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L Ờ I N Ó I Đ Ầ U 

Công nghệ sinh học hiện đại được ra đời và phát triển như vũ bão, 

mang lại những thành tựu tuyệt vời cho nhân loại. Hiện nay, công 

nghệ sinh học không chỉ là công cụ nghiên cứu sác bén cho phép 

nghiên cứu cơ chế của các hiện tượng sổng ở mức độ phân tử mà còn 

nhanh chóng trở thành một công nghệ sản xuất với những sản phàm 
f r 

hoàn toàn mới mẽ trên mọi lĩnh vực, trước hét láy tê và nông nghiệp. 

Đe đáp ứng cho nhu cầu học tập của sinh viên khoa Nông học, tập 

thế tác giá chúng tôi được giao nhiệm vụ biên soạn giáo trình "Công 

nghệ sinh học thực vật". 

Nội dung giáo trình gồm 4 chương, với sự phân công biên soạn 

như sau: 

Chương ì: Công nghệ DNA tái tổ hợp 

(TS. Tran Thị Lệ) 

Chương 2: Các kỹ thuật chỉnh sử dụng trong phân tích acid nucleỉc 

(TS. Trần Thị Lệ) 
t r 

Chương 3: Công nghệ chuyền gene vào tê bào thực vật 

(TS. Trương Thị Bích Phượng) 
r / 

Chương 4: Công nghệ nuôi cây mô tê bào thực vật 

(ThS. Trân Thị Triều Hà) 

Do mới được xuất bản lần đầu nên giáo trình khó tránh khỏi thiếu sót 

hoặc chưa đáp úng được yêu câu bạn đọc. Vì thê, chúng tôi mong nhận 

được nhiều ý kiến đóng góp để lần xuất bản sau được hoàn thiện hơn. 

Chủng tôi trân trọng cảm ơn PGS. TS. Nguyễn Hoàng Lộc đã đọc 
y r 

bản thảo, đóng góp nhiêu ý kiên quỷ báu và Trường Đại học Nông 
Lâm Huê đã hô trợ chúng tôi biên soạn và xuât bản giảo trình này. 

Các tác giả 
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C h ư ơ n g I 

C Ô N G N G H Ệ D N A T Á I T Ổ H Ợ P 

ì . K H Á I N I Ệ M 

1. Ý nghĩa của tạo dòng DNA 

T r ư ớ c đ â y k h o ả n g h ơ n m ộ t t r ă m n ă m Gregor M e n d e l đ ã đ ư a ra 
\ ì 

n h ữ n g đ ị nh luậ t cho p h é p g i ả i t h í c h sự d i t r u y ê n n h ữ n g đặc d i ê m s inh 
học . C ơ sở của n h ữ n g đ ị n h luậ t n à y là m ỗ i m ộ t đặc đ i ể m d i t r u y ề n của 
sinh vậ t đ ư ợ c đ i ê u k h i ê n b ở i Ì y ê u t ô , đ ư ợ c g ọ i là gene, t ô n t ạ i ở đ â u đ ó 
t rong t ế b à o . S ự k h á m p h á l ạ i n h ữ n g đ ị n h luậ t n à y của M e n d e l v à o n ă m 
1900 là sự kha i s inh của d i t r u y ề n học , n g à n h khoa h ọ c n à y c ó m ụ c đ í c h 
là h i ể u b ả n chấ t của gene v à g i ả i t h í c h n h ữ n g t á c đ ộ n g của n ó . 

C ô n g n g h ệ D N A tá i t ổ h ợ p là m ộ t t ậ p h ợ p c á c k ỹ t h u ậ t p h â n t ử đ ể 
r i 

đ ị n h v ị , p h â n l ậ p , b i ê n đ ô i v à n g h i ê n c ứ u c á c đ o ạ n D N A . T h u ậ t n g ữ 
t r 

tá i t ô h ợ p đ ư ợ c d ù n g t h ư ờ n g x u y ê n do m ụ c t i ê u của n ó là p h ô i h ợ p 
D N A t ừ hai n g u ồ n xa nhau. V í d ụ : c á c gene t ừ ha i n g u ô n v i k h u â n 
k h á c nhau c ó t h ể đ ư ợ c l i ên k ế t l ạ i , hoặc m ộ t gene n g ư ờ i c ó t h ể đ ư ợ c 
đ ư a v à o n h i ễ m sắc t h ể v i k h u ẩ n . C ô n g n g h ệ D N A tá i t ổ h ợ p ( t h ư ờ n g 
đ ư ợ c g ọ i là c ô n g n g h ệ d i t r u y ề n ) h i ệ n nay bao g ô m m ộ t m ạ n g l ư ớ i c á c 
k ỳ t huậ t p h â n t ử đ ư ợ c d ù n g đ ể p h â n t í c h , b i ế n đ ổ i v à t á i t ổ h ợ p h ầ u 
n h ư m ọ i t r ì n h t ự D N A . 

