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Mở đầu

Motif ANK là một trong những motif protein được bảo 
tồn và phân bố đa dạng nhất trong các loài sinh vật, từ virus 
đến người [1]. Hầu hết protein ANK chứa 2-6 motif ANK 
lặp lại, số lần lặp lại lớn nhất được biết đến là 34 [2]. Các 
protein tín hiệu Swi6/Cdc10 và Notch là các protein ANK 
đầu tiên được phát hiện từ nấm men và Drosophila [3]. Sau 
đó, những protein này được đặt tên từ việc phát hiện 24 
motif ANK trong protein ANK [4].

Ở người và động vật, protein ANK có ý nghĩa quan trọng 
và vai trò sinh học đa dạng. Chúng tham gia vào kiểm soát 
con đường sống sót của tế bào, điều hòa phiên mã [5]. Một 
số protein ANK trực tiếp tham gia vào ngăn ngừa sự phát 
triển của ung thư [6]. Hơn nữa, protein ANK còn là các 
thành phần quan trọng của kênh ion và vận chuyển phức 
hợp tín hiệu trong hệ thống tim mạch [7]. 

So với rất nhiều công bố về protein ANK được tìm thấy 
ở người và động vật, chỉ có một số lượng nhỏ protein ANK 
đã được nghiên cứu chức năng ở thực vật, tuy nhiên cơ chế 
hoạt động của motif ANK vẫn chưa được làm rõ. Protein 
có nguồn gốc thực vật đầu tiên được báo cáo là AKR từ 

Arabidopsis, đóng vai trò điều hòa trong quá trình biệt hóa 
tế bào và phát triển của cây [8]. NPR1 mã hóa một loại 
protein ANK mới, giữ vai trò trung tâm trong hệ thống 
phòng ngự qua trung gian axit salicylic ở Arabidopsis [9]. 
ANKR2 cũng từ Arabidopsis có thể tham gia vào việc điều 
hòa chuyển hóa chống oxy hóa trong kháng bệnh và phản 
ứng với stress. Một số protein ANK tham gia vào sự biệt 
hóa tế bào và sự phát triển của cây [10], hình thành và phát 
triển rễ, trong khi đó LIANK đóng vai trò quan trọng đối 
với sự nảy mầm của phấn hoa và phát triển ống phấn ở cây 
Lily [11]. Một số protein ANK khác liên quan đến các cơ 
chế phản ứng với stress và kháng bệnh ở Arabidopsis, hạt 
tiêu và cà chua. 

