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NHAÂN DOØNG VAØ PHAÂN TÍCH TRÌNH TÖÏ GEN 28S rRNA
CUÛA CHUÛNG NAÁM SOØ SINH TOÅNG HÔÏP CELLULASE

� ThS. Trònh Ñình Khaù(*), Nguyeãn Thò Huyeàn(**)

Toùm taét
Trong nghieân cöùu naøy, chuùng toâi moâ taû keát quaû nhaân doøng vaø phaân tích trình töï gen 28S rRNA cuûa

chuûng naám soø DKVN01 sinh toång hôïp cellulase. Phaân ñoaïn gen 28S rRNA ñaõ ñöôïc phaân laäp baèng phaûn
öùng PCR vaø nhaân doøng vaøo vector pJET1.2/blunt ñeå ñoïc trình töï nucleotide. Trình töï phaân ñoaïn gen
28S rRNA cuûa chuûng DKVN01 coù kích thöôùc 625 bp vaø coù ñoä töông ñoàng cao vôùi moät soá ñaïi dieän cuûa
chi naám ñaûm Pleurotus (90,5 - 100%). Trong ñoù, trình töï gen töông ñoàng cao nhaát vôùi loaøi Pleurotus
ostreatus (Maõ soá AB733315). Chuûng DKVN01 ñöôïc ñaët teân laø Pleurotus ostreatus DKVN01. Trình töï
phaân ñoaïn gen 28S rRNA cuûa chuûng naøy ñaõ ñöôïc ñaêng kyù treân Genbank vôùi maõ soá JX987096.

Töø khoùa: cellulase, nhaân doøng, gen 28S rRNA, giaûi trình töï, Pleurotus ostreatus.

1. Ñaët vaán ñeà
Cellulase laø heä enzyme coù khaû naêng thuûy

phaân lieân keát β-1,4-glycoside trong phaân töû cel-
lulose taïo thaønh caùc polysaccharide maïch ngaén,
dextrin vaø glucose. Do ñoù, cellulase ñöôïc öùng
duïng trong coâng nghieäp thöïc phaåm, saûn xuaát thöùc
aên chaên nuoâi, saûn xuaát bia, boät giaáy, ngaønh coâng
nghieäp chaát taåy röûa, ngaønh coâng nghieäp deät may,
nhieân lieäu vaø hoùa chaát, quaûn lyù chaát thaûi vaø xöû lyù
oâ nhieãm moâi tröôøng [1], [2]. Cellulase ñöôïc sinh
toång hôïp bôûi caùc chuûng vi khuaån, vi naám vaø naám
ñaûm [9]. Moät trong nhöõng coâng vieäc caàn tieán haønh
khi nghieân cöùu caùc chuûng vi sinh sinh toång hôïp
enzyme laø phaûi phaân loaïi chuûng vi sinh ñoù. Hieän
nay, ñeå phaân loaïi chuûng vi sinh vaät ngöôøi ta coù
theå döïa vaøo nhöõng ñaëc ñieåm hình thaùi, sinh lyù sinh
hoùa vaø phaân loaïi phaân töû. Trong ñoù, phaân loaïi hoïc
phaân töû döïa vaøo trình töï nucleotide cuûa gen maõ
hoùa rRNA ñang laø moät coâng cuï höõu hieäu trong
phaân loaïi vaø boå sung cho quaù trình phaân loaïi baèng
caùc ñaëc ñieåm hình thaùi, sinh lyù sinh hoùa.