2. Tạo dòng DNA là gì? 

v ề n g u y ê n tắc m ộ t th í n g h i ệ m t ạo d ò n g D N A g ồ m n h ữ n g b ư ớ c c ơ 
b ả n sau đ â y : 

1. T i n h sạch D N A 

2. C ắ t p h â n t ử D N A 

3. X á c đ ị n h đ ộ l ớ n của c á c đ o ạ n D N A 

4. Đ ư a c á c đ o ạ n D N A v à o vec tor t ạo D N A t á i t ổ h ọ p 

5. Đ ư a D N A tá i t ô h ợ p v à o t ê b à o c h ủ 

6. X á c đ ị n h n h ữ n g t ế b à o c h ủ chứa p h â n t ử t á i t ổ h ợ p D N A 
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3. T ạ i sao s ự t ạ o d ò n g D N A q u a n t r ọ n g n h ư v ậ y ? Ý n g h ĩ a c ủ a t ạ o 

d ò n g đ ố i v ó i n g h i ê n c ứ u v à c ô n g n g h ệ s i n h h ọ c 

T ừ h ì n h Ì . Ì ta n h ậ n t h ấ y v i ệ c t ạo d ò n g gene là m ộ t q u á t r ì n h t ư ơ n g 

đ ố i đ ơ n g i ả n . T ạ i sao p h ư ơ n g p h á p n à y t r o n g s inh h ọ c l ạ i c ó ý ngh ĩa 

l ớ n n h ư v ậ y ? C â u t r ả l ờ i l à : T r ư ớ c h ế t v i ệ c t ạ o d ò n g gene là t á c h m ộ t 

gene ra k h ỏ i t ấ t c ả n h ữ n g gene k h á c ở d ạ n g t i n h k h i ế t , m à n h ữ n g gene 

n à y t h ư ờ n g t ồ n t ạ i v ớ i nhau t r o n g m ộ t t ế b à o . 

Sẽ h i ể u c h í n h x á c h ơ n k h i quan sá t t h í n g h i ệ m t ạ o d ò n g ở h ì n h 1.2. 

Đ o ạ n D N A đ ư ợ c t ạ o d ò n g c ó t h ể t h u ộ c m ộ t h ỗ n h ợ p g ồ m n h i ề u đ o ạ n 

k h á c nhau, m à m ỗ i đ o ạ n m a n g m ộ t gene hoặc m ộ t p h ầ n c ủ a gene. 

H ồ n h ợ p n à y c ó t h ể là t o à n b ộ h ệ gene của m ộ t s inh v ậ t ( v í d ụ h ệ gene 

của n g ư ờ i ) . Sau đ ó m ỗ i m ộ t đ o ạ n đ ư ợ c đ ư a v à o m ộ t p h â n t ử v e c t o r 

p h ù h ợ p v à t ạ o n ê n m ộ t t ậ p h ợ p c á c p h â n t ử D N A t á i t ổ h ợ p , t r o n g đ ó 

m ộ t p h â n t ử m a n g gene c ầ n t ì m . T h ô n g t h ư ờ n g m ỗ i t ế b à o c h ủ c h ỉ t i ế p 

n h ậ n m ộ t p h â n t ử D N A tá i t ổ h ợ p d u y nhấ t . N h ư v ậ y , k h i m ộ t gene 

n à o đ ó đ ư ợ c t á c h ra t ừ n h i ề u gene k h á c t h ì n g ư ờ i ta c ó t h ể n g h i ê n c ứ u 

đặc đ i ể m của n ó c h í n h x á c h ơ n . 

Q u y ế t đ ị n h s ự t h à n h c ô n g c ủ a t h í n g h i ệ m t ạ o d ò n g l à l i ệ u n g ư ờ i 

ta c ó p h â n b i ệ t đ ư ợ c d ò n g q u a n t â m t ừ n h i ề u d ò n g k h á c n h a u 

k h ô n g ? V í d ụ k h i q u a n s á t h ệ gene c ủ a v i k h u ẩ n E.colỉ c ó k h o ả n g 

2 0 0 0 gene, c ó t h ể t ì m ra m ộ t gene t r o n g đ i ề u k i ệ n c ó n h i ề u d ò n g 

k h ô n g ( H ì n h 1.3)? 