Lúa (Oryza sativa L.) là một trong những cây trồng quan 
trọng nhất, cung cấp lương thực cho hơn 50% dân số thế 
giới và là cây mô hình cho các nghiên cứu về biểu hiện 
và chức năng gen. Mặc dù một số lượng lớn gen mã hóa 
protein miền ankyrin đã được xác định ở lúa nhưng mới 
chỉ có 2 protein ANK được nghiên cứu chức năng ở lúa. 
XB25 là một protein liên kết có khả năng tương tác với 
miền xuyên màng của protein XA21, cần thiết để duy trì 
khả năng kháng vi khuẩn Xanthomonas oryzae, tác nhân 
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gây ra bệnh bạc lá ở lúa [12]. Protein thứ hai là OsCBT 
hoạt động như một yếu tố điều hòa tăng cường phiên mã 
[13]. Ngoài ra, gen OsPIANK1 được biết đến liên quan tới 
việc điều chỉnh đáp ứng kháng bệnh đạo ôn [14]. Cùng với 
sự phát triển của khoa học và công nghệ, sự ra đời của các 
thế hệ giải trình tự mới trong những năm gần đây đã tạo 
điều kiện cho hàng loạt các dự án giải trình tự các giống lúa 
khác nhau trên thế giới, cung cấp cơ hội tuyệt vời cho các 
phân tích trên toàn hệ gen. Bằng cách phân tích các bộ dữ 
liệu ở lúa, Huang và cs (2009) [11] đã xác định được 175 
gen OsANK dựa vào thành phần miền protein. Kết quả phân 
tích GWAS các tính trạng năng suất của một tập đoàn lúa 
bản địa Việt Nam đã xác định được một số QTLs liên quan 
đến sự phân nhánh của bông và số hoa trên bông. Trong 
đó đáng chú ý là QTL9 liên kết với cả 2 tính trạng quan 
trọng quyết định trực tiếp đến năng suất lúa: số gié thứ cấp/
bông và số hoa/bông [15]. 11 gen tiềm năng được xác định 
bằng phân tích tin sinh, sử dụng các dữ liệu phiên mã có sẵn 
(http://qtaro.abr.affrc.go.jp/, http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/
field-development.php?featurenum=16794) và các dữ liệu 
RNA-seq của Trung tâm Nghiên cứu phát triển Pháp. Trong 
số đó, duy nhất gen SPOTTED LEAF 11 (SL11) đã được 
xác định chức năng liên quan đến điều chỉnh việc nở hoa 
ở lúa, thông qua tương tác với gen SPIN1. Ngoài ra, có 5 
gen mã hóa protein miền ANK, một gen mã hóa Cytokinin-
O-glucosyltransferase biểu hiện mạnh ở rễ và lá, 1 gen liên 
quan đến độ xòe của lá và 3 gen mã hóa protein miền TPR 
(tetratricopeptide repeat) nhưng chưa biết chức năng. Phân 
tích biểu hiện 11 gen này ở 2 nhóm lúa có cấu trúc bông 
tương phản (bông to và bông nhỏ) cho thấy 2 gen mã hóa 
protein miền ankyrin (đặt tên là OsANK1 và OsANK2) có 
biểu hiện trái ngược nhau, gen OsANK1 biểu hiện mạnh hơn 
ở nhóm lúa có cấu trúc bông to, ngược lại gen OsANK2 
biểu hiện cao hơn ở nhóm lúa bông nhỏ. Bên cạnh đó, sử 
dụng kỹ thuật Gene Capture kết hợp với giải trình tự vùng 
QTL9 ở 2 nhóm lúa đã xác định được một số SNPs ở 2 gen 
(kết quả chưa công bố). Giả thiết đặt ra là gen OsANK1 và 
OsANK2 có thể liên quan đến cấu trúc bông lúa, trong đó 
gen OsANK1 đóng vai trò như một yếu tố làm tăng cường 
khả năng phân nhánh của bông, còn gen OsANK2 có tác 
động ngược lại (gây ức chế quá trình này). 

Cấu trúc bông lúa là một tính trạng nông học phức tạp 
được quy định bởi nhiều gen. Để xác định chức năng của hai 
gen OsANK1 và OsANK2 liên quan đến cấu trúc bông lúa, 
cách tiếp cận hiệu quả nhất là tiến hành bất hoạt riêng rẽ và 
đồng thời cả hai gen. CRISPR/Cas9 là công cụ chỉnh sửa 
gen tiến bộ nhất ở thực vật hiện nay, cho phép bất hoạt đồng 
thời nhiều gen [16, 17]. Đã có nhiều nghiên cứu sử dụng 
công nghệ CRISPR/Cas9 để bất hoạt các gen không mong 
muốn nhằm tạo giống lúa mới năng suất cao. Để chỉnh sửa 
nhiều gen, Xie và cs (2015) [17] đã xây dựng các cấu trúc 
PTG chứa các đoạn lặp tRNA-gRNA scaffold để tạo đồng 
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Abstract:

The ankyrin repeat is one of the most common protein 
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thời nhiều sgRNA ở lúa. Sau khi các cấu trúc này được 
phiên mã trong tế bào thực vật, hệ thống tRNA-processing 
RNases nội sinh sẽ nhận biết thành phần tRNA và cắt chính 
xác, giải phóng các sgRNA. Kết quả thử nghiệm cho thấy, 
phương pháp này cho phép bất hoạt đồng thời 4 gen với hiệu 
suất chỉnh sửa trên cả hai alen từ 57% trở lên. Trong nghiên 
cứu này, các cấu trúc PTG đã được xây dựng nhằm ứng 
dụng công nghệ CRIPSR/Cas9 để nghiên cứu chức năng 
của hai gen OsANK1 và OsANK2. Hai gRNA được thiết kế 
để gây đột biến tại 2 điểm trong vùng exon 4 mã hóa motif 
ANK của mỗi gen. Các cấu trúc PTG được xây dựng thành 
công để bất hoạt 2 gen OsANK1, OsANK2 riêng rẽ hoặc 
đồng thời cả 2 gen. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

