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Tóm tắt: Promoter HSP 18.2 và terminator HSP 18.2 tham gia điều hòa hoạt động của protein sốc 
nhiệt HSP 18.2, hoạt động của promoter được cảm ứng bởi nhiệt độ. Nghiên cứu này trình bày các 
kết quả nhân dòng promoter và terminator HSP 18.2 từ Arabidopsis thaliana. Promoter HSP 18.2 
phân lập được có chiều dài 720 bp và mang đầy đủ các yếu tố điều hòa cis của promoter điển hình: 
hộp CAAT (vị trí 39-42), 2 hộp GATA (vị trí 73-76 và 406-409) và hộp TATA (vị trí 643-649). 
Ngoài ra, promoter HSP 18.2 thu được còn có sáu vùng cảm ứng với nhiệt độ: vị trí 482-495, 492-
505, 502-515, 549-562, 559-572 và 600-613. Terminator HSP 18.2 có chiều dài 250 bp, vị trí đuôi 
poly A là ở nucleotide 158. Hai trình tự này đã được đăng ký trên ngân hàng Gen với mã số lần 
lượt KM083119 và KP008108. Các trình tự này nguyên liệu rất tốt cho các nghiên cứu tiếp theo 
nhằm thiết kế vector biểu hiện hiệu quả protein tái tổ hợp ở thực vật. Terminator HSP 18.2 có 
chiều dài 250 bp mang poly A ở vị trí nucleotide 158. Hai trình tự này đã được đăng ký trên ngân 
hàng Gen với mã số lần lượt KM083119 và KP008108. Các trình tự này nguyên liệu rất tốt cho 
các nghiên cứu tiếp theo nhằm thiết kế vector biểu hiện hiệu quả protein tái tổ hợp ở thực vật. 
Từ khóa: Arabidopsis, biểu hiện, promoter, tái tổ hợp, terminator. 

1. Mở đầu∗ 

Sử dụng thực vật như nhà máy sinh học để 
sản xuất các hợp chất cần thiết cho con người là 
một xu hướng phát triển tiềm năng của công 
nghệ sinh học. Các hợp chất được sản xuất 
trong thực vật như protein tái tổ hợp, vaccine, 
các hợp chất thứ cấp [1]. Thực vật được xem là 
hệ thống biểu hiện protein tái tổ hợp với nhiều 
ưu điểm so với hệ thống biểu hiện vi khuẩn, 
dòng tế bào động vật có vú, động vật chuyển 

_______ 
∗ Tác giả liên hệ. ĐT: 84-973376668. 
   Email: laviethong@hpu2.edu.vn 

gen... thể hiện ở chi phí sản xuất thấp, khả năng 
mở rộng quy mô sản xuất cao, các hợp chất 
được tạo ra có mức độ an toàn cao, không bị ô 
nhiễm, ở thực vật có quá trình cải biến sau dịch 
mã cần thiết cho hoạt tính của nhiều hợp chất [2]. 
Tuy nhiên, một trong những nhược điểm của hệ 
thống biểu hiện thực vật đó là mức độ biểu hiện 
của gen thấp, mức độ tích lũy của sản phẩm 
đích không cao, do vậy các nghiên cứu hiện nay 
tập chung vào tăng mức độ biểu hiện của 
protein tái tổ hợp [3].  

Sự biểu hiện của gen đích trong hệ thống 
thực vật phụ thuộc vào nhiều yếu tố trong đó có 
promoter (gen khởi động) và terminator (yếu tố 
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kết thúc) được sử dụng. Promoter là một trình 
tự nucleotide phía đầu 5’ của điểm khởi đầu 
phiên mã, đóng vai trò then chốt trong việc biểu 
hiện gen đích, giúp xác định về thời gian, vị trí 
và mức độ biểu hiện của gen đích [2]. Promoter 
có cấu trúc rất phức tạp và chứa nhiều yếu tố 
đặc trưng tham gia điều hòa sự biểu hiện gen ở 
mức phiên mã [4]. Các yếu tố cis quan trọng 
nhất của promoter gồm hộp TATA, GAGA và 
CCAAT đảm bảo cho quá trình phiên mã diễn ra 
chuẩn xác. Promoter sốc nhiệt HSP 18.2 (heat 
shock protein promoter) khởi động phiên mã 
của gen HSP 18.2 của cây Arabidopsis, hoạt 
động của promoter này được cảm ứng bởi nhiệt 
độ. Nhiều nghiên cứu đã sử dụng promoter này 
để nghiên cứu phản ứng sốc nhiệt trên cây 
thuốc lá chuyển gen cho thấy hoạt động của gen 
β-glucuronidase được tăng cường khi cây gặp 
điều kiện sốc nhiệt [5-7]. Sự biểu hiện của gen 
đích cũng phụ thuộc vào trình tự đầu 3’ không 
dịch mã và terminator. Các terminator khác 
nhau có ảnh hưởng rõ rệt đến mức độ biểu hiện 
của gen [8,9]. Sử dụng HSP 18.2 terminator 
làm tăng mức độ biểu hiện của miraculin tái tổ 
hợp cao hơn gấp 10 lần so với NOS terminator 
[10]. Các thể đột biến gen của nhiều loài thực 
vật và virus đã cho thấy terminator của thực vật 
gồm ba yếu tố chính: yếu tố ngược dòng xa 
(FUEs-Far Upstream Element), yếu tố ngược dòng 
gần (NUEs-Near Upstream Elements, có motif 
giống như AAUAAA) và vị trí polyadenyl hóa.  