K ỹ t huậ t gene đ ã m ở ra m ộ t l o ạ t c ơ h ộ i m à t r ư ớ c đ â y k h ô n g t h ể c ó 

đ ư ợ c . V ấ n đ ề c ơ b ả n là c á c gene c ó k í c h t h ư ớ c q u á n h ỏ v à c ó h à n g 

n g à n gene ở t r o n g m ỗ i t ế b à o . T h ậ m c h í k h i quan s á t t r ê n k í n h h i ể n v i 

m ạ n h nhấ t , t h ì D N A x u ấ t h i ệ n n h ư là m ộ t s ợ i d â y b é x í u , k h ô n g t h ể 

t h â y c á c nuc leo t ide v à k h ô n g c ó m ộ t d ấ u h i ệ u n à o đ ể n h ậ n b i ế t c h ồ b ắ t 

đ ầ u v à k ế t t h ú c của m ộ t gene. 
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1. Thiết kế phân tử DNA tái tổ hợp 

+ 

Vector Đoạn DNA 
ngoại lai 

2. Đưa vào tế bào chủ 

3. Nhân phân từ DNA 
tái tổ hợp 

4. Nhân tế bào chủ 

Phân tử DNA 
tái tổ hợp 

+ 

Vi khuẩn chứa phân tử 

5. Xuất hiện một dòng qua nhiều lần 
phân chia te bào 

Các dòng vi khuẩn phát triển 
trên môi trường agar 

H ì n h 1.1. Các bước cơ bản của tạo dòng D N A 
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Các đoạn DNA 

Các phân tử DNA tái tổ hợp 

Vector 

Đưa vào vi khuẩn 

Nuôi trên môi 
trường agar 

Mỗi phân từ chứa một đoạn 
DNA khác nhau 

Mỗi một dòng chứa một phân tử DNA tái tổ hợp khác 
nhau với nhiều bản sao 

Hình 1.2. Băng việc tạo dòng ngườ i ta tạo ra dạng đồng nhất chứa các đoạn 
DNA khác nhau 
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Đ ể m i n h h ọ a v ấ n đ ề n à y c h ú n g ta h ã y x e m x é t m ộ t v í d ụ đ ặ c t r ư n g 

v ề d i t r u y ề n p h â n t ử n h ư sau: G i ả t h i ế t c h ú n g ta m u ố n p h â n l ậ p m ộ t 

gene của n g ư ờ i v à đ ư a n ó v à o v i k h u ẩ n đ ể sản x u ấ t m ộ t l ư ợ n g l ớ n c á c 

pro te in n g ư ờ i , v ấ n đ ề đ ầ u t i ê n là p h ả i t ì m đ ư ợ c gene m o n g m u ố n . 

Geneome đ ơ n b ộ i của n g ư ờ i chứa k h o ả n g 3,3 t ỷ cặp base. G i ả sử gene 

m à c h ú n g ta m u ố n p h â n l ậ p d à i 3.000 bp. N h ư v ậ y gene đ í c h của 
f \ r i # ' 

c h ú n g ta ch ỉ c h i ê m m ộ t p h â n t r i ệ u của genome, v ì t h ê đ ê t ì m k i ê m 
gene t rong m ộ t h ệ gene đ ồ sộ là k h ó k h ă n h ơ n n h i ề u so v ớ i v i ệ c t ì m 

k i ế m m ộ t c â y k i m t r o n g m ộ t đ ố n g cỏ k h ô . V à n ế u c h ú n g ta c ó t h ể đ ị n h 

v ị gene, th ì t á c h n ó ra k h ỏ i genome n h ư t h ế n à o ? K h ô n g c ó í ò r c e p đ ủ 

n h ỏ đ ê g ă p m ộ t đ o ạ n D N A , v à c ũ n g k h ô n g c ó m ộ t c á i k é o c ơ h ọ c n à o 

đ ủ n h ỏ đ ể cắ t ra k h ỏ i h ệ gene m ộ t đ o ạ n gene r i ê n g b i ệ t . 

Làm thế nào mà người ta tìm ra được 1 
gene hoặc xác định nó? 

H ì n h 1.3. V ấ n đề khó khăn kh i chọn lọc 
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C ô n g n g h ệ D N A t á i t ổ h ợ p đ ã b i ế n đ ổ i s â u sắc p h ư ơ n g t hức 

n g h i ê n c ử u gene. T r ư ớ c đ â y t h ô n g t i n v ề c ấ u t r ú c v à t ổ c h ứ c c ủ a gene 

thu đ ư ợ c b ằ n g c á c h k i ể m tra b i ể u h i ệ n k i ể u h ì n h , n g à y n a y n h ữ n g k ỹ 

thuậ t m ớ i đ ã t ạo ra k h ả n ă n g t ự đ ọ c c á c t r ì n h t ự nuc leo t ide . T r ư ớ c đ â y 

c á c n h à d i t r u y ề n p h ả i c h ờ đ ợ i sự x u ấ t h i ệ n c á c đ ộ t b i ế n n g ẫ u n h i ê n 

hoặc c ả m ứ n g đ ể p h â n t í c h h i ệ u q u ả của sự sai k h á c d i t r u y ề n , n g à y 

nay h ọ c ó t h ể t ạo ra đ ộ t b i ế n ở c á c đ i ể m n h ấ t đ ị n h m ộ t c á c h c h í n h x á c 

v à x e m c h ú n g thay đ ổ i k i ể u h ì n h n h ư t h ế n à o . 

