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TÓM TẮT
Cây cà tím (Solanummelongena), loài cây cho quả có giá trị thực phẩm và dược liệu cao, thường
dễ bị côn trùng và mầm bệnh tấn công. Trong số các phân tích chức năng các gene tham gia
vào sự đáp ứng với các tác nhân gây căng thẳng ở cà tím, phân tích định lượng biểu hiện gene
bằng RT−qPCR là một trong các phương pháp được sử dụng phổ biến và hiệu quả. Phương pháp
RT−qPCR cần phải có bước chuẩn hóa dữ liệu biểu hiện của gene mục tiêu với gene tham chiếu
(reference genes) để đảm bảo tính chính xác trong kết quả định lượng. Bài báo trình bày việc khảo
sát sự biểu hiện phiênmã của genemã hóa adenine phosphoribosyl transferase (SmAPRT) trên các
loại mô khác nhau của S. melongena trong điều kiện bình thường, và trên mô lá của các cây cà tím
bị gây vết thương cơ học hoặc xử lý với MeJA/MeSA. Cặp mồi được thiết kế để nhân bản đặc hiệu
đoạn DNA dài 103 bp từ bản sao SmAPRT. Hiệu suất phản ứng qPCR đạt 92,7% và giá trị này ở trong
phạm vi khuyến nghị (90−110%). Giá trị Ct của các phản ứng qPCR sử dụng khuôn cDNA từ các
cây xử lý gây tạo vết thương hoặc xử lý với MeJA/MeSA không có sự khác biệt có ý nghĩa thống
kê so với các giá trị Ct thuộc nghiệm thức đối chứng. Gene SmAPRT cũng biểu hiện ổn định ở mô
rễ, thân, lá, hoa và quả cà tím trong điều kiện bình thường. Do vậy, SmAPRT có thể được sử dụng
làm gene tham chiếu để chuẩn hóa dữ liệu định lượngmức độ biểu hiện gene quan tâm ở các mô
khác nhau cũng như trong đáp ứng của S. melongena với các tác nhân gây căng thẳng được mô
phỏng.
Từ khoá: gene tham chiếu, Solanum melongena, methyl jasmonate, methyl salicylate, RT-qPCR,
adenine phosphoribosyl transferase

MỞĐẦU
Cây cà tím (Solanummelongena) là loài nông sản quan
trọng và phổ biến ở các nước Châu Á, Trung Đông,
Cận Đông, Địa Trung Hải và Châu Phi. Cà tím được
sử dụng để điều trị một số bệnh như tiểu đường, viêm
khớp, hen suyễn và viêm phế quản1. Vì hiệu quả biến
nạp gene cao, cây cà tím còn được sử dụng làm cây
mô hình để nghiên cứu các tính trạng nông học khác
nhau thông qua công nghệ chuyển gene2. Hiện tại, cơ
sở dữ liệu bộ gene cà tím đã được giải mã tương đối
hoàn chỉnh, với khoảng 35.000 gene được chú thích3.
Đây là một nguồn dữ liệu hữu ích để phân tích chức
năng các genemới, đặc biệt là các gene tham gia trong
con đường truyền tín hiệu căng thẳng (stress) ở loài
này4–6.
Cây cà tím là cây hằng niên, quả mọng và được thu
hoạch liên tục, khiến cho việc bảo vệ cây khỏi nấm
bệnh và sâu hại gặp nhiều khó khăn. Hơn nữa, do
người tiêu dùng thường để nguyên vỏ quả khi chế

biến cà tím, người trồng cần hạn chế sử dụng các
loại thuốc bảo vệ thực vật trên loại cây này. Thực vật
nói chung và cây cà tím nói riêng phản ứng với các
tác nhân gây căng thẳng bằng cách cảm ứng các con
đường dẫn truyền tín hiệu, thông qua việc kích hoạt
tổng hợp các hormone thực vật hoạt động như những
tín hiệu phòng vệ bao gồm jasmonic acid (JA), sal-
icylic acid (SA) và ethylene (ET)7,8, dẫn đến những
thay đổi trong sự biểu hiện của các gene liên quan đến
cơ chế phòng vệ7,9. Việc phân tích các tác động của
tổn thương cơ học và tác động của tín hiệu gây căng
thẳng (JA/SA) đến sự biểu hiện của các gene liên quan
đến cơ chế phòng vệ có thể góp phần làm sáng tỏ cơ
chế phân tử của những quá trình này.
Ngày nay, phương pháp định lượng RT-qPCR đã trở
thành một trong những phương pháp được sử dụng
rộng rãi để định lượng nhanh chóng và chính xác
sự biểu hiện của gene ở mức phiên mã. Tuy nhiên,
sự chính xác của phương pháp định lượng RT-qPCR
phụ thuộc vào việc chọn gene tham chiếu (reference

