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TÓM TẮT 

Isoflavone là sản phẩm tự nhiên có trong mầm hạt đậu tương gồm hai dạng glycoside và aglucone, 

trong đó aglucone dễ hấp thu đối với người, nhưng hàm lượng lại rất thấp. Do đó, hàm lượng 

isoflavone dạng aglucone được nâng cao trong hạt đậu tương thông qua ứng dụng của công nghệ 

sinh học là cần thiết. Isoflavone được tổng hợp từ một nhánh của con đường phenylpropanoid với 

sự tham gia của nhiều enzyme trong đó chalcone isomerase (CHI) là enzyme chìa khóa. Các 

nghiên cứu đều cho rằng, sự biểu hiện mạnh gen mã hóa CHI đều làm tăng hàm lượng isoflavone 

ở cây chuyển gen. Trong nghiên cứu này chúng tôi trình bày kết quả chuyển gen Glycine max 

chalcone isomerase 1A (GmCHI1A) có nguồn gốc từ cây đậu tương vào cây thuốc lá thông qua vi 

khuẩn A. tumefaciens và tạo cây thuốc lá chuyển gen. Từ 90 mẫu biến nạp đã tạo được 30 cây 

thuốc lá chuyển gen sinh trưởng phát triển bình thường trong điều kiện nhà lưới, hiệu suất chuyển 

gen là 33,33%. Kết quả phân tích PCR thu được 22 cây thuốc lá chuyển gen có gen chuyển 

GmCHI1A và hiệu suất chuyển gen ở giai đoạn phân tích này là 24,44%. Gen chuyển GmCHI1A 

được xác nhận đã biểu hiện ở cây thuốc lá bằng phân tích RT-PCR. Kết quả chuyển gen 

GmCHI1A vào cây thuốc lá là cơ sở để tiếp tục nghiên cứu tăng cường biểu hiện gen GmCHI1A 

trên cây đậu tương chuyển gen. 

Từ khóa: Chalcone isomerase, chuyển gen, gen GmCHI1A, isoflavone, thuốc lá 
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ABSTRACT 
Isoflavones are natural products in soybean seed germs, including glycosides and aglucones, of 

which aglucone is easily absorbed for human, but very low in content. Therefore, the content of 

aglucone enhanced in soybean seeds through the application of biotechnology are necessary. 

Isoflavones are produced  via a branch of the general phenylpropanoid pathway and are involved 

in many enzymes, of which chalcone isomerase is the key enzyme. The studies showed that the 

overexpression of the CHI gene increases the isoflavone content in transgenic plants. In this study, 

we present the results of Agrobacterium-mediated transformation with GmCHI1A gene from soybean 

plants into tobacco and created transgenic plants. From 90 transformed samples, thirty transgenic 

tobacco plants were created and they grew normally under greenhouse conditions, transgenic 

efficiency was 33.33%. Twenty-two transgenic tobacco plants were identified to contain the 

GmCHI1A transgenic gene by PCR and the transgenic efficiency was 24.44%. The GmCHI1A 

transgene was confirmed to be expressed in tobacco by RT-PCR analysis. These results are the basis 

for further research on overexpression of GmCHI1A gene in transgenic soybean plants. 
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1. Mở đầu 

Isoflavone là sản phẩm tự nhiên quan trọng có 

vai trò bảo vệ thực vật và sức khỏe con người. 

Isoflavone có nhiều trong mầm hạt đậu tương, 

nhưng hàm lượng tương đối thấp, khoảng từ 

50-3000 µg/g. Isoflavone trong hạt đậu tương 

tồn tại ở hai dạng chính là β-glucoside và 

aglucone [1]. Dạng  β-glycoside có trọng 

lượng phân tử lớn được cho là hấp thụ hạn 

chế trong hệ tiêu hóa của người; trong khi 

dạng aglucone được hấp thụ nhanh hơn, 

nhưng hàm lượng lại rất thấp [2]. Để khắc 

phục vấn đề trên, việc lựa chọn các ứng dụng 

công nghệ sinh học góp phần nâng cao hàm 

lượng isoflavone trong hạt đậu tương, đặc biệt 

là dạng aglucone dễ hấp thu cho hệ tiêu hóa 

của người đang rất được quan tâm nghiên cứu. 

