 

bào E. coli. Sự có mặt của các gen chitinase được 

kiểm tra bằng khuếch đại PCR (Hình 4) và cắt hạn 

chế các vector pMYV719/chitinase từ các khuẩn lạc 

đã sinh trưởng trên môi trường chọn lọc (Hình 5-

7). Kết quả này cho thấy các vector biểu hiện thực 

vật đã được biến nạp thành công vào tế bào E. coli.  

 

Hình 2. Cấu trúc của vector pMYV719/chitinase 

LB và RB: biên trái và phải của vùng T-DNA, NosP: promoter của gen nopaline synthase, NPTII: gen neomycin 

phosphotransferase II kháng kanamycin, NosT: terminator của gen nopaline synthase, Kozak: trình tự liên ứng để 

ribosome nhận biết và bắt đầu dịch mã, dp35S: duplicated promoter CaMV 35S, SP: chuỗi peptide tín hiệu, chitinase 

gene: một trong ba gen Chi42, syncodCh42-1 và syncodCh42-2. 

 

Hình 3. Tinh sạch vector pMYV719 và các gen chitinase 

M: thang chuẩn kích thước DNA 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific, Mỹ); 1: pMYV719; 2: Chi42; 3: syncodChi42-1;              

4: syncodChi42-2. 
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Hình 4. Khuếch đại PCR các gen chitinase từ khuẩn lạc E. coli với cặp mồi đặc hiệu 

M: thang chuẩn kích thước DNA 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Mỹ); 1: Chi42; 2: syncodChi42-1; 3: syncodChi42-2;               

PC1: pUC19/Chi42; PC2: pUC19/syncodChi42-1; PC3: pUC19/syncodChi42-2; NC: E. coli không biến nạp. 

 

Hình 5. Cắt hạn chế vector pMYV719/syncodChi42-1 bằng XbaI và SacI 

M: thang chuẩn kích thước DNA 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Mỹ); 1-3: pMYV719/syncodChi42-1 được cắt lần lượt 

bằng SacI và XbaI, XbaI và SacI; PC1: pMYV719 mạch vòng; PC2: gen syncodChi42-1. 

 

Hình 6. Cắt hạn chế vector pMYV719/syncodChi42-2 bằng XbaI và SacI 

M: thang chuẩn kích thước DNA 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Mỹ); 1-3: pMYV719/syncodChi42-2 được cắt lần lượt 

bằng SacI và XbaI, XbaI và SacI; PC1: pMYV719 mạch vòng; PC2: gen syncodChi42-2. 
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Hình 7. Cắt hạn chế vector pMYV719/Chi42 bằng XbaI và SacI 

M: thang chuẩn kích thước DNA 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Mỹ); 1-3: pMYV719/Chi42 được cắt lần lượt bằng 

SacI và XbaI, XbaI và SacI; PC: gen Chi42. 

Để biểu hiện một gen ngoại lai trong tế bào 

thực vật, các gen cần được đặt dưới sự điều khiển 

của một promoter thích hợp. Trong nghiên cứu 

này, các gen mã hóa chitinase được kiểm soát bằng 

promoter CaMV 35S của virus khảm súp lơ. Đây là 

một trong những promoter cấu thành được sử 

dụng rộng rãi nhất [19-20]. Promoter CaMV 35S là 

một trình tự khởi động phiên mã có thể điều khiển 

sự biểu hiện của các gen ngoại lai trong toàn bộ cơ 

thể [21].  

3.2 Tam hợp ba chủng vi sinh vật 

Sự có mặt của các vector pMYV719/chitinase 

trong A. tumefaciens LBA 4404 được kiểm tra bằng 

khuếch đại PCR và cắt hạn chế. Kết quả khuếch đại 

PCR ở Hình 8 cho thấy các vector biểu hiện 

pMYV719/chitinase đã được biến nạp thành công 

vào Agrobacterium. Đồng thời, sản phẩm cắt hạn 

chế bằng XbaI và SacI cũng đã củng cố cho nhận 

định này. Sự xuất hiện hai băng DNA có kích thước 

như mong đợi khoảng 11 kb và 1,3 kb, tương ứng 

với kích thước của vector pMYV719 đã loại bỏ trình 

tự CTB-L-SD1-SEKDEL và gen chitinase (Hình 9). 

Kết quả này cho thấy A. tumefaciens mang vector tái 

tổ hợp đã sẵn sàng cho quá trình chuyển gen 

chitinase vào cây lạc trong các nghiên cứu tiếp 

theo. 

Hình 8. Khuếch đại PCR các gen chitinase ở vector pMYV719/chitinase có trong A. tumefaciens LBA 4404  

 

M: thang chuẩn kích thước DNA 1 kb Plus (Thermo Scientific, Mỹ); 1-2: Chi42; 3-4: syncodChi42-1; 5-6: syncodChi42-2; 

PC1: pUC19/Chi42; PC2: pUC19/syncodChi42-1; PC3: pUC19/syncodChi42-2; NC: A. tumefaciens không biến nạp. 
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Hình 9. Cắt hạn chế vector các pMYV719/chitinase bằng XbaI và SacI 

M: thang chuẩn kích thước DNA 1 kb Plus (Thermo Scientific, Mỹ); 1: Chi42; 2: syncodChi42-1; 3: syncodChi42-2. Gen 

chitinase dài ~1,3 kb và vector pMYV719 dài ~11 kb. 

4 Kết luận 

Các gen mã hóa chitinase (Chi42, 

syncodChi42-1 và syncodChi42-2) có nguồn gốc từ T. 

asperellum SH16 đã được tạo dòng trong vector 

biểu hiện thực vật pMYV719. Vector 

pMYV719/chitinase sau đó đã được biến nạp thành 

công vào A. tumefaciens LBA 4404 để phục vụ cho 

việc chuyển gen vào cây lạc trong các nghiên cứu 

tiếp theo nhằm cải thiện khả năng kháng nấm gây 

bệnh của chúng. 
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