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Tóm tắt: Gen OsNAC1 đã được nghiên cứu và chứng minh vai trò tăng cường khả năng kháng 

hạn của lúa. Việc sử dụng các promoter cảm ứng với điều kiện bất lợi của môi trường, trong đó có 

promoter RD29A, để điểu khiển biểu hiện của gen đáp ứng stress đã được rất nhiều nghiên cứu 

trước đây áp dụng  thành công. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã phân lập và nhân dòng 

promoter cảm ứng hạn RD29A từ hệ gen của cây Arabidopsis thaliana bằng phản ứng PCR và 

thiết kế vector biểu hiện mang gen mã hóa nhân tố phiên mã OsNAC1 dựa trên bộ khung của 

vector pCAMBIA1301. Trình tự mã hóa OsNAC1 được tách dòng từ vector nhân dòng 

pJET/OsNAC1 và lắp ghép vào hệ vector biểu hiện pCAM-Rd. Các vector tái tổ hợp pCAM-

Rd/NAC1-S và pCAM-Rd/NAC1-AS sẽ được sử dụng cho nghiên cứu chuyển gen vào cây mô 

hình thông qua vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens. 

Từ khóa: Chịu hạn, lúa, OsNAC1, RD29A, chuyển gen. 

1. Mở đầu* 

Dưới điều kiện bất lợi của môi trường như 

hạn, mặn, lạnh…, thực vật phải thay đổi các 

quá trình sinh lý và sinh hóa để tồn tại và thích 

nghi. Ở mức độ phân tử, điều kiện bất lợi môi 

trường sẽ làm cho thực vật gia tăng mức độ 

biểu hiện và tích lũy của hàng loạt các gen và 

protein đáp ứng bất lợi môi trường. Quá trình 

biểu hiện của các gen liên quan tới đáp ứng 
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chống chịu điều kiện bất lợi của thực vật được 

điều khiển bởi một loạt các promoter cảm ứng 

stress [1]. Trong số đó, RD29A là một promoter 

cảm ứng với các điều kiện môi trường bất lợi 

như hạn, mặn và lạnh và đã được nghiên cứu rất 
chi tiết. Các nghiên cứu trước đã chỉ ra rằng, 

trình tự promoter RD29A chứa hai vùng có hoạt 
tính cis liên quan đến sự biểu hiện dưới điều 

kiện bất lợi của môi trường là vùng đáp ứng 

ABA (the ABA-responsive element (ABRE) và 

vùng cảm ứng mất nước (the dehydration – 

responsive element (DRE)/C-repeat (CRT) [2]. 

Promoter RD29A đã được phân lập và nghiên 
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cứu chức năng hoạt động trên nhiều đối tượng 

cây khác nhau như Arabidopsis thaliana, thuốc 

lá và lúa mì [3-6].  

Họ NAC (NAM, ATAF1/2, CUC2) là họ 

gen lớn nhất thuộc nhóm gen mã hóa nhân tố 

phiên mã được tìm thấy ở thực vật, có vai trò 

quan trọng trong sự phát triển và đáp ứng với 

điều kiện bất lợi của thực vật. Các protein trong 

họ gen này có đặc điểm chung là trình tự liên 

kết DNA bảo thủ được biết đến như là miền 

NAC ở vùng đầu N. Ngược lại, vùng đầu C biến 

đổi thường chứa các miền hoạt hóa và rất đa dạng 

cả về chiều dài và trình tự [7]. Cho tới nay đã có 

khoảng 117 gen NAC trong hệ gen Arabidopsis và 

151 gen NAC trong hệ gen lúa, 26 gen NAC ở họ 

cam chanh, 152 gen NAC ở đậu tương và thuốc lá 

đã được phân lập nhưng chỉ một số ít gen NAC 

được nghiên cứu chức năng  [8-10].  

OsNAC1 là một gen mã hóa nhân tố phiên 

mã thuộc họ NAC có  liên quan đến tính chống 

chịu với bất lợi môi trường ở lúa được phân lập 

từ lúa và đã được nghiên cứu chi tiết đặc tính 

[11-13]. Cây lúa chuyển gen OsNAC1 tăng 

cường tính chịu hạn, mặn và kết quả phân tích 

microarray cho thấy biểu hiện của gen ngoại 
sinh OsNAC1 đã hoạt hóa hàng loạt gen chức 

năng liên quan đến tính chịu hạn. Kết quả thử 

nghiệm trên đồng ruộng các cây lúa chuyển gen 

SNAC1 cho năng suất cao hơn 22-34% so với 

các cây đối chứng ở điều kiện hạn [12].  