Gen 28S rRNA laø gen maõ hoùa ñaëc tröng cho
rRNA cuûa tieåu phaàn lôùn ribosome cuûa caùc chuûng
naám. Gen 28S rRNA coù kích thöôùc khoaûng 2,9 kb.
Treân gen 28S rRNA coù caùc vuøng baûo toàn coù theå
ñöôïc söû duïng laøm chæ thò phaân töû trong phaân loaïi
phaân töû. Trong ñoù, vuøng trình töï D1, D2 ôû phaàn
ñaàu cuûa gen 28S rRNA coù ñoä baûo toàn cao, do ñoù
trình töï vuøng naøy thöôøng ñöôïc duøng trong phaân

loaïi phaân töû [6]. Caëp moài NL1, NL4 ñöôïc thieát
keá döïa treân trình töï vuøng D1, D2 ñeå nhaân moät
phaàn cuûa gen 28S rRNA ñaõ ñöôïc nhieàu taùc giaû söû
duïng trong nghieân cöùu phaân loaïi hoïc phaân töû caùc
chuûng naám [3], [4], [5]. Trong nghieân cöùu naøy,
chuùng toâi coâng boá keát quaû nhaân doøng vaø phaân tích
trình töï vuøng D1, D2 cuûa gen 28S rRNA thuoäc
chuûng naám soø DKVN01 coù khaû naêng sinh toång
hôïp cellulase tuyeån choïn töø boä söu taäp chuûng
gioáng cuûa Phoøng thí nghieäm Sinh hoïc - Tröôøng
Ñaïi hoïc Khoa hoïc - Ñaïi hoïc Thaùi Nguyeân.

2. Vaät lieäu vaø phöông phaùp
2.1. Vaät lieäu
2.1.1. Chuûng gioáng
Chuûng naám soø DKVN01 coù khaû naêng sinh

toång hôïp cellulase ñöôïc cung caáp töø boä söu taäp
chuûng gioáng cuûa Phoøng thí nghieäm Sinh hoïc -
Khoa Khoa hoïc Söï soáng - Tröôøng Ñaïi hoïc Khoa
hoïc - Ñaïi hoïc Thaùi Nguyeân. Chuûng E. coli DH10B
ñöôïc cung caáp bôûi haõng Invitrogen (Myõ).

2.1.2. Hoùa chaát
Kit nhaân doøng pJET1.2/blunt, XhoI, XbaI, T4 -

DNA ligase ñöôïc mua töø haõng Fermentas, CMC
(carboxymethyl cellulose) töø Sigma, Peptone, cao
naám men, agarose töø Bio Basic (Canada).

2.2. Phöông phaùp
2.2.1. Phöông phaùp xaùc ñònh hoaït tính cellulase
Chuûng naám soø (Hình 1A) ñöôïc leân men trong

moâi tröôøng PDA dòch theå coù boå sung 1% CMC ôû
300C, laéc 200 voøng/phuùt trong 4 ngaøy. Dòch en-
zyme ngoaïi baøo ñöôïc thu hoài baèng caùch ly taâm
10000 voøng/phuùt trong 10 phuùt ôû ñieàu kieän 40C

(*) Nghieân cöùu sinh, Tröôøng Ñaïi hoïc Khoa hoïc - Ñaïi hoïc
Thaùi Nguyeân.
(**) Cöû nhaân, Tröôøng Ñaïi hoïc Khoa hoïc - Ñaïi hoïc Thaùi Nguyeân.
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ñeå xaùc ñònh hoaït tính. Hoaït tính cellulase ñöôïc xaùc
ñònh baèng phöông phaùp khueách taùn treân moâi
tröôøng thaïch agar coù boå sung 0,5% CMC vôùi caùc
theå tích dòch leân men khaùc nhau 30-50 μl. Sau 24h
uû ôû 370C, voøng phaân giaûi cô chaát CMC ñöôïc xaùc
ñònh baèng phöông phaùp nhuoäm ñaëc hieäu vôùi dung
dòch lugol 1%.

