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Lêi giíi thiÖu 

ViÖc nghiªn cøu c¸c thµnh phÇn cña gèc biÕn ®æi gen ®−îc thùc hiÖn b»ng c¸c ph−¬ng ph¸p víi c¸c 

b−íc liªn tôc tiÕp theo (hoÆc ®ång thêi). Sau khi thu thËp mÉu, axit nucleic hoÆc protein ®−îc chiÕt ra 

khái phÇn mÉu thö. C¸c mÉu ph©n tÝch ®· chiÕt ®−îc cã thÓ ph¶i lµm s¹ch tiÕp, ®ång thêi víi viÖc chiÕt 

hoÆc sau khi chiÕt. Sau ®ã, c¸c axit nucleic ®−îc ®Þnh l−îng (nÕu cÇn), ®−îc pha lo·ng (nÕu cÇn) vµ 

®−îc ph©n tÝch (theo PCR). C¸c b−íc nµy ®−îc m« t¶ chi tiÕt trong tiªu chuÈn nµy vµ trong c¸c tiªu 

chuÈn Thùc phÈm – Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch ®Ó ph¸t hiÖn sinh vËt biÕn ®æi gen vµ s¶n phÈm cã nguån 

gèc biÕn ®æi gen: 

ISO 21568,  Foodstuffs – Method of analysis for the detection of genetically modified organisms and 

derived products – Sampling (Thùc phÈm – Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch ®Ó ph¸t hiÖn sinh vËt biÕn ®æi gen 

vµ s¶n phÈm cã nguån gèc biÕn ®æi gen – LÊy mÉu).  

TCVN 7605 : 2007 (ISO 21569 : 2005),  Thùc phÈm – Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch ph¸t hiÖn sinh vËt biÕn 

®æi gen vµ s¶n phÈm cã nguån gèc biÕn ®æi gen – Ph−¬ng ph¸p dùa trªn ®Þnh tÝnh axit nucleic. 

ISO 21570 : 2005, Foodstuffs – Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms 

and derived products – Quantitative nucleic acid based methods (Thùc phÈm – Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch 

®Ó ph¸t hiÖn sinh vËt biÕn ®æi gen vµ s¶n phÈm cã nguån gèc biÕn ®æi gen – Ph−¬ng ph¸p dùa trªn 

®Þnh tÝnh axit nucleic. 

Th«ng tin vÒ yªu cÇu chung vµ ®Þnh nghÜa kÓ c¶ c¸c b−íc nãi trªn ®−îc nªu trong:  

TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006) Thùc phÈm – Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch ®Ó ph¸t hiÖn sinh vËt biÕn 

®æi gen vµ c¸c s¶n phÈm cã nguån gèc biÕn ®æi gen dùa vµo axit nucleic – Yªu cÇu chung vµ ®Þnh nghÜa. 

Tæ chøc ISO l−u ý r»ng, viÖc sö dông tiªu chuÈn nµy cã thÓ kÌm theo viÖc sö dông b»ng s¸ng chÕ liªn 

quan ®Õn ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt dùa trªn silica (No.EP 0389063/USP 5,234,809) ®−îc nªu trong A.4. 

ISO kh«ng liªn quan ®Õn b»ng chøng, tÝnh hiÖu lùc vµ ph¹m vi b¶n quyÒn s¸ng chÕ nµy. 

Ng−êi gi÷ b¶n quyÒn ®· cam ®oan víi ISO r»ng hä mong muèn th−¬ng l−îng giÊy phÐp mét c¸ch hîp 

lý, kh«ng ph©n biÖt ®æi xö vµ c¸c ®iÒu kiÖn víi nh÷ng ng−êi sö dông trªn kh¾p thÕ giíi. VÒ khÝa c¹nh nµy, 

b¶n tuyªn bè cña nh÷ng ng−êi gi÷ b¶n quyÒn nµy ®−îc ®¨ng ký víi ISO. Th«ng tin cã thÓ cã ®−îc tõ: 

Jean Deleforge, 

BioMÐrieux 

Chemin de I’Orme, 

69280 Marcy-I’E’toile, France. 
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Chó ý vÒ kh¶ n¨ng lµ mét sè c¬ së cña tµi liÖu nµy cã thÓ ph¶i chÞu b¶n quyÒn kh¸c víi c¸c ®iÒu ®· nãi ë 

trªn. ISO kh«ng cã tr¸ch nhiÖm vÒ viÖc nhËn biÕt bÊt kú hoÆc tÊt c¶ c¸c b¶n quyÒn. 
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T I ª u   c h u È n   q u è c   g i a                                        tcvn 7606 : 2007         

XuÊt b¶n lÇn 1 

 
 
 
Thùc phÈm – Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch ®Ó ph¸t hiÖn  
sinh vËt biÕn ®æi gen vµ s¶n phÈm cã nguån gèc  
biÕn ®æi gen – T¸ch chiÕt axit nucleic                            
Foodstuffs – Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms  

and derived products – Nucleic acid extraction 

 

 

1   Ph¹m vi ¸p dông 

Tiªu chuÈn nµy ®−a ra c¸c yªu cÇu chung vµ c¸c ph−¬ng ph¸p ®Æc tr−ng ®Ó t¸ch chiÕt/tinh s¹ch vµ 

®Þnh l−îng ADN. C¸c ph−¬ng ph¸p nµy ®−îc m« t¶ trong Phô lôc A vµ Phô lôc B. 

Tiªu chuÈn nµy ®−îc thiÕt lËp nh»m dïng cho c¸c lo¹i chÊt nÒn thùc phÈm, còng cã thÓ ¸p dông cho 

c¸c lo¹i chÊt nÒn kh¸c nh− c¸c lo¹i h¹t vµ thøc ¨n ch¨n nu«i. 

Tiªu chuÈn nµy lµ mét phÇn cña c¸c ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch dùa vµo axit nucleic, cô thÓ lµ TCVN 7605 : 2007 

(ISO 21569 : 2005) ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch ®Þnh tÝnh vµ ISO 21570 ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch ®Þnh l−îng. 

2   Tµi liÖu viÖn dÉn 

C¸c tµi liÖu viÖn dÉn sau lµ rÊt cÇn thiÕt cho viÖc ¸p dông tiªu chuÈn. §èi víi c¸c tµi liÖu viÖn dÉn ghi 

n¨m ban hµnh th× ¸p dông phiªn b¶n ®−îc nªu. §èi víi c¸c tµi liÖu viÖn dÉn kh«ng ghi n¨m ban hµnh 

th× ¸p dông phiªn b¶n míi nhÊt, bao gåm c¶ c¸c söa ®æi. 

TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006)1) Thùc phÈm – Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch ®Ó ph¸t hiÖn sinh vËt 

biÕn ®æi gen vµ s¶n phÈm cã nguån gèc biÕn ®æi gen – Yªu cÇu chung vµ ®Þnh nghÜa. 

ISO 21568,  Foodstuffs – Method of analysis for the detection of genetically modified organisms and 

derived products – Sampling (Thùc phÈm – Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch ®Ó ph¸t hiÖn sinh vËt biÕn ®æi gen 

vµ c¸c s¶n phÈm cã nguån gèc biÕn ®æi gen – LÊy mÉu).  

                                                
1) T¹i thêi ®iÓm ban hµnh ISO 21569 : 2005 nµy, tiªu chuÈn ISO 24276 ch−a ®−îc ban hµnh. §Õn nay tiªu chuÈn 
ISO 24276 ®· ®−îc ban hµnh. 
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3   Nguyªn t¾c 

3.1   Kh¸i qu¸t 

Môc ®Ých cña ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt axit nucleic lµ thu ®−îc c¸c axit nucleic thÝch hîp ®Ó dïng cho 

c¸c ph©n tÝch tiÕp theo [xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006)]. 

Chó thÝch:  “ChÊt l−îng” cña ADN phô thuéc vµo ®é dµi trung b×nh cña c¸c ®o¹n ADN t¸ch chiÕt ®−îc, ®é tinh 

khiÕt vÒ mÆt hãa häc vµ t×nh tr¹ng nguyªn vÑn cña tr×nh tù ADN còng nh− chuçi xo¾n kÐp (vÝ dô: liªn kÕt gi÷a c¸c 

sîi, liªn kÕt néi sîi gi÷a c¸c base cña ADN, kho¶ng trèng cña sîi ®¬n, liªn kÕt chÐo víi c¸c polyol, haemin…). 

Tuy nhiªn, c¸c biÕn ®æi nh− thÕ th−êng lµ chuçi ®Æc thï vµ do ®ã kh«ng ®−îc ph©n bè ngÉu nhiªn trªn toµn hÖ 

gen (xem [1], [2], [3] vµ [4]). 

Ng−êi sö dông tiªu chuÈn nµy cÇn chó ý r»ng mét sè ph−¬ng ph¸p cã thÓ ®−îc b¶o hé b¶n quyÒn, (vÝ 

dô: tÊt c¶ c¸c ph−¬ng ph¸p dùa trªn silica). 

3.2   T¸ch chiÕt ADN 

Nguyªn t¾c c¬ b¶n cña viÖc t¸ch chiÕt ADN bao gåm viÖc gi¶i phãng ADN cã mÆt trong chÊt nÒn vµ 

tiÕp theo hoÆc sau ®ã lµ tinh s¹ch ADN ra khái c¸c chÊt øc chÕ ph¶n øng (PCR). 

C¸c ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt/tinh s¹ch ®−îc m« t¶ trong Phô lôc A. ViÖc chän ph−¬ng ph¸p lµ sù lùa 

chän theo kinh nghiÖm cña ng−êi sö dông, trªn c¬ së xem xÐt ®Õn môc tiªu vµ c¸c lo¹i chÊt nÒn dïng ë 

mçi ph−¬ng ph¸p. 

C¸c quy tr×nh kh¸c còng cã thÓ thÝch hîp víi ®iÒu kiÖn lµ ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc chøng minh cã hiÖu lùc 

trªn chÊt nÒn ®· ®−îc nghiªn cøu. 

3.3   §Þnh l−îng ADN 

ViÖc ®Þnh l−îng c¸c ADN t¸ch chiÕt ®−îc cã thÓ gióp Ých cho viÖc ph©n tÝch PCR tiÕp theo. 

ViÖc ®Þnh l−îng cã thÓ thùc hiÖn b»ng: ph−¬ng ph¸p vËt lý (vÝ dô: ®o ®é hÊp thô t¹i b−íc sãng cô thÓ), 

ph−¬ng ph¸p lý-ho¸ (vÝ dô: sö dông c¸c thuèc thö xen gi÷a hoÆc kÕt hîp ®Ó cã thÓ ph¸t x¹ huúnh 

quang), ph−¬ng ph¸p emzym (vÝ dô: ph¸t hiÖn sù ph¸t quang sinh häc), hoÆc ph−¬ng ph¸p PCR ®Þnh 

l−îng. Ph−¬ng ph¸p PCR ®Þnh l−îng nµy ®Æc biÖt thÝch hîp ®èi víi c¸c mÉu cã hµm l−îng ADN thÊp 

hoÆc cã ADN bÞ ph©n hñy. 

Cã mét vµi ph−¬ng ph¸p thÝch hîp ®Ó ®Þnh l−îng ADN cã mÆt trong dung dÞch, nh− m« t¶ trong Phô lôc B. 

§iÒu nµy gióp cho ng−êi sö dông lùa chän mét ph−¬ng ph¸p thÝch hîp nhÊt ®Ó ¸p dông, tuú thuéc vµo l−îng 

vµ chÊt l−îng ADN cÇn ph©n tÝch vµ ®ång thêi phô thuéc vµo lo¹i mÉu mµ tõ ®ã ADN t¸ch chiÕt ®−îc. 

C¸c quy tr×nh kh¸c cã thÓ còng thÝch hîp víi ®iÒu kiÖn lµ ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc chøng minh cã hiÖu lùc 

trªn c¸c chÊt nÒn ®−îc nghiªn cøu. 
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4   Yªu cÇu chung ®èi víi phßng thö nghiÖm  

Bôi vµ sù ph©n t¸n sol khÝ cã thÓ nhiÔm bÈn ngÉu nhiªn vµo ADN. V× thÕ, tæ chøc khu vùc lµm viÖc cña 

phßng thö nghiÖm ph¶i ®−îc: 

–   ph©n khu mét c¸ch cã hÖ thèng c¸c b−íc ph−¬ng ph¸p cã liªn quan trong viÖc t¹o ra kÕt qu¶ vµ 

–   thùc hiÖn nguyªn t¾c “dßng ch¶y xu«i” ®Ó xö lý mÉu. 

