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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  04/7/2022 Maize is one of the important crops which is widely used in biology 

and genetic research. The LEA gene family was predicted to have 32 

members and was classified into 9 groups including: LEA1, LEA2, 

LEA3, LEA4, LEA5, LEA6, SMP, Dehydrin, and AtM. The Lea14A 

gene is among the group 5C, the protein Lea14A could help cell 

resistance for plants. Therefore, the enhancement of Lea14A gene 

expression may increase drought tolerance in plants that has potential 

for agricultural applications.This study was conducted to evaluate the 

presence of transgene and its expression at RNA and protein levels in 

ZmLea14A transgenic maize from T0 to T2 generation. K7 variety 

maize was used for transferring ZmLEA14A gene via A. tumefaciens. 

The results showed that the ZmLEA14A gene was stably transmitted to 

the T2 generations. Gene expression and protein level of ZmLEA14A 

were demonstrated by RT-PCR and Western hybridization. The 

transgenic lines would be a useful materials for further studies to 

create drought tolerant maize. 
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ĐÁNH GIÁ SỰ DUY TRÌ VÀ BIỂU HIỆN GEN ZmLEA14A  
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  04/7/2022 Ngô là cây lương thực chính trong nông nghiệp nước ta và được 

nghiên cứu ứng dụng cũng như nghiên cứu cơ bản khá nhiều. Họ 

LEA được dự đoán gồm 32 gen trên toàn hệ gen ngô và bao gồm 9 

nhóm: LEA1, LEA2, LEA3, LEA4, LEA5, LEA6, SMP, Dehydrin và 

AtM. Protein do gen Lea14A mã hóa nằm trong số các protein LEA 

nhóm 5C và là protein có chức năng giúp tăng khả năng chống chịu 

của tế bào. Vì vậy, việc tăng cường biểu hiện gen ZmLea14A nhằm 

mục đích tăng chống chịu cho cây, hứa hẹn tạo tính trạng tốt cho cây 

trồng nói chung. Nghiên cứu này được thực nhiện nhằm đánh giá sự 

có mặt của gen ZmLea14A, sự phiên mã và dịch mã của gen 

ZmLea14A ở cây ngô chuyển gen. Sử dụng giống ngô K7 làm vật 

liệu để chuyển gen ZmLEA14A nhờ vi khuẩn A. tumefaciens mang 

cấu trúc 35S-ZmLEA14A. Kết quả cho thấy gen ZmLEA14A duy trì 

ổn định qua các thế hệ T0 đến T2. Sự phiên mã và dịch mã của gen 

ZmLEA14A được chứng minh bằng các phương pháp RT-PCR và lai 

Western. Các cây ngô chuyển gen ZmLEA14A sẽ được sử dụng cho 

các nghiên cứu tiếp theo nhằm tạo dòng ngô chịu hạn. 
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1. Giới thiệu  

Protein LEA là một nhóm lớn, rất đa dạng và có chức năng bảo vệ thành tế bào thực vật trong 

điều kiện mất nước. Khi cây gặp điều kiện cực đoan như hạn, lạnh, mặn, đã phát hiện thấy 

protein này được dự trữ một lượng lớn trong hạt và các cơ quan sinh trưởng [1], [2]. Nghiên cứu 

đặc điểm cấu trúc protein LEA và tính chất biểu hiện cho thấy vai trò quan trọng của protein này 

liên quan đến tính chịu hạn của cây [3]. Nghiên cứu trên cây đậu và lúa chuyển các gen LEA đã 

được thực hiện nhằm nâng cao tính chống chịu hạn cho các đối tượng này [1], [4]. 