Trong bài báo này, chúng tôi trình bày kết 
quả nhân dòng promoter và terminator HSP 18.2 
từ cây Arabidopsis nhằm tạo nguồn nguyên liệu 
di truyền để thiết kế các vector tăng cường biểu 
hiện protein tái tổ hợp trong thực vật.  

2. Vật liệu và phương pháp 

Vật liệu 
Cây Arabidopsis thaliana kiểu dại (Col 0), 

vector nhân dòng pBT, chủng vi khuẩn nhân 
dòng E.coli DH5α, hóa chất, thiết bị sử dụng 
trong phân tích sinh học phân tử do Phòng 
Công nghệ tế bào thực vật, Viện Công nghệ 
Sinh học cung cấp. 

Phương pháp 

Thiết kế các cặp mồi đặc hiệu để phân lập 
promoter và terminator HSP 18.2 

Sử dụng phần mềm Bioedit [11] và các 
trình tự nucleotide trên ngân hàng gen quốc tế 
NCBI để thiết kế cặp mồi đặc hiệu cho phân 
đoạn gen quan tâm. Để thuận lợi cho việc thiết 
kế vector chuyển gen sau này, chúng tôi đã gắn 
thêm vị trí cắt của enzym giới hạn HindIII trên 
mồi xuôi và BamHI trên mồi ngược ở đầu 5’ 
của cặp mồi nhân phân đoạn promoter HSP 
18.2 (pHSP). Tương tự, vị trí cắt của enzym 
giới hạn SacI và EcoRI được gắn vào mồi xuôi 
và mồi ngược ở đầu 5’ của cặp mồi nhân phân 
đoạn terminator HSP 18.2 (tHSP) (Bảng 1).

Bảng 1. Trình tự nucleotide được sử dụng để thiết kế cặp mồi, trình tự nucleotide của cặp mồi và kích thước  
lý thuyết của phân đoạn gen promoter và terminator HSP 18.2 

Phân đoạn gen Trình tự nucleotide 
được sử dụng 

Kí hiệu mồi Trình tự cặp mồi đặc hiệu Kích thước gen lý 
thuyết (bp) 

pHSP_F 5’aagcttATGGTCATTTCT
TCTGGTTCAAG 3’ 

Promoter HSP 18.2 
(pHSP 18.2) 

CP002688.1, 
AB006705.2, 
X17295.1 pHSP_R 5’cctaggTGTTCGTTGCTT

TTCGGGGAGACT 3’ 

 
732 bp(*) 

tHSP_F 5’gagctcATATGAAGATG
AAGATGAAA 3’ 

Terminator HSP 18.2 
(tHSP 18.2) 

Theo trình tự HSP 
18.2 terminator của 
Nagaya S et al 
(2009) [12] 

tHSP_R 5’gaattcCTTATCTTTAAT
CATATTCC 3’ 

262 bp(*) 

(*) kích thước của promoter và terminator gồm cả trình tự nucleotide của enzym cắt giới hạn. 
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Tách chiết và tinh sạch DNA tổng số từ lá 
Arabidopsis 

DNA genome được tách từ các mẫu lá 
Arabidopsis theo phương pháp CTAB. Xác 
định độ tinh sạch và nồng độ DNA tổng số 
bằng máy Nanodrop lite (Thermo scientific).  