Nguyªn t¾c nµy ®¶m b¶o cho ADN cÇn ph©n tÝch vµ ADN ®· khuÕch ®¹i b»ng PCR ®−îc t¸ch rêi tù nhiªn. 

Chi tiÕt h¬n, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

5   C¸ch tiÕn hµnh 

5.1   ChuÈn bÞ phÇn mÉu thö 

5.1.1   Kh¸i qu¸t 

C¸c biÕn ®éng cña mÉu thö (vÝ dô nh− ®é Èm...) vµ qu¸ tr×nh chÕ biÕn cã thÓ ¶nh h−ëng ®Õn sè l−îng 

vµ chÊt l−îng cña ADN t¸ch chiÕt ®−îc. Do ®ã, c¸c thao t¸c cña ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt ADN ®−îc nªu 

phô thuéc vµo chÊt nÒn. 

CÇn cã c¸c biÖn ph¸p thÝch hîp ®Ó ®¶m b¶o r»ng phÇn mÉu thö lµ ®¹i diÖn cho mÉu phßng thö nghiÖm. 

PhÇn mÉu thö ph¶i cã ®ñ cì mÉu vµ ph¶i cã ®ñ sè l−îng mÉu nhá ®Ó ®¹i diÖn cho mÉu phßng thö nghiÖm 

(vÝ dô: 3 000 mÉu nhá t¹i LOD 0,1 %) ®Ó cho phÐp ®−a ra kÕt luËn cã c¬ së thèng kª (xem ISO 21568).  

V× c¸c lý do thùc tÕ/kü thuËt, khuyÕn c¸o kh«ng nªn sö dông cì mÉu qu¸ 2 g. 

Mäi h¹n chÕ ph¸t sinh tõ ®é lín cña mÉu thö lµm chóng kh«ng cã tÝnh ®¹i diÖn ph¶i ®−îc ghi l¹i vµ ®−îc 

c©n nh¾c trong phÇn gi¶i thÝch kÕt qu¶. C¸c ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt ADN trong Phô lôc A m« t¶ c¸c 

phÇn mÉu thö tõ 200 mg ®Õn 500 mg, th−êng lµ ®ñ ®èi víi c¸c nguyªn liÖu th« giµu ADN (vÝ dô: bét 

hoÆc c¸c h¹t ngò cèc nghiÒn nhá, bét). Tuy nhiªn, ®èi víi lo¹i chÊt nÒn cô thÓ cã chøa mét l−îng rÊt 

nhá ADN hoÆc ADN ®· bÞ ph©n hñy th× l−îng ADN chiÕt ®−îc cã thÓ kh«ng ®ñ ®Ó ph©n tÝch. Trong 

tr−êng hîp nh− vËy cÇn t¨ng l−îng mÉu thö. 

TiÕn hµnh t¸ch chiÕt ADN Ýt nhÊt trªn hai phÇn mÉu thö. 

B¶o qu¶n c¸c chÊt chuÈn, mÉu vµ phÇn mÉu thö theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006) vµ ph¶i bè trÝ 

sao cho b¶o vÖ ®−îc c¸c th«ng sè sinh ho¸ cÇn ph©n tÝch [vÒ chi tiÕt, xem TCVN ISO/IEC 17025:2001 

(ISO/IEC 17025 : 1999).  
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5.1.2   MÉu 

TÊt c¶ c¸c thao t¸c chuÈn bÞ mÉu thö (vÝ dô: nghiÒn, ®ång ho¸, chia, sÊy kh«) ph¶i ®−îc thùc hiÖn phï 

hîp víi c¸c quy tr×nh m« t¶ trong TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006), tr¸nh nhiÔm bÈn mÉu hoÆc 

thay ®æi thµnh phÇn cña mÉu. 

MÉu phßng thö nghiÖm ph¶i ®−îc ®ång nhÊt tr−íc khi gi¶m cì mÉu vµ lÊy phÇn mÉu thö. 

L¾c kü b×nh chøa mÉu d¹ng láng ®Ó ®ång ho¸ s¶n phÈm. Trong tr−êng hîp s¶n phÈm kh«ng ®ång nhÊt 

nh− dÇu th«, th× kiÓm tra vµ lo¹i bá hÕt l−îng cÆn ra khái b×nh chøa mÉu. 

§èi víi c¸c lo¹i chÊt nÒn d¹ng r¾n mµ khã cã thÓ hoµ tan th× cã thÓ nghiÒn ®Ó gi¶m cì h¹t vµ/hoÆc 

thuËn tiÖn cho viÖc t¸ch chiÕt ADN. Trong tr−êng hîp nµy, cÇn chó ý ®Õn cì h¹t. PhÇn mÉu thö cÇn 

t¸ch chiÕt ph¶i cã mét l−îng h¹t tèi thiÓu nh− quy ®Þnh trong ISO 21568. C¸c thiÕt bÞ xay/nghiÒn ph¶i 

®−îc tinh s¹ch kü vµ ®−îc chän ®Ó thu ®−îc sè l−îng h¹t vµ sù ph©n bè cì h¹t trong phÇn mÉu thö nh− 

mong muèn theo quy ®Þnh trong ISO 21568. 

NÕu c¸c thµnh phÇn cña mÉu phßng thö nghiÖm ®· ®−îc lo¹i bá tr−íc khi t¸ch chiÕt, th× quy tr×nh ®ã 

ph¶i ®−îc ghi l¹i. 

C¸c lo¹i thùc phÈm ë d¹ng r¾n hoÆc nh·o vµ cã chøa hµm l−îng lipit cao th−êng khã cã thÓ nghiÒn ®Õn 

cì h¹t mong muèn ngay trong mét lÇn. Do ®ã, cã thÓ cÇn bæ sung mét vµi quy tr×nh, nh− dïng hexan ®Ó lo¹i 

bá lipit ngay sau khi nghiÒn, lµm ®«ng l¹nh hoÆc ®«ng kh« tr−íc khi nghiÒn. 

§Ó thuËn tiÖn cho viÖc xay nghiÒn c¸c s¶n phÈm d¹ng nh·o hoÆc s¸nh, cã thÓ sö dông mét trong c¸c 

ph−¬ng ph¸p xö lý sau ®©y ®èi víi c¸c lo¹i mÉu cô thÓ: 

−  lµm nãng ®Õn nhiÖt ®é tèi ®a lµ 40 0C; 

−  hoµ tan trong dung dÞch láng thÝch hîp nh− n−íc; 

−  lµm ®«ng l¹nh ë nhiÖt ®é thÊp h¬n hoÆc b»ng –20 0C. 

§ång ho¸ toµn bé mÉu phßng thö nghiÖm. LÊy hai phÇn mÉu thö, cã tÝnh ®Õn kh¶ n¨ng pha lo·ng hoÆc 

c¸c nång ®é cña chóng. 

Trong suèt qu¸ tr×nh xay/nghiÒn, tr¸nh lµm nãng mÉu v× nhiÖt ®é t¨ng cã thÓ ¶nh h−ëng xÊu ®Õn chÊt 

l−îng cña ADN t¸ch chiÕt ®−îc. 

C¸c kü thuËt xay/nghiÒn cã nguy c¬ nhiÔm bÈn chÐo cao nªn cÇn tr¸nh ®−îc cµng nhiÒu cµng tèt (nh− 

sö dông kÕt hîp nit¬ láng vµ cèi xay). Theo quy t¾c cña thùc hµnh tèt, th× trong qu¸ tr×nh ph©n tÝch ph¶i 

tr¸nh bÊt kú b−íc nµo cã sinh bôi. 

NÕu trong mÉu cã chøa c¸c muèi, gia vÞ, ®−êng bét vµ/hoÆc c¸c chÊt kh¸c mµ cã kh¶ n¨ng c¶n trë viÖc 

t¸ch chiÕt hoÆc c¶n trë viÖc ph©n tÝch, th× cÇn xem xÐt c¸c b−íc tinh s¹ch thÝch hîp theo ph−¬ng ph¸p 

®−îc chän (xem Phô lôc A). 



TCVN 7606 : 2007 

 11 

VÝ dô: trong c¸c mÉu tõ c¸c chÊt nÒn phøc hîp, th× chÊt nÒn ®Ých (vÝ dô, líp bét phñ cña c¸ tÈm bét) cÇn 

®−îc t¸ch riªng ®Ó t¸ch chiÕt ADN. 

5.2   T¸ch chiÕt/tinh s¹ch ADN 

5.2.1   Kh¸i qu¸t 

CÇn xem xÐt c¸c vÊn ®Ò sau ®©y ®Ó thiÕt kÕ c¸c ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt. 

ChÊt l−îng vµ sè l−îng axit nucleic cña chÊt nÒn t¸ch chiÕt ®−îc b»ng ph−¬ng ph¸p nhÊt ®Þnh cÇn cã 

kh¶ n¨ng lÆp l¹i vµ kh¶ n¨ng t¸i lËp khi ph©n tÝch, víi ®iÒu kiÖn lµ cã ®ñ l−îng axit nucleic trong chÊt 

nÒn ®Ó cã thÓ t¸ch chiÕt ®−îc. 

§Ó thu ®−îc ADN chÊt l−îng tèt, tèt nhÊt lµ lo¹i bá c¸c chÊt sau ®©y, khi thÝch hîp: 

−    polysacarit (pectin, xenlulo, hemi-xenlulo, tinh bét, chÊt lµm dµy…) sö dông c¸c enzym thÝch hîp ®Ó xö 

lý (vÝ dô, pectinaza, xenlulaza, hemi-xenlulaza, α-amylaza) hoÆc chiÕt xuÊt h÷u c¬ (vÝ dô, 

CTAB/clorofom); 

−  RNA vµ/hoÆc protein sö dông ph−¬ng ph¸p xö lý thÝch hîp, nh− xö lý b»ng enzym RNaza vµ 

proteinaza, t−¬ng øng; 

−   c¸c cÊu phÇn lipit sö dông, vÝ dô nh− c¸c ph−¬ng ph¸p xö lý b»ng enzym, hoÆc c¸c dung m«i (vÝ dô, n-

hexan); 

−   c¸c muèi (vÝ dô, tõ c¸c dung dÞch chiÕt xuÊt/dung dÞch ®Öm ph©n gi¶i, tõ b−íc kÕt tña) cã thÓ g©y 

c¶n trë b−íc ph©n tÝch tiÕp theo. 

§Æc biÖt lµ ®èi víi c¸c mÉu ë d¹ng r¾n hoÆc kh«, th× thÓ tÝch dung dÞch ®Öm chiÕt/ph©n gi¶i cÇn ph¶i 

phï hîp ®Ó ®¶m b¶o ADN ®−îc hoµ tan. 

Chó thÝch 1:  ViÖc tinh s¹ch ADN cã thÓ ®−îc tiÕn hµnh b»ng nhiÒu c¸ch nh− kÕt tña ph©n ®o¹n, sö dông c¸c 

dung m«i nh− phenol, clorofom, etanol, isopropanol, vµ/hoÆc b»ng c¸ch hÊp thô lªn chÊt nÒn d¹ng r¾n (resin trao 

®æi ion, silica gel hoÆc gel thuû tinh, diatomat, mµng…). Mét vµi nguyªn t¾c tinh s¹ch ADN cã thÓ ®−îc dïng kÕt 

hîp. NÕu thÝch hîp, viÖc t¸ch chiÕt vµ tinh s¹ch cã thÓ ®−îc thùc hiÖn trong cïng mét b−íc. 

CÇn sö dông c¸c chÊt céng kÕt ADN nh− glycogen, PEG hoÆc t-RNA ®Ó t¨ng ®é thu håi ADN trong suèt 

c¸c giai ®o¹n kÕt tña, nã kh«ng ®−îc chøa ho¹t tÝnh nucleaza hoÆc chÊt øc chÕ/c¹nh tranh PCR ë møc 

bÊt kú cã thÓ ph¸t hiÖn ®−îc, còng kh«ng ®−îc chøa bÊt kú chuçi ®ång d¹ng nµo víi PCR ®ang nghiªn 

cøu. §èi víi c¸c thùc vËt biÕn ®æi gen, chÊt mang ADN cã thÓ ®−îc sö dông (vÝ dô, ADN cña tinh dÞch 

c¸ håi hoÆc c¸ trÝch). 

Khi sö dông thiÕt bÞ sÊy ®«ng kh« b»ng ch©n kh«ng ®Ó sÊy kh« c¸c viªn ADN thu ®−îc sau giai ®o¹n 

kÕt tña, cÇn chó ý tr¸nh nguy c¬ nhiÔm bÈn chÐo. 

