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DANH MỤC CÁC CHỮ VIẾT TẮT 

 

Chữ viết tắt Từ đầy đủ và giải thích 

ATMT 
Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation (chuyển 

gen thông qua vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens) 

AS Acetosyringone 

bp base pair 

BSA Bovine Serum Albumin 

CD Czapek-Dox 

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats  

Ct Cycle threshold (ngưỡng chu kỳ) 

DNA Deoxyribonucleic acid 

DSB Double-strand break (đứt sợi kép) 

EDTA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid 

GFP Green Fluorescent Protein (Protein phát huỳnh quang xanh) 

gRNA Guide RNA (RNA dẫn đường) 

GRAS Generally Recognized As Safe (được nhận dạng là an toàn) 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid 

HR Homologous recombination (tái tổ hợp tương đồng) 

IGPD Imidazoleglycerol phosphate dehydratase 

IM Induction medium (môi trường cảm ứng để chuyển gen) 

kb kilobase pairs 

LB Luria Bertani (môi trường LB) 

MM Miminal Medium (môi trường tối thiểu) 

MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 
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NAT Nourseothricin N-acetyl transferase 

NHEJ 
Non-homologous end joining (nối đầu cuối không tương 

đồng) 

OD Optical Density (mật độ quang) 

OMP Orotidine-5’-monophosphate 

OTA Ochratoxin A 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PDA Potato Dextrose Agar (môi trường PDA) 

PSM Phytase Screening Medium (môi trường sàng lọc phytase) 

PMT 
Protoplast-mediated transformation (chuyển gen thông qua 

tế bào trần) 

RNA Ribonucleic acid  

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 

TAE Tris-acetate-EDTA 

T-DNA Transferred DNA (DNA được vận chuyển) 

Ti plasmid Tumor inducing plasmid (plasmid cảm ứng tạo khối u) 

TF Transcription factor (yếu tố điều hòa) 

Vir Virulence region (vùng độc lực) 
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MỞ ĐẦU 

Nấm sợi Aspergillus oryzae và Aspergillus niger được chứng nhận là an toàn 

đối với con người bởi Cục quản lý Thực phẩm và Dược phẩm Hoa Kỳ (FDA). Hai 

loài nấm này được sử dụng phổ biến trong công nghiệp sản xuất enzyme và axit hữu 

cơ. Gần đây, A. oryzae và A. niger cũng được đánh giá là nhà máy tế bào tiềm năng 

để sản xuất các sản phẩm trao đổi chất có hoạt tính sinh học dùng trong lĩnh vực y-

dược. Tuy nhiên, khả năng sinh tổng hợp và tiết sản phẩm của các chủng phân lập từ 

tự nhiên thường thấp, khó đáp ứng được nhu cầu sản xuất ở quy mô công nghiệp. 

Việc cải biến các chủng tự nhiên bằng kỹ thuật di truyền có thể giúp tạo ra các chủng 

đột biến có năng lực sinh tổng hợp các sản phẩm với hiệu suất cao. Một số gen liên 

quan đến sinh tổng hợp protease, điều hòa trao đổi chất, kiểm soát hình thái tế bào và 

tiết sản phẩm cần được hiệu chỉnh để tạo ra các chủng nấm có đặc tính mới, phù hợp 

cho biểu hiện enzyme/protein tái tổ hợp. Mục đích của luận án là nhằm tạo ra hệ 

thống chuyển gen mới ở A. oryzae và A. niger mà không sử dụng gen kháng kháng 

sinh. Hệ thống này sẽ giúp cải biến các chủng nấm tự nhiên để tạo ra các chủng nấm 

tái tổ hợp có năng suất cao và an toàn cho sản xuất sản phẩm. 

1. Tính cấp thiết của đề tài 

Chi Aspergillus gồm hơn 180 loài đã được công nhận chính thức, hầu hết trong 

số đó có khả năng phân giải polysaccharide thực vật. Nhiều loài trong chi nấm này 

có khả năng tiết một lượng lớn các enzyme thuỷ phân vào môi trường nuôi cấy; do 

đó, chúng được coi là các nhà máy tế bào quan trọng để sản xuất enzyme tái tổ hợp 

cùng nguồn và khác nguồn ở quy mô công nghiệp. Ngoài khả năng tiết enzyme vượt 

trội, nấm sợi Aspergillus còn sinh trưởng nhanh, dễ nuôi cấy với chi phí thấp. Đặc 

biệt, A. oryzae và A. niger được xem là vật chủ tiềm năng cao cho sản xuất các sản 

phẩm tái tổ hợp phục vụ phát triển công nghiệp sinh học.  

Tuy nhiên, phần lớn các nghiên cứu cải biến di truyền ở nấm sợi A. oryzae và 

A. niger vẫn sử dụng phương pháp chuyển gen thông qua tế bào trần (protoplast). 

Phương pháp chuyển gen này bao gồm nhiều bước thực hiện phức tạp, chi phí cao và 

kết quả thí nghiệm thiếu ổn định ở những lần lặp lại. Việc phát triển hệ thống chuyển 

gen mới với hiệu suất cao, chi phí thấp và an toàn ở A. oryzae và A. niger sẽ là nền 
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tảng ưu việt phục vụ sản xuất enzyme/protein tái tổ hợp có tiềm năng thương mại 

hóa. Kể từ năm 1998, phương pháp chuyển gen thông qua vi khuẩn Agrobacterium 

tumefaciens đã được thực hiện thành công ở nhiều loài nấm sợi khác nhau. Hiệu suất 

chuyển gen của phương pháp này có thể đạt đến 97% và thậm chí cao hơn phương 

pháp chuyển gen thông qua tế bào trần lên tới 400 lần ở nấm Aspergillus awamori. 

Tuy nhiên, phương pháp này mới chỉ được áp dụng một cách hạn chế ở A. oryzae và 

A. niger. Đặc biệt, các marker chọn lọc dùng cho chuyển gen ở cả A. oryzae và A. 

niger mới chỉ giới hạn ở một số lượng nhất định do A. oryzae kháng với hầu hết các 

loại kháng sinh dùng cho chuyển gen, còn A. niger thường đòi hỏi nồng độ kháng 

sinh khá cao để đảm bảo chọn lọc được các thể chuyển gen. Điều này không những 

làm tăng chi phí thí nghiệm mà còn có thể gây ra lo ngại về việc phát tán của các 

chủng nấm mang gen kháng kháng sinh ra môi trường tự nhiên.  

Xây dựng được hệ thống chuyển gen với hiệu suất cao thông qua việc sử dụng 

các marker chọn lọc là gen dinh dưỡng hay gen “tự thân” sẽ đảm bảo sự an toàn của 

chủng tái tổ hợp và là nền tảng di truyền quan trọng phục vụ nghiên cứu biểu hiện tái 

tổ hợp định hướng ứng dụng. Hệ thống này có thể được sử dụng để loại bỏ đi các gen 

không mong muốn khỏi hệ gen của nấm, như các mã hoá protease (gây phân giải sản 

phẩm enzyme/protein tái tổ hợp), các gen sinh tổng hợp amylase (gây cản trở việc 

thu hồi và tinh chế sản phẩm tái tổ hợp), ... Hệ thống chuyển gen phát triển được trong 

nghiên cứu này cũng sẽ là công cụ đắc lực giúp tăng cường khả năng biểu hiện của 

gen mã hóa enzyme tái tổ hợp như phytase (enzyme thủy phân phytate, thường được 

bổ sung vào thức ăn chăn nuôi), laccase (ứng dụng trong xử lý loại bỏ thuốc nhuộm 

có trong nước thải), ... 

Từ những lý do nêu trên, chúng tôi tiến hành thực hiện đề tài: “Nghiên cứu 

phát triển hệ thống chuyển gen mới phục vụ cải biến di truyền một số loài nấm sợi 

thuộc chi Aspergillus”. 

2. Đối tượng và phạm vi nghiên cứu 

 Nghiên cứu này tập trung vào việc phát triển hệ thống chuyển gen mới ở hai 

loài nấm sợi thuộc chi Aspergillus được cho là an toàn và tiềm năng nhất trong sản 

xuất các sản phẩm phục vụ nông nghiệp, công nghiệp, y-dược là A. oryzae và A. niger. 
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3. Mục tiêu của đề tài 

- Phát triển được hệ thống chuyển gen hiệu suất cao thông qua vi khuẩn 

Agrobacterium tumefaciens dựa trên cơ chế trợ dưỡng đơn và trợ dưỡng kép. 

- Áp dụng được hệ thống chuyển gen để cải biến di truyền nấm sợi A. oryzae và A. 

niger thông qua việc xoá gen và tăng cường biểu hiện gen nhằm tạo ra các chủng 

đột biến có đặc tính sinh học ưu việt. 

4. Nội dung nghiên cứu 

Nội dung 1: Phát triển hệ thống chuyển gen mới (tạo chủng đột biến khuyết 

dưỡng, tạo vector, tối ưu quy trình chuyển gen, biểu hiện gen chỉ thị huỳnh quang). 

Nội dung 2: Sử dụng hệ thống chuyển gen thông qua vi khuẩn Agrobacterium 

tumefaciens mới phát triển để nghiên cứu vai trò, chức năng gen. 

Nội dung 3: Đánh giá hiệu quả xoá gen (amyR, laeA, prtT, stuA, veA) sử dụng hệ 

thống chuyển gen thông qua vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens và đánh giá vai trò 

của các gen này đến quá trình sinh trưởng, biệt hoá tế bào, phân giải cơ chất và tiết 

sản phẩm. 

Nội dung 4: Xây dựng phương án nhằm nâng cao hiệu suất xóa gen ở A. oryzae 

và A. niger mà không sử dụng gen kháng kháng sinh. 

Nội dung 5: Áp dụng hệ thống chuyển gen thu được để tăng cường sự biểu hiện 

của gen phyA mã hoá enzyme phytase ở các chủng đột biến xoá gen. 

5. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài 

Nghiên cứu này đã phát triển thành công hệ thống chuyển gen mới với hiệu 

suất cao dựa trên marker chọn lọc là gen dinh dưỡng để phục vụ cải biến di truyền 

nấm sợi A. oryzae và A. niger. Đề tài chứng minh được hiệu quả của hệ thống chuyển 

gen mới thông qua việc xóa gen và tăng cường biểu hiện gen nhằm tạo ra các chủng 

nấm có đặc tính ưu việt phục vụ sản xuất enzyme và protein tái tổ hợp. 

6. Những đóng góp mới của luận án 

• Đã xây dựng được phương pháp tối ưu cho chuyển gen thông qua vi khuẩn 

Agrobacterium tumefaciens ở nấm sợi A. oryzae và A. niger dựa trên cơ chế 
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trợ dưỡng đơn (trợ dưỡng histidine) và trợ dưỡng kép (trợ dưỡng histidine, 

uridine/uracil). 

• Đã phát triển được phương án xóa nhiều gen ở cùng một chủng nấm với việc 

chỉ sử dụng một marker chọn lọc duy nhất là pyrG, và tăng cường hiệu quả 

xóa gen ở A. oryzae và A. niger bằng cách sử dụng marker hisB để xóa gen và 

marker pyrG để ngăn chặn sự sinh trưởng các thể đột biến chèn ngẫu nhiên. 

• Đã áp dụng hệ thống chuyển gen để tạo được 5 chủng đột biến xóa gen mã hóa 

protein điều hòa (amyR, laeA, prtT, stuA, veA) nhằm tạo ra các chủng nền cho 

biểu hiện protein/enzyme tái tổ hợp, và đã tăng cường được sự biểu hiện của 

gen mã hóa enzyme phytase (phyA) ở các chủng nền này. 
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Chương 1 

TỔNG QUAN CÁC VẤN ĐỀ NGHIÊN CỨU 

1.1. Giới thiệu về chi Aspergillus 

Aspergillus là một trong những chi nấm lâu đời nhất được đặt tên bởi Pier 

Antonio Micheli vào năm 1729 (Hình 1.1). Khi quan sát cấu trúc sinh bào tử của chi 

nấm này qua kính hiển vi, Micheli đã nhớ đến một thiết bị được giáo sĩ Công giáo La 

Mã sử dụng để vảy nước thánh gọi là asperges. Kể từ năm 1926, sau khi Tom và 

Church xuất bản sách chuyên khảo lớn đầu tiên về chi nấm này, Aspergillus đã trở 

thành một trong những nhóm nấm mốc được biết đến và được nghiên cứu nhiều nhất. 

Sự phổ biến của chúng trong môi trường tự nhiên, khả năng dễ nuôi cấy trên môi 

trường nhân tạo và tầm quan trọng kinh tế của một số loài Aspergillus đã thu hút 

nhiều nhà khoa học. Aspergillus phát triển mạnh dưới dạng sinh vật hoại sinh trên 

thảm thực vật mục nát, trên các nguyên liệu đa dạng như phân, mô người và giấy da 

cổ [15].  

 

Hình 1.1. Hình ảnh Aspergillus conidiophore mô tả bởi Pier Micheli [44] 

1.1.1. Đặc điểm phân loại 

Đặc điểm xác định của chi Aspergillus là cấu trúc mang bào tử giống 

aspergillum. Đây là đặc điểm hiển vi quan trọng nhất được sử dụng trong phân loại 

Aspergillus. Trong quá trình biệt hóa sợi nấm, một số tế bào phình to, hình thành các 

tế bào chân. Nhánh sợi nấm phát triển từ tế bào chân gọi là cuống sinh bào tử 

(conidiophore), mở rộng ở đỉnh tạo thành một túi hình tròn, hình elip hoặc hình que. 

Vùng giàu dinh dưỡng của túi là một lớp tế bào gọi là phialide (thể bình), hay 

steigmata trong tài liệu cũ, tạo ra chuỗi dài các bào tử gọi là conidia (bào tử đính) 
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hoặc conidiospore nhờ quá trình sinh sản vô tính. Kích thước và sự sắp xếp của các 

conidia cũng như màu sắc của bào tử là đặc điểm nhận dạng quan trọng. Ví dụ, các 

loài trong nhóm A. niger có bào tử màu đen, nhóm A. ochraceus có màu vàng đến 

nâu, trong khi A. fumigatus, A. nidulans và A. flavus có màu xanh lá cây. Các đặc 

điểm nuôi cấy chính được sử dụng trong việc xác định loài là màu sắc của khuẩn lạc, 

tốc độ sinh trưởng và khả năng chịu nhiệt. Aspergillus có đặc điểm hình thái và sinh 

trưởng khác nhau trên các nguồn dinh dưỡng khác nhau. Các nhà phân loại học hiện 

nay thường nuôi cấy các chủng nấm trên một số loại môi trường nhất định, ở một số 

nhiệt độ khác nhau để xác định loài [8]. 

Ngoài conidiophore, các cấu trúc hình thái khác cũng hữu ích cho việc xác 

định, nhận dạng nấm, bao gồm cleistothecia (quả thể sinh sản hữu tính), tế bào Hülle 

(còn gọi là nursing cells, một loại tế bào đặc biệt giúp nuôi dưỡng cleistothecia) và 

sclerotia (một dạng tế bào ở dạng thể nghỉ). Cả cleistothecia và sclerotia đều là cấu 

trúc dạng đóng và thường có hình tròn. Cleistothecia được hình thành ở giai đoạn 

sinh sản hữu tính và chứa các bào tử có tên là ascospore sinh ra trong nang (ascus) 

[15]. 

1.1.2. Đặc điểm sinh lý sinh hóa  

Bào tử Aspergillus là thành phần phổ biến của các sol khí, tự phát tán theo 

khoảng cách ngắn hoặc dài tùy thuộc vào điều kiện môi trường. Aspergillus có thể 

phát triển ở phạm vi nhiệt độ rộng (6-55°C) và ở độ ẩm tương đối thấp. Các loài 

Aspergillus có thể sử dụng nhiều loại cơ chất khác nhau có trong môi trường. Trong 

tự nhiên, Aspergillus đóng vai trò quan trọng trong việc phân giải các cơ chất phức 

tạp như tinh bột, hemicellulose, cellulose, pectin và các polyme khác. Khả năng tiết 

ra một lượng lớn enzyme/protein, các chất chuyển hóa (axit hữu cơ, lovastatin, sắc 

tố, …), kết hợp với công nghệ lên men và các kỹ thuật sinh học phân tử hiện đại đã 

giúp tạo ra các nhà máy tế bào ưu việt ở A. niger, A. oryzae, A. awamori, A. sojae và 

A. terreus phục vụ sản xuất các sản phẩm có giá trị ở quy mô công nghiệp [96].  

Tuy nhiên, một số loài của chi Aspergillus là tác nhân gây hại cho sản xuất 

nông nghiệp, ảnh hưởng đến sức khỏe của con người và vật nuôi. Một số loài 

Aspergillus có khả năng sinh độc tố (mycotoxin) trên nông sản, như A. flavus sinh 
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aflatoxin hay A. westerdijkiae sinh ochratoxin A. Đặc biệt, A. fumigatus là tác nhân 

gây bệnh cơ hội ở người, thường gây bệnh ở những người có hệ miễn dịch bị suy yếu 

[77]. 

1.1.3. Di truyền học và hệ gen nấm 

Năm 2005, dữ liệu hệ gen của 3 loài Aspergillus đã được công bố, gồm A. 

nidulans, A. oryzae và A. fumigatus. Việc xuất bản đồng thời 3 công trình về hệ gen 

của 3 loài Aspergillus này trên tạp chí danh tiếng Nature vào tháng 12 năm 2005 đã 

khẳng định Aspergillus là chi nấm hàng đầu cho các nghiên cứu về phân tích hệ gen. 

Kích thước hệ gen của các loài Aspergillus được giải trình tự nằm trong khoảng từ 

29,3 Mb đối với A. fumigatus đến 37,1 Mb đối với A. oryzae; trong khi số lượng gen 

dự đoán thay đổi từ khoảng 9926 đối với A. fumigatus đến khoảng 12.071 đối với A. 

oryzae [88, 108]. Đến năm 2017, 10 trình tự hệ gen mới của chi Aspergillus đã được 

công bố, cụ thể là A. luchuensis, A. aculeatus, A. brasiliensis, A. carbonarius, A. 

glaucus, A. sydowii, A. tubingensis, A. versicolor, A. wentii và A. zonatus [41]. Những 

loài này được chọn chủ yếu để cung cấp độ bao phủ tốt hơn cho toàn bộ chi, để bổ 

sung cho trình tự hệ gen đã có sẵn của A. clavatus, A. fischeri, A. flavus, A. fumigatus, 

A. nidulans, A. niger, A. oryzae, và A. terreus, và để cho phép khai thác dữ liệu chi 

tiết hơn của nhóm công nghiệp Nigri (A. luchuensis, A. aculeatus, A. brasiliensis, A. 

carbonarius, A. niger, A. tubingensis) [41].  

1.1.4. Vai trò ứng dụng trong công nghệ sinh học và công nghiệp 

Aspergillus đã được sử dụng trong biến đổi gạo, đậu nành và các thực phẩm 

từ thực vật khác nhằm cải thiện hương vị và tăng khả năng lên men. Việc sử dụng 

Aspergillus để sản xuất thực phẩm được cho là bắt nguồn từ Trung Quốc cách đây 

khoảng 2000 năm. Sau đó, quá trình lên men thực phẩm tương tự đã được tiến hành 

ở Indonesia, Nhật Bản, Hàn Quốc và các khu vực khác của châu Á. Các quy trình lâu 

đời nhất có liên quan đến quá trình lên men thực phẩm truyền thống, bao gồm miso 

(tương làm từ bột đậu nành và gạo), shoyu (nước tương), rượu sake (rượu vang gạo), 

shochu (rượu mạnh) và yonezu (giấm gạo). Koji là tên tiếng Nhật của các loại ngũ 

cốc lên men và/hoặc đậu nành (Hình 1.2). Trong koji, nấm sợi tiết ra nhiều loại 
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enzyme và làm biến đổi cơ chất từ protein thành peptide và axit amin, và từ tinh bột 

thành đường đơn [116]. 

 

Hình 1.2. Hình thái 3 loại nấm Aspergillus dùng trong sản xuất các sản phẩm 

lên men truyền thống [116] 

Bên trái là hình ảnh khuẩn lạc Aspergillus oryzae (koji vàng; A), Aspergillus 

luchuensis (koji đen; C) và Aspergillus luchuensis var. kawachii (koji trắng; E). Bên 

phải là đầu cấu trúc sinh bào tử của các loại nấm này (B, Aspergillus oryzae; D, 

Aspergillus luchuensis; F, Aspergillus luchuensis var. kawachii). Thang chia = 20 

μm.  

Aspergillus có hiệu quả kinh tế cao, các thành viên của chi nấm này đã được 

khai thác trong nhiều quy trình công nghiệp khác nhau. Các loài Aspergillus được sử 

dụng trong ngành công nghiệp đồ uống, dược phẩm, sản xuất enzyme và axit hữu cơ. 

Do tính chất an toàn của A. oryzae và A. niger để điều chế thực phẩm và đồ uống của 
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con người, các sản phẩm mới từ các loại nấm này dễ dàng được chấp thuận hơn các 

sản phẩm từ các sinh vật khác. Với khả năng tiết cao, các enzyme ngoại bào của A. 

oryzae và A. niger có thể dễ dàng được khai thác để sản xuất các enzyme dùng trong 

các ngành công nghiệp như làm bánh, nước giải khát và sản xuất bia; bổ sung vào 

thức ăn cho động vật; và dùng trong ngành công nghiệp giấy. Aspergillus cũng có 

tiềm năng to lớn trong việc cung cấp các enzyme mới có thể được sử dụng để chuyển 

hóa sinh khối thực vật thành nhiên liệu và các sản phẩm công nghiệp hữu ích khác 

[12]. 

1.2. Nấm sợi A. oryzae 

1.2.1. Đặc điểm hình thái 

A. oryzae là loài nấm sợi hiếu khí. Bào tử của A. oryzae có màu vàng lục hay 

màu vàng hoa cau (Hình 1.3).  

 

Hình 1.3. Hình thái nấm sợi A. oryzae RIB40 [148] 

Khuẩn lạc A. oryzae RIB40 trên các môi trường (A) CYA, (B) MEA sau 7 ngày nuôi 

cấy ở 25oC. (C) Hình dạng sclerotia, (D-I) hình dạng conidiophore và conidia. Thang 

chia = 10 μm.  
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Giai đoạn đầu khuẩn lạc có màu trắng, sau đó chuyển sang màu vàng-xanh. 

Hệ sợi nấm bao gồm những sợi mỏng với kích thước theo chiều ngang 5-7 μm, phân 

nhánh nhiều, và có vách ngăn. A. oryzae hình thành bào tử đính (hay conidia) nhờ 

quá trình sinh sản vô tính. Sợi nấm phát triển tế bào chân đế và biệt hóa thành sợi 

cuống dài (conidiophore) với cấu trúc phồng lên ở đầu cuối dạng củ hành gọi là bọng 

(vescicle). Xung quanh bọng chứa một vài lớp tế bào chuyên biệt gọi là thể bình 

(phialide). Từ bộ cuống ngoài cùng, những bào tử được sinh ra đính vào nhau, nên 

gọi là bào tử đính [89].  

1.2.2. Hệ gen A. oryzae 

Hệ gen của một số loài nấm sợi thuộc chi Aspergillus dùng trong công nghiệp 

đã được nghiên cứu từ cuối những năm 1990. Mặc dù A. sojae đã được sử dụng trong 

sản xuất công nghiệp như A. oryzae, nhưng nghiên cứu về hệ gen của A. sojae còn 

hạn chế. Phân tích trình tự EST (Expressed Sequence Tags, chỉ thị các trình tự được 

biểu hiện) được hoàn thành vào năm 2001 với chủng A. oryzae RIB40 (ATCC 42149). 

Hệ gen đầy đủ của A. oryzae RIB40 chứa 8 nhiễm sắc thể và ty thể (hình tròn) và ước 

tính kích thước là 37,6 Mb hay 37.878.829 bp. Hệ gen của A. oryzae chứa 12.074 

gen, dài hơn 7-9Mb (hoặc lớn hơn 25-30%) so với A. nidulans và A. fumigatus. Có 

12.084 khung đọc mở trong hệ gen của A. oryzae RIB40, có thể mã cho các protein 

hoặc peptide thiết yếu. Các vùng mã hóa chiếm 44,02% hệ gen [89].  

A. oryzae có các gen mã hóa cho sinh tổng hợp các chất chuyển hóa. Một số 

gen ở A. oryzae giúp tăng cường tiết các enzyme thủy phân khi lên men lỏng hoặc 

lên men rắn. Vì vậy, A. oryzae được xem là vi sinh vật hiệu quả dùng cho các quá 

trình lên men. Ngoài ra, gen mã hóa cho con đường sinh độc tố aflatoxin không được 

biểu hiện trong A. oryzae [55]. Do quá trình thuần hoá và chọn lọc trong lên men, A. 

oryzae đã mất hoặc giảm khả năng sản xuất nhiều chất chuyển hóa thứ cấp như 

aflatoxin và axit cyclopiazonic, đồng thời tăng chuyển hóa carbohydrate, một phần là 

do sự nhân đôi của gen mã hóa -amylase. Gần đây, trình tự và phân tích so sánh hệ 

gen của 82 chủng A. oryzae đã được thực hiện và chia A. oryzae thành 8 nhánh riêng 

biệt với sự đa dạng trong số lượng các gen tham gia vào quá trình trao đổi chất thứ 

cấp. Ngoài ra, số lượng bản sao -amylase thay đổi từ 1 đến 4 ở các chủng A. oryzae 
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và các sự kiện sao chép gen này có khả năng liên quan đến các transposon 

Tc1/mariner. Có thể quá trình chọn lọc nhân tạo nhằm tăng sản xuất amylase có liên 

quan mật thiết tới sự nhân đôi độc lập của gen mã hóa cho -amylase ở A. oryzae 

[32]. 

1.2.3. Sinh thái học và ý nghĩa kinh tế 

A. oryzae có xu hướng ưa thích môi trường giàu oxy. Nấm này phát triển mạnh 

ở 30-40oC và trên môi trường có đủ độ ẩm cho bào tử phát triển. A. oryzae là loài 

được thuần hóa và thường được tìm thấy ở các khu vực phía bắc, đặc biệt là ở khu 

vực Đông Á. Chi Aspergillus có mặt phổ biến trong tự nhiên, mặc dù vậy loài A. 

oryzae hiếm hơn do được tạo ra từ quá trình thuần hóa để sử dụng trong lên men công 

nghiệp thực phẩm [13].  

A. oryzae được sử dụng chủ yếu trong sản xuất các loại thực phẩm như nước 

tương, rượu sake và giấm ở Nhật Bản và Trung Quốc [13]. Ở Châu Âu, A. oryzae đã 

được sử dụng từ đầu thế kỷ 20 trong việc sản xuất các enzyme để nướng và pha. Cả 

A. oryzae và các enzyme của nó đều được chấp nhận như các thành phần của thực 

phẩm (FAO/WHO JECFA 1987). A. oryzae có tiềm năng lớn nhất trong sản xuất 

enzyme của chi Aspergillus và loài nấm này được sử dụng rộng rãi trong lĩnh vực kỹ 

thuật di truyền và công nghệ sinh học nhằm tạo ra các enzyme công nghiệp có giá trị 

kinh tế cao [89].  

Năm 1894, enzyme amylase sản xuất bởi A. oryzae lần đầu tiên được bán trên 

thị trường dưới tên gọi “Taka-diastase’’. Đây được coi là mốc khởi đầu cho cuộc cách 

mạng sản xuất enzyme thương mại có nguồn gốc từ nấm trên toàn thế giới. Cho đến 

nay, glucoamylase và α-amylase thu được từ A. oryzae chiếm gần 20% lượng enzyme 

amylase được sản xuất. Ngoài amylase, A. oryzae còn được coi như một nhà máy sản 

xuất nhiều loại enzyme thủy phân có giá trị kinh tế cao khác như protease, lipase, và 

cellulase. Bên cạnh đó, sự phát triển các hệ thống chuyển gen ở A. oryzae đã giúp sản 

xuất số lượng enzyme từ nấm sợi với lượng phù hợp phục vụ công nghiệp. Khả năng 

A. oryzae biểu hiện mức độ cao của các enzyme tái tổ hợp khác nguồn (heterologous 

enzyme), ví dụ protease aspartic và lipase từ Rhizomucor miehei đã được chứng minh 

bởi Christensen (1988) và Huge-Jensen (1989) [35, 61]. Ngày nay, việc sản xuất một 
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số enzyme công nghiệp tái tổ hợp từ A. oryzae đã được cấp phép. Việc sử dụng 

Rhizomucor miehei lipase biểu hiện bởi A. oryzae đã được chấp thuận tại Đan Mạch 

trong sử dụng chất béo và dầu ăn cho người [13]. Tuy nhiên, các nghiên cứu cơ bản 

về đặc tính sinh học của A. oryzae còn gặp một số khó khăn do loài nấm này không 

có quá trình sinh sản hữu tính, bào tử sinh sản vô tính (conidia) đa nhân và kích thước 

hệ gen lớn [4]. 

1.3. Nấm sợi A. niger  

1.3.1. Đặc điểm hình thái 

A. niger được mô tả vào năm 1867 trong một bản thảo có tựa đề “Physiologie 

des mucédinées” của nhà thực vật học người Pháp - Philippe Edouard Léon van 

Tieghem. Ông đã phân lập loại nấm này từ các loại nấm mốc với mục đích chính là 

nghiên cứu sản xuất axit gallic bằng một quá trình lên men nấm. Từ các nấm mốc, 

ông đã phân lập được nấm Penicillium glaucum và một loài Aspergillus với các bào 

tử tương tự như Aspergillus glaucus, nhưng có màu đen trên các môi trường khác 

nhau cùng với một vài đặc điểm khác được đặt tên là Aspergillus niger [44]. 

A. niger sinh sản chủ yếu bằng bào tử vô tính và hiện chưa phát hiện thấy giai 

đoạn sinh sản hữu tính tồn tại ở loài nấm này. Khuẩn lạc của A. niger có màu trắng 

hoặc vàng, bị che khuất bởi màu đen của bào tử sinh sản vô tính mọc trên bề mặt 

(Hình 1.4). Dưới kính hiển vi có thể quan sát thấy sợi nấm trong suốt, có vách ngăn, 

phân nhánh liên tục, đường kính hệ sợi 2,5-8 μm. Cuống sinh bào tử dài 300-400 μm, 

đường kính 40-70 μm, không màu, một đầu gắn với bọng hình cầu có màu sẫm hơn. 

Bọng cầu được bao phủ bởi thể bình sơ cấp có màu trong suốt tới nâu, có vách ngăn. 

Trên tầng thể bình sơ cấp là thể bình thứ cấp, đính bào tử hình cầu có gai nhọn với 

đường kính 3,5-5 μm. Sợi nấm mới phát triển có màu trắng, sau đó được bao phủ bởi 

bào tử có màu nâu hoặc đen tạo nên màu sắc đặc trưng [93]. 
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Hình 1.4. Hình thái hệ sợi của chủng A. niger TL8 trên môi trường thạch và 

cuống sinh bào tử dưới kính hiển vi [1] 

1.3.2. Hệ gen A. niger 

Năm 2007, lần đầu tiên hệ gen của loài Aspergillus quan trọng nhất trong công 

nghiệp được giải trình tự. Hệ gen của chủng được sử dụng phổ biến trong sản xuất 

glucoamylase A là A. niger CBS513.88 có kích thước là 33,9 Mb, với 14.165 gen 

được dự đoán là mã hoá cho protein [120]. Đối với chủng A. niger CBS513.88, có 

nhiều gen được làm giàu, bao gồm glucoamylase A, tRNA-synthase và các yếu tố 

vận chuyển liên quan đến chuyển hóa axit amin và tổng hợp protein. Trong khi đó, 

chủng A. niger ATCC 1015 dùng trong sản xuất công nghiệp axit citric có số lượng 

cao các gen và con đường liên quan đến sản xuất axit hữu cơ [6]. 

1.3.3. Sinh thái học và ý nghĩa kinh tế 

A. niger có thể được phân lập từ tất cả các châu lục. A. niger phát triển mạnh 

trong đất và trên các vật liệu thực vật trong tự nhiên nhưng cũng rất phong phú, đa 

dạng trong môi trường nhân tạo. Loài nấm này có thể phát triển trong khoảng nhiệt 

độ từ 6oC đến 47oC, pH từ 1,5 đến 9,8 [77].  

A. niger được sử dụng như “nhà máy tế bào để sản xuất enzyme”. Những 

enzyme từ loài nấm này được sử dụng trong rất nhiều ứng dụng khác nhau, từ lọc 

nước ép trái cây, thủy phân lipid trong quá trình sản xuất phô mai và phân hủy phytate 

trong thức ăn chăn nuôi [44]. Ngoài ra,  A. niger đã được sử dụng trong sản xuất một 

số loại axit công nghiệp từ hơn 100 năm trước như axit citric và axit gluconic [37].  
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Mặt khác, xét về mức độ an toàn, A. niger có thể ứng dụng để sản xuất sản 

phẩm an toàn cho sức khoẻ được FDA công nhận, rất ít trường hợp cho thấy dị ứng 

hoặc quá nhạy cảm với các sản phẩm từ A. niger được phát hiện. Vào đầu những năm 

1960, FDA đã công nhận rằng α-amylase, cellulase, amyloglucosidase, catalase, 

glucose oxidase, lipase và pectinase được sản xuất từ A. niger có thể coi là an toàn 

(Generally Recognized as Safe, GRAS) nếu các chủng không gây bệnh và gây độc. 

Năm 1983, Godfrey và Reichelt đã khẳng định β-galactosidase và protease được sản 

xuất từ A. niger là an toàn. Carbohydrase và cellulase từ A. niger cũng được FDA 

chấp nhận là phụ gia thực phẩm thứ cấp [130]. 

Hiện nay, tỷ lệ tác nhân gây bệnh kháng thuốc ngày càng cao. Do đó, các chất 

chuyển hóa thứ cấp của vi nấm được coi là nguồn phong phú với nhiều hoạt tính sinh 

học mới. Trọng tâm của một số phòng thí nghiệm trong những năm qua là tạo ra các 

chủng A. niger làm chủng nền (background strain) để nghiên cứu và sản xuất tái tổ 

hợp các sản phẩm tự nhiên có hoạt tính sinh học quý, trong đó có hoạt tính kháng vi 

sinh vật gây bệnh [30].  

1.4. Một số phương pháp chuyển gen phục vụ cải biến di truyền ở nấm sợi 

Không giống như vi khuẩn và nấm men, hiệu quả biến nạp ở nấm sợi không 

cao. Các loài nấm thuộc chi Aspergillus có thành tế bào dày khiến các quá trình can 

thiệp vào hệ gen nấm gặp khó khăn. Hiện nay, một số phương pháp chuyển gen đã 

được phát triển cho nấm sợi và đã được áp dụng thành công cho các loài nấm thuộc 

chi Aspergillus, bao gồm chuyển gen bằng xung điện, chuyển gen bằng sóng xung 

kích, chuyển gen qua trung gian tế bào trần và chuyển gen thông qua vi khuẩn 

Agrobacterium tumefaciens [83].  

1.4.1. Chuyển gen bằng xung điện 

Chuyển gen bằng xung điện là một phương pháp hiệu quả cao để đưa DNA 

ngoại lai vào tế bào. Phương pháp này được sử dụng lần đầu tiên ở A. nidulans. Tại 

thời điểm đó, nguyên sinh chất được sử dụng là các tế bào nhận DNA ngoại lai. Để 

tăng hiệu quả và giảm thời gian bằng cách loại bỏ quá trình chuẩn bị nguyên sinh 

chất, một số nhóm nghiên cứu đã sử dụng bào tử nảy chồi hoặc bào tử của A. oryzae, 

A. niger và A. nidulans. Ngoài ra, một số yếu tố cần được tối ưu hóa, bao gồm cường 
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độ điện trường, tình trạng xung điện, nồng độ DNA và thành phần đệm. Mặc dù đây 

là một phương pháp đơn giản và thuận tiện so với các phương pháp chuyển gen khác, 

nhưng cần phải có thiết bị đo đắt tiền. Hiện nay, chuyển gen bằng xung điện hiếm khi 

được các nhà nghiên cứu sử dụng cho các nghiên cứu về nấm [83].  

1.4.2. Chuyển gen bằng sóng xung kích 

Sóng xung kích (shock wave) là sóng cơ học sinh ra từ quá trình giải phóng 

năng lượng đột ngột trong một không gian hạn chế và được sử dụng thường xuyên 

trong chỉnh hình điều trị các bệnh cơ xương khớp và trong tiết niệu để làm tan sỏi 

thận mà không cần phẫu thuật. Đối với các ứng dụng y sinh, sóng xung kích được tạo 

ra bằng cách sử dụng máy phát điện thủy lực, áp điện hoặc điện từ. Mỗi sóng xung 

kích bao gồm một đỉnh áp suất cao tới 150 MPa với thời gian pha là 0,5–3 µs, tiếp 

theo là xung giảm áp lên đến -20 MPa với thời gian pha là 2–20 µs. Sóng xung kích 

có thể gây ra sự gia tăng tính thấm của màng tế bào. Hiện tượng này được gọi là lỗ 

hổng âm thanh, là sự hình thành và sụp đổ dữ dội của các hạt nhỏ bên trong chất lỏng 

bao quanh các tế bào. Các hạt nhỏ không khí chứa trong huyền phù tế bào bị nén bởi 

đỉnh áp suất dương của mỗi sóng xung kích. Sau khi vượt qua một làn sóng xung 

kích, các bong bóng xuất hiện vào khoảng vài trăm µs, bị vỡ nhanh chóng và phát ra 

phản lực tốc độ cao. Tác động này tạo ra các lỗ trong màng tế bào cho phép hấp thụ 

các đại phân tử có trong chất lỏng bao quanh tế bào. Việc đưa DNA ngoại lai vào tế 

bào bằng sóng xung kích đã được thử nghiệm thành công ở Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa và Salmonella typhimurium. Ở nấm, 4 loài quan trọng trong 

công nghiệp và nông nghiệp là A. niger, Trichoderma reesei, Phanerochaete 

chrysosporium, Fusarium oxysporum cũng đã được chuyển gen thành công với 

phương pháp sóng xung kích [90]. 

Phương pháp sóng xung kích có hiệu quả cao, nhanh chóng và có thể áp dụng 

cho một số loài nấm. So với các phương pháp phát triển trước đó, phương pháp sóng 

xung kích có nhiều ưu thế hơn, các thông số vật lý, tức là số sóng xung kích, năng 

lượng và tốc độ có thể được kiểm soát một cách chính xác. Trong các phương pháp 

đã được thiết lập, người ta thường sử dụng các enzyme phân giải thành tế bào để tạo 

điều kiện thuận lợi cho quá trình biến nạp, nhưng trong phương pháp này không cần 
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thao tác với thành tế bào. Việc sử dụng hỗn hợp chứa enzyme để phân hủy thành tế 

bào nấm có thể có vấn đề. Khả năng sống của tế bào thường bị giảm mạnh sau khi 

được xử lý với enzyme và hoạt tính cụ thể của các enzyme phân hủy thành tế bào có 

thể khác nhau. Hơn nữa, đây là một quá trình tốn nhiều thời gian. Ngược lại, trong 

các thí nghiệm sử dụng sóng xung kích, các bào tử nguyên vẹn được tiếp xúc trực 

tiếp với sóng xung kích và được cấy vào môi trường chọn lọc [90]. 

Mặc dù một lượng lớn DNA được sử dụng khi chuyển gen thông qua sóng 

xung kích, nhưng một phần lớn DNA này có thể bị hư hỏng trong quá trình xử lý. Do 

hiện tượng này, tần số biến nạp trên mỗi g DNA là rất thấp so với các phương pháp 

khác. Tuy nhiên, nếu so sánh số lượng thể chuyển gen thu được trên số lượng tế bào 

được sử dụng, thì tần suất biến nạp với phương pháp này vẫn rất cao. Ở F. oxysporum, 

tần suất biến nạp cao hơn 30 lần so với giá trị được báo cáo với ATMT. Kết quả này 

là một sự cải thiện gấp 25.000 lần so với chuyển gen bằng cách sử dụng PMT. Ở A. 

niger, số lượng khuẩn lạc thu được cao hơn 280 và 5400 lần so với kết quả được báo 

cáo với PMT và ATMT. Ở T. reesei, hiệu quả chuyển gen cao hơn 100 lần so với 

ATMT và 500 lần so với PMT. Với P. chrysosporium, tần số biến nạp cao hơn khoảng 

160 đến 280 lần so với sử dụng ATMT và PMT [90]. Việc sử dụng các phương pháp 

vật lý để biến nạp bất kỳ sinh vật nào thường dẫn đến đồng tích hợp các gen chuyển 

thành nhiều bản sao tại một vị trí di truyền duy nhất, điều này có thể gây ra sự bất ổn 

định về gen và làm bất hoạt gen. Do đó, ATMT vẫn là phương pháp có nhiều ưu thế 

vì khả năng phục hồi các thể chuyển gen với các bản sao chép đơn lẻ. Ngoài ra, 

phương pháp sử dụng sóng xung kích yêu cầu thiết bị chuyên dụng là máy tạo sóng 

xung kích, thường không thích hợp cho các phòng thí nghiệm vừa và nhỏ [90].   

1.4.3. Chuyển gen thông qua tế bào trần (protoplast-mediated transformation, 

PMT) 

Trong số các phương pháp chuyển gen khác nhau, PMT là phương pháp được 

sử dụng nhiều nhất đối với các loài nấm nói chung và đối với các loài thuộc chi 

Aspergillus nói riêng. PMT đã được sử dụng để chuyển một plasmid chứa gen mã 

hóa cho acetamidase vào A. nidulans [142]. Quy trình này sau đó đã được cải tiến và 

áp dụng cho một số loài thuộc chi Aspergillus khác. Sau khi tạo tế bào trần, dung dịch 
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chứa tế bào trần được trộn với DNA ngoại lai (sản phẩm PCR hoặc plasmid) với nồng 

độ PEG cao (40–50%) và CaCl2 để tạo ra sự hấp thu DNA và tăng tính thấm của 

màng. Tế bào trần nhạy cảm với các yếu tố stress thẩm thấu, vì vậy, trong quá trình 

chuẩn bị và tái tạo, các chất ổn định thẩm thấu như KCl và sorbitol nên được thêm 

vào dung dịch đệm và môi trường chọn lọc [142]. 

Nhìn chung, PMT được sử dụng rộng rãi trong chuyển gen ở nhiều loại nấm 

sợi vì phương pháp này không đòi hỏi thiết bị đắt tiền và quy trình chuyển gen tương 

đối đơn giản. Ngoài ra, không nhất thiết phải sử dụng vector để can thiệp di truyền. 

Tuy nhiên, để đạt được thành công trong quá trình biến nạp, điều kiện nuôi cấy, thành 

phần đệm và các enzyme phân giải thành tế bào cần được tối ưu cho từng loài. Đối 

với một số loài nấm thuộc chi Aspergillus, bao gồm A. nidulans, A. oryzae và A. 

fumigatus, quy trình PMT đã được thiết lập khá tốt, nhưng vẫn cần tối ưu các điều 

kiện, đặc biệt là vấn đề enzyme ly giải để có hiệu suất biến nạp cao nhất [168]. 

1.4.4. Chuyển gen thông qua vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens 

(Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation, ATMT) 

  Vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens  

Vi khuẩn Ag. tumefaciens gây ra sự phát triển không kiểm soát được của mô 

thực vật và gây bệnh phá huỷ cây. Ag. tumefaciens gây ra khối u trên thực vật bằng 

cách chuyển một phần DNA của nó (T-DNA), nằm trên một plasmid gây ra khối u 

(Ti) cho vật chủ. Các gen nằm trên T-DNA này mã hoá các enzyme tác động đến việc 

sản xuất các chất điều hòa sinh trưởng thực vật và sự biểu hiện của các gen này dẫn 

đến sự tăng trưởng không kiểm soát của các tế bào thực vật, tạo thành khối u [98]. 

