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TÓM TẮT 

Hiện nay nhu cầu sử dụng thực phẩm chay ngày càng tăng cao với sự chú trọng đến “tính 

thuần chay”, nghĩa là không lẫn bất kì thành phần nào có nguồn gốc từ động vật. Đây là một 

đặc tính quan trọng trong chế biến và sản xuất thực phẩm chay. Với mục đích kiểm tra có hoặc 

không sự hiện diện của thành phần động vật trong thực phẩm chay, chúng tôi tiến hành xây 

dựng quy trình phát hiện sự hiện diện của thành phần động vật dựa trên kĩ thuật PCR khuếch đại 

vùng 16S rDNA ty thể bằng cặp mồi TP1 và TP2 có tính phổ quát và đặc hiệu với 16S rDNA ở 

hầu hết các loài động vật. Kết quả cho thấy, bước đầu xây dựng thành công quy trình phát hiện 

DNA động vật lẫn trong thực phẩm chay. Quy trình được hình thành sơ bộ này đã được thử 

nghiệm trên 11 mẫu được dán nhãn là thực phẩm chay thu nhận từ chợ và một số công ty chế 

biến thực phẩm chay trên thị trường; Kết quả ghi nhận 4/11 mẫu thực phẩm chay nhiễm thành 

phần có nguồn gốc động vật (chiếm 36,36%). Qua đó, quy trình này có thể khẳng định đủ cơ sở 

khoa học để triển khai trên một số lượng mẫu lớn hơn trong thực tế. 

Từ khóa: 16S rDNA ty thể, thực phẩm chay, PCR, động vật, thực vật. 

ABSTRACT 

The demand for using vegetarian foods more and more increase nowadays with focusing to 

the veganism that mean don’t contain any ingredients have origin from animals that is an 

important feature in the processing and production of vegetarian foods. For this purpose, we 

check whether have or not presence of animal ingredients in vegetarian food. PCR assay that 

are specific to detect the presence of ingredients animal were designed basing on 16S rDNA 

gene of the mitochondrial DNA genome by primer TP1 and TP2. Oligonucleotide primers that 

are universal and specific for 16S rDNA gene in most of animals. As the results, assay was 

initially successfully established for detecting animal- origin components in vegetarian foods. 

We experimentally tested and detected animal ingredients in 11 samples vegetarian food from 

the market and vegetarian food companies, as the results, 4/11 samples (counting for 36.36%) 

contain the animal ingredients. In addition, we conducted sequencing and indentified 

successfully this ingredient originating from Sus scrofa and Gallus gallus. According to this 

sequencing  result that are completely accordant, we affirm primer-specific amplification in this 

study can be apply to experiment on the large number of samples in the reality. 

Keywords: mitochondrial 16S rDNA, vegetarian food, PCR, animal, plant. 
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1. Giới thiệu 

Thực phẩm chay được hiểu là thực phẩm 

không chứa các thành phần có nguồn gốc từ 

động vật
[1]

. Thuật ngữ “ăn chay” được biết đến 

nhiều ở đạo Phật và nhiều tôn giáo khác dưới 

nhiều hình thức “ăn chay” khác nhau
[1]

. Về xu 

hướng ăn chay hiện nay ngày càng gia tăng ở 

nhiều quốc gia trên thế giới cũng như ở Việt 

Nam. Lý do của sự gia tăng này là do ăn chay 

là một phương thức trong việc phòng chống 

các bệnh tật nguy hiểm liên quan đến tim 

mạch, cao huyết áp, ung thư,…
[2][3][4]

. Nắm bắt 

được xu thế phát triển, thị trường ngày càng 

xuất hiện nhiều sản phẩm chay với mẫu mã đa 

dạng, phong phú như: thịt gà chay, heo chay, 

bò viên chay,… Tuy nhiên, “tính thuần chay” 

lại không được đảm bảo, đặc biệt là chưa có 

một cơ quan thẩm quyền nào đảm bảo trong 

thực phẩm chay không lẫn bất kỳ một thành 

phần có nguồn gốc động vật. Do đó, một số 

công ty thực phẩm chay với mục đích để đảm 

bảo “thương hiệu” phải gửi mẫu thực phẩm 

(sản phẩm và/hoặc nguyên liệu sản xuất) sang 

nước ngoài để kiểm định. Xuất phát từ nhu cầu 

thực tế trên, việc nghiên cứu và phát triển một 

quy trình nhằm kiểm định sự hiện diện có 

thành phần có nguồn gốc từ động vật trong 

thực phẩm chay là cần thiết.  