Hoµ l¹i ADN trong n−íc hoÆc trong dung dÞch ®Öm sao cho tr¸nh lµm gi¶m chÊt l−îng ADN. 
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Khi thiÕt lËp mét c¸ch chiÕt ADN míi, hoÆc khi ¸p dông mét trong c¸c ph−¬ng ph¸p m« t¶ trong Phô lôc 

A cho mét lo¹i chÊt nÒn míi, th× cÇn tÝnh ®Õn chÊt l−îng vµ tÝnh nguyªn vÑn cña ADN t¸ch chiÕt sö 

dông ph−¬ng thøc ®· chän b»ng ph−¬ng ph¸p sau ®©y. Mét l−îng ®· biÕt ADN ®¸nh dÊu ®−îc bæ sung 

vµo dung dÞch ®Öm ph©n gi¶i céng víi mÉu ®−îc dïng ®Ó chiÕt ADN. Khi ADN ®¸nh dÊu ®−îc chän lµ 

mét l−îng ADN ®Þnh tr−íc hoÆc ®¹i diÖn cho mét sè l−îng ®· ®Þnh cña c¸c phiªn b¶n cña chuçi ADN cô 

thÓ ®−îc trén vµo chÊt nÒn khi b¾t ®Çu chiÕt ADN, ®¶m b¶o viÖc kh«ng cã mÆt cña tr×nh tù ADN t−¬ng 

®ång gi÷a ADN ®¸nh dÊu vµ ADN cÇn ph©n tÝch. 

Chó thÝch 2:  ViÖc sö dông ADN ®¸nh dÊu lµ sù ®¸nh gi¸ gÇn ®óng vÞ trÝ thùc cña ADN trong chÊt nÒn, trong 

tr−êng hîp ADN kÕt hîp víi c¸c thµnh phÇn kh¸c (vÝ dô, c¸c protein). Ph−¬ng ph¸p nµy còng cã thÓ ®−îc sö dông 

®Ó ®¸nh gi¸ sù cã mÆt cña chÊt øc chÕ PCR t¸c ®éng trans vµ hoµ tan cã trong ADN t¸ch chiÕt ®−îc [xem        

TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006), TCVN 7605 : 2007 (ISO 21569 : 2005) vµ ISO 21570].      

Tuy nhiªn, ADN ®¸nh dÊu cã thÓ g©y hiÓu nhÇm vÒ ®é thu håi, v× ADN ®¸nh dÊu cã thÓ dÔ dµng t¸ch ra 

khái chÊt nÒn h¬n so víi ADN ®Ých. 

5.2.2   C¸c phÐp kiÓm chøng  

C¸c phÐp kiÓm chøng ®−îc ®−a ra trong B¶ng 1 cña TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). C¸c phÐp 

kiÓm chøng nµy lµ nh÷ng yªu cÇu tèi thiÓu, bao gåm kiÓm chøng tr¾ng vÒ quy tr×nh t¸ch chiÕt vµ kiÓm 

chøng t¸ch chiÕt d−¬ng tÝnh, còng cã thÓ bao gåm c¶ kiÓm chøng m«i tr−êng. 

5.2.3   KiÓm chøng ®é s¹ch cña ADN: kiÓm chøng néi PCR  

Khi thiÕt lËp mét kiÓu t¸ch chiÕt míi, th× sù cã mÆt c¸c chÊt øc chÕ ph¶n øng PCR trong ADN chiÕt ®−îc cã thÓ 

®−îc −íc tÝnh sö dông c¸c mÉu ®· biÕt tr−íc ADN (DNA spikes) [xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006), 

TCVN 7605 : 2007 (ISO 21569 : 2005) vµ ISO 21570]. L−îng ADN ®−îc bæ sung vµo kh«ng ®−îc v−ît 

qu¸ møc tèi ®a mµ PCR cung cÊp vµ ph¶i chøa mét l−îng x¸c ®Þnh c¸c phiªn b¶n chuçi cÇn x¸c ®Þnh. 

Sè l−îng nµy cÇn ®−îc x¸c ®Þnh riªng rÏ ®èi víi tõng chuçi cÇn x¸c ®Þnh vµ ®−îc chØ râ lµ béi sè cña 

giíi h¹n ph¸t hiÖn d−íi. Tèt nhÊt, nång ®é ®Ých cña PCR kiÓm chøng d−¬ng tÝnh ph¶i t−¬ng øng víi ®é 

nh¹y cÇn thiÕt cña phÐp ph©n tÝch. CÇn thËn träng khi sö dông ADN ®Ých nh©n b¶n cã nång ®é cao. Khi 

cã thÓ, c¸c phÐp kiÓm chøng d−¬ng tÝnh ph¶i tu©n thñ c¸c ®iÒu kiÖn cña mÉu thö chøa axit nucleic. 

5.3   §Þnh l−îng ADN t¸ch chiÕt ®−îc 

5.3.1   Kh¸i qu¸t 

ChÊt l−îng, sè l−îng vµ tÝnh nguyªn vÑn cña mÉu axit nucleic cã ¶nh h−ëng ®Õn tÝnh n¨ng cña ph−¬ng 

ph¸p ph©n tÝch, do ®ã ¶nh h−ëng ®Õn kÕt qu¶ thu ®−îc. Giíi h¹n ph¸t hiÖn cña ph−¬ng ph¸p cô thÓ cã 

thÓ phô thuéc vµo l−îng axit nucleic ®−îc sö dông. 

ViÖc ®Þnh l−îng ADN gióp cho viÖc 
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−  so s¸nh hiÖu qu¶ cña c¸c quy tr×nh t¸ch chiÕt ADN kh¸c nhau ®èi víi mét lo¹i chÊt nÒn ®· ®Þnh (tÝnh lÆp 

l¹i), vµ  

−  ®o nång ®é cña c¸c axit nucleic tr−íc khi ph©n tÝch. 

5.3.2   Ph¹m vi ¸p dông 

Mçi ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng ph¶i ®−îc ¸p dông trong kho¶ng ®éng häc, ®ång thêi còng xem xÐt ®Õn ®é 

chôm cña nã. 

5.3.3   ChuÈn ®Þnh l−îng  

§é chÝnh x¸c cña c¸c ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng phô thuéc vµo c¸c chuÈn axit nucleic ®−îc dïng ®Ó hiÖu 

chuÈn ph−¬ng ph¸p. 

NÕu sö dông ph−¬ng ph¸p nh¹y víi cì vµ/hoÆc chÊt l−îng cña c¸c ph©n ®o¹n axit nuleic, th× cÇn sö 

dông c¸c chuÈn axit nucleic phï hîp víi cì vµ/hoÆc chÊt l−îng cña axit nucleic cÇn ph©n tÝch ®ã. 

MÉu chuÈn ®−îc sö dông cÇn ®¶m b¶o vÒ kh¶ n¨ng truy nguyªn ®èi víi c¸c chÊt chuÈn ®· ®Þnh, th«ng 

th−êng lµ c¸c chÊt chuÈn quèc tÕ hoÆc chuÈn quèc gia th«ng qua chuçi so s¸nh liªn tôc [xem ISO 

guide 30]. 

Khi mét ph−¬ng ph¸p cã dïng c¸c chÊt xen kÏ, ADN chuÈn cã khèi l−îng ph©n tö cao cÇn ®−îc sö 

dông khi ®Þnh l−îng ADN khèi l−îng ph©n tö cao. ADN cã khèi l−îng ph©n tö thÊp cÇn ®−îc sö dông khi  

®Þnh l−îng ADN khèi l−îng ph©n tö thÊp. Axit nucleic cã khèi l−îng ph©n tö cao th−êng chøa mét l−îng 

nhÊt ®Þnh c¸c ®o¹n khèi l−îng ph©n tö thÊp. §iÒu nµy cã nghÜa r»ng nhiÒu ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng 

ADN cã mét ®é kh«ng chÝnh x¸c nhÊt ®Þnh cÇn ®−îc tÝnh ®Õn. 

Chó thÝch:  Ngoµi ra, tïy thuéc vµo lo¹i chÊt nÒn vµ ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt, mµ mét phÇn nhÊt ®Þnh cña ADN 

t¸ch chiÕt ®−îc cã thÓ tån t¹i ë d¹ng sîi ®¬n ADN (cã kh¶ n¨ng xen kÏ kÐm h¬n), dÉn ®Õn viÖc ®¸nh gi¸ d−íi møc 

hµm l−îng ADN tæng sè. Tr¸i l¹i, ADN sîi ®¬n còng ®−îc ph¸t hiÖn t−¬ng tù b»ng c¸c ph−¬ng ph¸p vËt lý. 

Cã Ýt nhÊt ba ®iÓm (tèt nhÊt lµ ®−îc lÆp l¹i) ®−îc yªu cÇu ®Ó dùng ®−êng chuÈn tèt. L−îng ADN chuÈn 

®−îc sö dông cho mçi ®iÓm hiÖu chuÈn phô thuéc vµo ®é nh¹y vµ kho¶ng ®éng häc cña ph−¬ng ph¸p. 

5.4   TÝnh æn ®Þnh cña ADN t¸ch chiÕt ®−îc 

B¶o qu¶n ADN t¸ch chiÕt ®−îc trong c¸c ®iÒu kiÖn ®¶m b¶o ®−îc tÝnh æn ®Þnh ®Ó thùc hiÖn c¸c phÐp 

ph©n tÝch tiÕp theo. 

Tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng c¸c dung dÞch ADN. 

6   DiÔn gi¶i  

Ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt ADN ®−îc ¸p dông ph¶i thÝch hîp ®Ó thu ®−îc chÊt l−îng vµ sè l−îng axit 

nucleic theo yªu cÇu ®Ó ph©n tÝch tiÕp theo. 
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ChÊt l−îng cña axit nucleic t¸ch chiÕt ®−îc cÇn ®−îc ®¸nh gi¸ b»ng ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch chÞu ¶nh 

h−ëng bëi c¸c th«ng sè chÊt l−îng t−¬ng tù nh− phÐp ph©n tÝch ®−îc tiÕn hµnh trªn axit nucleic chiÕt 

®−îc (vÝ dô, phÐp ph©n tÝch ®−îc thùc hiÖn lµ PCR, th× c¸c b−íc tiÕp theo PCR cÇn ®−îc thùc hiÖn ®Ó 

®¸nh gi¸ chÊt l−îng cña ADN t¸ch chiÕt ®−îc). 

C¸c th«ng sè tiÕp theo vÒ tÝnh t−¬ng thÝch cña ph−¬ng ph¸p, cã thÓ xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006), 

TCVN 7605 : 2007 (ISO 21569 : 2005) vµ ISO 21570. 

7   B¸o c¸o thö nghiÖm 

Khi ®−a ra b¸o c¸o thö nghiÖm cuèi cïng theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006), cÇn bao gåm 

c¸c th«ng tin bæ sung sau ®©y vµo tµi liÖu vÒ ho¹t ®éng cña phßng thö nghiÖm: 

−  b¸o c¸o m« t¶ sai lÖch cña c¸c phÇn mÉu thö vµ bÊt kú xö lý nµo cña mÉu tr−íc khi t¸ch chiÕt axit 

nucleic; 

−   cì mÉu thö ®−îc sö dông ®Ó t¸ch chiÕt axit nucleic; 

−   ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt axit nucleic ®· sö dông; 

−   bÊt kú quan s¸t ®Æc biÖt nµo trong suèt qu¸ tr×nh thö nghiÖm; 

−   bÊt kú thao t¸c nµo kh«ng quy ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy hoÆc ®−îc coi lµ tuú ý mµ cã ¶nh h−ëng 

®Õn kÕt qu¶; 

−   diÔn gi¶i c¸c kÕt qu¶; 

−   tªn ng−êi lµm thùc nghiÖm. 

Xö lý vµ b¶o qu¶n c¸c sè liÖu ®−îc ®−a ra trong TCVN ISO/IEC 17025 : 2001 (ISO/IEC 17025 : 1999) 

vµ s¬ ®å ®¶m b¶o chÊt l−îng cã liªn quan. CÇn ®¶m b¶o tÝnh nhÊt qu¸n. 
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Phô lôc A 

(Tham kh¶o) 

Ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt ADN 

 

A.1  ChuÈn bÞ ADN ®¹t chÊt l−îng dïng cho ph¶n øng PCR b»ng ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt 

ADN cã sö dông phenol/clorofom 

A.1 .1   Ph−¬ng ph¸p dùa trªn phenol/clorofom  

A.1.1.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p th«ng dông nµy (xem [5]) thÝch hîp ®Ó chiÕt ADN ra khái nhiÒu lo¹i chÊt nÒn kh¸c nhau 

(xem A.1.1.8). 

