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L.OI NOI PAU

Cudn sach “Ki thuat di truyén va ung dung’ nay
dige bién soan theo chuong trinh méon hoc cua Truong Pai
hoc Khoa hoc Tu nhién, Pai hoc Quoc gia Ha Noi. Sdach
dung lam gido trinh cho sinh vién cdc truong Dai hoc
Khoa hoe, Dai hoe S pham va lam tai liéu tham khao cho
sinh wvién cdc truwong dai hoc thuoc cdc chuyén nganh
Nong, Lam, Ngu nghiép, Y, Duoc va cdc nganh lién quan.

Chdc chdn cuén sdach khéng thé tranh khoi thiéu sot.
Cac tac gia xin chan thanh cam on nhitng y kién dong gop
xdy dung dé lan xudt bdn sau cuén sdach duoe hoan chinh
han.

Y kién dong gop xin giwi vé Nha xuat ban Dai hoc
Quoéc gia Ha Noi, 16 Hang Chudt, Ha Noi.

Cac tac gia



Chuong 1
SU HINH THANH Ki THUAT DI TRUYEN

1.1. KHAI NIEM KI THUAT DI TRUYEN

Trong mot phan tu thé ki qua, ki thuat di truyén da phat
trién vdi toc do than ky va dat téi diém ma hién nay trong nhiéu
phong thi nghiém trén toan thé gidi ki thuat nay da trd thanh
cong viée hang ngay: tu tach chiét doan ADN déac thu cua mot
hé gen trong mot sinh vat dén viée xac dinh trinh tu bazo va
danh gia chic nang cba né. Diéu ddc biét hap dan la cdc nha
khoa hoc riéng biét co thé dp dung ki thudt ma khong can nhitng
thiét oi dat tién hodc nhitng nguén tai chinh ldn, nam ngoai tam
vl cta cac phong thi nghiém dude trang bi vua phai.

Thuat ngit ki thuat di truyén (genetic engineering) duge s
dung hét stuc phé bién. Tuy nhién, ¢c6 mot sé6 thuat ngit khac
cilng dude sit dung dé chi khai niém nay. D6 1a thao tac gen
(gene manipulation), tach dong gen (gene cloning), cong nghé
ADN tai t6 hdp (recombinant ADN technology), sia doi di
truyvélr (genetic modification), va di truyén hoc méi (new
genetes). Ngoai ra, con ¢6 nhiing thuat ngi chinh thong duge su
dung trong cac quy ché hanh chinh 8 cac nude ¢6 st dung ki
thuatdi truyén. Chéng han nhu Lién hgp quéc dung thuat ngd
cong 1ghé sinh hoc hién dai trong Nghi dinh thu Cartagena vé
an tean sinh hoc, CHLB Nga dung ki thuat gen (gene
enginzering), Trung Quée dung cong hoc di truyén, nhiéu nude
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khac dung cong nghé gen (gene technology), thao tac ADN DNA
manipulation) hay cong nghé di truyén (genetic technology v .v..

Mac du c6 nhiéu ki thuat da dang va phic tap duge sudung
nhung cac nguvén li cd ban ctia ki thuat di truyén kha don gian.
Cd sd cua cong nghé nay la théng tin di truyén ma hoéa trong
ADN, tén tai d dang cac gen. Thong tin nay cé thé sta dé t heo
nhiéu cach khac nhau dé dat téi nhitng muc tiéu nhat dliinh
trong nghién ctu khoa hoc cd ban, khoa hoc ing dung va trong
y hoc. Cé 3 linh vuc chu yéu stt dung viéc sia do1 di truyen 1

- Nghién ctu co ban vé cdu tric va chic nang cua gen

- San xuit cac protein hitu ich bang cac phuong phap ndi;

- Tao ra cac thuc vat, dong vat va vi sinh vat chuyén gen.

Piém mau chét ctia thao tac di truyén 1a viéc tach chiit mat
doan ADN riéng biét tit hé gen. D6 la ban chat cuaa tacl dlong
gen, mdt qua trinh bao gdm 4 bude: 1) Tao ra cac doan ADN; 2)
N6i ching vao vectd; 3) Dua cau truc tai té hgp vao té bao cha
dé nhan 1én; va 4) Chon loc trinh tu quan tam. Néu thuc ligm co
két qua cac bude nay ching ta sé ¢6 méot doan ADN dac that ma
sau d6, c6 thé st dung cho nhitng muc dich khac nhau.

Mét van dé cua di truyén hoc mdi lam moi ngudi quén tam
l1a cudc tranh luan xung quanh kha ning uUng dung cua «ong
nghé nay. Thuat ngit dao dic di truyén (genethics) gan ¢avy da
duge néi dén nhiéu, d6 14 nhing khia canh dao dic trnig di
truyén hoc hién dai. Viée st dung cac thuc vat va dog vat
chuyén gen, viéc nghién ctiu hé gen cta ngudi, liéu phap gem, va
nhiéu dé tai khac dang 12 méi quan tam khéng phai chi {61 véi
cac nha khoa hoc ma ca déi véi eong chung néi chung. Liéwu d6

12



s¢ dude loai bo néu chung ta si dung ki thuat di truyén chi
phue vu ldh ich cua loal nguoi va tranh dude viée lam dung cong
nghé nay vao muce dich xau thuong kém theo cac thanh tuu
khoa hoe,

1.2. CAC GIAI DOAN PHAT TRIEN DI TRUYEN HOC

Mac di cac ki thuat dang trong thao tac gen tudng doi mét,
nhung su phat trién cua cac ki thuat nay phu thude vao nhing
trt thue va kinh nghiém caa di truyén hoc vi sinh vat. Co thé
phan su phat trién cta di truyén hoe thanh 3 giai doan chinh
(Bang 1.1). Khoa hoc di truyén hoc méi chi thue su bat dau véi
viée phat minh lai cdng trinh cta Gregor Mendel vao dau thé ki
XX va 40 nam sau do6, da ching kién nhing phat minh lam
sang 10 cac nguyén li di truyén va lap ban dé di truyén. Di
truyén hoc vi sinh vat da nay sinh vao gitta nhitng nam 40, va
vai tro cia ADN nhu vat chat di truyén da duge khang dinh
chic chian. Trong giai dean nay; nhitng thanh tuu 16n da dat
dude trong viée hiéu biét cac cd ché truyén gen gitta cac vi
khudn. va nhing tri thic rong 16n nay da dat nén moéng cho
nhing thanh tuu méi.