Khả năng chuyển DNA của Ag. tumefaciens đã được sử dụng rộng rãi để chuyển gen 

ở thực vật và ứng dụng trong nghiên cứu và công nghệ sinh học thực vật. Quá trình 

chuyển gen thông qua vi khuẩn Ag. tumefaciens cụ thể được minh họa trong Hình 1.5 

[113]. 

Trong 2 thập kỷ qua, các vật chủ không còn chỉ là thực vật. Rất nhiều sinh vật 

nhân thực và thậm chí sinh vật nhân sơ có thể chuyển gen thông qua Agrobacterium 

trong điều kiện phòng thí nghiệm. Kể từ khi công trình chuyển gen tiên phong trên 

nấm sợi thành công vào năm 1998, một số loại nấm sợi đã được sử dụng làm vật chủ 
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cho việc chuyển gen thông qua Agrobacterium. Cho đến nay, phương pháp này đã 

trở thành công cụ hiệu quả để thao tác gen ở nhiều loại nấm [40].  

 

Hình 1.5. Quá trình chuyển gen thông qua vi khuẩn Agrobacterium [113] 

Các vector ATMT chứa T-cassette, bao gồm vùng trình tự nhận biết trong Ag. 

tumefaciens ở 2 đầu (LB và RB), các vị trí đa điểm cắt (MCS) và marker chọn lọc 

(SM). Vector này sau đó được đưa vào chủng Ag. tumefaciens thích hợp. Thông qua 

cơ chế chuyển gen ở Ag. tumefaciens, T-cassette có thể được đưa vào các vật chủ như 

nấm và thực vật. 

Các chủng Ag. tumefaciens dùng cho chuyển gen 

Có nhiều chủng Ag. tumefaciens đã được sử dụng để chuyển gen ở nấm, bao 

gồm LBA4404, LBA1100, EHA105, C58C1, GV3101 và AGL1. Trong một số 

trường hợp, các thể chuyển gen có thể thu được từ các chủng Ag. tumefaciens khác 

nhau, nhưng hiệu quả chuyển gen của các chủng này khác nhau đáng kể. Ví dụ, chủng 

Ag. tumefaciens EHA105 đã được chứng minh là chuyển T-DNA vào Penicillium 

marneffei tốt hơn chủng LBA4404 [163]. Khi chuyển gen ở Sporothrix schenckii, 

chủng AGL1 cho hiệu suất chuyển gen cao gấp 4 lần so với chủng EHA105 và gấp 

10 lần so với chủng LBA4404 [164]. Tuy nhiên, khi chuyển gen ở Talaromyces 

marneffei, số lượng thể chuyển gen thu được cao hơn gấp 3 lần với EHA105 so với 
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AGL1 khi áp dụng phương pháp đồng nuôi cấy rắn [156]. Các kết quả cho thấy sự 

kết hợp giữa chủng nấm và chủng Ag. tumefaciens là một yếu tố quan trọng để chuyển 

gen thành công [157]. 

Hệ thống vector nhị thể 

Năm 1983, Hoekema, de Framond và cộng sự đã tạo ra một bước đột phá cho 

phép các phòng thí nghiệm sử dụng Agrobacterium để chuyển gen. Vùng vir và T-

DNA của Ti-plasmid có thể được tách ra và nằm trên hai replicon, hay còn gọi là hệ 

thống nhị thể T-DNA. Các gen mong muốn có thể dễ dàng được tích hợp vào các 

vùng T-DNA nhỏ trong các vector nhị thể phù hợp. Sau khi xác minh cấu trúc ở E. 

coli, vector nhị thể T-DNA có thể dễ dàng được chuyển vào Agrobacterium có chứa 

vùng trợ giúp vir (Hình 1.5). Cả vector nhị thể T-DNA và các chủng Agrobacterium 

có chứa sẵn plasmid vir helper đã trở nên ngày càng phù hợp cho các mục đích chuyên 

biệt [81]. 

Ưu điểm của phương pháp ATMT 

ATMT có nhiều ưu điểm vượt trội mặc dù phương pháp này xuất hiện muộn 

hơn so với phương pháp PMT. Khi sử dụng ATMT, không cần phải tạo tế bào trần 

bằng cách loại bỏ thành tế bào nấm. Các nguyên liệu ban đầu khác nhau như nguyên 

sinh chất, bào tử, sợi nấm và mô thể quả có thể được sử dụng cho ATMT [98]. Hơn 

nữa, hiệu quả chuyển gen sử dụng ATMT thường cao hơn. Ở A. awamori, hiệu suất 

chuyển gen sử dụng ATMT cao hơn tới 600 lần so với PEG [40]. Ngoài ra, việc xóa 

bằng ATMT thường đạt được kết quả tốt hơn với 97%, trong khi PEG có hiệu quả 

xóa chỉ từ 1-50% ở Penicillium chrysogenum [39]. 

Một ứng dụng quan trọng khác của ATMT là sự tích hợp ngẫu nhiên của T-

DNA vào hệ gen. Sự xuất hiện của ATMT chủ yếu thay thế cho sự tích hợp qua 

enzyme giới hạn trung gian (REMI) để gây đột biến chèn ở nấm. Có thể sử dụng 

phương pháp gây đột biến chèn nhờ Agrobacterium trong nấm để xác định và phân 

lập các đột biến có kiểu hình mong muốn và sau đó làm sáng tỏ các chức năng gen 

[98]. Đột biến chèn cũng được áp dụng để khám phá các gen tiềm năng cần thiết để 

sàng lọc các chủng đột biến không gây bệnh hoặc ít độc tính của Penicillium 

digitatum trên quả có múi [150].  
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ATMT là một công cụ quan trọng để xóa gen. Mặc dù hiệu quả của xoá gen 

thông qua Ag. tumefaciens khác nhau rất nhiều ở các loài nấm, như 0,04% đối với B. 

dermatitidis, 29% đối với A. awamori, 74% đối với Fusarium avenaceum và 84,6% 

đối với F. graminearum. Đặc biệt, ATMT là một phương pháp phù hợp để xóa gen 

pyrG ở nấm sợi A. oryzae. Trong đó, 100% các thể chuyển gen kháng 5-FOA thu 

được đều là chủng đột biến xóa pyrG. So với việc gây đột biến ngẫu nhiên, việc xóa 

toàn bộ gen pyrG khỏi hệ gen A. oryzae bằng cách tái tổ hợp tương đồng có thể tạo 

ra các chủng đột biến khuyết dưỡng uridine/uracil ổn định [105]. Sự dễ dàng trong 

thao tác và hiệu suất chuyển gen tương đối cao của ATMT có thể làm cho phương 

pháp này trở thành một công cụ hữu ích trong các thí nghiệm gây đột biến đích [98]. 

Với sự sẵn có của trình tự hệ gen của nấm, sự phát triển của các hệ thống 

promoter cảm ứng, các marker chọn lọc hoặc cách thức chỉnh sửa gen CRISPR-Cas 

đã giúp ATMT trở thành một công cụ mạnh trong việc can thiệp gen ở các loài nấm. 

Nhiều đột phá hơn có thể được phát hiện và được áp dụng trong công nghiệp, nghiên 

cứu cơ chế gây bệnh và các đích tác động giả định của thuốc ở nhiều loại nấm [64].  

1.5. Marker chọn lọc dùng trong chuyển gen 

Chuyển gen thành công ở nấm đòi hỏi phải có marker chọn lọc phù hợp để 

chọn lọc các thể chuyển gen và loại bỏ các tế bào không nhận được cấu trúc cần 

chuyển. Hiện nay, marker chọn lọc được chia thành 2 nhóm chính là gen kháng thuốc 

và gen dinh dưỡng. 

1.5.1. Marker chọn lọc là gen kháng thuốc 

Marker thường được sử dụng ở cả thực vật và nấm là gen hygromycin 

phosphotransferase (hph hoặc hpt) từ E. coli có khả năng kháng với hygromycin B. 

Các trình tự hph được tìm thấy trong hầu hết các vector nhị thể để chuyển gen nấm 

có nguồn gốc từ vector pAN7-1 và bao gồm promoter A. nidulans (An) 

glyceraldehyde dehydrogenase (gpdA) và terminator anthranilate synthase (trpC). 

Gen kháng thuốc này đã được sử dụng thành công với Ascomycetes, nhưng vẫn còn 

hạn chế trong Basidiomycetes [51].  

Nourseothricin (NTC) là một chất chuyển hóa được sản xuất bởi Streptomyces 

noursei. NTC thuộc nhóm kháng sinh streptothricin-aminoglycoside có tác dụng ức 
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chế tổng hợp protein. NTC N-acetyl transferase (NAT) có nguồn gốc từ S. noursei 

làm bất hoạt NTC bằng cách acetyl hóa nhóm β-amino của dư lượng β-lysine. NAT 

đã được sử dụng làm marker chọn lọc cho chuyển gen ở nhiều loại sinh vật bao gồm 

vi khuẩn, nấm, tế bào thực vật và động vật có vú. Ở nấm sợi P. digitatum, hiệu suất 

chuyển gen có thể đạt tới hơn 1000 thể chuyển gen cho 106 bào tử nấm khi NAT được 

lựa chọn làm marker chọn lọc [150]. Bên cạnh đó, các gen kháng thuốc như 

hygromycin, phleomycin, pyrithiamine đã được sử dụng để chuyển gen ở nhiều loài 

nấm sợi thuộc chi Aspergillus như A. fumigatus, A. oryzae, A. nidulans, A. flavus và 

A. terreus [149]. 

Một loạt các gen kháng kháng sinh khác nhau được sử dụng để chọn lọc giúp 

đạt được các kỹ thuật sinh học phân tử tiên tiến hơn, chẳng hạn như gây đột biến ngẫu 

nhiên, sau đó là bổ trợ gen và kết hợp tăng cường biểu hiện và xóa gen hoặc xóa nhiều 

gen. Mặc dù các marker là gen kháng thuốc có ưu điểm là không cần phải xác định 

đầy đủ đặc tính của vật chủ, các alen kháng thuốc là nguyên nhân dẫn đến sự biến đổi 

chủng hoang dại thành kháng thuốc. Một nhược điểm khác là những khó khăn trong 

sàng lọc vì các alen kháng có thể không cho thấy sự khác biệt đáng kể so với các alen 

kiểu hoang dại. Các hợp chất để chọn lọc thường rất tốn kém, làm tăng chi phí cho 

môi trường chọn lọc. Ngoài ra, một số marker chọn lọc như OliC thường mang tính 

đặc hiệu loài [155]. 

1.5.2. Marker chọn lọc là gen dinh dưỡng 

Các gen dinh dưỡng, được định nghĩa là các gen mã hóa một loại protein cần 

thiết để sinh tổng hợp một chất dinh dưỡng thiết yếu, được sử dụng rộng rãi để chọn 

lọc các thể chuyển gen trong kỹ thuật di truyền. Các marker trợ dưỡng hiện có sẵn 

trong việc chuyển gen ở nấm. Ngoài ra, các marker trợ dưỡng như URA3 và TRP1 đã 

được sử dụng thành công để chuyển gen ở nấm men S. cerevisiae. Các marker trợ 

dưỡng uracil cũng đã được sử dụng trong quá trình chuyển gen thông qua 

Agrobacterium ở nấm sợi [98]. Sử dụng các marker trợ dưỡng là một trong những 

cách phổ biến nhất để chuyển gen trong nấm sợi, đặc biệt là sử dụng tính kháng axit 

5-fluoroorotic (5-FOA) để tạo ra các chủng đột biến khuyết dưỡng uracil có thể được 

bổ trợ bởi gen pyrG (A. nidulans) hoặc pyr-4 (N. crassa). Một tính năng quan trọng 
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khác của marker pyrG là nó có thể được phát triển với hệ thống tái sử dụng marker, 

giúp tạo các chủng đột biến xoá đa gen. Hơn nữa, nếu có thể sử dụng nhiều marker 

chọn lọc trên một cùng một vật chủ, thì việc tạo ra nhiều đột biến xoá gen hoặc các 

chủng bổ trợ rất thuận tiện và hiệu quả [111]. Các hệ thống này thường hiệu quả và 

có giá thành thấp, nhưng yêu cầu về sự sẵn có và tạo ra các chủng gây khó khăn trong 

việc chuyển gen ở một loài mới trong lần đầu tiên. Đối với A. oryzae, là loài có khả 

năng kháng với hầu hết các loại kháng sinh thông thường như hygromycin B, 

geneticin (G418), bleomycin và phleomycin, hệ thống marker trợ dưỡng đã được phát 

triển [105]. Ở A. oryzae, các marker chọn lọc như pyrG, argB, niaD, adeA và adeB 

đã được sử dụng cho chuyển gen. Các marker chọn lọc là gen dinh dưỡng chủ yếu 

được sử dụng thành công trong chuyển gen thông qua tế bào trần ở nhiều loài nấm 

sợi. Nhiều vector thương mại như vector pT7Blue(R) (Novagen, Hoa Kỳ) đã được sử 

dụng làm vector trung gian để tạo các cấu trúc pAdeA (chứa gen adeA từ A. oryzae), 

pAdeB (chứa gen adeB từ A. oryzae) phù hợp cho chuyển gen thông qua tế bào trần 

ở nấm A. oryzae [70]. Vector phục vụ xóa gen pyrG ở A. oryzae KBN630 đã được 

tạo dựa trên khung là vector pUC18. Sử dụng marker chọn lọc pyrG, một hệ thống 

xóa gen hiệu quả ở A. oryzae KBN630 đã được thiết lập [160]. Marker chọn lọc pyrG 

đã được sử dụng thành công cho cả chuyển gen thông qua tế bào trần và chuyển gen 

thông qua vi khuẩn Ag. tumefaciens ở A. oryzae. Dựa trên vector nhị thể pGreen2, 

vector xóa gen pyrG (pAoG) và các vector biểu hiện gen mã hóa cho protein phát 

huỳnh quang xanh và đỏ có chứa gen pyrG là marker chọn lọc (pEX1, pEX2, pEX2B) 

đã được tạo thành công phục vụ chuyển gen sử dụng phương pháp ATMT [105, 106]. 

Đối với A. niger, số lượng marker là gen dinh dưỡng hiện bị giới hạn ở một số lượng 

nhất định, bao gồm pyrG, trpC, amdS, niaD, sC, agaA, argB, nicB, adeA và hisB [48]. 

Mặc dù việc tái sử dụng marker chọn lọc bằng hệ thống Cre/loxP đã được thiết lập 

cho các loài nấm thuộc chi Aspergillus, nhưng hệ thống này thường có hiệu suất tái 

tổ hợp thấp (5 - 20%). Cho đến nay, trong tập hợp các marker dinh dưỡng có sẵn cho 

A. niger, chỉ vị trí của gen (locus) pyrG và agaA là đáp ứng yêu cầu cho việc tích hợp 

tương đồng hiệu quả cao [48]. 
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Marker pyrG 

Gen pyrG mã hóa orotidine-5’-monophosphate (OMP) decarboxylase. Đây là 

một loại enzyme của con đường sinh tổng hợp pyrimidine, đóng vai trò quan trọng 

đối với sự tổng hợp uridine. 5-FOA ức chế sự tăng sinh tế bào ở hầu hết các sinh vật 

bằng cách đi vào con đường tổng hợp pyrimidine và được chuyển hoá thành chất 

tương tự pyrimidine là fluoroorotidine monophosphate. Khả năng kháng với 5-FOA 

có thể đạt được bằng cách ngăn chặn con đường pyrimidine thông qua việc gây đột 

biến hỏng gen mã hoá cho orotidine-5’-monophosphate (OMP) decarboxylase. Ở 

nấm sợi, các thể đột biến khuyết dưỡng pyrimidine thu được thông qua việc bất hoạt 

gen OMP decarboxylase (thường là gen pyrG). Ở A. niger, cũng như ở các loại nấm 

khác, marker chọn lọc pyrG rất phổ biến vì đây là một marker dinh dưỡng có thể được 

bổ trợ bằng uridine hoặc uracil. Một ưu điểm khác của marker pyrG so với các marker 

trợ dưỡng khác là nó có thể được chọn lọc ngược và có thể thu được các thể đột biến 

gen pyrG bằng cách phân lập các thể đột biến kháng 5-FOA. Ngoài ra, chủng đột biến 

pyrG AB4.1 thường được sử dụng trong cải biến di truyền ở A. niger và cho hiệu quả 

tốt [9]. Đột biến hỏng gen pyrG kháng 5-FOA đã được báo cáo ở các nhiều loài nấm 

khác nhau bao gồm A. aculeatus, A. niger, Sclerotinia sclerotiorum, và T. reesei. Hầu 

hết các thể đột biến gen pyrG được phân lập sau khi gây đột biến bằng tia cực tím 

(UV) hoặc hóa học. Các thể đột biến được tạo ra theo những cách này thường không 

ổn định (dễ quay lại dạng hoang dại) và có thể bao gồm nhiều đột biến không mong 

muốn. Ngược lại, các thể đột biến được tạo ra bằng cách xoá gen có định hướng sẽ 

ổn định. Tuy nhiên, việc gây đột biến gen theo cách này sẽ khó hơn [9]. 

pyrG đã được chứng minh là marker hiệu quả cho chuyển gen. Marker pyrG 

từ loài nấm này có thể bổ sung cho thể đột biến hỏng gen pyrG ở loài nấm khác. Các 

gen A. nidulans pyrG và N. crassa pyr-4 đều có thể bổ trợ cho các thể đột biến khuyết 

dưỡng uridine/uracil ở cả A. nidulans và N. crassa  [143]. Bên cạnh đó, hiệu suất điện 

biến nạp có thể lên tới 3400 thể điện biến nạp/108 conidia hoặc 1700 thể điện biến 

nạp/μg DNA [143]. Khi sử dụng marker chọn lọc là gen pyrG trong chuyển gen ở 

Purpureocillium lilacinum, hiệu suất chuyển gen có thể đạt hơn 2800 thể chuyển 

gen/106 bào tử [17]. Hiệu suất chuyển gen sử dụng marker pyrG cũng có thể đạt hơn 



 

33 

 

1000 thể chuyển gen/106 bào tử ở nấm A. oryzae [105]. Cùng với việc biểu hiện các 

gen mã hoá cho protein phát huỳnh quang, hệ thống chuyển gen dựa trên cơ chế trợ 

dưỡng uridine/uracil đã cho phép biểu hiện thành công enzyme laccase tái tổ hợp ở 

một số chủng A. oryzae [141]. 

Marker hisB 

Gen mã hóa imidazole glycerol-phosphate dehydratase (IGPD) của nấm men 

S. cerevisiae (HIS3) là một marker chọn lọc thường được sử dụng cho các kỹ thuật 

phân tử. Khi gen HIS3 được chèn vào plasmid tích hợp hoặc sao chép, HIS3 cho phép 

chọn ngược lại các tế bào có được đặc tính nguyên dưỡng histidine để chúng có thể 

phát triển mà không cần bổ sung histidine trong môi trường. Ở một số vi khuẩn -

proteobacteria, IGPD là một enzyme có hoạt tính hisprisnol phosphatase. Con đường 

sinh tổng hợp histidine cũng đã được nghiên cứu ở S. typhimurium, E. coli, 

Corynebacterium glutamicum, A. nidulans và A. fumigatus [48]. Không có sinh vật 

nào trong số các sinh vật này bị xóa các gen mã hóa cho IGPD dẫn đến các kiểu hình 

khác biệt, ngoại trừ khuyết dưỡng histidine. Một ortholog duy nhất (An15g00610) 

cho HIS3 trong hệ gen của A. niger với độ tương đồng về trình tự protein là 57,6%, 

được gọi là hisB. Marker hisB đã được sử dụng cho các nghiên cứu biểu hiện gen và 

xoá gen ở A. niger. Ngoài ra, khi sử dụng gen báo cáo luciferase, mức độ biểu hiện 

gen khi sử dụng marker hisB cao hơn so với sự tích hợp ngẫu nhiên mà pyrG là marker 

chọn lọc. Ngoài ra, việc sử dụng marker hisB từ A. nidulans để bổ trợ vào A. niger 

khuyết dưỡng histidine là hoàn toàn khả thi [48]. 

1.6. Một số protein điều hoà quan trọng ở nấm sợi Aspergillus 

Các protein điều hòa còn gọi là yếu tố điều hòa (transcription factors, viết tắt 

là TFs) là các protein có khả năng liên kết với phân tử DNA tại các trình tự điều hòa 

cis (cis-regulatory sequences, CRS) của gen đích. Liên kết TF-CRS ngăn chặn hoặc 

thúc đẩy quá trình phiên mã nhờ RNA polymerase. Tác động của các protein điều 

hòa không mang tính riêng lẻ mà mang tính cộng hợp. Các mạng lưới điều hòa biểu 

hiện gen được hình thành bởi nhiều protein điều hòa và protein liên kết. Việc sửa đổi 

trình tự, bất hoạt, hoặc tăng cường biểu hiện gen mã hóa protein điều hòa nhằm đánh 
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giá chức năng của các protein này có thể giúp làm sáng tỏ các cơ chế kiểm soát điều 

hòa biểu hiện gen ở nấm sợi [117]. 

1.6.1. AmyR 

Việc điều hòa sự biểu hiện của gen phân giải tinh bột (amylolytic) ở A. oryzae 

liên quan trực tiếp đến quá trình sản xuất rượu sake. Sự biểu hiện của gen amylolytic 

được điều hòa trực tiếp bởi yếu tố phiên mã AmyR. Yếu tố phiên mã AmyR kiểu 

Zn(II)2Cys6 liên kết với trình tự CGGN8(C/A)GG trong vùng promoter của gen 

amylolytic, chẳng hạn như α-amylase (amyA/B/C), glucoamylase (glaA và glaB), và 

gen α-glucosidase (agdA). Sự biểu hiện của những gen này được cảm ứng bởi 

maltose, isomaltose và cũng bởi glucose khi có sự kìm hãm chất dị hoá cacbon. Gen 

amyR được biểu hiện liên tục, protein AmyR khu trú trong tế bào chất. AmyR nhanh 

chóng được chuyển vào nhân khi isomaltose được thêm vào môi trường. Glucose và 

maltose cũng tạo ra sự di chuyển của AmyR, nhưng những loại đường này đòi hỏi 

nồng độ cao hơn và khoảng thời gian dài hơn isomaltose để tạo ra sự dịch chuyển của 

AmyR và biểu hiện gen amylolytic [121].  

Ngoài ra, promoter của gen α-amylase (amyB) cũng được sử dụng để nghiên 

cứu biểu hiện mức độ cao các protein khác nguồn ở A. oryzae [69]. Các promoter cải 

tiến như glaA142 và enoA142, đã được xây dựng bằng cách chèn song song các trình 

tự liên kết AmyR (Vùng III) trong các promoter phục vụ biểu hiện glucoamylase và 

enolase. Các promoter này hiện được sử dụng trong sản xuất protein cùng nguồn và 

khác nguồn [69]. 

1.6.2. LaeA  

Hầu hết các gen cấu trúc liên quan đến quá trình trao đổi chất thứ cấp của nấm 

được tập hợp và nằm trên cùng một  locus. Sự điều hòa các cụm gen này phần lớn 

phụ thuộc vào các yếu tố phiên mã cụ thể, các protein điều hòa phổ biến và thường 

phụ thuộc vào các con đường dẫn truyền tín hiệu liên kết quá trình trao đổi chất thứ 

cấp với quá trình hình thành bào tử. Protein LaeA điều hoà nhiều cụm gen chuyển 

hóa thứ cấp ở Aspergillus [23]. Việc loại bỏ laeA làm giảm sản lượng nhiều chất 

chuyển hóa ở A. nidulans, A. fumigatus và A. flavus. Các chủng đột biến LaeA đã 

được tạo ra trong nhiều nhà máy sản xuất tế bào nấm, được sử dụng để kích hoạt đồng 
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thời sự hình thành sản phẩm tự nhiên và biến đổi hình thái ở nhiều loài khác nhau. Sự 

biểu hiện quá mức của gen này tăng cường quá trình sản xuất các chất chuyển hóa. 

Các ortholog LaeA được tìm thấy trong tất cả các loại nấm sợi nhưng chức năng mới 

chỉ được xác định ở hầu hết các loài nấm thuộc chi Aspergillus [23]. 

Ở nấm A. fumigatus, LaeA đóng vai trò quan trọng trong sinh tổng hợp 

gliotoxin và các sắc tố sợi nấm. Protein này cũng liên quan trực tiếp tới khả năng gây 

bệnh của A. fumigatus và A. flavus. Ở A. flavus, laeA ảnh hưởng đến hình thái tế bào 

và góp phần tạo ra các chất chuyển hóa thứ cấp (SM) bao gồm aflatoxin, axit 

cyclopiazonic và aflatrem. A. flavus ΔlaeA không thể sản sinh aflatoxin và không thể 

gây nhiễm hạt giống ở mức độ giống như các chủng hoang dại [87]. Việc loại bỏ laeA 

trong A. carbonarius dẫn đến việc giảm đáng kể sản xuất ochratoxin A ở quả xuân 

đào và nho [92]. Chủng đột biến ∆laeA không thể axit hóa mô khuẩn lạc một cách 

hiệu quả, do kết quả trực tiếp của việc giảm sản xuất axit gluconic, dẫn đến độc lực 

trên quả bị nhiễm bệnh giảm đi so với chủng hoang dại [92]. Hơn nữa, protein này 

cũng cần thiết để biểu hiện cụm gen lovastatin (LOV) tái tổ hợp ở A. nidulans cũng 

như để biểu hiện LOV bản địa ở A. terreus [23]. LaeA cũng đã được chứng minh là 

yếu tố kiểm soát quá trình sản xuất axit citric ở nấm sợi công nghiệp A. niger và nấm 

koji trắng Aspergillus luchuensis mut. kawachii (A. kawachii) dùng cho sản xuất rượu 

shochu [71, 110]. Điều thú vị là, protein này dường như bảo thủ ở nấm sợi, nhưng nó 

không có trong S. cerevisiae, một loại nấm không có chất chuyển hóa thứ cấp. Không 

giống như các gen khác quy định sự trao đổi chất thứ cấp, việc mất gen laeA có tác 

động không đáng kể đến các quá trình phát triển hình thái [23]. 

Sinh tổng hợp chất chuyển hóa thứ cấp thường liên quan đến sự hình thành 

bào tử và phát triển tế bào ở nấm sợi. Các quá trình phát triển này phản ánh nhu cầu 

tiếp cận nhiều chất dinh dưỡng; tối ưu hóa hình thái tế bào và sự phân hóa trao đổi 

chất để cạnh tranh hiệu quả trong môi trường phức tạp. Việc xác định được các cơ 

quan điều hòa phổ biến cụ thể về trao đổi chất thứ cấp có thể tách rời quá trình điều 

hòa và trao đổi chất thứ cấp. Các protein điều hòa như vậy là cực kỳ mong muốn bởi 

vì chúng sẽ có tính đặc hiệu rộng để kích hoạt và/hoặc giảm biểu hiện của toàn bộ 

các cụm gen mã hoá cho chất chuyển hóa thứ cấp trong khi cung cấp các chủng có 
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khả năng phát triển và tăng trưởng bình thường hoặc gần bình thường. Việc xác định 

các yếu tố điều hoà như vậy sẽ cho phép tăng cường sản xuất các chất chuyển hóa 

thứ cấp và cũng sẽ góp phần vào sự hiểu biết rộng rãi hơn về cơ chế phân tử mà các 

chất chuyển hóa thứ cấp được tạo ra. Protein LaeA là một trong những yếu tố điều 

hoà đáp ứng được những yêu cầu như trên [23]. 

1.6.3. PrtR/PrtT 

Ở A. oryzae, PrtR là protein điều hòa phiên mã thuộc họ Zn(II)2Cys6. Protein 

này điều hòa sự biểu hiện của các gen mã hóa enzyme phân giải protein ngoại bào. 

Việc loại bỏ gen prtR tương ứng dẫn đến sự suy giảm đáng kể hoạt tính protease 

ngoại bào. Điều thú vị là gen prtR nằm liền kề với cụm gen liên quan đến phân giải 

tinh bột (amylolytic) bao gồm amyR, agdA và amyA [56]. Các protein tương đồng 

(ortholog) của PrtR cũng được tìm thấy trong hệ gen của các loài Aspergillus khác và 

được đặt tên là PrtT [126]. Sự sao chép hoặc nhân đôi vùng nhiễm sắc thể chứa gen 

prtR đã làm gia tăng đáng kể hoạt tính của protease kiềm và axit carboxypeptidase  

trong môi trường nuôi cấy rắn ở nấm A. oryzae [137]. Mức độ biểu hiện của gen 

protease kiềm (alpA) tăng hơn 5 lần khi prtR được tăng biểu hiện dưới sự điều hoà 

của promoter từ gen α-amylase [137]. Ngoài ra, mức độ biểu hiện của 2 trong số 3 

gen vận chuyển di/tripeptit (potA và potB) cũng tăng lên khi prtR được tăng cường 

biểu hiện và giảm đi khi gen prtR bị bất hoạt [140]. Những kết quả này cho thấy PrtR 

đóng vai trò trung tâm trong việc điều hòa biểu hiện các gen liên quan đến phân giải 

protein. Trên thực tế, thể đột biến hỏng gen prtR phát triển kém khi được nuôi cấy ở 

trạng thái rắn sử dụng cám lúa mì làm chất nền. Ở A. niger và A. fumigatus, PrtT quy 

định sự biểu hiện của nhiều gen protease và gen vận chuyển tri/tetrapeptit. Các 

ortholog của PrtR hoặc PrtT không có ở A. nidulans [126]. Việc hỏng nhiều gen mã 

hoá cho protease đã giúp cho sản xuất protein khác nguồn hiệu quả cao ở A. oryzae 

[69].  

1.6.4. StuA 

Các yếu tố phiên mã thuộc họ APSES (Asm1p, Phd1p, Sok2p, Efg1p và 

StuAp) đã được chứng minh là yếu tố điều hoà chính đối với sự phát triển của nấm 

và bảo thủ ở nấm men, nấm sợi [167]. Hiện có các bằng chứng chứng minh rằng StuA 
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bảo thủ và đóng vai trò trung tâm trong quá trình phát triển vô tính của nấm cũng như 

trong quá trình phát triển của nhiều loài nấm sợi [167]. Ở A. nidulans, StuA kiểm soát 

sự biểu hiện của cả gen điều hòa phát triển quan trọng brlA và abaA và các gen liên 

quan tới chu kỳ tế bào. StuA liên kết trực tiếp với motif bảo thủ 

(A/TCGCGT/ANA/C), để kiểm soát quá trình phát triển của nấm. Ngoài ra, StuA 

cũng điều hoà quá trình hình thành thành tế bào bằng cách ức chế biểu hiện fksA (mã 

hóa β-1,3-glucan synthase) trong quá trình phát triển vô tính [115]. StuA có thể gián 

tiếp điều hoà quá trình sinh tổng hợp aflatoxin ở A. flavus bằng cách điều hoà sự 

chuyển hóa glutamine. StuA cũng đóng vai trò quan trọng trong quá trình sinh tổng 

hợp axit cyclopiazonic ở A. flavus. Gần đây, một yếu tố phiên mã APSES giả định 

cũng đã được chứng minh là cần thiết cho sự tăng trưởng và phát triển ở A. nidulans 

[80]. Tuy nhiên, ngoài StuA, vai trò điều hoà của các yếu tố phiên mã APSES khác 

vẫn chưa được hiểu rõ trong quá trình sinh tổng hợp các sản phẩm trao đổi chất thứ 

cấp [167].  

1.6.5. VeA 

VeA được biết đến là có vai trò kích hoạt quá trình sinh sản hữu tính và ức chế 

sinh sản vô tính phụ thuộc vào ánh sáng ở nấm. Vai trò của gen veA đối với sinh sản 

hữu tính đã được Kim và cộng sự làm rõ bằng cách tạo ra các chủng đột biến xoá gen 

và tăng cường biểu hiện [75]. Chủng đột biến loại bỏ veA (ΔveA) không thể hình 

thành quả thể ngay cả trong các điều kiện thúc đẩy sinh sản hữu tính. Tác động ngược 

lại đã được quan sát thấy khi veA được tăng cường biểu hiện, với sự gia tăng sự hình 

thành các cấu trúc sinh sản hữu tính kèm theo giảm hình thành bào tử đính ngay cả 

trong những điều kiện bất lợi cho sự hình thành các cấu trúc sinh sản hữu tính và 

thuận lợi cho hình thành bào tử đính (nồng độ muối cao). Tăng cường biểu hiện VeA 

ở A. nidulans cũng tạo ra các tế bào Hülle (tế bào nuôi dưỡng liên quan đến sự hình 

thành vách ngăn) và cleistothecia trong môi trường nuôi cấy lỏng. Việc phân tích kiểu 

hình của những cá thể này đã xác nhận rằng VeA là protein điều hòa dương của quá 

trình sinh sản hữu tính và đồng thời là yếu tố điều hoà âm của quá trình sinh sản vô 

tính. Ngoài ra, veA có vai trò điều hòa sự biểu hiện của gen mã hoá cho yếu tố phiên 

mã sinh sản vô tính BrlA [72]. Một ortholog của veA cũng đã được xác định trong tác 
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nhân gây bệnh cơ hội A. fumigatus. Ở loài nấm này, mặc dù sự tăng cường biểu hiện 

veA không dẫn đến bất kỳ kiểu hình rõ ràng nào, nhưng việc xóa bỏ veA dẫn đến giảm 

khả năng hình thành bào tử trên môi trường chứa nitrat, chứng minh rằng VeA có thể 

hoạt động trong quá trình chuyển hóa nitơ [76]. Bên cạnh vai trò điều hòa hình thái, 

veA còn có chức năng như một yếu tố kiểm soát quá trình sinh tổng hợp các chất 

chuyển hóa thứ cấp, bao gồm độc tố nấm và kháng sinh [45]. 

1.7. Các chiến lược tăng cường sản xuất enzyme/protein ở A. oryzae và A. niger 

Sàng lọc các chủng có năng suất cao rất quan trọng trong biểu hiện enzyme tái 

tổ hợp. Để cải thiện hơn nữa việc sinh tổng hợp enzyme ở A. oryzae và A. niger, các 

chiến lược biểu hiện đã tập trung vào việc tối ưu hóa cấu trúc biểu hiện gen, điều 

khiển quá trình sau dịch mã và kỹ thuật hình thái học. 

1.7.1. Tối ưu hóa cấu trúc biểu hiện gen 

Sử dụng promoter mạnh 

Trong các nghiên cứu trước đây, gpdA là một trong những promoter biểu hiện 

mạnh ở A. oryzae và A. niger [49]. Promoter mbfA, mạnh hơn gpdA trong môi trường 

tối thiểu với glucose là nguồn cacbon đã được xác định ở A. niger ATCC 1015 [19]. 

Ngoài các promoter cơ định này, một loạt các promoter cảm ứng cũng đã được xác 

định ở A. niger, như 1,3-β-glucanosyltransferase (được tạo ra bởi pH thấp), benzoat 

hydroxylase (được tạo ra bởi axit benzoic, metyl benzoat và para-aminobenzoat), 

catalase (cảm ứng bởi H2O2 và CaCO3) và các promoter dựa trên Tet-On (được tạo 

ra bởi tetracycline hoặc dẫn xuất doxycycline) [95]. Trong điều kiện cảm ứng cụ thể, 

các promoter cảm ứng có thể có hiệu quả như các promoter biểu hiện liên tục. Ngoài 

việc phát hiện ra các promoter mới, giải pháp chỉnh sửa gen đã được sử dụng để cải 

thiện quá trình phiên mã ở nấm sợi [95].  

Cải biến vùng 5’ không dịch mã 

Vùng 5’ không dịch mã (5’-UTR) thường là vùng nằm giữa vị trí bắt đầu phiên 

mã và codon bắt đầu dịch mã. Để cải thiện việc sản xuất enzyme, có thể điều khiển 

vùng 5’-UTR thông qua việc thay thế vùng 5’-UTR từ các nguồn khác hoặc gây đột 

biến định hướng. Dưới sự điều hoà của promoter glaA, sản lượng enzyme oxidase đa 
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đồng giống với laccase MCOB ở A. niger N593 được tăng cường 41–159% sau khi 

thay thế vùng 5'-UTR ban đầu bằng ntp303 (gen phấn hoa thuốc lá) và chèn thêm 

trình tự poly (CAA) [139]. Gây đột biến ngẫu nhiên trong 5’-UTR đã được sử dụng 

để cải thiện sản xuất enzyme ở vi khuẩn. Với sự cải tiến của tốc độ biến nạp và công 

nghệ sàng lọc thông lượng cao, việc xây dựng thư viện 5’-UTR thông qua gây đột 

biến ngẫu nhiên sẽ giúp ích hơn nữa cho việc sản xuất enzyme ở A. oryzae và A. niger 

[82]. 

Chỉnh sửa khung đọc mở 

Với các thành phần biểu hiện và vật chủ giống nhau, các gen khác nhau thường 

có các mức độ biểu hiện khác nhau, cho thấy vai trò quan trọng của trình tự gen đích 

trong biểu hiện protein. Sự biểu hiện các protein khác nguồn có thể được tăng cường 

đáng kể khi protein đó được dung hợp với một chuỗi các protein được tăng cường 

biểu hiện. GlaAG1, miền xúc tác của GlaA (1-489), đã được sử dụng để cải thiện sự 

biểu hiện tái tổ hợp ở A. niger bằng cách hợp nhất nó với đầu N của các enzyme đích. 

Bằng cách làm này, sản lượng protein khác nguồn như phospholipase A2 tụy lợn, 

interleukin-6 ở người và lysozyme lòng trắng trứng gà đã được tăng lên gấp 1000 lần. 

Sự kết hợp với GlaAG1 có thể cải thiện quá trình glycosyl hóa enzyme và quá trình 

tiết ở A. niger [43].  

Tăng số bản sao và vị trí sao chép gen 

Tương tự như sự biểu hiện của protein ở các vật chủ khác, sự gia tăng số lượng 

bản sao gen mã hoá cho protein cần biểu hiện có thể tăng cường hiệu giá ở A. oryzae 

và A. niger. Tuy nhiên, số lượng bản sao cao cũng không đảm bảo năng suất protein 

cao. Ví dụ, 10-12 bản sao của gen mã hoá cho lysozyme lòng trắng trứng tạo ra 

khoảng 70 mg/l enzyme, trong khi 20-25 bản sao chỉ thu được 8,6-9,6 mg/l enzyme 

[67]. Tại một vị trí gen đơn lẻ, số lượng bản sao gen hợp lý để biểu hiện protein là ít 

hơn 10 [49]. Ở các chủng hoang dại, các locus gen của các protein biểu hiện ở mức 

độ cao (locus amylase) có hiệu suất dịch mã cao hơn so với các locus khác. Do đó, 

các vị trí tích hợp đóng một vai trò thiết yếu trong việc biểu hiện enzyme [67]. Các 

locus glaA và α-amylase là hai vị trí tích hợp được sử dụng rộng rãi để tăng cường 

biểu hiện các gen khác nguồn. Sự tích hợp đồng thời của các gen khác nguồn tại các 
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locus này nói chung đã giúp gia tăng đáng kể khả năng sản xuất enzyme ở A. niger. 

Việc bổ sung gen glucose oxidase tại các locus glaA và α-amylase đã làm tăng sản 

xuất enzyme gấp 4 lần so với chủng tích hợp gen glucose oxidase ở một vị trí α-

amylase. Năng suất tổng hợp trehalase đã tăng lên gấp 4,8 lần sau khi chỉ thêm 1 bản 

sao gen mã hoá cho enzyme này tại một vị trí α-amylase khác. A. niger NRRL 3122 

với 1 bản sao glaA đã đươc thực hiện nhiều đợt gây đột biến cổ điển để tạo ra chủng 

đột biến A. niger GAM-53 với 7 bản sao của gen glaA, rất thích hợp cho sản xuất 

công nghiệp các enzyme thực phẩm. Bằng cách tiến hành xóa 7 gen mã hoá cho GlaA 

và các cải biến di truyền khác trong A. niger GAM-53, chủng mới tạo A. niger ISO-

502 có thể cung cấp 7 locus glaA cho biểu hiện tích hợp. A. niger ISO-502 đã được 

sử dụng thành công để sản xuất một loạt các enzyme thực phẩm, chẳng hạn như 

xylanase, lactase axit, asparaginase, peroxidase, carboxypeptidase, lipase và 

phospholipase A2 [82]. 

1.7.2. Giảm sự phân hủy protein ngoại bào 

Nói chung, cả A. oryzae và A. niger hoang dại tiết ra một lượng lớn protease, 

không có lợi cho biểu hiện enzyme tái tổ hợp. Aspergillopepsin A (PepA) là một 

trong những protease quan trọng nhất, chiếm 80–85% tổng hoạt tính của protease ở 

A. niger. Ngoài PepA, các protease giống pepsin, chẳng hạn như PepAa, PepAb, 

PepAc và PepAd, cũng có tác động đáng kể đến sự phân giải của protein khác nguồn 

ở A. niger [154]. Bằng cách xóa pepAa, pepAb và pepAd, laccase từ Trametes 

versicolor đã tăng lên lần lượt là 21%, 42% và 30% trong A. niger GICC2773 [154]. 

Hoạt động của protease ở A. oryzae và A. niger cũng có thể bị giảm bởi các yếu tố 

phiên mã. Các nhà nghiên cứu đã xác định được yếu tố phiên mã đặc hiệu protease 

PrtR/PrtT [126]. Ở A. niger HL-1, mức độ phiên mã của 32 gen protease, bao gồm 

các peptidase loại serine, endopeptidase loại aspartic, aminopeptidase và 

carboxypeptidase đều bị giảm mạnh ở chủng xóa gen prtT [60].  

1.7.3. Cải biến hình thái học hệ sợi nấm 

Hiện đã xác định được hàng loạt gen liên quan đến hình thái ở A. niger. RacA 

mã hóa Rho-GTPase quản lý việc duy trì phân cực bằng cách điều khiển actin. Việc 

loại bỏ racA gây ra tần suất phân nhánh cao hơn 30% và tạo ra các chủng có năng 
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suất GlaA cao hơn 4 lần so với chủng hoang dại [46]. Cùng với sự hình thành kiểu 

hình tăng nhánh và các viên nhỏ, quá trình điều hòa giảm aplD (mã hóa γ-adaptin giả 

định) cũng giúp tăng 2 lần tổng hàm lượng protein tiết [29]. Tăng cường biểu hiện 

arfA (yếu tố ADP ribosyl hóa) làm giảm đáng kể đường kính viên và do đó làm tăng 

sản lượng của các enzyme ngoại bào [47]. Làm im lặng chsC (một yếu tố tổng hợp 

chitin loại III ở A. niger) không chỉ làm tăng tỷ lệ sợi nấm mà còn làm giảm độ chặt 

của viên giúp cải thiện hiệu suất truyền oxy và chất dinh dưỡng [135]. Ngoài sự hình 

thành các viên sợi nấm, tác động tiêu cực của sự hình thành bào tử đối với sự biểu 

hiện của protein cũng được nghiên cứu. Bằng cách bất hoạt gen flbA liên quan đến 

quá trình tạo bào tử, khả năng tiết protein trên khắp khuẩn lạc được nuôi cấy trên môi 

trường thạch ở A. niger đã được tăng cường [78]. Đột biến gây ra bởi tia cực tím và 

axit nitric đã tạo ra một số chủng A. oryzae có khả năng làm cho môi trường nuôi cấy 

ít nhớt và tăng sản xuất glucoamylase [24]. Đột biến diethyl sulfite ở T. reesei đã tạo 

ra một chủng có sợi nấm ngắn, phân nhánh cao, tiết ra nhiều hơn 60% cellulase so 

với chủng phân lập từ tự nhiên [58]. Nhiều khả năng các yếu tố điều hoà phát triển 

quan trọng khác (ví dụ: StuA, FlbA, BrlA) có thể sẽ trở thành các thành phần phổ 

biến của bộ công cụ công nghệ sinh học để kích hoạt hoặc cải thiện sự hình thành sản 

phẩm tự nhiên trong các loài nấm công nghiệp [59, 74]. 