2.2.2. Phöông phaùp taùch chieát DNA toång soá
Chuûng naám DKVN01 ñöôïc nuoâi caáy trong

moâi tröôøng PDA dòch theå sau 3 ngaøy thu sinh khoái
teá baøo. Sinh khoái teá baøo naám ñöôïc nghieàn nhanh
trong nitô loûng thaønh daïng boät mòn. Maãu ñöôïc
chuyeån vaøo tube 2 ml, boå sung 1 ml dung dòch phaù teá
baøo (CTAB 2% (w/v); NaCl 1,4 M; 2-mecaptoethanol
0,2% (v/v); EDTA 20 mM; Tris-HCl 100 mM; pH
8,0) vaø 50 μl protease K (200 mg/ml) trong 3 giôø
ôû 560C, thænh thoaûng ñaûo nheï. Sau ñoù, maãu ñöôïc
boå sung 200 μl dung dòch 5 M potassium acetate
uû 10 phuùt trong ñaù. Sau khi ly taâm 10 phuùt ôû 40C
vôùi 10000 voøng/phuùt, dòch noåi chöùa DNA tieáp tuïc
ñöôïc chieát baèng chloroform: isoamyl alcohol
(24:1) ñeå loaïi protein vaø tuûa DNA baèng 100%
isopropanol. DNA ñöôïc hoøa trong ñeäm TE, pH 8,0
ñieän di kieåm tra vaø baûo quaûn ôû -200C [5].

2.2.3. Phaân tích trình töï gen 28S rRNA
Caëp moài NL1 (5/- GCA TAT CAA TAA

GCG GAG GAA AAG - 3/) vaø NL4 (5/- GGT CCG
TGT TTC AAG ACG G - 3/) [4] ñöôïc söû duïng ñeå
nhaân phaân ñoaïn gen 28S rRNA coù kích thöôùc
khoaûng hôn 600 bp cuûa chuûng naám DKVN01.
Hoãn hôïp phaûn öùng goàm 1,5 μl (50 ng) DNA
khuoân; 1 μl (10 pmol) moài moãi loaïi; 2 μl MgCl2
25 mM; 2 μl dNTP 2,5 mM; 0,25 μl Taq poly-
merase 5U; 2,5 μl ñeäm PCR 10x; nöôùc caát khöû
ion ñeán 25 μl. PCR ñöôïc tieán haønh theo chu trình:
950C/ 5 phuùt, 30 chu kyø (950C/1 phuùt, 500C/1 phuùt,
720C/1 phuùt), 720C/10 phuùt.

Sa ûn pha åm PCR ñöô ïc lai  va øo vector
pJET1.2/blunt baèng T4 ligase theo kit cuûa haõng
Fermentas. Saûn phaåm lai ñöôïc bieán naïp vaøo teá baøo
E.coli chuûng DH10B vaø choïn loïc treân moâi tröôøng
LB coù boå sung ampicillin nuoâi caáy ôû 370C qua ñeâm.
DNA plasmid ñöôïc taùch chieát vaø tinh saïch theo
phöông phaùp cuûa Sambrook vaø Russell (2001) [8].

Trình töï gen 28S rRNA ñöôïc ñoïc treân heä thoáng
giaûi trình töï töï ñoäng bôûi Coâng ty Macrogen -

Haøn Quoác. Trình töï nucleotide ñöôïc xöû lyù vaø phaân
tích baèng phaàn meàm DNASTAR (Winscosin,
USA) vaø Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) ñeå xaùc ñònh heä soá töông ñoàng vaø döïng
caây phaân loaïi.

3. Keát quaû vaø thaûo luaän
3.1. Taùch chieát DNA toång soá vaø khueách ñaïi

gen 28S rRNA
Chuûng naám soø DKVN01 ñaõ ñöôïc khaûo saùt

khaû naêng sinh toång hôïp cellulase baèng phöông
phaùp khueách taùn treân thaïch. Keát quaû cho thaáy
chuûng DKVN01 coù khaû naêng sinh toång hôïp cel-
lulase ngoaïi baøo maïnh (Hình 1B).

      A                                         B

Hình 1. Khuaån laïc chuûng naám soø DKVN01 (A)
vaø hoaït tính cellulase ngoaïi baøo (B)

Chuù thích: 0: 50 μl dòch moâi tröôøng tröôùc khi leân

men; 30: 30 μl dòch sau leân men; 40: 40 μl dòch sau leân

men; 50: 50 μl dòch sau leân men.

