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SUMMARY 

Diagnostic techniques for GMO is a tough issue and that has never reported before in Vietnam. 
This research attempted to establish applicable protocols for the diagnosis of GM corn based on PCR 
techniques. The research succeeded in setting up DNA attraction protocols for different types of corn 
samples. Ingredients of PCR mixtures and temperature regimes were also optimized for detection of 
CryIA(b) and Invertase genes in GM corn.  
ÑAËT VAÁN ÑEÀ  

Coâng ngheä taïo ra caùc gioáng caây troàng chuyeån gen khoâng ngöøng phaùt trieån vaø ñang coù xu höôùng 
lan roäng treân quy moâ toaøn caàu. Tuy nhieân dö luaän cuõng vaãn coøn hoaøi nghi veà maët traùi cuûa chuùng ñaëc 
bieät laø caùc nguy cô coù theå laøm huûy hoaïi moâi tröôøng sinh thaùi töï nhieân vaø möùc ñoä an toaøn cuûa caùc 
saûn phaåm naøy ñoái vôùi söùc khoûe con ngöôøi. Trong xu theá toaøn caàu hoùa, khi maø moïi haøng raøo ngaên 
caùch ñeàu daàn ñöôïc dôõ boû, chaéc chaén chuùng ta khoâng theå traùnh khoûi taàm aûnh höôûng cuûa caùc saûn 
phaåm noâng saûn bieán ñoåi di truyeàn. Chính vì ñieàu naøy, chuùng ta phaûi luoân saün saøng, moät maët tieáp 
nhaän söï toàn taïi cuûa caùc thöïc phaåm chuyeån gen, maët khaùc coù nhöõng quy cheá, chính saùch ñeå ngaên 
ngöøa vaø haïn cheá nhöõng ruûi ro maø caùc saûn phaåm naøy coù theå gaây ra. Moät trong nhöõng ñieàu kieän quan 
troïng ñeå coù theå laøm ñöôïc ñieàu ñoù laø caàn phaûi xaây döïng ñöôïc caùc kyõ thuaät tieâu chuaån ñeå chaån ñoaùn 
vaø phaân bieät chính xaùc giöõa saûn phaåm bieán ñoåi di truyeàn vaø saûn phaåm truyeàn thoáng töông öùng. Ñaây 
thöïc söï khoâng phaûi laø vaán ñeà ñôn giaûn, nhöng caàn phaûi baét tay vaøo bôûi vì neáu chaäm treã moïi ruûi ro 
ñeàu coù theå xaûy ra maø caùi giaù phaûi traû laø toaøn xaõ hoäi seõ phaûi gaùnh chòu. Ñeà taøi naøy ñaõ ñöôïc tieán 
haønh nhaèm muïc ñích xaây döïng phöông phaùp chaån ñoaùn hai gen thöôøng coù taàn soá xuaát hieän cao ñoái 
vôùi baép ñoù laø gene Invertase vaø gene CryIA(b) baèng kyõ thuaät PCR. Caùc keát quaû nhaän ñöôïc cuûa ñeà taøi 
naøy coù theå laøm cô sôû cho vieäc chaån ñoaùn nhanh saûn phaåm baép chuyeån gen nhaäp khaåu vaøo Vieät Nam. 
VAÄT LIEÄU VAØ PHÖÔNG PHAÙP 
Caùc hoaù chaát duøng trong chaån ñoaùn baép chuyeån gen 
Caùc hoaù chaát duøng ñeå taùch chieát DNA bao goàm: 

DNA extract buffer vaø sarkosyl 10%; NaCl 5M; CTAB 10%; Chloroform/isoamyl alcohol (24:1); 
Phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1); Isopropanol; Ethanol (70%) vaa2 TE 1X. 
Caùc hoaù chaát duøng cho phaûn öùng PCR bao goàm: 

Nöôùc caát 2 laàn ; PCR buffer; MgCl2 dNTP/s; Taq DNA polymerase; Primer Gic vaø Primers Bt.  
Caùc hoùa chaát duøng cho ñieän di vaø ñoïc keát quaû bao goàm:  

TAE 0,5%; Gel agarose 2%; Loading dye 6X; Ethidium bromide. 
Ngoaïi tröø caùc primers do coâng ty Genset (Singapore) toång hôïp vaø cung caáp, taát caùc caùc hoùa chaát 

khaùc ñeàu do coâng ty Promega (Myõ) saûn xuaát vaø cung caáp. 
Trang thieát bò chính ñöôïc söû duïng bao goàm: 

Maùy nhaân baûn DNA (Biorad – Myõ); Maùy ñieän di (Cosmo Bio Co. - Nhaät ) vaø Maùy chuïp aûnh gel coù 
maøn hình (Biorad – Myõ). 
Phöông phaùp laáy maãu 

Taát caû maãu tieán haønh nghieân cöùu ñeàu laø caùc saûn phaåm baép nhaäp khaåu trong naêm 2002 qua ñöôøng 
caûng Saøi goøn. 