Cả A. oryzae và A. niger đều là những nhà máy tế bào quan trọng trong sản 

xuất enzyme thực phẩm do có các đặc tính an toàn và có hệ thống tiết protein mạnh 

[96]. Một loạt các enzyme sử dụng trong thực phẩm như amylase, glucoamylase được 

sản xuất thương mại bởi các chủng A. oryzae và A. niger đã chứng minh đây là các 

chủng nền thích hợp cho việc cải biến di truyền để tạo các chủng siêu sản xuất 

enzyme. Tuy nhiên, những khó khăn trong thao tác di truyền và sự thiếu hụt các chiến 

lược biểu hiện đã hạn chế những bước tiến mới trong lĩnh vực này. Hơn nữa, một số 

độc tố nấm mốc gần đây đã được phát hiện trong một số chủng A. niger đã làm cho 

quy trình phê duyệt đối với sản xuất enzyme thực phẩm càng nghiêm ngặt hơn. Trong 

nghiên cứu này, các công cụ phục vụ cải biến di truyền với hiệu quả cao, các cách 

thức tạo các chủng phù hợp cho biểu hiện protein tái tổ hợp, các phương án để sản 

xuất enzyme hiệu quả hơn ở 2 loài nấm A. oryzae và A. niger sẽ được xem xét. 
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Chương 2 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Các chủng vi sinh vật và vector sử dụng trong nghiên cứu 

2.1.1. Các chủng vi sinh vật 

Các chủng vi sinh vật sử dụng trong nghiên cứu này được liệt kê ở Bảng 2.1. 

Bảng 2.1. Danh sách các chủng vi sinh vật khởi động  

Tên chủng Mô tả Nguồn 

gốc 

E. coli DH5α F- endA1 hsdR17 supE44 thi-1 λ- recA1 gyrA96 

relA1 deoR Δ(lacZYA-argF)-U169 

Φ80dlacZΔM15 

[57] 

Ag. tumefaciens 

AGL1 

C58, recA::bla, pTiBo542ΔT-DNA, Mop+, CbR
 [79] 

A. oryzae RIB40 Chủng A. oryzae phân lập từ tự nhiên [88] 

A. oryzae 

RIB40ΔpyrG 

ΔpyrG [105] 

A. oryzae 

RIB40ΔhisB 

pyrG+, ΔhisB Nghiên 

cứu này 

A. oryzae 

RIB40ΔhisBΔpyrG 

ΔhisB, ΔpyrG Nghiên 

cứu này 

A. oryzae  

AUT1-PlD 

Chủng A. oryzae khuyết dưỡng uridine/uracil 

được cải biến từ chủng RIB40 với kiểu gen: niaD- 

sC- adeA- ΔargB::adeA ΔtppA::argB 

ΔpepE::adeA aut1- ΔligD ΔpyrG 

[168] 

A. oryzae  

AUT1ΔhisB 

Chủng A. oryzae khuyết dưỡng histidine cải biến 

từ AUT1-PlD với kiểu gen ΔhisB::pyrG 

Nghiên 

cứu này 

A. oryzae  

AUT1ΔhisBΔpyrG 

Chủng A. oryzae khuyết dưỡng histidine và 

uridine/uracil cải biến từ AUT1-PlD 

Nghiên 

cứu này 
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A. niger 

CBS113.46 

Chủng A. niger phân lập từ tự nhiên [6] 

A. niger  

CBS113.46ΔpyrG 

ΔpyrG * 

A. niger  

CBS113.46ΔhisB 

pyrG+, ΔhisB Nghiên 

cứu này 

A. niger N402 Chủng chuẩn phòng thí nghiệm (bắt nguồn từ 

chủng A. niger N401) 

[25] 

A. niger 

N402ΔpyrG 

ΔpyrG * 

A. niger 

N402ΔhisB 

pyrG+, ΔhisB Nghiên 

cứu này 

A. niger  

N402ΔhisBΔpyrG 

ΔhisB, ΔpyrG Nghiên 

cứu này 

* Các chủng vi sinh vật được cung cấp bởi phòng Genomic, Phòng thí nghiệm Trọng 

điểm Công nghệ Enzym và Protein (KLEPT), Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, 

Đại học Quốc gia Hà Nội. 

2.1.2. Các vector sử dụng trong nghiên cứu 

Các vector sử dụng làm khung để tạo các vector thế hệ tiếp theo trong nghiên 

cứu được thống kê chi tiết trong Bảng 2.2; các vector được tạo trong nghiên cứu này 

được liệt kê tại Phụ lục 1; các vector dùng cho mục đích xóa gen, biểu hiện gen, cắt 

nối tạo cấu trúc được liệt kê trong Phụ lục 2. 

Bảng 2.2. Các vector sử dụng làm khung trong nghiên cứu 

Vector Đặc điểm của vector 
Nguồn 

gốc 

pKG2 Vector nhị thể pKG2 mang marker chọn lọc pyrG từ A. 

niger được sử dụng làm khung cho việc tạo các cấu trúc 

xóa gen   

** 
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Vector Đặc điểm của vector 
Nguồn 

gốc 

pKO2 Vector nhị thể pKO2 mang gen kháng nourseothricin dưới 

sự điều hòa của promoter gpdA từ A. nidulans dùng làm 

khung cho việc tạo các cấu trúc xóa gen  

** 

pEX2 Vector nhị thể pEX2 mang cấu trúc biểu hiện gen DsRed 

(gpdA promoter, gen DsRed, trpC terminator) với marker 

chọn lọc là gen pyrG từ A. oryzae được dùng cho việc tạo 

các vector biểu hiện khác 

[106] 

 

pEX2B Vector nhị thể pEX2B mang cấu trúc biểu hiện gen DsRed 

(amyB promoter, gen DsRed, trpC terminator) với marker 

chọn lọc là gen pyrG từ A. oryzae được dùng cho việc tạo 

các vector biểu hiện khác 

[105] 

** Các vector được cung cấp bởi Phòng Genomic, Phòng thí nghiệm Trọng điểm 

Công nghệ Enzym và Protein (KLEPT), Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học 

Quốc gia Hà Nội. 

2.2. Môi trường nuôi cấy 

• Môi trường LB (Luria Bertani): nuôi vi khuẩn (1% peptone; 0,5% cao nấm 

men; 0,5% NaCl). 

• Môi trường DPY: nuôi và thu bào tử A. oryzae AUT1 (2% glucose; 1% 

peptone; 0,5% cao nấm men; 0,5% KH2PO4; 0,05% MgSO4.7H2O; 2% agar; 

pH 5,5) [168]. 

• Môi trường PDA (Potato Dextrose Agar): nuôi và thu bào tử các chủng nấm 

sợi (2% glucose; 0,4% bột chiết xuất khoai tây; 2% agar). 

• Môi trường MM (Minimal Medium): nuôi, sàng lọc các chủng nấm sợi (178 

mM H3BO3; 70 mM NaNO3; 11 mM KH2PO4; 2mM MgSO4.7H2O; 7mM 

KCl; 18 nM FeSO4.7H2O; 25 nM MnCl2. 4H2O; 76 nM ZnSO4.7H2O; 7,1 nM 

CoCl2.6H2O; 6,4 nM CuSO4.5H2O; 6,2 nM (NH4)6Mo7O24.4H2O; 174nM 

EDTA-Na4; 1% glucose; 2% agar; pH 6,5) [10]. 



 

45 

 

• Môi trường IM (Induction Medium) lỏng: cảm ứng (4 ml 2-(N-

morpholino)ethanesulfonic acid (MES) 1M; 40 ml MM salts 2,5X; 0,18 g 

glucose; 0,5 ml glycerol; 100 ml nước cất) [27]. Dung dịch MM salts bao gồm 

2,05g K2HPO4; 1,45g KH2PO4; 0,15g NaCl; 0,5g MgSO4.7H2O; 0,1g 

CaCl2.6H2O; 0,5g (NH4)2SO4; 0,0025g FeSO4.7H2O, 1000 ml nước cất. Dung 

dịch MES 1M gồm: 195,2 g/l MES pH = 5,3. 

• Môi trường IM rắn: đồng nuôi cấy bào tử nấm và vi khuẩn (4 ml MES 1M; 

40 ml MM salts 2,5X; 0,09 g glucose; 0,5 ml glycerol; 1,5 g agar; 100 ml nước 

cất) [27]. 

• Môi trường M + Met: sàng lọc các chủng chuyển gen (0,2% NH4Cl; 0,1% 

(NH4)2SO4; 0,05% KCl; 0,05% NaCl; 0,1% KH2PO4; 0,05% MgSO4.7H2O; 

0,002% FeSO4.7H2O; 2% glucose; 0,15% methionine; 2% agar; pH 5,5) [168]. 

• Môi trường CDA (Czapek-Dox Agar): nuôi, sàng lọc các chủng nấm sợi (3% 

sucrose; 0,3% NaNO3; 0,1% KH2PO4; 0,05% KCl; 0,05% MgSO4.7H2O; 

0,001% FeSO4.7H2O; 0,005% CuSO4.5H2O; 0,001% ZnSO4.7H2O; 2% agar; 

pH 5,5).  

• Môi trường PSM (Phytase Screening Medium): sàng lọc các chủng nấm sinh 

enzyme phytase (1% glucose; 0,4% Natri phytate; 0,2% CaCl2.2H2O; 0,5% 

NH4NO3; 0,05% KCl; 0,05% MgSO4.7H2O; 0,001% FeSO4.7H2O; 0,001% 

MnSO4.H2O; 2% agar; pH 6). 

Các môi trường được khử trùng ở 121°C trong 20 phút trước khi sử dụng. 

2.3. Các cặp mồi dùng trong phản ứng PCR 

Các cặp mồi được tổng hợp bởi Công ty PHUSA Biochem (Việt Nam) hoặc 

IDT (Singapore). Các mồi được pha bằng nước khử ion vô trùng đến nồng độ sử dụng 

là 10 pmol/µl. Danh sách mồi được liệt kê trong Phụ lục 3.  

2.4. Thiết bị, hóa chất 

Các hóa chất và trang thiết bị được sử dụng tại Phòng Genomic, Phòng thí 

nghiệm Trọng điểm Công nghệ Enzym và Protein (KLEPT), Trường Đại học Khoa 

học Tự nhiên, Đại học Quốc gia Hà Nội. 
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Hóa chất dùng trong nuôi cấy vi sinh vật, các hoá chất và enzyme dùng trong 

sinh học phân tử được đặt mua từ các hãng Himedia, Merck, Thermo Fisher 

Scientific, Biobasic, Biozym. 

Danh sách các thiết bị sử dụng trong nghiên cứu này được liệt kê trong Phụ 

lục 4. 

2.5. Phương pháp nghiên cứu 

2.5.1. Sơ đồ nghiên cứu  

 

Hình 2.1. Sơ đồ nghiên cứu 

2.5.2. Thu bào tử và hệ sợi nấm  

Thu bào tử nấm: các chủng nấm sợi được nuôi cấy trên môi trường đĩa thạch 

PDA hoặc DPY bổ sung uridine/uracil hoặc (và) histidine (khi cần) trong 3-5 ngày ở 

30°C. Thêm nước muối sinh lý vô trùng đã bổ sung 0,05% Tween-80 lên bề mặt đĩa 

nuôi, dùng que gạt vô trùng gạt nhẹ để bào tử nấm tách khỏi hệ sợi và hòa vào nước. 

Dịch thu được lọc qua màng Miracloth (Calbiochem, Đức). Phần dịch đi qua màng 

lọc được ly tâm ở tốc độ 5000 vòng/phút trong 10 phút. Phần cặn chứa bào tử nấm 

được rửa lại hai lần bằng nước cất vô trùng, sau đó hòa lần cuối vào nước cất vô 

trùng. Dịch bào tử sau thu được xác định nồng độ bằng buồng đếm Thoma (Heinz 



 

47 

 

Herenz Medizinalbedarf GmbH, Đức). Giữ dịch bào tử ở 4°C để sử dụng cho các thí 

nghiệm tiếp theo hoặc bổ sung glycerol đến 20% thể tích, làm đông lạnh nhanh bằng 

nitơ lỏng và giữ ở -80°C [106, 150, 151].  

Thu hệ sợi nấm: nuôi lắc 1 ml dịch bào tử nấm trong 50 ml môi trường CD 

(Czapek-Dox) lỏng ở 30°C, 200 vòng/phút trong 2-3 ngày. Hệ sợi nấm thu được bằng 

cách lọc qua màng Miracloth (Calbiochem, Đức) và thấm khô bằng giấy lọc. Đối với 

mẫu dùng để tách DNA, lượng 0,2 g hệ sợi nấm được cho vào ống ly tâm 2 ml vô 

trùng.  

2.5.3. Tách chiết DNA tổng số, tách chiết RNA tổng số và tạo cDNA 

Tách chiết DNA tổng số: quy trình tách chiết DNA tổng số không sử dụng 

phenol, chloroform được áp dụng theo Nguyễn Thị Khuyến và cộng sự [2]. Trước 

khi tách chiết DNA, giã mẫu bằng đũa thủy tinh trong khoảng 1 phút. Sau đó, bổ sung 

thêm 600 µl đệm chiết GX (2,5% SDS, 200 mM Tris-HCl pH 8, 250 mM NaCl, 25 

mM EDTA; 0,2% β-mercaptoethanol), vortex. Ủ 60°C trong 30 phút, bổ sung 300 µl 

natri acetate 3M; pH 5,2 và ly tâm 12000 vòng/phút, trong 20 phút, ở 4°C. Chuyển 

dịch nổi sang một ống ly tâm 1,5 ml mới và bổ sung 1 thể tích isopropanol lạnh để 

tủa DNA. Ly tâm 12000 vòng/phút, 10 phút, 4°C. Thu tủa, rửa tủa trong 700 µl 

ethanol 70%. Sau đó, làm khô mẫu ở 60oC. DNA kết tủa được hòa tan trong 50 µl 

đệm TE (Tris-EDTA pH 8) và thêm 3 µl RNase A (10 mg/ml), ủ ở 60°C, trong 30 

phút để loại bỏ RNA. Mẫu DNA được điện di kiểm tra nồng độ trên gel agarose 0,7% 

(0,7 g agarose/100 ml đệm TAE) ở 90V, 30 phút và giữ ở 4°C. 

Tách chiết RNA tổng số và tạo cDNA: RNA tổng số được tách chiết theo 

Total RNA Purification Kit, PureHelixTM (NanoHelix, Hàn Quốc). Mẫu RNA được 

ủ ở 37oC trong 30 phút với enzyme DNase I để loại bỏ DNA tổng số. Sau đó, enzyme 

này được bất hoạt ở 75oC trong 15 phút và mẫu được chuyển ngay lên đá. Độ sạch 

của mẫu RNA được đánh giá bằng giá trị tỷ lệ độ hấp phụ quang ở bước sóng 260 nm 

và 280 nm (A260/280). RNA tinh khiết thường có tỷ lệ A260/280 là từ 1,9 đến 2,1. 

Ngoài ra, để đảm bảo không có tạp nhiễm của DNA tổng số, các mẫu RNA được 

kiểm tra với phản ứng PCR sử dụng cặp mồi ITS1/ITS4 để khuếch đại vùng ITS của 

DNA ribosom (rDNA). RNA không tạp nhiễm DNA được sử dụng làm khuôn để 



 

48 

 

tổng hợp cDNA sử dụng bộ kit ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis (New 

England Biolabs, Hoa Kỳ) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

2.5.4. Tạo các vector dùng cho xoá gen và biểu hiện gen ở A. oryzae và A. niger 

Khuếch đại các đoạn DNA nhờ PCR: Đối với phản ứng PCR khuếch đại 

đoạn gen dùng cho cắt nối tạo vector, sử dụng enzyme PhusionTM high-fidelity DNA 

polymerase (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ) theo hướng dẫn của nhà sản xuất để 

đảm bảo độ chính xác của quá trình sao chép DNA. Thành phần phản ứng PCR với 

tổng thể tích 25 µl như sau: 

• 5x HF buffer      : 5 µl 

• dNTPs (nồng độ 2 mM mỗi thành phần)  : 1 µl 

• Mồi xuôi (nồng độ 10 pmol/µl)   : 1 µl 

• Mồi ngược (nồng độ 10 pmol/µl)   : 1 µl 

• PhusionTM high-fidelity polymerase   : 1 µl 

• Khuôn DNA (50-100 ng/µl)    : 1 µl 

• Nước vô trùng      : 15 µl 

Tổng thể tích      : 25 µl 

 

Phản ứng PCR được tiến hành với cặp mồi đặc hiệu để nhân các đoạn gen từ 

nấm sợi A. oryzae RIB40 hoặc A. niger N402 theo các chu trình nhiệt thích hợp. Sản 

phẩm được điện di trên gel agarose 0,7% và tinh sạch bằng MEGA quick-spinTM Plus 

Total Fragment DNA Purification Kit (iNtRON Biotechnology, Hàn Quốc). Sản 

phẩm tinh sạch được bảo quản ở nhiệt độ -30°C. Đối với phản ứng PCR nhằm mục 

đích kiểm tra, GoTaq® Green Master Mix (Promega) được sử dụng theo hướng dẫn 

của nhà sản xuất. 

Xử lý vector, đoạn DNA bằng enzyme giới hạn, nối DNA và vector: Từ các 

vector khung, các enzyme giới hạn được sử dụng để mở vòng. Tỷ lệ thể tích enzyme 

giới hạn, đệm được sử dụng, nhiệt độ xử lý vector và các đoạn DNA này được thực 

hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất Thermo Fisher Scientific (Hoa Kỳ). Sau đó, 
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khung vector và đoạn DNA tinh sạch được nối nhờ enzyme T4 DNA ligase hoặc 

enzyme T4 DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ).  

Biến nạp sản phẩm nối vào E. coli DH5α khả biến: 10 µl sản phẩm nối được 

biến nạp vào 200 µl tế bào E. coli DH5α khả biến. Các bước tiến hành thực hiện theo 

quy trình của Phòng Genomic bao gồm: 20 phút ủ trên nước đá, sốc nhiệt ở 42°C 

trong 40 giây, tiếp tục ủ trên nước đá trong 2 phút, bổ sung thêm 800 µl môi trường 

SOC lỏng và nuôi lắc 200 vòng/phút ở 30°C trong 1 giờ 30 phút. Tế bào E. coli DH5α 

được thu lại nhờ ly tâm ở tốc độ 8000 vòng/phút trong 20 giây. Sau đó tế bào vi khuẩn 

được cấy trải lên môi trường LB có bổ sung kháng sinh kanamycin (100 mg/l). Các 

khuẩn lạc riêng rẽ được kiểm tra nhờ colony-PCR (PCR khuẩn lạc) sử dụng cặp mồi 

đặc hiệu [16].  

Tách plasmid: Các plasmid được thu hồi theo quy trình của Phòng Genomic, 

Phòng thí nghiệm Trọng điểm Công nghệ Enzym và Protein. Khuẩn lạc được chọn 

cấy vào bình tam giác 50 ml chứa 10-20 ml môi trường LB lỏng bổ sung thêm kháng 

sinh kanamycin (100 mg/l). Bình nuôi cấy được lắc qua đêm ở 30-37ºC. Ly tâm 6 ml 

dịch nuôi ở 12000 vòng/phút, 20 giây để thu sinh khối vi khuẩn. Bổ sung 250 µl 

buffer P1 (50 mM Tris-HCl; 10 mM EDTA; pH 7,6) và 3 µl RNase A (10 mg/ml), 

vortex để hòa tan cặn tế bào vào đệm. Sau đó, thêm 250 µl buffer P2 (200 mM NaOH, 

1% SDS) và đảo ống nhẹ nhàng 5 lần. Tiếp tục thêm 350 µl buffer N3 (kali acetate 

3M; pH 5,5) vào ống và đảo nhẹ ống 5 lần. Ly tâm hỗn hợp ở 12000 vòng/phút, 4ºC 

trong 20 phút. Hút 700 µl dịch trong có chứa plasmid chuyển sang ống ly tâm 1,5 ml 

và bổ sung thêm 700 µl isopropanol lạnh. Ống được trộn đều bằng vortex và được ly 

tâm ở tốc độ 12000 vòng/phút trong 20 phút ở 4ºC. Đổ bỏ dịch trong và rửa cặn bằng 

500 µl ethanol 70%. Ly tâm 5 phút và đổ bỏ dịch. Cặn chứa plasmid được làm khô ở 

60oC và hòa vào 50 µl đệm TE. Plasmid được bảo quản ở nhiệt độ -30ºC. 

Tạo các vector nhị thể để xoá gen hisB ở A. oryzae và A. niger  

Các đoạn 5’ hisB (1,414 kb) và 3’ hisB (1,374 kb) từ DNA tổng số của chủng 

A. oryzae RIB40 được khuếch đại nhờ PCR với các cặp mồi AohisB-P1/AohisB-P2 

và AohisB-P3/AohisB-P4 tương ứng và sử dụng enzyme PhusionTM high-fidelity 

DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ) để đảm bảo độ chính xác của 
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quá trình sao chép DNA. Sản phẩm PCR được tinh sạch theo quy trình của MEGA 

quick-spinTM Plus Total Fragment DNA Purification Kit (iNtRON Biotechnology, 

Hàn Quốc) và được nối vào vector trung gian pKG2 theo phương pháp One-Step 

SLIC sử dụng enzyme T4 DNA polymerase [68]. Cấu trúc mới tạo được đặt tên là 

pAoH và được cắt kiểm tra bằng enzyme giới hạn XbaI. 

Quy trình tạo cấu trúc xoá hisB ở A. niger được tiến hành tương tự với quy 

trình tạo vector pAoH với DNA tổng số của chủng A. niger N402 được khuếch đại 

nhờ PCR với các cặp mồi AnhisB-P1/AnhisB-P2 và AnhisB-P3/AnhisB-P4. Cấu trúc 

mới tạo được đặt tên là pAnH và được cắt kiểm tra bằng enzyme giới hạn SalI. 

Tạo các vector phục vụ xoá kép hisB và pyrG ở A. oryzae và A. niger 

Từ các cấu trúc xoá hisB ở A. oryzae và A. niger: pAoH và pAnH, đoạn gen 

pyrG được loại bỏ nhờ enzyme XbaI (đối với pAoH) và SpeI và XbaI (đối với pAnH), 

và được tự đóng vòng nhờ enzyme T4 DNA ligase. Các cấu trúc mới tạo được đặt tên 

là pAoHG và pAnHG.  

Tạo cấu trúc biểu hiện gen chỉ thị huỳnh quang sử dụng marker hisB 

Để tạo vector mang marker chọn lọc là hisB có nguồn gốc A. oryzae, hisB 

cassette từ A. oryzae RIB40 (AO090701000070) đã được khuếch đại bằng cặp mồi 

AohisB-P7/AohisB-P8. Sản phẩm PCR đã xử lý bằng EcoRI và SpeI được nối nhờ 

T4 DNA ligase vào vector pEX2 đã loại pyrG với EcoRI và SpeI tương ứng. Cấu trúc 

mới đã được xác nhận thêm với SalI và được đặt tên là pEX2D. 

Gen hisB bao gồm 672 bp vùng 5’, toàn bộ ORF và 131 bp của vùng 3’ được 

khuếch đại từ DNA tổng số của A. niger N402 nhờ PCR với cặp mồi AnhisB-

F2/AnhisB-R2. Sản phẩm PCR được xử lý với các enzyme cắt giới hạn EcoRI và 

SpeI, và được nối bằng T4 DNA ligase vào vector nhị thể pEX2 đã xử lý với các 

enzyme giới hạn tương ứng nhằm thay thế marker pyrG. Plasmid mới tạo được cắt 

kiểm tra với enzyme StuI. Vector này được đặt tên là pEX2E. 

Tạo cấu trúc phục hồi/tăng cường biểu hiện một số gen liên quan đến sinh 

axit hữu cơ và enzyme  

Cấu trúc phục hồi/tăng cường biểu hiện gen laeA từ A. oryzae được tạo bằng 

cách thay thế vùng trình tự gen DsRed ở vector pEX2 bằng trình tự gen laeA ở A. 
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oryzae nhờ 2 enzyme cắt giới hạn PmlI và SacI. Enzyme T4 DNA ligase được sử 

dụng để nối. Cấu trúc mới tạo được cắt kiểm tra bằng enzyme EcoRI và đặt tên là 

pEX2laeA. 

Toàn bộ trình tự mã hóa của gen phyA được khuếch đại nhờ PCR dựa trên 

khuôn là cDNA từ A. fumigatus với cặp mồi đặc hiệu AfphyA-F/AfphyA-R. Sản 

phẩm PCR sau tinh sạch được xử lý với enzyme giới hạn PmlI và BamHI để nối vào 

khung vector pEX2B (cũng đã được xử lý với các enzyme tương ứng) nhờ T4 DNA 

ligase. Sự có mặt của cấu trúc biểu hiện gen phyA được xác nhận bằng PCR với cặp 

mồi AfphyA-F/AfphyA-R, bằng cắt với enzyme giới hạn và bằng giải trình tự. Vector 

mới tạo được đặt tên là pEX2B-AfphyA. 

Cấu trúc tăng cường biểu hiện gen phyA liên quan đến sinh tổng hợp enzyme 

phytase có nguồn gốc từ A. niger được tạo thông qua việc thay thế vùng trình tự gen 

DsRed trên khung vector pEX2 tại vị trí cắt của enzyme PmlI và BssHII. Gen phyA 

từ A. niger được khuếch đại từ N402 bằng cặp mồi AnphyA-orf-F/AnphyA-orf-R, 

sau đó được xử lý với PmlI và BssHII và nối vào khung vector tương ứng nhờ T4 

DNA ligase. Vector mới tạo được đặt tên là pEX2-AnphyA và được cắt kiểm tra bằng 

BamHI. 

Tạo cấu trúc xoá gen liên quan đến quá trình biệt hoá tế bào, sinh tổng 

hợp enzyme/axit hữu cơ 

Tạo vector trung gian pKH1 nhằm tạo các cấu trúc phục vụ xoá gen với marker 

hisB: Marker hisB có nguồn gốc từ A. niger được khuếch đại nhờ PCR với cặp mồi 

AnhisB-F/AnhisB-R. Sản phẩm PCR được xử lý với enzyme SpeI và BamHI và nối 

vào vector pKO2 đã được loại bỏ marker là gen kháng kháng sinh nourseothricin 

bằng các enzyme tương ứng. Việc nối ghép vector với sản phẩm PCR đã xử lý bằng 

cùng enzyme giới hạn được thực hiện với T4 DNA ligase. Vector mới tạo được đặt 

tên là pKH1 và được cắt kiểm tra bằng enzyme StuI. 

Tạo vector xoá gen amyR ở A. oryzae và A. niger với marker hisB: Các đoạn 

5’ và 3’ amyR từ A. oryzae và A. niger được khuếch đại nhờ PCR với các cặp mồi 

AoamyR-P1/AoamyR-P2; AoamyR-P3/AoamyR-P4 và AnamyR-P1/AnamyR-P2; 

AnamyR-P3/AnamyR-P4 với khuôn là DNA tổng số từ chủng RIB40 hoặc N402. 
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Các đoạn 5’ và 3’ amyR được đưa lần lượt vào vector trung gian pKHG hoặc pKH1 

và được đặt tên là pKHG-ΔAoamyR và pKH-ΔAnamyR tương ứng.  

Tạo vector xoá gen laeA ở A. oryzae với marker hisB: Các đoạn 5’ và 3’ laeA 

từ A. oryzae được khuếch đại nhờ PCR với các cặp mồi AolaeA-P1/AolaeA-P2 và 

AolaeA-P3/AolaeA-P4 với khuôn là DNA tổng số từ chủng RIB40. Đoạn 5’ laeA 

được xử lý với EcoRI và SacI, đưa vào vector trung gian pKH1 đã được xử lý với các 

enzyme tương ứng nhờ T4 DNA ligase. Đoạn 3’ laeA tiếp tục được đưa vào vector 

nhờ xử lý với BamHI và HindIII và nối nhờ T4 DNA ligase. Vector mới tạo được cắt 

kiểm tra bằng PstI và ApaI và được đặt tên là pKH-ΔAolaeA.  

Tạo vector xoá gen stuA ở A. oryzae với marker hisB: Vector trung gian pKO2-

AostuA được tạo ra như sau: Đoạn gen AostuA được khuếch đại bằng PCR sử dụng 

cặp mồi AostuA-orf-F/AostuA-orf-R và khuôn là DNA tổng số tách từ chủng RIB40. 

Sản phẩm PCR được xử lý với enzyme giới hạn EcoRV và XbaI và được nối vào 

vector pKO2 cũng đã xử lý với cùng 2 enzyme tương ứng. Việc nối đoạn gen AostuA 

vào pKO2 được thực hiện nhờ enzyme T4 DNA ligase. Vector pKO2-AostuA sau đó 

được xử lý tiếp với SacI và BamHI để loại bỏ đi một phần đoạn gen AostuA và được 

nối với marker hisB khuếch đại bằng cặp mồi AnhisB-F2/AnhisB-R cũng được xử lý 

với cùng hai enzyme giới hạn tương thích. Vector mới tạo được đặt tên là pKH-

ΔAostuA và được xác nhận thêm nhờ cắt kiểm tra bằng XbaI.  

Tạo vector xoá gen laeA ở A. niger với marker hisB: Từ vector pKG2-

ΔAnlaeA, marker chọn lọc pyrG được loại bỏ bằng cách xử lý với SacI và XbaI. Đoạn 

gen hisB có nguồn gốc từ A. niger được khuếch đại nhờ PCR với cặp mồi AnhisB-

F2/AnhisB-R2 và xử lý với cùng enzyme giới hạn SacI và SpeI trước khi nối vào 

vector đã mở vòng. Vector mới tạo được pKH-ΔAnlaeA được cắt kiểm tra bằng StuI 

và EcoRI. 

Tạo vector xoá gen stuA ở A. niger với marker hisB: Từ vector pKG1-

ΔAnstuA, marker chọn lọc là gen kháng kháng sinh nourseothricin được loại bỏ với 

SacI và BamHI. Đoạn gen hisB có nguồn gốc từ A. niger được khuếch đại nhờ PCR 

với cặp mồi AnhisB-F2/AnhisB-R và xử lý với SacI và BamHI trước khi nối vào 
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vector nhờ T4 DNA ligase. Vector mới tạo được đặt tên là pKH-ΔAnstuA và được cắt 

kiểm tra bằng XbaI. 

Tạo vector xoá gen prtT ở A. niger với marker hisB: Đoạn 5’ prtT được khuếch 

đại nhờ PCR với cặp mồi AnprtT-P1/AnprtT-P2 và xử lý với EcoRI và SacI. Đoạn 

5’ prtT được nối vào vector pEX2E đã được xử lý với hai enzyme tương ứng nhờ T4 

DNA ligase. Tương tự, đoạn 3’ prtT sau khi được khuếch đại nhờ PCR với cặp mồi 

AnprtT-P3/AnprtT-P4 và xử lý với SpeI và HindIII được tiếp tục nối vào vector tại 

các vị trí cắt của enzyme giới hạn tương ứng. Cấu trúc mới tạo được pKH-ΔAnprtT 

được cắt kiểm tra bằng enzyme XbaI.  

Tạo các vector xoá gen veA ở A. niger: Các đoạn 5’ và 3’ của gen veA từ A. 

niger được khuếch đại nhờ PCR với các cặp mồi AnveA-P1/AnveA-P2 và AnveA-

P3/AnveA-P4 và xử lý với các enzyme giới hạn. Các đoạn này được đưa lần lượt vào 

vector pKO2 sử dụng T4 DNA ligase. Vector xoá veA với marker chọn lọc là gen 

kháng kháng sinh nourseothricin được đặt tên là pKO2ΔAnveA. Vector pKH-ΔAnveA 

được tạo nhờ thay thế gen kháng kháng sinh nourseothricin trong vector 

pKO2ΔAnveA bằng marker hisB từ A. niger sử dụng enzyme SpeI và BamHI. 

Tạo các cấu trúc nhằm tăng hiệu suất xoá gen ở A. oryzae và A. niger 

Các cấu trúc xoá gen đã được tạo ở A. oryzae và A. niger trước đó được mở 

vòng với enzyme EcoRI và xử lý với enzyme Alkaline Photphatase. Marker chọn lọc 

pyrG đã được khuếch đại nhờ PCR với cặp mồi AnpyrG-M1/AnpyrG-M2 và xử lý 

với EcoRI được nối vào vector nhờ T4 DNA ligase. Các cấu trúc mới tạo được cắt 

kiểm tra với enzyme BamHI. 

2.5.5. Chuyển gen vào A. oryzae và A. niger nhờ vi khuẩn Ag. tumefaciens sử 

dụng marker chọn lọc là các gen dinh dưỡng 

Biến nạp các vector vào vi khuẩn Ag. tumefaciens: Các vector được biến 

nạp vào chủng vi khuẩn Ag. tumefaciens AGL1 bằng phương pháp xung điện [138]. 

Khuẩn lạc chủng AGL1 tươi được nuôi lắc trong môi trường LB qua đêm ở 28°C, 

200 vòng/phút. Ly tâm dịch nuôi vi khuẩn ở 4000 vòng/phút trong 10 phút ở 4ºC. 

Cặn chứa tế bào vi khuẩn được rửa 3 lần bằng HEPES 100 mM, 1 lần bằng glycerol 

10% và ly tâm 4000 vòng/phút, 10 phút ở 4°C giữa mỗi lần rửa. Cuối cùng, hòa cặn 
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tế bào trong 1 ml glycerol 10%. Sau đó, 50 µl dịch tế bào AGL1 khả biến được trộn 

với 0,5 µl plasmid, chuyển hỗn hợp vào cuvet 2 mm và đặt trên đá. Quá trình biến 

nạp được thực hiện bằng máy chuyển gen xung điện Gene Pulser XcellTM 

Electroporation System (Bio-Rad) với các thông số 2,5 kV, 400 Ω, 25 µF. Sau khi 

kích hoạt xung điện, 500 µl môi trường LB lỏng được bổ sung vào cuvet, trộn nhẹ và 

chuyển hỗn hợp sang ống ly tâm 1,5 ml. Ống được nuôi lắc ở tốc độ 200 vòng/phút, 

28ºC trong 1 giờ. Tế bào vi khuẩn được thu lại bằng ly tâm ở tốc độ 8000 vòng/phút 

trong 20 giây và được cấy trải trên môi trường LB chứa kanamycin (100 mg/l). Đĩa 

được ủ ở 28ºC trong 2 ngày để thu nhận các khuẩn lạc kháng kanamycin. Các khuẩn 

lạc vi khuẩn được kiểm tra bằng kỹ thuật colony-PCR với mồi đặc hiệu [16]. 

Chuyển gen vào nấm sợi A. oryzae và A. niger sử dụng Ag. tumefaciens: 

Một khuẩn lạc tươi lấy từ đĩa nuôi cấy chủng vi khuẩn Ag. tumefaciens AGL1 đã xác 

nhận mang vector được nuôi trong bình tam giác với 20 ml môi trường LB có bổ sung 

kháng sinh kanamycin (100 mg/l). Dịch vi khuẩn được nuôi lắc ở tốc độ 200 

vòng/phút, 28°C. Sau 15-17 giờ, 1 ml dịch được lấy ra và tiếp tục nuôi trong 9 ml 

môi trường IM lỏng cùng 200 µM acetosyringone (AS), kháng sinh kanamycin (100 

mg/l) ở 28°C, 200 vòng/phút, trong điều kiện tối. Máy đo quang phổ được sử dụng 

để đánh giá sự sinh trưởng của vi khuẩn cho đến khi OD600nm đạt 0,6-0,8 (thường cần 

khoảng 5-6 giờ nuôi). Trộn đều 100 µl bào tử nấm (nồng độ 106 bào tử/ml hoặc 107 

bào tử/ml, phụ thuộc vào từng chủng nấm) với 100 µl dịch vi khuẩn Ag. tumefaciens. 

Hỗn hợp được trải đều lên màng giấy lọc cellulose (Satorius, Đức) đặt sẵn trên môi 

trường đĩa thạch IM (môi trường cảm ứng chứa 200 µM AS và nồng độ các axit amin 

thích hợp). Quá trình đồng nuôi cấy được thực hiện bằng cách ủ đĩa ở điều kiện tối, 

trong 60 giờ ở 22°C. Sau đó màng giấy lọc được chuyển sang đĩa môi trường sàng 

lọc có bổ sung kháng sinh cefotaxime (300 mg/l) và ủ ở nhiệt độ 30°C. Khuẩn lạc 

nấm chuyển gen được quan sát sau 5 ngày.  

Sàng lọc và xác nhận các thể chuyển gen: Các khuẩn lạc nấm xuất hiện riêng 

rẽ trên đĩa chuyển gen được tiếp tục cấy truyền sang môi trường có thành phần giống 

với môi trường sàng lọc trong chuyển gen. Các khuẩn lạc có khả năng sinh trường 

trên môi trường sàng lọc sẽ được thuần khiết bằng phương pháp phân lập bào tử đơn 
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và tiến hành tách DNA tổng số từ sinh khối hệ sợi. Phản ứng PCR sử dụng mồi đặc 

hiệu nhằm xác định sự có mặt của cấu trúc được chuyển trong hệ gen của các thể 

chuyển gen.  

2.5.6. Sàng lọc, đánh giá và kiểm tra khả năng sinh trưởng và tiết protein/enzyme 

của các chủng chuyển gen 

 Kiểm tra khả năng phục hồi sinh trưởng ở các chủng xoá gen hisB: Chủng 

xoá gen hisB được kiểm tra mức độ phục hồi khi nuôi cấy trên môi trường CDA (đối 

với RIB40ΔhisB, N402ΔhisB, CBS113.46ΔhisB) hoặc M + Met (đối với 

AUT1ΔhisB, NsHlD1) có bổ sung 0,1% uridine, 0,1% uracil và histidine với các tỷ 

lệ khác nhau. Hình thái của các chủng xoá gen được so sánh đồng thời với các chủng 

A. oryzae (RIB40ΔpyrG, AUT1-PlD, NsPlD1) và A. niger N402ΔpyrG, 

CBS113.46ΔpyrG. Thể tích 5 µl dịch bào tử nấm (106 bào tử/ml) được nhỏ trên các 

đĩa môi trường và tiến hành quan sát hình thái khuẩn lạc sau 4 ngày nuôi cấy ở 30°C.  

Kiểm tra hình thái và cấu trúc cuống sinh bào tử: Đối với kiểm tra hình 

thái, 5 µl dịch bào tử nấm (106 bào tử/ml) được nhỏ trên đĩa môi trường CDA và tiến 

hành quan sát hình thái khuẩn lạc sau 4 ngày nuôi cấy ở 30°C. Đối với kiểm tra cấu 

trúc cuống sinh bào tử, chủng nấm được nuôi trực tiếp trên tiêu bản vô trùng có chứa 

môi trường phù hợp (phương pháp slide culture) [106]. Các chủng nấm được cấy lên 

các giọt môi trường nhỏ sẵn trên lam kính. Sau đó, tiến hành đậy lamen lên các giọt 

môi trường đã cấy nấm và ủ trong các đĩa petri. Cấu trúc cuống sinh bào tử được quan 

sát dưới kính hiển vi quang học Olympus (Nhật Bản) sau 4 ngày nuôi cấy ở 30°C. 

Kiểm tra khả năng sinh trưởng trên các nguồn cacbon và nitơ khác nhau: 

Nhỏ lần lượt 5 µl bào tử (nồng độ 106 bào tử/ml) của mỗi chủng nấm lên đĩa môi 

trường thạch CDA chứa các nguồn cacbon và nitơ khác nhau. Khả năng sinh trưởng 

của các chủng được đánh giá sau 4 ngày nuôi cấy ở 30°C. 

Kiểm tra khả năng hình thành bào tử của các chủng A. oryzae xoá gen 

laeA: Tiến hành cấy trải 10 µl bào tử (106 bào tử/ml) chủng RIB40 và các chủng đột 

biến xoá gen laeA lên môi trường CDA. Thu và định lượng bào tử các chủng nấm sau 

3 ngày nuôi cấy ở 30°C. 
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Kiểm tra khả năng đáp ứng stress: Nhỏ lần lượt 5 µl bào tử (nồng độ 106 

bào tử/ml) của các chủng nấm trên đĩa môi trường CDA bổ sung NaCl và Sorbitol ở 

các nồng độ khác nhau. So sánh sự sinh trưởng giữa các chủng sau 4 ngày nuôi cấy 

ở 30°C. 

Kiểm tra sự ảnh hưởng của nhiệt độ tới việc hình thành bào tử: 10 µl bào 

tử (106 bào tử/ml) của các chủng nấm được nhỏ trên môi trường PDA. Tiến hành 

quan sát và thu bào tử các chủng nấm sau 5 ngày nuôi cấy ở các nhiệt độ 25°C, 30°C, 

35°C và 37°C.  

 Sàng lọc và đánh giá các thể chuyển gen phát huỳnh quang: phương pháp 

nuôi trên tiêu bản (slide culture) được sử dụng để quan sát dưới kính hiển vi huỳnh 

quang [106]. Các chủng chuyển gen được nuôi trên môi trường CDA (có bổ sung 

uridine/uracil hoặc histidine) ở 30°C trong 4 ngày. Cấu trúc cuống sinh bào tử và hệ 

sợi được quan sát dưới kính hiển vi huỳnh quang Axioplan Fluorescence Microscope 

(Carl Zeiss, Đức) sử dụng bước sóng kích thích là 558 nm (đối với DsRed) và 488 

nm (đối với GFP); và được lọc ánh sáng phát ra ở bước sóng 583 nm (đối với DsRed) 

và 509 nm (đối với GFP). 

 Kiểm tra khả năng sinh axit hữu cơ: nhỏ 5 μl dịch bào tử (106 bào tử/ml) 

của các chủng A. niger (N402, N402ΔlaeA, CBS113.46, CBS113.46ΔlaeA, các chủng 

bổ trợ gen laeA và các thể đột biến chèn ngẫu nhiên) lên đĩa môi trường tối thiểu MM 

(loại bỏ NaNO3) và bổ sung 2% bột môi trường Mac Conkey để tạo màu và 1% sữa 

gầy. Đĩa được ủ ở 30ºC trong 3 ngày. Khả năng axit hóa môi trường được đánh giá 

thông qua vòng phân giải sữa hình thành trên đĩa nuôi cấy [110]. 

Kiểm tra khả năng sinh enzyme phytase: nhỏ 5 µl dịch bào tử (106 bào 

tử/ml) lên đĩa môi trường PSM. Đĩa được ủ ở 30ºC trong 3 ngày. Enzyme phytase sẽ 

phân giải phytate tạo thành vòng trong suốt xung quanh khuẩn lạc. Vòng phân giải 

càng lớn cho thấy mức độ sinh enzyme và hoạt tính enzyme càng mạnh. 

100 μl dịch bào tử (106 bào tử/ml) của các chủng nấm được nuôi lắc trong 50 

ml môi trường PSM lỏng trong 3 ngày ở 30oC, 200 rpm. Dịch enzyme phytase thô 

được lọc qua màng Miracloth (Calbiochem, Đức) và ly tâm ở 5000 rpm, 4oC trong 

15 phút. Dịch enzyme phytase thô được định lượng hoạt tính phytase với kit K-
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Phytase của hãng Megazyme (Ireland) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Thí nghiệm 

được lặp lại 3 lần độc lập. 

2.5.7. Xác định số bản sao và mức độ hoạt động của gen phyA thông qua real-

time PCR 

DNA hoặc DNA bổ sung (cDNA) của các chủng chuyển gen phyA được tách 

chiết và pha loãng đến nồng độ 50 ng/µl (đối với DNA) và 100 ng/µl (đối với cDNA). 