Trong nghiên cứu này, chúng tôi chúng tôi 

tiến hành thiết kế vector biểu hiện mang gen mã 

hóa nhân tố phiên mã OsNAC1 dưới sự điều 

khiển biểu hiện của promoter RD29A với mục 

tiêu làm tạo nguồn vật liệu cho công tác nghiên 

cứu tạo giống cây trồng chống chịu hạn, mặn 

theo định hướng chuyển gen.  

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu 

Hạt giống cây Arabidopsis thaliana kiểu 

Colombia do Trung tâm Kĩ thuật Di truyền và 

Công nghệ Sinh học Quốc tế (Ấn Độ) cung cấp; 

chủng vi khuẩn E. coli DH5α và các vector 

pCAM-Ubi, pJET/NAC1 do Bộ môn Bệnh học 

phân tử, Viện Di truyền Nông nghiệp cung cấp. 

Các đoạn oligonucleotide dùng cho phản 

ứng PCR nhân bản gen được thiết kế dựa trên 

trình tự gen đã công bố trên Ngân hàng gen thế 
giới (mã số AY973635.1) và tổng hợp bởi hãng 

Sigma (bảng 1). 

Bảng 1. Trình tự các oligonucleotide sử dụng trong nghiên cứu 

Tên mồi Trình tự mồi 

RD-Fw 5’-AAGCTTCGACTCAAAACAAACTTA-3’ 

RD-Rv  5’-GGATCCAATCAAACCCTTTATTCC-3’ 

SP6 5’-ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’ 

T7 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ 

NOS-Rv 5’-AGACCGGCAACAGGATTCAA-3’ 

35S-Fw  5’-CCCACTATCCTTCGCAA-3’ 

GUS-Rv  5’-GATTTCACGGGTTGGGGTTTCT-3’ 

NAC1-Fw 5-GGATCCATGGGGATGGGGATGAGGAG-3’ 

NAC1-Rv 5-’GGATCCTCAGAACGGGACCATGCCCA-3’ 
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2.2. Phương pháp 

Tách chiết DNA tổng số 

DNA tổng số của cây Arabidopsis được 

tách chiết theo phương pháp của Doyle và cộng 

sự [14], sử dụng dung dịch CTAB 2%. Mẫu mô 

thực vật tươi (100 mg) được nghiền trong nito 

lỏng, sau đó được bổ sung 500 µl dung dịch 

CTAB 2% (có chứa ARNase 40 mg/ml) và ly 

tâm ở tốc độ 13.000 vòng/phút để thu dịch nổi. 

500 µl hỗn hợp phenol : chloroform : isoamyl 

(25 : 24 : 1) được bổ sung vào dung dịch để kết 
tủa protein. Hỗn hợp sau được ly tâm tốc độ 

13.000 vòng/phút để thu DNA tinh sạch.  

Phân lập promoter RD29A:  

Promoter RD29A phân lập từ DNA tổng số 

của cây A. thaliana bằng kỹ thuật PCR với chu 

kỳ nhiệt: 94
0
C-5 phút; (94

0
C – 30 giây, 56

0
C – 

20 giây, 72
0
C - 40 giây) x 35 chu kỳ; 72

0
C - 7 

phút và bảo quản ở 4
0
C. Sản phẩm PCR sau đó 

được tinh sạch bằng bộ kit GenJET¬TM Gel 

Extraction của hãng Fermentas. Promoter 

RD29A nhân bản bằng PCR được nhân dòng 

bằng bộ kit pGEMT Easy theo qui trình đi kèm 

của hãng Promega. Plasmid tái tổ hợp 

pGEMT/RD29A được tách chiết từ vi khuẩn E. 

coli bằng bộ kit GenJET-TM Plasmid Miniprep 

của hãng Fermentas và bảo quản ở -20
o
C.  

Thiết kế vector pCAMBIA-RD29A:  

Vector tách dòng pGEM- RD29A và vector 

pCAMBIA-Ubi được xử lý đồng thời với 

HindIII và BamHI. Trình tự promoter RD29A 

được ghép nối vector pCAMBIA1301 mạch bằng 

enzyme T4 ligase (Invitrogen) để tạo vector tái tổ 

hợp pCAM–RD29A. Plasmid tái tổ hợp pCAM- 

RD29A được tách chiết từ vi khuẩn E. coli bằng bộ 

kit GenJET-TM Plasmid Miniprep (Fermentas) và 

bảo quản ở -20
o
C.  