- Ñoái vôùi maãu boät: caân 0,5gr boät baép/maãu vaø tieán haønh treân 10 maãu. 

  



- Ñoái vôùi maãu haït: moãi saûn phaåm baép laáy ngaãu nhieân 10 haït (trung bình khoaûng 0,3 – 
0,4gr/haït).  

- Moãi maãu ñöôïc ñem ly trích ñeå laáy DNA.  
- Moãi maãu ñöôïc laëp laïi hai laàn khi phaân tích. 

Phöông phaùp tieán haønh chaån ñoaùn baép chuyeån gen 
Taùch chieát DNA 

DNA ñöôïc ly trích theo quy trình: 
- Böôùc 1: caân 0,5gr boät baép hoaëc laáy moät haït. 
- Böôùc 2: nghieàn maãu haït vôùi 3 ml dòch trích DNA (trong 3ml dòch trích DNA ñoù goàm 2,7ml 

DNA extract buffer vaø 0,3ml sakosyl 10%). 
- Böôùc 3: laáy phaàn dòch nghieàn cho vaøo eppendorf 1,5ml vaø ñem uû ôûû 55oC trong moät giôø. 
- Böôùc 4: ly taâm ôû 6000 voøng trong 10 phuùt ôû nhieät ñoä 10oC. 
- Böôùc 5: huùt phaàn dòch loûng phía treân sang moät eppendorf khaùc 800µl roài cho 100µl NaCl 5M 

vaø 100µl CTAB/NaCl (CTAB 10% vôùi 0,7 M NaCl). Ñem uû ôû 65oC trong 10 phuùt. 
- Böôùc 6: cho tieáp 600µl chloroform/Isoamyl alcohol (24:1), troän ñeàu vaø ly taâm 12000 voøng trong 

10 phuùt ôû10oC.  
- Böôùc 7: huùt 800µl sang moät eppendorf môùi vaø tieáp tuïc cho 600µl phenol/chloroform/Isoamyl 

alcohol (24:25:1), troän ñeàu vaø ly taâm ôû 12000 voøng trong 10 phuùt ôû 10oC.  
- Böôùc 8: huùt 600µl sang moät eppendorf môùi, cho vaøo 360µl Isopropanol, troän ñeàu vaø ñem ly taâm 

(hay coù theå uû ôû nhieät ñoä aâm 20oC trong 30 phuùt roài ñem ly taâm ) (giai ñoaïn naøy goïi laø giai ñoaïn ly 
taâm ñeå ngöng keát DNA). Ly taâm ôû toác ñoä 15000 voøng trong thôøi gian 15 phuùt ôû 10oC (neáu khoâng 
ñem uû aám 20oC trong 30 phuùt thì ly taâm ôû 4oC). 

- Böôùc 9: ly taâm xong, laáy ra ñoå nheï nhaøng phaàn nöôùc phía treân vaø giöõ laïi phaàn caën phía döôùi, 
ñeå cho khoâ vaø röûa laïi baèng ethanol 70%. Sau khi röûa xong, cho 100µl TE 1X vaøo ñeå laøm hoøa tan 
DNA. Sau ñoù giöõ laïnh ôû -20oC ñeå söû duïng cho caùc phaûn öùng PCR.  
Phöông phaùp khuyeách ñaïi DNA (Kyõ thuaät PCR)  

Saûn phaåm DNA sau ly trích ñöôïc troän chung vôùi hoãn hôïp goàm coù PCR buffer, MgCl2, dNTP/s, Taq 
DNA polymerase (5U/µl), nöôùc caát, primer xuoâi (forward primer) vaø primer ngöôïc (reverse primer). 
Hoãn hôïp naøy ñöôïc duøng ñeå thöïc hieän chöông trình khuyeách ñaïi DNA treân caùc maùy ñieàu nhieät (maùy 
PCR). 
Ñieän di DNA treân gel agarose 