Trích dẫn bài báo này: Vy K L U, Vi B T T, Hồng P T A, Thương N T H. Nghiên cứu sử dụng gene mã hóa
Adenine Phosphoribosyl Transferase (APRT) làm gene tham chiếu trong phân tích biểu hiện gene
theomôhoặcdưới ảnhhưởng củaxử lý stress ở cây cà tím (Solanummelongena) bằngphươngpháp
RT−qPCR. Sci. Tech. Dev. J. - Nat. Sci.; 6(3):2314-2326.
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genes) phù hợp để có thể chuẩn hóa dữ liệu biểu
hiện của các gene mục tiêu. Việc sử dụng gene tham
chiếu giúp kiểm soát sự khác biệt về số lượng và
chất lượng RNA tách chiết giữa các mẫu khảo sát,
hiệu suất của phản ứng phiên mã ngược, tính đặc
hiệu của cặp mồi và hiệu suất của quá trình nhân
bản. Một số gene giữ nhà (housekeeping genes) liên
quan đến các hoạt động thiết yếu của tế bào như các
gene mã hóa 18S rRNA, 25S rRNA, glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) và ubiquitin
(UBQ) thường được sử dụng làm gene tham chiếu
trong các phân tích RT-qPCR vì chúng có mức biểu
hiện ổn định trong các điều kiện thí nghiệm khác
nhau10–14. Tuy nhiên, các nghiên cứu gần đây chỉ ra
rằng sự biểu hiện của các gene giữ nhà cũng thay đổi
đáng kể trong nhiều trường hợp15–17. Do đó, trước
khi phân tích sự biểu hiện phiênmã của genemục tiêu
trên một hệ thống sinh học cụ thể, cần đánh giá tính
ổn định của gene tham chiếu được chọn trên chính hệ
thống đó 18,19.
Sự biểu hiện phiên mã của các gene 18S rRNA, ade-
nine phosphoribosyl transferase (APRT), GAPDH,
cyclophilin, actin, và ribulose-1,5-bisphosphate car-
boxylase (RuBP) đã được khảo sát trên 6 mô khác
nhau bao gồm lá non, lá trưởng thành, chồi, rễ, nụ
hoa và hoa 20. Kết quả phân tích dữ liệu biểu hiện
gene bằng ba thuật toán thống kê khác nhau (geNorm,
NormFinder và BestKeeper) đã cho thấy rằng 18S
rRNA, cyclophilin và APRT là các gene có sự biểu
hiện ổn định nhất ở các mô nêu trên21. Kết quả này
được ghi nhận trên 4 giống cà tím khác nhau (Pusa
Shyamla, Pusa Ankur, Pusa Kranti và Pusa Uttam), 2
dòng cà tím chuyển gene và 2 dòng cà tím bị nhiễm
tuyến trùng.
Bài báo này trình bày khả năng sử dụng APRT làm
gene tham chiếu trong phân tích biểu hiện gene bằng
phương pháp RT-qPCR ở cà tím, khi có tổn thương
cơ học hoặc dưới ảnh hưởng của xử lý với MeJA
hoặcMeSA. Tính ổn định trong sự biểu hiện của gene
SmAPRT cũng được đánh giá trên các mô khác nhau
của cây cà tím, bao gồm những mô đã được khảo sát
trước đây gồm lá non, lá trưởng thành, rễ, và hoa,
cùng những mô chưa được khảo sát như thân và quả.

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
Vật liệu nghiên cứu
Hạt cà tím (Solanummelongena L.) dòng thuần (giống
cà tím Mê Linh quả dài) được cung cấp bởi Viện Cây
ăn quảmiềnNam (SOFRI). Hạt được gieo trồng trong
nhà màng của Phòng thí nghiệm Sinh hóa Ứng dụng,
Bộ môn Sinh hóa và được định danh tại Bộ môn Sinh

thái-Sinh học tiến hóa, Khoa Sinh học−Công Nghệ
Sinh Học, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại
học Quốc gia Tp. HCM.

Thumẫumô của cà tím
Chín cây cà tím 13 tuần tuổi (Hình 1) có kích thước
đồng đều nhau được sử dụng để thu mẫu lá non, lá
trưởng thành, thân, rễ, hoa và quả. Mỗi nghiệm thức
bao gồm 3 tổ hợp, với mỗi tổ hợp bao gồm 3 cây cà
tím.

Xử lý tạo vết thương cơ học và xử lý với tín
hiệu căng thẳng (MeJA/MeSA) trên cây cà
tím
Bamươi sáu cây cà tím 6 tuần tuổi, có kích thước đồng
đều, không bị côn trùng và mầm bệnh tấn công được
lựa chọn cho 4 nghiệm thức bao gồm xử lý tạo vết
thương, xử lý với MeJA, xử lý với MeSA và đối chứng.
Mỗi nghiệm thức có 3 tổ hợp, với mỗi tổ hợp bao gồm
3 cây cà tím.
Ởnghiệm thức xử lý tạo vết thương: một lá ở tầng trên
cùng (ngay dưới chồi cây) bị gây tổn thương cơ học
bằng cách dùng kẹp hemostate bấm 3 đường ngang
qua gân chính và gân phụ của lá (Hình 2). Sau 24 giờ
xử lý, một lá nguyên vẹn ở ngay tầng dưới của lá bị gây
tổn thương được thu nhận và bảo quản trong nitrogen
lỏng.
Ởnghiệm thức xử lý vớiMeJA:mỗi cây được đặt trong
một hộp thủy tinh kín có chứamột mẩu giấy lọc được
tẩm6,8mgMeJA22 (Hình 2). Sau 2 giờ xử lý, cây được
đặt trở lại điều kiện sinh dưỡng bình thường trước đó
để tiếp tục tăng trưởng. Sau 24 giờ, mô lá của mỗi cây
được thu nhận và bảo quản trong nitrogen lỏng.
Ở nghiệm thức xử lý với MeSA: thực hiện tương tự
như nghiệm thức xử lý MeJA, với mẩu giấy lọc được
tẩm 3 mg MeSA23 (Hình 2).
Ở nghiệm thức đối chứng (control): cây không bị gây
tạo vết thương và không trải qua xử lý MeJA hoặc
MeSA.