Isoflavone được tổng hợp từ một nhánh của 

con đường phenylpropanoid. Quá trình 

chuyển hóa tổng hợp isoflavone có nhiều 

enzyme tham gia, bao gồm phenylalanine 

ammonia lyase (PAL), chalcone synthase 

(CHS), chalcone reductase (CHR), chalcone 

isomerase (CHI), isoflavone synthase (IFS) và 

các enzyme khác. CHI là enzyme chìa khóa 

xúc tác cho phản ứng từ phân tử naringenin 

chalcone mạch hở được đóng vòng để hình 

thành các naringenin. CHI được phân thành 

hai loại chính là CHI loại I và CHI loại II. 

Các CHI loại I được tìm thấy trong hầu hết 

các loại thực vật, bao gồm cả cây họ đậu và 

không phải cây họ đậu; còn các CHI loại II 

chỉ có ở cây họ đậu [3]. Các CHI loại I xúc 

tác chuyển đổi naringenin-chalcone 

(2’,4’,6’,4-tetrahydroxychalcone) thành 5-

hydroxy-flavonoid. Các CHI sử dụng cả 

naringenin-chalcone và isoliquiritigenin 

(2’,4’,4-trihydroxychalcone) để tổng hợp 

naringenin và liquiritigenin. Naringenin và 

liquiritigenin là hai tiền chất của phản ứng tạo 

thành isoflavone (glycitein, daidzein, 

genistein) với sự tham gia của IFS [4]. 

Nghiên cứu biểu hiện gen CHI đã được thực 

hiện ở một số đối tượng như Hành tây [5], Dạ 

yến thảo [6], Cà chua [7]. Những nghiên cứu 

này đều cho rằng, sự tăng cường biểu hiện 

gen CHI đều làm tăng hàm lượng isoflavone 

tổng số ở cây chuyển gen lên nhiều lần so 

với cây không chuyển gen. Gen GmCHI1A 

phân lập từ cây đậu tương mã hóa enzyme 

CHI1A thuộc CHI loại II. Gen GmCHI1A có 

657 bp, mã hóa 218 amino acid [8]. Vì vậy, 

cách tiếp cận tăng cường biểu hiện gen mã 

hóa enzyme chìa khóa CHI1A được chúng 

tôi lựa chọn để nâng cao hàm lượng 

isoflavone trong hạt đậu tương. 

Thuốc lá (Nicotiana tabacum L.) đã trở thành 

một hệ thống mô hình cho nuôi cấy mô và kỹ 

thuật di truyền trong nhiều thập kỷ qua và 

được sử dụng để nghiên cứu chức năng gen 

mới. Hệ thống tái sinh in vitro ở cây thuốc lá 

tương đối đơn giản và thời gian phân hóa từ 

mô đến cây hoàn chỉnh khá ngắn nên thuốc lá 

được sử dụng nhằm tối ưu hóa kỹ thuật 

chuyển gen thông qua vi khuẩn A. 

tumefaciens [9]. Do đó, trong nghiên cứu này 

thuốc lá được chọn làm cây mô hình để đánh 

giá hoạt động của cấu trúc mang gen chuyển 

GmCHI1A trước khi chuyển vào đậu tương. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu 

Giống thuốc lá K326 in vitro được cung cấp 

bởi Phòng thí nghiệm Công nghệ tế bào thực 

vật, Khoa Sinh học, Trường Đại học Sư phạm 

- Đại học Thái Nguyên. Chủng vi khuẩn A. 

tumefaciens tái tổ hợp mang vector chuyển 

gen pCB301_GmCHI1A do Bộ môn Sinh học 

hiện đại và Giáo dục sinh học cung cấp. Cấu 

trúc vector chuyển gen pCB301_GmCHI1A 

được thể hiện ở hình 1. 

 
Hình 1. Sơ đồ cấu trúc 35S_GmCHI1A_cmyc trong vector chuyển gen pCB301_GmCHI1A. nptII: Gen kháng 

kanamycin; CaMV35S: Promoter 35S; GmCHI: Gen Glycine max chalcone isomerase 1A phân lập từ cây đậu 

tương; cmyc: Trình tự nucleotide mã hóa peptid c-myc; KDEL: Trình tự nucleotde mã hóa peptide KDEL 
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2.2. Phương pháp chuyển gen GmCHI1A 

vào cây thuốc lá thông qua vi khuẩn A. 

tumefaciens 

Biến nạp cấu trúc mang gen chuyển 

GmCHI1A thông qua lây nhiễm vi khuẩn A. 

tumefaciens vào mảnh lá và tái sinh cây thuốc 

lá chuyển gen được thực hiện như mô tả của 

Topping (1998) [10]. Lá cây thuốc lá được cắt 

thành các mảnh nhỏ có kích thước 1×1 cm, 

sau đó các mảnh lá được ngâm trong dịch vi 

khuẩn A. tumefaciens tái tổ hợp trong 10 phút. 