Phản ứng real-time PCR sử dụng iTaqTM Universal SYBR® Green Supermix (Bio-

Rad, Hoa Kỳ) được tiến hành theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Chu trình nhiệt như 

sau: 50°C 2 phút, 95°C 10 phút; 40 chu kỳ của 95°C 10 giây, 60°C 30 giây. Phản ứng 

PCR thực hiện bằng hệ thống máy iQ5 real-time PCR (Bio-Rad, Hoa Kỳ) và Rotor-

Gene Q (Qiagen, Đức). Công thức quy đổi số bản sao dựa trên kết quả phân tích real-

time PCR như sau [129]:   Số bản sao của một gen = 2-ΔCt 

Trong đó: ΔCt = Ct (gen cần xác định) - Ct (gen đối chứng) 

Mức độ biểu hiện gen được xác định theo công thức 2-ΔΔCt, trong đó các gen 

biểu hiện liên tục được sử dụng làm gen tham chiếu [86]. 

2.5.8. Xác định và phân tích các gen ở A. oryzae và A. niger 

Thông tin về các gen của nấm A. oryzae và A. niger được trích xuất từ cơ sở 

dữ liệu hệ gen nấm (https://fungidb.org và https://mycocosm.jgi.doe.gov). Cấu trúc 

protein và được vùng bảo thủ được phân tích bằng công cụ InterPro 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro) và Pfam (https://pfam.xfam.org). Các trình tự 

protein được so sánh và đối chiếu nhờ công cụ Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). 

2.5.9. Phân tích và xử lý số liệu    

Tất cả các thí nghiệm trong nghiên cứu này đều được tiến hành độc lập ít nhất 

3 lần. Các kết quả thí nghiệm được thể hiện dưới dạng số trung bình  độ lệch chuẩn 

(standard deviation, SD). Các phân tích thống kê được tiến hành với phần mềm 

GraphPad Prism 8 sử dụng chức năng phân tích Student’s t-test. Sự khác biệt có ý 

nghĩa thống kê được đánh giá với giá trị p<0,05.  

https://fungidb.org/
https://mycocosm.jgi.doe.gov/
https://www.ebi.ac.uk/interpro
https://pfam.xfam.org/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo
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Chương 3 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phát triển hệ thống chuyển gen mới với marker chọn lọc là gen dinh dưỡng 

hisB phục vụ cải biến di truyền nấm sợi A. oryzae và A. niger 

Quá trình sinh tổng hợp histidine đóng một vai trò bắt buộc đối với sự sinh 

trưởng và phát triển của vi sinh vật. Chỉ có 1 locus duy nhất được chú thích là hisB 

trong hệ gen của nấm sợi mô hình A. nidulans (AN6536) và các ortholog ở A. 

fumigatus (Afu6g04700), A. niger (An15g00610) và A. oryzae (AO090701000070). 

Tất cả các gen hisB có cấu trúc tương tự nhau, bao gồm 2 exon (319 bp, 416 bp) bị 

gián đoạn bởi 1 intron có kích thước 56–82 bp. Trình tự của các gen này mã hóa cho 

244 axit amin giả định của imidazoleglycerol-phosphate dehydratase, là một loại 

enzyme cần thiết cho quá trình sinh tổng hợp histidine (Hình 3.1A). Phân tích trình 

tự so sánh cho thấy: A. oryzae HisB thể hiện sự tương đồng rất cao với các ortholog 

Aspergillus khác, từ 86,89% đến 90,57% và có độ tương đồng tới 61,47% với protein 

His3 (YOR202W) của nấm men S. cerevisiae (Hình 3.1B). 

3.1.1. Tạo chủng đột biến khuyết dưỡng histidine nhờ xóa gen hisB theo cơ chế 

trao đổi chéo tương đồng 

Để xoá gen hisB ở nấm sợi A. oryzae, vector nhị thể với vùng T-DNA chứa 

marker chọn lọc pyrG (từ A. niger) nằm giữa đoạn 5’ với đoạn 3’ của gen hisB được 

tạo mới. Vector mới tạo được kiểm tra độ chính xác bằng cách xử lý với enzyme giới 

hạn XbaI (có 1 vị trí nhận biết trong đoạn 5’ hisB và 1 vị trí nhận biết trong marker 

pyrG). Phân tích sản phẩm cắt enzyme giới hạn trên gel agarose bằng phương pháp 

điện di cho 2 băng DNA có kích thước lần lượt là 1,7 kb và 9,5 kb. Kết quả này đúng 

với kích thước tính toán dựa trên trình tự gen. Vector mới tạo dùng để xóa gen hisB 

ở A. oryzae được đặt tên là pAoH (Hình 3.2). Vector này cho phép thay thế toàn bộ 

vùng khung đọc mở của gen hisB bằng marker chọn lọc pyrG nhờ cơ chế tái tổ hợp 

tương đồng ở nấm. 
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Hình 3.1. Cấu trúc gen hisB ở A. oryzae và các ortholog từ các loài Aspergillus 

khác và phân tích protein tương ứng 

(A) Trình tự của các gen hisB được trích xuất từ cơ sở dữ liệu hệ gen Aspergillus, 

bao gồm trình tự mã hóa (exon) và trình tự không mã hóa (intron). Các trình tự 

protein Aspergillus HisB (244 aa) được phân tích với Pfam (http://pfam.xfam.org). 

(B) Trình tự protein A. oryzae HisB (AO090701000070) được so sánh với các protein 

Aspergillus HisB khác (A. fumigatus: Afu6g04700, A. nidulans: AN6536, A. niger: 

An15g00610) và S. cerevisiae His3 (YOR202W). Các axit amin giống nhau được biểu 

thị bằng màu đỏ và tính tương đồng (%) giữa A. oryzae HisB và các homolog được 

thể hiện trong ô nền vàng. 
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Hình 3.2. Sơ đồ tạo vector pAoH 

(A) Vector pKG2 được sử dụng làm vector khung cho tạo cấu trúc xoá gen và gen 

pyrG từ A. niger được lựa chọn làm marker chọn lọc. (B) Kết quả cắt kiểm tra vector 

pAoH bằng enzyme giới hạn XbaI. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, 

Hoa Kỳ).  

 

Vector pAoH dùng cho xóa gen hisB có chứa marker chọn lọc pyrG được 

chuyển vào A. oryzae khuyết dưỡng uridine/uracil RIB40ΔpyrG thông qua phương 

pháp ATMT như đã báo cáo trước đây [105]. Tất cả các thể chuyển gen sau đó được 

chuyển sang CDA để sàng lọc các thể đột biến khuyết dưỡng histidine tiềm năng. 

Chủng đột biến xoá histidine (RIB40ΔhisB) đã được kiểm tra sự sinh trưởng trên các 

môi trường khác nhau. Kết quả cho thấy, so với chủng nền RIB40ΔpyrG và 1 thể đột 

biến chèn ngẫu nhiên (Ect-1) thì chủng đột biến RIB40ΔhisB không thể phát triển 

trên môi trường CDA thiếu histidine (CDA + Uri + Ura), và chỉ phát triển trên CDA 

được bổ sung histidine (CDA + His) hoặc với môi trường đầy đủ uridine, uracil và 

histidine (CDA + Uri + Ura + His) (Hình 3.3A). Việc xóa gen hisB theo cơ chế trao 

đổi chéo tương đồng được xác nhận bằng PCR sử dụng các cặp mồi đặc hiệu (Hình 

3.3B, 3.3C). Với cặp mồi AohisB-P5/AohisB-P6, chủng RIB40ΔhisB cho 1 băng 

DNA với kích thước 2,4 kb, lớn hơn 0,77 kb so với chủng nền RIB40ΔpyrG và thể 

đột biến chèn ngẫu nhiên cho 2 băng DNA (2,4 kb và 1,63 kb). Ngoài ra, cặp mồi 

AohisB-F/AohisB-R có vị trí liên kết trong khung đọc mở hisB (ORF) đã được sử 

dụng để xác nhận sự mất gen.  
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Hình 3.3. Kết quả tạo chủng đột biến khuyết dưỡng histidine ở A. oryzae RIB40 

(A) Khả năng sinh trưởng của chủng đột biến khuyết dưỡng histidine (RIB40ΔhisB) 

được kiểm tra đồng thời trên CDA + Uri + Ura, CDA + His và CDA + Uri + Ura + 

His so với chủng khuyết dưỡng uridine/uracil (RIB40ΔpyrG) và 1 thể đột biến chèn 

ngẫu nhiên (Ect-1). Các đĩa được ủ ở 30oC trong 4 ngày. (B) Sơ đồ xác nhận xoá 

hisB nhờ PCR với các vị trí bảm mồi đặc hiệu. (C) Kết quả xác nhận xóa gen hisB 

nhờ PCR với các cặp mồi đặc hiệu AohisB-P5/AohisB-P6 và AohisB-F/AohisB-R,  

(-) là đối chứng âm, M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). 
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Kết quả PCR cho thấy không có băng DNA nào ở chủng đột biến khuyết dưỡng 

histidine RIB40ΔhisB, trong khi các chủng khác cho băng 0,625 kb (Hình 3.3C). 

Những dữ liệu này đã chứng minh rằng việc loại bỏ toàn bộ vùng ORF của gen hisB 

ở chủng đột biến RIB40ΔhisB đã thành công. 

 

 

Hình 3.4. Sự phục hồi sinh trưởng của các chủng đột biến khuyết dưỡng 

histidine ở A. oryzae 

(A) Các nồng độ histidine khác nhau (0,01-1%) được thêm vào môi trường CDA + 

Uri + Ura đối với RIB40ΔhisB hoặc (B) M + Met + Uri + Ura đối với AUT1ΔhisB. 

Các chủng khuyết dưỡng uridine/uracil RIB40ΔpyrG và AUT1-PlD được sử dụng 

làm đối chứng để so sánh. Các đĩa được ủ ở 30oC trong 4 ngày. 
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Gen hisB cũng bị xóa thêm ở chủng A. oryzae AUT1-PlD và NsPlD1 khuyết 

dưỡng uridine/uracil để tạo ra chủng đột biến khuyết dưỡng histidine AUT1ΔhisB và 

NsPlD1ΔhisB (Phụ lục 5). Các chủng đột biến khuyết dưỡng histidine được kiểm tra 

mức độ ổn định bằng cách nuôi cấy bào tử đơn trong ít nhất 3 thế hệ độc lập. Các 

chủng A. oryzae ΔhisB được tạo ra trong nghiên cứu này tương đồng về hình thái với 

chủng gốc. Kiểu hình khuyết dưỡng histidine của chủng đột biến có thể được phục 

hồi về trạng thái nguyên dưỡng bằng cách bổ sung một lượng nhỏ histidine (0,01–

1%) vào môi trường chọn lọc CDA + Uri + Ura hoặc M + Met + Uri + Ura (Hình 3.4, 

Phụ lục 5). 

Việc tạo các chủng đột biến khuyết dưỡng histidine (ΔhisB) ở A. niger cũng 

được tiến hành tương tự như ở A. oryzae. Trong đó, vector pAnH chứa marker pyrG 

nằm giữa vùng 5’ và 3’ hisB, được sử dụng cho chuyển gen thông qua vi khuẩn Ag. 

tumefaciens ở các chủng N402ΔpyrG và CBS113.46ΔpyrG. Các chủng đột biến 

khuyết dưỡng histidine N402ΔhisB và CBS113.46ΔhisB được tạo ra nhờ cơ chế trao 

đổi chéo tương đồng và đã được xác nhận nhờ PCR với các cặp mồi đặc hiệu. Với 

cặp mồi AnhisB-P5/AnhisB-P6, chủng xóa hisB cho 1 băng duy nhất với kích thước 

2,466 kb, lớn hơn băng 1,673 kb của chủng N402ΔpyrG và CBS113.46ΔpyrG. Trong 

khi đó, cấu trúc xóa gen hisB chỉ được tích hợp vào hệ gen mà không xảy ra quá trình 

trao đổi chéo tương đồng ở các thể đột biến chèn ngẫu nhiên. Vì vậy, các thể đột biến 

chèn ngẫu nhiên cho cả 2 băng 2,466 kb và 1,673 kb. Cặp mồi AnhisB-P7/AnhisB-

P8 với vị trí bám mồi hoàn toàn ở trong khung đọc mở của gen hisB tiếp tục được xác 

nhận xóa. Chủng N402ΔpyrG hoặc CBS113.46ΔpyrG và thể đột biến chèn ngẫu 

nhiên đều xuất hiện sản phẩm PCR với kích thước 0,607 kb do vẫn còn khung đọc 

mở của gen hisB, trong khi đó, chủng xóa gen không xuất hiện băng. Cặp mồi 

AnhisB-F1/AnpyrG-R1 được lựa chọn để khẳng định quá trình xóa gen dựa trên cơ 

chế tái tổ hợp tương đồng đã diễn ra ở các chủng xóa gen. Chỉ các chủng xóa gen mới 

cho các sản phẩm PCR với kích thước 1892 bp (Hình 3.5).  



 

64 

 

 

Hình 3.5. Kết quả tạo các chủng đột biến khuyết dưỡng histidine ở A. niger 

(A) Sơ đồ xác nhận xoá hisB nhờ PCR với các vị trí bảm mồi đặc hiệu. (B) Sự phát 

triển của chủng đột biến khuyết dưỡng histidine (N402ΔhisB) được kiểm tra đồng 

thời trên CDA + Uri + Ura và CDA + Uri + Ura + His so với chủng khuyết dưỡng 

uridine/uracil (N402ΔpyrG, CBS113.46ΔpyrG) ban đầu. Các đĩa được ủ ở 30oC 

trong 4 ngày. (C) Kết quả xác nhận xóa gen hisB nhờ PCR với các cặp mồi đặc hiệu 

AnhisB-P5/AnhisB-P6, AnhisB-P7/AnhisB-P8 và AnhisB-F1/AnpyrG-R1, (-) là đối 

chứng âm, M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ).  

 

 



 

65 

 

Tương tự với A. oryzae, các chủng xoá gen hisB ở A. niger cũng được kiểm 

tra mức độ phục hồi sinh trưởng và hình thành bào tử. Các chủng nấm này được nuôi 

cấy trên môi trường CDA có bổ sung 0,1% uridine, 0,1% uracil (CDA + Uri + Ura) 

và histidine với các tỷ lệ 0%; 0,01%; 0,02%; 0,1% và 0,2%. Hình thái của các chủng 

xoá gen được so sánh đồng thời với chủng nền dùng cho chuyển gen là N402ΔpyrG, 

CBS113.46ΔpyrG. Chủng xoá gen hisB không thể sinh trưởng trên môi trường CDA 

+ Uri + Ura thông thường, chúng chỉ có thể phục hồi sinh trưởng khi môi trường được 

bổ sung thêm histidine. Ở các nồng độ histidine thấp như 0,01%; chủng xoá gen hầu 

như chưa phục hồi được khả năng hình thành bào tử. Khi nồng độ histidine đạt tới 

0,02% khả năng hình thành bào tử đã phục hồi. Tuy nhiên, nếu nồng độ histidine 

được bổ sung vào môi trường quá cao, khả năng hình thành bào tử của các chủng nấm 

đều bị ức chế. Đặc biệt, ở nồng độ 0,02% histidine, chủng CBS113.46ΔpyrG và 

CBS113.46ΔhisB đều bị giảm khả năng hình thành bào tử (Hình 3.6). 

Phương pháp ATMT đã được sử dụng rộng rãi để chuyển gen ở nhiều loại nấm 

sợi. Phương pháp này cũng đã được chứng minh là hiệu quả cho cả xoá gen và biểu 

hiện gen [64, 83]. Tuy nhiên, việc áp dụng ATMT vẫn chủ yếu dựa trên marker chọn 

lọc là các gen kháng thuốc. Hiện nay, các marker chọn lọc là gen dinh dưỡng đã được 

ứng dụng rộng rãi trong chuyển gen ở nấm thông qua phương pháp sử dụng tế bào 

trần [96]. Các marker chọn lọc này được khuyến nghị sử dụng trong sản xuất protein 

tái tổ hợp để có thể đáp ứng các tiêu chuẩn an toàn trong công nghiệp thực phẩm. 

Một số chủng khuyết dưỡng cùng với các marker chọn lọc tương ứng đã được thiết 

lập ở cả nấm men và nấm sợi [111, 125]. A. oryzae có khả năng kháng tự nhiên đối 

với nhiều loại kháng sinh phổ biến trong chuyển gen [106]. Do đó, việc xây dựng các 

đột biến khuyết dưỡng đóng một vai trò quan trọng trong việc phát triển các hệ thống 

chuyển gen mới cho loài nấm này. Một số marker dinh dưỡng như pyrG, adeA, niaD, 

argB đã được tuyển chọn để biến đổi gen ở A. oryzae với phương pháp chuyển gen 

thông qua tế bào trần. Cho đến nay, pyrG là marker chọn lọc duy nhất được sử dụng 

thành công để chuyển gen ở A. oryzae nhờ ATMT [106]. 
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Hình 3.6. Sự phục hồi sinh trưởng của các đột biến A. niger xóa gen hisB 

(A) Các nồng độ histidine khác nhau (0,01-0,2%) được thêm vào môi trường CDA + 

Uri + Ura. Các chủng khuyết dưỡng uridine/uracil N402ΔpyrG và CBS113.46ΔpyrG 

được sử dụng làm đối chứng để so sánh. Các đĩa được ủ ở 30oC trong 4 ngày. 

 

Gần đây, 1 ortholog của HIS3 là hisB ở nấm sợi A. niger đã được báo cáo là 

một marker chọn lọc tốt cho các nghiên cứu xoá gen [48]. Trên thực tế, gen HIS3 mã 

hóa imidazoleglycerol phosphate dehydratase (một enzyme cần thiết cho quá trình 

sinh tổng hợp histidine) là một trong những marker dinh dưỡng phổ biến nhất được 

sử dụng để thao tác di truyền ở nấm men S. cerevisiae [125]. Protein His3/HisB bảo 

thủ trong hệ gen của các loại nấm khác nhau và protein HisB từ các loài Aspergillus 

có mức độ tương đồng cao khoảng 87–90% (Hình 3.1B). Fieldler và cộng sự (2017) 
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đã chỉ ra rằng gen hisB của A. nidulans có thể được sử dụng để bổ trợ cho A. niger 

khuyết dưỡng histidine nhằm giúp phục hồi trạng thái nguyên dưỡng cho các chủng 

A. niger chuyển gen [48].  

Tuy nhiên, việc sử dụng hisB như một marker chọn lọc để biến đổi gen chưa 

được báo cáo ở A. oryzae. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã xóa thành công gen 

hisB trong 3 chủng nấm A. oryzae khuyết dưỡng uridine/uracil độc lập để tạo ra các 

chủng đột biến khuyết dưỡng histidine (Hình 3.3, Phụ lục 5). Chúng tôi đã phải sử 

dụng các chủng khuyết dưỡng uridine/uracil và marker chọn lọc pyrG để xóa hisB vì 

không thể xóa gen này trực tiếp ở A. oryzae hoang dại mà không cần bất cứ marker 

chọn lọc nào. Việc thay thế gen hisB nguyên vẹn bằng cassette xóa hisB chứa marker 

pyrG bằng cách tái tổ hợp tương đồng dẫn đến việc loại bỏ vùng ORF của gen hisB 

khỏi hệ gen nấm (Hình 3.2B). Hiệu quả loại bỏ hisB rất thấp (<1%) ở các chủng A. 

oryzae khuyết dưỡng uridine/uracil. LigD tham gia vào quá trình tích hợp nhiễm sắc 

thể không tương đồng ở nấm và việc xoá gen ligD đã giúp cho hiệu quả xóa gen nhờ 

tái tổ hợp tương đồng cao hơn ở A. oryzae [101]. Tuy nhiên, việc loại bỏ hisB ở chủng 

nền AUT1-PlD và NsPlD1 có kiểu gen ΔligD [168] không cho thấy hiệu quả cao hơn 

so với ở chủng RIB40ΔpyrG vẫn mang gen ligD nguyên vẹn. Mặc dù vậy, việc loại 

bỏ thành công hisB bằng cách tái tổ hợp tương đồng vẫn là một lựa chọn tốt để tạo ra 

các đột biến khuyết dưỡng histidine ổn định cho các thao tác di truyền tiếp theo ở A. 

oryzae. 

So với A. oryzae, hiệu quả xóa hisB ở cả 2 chủng A. niger đều cao hơn, đạt tới 

16,51% ± 3,01% (đối với N402ΔpyrG) và 13,69% ± 2,98% (đối với 

CBS113.46ΔpyrG) khi sử dụng phương pháp ATMT. Gen hisB trước đó đã được xóa 

ở A. niger với hệ thống xóa gen không đánh dấu (Unmarked Gene Deletion System) 

nhờ chuyển gen bằng tế bào trần ở chủng nấm đột biến khuyết dưỡng uridine/uracil 

(pyrG-) và bị hỏng con đường nối đầu cuối không tương đồng (NHEJ) [42, 48]. Tuy 

nhiên, khi sử dụng phương pháp này, cần tiến hành kiểm tra và sàng lọc nhiều lần để 

có thể thu được thể đột biến xóa gen. Trong khi đó, sử dụng hệ thống chuyển gen sử 

dụng ATMT mới phát triển, các thể đột biến đã được xác nhận nhờ PCR ổn định về 

mặt di truyền và sẵn sàng cho các thí nghiệm kế tiếp. Hơn nữa, hệ thống chuyển gen 
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này cho phép loại bỏ gen hisB ở nấm sợi A. oryzae và A. niger khi các chủng ban đầu 

chỉ cần là chủng khuyết dưỡng uridine/uracil (ΔpyrG hoặc pyrG-). 

3.1.2. Chuyển gen vào A. oryzae và A. niger sử dụng phương pháp ATMT với 

marker chọn lọc là hisB  

Gần đây, ATMT đã được chứng minh là một công cụ hiệu quả để chuyển gen 

ở nấm sợi A. oryzae [105, 136]. Tuy nhiên, phương pháp này vẫn còn nhiều hạn chế 

do thiếu các marker chọn lọc phù hợp, đặc biệt là các marker trợ dưỡng mới. Trong 

nghiên cứu này, chúng tôi đã xây dựng vector nhị thể mới pEX2D mang marker chọn 

lọc hisB để biểu hiện gen tái tổ hợp ở A. oryzae khuyết dưỡng histidine. Vector này 

chứa các vị trí enzyme giới hạn thích hợp để tạo các cấu trúc biểu hiện gen quan tâm 

(Hình 3.7A). Trước đây chúng tôi đã tìm ra rằng các điều kiện tối ưu cho chuyển gen 

với ATMT ở A. oryzae khuyết dưỡng uridine/uracil bao gồm việc bổ sung 200 μM 

AS, 0,05% uridine và 0,05% uracil vào môi trường cảm ứng; nhiệt độ 22oC và thời 

gian 60 giờ cho quá trình đồng nuôi cấy [105]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã 

xác nhận rằng những điều kiện này cũng thích hợp cho sự chuyển gen của A. oryzae 

khuyết dưỡng histidine bằng cách sử dụng phương pháp ATMT và marker chọn lọc 

hisB. Tuy nhiên, histidine đã được thêm vào môi trường cảm ứng thay vì 

uridine/uracil để hỗ trợ sự nảy mầm của bào tử nấm. Việc bổ sung 0,02% histidine 

vào môi trường cảm ứng để đồng nuôi cấy cho hiệu suất chuyển gen cao, đạt 515 ± 

99 thể chuyển gen/106 bào tử nấm. Ngược lại, khi giảm nồng độ histidine xuống 

0,01%, hiệu suất chuyển gen thấp hơn đáng kể. Khi môi trường cảm ứng chứa nồng 

độ histidine cao hơn (0,03%), quá trình chuyển gen không thành công do sự phát triển 

quá mức của chủng khuyết dưỡng histidine. Trong quá trình đồng nuôi cấy, những 

thay đổi về nhiệt độ có thể ảnh hưởng đến sự nảy mầm của bào tử và sự phát triển 

ban đầu của A. oryzae khuyết dưỡng histidine. Do đó, chúng tôi đã kiểm tra thêm liệu 

các nhiệt độ khác nhau (20, 22, 24oC) trong quá trình đồng nuôi cấy có thể ảnh hưởng 

đến hiệu quả chuyển gen hay không. Kết quả cho thấy, nhiệt độ 22oC vẫn là thích hợp 

nhất cho sự chuyển gen thông qua vi khuẩn Agrobacterium của A. oryzae khuyết 

dưỡng histidine (Hình 3.7B). 



 

69 

 

 

Hình 3.7. Các thông số tối ưu cho chuyển gen ở chủng A. oryzae khuyết dưỡng 

histidine bằng phương pháp ATMT 

(A) Vector nhị thể mới pEX2D được xây dựng chứa marker chọn lọc là A. oryzae hisB 

(AohisB) và kết quả đại diện cho chuyển gen thông qua vi khuẩn Agrobacterium ở A. 

oryzae RIB40ΔhisB bằng cách sử dụng vector nhị thể pEX2D. (B) Nồng độ histidine 

được thêm vào môi trường cảm ứng và nhiệt độ đồng nuôi cấy ảnh hưởng mạnh mẽ 

đến hiệu quả chuyển gen. Các thí nghiệm được thực hiện trong 3 lần độc lập. Dữ liệu 

đại diện cho giá trị trung bình ± SD và sự khác biệt có ý nghĩa thống kê được phân 

tích bằng Student's t-test (p <0,05). Ký hiệu *** cho biết p <0,001. 

 

Hiệu suất ATMT chuyển gen sử dụng marker hisB cho 515 ± 99 thể chuyển 

gen/106 bào tử, thấp hơn đáng kể khi so sánh với chuyển gen sử dụng marker pyrG 

(đạt 1060 ± 143 thể chuyển gen/106 bào tử) [105]. Tuy nhiên, hiệu suất này vẫn đủ 

tốt cho các nghiên cứu trong tương lai về thao tác di truyền ở loại nấm sợi này. 
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Hình 3.8. Sự tích hợp và biểu hiện của protein DsRed ở các chủng đột biến 

khuyết dưỡng histidine ΔhisB 

(A) Năm thể chuyển gen được chọn (R1 – R5) được sử dụng để chứng minh cấu trúc 

T-DNA chứa marker chọn lọc hisB và trình tự mã hoá cho protein DsRed trong hệ 

gen nấm. Các cặp mồi cụ thể: AohisB-F/AohisB-R và DsRed-F/DsRed-R đã được lựa 

chọn để khuếch đại gen hisB và DsRed từ hệ gen của các thể chuyển gen. M là DNA 

marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). (B) Các thể chuyển gen biểu hiện 

DsRed (RIB40ΔhisB::DsRed, AUT1ΔhisB::DsRed) dưới kính hiển vi huỳnh quang 

Axioplan với độ phóng đại 400 lần. Các thể chuyển gen được nuôi cấy trên các lam 

kính có chứa môi trường CDA hoặc M + Met ở 30oC trong 3 ngày. 

 

Để xác nhận sự thành công của chuyển gen ở A. oryzae, một số khuẩn lạc đã 

được chọn để xác định sự tích hợp của marker hisB và gen báo cáo DsRed trong hệ 

gen bằng PCR. Các cặp mồi đặc hiệu AohisB-F/AohisB-R và DsRed-F/DsRed-R 
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được sử dụng để khuếch đại đoạn gen hisB và DsRed tương ứng. Kết quả cho thấy 

rằng, cả marker hisB và đoạn gen DsRed đều có mặt trong hệ gen của các thể chuyển 

gen được lựa chọn (Hình 3.8A). Việc kiểm tra thêm các thể chuyển gen này dưới kính 

hiển vi huỳnh quang chỉ ra rằng gen báo cáo DsRed được biểu hiện mạnh trong hệ 

sợi nấm, conidiophore và bào tử (Hình 3.8B). 

 

Hình 3.9. Các điều kiện tối ưu cho hệ thống ATMT ở A. niger khuyết dưỡng 

histidine 

Bốn thông số quan trọng đối với ATMT bao gồm nồng độ histidine (0,01; 0,015; 

0,02%) trong môi trường cảm ứng (A), nồng độ bào tử (105, 106, 107 bào tử/ml) (B), 

nhiệt độ đồng nuôi cấy (20, 22, 24oC) (C) và thời gian đồng nuôi cấy (48, 60, 72 giờ) 

(D) đã được kiểm tra. Tất cả các thí nghiệm được thực hiện 3 lần độc lập và dữ liệu 

được biểu thị dưới dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn. 

 



 

72 

 

Một vector nhị thể có tên là pEX2E chứa marker chọn lọc là gen hisB từ A. 

niger đã được tạo để tối ưu chuyển gen cho các chủng đột biến khuyết dưỡng histidine 

ở A. niger (Hình 3.11A). Vector này chứa 672 bp vùng promoter của hisB, toàn bộ 

vùng khung đọc mở của gen hisB và 131 bp hisB terminator. Điều kiện tối ưu cho 

chuyển gen ở A. niger khuyết dưỡng histidine tương tự đối với A. oryzae, trong đó 

nồng độ bào tử tối ưu là 107 bào tử/ml, môi trường cảm ứng IM được bổ sung 0,015% 

histidine và 200 μM AS, nhiệt độ đồng nuôi cấy là 22oC, thời gian đồng nuôi cấy đạt 

60 giờ. Hiệu suất chuyển gen trong trường hợp này đạt được là 297 ± 62 thể chuyển 

gen cho 107 bào tử với chủng nền N402ΔhisB và 285 ± 58 thể chuyển gen cho 107 

bào tử với chủng nền CBS113.46ΔhisB (Hình 3.9). 

Các thông số tối ưu cho chuyển gen ở A. oryzae và A. niger khuyết dưỡng 

histidine được mô tả như trong Hình 3.10. Nói chung, hiệu suất chuyển gen bị ảnh 

hưởng bởi nhiều yếu tố. Trong một số trường hợp, bắt buộc phải dùng protoplast là 

nguyên liệu ban đầu để chuyển gen thành công ở Rhizopus oryzae và Mucor 

circinelloides [98]. Tuổi của nguyên liệu cũng đóng một vai trò quan trọng. Ví dụ, sử 

dụng bào tử được lưu trữ trong thời gian dài ở 4°C đối với A. awamori và A. niger 

cho hiệu quả chuyển gen kém hơn [98]. Vì vậy, trong các nghiên cứu của chúng tôi, 

bào tử dùng cho chuyển gen là các bào tử mới thu và đã được kiểm tra khả năng 

khuyết dưỡng. Bên cạnh đó, các chủng khác nhau của cùng một loài nấm thường cho 

hiệu suất chuyển gen khác nhau, có thể là do sự khác biệt của thành tế bào hoặc đặc 

điểm sinh trưởng. Với cùng một vector biểu hiện, hiệu quả chuyển gen ở các chủng 

A. oryzae đột biến khuyết dưỡng uridine/uracil cũng rất khác nhau. Với chủng A. 

oryzae RIB40ΔpyrG, hiệu quả chuyển gen lên tới hơn 1000 thể chuyển gen cho106 

bào tử. Trong khi đó hiệu quả chuyển gen chỉ đạt 265 ± 13 thể chuyển gen cho 106 

bào tử nấm ở chủng A. oryzae VS1ΔpyrG [105]. Thậm chí, hiệu quả chuyển gen vào 

chủng A. oryzae AUT1-PlD hỏng gen ligD chỉ đạt 116 ± 39 thể chuyển gen cho 107 

bào tử nấm [105]. Tương tự, các chủng đột biến histidine cũng cho hiệu quả chuyển 

gen khác nhau. Đặc biệt, với 2 chủng có đột biến hỏng gen ligD là A. oryzae 

AUT1ΔhisB và A. oryzae NsHlD1, hiệu quả chuyển gen chỉ đạt tương ứng là 340 thể 

chuyển gen cho 107 bào tử hoặc 73 thể chuyển gen cho 106 bào tử.  
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Hình 3.10. Các thông số tối ưu cho chuyển gen vào nấm A. oryzae và A. niger 

khuyết dưỡng histidine sử dụng phương pháp ATMT 

(A) Sơ đồ chuyển gen tối ưu. (B) Kết quả chuyển gen đại diện đối với A. oryzae 

RIB40ΔhisB và A. niger N402ΔhisB. 



 

74 

 

Hiệu quả chuyển gen phụ thuộc chủ yếu vào các điều kiện đồng nuôi cấy. Thời 

gian đồng nuôi cấy, nhiệt độ, pH và loại màng lọc được chọn có ảnh hưởng rất lớn 

tới số lượng thể chuyển gen. Để chuyển gen ở nấm, nhiệt độ thích hợp là từ 20°C đến 

28°C. Đây là nhiệt độ tối ưu cho việc chuyển T-DNA. Trong nghiên cứu liên quan 

tới chuyển gen ở A. oryzae với marker chọn lọc là gen pyrG, 22oC là nhiệt độ được 

lựa chọn cho đồng nuôi cấy vi khuẩn và nấm [105]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi 

một lần nữa xác nhận rằng 22oC là nhiệt độ tối ưu cho chuyển gen ở các chủng A. 

oryzae và A. niger khuyết dưỡng histidine sử dụng phương pháp ATMT. Các công 

bố trước đó cũng khẳng định 16-96 giờ là thời điểm thích hợp cho đồng nuôi cấy tuỳ 

thuộc vào nấm và chủng Ag. tumefaciens [98]. Đối với A. oryzae và A. niger, 60 giờ 

là thời gian đồng nuôi cấy thích hợp để có thể đạt được số lượng các thể chuyển gen 

cao nhất.  

Bên cạnh đó, màng lọc ưa nước được sử dụng để hỗ trợ đồng nuôi cấy và giúp 

chuyển các khuẩn lạc đơn vào môi trường sàng lọc. Màng lọc Nitrocellulose, Hybond, 

giấy lọc, giấy bóng kính và polyvinylidene difluoride đã được sử dụng cho ATMT. 

Tuy nhiên, hiệu quả chuyển gen không giống nhau. Ví dụ, sử dụng màng Hybond N 

hoặc Hybond N+ cho hiệu quả chuyển gen cao hơn ở A. awamori so với sử dụng màng 

Hybond C và nitrocellulose. Khi sử dụng màng nitrocellulose cho P. infestans, không 

thu được thể chuyển gen. Nếu sử dụng màng Nytran hoặc Hybond N+ ở P. infestans 

thì kết quả chuyển gen tốt hơn 2 đến 3 lần so với Hybond N+ [98]. Trong nghiên cứu 

này, chúng tôi sử dụng giấy lọc cellulose (FT 3-303-090, Sartorius) để thực hiện các 

thí nghiệm chuyển gen. Loại giấy lọc này đã được chứng minh là hỗ trợ cho chuyển 

gen hiệu quả ở nấm sợi P. digitatum với hiệu suất chuyển gen lên tới 1240 ± 65 thể 

chuyển gen cho 106 bào tử [150]. Đặc biệt, sử dụng loại giấy lọc này trong chuyển 

gen ở A. oryzae RIB40 cũng cho hiệu suất chuyển gen vượt trội, lên tới 1060 ± 143 

thể chuyển gen cho 106 bào tử. Ngoài ra, để kích hoạt sự biểu hiện của các gen vir 

cần thiết cho quá trình vận chuyển và tích hợp T-DNA vào hệ gen nấm, việc bổ sung 

AS vào môi trường cảm ứng và môi trường tiền cảm ứng trước quá trình chuyển gen 

là rất cần thiết. Các loại nấm khác nhau cho thấy yêu cầu về nồng độ AS khác nhau  

để đạt hiệu quả chuyển gen cao nhất. Nồng độ AS phù hợp đã cải thiện tần số chuyển 



 

75 

 

gen của nấm B. bassiana, F. oxysporum và M. grisea. Bên cạnh đó, tỷ lệ tối ưu của 

nấm và Ag. tumefaciens nên được xác định để có hiệu quả chuyển gen cao nhất. Thông 

thường, tỷ lệ nấm được tối ưu tương đương với tỷ lệ các tế bào vi khuẩn Ag. 

tumefaciens. Trong một số trường hợp, sự gia tăng của các tế bào Ag. tumefaciens 

trong hỗn hợp đồng nuôi cấy đôi khi tăng tần số chuyển gen, nhưng quá nhiều tế bào 

Ag. tumefaciens sẽ làm giảm hiệu quả chuyển gen. Mặt khác, rất khó để phân tách 

các thể chuyển gen nếu nấm phát triển quá nhiều trong quá trình đồng nuôi cấy. pH 

đồng nuôi cấy có tác động mạnh mẽ đến sự chuyển gen. Không quan sát thấy thể 

chuyển gen khi được nuôi cấy ở pH 5,0 hoặc pH 5,9; pH tối ưu là khoảng 5,5 đối với 

U. scitaminea. pH tối ưu cho chuyển gen ở U. maydis là 5,7. pH tối ưu cho C. trifolii 

và C. lagenarium nằm trong khoảng từ 5,0 đến 5,3. pH cũng phụ thuộc vào các chủng 

Ag. tumefaciens, trong đó pH là tối ưu cho các gen vir khác nhau của các chủng Ag. 

tumefaciens là khác nhau [98].  

Trong những nghiên cứu đầu tiên về chuyển gen ở A. niger sử dụng phương 

pháp ATMT, de Groot và cộng sự chỉ ghi nhận 5 thể chuyển gen cho 107 bào tử A. 

niger khi sử dụng marker chọn lọc là gen kháng kháng sinh hygromycin. Sau đó, các 

nhà khoa học đã phát triển các cách tiếp cận khác nhau nhằm nâng cao hiệu suất 

chuyển gen ở A. niger [40]. Hiệu suất chuyển gen đã đạt 50-100 thể chuyển gen/107 

bào tử [84]. Trong nghiên cứu này, hiệu suất chuyển gen ở A. niger với marker chọn 

lọc là gen hisB đạt tới 285-297 thể chuyển gen/107 bào tử, cao hơn 3-60 lần so với 

các nghiên cứu trước đó.  

Sự thành công của quá trình chuyển gen ở A. niger cũng tiếp tục được xác 

nhận bằng cách kiểm tra khả năng phát quang đỏ của các thể chuyển gen dưới kính 

hiển vi huỳnh quang (Hình 3.11C). Các tín hiệu huỳnh quang đỏ trên toàn bộ hệ sợi 

nấm của các thể chuyển gen được quan sát rõ ràng dưới kính hiển vi huỳnh quang. 

Như vậy, hệ thống chuyển gen ATMT dựa trên cơ chế khuyết dưỡng histidine là công 

cụ tiềm năng cho biểu hiện gen. 
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Hình 3.11. Sự tích hợp và biểu hiện huỳnh quang đỏ DsRed ở A. niger 

(A) Sơ đồ giản lược vector nhị thể mới pEX2E với các vị trí nhận biết của một số 

enzyme cắt giới hạn. (B) Sự có mặt của gen báo cáo DsRed (678 bp) trong hệ gen 

của các thể chuyển gen được xác nhận nhờ PCR với cặp mồi đặc hiệu DsRed-cf-

F/DsRed-cf-R. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). (C) Các 

chủng biểu hiện DsRed dưới kính hiển vi huỳnh quang Axioplan với độ phóng đại 

400 lần. 
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3.1.3. Tạo các chủng đột biến khuyết dưỡng kép nhờ phương án tái sử dụng 

marker chọn lọc pyrG 

Vector nhị thể pAoHG (dùng cho A. oryzae) và pAnHG (dùng cho A. niger) 

đã được tạo nhằm loại marker pyrG khỏi hệ gen của các chủng đột biến khuyết dưỡng 

histidine. Như vậy, thể chuyển gen thành công sẽ là các chủng đột biến khuyết dưỡng 

cả 2 gen hisB và pyrG. Việc loại bỏ marker pyrG ở vector pAoH và pAnH đã nối các 

vùng 5’ và 3’ hisB để tạo ra một đoạn T-DNA mới mà không có khung đọc mở của 

gen hisB. Sau khi chuyển cấu trúc này vào chủng đột biến ΔhisB, marker pyrG đã 

được loại bỏ thông qua cơ chế tái tổ hợp tương đồng. Các thể đột biến thu được là đột 

biến khuyết dưỡng kép hisB và pyrG, và chỉ có thể sinh trưởng khi được bổ sung đầy 

đủ histidine, uridine/uracil vào môi trường nuôi cấy. Trong trường hợp này, chúng 

tôi thu được 1-2 thể biến nạp có kiểu hình kháng 5-FOA đối với 105 hoặc 106 bào tử 

từ các chủng nền khuyết dưỡng histidine RIB40ΔhisB, AUT1ΔhisB hay N402ΔhisB. 

Các thể chuyển gen sau đó đã được sàng lọc sự khuyết dưỡng uridine/uracil trên các 

môi trường khác nhau (Hình 3.12A). Khi môi trường không bổ sung thêm 

uridine/uracil, các thể chuyển gen mới thu nhận không có khả năng sinh trưởng do 

gen pyrG đã bị loại bỏ khỏi hệ gen. Các chủng khuyết dưỡng kép RIB40ΔhisBΔpyrG 

và AUT1ΔhisBΔpyrG chỉ có thể sinh trưởng khi môi trường được bổ sung thêm 

histidine và uridine/uracil. Đối với A. oryzae, xóa gen pyrG được xác nhận thêm bằng 

phân tích PCR sử dụng cặp mồi AohisB-P5/AohisB-P6 (Hình 3.12B, 3.12C). Các 

chủng đột biến khuyết dưỡng kép có kiểu gen ΔhisBΔpyrG cho 1 băng DNA với kích 

thước 677 bp do cassette pyrG đã bị loại khỏi hệ gen. Ngược lại, kết quả PCR cho 

thấy đối với các chủng ΔpyrG, khi gen hisB vẫn chưa bị can thiệp, cho 1 băng 1,63 

kb; trong khi đó băng 2,4 kb xuất hiện trong các chủng khuyết dưỡng ΔhisB (Hình 

3.12B, 3.12C). Xác nhận nhờ PCR với cặp mồi AnpyrG-F/AnpyrG-R đặc hiệu cho 

gen A. niger pyrG cũng chỉ ra rằng marker pyrG đã được loại bỏ thành công khỏi hệ 

gen của các chủng đột biến khuyết dưỡng kép RIB40ΔhisBΔpyrG và 

AUT1ΔhisBΔpyrG. Như vậy, tất cả các thể chuyển gen kháng 5-FOA thu được trong 

nghiên cứu này đều là các chủng A. oryzae khuyết dưỡng kép histidine và 

uridine/uracil. 
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Hình 3.12. Kết quả tạo các chủng khuyết dưỡng kép ΔhisBΔpyrG ở A. oryzae 

(A) Sự sinh trưởng của các chủng đột biến ΔhisBΔpyrG được kiểm tra trên các môi 

trường khác nhau so với chủng khuyết dưỡng uridine/uracil ΔpyrG và chủng khuyết 

dưỡng histidine ΔhisB. (B) Sơ đồ xác nhận việc loại bỏ marker pyrG ở các chủng đột 

biến nhờ PCR với cặp mồi đặc hiệu P5/P6. (C) Kết quả loại bỏ marker pyrG ở chủng 

RIB40ΔhisB để tạo ra chủng đột biến RIB40ΔhisBΔpyrG khuyết dưỡng kép. (D) Kết 

quả xác nhận xóa marker pyrG ở chủng đột biến xóa kép AUT1ΔhisBΔpyrG, (-) là 

đối chứng âm. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ).  
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3.1.4. Xây dựng và đánh giá hiệu quả chuyển gen của các vector nhị thể mới 

Hai hệ thống ATMT được phát triển gần đây ở A. oryzae đã sử dụng một 

marker chọn lọc duy nhất là pyrG [105, 106] hoặc sự kết hợp của pyrG và gen kháng 

pyrithiamine (ptrA) [136]. Việc thiết lập các hệ thống ATMT mới và hiệu quả với các 

marker dinh dưỡng khác nhau là điều cần thiết cho các nghiên cứu kỹ thuật di truyền 

ở A. oryzae. Chúng tôi đã sử dụng các điều kiện ATMT tối ưu ở các chủng khuyết 

dưỡng đơn để chuyển gen ở các chủng đột biến khuyết dưỡng kép ΔhisBΔpyrG. Hai 

vector nhị thể pEX2D và pEX1 được sử dụng để đánh giá hệ thống ATMT này. 