Tách chiết RNA tổng số và tổng hợp cDNA
Mẫumô cà tím từmỗi tổ hợp được nghiền thành dạng
bột trong nitrogen lỏng. RNA tổng số được tách chiết
từ 50 mg bột mô bằng kít EZ-10 Spin column Plant
RNA Mini-preps (Bio Basic, Canada). DNA bộ gene
còn hiện diện trong mẫu RNA tách chiết được loại
bỏ theo hướng dẫn của kít RapidOut DNA Removal
(Thermo Scientific, USA).MẫuRNA có chất lượng tốt
thường hiển thị rõ 2 vạch 28S và 18S khi điện di trên
gel agarose 1%. Chất lượng RNA được đánh giá dựa
trên tỷ lệ của sự hấp thụ tại bước sóng 260 và 280 nm
(A260/A280). Hàm lượng RNA được xác định bằng
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Hình 2: Thí nghiệmmô phỏng cây cà tím chịu tác động của các tác nhân gây căng thẳng

Hình1: Cây cà tím 13 tuần tuổi được sử dụng để thu
cácmẫumô lá non, lá trưởng thành, thân, rễ, hoa và
quả

phương pháp đo mật độ quang trên máy quang phổ
NanoVue Plus 7415 (Biochrom, UK). Quá trình tổng
hợp cDNA được thực hiện theo hướng dẫn của kít
Reverse transcriptaseAid First Strand (ThermoFisher
Scientific, USA), sử dụng 1,5 µg RNA cho phản ứng
có thể tích 20 µL. cDNAđược sử dụng làm khuôn cho
các phản ứng qPCR.

Thiết kế cặp mồi nhân bản đặc hiệu một
đoạn trình tự DNA từ bản sao của gene
SmAPRT
Mồi xuôi SmAPRT-qF và mồi ngược SmAPRT-qR sử
dụng trong phản ứng RT-qPCR được thiết kế dựa
trên trình tự mã hóa APRT (Genbank: JX448345) 21

theo nguyên tắc sau: i/ Chiều dài của mồi (bp), hàm
lượng GC (%) và nhiệt độ nóng chảy (◦C) trong
khoảng khuyến nghị và các thông số này được kiểm
tra bằng phần mềm OligoAnalyzer 3.1 20; ii/ Khoảng
cách giữa mồi xuôi và mồi ngược dao động trong
khoảng 75−150 bp; iii/ Ít nhất một trong hai mồi
bắt cặp bổ sung với vùng trình tự tiếp nối giữa hai
exon kề nhau để mồi chỉ bắt cặp với SmAPRT cDNA
nhưng không bắt cặp với trình tự genemục tiêu (trong
trường hợp DNA bộ gene còn lẫn trong mẫu RNA
tách chiết); iv/ Cặpmồi bắt cặp đặc hiệu vớimột trình
tự duy nhất là bản sao của gene SmAPRT.

Khảo sát nhiệt độ gắn mồi và kiểm tra tính
đặc hiệu củamồi trong phản ứng qPCR
Phản ứng qPCR được thực hiện trên hệ thống real-
time PCR CFX96-Touch system (BioRad, USA) tại 4
điểm nhiệt độ gắn mồi (Ta): 52 ◦C; 55 ◦C; 56,3 ◦C và
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60 ◦C.Thành phần của phản ứng qPCR (tổng thể tích
12,5 µL) bao gồm: 6,7 µL nước đã loại nuclease; 1,25
µL đệm phản ứng h-Taq 10X; 0,6 µL MgCl2 50 mM;
0,25 µL dNTP 10 mM; 0,5 µL mồi xuôi SmAPRT-qF
10 mM; 0,5 µL mồi ngược SmAPRT-qR 10 mM; 0,6
µL EvaGreen® Dye 20X; 0,1 µL SolGentTM h-Taq
DNA polymerase 2,5 U/µL; 2 µL cDNA. Chu trình
nhiệt của phản ứng qPCR như sau: 95 ◦C/ 15 phút,
40 chu kỳ của 95 ◦C (20 giây), Ta