Cây ngô là một trong những cây lương thực quan trọng, được sử dụng rộng rãi trong nghiên 

cứu di truyền và sinh học cơ bản. Họ gen LEA được dự đoán gồm 32 gen trong hệ gen ngô và bao 

gồm 9 nhóm: LEA1, LEA2, LEA3, LEA4, LEA5, LEA6, SMP, Dehydrin và AtM. Năm 2016, Li và 

Cao đã thực hiện nghiên cứu phân tích, so sánh về sự phiên mã của họ gen LEA ở ngô, từ đó, xác 

định được 32 gen LEA ở cây trồng này. Ở mỗi nhóm, trình tự gen và domain chính trong các gen 

LEA có tính bảo toàn cao. Theo đó, trên 10 nhiễm sắc thể (NST) có sự phân bố toàn bộ 32 gen 

nhưng không đồng đều giữa các nhiễm sắc thể. Có 7 gen LEA trên NST số 8, 6 gen LEA trên 

NST số 1, 5 gen trên NST số 6, 4 gen trên NST số 3, trên NST số 2 và 4 đều có 1 gen LEA. Tám 

gen LEA nữa nằm trên các NST 5, 7, 9 và 10.  Gen Lea14A nằm trong số các protein LEA nhóm 

5C và là protein có chức năng giúp tăng chống chịu của tế bào [5]. Vì vậy, việc tăng cường biểu 

hiện gen ZmLea14A cho cây ngô chuyển gen hứa hẹn về việc tạo giống ngô có khả năng chống 

chịu trong sản xuất. Trong nghiên cứu trước, gen ZmLea14A được phân lập từ dòng ngô địa 

phương Tẻ vàng, là giống ngô có khả năng chịu hạn. Gen có kích thước vùng CDS là 456 bp và 

được thiết kế nằm trong cấu trúc có sự điều khiển gen bằng promoter 35S [6]. Cấu trúc này đã 

được kiểm tra sự biểu hiện trên cây thuốc lá chuyển gen và khẳng định hoạt động tốt trên cây 

thuốc lá [7]. 

Trong công bố này, chúng tôi nghiên cứu đánh giá cây ngô chuyển gen ZmLea14A thông qua 

Agrobacterium tumefaciens từ thế hệ T0 đến T2 bằng các kỹ thuật PCR, RT-PCR và lai 

Southern, lai Western nhằm kiểm tra sự ổn định của gen chuyển và sự phiên mã, dịch mã của gen 

ZmLea14A ở cây ngô chuyển gen. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu 

Dòng ngô K7 chuyển gen được tạo ra từ các thí nghiệm chuyển gen thông qua A. tumefaciens 

vào phôi non ngô theo Frame và cộng sự 2006 [8] được thực hiện tại Phòng Đa dạng sinh học hệ 

gen, Viện Nghiên cứu hệ gen.  

Cấu trúc chứa gen ZmLea14A từ vùng RB đến LB trên Ti plasmid pCAMBIA1300 được mô 

tả ở hình 1.  

  
Hình 1. Sơ đồ cấu trúc từ LB đến RB vector pCAM/35S-ZmLEA14A 

cấu trúc gen đích [CaMV35S promoter + ZmLea14A+ cmyc + 35S terminator] 

Ghi chú mồi sử dụng trong nghiên cứu này: 

1: 35Spromoter F: mồi trên vùng promoter 35S 

2: ZmLea14A NcoI F: mồi trên gen đích ZmLea14A chứa điểm cắt của RE NcoI 

3: cMyc KDEL R: mồi trên vùng gen đích chứa đuôi peptide cMyc 
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2.2. Phương pháp 

DNA tổng số từ lá ngô được tách sử dụng hóa chất CTAB theo phương pháp của Doyle và 

Doyle năm 1990 [9]. RNA tổng số được tách chiết từ mẫu lá ngô sử dụng TRI Reagent 

(Invitrogen) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Mẫu RNA tinh sạch được sử dụng cho phản ứng 

tổng hợp cDNA theo hướng dẫn của bộ kit First-Strand cDNA Synthesis Kit for Real - Time 

PCR (hãng Affymetrix). Thể tích phản ứng PCR 25 µL bao gồm 1µl của 20 mM DNA/cDNA 

tổng số; 1µl của 10 µM mỗi mồi; 12,5 µl DreamTaq master mix (2X); 10,5 µl H2O. Chu trình 

phản ứng trên máy PCR như sau: 95°C - 3 phút; 30 chu kỳ: 95°C - 45 giây, 58°C - 45 giây, 72°C 

- 1 phút; 72°C - 5 phút; 4°C. Các cặp mồi sử dụng cho PCR được mô tả ở hình 1, cặp 

35Spromoter F và cMycKDEL R nhân đoạn có kích thước 659 bp và cặp mồi ZmLea14A NcoI F 

và cMycKDEL R nhân đoạn có kích thước 537 bp.  