Plasmid pEX2D chứa marker hisB và đoạn gen DsRed được chọn cho vòng đầu tiên 

của quá trình chuyển gen, trong khi pEX1 với marker pyrG và đoạn gen GFP được 

sử dụng cho vòng thứ hai. Kết quả cho thấy hiệu suất chuyển gen của chủng 

RIB40ΔhisBΔpyrG trong vòng chuyển gen đầu là 232 ± 86 thể chuyển gen/106 bào 

tử. Ở vòng chuyển gen thứ hai, với marker chọn lọc pyrG, hiệu suất lên tới 318 ± 98 

thể chuyển gen/106 bào tử. Sự tích hợp thành công của cả 2 gen báo cáo DsRed và 

GFP trong hệ gen của nấm đã được xác nhận bằng PCR sử dụng các cặp mồi đặc 

hiệu và sự biểu hiện cùng lúc của 2 gen này trong sợi nấm được quan sát rõ ràng dưới 

kính hiển vi huỳnh quang (Hình 3.13). Tuy nhiên, khi marker pyrG được sử dụng cho 

vòng đầu tiên ở các chủng ΔhisBΔpyrG, sự biến nạp không hoạt động. Nhược điểm 

này vẫn sẽ được giải quyết trong tương lai. Các kết quả hiện tại kết hợp với dữ liệu 

trước đây [105] chứng minh rằng hệ thống ATMT với các marker dinh dưỡng rất hiệu 

quả. 

Hai vector pEX2E và pEX1 tiếp tục được sử dụng để xác nhận cho hệ thống 

chuyển gen mới thiết lập ở A. niger. Đáng chú ý, xu hướng và thứ tự các vòng chuyển 

gen của A. niger cũng giống với A. oryzae. Khi sử dụng hisB cho vòng chuyển gen 

đầu tiên, hiệu quả chuyển gen có thể đạt tới hơn 1000 thể chuyển gen/106 bào tử. 

Trong khi đó, nếu pyrG được sử dụng trước cho chuyển gen, hiệu suất chuyển gen 

chỉ đạt 10 khuẩn lạc/106 bào tử. Sự biểu hiện của các thể chuyển gen cũng được kiểm 

tra bằng PCR với các cặp mồi đặc hiệu cho các gen phát huỳnh quang và đánh giá sự 

phát quang của hệ sợi nấm dưới kính hiển vi huỳnh quang. Như vậy, hệ thống chúng 

tôi mới tạo được cũng rất hiệu quả đối với nấm sợi A. niger (Hình 3.14). 
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Hình 3.13. Sự biểu hiện đồng thời 2 gen độc lập ở A. oryzae bằng cách sử dụng 

hệ thống ATMT mới được xây dựng 

(A) Sự tích hợp của gen DsRed và GFP trong ở các thể chuyển gen khác nhau (RG1, 

RG2) được xác nhận nhờ PCR sử dụng cặp mồi DsRed-F/DsRed-R và GFP-F/GFP-

R tương ứng. M: DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). (B) Thể 

chuyển gen đại diện biểu hiện cả DsRed và GFP được nuôi cấy trên CDA (đối với 

RIB40ΔhisBΔpyrG::DsRed::GFP) hoặc M + Met (đối với 

AUT1ΔhisBΔpyrG::DsRed::GFP) bằng phương pháp nuôi cấy trên tiêu bản trong 3 

ngày ở 30oC. Tiêu bản được sử dụng để quan sát trực tiếp dưới kính hiển vi huỳnh 

quang Axioplan với độ phóng đại 400 lần. 
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Hình 3.14. Kết quả tạo chủng đột biến khuyết dưỡng kép và sự biểu hiện đồng 

thời 2 gen độc lập trong cùng một chủng nấm ở A. niger N402 

(A) Sự phát triển của chủng đột biến khuyết dưỡng kép (ΔhisBΔpyrG) so với các 

chủng đột biến khuyết dưỡng đơn (ΔpyrG và ΔhisB) trên CDA + Uri + Ura, CDA + 

His và CDA + Uri + Ura + His. Các đĩa được ủ ở 30oC trong 4 ngày. (B). Sự biểu 

hiện đồng thời DsRed và GFP trong cùng một chủng nấm dưới kính hiển vi huỳnh 

quang Axioplan với độ phóng đại 400 lần. 

 

Hiệu suất của 2 sự kiện biến nạp độc lập trong một chủng nấm thường yêu cầu 

2 marker chọn lọc khác nhau. Điều tra chức năng gen là một ví dụ điển hình, trong 

đó một marker được sử dụng cho xóa gen và marker còn lại dùng để bổ trợ gen. Ở A. 

oryzae, các nghiên cứu như vậy bị hạn chế do thiếu các marker chọn lọc có thể được 

sử dụng trong cùng một chủng nấm. Gần đây, một hệ thống chuyển gen ATMT kép 

đã được phát triển ở A. oryzae dựa trên sự khuyết dưỡng uridine/uracil và kháng 

pyrithiamine. Tuy nhiên, việc sử dụng marker chọn lọc là gen ptrA mang lại tính 

kháng pyrithiamine ở A. oryzae đòi hỏi phải có sự kiểm soát chặt chẽ để tránh vấn đề 
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mọc nền do sự phát triển nấm không mong muốn trong quá trình chọn lọc các thể 

chuyển gen [136]. Trong nghiên cứu này, lần đầu tiên chúng tôi đã thành công trong 

việc xây dựng các chủng A. oryzae khuyết dưỡng kép và thiết lập một hệ thống ATMT 

mới với marker chọn lọc pyrG và hisB (Hình 3.13). Hiệu quả biến nạp của hệ thống 

ATMT này khá tốt, đạt từ 232-318 thể chuyển gen cho 106 bào tử tùy thuộc vào 

marker chọn lọc. Đặc biệt, kết hợp các điều kiện chuyển gen tối ưu từ các chủng đột 

biến khuyết dưỡng đơn pyrG và hisB, chúng tôi đề xuất các thông số tối ưu cho 

chuyển gen ở các chủng đột biến khuyết dưỡng kép sử dụng phương pháp ATMT ở 

A. oryzae và A. niger. Ngoài ra, sự hình thành nền không mong muốn do sự phát triển 

quá mức của các chủng khuyết dưỡng trong quá trình đồng nuôi cấy được kiểm soát 

dễ dàng bởi nồng độ histidine và uridine/uracil được bổ sung vào môi trường cảm 

ứng. Hệ thống ATMT mới xây dựng đã được xác nhận bằng cách biểu hiện thành 

công 2 gen báo cáo khác nhau bao gồm DsRed và GFP trong cùng một chủng A. 

oryzae và A. niger (Hình 3.13, 3.14). Ngoài ra, marker chọn lọc là gen dinh dưỡng từ 

A. niger cũng có thể được sử dụng để chuyển gen và biểu hiện gen ở loài nấm sợi 

khác như P. lilacinum với hiệu quả cao [17]. 

3.2. Hệ thống chuyển gen thông qua vi khuẩn Ag. tumefaciens (ATMT) mới 

phát triển cho phép thực hiện nghiên cứu về chức năng của các gen 

3.2.1. Tạo vector nhị thể pKH1 phục vụ xóa gen  

Marker hisB có nguồn gốc từ A. niger được khuếch đại nhờ PCR với cặp mồi 

AnhisB-F/AnhisB-R với khuôn DNA là N402. Sản phẩm PCR được xử lý với enzyme 

SpeI và BamHI và nối nhờ T4 DNA ligase vào vector pKO2 đã được loại bỏ marker 

là gen kháng kháng sinh nourseothricin (NAT) nhờ các enzyme tương ứng. Vector 

mới tạo được cắt kiểm tra bằng enzyme StuI và được đặt tên là pKH1 (Hình 3.15). 

Vector nhị thể pKH1 mới tạo, chứa các vị trí nhận biết của các enzyme cắt 

giới hạn ở cả 2 đầu 5’ và 3’ của marker chọn lọc hisB giúp cho việc đưa các trình tự 

tái tổ hợp tương đồng của gen đích vào vector trở nên dễ dàng hơn. Các đoạn trình tự 

tái tổ hợp tương đồng được đưa tuần tự vào 2 phía của marker chọn lọc trong vector 

nhờ sử dụng enzyme cắt giới hạn và T4 DNA ligase. Cho đến hiện nay, phương pháp 

tạo cấu trúc phụ thuộc vào các enzyme cắt giới hạn và ligase vẫn là phương pháp 
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được sử dụng phổ biến và hiệu quả nhất. Nhiều vector xóa gen đã được tạo và tiến 

hành xóa thành công trên nhiều loài nấm sợi khác nhau với hiệu suất rất cao [51, 151]. 

Vector trung gian pKH1 sẽ được khai thác cho các thí nghiệm xóa gen tiếp theo. 

 

 

Hình 3.15. Sơ đồ tạo vector pKH1 và các vị trí của enzyme cắt giới hạn phục 

vụ tạo các cấu trúc xoá gen tiếp theo 

Vector pKO2 được sử dụng làm vector khung cho tạo cấu trúc và gen hisB từ A. niger 

được lựa chọn làm marker chọn lọc. Kết quả cắt kiểm tra vector pKH1 bằng enzyme 

giới hạn StuI. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ).  

3.2.2. Xoá và bổ trợ thành công gen điều hòa laeA ở A. oryzae và A. niger bằng 

cách sử dụng hệ thống ATMT đã xây dựng  

Để đánh giá hệ thống ATMT trong nghiên cứu vai trò, chức năng gen ở A. 

oryzae và A. niger, chúng tôi đã lựa chọn gen laeA. Yếu tố điều hoà phổ rộng LaeA 

đóng vai trò quan trọng trong quá trình trao đổi chất thứ cấp và phát triển của nhiều 

loài nấm [14]. Ở A. oryzae, yếu tố điều hoà LaeA kiểm soát quá trình tạo bào tử và 

sản xuất axit kojic [73]. Xoá gen laeA làm giảm khả năng sinh tổng hợp axit hữu cơ 

ở A. niger [110]. Trong nghiên cứu này, gen laeA đã bị xóa ở chủng khuyết dưỡng 

histidine (RIB40ΔhisB) (Hình 3.16, 3.18). Ngoài ra, chúng tôi đã chứng minh rằng 

marker hisB của A. niger có thể được sử dụng để xóa laeA ở A. oryzae. Sự tái tổ hợp 

tương đồng dẫn đến sự trao đổi giữa băng xóa laeA và các vùng 5’ và 3’ laeA trong 

hệ gen nấm (Hình 3.16A). Một đoạn lớn (khoảng 900 bp) của gen laeA bao gồm trình 

tự một phần mã hoá cho miền methyltransferase đã bị xóa. Sự mất đoạn laeA này 

trong các thể chuyển gen được xác định bằng PCR sử dụng 2 cặp mồi đặc hiệu là 

AolaeA-P5/AolaeA-P6 và AolaeA-P8/AnhisB-R1 (Hình 3.16, 3.18). Hiệu suất xóa 
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gen laeA đạt 55,2% ± 13,54% với chủng nền RIB40ΔhisB. Chúng tôi đã kiểm tra 2 

chủng đột biến ΔlaeA độc lập về khả năng hình thành bào tử so với chủng RIB40 tự 

nhiên. Dữ liệu cho thấy rằng việc loại bỏ laeA làm giảm đáng kể sự hình thành bào 

tử của A. oryzae (Hình 3.16D). 

 

 

Hình 3.16. Kết quả xóa gen điều hòa laeA ở A. oryzae áp dụng hệ thống chuyển 

gen mới xây dựng 

(A) Sơ đồ loại bỏ gen laeA ở A. oryzae khuyết dưỡng histidine bằng cách sử dụng 

marker chọn lọc hisB từ A. niger (AnhisB) và vị trí bám của các đoạn mồi đặc hiệu 

để xác định các chủng đột biến ΔlaeA. Hai chủng đột biến ΔlaeA khác nhau được xác 

định bằng PCR sử dụng cặp mồi đặc hiệu (B) AolaeA-P5/AolaeA-P6 và (C) AolaeA-

P8/AnhisB-R1. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). (D) 10 l 

bào tử (106 bào tử/ml) của chủng hoang dại RIB40 và các chủng đột biến xoá gen 

laeA được cấy trải trên môi trường CDA ở 30°C trong 3 ngày phục vụ thu và định 

lượng bào tử. Nồng độ bào tử trung bình ± SD và sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 

được kiểm định Student’s t-test, *** p <0,001. 
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Xoá gen laeA ở A. oryzae đã làm cho khả năng hình thành bào tử ở chủng đột 

biến bị suy giảm nghiêm trọng. Khuẩn lạc của chủng xoá gen laeA có màu nhạt hơn 

và số chuỗi bào tử đính trên cấu trúc cuống sinh bào tử giảm mạnh (Phụ lục 18, 20). 

Tương tự với A. oryzae, xoá gen laeA ở A. flavus đã làm khuẩn lạc có màu nhạt. Ngoài 

ra, cuống sinh bào tử của các chủng đột biến xoá gen này ngắn hơn so với chủng 

hoang dại [33]. Xoá gen laeA ở A. fumigatus tuy không làm thay đổi sắc tố bào tử 

nhưng cũng làm giảm khả năng hình thành bào tử [22]. 

Vector nhị thể pKH-ΔAnlaeA bao gồm vùng 5’ laeA, hisB từ A. niger là marker 

chọn lọc và vùng 3’ laeA được sử dụng để xóa laeA ở chủng nền N402ΔhisB. Vì đột 

biến xóa gen laeA làm ảnh hưởng đến khả năng sinh axit hữu cơ ở A. niger, môi 

trường sữa thạch MacConkey được sử dụng để kiểm tra khả axit hóa môi trường của 

các thể chuyển gen và sàng lọc nhanh các thể đột biến xóa gen laeA [110]. Có thể dễ 

dàng quan sát quá trình axit hóa môi trường của A. niger bằng cách sử dụng môi 

trường sữa thạch MacConkey. Các đĩa này chứa sữa bột hòa tan. pH ban đầu của môi 

trường trên 5 nên môi trường sẽ trong suốt. Khi pH trong đĩa giảm xuống dưới 4, kết 

tủa màu trắng sẽ hình thành. Sự phát triển của chủng nấm A. niger N402 hoặc 

CBS113.46 và sự axit hóa của môi trường làm xuất hiện kết tủa trắng xung quanh 

khuẩn lạc. Trong khi đó, không có kết tủa nào hình thành ở chủng đột biến xoá gen 

laeA (Hình 3.17). 

Kết quả cho thấy, 68% ± 7% các thể chuyển gen mất khả năng axit hóa môi 

trường. Các thể chuyển gen này bao gồm cả đột biến xóa gen và đột biến chèn ngẫu 

nhiên đã được chọn để xác nhận thêm bằng PCR với các cặp mồi AnhisB-P7/AnhisB-

P8 và AnlaeA-P5/AnlaeA-orf-R (Hình 3.17). Hiệu quả xóa gen laeA với marker hisB 

ở A. niger cao hơn 70 lần so với xoá gen sử dụng marker là gen kháng kháng sinh 

nourseothricin (NAT). Hơn nữa, khi sử dụng các marker chọn lọc là các gen kháng 

kháng sinh cho chuyển gen ở A. niger, hiện tượng dương tính giả xuất hiện khá phổ 

biến. Trong đó, nhiều khuẩn lạc xuất hiện trên màng chuyển gen nhưng những khuẩn 

lạc này không kháng với kháng sinh nourseothricin trong những vòng sàng lọc tiếp 

theo. Vì vậy, sự xuất hiện của các khuẩn lạc dương tính giả này đã làm giảm tỷ lệ xóa 

gen thành công ở A. niger.  
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Hình 3.17. Kết quả xóa gen điều hòa laeA ở A. niger bằng cách sử dụng hệ 

thống ATMT đã xây dựng 

(A) Cách thức xóa laeA ở A. niger dựa trên cơ chế tái tổ hợp tương đồng. (B) Kiểm 

tra sự loại bỏ một phần gen laeA ở A. niger bằng PCR với cặp mồi AnhisB-

P7/AnhisB-P8 và AnlaeA-P5/AnlaeA-orf-R, (-) là đối chứng âm,  M là DNA marker 

1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). (C) Kiểu hình không gây axit hóa môi 

trường của chủng đột biến xóa gen laeA được quan sát trên môi trường sữa thạch 

MacConkey. Quá trình axit hóa môi trường làm các vòng tủa sữa xuất hiện xung 

quanh các khuẩn lạc. Các đĩa được ủ ở 30oC trong 2,5 ngày. Các chủng N402, 

CBS113.46 và thể đột biến chèn ngẫu nhiên (Ect-1) được sử dụng làm đối chứng.  
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Trong nghiên cứu này, gen laeA đã bị xóa ở cả chủng khuyết dưỡng histidine 

(RIB40ΔhisB, N402ΔhisB) và chủng khuyết dưỡng kép histidine-uridine/uracil 

(RIB40ΔhisBΔpyrG, N402ΔhisBΔpyrG) (Hình 3.16, 3.17, 3.18). Sự tái tổ hợp tương 

đồng dẫn đến sự trao đổi giữa băng xóa laeA và các vùng 5’ và 3’ laeA trong hệ gen 

nấm (Hình 3.16A, 3.17A). Trình tự một phần mã hoá cho miền methyltransferase đã 

bị loại bỏ ở locus gen laeA. Sự mất đoạn laeA này trong các thể chuyển gen được xác 

định bằng PCR sử dụng các cặp mồi đặc hiệu AolaeA-P5/AolaeA-P6 và AolaeA-

P8/AnhisB-R1 (với A. oryzae)  và  AnhisB-P7/AnhisB-P8 và AnlaeA-P5/AnlaeA-

orf-R (với A. niger) (Hình 3.16, 3.17, 3.18). Hiệu suất xóa gen laeA đạt 55,2% ± 

13,54% với chủng nền RIB40ΔhisB, 68% ± 7% ở chủng N402ΔhisB; 38,02 ± 5,25% 

ở chủng RIB40ΔhisBΔpyrG, 66,34% ± 3,84% ở chủng N402ΔhisBΔpyrG. Chúng tôi 

đã kiểm tra các chủng đột biến xóa gen laeA độc lập về khả năng hình thành bào tử 

so với chủng RIB40 hoang dại (với A. oryzae) và khả năng sinh tổng hợp axit hữu cơ 

so với chủng N402 (với A. niger). Dữ liệu cho thấy rằng việc loại bỏ laeA làm giảm 

đáng kể sự hình thành bào tử của A. oryzae và các thể đột biến xóa gen laeA ở A. 

niger giảm mạnh khả năng sinh axit hữu cơ (Hình 3.16, 3.17).  

Vai trò của LaeA đã được chứng minh ở nhiều loài nấm sợi thuộc chi 

Aspergillus. Ở A. oryzae, loại bỏ gen laeA mã hoá cho yếu tố điều hoà LaeA làm mất 

khả năng sản xuất axit kojic [73]. Biểu hiện của cụm gen có khả năng tham gia vào 

quá trình sinh tổng hợp axit kojic (AO09113000136 - oxidoreductase phụ thuộc FDA; 

AO09113000137- yếu tố phiên mã; và AO09113000138- protein vận chuyển) bị giảm 

mạnh trong chủng đột biến xóa gen laeA ở A. oryzae. Vai trò của LaeA trong sản xuất 

axit citric ở A. niger ban đầu được chứng minh bằng cách tăng cường biểu hiện laeA 

từ A. nidulans ở A. niger. Hàm lượng axit citric đã tăng 40% ở các chủng tăng cường 

biểu hiện gen laeA. Việc tăng sản xuất axit citric khi tăng cường biểu hiện gen laeA 

và giảm sản xuất ở chủng xoá gen laeA đã chứng minh protein LaeA đóng vai trò 

điều hoà trực tiếp quá trình sản xuất axit citric ở A. niger [110]. 
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Hình 3.18. Kết quả xoá và bổ trợ gen laeA ở A. oryzae 

(A) Kết quả xoá gen điều hòa laeA ở chủng khuyết dưỡng kép RIB40ΔhisBΔpyrG 

bằng cách tái tổ hợp tương đồng sử dụng marker chọn lọc hisB. Các chủng đột biến 

xoá gen laeA (RIB40ΔlaeAΔpyrG) với sự giảm hình thành bào tử được xác nhận bằng 

PCR sử dụng 2 cặp mồi đặc hiệu AolaeA-P5/AolaeA-P6 và AolaeA-P8/AnhisB-R1. 

M: DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). (B) Đoạn gen laeA tích 

hợp trong T-DNA của vector nhị thể pEX2laeA được chuyển vào chủng đột biến 

ΔlaeA (RIB40ΔlaeAΔpyrG) để phục hồi chức năng của gen laeA bằng cách sử dụng 

marker chọn lọc pyrG và phương pháp ATMT. CDA được sử dụng làm môi trường 

sàng lọc. Chủng bổ trợ laeA (RIB40laeAcomp) với sự phục hồi hình thành bào tử 

được xác nhận bằng PCR với cặp mồi pyrG-orf-F/pyrG-orf-R và AolaeA-orf-

F/AolaeA-orf-R. Chủng hoang dại RIB40 và chủng đột biến loại bỏ gen laeA là 

RIB40ΔlaeAΔpyrG được chọn làm đối chứng để so sánh. 
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Để phục hồi khả năng hình thành bào tử của chủng đột biến xóa gen laeA, 

chúng tôi đã bổ trợ cho chủng đột biến này gen laeA nguyên vẹn dưới sự điều hoà 

của promoter A. nidulans gpdA (để bổ trợ cho nấm A. oryzae) và promoter A. oryzae 

amyB (để bổ trợ cho nấm A. niger) và sử dụng marker pyrG để chuyển gen. Các kết 

quả chỉ ra rằng sự hình thành bào tử của chủng bổ trợ laeA đã được phục hồi về trạng 

thái bình thường của kiểu hoang dại ở nấm A. oryzae và khả năng sinh axit hữu cơ đã 

được phục hồi ở A. niger bổ trợ laeA (Hình 3.19, 3.20A).  

 

 

Hình 3.19. Kiểu hình của các chủng A. oryzae RIB40, RIB40ΔlaeA và chủng bổ 

trợ RIB40laeAcomp trên CDA có chứa các nguồn cacbon khác nhau 

Các đĩa được ủ ở 30°C trong 3 ngày. 

 

Hơn nữa, khi chúng tôi tiến hành bổ trợ chéo, sử dụng cấu trúc chứa gen laeA 

từ A. oryzae (pEX2laeA) để bổ trợ vào chủng N402ΔlaeAΔpyrG, khả năng sinh axit 

hữu cơ của chủng nấm mới tạo đã được phục hồi (Hình 3.20B). Tương tự, khi cấu 

trúc chứa gen laeA từ A. niger (pEX2BAnlaeA) được sử dụng cho chuyển gen vào 

chủng nấm RIB40ΔlaeAΔpyrG, khả năng hình thành bào tử đã được khôi phục ở các 

chủng bổ trợ (Phụ lục 8).  
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Hình 3.20. Kết quả bổ trợ gen điều hoà laeA ở A. niger 

(A) Khả năng sinh axit hữu cơ được phục hồi ở chủng bổ trợ laeA khi cấu trúc 

pEX2BlaeA được tích hợp vào hệ gen của các chủng N402ΔlaeAΔpyrG. (B) Chủng 

bổ trợ chéo gen laeA từ A. oryzae có kiểu hình tương tự với chủng N402 ban đầu và 

có khả năng phục hồi khả năng sinh axit hữu cơ. 

 

Khi phân tích trình tự so sánh, protein A. oryzae LaeA có độ tương đồng rất 

cao với các ortholog Aspergillus khác (trên 75%) và độ tương đồng tới 62,16% với 

protein LaeA của P. chrysogenum (Phụ lục 9). Đặc biệt, LaeA từ A. oryzae và A. 
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niger có độ tương đồng tới 75,21%. Các kết quả nghiên cứu bổ trợ gen cho thấy sự 

bảo thủ về chức năng gen laeA ở hai loài nấm sợi cùng chi - A. oryzae và A. niger. 

Với những bằng chứng trên, chúng tôi kết luận rằng hệ thống ATMT đã xây 

dựng có thể được khai thác để điều tra vai trò của các gen ở A. oryzae và A. niger. 

3.3. Đánh giá hiệu quả xoá gen sử dụng hệ thống ATMT mới và xác định vai 

trò của một số gen cụ thể 

3.3.1. Sử dụng marker hisB phục vụ xóa gen stuA ở A. oryzae và A. niger 

Để đánh giá tiềm năng của hệ thống chuyển gen mới phát triển trong tạo ra các 

chủng đột biến xóa gen bền, ổn định nhiều thế hệ, chúng tôi lựa chọn can thiệp vào 

một loạt các gen điều hòa ở cả 2 loài nấm sợi A. oryzae và A. niger. Những gen này 

đóng vai trò quan trọng trong điều hòa hoạt động trao đổi chất. Hầu hết các chủng đột 

biến xoá gen có kiểu hình đặc trưng, dễ dàng quan sát và chọn lọc. 

Gen stuA mã hóa cho các protein thuộc họ APSES - là các nhân tố phiên mã 

điều hòa quá trình phát triển đặc trưng của nấm sợi. Chủng đột biến xóa gen stuA ở 

A. nidulans khiến cuống sinh bào tử ngắn lại, giảm số bọng bào tử và thiếu thể bình, 

một vài bào tử xuất hiện ngay trên bọng bào tử [99, 100]. Tuy nhiên, vai trò, chức 

năng của gen stuA vẫn chưa được nghiên cứu ở A. oryzae. 

Vector xóa stuA ở A. oryzae (pKH-ΔAostuA) được tạo ra bằng cách thay thế 

một phần khung đọc mở stuA trên vector nhị thể pAostuA bằng marker hisB. Sử dụng 

vector này để xóa stuA ở RIB40ΔhisB cho 13,41% ± 4,33% khuẩn lạc có màu trắng. 

Các thể chuyển gen này sau đó được xác nhận bằng PCR sử dụng cặp mồi AostuA-

del-F/AostuA-del-R và AostuA-O5/AnhisB-M (Hình 3.21C). Sự thay thế vùng khung 

đọc mở của gen stuA bằng marker hisB đã được chứng minh bằng sự hiện diện của 

băng 1881 bp trong các thể đột biến xóa gen khi xác nhận nhờ PCR với cặp mồi 

AostuA-del-F/AostuA-del-R. Với RIB40 và các thể đột biến chèn ngẫu nhiên, băng 

628 bp đại diện cho một phần của stuA ORF. Sự tái tổ hợp tương đồng ở chủng 

RIB40ΔstuA được thể hiện qua sản phẩm PCR có kích thước 1761 bp khi sử dụng 

cặp mồi AostuA-O5/AnhisB-M (Hình 3.21C).  
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Hình 3.21. Kết quả tạo chủng đột biến xoá gen stuA ở A. oryzae 

(A) Hình đại diện chuyển gen xoá stuA ở RIB40ΔhisB và sự phát triển của chủng đột 

biến xoá gen stuA (RIB40ΔstuA) được kiểm tra trên CDA so với RIB40 ban đầu và 1 

thể đột biến chèn ngẫu nhiên (Ect-1). Các đĩa được ủ ở 30oC trong 4 ngày. (B) Sơ đồ 

xác nhận xoá stuA nhờ PCR với các vị trí bám mồi đặc hiệu. (C) Kết quả xác nhận 

xóa gen stuA nhờ PCR với các cặp mồi đặc hiệu AostuA-del-F/AostuA-del-R và 

AostuA-O5/AnhisB-M. (-) là đối chứng âm. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher 

Scientific, Hoa Kỳ).  

 

Xoá gen stuA ở A. niger chỉ đạt được 6,52% với marker chọn lọc là gen kháng 

kháng sinh nourseothricin (NAT) (Phụ lục 12). Vector xoá gen stuA ở A. niger mới 
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được thiết kế dựa trên vector pKO2ΔAnstuA bằng cách thay thế marker chọn lọc NAT 

bằng marker chọn lọc hisB (Phụ lục 10). Cấu trúc mới tạo được đặt tên là pKH-

ΔAnstuA. Cấu trúc này cho phép loại bỏ một phần ORF của gen stuA theo cơ chế tái 

tổ hợp tương đồng (Hình 3.22B). Nếu hiện tượng trao đổi chéo theo cơ chế tái tổ hợp 

tương đồng không diễn ra, đoạn T-DNA sẽ được tích hợp ngẫu nhiên vào hệ gen nấm. 

Tương tự với A. oryzae, các khuẩn lạc màu trắng xuất hiện trên màng chuyển gen sẽ 

tiếp tục được sàng lọc và kiểm tra việc xoá gen stuA thành công nhờ PCR với 2 cặp 

mồi đặc hiệu là  AnstuA-orf-F/AnstuA-P5 và AnstuA-orf-F/AnstuA-orf-R. Đối với 

cặp mồi AnstuA-orf-F/AnstuA-P5, các chủng xoá gen stuA sẽ cho sản phẩm PCR có 

kích thước ngắn hơn do một phần của vùng ORF đã bị loại bỏ và thay thế bằng marker 

hisB. Ngoài ra, việc loại bỏ thành công một phần vùng ORF của gen stuA cũng được 

tiếp tục kiểm tra nhờ PCR sử dụng cặp mồi AnstuA-orf-F2/AnstuA-orf-R. Cặp mồi 

đặc hiệu thứ hai này cho phép khuếch đại một phần ORF của gen stuA và cho sản 

phẩm có kích thước 0,7 kb ở các chủng không bị loại bỏ gen stuA. Như vậy, với kết 

quả sàng lọc và xác nhận bằng PCR với 2 cặp mồi đặc hiệu, có thể khẳng định ΔstuA1, 

ΔstuA2, ΔstuA3 và ΔstuA4 là 4 chủng đã xoá gen stuA thành công. 

Chúng tôi tiến hành lặp lại thí nghiệm xoá gen stuA bằng phương pháp ATMT 

dựa trên cơ chế trợ dưỡng histidine để xác định hiệu suất xoá gen cho hệ thống mới 

thiết lập. Tỷ lệ xoá gen stuA thành công ở A. niger N402ΔhisB có thể đạt tới 37,60% 

± 9,42%. So với các dữ liệu trước đó được cung cấp bởi phòng Genomic, Phòng Thí 

nghiệm Trọng điểm Công nghệ Enzym và Protein, Trường Đại học Khoa học Tự 

nhiên, Đại học Quốc gia Hà Nội; hiệu suất xoá gen stuA ở A. niger nhờ hệ thống mới 

thiết lập cao gấp 3 lần so với phương pháp ATMT với marker trợ dưỡng pyrG (tỷ lệ 

xoá gen thành công đạt 12,7%) và cao hơn gần 6 lần so với xoá gen sử dụng marker 

là gen kháng kháng sinh nourseothricin (tỷ lệ xoá gen thành công đạt 6,52%) (Phụ 

lục 12). 
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Hình 3.22. Kết quả tạo chủng đột biến xoá gen stuA ở A. niger 

(A) Hình đại diện chuyển gen xoá stuA ở N402ΔhisB và sự phát triển của thể chuyển 

gen được kiểm tra trên CDA so với chủng N402. Các đĩa được ủ ở 30oC trong 4 ngày. 

(B) Sơ đồ xác nhận xoá stuA nhờ PCR với các vị trí bám mồi đặc hiệu. (C) Kết quả 

xác nhận xóa gen stuA nhờ PCR với các cặp mồi đặc hiệu AnstuA-orf-F/AnstuA-P5 

và AnstuA-orf-F2/AnstuA-orf-R. (-) là đối chứng âm. M là DNA marker 1 kb (Thermo 

Fisher Scientific, Hoa Kỳ).  
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Sau 4 ngày nuôi cấy ở điều kiện 30˚C, kích thước khuẩn lạc của thể đột biến 

xóa gen stuA ở A. oryzae nhỏ hơn so và sự chênh lệch rõ ràng nhất được quan sát khi 

cellulose được lựa chọn là nguồn cacbon duy nhất (Phụ lục 20). Trong khi đó, đường 

kính khuẩn lạc của chủng N402∆stuA có kích thước lớn hơn đáng kể so với các chủng 

còn lại. Như vậy, gen stuA đóng vai trò quan trọng trong điều hòa quá trình đồng hóa 

các nguồn cacbon ở nấm sợi A. oryzae và A. niger.  

Để nghiên cứu vai trò của gen stuA ở tác nhân gây bệnh đốm nâu trên lúa mì 

Stagonospora nodorum, các chủng đột biến xoá gen cũng được tạo bằng cách tái tổ 

hợp tương đồng. Chủng đột biến xoá gen stuA cũng bị mất khả năng hình thành bào 

tử. Đồng thời, chủng đột biến xoá gen phát triển chậm hơn khi sử dụng nguồn cacbon 

là glucose. Khi sử dụng glutamate với vai trò là nguồn cacbon duy nhất thì tốc độ 

tăng trưởng của thể đột biến xoá gen đã được phục hồi mặc dù quá trình tạo bào tử ở 

các chủng này vẫn bị suy giảm. Nói chung, gen stuA đã được báo cáo là đóng vai trò 

quan trọng trong quá trình đồng hóa các nguồn cacbon. Gen stuA đóng vai trò chính 

trong các quá trình điều hòa chuyển hóa cacbon trung tâm, với quá trình đường phân, 

chu trình TCA và tổng hợp axit amin ở S. nodorum. Ngoài ra, các chủng đột biến xoá 

gen stuA về cơ bản là không gây bệnh. Như vậy, StuA cũng kiểm soát quá trình gây 

bệnh ở  S. nodorum [65].  

Gen stuA đóng vai trò quan trọng trong các quá trình điều hoà kiểm soát sinh 

trưởng; xoá gen stuA giúp cho các chủng đột biến sinh trưởng tốt hơn đối với A. niger. 

Yếu tố điều hoà StuA đóng vai trò quan trọng trong sự phát triển của nấm sợi. StuA 

tham gia trực tiếp vào quá trình sinh tổng hợp Penicillin V ở P. chrysogenum. Đối 

với A. chrysogenum, StuA liên quan tới quá trình hình thành bào tử, sinh tổng hợp 

cephalosporin, phân mảnh và liên kết thành tế bào. Ở nấm sợi A. fumigatus, bào tử 

của các chủng xoá gen stuA nảy mầm và phát triển hệ sợi khá sớm trong môi trường 

lỏng (khoảng 3-4 giờ). Ngoài ra, gen stuA cũng đã được chứng minh là đóng vai trò 

điều hoà dương trong quá trình hình thành bào tử và tham gia vào quá trình sinh tổng 

hợp trao đổi chất thứ cấp ở nấm sợi A. fumigatus [132]. Ở A. nidulans, chủng đột biến 

xoá gen stuA có cuống sinh bào tử bị ngắn lại. Không giống như chủng đột biến xoá 

gen brlA, chủng đột biến xoá gen stuA vẫn tạo ra một số lượng nhỏ bào tử, trực tiếp 
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nảy chồi từ bọng bào tử. Hơn nữa, chỉ hỏng gen stuA làm suy giảm quá trình sinh sản 

hữu tính [95]. 

Bào tử là nguyên liệu chính được sử dụng trong các nghiên cứu cải biến di 

truyền sử dụng phương pháp chuyển gen ATMT. Mật độ bào tử thu được thấp sẽ gây 

khó khăn trong quá trình chuyển gen, lưu trữ và ứng dụng chủng xóa gen trong thực 

tiễn. Số lượng bào tử của các chủng xoá gen stuA thu được khi nuôi cấy ở 25oC trên 

môi trường PDA rất thấp khi so sánh với các chủng RIB40 và N402 ban đầu. Tuy 

nhiên, bào tử của chủng xóa gen stuA ở cả A. oryzae và A. niger có thể được tăng 

cường khi nuôi cấy trên môi trường PDA với điều kiện nhiệt độ 35-37oC trong thời 

gian 5 ngày (Hình 3.23).  

Đặc biệt, khi tăng nhiệt độ lên 35oC hoặc 37oC, màu sắc khuẩn lạc của chủng 

xóa gen RIB40ΔstuA có sự khác biệt rõ rệt. Ở 25oC và 30oC khuẩn lạc của chủng 

RIB40ΔstuA có màu trắng. Trong khi đó, khuẩn lạc của chủng xoá gen có màu vàng 

nhạt ở nhiệt độ 35oC hoặc 37oC. Đồng thời, nồng độ bào tử cũng được gia tăng khi 

nuôi cấy ở 35oC hoặc 37oC (Hình 3.23).  

A. oryzae được sử dụng rộng rãi trong các ứng dụng công nghiệp, vốn luôn 

gặp phải những thay đổi trong nhiều điều kiện môi trường trong quá trình lên men, 

chẳng hạn như độ mặn cao, nồng độ ethanol và nhiệt độ thay đổi. Nhiệt độ là yếu tố 

môi trường quan trọng nhất ảnh hưởng đến sự sinh trưởng và hoạt động của A. oryzae 

và ảnh hưởng trực tiếp đến hoạt động của các enzyme phân giải cơ chất. Thông 

thường, A. oryzae có nhiệt độ tăng trưởng tối ưu là 32oC-36oC (±1oC), nhiệt độ trên 

hoặc dưới phạm vi này đều ức chế sự phát triển của sợi nấm và sự hình thành bào tử 

và A. oryzae không thể phát triển ở nhiệt độ trên 44oC. Trên môi trường thạch khoai 

tây dextrose, A. oryzae phát triển nhanh với các khuẩn lạc nặng; trên môi trường thạch 

Czapek-Dox, A. oryzae có khuẩn lạc đạt đường kính 7-8 cm sau 7 ngày ở 25oC [38].  
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Hình 3.23. Khả năng tăng cường hình thành bào tử của các chủng xoá gen stuA 

nhờ nhiệt độ 

(A) Các chủng nấm xóa gen stuA được nuôi cấy trên môi trường PDA ở 25oC, 30oC, 

35oC và 37oC trong 5 ngày. (B) Kết quả định lượng bào tử của các chủng nấm nuôi 

trên môi trường PDA trong 5 ngày. 10 l bào tử (106 bào tử/ml) của các chủng nấm 

được cấy điểm trên môi trường PDA và ủ ở 25oC, 30oC, 35oC và 37oC trong 5 ngày. 

Các thí nghiệm được lặp lại độc lập 3 lần. 
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Đối với A. niger, xu hướng cũng diễn ra tương tự. Khi tăng nhiệt độ nuôi cấy 

lên 35oC hoặc 37oC, trên môi trường giàu dinh dưỡng PDA, khuẩn lạc của chủng xoá 

gen stuA có màu nâu nhạt. Kích thước khuẩn lạc và nồng độ bào tử của chủng xoá 

gen cũng có sự gia tăng rõ rệt (Hình 3.23). Điều kiện nuôi cấy thông thường đối với 

nấm sợi thường là từ 3-5 ngày ở 22,5 ± 2,5oC hoặc 5 ngày ở 25oC. Tuy nhiên, nhiệt 

độ tăng trưởng tối ưu cho các loài nấm thuộc chi Aspergillus thường lớn hơn 30oC. 

Hơn nữa, nhiệt độ sinh trưởng tối ưu của A. niger là 33oC với giới hạn trên là 42oC. 

Tốc độ tăng trưởng của khuẩn lạc và bào tử A. niger tăng lên khi nhiệt độ nuôi cấy 

đạt tới 30oC, sau đó tốc độ tăng trưởng được duy trì ở 35oC. Ngoài ra, nhiệt độ ảnh 

hưởng rõ rệt đến sự nảy mầm và chiều dài ống mầm của A. niger. Hơn 90% bào tử 

nảy mầm trong khoảng 30oC-34oC và hình thành chiều dài ống mầm tối đa. Ở nhiệt 

độ từ 38oC đến 43oC, tỷ lệ bào tử nảy mầm cũng như chiều dài ống mầm đều giảm 

dần. Tuy nhiên, ở 47oC, sự hình thành ống mầm bị ức chế hoàn toàn trong 15 giờ sau 

khi cấy [3]. 

Việc phục hồi kiểu hình tương tự chủng tự nhiên đã được nghiên cứu trên 

chủng đột biến xoá gen stuA ở nấm A. chrysogenum. Chủng đột biến xoá gen stuA ở 

nấm này cũng mất khả năng hình thành bào tử, nhưng hình thái hệ sợi và khả năng 

hình thành bào tử có thể được phục hồi bằng cách thêm NaCl 0,7 M vào môi trường 

nuôi cấy [59]. Như vậy, nhiệt độ nuôi cấy đóng vai trò quan trọng đối với sự hình 

thành bào tử ở cả 2 chủng nấm A. oryzae và A. niger xoá gen stuA. 

3.3.2. So sánh hiệu quả xóa một số gen điều hòa ở A. oryzae và A. niger 

Xóa gen amyR và prtT đều làm biến đổi kiểu hình của các chủng nấm trên các 

môi trường đặc hiệu (Phụ lục 13, 14, 24). Cụ thể, do AmyR liên quan mật thiết tới 

quá trình phân giải tinh bột, các chủng đột biến xóa gen amyR đều sinh trưởng rất yếu 

trên môi trường sử dụng nguồn cacbon duy nhất là tinh bột (Phụ lục 13A). Tỷ lệ các 

thể chuyển gen có biến đổi kiểu hình trên các môi trường đặc hiệu rất cao, đạt tới 

89,72% ± 1,48% đối với xóa amyR ở RIB40ΔhisB và 83,75% ± 6,38% đối với xóa 

amyR ở N402ΔhisB. Việc xác nhận xoá thành công gen amyR ở A. oryzae và A. niger 

được kiểm tra bằng PCR với các cặp mồi đặc hiệu. Vị trí bám của các mồi này được 

thể hiện trong Phụ lục 13B. Kết quả PCR cho thấy, một phần của vùng ORF đã được 
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loại bỏ hoàn toàn khỏi hệ gen của các thể chuyển gen có biến đổi kiểu hình trên môi 

trường chứa nguồn cacbon là tinh bột ở cả A. oryzae và A. niger (Phụ lục 13C). 

Tương tự với A. fumigatus, các chủng đột biến xóa gen prtT ở A. niger cũng 

bị giảm khả năng hình thành bào tử khi BSA được sử dụng là nguồn nitơ duy nhất 

(Phụ lục 14). Sự phân giải tinh bột không bị ảnh hưởng ở các thể đột biến hỏng gen 

prtT, cho thấy rằng chủng xóa prtT không bị suy giảm chức năng tiết chung của các 

protein như amylase [131]. Thể đột biến hỏng gen prtT đồng hóa kém trên các đĩa 

thạch môi trường tối thiểu với albumin (BSA) là nguồn nitơ hoặc nitơ/cacbon duy 

nhất hoặc với collagen là nguồn nitơ duy nhất, cho thấy rằng trong các điều kiện hạn 

chế, việc không có khả năng phân hủy protein ảnh hưởng đến sự phát triển của thể 

đột biến [131].  

Tỷ lệ xóa gen prtT ở A. niger thấp hơn so với xóa amyR, đạt 45,1% ± 1,77% 

khi hisB được sử dụng là marker chọn lọc. Đối với nấm A. niger, chủng N402 và các 

thể đột biến xóa gen laeA, amyR, prtT đã hình thành nhiều bào tử chứa sắc tố melanin 

màu đen đặc trưng. Khi quan sát dưới kính hiển vi, các chủng N402 và N402ΔlaeA, 

N402ΔamyR, N402ΔprtT đều hình thành cuống sinh bào tử với thể bình chứa nhiều 

bào tử đính (Phụ lục 19). 

Hiệu quả của hiện tượng tái tổ hợp tương đồng còn phụ thuộc vào locus. Ở A. 

oryzae, hiệu suất loại bỏ hisB (dưới 1%). Trong khi đó, hiệu suất loại bỏ của một số 

gen tương đối cao như amyR, laeA (tỷ lệ xóa gen lớn hơn 55% với marker hisB ở cả 

2 loài nấm sợi A. oryzae và A. niger). Dữ liệu hiện tại của chúng tôi cho thấy rằng 

hiệu quả xóa gen thông qua hệ thống ATMT ở cả A. oryzae và A. niger dường như 

phụ thuộc vào từng gen trong hệ gen của nấm.  