Oligonucleotide có nguồn gốc từ Công ty Macrogen 
(Hàn Quốc). Plasmid pGTR được sử dụng làm ADN khuôn 
cho các phản ứng PCR khuếch đại các mảnh thành phần, 
plasmid pRGEB32 được sử dụng làm vector biểu hiện đồng 
thời Cas9 và cấu trúc PTG [16]. Các hóa chất khác có nguồn 
gốc từ QIAGEN, NEB và Thermo Scientific.

Phương pháp

Thiết kế gRNA: các trình tự gRNA spacer được thiết kế 
bằng phần mềm CRISPRdirect (http://crispr.dbcls.jp/) bằng 
cách nhập dữ liệu của vùng gen OsANK1 và OsANK2 của 
giống lúa Nipponbare. Số hiệu GenBank của 2 vùng gen 
OsANK1 và OsANK2 lần lượt là: AP014958.1: 17203282-
17202908 và AP014958.1: 17333775-17333401. Để xem 
xét khả năng cắt không đặc hiệu (off-target) của gRNA 
spacer đối với thể gen của giống lúa Nipponbare, thông số 
“Specificity check” được lựa chọn là: Rice (Oryza sativa ssp. 
japonica) genome, Os-Nipponbare-Reference-IRGSP-1.0 
(Oct, 2011). Các trình tự gRNA spacer có chỉ số off-target 
thấp nhất được lựa chọn.

Thiết kế mồi: các mồi được thiết kế để nối các mảnh tạo 
cấu trúc gRNA bằng công nghệ Golden Gate theo nghiên 
cứu của Xie và cs (2015) [17].

Tổng hợp PTG bằng Golden Gate:

Nguyên tắc của phương pháp Golden Gate tổng hợp 
PTG được trình bày trong hình 1. (A) Cách thiết kế mồi đặc 
hiệu cho mỗi gRNA spacer với 4 bp gối lên nhau trong phản 
ứng nối Golden Gate. Hai mồi thành phần tạo một gRNA 
spacer gối lên nhau dựa vào 4 nucleotide liên tiếp bất kỳ 
trong vùng spacer. (B) Nguyên tắc tạo một cấu trúc gRNA 
spacer hoàn chỉnh bằng Golden Gate. Sau khi các mảnh 
thành phần được khuếch đại bằng PCR và cắt bằng BsaI, 
đầu dính dài 4 nucleotide được tạo thành giúp nối 2 mảnh 
thành phần để tạo thành một cấu trúc gRNA hoàn chỉnh. 
Trình tự ADN trong hộp thể hiện điểm cắt của BsaI. (C) Sơ 
đồ quy trình tổng hợp cấu trúc PTG hoàn chỉnh bằng Golden 
Gate. Một cấu trúc PTG với (n-1) gRNA được chia thành n 
mảnh thành phần. Mỗi mảnh thành phần được khuếch đại 
bằng mồi đặc hiệu chứa điểm cắt của BsaI, ngoại trừ 2 vùng 
đầu và cuối của một cấu trúc sử dụng mồi chứa điểm cắt của 
FokI (L5AD5-F và L3AD5-R). Những mảnh PCR này được 
nối với nhau bằng Golden Gate để tạo ra PTG hoàn chỉnh. 
Sản phẩm của phản ứng tiếp tục được khuếch đại bằng mồi 
S5AD5-F và S3AD5-R. Sau khi được cắt bằng FokI, sản 
phẩm PCR được chèn vào vector pRGEB32 đã được cắt mở 
vòng bằng BsaI để tạo cấu trúc PTG hoàn chỉnh.