Lai Southern được tiến hành như sau: Khoảng 5µg DNA tổng số được xử lý với enzyme giới 

hạn HindIII. Sản phẩm cắt giới hạn được điện di trên gel agrose 1% ở hiệu điện thế 50V trong vòng 

3 giờ. Bản gel sau đó được xử lý và chuyển lên màng thấm theo quy trình của hãng Amersham. 

DNA được cố định trên màng bằng tia UV. Đầu dò được tổng hợp dựa trên trình tự vùng từ giữa 

gen ZmLEA14A đến 35S-terminator kích thước 588bp. Các bước đánh dấu đầu dò, lai DNA, rửa, 

hiện màu được thực hiện theo quy trình hướng dẫn của nhà sản xuất trong bộ kit DIG high prime 

DNA Labeling and Detection Starter kit I (Roche). Tín hiệu hiện màu trên màng được ghi lại bằng 

máy chụp hình. Hình ảnh màng sau hiện màu được phân tích bằng phần mềm ImageJ. 

Việc tách chiết protein tổng số sử dụng 100l đệm chiết 1X SDS - PAGE và nghiền mẫu lá 

thành dịch đồng thể sau đó biến tính dịch chiết ở 95oC trong 10 phút. Ly tâm 13000v/p trong 15 

phút và thu dịch trong. Sau khi chạy điện di protein tổng số trên gel SDS-PAGE, tiến hành 

chuyển protein từ gel sang màng nitrocellulose bằng bộ chuyển màng (Bio-Rad) ở 100V, 150 mA 

trong 1 giờ. Block màng trong 20 ml Blocking buffer. Rửa màng với 20 ml TBST 3 lần. Ủ màng 

kháng thể kháng cMyc đã được hòa loãng với tỉ lệ thích hợp trong 10 ml Dilution buffer trong 3 giờ 

ở nhiệt độ phòng. Rửa màng với 20 ml TBST 3 lần. Ủ màng với kháng thể thứ cấp gắn alkaline 

phosphotase được hòa loãng 1:10.000 trong 10 mL Dilution buffer trong 2 giờ ở nhiệt độ phòng. 

Tiếp tục rửa màng với 20 ml TBS trong 5 phút. Lắc đều dung dịch 1-step NBT/BCIP và bổ sung 10 

ml lên màng. Ủ trong 5 - 15 phút đến khi hiện màu. Rửa màng với nước trong 10 phút, làm khô 

màng bằng giấy thấm. Kiểm tra sự biểu hiện bằng protein hiển thị trực tiếp trên màng.  

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Đánh giá sự có mặt gen chuyển ở cây ngô T0 chuyển gen  

Sau quá trình biến nạp, đã tái sinh và lựa chọn được 79 cây ngô T0 (Hình 2). Cây T0 sinh 

trưởng phát triển bình thường được lấy mẫu lá để tách DNA tổng số nhằm đánh giá sự có mặt của 

gen ZmLEA14A bằng PCR với cặp mồi 35Spromoter F-cMycKDEL R (kích thước sản phẩm 

nhân lên: 659 bp), cặp mồi là đặc hiệu với đoạn gen đích trong cấu trúc 35S-ZmLEA14A. Trong 

ba cây T0 dương tính với gen đích là L2 (đường chạy 29 hình 3),  L3 (đường chạy 39 hình 3) và 

L4 (đường chạy 96 hình 3), chỉ cây L3 với kiểu hình bình thường, có cờ, bắp tự thụ cho hạt T1, 

do vậy các cây T1 thuộc dòng này được tiếp tục đánh giá. 