Viéc phat minh ra cdu tric ADN cua James Watson va
Francis Crick nam 1953 da thuc day nhanh chéng su phat trién
caa di truyén hoc ¢ mic do phan ti. Nhitng nam tiép sau do, l1a
gial doan nghién cdu cap tap theo chiéu sdu nhitng dac tinh co
ban cla gen va sy biéu hién cta ching. Cac thanh tuu nay két
hop vdi viée giai duge toan b ma di truyén vao nam 1966 da
lam nay sinh linh vuc ma ngay nay goi la di truyén hoc mdi.

13



Bang 1.1. Cac méc lich sir chu yéu cua di truyén hoc tir nam 1900

——— e — ]

— i —

SRR —

Giai o "
Nam - Sur kién lich st quan trong
1900 Phat minh lai cac dinh luat ma Mendel da cong bd nam
1866
Di
1913 truyén | Cac gen dudc chimg minh la ndm trén cac nhiém sic thé
hoc _
1927 kinh Cac gen dudc chimg minh la cé thé bi dot bién bang tia X
dién g : .
1932 Tién hoéa luan dugc hoan thién trén co s0 nguyén li di
truyén hoc
1944 ADN dugc chimg minh la vat chat mang thong tin di
truyén
Di -
1953 truyén | Phat minh cau triic chudi xodn kép clia ADN
vi sinh
1956 vat Chimg minh thang tin di truyén ndm trong trinh W cac
bazd clia ADN
1966 Giai xong toan bd ma di truyén
1967 Lan dau tién tach chiét dugc enzym ADN ligase
1970 Tach chiét dugc enzym giéi han dau tién
1972 Di Phan tif ADN tai t8 hop dau tién dugc tao ra
truyén
1977 phan tit | Hoan thién cac phuang phap xac dinh nhanh trinh
va thao | ADN.
tac gen ” :
1980 Xay dung nha may dau tién san xuat insulin tai 10 hop
1985 Phat minh ki thuat nhan ADN dac hiéu - PCR
1996 Xac dinh xong trinh ty ADN day du cla Saccharomyces
cerevisiae
2001

—_— e —

Giai xong trinh tu day di cia ADN hé gen ngugi.
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1.3. SU RA POI DI TRUYEN HOC MOI

Trong nhitng nam cuéi cua thap ki 60 da lan truyén mét
cam pgiac hoang mang trong so6 cac nha khoa hoc lam viéc trong
linh vuc sinh hoc phan ti. Nghién cuu da dat tdi diém ma su
tién bd bi chiing lai do nhiing mau thuan ki thuat vi nhing thi
nghiém tuyét dep dan tdi viéc giai ma di truyén da khong thé
bude tiép trong viéc nghién clitu gen mét cach chi tiét hon. Tuy
nhién, nhiéu thanh tuu da tao ra dude mot bude thic ddy can
thiét dé bién thao tac gen trd thanh hién thuc. Nam 1967,
enzym ADN ligase da dudc chiét suat. Enzym nay c6 thé néi hai
sdi ADN véi nhau, mot tién dé cho viée tao nén cac phan tu tai
té hop sau nay. Cé thé coi enzym nay la mdt loai keo dan phan
tu. Tiép theo do la wviéc chiét suat dude enzym giéi han
(restriction enzyme) dau tién vao nam 1970. D6 chinh la cai
moc lich sit 16n trong qua trinh phat trién cta ki thuat di
truvén. Enzym gi61i han that su 1a nhiing chiéc kéo phan tu c6
thé cat ADN tai nhing diém dac thu chinh xac. Cac enzym nay
dude st dung dé tao ra cac doan ADN thich hdp dé néi véi cac
doan khae. Nhu vay, vao nam 1970, cac cong cu cd ban can thiét
cho viée thiét k& ADN tai té hgp da c6 trong tay cac nha khoa hoe.

Cac phan ti ADN tai té hgp dau tién da dude tao ra tai
truong Dai hoc Téng hgp Stanford vao nam 1972 vdi viéc su
dung dac tinh cat ciia cac enzym gidi han (chiéc kéo) va kha
nang cua ADN ligase noi cac sgi ADN vdi nhau (keo dan). Tam
quan trong cua cac thi nghiém dau tién nay khong thé danh gia
hét dude. Ngay nay, cac nha khoa hoc ¢6 thé néi cac phan td
ADN khac nhau véi nhau, va ciing c¢6 thé n6i ADN caa mot sinh
vat vdi ADN cta mot sinh vat hoan toan khac. Phuong phap
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nay da dude md rong vao nam 1973 khi ngudi ta néi nhiéu doan
ADN viao plasmid tSC101, dé 12 mot cAu tric ngoai nhiém séc
thé dude tach ra tit vi khuan Escherichia coli. Cac phan t\ 1a1 to
hgp nay hoat dong nhu nhiing don vi sao chép (replicon). Chtuing
c6 thé tu sao chép khi dua vao trong cac té bao E.coli. Nhu vay,
bing cach tao ra cac phan tu tai to hdp trong 6ng nghiém, roi
dua ching vao té bao vi khuan dé nhan lén, nguoi ta da chiét
suat duge cac doan ADN dac thi tir cac khuan lac vi khuan moc
trén dia thach agar. Thanh tuu nay da danh diau su nay sinh
cua mot cdng nghé mdéi ma bay gio goi la tach dong gen (H.1.1),