Phân lập promoter và terminator HSP 18.2 
bằng kỹ thuật phản ứng chuỗi trùng hợp PCR 

Promoter và terminator HSP 18.2 được 
phân lập từ DNA tổng số tách từ lá Arabidopsis 
bằng kỹ thuật PCR với cặp mồi đặc hiệu. Thành 
phần phản ứng bao gồm: Master Mix (Promega, 
Hoa Kỳ) 2X: 12,5µl, mồi xuôi (50 ng/µl): 1 µl; 
mồi ngược (50 ng/µl): 1 µl, DNA (50 ng/µl ): 1 
µl và nước đề ion vô trùng: 9,5 µl. Phản ứng 
PCR được thực hiện trên máy Veriti 96 well 
thermal cycler (AB Applied Biosystems, 
Thermo scientific) với: 940C (3 phút); 30 chu 
kỳ: 940C (30 giây), 540C (1 phút), 720C (45 
giây); 720C (10 phút). Sản phẩm PCR được 
kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 0,8% 
(w/v).  

Nhân dòng và xác định trình tự nucleotide của 
promoter và terminator HSP 18.2 

Sản phẩm phản ứng PCR phân lập phân 
đoạn promoter và terminator HSP 18.2 được 
tinh sạch bằng bộ kit AccuPrep® Gel 
Purification (Bioneer, Hàn Quốc). Sau đó, 
promoter và terminator HSP 18.2 được ghép 
nối vào vector nhân dòng pBT. Vector nhân 
dòng pBT-pHSP (18.2) hoặc pBT-tHSP (18.2) 
được biến nạp vào chủng vi khuẩn E. coli 
chủng DH5α bằng phương pháp sốc nhiệt và 
được cấy trải trên môi trường chọn lọc LB có 
bổ sung kháng sinh carbenicillin 50 mg/l, IPTG 
100 µM và X-gal 40 mg/l. Các khuẩn lạc sống 
sót trên môi trường chọn lọc được nuôi lắc 
trong 4 ml môi trường LB lỏng bổ sung kháng 

sinh qua đêm ở 370C. Tách chiết plasmid bằng 
bộ kit QIAprep Spin Miniprep và kiểm tra sự có 
mặt của promoter và terminator HSP 18.2 trong 
vector bằng phản ứng cắt enzym giới hạn. Trình 
tự nucleotide của promoter và terminator HSP 
18.2 được xác định bằng máy giải trình tự ABI 
PRISM® 3100 Avant Genetic Analyzer tại 
phòng Thí nghiệm trọng điểm và Công nghệ 
gen, Viện Công nghệ Sinh học, Viện Hàn lâm 
KH & CN Việt Nam. 

Phân tích trình tự nucleotide của promoter và 
terminator HSP 18.2 

Phân tích mức độ tương đồng của promoter 
và terminator HSP 18.2 nhân dòng được với 
trình tự nucleotide của promoter và terminator 
HSP 18.2 đã công bố bằng chương trình 
BLAST của NCBI [13], xác định vùng tác động 
cis (hộp TATA, hộp CAAT, hộp GATA) của 
promoter HSP 18.2 thông qua cơ sở dữ liệu 
phân tích chuyên dụng về promoter thực vật [14]. 

3. Kết quả và thảo luận 

Phân lập và nhân dòng promoter HSP 18.2 từ 
Arabidopsis 

Kết quả phân lập promoter HSP 18.2 từ 
DNA cây Arabidopsis bằng kỹ thuật PCR và 
phản ứng cắt kiểm tra sản phẩm plasmid tái tổ 
hợp mang phân đoạn gen được thể hiện ở Hình 
1A và Hình 1B. Phân tích cho thấy, trên Hình 
1A xuất hiện một băng đặc hiệu có kích thước 
khoảng 732 bp, tương đương với kích thước lý 
thuyết của phân đoạn promoter HSP 18.2 theo 
thiết kế lý thuyết, trên Hình 1B, cả đường chạy 
số 1 và 2 đều gồm 2 băng rõ nét, có kích thước 
lần lượt là 732 bp và 2700 bp tương đương với 
kích thước lý thuyết của promoter HSP 18.2 và 
vector tách dòng pBT. 
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Hình 1. (A) Kết quả điện di sản phẩm PCR phân đoạn gen pHSP 18.2 bằng cặp mồi đặc hiệu từ cây Arabidopsis 
trên gel agarose 0,8% (w/v), (B) Kết quả di sản phẩm cắt bằng enzym cắt giới hạn phân đoạn pHSP từ vector 

nhân dòng pBT trên gel agarose 0,8% (w/v), M: thang DNA chuẩn DNA chuẩn 1 kb (Fermentas).  