◦C (40 giây) và 72
◦C (6 giây), trong đó Ta (annealing temperature) là
nhiệt độ gắn mồi. Đường cong nóng chảy (melting
curve) sau khi phản ứng qPCR kết thúc được thiết lập
theo chương trình nhiệt độ như sau: tăng dần nhiệt
độ từ 55 đến 95 ◦C, mỗi lần tăng 0,5 ◦C, giữ lại trong
5 giây và đọc tín hiệu. Nhiệt độ gắn mồi được chọn
để thực hiện các khảo sát tiếp theo là nhiệt độ tại
đó mẫu chứng âm cho kết quả âm tính (không ngoại
nhiễm), còn mẫu khảo sát chỉ cho một đỉnh tín hiệu
huỳnh quang duy nhất trong khoảng 75−90 ◦C trên
đường cong nóng chảy (ứng với sản phẩm nhân bản
đặc hiệu); đồng thời, phản ứng tại nhiệt độ gắnmồi đó
có giá trị chu kỳ ngưỡng Ct thấp nhất. Để kiểm chứng
rằng phản ứng qPCR với cặp mồi trên đã tạo ra sản
phẩm nhân bản duy nhất và đặc hiệu, sản phẩm nhân
bản được điện di trên gel agarose 1%, được tinh sạch
và gửi giải trình tự hai chiều với mồi SmAPRT-qF và
SmAPRT-qR tại 1st Base (Malaysia).

Khảo sát hiệu suất nhân bản
Hiệu suất nhân bản của phản ứng qPCR với cặp mồi
SmAPRT-qF và SmAPRT-qR tại nhiệt độ gắn mồi đã
khảo sát được đánh giá thông qua đường chuẩn biểu
diễn mối tương quan giữa chu kỳ ngưỡng (Ct ) với số
lượng bản sao trong cácmẫu cDNAđã được pha loãng
theo hệ số bậc 10. Hiệu suất nhân bản của phản ứng
qPCR (E%) được tính toán theo công thức: E% = (n
−1/a -1)× 100, với n là hệ số pha loãng cDNA và a là
hệ số góc của đường chuẩn có dạng y = ax + b24,25.
Phản ứng qPCR cho kết quả định lượng tin cậy khi hệ
số tương quan R2 ≥ 0,985 và hiệu suất nhân bản (E%)
trong khoảng 90-110% 24,26.

Khảo sát sự biểu hiện phiên mã của gene
SmAPRT ở cà tím
Mức độ biểu hiện phiên mã của gene SmAPRT trong
các mô khác nhau được khảo sát bằng phương pháp
real-time PCR với các điều kiện phản ứng đã được
thiết lập như trên. Khuôn được sử dụng trong phản
ứng qPCR là các mẫu cDNA được tổng hợp từ RNA
tổng số thu nhận từ mô lá non, lá trưởng thành, thân,
rễ, hoa và quả của cây cà tím.
Tương tự, mức độ biểu hiện phiên mã của gene
SmAPRT trong mô lá của các cây chịu tác động của

các tác nhân gây căng thẳng bao gồm xử lý gây tạo vết
thương cơ học, xử lý vớiMeJA và xử lý vớiMeSA cũng
được khảo sát bằng phương pháp qPCR với các điều
kiện phản ứng tương tự. Giá trị chu kỳ ngưỡng Ct

trong nghiệm thức đối chứng và xử lý được ghi nhận
và so sánh bằng phân tích thống kê.

Xử lý thống kê
Phương pháp phân tích thống kê ANOVAmột yếu tố
(Tukey HSD test) được sử dụng để so sánh các giá trị
chu kỳ ngưỡng Ct trung bình (Ct−tb) của các phản
ứng qPCR trong thí nghiệm khảo sát nhiệt độ gắn
mồi, và trong thí nghiệm khảo sát biểu hiện của gene
SmAPRT theo mô ở cây cà tím. Ở thí nghiệm mô
phỏng cây cà tím chịu tác động của các tác nhân gây
căng thẳng, phương pháp Student’s t-test (two-tail,
unpaired, equal variance) được sử dụng để so sánh giá
trị chu kỳ ngưỡngCt−tb của các phản ứng qPCR trong
nghiệm thức xử lý với giá trị Ct−tb trong nghiệm thức
đối chứng.

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
Thiết kế cặp mồi nhân bản đặc hiệu một
đoạn trình tự DNA từ bản sao của gene
SmAPRT
Trình tự, thông số và vị trí của mồi xuôi SmAPRT-
qF và mồi ngược SmAPRT-qR được trình bày trong
Bảng 1 và Hình 3. Cặp mồi được dự đoán cho phép
nhân bản đặc hiệu một đoạn trình tự DNA có chiều
dài 103 bp.

Tách chiết RNA tổng số
Cácmẫu RNA tách chiết được điện di trên gel agarose
1%. Hình ảnh từ bản gel (Hình 4) cho thấy các mẫu
RNA đều có chất lượng tốt với các vạch 18S và 28S
hiện diện rõ nét.