PCR khuếch đại các mảnh thành phần: trong nghiên cứu 
này, mỗi gen được chỉnh sửa bằng hai gRNA tại hai vị trí 
lân cận nhau. 

Các mảnh tạo cấu trúc gRNA bất hoạt gen OsANK1 
(ANK-1), OsANK1 (ANK-2) và bất hoạt đồng thời gen 
OsANK1 và OsANK2 [ANK(1+2)] được khuếch đại bằng 
phản ứng PCR sử dụng Phusion High-Fidelity DNA 
Polymerase (Thermo Scientific) với cặp mồi tương ứng 
(bảng 1). Thành phần phản ứng PCR có thể tích 50 µl, bao 
gồm 10 µl 5X Phusion HF Buffer; 1 µl 10 mM dNTPs; 
2,5 µl 10 µM mồi xuôi; 2,5 µl 10 µM mồi ngược; 0,5 µl 
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase và 0,1 ng plasmid 
pGTR. Sau đó, phản ứng được thực hiện với chương trình 
nhiệt: 98ºC, 2 phút; 35 chu kỳ (98ºC, 10 giây; 50ºC, 20 giây; 
72ºC, 20 giây); 72ºC, 2 phút 30 giây. 

Các mảnh P1, P2 và P3 được sử dụng để tạo cấu trúc 
ANK-1, các mảnh P4, P5 và P6 được sử dụng để tạo cấu 
trúc ANK-2, các mảnh P1, P2, P5, P6 và P7 được sử dụng 
để tạo cấu trúc ANK(1+2).

Hình 1. Nguyên tắc tạo cấu trúc PTG bằng Golden Gate [16].



6262(7) 7.2020

Khoa học Nông nghiệp

Bảng 1. Các mảnh PCR thành phần cần tổng hợp với cặp 
mồi tương ứng.

Mảnh PCR Mồi xuôi Mồi ngược Ký hiệu
Kích thước 
sản phẩm 
PCR (bp)

P1 L5AD5-F ANK1a-R L5AD-ANK1a 140

P2 ANK1a-F ANK1b-R ANK1a-ANK1b 190

P3 ANK1b-F L3AD5-R ANK1b-L3AD 120

P4 L5AD5-F ANK2c-R L5AD-ANK2c 140

P5 ANK2c-F ANK2d-R ANK2c-ANK2d 190

P6 ANK2d-F L3AD5-R ANK2d-L3AD 120

P7 ANK1b-F ANK2c-R ANK1b-ANK2c 190

Tổng hợp các cấu trúc PTG bằng Golden Gate: sản 
phẩm PCR các mảnh thành phần tiếp tục được tinh sạch 
bằng QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) trước khi 
được đưa vào phản ứng Golden Gate. Thành phần phản 
ứng 20 µl bao gồm: 10 µl 2X T7 DNA Ligase Buffer (132 
mM Tris-HCl, 20 mM MgCl2, 2 mM ATP, 2 mM DTT, 15% 
PEG 6000, pH 7,6); 2 µl Bovine Serum Albumin (1 mg/
ml); 0,5 µl BsaI (10 U/µl); 0,5 µl T7 DNA ligase (3000 U/
µl) 25 ng mỗi mảnh PCR thành phần. Sau đó, phản ứng 
được thực hiện với chương trình nhiệt: 50 chu kỳ (37ºC, 5 
phút và 20ºC, 10 phút ); và sau đó giữ tại 20ºC trong 1 giờ. 
Sản phẩm của phản ứng Golden Gate được pha loãng 10 
lần trong H2O để làm khuôn cho phản ứng PCR khuếch đại 
toàn bộ cấu trúc với cặp mồi S5AD5-F và S3AD5-R. Phản 
ứng PCR có thể tích 50 µl bao gồm: 10 µl 5X Phusion HF 
Buffer; 1 µl 10 mM dNTPs; 2,5 µl 10 µM mồi xuôi; 2,5 
µl 10 µM mồi ngược; 0,5 µl Phusion High-Fidelity DNA 
Polymerase; và 2 µl sản phẩm pha loãng của phản ứng GG. 
Sau đó, phản ứng được thực hiện với chương trình nhiệt: 
98ºC, 2 phút; 35 chu kỳ (98ºC, 10 giây; 60ºC, 20 giây; 72ºC, 
20 giây); 72ºC, 2 phút 30 giây. 