Chuyển các mảnh lá nhiễm khuẩn sang môi 

trường MS bổ sung BAP và kháng sinh chọn 

lọc kanamycin để tái sinh đa chồi. Các chồi 

chuyển vào môi trường RM bổ sung 

kanamycin để tạo rễ. Các cây chuyển gen in 

vitro được đưa ra trồng trong chậu ở điều kiện 

nhà lưới. 

2.3. Phương pháp phân tích cây thuốc lá 

chuyển gen 

Tách chiết DNA tổng số từ lá của cây thuốc lá 

thực hiện theo Saghai-Maroof và cộng sự 

(1992) [11]. Điện di kiểm tra DNA tổng số 

được tiến hành trên gel agarose 0,8%. Tách 

chiết RNA tổng số từ lá của cây thuốc lá 

chuyển gen bằng bộ kit Trizol Reagents. Tổng 

hợp cDNA bằng bộ kit Maxima® First Strand 

cDNA Synthesis. 

Xác định sự có mặt của gen chuyển 

GmCHI1A trong hệ gen của các cây thuốc lá 

chuyển gen ở thế hệ T0 được phân tích bằng 

PCR. Phân tích sự biểu hiện của gen chuyển 

GmCHI1A ở mức phiên mã bằng kỹ thuật 

RT-PCR. Cặp mồi đặc hiệu CHI-NcoI-F (5’-

ATGCCATGGATGGCAACGATCACCGC 

GGTT-3’) và CHI-NotI-R (5’-TTGC 

GGCCGCGACTATAAT GCCGTGGCTC-3’) sử 

dụng cho phản ứng PCR và RT-PCR nhân 

bản gen GmCHI1A được thiết kế dựa trên 

trình tự gen CHI của đậu tương mang mã số 

NM_00124829 trên GenBank. 

Gen chuyển GmCHI1A được khuếch đại từ 

cây thuốc lá chuyển gen dự kiến có kích 

thước 677 nucleotide, bao gồm đoạn mã hóa 

(657 nucleotide), đoạn nucleotide chứa điểm 

cắt của enzyme NcoI (9 nucleotide) và 

enzyme NotI (11 nucleotide). 

Hỗn hợp phản ứng PCR (tổng thể tích 25 μl) 

gồm: 12,5 μl master mix (2X); 1,0 μl mồi mỗi 

loại (10 pmol/μl); 2,0 μl DNA khuôn hoặc 

cDNA khuôn (10 ng/μl); 8,5 μl nước khử ion. 

Phản ứng PCR nhân gen GmCHI1A được 

thực hiện theo chương trình: 94
o
C trong 4 

phút; lặp lại 35 chu kì, mỗi chu kỳ gồm 94
o
C 

trong 30 giây, 58
o
C trong 30 giây, 72

o
C trong 

1 phút 30 giây; 72
o
C trong 10 phút và lưu giữ 

ở 4
o
C. Sản phẩm PCR được điện di trên gel 

agrose 1% trong đệm 1X TAE. Gel được 

nhuộm trong dung dịch ethidium bromide với 

nồng độ 0,1 g/ml.  

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Biến nạp cấu trúc mang gen chuyển 

GmCHI1A vào cây thuốc lá 

Tiến hành biến nạp cấu trúc mang gen chuyển 

GmCHI1A thông qua lây nhiễm bởi vi khuẩn 

A. tumefaciens vào mô lá cây thuốc lá (Hình 

2). Kết quả bảng 1 cho thấy, sau ba lần biến 

nạp với 90 mẫu ở lô thí nghiệm thu được 83 

mẫu tạo cụm chồi và qua chọn lọc bằng 

kháng sinh có 206 chồi sống sót. Ở môi 

trường tạo rễ có 163 chồi ra rễ và chọn lọc 

được 98 cây để chuyển ra trồng trong bầu đất. 