Khảo sát nhiệt độ gắn mồi trong phản ứng
qPCR
Mẫu cDNA của mô quả (pha loãng 10 lần) được sử
dụng làm khuôn trong phản ứng. Kết quả ở Hình 5
cho thấy các đường cong nóng chảy ứng với các điểm
nhiệt độ gắn mồi được khảo sát đều chỉ có một đỉnh
tín hiệu huỳnh quang duy nhất trong khoảng nhiệt độ
81,5−82,5 ◦C. Dựa trên phân tích thống kê ANOVA
một yếu tố - TukeyHSD test, các giá trị chu kỳ ngưỡng
Ct−tb của các phản ứng qPCR sử dụng nhiệt độ gắn
mồi khác nhau (Bảng 2) không có sự khác biệt có ý
nghĩa thống kê (p-value = 0,088 > 0,05) (Bảng 5). Như
vậy, trong các thí nghiệm tiếp theo, có thể sử dụngmột
trong 4 nhiệt độ gắn mồi nêu trên. Cụ thể, 55 ◦C đã
được chọn làm nhiệt độ gắn mồi.
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Hình 3: Vị trí bắt cặp của mồi xuôi SmAPRT-qF và mồi ngược SmAPRT-qR trên một phần trình tự mã hóa SmAPRT
(Genbank: JX448345). Các exon kề nhau được phân biệt với nhau bởi màu nền.

Hình 4: Kết quả điện di mẫu RNA tổng số tách chiết từ cácmô khác nhau (A và B) và từmô lá trong thí nghiệmmô
phỏng cây cà tím chịu tác động của các tác nhân gây căng thẳng (C). LN: lá non; L: lá trưởng thành; R: rễ; T: thân;
H: hoa; Q: quả; C: đối chứng; W: xử lý gây tạo vết thương; J: xử lý với MeJA; S: xử lý với MeSA; L: thang chuẩn DNA
1kb.
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Bảng 1: Các thông số cơ bản của cặpmồi SmAPRT-qF và SmAPRT-qR

Tên mồi Trình tự (5′ → 3′) Số
nt

Cấu trúc
thứ câp

Bắt cặp
giữa 2 mồi

Tm
(ºC)

GC
(%)

SmAPRT-qF TGGTTGCAGGTGTGGAAG 18 không không 55,4 55,6

SmAPRT-qR CCAGGTAGCTTCTTAGGTTTC 21 không không 52,6 47,6

Bảng 2: Giá trị chu kỳ ngưỡng (Ct ) trong phản ứng qPCR với cặpmồi SmAPRT-qF và SmAPRT-qR khi sử dụng các
nhiệt độ gắnmồi (Ta) khác nhau

Ta 52 ◦C 55 ◦C 56,3 ◦C 60 ◦C

Ct1 25,12 25,09 25,06 24,37

Ct2 25,22 25,07 24,89 24,98

Ct3 25,61 25,23 25,23 25,30

Ct−tb ± SE 25,32± 0,15 25,13± 0,05 25,14± 0,10 24,88± 0,27

Các giá trị Ct−tb của các phản ứng qPCR sử dụng nhiệt độ gắn mồi khác nhau không khác biệt có ý nghĩa thống kê, thể hiện qua kết quả phân
tích ANOVA một yếu tố (p = 0,088 > 0,050) (Bảng 5)

Hình 5: Đường cong nóng chảy của sản phẩm nhân bản trong các phản ứng qPCR sử dụng các nhiệt độ gắn mồi
(Ta) khác nhau

Phân tích trình tự của đoạn DNA được nhân
bản trong phản ứng qPCR

Hình ảnh điện đi sản phẩm nhân bản của phản ứng
qPCR sử dụng cặp mồi SmAPRT-qF và SmAPRT-qR
cho thấy ở giếng M của bản gel xuất hiện một vạch
có vị trí thấp hơn vạch 250 bp của thang chuẩn DNA
(Thermo Fisher Scientific, USA). Vạch này phù hợp
với kích thước dựđoán 103 bp của sản phẩmnhânbản
đặc hiệu (Hình 6). Bên cạnh đó, ở giếng đối chứng (sử
dụng nước đã loại nuclease thay cho cDNA) không
xuất hiện vạch có kích thước tương ứng (Hình 6). Sản
phẩm nhân bản sau đó được tinh sạch từ gel agarose
và giải trình tự hai chiều với mồi SmAPRT-qF và
SmAPRT-qR. Kết quả giải trình tự (Hình 7) cho thấy
đoạn DNA này chính là sản phẩm nhân bản duy nhất
và đặc hiệu của phản ứng qPCR.

Hiệu suất nhân bản của phản ứng qPCR
Để đánh giá hiệu suất nhân bản của phản ứng qPCR,
đường chuẩn biểu diễn mối tương quan giữa chu kỳ
ngưỡng (Ct ) với số lượng bản sao hiện diện trongmẫu
cDNA đã pha loãng nồng độ theo hệ số 10 được xây
dựng như mô tả trong Hình 8. Đồ thị đường chuẩn
có hệ số tương quan R2 = 0,9996 và có phương trình
y= -3,511x + 20,167; trong đó hệ số góc (a) = -3,511
(Hình 8). Hiệu suất nhân bản của phản ứng qPCR
được tính toán dựa trên hệ số góc của đường chuẩn
là 92,7 %. Giá trị hiệu suất này nằm trong phạm vi
khuyến nghị (90−110 %) đảm bảo độ tin cậy của kết
quả định lượng.