Phenol th−êng rÊt thÝch hîp ®èi víi viÖc ph¸ huû c¸c nucleaza vµ lµm biÕn tÝnh protein. 

Khi nghiªn cøu c¸c lo¹i th¶o méc hoÆc l¸ (vÝ dô, c¸c l¸ rau diÕp, cá linh l¨ng kh«), th× nhiÒu chÊt øc chÕ 

ph¶n øng PCR cã thÓ còng ®ång thêi kÕt tña víi ADN. Do ®ã, kh¶ n¨ng thu nhËn ADN khuÕch ®¹i b»ng 

PCR cã thÓ gÆp khã kh¨n. 

Do tÝnh ®éc h¹i ¨n mßn cña phenol mµ cÇn sö dông c¸c ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt ADN dùa trªn CTAB 

vµ/hoÆc PVP vµ/hoÆc sù hÊp thô silica. 

A.1.1.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc   

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc ¸p dông réng r·i trong tÊt c¶ c¸c lÜnh vùc sinh häc, n«ng häc vµ y tÕ trong 

suèt 40 n¨m qua, nh−ng ch−a bao giê ®−îc ®¸nh gi¸ trong c¸c nghiªn cøu liªn phßng thö nghiÖm ®Ó 

ph¸t hiÖn sinh vËt biÕn ®æi gen trong thùc phÈm. 

A.1.1.3   Nguyªn t¾c 

Ph−¬ng ph¸p nµy bao gåm c¸c b−íc ph©n huû (ph©n huû nhiÖt trong sù cã mÆt cña natri dodecyl sunfat 

vµ hµm l−îng EDTA cao) tiÕp theo b»ng c¸ch lo¹i bá c¸c t¹p chÊt (nh− c¸c ph©n tö −a mì, c¸c chÊt 

polysacarit vµ protein) vµ c¸c nucleaza tõ pha láng chøa ADN sö dông phenol vµ clorofom. KÕt tña 

ADN cuèi cïng b»ng etanol, lµm c« ®Æc ADN vµ lo¹i trõ c¸c muèi vµ clorofom cßn d−. B−íc quyÕt ®Þnh 

cña ph−¬ng ph¸p lµ b−íc ph©n gi¶i [5]. 

A.1.1.4   C¸c yªu cÇu vÒ an toµn 

CÇn cã tñ hót ®Ó xö lý c¸c chÊt h÷u c¬. 
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A.1.1.5   Thuèc thö 

A.1.1.5.1   Etanol, φ(C2H5OH) = 96 % phÇn thÓ tÝch  

B¶o qu¶n vµ sö dông dung dÞch nµy ë –20 0C. 

A.1.1.5.2   Axit axetic b¨ng (CH3COOH).    

A.1.1.5.3   Kali axetat (C2H3O2K).    

A.1.1.5.4   Axit clohydric, φ (HCl) = 37 %. 

A.1.1.5.5   Isoamyl ancol [(CH3)2CHCH2CH2OH].    

A.1.1.5.6   Phenol (C6H5OH).    

A.1.1.5.7   Clorofom (CHCl3).    

A.1.1.5.8   Tris(hydroxymetyl)-aminometan (Tris)(C4H11NO3).    

A.1.1.5.9   Muèi dikali axit etylendiamintetraaxetic (K2EDTA) (C10H14N2O8K2).    

A.1.1.5.10   Kali hydroxit (KOH).    

A.1.1.5.11   Kali clorua (KCl).    

A.1.1.5.12   Natri dodexyl sunfat (SDS) (C12H25O4SNa).    

A.1.1.5.13    Proteinaza-K, kho¶ng 20 ®¬n vÞ/mg lyophilisat.  

A.1.1.5.14   RNaza-A, kh«ng chøa DNaza tõ tuyÕn tuþ cña bß, kho¶ng 50 ®¬n vÞ/mg lyophilisat. 

A.1.1.5.15   Phenol c©n b»ng, pH> 7,8.    

Sö dông phenol c©n b»ng dùa vµo dung dÞch ®Öm chiÕt (A.1.1.5.18) kh«ng cã SDS, hoÆc ®−îc chuÈn bÞ 

theo [5], hoÆc theo c¸c khuyÕn c¸o cña nhµ s¶n xuÊt.  

A.1.1.5.16   Clorofom-isoamyl ancol   

Trén 24 phÇn thÓ tÝch clorofom (A.1.1.5.7) víi 1 phÇn thÓ tÝch isoamyl ancol (A.1.1.5.5). 

A.1.1.5.17   Phenol-clorofom-isoamyl ancol   

Trén 1 phÇn thÓ tÝch phenol ®· c©n b»ng (A.1.1.5.15) víi 1 phÇn thÓ tÝch dung dÞch clorofom-isoamyl 

ancol (A.1.1.5.16). 
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A.1.1.5.18   Dung dÞch ®Öm chiÕt/ph©n gi¶i, nång ®é chÊt c(Tris) = 0,050 mol/l, c(K2EDTA) = 0,050 mol/l, 

nång ®é khèi l−îng ρ(SDS) = 30 g/l.    

Dïng HCl hoÆc KOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0.  

A.1.1.5.19   Dung dÞch ®Öm TE, c(Tris) = 0,010 mol/l, c(K2EDTA) = 0,001 mol/l. 

Dïng HCl hoÆc KOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0.  

A.1.1.5.20   Dung dÞch proteinaza, ρ = 20 mg/ml, hoµ tan ®−îc trong n−íc v« trïng.      

Kh«ng hÊp ¸p lùc. B¶o qu¶n ë –20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 

A.1.1.5.21   Dung dÞch RNaza-A, ρ = 10 mg/ml lyophylisat.     

B¶o qu¶n ë – 20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 

A.1.1.5.22   Dung dÞch etanol, φ (C2H5OH) = 70 %. 

B¶o qu¶n ë – 20 0C. 

A.1.1.5.23   Dung dÞch kali axetat, c(C2H3O2K) = 3 mol/l. 

Dïng axit axetic b¨ng ®Ó chØnh pH ®Õn 5,2. Kh«ng hÊp ¸p lùc. Läc qua bé läc cì lç 0,22 µm, nÕu cÇn. 

A.1.1.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

Sö dông c¸c thiÕt bÞ, dông cô phßng thö nghiÖm th«ng th−êng vµ c¸c lo¹i sau: 

A.1.1.6.1   M¸y ly t©m, cã thÓ ®¹t ®−îc lùc ly t©m tèi thiÓu 10 000 g. 

Trong mét sè giai ®o¹n cÇn ®Õn ly t©m l¹nh. 

A.1.1.6.2  Nåi c¸ch thuû hoÆc tñ Êm, lµm viÖc trong d¶i nhiÖt ®é tõ 60 0C ®Õn 70 0C.     

A.1.1.6.3   M¸y sÊy ch©n kh«ng, tuú chän. 

A.1.1.6.4   M¸y sÊy ®«ng kh«, tuú chän. 

A.1.1.6.5   M¸y trén, vÝ dô nh− Vortex 2).    

A.1.1.6.6   B×nh ph¶n øng, bÒn víi viÖc cÊp ®«ng trong nit¬ láng. 

                                                
2)  M¸y Vortex lµ mét vÝ dô vÒ s¶n phÈm thÝch hîp cã b¸n s½n trªn thÞ tr−êng. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn 

cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn nµy vµ tæ chøc ISO kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. C¸c s¶n phÈm 

t−¬ng tù cã thÓ ®−îc sö dông nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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A.1.1.7   C¸ch tiÕn hµnh    

A.1.1.7.1   Kh¸i qu¸t    

Khi phÇn mÉu thö ®· ®−îc chuÈn bÞ th× tiÕn hµnh quy tr×nh t¸ch chiÕt/tinh s¹ch ADN. CÇn ®iÒu chØnh 

cho thÝch hîp gi÷a khèi l−îng vµ thÓ tÝch dung dÞch ®Öm tïy theo cì mÉu ®· chän. 

A.1.1.7.2   Quy tr×nh t¸ch chiÕt   

C©n 0,25 g mÉu thö cho vµo mét èng nghiÖm nhá. 

Cho thªm 1,6 ml dung dÞch ®Öm chiÕt (A.1.1.5.18) vµ khi cÇn cho thªm (vÝ dô nh− trong c¸c lo¹i chÊt 

nÒn giµu protein), 50 µl dung dÞch K proteinaza (A.1.1.5.20). ñ ë 60 0C ®Õn 70 0C, th«ng th−êng trong 

vßng 30 min ®Õn 2 h (còng cã thÓ ñ Êm qua ®ªm). Bæ sung RNaza A (A.1.1.5.21) ®¹t nång ®é cuèi 

cïng lµ 0,1 µg/ml. Ly t©m ë 5 000 g trong 30 min vµ lÊy phÇn næi phÝa trªn cho vµo èng nghiÖm míi. 

Cho mét thÓ tÝch phenol ®· c©n b»ng (A.1.1.5.15) vµo phÇn næi phÝa trªn vµ trén kü mét c¸ch nhÑ 

nhµng. Cho ly t©m ë 5 000 g trong 15 min vµ thu lÊy phÇn næi phÝa trªn cho vµo èng nghiÖm míi. Thªm 

mét thÓ tÝch phenol-clorofom-isoamyl ancol (A.1.1.5.17) vµo phÇn næi phÝa trªn vµ trén kü mét c¸ch nhÑ 

nhµng. Cho ly t©m tiÕp ë 5 000 g trong 15 min vµ thu lÊy pha láng vµo mét èng nghiÖm míi. LÆp l¹i b−íc 

nµy mét hoÆc nhiÒu lÇn (tuú thuéc vµo lo¹i chÊt nÒn) cho ®Õn khi cã líp ng¨n c¸ch râ rµng gi÷a c¸c pha. 

Cho mét thÓ tÝch clorofom/isoamyl ancol (A.1.1.5.16) vµo phÇn næi phÝa trªn vµ trén kü mét c¸ch nhÑ 

nhµng. Cho ly t©m tiÕp ë 5 000 g trong 10 min vµ thu lÊy pha láng vµo mét èng nghiÖm míi. LÆp l¹i 

b−íc nµy, nÕu cÇn, cho ®Õn khi cã líp ng¨n c¸ch râ rµng gi÷a c¸c pha. Trén kü phÇn næi phÝa trªn víi 

0,1 thÓ tÝch dung dÞch kali axetat (A.1.1.5.23) vµ 2,5 thÓ tÝch etanol 96 % (A.1.1.5.1), trén kü b»ng c¸ch 

lËt lªn lËt xuèng èng nghiÖm. ñ Ýt nhÊt 5 phót trong nit¬ láng, hoÆc 1 h ë – 80 0C, hoÆc ®Ó qua ®ªm ë 

–20 0C. Ly t©m ë 10 000 g (hoÆc ®Õn 13 000 g) ë 4 0C Ýt nhÊt 15 min, cÈn thËn lo¹i bá phÇn næi phÝa trªn. 

Röa cÈn thËn c¸c kÕt tña ADN b»ng 2 thÓ tÝch dung dÞch etanol 70 % (A.1.1.5.22). Ly t©m ë 10 000 g 

®Õn 13 000 g ë 4 0C trong 15 min 

, sau ®ã cÈn thËn lo¹i bá phÇn næi phÝa trªn. B−íc nµy lµ cÇn thiÕt ®Ó lo¹i bá c¸c muèi kÕt tña mµ cã thÓ 

lµm c¶n trë b−íc ph©n tÝch tiÕp theo (vÝ dô: PCR). 