Thiết kế cấu trúc biểu hiện promoter 

RD29A:OsNAC1:NosT  

Vector tách dòng pJET-OsNAC1 và vector 

biểu hiện pCAM–RD29A được xử lý đồng thời 

với enzyme BamHI.Trình tự mã hóa của 

OsNAC1 được ghép nối vào vector biểu hiện tại 
vị trí đa điểm cắt (Multi cloning sites) nằm giữa 

vùng promoter RD29A và vùng kết thúc phiên 

mã NosT nhờ enzyme T4 Ligase (Invitrogen) . 

Thể biến nạp sau khi sàng lọc bằng phản ứng PCR 

với hai cặp mồi  RD-Fw/NAC1-Rv  và RD-

Fw/NAC1-Fw  được nuôi trong môi trường LB để 
tách chiết DNA plasmid tái tổ hợp.   

Giải và phân tích trình tự promoter RD29A 

Vector tái tổ hợp pGEM-RD29A được giải 
trình tự theo phương pháp của Sanger và cộng 

sự [15] và đọc bằng hệ thống máy giải trình tự 

ABI 3100. Kết quả giải trình tự được xử lí bằng 

phần mềm BioEdit. Trình tự gen sau khi xử lí 

được so sánh với cơ sở dữ liệu trên Gene Bank 

và phân tích bằng phần mềm Genetyx 4.0. 

3. Kết quả và thảo luận 

Phân lập promoter RD29A từ DNA tổng số 

của cây Arabidopsis 

Trước đây đã có nhiều nghiên cứu chứng 

minh vai trò của promoter RD29A đối với đáp 

ứng chống chịu điều kiện bất lợi của cây A. 

thaliana [1]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi 

đã phân lập promoter RD29A từ cây A. thaliana 

để phục vụ thí nghiệm thiết kế vector biểu hiện 

mang gen mã hóa nhân tố phiên mã tăng cường 

tính chống chịu điều kiện bất lợi ở lúa OsNAC1. 

Hạt A. thaliana được gieo trồng đến giai đoạn 

một tháng tuổi, chúng tôi thu toàn bộ lá và thân 

cây, nghiền mẫu trong nitơ lỏng, sau đó tách 

chiết DNA tổng số bằng CTAB. Kết quả điện di 

mẫu tách chiết DNA trên gel agarose 1% cho 

thấy các mẫu DNA thu được hoàn toàn tinh 

sạch, không bị lẫn RNA (hình 1A). Mẫu DNA 

tách chiết được bảo quản trong đệm TE ở -

20
o
C.
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Hình 1. Kết quả nhân bản trình tự promoter RD29A từ DNA tổng số. 

Ghi chú: (A) Kết quả điện di sản phẩm DNA tổng số của A. thaliana trên gel agarose 1%; giếng 1 - 8: các mẫu DNA 

tổng số tách chiết từ A. thaliana. (B) Kết quả điện di sản phẩm PCR nhân bản đoạn promoter RD29A trên gel agarose 1%; 

giếng 1: đối chứng âm (không có DNA khuôn); giếng 2: khuôn là DNA tổng số, giếng 3: sản phẩm PCR tinh sạch bằng bộ kit 

GenJET¬TM Gel Extraction. Giếng M: thang DNA chuẩn 1 kb. 

Dựa vào trình tự nucleotide của gen RD29A 

được công bố trên ngân hàng gen 

(AY973635.1), chúng tôi đã thiết kế cặp mồi 

RD29A-F/RD29A-R (bảng 1) để sử dụng cho 

phản ứng PCR nhân bản promoter RD29A từ 

cây Arabidopsis thaliana. Phản ứng PCR được 

thực hiện 35 chu kì, gắn mồi ở nhiệt độ 55
o
C 

trong 20 giây và kéo dài chuỗi ở 72
o
C trong 40 

giây. Kết quả điện di sản phẩm PCR trên gel 

agarose 1% cho thấy chúng tôi đã thu được một 

băng DNA đặc hiệu có kích thước khoảng 0,8 kb 

(hình 1B, giếng 2), tương ứng với kích thước lý 

thuyết của promoter RD29A cần nhân bản là 823 

bp. Đối với phản ứng đối chứng âm không có 

DNA tổng số trong hỗn hợp phản ứng, chúng tôi 

không thu được băng DNA này (hình 1B, giếng 

1). Kết quả này cho thấy chúng tôi đã nhân bản 

được đoạn DNA mong muốn từ DNA tổng số của 

A. thaliana bằng cặp mồi đặc hiệu đã thiết kế. 
Sản phẩm PCR nhân bản promoter RD29A sau đó 

được chúng tôi tinh sạch bằng bộ kit GenJET-TM 

Gel Extraction (Fermentas) và điện di kiểm tra lại 
trên gel agarose 1% (hình 1B, giếng 3). Sản phẩm 