DNA toång soá cuûa chuûng naám DKVN01 ñöôïc
taùch chieát theo phöông phaùp ñaõ moâ taû. Keát quaû
ñieän di treân gel agarose cho thaáy DNA khoâng bò
ñöùt gaõy, coù theå duøng cho caùc nghieân cöùu veà nhaân
doøng gen (Hình 2A). Söû duïng caëp moài NL1, NL4
thieát keá döïa treân trình töï vuøng baûo thuû D1-D2 cuûa
gen 28S rRNA chuùng toâi ñaõ nhaân ñöôïc saûn phaåm
PCR töông ñoái ñaëc hieäu coù kích thöôùc khoaûng 600
bp (Hình 2B). Keát quaû naøy phuø hôïp vôùi tính toaùn
lyù thuyeát veà kích thöôùc cuûa phaân ñoaïn D1-D2 cuûa
gen 28S rRNA vaø töông ñöông vôùi nhöõng nghieân
cöùu tröôùc ñaây veà phaân ñoaïn gen naøy cuûa caùc
chuûng naám Aspergillus fumigatus, Emericella sp.
DTQ-RM1.5 vaø Penicillium sp. DTQ-HK1 [5],
chuûng Aspergillus niger VTCC-F021 [7], chuûng
Peniophora sp. NDVN01 [10].
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Hình 2. Hình aûnh ñieän di DNA toång soá (A)
vaø saûn phaåm PCR (B)

Chuù thích: M: Marker 1kb; 1: DNA toång soá; 2:
Saûn phaåm PCR.

3.2. Nhaân doøng
Saûn phaåm PCR ñöôïc lai vaøo vector

pJET1.2/blunt vaø bieán naïp vaøo teá baøo E. coli
chuûng DH10B. Plasmid taùi toå hôïp ñaõ ñöôïc tinh
saïch vaø ñieän di kieåm tra. Keát quaû cho thaáy doøng
plasmid soá 2 cao hôn ñoái chöùng aâm (Hình 3A), raát
coù theå saûn phaåm PCR ñaõ ñöôïc lai vaøo vector
pJET1.2/blunt. Ñeå khaúng ñònh, chuùng toâi ñaõ tieán
haønh caét plasmid taùi toå hôïp baèng enzyme giôùi haïn
XhoI vaø XbaI. Keát quaû ñieän di cho thaáy coù saûn
phaåm caét kích thöôùc khoaûng 600 bp (Hình 3B) phuø
hôïp vôùi tính toaùn lyù thuyeát. Nhö vaäy, saûn PCR ñaõ
ñöôïc ñöôïc nhaân doøng baèng vector pJET1.2/blunt.

3.3. Phaân tích trình töï
Saûn phaåm plasmid taùi toå hôïp mang phaân

ñoaïn cheøn ñaõ ñöôïc ñoïc trình töï bôûi haõng
Macrogen - Haøn Quoác. Keát quaû ñoïc trình töï cho
thaáy phaân ñoaïn gen 28S rRNA cuûa chuûng
DKVN01 coù kích thöôùc 625 bp (Hình 4).

 Hình 3. Hình aûnh ñieän di plasmid (A) vaø saûn
phaåm caét baèng enzyme giôùi haïn (B)

Chuù thích: dc: ñoái chöùng pJET1.2/blunt; M:
Marker 1kb; 1: plasmid khoâng mang ñoaïn cheøn; 2:
plasmid coù mang ñoaïn cheøn; 3: saûn phaåm caét plasmid
taùi toå hôïp baèng enzyme XhoI vaø XbaI.