SÊy kh« kÕt tña nµy vµ hoµ tan l¹i trong 100 µl n−íc hoÆc dung dÞch ®Öm thÝch hîp, vÝ dô, dung dÞch 

®Öm TE (A.1.1.5.19). §©y lµ dung dÞch gèc chÝnh ADN. Thªm RNaza-A (A.1.1.5.21) ®Õn nång ®é cuèi 

cïng lµ 0,1 µg/ml. 
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A.1.1.8   Danh môc c¸c vÝ dô 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ¸p dông thµnh c«ng ®Ó chiÕt ADN 3) ra khái c¸c lo¹i chÊt nÒn sau: 

H¹t ®Ëu t−¬ng ®· axit ho¸ 3), cá linh l¨ng kh«, b¸nh dïng cho trÎ nhá 3), s÷a dµnh cho trÎ nhá 3), vi 

khuÈn vµ bµo tö cña nã, h¹t lóa m¹ch, pate thÞt bß/thÞt lîn3), thÞt bß 3), phomat xanh, b¸nh socola h¹nh 

nh©n3), ng« ®ãng hép, h¹t carot, ngò cèc ®ãng thµnh thái 3), phom¸t, gµ, l¸ rau diÕp, cñ c¶i, b¸nh 

socola3), socola nh·o 3), b¸nh quÕ, møt qu¶, b¸nh ng« 3), g¹o xay, v¸ng s÷a 3), h¹t ®Ëu Hµlan kh«, b¸nh 

qui ng« 3), b¸nh kh« dÇu ng«, bét ng«, thøc ¨n gluten ng«, ng« h¹t, c¸c h¹t bét s¾n dïng lµm thøc ¨n 

ch¨n nu«i, bét s¾n hét, thÞt t−¬i vµ ®· nÊu chÝn 3) (bß, lîn, gµ, vµ gµ t©y), thÞt qu¶ d−a, h¹t d−a, thÞt xay, 

c¸c thµnh phÇn cña mãn ®iÓm t©m 3), mãn ®iÓm t©m 3), gi¸ ®ç 3), h¹t yÕn m¹ch, cñ khoai t©y, b¸nh kh« 

cña h¹t c¶i dÇu, glupacolza, h¹t c¶i dÇu, xóc xÝch (l¸t máng3) vµ coktail3)(xem A.1.2 vÒ ph−¬ng ph¸p 

chiÕt c¶i tiÕn), mãn c«tlet bª, sooie hoi sin3), viªn xóp, protein ®Ëu t−¬ng trong chÕ biÕn thÞt 3), lecxitin 

®Ëu t−¬ng (n©u th« vµ vµng x¸c ®Þnh3)), gi¸ ®Ëu t−¬ng3), ®å uèng tõ ®Ëu t−¬ng, h¹t ®Ëu t−¬ng, v¸ng d÷a 

®Ëu t−¬ng, b¸nh kh« dÇu ®Ëu t−¬ng, ®Ëu phô tõ ®Ëu t−¬ng, n−íc sèt spaghetti3), h¹t lóa m× spenta, cñ 

c¶i ®−êng (phÇn thÞt sÊy kh«), cña c¶i ®−êng (cñ t−¬i), h¹t cñ c¶i ®−êng, h¹t hoa h−íng d−¬ng, ®Ëu phô, 

qu¶ cµ chua t−¬i, cµ chua nghiÒn3), h¹t qu¶ cµ chua, hamburger thùc vËt, b¸nh kem xèp (cã3) vµ kh«ng 

cã socola3)), c¸m lóa m×, bét m×, thøc ¨n gluten lóa m×, h¹t lóa m×, semolina lóa m×, s÷a chua 3) (xem 

A.1.3 vÒ ph−¬ng ph¸p chiÕt c¶i tiÕn).      

A.1.2   Ph−¬ng ph¸p phenol/clorofom: Quy tr×nh cÊy khëi ®éng xóc xÝch lªn men 

A.1.2.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®−îc dïng ®Ó t¸ch ADN tæng sè, bao gåm ADN hÖ gen vi khuÈn tõ xóc xÝch. Kh¶ 

n¨ng ¸p dông cña ph−¬ng ph¸p nµy lµ ®Ó thu ®−îc ADN cã chÊt l−îng cao thÝch hîp cho viÖc ph¸t hiÖn 

ADN t¸i tæ hîp b»ng PCR ®· ®−îc chøng minh cho xóc xÝch lªn men [6] gièng nh− ®èi víi xóc xÝch lªn 

men xö lý nhiÖt, cßn ®−îc gäi lµ xóc xÝch mïa hÌ [7]. Ngoµi ra, ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt cßn thÝch hîp ®Ó 

t¸ch ADN tæng sè ra khái v¸ng s÷a ®Ó ph¸t hiÖn Staphylococcus aureus ®Æc thï trong chÊt nÒn thùc 

phÈm nµy [8]. (Ph−¬ng ph¸p nµy thÝch hîp ®èi víi c¸c lo¹i chÊt nÒn nªu trong A.1.2.8). 

A.1.2.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc 

Mét nghiªn cøu liªn phßng thö nghiÖm trªn phÇn mÉu thö 0,4 g ®· ®−îc thùc hiÖn ®Ó ®¸nh gi¸ hiÖu lùc 

®èi víi ph−¬ng ph¸p nµy (xem A.1.2.9). 

                                                
3)  §é lÆp l¹i cã thÓ phô thuéc vµo mÎ mÉu vµ/hoÆc c«ng nghÖ s¶n xuÊt chóng. Trong mét sè tr−êng hîp, ADN cã thÓ kh«ng t×m thÊy 

hoÆc bÞ biÕn chÊt lµm cho c¸c kÕt qu¶ PCR ë møc d−íi giíi h¹n ph¸t hiÖn cña ph−¬ng ph¸p, bÊt kÓ mçi/quy tr×nh PCR ®· ®−îc sö 

dông. §iÒu nµy cã thÓ lµ nguyªn nh©n cña ®é t¸i lËp thÊp gi÷a c¸c phßng thö nghiÖm.  
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A.1.2.3   Nguyªn t¾c 

Ph−¬ng ph¸p nµy gåm viÖc thu håi l¹i c¸c tÕ bµo vi khuÈn tõ chÊt nÒn thùc phÈm b»ng c¸ch ®ång ho¸ 

c¸c mÉu xóc xÝch, sau ®ã cho ly t©m. PhÇn l¾ng chøa kh«ng chØ c¸c tÕ bµo vi khuÈn mµ cßn c¸c h¹t 

thÞt. §Ó ph©n huû riªng c¸c tÕ bµo vi khuÈn, th× cÇn ph¸ vì c¸c thµnh tÕ bµo b»ng c¸ch bæ sung 

lysozym. §Ó t¨ng ®é ph©n huû c¸c thµnh tÕ bµo lactobacili thÞt, cã thÓ bæ sung mutanolysin. ViÖc ph©n 

huû hoµn toµn c¸c tÕ bµo ®−îc thùc hiÖn b»ng c¸ch bæ sung chÊt lµm s¹ch SDS (natri dodexyl sunfat) 

vµ proteinaza-K, tiÕp theo b»ng c¸ch chiÕt vµi lÇn pha láng b»ng phenol vµ/hoÆc clorofom. B−íc chiÕt 

b»ng phenol vµ/hoÆc clorofom lµ rÊt cÇn thiÕt ®Ó lo¹i bá mäi ho¹t tÝnh nucleaza vµ c¸c chÊt øc chÕ 

ph¶n øng PCR kÓ c¶ c¸c chÊt nµy ®−îc ph¸t sinh ra tõ chÊt nÒn thùc phÈm (vÝ dô, haematin). Cuèi 

cïng thùc hiÖn kÕt tña ADN b»ng etanol. 

A.1.2.4   Yªu cÇu vÒ an toµn 

CÇn cã tñ hót ®Ó xö lý c¸c chÊt h÷u c¬. 

A.1.2.5   Thuèc thö 

A.1.2.5.1   Isopropanol [CH3CH(OH)CH3]. 

A.1.2.5.2   Etanol, φ (C2H5OH) = 96 %.    

B¶o qu¶n vµ sö dông ë – 20 0C. 

A.1.2.5.3   Axit axetic b¨ng, (CH3COOH). 

A.1.2.5.4   Axit clohydric, φ (HCl) = 37 %. 

A.1.2.5.5   Natri hydroxit (NaOH).       

A.1.2.5.6   Isoamyl ancol [(CH3)2CHCH2CH2OH].     

A.1.2.5.7   Phenol (C6H5OH).    

A.1.2.5.8   Clorofom (CHCl3).    

A.1.2.5.9   Tris(hydroxymetyl)-aminometan (Tris)(C4H11NO3).    

A.1.2.5.10   Muèi dinatri axit etylendiamintetraaxetic (Na2EDTA)(C10H14N2O8Na2).    

A.1.2.5.11   Natri dodexyl sunfat (SDS)(C12H25O4SNa).    
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A.1.2.5.12   Lysozym 

50 000 U/mg protein (1 U sÏ t¹o ra mét ∆A450 cña 0,001/phót ë pH 6,24 vµ 25 0C, sö dông huyÒn phï 

Micrococcus lysodeikticus lµm c¬ chÊt, trong 2,6 ml hçn hîp ph¶n øng sö dông 1 cm ®−êng quang).    

A.1.2.5.13   Sacaroza (C12H22O11).   

A.1.2.5.14   Proteinaza-K, kho¶ng 20 ®¬n vÞ/mg lyophilisat. 

A.1.2.5.15   Natri axetat (C2H3O2Na). 

A.1.2.5.16   Phenol ®G c©n b»ng, ®−îc b·o hoµ víi dung dÞch ®Öm Tris/HCl (pH>7,8), hoÆc ®−îc 

chuÈn bÞ theo [5], hoÆc theo khuyÕn c¸o cña nhµ s¶n xuÊt. 

A.1.2.5.17   Clorofom-isoamyl ancol      

Trén 24 phÇn thÓ tÝch clorofom (A.1.2.5.8) víi mét phÇn thÓ tÝch isoamyl ancol (A.1.2.5.6). 

A.1.2.5.18    Phenol-clorofom-isoamyl ancol  

ChuÈn bÞ b»ng c¸ch trén 25 phÇn thÓ tÝch phenol ®· c©n b»ng (A.1.2.5.16) víi 24 phÇn thÓ tÝch 

clorofom (A.1.2.5.8) vµ 1 phÇn thÓ tÝch isoamyl ancol (A.1.2.5.6). 

A.1.2.5.19   Dung dÞch mutanolysin, chøa 500 U/ml hoÆc 5 000 U/ml mutanolysin, ®−îc hoµ tan trong 

n−íc v« trïng. 

Kh«ng hÊp ¸p lùc. B¶o qu¶n ë – 20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 

A.1.2.5.20   Dung dÞch lysozym, chøa 10 mg/ml, ®−îc hoµ tan trong n−íc v« trïng. 

Kh«ng hÊp ¸p lùc. B¶o qu¶n ë –20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 

A.1.2.5.21   Dung dÞch sacaroza, ρ(C12H22O11) = 400 g/l. 

A.1.2.5.22   Dung dÞch ®Öm A, c(Tris) = 0,020 mol/l, c(Na2EDTA) = 0,020 mol/l, c(NaCl) = 0,1 mol/l. 

Dïng HCl hoÆc NaOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0. 

A.1.2.5.23  Dung dÞch ®Öm t¸ch chiÕt/ph©n gi¶i, chøa mét phÇn thÓ tÝch dung dÞch ®Öm A 

(A.1.2.5.22) vµ mét phÇn dung dÞch sacaroza (A.1.2.5.21). 

A.1.2.5.24   Dung dÞch SDS, ρ(SDS) = 250 g/l. 

A.1.2.5.25   Dung dÞch proteinaza-K, chøa kho¶ng 20 mg/ml, ®−îc b¶o qu¶n ë – 20 0C, ®−îc hoµ tan 

trong n−íc v« trïng. 

Kh«ng hÊp ¸p lùc. B¶o qu¶n ë –20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 



TCVN 7606 : 2007 

 22 

A.1.2.5.26   Dung dÞch etanol, φ (C2H5OH) = 70 %.    

B¶o qu¶n vµ sö dông ë –20 0C. 

A.1.2.5.27  Natri axetat, c(C2H3O2Na) = 3 mol/l. 

Dïng axit axetic b¨ng ®Ó chØnh pH ®Õn 5,2.                         

A.1.2.5.28   Dung dÞch ®Öm TE, c(Tris) = 0,010 mol/l, c(Na2EDTA) = 0,001 mol/l. 

Dïng HCl hoÆc NaOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0. 

A.1.2.6   ThiÕt bÞ, dông cô    

Sö dông c¸c thiÕt bÞ, dông cô cña phßng thö nghiÖm th«ng th−êng vµ c¸c lo¹i sau: 

A.1.2.6.1   Dông cô vµ/hoÆc vËt liÖu ®Ó lµm nhá c¸c m« (vÝ dô, dao th¸i). 

A.1.2.6.2   M¸y ly t©m, cã thÓ ®−îc lùc ly t©m ë 12 000 g.       

Trong mét sè giai ®o¹n cÇn ®Õn ly t©m l¹nh. 

A.1.2.6.3   Nåi c¸ch thuû hoÆc tñ Êm. 

A.1.2.6.4   M¸y sÊy ch©n kh«ng (tuú chän).       