Kết quả cuối cùng tạo được 30 cây sống sót 

trong điều kiện nhà lưới. Lô đối chứng là các 

mảnh lá thuốc lá không biến nạp tái sinh 

trong môi trường không có kháng sinh chọn 

lọc (ĐC0) và có kháng sinh (ĐC1). Lô ĐC0 

chuyển 10 cây ra trồng trong chậu ở điều kiện 

nhà lưới. Ở lô ĐC1, các mảnh lá không tái 

sinh chồi trong môi trường chứa kanamicin. 

Các cây thuốc lá chuyển gen và đối chứng 

không chuyển gen được sử dụng để phân tích 

sự có mặt và sự hoạt động của vector mang 

gen chuyển GmCHI1A. 

3.2. Phân tích cây thuốc lá chuyển gen 

Ba mươi cây thuốc lá chuyển gen được phân 

tích sự có mặt của gen chuyển GmCHI1A 

bằng PCR. Kết quả hình 3 nhận thấy ở các 
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cây số 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 27, 28, 29 xuất hiện băng DNA 

có kích thước khoảng 0,67 kb ứng với kích thước của gen GmCHI1A. Trong khi, các cây số 1, 2, 3, 

10, 14, 15, 26, 30 không xuất hiện băng DNA. Kết quả chọn được 22 cây dương tính với phản ứng 

PCR và hiệu suất chuyển gen GmCHI1A vào thuốc lá ở giai đoạn phân tích PCR là 24,44%. 

Bảng 1. Kết quả biến nạp cấu trúc mang gen chuyển GmCHI1A vào thuốc lá 

Thí nghiệm và đối chứng Số 

mẫu 

Số mẫu 

sống tạo 

cụm chồi 

Tổng số 

chồi 

Số chồi sống 

sót ra rễ 

Số cây 

ra bầu 

đất 

Số cây 

sống 

sót 

Thí 

nghiệm 

Lần biến nạp 1 30 29 68 48 36 12 

Lần biến nạp 2 30 28 71 54 32 8 

Lần biến nạp 3 30 26 67 41 30 10 

Tổng 90 83 206 163 98 30 

Đối chứng 0 (ĐC0) 30 30 97 65 42 10 

Đối chứng 1 (ĐC1) 30 0 0 0 0 0 

Ghi chú: ĐC1: Mẫu không chuyển gen được cấy trên môi trường tái sinh có bổ sung kháng sinh; ĐC01: 

Mẫu không chuyển gen được cấy trên môi trường tái sinh không bổ sung kháng sinh 

 

Hình 2. Hình ảnh biến nạp và tái sinh cây thuốc lá chuyển gen GmCHI1A. A: các mảnh lá thuốc lá trong 

dịch khuẩn và lây nhiễm; B: Đồng nuôi cấy trên môi trường CCM; C: Tái sinh đa chồi trong môi trường 

chọn lọc chứa kanamicin; D: Kéo dài chồi; E: Ra rễ trên môi trường RM; H: Cây thuốc lá chuyển gen trồng 

trên giá thể. 

 
Hình 3. Hình ảnh điện di kiểm tra sản phẩm PCR nhân bản gen chuyển GmCHI1A từ các cây thuốc lá 

chuyển gen ở thế hệ T0. M: thang DNA 1kb; (+): Plasmid pBT_GmCHI1A (đối chứng dương); (-) Cây 

không chuyển gen (WT - đối chứng âm); 1-30: Các cây thuốc lá chuyển gen ở thế hệ T0 
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Trong số 22 cây dương tính với PCR ở thế hệ 

T0, chọn 8 cây thuốc lá chuyển gen sinh 

trưởng, phát triển bình thường đem phân tích 

biểu hiện gen GmCHI1A ở mức phiên mã 

bằng RT-PCR. Lá non của 8 cây thuốc lá 

chuyển gen được tách chiết RNA tổng số và 

tạo cDNA, sau đó thực hiện PCR với cặp mồi 

CHI-NcoI-F/CHI-NotI-R. Kết quả nhân bản 

gen chuyển GmCHI1A (cDNA) từ mRNA của 

các cây thuốc lá chuyển gen đem phân tích 

cho thấy trên bản gel agarose tất cả 8 làn điện 

di đều có băng DNA với kích thước khoảng 

0,67 kb (Hình 4). Kết quả này đã xác nhận 

gen chuyển GmCHI1A được biểu hiện phiên 

mã tổng hợp mRNA. Như vậy, có thể nhận 

thấy vector chuyển gen pCB301_GmCHI1A 

hoạt động tốt trong cây thuốc lá chuyển gen 

và có thể sử dụng để chuyển vào cây đậu 

tương và các cây trồng khác. 