Hình 4. Trình töï nucleotide phaân ñoaïn gen
28S rRNA cuûa chuûng DKVN01

Phaân ñoaïn gen 28S rRNA cuûa chuûng naám soø
DKVN01 coù 179 nucleotide loaïi A (28,64%), 178
nucleotide loaïi G (28,48%), 151 nucleotide loaïi
T (24,16%) vaø 117 nucleotide loaïi C (18,72%).
Soá nucleotide loaïi A vaø T chieám 52,8%, soá nucle-
otide loaïi G vaø C chieám 47,2%. Tyû leä (A+T/G+C)
baèng 1,12. Söû duïng phaàn meàm Blast so saùnh vôùi
caùc trình töï gen ñaõ coâng boá treân Genbank, chuùng
toâi nhaän thaáy trình töï phaân ñoaïn gen 28S rRNA cuûa
chuûng DKVN01 coù ñoä töông ñoàng cao vôùi moät soá
loaøi thuoäc chi naám ñaûm Pleurotus. Söû duïng phaàn
meàm DNASTAR, chuùng toâi ñaõ tính ñöôïc heä soá
töông ñoàng di truyeàn cuûa chuûng DKVN01 vôùi moät
soá chuûng thuoäc chi Pleurotus ñaõ coâng boá (Baûng 1).

Keát quaû Baûng 1 cho thaáy, heä soá töông ñoàng
di truyeàn veà trình töï gen 28S rRNA cuûa chuûng
DKVN01 töông ñoàng 100% vôùi chuûng Pleurotus
ostreatus (maõ soá treân Genbank: AB733315); töông
ñoàng 99,9% vôùi moät soá chuûng Pleurotus ostreatus
ñaõ coâng boá (maõ soá treân Genbank AB733316;
AB733317; EU165506). Do ñoù, chuûng DKVN01
ñaõ ñöôïc ñaët teân laø Pleurotus ostreatus DKVN01 vaø
trình töï phaân ñoaïn gen 28S rRNA ñaõ ñöôïc ñaêng kyù
treân Genbank vôùi maõ soá JX987096.

Baûng 1. Heä soá töông ñoàng di truyeàn cuûa
chuûng DKVN01 vôùi caùc chuûng ñaõ coâng boá
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Söû duïng phaàn meàm DNASTAR, chuùng toâi
ñaõ döïng ñöôïc caây phaân loaïi cuûa chuûng DKVN01
vôùi moät soá chuûng thuoäc chi Pleurotus (Hình 5).

4. Keát luaän
Ñaõ nhaân doøng vaø phaân tích trình töï gen 28

rRNA cuûa chuûng naám soø DKVN01 coù khaû naêng
sinh toång hôïp cellulase maïnh tuyeån choïn ôû Vieät
Nam. Phaân ñoaïn gen 28S rRNA cuûa chuûng
DKVN01 coù kích thöôùc 625 bp. Trình töï nucle-
otide töông ñoàng 90,5-100% vôùi moät soá chuûng
thuoäc chi naám Pleurotus. Chuûng DKVN01 ñaõ
ñöôïc ñaët teân laø Pleurotus ostreatus DKVN01 vaø
trình töï nucleotide gen 28S rRNA ñaõ ñöôïc ñaêng
kyù treân Genbank vôùi maõ soá JX987096./.Hình 5. Caây phaân loaïi chuûng naám DKVN01
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CLONING AND ANALYZING THE 28S rRNA GENE SEQUENCE
OF A CELLULASE-PRODUCING MUSHROOM STRAIN

Summary
In this study, we described the results of cloning and analyzing the 28S rRNA gene sequence of a cellu-

lase-producing mushroom strain. The 28S rRNA gene segment was isolated by PCR reaction and cloned into
the vector pJET1.2/blunt for nucleotide sequencing. The results showed that the analyzed 28S rRNA gene
sequence of the DKVN01 strain is 625 bp and highly homologous to some representatives of the basidiomycetes
genus Pleurotus (90.5-100%). Among them, it has the highest homology with that of Pleurotus ostreatus strain
(coded AB733315). The DKVN01 is named Pleurotus ostreatus DKVN01, whose sequence of segmenting the
28S rRNA gene has been deposited in GenBank, coded JX987096.

Key word: cellulase, cloning, gene 28S rRNA, Pleurotus ostreatus DKVN01, sequencing.