A.1.2.6.5   M¸y trén, vÝ dô: Vortex 2).  

A.1.2.7   C¸ch tiÕn hµnh    

A.1.2.7.1   Kh¸i qu¸t    

Khi phÇn mÉu thö ®· ®−îc chuÈn bÞ th× tiÕn hµnh quy tr×nh t¸ch chiÕt/tinh s¹ch ADN. CÇn ®iÒu chØnh 

cho thÝch hîp gi÷a khèi l−îng vµ thÓ tÝch dung dÞch ®Öm tïy theo cì mÉu ®· chän. 

A.1.2.7.2   ChuÈn bÞ mÉu    

C¾t nhá xóc xÝch thÞt, ®ång ho¸ vµ cho tõ 200 mg ®Õn 500 mg vµo 3 thÓ tÝch n−íc (®Õn 1,5 ml). Gi÷ ë 

nhiÖt ®é phßng kho¶ng 10 phót. 

A.1.2.7.3   Quy tr×nh t¸ch chiÕt 

CÈn thËn chuyÓn 500 µl pha láng (huyÒn phï) vµo b×nh ph¶n øng míi. Cho ly t©m 10 phót ë 12 000 g. 

G¹n phÇn næi phÝa trªn vµ hoµ l¹i c¸c chÊt kÕt tña trong 500 µl dung dÞch ®Öm chiÕt/ph©n g¶i 

(A.1.2.5.23). 
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Cho 50 µl dung dÞch lysozym (A.1.2.5.20). ñ ë 37 0C trong 1 giê. NÕu c¸c kÕt qu¶ ch−a ®¹t yªu cÇu th× 

cã thÓ kÕt hîp lysozym víi 10 U mutanolysin (A.1.2.5.19), nh−ng ¶nh h−ëng cña lo¹i chÊt nÒn cô thÓ 

nµy cÇn ®−îc thö nghiÖm tr−íc khi sö dông. 

Thªm 25 µl dung dÞch SDS (A.1.2.5.24) vµ 25 µl dung dÞch proteinaza-K (A.1.2.5.25), sau ®ã ®Ó 10 phót  

ë 60 0C. 

Cho thªm 1 thÓ tÝch phenol/clorofom/isoamyl ancol (A.1.2.5.18) vµ trén. 

Cho ly t©m hçn hîp trong 3 min ë 12 000 g. ChuyÓn phÇn næi phÝa trªn sang b×nh ph¶n øng míi. 

Cho 0,1 thÓ tÝch dung dÞch natri axetat (A.1.2.5.27) vµ 1 thÓ tÝch isopropanol (A.1.2.5.1). Trén nhÑ 

nhµng b»ng c¸ch ®¶o chiÒu vµi lÇn. 

Gi÷ ë nhiÖt ®é phßng Ýt nhÊt 30 min. Ly t©m 15 min ë kho¶ng 12 000 g. G¹n bá phÇn næi phÝa trªn. 

Röa c¸c kÕt tña nµy cÈn thËn b»ng Ýt nhÊt 500 µl dung dÞch etanol (A.1.2.5.26), l¾c nhÑ. Ly t©m hçn hîp 

10 min ë kho¶ng 12 000 g. B−íc nµy lµ c¬ b¶n ®Ó lo¹i bá c¸c muèi kÕt tña mµ cã thÓ g©y c¶n trë cho 

b−íc ph©n tÝch tiÕp theo (vÝ dô, PCR). 

Lo¹i bá phÇn næi phÝa trªn.  

Lµm kh« c¸c kÕt tña nµy vµ hoµ l¹i vµo 100 µl n−íc hoÆc dung dÞch ®Öm thÝch hîp, vÝ dô: dung dÞch 

®Öm TE (A.1.2.5.28). §©y lµ dung dÞch ADN gèc. 

A.1.2.8   Danh môc c¸c vÝ dô 

Xem B¶ng A.1. 

B¶ng A.1 – Danh môc c¸c lo¹i chÊt nÒn ®G ¸p dông thµnh c«ng ph−¬ng ph¸p 

C¸c lo¹i chÊt nÒn ®G ®−îc ph©n tÝch thµnh 

c«ng 

Vi sinh vËt Tµi liÖu tham kh¶o 

Xóc xÝch lªn men Lactobacillus curvatus [6] 

Xóc xÝch mïa hÌ (®−îc xö lý nhiÖt) Lactobacillus curvatus [7] 

V¸ng s÷a Staphylococcus aureus [8] 

A.1.2.9    TÝnh hiÖu lùc 

C¸c sè liÖu x¸c nhËn hiÖu lùc ë B¶ng A.2 ®· ®−îc x©y dùng trong nghiªn cøu céng t¸c cña nhãm c«ng 

t¸c “X©y dùng c¸c ph−¬ng ph¸p ®Ó nhËn biÕt thùc phÈm ®−îc chÕ biÕn b»ng kü thuËt c«ng nghÖ gen” 

cña Uû ban German Federal Health Board vÒ øng dông c¸c ph−¬ng ph¸p theo §iÒu kho¶n 35 cña LuËt 

Thùc phÈm cña §øc [6]. 
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Trong nghiªn cøu céng t¸c nµy, cã hai mÉu d−¬ng tÝnh gi¶, cã kh¶ n¨ng do bao gãi sai. Trong nghiªn 

cøu nµy kh«ng sö dông mutanolysin. 

B¶ng A.2 – Sè liÖu cã hiÖu lùc 

Sè l−îng phßng thö 

nghiÖm tham gia 

Sè l−îng mÉu xóc xÝch/mét 

phßng thö nghiÖm 

Sè l−îng mÉu tæng sè Sè l−îng mÉu ®−îc 

nhËn d¹ng ®óng 

15 10 150 148 (c¸c mÉu kiÓm chøng 

vµ mÉu biÕn ®æi gen) 

A.1.3   Ph−¬ng ph¸p chiÕt b»ng phenol/clorofom: Quy tr×nh ®èi víi viÖc cÊy khëi ®éng s÷a chua 

A.1.3.1    Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy m« t¶ quy tr×nh chiÕt ADN tõ nu«i cÊy khëi ®éng ®−îc dïng ®Ó lªn men s¶n phÈm 

s÷a chua. Quy tr×nh nµy thùc hiÖn thµnh c«ng víi s÷a chua th−êng, s÷a chua cã chøa c¸c thµnh phÇn 

kh¸c nhau nh− thÞt qu¶, c¸c chÊt phô gia vµ c¸c chÊt æn ®Þnh vµ c¸c s¶n phÈm kh¸c cã hµm l−îng chÊt 

bÐo kh¸c nhau (xem A.1.3.8 vµ [9], [10], [11]). ADN cã chÊt l−îng dïng cho ph¶n øng PCR còng ®−îc 

chiÕt ra khái s÷a chua ®· ®−îc xö lý nhiÖt [12]. 

A.1.3.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc qua mét nghiªn cøu liªn phßng thö nghiÖm, xem A.1.3.9. 

A.1.3.3   Nguyªn t¾c 

Ph−¬ng ph¸p nµy dùa trªn quy tr×nh t¸ch chiÕt phenol/clorofom vµ ®−îc ®iÒu chØnh cho phï hîp víi c¸c 

chÊt nÒn thùc phÈm cô thÓ. C¸c gèc Gram d−¬ng cña s÷a chua thu ®−îc sau khi hoµ tan casein ®«ng 

tô ë pH kiÒm. C¸c tÕ bµo thu ®−îc ®−îc hoµ l¹i vµo trong dung dÞch ®Öm vµ ®−îc xö lý b»ng lysozym 

(vµ mutanolysin) ®Ó ph¸ vì thµnh tÕ bµo. ViÖc ph©n huû tÕ bµo ®−îc thùc hiÖn b»ng c¸ch bæ sung chÊt 

tÈy röa nh− natri dodexyl sunfat (SDS). Protein ®−îc lo¹i ra b»ng c¸ch xö lý proteinaza-K vµ c¸c b−íc 

tiÕp theo lµ xö lý b»ng phenol/clorofom vµ clorofom. ADN cuèi cïng ®−îc kÕt tña víi ancol. 

A.1.3.4   Yªu cÇu vÒ an toµn 

CÇn cã tñ hót ®Ó xö lý c¸c chÊt h÷u c¬. 

A.1.3.5   Thuèc thö 

A.1.3.5.1   Isopropanol [CH3CH(OH)CH3]. 

A.1.3.5.2   Etanol, φ (C2H5OH) = 96 %.    

B¶o qu¶n vµ sö dông ë – 20 0C. 
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A.1.3.5.3   Axit axetic b¨ng, (CH3COOH). 

A.1.3.5.4   Natri clorua (NaCl).       

A.1.3.5.5   Natri xitrat (C6H5Na3O7). 

A.1.3.5.6   Axit clohydric, φ (HCl) = 37 %. 

A.1.3.5.7   Natri hydroxit (NaOH).    

A.1.3.5.8   Isoamyl ancol [(CH3)2CHCH2CH2OH].     

A.1.3.5.9   Phenol (C6H5OH).    

A.1.3.5.10   Clorofom (CHCl3).    

A.1.3.5.11   Tris(hydroxymetyl)-aminometan (Tris)(C4H11NO3).    

A.1.3.5.12   Muèi dinatri axit etylendiamintetraaxetic (Na2EDTA)(C10H14N2O8Na2).    

A.1.3.5.13   Natri dodexyl sunfat (SDS)(C12H25O4SNa).    

A.1.3.5.14   Lysozym, 50 000 U/mg protein (1 U sÏ t¹o ra mét ∆A450 cña 0,001/min ë pH 6,24 vµ 25 0C, 

sö dông huyÒn phï Micrococcus lysodeikticus lµm chÊt nÒn, trong 2,6 ml hçn hîp ph¶n øng sö dông 1 cm 

®−êng quang).    

A.1.3.5.15   Sacaroza (C12H22O11).   

A.1.3.5.16   Proteinaza-K, kho¶ng 20 ®¬n vÞ/mg lyophilisat. 

A.1.3.5.17   Natri axetat (C2H3O2Na). 

A.1.3.5.18   Dung dÞch natri xitrat, ρ(C6H5Na3O7) = 400 g/l. 

A.1.3.5.19   Dung dÞch natri hydroxit ρ (NaOH) = 0,4 mol/l. 

Hoµ tan trong n−íc v« trïng, nh−ng kh«ng hÊp ¸p lùc. ChuÈn bÞ míi ngay tr−íc khi sö dông. 

A.1.3.5.20 Dung dÞch natri clorua/natri xytrat (SSC, nång ®é 5 x), c(NaCl) = 0,75 mol/l,  

c(C6H5Na3O7) = 0,075 mol/l. 

Nªn chuÈn bÞ dung dÞch SSC lµm dung dÞch gèc ®Ëm ®Æc (vÝ dô, SSC 20x), v× c¸c dung dÞch cã nång ®é 

muèi cao th−êng æn ®Þnh h¬n. Pha lo·ng tr−íc khi sö dông. 

A.1.3.5.21   Phenol ®G c©n b»ng, ®−îc chØnh ®Õn pH b»ng 8, ®· b·o hoµ víi dung dÞch ®Öm Tris/HCl 

(pH>7,8), hoÆc ®−îc chuÈn bÞ theo [5], hoÆc theo khuyÕn c¸o cña nhµ s¶n xuÊt. 
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A.1.3.5.22   Clorofom-isoamyl ancol       

Trén 24 phÇn thÓ tÝch clorofom (A.1.3.5.10) víi 1 phÇn thÓ tÝch isoamyl ancol (A.1.3.5.8). 

A.1.3.5.23    Phenol-clorofom-isoamyl ancol  

ChuÈn bÞ b»ng c¸ch trén 25 phÇn thÓ tÝch phenol ®· c©n b»ng (A.1.3.5.21) víi 24 phÇn thÓ tÝch 

clorofom (A.1.3.5.10) vµ 1 phÇn thÓ tÝch isoamyl ancol (A.1.3.5.8). 

A.1.3.5.24   Dung dÞch mutanolysin, chøa 500 U/ml hoÆc 5 000 U/ml mutanolysin, ®−îc hoµ tan trong 

n−íc v« trïng. 

Kh«ng hÊp ¸p lùc. B¶o qu¶n ë –20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 

A.1.3.5.25   Dung dÞch lysozym, chøa 10 mg/ml, ®−îc hoµ tan trong n−íc v« trïng. 

Kh«ng hÊp ¸p lùc. B¶o qu¶n ë –20 0C, tr¸nh cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 

A.1.3.5.26   Dung dÞch sacaroza, ρ(C12H22O11) = 400 g/l. 

