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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

Quy tr×nh Ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

1. C¸c b−íc trong quy tr×nh ph©n lËp gen vip3 

B−íc 1. T¸ch chiÕt ADN tæng sè cña Bacillus thuringiensis AB51 

T¸ch chiÕt ADN tæng sè cña Bacillus thuringiensis AB51 ®−îc tiÕn hµnh theo ph−¬ng 

ph¸p cña Vance Kramer vµ céng sù (2002). 

- CÊy chuyÓn mét khuÈn l¹c vµo 10 ml LB láng, nu«i l¾c ë 30oC, 200v/p, qua ®ªm. 

- Ly t©m  6.000 v/p, 10 phót, 40C, thu tña. 

- Hoµ tan tña trong 4 ml TE cã chøa  8 mg lyzozym. 

- ñ hçn hîp ë 37oC trong 1 giê, thªm protein K tíi nång ®é cuèi cïng 100 µg/ml råi 

ñ tiÕp ë 37oC trong 1 giê. 

- Thªm tiÕp vµo hçn hîp c¸c chÊt sau theo thø tù: 1M urea 7M, 50mM EDTA, 1% SDS. 

- Sau mçi lÇn thªm c¸c chÊt ph¶i ®¸nh ®Òu. ñ ë 550C qua ®ªm. 

- T¸ch chiÕt 1 lÇn víi Phenol/Chloroform (tØ lÖ 1:1 so víi mÉu), ly t©m 5 phót ë 4oC. 

- T¸ch chiÕt l¹i mét lÇn n÷a víi Phenol, tña dÞch chiÕt b»ng Isopropanol (tØ lÖ 1:1 so 

víi mÉu), ®Ó qua ®ªm ®Ó ADN tña hoµn toµn. Ly t©m thu tña ë 12.000 v/p, 15 

phót, 4oC. Röa tña 3 lÇn b»ng cån 70%. 

- §Ó kh« ADN ë nhiÖt ®é phßng, hoµ tan trong TE, b¶o qu¶n ë 40C. 

B−íc 2. Ph¶n øng PCR  

Trªn c¬ së tr×nh tù gen vip3A ®· ®−îc c«ng bè (kÝ hiÖu AY295778 trong ng©n hµng 

gen NCBI), chóng t«i ®· thiÕt kÕ cÆp måi ®Æc hiÖu V2.1 vµ V2.2 ®Ó nh©n gen vip3. 
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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

B¶ng 1. Tr×nh tù vµ c¸c th«ng sè cÇn thiÕt cña hai måi V2.1 vµ V2.2 

STT Tr×nh tù måi Tm % GC VÞ trÝ g¾n 

V2.1 5’-GCGGATCCATGAACAATAATAACTAA-3’ 61o C 32,2 1 - 20 

V2.2 5’-CGGAGCTCTTACTTATATGAGACATCGTA-3’ 62,5oC 41,5 2349 - 2370 

                          

B¶ng 2. Thµnh phÇn ph¶n øng PCR 

Thµnh phÇn                                       ThÓ tÝch (µl) 

N−íc cÊt hai lÇn 

Dung dÞch ®Öm (10X)  

dNTP 

MgCl2

V2.1

V2.2

ADN mÉu 

Taq ADN polymerase 

29,75 

5 

3 

3 

2 

2 

5 

0,25 

Tæng 50 

 

B¶ng 3. Ch−¬ng tr×nh thùc hiÖn ph¶n øng PCR 

B−íc Ph¶n øng NhiÖt ®é (OC) Thêi gian Chu kú 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

BiÕn tÝnh 

BiÕn tÝnh 

B¾t cÆp 

KÐo dµi 

Hoµn tÊt kÐo dµi 

KÕt thóc ph¶n øng 

94 

94 

61 

72 

72 

4 

2 phót 

30 gi©y 

45 gi©y 

1 phót 30 gi©y 

10 phót 

∞ 

1 

 

       x29 

 

1 

 

 

B−íc 3. G¾n gen vip3 vµo vect¬ t¸ch dßng 

Sau khi nh©n b¶n gen vip3 vµ kiÓm tra s¶n phÈm PCR b»ng ®iÖn di trªn gel agarose 

0,8%, chóng t«i ®· tiÕn hµnh g¾n trùc tiÕp s¶n phÈm PCR vµo vect¬ t¸ch dßng pCR®2.1-

TOPO cña h·ng Invitrogen. 
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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

B¶ng 4. Thµnh phÇn hçn hîp ph¶n øng nèi ghÐp 

Thµnh phÇn ThÓ tÝch (µl) 

N−íc cÊt hai lÇn 3,5 

Dung dÞch ®Öm (10X) 1 

S¶n phÈm PCR 4 

Vect¬ pCR®2.1- TOPO (25 ng/µl) 0,5 

T4 ADN ligase 1 

Tæng 10 

DÞch hçn hîp ®−îc ñ ë 16OC qua ®ªm (16 giê) sau ®ã ®−îc biÕn n¹p vµo tÕ bµo kh¶ 

biÕn chñng E.coli DH5α ®Ó t¸ch dßng. 