C ô n g n g h ệ D N A t á i t ổ h ợ p đ ã c u n g c ấ p t h ô n g t i n m ớ i v ề c ấ u t r ú c 

v à chức n ă n g của gene v à đ ã thay đ ổ i n h i ề u k h á i n i ệ m c ơ b ả n c ủ a d i 

t r u y ề n h ọ c . V í d ụ : t r o n g k h i m ã d i t r u y ê n đ ư ợ c x e m là r á t p h ô b i ê n , t h ì 

b â y g i ờ c h ú n g ta c ò n b i ê t r ă n g c á c m ã k h ô n g p h ô b i ê n c ũ n g t ô n t ạ i 

t rong D N A t y t h ể . T r ư ớ c đ â y c h ú n g ta cho r ằ n g t ổ c h ứ c gene 

eukaryote g i ố n g v ớ i p roka ryo te , n h ư n g b â y g i ờ đ ã c h ứ n g m i n h đ ư ợ c 

n h i ề u gene eukaryote b ị g i á n đ o ạ n b ở i c á c i n t r o n . N g à y nay , c h ú n g ta 

đ ã b i ế t đ ầ y đ ủ h ơ n v ề c á c q u á t r ì n h t á i b ả n , p h i ê n m ã , d ị c h m ã , b i ế n 

đ ô i R N A ( R N A process ing) v à đ i ê u h ò a gene t h ô n g qua v i ệ c s ử d ụ n g 

c á c k ỹ t h u ậ t D N A tá i t ô h ợ p . C á c k ỹ t h u ậ t n à y c ũ n g đ ư ợ c d ù n g t r o n g 

n h i ề u l ĩ n h v ự c k h á c , n h ư h ó a s inh h ọ c , v i s i n h v ậ t h ọ c , s i n h h ọ c p h á t 

t r i ể n , s inh h ọ c t h ầ n k i n h , t i ế n h ó a v à s inh t h á i h ọ c . 

C ô n g n g h ệ D N A tá i t ô h ợ p c ũ n g đ ư ợ c ứ n g d ụ n g đ ê t ạ o ra n h i ê u 

sản p h ẩ m t h ư ơ n g m ạ i : t h u ố c , h o r m o n e , enzyme v à c á c g i ố n g c â y 

t r ồ n g , v ậ t n u ô i . M ộ t n ề n c ô n g n g h i ệ p h o à n t o à n m ớ i , c ô n g n g h ệ s i n h 

học , đ ã p h á t t r i ể n c h u n g quanh v i ệ c sử d ụ n g c á c k ỹ t h u ậ t n à y đ ể t ạ o ra 

c á c sản p h ẩ m m ớ i . T r o n g y h ọ c , k ỹ t h u ậ t D N A t á i t ổ h ợ p đ ư ợ c d ù n g 

đ ể t h ă m d ò b ả n chấ t của u n g t h ư , c h ẩ n đ o á n c á c b ệ n h d i t r u y ề n v à 

n h i ễ m t r ù n g , sản x u ấ t t h u ố c v à đ i ề u t r ị c á c r ố i l o ạ n d i t r u y ề n . 

N ế u c h ú n g ta t h à n h c ô n g t r o n g v i ệ c đ ị n h v ị v à p h â n l ậ p gene 

m o n g m u ố n , t h ì b ư ớ c t i ế p theo là đ ư a n ó v à o t ế b à o v i k h u ẩ n . C á c 

đ o ạ n D N A m ạ c h t h ẳ n g sẽ b ị t h o á i b i ế n nhanh b ở i v i k h u ẩ n v à đ ể t ồ n 

t ạ i v à tá i b ả n đ ư ợ c gene p h ả i đ ư ợ c c h è n v à o t r o n g m ộ t d ạ n g ổ n đ ị n h . 

K h i b i ế n n ạ p D N A t á i t ổ h ợ p t h à n h c ô n g v à o v i k h u ẩ n c ò n p h ả i 

đ ả m b ả o r à n g gene đ ư ợ c p h i ê n m ã v à d ị ch m ã . S ự b i ể u h i ệ n của gene 
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