A.1.3.5.27   Dung dÞch ®Öm A, c(Tris) = 0,020 mol/l, c(Na2EDTA) = 0,020 mol/l, c(NaCl) = 0,100 mol/l. 

Dïng HCl hoÆc NaOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0. 

A.1.3.5.28   Dung dÞch ®Öm chiÕt/ph©n huû, chøa mét phÇn thÓ tÝch dung dÞch ®Öm A (A.1.3.5.27) vµ 

mét phÇn dung dÞch sacaroza (A.1.3.5.26). 

A.1.3.5.29   Dung dÞch SDS, ρ(SDS) = 250 g/l. 

A.1.3.5.30   Dung dÞch proteinaza-K, chøa kho¶ng 20 mg/ml, ®−îc hoµ tan trong n−íc v« trïng. 

Kh«ng hÊp ¸p lùc. B¶o qu¶n ë –20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 

A.1.3.5.31   Dung dÞch etanol, φ (C2H5OH) = 70 %.    

B¶o qu¶n vµ sö dông ë –20 0C. 

A.1.3.5.32  Dung dÞch natri axetat, c(C2H3O2Na) = 3 mol/l. 

Dïng axit axetic b¨ng ®Ó chØnh pH ®Õn 5,2.                         

A.1.3.5.33   Dung dÞch ®Öm TE, c(Tris) = 0,010 mol/l, c(Na2EDTA) = 0,001 mol/l. 

Dïng HCl hoÆc NaOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0. 

A.1.3.6   ThiÕt bÞ, dông cô    

Sö dông c¸c thiÕt bÞ, dông cô cña phßng thö nghiÖm th«ng th−êng vµ c¸c lo¹i sau: 
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A.1.3.6.1   M¸y ly t©m, cã thÓ t¹o ®−îc lùc ly t©m ë 12 000 g. Trong mét sè giai ®o¹n cÇn ®Õn ly t©m l¹nh. 

A.1.3.6.2   Nåi c¸ch thuû hoÆc tñ Êm. 

A.1.3.6.3   M¸y sÊy ch©n kh«ng (tuú chän).       

A.1.3.6.4   M¸y trén, vÝ dô: Vortex 2).  

A.1.3.7   C¸ch tiÕn hµnh    

A.1.3.7.1   Kh¸i qu¸t    

Khi phÇn mÉu thö ®· ®−îc chuÈn bÞ th× tiÕn hµnh quy tr×nh t¸ch chiÕt/tinh s¹ch ADN. CÇn ®iÒu chØnh 

cho thÝch hîp gi÷a khèi l−îng vµ thÓ tÝch dung dÞch ®Öm tïy theo cì mÉu ®· chän. 

A.1.3.7.2   ChuÈn bÞ mÉu    

L¾c kü s÷a chua. ChuyÓn 250 µl s÷a chua vµo b×nh ph¶n øng 2 ml. Thªm 80 µl dung dÞch natri xitrat 

(A.1.3.5.18). Thªm 150 dung dÞch NaOH (A.1.3.5.19) vµ trén kü. Ly t©m 2 min ë 12 000 g. 

§−êng kÝnh cña khèi kÕt tña kh«ng ®−îc lín h¬n 0,7 cm vµ kho¶ng 100 µl thÓ tÝch. NÕu kh«ng, cÇn lÆp 

l¹i c¸c b−íc nµy (cho thªm 80 µl dung dÞch natri xitrat vµ 150 µl NaOH). 

Lo¹i bá líp chÊt bÐo phÝa trªn vµ phÇn dÞch láng phÝa trªn råi hoµ l¹i khèi kÕt tña nµy trong kho¶ng        

500 µl dung dÞch SSC 20x (A.1.3.5.20). Ly t©m Ýt nhÊt 2 min ë 12 000 g vµ lo¹i bá phÇn næi phÝa trªn. 

Hoµ l¹i khèi kÕt tña nµy trong 500 µl dung dÞch SSC 5x. Ly t©m tiÕp 2 phót ë 12 000 g vµ lo¹i bá phÇn 

næi phÝa trªn. 

Hoµ l¹i chÊt kÕt tña nµy trong 500 µl dung dÞch ®Öm t¸ch chiÕt/ph©n gi¶i (A.1.3.5.28). Bæ sung 50 µl 

dung dÞch lysozym (A.1.3.5.25). ñ ë 37 0C trong 1 h. NÕu kÕt qu¶ thu ®−îc kh«ng ®¹t yªu cÇu th× cã thÓ 

kÕt hîp lysozym víi mutanolysin 10 U (A.1.3.5.24), nh−ng ¶nh h−ëng cña chÊt nÒn nµy cÇn ®−îc thö 

nghiÖm tr−íc khi sö dông. 

Cho thªm 25 µl dung dÞch SDS (A.1.3.5.29) vµ 25 µl dung dÞch proteinaza-K (A.1.3.5.30). ñ trong         

10 min ë 60 0C. Thªm 500 µl phenol-clorofom-isoamyl ancol (A.1.3.5.23) vµ trén. Ly t©m 3 min ë kho¶ng 

12 000 g. ChuyÓn phÇn næi phÝa trªn sang b×nh ph¶n øng míi. Thªm 1 thÓ tÝch clorofom/isoamyl ancol 

(A.1.3.5.22) vµ trén. Ly t©m 3 phót ë kho¶ng 12 000 g  

ChuyÓn pha næi phÝa trªn sang b×nh ph¶n øng míi. Thªm 0,1 thÓ tÝch dung dÞch natri axetat (A.1.3.5.32) 

vµ 1 phÇn thÓ tÝch isopropanol (A.1.3.5.1). Gi÷ ë nhiÖt ®é phßng Ýt nhÊt 30 min. Ly t©m 15 min ë kho¶ng 

12 000 g. Lo¹i bá phÇn næi phÝa trªn. Röa c¸c chÊt kÕt tña cÈn thËn b»ng Ýt nhÊt 500 µl dung dÞch etanol 

(A.1.3.5.31). Ly t©m trong 10 min ë kho¶ng 12 000 g. B−íc nµy lµ c¬ b¶n ®Ó lo¹i bá c¸c muèi kÕt tña cã 

thÓ g©y c¶n trë cho b−íc ph©n tÝch tiÕp theo (vÝ dô, PCR). G¹n bá phÇn næi phÝa trªn. 
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Lµm kh« c¸c chÊt kÕt tña nµy vµ hoµ tan l¹i vµo 100 µl n−íc hoÆc dung dÞch ®Öm thÝch hîp, vÝ dô: dung 

dÞch ®Öm TE (A.1.3.5.33). §©y lµ “ADN gèc chÝnh”. 

A.1.3.8   Danh môc c¸c vÝ dô 

Xem B¶ng A.3. 

B¶ng A.3 – Danh môc c¸c lo¹i chÊt nÒn ®G ¸p dông thµnh c«ng ph−¬ng ph¸p 

C¸c chÊt ®G ®−îc ph©n 

tÝch thµnh c«ng 

Hµm l−îng, chÊt phô gia… Vi sinh vËt Tµi liÖu 

tham kh¶o 

S÷a chua th−êng 0,3 % chÊt bÐo, 3,5 % chÊt bÐo Steptococcus 
thermophilus 

[9], [11] 

S÷a chua hoa qu¶ 1,5 % chÊt bÐo, tinh bét biÕn tÝnh, qu¶ phØ, gelatin 

1,5 % chÊt bÐo, 3,8 % protein, aspartam, axesulfam, døa 

3,5 % chÊt bÐo, h−¬ng liÖu, gelatin, ®µo, dõa 

10 % chÊt bÐo, tinh bét biÕn tÝnh, chanh, h−¬ng liÖu, 
qu¶ h¹nh, pectin, carotin, riboflavin 

Steptococcus 
thermophilus 

[9] 

S÷a chua th−êng ®· 
xö lý nhiÖt 

3,5 % chÊt bÐo Steptococcus 
thermophilus 

[12] 

A.1.3.9   TÝnh hiÖu lùc 

C¸c sè liÖu x¸c nhËn hiÖu lùc ë B¶ng A.4 ®· ®−îc x©y dùng trong nghiªn cøu céng t¸c cña nhãm c«ng 

t¸c “X©y dùng c¸c ph−¬ng ph¸p ®Ó nhËn biÕt thùc phÈm  ®−îc chÕ biÕn b»ng kü thuËt c«ng nghÖ gen” 

cña Uû ban German Federal Health Board vÒ øng dông c¸c ph−¬ng ph¸p theo §iÒu kho¶n 35 cña LuËt 

Thùc phÈm cña §øc [6]. 

Trong nghiªn cøu céng t¸c nµy, cã hai phßng thö nghiÖm kh«ng tiÕn hµnh thÈm tra b»ng phÐp lai. 

Trong nghiªn cøu nµy kh«ng sö dông mutanolysin. 

B¶ng A.4 – Sè liÖu cã hiÖu lùc 

Sè l−îng phßng thö 
nghiÖm tham gia 

Sè l−îng mÉu s÷a chua/mét 
phßng thö nghiÖm 

Sè l−îng mÉu tæng sè Sè l−îng mÉu ®−îc 
nhËn d¹ng ®óng 

20 10 200 200 (99 mÉu kiÓm so¸t vµ 

101 mÉu biÕn ®æi gen) 

A.1.4   Ph−¬ng ph¸p chiÕt b»ng phenol/clorofom: Quy tr×nh ®èi víi nÊm men vµ/hoÆc nÊm sîi 

thu ®−îc tõ thùc phÈm 
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A.1.4.1    Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy m« t¶ quy tr×nh chiÕt vµ tinh s¹ch ADN ®¹t chÊt l−îng dïng cho ph¶n øng PCR mét 

b−íc tõ nÊm men hoÆc nÊm sîi [13], hoÆc c¸c quÇn thÓ vi khuÈn ®−îc ph©n lËp. Ph−¬ng ph¸p nµy 

còng thÝch hîp ®èi víi viÖc truy nguyªn ADN tõ c¸c sinh vËt biÕn ®æi gen trong c¸c lo¹i chÊt nÒn phøc hîp 

cao [14], [15]. Ph−¬ng ph¸p nµy ®−îc sö dông ®Ó chiÕt ADN tæng sè tõ chÊt nÒn [14], [15], hoÆc ra khái 

phÇn vi khuÈn hoÆc trùc tiÕp ®−îc t¸ch tõ chÊt nÒn hoÆc thu ®−îc tõ m«i tr−êng khëi ®éng (khuÈn l¹c 

trong m«i tr−êng láng hoÆc th¹ch). 

Chó thÝch:  ViÖc t¸ch phÇn vi khuÈn ra khái phÇn mÉu thö cho c¸c kÕt qu¶ ®¸ng tin cËy nhÊt, nÕu ®iÒu nµy 

®−îc thùc hiÖn tr−íc khi chiÕt ADN. 

ADN tæng sè tõ chÊt nÒn cã thÓ ®−îc chiÕt theo quy tr×nh trong Phô lôc A. Tuy nhiªn, c¸c quy tr×nh nµy 

kh«ng ®¶m b¶o r»ng ADN tõ tÊt c¶ c¸c vi sinh vËt (®Æc biÖt tõ nÊm khã ph©n huû, hoÆc vi khuÈn Gram 

©m) cã thÓ ®−îc ph©n lËp ngÉu nhiªn víi l−îng ®¸ng tin cËy. MÆc dï quy tr×nh hiÖn hµnh cã thÓ ®−îc sö 

dông ®Ó chiÕt ADN tæng sè cã trong c¸c lo¹i chÊt nÒn nh− s÷a chua, s÷a hoÆc phomat. HiÖu qu¶ cña 

viÖc t¸ch chiÕt cho thÊy ®¸ng tin cËy chØ ®èi víi c¸c lo¹i chÊt nÒn d¹ng r¾n ®· nghiÒn hoÆc ®· xay nhá 

vµ lu«n ph¶i kiÓm tra trªn chÊt nÒn chÝnh. 

A.1.4.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc 

Ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt ADN nµy ®· ®−îc ¸p dông vµ ®¸nh gi¸ cã hiÖu lùc [13] cho 325 loµi ®¹i diÖn 

cho 25 chi nÊm (bao gåm nÊm men dïng cho viÖc s¶n xuÊt b¸nh hoÆc s¶n xuÊt r−îu, vµ Penicilla spp. 