Gen veA, mã hóa cho protein VeA (velvet A) thuộc phức hệ protein velvet, 

cho tỷ lệ xóa gen tương đối thấp. Ở A. niger, chủng xóa gen veA có cấu trúc cuống 

sinh bào tử rất giống với loài A. sydowii hoang dại [153]. Xóa gen veA ở A. niger đã 

ức chế hình thành bào tử vô tính [153, 162]. Khả năng hình thành bào tử vô tính giảm 

ở các chủng bị hỏng gen veA ở nhiều loài nấm, chẳng hạn như A. carbonarius, A. 

flavus,  A. parasiticus, F. fujikuroi, F. oxysporum và P. chrysogenum. Đối với A. 

nidulans, đột biến hỏng gen veA làm suy yếu hoàn toàn sự hình thành quả thể hữu 
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tính và thúc đẩy hình thành bào tử vô tính [75]. Các kết quả tương tự cũng được báo 

cáo ở N. crassa, C. heterostrophus, F. graminearum, F. verticillioides, A. alternata, 

và B. cinerea [45]. Các chủng đột biến xóa gen veA ở A. niger có kích thước khuẩn 

lạc nhỏ, lượng bào tử hình thành bị suy giảm từ 8 đến 17 lần [153]. Khi sử dụng 

marker chọn lọc là gen kháng kháng sinh nourseothricin (NAT) và áp dụng phương 

pháp chuyển gen ATMT, tỷ lệ xoá gen ở A. niger chỉ đạt 9,09%. Trong nghiên cứu 

này, cấu trúc xoá gen veA (pKO2ΔAnveA) được xử lý để thay thế marker chọn lọc 

NAT bằng marker hisB từ A. niger. Cấu trúc mới tạo được đặt tên là pKH-ΔAnveA 

được sử dụng để kiểm tra khả năng xoá gen veA ở N402ΔhisB. Tỷ lệ xoá gen veA 

thành công với marker chọn lọc mới không có sự khác biệt đáng kể với marker chọn 

lọc là gen kháng kháng sinh nourseothricin (NAT), số lượng khuẩn lạc xoá gen veA 

thu được rất ít, đạt 7,32% ± 2,66% (Hình 3.31). Điều này cũng đã xuất hiện khi xóa 

gen olvA ở A. niger với phương pháp chuyển gen thông qua tế bào trần [48]. Phân 

tích kiểu hình của các thể chuyển gen cho thấy, khi sử dụng hisB làm marker chọn 

lọc, hiệu quả xóa gen olvA đạt tới 91,2%. Hiệu quả xóa gen đạt 89% ± 1,9% với pyrG 

là marker chọn lọc [48].  

Tỷ lệ xóa gen chi tiết ở nấm sợi A. oryzae và A. niger được thể hiện trong Bảng 

3.1 và Bảng 3.2. Một số đặc điểm hình thái và khả năng sinh trưởng, đáp ứng stress 

của các chủng đột biến xóa gen được mô tả trong Phụ lục 18-24.  

 

Bảng 3.1. Tỷ lệ xoá một số gen điều hoà ở nấm sợi A. oryzae với marker hisB 

 

Tên gen Tỷ lệ xóa  

laeA 55,20% ± 13,54% 

stuA 13,41% ± 4,33% 

amyR 89,72% ± 1,48% 
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Bảng 3.2. Tỷ lệ xoá một số gen điều hoà ở nấm sợi A. niger với marker hisB 

 

Tên gen Tỷ lệ xóa  

laeA 68,00% ± 7,00% 

stuA 37,60% ± 9,42% 

amyR 83,75% ± 6,38% 

prtT 45,10% ± 1,77% 

veA 7,32% ± 2,66% 

 

3.3.3. Hệ thống chuyển gen 2 marker hisB và pyrG mới cho phép dễ dàng tạo 

chủng đột biến xóa kép  

Trước đó, chúng tôi đã phát triển hệ thống xóa nhiều gen chỉ sử dụng 1 marker 

chọn lọc duy nhất - pyrG (tạo các chủng đột biến xóa kép ΔhisBΔpyrG). Hệ thống 

này cho phép xóa nhiều gen trên cùng một chủng nấm sợi dựa trên đặc tính marker 

chọn lọc hai chiều của pyrG. Việc xác định sự có mặt hay đã mất của gen pyrG dựa 

trên môi trường đặc hiệu có bổ sung 5-FOA [10]. Nói chung, các thể đột biến mất 

gen pyrG ngăn cản sự biến đổi 5-FOA thành chất độc đối với nấm và làm cho các thể 

đột biến chỉ có thể mọc được khi môi trường có bổ sung uridine/uracil. Điều này đã 

giúp cho pyrG trở thành công cụ tiềm năng nhất trong chuyển gen khi marker pyrG 

có thế được tái sử dụng nhiều lần bằng phương pháp chọn lọc ngược với 5-FOA.  

Cấu trúc loại gen pyrG ở các chủng A. niger đã xóa gen laeA nhờ marker trợ 

dưỡng pyrG được thiết kế dựa trên khung vector pKG2-∆AnlaeA. Hầu hết vùng trình 

tự pyrG ở vector pKG2-∆AnlaeA đã bị loại bỏ thông qua 2 vị trí cắt của enzyme giới 

hạn SalI. Vector sau khi đã đóng vòng được xác nhận bằng enzyme EcoRI và HindIII. 

Kết quả thu được trên bản điện di là 3 băng: 1,449 kb; 1,648 kb và 6,72 kb đúng như 

tính toán lý thuyết (Hình 3.24). Vector mới tạo được đặt tên là pE∆AnpyrG. 
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Hình 3.24. Phương án tạo các cấu trúc xoá gen pyrG phục vụ xoá đa gen ở nấm 

sợi chỉ sử dụng duy nhất 1 marker chọn lọc pyrG 

(A) Cách thức tạo vector nhị thể phục vụ loại bỏ gen pyrG ở chủng nấm đã xoá gen. 

(B) Cơ chế trao đổi chéo tương đồng để tạo ra chủng xoá một gen chức năng và 

khuyết dưỡng pyrG. (C) Cấu trúc xoá gen pyrG cho chủng nấm A. niger đã xoá gen 

laeA và kết quả xác nhận cấu trúc xóa bằng cắt kiểm tra với enzyme giới hạn EcoRI 

và HindIII. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). 

Tuy nhiên, việc sử dụng duy nhất 1 marker là pyrG đã kéo dài thời gian tạo 

cấu trúc và cần nhiều vòng chuyển gen. Đặc biệt, với mỗi một gen, cần thiết kế một 
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vector trung gian để loại bỏ marker pyrG và yêu cầu 1 lần chuyển gen và xác nhận 

tiếp theo để tạo chủng đột biến xóa gen chức năng và khuyết dưỡng uridine/uracil. 

Hệ thống chuyển gen 2 marker chúng tôi mới phát triển cho phép xóa trực tiếp 2 gen 

chức năng mà không cần các vòng chuyển gen trung gian. Sơ đồ tạo chủng xóa kép 

N402ΔlaeAΔstuA vừa giảm khả năng sinh axit hữu cơ, vừa giảm khả năng hình thành 

bào tử sẽ làm rõ tính ưu việt của hệ thống chuyển gen 2 marker mới (Phụ lục 25).  

Với cách sử dụng hệ thống chuyển gen 1 marker pyrG, cần xóa pyrG ở các 

chủng N402ΔlaeA. Các chủng nấm khuyết dưỡng kháng 5-FOA được thuần khiết và 

xác nhận nhờ PCR với các cặp mồi đặc hiệu để tiến hành các bước chuyển gen tiếp 

theo. Trong khi đó, với cách sử dụng hệ thống chuyển gen 2 marker, chủng đột biến 

N402ΔlaeAΔpyrG có thể được tạo ngay với một lần chuyển gen bằng cách sử dụng 

cấu trúc pKH-ΔAnlaeA để loại bỏ gen laeA ở N402ΔhisBΔpyrG (Phụ lục 25).  

Vector pKG1-∆AnstuA mang marker chọn lọc pyrG do phòng Genomic cung 

cấp (Phụ lục 11) được lựa chọn nhằm xoá gen stuA ở A. niger N402∆laeA∆pyrG. Một 

số khuẩn lạc có kiểu hình màu trắng xuất hiện trên màng chuyển gen sẽ được lựa 

chọn để sàng lọc và xác nhận sự loại bỏ thành công của gen stuA (Hình 3.25B). Khi 

nuôi cấy một số thể chuyển gen trên môi trường tối thiểu CDA, các thể chuyển gen 

này vẫn có khả năng sinh trưởng bình thường. Việc xác nhận xóa gen stuA sẽ được 

tiến hành nhờ PCR sử dụng 2 cặp mồi đặc hiệu là AnstuA-orf-F2/AnstuA-orf-R và 

AnstuA-orf-F/AnstuA-P5. Cặp mồi AnstuA-orf-F2/AnstuA-orf-R có vị trí bám mồi 

nằm trong vùng ORF của gen stuA. Như vậy, chủng A. niger N402∆laeA∆pyrG và 

thể đột biến chèn ngẫu nhiên Ect-1 cho sản phẩm PCR với kích thước 0,7 kb là do 

phần khung đọc mở (ORF) của chủng N402∆laeA∆pyrG và thể đột biến chèn ngẫu 

nhiên không bị loại bỏ. Trong khi đó, một phần của vùng ORF đã bị loại bỏ ở 4 chủng 

có kiểu hình màu trắng nên không quan sát thấy băng DNA trên bản điện di (Hình 

3.25D). 
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Hình 3.25. Kết quả tạo chủng đột biến xoá kép laeA và stuA ở A. niger N402 

(N402ΔlaeAΔstuA) 

(A) Sơ đồ xác nhận xoá stuA từ chủng nền N402ΔlaeAΔpyrG nhờ PCR với các vị trí 

bảm mồi đặc hiệu. (B) Hình chuyển gen đại diện tạo chủng đột biến xoá kép 

ΔlaeAΔstuA và sự phát triển của chủng đột biến mới tạo (N402ΔlaeAΔstuA) được 

kiểm tra đồng thời trên CDA + Uri + Ura so với chủng nền N402ΔlaeAΔpyrG và 1 

thể đột biến chèn ngẫu nhiên (Ect-1). Các đĩa được ủ ở 30oC trong 4 ngày. (C) Kết 

quả xác nhận xóa gen pyrG nhờ PCR với các cặp mồi đặc hiệu AnstuA-orf-

F2/AnstuA-orf-R và AnstuA-orf-F/AnstuA-P5. (-) là đối chứng âm. M là DNA marker 

1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). 
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Cặp mồi AnstuA-orf-F/AnstuA-P5 được sử dụng để xác nhận ở 4 thể chuyển 

gen có kiểu hình màu trắng (#1, #2, #3, #4). Do một phần vùng ORF của gen stuA đã 

bị thay thế bằng marker pyrG nên cả 4 thể chuyển gen màu trắng đều cho sản phẩm 

PCR với kích thước 1,9 kb. Đối với chủng N402, vùng ORF không bị can thiệp nên 

cho sản phẩm PCR có kích thước là 2,34 kb. Từ các kết quả sàng lọc và PCR, việc 

loại bỏ gen stuA theo cơ chế tái tổ hợp tương đồng ở chủng nền N402ΔlaeAΔpyrG 

đã thành công.  

Gen laeA đóng vai trò quan trọng trong quá trình sinh tổng hợp axit citric ở A. 

niger. Đột biến hỏng gen laeA làm giảm mạnh hàm lượng axit citric mà A. niger có 

thể sản xuất [110]. Cả hai chủng đột biến xoá đơn gen laeA và xoá kép laeA-stuA đều 

suy giảm khả năng axit hoá môi trường (Hình 3.26). 

 

 

Hình 3.26. Khả năng sinh axit hữu cơ của các chủng A. niger 

(A) Kết quả định tính khả năng sinh axit hữu cơ của các chủng nấm với 5 μl bào tử 

(106 bào tử/ml) nhỏ lên môi trường sữa thạch MacConkey sau 3 ngày ở 30oC. (B) Sự 

thay đổi của pH dịch nuôi lắc các chủng nấm sau 3 ngày ở 30oC.  

 

Xoá gen stuA gây ra các đặc điểm bất thường về hình thái và sinh sản vô tính 

ở nhiều loài nấm sợi. Cụ thể, ở nấm sợi A. flavus, chủng xóa gen stuA mất khả năng 

sinh bào tử [158]. Ở A. fumigatus, loại bỏ gen stuA dẫn đến việc hình thành cấu trúc 

sinh bào tử bất thường, bào tử dị hình được sinh ra trực tiếp từ bọng bào tử với số 
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lượng ít [132]. Ở F. culmorum, hệ sợi của chủng xóa gen stuA phát triển còi cọc, số 

lượng cuống sinh bào tử của chủng này giảm 5-10 lần so với chủng tự nhiên [119]. 

Bên cạnh đó, các đột biến hỏng gen liên quan đến các quá trình hình thành bào tử 

khác ở nấm như brlA và abaA sẽ làm mất khả năng sống sót của bào tử, gây khó khăn 

trong việc nghiên cứu do không còn khả năng duy trì các thế hệ sau [100]. Mặc dù 

gen stuA tham gia trực tiếp vào quá trình hình thành bào tử và biệt hoá tế bào, nhưng 

khác với brlA và abaA, các chủng xoá gen stuA vẫn có khả năng hình thành bào tử. 

Khi đánh giá mức độ biểu hiện gen thông qua real-time PCR ở A. niger, khả năng 

biểu hiện gen đã giảm 5,26-6,33 lần đối với gen brlA và 16,67-20,41 lần đối với gen 

abaA ở chủng đột biến xóa gen stuA so với chủng N402 (Hình 3.27). Đối với chủng 

đột biến xóa kép N402ΔlaeAΔstuA, mức độ biểu hiện gen brlA đã giảm 13,15-13,51 

lần và mức độ biểu hiện gen abaA đã giảm 6,67-14,28 lần so với chủng N402. Đối 

với A. fumigatus, mặc dù quá trình hình thành bào tử đều bất thường ở cả chủng đột 

biến ΔbrlA và ΔstuA, tuy nhiên, xoá gen brlA đã làm mất khả năng hình thành bào 

tử. Trong khi đó, bào tử vẫn có thể hình thành một cách bất thường ở chủng đột biến 

ΔstuA. Ngoài ra, BrlAp và StuAp cũng điều hoà các chương trình phiên mã khác biệt 

nhưng chồng chéo nhau. 243 gen ở A. fumigatus đã được xác định là có sự biểu hiện 

khác biệt giữa chủng hoang dại và chủng đột biến hỏng gen điều hòa brlA và/hoặc 

stuA [144]. Ở A. nidulans, StuA kiểm soát sự biểu hiện của cả 2 gen điều hòa phát 

triển quan trọng là brlA và abaA và các gen liên quan tới chu kỳ tế bào. Xoá gen stuA 

đã ảnh hưởng nghiêm trọng tới quá trình định vị của 2 protein điều hòa trung tâm là 

BrlAp và AbaAp. Điều này đã tạo ra các bào tử không có metulae hoặc phialide và 

làm giảm sự hình thành bào tử [99].  

Gen brlA (bristle A) lần đầu tiên được xác định thông qua phân tích đột biến 

về sự phát triển vô tính ở A. nidulans. Các đột biến brlA làm mất khả năng hình thành 

bào tử ở A. nidulans và các chủng đột biến này biểu hiện kiểu hình giống như lông 

cứng. Xoá brlA cũng tạo kiểu hình tương tự ở A. flavus. Chủng đột biến hỏng gen 

brlA tạo thành các khuẩn lạc màu trắng và không thể hình thành bào tử. Ở A. oryzae, 

chủng đột biến hỏng gen brlA không hình thành bào tử và tăng sinh sợi nấm. Như 

vậy, chức năng của gen brlA trong sản xuất bào tử vô tính là bảo thủ ở các loài 
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Aspergillus. Ngoài ra, brlA cũng tham gia vào quá trình sinh sản hữu tính và sản xuất 

các chất chuyển hoá thứ cấp ở A. nidulans và A. flavus [34]. Chủng đột biến brlA 

không thể tạo ra cleistothecia ở A. nidulans. Sự hình thành sclerotia cũng đã được 

chứng minh là giảm mạnh ở chủng đột biến brlA ở A. flavus. Bên cạnh đó, các chủng 

đột biến brlA cũng tăng sản xuất aflatoxin. Nói chung, yếu tố phiên mã ngón tay kẽm 

C2H2 BrlA hoạt động như yếu tố kích hoạt thiết yếu cho quá trình hình thành bào tử 

vô tính ở Aspergillus, đột biến mất chức năng của nó ngăn chặn sự hình thành bào tử 

vô tính [5].  

Yếu tố AbaA được đánh giá như một công tắc kiểm soát sự hình thành bào tử 

[7]. AbaA là một yếu tố điều hoà pha giữa của quá trình hình thành bào tử. Gen abaA 

biểu hiện mạnh ở pha giữa và pha cuối của quá trình hình thành bào tử, tuy nhiên gen 

này không biểu hiện trong bào tử. Kiểu hình điển hình của đột biến abaA là cấu trúc 

bàn tính (abacus), làm không phân biệt hoàn toàn các phialide với chuỗi bào tử ở A. 

nidulans. Kiểu hình này cũng đã được quan sát thấy ở các loài Aspergillus khác, 

chẳng hạn như A. fumigatus và A. oryzae. Ở A. flavus, thể đột biến abaA cũng tạo 

kiểu hình màu trắng với các phialide giống bàn tính. AbaA cũng ảnh hưởng tới quá 

trình hình thành sclerotia và aflatoxin B [34].  

Gen stuA (stunted-còi cọc) mã hóa một loại protein là thành viên của các yếu 

tố phiên mã APSES (Asm1p, Phd1p, Sok2p, Efg1p và StuAp). Ở A. nidulans, StuA 

kiểm soát biểu hiện mRNA của brlA và abaA. StuA điều hoà quá trình hình thành 

bào tử vô tính [99]. Ở A. fumigatus, mRNA stuA được biểu hiện khi nấm đã phát 

triển. Ngoài ra, các chủng đột biến ∆stuA đã tạo ra các bào tử đính bất thường với 

một số lượng bào tử rất nhỏ. StuA rất quan trọng đối với việc tạo ra bào tử đính ở A. 

fumigatus [132]. StuA không thể thiếu trong sự phát triển của nấm và chuyển hóa thứ 

cấp ở A. flavus. Các chủng đột biến hỏng gen stuA làm suy giảm sự hình thành bào 

tử. Sự biểu hiện của các gen brlA và abaA cũng bị giảm nghiêm trọng ở A. flavus xóa 

stuA. Hơn nữa, sự vắng mặt của stuA dẫn đến khiếm khuyết trong quá trình điều hòa 

và sản xuất aflatoxin trong hạt đậu phộng và ngô [34]. StuA là một protein điều hòa 

bảo thủ và đóng vai trò trung tâm trong quá trình phát triển vô tính của nấm cũng như 

trong quá trình phát sinh hình thái của nhiều loài nấm sợi [34].  
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Các gen có vai trò trong các quá trình tế bào khác nhau như sau: actin và tub 

(cấu trúc tế bào), ubi (phân giải protein), rpb1 và tef1 (phiên mã và dịch mã), gpd, try 

và cox5 (liên quan đến trao đổi chất) thường được sử dụng làm gen tham chiếu ở 

nhiều sinh vật, bao gồm cả động vật, thực vật và con người. Ngoài ra, gen cox5 được 

chứng minh là gen tham chiếu phù hợp ở A. flavus và A. niger [21, 134]. Chúng tôi 

đã đánh giá mức độ biểu hiện của các gen tham chiếu bằng cách tính toán các giá trị 

ngưỡng chu kỳ (Ct) từ tổng số mẫu. Biểu đồ hộp các giá trị Ct cho mỗi gen được thể 

hiện trong Phụ lục 26. Giá trị Ct cho 4 gen được nghiên cứu nằm trong khoảng từ 16 

đến 21, với phần lớn các giá trị này nằm trong khoảng từ 17 đến 20.  

 

Hình 3.27. Mức độ biểu hiện gen ở A. niger xóa stuA và xóa kép laeA-stuA được 

so sánh thông qua real-time PCR 

Mức độ biểu hiện mRNA của các gen stuA, brlA, abaA ở A. niger N402, N402∆stuA, 

N402∆stuA∆laeA được phân tích thông qua so sánh với gen tham chiếu cox5. 

 

Việc sử dụng các gen tham chiếu này có ưu điểm là cả gen tham chiếu và gen 

quan tâm đều được tiếp xúc với các bước chuẩn bị mẫu giống nhau trước khi thực 

hiện PCR. Trong quá trình áp dụng các gen tham chiếu, việc xác nhận tính phù hợp 

của chúng là vô cùng quan trọng. act là một gen tham chiếu thường được sử dụng để 
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chuẩn hóa dữ liệu real-time PCR. Vì gen act mã hóa cho actin, một protein liên quan 

đến sự hình thành của bộ xương tế bào, nó được biểu hiện ổn định do sự biểu hiện 

liên tục và ổn định của nó là điều kiện tiên quyết đối với một cơ thể sống. Vì A. niger 

là một loài nấm nổi tiếng với khả năng tiết ra nhiều loại enzyme, nên có vẻ hợp lý khi 

sarA được biểu hiện liên tục để đảm bảo sự truyền tải của protein tương ứng hỗ trợ 

quá trình tiết. cox5, mã hóa cho tiểu đơn vị thứ 5 của cytochrome c oxidase, một loại 

enzyme nằm trong chuỗi hô hấp cũng là một gen được biểu hiện ổn định [21, 134]. 

Trong đó, sarA và cox5 biểu hiện ổn định hơn giữa các mẫu và thường được sử dụng 

để chuẩn hóa dữ liệu biểu hiện gen. Trong khảo sát của chúng tôi, gen cox5 ít có sự 

biến đổi Ct giữa các mẫu khác nhau. Vì vậy, gen cox5 được lựa chọn là gen tham 

chiếu để so sánh mức độ biểu hiện gen ở A. niger. 

Ochratoxin A (OTA) là một chất chuyển hóa thứ cấp của nấm có tính độc cao 

và có khả năng tích tụ trong nội tạng người và động vật. OTA được tạo ra bởi một số 

loài nấm trong các chi Aspergillus và Penicillium. Trong phân nhóm Nigri, A. 

carbonarius, A. niger và A. welwitschiae là những loài có khả năng sản xuất lượng 

lớn OTA. Hiện nay, các gen quan trọng cho quá trình sinh tổng hợp OTA được điều 

hòa bởi 5 gen mã hóa cho halogenase (hal), yếu tố phiên mã bZIP (bZIP), cytochrome 

p450 monooxygenase (p450), peptide tổng hợp không ribosome (nrps) và polyketide 

synthase (pks). Việc mất sản xuất OTA dường như liên quan đến việc xóa các gen 

này trong hệ gen nấm [53]. 

Cụm sinh tổng hợp fumonisin ở A. niger rất khác với cụm sinh tổng hợp ở các 

loài Fusarium và một số gen quan trọng bị thiếu; do đó, các loài Aspergillus đen 

không thể tổng hợp tất cả các loại fumonisin thành fumonisin B2 (FB2) là loại có liên 

quan nhất đến an ninh lương thực. Gen mã hóa FUM1 được coi là gen chủ chốt của 

quá trình sinh tổng hợp FB2. Cặp mồi qFUM1nigF/qFUM1nigR khuếch đại một vùng 

207 bp khi sử dụng khuôn là DNA tổng số và 139 bp với khuôn là DNA sợi bổ sung 

(cDNA) do gen có chứa 1 intron; điều này dễ dàng cho phép phát hiện DNA hệ gen 

có trong các mẫu DNA bổ sung [54]. Khi tiến hành kiểm tra mức độ biểu hiện của 

một số gen kiểm soát quá trình sinh độc tố ochratoxin A và fumonisin B2 ở A. niger 

nhờ real-time PCR, những gen này hoàn toàn không biểu hiện hoặc biểu hiện rất yếu 
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ở các chủng xóa gen laeA, stuA hoặc xóa kép laeA-stuA (Phụ lục 27). Các chủng giảm 

khả năng hình thành độc tố nấm này là các chủng tiềm năng cho sản xuất các sản 

phẩm dùng trong thực phẩm. 

Sử dụng hệ thống chuyển gen 2 marker chọn lọc mới phát triển, chúng tôi cũng 

đã thành công trong tạo các chủng đột biến xóa kép vừa giảm khả năng sinh amylase, 

vừa giảm khả năng hình thành bào tử ở A. niger (N402∆amyR∆stuA); vừa giảm khả 

năng sinh protease, vừa giảm khả năng hình thành bào tử ở A. niger 

(N402∆prtT∆stuA); vừa giảm khả năng sinh axit kojic, vừa giảm khả năng hình thành 

bào tử ở A. oryzae (RIB40∆laeA∆stuA) (Phụ lục 28-32). Đặc biệt, cả 3 chủng đột biến 

xóa kép này đều sinh trưởng kém, có kích thước khuẩn lạc nhỏ hơn so với các chủng 

ban đầu và các chủng xóa đơn gen. Rất có thể tác động hiệp đồng của các yếu tố điều 

hòa phiên mã có vai trò quan trọng đối với khả năng sinh trưởng và phát triển ở A. 

oryzae và A. niger. 

Như vậy, hệ thống được phát triển trong nghiên cứu này cho phép xóa gen với 

hiệu quả khá tốt và sẵn sàng cho các thí nghiệm xóa nhiều gen ở cả A. oryzae và A. 

niger. Đặc biệt, gen pyrG mã hóa orotidine-5’-monophosphate (OMP) decarboxylase 

đã được sử dụng để tái sử dụng marker chọn lọc, cho phép xoá nhiều gen ở A. 

fumigatus và A. nidulans [107]. Hệ thống tái tổ hợp Cre/loxP từ bacteriophage P1 

cũng cho phép xoá gen liên tiếp ở A. nidulans [50]. Tuy nhiên, gây gián đoạn gen 

nhiều lần theo cách thức này làm tích tụ nhiều bản sao của các đoạn DNA ngoại lai 

trong hệ gen của vật chủ. Với cách thức phát triển trong nghiên cứu của chúng tôi, 

các chủng đột biến xoá nhiều gen có thể được thực hiện mà không tích hợp thêm bất 

kỳ bản sao DNA nào do việc xoá gen được tiến hành theo cơ chế tái tổ hợp tương 

đồng. Hơn nữa, đây cũng là lần đầu tiên việc tái sử dụng marker cho xoá nhiều gen 

được thực hiện với A. oryzae. 

3.4. Thiết lập phương án mới để tăng hiệu quả xoá gen A. oryzae và A. niger 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi hướng tới giải pháp không sử dụng các gen 

kháng thuốc làm marker chọn lọc mà vẫn giúp tăng hiệu suất biến nạp. hisB được lựa 

chọn là marker chọn lọc chính trong quá trình xoá gen dựa trên cơ chế tái tổ hợp 



 

111 

 

tương đồng và pyrG là marker chọn lọc 2 chiều được sử dụng để loại bỏ các thể chèn 

ngẫu nhiên. Phương án nâng cao hiệu suất xoá gen được thể hiện trong Hình 3.28.  

 

 

Hình 3.28. Sơ đồ tóm tắt phương án tăng cường hiệu quả xóa gen ở A. oryzae 

và A. niger với pyrG là marker chọn lọc thứ hai 

Các thông số tối ưu cho xóa gen sử dụng phương pháp ATMT với các chủng nền là 

chủng đột biến khuyết dưỡng kép ở A. oryzae và A. niger. X đại diện cho gen muốn 

xoá. 
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Marker hisB được đặt giữa vùng 5’ và 3’ của gen cần xoá, marker chọn lọc thứ 

hai - pyrG, có thể được để trước vùng 5’ hoặc sau vùng 3’. Khi sự tái tổ hợp tương 

đồng diễn ra, các chủng đột biến xoá gen sẽ được thay thế toàn bộ hoặc một phần 

khung đọc mở bằng marker hisB và vẫn là các chủng khuyết dưỡng uridine/uracil. 

Trong khi đó, với các thể đột biến chèn ngẫu nhiên, toàn bộ vùng T-DNA của cấu 

trúc xoá đã được tích hợp vào hệ gen, vì vậy, chúng trở nên nguyên dưỡng. Khi sàng 

lọc các thể đột biến này trên môi trường có bổ sung uridine/uracil và 5-FOA, hầu hết 

các thể chèn ngẫu nhiên bị loại bỏ. Phương án xoá gen hiệu quả cao này đã được 

chứng minh khi áp dụng xoá một số gen ở A. oryzae và A. niger.  

3.4.1. Phương án tăng tỷ lệ xoá gen ở nấm sợi A. oryzae 

Cấu trúc xoá gen laeA cho nấm sợi A. oryzae được tạo trước đó (pKH-

ΔAolaeA) được chèn thêm marker pyrG vào phía trước đoạn 5’ laeA phục vụ cho các 

thí nghiệm kiểm tra hiệu suất xoá gen. Trong đó, cấu trúc pKH-ΔAolaeA được mở 

vòng bằng EcoRI và xử lý với Alkaline photphatase để ngăn chặn tự đóng vòng; 

marker pyrG được khuếch đại nhờ PCR, xử lý với EcoRI và được nối vào vector mở 

vòng nhờ T4 DNA ligase. Cấu trúc mới tạo được đặt tên là pKHG-ΔAolaeA.  

Khi sử dụng cấu trúc mới tạo này để xoá laeA ở chủng nền RIB40ΔhisBΔpyrG, 

nếu môi trường chọn lọc được bổ sung 5-FOA, tỷ lệ xoá có thể đạt tới 98,48% ± 

1,5%. Hầu hết các khuẩn lạc được cấy chuyển và thuần khiết trên môi trường CDA 

+ Uri + Ura với nguồn nitơ duy nhất là (NH4)2SO4 đều có kiểu hình giảm hình thành 

bào tử (Hình 3.29). Để chắc chắn những thể chuyển gen mới thu được là các chủng 

xoá gen laeA, các phản ứng PCR với cặp mồi AolaeA-P5/AolaeA-P6 và AolaeA-

P8/AnhisB-R1 đã được tiến hành. Như vậy, khi bổ sung thêm marker chọn lọc thứ 

hai, tỷ lệ xoá gen đã tăng 2,6 lần so với sử dụng cấu trúc xoá gen laeA ban đầu. 

Các chủng đột biến xoá gen stuA có kiểu hình đặc trưng, dễ dàng quan sát và 

chọn lọc. Vì vậy, gen stuA tiếp tục được lựa chọn để chứng minh tính khả thi của hệ 

thống trong can thiệp gen ở nấm sợi A. oryzae. Khi tiến hành xoá gen stuA ở chủng 

nền RIB40ΔhisB với vector nhị thể pKH-ΔAostuA, số lượng khuẩn lạc trắng xuất 

hiện trên màng chuyển gen chiếm 13,41% ± 4,33%. Cấu trúc xoá tăng cường pKHG-

ΔAostuA tiếp tục được tạo tương tự với cách thức tạo vector pKHG-ΔAolaeA.  
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Hình 3.29. Phương án tăng tỷ lệ xoá gen laeA ở nấm A. oryzae RIB40ΔhisBΔpyrG 

Sơ đồ loại bỏ gen laeA ở A. oryzae khuyết dưỡng kép RIB40ΔhisBΔpyrG với việc bổ 

sung thêm marker chọn lọc pyrG từ A. niger (AnpyrG) để tăng tỷ lệ xoá gen và sàng 

lọc các thể chuyển gen trên môi trường đặc hiệu với nguồn nitơ là (NH4)2SO4 để xác 

định các chủng đột biến xóa gen laeA.  

 

Khi không có marker chọn lọc thứ hai (marker pyrG) để chặn các thể chèn 

ngẫu nhiên, các khuẩn lạc trắng xuất hiện rất ít, hiệu suất xoá gen stuA chỉ đạt 25,64% 

± 3,0%. Khi áp dụng phương án tăng cường hiệu quả xoá gen mới, hiệu suất xoá gen 

có thể đạt tới 96,99% ± 2,04% đối với trường hợp xoá gen stuA ở A. oryzae (Hình 

3.30). Tỷ lệ loại bỏ stuA thành công đã tăng lên 3,78 khi sử dụng phương án mới. 

Hiện nay, nấm sợi đa nhân A. oryzae vẫn là một trong số những nấm sợi khó 

thao tác gen. Hầu hết các nghiên cứu cải biến di truyền ở A. oryzae đều phụ thuộc 

vào gây đột biến nhờ tia UV hoặc sử dụng các phương pháp chuyển gen thông qua tế 

bào trần hoặc sử dụng các công cụ phức tạp như CRISPR/Cas9, lọc bào tử để thu 
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được bào tử đơn nhân, … Mặc dù việc bất hoạt con đường NHEJ (non-homologous 

end joining) ở một số nấm sợi, trong đó có A. oryzae và A. niger đã giúp tăng cường 

hiệu quả trao đổi chéo tương đồng và có thể đạt tới tỷ lệ xóa 100% ở A. oryzae, các 

chủng đột biến hỏng con đường NHEJ thường không thích hợp để tạo các chủng bổ 

trợ phục vụ quá trình điều tra vai trò, chức năng gen do những ảnh hưởng liên quan 

đến cơ chế sửa chữa DNA và tính không ổn định của hệ gen [91, 101].  

 

 

Hình 3.30. Phương án tăng tỷ lệ xoá gen stuA ở nấm A. oryzae RIB40ΔhisBΔpyrG 

Sơ đồ loại bỏ gen stuA ở A. oryzae khuyết dưỡng kép RIB40ΔhisBΔpyrG với việc bổ 

sung thêm marker chọn lọc pyrG từ A. niger (AnpyrG) để tăng tỷ lệ xoá gen và sàng 

lọc các thể chuyển gen trên môi trường đặc hiệu để xác định các chủng đột biến xóa 

gen stuA. 

 

Kết quả thu được trong nghiên cứu này đề xuất một phương án mới, đơn giản, 

hiệu quả cao cho các nghiên cứu vai trò, chức năng gen ở nấm sợi A. oryzae. Các thể 
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chuyển gen thu được khi áp dụng cách thức trên không chỉ giúp định hướng sàng lọc 

các chủng đột biến xoá gen mà còn là chủng nền có sẵn để tạo các thể phục hồi, đột 

biến xoá đa gen và tăng cường biểu hiện gen. 

3.4.2. Phương án tăng tỷ lệ xoá gen ở nấm sợi A. niger 

Xoá gen ở A. niger hiện nay còn gặp nhiều hạn chế. Cấu trúc xoá gen thường 

bao gồm một đoạn DNA chứa marker chọn lọc nằm giữa các vùng trình tự tương 

đồng của gen muốn xoá. Việc tạo các cấu trúc xoá bị giới hạn bởi số lượng các marker 

chọn lọc có sẵn ở A. niger và yêu cầu về chủng nấm phù hợp. Tuy nhiên, tỷ lệ xoá 

một số gen ở A. niger với phương pháp ATMT đã cho các kết quả khả quan, với tỷ lệ 

xoá laeA đạt 68% ± 7% và xoá amyR đạt 83,75% ± 6,38% ở chủng nền là A. niger 

N402ΔhisB. Tương tự, khi sử dụng cấu trúc xoá laeA (pKH-ΔAnlaeA) và amyR 

(pKH-ΔAnamyR) cho A. niger N402ΔhisBΔpyrG, tỷ lệ xoá gen có thể đạt lần lượt là 

66,34% ± 3,84% và 77,5% ± 2,5%, cao hơn rất nhiều so với các trường hợp xoá gen 

khác. Vì vậy, chúng tôi lựa chọn một số gen được cho là khó xoá ở A. niger để chứng 

minh hiệu quả của phương án mới phát triển. Tỷ lệ xóa thành công veA với cả 2 chủng 

nền N402ΔhisB và N402ΔhisBΔpyrG rất thấp. Đối với chủng nền N402ΔhisB tỷ lệ 

xóa gen chỉ đạt 7,32% ± 2,66%. Sử dụng cấu trúc xoá gen veA là pKH-ΔAnveA, tỷ lệ 

xóa gen veA với chủng nền N402ΔhisBΔpyrG tuy cao hơn nhưng vẫn rất thấp, đạt 

15,96% ± 1,48%. Áp dụng cách thức tương tự với A. oryzae, chúng tôi sử dụng gen 

pyrG là marker chọn lọc thứ hai nhằm nâng cấp khả năng xoá gen ở A. niger. Đoạn 

gen pyrG từ A. niger mã hóa cho orotidine-5’-monophosphate decarboxylase được 

khuếch đại nhờ PCR và chèn vào trước vùng 5’veA của vector pKH-ΔAnveA để tạo 

thành vector mới pKHG-ΔAnveA. Các chủng đột biến ΔveAΔpyrG là các tế bào thiếu 

enzyme orotidine-5’-monophosphate decarboxylase, không thể phát triển nếu không 

có uridine/uracil bổ sung thêm từ môi trường, trong khi các tế bào này có khả năng 

chống lại độc tính của 5-FOA. Bên cạnh khả năng kháng 5-FOA và các đặc trưng về 

kiểu hình của các chủng đột biến xóa gen veA, các thể chuyển gen này cũng được xác 

nhận thêm nhờ PCR sử dụng 3 cặp mồi độc lập. Áp dụng phương án mới, tỷ lệ xoá 

veA ở N402ΔhisBΔpyrG đã đạt được 47,97% ± 10,7%, tăng 3 lần so với xoá gen 

thông thường (Hình 3.31). 
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Hình 3.31. Kết quả xoá gen veA sử dụng marker hisB ở A. niger 

(A) Kết quả chuyển gen xoá veA ở A. niger sử dụng marker chọn lọc hisB với các 

chủng nền khác nhau và kết quả sàng lọc các thể chuyển gen trên CDA. Các đĩa được 

ủ ở 30oC trong 4 ngày. (B) Sơ đồ xác nhận xoá veA nhờ PCR với các vị trí bám mồi 

đặc hiệu. (C) Kết quả xác nhận xóa gen veA nhờ PCR với các cặp mồi đặc hiệu. (-) 

là đối chứng âm. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). 
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Bên cạnh đó, khi cấu trúc pKH-ΔAnstuA được nâng cấp thành pKHG-ΔAnstuA 

để tăng cường xoá gen stuA ở N402ΔhisBΔpyrG, tỷ lệ xoá gen ghi nhận được là 

80,13% ± 6,52% khi được chọn lọc trên môi trường có bổ sung 5-FOA (Hình 3.32). 

So với những công bố đầu tiên về chuyển gen ở A. niger, hiệu suất xoá gen đạt được 

trong trường hợp này rất vượt trội, cao hơn 2,03 lần khi không bổ sung thêm marker 

chọn lọc thứ hai. Phương án xoá gen mới phát triển sẽ là công cụ tiềm năng cho các 

nghiên cứu chuyên sâu về hệ gen ở A. niger.  

 

 

Hình 3.32. Phương án tăng tỷ lệ xoá gen stuA ở nấm A. niger N402ΔhisBΔpyrG 

Sơ đồ loại bỏ gen stuA ở A. niger khuyết dưỡng kép N402ΔhisBΔpyrG với việc bổ 

sung thêm marker chọn lọc pyrG từ A. niger (AnpyrG) để tăng tỷ lệ xoá gen và sàng 

lọc các thể chuyển gen trên môi trường đặc hiệu để xác định các chủng đột biến xóa 

gen stuA. 
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Xoá gen là một cách tiếp cận quan trọng trong sinh học phân tử nấm. Việc vô 

hiệu hóa hoặc thay thế một vị trí nhất định cho thấy vai trò tế bào của gen đó. Thông 

thường, một đoạn DNA sẽ được sử dụng cho xoá hoặc thay thế vị trí gen đích và các 

thể chuyển gen phải có môi trường chọn lọc đặc hiệu. Trong trường hợp đoạn DNA 

không chứa các yếu tố chức năng để tự sao chép hoặc phân ly, nó sẽ bị phân hủy hoặc 

được duy trì như một phần của hệ gen nấm. Về cơ bản, có 2 cơ chế sửa chữa mạch 

kép DNA đảm bảo rằng 1 đoạn DNA đã được tích hợp vào hệ gen nấm và được sao 

chép ổn định là cơ chế tái tổ hợp tương đồng (HR) và cơ chế nối các đầu cuối không 

tương đồng (NHEJ), còn được gọi là tái tổ hợp không tương đồng [10].  

Tuy nhiên, tần số tái tổ hợp tương đồng tự nhiên ở nấm sợi là rất thấp. Các 

phân tích gen chức năng gen đã không đạt hiệu quả như mong đợi trong một thời gian 

dài. Con đường NHEJ là một cơ chế đảm bảo việc sửa chữa các đứt gãy sợi kép DNA 

(DSB) và phụ thuộc vào hoạt động của Ku heterodimer (phức hợp protein 

Ku70/Ku80) và phức hợp DNA ligase IV-Xrcc4. Con đường NHEJ cạnh tranh với 

một cơ chế sửa chữa khác gọi là con đường tái tổ hợp tương đồng (HR). Con đường 

HR có sự tương tác giữa các trình tự DNA tương đồng, trong khi con đường NHEJ 

liên kết các DSB mà không cần bất kỳ sự tương đồng nào. Bằng cách xóa các gen 

ku70, ku80 hoặc lig4, tần số các sự kiện tái tổ hợp tương đồng đã tăng lên đáng kể ở 

nhiều loài nấm sợi và các chủng đột biến hỏng con đường NHEJ này được coi là 

“chủng vàng” cho các thao tác gen bao gồm xóa gen, chèn gen và thay thế trình tự 

promoter [10]. Khi gây đột biến hỏng gen liên quan đến con đường NHEJ, tần số tái 

tổ hợp tương đồng lên đến 100% ở N. crassa [109]. 

Ở A. niger, xóa gen kusA mã hóa cho ortholog của protein Ku70 đã giúp cải 

thiện rõ rệt hiệu suất tái tổ hợp tương đồng. Hiệu suất tái tổ hợp tương đồng có thể 

lên đến hơn 80% và không ảnh hưởng đến sự phát triển của A. niger. Tuy nhiên, 

Δku70 không dễ tạo ra từ chủng hoang dại (WT) theo cách truyền thống và các thể 

đột biến nhạy cảm hơn với một số hóa chất như methyl mesylate, ethyl methane 

sulfonate và bleomycin [94]. Vì vậy, ứng dụng của các thể đột biến này vẫn còn hạn 

chế. 
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Các đột biến hỏng con đường NHEJ là công cụ quan trọng trong nghiên cứu 

chức năng gen ở quy mô lớn. Tuy nhiên, do protein Ku tác động đến các cơ chế duy 

trì telomere, tổ chức không gian nhân và tái phân bào, nên cần xem xét tính ổn định 

về mặt di truyền của các chủng đột biến hỏng gen ku70/ku80 hoặc hỏng con đường 

NHEJ. Một nhược điểm của đột biến hỏng con đường NHEJ là các chủng nấm này 

dễ bị tổn thương bởi các điều kiện phá hủy DNA. Một nhược điểm khác của các 

chủng hỏng con đường NHEJ là các nghiên cứu bổ trợ gen thường không thực hiện 

được. Ví dụ, các sự kiện tích hợp ngẫu nhiên, thường được sử dụng trong phương 

pháp bổ trợ gen, hầu như không thể xảy ra ở các chủng nền hỏng con đường NHEJ. 

Hiệu suất biến nạp thường thấp ở các chủng hỏng con đường NHEJ và việc tái biến 

nạp vào các chủng xoá gen có thể rất khó khăn [91].  

