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1. Ñaët vaán ñeà
Chæ thò phaân töû 

microsatellite ngaøy caøng 
ñöôïc söû duïng phoå bieán 
trong phaân tích caáu truùc di 
truyeàn hoïc quaàn theå, laäp 
baûn ñoà di truyeàn, laø chæ thò 
phaân töû vôùi ñoä tin caäy cao 
veà söï ña daïng di truyeàn. 
Tuy nhieân, vieäc phaùt trieån 
vaø söû duïng caùc chæ thò phaân 
töû microsatellite vaãn laø moät 
thaùch thöùc trong nhieàu 
ngaønh, bao goàm ngaønh 
nghieân cöùu ñoäng vaät thaân 
meàm vì gaëp nhieàu khoù khaên 
khi phaân laäp microsatellite 
hoaëc vieäc xuaát hieän caùc 
alen voâ hieäu ñaõ laøm phöùc 
taïp hoùa vieäc öùng duïng caùc 
microsatellite (Launey vaø 
Hedgecock, 2001; Gaffney, 
2002). Cho ñeán nay, ñoái 
vôùi ñoäng vaät thuûy saûn thaân 
meàm, chæ thò microsatellite 
môùi ñöôïc phaùt trieån vaø thöû 
nghieäm roäng raõi treân moät soá 
loaøi haøu. Theo nghieân cöùu 
cuûa Hubert vaø Hedgecock, 
2004 ñaõ phaùt trieån hôn 
100 locus microsatellite 
treân haøu Thaùi Bình Döông 
(Crassostrea gigas) ñeå xaây 
döïng baûn ñoà lieân keát di 
truyeàn; trong nghieân cöùu 
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Summary

Microsatellites are widely used for population genetics purposes, especially 
when the scope of the study involves comparing closely related individuals. The 
development of microsatellite marker becomes a challenge in many fields of study 
including mollusk for various reasons related to the cost for the marker isolation. 
Cross-amplification of microsatellite marker becomes useful method that can save 
time, cost and help to underst DNA the relationship between the investigated 
species. In this study, three microsatellie loci (Kaki12, Kaki18, vaø Kakicgi2) 
isolated from Pacific oyster (Crassostrea gigas) have been tested for six bivalves 
species, including Crassostrea rivularis, Meretrix lyrata, Austriella corrugate, Lutraria 
philipinarum, Anadara granosa and Semipallium fulvicostatum. Five samples of each 
species were collected  and DNA was extracted from muscle tissue. After that, it  
was amplified by PCR with three primers Kaki12, Kaki18 and Kakicgi2. 

Result on electrophoresis of PCR products on 1% agarose gel showed that, 
the amplification of Kaki12, Kaki18 DNA Kakicgi2 on Crassostrea rivularis was 
successes. Although the PCR products appear for Kakicgi2 on Anadara granosa 
and  Semipallium fulvicostatum, it was not clear. In case of other samples, there 
was no PCR product on the gel except Kaki18 for Anadara granos and Semipallium 
fulvicostatum. The success of cross-species amplification suggests that, these 
microsatellites should prove useful for studies in population genetics, pedigree 
analysis, gene mapping as well as the relationships between species of Anadara 
granos, Semipallium fulvicostatum and  Crassostrea gigas. However, studies on 
different microsatellite markers for different species should be continued for the 
useful information on molecular genetics in many aspects.
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quaàn theå vaø laäp baûn ñoà di truyeàn (Lallias vaø coäng 
söï, 2009) ñaõ phaân tích ñöôïc 27 locus microsatellite 
treân haøu phaúng chaâu AÂu (Ostrea edulis).