PCR tinh sạch này được chúng tôi sử dụng cho thí 

nghiệm nhân dòng và giải trình tự sau này. 

Nhân dòng promoter RD29A 

Sản phẩm PCR tinh sạch được chúng tôi 

ghép nối trực tiếp với vector pGEM-T, sử dụng 

bằng bộ kit nhân dòng pGEM®-T Vector 

System II (Promega). Sản phẩm của phản ứng 

ghép nối được biến nạp vào tế bào khả biến 

E.coli chủng DH5α và cấy trải trên môi trường 

chọn lọc LB có bổ sung chất kháng sinh 

ampicillin 50µg/ml, chất cảm ứng IPTG và cơ 

chất X-Gal. Theo lý thuyết, các khuẩn lạc xuất 
hiện trên bề mặt môi trường có màu trắng là 

khuẩn lạc chứa plasmid tái tổ hợp, trong khi đó 

các khuẩn lạc có màu xanh là những khuẩn lạc 

mang plasmid nguyên bản tự đóng vòng. Kết 
quả kiểm tra các thể biến nạp bằng PCR với cặp 

mồi đặc hiệu (RD-Fw/RD-Rv) cho thấy chúng 

tôi đã thu được các thể biến nạp dương tính 

(hình 2A). Để khẳng định kết quả thu được, 

chúng tôi đã tinh sạch plasmit từ khuẩn lạc 

dương tính và kiểm tra bằng PCR với các cặp 

mồi khác nhau và xử lí cắt bằng enzyme giới 

hạn HindIII/BamHI. 
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Hình 2. Kết quả nhân dòng promoter RD29A vào vector pGEM-T. 

Ghi chú: (A) Kết quả điện di sản phẩm PCR trực tiếp từ khuẩn lạc mang pGEM/RD29A với cặp mồi đặc hiệu RD-

Fw/RD-Rv; giếng 1 - 9: sản phẩm PCR từ khuôn là khuẩn lạc số 1 – 9; giếng 10: đối chứng âm (khuôn là H2O). (B) Kết quả 
kiểm tra plasmid tái tổ hợp pGEM/RD29A bằng PCR (giếng 1 – 4) và phản ứng cắt giới hạn (giếng 5 & 6); giếng 1 & 2: PCR 

với cặp mồi T7/SP6; giếng 3 & 4: PCR với cặp mồi RD-Fw/RD-Rv; giếng 1 & 3: đối chứng âm (khuôn là H2O), giếng 2 & 4: 

khuôn là pGEM/RD29A; giếng 5: sản phẩm phản ứng cắt bằng enzyme giới hạn BamHI/HindIII; giếng 6: vector 

pGEM/RD29A nguyên bản. Giếng M: Thang chuẩn DNA 1 kb. 

Phản ứng PCR kiểm tra plasmid tái tổ hợp 

được chúng tôi thực hiện với 2 cặp mồi: cặp 

mồi đặc hiệu của vector pGEM-T (T7/SP6) có 

khoảng cách 186 bp trên vector pGEM-T và cặp 

mồi đặc hiệu của đoạn gen RD29A (RD-

Fw/RD-Rv). Sản phẩm PCR sau đó được điện 

di trên gel agarose 1%. Kết quả điện di sản 

phẩm PCR trên gel agarose 1% trên hình 2B 

cho thấy với cặp mồi đặc hiệu chúng tôi thu 

được một băng DNA có kích thước khoảng 0,8 

kb (hình 2B, giếng 4). Sản phẩm PCR với cặp 

mồi vector cho một băng DNA có kích thước 

khoảng 1,0 kb, kích thước này phù hợp với kích 

thước đoạn DNA theo tính toán lý thuyết, bao 

gồm 823 bp của đoạn gen RD29A và 186 bp 

của vector pGEM-T (hình 2B, giếng 2). Tiếp 

đó, do trên cặp mồi đặc hiệu được dùng để nhân 

bản đoạn gen RD29A chúng tôi có thiết kế trình 

tự nhận biết của hai enzyme giới hạn BamHI và 

HindIII, vì vậy, để kiểm plasmid tái tổ hợp thu 

được, chúng tôi thực hiện phản ứng cắt đồng 

thời bằng enzyme giới hạn BamHI/HindIII. Kết 
quả thu được trên hình 2B cho thấy sản phẩm 