Sự biểu hiện phiên mã của gene SmAPRT ở
cácmô khác nhau của cà tím
Dựa trên các dữ liệu nghiên cứu so sánh độ ổn định
trong biểu hiện phiên mã của các gene tham chiếu
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Hình 7: Phân tích trình tự đoạn DNA được nhân bản trong phản ứng qPCR với cặp mồi SmAPRT-qF và SmAPRT-
qR. (A) Kết quả giải trình tự sản phẩm qPCR với mồi xuôi SmAPRT-qF; (B) Kết quả giải trình tự sản phẩm qPCR với
mồi ngược SmAPRT-qR; (C) Kết quả sắp gióng cột trình tự đoạn DNA được nhân bản theo cơ sở dữ liệu (Genbank:
JX448345) và theo kết quả giải trình tự.

Bảng 3: Giá trị chu kỳ ngưỡng Ct trong phản ứng qPCR khảo sát biểu hiện của gene SmAPRT ở cácmô khác nhau
của cây cà tím

Mô Ct1 Ct2 Ct3 Ct−tb ± SE

Lá non 21,82 21,87 21,85 21,85± 0,01

Lá già 22,65 21,60 22,16 22,14± 0,30

Thân 21,47 21,69 20,71 21,29± 0,30

Rễ 22,76 21,64 22,45 22,28± 0,33

Hoa 20,82 20,67 21,39 20,96± 0,22

Quả 22,36 22,44 22,49 22,43± 0,02

Các giá trị Ct−tb của các phản ứng qPCR không khác biệt có ý nghĩa thống kê, thể hiện qua kết quả phân tích ANOVAmột yếu tố (p-value = 0,70
> 0,05) (Bảng 6)

tiềm năng ở cây cà tím, SmAPRT được đánh giá là
gene có sự biểu hiện phiên mã tương đối ổn định
trong 6 mô đại diện cho các giai đoạn phát triển của
cà tím (lá non, lá trưởng thành, chồi, rễ, nụ hoa và
hoa)21. Trong nghiên cứu này, tính ổn định trong
sự biểu hiện của gene SmAPRT được khảo sát một
cách đầy đủ hơn trên các mô khác nhau của cây cà
tím bao gồm cả những mô chưa được sử dụng trong
nghiên cứu nêu trên như mô thân và mô quả. Giá
trị Ct của các phản ứng qPCR với cặp mồi SmAPRT-
qF và SmAPRT-qR trên các mẫu cDNA lần lượt được

chuẩn bị từ mô lá non, lá trưởng thành, thân, rễ, hoa
và quả được thể hiện ở Bảng 3. Giá trị chu kỳ ngưỡng
(Ct ) của SmAPRT ở các mô khác nhau không có sự
khác biệt có ý nghĩa thống kê (p-value = 0,70 > 0,05)
theo phân tích ANOVAmột yếu tố (Bảng 6), chứng tỏ
gene này biểu hiện ổn định ở cácmô cà tím được khảo
sát. Kết quả này tương đồng với nhận định của Gan-
tasala và cộng sự (2013) khi phân tích tính ổn định
trong biểu hiện phiên mã của gene SmAPRT trên 6
mẫu mô đại diện 6 giai đoạn phát triển khác nhau
của cà tím gồm: lá non, lá trưởng thành, chồi, rễ, nụ
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Hình 6: Kết quả điện di sản phẩmqPCR sử dụng cặp
mồi SmAPRT-qF và SmAPRT-qR trên gel agarose 1%.
ĐC: Đối chứng âm không bổ sung cDNA; T: Thang
chuẩn DNA 1kb; M: Sản phẩm nhân bản sử dụng
khuôn cDNA chuẩn bị từ mô quả cà tím.

Hình 8: Đồ thị đường chuẩn biểu diễn mối tương
quan giữa chu kỳ ngưỡng (Ct ) và nồng độ cDNA
trong phản ứng qPCR

hoa và hoa. Đồng thời, kết quả của nghiên cứu này
cho thấy SmAPRT cũng biểu hiện ổn định trong cả
mô thân và mô quả, vốn không được khảo sát trong
nghiên cứu của Gantasala và cộng sự 21.

Sự biểu hiện phiên mã của gene SmAPRT
khi cây cà tím chịu tác động của các yếu tố
gây căng thẳng

Giá trị Ct của các phản ứng qPCR trong thí nghiệm
khảo sát sự biểu hiện phiên mã của gene SmAPRT
trong điều kiện cây cà tím chịu tổn thương cơ học
hoặc được xử lý với MeJA hay MeSA được thể hiện ở
Bảng 4. Kết quả phân tích thống kê so sánh giá trị chu
kỳ ngưỡng Ct giữa nghiệm thức đối chứng và nghiệm
thức xử lý bằng phươngpháp Student’s t-test (two-tail,
unpaired, equal variance) cho thấy không có sự khác
biệt có ý nghĩa thống kê giữa mẫu xử lý và mẫu đối
chứng (p-value > 0,05) (Bảng 7). Điều này cho thấy

gene SmAPRT biểu hiện ổn định ở tất cả các nghiệm
thức của thí nghiệmmô phỏng cây cà tím chịu các tác
động từ các yếu tố gây căng thẳng nêu trên.
Năm 2014, nhóm nghiên cứu của Zhou và cộng sự 27