B−íc 4. BiÕn n¹p plasmit t¸i tæ hîp vµo tÕ bµo E.coli DH5α 

BiÕn n¹p plasmit t¸i tæ hîp vµo tÕ bµo E.coli DH5α ®−îc tiÕn hµnh theo Cohen vµ 

céng sù (1972). Mµng tÕ bµo vi khuÈn d−íi t¸c dông cña ho¸ chÊt hoÆc ®iÖn tr−êng trë 

nªn xèp, máng h¬n vµ t¹o c¸c lç cho c¸c ph©n tö ADN cã thÓ chui vµo. Sau ®ã, c¸c tÕ 

bµo ®−îc phôc håi trong m«i tr−êng nu«i cÊy vµ c¸c thÓ biÕn n¹p ®−îc ph¸t hiÖn trªn m«i 

tr−êng thÝch hîp. 

+ ChuÈn bÞ tÕ bµo kh¶ biÕn 

Chän mét khuÈn l¹c E.coli nu«i cÊy trong 10 ml LB láng, l¾c 200 v/p, 370C, qua ®ªm. 

Hót 0,5 ml dÞch tÕ bµo cho vµo 50 ml LB láng, l¾c 200 v/p, 370C, trong 4 giê. Ly t©m 4.000 

v/p, 40C, 5 phót, thu tña. Tan tña tÕ bµo trong 5 ml CaCl2 0,1M (®Ó l¹nh s½n ë 00C), ly t©m 

thu tña.  

Tan tña tÕ bµo trong 0,85 ml CaCl2 0,1M vµ 0,15 ml glyxerol. Chia nhá 200 µl vµo c¸c 

èng Eppendorf 1,5 ml; bá nhanh vµo N2 láng, gi÷ ë 800C. 

+ BiÕn n¹p 

Bæ sung trùc tiÕp vµo èng ®ùng tÕ bµo kh¶ biÕn 3 µl ADN plasmit, ñ 30 phót trong ®¸. 

Sèc nhiÖt ë 420C trong 2 phót råi chuyÓn ngay sang gi÷ trong ®¸ 2 - 3 phót. Cho thªm 

250µl l m«i tr−êng SOC, nu«i l¾c 200 v/p ë 370C trong 45-60 phót. Tr¶i 100 µl dÞch tÕ bµo 

lªn trªn ®Üa LB ®Æc chøa Ampicillin nång ®é cuèi cïng 100 µg/ml, IPTG 100µg/ml vµ X-Gal 

0.4% råi ñ ë 370C qua ®ªm. 
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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

B−íc 5. T¸ch plasmit 

TiÕn hµnh theo ph−¬ng ph¸p cña Birnboim & Dody (1979); Ish-Horowicz & Burke 

(1981).  

- CÊy chuyÓn mét khuÈn l¹c vµo èng nghiÖm chøa 10 ml LB láng cã bæ sung kh¸ng 

sinh chän läc, l¾c qua ®ªm ë 370C, 200 v/p. 

- ChuyÓn 2 ml dÞch nu«i cÊy vµo c¸c èng Eppendorf lo¹i 2 ml vµ ®em ly t©m 6.000 

v/p, 5phót, 40C ®Ó thu tÕ bµo. CÆn ®−îc hoµ trong 200 µl dung dÞch I b»ng m¸y 

vortex. 

- Bæ sung ngay 400 µl dung dÞch II, ®¶o nhÑ nhµng, gi÷ trong ®¸ 5 phót.  

- Bæ sung tiÕp 300 µl dung dÞch III, ®¶o nhÑ nhµng, gi÷ trong ®¸ 3 phót. 

- Ly t©m 10.000 v/p, 40C, 10 phót. ChuyÓn dÞch næi sang èng Eppendorf míi. Bæ 

sung 900 µl dung dÞch Phenol/Chloroform/Isoamyl Alcohol (25:24:1), trén thËt ®Òu 

vµ ®em ly t©m 10.000 v/p, 15 phót ®Ó lo¹i protein vµ ADN nhiÔm s¾c thÓ. 

- Hót nhÑ nhµng pha trªn sang èng Eppendorf míi (tr¸nh lµm vÈn pha d−íi). Tña 

dung dÞch thu ®−îc víi 1 lÇn thÓ tÝch Isopropanol. §¶o nhÑ nhµng, ®Ó yªn ë nhiÖt 

®é phßng 2-5 phót. Thu ADN kÕt tña trong dung dÞch b»ng c¸ch ly t©m 13.000 v/p, 

15 phót. 