. (o @
A A A A AL
"o g Q
8 O
- 2

Cac doan ADN N&i vao vectd

Pua vao té bao chi va nhan lén

Hinh 1.1, Tach dong cac doan ADN
(a) Cét ADN thanh cac doan nho. (b) N&i cac doan ADN vao phan t mang hoac
vectd dé tao ra phan tir ADN tai t8 hap. (c) Dua vao t& bao chli rdi nhan lén.

16



Nhtng phat minh cua cac nam 1970, 1972 va 1973 c6.1é da
lam nén mot cude cach mang khoa hoc lén nhat trong cac cudc
cach mang cia di truyén hoc hién dai. Cong nghé méi nay da
dude ap dung rat nhanh chong vao cac phong thi nghiém trén
toan thé gidi.

17



Chuong 2
NGUYEN LI THAO TAC AXIT NUCLEIC

2.1. THONG TIN DI TRUYEN TRONG AXIT NUCLEIC

Diéu rat ¢6 y nghia la cac dac diém cua moi sinh vat déu
dudc ma héa bdi bén chit cai cia mot ngén ngit bao gom tit ca
cac tu déu cé ba chit cal. Cac chi cal cua ngon ngit nay la cac
bazd adenin (A), guanin (G), cytosin (C) va thymin (T). Cac t6
hop bo ba cta cac bazd tao nén ma di truyén.

Thong tin di truyén dude biéu hién thong qua protein,
dac biét la cac enzym xuc tac cac phan Ung trong qua trinh trao
d61 chit, Cac protein duge cau thanh tit 20 axit amin co trong tu
nhién. Mdi protein cé thé bao gom hang tram axit amin, do vay
so ludgng cac protein khae nhau la vé han. Nhu vay, ¢o thé dat
té1 do da dang to 16n vé chung loai va chic ning cuia protein ma
chi cAn mot hé thong ma hoa hét sue don gian. Trén bang 2.1 13
ma di truyén. |

Dong théng tin di truyén di theo mét chiéu tit ADN dén
protein vdi su trung gian cua ARN thong tin (mARN). Qua
trinh tong hgp ARN trén khuon ADN goi la phién ma, Sau dé,
théng tin trén ARN dude st dung dé tong hdp protein trong qua
trinh goi la dich ma. M6 hinh dong chay thong tin nhu thé duge
goi la li thuyét trung tam cua sinh hoc phan tu.

Co6 hai khia canh nita cia dong chdy thong tin can phai
dude bo sung vao mo hinh co ban nay: Mot 1a vat chat di truyén
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duge nhan déi trude khi té bao phan chia, gol 1a qua trina sae
chép ADN; Hai la d mot s6 virut khong c6 ADN, thay vao dé vat

chiat di

truyén la ARN. Cac virut nay, chu yéu thudc nhém

retrovirut, c¢é6 enzym gol la enzym phién ma ngudc (reverse
transcriptase). Enzym d6 tao ra phan td ADN mach kép tu hé

gen AR

N mach don. Nhu vay, trong cac truong hop nay, dong

chay cua thong tin di truyén ngude véi dong chay binh thudng
theo thuyét trung tam (H.2.1).

uuy ucu Uuu UGU
vuc Prel e < ucce L 4 usc ©¥s
WA | ucA = UAMA KT | UGA KT
uuG UCG UAG KT, UGG Trp
Cuu CCLU. gig His CGU
cuc cce __ o " | cee
eix M| eea U T cca A9
CUG CCG CAG Gin CGG
AUL
ACU AAU AGU
AUC lle AGC AAC Asn AGC Ser
AUA ACA Thr
AE(:__ Met AAG Lys AGG
GUU GCU GAU A GGU
GUE oo | BCE e LS T 1 660 o
GUA GCA GAU GGA y
GUG GCG cAg M | cee

Bdng 2.1. Ma di truyén

Ghi chi: Uracil (U) tim th@y trong ARN & vi tri cla thymin, va dugc dung trong

bang nay. Ba chif cai viét tdt cho cac axit amin nhu sau: Ala - Alanin;
Arg - Arginin; Asn - Asparagin; Asp — Axit Aspartic; Cys - Cystein; Gin -
Glutamin; Glu - Axit Glutamic; Gly - Glyxin; His - Histidin; lle -
Isoleuxin; Leu - Leuxin; Lys - Lysin; Met - Methionin; Phe -
Phenylalanin, Pro - Prolin, Ser - Serin; Thr - Threonin; Trp -
Tryptophan; Tyr - Tyrosin; Val - Valin. Ba codon UAA, UAG va UGA
khéng quy dinh axit amin nao nhung chung la tin hiéu ding qua trinh
dich ma (viét tit 1a KT).
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Phién ma ngudc

(} ADN HI mARN >’ protein }

Phién ma Dich ma

Sao chép

Hinh 2.1. Li thuyét trung tam

Thuyét cho réng, dong théng tin theo mét chiéu tir ADN dén mARN roi deén
protein. Qua trinh phién ma, dich ma va sao chép ADN tuan theo quy luat
nay. Mét ngoai I& phat hién thay ¢ mét s virut mang ARN, @ ching co qua
trinh goi la phién ma ngudc, tao ra ban sao ADN tu ARN hé gen cila
chung.