đã khảo sát sự biểu hiện phiên mã của 9 gene giữ
nhà (18sRNA, CYP, UBQ, GAPDH, TUB, TUA, EF1,
ACTIN và RPOB) trên 4 hệ thống thực nghiệm khác
nhau ở cây cà tím S. melongena L. bao gồm các mô
khác nhau, xử lý hormone (ABA, MeJA và SA), căng
thẳng sinh học (xâm nhiễm tuyến trùng Verticillium
dahliae) và căng thẳng phi sinh học (nóng, lạnh, hạn
hán và nhiễm mặn). Dựa trên nghiên cứu này, xét
một cách tổng thể, gene mã hóa cho GAPDH và 18S
RNA được cho là có biểu hiện ổn định nhất trong các
điều kiện thí nghiệm được khảo sát. Tuy nhiên, có thể
thấy rõ mức độ ổn định trong sự biểu hiện phiên mã
của từng gene giữ nhà thay đổi đáng kể giữa các hệ
thống thực nghiệm khác nhau. Nói cách khác, mức
biểu hiện phiên mã của các gene có thể ổn định trong
điều kiện thí nghiệm này nhưng lại có sự biến động
trong những điều kiện khác. Gene mã hóa 18S RNA
được đánh giá là có biểu hiện ổn định nhất trong thí
nghiệm xử lý hormone, tuy nhiên chỉ được xếp ở vị
trí thứ 6 về độ ổn định trong thí nghiệm khảo sát sự
biểu hiện theo mô. Ngược lại, gene mã hóa GAPDH
đứng đầu vềmức độ ổn định trong biểu hiện ở cácmô
khác nhau của cà tím nhưng được xếp ở vị trí thứ 4 ở
thí nghiệm xử lý hormone27. Trong báo cáo này, gene
SmAPRT không chỉ thể hiện tính ổn định trong biểu
hiện ở các mô khác nhau mà còn cả trong điều kiện
cây cà tím chịu ảnh hưởng củamột số tác động của các
tác nhân gây căng thẳng bao gồmxử lý gây tổn thương
cơ học, xử lý với hormone (MeJA hoặc MeSA).

KẾT LUẬN
Gene adenine phosphoribosyl transferase (SmAPRT)
có mức biểu hiện phiên mã ổn định ở các mô khác
nhau của cà tím (p-value = 0,70 > 0,05) hoặc khi
cây cà tím ở trong điều kiện căng thẳng như có tổn
thương cơ học (p-value = 0,16 > 0,05), hoặc có xử lý
với MeJA (p-value = 0,12 > 0,05) hay MeSA (p-value
= 0,70 > 0,35) - những hormone liên quan đến con
đường truyền tín hiệu căng thẳng. Do vậy, SmAPRT
có thể là gene tham chiếu phù hợp cho các phân tích
định lượng sự biểu hiện gene bằng phương pháp RT-
qPCR trong các điều kiện thí nghiệm nêu trên. Phản
ứng qPCR với cặp mồi được thiết kế trong Bảng 1
đã cho phép nhân bản đặc hiệu một đoạn trình tự
DNA có kích thước 103 bp từ bản sao gene SmAPRT
với hiệu suất nhân bản (92,7%) trong khoảng khuyến
nghị 90−110%.

PHỤ LỤC
Bảng 5, 6, 7, 8 và 9
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Bảng 4: Giá trị chu kỳ ngưỡng Ct trong phản ứng qPCR khảo sát biểu hiện gene SmAPRT ở cây cà tím khi cây
chịu tác động của các yếu tố gây căng thẳng

Yếu tố gây căng thẳng Tổn thương cơ học Xử lý với MeJA Xử lý với MeSA Đối chứng

Ct1 22,92 21,39 22,13 22,69

Ct2 22,95 20,99 22,74 21,57

Ct3 22,34 21,64 22,56 21,98

Ct−tb ± SE 22,74± 0,20 21,34± 0,19 22,48± 0,18 22,08± 0,33

p-value 0,16 0,12 0,35

Giá trị Ct−tb của mẫu xử lý và mẫu đối chứng không khác biệt có ý nghĩa thống kê, thể hiện qua kết quả phân tích thống kê Student’s t-test
(two-tail, unpaired, equal variance) (p-value > 0,05) (Bảng 7, 8 và 9)

Bảng 5: Kết quả phân tích thống kê ANOVAmột yếu tố để so sánh các giá trị chu kỳ ngưỡng (Ct ) trong phản ứng
qPCR sử dụng các nhiệt độ gắnmồi (Ta) khác nhau

Groups Count Sum Average Variance

Row 1 4 99,64 24,91 0,130

Row 2 4 100,16 25,04 0,020

Row 3 4 101,37 25,34 0,033

ANOVA

Source of
Variation

df MS F P-value F crit

Between
Groups

0,394 2 0,197 3,231 0,088 4,256

Within
Groups

0,549 9 0,061

Total 0,943 11

Bảng 6: Kết quả phân tích thống kê ANOVAmột yếu tố để so sánh các giá trị chu kỳ ngưỡng (Ct ) trong phản ứng
qPCR khảo sát sự biểu hiện phiênmã của gene SmAPRT ở cácmô khác nhau của cà tím