Gần đây, hệ thống CRISPR/Cas9 đã được ứng dụng thành công trong chỉnh 

sửa gen trên nhiều loài nấm sợi như T. reesei, A. oryzae, A. fumigatus, N. crassa và 

P. chrysogenum [165]. Hơn nữa, Nødvig và cộng sự đã thiết lập một hệ thống 

CRISPR/Cas9 linh hoạt với cấu trúc ribozyme–gRNA– ribozyme (RGR) đặc biệt 

dành cho nấm sợi và áp dụng thành công ở 6 loài nấm sợi khác nhau, trong đó có A. 

niger [112]. Cấu trúc này đã giải quyết một cách hiệu quả vấn đề thiếu các promoter 

được RNA polymerase III nhận diện để phiên mã gRNA ở A. niger. Mặc dù vậy, việc 

xây dựng các vector CRISPR/Cas9 thường phụ thuộc vào kỹ thuật USER (New 

England Biolabs, Hoa Kỳ) đã làm tăng chi phí của quy trình thí nghiệm. Ngoài ra, 

plasmid pFC330 không phổ biến đối với hầu hết các nhà nghiên cứu. Gần đây, một 

hệ thống CRISPR/Cas9 cải tiến với các đoạn trình tự tương đồng ngắn (100 bp) đã 

cho hiệu quả cao đối trong xoá và bất hoạt gen ở A. niger [165]. Tuy nhiên, hệ thống 

này không có marker chọn lọc nên các conidiophore nảy mầm từ khuẩn lạc sơ cấp 

dương tính trên môi trường chọn lọc có thể có 2 loại: thể đột biến đúng hoặc thể đột 

biến sai đích mang gen kháng kháng sinh hygromycin được tích hợp vào vị trí không 

đặc hiệu. Vì vậy, để xác định nhanh chóng các thể đột biến xoá gen, nên sử dụng một 

gen kháng kháng sinh đối với plasmid biểu hiện Cas9/sgRNA và một gen kháng 

kháng sinh khác hoặc gen dinh dưỡng cho đoạn trình tự chứa cấu trúc xoá. Tuy nhiên, 
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để có thể sử dụng gen dinh dưỡng trong chọn lọc thì cần phải có chủng đột biến 

khuyết dưỡng tương ứng [165]. 

Nói chung, tái tổ hợp tương đồng là cơ chế được ưu tiên nhất trong tạo các 

chủng đột biến xoá gen nhờ tính ổn định về mặt di truyền qua các thế hệ. Hiệu quả 

của hiện tượng tái tổ hợp tương đồng chủ yếu phụ thuộc vào bộ máy sửa chữa DNA 

của vật chủ. Ở nấm men, như S. cerevisiae và Schizosaccharomyces pombe, hiệu quả 

xoá gen có thể đạt từ 50% đến 100% khi sử dụng các vùng tương đồng khá ngắn 50-

100 bp [11, 152]. Đối với nấm sợi, cần có các vùng tương đồng thường tương đối dài 

(hơn 1000 bp) để đạt được hiệu suất xoá gen từ 10 đến 30% [62].  

Hiệu quả xoá gen cũng tăng lên khi tiến hành chuyển gen ở nấm A. awamori 

bằng ATMT so với chuyển gen thông qua tế bào trần CaCl2/PEG [97]. Ngoài ra, 

ATMT cũng cho hiệu quả xóa gen ở Kluyveromyces lactis cao hơn so với chuyển gen 

bằng xung điện [28]. Hơn nữa, sự tái tổ hợp tương đồng được chứng minh là phụ 

thuộc vào locus [18]. Trong trường hợp xóa laeA ở A. niger, hiệu quả xóa ở các chủng 

nền khác nhau tương đối cao, đạt hơn 60%. Trong khi đó, tỷ lệ xóa stuA và veA ở A. 

niger là dưới 40%. Do đó, việc cải thiện khả năng loại bỏ gen ở các trường hợp khó 

xoá gen là cần thiết hơn. Marker chọn lọc thứ hai được sử dụng để tăng số lượng thể 

đột biến xoá gen và do đó làm giảm số lượng các thể biến nạp sơ cấp cần sàng lọc để 

phân lập các thể đột biến dự kiến. Việc bổ sung pyrG làm marker chọn lọc thứ hai 

giúp cho khả năng xóa gen được tăng cường ở chủng nền N402ΔhisBΔpyrG. 

Sử dụng marker chọn lọc thứ hai để phân biệt giữa các sự kiện tái tổ hợp tương 

đồng và không tương đồng đã được áp dụng ở nấm sợi. Marker chọn lọc thứ hai sẽ 

mất khi có hiện tượng tái tổ hợp tương đồng, trong khi tái tổ hợp không tương đồng 

cho phép tích hợp cùng lúc cả 2 marker chọn lọc. Phưong án này đã giúp tăng hiệu 

quả xoá gen gấp 5 đến 20 lần ở nấm A. chrysogenum và N. crassa [85, 124]. Gen 

amdS đã được sử dụng làm marker chọn lọc thứ hai trong chuyển gen ở A. awamori. 

Sự hiện diện của gen này là do các sự kiện tích hợp ngẫu nhiên và có thể được phát 

hiện do các thể chuyển gen có thể mọc trên môi trường sử dụng acetamide là nguồn 

cacbon và nitơ duy nhất, và tính nhạy cảm của các thể chuyển gen với fluoro-

acetamide giúp việc chọn lọc trở nên dễ dàng hơn [63]. Mặc dù việc sử dụng amdS 
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làm marker chọn lọc thứ hai giúp tăng tỷ lệ xoá gen lên 2 lần, nhưng việc bổ sung 

fluoro-acetamide vào môi trường sàng lọc làm cho các khuẩn lạc rất nhỏ, rất khó phân 

biệt giữa thể amdS+ và amdS- [97]. Hơn nữa, A. awamori tự nhiên có chứa một số 

hoạt tính giống như acetamidase và điều này làm phức tạp quá trình chọn lọc thể 

chuyển gen amdS- trực tiếp trên đĩa thạch chứa fluoro-acetamide [97]. Trong khi đó, 

việc sàng lọc các thể đột biến pyrG- trên môi trường bổ sung 5-FOA rất dễ dàng ở A. 

niger và A. oryzae. Việc thêm 1 marker chọn lọc vào cấu trúc xóa gen thường dẫn 

đến việc giảm tổng số các thể chuyển gen xuất hiện trên các đĩa chọn lọc. Tuy nhiên, 

sàng lọc trước trên môi trường không có uridine/uracil giúp làm giảm số lượng các 

thể chuyển gen cần xác định là các thể đột biến chèn ngẫu nhiên. Các chủng đột biến 

được cung cấp trong nghiên cứu này cũng sẵn sàng cho các quá trình cải biến di 

truyền tiếp theo vì mang kiểu gen ΔpyrG. Nói chung, phương án mới phát triển trong 

nghiên cứu này là một công cụ triển vọng trong xoá gen quy mô lớn và cung cấp sàng 

lọc có định hướng khi xoá một gen mới. 

3.5. Khai thác các hệ thống chuyển gen mới phát triển để biểu hiện enzyme tái 

tổ hợp 

3.5.1. Tạo vector nhị thể mang cấu trúc biểu hiện gen phyA và chuyển thành 

công vào nấm sợi A. oryzae và A. niger 

Hiện nay, khoảng 70% thức ăn cho động vật có chứa phytase như một chất 

phụ gia. Để ứng dụng trong ngành thức ăn chăn nuôi, phytase phải có hoạt tính đặc 

hiệu cao ở pH dạ dày, tính đặc hiệu của chất nền, khả năng chống lại sự phân giải 

protein bởi các proteinase tiêu hóa và tính ổn định trong quá trình bảo quản, đóng 

viên. Mặc dù một số gen mã hoá cho sinh tổng hợp enzyme phytase đã được phân lập 

từ nhiều nguồn khác nhau nhưng chỉ có phytase từ một vài nguồn trong số đó được 

sử dụng rộng rãi trong ngành công nghiệp vì sự không ổn định và chi phí của enzyme. 

Enzyme phytase của A. fumigatus có khả năng phục hồi hoạt tính sau khi xử lý nhiệt 

trong khi nhiều enzyme phytase thường bị bất hoạt trong quá trình ép viên sản xuất 

thức ăn chăn nuôi [118]. Tuy nhiên, việc sản xuất enzyme trực tiếp từ nấm sợi A. 

fumigatus không đảm bảo an toàn do loài nấm này gây bệnh cơ hội cho con người. 
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Vì vậy, nhiều chiến lược khác nhau dựa trên kỹ thuật di truyền đã được áp dụng để 

tạo ra các chủng nấm tái tổ hợp có khả năng sinh tổng hợp lượng lớn enzyme phục 

vụ cho sản xuất ở quy mô công nghiệp. 

Trình tự mã hóa của gen phyA từ nấm A. fumigatus gây bệnh cơ hội ở người 

được khuếch đại từ DNA bổ sung và gắn vào vector nhị thể pEX2B để chuyển sang 

nấm sợi A. niger và A. oryzae. Vector pEX2B được loại bỏ gen DsRed và thay thế 

bằng trình tự mã hóa của gen phyA. Sự biểu hiện của gen phyA được điều hòa bởi 

promoter cảm ứng mạnh là amyB (Hình 3.33).  

 

Hình 3.33. Sơ đồ tạo cấu trúc biểu hiện gen phyA từ A. fumigatus 

Trình tự mã hóa của gen phyA từ A. fumigatus được khuếch đại từ mẫu cDNA nhờ 

PCR. Sản phẩm được xử lý với enzyme giới hạn PmlI và BamHI trước khi nối vào vị 

trí tương ứng trên vector nhị thể pEX2B để tạo ra vector pEX2B-AfphyA. 

 

Ở nấm sợi Aspergillus, 2 promoter cảm ứng được sử dụng phổ biến nhất là  

alcA từ A. nidulans và amyB từ A. oryzae. Promoter cảm ứng maltose của gen Taka-

amylase A (amyB) thường được sử dụng để biểu hiện tái tổ hợp. Promoter amyB đã 

được chứng minh là một trong số các promoter hiệu quả cho biểu hiện protein. Các 

sản phẩm tái tổ hợp được biểu hiện dưới sự điều hoà của promoter amyB bao gồm: 

indole-diterpene paxilline, asperipin-2a, ustiloxin B, multicopper oxidase [141]. Ở A. 
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oryzae, khi biểu hiện gen mã hóa cho protein phát huỳnh quang đỏ DsRed dưới sự 

kiểm soát của promoter amyB, các thể chuyển gen cho tín hiện huỳnh quang đỏ rất 

mạnh và có thể quan sát trực tiếp bằng mắt thường hệ sợi màu hồng ở một số thể 

chuyển gen [105].  

Bên cạnh đó, phytase bổ sung trong thức ăn chăn nuôi hiện được thương mại 

hoá chủ yếu xuất phát từ A. niger (3-phytase), Peniophora lycii và E. coli (6-phytase) 

[127]. Cấu trúc tăng cường biểu hiện phyA từ A. niger được tạo tương tự với pEX2B-

AfphyA, trong đó, pEX2 được lựa chọn làm vector khung; gen phyA của nấm A. niger 

được khuếch đại nhờ PCR với cặp mồi AnphyA-orf-F/AnphyA-orf-R. Quy trình tạo 

cấu trúc được thực hiện như Hình 3.34. Vector mới được đặt tên là pEX2-AnphyA.  

 

Hình 3.34. Sơ đồ tạo cấu trúc biểu hiện gen phyA từ A. niger 

(A) Cấu trúc pEX2-AnphyA được tạo bằng cách thay thế phần trình tự gen DsRed 

trong vector pEX2 bằng trình tự vùng ORF của gen phyA ở A. niger sử dụng enzyme 

giới hạn PmlI và BssHII. (B) Xác nhận tạo thành công cấu trúc pEX2-AnphyA nhờ 

cắt kiểm tra với enzyme BamHI. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, 

Hoa Kỳ). 
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Vector pEX2-AnphyA chứa marker chọn lọc là gen pyrG từ nấm A. oryzae, 

gen phyA được biểu hiện dưới sự điều hoà của promoter mạnh gpdA từ nấm A. 

nidulans. Vector này tương thích cho chuyển gen ở các chủng nấm khuyết dưỡng 

uridine/uracil. 

Việc chuyển gen phyA từ vector nhị thể pEX2B-AfphyA và pEX2-AnphyA vào 

các chủng nấm khuyết dưỡng uridine/uracil được thực hiện theo quy trình nhóm 

nghiên cứu đã phát triển và công bố trước đó [106]. Marker trợ dưỡng pyrG đã được 

chứng minh là hiệu quả cho chuyển gen vào A. oryzae sử dụng phương pháp chuyển 

gen thông qua vi khuẩn Ag. tumefaciens. Việc sử dụng các marker chọn lọc là gen 

nội sinh pyrG để chuyển gen vào A. oryzae và A. niger sẽ giúp tạo ra chủng nấm 

chuyển gen không mang gen kháng kháng sinh. 

Nói chung, mức độ biểu hiện enzyme phytase có thể nói là rất thấp ở cả 2 

chủng ban đầu là RIB40 và N402. Ở các chủng tăng cường biểu hiện, hoạt tính 

enzyme phytase tăng 2,06-3,77 lần so với các chủng chưa can thiệp hệ gen (Hình 

3.35). Do đó, với mục đích cuối cùng là sản xuất enzyme phytase thương mại với chi 

phí thấp, các quá trình cải biến di truyền và phát triển tái tổ hợp đã và đang được thiết 

kế. Các chiến lược như lên men trạng thái rắn và lên men chìm đã được lựa chọn là 

cách hứa hẹn cho sản xuất phytase từ nấm sợi [20]. Các hệ thống biểu hiện khác nhau 

cho phép sản sinh ra lượng lớn cùng với sự gia tăng tính ổn định của phytase bằng 

cách biến đổi sau dịch mã phytase. 

Ở nấm sợi A. oryzae, việc loại bỏ đồng thời 2 gen mã hoá cho proteinase (tppA, 

pepE) đã giúp cải thiện sản xuất tái tổ hợp lysozyme (HLY) có nguồn gốc từ người, 

mức sản xuất HLY cao hơn tới 2,6 lần so với chủng hoang dại. Hiệu quả sản xuất 

chymosin có nguồn gốc từ bò đã được tăng cường gấp 1,9-3,2 lần ở chủng A. oryzae 

bị loại bỏ gen tppA và pepE [159]. Mặc dù việc tăng cường sản xuất protein khác 

nguồn với các chủng đột biến xoá kép (tppA và pepE) và xoá 5 gen (tppA, pepE, nptB, 

dppIV và dppV) làm gián đoạn gen mã hoá cho các protease ở A. oryzae đã được báo 

cáo, việc xoá thêm một loạt các gen như alpA, pepA, AopepAa, AopepAd và cpI, có 

thể cải thiện sản lượng của các protein khác nguồn [159]. Chủng đột biến xoá các gen 
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này được đặt tên là AUT và được kỳ vọng là các vật chủ tốt để thu được lượng protein 

tái tổ hợp ở mức cao. 

 

Hình 3.35. Kết quả biểu hiện tái tổ hợp phyA ở A. oryzae và A. niger 

(A) Khả năng phân giải phytate ở các chủng chuyển gen so với các chủng ban đầu 

trên môi trường PSM. (B) Hoạt tính của một số chủng biểu hiện tái tổ hợp đại diện 

so sánh với các chủng gốc.  

 

AUT1-PlD mang đột biến khuyết dưỡng pyrG, niaD, sC và các đột biến hỏng 

gen mã hoá cho protease là một trong số các chủng A. oryzae siêu sản xuất protein tái 

tổ hợp [168]. Chủng siêu sản xuất AUT1-PlD này được lựa chọn là chủng nền cho 

biểu hiện enzyme phytase tái tổ hợp. Kết quả chuyển gen phyA vào chủng A. oryzae 

AUT1-PlD thu được khoảng 5-7 thể chuyển gen/đĩa (Hình 3.36). Các thể chuyển gen 
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phyA được cấy lên môi trường PSM (bổ sung 0,1% uridine, 0.1% uracil, 0,15% 

methionine) để sàng lọc các chủng có khả năng biểu hiện mạnh enzyme phytase. 

Vòng phân giải phytate càng lớn thì chủng nấm chuyển gen biểu hiện enzyme phytase 

càng mạnh. Chủng A. oryzae AUT1-PlD được sử dụng làm đối chứng. Ba chủng 

chuyển gen (AP1, AP2, AP3) với vòng phân giải phytate tốt nhất được lựa chọn tách 

DNA để kiểm tra sự có mặt của gen phyA nhờ PCR với cặp mồi đặc hiệu: AfphyA-

F/AfphyA-R (Hình 3.36). 

 

Hình 3.36. Kết quả chuyển gen phyA từ A. fumigatus vào A. oryzae 

(A) Các thể chuyển gen mọc trên màng giấy lọc đặt trên môi trường M+Met (có bổ 

sung cefotaxime) sau 5 ngày ở 30oC. (B) Khả năng phân giải phytate của 3 chủng đại 

diện (AP1, AP2, AP3) trên môi trường PSM (bổ sung 0,1% uridine, 0.1% uracil, 

0,15% methionine) sau 3 ngày ở 30oC. (C) Xác nhận sự có mặt của gen phyA trong 

hệ gen của A. oryzae nhờ PCR. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, 

Hoa Kỳ), (-) là đối chứng âm, (+) là đối chứng dương. 

3.5.2. Xác định số bản sao gen phyA của các chủng chuyển gen và xác định hoạt 

tính enzyme phytase ở các chủng chuyển gen 

Do 2 gen pyrG và phyA luôn đi cùng nhau trong cấu trúc T-DNA được chuyển 

vào tế bào nấm nên việc xác định số bản sao của gen phyA chỉ cần dựa vào số bản 

sao của gen pyrG. Dựa trên cơ sở dữ liệu hệ gen của nấm sợi A. oryzae RIB40, gen 

pyrG chỉ có 1 bản sao duy nhất (accession number: AO090011000868) trên nhiễm 

sắc thể số 7. Đó đó, chủng RIB40 được chọn làm đối chứng tham chiếu cho việc xác 

định số lượng bản sao của gen phyA ở các chủng chuyển gen (AP1, AP2, AP3). Cặp 

mồi pyrG-RT-F/pyrG-RT-R được thiết kế để khuếch đại một đoạn của gen pyrG với 
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kích thước 196 bp. Kết quả phân tích real-time PCR với chỉ số ngưỡng chu kỳ (Ct) 

và quy đổi ra số bản sao gen phyA ở 3 chủng chuyển gen được trình bày trong Bảng 

3.3. 

Bảng 3.3. Kết quả xác định số bản sao quy đổi của một số chủng chuyển gen 

phyA ở A. oryzae 

Chủng Ct Số bản sao quy đổi (2-Ct) 

AUT1-PlD - 0 

RIB40 17,68 1 

AP1 16,47 2 

AP2 16,07 3 

AP3 16,75 2 

 

Mức độ biểu hiện một gen được chứng minh là phụ thuộc vào số bản sao mà 

gen đó được tích hợp vào hệ gen tế bào chủ [84]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi 

thu được 3 chủng chuyển gen đã tích hợp trong hệ gen từ 2 đến 3 bản sao cấu trúc 

biểu hiện gen phyA. Chủng AP2 có số lượng bản sao của gen phyA cao nhất (Bảng 

3.3) và có hoạt tính phytase trên đĩa sàng lọc đủ tốt (Hình 3.36B) được chọn cho phân 

tích tiếp theo. 

Dịch chiết enzyme thô được từ chủng A. oryzae AUT-PlD (đối chứng) và 

chủng AP2 thu hồi từ môi trường nuôi cấy xốp được dùng cho khảo sát hoạt tính 

phytase. Môi trường nuôi cấy xốp được bổ sung 2% maltose làm nguồn cacbon duy 

nhất để cảm ứng hoạt động của promoter amyB. Chủng chuyển gen AP2 cho hoạt tính 

phytase cao gấp 4,3 lần so với chủng AUT1-PlD (Hình 3.37A). Thời gian cần cho 

nuôi cấy chủng AP2 vào khoảng 6-7 ngày ở 30oC là phù hợp để thu được hoạt tính 

enzyme phytase cao nhất (Hình 3.37B). 
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Hình 3.37. Kết quả đánh giá hoạt tính phytase của A. oryzae AUT1-PlD và AP2 

(A) Hoạt tính phytase của chủng AUT1-PlD và chủng AP2 được so sánh trong môi 

trường nuôi cấy xốp sau 7 ngày ở 30oC. (B) Kết quả khảo sát số ngày nuôi cấy ở môi 

trường lên men xốp để thu enzyme đối với chủng AP2. 

 

Tiềm năng sử dụng chủng chuyển gen mới tạo này trong ứng dụng công nghiệp 

là rất lớn. Tuy nhiên, phytase tái tổ hợp thu được từ các chủng này cần phải được 

phân tách với phytase do bản thân A. oryzae tiết ra mặc dù enzyme phytase được mã 

hóa bởi gen phyA từ A. fumigatus có thể phân biệt dễ dàng với phytase của A. oryzae 

về khả năng bền nhiệt khi xử lý ở nhiệt độ cao và khác biệt về trọng lượng phân tử 

[52, 102, 118]. Hơn nữa, các kỹ thuật di truyền hiện đại cũng cho phép thiết kế thêm 

cấu trúc mới cho gen phyA nhằm mang lại đặc tính nổi bật hoặc không có ở A. oryzae. 

Song, trong sản xuất công nghiệp, việc tìm kiếm các nguyên liệu rẻ hơn và dễ xử lý 

hơn là một trong những ưu tiên hàng đầu. Bên cạnh đó, promoter amyB là một 

promoter biểu hiện mạnh nhưng chỉ thích hợp với các quy trình lên men rắn. Ngoài 

ra, promoter cảm ứng alcA từ A. nidulans và amyB từ A. oryzae có nhược điểm chung 

là sự biểu hiện gen bị kiểm soát bởi nguồn cacbon trong môi trường. Hình thái của 

nấm sợi, chẳng hạn như mật độ sợi nấm và tốc độ điều hòa, có thể dễ dàng thay đổi 

để đáp ứng với các chất dinh dưỡng, đặc biệt là các nguồn cacbon và nitơ (A. nidulans 

phát triển nhiều sợi nấm khí sinh trong môi trường có ethanol hơn trong môi trường 

glucose). Như vậy, thành phần của môi trường có thể gây ra những thay đổi không 
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mong muốn và không thể đoán trước trong sinh lý tế bào. Do đó, việc sử dụng một 

promoter không phụ thuộc vào nguồn cacbon hoặc nitơ và có ảnh hưởng tối thiểu đến 

các điều kiện sinh lý sẽ có lợi cho các nghiên cứu biểu hiện gen [133]. 

Song song với cải biến di truyền, tối ưu hóa các điều kiện môi trường cũng là 

một phương pháp hữu ích để giảm sản xuất protease ở A. niger. Khi phát triển trên 

môi trường glucose và urê ở pH 8, sự phiên mã của PepA và PepB ở chủng A. niger 

N400 (CBS120.49) hầu như bị ức chế hoàn toàn [66]. Phân tích trình tự đã chỉ ra rằng 

các promoter của 2 protease chứa các vị trí liên kết AreA, các vị trí liên kết CreA và 

các vị trí điều hòa tiềm năng liên quan tới pH. Trên thực tế, loại bỏ CreA làm tăng 

quá trình phiên mã PepA và PepB khi glucose được sử dụng làm nguồn cacbon. Tất 

cả những liên kết này cho thấy vai trò quan trọng của quá trình ức chế chuyển hóa 

cacbon/nitơ và môi trường pH trong quá trình ức chế protease. Tuy nhiên, sử dụng 

nồng độ glucose cao, sự biểu hiện của protein được điều hoà bởi các promoter 

hydrolase phân giải tinh bột cũng sẽ bị ức chế do sự kìm hãm chất dị hóa cacbon 

[147]. Lựa chọn các promoter không bị ức chế bởi glucose, chẳng hạn như gpdA, 

mbfA và promoter dựa trên Tet-On, có thể giải quyết mâu thuẫn này. Chủng nấm tái 

tổ hợp Penicillium griseoroseum T73 biểu hiện phytase từ P. chrysogenum CCT1273 

cho hoạt tính enzyme phytase tăng gấp 5,1 lần so với chủng tự nhiên bằng cách sử 

dụng promoter gpdA của A. nidulans [36]. Ngoài ra, cũng cần phải xem xét các điều 

kiện nuôi cấy khác như pH đối với sự phát triển của tế bào. Sản xuất protein hiệu quả 

ở A. niger cần đạt được bằng sự cân bằng tốt giữa sự phát triển của tế bào và sự ức 

chế protease. Chúng tôi đề xuất sử dụng một promoter mạnh phổ biến khác, biểu hiện 

liên tục có nguồn gốc từ A. nidulans - gpdA để có thể thu được lượng lớn enzyme và 

tăng cường biểu hiện phyA từ A. niger bởi chính A. niger.  

3.5.3. Áp dụng hệ thống chuyển gen mới để tuyển chọn các chủng nấm sợi A. 

niger đột biến phục vụ biểu hiện enzyme tái tổ hợp hiệu suất cao 

Hiện nay, các chiến lược cải thiện sản xuất protein đã được đề xuất, bao gồm 

việc sử dụng các promoter mạnh, tăng số lượng bản sao gen và dung hợp gen, phương 

thức glycosyl hóa và các vấn đề liên quan đến quá trình xử lý trong lưới nội chất 

[104]. Việc nghiên cứu quá trình trao đổi chất có thể giúp cải thiện sản xuất protein 
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tái tổ hợp. A. niger có thể biểu hiện xylanase, mannase và asparaginase tái tổ hợp ở 

mức độ cao, nhưng một số protein nền vẫn còn được tiết mạnh, chẳng hạn như α-

amylase và α-glucosidase [161]. Tỷ lệ protein cần biểu hiện thấp hơn so với protein 

tổng số không chỉ hạn chế quá trình sản xuất protein đích mà còn làm cho độ tinh 

khiết của các sản phẩm lên men thấp, làm tăng chi phí tinh sạch protein cần biểu hiện. 

Do đó, một phương pháp khả thi có thể hiệu quả để giải quyết vấn đề này là chỉnh 

sửa các gen biểu hiện cao ở mức độ phiên mã và sau đó giảm số lượng của các protein 

tiết trong toàn bộ hệ thống biểu hiện [161]. 

Để biểu hiện tái tổ hợp phytase, các chủng N402 mang đột biến hỏng gen điều 

hoà và khuyết dưỡng uridine/uracil (ΔpyrG) sẽ được dùng làm nguyên liệu cho 

chuyển gen. Các thể chuyển gen sau khi được xác nhận có chứa marker pyrG từ A. 

oryzae với cặp mồi pyrG-orf-F/pyrG-orf-R thành công được đặt tên lần lượt là O1, 

O2, O3 (đối với N402 tăng cường biểu hiện phyA); A1, A2, A3 (đối với N402ΔamyR 

tăng cường biểu hiện phyA);  L1, L2, L3 (đối với N402ΔlaeA tăng cường biểu hiện 

phyA); P1, P2, P3 (đối với N402ΔprtT tăng cường biểu hiện phyA); S1, S2, S3 (đối 

với N402ΔstuA tăng cường biểu hiện phyA); V1, V2, V3 (đối với N402ΔveA tăng 

cường biểu hiện phyA). Các chủng chuyển gen mới tạo được kiểm tra hoạt tính 

enzyme phytase thô theo quy trình của kit K-phytase (Megazyme, Ireland).  

Kết quả định lượng hoạt tính cho thấy, các chủng đột biến hỏng gen điều hoà 

amyR, laeA, prtT, stuA và veA và nhận cấu trúc tăng cường biểu hiện gen phyA đều 

cho hoạt tính cao hơn từ 3-8,5 lần so với các chủng ban đầu. Trong đó, các chủng 

tăng cường biểu hiện phyA trên nền chủng xoá gen stuA cho hoạt tính cao hơn tới 6,6-

8,5 lần (Hình 3.38). 

Cụ thể, chủng đột biến xoá gen amyR và tăng cường biểu hiện phyA cho hoạt 

tính cao gấp 3,72-5,13 lần so với chủng nền. Dữ liệu transcriptome cho thấy mức 

phiên mã của enzyme amylolytic, glucoamylase, glucosidase và amylase đã giảm rõ 

rệt trong chủng xóa gen amyR [161]. Do amylase và glucosidase là những enzyme 

được tiết với số lượng lớn ở cả A. niger và A. oryzae, sự giảm biểu hiện của các 

enzyme này giúp giảm chi phí cho quá trình tinh chế protein tái tổ hợp cần biểu hiện 

và tạo điều kiện thuận lợi để chủng đột biến hỏng gen amyR trở thành một trong 
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những chủng nền tiềm năng nhất. Hơn nữa, số lượng protein tiết đã giảm đáng kể ở 

chủng xóa gen amyR. Cùng với sự giảm tổng lượng protein tiết ra, một số các gen 

vận chuyển đường cũng bị giảm điều hòa và mức độ biểu hiện protease cũng giảm 

[161]. So với chủng hoang dại, hoạt động của protease thấp hơn từ 2 đến 10 lần ở 

chủng xóa gen amyR [161]. Như vậy, không chỉ chủng xoá gen amyR ở A. niger mà 

còn cả ở A. oryzae đều có thể được khai thác là chủng nền tốt cho biểu hiện nhiều 

loại protein tái tổ hợp khác nhau. 

 

Hình 3.38. Kết quả đánh giá hoạt tính phytase của A. niger tăng cường biểu 

hiện phyA trên các chủng nền khác nhau 

Hoạt tính phytase (U/ml) của các chủng N402, N402ΔamyR, N402ΔlaeA, N402ΔprtT, 

N402ΔstuA, N402ΔveA và các chủng chuyển gen tăng cường biểu hiện phyA tương 

ứng được so sánh khi nuôi lắc trong môi trường PSM lỏng sau 3 ngày ở 30oC. 

 

Ngoài ra, pH môi trường cũng là yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến sự biểu hiện 

của các enzyme ngoại bào. Ở pH 4,0 và thấp hơn, hoạt tính của protease cao. Hoạt 

tính protease giảm ở pH 5,0 và giảm hơn nữa ở pH 6,0 [26]. Các gen mã hóa các 

protease ngoại bào chính là pepA và pepB được tạo ra trong điều kiện axit [145]. Các 

chủng L1, L2, L3 cho hoạt tính enzyme phytase cao gấp 5,42-6,27 lần so với chủng 

ban đầu. Chủng đột biến xoá gen laeA ở A. niger cũng thích hợp để biểu hiện tái tổ 

hợp các protein ưa pH trung tính. Ngoài ra, hai hợp chất BMS-192548 và aspernigrin 

A được tạo ra với số lượng cao hơn nhiều ở các chủng đột biến laeA so với các chủng 
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hoang dại, cho thấy rằng laeA có chức năng kìm hãm sự biểu hiện của các gen liên 

quan đến việc sản xuất các chất chuyển hóa thứ cấp [110]. Ba hợp chất asperrubrol, 

atromentin và JBIR86 yêu cầu sự có mặt của protein LaeA, cho thấy rằng LaeA tham 

gia vào việc kích hoạt biểu hiện của các cụm gen chịu trách nhiệm tổng hợp các hợp 

chất này [110]. Ở A. oryzae, người ta đã chỉ ra rằng việc loại bỏ laeA dẫn đến mất 

khả năng sản xuất axit kojic [114]. Cụm gen có khả năng tham gia vào quá trình tổng 

hợp sản xuất axit kojic (AO09113000136, oxidoreductase phụ thuộc FDA; 

AO09113000137, yếu tố phiên mã; và AO09113000138, protein vận chuyển) bị giảm 

điều hòa nghiêm trọng ở chủng đột biến xoá gen laeA ở A. oryzae [114]. Biểu hiện 

phyA ở A. oryzae với chủng nền là chủng đột biến xoá gen laeA cũng cho hoạt tính 

khá tốt. Cụ thể, các chủng tăng cường biểu hiện cho hoạt tính cao hơn 3,48-4,59 lần 

so với chủng RIB40 ban đầu (Hình 3.40).  

Cũng giống như laeA, bên cạnh việc điều hòa sự phân hóa hình thái, veA còn 

điều hòa chuyển hóa thứ cấp. Ví dụ: veA kích hoạt sản xuất một số chất chuyển hóa 

thứ cấp, bao gồm rilatocystin và penicilin ở A. nidulans và P. chrysogenum, aflatoxin 

ở A. parasiticus, axit cyclopiazonic, aflatrem và aflatoxin ở A. flavus, cephalosporin 

C ở A. chrysogenum, fumonisin và fusarin ở F. verticillioides, gibberellin, bikaverin, 

fusarin C ở F. fujikuroi, melanin trong Mycosphaerella graminicola và B. cinerea, 

deoxynivalenol trong F. graminearum, alternariol và alternariol monomethyl ete ở A. 

alterta [45]. Hỏng gen veA ở A. niger gần như loại bỏ việc sản xuất OTβ, OTα, và 

OTA 3-9, trong khi các hợp chất này có mặt trong chủng hoang dại trong cả điều kiện 

ánh sáng và bóng tối. Hơn nữa, mức độ biểu hiện pks đã giảm mạnh ở chủng ΔveA 

bằng phân tích real-time PCR, song song với sự thiếu hụt trong sản xuất OTA ở chủng 

ΔveA [162]. Như vậy, các chủng đột biến xóa gen laeA và veA góp phần tạo ra các 

chủng nền “sạch” cho biểu hiện protein tái tổ hợp: giảm sinh tổng hợp các chất chuyển 

hóa thứ cấp bao gồm kháng sinh và độc tố. 

Tương tự với LaeA và VeA, các yếu tố điều hoà khác cũng liên quan chặt chẽ 

tới quá trình sản xuất các chất chuyển hóa thứ cấp. Ở A. fumigatus, sự biểu hiện của 

6 cụm gen chuyển hóa thứ cấp khác nhau liên quan tới quá trình tổng hợp 

fumitremorgen, pseurotin A và một loại chất chuyển hóa chưa biết tên phụ thuộc vào 
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StuAp [144]. Nhìn chung, StuA được đánh giá là yếu tố điều hòa chính của quá trình 

điều hòa và chuyển hóa ở A. fumigatus và A. flavus [34]. Biểu hiện tái tổ hợp phyA 

trên nền đột biến xoá gen stuA đã cho các chủng có khả năng biểu hiện tốt hơn 6,6-

8,5 lần so với chủng ban đầu.  

Yếu tố phiên mã đặc hiệu với protease, PrtT kiểm soát sự biểu hiện của một 

số gen mã hóa protease chính. Theo van den Hombergh và cộng sự, các protease axit 

PepA và PepB lần lượt chiếm 84 và 6% hoạt động phân giải protein ngoại bào của A. 

niger [145]. Hỏng gen prtT ở A. niger dẫn đến giảm sự biểu hiện 4 protease (PepA, 

PepB, PepD và PepF). Ở A. oryzae, protease serine kiềm (AlpA) và metalloprotease 

trung tính M36 (Np1) được biểu hiện ở mức thấp hơn trong chủng đột biến prtR so 

với chủng hoang dại [126]. Xóa prtT là cách đơn giản hơn và cách hiệu quả hơn để 

giảm tác dụng của protease trên các protein khác nguồn. Chủng N402ΔprtT cũng 

tương tự với chủng A. niger D15, vừa chứa đột biến trong gen điều hòa prtT, sản xuất 

rất ít protease ưa axit mà còn là chủng đột biến không có sự biến đổi về kiểu hình 

[126]. Do đó, đây là chủng rất được ưa thích trong sản xuất protein tái tổ hợp [110]. 

Bên cạnh việc sử dụng các chủng đột biến thiếu protease, giảm mức độ 

protease tự nhiên cũng có thể được thực hiện bằng cách áp dụng các chiến lược thao 

tác tăng trưởng khác nhau, bao gồm cả hình thái học cũng như tối ưu hóa thành phần 

và quy trình lên men [26]. Tuy nhiên, việc lựa chọn các điều kiện nuôi cấy để giảm 

hoạt động của protease không đơn giản vì một số yếu tố liên quan có mối quan hệ với 

nhau và có thể có tác dụng đối kháng hoặc hiệp đồng không mong muốn [26]. Mặc 

dù có thể khắc phục sự phân giải protein của các protein khác nguồn trong quá trình 

bảo quản bằng cách thêm các loại hỗn hợp enzyme ức chế protease để cải thiện độ ổn 

định của protein, tuy nhiên, chiến lược này tốn kém và không có lợi về mặt kinh tế 

đối với sản xuất quy mô lớn [123]. Do đó, việc sử dụng chủng đột biến xóa gen prtT 

có hoạt tính protease ngoại bào thấp làm vật chủ để tạo ra các protein tái tổ hợp có 

thể là một cách thay thế so với việc sử dụng các chất ức chế protease trong việc giảm 

thiểu sự phân hủy và kéo dài thời gian sử dụng của các protein tái tổ hợp trong quá 

trình bảo quản. 
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Ngoài ra, số lượng bản sao gen phyA được tích hợp vào hệ gen nấm cũng có 

vai trò quan trọng trong sự biểu hiện enzyme phytase. Thông thường, khi số bản sao 

được tích hợp vào hệ gen càng cao (dưới 10 bản sao) thì khả năng biểu hiện gen được 

tích hợp càng tốt [49]. Trong nghiên cứu này, phương pháp real-time PCR đã được 

sử dụng để đánh giá số lượng bản sao của một số thể chuyển gen có đặc tính tốt (Bảng 

3.4). Các chủng S1, S2, S3 cho hoạt tính cao hơn 6,6-8,5 lần so với chủng nền đều là 

các chủng được tích hợp 5-7 bản sao vào hệ gen nấm.  

 

Bảng 3.4. Kết quả xác định số bản sao quy đổi của một số chủng chuyển gen 

phyA ở A. niger 

 

Chủng nấm Giá trị Ct Số bản sao  

(quy đổi) 

Số bản sao  

(làm tròn) 

N402 12,31 1 1 

O1 11,55 1,69 2 

O2 11,07 2,36 2 

O3 9,73 6,00 6 

N402ΔlaeA 12,30 1 1 

L1 10,75 2,9 3 

L2 11,26 2,05 2 

L3 11,38 1,89 2 

N402ΔprtT 12,02 1 1 

P1 10,09 3,81 4 

P2 10,30 3,29 3 

P3 10,01 4,02 4 

N402ΔstuA 12,62 1 1 

S1 10,32 4,92 5 

S2 10,14 5,58 6 

S3 9,82 6,96 7 
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Bên cạnh đó, mức độ biểu hiện gen phyA ở một số chủng cũng được đánh giá 

thông qua real-time PCR. Real-time PCR đã được sử dụng phổ biến trong so sánh 

mức độ biểu hiện gen. Trong quá trình định lượng tương đối, những thay đổi trong 

biểu hiện gen được đo dựa trên các mẫu tham chiếu. Các gen được cho là có biểu hiện 

ổn định thường được sử dụng làm gen tham chiếu. Gen cox5 biểu hiện liên tục ở A. 

niger được sử dụng làm gen tham chiếu để đánh giá mức độ biểu hiện của gen phyA. 

Hiện nay, có rất nhiều mô hình toán học đã có sẵn cho tính toán và quy đổi mức độ 

biểu hiện gen trung bình. Trong đó, phương pháp so sánh Ct đã được chứng minh là 

rất hữu ích khi tiến hành thử nghiệm với một số lượng lớn mẫu. Mức độ biểu hiện 

của gen phyA ở các chủng khảo sát được đánh giá thông qua so sánh Ct [86]. Với các 

chủng được tích hợp nhiều bản sao và có hoạt tính enzyme phytase tốt, mức độ biểu 

hiện mRNA tăng 20-116 lần so với chủng nền. Đặc biệt, ở chủng S3, với 7 bản sao 

của gen phyA được tích hợp trong hệ gen, mức độ biểu hiện RNA thông tin đã tăng 

114,56-116,16 lần so với chủng N402ΔstuA tham chiếu (Hình 3.39).  

 

Hình 3.39. Mức độ biểu hiện gen phyA ở A. niger được đánh giá nhờ real-time 

PCR.  

Mức độ biểu hiện mRNA của gen phyA ở A. niger N402∆laeA, N402∆stuA, 

N402∆stuA∆laeA và một số chủng tăng cường biểu hiện gen phyA tương ứng được 

phân tích thông qua so sánh với gen tham chiếu cox5. 
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Mặc dù mức độ biểu hiện RNA thông tin có mối tương quan với sự biểu hiện 

protein, các quá trình biến đổi sau dịch mã như glycosyl hóa, chuyển vị, đóng gói và 

cuộn gập protein, sự phân hủy protein ngoại lai đóng vai trò quan trọng trong sản 

lượng protein tiết. 

Hơn nữa, quá trình hình thành bào tử ở nấm mốc liên quan chặt chẽ đến hình 

thành và tiết các sản phẩm trao đổi chất, đặc biệt sắc tố melanin màu đen ở bào tử 

nấm A. niger là một trong những nguyên nhân cản trở khả năng tiết của các enzyme 

ra ngoài môi trường [31]. Hình thái học có thể ảnh hưởng đến độ nhớt của môi trường 

nuôi cấy, năng suất, sự khuếch tán cơ chất và quá trình dị hóa. A. niger CICC2462 là 

chủng được sử dụng trong công nghiệp sản xuất glucoamylase. Đây là một chủng đột 

biến hình thái của A. niger không tạo bào tử, có sợi nấm ngắn, dày, ít làm nhớt môi 

trường trong quá trình lên men [161]. Chủng này sản xuất enzyme mạnh, có mức độ 

hoạt động protease thấp, khả năng đáp ứng với các yếu tố stress thẩm thấu tốt và phù 

hợp với mật độ cao các thành phần lên men lỏng và lên men chìm [161]. Tăng cường 

biểu hiện phyA trên các chủng nền là đột biến xoá gen stuA ở A. niger đã giúp tăng 

hiệu quả biểu hiện lên tới 8,5 lần. Cho đến nay, sự biểu hiện gen A. niger phyA đã 

được chứng minh bằng cách sử dụng một số vật chủ bao gồm S. cerevisiae, P. pastoris 

và A. niger [146].  

phyA từ A. niger cũng được biểu hiện tái tổ hợp trên E. coli dưới sự điều hoà 

của promoter T7-lac, tuy nhiên, phytase tái tổ hợp này chỉ ổn định trong khoảng 55-

60oC, ở nhiệt độ cao hơn enzyme này không hoạt động. Bên cạnh đó, phytase tái tổ 

hợp được biểu hiện ở E. coli không được glycosyl hoá, cuộn gập không hoàn chỉnh 

và thiếu quá trình biến đổi sau dịch mã. Mặc dù enzyme này vẫn giữ được hoạt tính 

xúc tác và hầu hết các tính chất động học vẫn tương tự với phytase ở A. niger nhưng 

đường cong hoạt tính pH của phytase tái tổ hợp có cực đại là ở pH 5,1; trong khi 

phytase của A. niger có cực đại sơ cấp ở pH 5,5 và cực đại thứ cấp ở pH 2,2. Có thể 

việc thiếu quá trình glycosyl hoá và không biến đổi sau dịch mã là nguyên nhân chính 

làm giảm khả năng chịu nhiệt và sự ổn định pH của phytase tái tổ hợp. Do đó, việc 

biểu hiện phyA từ A. niger ở E. coli chỉ được dùng làm mô hình nghiên cứu để tăng 

cường các đặc tính lý hoá của enzyme [122]. Vi khuẩn được cho là lựa chọn cuối 
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cùng để biểu hiện enzyme phytase của nấm sợi do sự hiện diện của các codon hiếm, 

sự hình thành thể vùi và không có quá trình biến đổi sau dịch mã ở vi khuẩn. 