Trên thế giới, phương pháp PCR 

(polymerase chain reaction) là phương pháp 

thông dụng được nhiều tác giả sử dụng để 

khuếch đại trình DNA đích của các thành phần 

có nguồn gốc từ động vật. Một số các trình tự 

đích được sử dụng như gen Cytochrome b của 

bộ gen ty thể
[5][6]

, 12S rDNA của ty thể 
[7][8]

, 

16S rDNA ty thể 
[9][10]

… Trong nghiên cứu 

này, 16S rDNA ty thể được chọn làm trình tự 

DNA đích cho phản ứng PCR, lý do cho sự lựa 

chọn này (1) 16S rDNA có tính phổ quát, tính 

bảo tồn cao trong cùng một loài, chúng thay 

đổi chậm theo thời gian
[11][12]

; (2) Số lượng 

nhiều bản sao 16S rDNA trong tế bào
[11]

… Do 

đó, mục đích của nghiên cứu này bao gồm xây 

dựng quy trình phát hiện thành phần có nguồn 

gốc từ động vật trong thực phẩm chay và bước 

đầu quy trình này được kiểm tra tính thuần 

chay trên các mẫu thực phẩm chay thu nhận 

trên thực tế. 

 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên 

cứu 

Vật liệu 

Mẫu chứng dương bao gồm mẫu động 

vật là thịt gà và thịt heo. Mẫu chứng âm là 

mẫu thực vật. Mẫu thực tế là các mẫu thực 

phẩm chay thu mua ngẫu nhiên từ các công ty 

sản xuất thực phẩm chay từ công ty Âu Lạc, từ 

chợ Thủ Dầu Một và siêu thị. 

Thiết kế mồi 

Trình tự mồi xuôi và mồi ngược được 

thiết kế dựa trên 16S rDNA ty thể trên Ngân 

hàng Genbank (NCBI: http://ncbi.nlm.nih.gov/) 

của các loài động vật bao gồm gà (KF908854, 

AB489247,…), heo (JN714132, KC208030, 

KF799977…), bò (KF799979,…) bằng các 

phần mềm trực tuyến như Primer3(v.0.4.0) 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Mồi sau 

khi thiết kế được đánh giá các thông số vật lý 

như độ dài, nhiệt độ nóng chảy, phần trăm GC, 

năng lượng hình thành các cấu trúc bậc hai… 

bằng phần mềm trực tuyến IDT 

(http://sg.idtdna.com/analyzer/Applications/Oli

goAnalyzer/). Đồng thời tính đặc hiệu được 

kiểm tra bằng chương trình BLAST (NCBI: 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) v.v.  

Tách chiết DNA  

DNA được tách chiết theo phương pháp 

Phenol-Chloroform
[13][14]

. Tất cả các mẫu dùng 

để tách DNA đều được lần lượt rửa sạch bằng 

nước, cồn 70
o
 và dung dịch PBS (Phosphate 

buffer saline). Sau khi rửa sạch, các mẫu được 

cắt và giã nhuyễn thành một mẫu đồng nhất. 

2,0 g mẫu dịch này huyền phù với 4 ml dung 

dịch đồng nhất mẫu (NaCl 5M, Tris-HCl 1M, 

EDTA 0.5M, ddH2O). Sau khi đồng nhất, hút 

750 µl dịch chuyển vào ống eppendorf mới, bổ 

sung 20 µl SDS 10% và 20 µl proteinase K (1 

mg/ml), ủ qua đêm ở nhiệt độ 65
o
C. Sau đó, 

250 µl NaCl bão hòa được bổ sung, ủ mẫu ở 

4
o
C trong 30 phút, ly tâm 10.000 vòng/phút 

trong 15 phút. Chuyển 500 µl dịch vào ống 

eppendorf khác và bổ sung với 500 µl hỗn hợp 

Phenol:chloroform:isoamylalkohol (25:41:1) 

đảo nhẹ ống, ly tâm 13.000 vòng/phút trong 10 

phút (lặp lại 2-3 lần), thêm 500 µl Chloroform, 

đảo nhẹ ống và ly tâm 13.000 vòng/phút trong 
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10 phút. Quá trình tủa được thực hiện với 

NH4OAc và Isopropanol ở nhiệt độ -20
o
C 

trong vòng 2 giờ. Sau đó, tiến hành ly tâm thu 

tủa và lưu giữ DNA trong dung dịch TE cho 

những thí nghiệm sau này. Nồng độ DNA 

được xác định thông qua phương pháp đo OD 

và kiểm tra độ tinh sạch thông qua trị số 

A260/A280. 