2.2. CAU TRUC CUA ADN VA ARN

O phén 16n sinh vat, vat chat di truyén 1a ADN mach keép.
ADN nay c¢6 nhitng dac diém sau: Mét la, bén viing, vi thong tin
di truyén cidn hoat dong chiic ning trong co thé séng trong
khoang thoi gian téi 100 nam hodc hon nita. Hai la, ADN n:ay c6
kha nang sao chép, dam bao cho théng tin di truyén trong c:ac té
bao méi sinh ra duge duy tri trong cac qua trinh sinh truomg va
phat trién. Ba la, vat chat di truyén c¢6 kha niang bi bién déi
chut it (d6t bién), diéu nay tao diéu kién cho qua trinh tién: Loa.
Phan ti ADN cung véi ARN da cung cap cho ching ta m@t thi
du tuyét voi cho li thuyét "cdu tric quy dinh chie nang".

Axit nucleic 1d4 cac heteropolymer cdu thanh tut cac
monomer la cac nucleotid; do vay, mét chudi axit nucleic thiusng
dudc goi 1a polynucleotid. Cac monomer lai dude cau thanh tu 3
thanh phan: dudng, nhém photsphat va bazo nitd. Hai loail axit
nucleic (ADN va ARN) ¢6 su khac nhau trong thanh paan
dudng cua nucleotid: ADN c¢6 dudng 2'-deoxyribose, vi vay goi 1a
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Axit DeoxyriboNucleie, con ARN c6 dudng ribose, vi vay goi la
Axit RiboNucleic. Cac thanh phan duong - photsphat cua
nucleotid ¢ tAm quan trong déi véi viée xac dinh dac diém cau
truc cua polynucleotid, con cac bazd nitg thi quy dinh thong tin
chua trong chung. Cau trae cia mét nucleotid dudge tom tat trén
hinh 2.4,

®
0-P-0 H
0 5 0 Bazd
H 4 1
H H
H
3 i
OH X

Hinh 2.2, Cau tric cta mét nucleotid

Nguyén tIf cacbon dudc biéu dién bing cac chdm den to va danh sé tu 1
dén 5 Trong ADN dudng la deoxyribose c6 nguyén i hydro tai vi tri X..
Trong ARN dudng la ribose c6 nhém hydroxyl tai vi tri X. Cac bazd trong
ADNIaA G TvaC,controng ARNIa A, G, UvaC.

Cac nucleotid ¢6 thé ndi véi nhau bang méi lién két 5'-3'
phosphodiester, lam cho polynucleotid mang tinh dinh huéng.
Nhit vay, dau 5' cua mot phan tu sé ¢6 nhom photsphat tu do,
con dau 3' sé ¢6 nhom hydroxyl. Diéu nay dan dén nhing hiéu
gua guan trong dol véi cdu truc, chic nang va viéc thao tac axit
nucleic. Trong phan ti, mach kép cta ADN chudi dudng-
photsphat dude sip xép theo kiéu déi song song (antiparallel)
vl 2 561 c6 dinh hudng ngude chiéu nhau.

21



(a) Adenin Thymin

@ Nguyén tir € Nguyén tr nito
cacbon

Guanin Cytosin

Hinh 2.3. Su bé tri cac cip bazd trong ADN

(a) Cap bazo A-T lién két vdi nhau bang hai méi lién két hydro
{cac nét chdm cham). Cap bazo G-C cd ba méi lién két hydro.

Céac bazd nito 1a nhiing thanh phan quan trong cua axit
nucleic do chiic ndng ma héa cua ching. Trong ADN, nhu da néi
dén 0 trén, cac bazo dé 1a adenin (A), guanin (G), cytosin (C),
thymin (T). Trong ARN bazo thymin dugc thay thé bdi uracil
(U) 1a bazo ¢6 chie nang tuong déng. Vé phuong dién héa hoc,
adenin va guanin la cac purin, ching c6 cidu tric mach vong
kép, trong khi cytosin va thymin (va uracil) la cac pyrimidin,
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chung ¢o cau true mach vong don. Trong ADN, cac bazo cap doi
vdl nhau, A cap vaéi T va G cap vé C. Viée cap doi nay dude xac
dinh bd1 2 yéu t6; sy bo tri cac méi lién két cta cac nguyén tu
trong cae bazo va bail cau trie khéng gian cua phan ta ADN, do
vay. su bo tri duy nhat thoa man moi diéu kién la su két cap cac
bazo theo kiéu purin di véi pyrimidin. Cac bazo dude duy tri vi
tr1 cuz minh bdi cac mai lién két hydro, c6 2 méi lién két nhu
thé trong cap bazo A-T va c6 3 méi lién két trong cap bazo G-C.
Cau truc va su bé tri két cap cac bazd cua 4 bazd trong ADN
néu léen trén hinh 2.3.

Phan ti ADN trong co thé séng thudng ton tai ¢ dang chudi
kép xoan phai goi 1a dang B. D6 la cdu trie do Watson va Crick
tim ra vao nam 1953. Cac dang khac cua ADN bao géom dang A
(chudi xoan phai) va dang Z (chudi xoan trai). Mac du cau tric
ADN rat phuc tap, dac biét khi xem xét su bé tri ADN ¢ cac cap
xoin cao, ¢ day chi néu dang xodn don gian trén hinh 2.4.