Phân lập và nhân dòng termiator HSP 18.2 từ 
Arabidopsis 

Kết quả phân lập terminator HSP 18.2 từ 
DNA cây Arabidopsis bằng kỹ thuật PCR và 
phản ứng cắt kiểm tra sản phẩm plasmid tái tổ 
hợp mang phân đoạn gen được thể hiện ở Hình 
2A và Hình 2B. Trên Hình 2A, xuất hiện một 
băng đặc hiệu có kích thước khoảng 262 bp, 

tương đương với kích thước của terminator 
HSP18.2 thiết kế lý thuyết. Trên Hình 2B, ở 
đường chạy số 1, 2 đều xuất hiện hai băng có 
kích thước lần lượt là 262 bp và 2705 bp, kích 
thước này tương ứng với kích thước của 
terminator HSP 18.2 và kích thước của vector 
tách dòng pBT. 

 

 

Hình 2. (A) Kết quả điện di sản phẩm PCR phân đoạn gen tHSP 18.2 bằng cặp mồi đặc hiệu từ cây Arabidopsis 
trên gel agarose 0,8% (w/v), (B) Kết quả di sản phẩm cắt bằng enzym cắt giới hạn phân đoạn tHSP từ vector 

nhân dòng pBT trên gel agarose 0,8% (w/v), M: thang DNA chuẩn DNA chuẩn 1 kb (Fermentas).  
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Từ các kết quả trên, khẳng định chúng tôi 
đã phân lập và nhân dòng được promoter HSP 
18.2 và terminator HSP 18.2 từ cây Arabidopsis. 
Để khẳng định chắc chắn promoter và 
terminator này, chúng tôi tiến hành so sánh 
trình tự và xác định các yếu tố đặc trưng.  

So sánh trình tự nucleotide và phân tích các yếu 
tố cis đặc trưng của promoter HSP 18.2 

Kết quả xác định trình tự nucleotide cho 
thấy, promoter HSP 18.2 được nhân dòng từ 
Arabidopsis có kích thước tương ứng 720 bp 

(không tính trình tự của enzym cắt giới hạn là 
12 nucleotide), tương ứng với kích thước dự 
tính khi thiết kế mồi. Ngoài ra, đầu 5’ và 3’ của 
đoạn promoter HSP 18.2 đã phân lập có mang 
trình tự nhận biết của cặp enzyme HindIII 
(aagctt) và BamHI (ggatcc). So sánh trình tự 
nucleotide của promoter HSP 18.2 với các trình 
tự đã được công bố với các trình tự promoter 
HSP 18.2 trên ngân hàng gen quốc tế bằng công 
cụ BLAST, chúng tôi thu được kết quả trình 
bày trên Bảng 2. 

Bảng 2. Kết quả so sánh trình tự nucleotide của promoter phân lập được với  
các trình tự gen/promoter HSP 18.2 công bố trên ngân hàng gen quốc tế 

Mã số Tên gen/promoter đã công bố Mức độ 
so sánh 

Mức độ 
tương đồng 

CP002688.1 Arabidopsis thaliana chromosome 5, 
complete sequence 

 
100% 

 
100% 

AB006705.2 Arabidopsis thaliana genomic DNA, 
chromosome 5, P1 clone:MTH12 

 
100% 

 
100% 

X17295.1 Arabidopsis HSP18.2 gene for 18.2kDa heat 
shock protein 

100% 100% 

Qua bảng 2 có thể thấy, trình tự promoter 
HSP 18.2 được nhân dòng có mức độ tương 
đồng nucleotide với trình tự promoter HSP 18.2 
đã được công bố trên ngân hàng Gen. Tiếp tục 
phân tích các yếu tố điều hòa cis của promoter 

HSP 18.2 phân lập được bằng cách dùng cơ sở 
dữ liệu phân tích chuyên dụng PLACE (Plant 
Cis-acting Regulatory DNA Elements). Kết quả 
phân tích được thể hiện ở Hình 3. 

 
Hình 3. Phân tích trình tự nucleotide của promoter HSP 18.2 từ Arabidopsis. 
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Phân tích Hình 3 cho thấy, promoter HSP 
18.2 thu được có mang đầy đủ trình tự cis của 
một promoter điển hình gồm: hộp CAAT (vị trí 
39→42), 2 hộp GATA (vị trí 73→76 và 
406→409) và hộp TATA (vị trí 643→649 bp). 
Tiếp tục phân tích, so sánh trình tự promoter 
HSP 18.2 thu được với trình tự đã công bố trên 
Ngân hàng Gen Quốc tế, đã xác định được 
promoter HSP 18.2 thu được có đủ sáu yếu tố 
cảm ứng với nhiệt độ (Heat shock elements: 
HSE): từ vị trí 482→495, 492→505, 502→515, 
549→562, 559→572 và 600→613 (tương ứng 
với các vị trí: -238→-225, -228→-215, -218→-
205, -171→-158, -161→-148 và -120→-107 
theo chiều 5’). Kết quả này khẳng định trình tự 
promoter HSP 18.2 phân lập được chính là 
promoter HSP 18.2 từ cây Arabidopsis. Ngoài 