Vieäc nghieân cöùu söû duïng chæ thò phaân töû 
microsatellite treân moät loaøi vaø khueách ñaïi chuùng treân 
caùc loaøi khaùc cuøng chi, thaäm chí khaùc chi laø moät trong 
nhöõng phöông phaùp raát höõu ích trong nghieân cöùu di 
truyeàn quaàn theå, phaân tích huyeát thoáng vaø nghieân 
cöùu laäp baûn ñoà gen giöõa caùc loaøi coù lieân quan vôùi 
nhau (Qili vaø coäng söï, 2009). Naêm 2003, Sekino vaø 
coäng söï ñaõ xaây döïng boä chæ thò phaân töû microsatellite 
treân haøu Thaùi Bình Döông ñeå nghieân cöùu caáu truùc di 
truyeàn cuûa noù vaø moät soá locus microsatellite ñöôïc 
khueách ñaïi thaønh coâng treân 3 loaøi haøu khaùc. Cuõng 
vaøo naêm 2003, Li vaø coäng söï ñaõ phaân laäp, xaùc ñònh 
ñöôïc 79 microsatellite treân haøu Thaùi Bình Döông 
vaø keát quaû khueách ñaïi cuûa chuùng treân 4 loaøi haøu C. 
angulata, C. sikamea, C. ariakensis, C. virginica ñaõ 
cho bieát moái quan heä thaân thuoäc giöõa caùc loaøi. Cuõng 
treân haøu Thaùi Bình Döông, Qili vaø coäng söï (2009) 
ñaõ phaùt trieån 15 microsatellite ña hình töø caùc ESTs 
treân ngaân haøng gen vaø khaûo saùt söï coù maët cuûa caùc 
chæ thò phaân töû naøy treân 5 loaøi haøu khaùc. Keát quaû cho 
thaáy, söï khueách ñaïi thaønh coâng vaø coù 9 chæ thò phaân 
töû microsatellite giaù trò trong laäp baûn ñoà so saùnh. 
Cruz vaø coäng söï (2007) laïi nghieân cöùu phaân laäp 
caùc locus microsatellite treân haøu Thaùi Bình Döông 
vaø khueách ñaïi cuûa chuùng treân 4 loaøi haøu khaùc cho 
thaáy tính höõu ích trong nghieân cöùu di truyeàn hoïc 
quaàn theå.

ÔÛ Vieät Nam, hieän chöa coù nghieân cöùu naøo veà chæ 
thò phaân töû, caáu truùc di truyeàn hoïc hay baûn ñoà huyeát 
thoáng treân ñoái töôïng caùc loaøi nhuyeãn theå noùi chung 
cuõng nhö caùc loaøi nhuyeãn theå coù giaù trò kinh teá noùi 
rieâng ñeå phuïc vuï trong coâng taùc di truyeàn choïn 
gioáng nuoâi troàng thuûy saûn, baûo toàn löu tröõ nguoàn 
gen. Nghieân cöùu naøy seõ goùp phaàn höõu ích trong 
ñieàu tra xaây döïng caùc chæ thò phaân töû phuïc vuï phaân 
tích di truyeàn moät soá loaøi nhuyeãn theå hai maûnh voû ôû 
vuøng bieån Vieät Nam.

2. Vaät lieäu vaø phöông phaùp nghieân cöùu
2.1. Vaät lieäu

Vaät lieäu nghieân cöùu laø caùc loaøi nhuyeãn theå hai 
maûnh thu taïi Haûi Phoøng, Nam Ñònh vaø Quaûng Ninh 
(baûng 1).

2.2. Phöông phaùp nghieân cöùu
2.2.1. Taùch chieát DNA 

Maãu thu veà ñöôïc laáy phaàn maøng aùo hoaëc cô thòt 
baûo quaûn trong ethanol 100%. Taùch chieát DNA theo 
phöông phaùp keát tuûa muoái. Maãu ñöôïc thaám khoâ coàn 
vaø uû ôû 600C trong hoãn hôïp goàm 720 µl Cell Lysis 
Solution (10 mM Tris, 100 mM EDTA, 2% SDS pH 
8,0), 5 µl Proteinase-K (20 mg/ml) ñeán khi maãu tan 
hoaøn toaøn. Theâm vaøo oáng chöùa maãu 240 µl dung 
dòch Protein Precipitate Solution (7,5 M Ammonium 
Acetate), laéc troän ñeàu maãu vaø ñeå ôû 40C trong 20 
phuùt. Maãu ñöôïc ly taâm vôùi toác ñoä 12.000 voøng/phuùt 
vaø laáy phaàn dung dòch phía treân. Dung dòch coù chöùa 
DNA ñöôïc keát tuûa baèng isopropanol, ly taâm giöõ laïi 
keát tuûa DNA. Sau ñoù, duøng ethanol 70% ñeå röûa keát 
quaû cho ñeán khi saïch. Hoaø tan DNA baèng dung dòch 
ñeäm 1X TE vaø baûo quaûn ôû 40C. Saûn phaåm taùch chieát 
ñöôïc kieåm tra treân gel agarose 1%.