 

Phản ứng PCR 

Phản ứng PCR được thực hiện với chu 

trình nhiệt sau: 1 chu kỳ với nhiệt độ 95
o
C 

trong 5 phút; 35 chu kỳ với nhiệt độ 95
o
C 

trong 30 giây, 67
o
C trong 1 phút, 72

o
C trong 1 

phút; 1 chu kỳ 72
o
C trong 5 phút. Thành phần 

phản ứng PCR được thể hiện ở Bảng 1. Sản 

phẩm PCR được điện di trên gel agarose 1,5% 

và giải trình tự tại công ty Nam Khoa. 

Bảng 1. Thành phần phản ứng PCR 

Thành phần Lượng 

Master mix (2X) 7,5 µl 

Mồi xuôi (10 µM) 0,5 µl 

Mồi ngược (10 µM) 0,5 µl 

DNA mạch khuôn 1,0 µl 

ddH2O 5,5 µl 

Tổng thể tích 15,0 µl 

 

3. Kết quả và thảo luận 

Mồi, đánh giá các đặc tính của mồi 

Trình tự mồi để khuếch đại 16S rRNA ty 

thể có trình tự: mồi xuôi (TP1) 5'-

CCYAGGGATAACAGCGCAATC-3’ và mồi 

ngược (TP2) 5’-

TCCGGTCTGAACTCAGATCAC-3’ (Trong 

đó, Y thay thế cho C và T). Các đặc tính vật lý 

mồi được đánh giá bằng phần mềm IDT thể 

hiện ở Bảng 2. 

 

Bảng 2. Các đặc tính vật lý của mồi TP1 và TP2 

Mồi Chiều dài (bp) %GC Tm (
o
C) (1) (2) (3) 

TP1 21 54,7 56,9 0,81 -11,53 
-4,64 

TP2 21 52,4 56,2 -2,00 -9,75 

Ghi chú: Tm: nhiệt độ nóng chảy; (1) ΔG của cấu trúc kẹp tóc (hairpin-loop) (kcal.mole
-1

); (2) ΔG của 

cấu trúc self-dimer (kcal.mole
-1

); (3) ΔG của cấu trúc hetero-dimer (kcal.mole
-1

). 
 

Dựa trên kết quả Bảng 2, các giá trị vật 

lý về chiều dài, %GC, nhiệt độ nóng chảy và 

sự chênh lêch nhiệt độ nóng chảy đều thỏa 

mãn các yêu cầu trong thiết kế mồi
[15]

. Về ΔG 

phần lớn đều thỏa mãn lớn hơn -9 kcal.mol
-1

, 

ngoại trừ năng lượng hình thành cấu trúc tự 

bắt cặp của TP1, TP2. Tuy nhiên, khi tiến hành 

kiểm tra bằng phần mềm trực tuyến, cấu trúc 

tự bắt cặp xảy ra ở đầu 5’ và giá trị này không 

chênh lệch quá nhiều so với yêu cầu. Do đó, 

cặp mồi này vẫn được sử dụng và kiểm tra tính 

đặc hiệu. Tính đặc hiệu được tiến hành kiểm 

tra bằng chương trình BLAST và Annhyb đều 

cho thấy khả năng bắt cặp đặc hiệu trên 16S 

rDNA ở các loài động vật với mức độ tương 
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đồng đạt 100% (Hình 1) và không bắt cặp trên 

các trình tự 16S rDNA thực vật như bắp cải, 

ngò, rau dền, đậu hủ… (Dữ liệu không trình 

bày). Đồng thời khi kiểm tra bằng phần mềm 

ClustalX, kết quả cho thấy cặp mồi bắt cặp 

chuyên biệt đối với các trình tự 16S rDNA từ 

động vật (Dữ liệu không trình bày). Dựa trên 

những kết quả thu nhận được, mồi TP1 và TP2 

vẫn được chọn để sử dụng cho các thực 

nghiệm sau này. 

 

Hình 1. (a) Sự bắt cặp của TP1 và TP2 lên trình tự 16S rRNA của Gallus Gallus (Mã số 

truy cập trên Genbank: AP003321). Vị trí Y trong cặp mồi TP1 tương thích với C trong 

trình tự bắt cặp; Kết quả BLAST (b) cặp mồi TP1 và (c) TP2 thể hiện tính đặc hiệu 

 

 

 

 

30     TẠP CHÍ KHOA HỌC TRƯỜNG ĐẠI HỌC MỞ TP.HCM – SỐ 9 (1) 2014



 
       

Xây dựng quy trình thực nghiệm tách 
chiết DNA và khuếch đại trình tự đích 

Tổng số mẫu thực nghiệm là 5 mẫu bao 

gồm 2 mẫu gà (ký hiệu 1, 2), 2 mẫu heo (ký 

hiệu 3, 4) và mẫu thực vật (ký hiệu 5), các mẫu 

này được tách theo phương pháp 

Phenol/chloroform. Kết quả tách chiết được 

kiểm tra bằng giá trị OD và tỷ số A260/A280 

(Bảng 3).   