của phản ứng cắt cho hai băng DNA, băng 

DNA thứ nhất có kích thước khoảng 3,0 kb là 

bộ khung nguyên bản của vector pGEM-T, 

băng DNA còn lại là đoạn promoter RD29A 

có kích thước khoảng 0,8 kb (hình 2B, giếng 

5). Các kết quả thu được này cho phép chúng 

tôi khẳng định chắc chắn hơn việc nhân dòng 

thành công trình promoter RD29A vào vector 

pGEM-T.  

Để khẳng định chính xác đoạn DNA được 

nhân dòng vào vector pGEM-T có đúng là 

promoter RD29A mong muốn hay không, chúng 

tôi tiến hành giải trình tự đoạn DNA này trong 

vector tái tổ hợp pGEM-RD29A. Kết quả giải 
trình tự sau đó được xử lý bằng phần mềm 

Bioedit và so sánh với trình tự gen RD29A đã 

được công bố trên Ngân hàng Gen Thế giới 

(AY973635.1). Kết quả phân tích trình tự 

DNA cho thấy đoạn DNA phân lập được có 

chiều dài 823 bp, có trình tự tương đồng 100% 

với trình tự đã công bố trước đây của promoter 

RD29A [[1]]. Trình tự DNA phân lập được có 

chứa các vùng trình tự đặc trưng cần thiết của 

một promoter điều hòa biểu hiện gen:TATA-

box (742-746), CCAAT-box (489-494); vùng 

tín hiệu gắn mũ G (732-737), vùng giàu GC 

(472-509) và hai yếu tố hoạt hóa cis-acting 

(552-560 và 609-617). Các phân tích sâu hơn 

cho thấy đoạn DNA của chúng tôi cũng chứa 
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các vùng liên quan đến cảm ứng trong điều kiện 

khô hạn: DRE (497-502), ABRE (712-719) và 

hai vùng trình tự 20 Nucleotide lặp trước (546-

560) và lặp sau (603-622). Ngoài ra, chúng tôi 

còn phát hiện một vùng trình tự gần giống với 

trình tự hoạt hóa As1 (682-689) đã được chứng 

minh là có chức năng điểu khiển gen biểu hiện 

đặc hiệu ở rễ. Kết quả này phù hợp với những 

công bố trước đây về promoter RD29A của 

Arabdopsis.  

  

 

Hình 3. Kết quả phân tích trình tự gen RD29A. 

Từ các kết quả thu được ở trên, chúng tôi có 
thể khẳng định đã phân lập và nhân dòng thành 

công promoter RD29A ở A. thaliana. Sản phẩm 

nhân dòng sẽ  được chúng tôi tiếp tục sử dụng 

cho các nghiên cứu thiết kế vector biểu hiện 

mang gen OsNAC1 được đặt dưới sự điều khiển 

của promoter cảm ứng điều kiện bất lợi RD29A. 

Thiết kế vector biểu hiện pCAMBIA1301 

mang promoter điều khiển RD29A  

Trong nghiên cứu này, để thiết kế vector 

biểu hiện gen OsNAC1 dựa trên hệ vector 

thương mại pCAMBIA1301, chúng tôi đã sử 

dụng vector pCAM-Ubi do phòng Bệnh học 

phân tử đã thiết kế làm nguyên liệu cho thí 

nghiệm (hình 4). Để thay thế trình tự promoter 

RD29A vào vị trí promoter Ubiquitin trong 

vector biểu hiện pCAM-Ubi, chúng tôi đã xử lí 

đồng thời 2 vector  pGEM-RD29A và pCAM-

Ubi với HindIII/BamHI (hình 5A). Sau khi tinh 

sạch sản phẩm cắt bằng enzyme giới hạn từ gel 

agarose, trình tự promoter RD29A (0,8 kb) được 

chèn vào vị trí promoter Ubiquitin (2,0 kb) đã 

được cắt bỏ trên vector biểu hiện pCAM-Ubi 

dưới tác dụng của enzyme T4 ligase và biến nạp 

vào tế bào khả biến E. coli chủng DH5α. Sau 

khi sàng lọc thể biến nạp dương tính bằng PCR 

với cặp mồi đặc hiệu promoter RD29A (RD-

Fw/RD-Rv), chúng tôi tiến hành tinh sạch 

plasmid từ các thể biến nạp này và kiểm tra 

bằng PCR với cặp mồi đặc hiệu. 
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Hình 4. Sơ đồ thiết kế vector biểu hiện pCAM-Rd/OsNAC1. 