2.2.2. Phaûn öùng khueách ñaïi DNA (PCR) 

Chæ thò phaân töû microsatellite söû duïng trong 
nghieân cöùu naøy ñöôïc tham khaûo töø nghieân cöùu cuûa 
Traàn Thò Thuùy Haø vaø coäng söï (2006). 

STT Teân thöôøng goïi Teân khoa hoïc Soá maãu thu Ñòa ñieåm thu

1 Haàu cöûa soâng Crassostrea rivularis 5 Haûi Phoøng
2 Ngao Meretrix lyrata 5 Nam Ñònh

3 Ngaùn Austriella corrugata 5 Quaûng Ninh

4 Tu Haøi Lutraria philipinarum 5 Quaûng Ninh

5 Soø huyeát Anadara granosa 5 Nha Trang

6 Ñieäp giaáy Semipallium fulvicostatum 5 Quaûng Ninh

Baûng 1: caùc loaøi nhuyeãn theå hai maûnh ñöôïc söû duïng 
trong nghieân cöùu

Locus Trình töï laëp Trình töï moài Nhieät ñoä 
gaén (0C)

Maõ soá ngaân 
haøng gen

Kaki 12 (GA)10

F: CATGGTCCAAAGATTGGTCA   

R: CTGAAAAACCCAGCAGTTCTT

58 AB208691

Kaki 18 (GA)15

F: AAACCGGGTCACTCATTTTG    

R: CTGCGAGTGTGGAAACAACGG

56 AB208692

Kakicgi 2 (CT)17(CA)22

F: CCACTCTACCGGCAGGTTTG   

R: GAGGGGAGAAAGAGAGAATG

60 AB209934

Baûng 2: ñaëc ñieåm microsatellite phaân laäp töø haøu Thaùi Bình Döông
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Phaûn öùng PCR bao goàm: 4 µl nöôùc, 4 µl Go-taq 
green master mix 2x (Promega), 1 µl moài moãi loaïi vaø 
2 µl DNA khuoân. Chöông trình nhieät thöïc hieän phaûn 
öùng: 940C trong voøng 1 phuùt, 35 chu kyø vôùi 940C 
trong 30 giaây, 56-600C trong 30 giaây, 720C trong 30 
giaây, keùo daøi chuoãi ôû 720C trong 5 phuùt, saûn phaåm 
PCR ñöôïc giöõ ôû 40C cho ñeán khi söû duïng.

2.2.3. Ñieän di kieåm tra saûn phaåm

Saûn phaåm taùch chieát DNA vaø PCR ñöôïc kieåm 
tra saûn phaåm treân gel agarose theo noàng ñoä gel laàn 
löôït laø 1%. Caân 1 g agarose cho vaøo 100 ml dung 
dòch ñeäm 1x SB (Sodium, Boric acid) vaø ñun ñeán 
khi agarose tan hoaøn toaøn. Theâm vaøo dung dòch 2 µl 
Ethidium bromide, ñeå nguoäi ñeán 55-600C vaø ñoå gel 
vaøo khuoân. Maãu ñöôïc naïp vaøo caùc gieáng vaø ñieän di 
trong dung dòch ñeäm 1x SB trong 10 phuùt vôùi ñieän 
theá 120 V, 60 mA. Saûn phaåm DNA ñöôïc soi, kieåm 
tra vaø chuïp aûnh döôùi aùnh saùng ñeøn UV. 

3. Keát quaû vaø thaûo luaän
3.1. Kieåm tra saûn phaåm DNA

Taùch chieát DNA laø moät böôùc quan troïng, quyeát 
ñònh phaûn öùng PCR vaø caùc khaâu phaân tích tieáp theo. 
Keát quaû kieåm tra haøm löôïng DNA treân gel agarose 
1% (hình 1) cho thaáy, caùc vaïch baêng saùng, roõ neùt, 
chöùng toû DNA taùch chieát ñaûm baûo cho phaûn öùng 
PCR vaø caùc thöû nghieäm khaùc. 