Cau truc cua ARN tuong tu nhu caa ADN, nhiing khac biét
cha yéu vé héa hoc 1a ribose thay cho 2'-deoxyribose va uracil
thay thé cho thymin. ARN cha yéu ton tai 6 dang mach don,
nhung doéi khi nhiing doan ngén cta né ¢é cau tric ARN mach
kép do cé nhiing doan bd trg cho nhau nam trong cling mot soi
ARN dai. C6 3 loai phan td ARN chinh trong té bao: ARN thong
tin (mARN), ARN ribosom (rARN) va ARN van chuyén (tARN).
ARN ribosom 14 nhém phan tit ARN c6 nhiéu nhat trong té bao
chiém t6i 85% tong s6 ARN. Chung lién két véi cac ribosom -
mot bo phan quan trong cia bd may dich ma. ARN van chuyén
chiém khoang 10% tong s6 ARN, ching cung cip tinh dac hiéu
quan trong cho viéc xen mot axit amin chinh xac vao protein
trong qua trinh tong hop protein. ARN thong tin, ding nhu tén
gol cua né, mang théng tin di truyén tit ADN dén by may dich
ma, ching chiém khoang 5% téng s6 ARN ctia t& bao.
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Hanh

nhi

34 nm

Hanh
km

2 mn

Hinh 2.4. Chudi xodn kép

Day 1a ADN thudng gap 4 dang B. Chubi kép xoan phai cé duang kinh
2 nm va chu ky xo04n 3,4 nm vgi 10 cap bazad trong mot vong xoan. BO
khung duang-phostphat c6 dinh hudng déi song song theo chiéu §'-3',
Cac cap bazd purin-pirimidin ndm doc theo truc clia chubi xoan kép.

2.3. CAU TRUC CUA GEN

C6 thé coi gen 1a don vi co sd cua thong tin di truyén. Cac

gen duge nghién ctu ti dau thé ki XX, khi di truyén hoc méi ra
doi. Trude khi xuat hién sinh hoc phan tu va trude khi hiét

24



rang, gen dude cAu thanh tu ADN thi cac nghién ciau vé gen
mang tinh chat hét sde gian tiép. Su ton tai cua gen da quan sat
thay thang qua kiéu hinh va hoat déng cia gen da dude phan
tich. Mac du cach tiép can nay rd rang la rat han ché nhung cac
nha khoa hoe da thu dude mot lugng thong tin khong 16 vé cach
hoat dong chie nang cta gen nhu thé nao va co sd caa di truyén
hoc di dude hinh thanh.

Khi gen dude nghién ciu chi tiét hon thi cac thuat ngt lién
quan vdi linh vue nay caa di truyén hoe da duge si dung rong
ril, va khai niém vé gen duge hoan thién dan dan trong qua
trinh phat trién cua khoa hoc. Thuat ngi gen thuong dude dung
nhu mot doan cua thong tin di truyén, dude phién ma sang mot
phan tu ARN don lé, va tiép dé thong tin tit phan tli nay duge
dich ma sang mot protein nhat dinh. Cac gen nam trén cac
nhiém sac thé, va vi tri trén nhiém sac thé ndi mot gen cu thé
dinh vi goi 1a locut cua gen do. O cac sinh vat ludng boi, cac
nhiém sac thé sdp xép thanh cac cap tuong dong. Trén cap
nhiém siac thé tuong déng, tai cac vi tri tuong Ung, ton tai cac
dang khac nhau cua cung mot gen goi la cac alen.,

Phan tit ADN mach kép c6 thé mang thong tin di truyén ¢
cat 2 s0i, miae du & phan 16n sinh vat chi ¢6 mot sgi dudge dung dé
ma hoa gen cu thé. Hién nay, cac thuat ngi dung dé chi 2 soi
ADN ctia mot mach kép kha réi rdm, 2 sdi dé cé thé goi tén la
sl ma hoa/sdi khéong ma héa, sdi c6 nghia/sgi dé1 nghia, sdi
cong/sdi tru, s¢gi phién ma/sgi khong phién ma hodc sdi
khuon/soi khong lam khuon. Trong mot sé truong hgp, nhiéu
tac gia lai st dung cung mot thuat ngit theo nhitng cach khac
nhau lam cho van dé cang ré1 ram thém. Hién nay, theo su
hudng dan cua Lién doan héa sinh quéc té (IUB) va caa Lién
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doan quéc té vé héa hoc co ban va ng dung (IUPAC). thi cac
thuat ngit nén s dung 1a sdi ma héa/soi khong ma héa, s ma
héa duge dung dé téng hop mARN. Hudng dan dé sé duge su
dung trong cudn sach nay 6 nhitng ché néi dén chic nang ma
hoa. Cac thuat ngit soi khudén va sgi khong lam khudn sé duge
st dung dé mé a cac soi ADN khi khong cdn nhac dén chic
aang ma hoa, ching han khi néi dén viée sao chép cac sgi ADN
trong cac thi nghiém tach dong gen. Nhu vay, thong tin di
truyén dude biéu hién bang cach phién ma sgi khong ma héa
cua ADN tdc sdi san sinh ra phan td mARN, sdi nay ¢6 chung
mot trinh tu cac nucleotid nhu sgi ma héa cua ADN (mac du
ARN c6 uracil thay cho thymin, xem hinh 2.8a). Bén canh doan
cac bazd quy dinh cac cum ma (codon) trong gen ma héa pretein
con ¢6 nhitng doan diéu hoa quan trong khac gian véi cac gen
(H.2.5). C6 mot diém dé bat ddu qua trinh phién ma, naim canh
vi tri ma ARN polymerase bam vao, goi 1a khdi diém (promoter),