- Cho 0,5gr agarose vaøo 50ml dung dòch TAE 0,5X (noàng ñoä 2%). 
- Ñun soâi hoãn hôïp treân khoaûng 1,5 phuùt trong loø Viba. 
- Ñeå nguoäi ôû nhieät ñoä phoøng. 
- Ñoå gel vaøo beå ñieän di (ñaët löôïc taïo gieáng tröôùc khi ñoå gel). 
- Ñeå nguoäi cho gel cöùng hoaøn toaøn, caån thaän ruùt löôïc ra khoûi gel, cho dung dòch TAE 0,5X vaøo 

beå ñieän di sao cho ngaäp gel khoaûng 1 ñeán 1,5cm. 
- Troän 5µl saûn phaåm PCR vôùi 2µl loading dye 6X vaø cho hoãn hôïp vaøo caùc gieáng cuûa gel. Vaän 

haønh maùy ñieän di trong 30 phuùt. 
Nhuoäm gel vaø ñoïc keát quaû 

- Sau khi ñieän di ngaâm taám gel trong hoãn hôïp ethidium bromide 1µg/ml vaø TAE 0,5X trong 15 
phuùt. 

- Taám gel sau khi nhuoäm, döôùi tia UV, ethidium bromide lieân keát vôùi DNA seõ phaùt saùng. 
+ Ñoái vôùi gen Invertase, treân maøn hình xuaát hieän baêng coù kích thöôùc 226bp. 
+ Ñoái vôùi gen CryIA(b), treân maøn hình xuaát hieän baêng coù kích thöôùc 184bp. 

KEÁT QUAÛ VAØ THAÛO LUAÄN 
Hoaøn thieän quy trình ly trích DNA cuûa caùc maãu baép chuyeån gen 

Taùch chieát DNA laø böôùc quan troïng ñaàu tieân ñeå coù moät pheùp phaân tích PCR thaønh coâng. Theo 
ñuùng nhö quy trình taùch chieát ñaõ neâu, chuùng toâi nhaän thaáy coù theå thu nhaän ñöôïc DNA ñaûm baûo cho 
phaûn öùng PCR. Khi thöû nghieäm treân 10 maãu haït baép, keát quaû cho thaáy dung dòch DNA thu ñöôïc cuûa 
caû 10 maãu ñeàu coù ñoä tinh saïch töông ñoái cao vôùi tyû leä OD260/OD280 khoaûng 1,8 ñeán 2,0. Khi ly trích 
DNA treân caùc loaïi maãu khaùc nhö maãu baép boät cheá bieán, maãu laù cuõng ñeàu nhaän ñöôïc caùc keát quaû 

  



töông töï. Nhö vaäy, keát quaû treân coù theå cho thaáy raèng quy trình nhö ñaõ thöïc hieän cho pheùp thaønh 
coâng khoâng chæ treân maãu haït, maãu boät dinh döôõng maø caû treân maãu thöïc vaät soáng.  
Thöû nghieäm, phaân tích vaø hoaøn thieän thaønh phaàn hoùa chaát cuûa phaûn öùng PCR 

Ñeå chaån ñoaùn moät saûn phaåm chuyeån gen thaønh coâng thì coâng vieäc tìm ra thaønh phaàn hoùa chaát 
toái öu cho moät phaûn öùng PCR raát caàn thieát, noù aûnh höôûng raát roõ ñeán saûn phaåm PCR noùi rieâng vaø 
ñeán thaønh coâng trong chaån ñoaùn noùi chung.  

Chuùng toâi ñaõ tieán haønh ñem DNA ñaõ ly trích pha vôùi hoãn hôïp goàm: PCR buffer, MgCl2, dNTP/s, 
Taq DNA polymerase, nöôùc caát, primer xuoâi vaø primer ngöôïc. Thaønh phaàn hoãn hôïp cho moät phaûn 
öùng PCR ñöôïc trình baøy qua baûng 1. 

Baûng 1. Thaønh phaàn hoùa chaát cho moät phaûn öùng PCR. 

(*) Ghi chuù: thaønh phaàn thay ñoåi tuøy theo moãi nghieäm thöùc. 