3.2. Đánh giá sự duy trì ổn định của gen chuyển ở cây ngô T1  

Cây ngô T0 chuyển gen thường gặp khó khăn trong việc tự thụ phấn để có hạt, tuy nhiên cây 

L3 đã tự thụ và thu được 17 hạt, toàn bộ 17 cây T1 từ dòng này được sàng lọc bằng cách nhân 

gen đích với cặp mồi 35S promoterF - cMycKDELR (kích thước sản phẩm nhân lên: 659 bp) 

trong phản ứng PCR. Kết quả có 12 cây dương tính (Hình 4). 
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Hình 2. Chuyển gen ZmLEA14A thông qua vi khuẩn A. tumefaciens. 

(A): Phôi ngô sau lây nhiễm đặt trên môi trường đồng nuôi cấy. Hình (B): Phôi ngô phát triển trên môi 

trường phục hồi. Hình (C): Mô sẹo hình thành trên môi trường chọn lọc. Hình (D): Các chồi phát sinh từ 

mô sẹo trên môi trường tái sinh. Hình (E): Thân và lá tái sinh. Hình (F): Tái sinh thành cây hoàn chỉnh. 

Hình (G): Cây chuyển gen trồng trong nhà lưới. 
 

 

Hình 3. PCR nhân gen đích ZmLEA14A ở cây T0  

Ghi chú: M: thang chuẩn DNA 1 kb; +: đối chứng dương với khuôn là plasmid pCAM/35S-ZmLEA14A; -: 

đối chứng blank (nước); các giếng còn lại: sản phẩm PCR từ DNA của cây ngô chuyển gen 
  

 
Hình 4. PCR nhân gen ZmLEA14A ở cây T1 

Ghi chú: M: thang chuẩn DNA 1 kb; +: đối chứng dương với khuôn là plasmid pCAM/35S-ZmLEA14A; 

-: đối chứng blank (nước); các giếng còn lại: sản phẩm PCR từ DNA của cây ngô chuyển gen 
 

Kỹ thuật lai Southern được tiến hành để khẳng định thêm về sự duy trì của gen trong cây. Với 

lượng 5µg DNA tổng số tinh sạch từ 3 mẫu T1 (L3.2, L3.8, L3.9) và 1 mẫu T2 (L3.2.5), DNA 

tổng số được cắt với enzyme HindIII, enzyme cắt ở 2 đầu của cấu trúc biểu hiện cho kích thước 

đoạn là 1240 bp, probe N dài 588 bp là đoạn nằm trong vùng từ giữa gen ZmLEA14A đến 35S-

terminator (Hình 5). Kết quả lai cho thấy có sự hiện diện của gen chuyển trên các cây chuyển gen 

T1 và T2 (Hình 5 giếng N1 đến N4). 
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Hình 5. Lai Southern blot trên các cây chuyển 

gen ZmLEA14A  

Ghi chú: N1: mẫu T1 L3.2; N2: mẫu T1 L3.8; 

N3: mẫu T1 L3.9; N4: mẫu T2 L3.2.5;  

20, 40, 80, 120, 160 pg của plasmid chứa cấu 

trúc 35S-ZmLEA14A cắt với HindIII 

3.3. Đánh giá sự duy trì và biểu hiện gen ZmLEA14A ở cây ngô T2 chuyển gen  

Các cây T2 cũng được sàng lọc bằng PCR với gen đích cho thấy vẫn duy trì gen chuyển ở một 

số dòng này như L3.2, L3.8, L3.9 Hình 6A và những dòng khác (kết quả không trình bày). Tiếp 

tục đánh giá sự biểu hiện của gen ZmLEA14A ở mức độ phiên mã bằng kỹ thuật RT-PCR đối với 

cây chuyển gen thế hệ T2 bao gồm 9 cây: L3.2.1, L3.2.5, L3.2.12 (nguồn T1 L3.2); L3.9.4, 

L3.9.5, L3.9.10 (nguồn T1 L3.9) và L3.17.3, L3.17.7, L3.17.14 (nguồn T1 L3.17). Sử dụng cặp 

mồi khuếch đại đoạn trình tự mã hóa của gen đích là ZmLEA14ANcoIF – cMycKDEL R có kích 

thước là 537 bp, cặp mồi hoàn toàn đặc hiệu với đoạn gen đích trong cấu trúc 35S-ZmLEA14A 

(Hình 6B). Các kết quả này thể hiện gen ZmLEA14A đã được phiên mã trên các cây T2 này. 