Viing diéu Trinh ty ma hoa Ving diéu
hoa ngudc | | hoa xudi dong
Tc T, Lk ]
= 3

5 7
F
| |

BDon vi phién ma

Hinh 2.5. Cau truc cua gen

Ban vi phién ma tao ra phan t& mARN, n&m gitfa diém khdi dau phién ma (T) va
diém két thuc (t.). Bén trong don vi phién ma la doan trinh ty ma hoéa, t diém
khdi dau dich ma (T,) dén d”lgm két thuc (t). Viing diéu hda ngugc dong c6 thé co
nhilg nhan 15 kiém soat nhu doan tang cuong (enhancer) hoZc diém chi huy
cling véi promoter (P) 1a diém bam clia ARN polymerase.
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do la diém dace hiéu dé bat dau phién ma. Can c6 mot diém dung
qua trinh phién ma. Poan tir diém bat dau T, dén diém két thic
t- do1 khi duge goi la don vi phién ma, tice la doan ADN dudgce
dung lam khuon dé sao chép ARN. Bén trong don vi phién ma
¢6 thé c6 nhing diém diéu hoa dung cho qua trinh dich ma goi
la diém bat dau T,, va ki hiéu dung t,. Cac doan khac tham gia
vao viée diéu khién su biéu hién cha gen c6 thé nam & phia
nguge dong (upstream) hoac phia xuéi dong (downstream) cua
gen.

2.3.1. Ciu truc gen o0 sinh vat nhan so

Trong cac té bao nhan sd, nhu vi khuan, cac gen thuong sap
xép thanh nhém trong cac operon. Operon la nhom cac gen cé
quan hé vdi nhau, thuong ma héa cac enzym trong cung mot
con dudng trao déi chat va cung chiu su diéu khién cha mot
doan diéu hoa goi 1a khdi diém (promoter). Thi du dién hinh
nhit vé cach bo tri nhu thé 1a operon lac (H.2.6), dong vai tro
ma héa cac enzym ding dé chuyén héa lactose. Trong operon cé
ba gen ma hoa protein, goi 1a cac gen cau trac va mot doan kiém
soat nam & phia nguge dong bén canh khdi diém va diém diéu
hoa, goi la diém chi huy. Trong doan diéu khién nay con cé mot
diéem bam phic hdp gom AMP va CRP (cyclic AMP receptor
protein). Phic hgp nay quan trong déi véi cd ché diéu hoa phién
ma duong tinh (difu hoa bang cach kich thich). NAm ngoai
operon la gen dc ché ma héa protein, goi la chat dc ché Lac.
Chit nay bam lay diém chi huy va déng vai tro kiém soat am
tinh doi vdi operon, bang cach ngian chan khoéng cho ARN
polymerase bam vao.

Viéc cac gen cdu trac trong sinh vat nhan so thudng bé tri
theo nhém, ching to ring, san phim phién ma mARN c6 thé
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mang thong tin dung cho nhiéu protein. Mot phan td rhut thé
goi 12 mARN da cistron. Nhu vay, nhiéu thong tin di truyén
trong vi khuan dude biéu hién théng qua cac mARN da cstiron -
cac phan t duge tong hop phit hdp véi nhu ciu cua té bay trong
méi thoi diém xac dinh. Hé thong nay linh hoat va hiéu jua, va
tao diéu kién cho té bao c6 thé thich nghi nhanh ching véi
nhung diéu kién méi truong luén bién doi.

Gen (¢ ché Cac gen cau tric
i z y a
5 G " 13
P, P 0

Ving diéu khién

Hinh 2.6. Operon lac

Cac gen cau truc lacZ, lacY va lacA (ki hiéu 1a z, y va a) lan lugtmid hoa
f-galactosidase, galactosid permease va lransaxetylase. Nhom gen na cihiu su
kiém soat clia khdi diém P va ving chi huy O. Ving chi huy 1a diémsaim cho
protein (fc ché dugc ma hoa bdi gen lacl (i). Gen (c ché dudc diéu khiéndii chinh
khdi diém Pi clia riéng no.

2.3.2. CAu truc gen ¢ sinh vat nhan chuan

Cac té bao nhan chuin c¢6 nhan dude bao boc bd mmang
nhan. Diéu dé ¢6 nghia 13 théng tin di truyén chia trorg ADN
bi cach biét khoéi diém dich ma ndm ngoai nhan, trong t& bao
chat. Van dé con phie tap hon nita bdi su ton tai cua thhmg tin
di truyén trong cac ty thé va lap thé - cac cdu tric c6hé@ gen
rieng quy dinh nhiéu thanh phan cta cac cd quan tii 1ay. Su
phan ngin ndi ton gid ADN theo kiéu nay dan dén nhing hau
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qua quan trong d61 véi ca hai qua trinh dieu hoa di truyén va
dicu hoa chuyén héa. Do vay, cidu truc va chic nang cua gen &
cac sirnth vat nhan chuan phie tap hon d cac sinh vat nhan so.
Mot phat minh gay sting sé6t lién quan dén cac gen nhin
chuiin duge thue hién vao nam 1977, khi nguoi ta nhan ra rang,
cac gen nhan chuan c¢é chita cac mau "thua", nhiing doan doé
khong c6 cac doan tuong dang trén mARN tuong ung. Cac doan
nay goi la cac intron, con nhing doan tao nén mARN thi goi la
cac exon. Trong mot s6 truong hop, s6 ludng va chiéu dai cua
intron vuot xa exon. Chang han, trong gen ovalbumin & ga cé
bay intron véi tong chiéu dai chiém tdi 75% chiéu dai cua gen.