Thaønh phaàn Dung dòch 
goác 

Theå tích  
söû duïng (µl) 

Noàng ñoä  
Sau cuøng Ghi chuù 

H2O caát  17   
PCR buffer 10X 2,5 1X  
MgCl2 2,5mM 2,0 200µM  
dNTP/s 10mM 0,5 200µM  
Taq DNA polymerase 5U/µl 0,15 0,75U  

Primer xuoâi 6,25µM 0,5;1;1,5;2(*) 
0,17; 0,25; 

0,38; 0,5µM  

Primer ngöôïc 6,25µM 0,5;1;1,5;2(*) 
0,17; 0,25; 

0,38; 0,5µM  

Khuoân maãu  2  
Tuøy theo 
noàng ñoä 

DNA 

Thaønh phaàn hoùa chaát trong baûng 1 ñöôïc tieán haønh chaïy PCR vôùi 60 maãu ñaõ ly trích DNA. Keát 
quaû thu ñöôïc ñoái vôùi hai caëp primer Gic, Bt raát roõ raøng vôùi vieäc taïo ra caùc saûn phaåm PCR nhö mong 
muoán. Tuy nhieân, coù söï khaùc bieät veà ñoä roõ neùt khi thay ñoåi haøm löôïng caùc primer. Chuùng toâi nhaän 
thaáy raèng khi söû duïng caùc primer ôû lieàu löôïng 1µl thì cho caùc band ñieän di treân gel roõ nhaát. Do ñoù 
lieàu löôïng naøy ñöôïc söû duïng ñeå tieáp tuïc khaûo saùt tìm ra cheá ñoä nhieät thích hôïp. 
Thöû nghieäm, phaân tích vaø hoaøn thieän quy trình nhieät cho phaûn öùng PCR ñeå tìm ra caùc 
gen thoâng duïng ñoái vôùi baép nhaäp khaåu  
Thöû nghieäm, phaân tích vaø hoaøn thieän quy trình nhieät trong vieäc tìm ra gen CryIA(b) 

Ñoái vôùi caëp primer Bt, chuùng toâi tieán haønh thöû nghieäm quy trình nhieät nhö trình baøy ôû baûng 2. 
Baûng 2. Thöû nghieäm caùc cheá ñoä nhieät cho chu kyø khuyeách ñaïi DNA vôùi caëp primer Bt 
 

 
Chu kyø Nhieät ñoä (0C) Thôøi gian(giaây) Soá laàn laëp laïi 

1 94 300 1 

2 
94 

63, 65, 67(*) 
72 

20 
40 
60 

40 

3 72 180 1 
4 4 ∞ 1 

(*) Ghi chuù: Nhieät ñoä thay ñoåi tuøy theo caùc nghieäm thöùc. 
Keát quaû thöû nghieäm caùc cheá ñoä nhieät töø baûng 2 maø chuùng toâi ñaõ ghi nhaän coù söï khaùc bieät veà keát 

quaû chaïy PCR giöõa caùc nhieät ñoä ñoái vôùi caëp primer Bt vaø keát quaû naøy ñöôïc theå hieän ôû hình 1 
 
 

  



 La T1 T2 T3 

 

184 bp 

Ghi chuù: La: thang chuaån 100bp; T1: 630C; T2: 650C; T3: 670C 
Hình 1. Keát quaû gel ñieän di caùc saûn phaåm PCR söû duïng primer Bt hoaït ñoäng 

ôû caùc cheá ñoä nhieät khaùc nhau. 
  

Töø hình 1 chuùng toâi nhaän thaáy raèng chæ vôùi nhieät ñoä 650C thì ñoaïn gen CryIA(b) ñöôïc khuyeách 
ñaïi thaønh band ñieän di coù kích thöôùc 184bp. Keát quaû thu ñöôïc cuõng töông töï vôùi keát quaû cuûa Hsu – 
Yanglin vaø coäng taùc vieân (2000) trong vieäc phaùt hieän ra gen CryIA(b) vôùi caëp primer töông töï. Ñieàu 
naøy coù theå khaúng ñònh raèng: gen CryIA(b) ñaõ hieän dieän trong caùc loâ saûn phaåm baép chuyeån gen. 