Bảng 3. Giá trị OD và trị số A260/A280 của các mẫu tách chiết 

Mẫu OD260 A260/A280 CDNA (µg/ml) 

1 0,013 1,66 33,55 

2 0,063 1,88 158,8 

3 0,047 2,00 117,0 

4 0,018 1,51 44,0 

5 0,028 1,57 70,5 

 

Giá trị A260/A280 của các mẫu tách đều 

có giá trị nằm trong khoảng 1,8 đến 2,0 (các 

mẫu 1, 2, 3), một số mẫu (mẫu 4, 5) có giá trị 

bé hơn 1.8, điều này nghĩa là sản phẩm tách 

chiết DNA ở các mẫu này nhiễm protein. Tuy 

nhiên, các mẫu này vẫn thực hiện PCR khuếch 

đại trình tự đích. Kết quả điện di sản phẩm 

PCR được thể hình Hình 2. 

Hình 2. Kết quả điện di sản phẩm PCR  

của các mẫu nhằm khảo sát khả năng bắt cặp của mồi 

 
 

Ghi chú: LAD: thang DNA 100 bp; (-): giếng đối chứng âm (không chứa DNA). 

Kết quả sản phẩm PCR cho thấy ở các 

mẫu động vật: mẫu 1, 2, 3, 4 đều có một băng 

sáng rõ với kích thước là 149 bp. Điều này cho 

thấy mồi TP1, TP2 đã khuếch đại được sản 

phẩm mục tiêu 16S rDNA. Trong khi đó, ở 

mẫu thực vật (bắp cải) và ở giếng đối chứng 

âm (-) không thấy xuất hiện băng nào. Điều 

này cho thấy cặp mồi TP1 và TP2 đặc hiệu với 

trình tự đích 16S rDNA và không khuếch đại 

được trình tự đích ở các mẫu thực vật trên cả 

lý thuyết và thực nghiệm. Để khẳng định tính 

đặc hiệu này, một mẫu sản phẩm PCR được 

tiến hành giải trình tự tại công ty Nam Khoa 

(mẫu 1) (Hình 3). 

 

Hình 3. Kết quả giải trình tự mạch xuôi (mồi TP1) của sản phẩm PCR mẫu 1 
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Dựa trên kết quả giải trình tự Hình 3, kết 

quả cho thấy các peak của sản phẩm đều rất rõ 

ràng chỉ trừ một đoạn số nucleotide phần đầu. 

Điều này có thể giải thích, tại vị trí đoạn mồi 

bắt cặp, khi giải trình tự tín hiệu vùng này 

không rõ ràng. Tuy nhiên, phần đọc được 

(đoạn giữa trình tự) rất rõ ràng và hoàn toàn 

đặc hiệu khi được tiến hành kiểm tra bằng 

chương trình BLAST. Kết quả BLAST cho 

thấy, đoạn trình tự này tương đồng rất cao với 

trình tự 16S rDNA ty thể của loài Gallus gallus 

(Mã số truy cập: KF981434) với độ tương 

đồng đạt 98%, giá trị E-value gần bằng 0 

(Ident=98%, E-value=4e-46). Ngoài ra, chúng 

tôi tiến hành kiểm tra sự tương đồng với các 

trình tự 16S rDNA của gà thu nhận từ Ngân 

hàng Genbank đều cho thấy độ tương đồng rất 

cao (Hình 4.). Do đó, kết quả trình tự 16S 

rDNA này tương đồng với loài gà (Gallus 

gallus) hay nói cách khác DNA tách và khuếch 

đại đúng với mẫu thịt gà. 

 

Hình 4. Kết quả sắp gióng cột trình tự sản phẩm PCR-TP1  

với các trình tự 16S rDNA của gà (Gallus gallus) 

 

 

Như vậy, dựa trên các kết quả đánh giá 

lý thuyết và kết quả thực nghiệm, chúng tôi 

nhận thấy đã bước đầu thành công trong việc 

xây dựng quy trình thực nghiệm khuếch đại 

đoạn trình tự đích 16S rDNA nhằm phát hiện 

thành phần động vật hiện diện trong thực 

phẩm chay. 