Sản phẩm PCR khuếch đại toàn bộ cấu trúc được tinh 
sạch bằng QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) trước 
khi được cắt bằng FokI (Thermo Scientific). Sản phẩm cắt 
được điện di trên gel agarose 1% để tinh sạch trên gel bằng 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) trước khi được 
nối với vector pRGEB32 đã được cắt bằng BsaI, enzyme 
T4 ADN ligase (Thermo Scientific). Sản phẩm nối sau đó 
được biến nạp vào tế bào khả biến E. coli DH10b (Thermo 
Scientific) bằng phương pháp sốc nhiệt trước khi được trải 
trên đĩa thạch LB có bổ sung kháng sinh kanamycin. Sau 
khi nuôi qua đêm, các dòng tế bào mọc trên đĩa được sàng 
lọc bằng kỹ thuật PCR khuẩn lạc với cặp mồi S5AD5-F 
và S3AD5-R. Các dòng tế bào cho kết quả sàng lọc PCR 
dương tính được nuôi trong môi trường LB lỏng có bổ sung 
kháng sinh kanamycin qua đêm để tách chiết lấy plasmid 
bằng QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN). 

Giải trình tự gen: các dòng plasmid sau đó được gửi đi 
giải trình tự tại Công ty 1st Base Malaysia để kiểm tra tính 
chính xác của cấu trúc.

Kết quả 

Thiết kế gRNA spacer

Để ứng dụng công nghệ CRIPSR/Cas9 chỉnh sửa và 
nghiên cứu chức năng của gen, gRNA spacer được lựa chọn 
cần hạn chế tối đa khả năng phức hợp Cas9-gRNA off-
target. Kết quả cho thấy, dựa vào chỉ số 20mer + PAM được 
trình bày ở bảng 2 và 3, các trình tự gRNA spacer thu được 
đều chỉ bắt cặp đặc hiệu (on-target) đúng một trình tự trên 
thể gen của Nipponbare. Tuy nhiên, dựa vào chỉ số 12mer + 
PAM, vẫn có khả năng off-target xảy ra.  Chỉ số này càng lớn 
thì khả năng off-target càng cao. Do vậy, hai trình tự gRNA 
spacer đối với mỗi gen có chỉ số 12mer + PAM thấp nhất 
đã được lựa chọn: GCCACTGATTTATGCAGTTCTGG 
và CCTCTCCATTTAGCAGTTGAACA đối với 
OsANK-1, GTGGACACAGTCGCAAACCGTGG và 
TGGTGCTATGAAGATTTTATTGG đối với OsANK-2.

Bảng 2. Thiết kế gRNA spacer bất hoạt ANK-1. 

TT Vị trí bắt cặp trên thể 
gen Nipponbare chr2 Trình tự gRNA spacer

Khả năng bắt cặp với các trình tự 
trên thể gen Nipponbare

20mer + PAM 12mer + PAM

1 17203075 - 17203053 CCTCTCCATTTAGCA
GTTGAACA 1 3

2 17203175 - 17203153 GCCACTGATTTATGC
AGTTCTGG 1 3

3 17203216 - 17203194 CCCTGATTTGTTTTT
TTTTCAAT 1 15

4 17202959 - 17202937 CCTGCAAATAATGA
AAGTTGCGA 1 9

5 17202985 - 17202963 TATATTATTTGTTTC
TAGTTTGG 1 7

6 17203279 - 17203257 CCTATCTTTTGTTTG
TTGATAAG 1 18

Ghi chú: trình tự PAM được gạch chân. 20mer + PAM: khả năng gRNA 
spacer bắt cặp 20 nucleotide liên tiếp với trình tự PAM (NGG) trên thể 
gen của giống lúa Nipponbare. 12mer + PAM: khả năng gRNA spacer 
bắt cặp 12 nucleotide liên tiếp với trình tự PAM (NGG) trên thể gen của 
giống lúa Nipponbare.