Kết quả điện di sản phẩm PCR từ khuôn là 

plasmid tich sạch cho thấy, với cặp mồi đặc 

hiệu cho promoter RD29A (RD-Fw/RD-Rv) và 

đặc hiệu cho hệ vector pCAMBIA1301 (35S-

Fw/Gus-Rv) chúng tôi thu được các sản phẩm 

PCR có kích thước lần lượt khoảng 0,8 kb (hình 

5B, giếng 1) và 1,0 kb (hình 5B, giếng 6), bằng 

với kích thước của hai băng DNA của phản ứng 

đối chứng dương sử dụng vector 

pGEM/RD29A (hình 5B, giếng 1) và vector 

pCAM-Ubi làm khuôn (hình 5B, giếng 3).  Đối 

với phản ứng PCR sử dụng mồi đặc hiệu cho 

promoter RD29A và mồi đặc hiệu cho vùng 

NOS, chúng tôi thu được một băng DNA có 

kích thước khoảng 0,9 kb đúng với kích thước 

tính toán lý thuyết (hình 5A, giếng 7). Khi xử lý 

plasmid tái tổ hợp này bằng HindIII/BamHI, 

chúng tôi thu được băng DNA có kích thước 

0,8 bp tương ứng với đoạn trình tự promoter 

RD29A và một băng DNA kích thước khoảng 

12 kb là bộ khung vector pCAMBIA1301 (hình 

4; hình 5C, giếng 3).   

 

 

Hình 5. Kết quả ghép nối trình tự promoter RD29A vào hệ vector pCAMBIA1301. 

Ghi chú: (A) Kết quả điện di sản phẩm cắt bằng enzyme giới hạn pGEM/RD29A (giếng 1&2) và pCAM-Ubi (giếng 

3&4) bằng  HindIII/BamHI trên gel agarose 1%; giếng 1&4: vector nguyên bản; giếng 2&3: vector được xử lý với 

HindIII/BamHI. (B) Kết quả điện di sản phẩm PCR kiểm tra plasmis tái tổ hợp pCAM-Rd; giếng 1 – 3: PCR với cặp mồi 

RD-Fw/RD-Rv; giếng 4 – 6: PCR với cặp mồi 35S-Fw/GUS-Rv; giếng 7 & 8: PCR với cặp mồi RD-Fw /NOS-Rv; giếng 1, 4 

&7: khuôn là pCAM-Rd; giếng 2, 5 và 8: đối chứng âm (khuôn là H2O); giếng 3: đối chứng dương (khuôn là 

pGEM/RD29A); giếng 6: đối chứng dương (khuôn là pCAM-Ubi). (C) Kết quả điện di sản phẩm cắt enzyme giới hạn 

pCAM-Rd; giếng 1: vector pCAM-Rd nguyên bản; giếng 2: sản phẩm cắt enzyme giới hạn HindIII/EcoRI; giếng 3: sản phẩm 

cắt enzyme giới hạn HindIII/BamHI. Giếng M: Thang chuẩn DNA 1 kb. 



P.T. Hằng và nnk. / Tạp chí Khoa học ĐHQGHN: Khoa học Tự nhiên và Công nghệ, Tập 30, Số 4 (2014) 1-10  

 

8 

Các kết quả này chứng tỏ chúng tôi đã thay 

thế thành công trình tự promoter biểu hiện liên 

tục Ubiquitin trong vector biểu hiện pCAM-Ubi 

bằng trình tự promoter cảm ứng điều kiện bất 
lợi RD29A. Kết quả này được khẳng định chính 

xác hơn khi chúng tôi xử lý plasmid  tái tổ hợp 

với HindIII/EcoRI, sản phẩm cắt bằng enzyme 

giới hạn khi được điện di trên gel agarose 1% 

cho 2 băng DNA, trong đó có một băng DNA là 

bộ khung vector pCAMBIA1301 có kích thước 

trên 10 kb và một băng DNA có kích thước 

khoảng 1,1 kb là tổng kích thước của đoạn 

promoter RD29A dài 0,8 kb và vùng kết thúc 

phiên mã NOS dài 0,3 kb (hình 4; hình 5C, 

giếng 1). 