 
Hình 4. Hình ảnh điện di kiểm tra sản phẩm RT-

PCR nhân gen GmCHI1A (cDNA) từ mRNA của 8 

cây thuốc lá chuyển gen ở thế hệ T0. M: thang 

DNA 1kb; (+): Plasmid pBT_GmCHI1A (đối 

chứng dương); (-) Cây không chuyển gen (WT - 

đối chứng âm); 1-8: Các cây thuốc lá chuyển gen 

ở thế hệ T0 

Cây Arabidopsis thaliana là hệ thống mô hình 

thực vật chính trong nhiều thập kỷ qua đã đạt 

được những tiến bộ to lớn trong nghiên cứu 

chức năng gen và tạo cây chuyển gen ở thực 

vật. Đến nay, nhiều mô hình thực vật mới 

đang được đề xuất, trong đó cây thuốc lá với 

những ưu thế dễ nuôi cấy in vitro, tái sinh và 

hệ số tái sinh đa chồi, hệ số tiếp nhận gen cao 

được coi là ý tưởng tốt để sử dụng làm cây 

mô hình [12]. Theo Tepfer (2017) cùng với 

cây A. thaliana, cây thuốc lá có thể đưa lên 

Trạm vũ trụ quốc tế để mô phỏng sự chuyển 

giao sự sống lên hành tinh khác [13].  

Cây thuốc lá được sử dụng làm cây mô hình 

cho chuyển gen và tăng cường biểu hiện ở 

đậu tương đã được công bố trong những năm 

gần đây, như chuyển gen GmP5CS [14], gen 

GmEXP1 [15], cấu trúc RNAi [16], gen HA1 

[17] và gen GmDREB2 [18]. Theo cách tiếp 

cận này, nghiên cứu của chúng tôi cũng sử 

dụng thuốc lá làm cây mô hình để chuyển gen 

GmCHI1A trước khi phân tích biểu hiện mạnh 

ở đậu tương trong mục đích tăng hàm lượng 

isoflavone. Hiệu suất chuyển gen ở giai đoạn 

phân tích PCR đối với gen GmEXP1 là 

53,33% [15], gen GmDREB2 là 48,33% [18] 

và trong nghiên cứu của chúng tôi đối với gen 

GmCHI1A là 24,44%. Như vậy, hiệu suất 

biến nạp các gen có nguồn gốc từ đậu tương 

vào thuốc lá là rất cao và phụ thuộc vào từng 

loại gen. Trong nghiên cứu biểu hiện gen 

GmCHI1A trên cây Sâm đất (Talinum 

paniculatum), với 730 mẫu biến nạp chúng tôi 

thu được 8 cây Sâm đất ở thế hệ T0 dương 

tính với PCR, hiệu suất chuyển gen GmCHI ở 

giai đoạn này được xác định đạt 1,09% [19]. 

Như vậy, kết quả biểu hiện thành công gen 

GmCHI1A ở cây thuốc lá và cây Sâm đất là 

cơ sở để tiếp tục thực hiện biểu hiện gen 

GmCHI1A trên cây đậu tương chuyển gen. 

4. Kết luận 

Đã biến nạp thành công gen chuyển 

GmCHI1A có nguồn gốc từ đậu tương vào 

cây thuốc lá thông qua vi khuẩn A. 

tumefaciens. Từ 90 mẫu biến nạp đã tạo được 

30 cây thuốc lá chuyển gen sinh trưởng phát 

triển bình thường trong điều kiện nhà lưới, 

hiệu suất chuyển gen ở giai đoạn chọn lọc 

bằng kháng sinh trong điều kiện in vitro là 

33,33%. Hai mươi hai cây thuốc lá chuyển 

gen được xác định có gen chuyển GmCHI1A 

và hiệu suất chuyển gen ở giai đoạn phân tích 

PCR là 24,44%. Sự biểu hiện của gen chuyển 

GmCHI1A được xác nhận ở mức phiên mã 

bằng RT-PCR. Kết quả biểu hiện thành công 

gen GmCHI1A ở cây thuốc lá là cơ sở để tiếp 

tục nghiên cứu tăng cường biểu hiện gen 

GmCHI1A trên cây đậu tương chuyển gen. 
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