Intron 1 Intron 2

5"% 3

Cat bo cac intron

MQMQ/——'\’\’QZ\JA

n

l Dudi poly(A)

l San pham phién ma sd cap

MNWM An
mARN da dugc xi li hoan chinh

Hinh 2.7. Cau triic va su biéu hién gen f-globin & déng vat cé vi

Gen chifa 2 intron. Cac exon dugc t6 dam va ghi s6. San pham phién ma ban dau
duoc “gan mi" (capping), polyadenyl hoa va cit ndi dé tao ra mARN hoat déng
chic nang day du.

o
o



Su ton tai cua cac intron rd rang riat quan trong doi vdl su
biéu hién théng tin di truyén & cac sinh vat nhan chuin, cu thé
la cac intron phai duge loai bo trude khi mARN dude dich ma.
Qua trinh d6 dude thuc hién trong nhan, ndi cac intron bi cat ra
khoi san pham phién ma ban dau. Cing trong qua trinh do,
"mot cai ma" (cap) dude bé sung vao dau 5', con " cai dudi" gom
cac goc adenin dude bo sung vao dau 3' cua phan tt mARN. Cac
suia d6i nay 1la mot phan cua qua trinh goi la xi i ARN (ARN
processing), va san pham cudi cung la phan td mARN c¢6 hoat
tinh, chitc nang day d, sin sang chui ra khoi nhan vao té bao
chat dé tham gia vao qua trinh dich ma. Cau tric cta gen
B-globin dong vat va qua trinh xi li mARN dude phac hoa trén
hinh 2.7.

2.4. BIEU HIEN CUA GEN

Nhu ching ta da thay trén H.2.1, dong thong tin di truyén
di tit ADN dén protein. Trude khi tim hiéu céac tri thie chi tigt
vé su biéu hién cua gen can thiét déi véi ki thuat di truyén thi
diéu quan trong la cin lam quen vdi nhitng dac tinh co ban cua
cac qua trinh phién ma va dich ma.

Phién ma bao gbm viéc tong hop mot ARN ti khuém ADN -
sgi khong ma hoa cua don vi phién ma ma ta quan tim.. 'nzym
cAn dén ¢ day 1a ARN polymerase. O cac sinh vat nhan sd chi ¢6
mot enzym ARN polymerase don 1é, nhung d cac sinh vat nhin
chuén cé tdi 3 loai ARN polymerase (I, II va III). Cac enzym nay
lan lugt tong hop nén cac ARN ribosom, ARN théng tin va ARN
van chuyén/ARN ribosom 58. T4t ca cac ARN polymerasie déu 1a
cac protein 16n da don vi véi khéi lugng phan ti khoang
500.000.
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1 ATGGC TACCAAGGTA
"-TACCGATGGTTCCAT

i A ARN jrilvinerase

i) fcl
~GUA
N ACCANGY
AUGGC UACE GACCIAAGGUA
LACCG A kuﬁfii‘ Lrccau

Hinh 2.8. Phién ma va dich ma

(a) Quatrinh phién ma bao gém viéc tdng hop mARN bang ARN polymerase.
Mét phan trinh ti cia ADN/mARN dudc néu trén so d6. mARN ¢6 cung trinh tu
nhuf sgi ma hoa cla ADN (sdi khéng lam khuén), va U thay thé cho T. (b) Soi
mARN ¢ugc dich ma. Axit amin gin vao protein theo sy nhan biét codon -
anticodm trén ribosom. Axit amin dau tién dugc ma héa bdi AUG trén mARN
(anticoden trén tARN 14 UAC), né quy dinh methionin (xem bang 2.1 vé ma di
truy€n). c) Ribosom dich ma phan con lai cia doan trinh tu theo cach tuong tu.
Qua trim dich ma mARN dién ra theo chiéu 5'— 3', trong khi d6 sgi polypeptid
moc daira tir dau N clia nd. Cac gdc trong chudi polypeptid néi lai vdi nhau bang
cac litn (&t Peptid.

Qa trinh phién ma c6 mot sb6 giai doan: 1) ARN
polymrase bam vao ADN; 2) Khdi ddu téng hop chudi; 3) Kéo
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dai chudi: va 4) Két thue chudi va giai phong ARN. Cau trie cua
khdi diém la rat quan trong déi véi viéc bam vao ADN cue ARN
polymerase. Khi phan td ARN dude giai phong, né co thé duge
st dung ngay vao qua trinh dich ma (nhu ¢ sinh vat nhan sq)
hoac né can phai dude xi li réi thoat ra khoi nhan chui vao té
bao chat trude khi qua trinh dich ma xay ra (nhu & cac sinh vat
nhan chudn).

Qua trinh dich ma doi hoi can ¢6 méot phan tid mARN, cac
tARN da hoat héa (cac phan ti tARN cé gian goc axit amin) va
cac ribosom (gnm rARN va cac protein cua ribosom). Cace rinosom
1a noi dién ra viéc tong hdp protein. O cac sinh vat nhan sdg,
ribosom cdu thanh tit 3 rARN va 52 protein khac nheu cua
ribosom. Ribosom la mot cau truc phuc tap, déng vai tro nhu
mot gia dd mARN dé cac cum ma (codon) c6 thé khdp vai cac
cum d6i ma (anticodon) tuong ung trén tARN. Do vay, mit axit
amin chinh xac dude xen vao chudi polypeptid khi chud nay
tong hop. Phan tit mARN duge dich ma theo chiéu 5' -» 3, phu
hop vdi su kéo dai ctia sgi polypeptid tir dau N tdi dau C.

Miac du phién ma va dich ma la nhiing qua trinh phac tap
nhung nhing dic tinh quan trong lién quan dén donz chay
thong tin ¢6 thé téom tat nhu trén H.2.8.