Thiết kế vector biểu hiện pCAM-Rd mang 

gen OsNAC1  

Để đưa trình tự mã hóa nhân tố phiên mã 

OsNAC1 trên vector pJET/OsNAC1 vào vector 

biểu hiện pCAM-Rd, chúng tôi đã xử lí 2 vector  

này với enzyme  BamHI (pCAM-Rd) và BglII 

(pJET/OsNAC1) (hình 6A). Các sản phẩm cắt 
bằng enzyme giới hạn được chúng tôi tinh sạch 

từ gel agarose và thực hiện phản ứng ghép nối 

nhờ tác dụng của enzyme T4 ligase. Do hai 

enzyme BglII và BamHI có khả năng tạo ra các 

sản phẩm cắt bằng enzyme giới hạn có đầu dính 

giống nhau nên đoạn gen OsNAC1 có thể ghép 

nối được trực tiếp vào vector mạch thẳng 

pCAM-Rd đã được xử lí trước đó với enzyme 

Alkaline Phosphatase để khử gốc phosphate 

nhằm loại bỏ khả năng tự đóng vòng trong phản 

ứng ghép nối. Bằng phản ứng PCR với 2 cặp 

mồi RD-Fw/NAC1-Rv và RD-Fw/NAC1-Fw, 

chúng tôi đã sàng lọc được hai loại thể biến nạp 

mang 2 loại vector tái tổ hợp vector khác nhau: 

vector chứa trình tự mã hóa OsNAC1 xuôi chiều 

(sense) pCAM-Rd/NAC1-S và vector chứa 

trình tự mã hóa OsNAC1 ngược chiều 

(antisense) pCAM-Rd/NAC1-AS (hình 6B). 

 

Hình 6. Kết quả ghép nối trình tự mã hóa nhân tố phiên mã OsNAC1 vào vector pCAM-Rd. 

Ghi chú: A. Kết quả điện di sản phẩm cắt giới hạn pCAM-Rd (giếng 1&2) và pJET/OsNAC1 (giếng 3&4) bằng BamHI; 

giếng 1&3: sản phẩm cắt giới hạn; giếng 2&4: vector nguyên bản. B. Kết quả điện di sản phẩm PCR kiểm tra khuẩn lạc với 

cặp mồi RD-Fw/NAC1-Rv (giếng 1-5) và RD-Fw/NAC1-Fw (giếng 6-10); giếng 1, 6: đối chứng âm (khuôn là H2O); giếng 2 

– 5 & 7-10: khuôn là khuẩn lạc số 1 – 4. Giếng M: Thang chuẩn DNA 1kb. 

Để khẳng định sự có mặt của gen OsNAC1 

trong vector tái tổ hợp, chúng tôi đã tinh sạch 

plasmid từ các thể biến nạp dương tính và kiểm 

tra bằng PCR và cắt bằng enzyme giới hạn. Kết 
quả điện di sản phẩm PCR trên gel agarose 1% 

cho thấy, với cặp mồi NAC1-Fw/NAC1-Rv, cả 

2 vector tái tổ hợp đều cho băng DNA khoảng 

1,0 kb, tương ứng với kích thước của gen 

OsNAC1 (hình 7A, giếng 1&2). Với cặp mồi 

RD-Fw/NAC1-Rv, chỉ có sản phẩm PCR từ 

vector pCAM-Rd/NAC1-S cho kết quả dương 

tính (hình 7A, giếng 7). Ngược lại, với cặp mồi 

RD-Fw/NAC1-Fw, chỉ có sản phẩm PCR từ 

vector pCAM-Rd/NAC1-AS cho kết quả dương 

tính (hình 7A, giếng 5). Kết quả điện di sản 

phẩm cắt bằng enzyme giới hạn hai plasmid tái 

tổ hợp bằng enzyme BamHI đã cho băng DNA 

có kích thước 1,0 kb đúng theo tính toán lý 

thuyết của đoạn gen OsNAC1 (hình 7B, giếng 1 

& 4). Các kết quả này chứng tỏ chúng tôi đã 
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thiết kế thành công vector biểu hiện pCAM-Rd 