Groups Count Sum Average Variance

Column 1 6 131,88 21,98 0,567

Column 2 6 129,91 21,65 0,327

Column 3 6 130,95 21,83 0,451

ANOVA

Source of Varia-
tion

df MS F P-value F crit

Between Groups 0,324 2 0,162 0,361 0,703 3,682

Within Groups 6,725 15 0,448

Total 7,049 17
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Bảng 7: Kết quả phân tích thống kê bằng phương pháp Student’s t-test (two-tail, unpaired, equal variance) để
so sánh các giá trị chu kỳ ngưỡng (Ct ) trong phản ứng qPCR khảo sát biểu hiện của gene SmAPRT khi cây cà tím
bị xử lý gây vết thương cơ học

Variable 1 Variable 2

Mean 22,080 22,737

Variance 0,321 0,11233

Observations 3 3

Pooled Variance 0,220

Hypothesized Mean Difference 0

df 4

t Stat -1,716

P(T<=t) one-tail 0,081

t Critical one-tail 2,132

P(T<=t) two-tail 0,161

t Critical two-tail 2,776

Bảng 8: Kết quả phân tích thống kê bằng phương pháp Student’s t-test (two-tail, unpaired, equal variance) để
so sánh các giá trị chu kỳ ngưỡng (Ct ) trong phản ứng qPCR khảo sát biểu hiện của gene SmAPRT khi cây cà tím
bị xử lý với MeJA

Variable 1 Variable 2

Mean 22,080 21,340

Variance 0,321 0,107

Observations 3 3

Pooled Variance 0,214

Hypothesized Mean Difference 0

df 4

t Stat 1,958

P(T<=t) one-tail 0,061

t Critical one-tail 2,132

P(T<=t) two-tail 0,122

t Critical two-tail 2,776

LỜI CẢMƠN
Nhóm nghiên cứu chân thành cảm ơn TS. Trần Kim
Cương, Viện Cây ăn quả miền Nam đã cung cấp hạt
giống cà tím.

DANHMỤC CÁC TỪ VIẾT TẮT
ABA: abscisic acid
APRT: adenine phosphoribosyl transferase
CYP: cyclophilin
dNTP: deoxynucleotide triphosphate
E%: PCR efficiency

EF1: elongation factor 1-alphaET: ethylene
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase
HSD: honestly significant difference
JA: jasmonic acid
MeJA: methyl jasmonate
MeSA: methyl salicylate
RPOB: RNA polymerase beta subunit
RT-qPCR: reverse transcriptase – quantitative poly-
merase chain reaction
RuBP: ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase
SA: salicylic acid
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Bảng 9: Kết quả phân tích thống kê bằng phương pháp Student’s t-test (two-tail, unpaired, equal variance) để
so sánh các giá trị chu kỳ ngưỡng (Ct ) trong phản ứng qPCR khảo sát biểu hiện của gene SmAPRT khi cây cà tím
bị xử lý với MeSA

Variable 1 Variable 2

Mean 22,080 22,477

Variance 0,321 0,098

Observations 3 3

Pooled Variance 0,210

Hypothesized Mean Difference 0

df 4

t Stat -1,061

P(T<=t) one-tail 0,174

t Critical one-tail 2,132

P(T<=t) two-tail 0,349

t Critical two-tail 2,776

TUA: alpha-tubulin
TUB: beta-tubulin
UBQ: ubiquitin

XUNGĐỘT LỢI ÍCH
Các tác giả không có xung đột lợi ích nào liên quan
đến các kết quả đã công bố.
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ABSTRACT
Eggplant (Solanum melongena L.), an important vegetable crop because of its nutritional and 
medicinal values, is often attacked by insects and pathogens. Quantitative gene expression analy-
sis by reverse transcription−quantitative PCR (RT−qPCR) is an effective and common approach to 
analyze the function of genes involving in the stress responses in eggplant. The RT−qPCR method 
always included the step of normalizing the expression data of the target gene to that of a stably 
expressed internal reference gene to ensure the accuracy of the quantitative results. This paper 
presented the evaluation of the transcriptional expression of adenine phosphoribosyl transferase 
(SmAPRT ) gene in different tissues of S. melongena (young leaf, mature leaf, stem, root, flower, and 
fruit) under normal conditions. Besides, the expression of SmAPRT was also measured in leaf tissues 
of plants damaged by mechanical wounding, plants treated with stress signal molecules induced 
by methyl jasmonate (MeJA) or methyl salicylate (MeSA), and untreated control plants. PCR with a 
SmAPRT -specific primer pair (SmAPRT-qF as forward primer and SmAPRT-qR as reverse primer) am-
plified a 103-bp fragment from S. melongena with the efficiency of 92.7%. This value was within the 
recommended range (90−110%). The Ct values of qPCR reactions using cDNA template from the 
wounded plants or plants treated with MeJA or MeSA were not statistically significantly different 
from the Ct ones of the control plants. This SmAPRT gene was also stably expressed in all tested 
eggplant tissues. Therefore, SmAPRT would be used as a reference gene to normalize expression 
data of genes of interest in different tissues as well as in the response of S. melongena to the specific 
stress conditions as stated above.

Key words: reference gene, Solanum melongena, methyl jasmonate, methyl salicylate, RT-qPCR, 
adenine phosphoribosyl transferase
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	Khảo sát hiệu suất nhân bản 
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