- Bæ sung thªm 1 ml cån 70%, ly t©m 13.000 v/p, 2 phót. Lµm kh« tña. Hoµ tan ADN thu 

®−îc trong 300 µl TE hoÆc n−íc cÊt hai lÇn khö trïng chøa ARNase 10 µg/ml vµ ñ ë 

370C trong vßng 1 giê. Ch¹y ®iÖn di kiÓm tra 2-5 µl trªn gel agarose 0.8%.  

+ Hãa chÊt 

- Dung dÞch I: glucose 50mM; Tris-HCl 25mM; EDTA 10mM; pH 8,0 

- Dung dÞch II: NaOH 0,2N; SDS 1% 

- Dung dÞch III: 60 ml Potassium acetat 5M; 11,5 ml axit acetic;  28,5 ml H2O 

B−íc 6. Chän plasmit mang gen vip3 

ADN plasmit ®−îc xö lý víi  enzym  giíi h¹n E.coRI theo ph¶n øng: 

§Ò tµi KC.04.13 8



Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

H2O                         3,7 µl 

§Öm 10X riªng cña enzym               1 µl 

ADN                  5 µl 

 Enzym  (10U/µl)             0,3 µl 

Tæng thÓ tÝch ph¶n øng             10 µl 

B−íc 7. §äc tr×nh tù nucleotit gen vip3 

Gen vip3 ®−îc x¸c ®Þnh tr×nh tù trªn m¸y tù ®éng ABI PRIMS® 3100 Avant Genetic 

Analyzer b»ng c¸ch sö dông bé ho¸ chÊt sinh chuÈn BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing. Do gen vip3 cã kÝch th−íc lín nªn ®Ó x¸c ®Þnh ®Çy ®ñ vµ chÝnh x¸c tr×nh tù, 

nªn chóng t«i ®· sö dông thªm mét cÆp måi n»m phÝa bªn trong gen kÝ hiÖu lµ V3.1 vµ 

V3.2. 

B¶ng 6. Thµnh phÇn ph¶n øng PCR cho x¸c ®Þnh tr×nh tù 

Thµnh phÇn ThÓ tÝch(µl) 

Dung dÞch ®Öm(5X) 

Måi xu«i 

ADN mÉu (~100 ng) 

BigDye 

3 

1,275 

7,725 

3 

Tæng 15 

B¶ng 7. Ch−¬ng tr×nh ph¶n øng PCR cho x¸c ®Þnh tr×nh tù 

B−íc  Ph¶n  øng Nh iÖ t  ®é  Thê i  g ian  Chu  kú  

1  

2  

3  

4  

5  

6  

B iÕn  t Ý nh  

B iÕn  t Ý nh  

B¾ t  cÆp  

KÐo  dµ i  

Hoµn  tÊ t  kÐo  dµ i  

KÕ t  thóc  ph¶n  øng  

96 0 C  

96 0 C  

55 0 C  

60 0 C  

72 0 C  

4 0 C  

1  phó t  

10  g i©y  

5  g i©y  

4  phó t  

8  phó t  

30phó t  

1  

 

     x25   

 

1
 

S¶n phÈm PCR ®−îc tña b»ng c¸ch bæ sung 5µl 125mM EDTA, 60µl 100% EtOH. ñ ë 

nhiÖt ®é phßng 15 phót. Ly t©m dÞch 12000 v/p trong 15 phót, lo¹i bá EtOH. Röa tña b»ng 
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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

70 µl 70% EtOH, ly t©m 12000 v/p trong 5 phót råi ®Ó kh«. Bæ sung 10 µl Hi-DiTM 

Formamide vµ biÕn tÝnh ë 950C trong 5 phót. C¸c mÉu ®−îc tra vµo c¸c giÕng cña khay 

®ùng mÉu vµ ®iÖn di trong èng mao qu¶n (80 cm x50 µl) víi polymer POP-4TM cña h·ng 

ABI, Mü. 

B−íc 8. So s¸nh tr×nh tù nucleotit 

Tr×nh tù nucleotit võa ®−îc x¸c ®Þnh sÏ ®−îc xö lý so s¸nh víi tr×nh tù nucleotit cña 

gen vip ®· ®−îc c«ng bè trong ng©n hµng gen quèc tÕ b»ng phÇn mÒm ADNStar vµ 

BioEdit. 

2. S¶n phÈm cña quy tr×nh 

1. Plasmit pCR2.1 mang gen vip3. 

2. TÕ bµo vi khuÈn E.coli chñng DH5α mang gen vip3. 

3. 01 tr×nh tù gen vip3 
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Quy tr×nh ph©n lËp gen b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

 

S¬ ®å 1. Quy tr×nh ph©n lËp gen vip3 

B−íc Néi dung thùc hiÖn ¶nh minh häa 

1 T¸ch chiÕt ADN tæng sè 
cña Bacillus 
thuringiensis AB51 

 
2 Ph¶n øng PCR 

 
3 G¾n gen vip3 vµo vect¬ 

t¸ch dßng 

 

4 BiÕn n¹p plasmit t¸i tæ 
hîp vµo tÕ bµo E.coli 
DH5α 
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