mang 2 trình tự có nghĩa (sense) và đối nghĩa 

(antisense) của gen OsNAC1, đặt dưới sự điều 

khiển của promoter RD29A. Kết quả này càng 

được khẳng định khi chúng tôi xử lí vector tái 

tổ hợp với đồng thời hai enzyme 

HindIII/EcoRI, sản phẩm cắt bằng enzyme giới 

hạn khi được điện di trên gel agarose 1% cho 2 

băng DNA: bộ khung vector pCAMBIA1301 

kích thước 12,0 kb và cấu trúc biểu hiện gen 

RD29A:OsNAC1:NOS  kích thước khoảng 2,1 

kb (bao gồm RD29A 0,8 kb, đoạn gen OsNAC1 

1,0 kb và vùng kết thúc phiên mã 0,3 kb) (hình 

4; hình 7B-C, giếng 3 & 6). Cả hai vector tái tổ 

hợp này sẽ được chúng tôi sử dụng cho thí 

nghiệm nghiên cứu biểu hiện của gen OsNAC1 

trong cây mô hình. 

 

 

Hình 7. Kết quả kiểm tra plasmid tái tổ hợp pCAM-Rd/NAC1-S và pCAM-Rd/NAC1-AS. 

Ghi chú: (A) Kết quả điện di sản phẩm PCR trên gel agarose 1%; giếng 1 - 3: PCR với cặp mồi NAC1-Fw/NAC1-Rv; 

giếng 4 - 6: PCR với cặp mồi RD-Fw/NAC1-Fw; giếng 7 - 9: PCR với cặp mồi RD-Fw/NAC1-Rv; giếng 1, 4 & 7: khuôn là 

pCAM-Rd/NAC1-S; giếng 2, 5 & 8: khuôn là pCAM-Rd/NAC1-AS; giếng 3, 6 & 9: đối chứng âm (khuôn là H2O). (B) Kết 
quả điện di sản phẩm cắt enzyme giới hạn pCAM-Rd/NAC1-S (giếng 1 – 3) và pCAM-Rd/NAC1-AS (giếng 4 – 6); 

giếng 1&4: sản phẩm cắt giới hạn bằng BamHI;  giếng 2&5: vector nguyên bản;  giếng 3&6: sản phẩm cắt giới hạn 

bằng HindIII/EcoRI. Giếng M: Thang DNA chuẩn 1 kb. 

4. Kết luận 

Bằng phương pháp PCR, sử dụng mẫu 

DNA tổng số tách chiết từ giống cây 

Arabidopsis thaliana, chúng tôi đã phân lập 

thành công trình tự promoter RD29A cảm ứng 

với điều kiện stress. Đoạn trình tự promoter 

RD29A phân lập đã được chúng tôi nhân dòng 

thành công vào vector pGEM-T và giải trình tự đầy 

đủ. Trình tự promoter RD29A có mức độ tương 

đồng 100% so với trình tự promoter đã được công 

bố trên Ngân hàng gen Thế giới. Sản phẩm nhân 

dòng promoter RD29A đã được chúng tôi sử 

dụng để thiết kế cấu trúc biểu hiện gen OsNAC1 

mã hóa nhân tố phiên mã liên quan tới tính chịu 

hạn ở lúa dựa trên bộ khung của vector 

pCAMBIA1301. Plasmid tái tổ hợp pCAM-

Rd/NAC1-S (mang trình tự có nghĩa của 

OsNAC1) và pCAM-Rd/NAC1-AS (mang trình 

tự đối nghĩa của OsNAC1) đã được chúng tôi 

tinh sạch và bảo quản để sử dụng cho các nghiên 

cứu biểu hiện gen trong cây mô hình sau này.  
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Abstract: NAC family (NAM, ATAF1/2, CUC2), which is the largest plant transcription factor 

family, plays an important role in development and stress responses in plants. Previous studies used 

several stress-inducible promoters, including RD29A promoter, in overexpression of regulatory genes 

in order to improve drought tolerance of transgenic plants without induction of growth retardation. In 

this study, we cloned Arabidopsis thaliana RD29A promoter and constructed the plant expression 

vector carrying drought tolerance OsNAC1 gene related in drought tolerance driven by RD29A 

promoter. A full-length ORF of OsNAC1 was inserted at BamHI site downstream of RD29A promoter  

in plant expression pCAMBIA1301. The recombinant vector pCAM-Rd/OsNAC1 will be transformed 

into plant using Agrobacterium tumefaciens in further studies. 
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