 

 

 

 
A B 

Hình 6. Kiểm tra duy trì gen ZmLEA14A bằng PCR (A)  

và sự phiên mã của gen ZmLEA14A bằng RT-PCR ở cây T2 (B) 

 

Một số cây thế hệ T2 PCR dương tính với gen đích từ nguồn T1 L3.9, L3.15 và L3.16 cùng 

với cây không chuyển gen WT được cho nảy mầm hạt. Khi cây ngô đạt 3 lá được xử lý hạn trong 

phòng thí nghiệm. Sau 2 ngày, cây wildtype và cây chuyển gen ZmLEA14A đều có dấu hiệu mất 

nước. Mẫu lá được thu để tách protein và tiến hành lai Western Blot với kháng thể kháng cMyc, 

vì đoạn gen ZmLEA14A trong cấu trúc được thiết kế có gắn peptide cMyc, để kiểm tra sự biểu 

hiện của gen ZmLEA14A trong cây chuyển gen ở mức độ protein. Kết quả lai Western thể hiện, 

gen ZmLEA14A được chuyển vào trong cây ngô đã được dịch mã thành protein trong cả hai điều 

kiện bình thường và hạn (Hình 7). Điều này hoàn toàn phù hợp với cấu trúc đã thiết kế là gen 

được điều khiển bằng promoter cơ định 35S. Như vậy, cây ngô T2 chuyển gen đã có sự biểu hiện 

của gen ZmLEA14A ở mức protein.  
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Hình 7. Kết quả lai Western Blot đánh giá sự biểu hiện của protein ZmLEA14A trong cây chuyển gen 

M: Marker protein,  (+): protein chuẩn khác có trình tự peptide cMyc được biểu hiện trong vi khuẩn,  

N:  cây ở điều kiện bình thường; D: cây ở điều kiện hạn 

 

Như vậy, việc chuyển gen ZmLEA14A vào dòng ngô nền K7 đã thực sự ổn định nên đã duy trì 

và biểu hiện gen chuyển đến thế hệ T2. Trên thế giới đã có nhiều nghiên cứu chuyển gen thuộc 

họ Lea nhằm tăng cường tính chống chịu cho cây trồng như CaLEA6 của ớt [10], AtLEA14A của 

Arabidopsis [11], IbLEA14A ở khoai lang [12], SiLEA14A của kê đuôi cáo [13]. Trong các 

nghiên cứu về chức năng của nhóm protein này, việc tăng mức biểu hiện của protein CaLEA6 

phân lập từ ớt có thể cải thiện mức độ chịu hạn và mặn của cây thuốc lá chuyển gen. Bên cạnh 

đó, tăng mức độ biểu hiện của một số gen LEA nhóm 5 khác như IbLEA14A và SiLEA14A cũng 

đã cải thiện mức độ lignin hóa, tăng hàm lượng proline và đường hòa tan trong mô sẹo khoai lang 

(Ipomoea batatas), cây Arabidopsis và kê đuôi cáo (Setaria italica) được chuyển các gen này. Ở 

Việt Nam, việc chuyển một số gen chống chịu vào ngô đã được tiến hành như gen modiCSpB 

[14], mtlD [15], cùng với việc chuyển gen ZmLEA14A trong nghiên cứu này đã đóng góp thêm 

cho những nghiên cứu nhằm tạo cây ngô chuyển gen. Những kết quả này thực sự có ý nghĩa 

trong nghiên cứu ứng dụng để lai tạo cây ngô chịu hạn ở Việt Nam. 

4. Kết luận  

Cây ngô chuyển gen ZmLEA14A trên dòng nền K7, gen trong cấu trúc 35S-ZmLEA14A đã duy 

trì ổn định gen chuyển từ thế hệ T0 đến T2, sự biểu hiện gen được chứng minh qua RT-PCR và 

lai Western cho thấy gen biểu hiện ở cả mức phiên mã và dịch mã. Các cây chuyển gen 

ZmLEA14A sẽ được sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo nhằm tạo dòng ngô chịu hạn. 
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