Hình 2 theå hieän keát quaû kieåm tra noàng ñoä DNA 
taùch chieát treân maùy quang phoå Nanodrop 2.000c ôû 
böôùc soùng 260/280 vaø 260/230, noàng ñoä DNA cuûa 
maãu kieåm tra ñaït 81,3 µg/ml, phuø hôïp cho vieäc nhaân 
ñoaïn gen caàn kieåm tra.

3.2. Ñieän di kieåm tra saûn phaåm PCR

Baûng 3 vaø hình 3 cho thaáy, caû 3 locus Kaki 12, 
Kaki 18 vaø Kakicgi 2 ñöôïc khueách ñaïi thaønh coâng 
treân haøu cöûa soâng. Locus Kaki 18 vaø Kakicgi 2 xuaát 
hieän caùc vaïch baêng treân soø huyeát vaø ñieäp giaáy, tuy 
nhieân locus Kakicgi 2 môø nhaït vaø khoâng ñöôïc roõ 
raøng. ÔÛ ba loaøi ngao, ngaùn vaø tu haøi ñeàu khoâng thaáy 
xuaát hieän saûn phaåm ñieän di ôû caû 3 locus.  

Hình 1: saûn phaåm DNA cuûa caùc maãu  ñieän di treân gel agarose 1%
Chuù thích: 1- Maãu DNA ngao,  2- Maãu DNA ngaùn, 3- Maãu DNA tu haøi, 

4- Maãu DNA soø huyeát,  5- Maãu DNA  ñieäp giaáy

Hình 2: keát quaû ño noàng ñoä DNA maãu haøu cöûa soâng baèng NanoDrop 2000c
Truïc hoaønh: chieàu daøi böôùc soùng haáp phuï (nm)
Truïc tung: ñoä haáp phuï cuûa böôùc soùng (10 mm)

Haøu cöûa 
soâng Ngao Ngaùn Tu haøi Soø 

huyeát
Ñieäp 
giaáy

Kaki 12 + - - - - -
Kaki 18 + - - - + +

Kakicgi 2 + - - - +? +?

Baûng 3: keát quaû khueách ñaïi 3 microsatellite treân caùc loaøi 
nhuyeãn theå

Ghi chuù: (+) Coù saûn phaåm PCR, (-) Khoâng coù saûn phaåm PCR, 
(+?) Saûn phaåm PCR khoâng roõ neùt 
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Keát quaû cuûa nghieân cöùu cho thaáy, coù theå söû duïng 
chæ thò microsatellite Kaki 12, Kaki 18 vaø Kakicgi 2 
trong nghieân cöùu di truyeàn phaân töû cho caùc loaøi haøu 
cöûa soâng vaø chæ thò Kaki 18 trong nghieân cöùu treân 
soø huyeát vaø ñieäp giaáy. Beân caïnh ñoù, coù theå söû duïng 
caùc chæ thò naøy ñeå xaây döïng caây phaùt sinh, töø ñoù 
nghieân cöùu moái quan heä thaân thuoäc giöõa caùc loaøi 
treân.

4. Keát luaän vaø ñeà xuaát
Nghieân cöùu giaûi trình töï caùc ñoaïn gen ñöôïc 

khueách ñaïi thaønh coâng nhaèm xaùc ñònh bieán dò di 
truyeàn, töø ñoù xaây döïng caây phaùt sinh loaøi, nghieân 
cöùu moái quan heä giöõa caùc loaøi.

Coù theå söû duïng chæ thò microsatellite Kaki 12, 
Kaki 18 vaø Kakicgi 2 ñeå nghieân cöùu di truyeàn phaân 
töû cuûa caùc loaøi haøu cöûa soâng vaø chæ thò Kaki 18 trong 
nghieân cöùu treân soø huyeát vaø ñieäp giaáy.

Caàn tieáp tuïc nghieân cöùu treân nhieàu ñoái töôïng 
cuõng nhö treân nhieàu locus microsatellite khaùc ñeå 
laøm phong phuù theâm boä chæ thò phaân töû cho caùc loaøi, 
laøm cô sôû öùng duïng trong caùc nghieân cöùu khaùc n
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Hình 3: keát quaû PCR Kaki 18 treân haøu cöûa soâng