Bảng 3. Thiết kế gRNA spacer bất hoạt ANK-2.

TT Vị trí bắt cặp trên thể 
gen Nipponbare chr2 Trình tự gRNA spacer

Khả năng bắt cặp với các trình tự 
trên thể gen Nipponbare

20mer + PAM 12mer + PAM

1 17333593 - 17333571 GTGGACACAGTCGCA
AACCGTGG 1 2

2 17313923 - 17313901 TGGTGCTATGAAGATT
TTATTGG 1 7

3 17333637 - 17333659 GGCTTTTCTTGTTTGT
TTTCAGG 1 13

4 17333701 - 17333679 CCCCCGCCCAAAAAA
AAAGGGAA 1 14

5 17333694 - 17333672 CCAAAAAAAAAGGGA
AAAAAAAC 1 37

6 17333704 - 17333682 CCCCCCCCGCCCAAA
AAAAAAGG 1 13
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Thiết kế mồi để tạo cấu trúc gRNA

Sau khi xác định được trình tự gRNA spacer, trình tự 
mồi sử dụng để tạo cấu trúc PTG được thiết kế tương tự như 
nghiên cứu của Xie và cs (2015) [17]. Trình tự các mồi được 
trình bày ở bảng 4.

Bảng 4. Các mồi sử dụng để tạo cấu trúc PTG.

Tên mồi Trình tự (5’-3’)

ANK1a-F TA GGTCTCC GATTTATGCAGTTC gttttagagctagaa

ANK1a-R AT GGTCTCA AATCAGTGGC tgcaccagccgggaa

ANK1b-F TA GGTCTCC CTGCTAAATGGAG gttttagagctagaa

ANK1b-R AT GGTCTCA GCAGTTGAACA tgcaccagccgggaa

ANK2c-F TA GGTCTCC ACAGTCGCAAACCG gttttagagctagaa

ANK2c-R AT GGTCTCA CTGTGTCCAC tgcaccagccgggaa

ANK2d-F TA GGTCTCC TATGAAGATTTTAT gttttagagctagaa

ANK2d-R AT GGTCTCA CATAGCACCA tgcaccagccgggaa

L5AD5-F CG GGTCTC A GGCA GGATG GGCAGTCTG GGCA 
ACAAAGCACCAGTGG

L3AD5-R TA GGTCTC C AAAC GGATG AGCGACAGC AAAC 
AAAAAAAAAA GCACCGACTCG

S5AD5-F CG GGTCTC A GGCA GGATG GGCAGTCTG GGCA

S3AD5-R TA GGTCTC C AAAC GGATG AGCGACAGC AAAC

Gạch chân: trình tự nối giữa các mảnh ADN thành phần.

PCR khuếch đại các mảnh thành phần để tạo các cấu 
trúc gRNA

Trong nghiên cứu này, các mảnh thành phần để tạo các 
cấu trúc gRNA được khuếch đại bằng phản ứng PCR với 
khuôn ADN là plasmid pGTR và các mồi tương ứng (bảng 
1 và 4). Kết quả hình 2 cho thấy, các sản phẩm PCR đều cho 
kết quả phù hợp với tính toán lý thuyết là: 120 bp đối với 
mồi ANK1b-F, L3AD5-R (P3), ANK2d-F và L3AD5-R (P6); 
140 bp đối với mồi L5AD5-F, ANK1a-R (P1), L5AD5-F và 
ANK2c-R (P4); 190 bp đối với mồi ANK1a-F, ANK1b-R 
(P2), ANK2c-F, ANK2d-R (P5), ANK1b-F và ANK2c-R (P7).

Sau đó các mảnh PCR thành phần được trộn với nhau 
để tạo cấu trúc gRNA trong phản ứng Golden Gate sử dụng 
BsaI và T7 ADN ligase. 