Nhö vaäy, trong ba cheá ñoä nhieät thöû nghieäm thì 650C laø nhieät ñoä thích hôïp nhaát cho chöông trình 
PCR ñeå phaùt hieän gen CryIA(b). Nhieät ñoä 630C vaø 670C khoâng phuø hôïp ñeå gaén keát nucleotide vaøo 
sôïi ñôn DNA neân khoâng hình thaønh ñöôïc saûn phaåm treân band ñieän di.  
Thöû nghieäm, phaân tích vaø hoaøn thieän quy trình nhieät trong vieäc tìm ra gen Invertase 

Quaù trình hoaøn thieän quy trình nhieät cho moät phaûn öùng PCR ñoái vôùi caëp primer Gic ñöôïc trình 
baøy qua baûng 3.  

Baûng 3. Thöû nghieäm caùc cheá ñoä nhieät cho chu kyø khuyeách ñaïi DNA vôùi caëp primer Gic 
 

Chu kyø Nhieät ñoä (0C) Thôøi gian(phuùt) Soá laàn laëp laïi 

1 
94 

62,63,64,65 (*) 
72 

4 
1 
2 

1 

2 
94 

62,63,64,65 (*) 
72 

1 
1 
2 

30 

3 72 10 1 
4 4 ∞ 1 

(*) Ghi chuù: Nhieät ñoä thay ñoåi tuøy theo caùc nghieäm thöùc 
 Keát quaû khaûo saùt ñöôïc theå hieän ôû hình 2. 

 

 

La T1 T2 T3 T4  

226 bp 

Ghi chuù: La: thang chuaån 100bp; T1: 620C; T2: 630C; T3: 640C; T4: 650C 
Hình 2. Keát quaû gel ñieän di caùc saûn phaåm PCR söû duïng primer Gic hoaït ñoäng 

ôû caùc cheá ñoä nhieät khaùc nhau 
 Töø hình 2, chuùng toâi nhaän thaáy khi hoãn hôïp phaûn öùng PCR ñöôïc laøm maùt nhanh ôû khoaûng nhieät 

ñoä bieán ñoäng töø 620C ñeán 650C thì saûn phaåm PCR sau khi chuïp hình theå hieän band coù kích thöôùc 
226bp treân caû boán nhieät ñoä (620C, 630C, 640C vaø 650C). Nhö vaäy, ñeå chaån ñoaùn gen Invertase, coù theå 
söû duïng quy trình nhieät ôû baûng 3 vôùi moät trong boán nhieät ñoä treân laøm quy trình chaån ñoaùn saûn 
phaåm baép chuyeån gen Invertase vôùi caëp primer Gic. 

Keát quaû thu ñöôïc töø vieäc khuyeách ñaïi gen Invertase bôûi caëp primer Gic vôùi kích thöôùc cuûa band 
ñieän di laø 226bp ñaõ phuø hôïp vôùi keát quaû cuûa Hsu – Yanglin vaø coäng taùc vieân (2000).  

  



KEÁT LUAÄN VAØ ÑEÀ XUAÁT 
Keát luaän 

- Söû duïng kyõ thuaät PCR ñaõ cho pheùp chaån ñoaùn söï xuaát hieän cuûa gen Invertase vaø gen CryIA(b) 
vôùi caùc thaønh phaàn hoùa chaát vaø chu trình nhieät cuï theå ñoái vôùi töøng caëp primer ñaõ ñöôïc tìm ra. 

- Vôùi primer Gic chuyeân bieät cho gen Invertase, taát caû caùc loâ saûn phaåm ñöôïc phaân tích ñeàu xuaát 
hieän band kích thöôùc 226bp treân gel ñieän di  

- Vôùi primer Bt chuyeân bieät cho gen cryIA(b), maãu coù daáu hieäu chuyeån gene seõ xuaát hieän band 
kích thöôùc 226bp treân gel ñieän di  

Moät soá ñeà xuaát 
- Tieáp tuïc thöû nghieäm vôùi soá maãu lôùn hôn treân nhieàu loâ saûn phaåm baép nhaäp khaåu vaøo Vieät Nam 

ñeå coù theâm cô sôû ñaùnh giaù hieän traïng caùc saûn phaåm baép chuyeån gen. 
- Söû duïng phöông phaùp chaån ñoaùn gen ñaõ xaây döïng ñeå xaùc ñònh söï coù maët cuûa gen laï treân nhieàu 

ñoái töôïng khaùc. 
- Nhaø nöôùc ta caàn ban haønh luaät an toaøn sinh hoïc ñeå coù theå quaûn lyù toát saûn phaåm bieán ñoåi di 

truyeàn. 
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