ra, đầu 5’ và 3’ của đoạn promoter HSP 18.2 đã 
phân lập có mang trình tự nhận biết của cặp 
enzyme HindIII (aagctt) và BamHI (ggatcc). 
Trình tự của promoter HSP 18.2 được đăng ký 
trên ngân hàng gen, mã số KM083119. 

So sánh trình tự nucleotide và phân tích các yếu 
tố đặc trưng của terminator HSP 18.2 

Kết quả phân tích trình tự nucleotide của 
phân đoạn gen terminator HSP 18.2 cho thấy 
phân đoạn gen này chứa 250 bp, có độ tương 
đồng 100% với trình tự terminator HSP 18.2 đã 
công bố của Nagaya S và cộng sự (2010) [12]. 
Trên trình tự terminator HSP 18.2 này gồm toàn 
bộ đầu 3’UTR và poly A site, vị trí của poly A 
site là từ nucleodite 158 (Hình 4). 

 

 

Hình 4. Phân tích trình tự nucleotide của terminator HSP 18.2 từ cây Arabidopsis. 

Ngoài ra, terminator HSP 18.2 còn chứa hai 
vị trí cắt của enzym cắt giới hạn là SacI (gaattc) 
và EcoRI (gaattc). Từ các kết quả trên, chúng 
tôi khẳng định đã phân lập thành công 
terminator HSP 18.2 của cây Arabidopsis, trình 
tự này được đăng ký trên ngân hàng gen quốc tế 
có mã số KP008108. 

4. Kết luận 

Nhân dòng thành công promoter và 
terminator HSP 18.2 từ cây Arabidopsis 
thaliana với mức độ chính xác, độ tương đồng 
cao với các trình tự đã công bố trên ngân hàng 

Gen. Promoter HSP 18.2 thu được có kích 
thước 720 bp với đầy đủ các vùng tác động cis 
quan trọng của một promoter điển hình ở thực 
vật: hộp TATA, CAAT và GATA và promoter 
HSP 18.2 còn chứa 6 vùng cảm ứng với nhiệt 
độ. Trình tự này được đăng ký trên ngân hàng 
Gen mã số KM083119. Tiếp theo là trình tự 
terminator HSP 18.2 phân lập được có kích 
thước 250 bp, vị trí của poly (A) là ở nucleotide 
158, được đăng ký trên ngân hàng Gen với mã 
số KP008108. Các trình tự này nguyên liệu tốt 
cho các nghiên cứu tiếp theo nhằm thiết kế 
vector biểu hiện hiệu quả protein tái tổ hợp ở 
thực vật.  
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Cloning of HSP 18.2 Promoter and Terminator from 
Arabidopsis thaliana for Construction of the Gene Expression 

Vector in Plant 

La Việt Hồng1,2, Phạm Bích Ngọc1, Chu Hoàng Hà1 
1Institute of Biotechnology,   

2Hanoi Pedagogical University No2  
 

Abstract: In Arabidopsis, promoter and terminator HSP 18.2 regulated expression of heat shock 
protein 18.2 gene which were induced by high environmental temperature. This study presents results 
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of HSP 18.2 promoter and terminator cloning and sequencing from the Arabidopsis thaliana for 
construction of vector to express target gene in plant. The data obtained showed that HSP 18.2 
promoter has 720 bp in length that carries a full range of cis-acting elements similar to a typical 
promoter such as CAAT box (39 to 42), two GATA boxes (73 to 76 and 406 to 409) and TATA box 
(643 to 649). Furthermore, This promoter contains six heat shock elements: 482 to 495, 492 to 505, 
502 to 515, 549 to 562, 559 to 572 and 600 to 613. HSP 18.2 terminator has 250 bp in length and poly 
A site of HSP 18.2 terminator was identified at 158 nucleotide position. Sequence of HSP 18.2 
promoter and terminator were submitted in Genebank with the accession number KM083119 and 
KP008108. These sequences will contribute a fundamental basis for further researches in order to 
construct high expression vector carrying HSP 18.2 promoter and terminator in transgenic plants. 

Keywords: Arabidopsis, expression, promoter, recombinant, terminator.  
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