Sàng lọc các cấu trúc PTG bất hoạt ANK-1, ANK-2 và 
ANK-(1+2)

Cấu trúc ANK-1 được sàng lọc bằng cặp mồi ANK1a-F 
và ANK1b-R cho sản phẩm PCR có kích thước lý thuyết 
là 200 bp. Cấu trúc ANK-2 được sàng lọc bằng cặp mồi 
ANK2c-F và ANK2d-R với sản phẩm PCR 200 bp. Cấu 

trúc ANK(1+2) được sàng lọc bằng cặp mồi ANK1a-F và 
ANK2d-R với sản phẩm PCR 550 bp. Kết quả (hình 3) cho 
thấy, 6/22 dòng cho kết quả dương tính với cấu trúc ANK-
1, 20/22 dòng cho kết quả dương tính với cấu trúc ANK-2, 
12/23 dòng cho kết quả dương tính với cấu trúc ANK(1+2).

Hình 3. Kết quả sàng lọc các dòng E. coli mang cấu trúc 
PTG bất hoạt ANK-1, ANK-2 và bất hoạt đồng thời ANK-1 
và ANK-2 bằng kỹ thuật PCR khuẩn lạc sử dụng lần lượt 
các cặp mồi ANK1a-F*ANK1b-R, ANK2c-F*ANK2d-R và 
ANK1a-F*ANK2d-R. 1-24: sàng lọc cấu trúc ANK-1, trong đó: 
1 là âm tính, 24 là dương tính; 26-49: sàng lọc cấu trúc ANK-
2, trong đó: 49 là âm tính, 26 là dương tính; 51-75: sàng lọc 
cấu trúc ANK-(1+2), trong đó: 51 là mẫu âm tính; 25, 50, 63: 
HighRanger 1 kb ADN Ladder (Norgen).

Hình 2. Kết quả PCR khuếch đại các mảnh thành phần 
tạo cấu trúc PTG bất hoạt ANK-1, ANK-2 và bất hoạt đồng 
thời ANK-1 và ANK-2. 1: sản phẩm PCR với mồi ANK1b-F và 
L3AD5-R (P3); 2: sản phẩm PCR với mồi ANK2d-F và L3AD5-R 
(P6); 3: sản phẩm PCR với mồi L5AD5-F và ANK1a-R (P1); 
4: sản phẩm PCR với mồi L5AD5-F và ANK2c-R (P4); 5: sản 
phẩm PCR với mồi ANK1a-F và ANK1b-R (P2); 6: sản phẩm 
PCR với mồi ANK2c-F và ANK2d-R (P5); 7: sản phẩm PCR với 
mồi ANK1b-F và ANK2c-R (P7); 8: SiZer™-100 ADN Marker 
Solution (Intron).
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Các dòng tế bào E. coli cho kết quả PCR khuẩn lạc 
dương tính được nuôi cấy để tách chiết plasmid.

Kết quả giải trình tự các dòng plasmid mang cấu trúc 
gRNA

Các dòng plasmid được xác định trình tự theo cả hai 
chiều. Kết quả giải trình tự gen (bảng 5) cho thấy, toàn bộ 
các cấu trúc đều có ít nhất một dòng plasmid cho kết quả 
như mong đợi.

Bảng 5. Kết quả giải trình tự các dòng plasmid mang cấu 
trúc PTG bất hoạt ANK-1, ANK-2 và bất hoạt đồng thời 
ANK-1 và ANK-2.

Cấu trúc Số lượng dòng gửi đi giải trình tự Kết quả giải trình tự

ANK-1 3 3/3 dòng trình tự đúng với thiết kế

ANK-2 3 2/3 dòng trình tự đúng với thiết kế

ANK-(1+2) 5 1/5 dòng trình tự đúng với thiết kế

Kết luận

Trong nghiên cứ này, chúng tôi đã xây dựng thành công 
các cấu trúc PTG bất hoạt riêng rẽ OsANK1, OsANK2 và 
đồng thời cả hai gen. Hiện nay, các cấu trúc này đã được 
biến nạp vào giống lúa Kitaaké và các công việc đặc tính 
hóa các dòng lúa đột biến đang được tiến hành để xác định 
chức năng của hai gen này.
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