2.5. TACH CHIET ADN VA ARN

Maéi thi nghiém thao tac gen déu doi hoi phai ¢6 nguin axit
nucleic 6 dang ADN hoac ARN. Vi vay, diéu quan trongla can
c6 nhiing phuong phap thich hdp dé tach chiét cac thania phan
nay tu té& bao. Bude dau tién trong bat ci ban hudng dadn ki
thuat nao la pha vd vat liéu ban dau (virut, vi khudn, t& bao
thuc vat hay dong vat). Phuong phap dung dé md té bio cang
nhe nhang cang tét, tot nhat nén phan huy thanh té bio (néu
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c6) bing enzym va dung hoa chat lam tan mang té bao. Néu can
phai st dung cac phuong phap manh hon, chiang han nhu dung
may nghién, trong truong hop vat liéu ban dau 1a cac t& bao
thuc vat, thi cac phan td ADN 1én c6 nguy cd bi dit gay cd hoc,
va diéu do 6 thé gay trd ngai cho viéc tao ra cac phan ti tai to
hdp trong qua trinh x li tiép theo.

Tiép theo viéc pha vd té bao, phan ldn cac phuong phap
chuyén sang khau khi protein. Buée nay dude thuc hién bang
cach chiét suat mot l1an hoac vai lan dung phenol hodc hén hgp
phenol/chloroform.

Sau khi hinh thanh huyén phu dang dich sia, budc tiép
theo 1a tién hanh ly tam dé tach riéng cac pha, cac phan tu
protein sé nam & pha phenol va tap trung ¢ mat phan cach 2
pha. Cac axit nucleic chi yéu nam lai trong pha nudc & phia
trén va c6 thé két tua bang isopropanol hoac ethanol.

Néu ta cén c6 ché€ phdm ADN thi ¢6 thé dung enzym
ribonuclease dé lam tiéu tan ARN trong ché& phadm. Néu cin cé
ché phdm mARN dé tong hdp cADN, thi c6 thé tinh sach tiép
mARN bang oligo(dT)-cellulose, chat nay sé bam vao cac dudi
poly(A) cta cac phan tit mARN nhan chuian (H.2.9). Lam nhu
thé sé tang dude ham lugng mARN 1én rat nhiéu, con cac phan
tit ADN, rARN va tARN lan vao sé dudc loai bo.

Ki thuat ly tam gradien thudng dugc sit dung dé tao ra ché
phdm ADN, dac biét la ADN plasmid. Khi dé, dung dich
caesium chlorid ¢6 chita ADN dude ly tam véi tée dd cao trong
may siéu ly tAm. Sau mot thoi gian dai (d6i khi t61 48 tiéng),
mot gradien néng 46 duge hinh thanh va cac phan ti pADN tao
thanh mot bang 6 mét vi tri xac dinh trong éng ly tdm. Bing
nay c6 thé 1ay ra va CsCl dude loai bé qua mang ban thim, do
vay thu dude ché pham pADN tinh khiét.
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Hal cellnlos

DPung dich ARN

mARN polyadenyl hod

(b) (¢) (d) G

Phdn ethanol __| -~
alren

/

mARN
Rifa mudi néng dé cao Rira mudi néng do thdp

Hinh 2.9. Chuan bi mARN bing phuong phap sic ki i luc ding
oligo(dT)-cellulose

(a) ARN téng sé dudc dua qua cot trong dung dich dém cé ham lugng nudi cao,
va dai oligo(dT) bam vao cac dudi poly(A) cia mARN. (b) ARN cén la dudc rira
bd bang dung dich dém c6 ham lugng mudi cao, va (c) mARN dugce tan ra bang
cach rlta bang dém c6 ham lugng mudi thap. (d) Sau do, mARN duic két tia
bang ethanol va dudc thu lai bang ly tam.

2.6. XAC DINH SO LUONG AXIT NUCLEIC

Trén thuc té&, thuong phai sit dung nhing s luing axit
nucleic rdt nho (thudng 14 micro-, nano- hoac picogrnm) khi
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tien hanh cac thi nghiém tach dong. R6 rang, khong thé xac
dinh s6 Iugng nay mot cach truc ti€p, ma phan 16n cac phép do
déu dung cac dung dich axit nucleic. Nong d6 cta dung dich
axit nucleic dude xac dinh bang cach do do hap thu tai buéce
sOng 260 nanomét trong may quang phé ké. Mat don vi (1,0) gia
tri hap thu bude séng 260 nm (A,,) tuong duong véi nong d6 50
ug/ml caa ADN mach kép, hoac tuong duong véi nong do
40pg/ml cua ADN hoac ARN mach don. Néu gia tri hap thu
bude s6ng 280 nm (A,y) cing dude xac dinh, thi ti s6 A,/ A,g 12
chi s cho thay d6 nhiém cac chat nhu phenol hodc protein. Ti
s0 Ayl A la 1,8 déi vél ADN tinh khiét, va la 2,0 d6i véi ARN
tinh khiét.

Ngoai cac phudng phap do quang pho, nong d6 cia ADN c6
thé duce xac dinh théng qua do phat sang huynh quang khi
ADN lién két vdi ethidium bromid. Chat nhuém nay xen vao
gita cac bazd cua ADN va fluoresces orange, phat huynh quang
dudi anh sang cuc tim. So sanh d6 phat huynh quang cua mau
vdl 46 huynh quang ctia mét loat mau chuén ta 6 thé danh gia
dude néng d6 cia mau. Phuong phap nay cho phép phat hién
duge 1-5 ng ADN, va c6 thé sit dung khi mau bi nhiém cac chat
khac dén muc khéng do dude quang pho. Sau khi xac dinh dudge
nong doé cua dung dich axit nucleic, thi ta c6 thé 1ay bat ky sé
lugng ADN nao, ké ca nanogram hay picogram, bing cach pha
loang dung dich géc vdi do pha lodang thich hdp.

Két tua axit nucleic 1a mét ki thuat thiét yéu duge su dung
pho bién trong nhiéu thi nghiém. Hai chat két tia thudng dung
nhit la isopropanol va ethanol, nhung ethanol duge st dung
rong rai hon. Khi dua vao dung dich ADN véi ti 1é theo thé tich
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