 

Kết quả thực nghiệm trên các mẫu 
thực tế 

Sau khi xây dựng được quy trình thực 

nghiệm, bước đầu tiến hành thử nghiệm trên 

11 mẫu thu mua ở chợ, công ty sản xuất thực 

phẩm chay và siêu thị trên địa bàn Thủ Dầu 

Một. Kết quả kiểm tra được thể hiện trên bảng 

điện di Hình 5. 

 

Hình 5. Kết quả kiểm tra sự hiện diện thành phần động vật trên các mẫu thực nghiệm 

 
 

Ghi chú: (1) (2) (3) (4) (5) là các mẫu thu nhận từ cửa hàng sản xuất thực phẩm chay Âu Lạc lần lượt là 

đùi gà xả chay, thịt nạc kho chay, sườn ram chay, bò kho chay, pate gan ngỗng chay; (6) (7) (8) là các 

mẫu thu mua tại chợ lần lượt là heo chiên chay, chả trứng vịt chay, chả cá chay; (12) (13) (14) là các 

mẫu thu mua tại siêu thị lần lượt là gà cục chay, bột xù và thịt gà xé chay; (9) (11) (15) là chứng dương 

lần lượt là thịt heo, thịt gà, hỗn hợp trộn thịt gà và thịt heo; (11) là đối chứng âm, cải bắp; (-) giếng 

chứng âm không chứa DNA. 
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Dựa trên kết quả Hình 5, các mẫu thực 

phẩm chay ở chợ đều xuất hiện một băng ở 

kích thước 149 bp (3/3 mẫu nhiễm); ở các mẫu 

thu nhận từ siêu thị, có duy nhất 1 mẫu (mẫu 

số 12) (1/3 mẫu nhiễm) xuất hiện một băng 

149 bp với độ sáng tương đối mờ; ở các mẫu 

thu nhận từ công ty sản xuất thực phẩm chay 

Âu Lạc không thấy xuất hiện băng nào cả (0/5 

mẫu nhiễm). Độ sáng không đồng đều ở các 

mẫu bị nhiễm được giải thích là do hàm lượng 

protein động vật nhiễm trong các mẫu khác 

nhau, nồng độ DNA tách được không giống 

nhau, dẫn đến sự khuếch đại các băng có độ 

sáng khác nhau. Đối với mẫu chứng dương 

đều hoàn toàn xuất hiện băng với kích thước 

149 bp sáng, mẫu chứng âm không xuất hiện. 

Như vậy, tỷ lệ số mẫu nhiễm protein động vật 

đạt 4/11 mẫu chiếm 36,36%, trong đó các mẫu 

ở chợ tỷ lệ nhiễm 100%, siêu thị nhiễm 

33,33% và công ty sản xuất nhiễm 0%. Để 

khẳng định hơn về kết quả, một mẫu đại diện 

được tiến hành giải trình tự có xuất hiện băng 

(mẫu số 7). Kết quả giải trình tự được kiểm tra 

bằng chương trình BLAST. Kết quả kiểm tra 

BLAST cho thấy, mẫu sản phẩm tương đồng 

với 16S DNA của Sus scrofa với giá trị tương 

đồng cao đạt 98% và giá trị E-value gần bằng 

0 (Ident=98%, E-value=4e-51) và độ tương 

đồng cao với các trình tự 16S DNA của heo khi 

kiểm tra bằng chương trình ClustalX (Dữ liệu 

không trình bày). 

4. Kết luận 

Quy trình phát hiện thành phần có nguồn 

gốc từ động vật dựa trên kỹ thuật sinh học 

phân tử PCR trên gen mục tiêu 16S DNA đã 

bước đầu xây dựng thành công với độ đặc hiệu 

cao. Đồng thời, quy trình được áp dụng để 

kiểm tra thử nghiệm trên các mẫu thực tế thu 

nhận trên địa bàn Thủ Dầu Một, Bình Dương. 

Kết quả bước đầu cho thấy tỷ lệ nhiễm đạt 

36,36% (4/11 mẫu nhiễm). Để ứng dụng quy 

trình này rộng rãi trong thực tế, trong các 

nghiên cứu sắp tới, chúng tôi sẽ tiếp tục tối ưu 

hóa quy trình tách chiết đối với nhiều loại mẫu 

(thực phẩm khác nhau) cũng như thiết kế 

chứng nội nhằm khẳng định tính tin cậy của 

quy trình. 
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