Tăng cường biểu hiện phyA có nguồn gốc A. niger ở nấm men P. pastoris cho 

các kết quả khả quan khi enzyme tái tổ hợp có tính bền nhiệt khá tốt. Enzyme phytase 

từ A. niger có thể giữ được 70% hoạt tính khi xử lý ở 90oC trong 5 phút và 65% hoạt 

tính khi thời gian xử lý ở 90oC lên tới 30 phút. Tuy nhiên, việc thu hồi enzyme khá 

khó khăn khi cần phải sử dụng môi trường phức hợp BMMY có chứa methanol để 

cảm ứng và giúp tiết phytase dưới dạng ngoại bào [166]. Các nghiên cứu tăng cường 

biểu hiện gen phyA mà không gây đột biến gen nào khác ở A. niger cũng đã được 

thực hiện. Trong điều kiện môi trường nuôi cấy bình thường, hoạt tính của dịch 

enzyme thô thu từ chủng đột biến tăng cường biểu hiện gen có tăng so với chủng 

hoang dại nhưng không có sự khác biệt quá lớn. Cụ thể, khi nuôi cấy trong môi trường 

có pH là 5, hoạt tính của enzyme phytase thu được chỉ cao hơn 4 lần so với chủng 

gốc và khi nuôi cấy ở môi trường có pH đạt 2,5 thì hoạt tính của enzyme phytase thu 

được cao hơn gấp 6 lần so với chủng gốc [146]. Mặt khác, trong nghiên cứu của 

chúng tôi, các chủng nghiên cứu được nuôi cấy một cách đơn giản và không cần đưa 

pH môi trường về 2,5 mà vẫn có thể thu được một lượng lớn enzyme. Điều này chứng 

minh rằng, các chủng đột biến hỏng gen điều hòa amyR, laeA, prtT, veA và đặc biệt 

là stuA là các chủng nền tiềm năng với nhiều ưu điểm để sử dụng cho các nghiên cứu 

tiếp theo nhằm tạo các chủng biểu hiện các enzyme tái tổ hợp đa mục đích có giá trị 

kinh tế phục vụ sản xuất công nghiệp.  

Hiện nay, sản lượng enzyme thu được đã tăng gấp nhiều lần khi sử dụng A. 

awamori, A. oryzae và Trichoderma làm vật chủ [128]. Sử dụng cấu trúc pEX2-

AnphyA để biểu hiện tái tổ hợp phytase từ A. niger ở A. oryzae, hoạt tính enzyme 

phytase thu được cũng rất triển vọng. Đặc biệt, chủng RIB40ΔstuA tăng cường biểu 

hiện phyA (RS1, RS2, RS3) cho hoạt tính enzyme phytase cao gấp 6,71-12,21 lần so 

với chủng hoang dại RIB40 (Hình 3.40).  
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Hình 3.40. Hoạt tính phytase của các chủng biểu hiện tái tổ hợp phyA từ A. 

niger ở A. oryzae RIB40. 

Hoạt tính phytase (U/ml) của các chủng RIB40, RIB40ΔamyR, RIB40ΔlaeA, 

RIB40ΔstuA và các chủng chuyển gen biểu hiện tái tổ hợp phyA từ A. niger tương 

ứng được so sánh khi nuôi lắc trong môi trường PSM lỏng sau 3 ngày ở 30oC. 

 

A. oryzae cũng đã được sử dụng làm vật chủ để sản xuất nhiều loại chất chuyển 

hóa thứ cấp của nấm, ví dụ như axit cyclopiazonic và 1,3,6,8-

tetrahydroxynaphthalene, chủ yếu là do A. oryzae hiếm khi tạo ra các chất chuyển 

hóa thứ cấp và có thể dễ dàng loại bỏ các gen mã hoá cho các chất chuyển hoá thứ 

cấp do A. oryzae sinh ra để tránh gây nhiễu sản phẩm trong quá trình sản xuất. Nhiều 

loại terpen từ nấm đảm đã được sản xuất thành công ở A. oryzae bằng cách biểu hiện 

tái tổ hợp các gen sinh tổng hợp tương ứng [103].  

Mặc dù sử dụng các chủng nền là chủng đột biến xoá đơn gen đều cho các kết 

quả ban đầu khá tốt, tuy nhiên, chúng tôi khuyến nghị không sử dụng các chủng đột 

biến xoá kép gen điều hoà làm chủng nền cho biểu hiện tái tổ hợp. Sử dụng hệ thống 

mới phát triển và phương pháp tái sử dụng marker chọn lọc pyrG, chúng tôi đã tạo 

được chủng đột biến khuyết dưỡng N402ΔlaeAΔstuAΔpyrG sẵn sàng cho các thí 

nghiệm xóa gen và biểu hiện gen tiếp theo (Phụ lục 34). Tuy nhiên, khi tăng cường 

biểu hiện phyA trên nền chủng đột biến xoá kép N402ΔlaeAΔstuA, hoạt tính enzyme 
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thu được ở các chủng được chèn thêm 2 bản sao gen phyA không đạt được hiệu quả 

như mong đợi, hoạt tính của các chủng tăng cường biểu hiện này chỉ cao hơn 1,44-

2,44 lần so với chủng nền (Hình 3.41). Ngoài ra, tác động hiệp đồng của một số nhân 

tố điều hoà stuA với amyR, laeA, prtT ở cả A. oryzae và A. niger đều làm giảm nghiêm 

trọng khả năng sinh trưởng của các chủng đột biến, do đó, không thích hợp để khai 

thác trong các quy trình công nghiệp (Phụ lục 28-32). 

 

Hình 3.41. Kết quả xác định số bản sao gen phyA ở các chủng tăng cường biểu 

hiện trên nền chủng đột biến N402ΔlaeAΔstuA nhờ real-time PCR (A) và định 

lượng enzyme phytase tiết ra môi trường nuôi cấy của các chủng chuyển gen 

(B). 

Việc biểu hiện phyA bởi cả A. oryzae và A. niger đã loại bỏ gen stuA đều cho 

những kết quả bước đầu khả quan và hứa hẹn sẽ đem lại cho ngành công nghiệp sản 

xuất enzyme phytase trong tương lai gần những bước tiến mới có giá trị. Bên cạnh 

đó, đây cũng là bước khởi đầu cho các nghiên cứu chuyên sâu hơn để hình thành hệ 

thống sản xuất enzyme/protein tái tổ hợp công nghiệp ở nấm sợi A. oryzae và A. niger 

nhờ chủng xoá gen stuA. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

Kết luận:  

1. Đã phát triển thành công hệ thống chuyển gen hiệu quả cao dựa trên cơ chế trợ 

dưỡng đơn histidine và trợ dưỡng kép histidine, uridine/uracil sử dụng phương pháp 

ATMT ở A. oryzae và A. niger, với hiệu quả chuyển gen đạt 515 ± 99 thể chuyển gen 

trên 106 bào tử ở A. oryzae và 297 ± 62 thể chuyển gen trên 107 bào tử ở A. niger. 

2. Đã áp dụng thành công hệ thống chuyển gen để xóa và phục hồi gen laeA cả hai 

loài A. oryzae và A. niger.  

3. Đã đánh giá được hiệu quả xoá gen của hệ thống chuyển gen mới tạo được ở A. 

oryzae và A. niger thông qua việc xóa một số gen điều hòa (amyR, laeA, prtT, stuA, 

veA) với hiệu quả xoá gen đạt 7,32 - 89,72%. 

4. Đã thiết lập được phương án mới để nâng cao hiệu quả xoá gen ở A. oryzae và A. 

niger, gồm phương án xóa nhiều gen ở cùng một chủng nấm sử dụng marker chọn 

lọc pyrG, và sử dụng đồng thời hai marker chọn lọc là pyrG và hisB để nâng cao tỷ 

lệ xoá gen ở A. oryzae (tăng 2,6 - 3,78 lần) và ở A. niger (tăng 2,03 - 3,0 lần).  

5. Đã áp dụng thành công hệ thống chuyển gen để tạo được một số chủng nấm đột 

biến xoá gen có tiềm năng cao phục vụ nghiên cứu biểu hiện enzyme/protein tái tổ 

hợp. Tăng cường biểu hiện gen phyA mã hoá enzyme phytase ở nấm sợi A. oryzae và 

A. niger đã thu được các chủng có hoạt tính phytase cao gấp 1,44-12,21 lần so với 

các chủng ban đầu. 

 

Kiến nghị: 

1. Tiếp tục khai thác hệ thống chuyển gen và các chủng đột biến xoá gen đã tạo được 

để nghiên cứu biểu hiện một số gen mã hoá enzyme có giá trị kinh tế. 

2. Áp dụng hệ thống chuyển gen tạo được để nghiên cứu vai trò và chức năng của các 

gen tiềm năng ở nấm sợi A. oryzae và A. niger.  
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PHỤ LỤC 1. Các vector nhị thể được tạo trong nghiên cứu 

Tên vector Mô tả 

pAnH Vector dùng cho xoá hisB ở A. niger ΔpyrG 

pAoH Vector dùng cho xoá hisB ở A. oryzae ΔpyrG 

pAnHG Vector dùng cho tạo chủng đột biến khuyết dưỡng kép 

ΔhisBΔpyrG ở A. niger  

pAoHG Vector dùng cho tạo chủng đột biến khuyết dưỡng kép 

ΔhisBΔpyrG ở A. oryzae  

pEΔAnpyrG Vector loại marker pyrG ở chủng A. niger ΔlaeA 

pKH1 Vector trung gian chứa marker chọn lọc là hisB từ A. 

niger 

pKH-ΔAnamyR Vector dùng cho xoá amyR ở A. niger ΔhisB 

pKH-ΔAnlaeA Vector dùng cho xoá laeA ở A. niger ΔhisB 

pKH-ΔAnprtT Vector dùng cho xoá prtT ở A. niger ΔhisB 

pKH-ΔAnstuA Vector dùng cho xoá stuA ở A. niger ΔhisB 

pKHG-ΔAnstuA Vector chứa pyrG là marker chọn lọc thứ hai và được sử 

dụng cho xoá stuA ở A. niger ΔhisB và ΔhisBΔpyrG 

pKH-ΔAnveA Vector dùng cho xoá veA ở A. niger ΔhisB 

pKHG-ΔAnveA Vector chứa pyrG là marker chọn lọc thứ hai và được sử 

dụng cho xoá veA ở A. niger ΔhisB và ΔhisBΔpyrG 

pKHG-ΔAoamyR Vector chứa pyrG là marker chọn lọc thứ hai và được sử 

dụng cho xoá amyR ở A. oryzae ΔhisB và ΔhisBΔpyrG 

pKH-ΔAolaeA Vector dùng cho xoá laeA ở A. oryzae ΔhisB 

pKHG-ΔAolaeA Vector chứa pyrG là marker chọn lọc thứ hai và được sử 

dụng cho xoá laeA ở A. oryzae ΔhisB và ΔhisBΔpyrG 

pKH-ΔAostuA Vector dùng cho xoá stuA ở A. oryzae ΔhisB 
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Tên vector Mô tả 

pKHG-ΔAostuA Vector chứa pyrG là marker chọn lọc thứ hai và được sử 

dụng cho xoá stuA ở A. oryzae ΔhisB và ΔhisBΔpyrG 

pKO2-AostuA Vector trung gian chứa đoạn gen stuA từ A. oryzae 

pKO2ΔAnveA Vector dùng cho xoá veA ở A. niger với marker chọn lọc 

là gen kháng kháng sinh nourseothricin 

pEX2D Vector chứa marker chọn lọc là gen hisB từ A. oryzae, 

dùng cho biểu hiện gen mã hoá protein phát huỳnh quang 

đỏ DsRed dưới sự điều hoà của promoter gpdA từ A. 

nidulans 

pEX2E Vector chứa marker chọn lọc là gen hisB từ A. niger, dùng 

cho biểu hiện gen mã hoá protein phát huỳnh quang đỏ 

DsRed dưới sự điều hoà của promoter gpdA từ A. 

nidulans 

pEX2laeA Vector dùng để phục hồi/tăng cường biểu hiện gen laeA 

ở A. oryzae dưới sự điều hoà của promoter gpdA từ A. 

nidulans và pyrG là marker chọn lọc 

pEX2B-AfphyA Vector dùng để tăng cường biểu hiện gen phyA từ A. 

fumigatus dưới sự điều hoà của promoter cảm ứng amyB 

từ A. oryzae và pyrG là marker chọn lọc 

pEX2-AnphyA Vector dùng để tăng cường biểu hiện gen phyA từ A. niger 

dưới sự điều hoà của promoter gpdA từ A. nidulans và 

pyrG là marker chọn lọc 
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PHỤ LỤC 2. Các vector nhị thể dùng cho xóa gen, biểu hiện gen,                    

cắt nối tạo cấu trúc 

Tên vector Đặc điểm của vector 
Nguồn 

gốc 

pKHG Vector nhị thể pKHG mang marker chọn lọc pyrG 

từ A. oryzae và hisB từ A. niger   

** 

pKG2-ΔAnlaeA Vector dùng cho xóa gen laeA ở A. niger với 

marker chọn lọc là gen pyrG từ A. niger 

** 

pKO2ΔAnstuA Vector dùng cho xóa gen stuA ở A. niger với 

marker chọn lọc là gen kháng kháng sinh 

nourseothricin 

** 

pKG1-ΔAnstuA Vector dùng cho xóa gen stuA ở A. niger với 

marker chọn lọc là gen pyrG từ A. oryzae 

** 

pEX1 Vector nhị thể pEX1 mang cấu trúc biểu hiện gen 

GFP (gpdA promoter, gen GFP, trpC terminator) 

với marker chọn lọc là gen pyrG từ A. oryzae  

[106] 

 

pEX2BlaeA Vector nhị thể pEX2B mang cấu trúc biểu hiện gen 

laeA từ A. niger (amyB promoter, gen laeA, trpC 

terminator) với marker chọn lọc là gen pyrG từ A. 

oryzae 

** 

 

Chú thích: ** Các vector được cung cấp bởi Phòng Genomic, Phòng thí nghiệm 

Trọng điểm Công nghệ Enzym và Protein (KLEPT), Trường Đại học Khoa học Tự 

nhiên, Đại học Quốc gia Hà Nội. 
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PHỤ LỤC 3. Các cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu 

 

Tên mồi Trình tự (5’-3’) Kích 

thước 

sản 

phẩm 

PCR 

Nguồn 

gốc 

AnhisB-P1 AGCTATGACATGATTACGAATTCGTTTGACC

TTGCGAACATA 

1011 Nghiên 

cứu 

này 
AnhisB-P2 CTCGATATCTTAATTAAGAATTTGAGAGTA

GGGAGGGTGGTG  

AnhisB-P3 CACGGGTAGTCTACCCTTCTAGGGCGTCTA

GATGGTTCGGTA   

969 

AnhisB-P4 CACAGTACACGAGGACTTCTAGGCGCTGTC

CCTGTTGATAAT  

AnhisB-P5 AAAAACACCGGTCATGAAGC 1673 

AnhisB-P6 CATGGTTCCTGACCACACAG 

AnhisB-P7 ACCAACGAGACCAAAATCCA 607 

AnhisB-P8 GGCAAAACTCTGCAATCCAT 

AnhisB-F2 GGGGAATTCGAGCTCGCCGAACTACACTG

CTGTCA (EcoRI, SacI) 

1638 

AnhisB-R2 GGGACTAGTCTGAGCCTCCATCTGGTCAT 

(SpeI) 

AnhisB-F GGGACTAGTGCCGAACTACACTGCTGTCA 

(SpeI) 

1632 

AnhisB-R GGGGGATCCCTGAGCCTCCATCTGGTCAT 

(BamHI) 

AnhisB-F1 GGGGTTGAGATCAGTGGAGA 1892 

AnpyrG-R1 TAATGCGGGAATGGAAAGAG 

AnamyR-P1 GGGGAATTCGATTGGCTCTCATCCCGATA 1076 



 

5 

 

(EcoRI) 

AnamyR-P2 GGGGAGCTCAGTTTCGGTGGTCAAGATGG 

(SacI) 

AnamyR-P3 GGGGGATCCTTCATCTCCCCGTTCTTGTC 

(BamHI) 

1194 

AnamyR-P4 GGGAAGCTTCCTCATATTTTCGCCTTCCA 

(HindIII) 

AnamyR-orf-

F 

GGGCACGTGCCCTTCCCCAGATTTCTCTC 

(PmlI) 

624 

AnamyR-orf-

R 

AATTGGTTGAGTCGGGTGAG 

AnhisB-M ATTAGGACGGCGTGTACGAG 1731 

AnamyR-P6 GACGTGGGTCATGGAGAGTT 

AnlaeA-P1 GGGGAATTCGGTGCTAGGGAAGCCATGTA 

(EcoRI) 

1407 *** 

AnlaeA-P2 GGGACTAGTTGAAGTCCAAGGATCGGTTC 

(SpeI) 

AnlaeA-P3 GGGTCTAGAAGGGCCATCCTACCTGTTCT 

(XbaI) 

1163 

AnlaeA-P4 GGGAAGCTTCGACGTTCTCACAATCGAAC 

(HindIII) 

AnlaeA-P5 CCTATACAGCCTCCCAACCA 788 

AnlaeA-orf-

R 

CGTCAAGGAGATGGAATTGG 

AnphyA-orf-

F 

GGGCACGTGAATTGCTGCTGTGCAAGAAA 

(PmlI) 

1729 Nghiên 

cứu 

này 
AnphyA-orf-

R 

GGGGCGCGCAAGGGAATTGGGTTTGATTG 

(BssHII) 
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AnprtT-P1 GGGGAATTCGCTGCTGTTGTGGAAGACAC 

(EcoRI) 

1202 

AnprtT-P2 GGGGAGCTCGGCAGGCAATCTGGAGAGTA 

(SacI) 

AnprtT-P3 GGGACTAGTTACGTAGCGGACCTTGACTAT

GAGGA (SpeI, SnaBI) 

1257 

AnprtT-P4 GGGAAGCTTTGCTGCCTTGGAAAAGAAAC 

(HindIII) 

AnprtT-P5 GATAAGCAGGGAACCGAACA 1067 

AnprtT-P6 ACCTGGGGAGTGATCTAGCA 

AnhisB-M ATTAGGACGGCGTGTACGAG 1728 

AprtT-P7 TAATAATTCTCGGCGGCATC 

AnstuA-P1 AAGAATTCTTGTTGTCCTGCTTTCATGG 

(EcoRI) 

1245 *** 

AnstuA-P2 GGGAGCTCAGTCAGATTCGGGGTGCAG 

(SacI) 

AnstuA-P3 AAGGATCCCTGGTTTCCCTTTCTTGGAG 

(BamHI) 

1102 

AnstuA-P4 GGTCTAGACGGTCAGCCTTTCAACTATG 

(XbaI) 

AnstuA-orf-

F2 

AAACGATCCCGTCTCATCCTTA 704 

AnstuA-orf-

R 

GGCTTAAGCCGACGACGACCCATGAC 

AnstuA-orf-

F 

ATGAACCAAACACAATCCTACATCG 2340 

AnstuA-P5 ATACCCTGCCGTGCTGAAT 

AnhisB-M ATTAGGACGGCGTGTACGAG 1756 
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AnstuA-R3 ATCCCAATCTGCACTTCCAC Nghiên 

cứu 

này 

AnveA-P1 GGGGAATTCGCCTTTCTTGGGTTGGATTT 

(EcoRI) 

1441 *** 

AnveA-P2 GGGACTAGTATTGACCTGCTGTGGCATTA 

(SpeI) 

AnveA-P3 AAAGGATCCGATCGACAGAAGGGAAACCA 

(BamHI) 

1072 

AnveA-P4 GGGAAGCTTCGCAAGGGAGAAAAAGAGTG 

(HindIII) 

AnveA-orf-F GGACTGGCTAAGGAGGAGGA 1033 Nghiên 

cứu 

này AnveA-cf-R GCGTTCCTCATCAAAGTCGT 

AnhisB-M ATTAGGACGGCGTGTACGAG 1761 

AnveA-P5 CCCGTAGTCGTGGTAGTCGT 

AoamyR-P1 GAGTCAGAGCCTAGCCAGAGCTGGTTTTCC

ACGCCATCTCTA 

1088 

AoamyR-P2 TGTAGTTCGGCACTAGTGAGCTTTCCTTTTC

GGATGTTGAGG 

AoamyR-P3 GGGGGATCCTCACAACCCTATCCCGAATC 

(BamHI) 

1102 

AoamyR-P4 GGGAAGCTTGCTACGTGCTGGAAGACTCC 

(HindIII) 

AoamyR-F GGGGAGCTCTTCGCTATCCCTCGCTTTTA 

(SacI) 

1157 

AoamyR-R GGGACTAGTTTTTTGGTACGTGGTGGTGA 

(SpeI) 
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AnhisB-M ATTAGGACGGCGTGTACGAG 1829 

AoamyR-R1 GACGTGGGTCATGGAGAGTT 

AohisB-P1 ATTAAGATATCGAGCTCACTAGGGCTTCTC

GCGTCTTGTAAC 

1414 

AohisB-P2 GTAGAAGCTGCCCGCGGACTAGGCTGATGG

AGGATGGTGTTT 

AohisB-P3 CACGGGTAGTCTACCCTTCTAGAAAAGGAG

GGCCAATTCTGT 

1374 

AohisB-P4 CACAGTACACGAGGACTTCTAGGAACGGGA

CTTTCCACTTCA 

AohisB-P5 CGAAAACCGTACATCGGACT 1630 

AohisB-P6 CCGGCTTTCAACTCCAAATA 

AohisB-P7 GGGGAATTCGCTGCGATCTGGAGAAAAAC 

(EcoRI) 

2463 

AohisB-P8 GGGAAGCTTACTAGTCGTACCGGGACAAG

GAAGTA (HindIII, SpeI) 

AohisB-F GCGTACAGCCTCCCTCACTA 625 

AohisB-R AGAGTCACACCCGCTTCTTG 

AolaeA-P1 GGGGAATTCCCCACTGCCCAGACATCTAT 

(EcoRI) 

1221 

AolaeA-P2 GGGGAGCTCGAGGATTCAGGGGGAGAATC 

(SacI) 

AolaeA-P3 GGGGGATCCTGTGGAAGTGTGATGGGATG 

(BamHI) 

1268 

AolaeA-P4 GGGAAGCTTACTCACCCAAAACGCCATAA 

(HindIII) 
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AolaeA-P5 CTGGTCACCGTCTTGGTTTT 1515 

AolaeA-P6 GCAACCTTTCTTTCGTGCTC 

AolaeA-P8 CCGAACCTCCTACCAGTACC 1667 

AnhisB-R1 CCTCGGATCAGCGACATAAT 

AostuA-orf-

F 

GGGGATATCCACGTGTACCGGCTCTCAGTT

TACCG (EcoRV, PmlI) 

2534 

AostuA-orf-

R 

GGGTCTAGAGCGCGCACGGCCAGAAAGAA

GTACCA (XbaI, BssHII) 

AostuA-del-

F 

TCAAGAGCGAAAAGGTTCGT 628 

AostuA-del-

R 

GCTTGCATCCCTTGCATATT 

AostuA-O5 ACGCTGCATAGCGATTTTCT 1761 

AnhisB-M ATTAGGACGGCGTGTACGAG 

pyrG-orf-F ATGTCTTCCAAGTCGCAATT 899 [105] 

pyrG-orf-R TATTGCGCACCAACACG 

AnpyrG-P4 GTCTTCTCATCCGCCATGTT 2083 *** 

AnpyrG-orf-

R 

ACTACCCGTGCTCGACATT 

AnpyrG-orf-

F 

TCTTTCCATTCCCGCATTA 1047 

AnpyrG-orf-

R 

ACTACCCGTGCTCGACATT 

AnpyrG-P5T GGACTAGTCCGCGGGCAGCTTCTACTTGCT

TGCAC (SacII) 

1616 

 

AnpyrG-P6T GGTCTAGATACGTAGACTACCCGTGCTCGA

CATT (XbaI) 

AnpyrG-M1 GGGGAATTCGCAGCTTCTACTTGCTTGCAC 1634 
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(EcoRI) Nghiên 

cứu 

này AnpyrG-M2 GGGGAATTCGACTACCCGTGCTCGACATT 

(EcoRI) 

DsRed-F AACTCGAGCACGTGCTTAAGGATATCATG

GCCTCCTCCGAGG (XhoI, PmlI, AflII, EcoRV) 

729 [105] 

DsRed-R AAGGATCCCCGCGGGAGCTCGATATCCT

ACAGGAACAGGTGGTGGC (BamHI, SacII, 

SacI, EcoRV) 

DsRed-cf-F ATGGCCTCCTCCGAGG 678 Nghiên 

cứu 

này 
DsRed-cf-R CTACAGGAACAGGTGGTGGC 

GFP-F ATGGTGAGCAAGGGCGAG 720 [105] 

GFP-R TCACTTGTACAGCTCGTCCATGC 

AfphyA-F GGGCACGTGATGAAAAAGCTATATAATGG

CCGG (PmlI) 

1510 Nghiên 

cứu 

này 
AfphyA-R GGGGATCCTCAACTAAAGCACTCTCCCCA 

(BamHI) 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 597 *** 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

NAT-F ACTGGATGGGTCCTTCACC 483 

NAT-R CTCATGTAGAGCGCCTGCT 

NAT-F1 GAGCAGGCGCTCTACATGA 1574 

AnveA-P5 CCCGTAGTCGTGGTAGTCGT 

pyrG-RT-F CGGAAACACAGTCCAAAAGC 196 Nghiên 

cứu 

này pyrG-RT-R CAAAGATCCCTTGGAGGTCA 
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AnphyA-RT-

F 

GCGTCAAGTTCTACCAGCGATA 187 

AnphyA-RT-

R 

TCTGAAATGACCACGTCGATCT 

AngpdA-RT-

F 

TACGAGGAGGGTCTGATTGTCA 188 

AngpdA-RT-

R 

GAAGGAGCAGAGATGACGACCT  

AnabaA-RT-

F 

TATGTGGGTAAACGAGCCAGAC  194 

AnabaA-RT-

R 

AGATAATGTCGCAGTCCAACGA  

AnbrlA-RT-

F 

CTACCTCTGGGACCGATACACC  198 

AnbrlA-RT-

R 

ATTGGACTTGCTTGATGATGGA  

AnstuA-RT-

F 

AAACGATCCCGTCTCATCCTTA  177 

AnstuA-RT-

R 

CATACTCGGTCTCATGCTCTGG  

RT-

HAL_nigF  

GCACGAGACAGTCCCGTCTTA  138 [53] 

RT-

HAL_nigR 

GGTTACCGCATCGAGTACCT  

RT-

BZip_nigF  

CTTCACATCATCTTCCTGTGCTA  146 

RT-

BZip_nigR 

CACAGTCGGCGAGCCTAGAA  

RT-

P450_nigF  

GCAAGGGATCACGCCAGTGT  134 

RT-

P450_nigR 

GTCACCATGTAGCTGGACATCA  

RT- CGAACATGCTCGAGCACGCTT  143 
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Chú thích: *** Các cặp mồi được cung cấp bởi Phòng Genomic, Phòng Thí nghiệm 

Trọng điểm Công nghệ Enzym và Protein (KLEPT), Trường Đại học Khoa học Tự 

nhiên, Đại học Quốc gia Hà Nội. 

 

 

 

 

NRPS_nigF  

RT-

NRPS_nigR 

CCACTCTTGCAACTGCTGTTGA  

RT-

PKS_nigF  

GTCCTGTCCGAGATTCGACGA  124 

RT-

PKS_nigR 

CTCCAATGAGAAGGTATGACGCA  

qFUM1nigF  CTCAGCATGTGGAGGTATTGGA  139 [54] 

qFUM1nigR GATGCTGGCACGCGGAATGT  

RT-Anact-F CTGCTCTTGCTCCTTCTTCCAT  138 Nghiên 

cứu 

này RT-Anact-R CGTCGTACTCCTGCTTGGAGAT  

RT-AnsarA-

F 

CTCGTCGTCTGTGGAAGGACTA  164 

RT-AnsarA-

R 

GATCTTGTTTCCGAGGATCAGG  

RT-Ancox5-

F 

GGTGTGCAGTGGATGGGTAGTA  123 

RT-Ancox5-

R 

GTAGAACAGAGGCGAAGGATCG  
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PHỤ LỤC 4. Danh mục thiết bị sử dụng trong nghiên cứu 

Tên thiết bị Xuất xứ 

Bể điện di nằm ngang Bio-Rad Hoa Kỳ 

Cân kỹ thuật điện tử Precisa Thụy Sỹ 

Kính hiển vi quang học Olympus Nhật Bản 

Kính hiển vi huỳnh quang Carl Zeiss Đức 

Lò vi sóng Panasonic Nhật Bản 

Máy chuyển gen bằng xung điện Bio-Rad Hoa Kỳ 

Máy đo pH Meter F-51 Thụy Sỹ 

Máy đo quang phổ Thermo Hoa Kỳ 

Máy heat-block Corning Hoa Kỳ 

Máy iQ5 real-time PCR, Bio-rad Hoa Kỳ 

Máy lắc  Trung Quốc 

Máy ly tâm lạnh Eppendorf Đức 

Máy ly tâm Sigma Hoa Kỳ 

Máy ly tâm thường Eppendorf Đức 

Máy PCR Bio-Rad MyCycler Hoa Kỳ 

Máy real-time PCR Rotor-Gene Q, Qiagen Đức 

Máy soi gel Bio-Rad Hoa Kỳ 

Máy vortex Cyclone Anh 

Nồi khử trùng ALP Nhật Bản 

Pipetman, Gilson Pháp 

Thiết bị khuấy từ IKA RET basic Đức 

Tủ âm Sanyo Nhật Bản 

Tủ cấy vi sinh an toàn cấp 2 Nuaire Hoa Kỳ 

Tủ lạnh Hitachi Nhật Bản 

Tủ ổn nhiệt Memmert Đức 

Tủ sấy Memmert Đức 
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PHỤ LỤC 5. Kết quả tạo chủng đột biến khuyết dưỡng histidine NsHlD1 

 

Chú thích: (A)  Kết quả chuyển gen xóa hisB từ A. oryzae NsPlD1 với các mốc thời 

gian đồng nuôi cấy khác nhau. (B) Khả năng sinh trưởng của các chủng đột biến 

khuyết dưỡng khi môi trường M+Met+Uri+Ura được bổ sung các nồng độ histidine 

khác nhau (0,01%-1%). Chủng NsPlD1 được sử dụng làm đối chứng. Các đĩa được 

ủ ở 30oC trong 4 ngày. (C) Xác nhận các chủng đột biến khuyết dưỡng bằng PCR với 

cặp mồi đặc hiệu AohisB-P5/AohisB-P6 và AohisB-F/AohisB-R. M là DNA marker 

1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). 
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PHỤ LỤC 6. Kết quả biểu hiện protein phát huỳnh quang đỏ DsRed ở chủng 

NsHlD1 khuyết dưỡng histidine 

 

Chú thích: Khuẩn lạc nấm xuất hiện trên môi trường chọn lọc M+Met có bổ sung 

cefotaxime (300 mg/l) sau 5 ngày ở 30oC. Kết quả xác nhận sự tích hợp của gen 

DsRed vào hệ gen nấm nhờ PCR với cặp mồi đặc hiệu DsRed-F/DsRed-R và sự phát 

quang của chủng chuyển gen ở bước sóng thích hợp. Vector pEX2D được sử dụng 

cho chuyển gen. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). 
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PHỤ LỤC 7. Sơ đồ tóm tắt hiệu suất chuyển gen với các marker trợ dưỡng 

khác nhau ở A. oryzae 
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PHỤ LỤC 8. Kết quả bổ trợ chéo gen laeA từ A. niger vào A. oryzae RIB40

 

Chú thích: Cấu trúc pEX2BlaeA chứa toàn bộ vùng ORF của gen laeA từ A. niger 

được sử dụng để chuyển gen vào chủng RIB40ΔlaeAΔpyrG. Khả năng sinh trưởng 

trên một số nguồn cacbon khác nhau của chủng bổ trợ chéo so với chủng hoang dại 

RIB40 và chủng đột biến xoá gen laeA (RIB40ΔlaeA). Các đĩa được ủ ở 30oC trong 

4 ngày. Khả năng phục hồi sự hình thành bào tử của chủng bổ trợ chéo laeA từ A. 

niger. Nồng độ bào tử trung bình ± SD và sự khác biệt có ý nghĩa thống kê được kiểm 

định Student’s t-test, *** p <0,001. 
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PHỤ LỤC 9. Mức độ tương đồng của protein LaeA ở một số loài nấm sợi 
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PHỤ LỤC 10. Cấu trúc xoá gen stuA ở A. niger 

 

Chú thích: Vector pKH-∆AnstuA dùng để xoá stuA ở A. niger với marker chọn lọc 

là gen hisB được tạo nhờ thay thế gen kháng kháng sinh nourseothricin ở vector 

pKO2∆AnstuA. Vector pKH-∆AnstuA mới tạo được kiểm tra nhờ xử lý với enzyme 

cắt giới hạn XbaI. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). 
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PHỤ LỤC 11. Cấu trúc xoá gen stuA ở A. niger sử dụng marker chọn lọc pyrG  

 

Chú thích: (A) Vector xoá stuA ở A. niger (pKG1-∆AnstuA) được cung cấp bởi 

Phòng Genomic, Phòng Thí nghiệm Trọng điểm Công nghệ Enzym và Protein, 

Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia Hà Nội. (B) Kết quả biến nạp 

vector pKG1-∆AnstuA vào E. coli DH5. (C) Xác nhận cấu trúc pKG1-∆AnstuA nhờ 

PCR với cặp mồi AnstuA-orf-F/AnstuA-P5. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher 

Scientific, Hoa Kỳ). 
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PHỤ LỤC 12. Kết quả so sánh hiệu suất xóa gen stuA ở nấm sợi A. niger N402 

với các marker chọn lọc khác nhau 
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PHỤ LỤC 13. Kết quả xoá gen amyR ở A. oryzae và A. niger 

 

Chú thích: (A) Kết quả sàng lọc các chủng chuyển gen xoá amyR trên môi trường 

CDA và môi trường CDA với tinh bột là nguồn cacbon duy nhất. Các đĩa được ủ ở 

30oC trong 4 ngày. (B) Sơ đồ xác nhận xoá amyR nhờ PCR với các vị trí bám mồi 

đặc hiệu. (C) Kết quả xác nhận xóa gen amyR nhờ PCR với các cặp mồi đặc hiệu (-) 

là đối chứng âm. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). 
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PHỤ LỤC 14. Kết quả xóa gen prtT ở A. niger 

 

Chú thích: (A) Sơ đồ xác nhận xoá prtT nhờ PCR với các vị trí bám mồi đặc hiệu. 

(B) Kết quả xác nhận xóa gen prtT nhờ PCR với các cặp mồi AnhisB-P7/AnhisB-P8 

và AnprtT-P5/AnprtT-P6. (-) là đối chứng âm. M là DNA marker 1 kb (Thermo 

Fisher Scientific, Hoa Kỳ). (C) Kết quả kiểm tra các chủng xoá gen prtT trên môi 

trường CDA sử dụng các nguồn nitơ khác nhau. Các đĩa được ủ ở 30oC trong 4 ngày. 
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PHỤ LỤC 15. Kết quả xoá gen veA ở A. niger N402 sử dụng marker chọn lọc là 

gen kháng kháng sinh nourseothricin (NAT) 

 

Chú thích: (A) Kết quả xoá gen veA ở A. niger N402 sử dụng phương pháp ATMT 

và marker chọn lọc là gen kháng kháng sinh nourseothricin. Các đĩa được ủ ở 30oC 

trong 5 ngày. (B) Sơ đồ xác nhận xoá veA nhờ PCR với các vị trí bám mồi đặc hiệu. 

(C) Kết quả xác nhận xóa gen veA nhờ PCR với các cặp mồi NAT-F/NAT-R và NAT-

F1/AnveA-P5. (-) là đối chứng âm. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, 

Hoa Kỳ). 
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PHỤ LỤC 16. Cấu trúc xoá gen veA ở A. niger 

 

Chú thích: Vector pKH-∆AnveA dùng để xoá veA ở A. niger với marker chọn lọc là 

gen hisB được tạo nhờ thay thế gen kháng kháng sinh nourseothricin ở vector 

pKO2∆AnveA. Vector pKH-∆AnveA mới tạo được kiểm tra nhờ xử lý với enzyme cắt 

giới hạn XbaI. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). 
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PHỤ LỤC 17. Khả năng hình thành bào tử của chủng xoá gen veA ở A. niger 

 

Chú thích: 10 l bào tử (106 bào tử/ml) được cấy điểm trên các đĩa môi trường PDA. 

A. niger N402 được sử dụng làm đối chứng. Các đĩa được ủ ở 30oC trong 4 ngày. 
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PHỤ LỤC 18. Đặc điểm hình thái và cấu trúc cuống sinh bào tử của các chủng 

A. oryzae  

 

Chú thích: Các chủng A. oryzae được nuôi cấy trên môi trường CDA ở 30oC trong 

4 ngày và nuôi cấy trên CDA bằng phương pháp nuôi cấy trên tiêu bản trong 3 ngày 

ở 30oC. Tiêu bản được sử dụng để quan sát trực tiếp dưới kính hiển vi Olympus với 

độ phóng đại 400 lần. 
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PHỤ LỤC 19. Đặc điểm hình thái và cấu trúc cuống sinh bào tử của các chủng 

A. niger  

 

Chú thích: Các chủng A. niger được nuôi cấy trên môi trường CDA ở 30oC trong 4 

ngày và nuôi cấy trên CDA bằng phương pháp nuôi cấy trên tiêu bản trong 3 ngày ở 

30oC. Tiêu bản được sử dụng để quan sát trực tiếp dưới kính hiển vi Olympus với độ 

phóng đại 400 lần. 
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PHỤ LỤC 20. Khả năng sinh trưởng của các chủng A. oryzae trên các nguồn 

cacbon khác nhau 

 

Chú thích: A. oryzae RIB40 được sử dụng làm đối chứng. Các đĩa được ủ ở 30oC 

trong 4 ngày. 
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PHỤ LỤC 21. Khả năng sinh trưởng của các chủng A. niger trên các nguồn 

cacbon khác nhau 

 

Chú thích: A. niger N402 được sử dụng làm đối chứng. Các đĩa được ủ ở 30oC trong 

4 ngày. 
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PHỤ LỤC 22. Khả năng đáp ứng stress thẩm thấu NaCl và sorbitol của các 

chủng A. oryzae với các nồng độ khác nhau 

 

Chú thích: A. oryzae RIB40 được sử dụng làm đối chứng. Các đĩa được ủ ở 30oC 

trong 4 ngày. 
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PHỤ LỤC 23. Khả năng đáp ứng stress thẩm thấu NaCl và sorbitol của các 

chủng A. niger với các nồng độ khác nhau 

 

Chú thích: A. niger N402 được sử dụng làm đối chứng. Các đĩa được ủ ở 30oC trong 

4 ngày. 
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PHỤ LỤC 24. Đặc điểm hình thái của các chủng đột biến xóa gen trên các môi 

trường đặc hiệu 

 

 

 

Chú thích: 10 l bào tử (106 bào tử/ml) được cấy điểm trên các đĩa môi trường khác 

nhau. A. niger N402 được sử dụng làm đối chứng. Các đĩa được ủ ở 30oC trong 4 

ngày; đối với môi trường MM (ASP-N)+MacConkey+Sữa gầy, các đĩa được ủ ở 30oC 

trong 3 ngày.  
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PHỤ LỤC 25. Sơ đồ so sánh quá trình tạo chủng đột biến xoá kép laeA và stuA 

ở A. niger N402 (N402ΔlaeAΔstuA) với việc sử dụng 2 marker chọn lọc và tái sử 

dụng marker chọn lọc pyrG 
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PHỤ LỤC 26. Sự phân phối các giá trị ngưỡng chu kỳ (Ct) cho các gen tham 

chiếu trên các mẫu thí nghiệm ở A. niger 

 

Chú thích: Đường cắt ngang qua hộp thể hiện giá trị trung vị. Hộp cho giá trị phân 

vị thứ 25 và 75. 
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PHỤ LỤC 27. Mức độ biểu hiện của các gen mã hóa cho quá trình sinh độc tố 

nấm ở một số chủng xóa gen thông qua định lượng real-time PCR 

 

 

Chú thích: Mức độ biểu hiện mRNA của các gen hal, bZIP, p450, nrps, pks mã hoá 

cho quá trình sinh độc tố ochratoxin A (OTA) và fum1 mã hoá cho quá trình sinh độc 

tố fumonisin B2 (FB2) ở A. niger N402, N402∆laeA, N402∆stuA, N402∆laeA∆stuA 

được so sánh sử dụng gen tham chiếu cox5. Các chủng nấm được nuôi lắc trong môi 

trường CD lỏng. 
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PHỤ LỤC 28. Kết quả tạo chủng đột biến xoá kép N402∆amyR∆stuA 

 

Chú thích: (A) Hình ảnh chuyển gen xoá stuA ở N402∆amyR∆pyrG. (B) Sơ đồ xác 

nhận xoá stuA nhờ PCR với các vị trí bám mồi đặc hiệu. (B) Kết quả xác nhận xóa 

gen stuA nhờ PCR với các cặp mồi AnstuA-orf-F2/AnstuA-orf-R và AnstuA-orf-

F/AnstuA-P5, (-) là đối chứng âm. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, 

Hoa Kỳ). 
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PHỤ LỤC 29. Ảnh hưởng của nguồn cacbon tới khả năng sinh trưởng của 

chủng xoá kép N402∆amyR∆stuA 

 

Chú thích: (A) Khả năng sinh trưởng của chủng xoá kép N402∆amyR∆stuA trên các 

nguồn cacbon khác nhau (sucrose, glucose, maltose, cellulose, lactose, tinh bột) sau 

4 ngày ở 30oC được so sánh với các chủng N402, N402∆stuA và N402∆amyR. (B) 

Đường kính khuẩn lạc của các chủng nấm trên các nguồn cacbon khác nhau.  
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PHỤ LỤC 30. Kết quả tạo chủng đột biến xoá kép N402∆prtT∆stuA 

 

Chú thích: (A) Hình ảnh chuyển gen xoá stuA ở N402∆prtT∆pyrG. (B) Kết quả sàng 

lọc chủng xoá kép N402∆prtT∆stuA trên môi trường CDA. (C) Kết quả xác nhận xóa 

gen stuA nhờ PCR với các cặp mồi AnstuA-orf-F2/AnstuA-orf-R và AnstuA-orf-

F/AnstuA-P5. (-) là đối chứng âm. M là DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, 

Hoa Kỳ). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

40 

 

PHỤ LỤC 31. Ảnh hưởng của nguồn cacbon tới khả năng sinh trưởng của 

chủng xoá kép N402∆prtT∆stuA 

 

Chú thích: (A) Khả năng sinh trưởng của chủng xoá kép N402∆prtT∆stuA trên các 

nguồn cacbon khác nhau (sucrose, glucose, maltose, cellulose, lactose, tinh bột) sau 

4 ngày ở 30oC được so sánh với các chủng N402, N402∆stuA và N402∆prtT. (B) 

Đường kính khuẩn lạc của các chủng nấm trên các nguồn cacbon khác nhau. 
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PHỤ LỤC 32. Ảnh hưởng của nguồn cacbon tới khả năng sinh trưởng của 

chủng xoá kép RIB40∆laeA∆stuA 

 

Chú thích: (A) Khả năng sinh trưởng của chủng xoá kép RIB40∆laeA∆stuA trên các 

nguồn cacbon khác nhau (sucrose, glucose, cellulose, galactose, lactose) sau 4 ngày 

ở 30oC được so sánh với các chủng RIB40, RIB40∆laeA và RIB40∆stuA. (B) Đường 

kính khuẩn lạc của các chủng nấm trên các nguồn cacbon khác nhau.  
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PHỤ LỤC 33. Kết quả đánh giá tỷ lệ xoá gen veA ở A. niger khi có thêm 

marker chọn lọc thứ hai (marker pyrG) 
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PHỤ LỤC 34. Kết quả tạo các chủng đột biến ∆stuA∆pyrG phục vụ cho các thí 

nghiệm chuyển gen tiếp theo 

 

Chú thích: (A) Sơ đồ xác nhận xoá pyrG ở các chủng đã xoá gen stuA nhờ PCR với 

các vị trí bám mồi đặc hiệu. (B) Kết quả xác nhận xóa pyrG nhờ PCR với các cặp 

mồi pyrG-orf-F/pyrG-orf-R và AnstuA-orf-F/AnstuA-P5. (-) là đối chứng âm. M là 

DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). (C) Kết quả kiểm tra các 

chủng ∆stuA∆pyrG trên môi trường CDA có/không bổ sung uridine/uracil. Các đĩa 

được ủ ở 30oC trong 4 ngày. 