[16] ®−îc sö dông cho pho m¸t xanh). D−íi d¹ng sîi nÊm hoÆc bµo tö (trong sè ®ã nhiÒu nhÊt lµ c¸c 

loµi kh«ng liªn kÕt sîi hoÆc khã ph©n huû nh− Aspergillus fumigatus vµ Cryptococcus neoformans. 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc thiÕt kÕ ®Ó tr¸nh nhiÔm gi÷a c¸c mÉu kiÓm tra vµ phßng thö nghiÖm lµm cho nã 

thÝch hîp cho viÖc t¸ch chiÕt ADN th−êng xuyªn víi l−îng lín vµ ¸p dông PCR. Kh«ng quan s¸t thÊy cã 

sù biÕn ®éng vÒ chÊt l−îng lµm khu«n trong PCR ®Þnh tÝnh, sau thêi gian b¶o qu¶n dµi ®Õn 5 n¨m ë – 

20 0C, vµ gi÷a c¸c lÇn chuÈn bÞ ADN kh¸c nhau tõ cïng mét vi sinh vËt. MÆc dï chÊt l−îng ADN lµ thÝch 

hîp cho PCR ®Þnh tÝnh, nh−ng nã cã thÓ kh«ng thÝch hîp cho mét sè enzym giíi h¹n. §èi víi c¸c môc 

®Ých nh− dïng cho PCR ®Þnh l−îng, th× ADN thu ®−îc b»ng ph−¬ng ph¸p hiÖn hµnh ph¶i ®−îc tinh s¹ch 

tiÕp b»ng c¸ch sö dông c¸c nguyªn t¾c sinh ho¸ kh¸c nh− ®−îc m« t¶ trong A.4. 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®−îc ¸p dông cho c¸c khèi vi khuÈn hoÆc sîi nÊm ®· ®−îc göi ®Õn ®Ó ®¸nh gi¸ b»ng 

liªn phßng thö ngiÖm [17]. 

A.1.4.3   Nguyªn t¾c 

VÒ c¬ b¶n, c¸c vi khuÈn, nÊm men hoÆc nÊm sîi bÞ ph¸ vì vµ ADN ®−îc t¸ch chiÕt ®ång thêi b»ng 

c¸ch nghiÒn trong hçn hîp Tris-phenol-clorofom-EDTA-SDS víi tèc ®é cao trong sù cã mÆt cña c¸c h¹t 

thuû tinh, tiÕp theo ®−îc kÕt tña víi etanol. 
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A.1.4.4   Yªu cÇu vÒ an toµn 

CÇn cã tñ hót ®Ó xö lý c¸c chÊt h÷u c¬. 

A.1.4.5   Thuèc thö 

A.1.4.5.1   Etanol, φ (C2H5OH) = 96 %.    

B¶o qu¶n vµ sö dông ë –20 0C. 

A.1.4.5.2   Axit axetic b¨ng, (CH3COOH). 

A.1.4.5.3   Axit sunfuric, φ (H2SO4) > 90 %. 

A.1.4.5.4   Kali bicacbonat (KHCO3).       

A.1.4.5.5   Kali axetat (C2H3O2K). 

A.1.4.5.6   Axit clohydric, φ (HCl) = 37 %. 

A.1.4.5.7   Isoamyl ancol [(CH3)2CHCH2CH2OH].     

A.1.4.5.8   Phenol (C6H5OH).    

A.1.4.5.9   Clorofom (CHCl3).    

A.1.4.5.10   Tris(hydroxymetyl)-aminometan (Tris)(C4H11NO3).    

A.1.4.5.11   Muèi dikali axit etylendiamintetraaxetic (K2EDTA)(C10H14N2O8K2).    

A.1.4.5.12   Kali hydroxit (KOH).    

A.1.4.5.13   Natri dodexyl sunfat (SDS)(C12H25O4SNa).    

A.1.4.5.14   RNaza-A, kh«ng chøa ADNaza tõ tuyÕn tuþ cña bß, kho¶ng 50 ®¬n vÞ/mg lyophilisat. 

A.1.4.5.15   Phenol c©n b»ng, chØnh ®Õn pH> 7,8.    

Phenol (A.1.4.5.8) ®−îc chuÈn bÞ, vÝ dô: xem [5] vµ (tuú chän) cuèi cïng ®−îc c©n b»ng dùa vµo dung 

dÞch ®Öm t¸ch chiÕt (A.1.4.5.18) kh«ng cã SDS, hoÆc theo c¸c khuyÕn c¸o cña nhµ s¶n xuÊt.  

A.1.4.5.16   Clorofom-isoamyl ancol   

Trén 24 phÇn thÓ tÝch clorofom (A.1.4.5.9) víi 1 phÇn thÓ tÝch isoamyl ancol (A.1.4.5.7). 
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A.1.4.5.17   Phenol-clorofom-isoamyl ancol   

Trén 1 phÇn thÓ tÝch phenol ®· c©n b»ng (A.1.4.5.15) víi 1 phÇn thÓ tÝch dung dÞch phenol-clorofom-

isoamyl (A.1.4.5.16). 

A.1.4.5.18   Dung dÞch ®Öm t¸ch chiÕt/ph©n gi¶i, c(Tris) = 0,050 mol/l, c(K2EDTA) = 0,050 mol/l, 

ρ(SDS) = 30 g/l.    

Dïng HCl hoÆc KOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0.  

A.1.4.5.19   Dung dÞch ®Öm TE, c(Tris) = 0,010 mol/l, c(K2EDTA) = 0,001 mol/l. 

Dïng HCl hoÆc KOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0.  

A.1.4.5.20   Dung dÞch RNaza-A, ρ (RNaza-A) = 10 mg/ml lyophylisat.     

B¶o qu¶n ë –20 0C. 

A.1.4.5.21   Dung dÞch etanol, φ (C2H5OH) = 70 %. 

B¶o qu¶n vµ sö dông ë –20 0C. 

A.1.4.5.22   Dung dÞch kali axetat, c(C2H3O2K) = 3 mol/l. 

Dïng axit axetic b¨ng ®Ó chØnh pH ®Õn 5,2. Kh«ng hÊp ¸p lùc. Läc qua bé läc cì lç 0,22 µm, nÕu cÇn. 

A.1.4.5.23   H¹t thuû tinh ®G æn ®Þnh    

ñ c¸c h¹t thuû tinh cã ®−êng kÝnh tõ 0,2 mm ®Õn 0,5 mm qua ®ªm trong H2SO4 ®Ëm ®Æc (A.1.4.5.3). 

Röa s¹ch b»ng n−íc ®· tiÖt trïng, ®un s«i trong dung dÞch KHCO3 (A.1.4.5.24), röa l¹i b»ng n−íc tiÖt 

trïng, sÊy kh« b»ng ch©n kh«ng ë 80 0C [13], [14]. 

A.1.4.5.24   Dung dÞch kali bicacbonat, ρ (KHCO3) = 50 g/l. 

ChuÈn bÞ míi tr−íc khi sö dông. 

A.1.4.6   ThiÕt bÞ, dông cô    

Sö dông c¸c thiÕt bÞ, dông cô cña phßng thö nghiÖm th«ng th−êng vµ c¸c lo¹i sau: 

A.1.4.6.1   Dông cô khuÊy trén tÕ bµo, ®èi víi èng nghiÖm micro polyetylen cã n¾p vÆn dung tÝch 2 ml, 

cã tÇn sè khuÊy trén Ýt nhÊt 100 lÇn khuÊy/phót [vÝ dô, Mini-Beater TM 4)].  

A.1.4.6.2   èng nghiÖm micro, 2 ml b»ng polyetylen, ®−îc xiÕt chÆt vµo vßng O, cã n¾p vÆn. 

A.1.4.6.3   Dông cô läc, ®−êng kÝnh 25 mm, b»ng sîi thuû tinh. 
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A.1.4.6.4   M¸y ly t©m, cã thÓ gi÷ ®−îc èng nghiÖm micro 2 ml ë lùc ly t©m tèi thiÓu 10 000 g. Trong 

mét sè giai ®o¹n cÇn ®Õn ly t©m l¹nh. 

A.1.4.6.5   Nåi c¸ch thuû hoÆc tñ Êm. 

A.1.4.6.6   M¸y sÊy ch©n kh«ng (tuú chän). §−îc khuyÕn c¸o dïng cho A.1.4.5.23. 

A.1.4.6.7   M¸y trén, vÝ dô: Vortex 2).  

A.1.4.7   C¸ch tiÕn hµnh    

A.1.4.7.1   ChuÈn bÞ mÉu thö vµ vi khuÈn    

C¸c quy tr×nh ph©n lËp vi khuÈn, ®«i khi ®−îc g¾n liÒn víi giai ®o¹n t¨ng sinh trªn th¹ch hoÆc trong m«i 

tr−êng láng ®Ó kiÓm so¸t chÊt l−îng vi sinh vËt trong thùc phÈm, cã thÓ ®−îc sö dông ®Ó chiÕt ADN ra 

khái quÇn thÓ vi sinh. 

B¾t ®Çu tõ 1 ml ®Õn 2 ml mÉu phßng thö nghiÖm lµ phÇn chuÈn, quÇn thÓ vi sinh ®−îc ph©n lËp mét 

c¸ch thÝch hîp (xem A.1.3). C¸ch kh¸c, nÊm men hoÆc nÊm sîi ®−îc ph©n lËp tõ mÉu thö cã thÓ sinh 

tr−ëng nh− mét mÉu khëi ®éng. Trong c¶ hai tr−êng hîp, c¸c vi sinh vËt thu ®−îc vµ ®−îc xö lý tiÕp 

theo A.1.4.7.2 hoÆc ®−îc b¶o qu¶n ë –20 0C cho ®Õn khi tiÕn hµnh thö nghiÖm. 

A.1.4.7.2   T¸ch chiÕt ADN 

A.1.4.7.2.1   §èi víi c¸c sîi nÊm thu ®−îc trªn bé läc sîi thuû tinh, röa c¸c sîi nÊm hai lÇn b»ng dung 

dÞch ®Öm ph©n gi¶i (A.1.4.5.18) kh«ng chøa SDS. LÊy c¸c sîi nÊm ra khái bé läc vµ cho vµo èng 

nghiÖm micro cã n¾p vÆn 2 ml (A.1.4.6.2) cã chøa c¸c h¹t thuû tinh ®· lµm æn ®Þnh (A.1.4.5.23) (mét 

nöa èng), 600 µl dung dÞch ®Öm ph©n huû (A.1.4.5.18) vµ 600 µl phenol-clorofom-isoamyl ancol 

(A.1.4.5.17). B−íc tiÕp theo ®−îc m« t¶ trong A.1.4.7.2.3. 

A.1.4.7.2.2   §èi víi c¸c khèi tæng thÓ quÇn thÓ vi sinh, vi khuÈn, sîi nÊm, nÊm men hoÆc c¸c vi sinh 

vËt gièng nÊm men, th× röa c¸c tÕ bµo mét lÇn b»ng 1 ml dung dÞch ®Öm ph©n huû (A.1.4.5.18) kh«ng 

chøa SDS, ly t©m ë 10 000 g ®Õn 13 000 g trong 10 phót, lÆp l¹i Ýt nhÊt mét lÇn råi hoµ l¹i vµo 600 µl 

dung dÞch ®Öm ph©n huû (A.1.4.5.18) vµ chuyÓn sang èng nghiÖm micro cã chøa c¸c h¹t thuû tinh vµ 

phenol-clorofom nh− trong A.1.4.7.2.1. 

A.1.4.7.2.3   Sau b−íc A.1.4.7.2.1 hoÆc A.1.4.7.2.2, khuÊy trén èng nghiÖm micro Ýt nhÊt 100 lÇn/phót 

trªn bé khuÊy tÕ bµo (A.1.4.6.1) tõ 1 min ®Õn 2 min, råi ñ ngay ë 65 0C tõ 30 min ®Õn 120 min. Ly t©m ë 

10 000 g ®Õn 13 000 g trong 10 min. ChuyÓn phÇn næi phÝa trªn sang èng nghiÖm micro míi. 



TCVN 7606 : 2007 

 33 

Tuú chän ®èi víi c¸c ph¶n øng PCR ®Þnh l−îng tiÕp theo, ñ 30 min råi ly t©m ë 10 000 g ®Õn 13 000 g 

trong 15 min. ChuyÓn phÇn næi phÝa trªn sang èng nghiÖm micro, bæ sung RNaza-A (A.1.4.5.20) ë nång 

®é cuèi cïng lµ 0,001 mg/ml vµ ñ tiÕp 30 min ®Õn 90 min ë 65 0C.   

Cho dung dÞch kali axetat (A.1.4.5.22) ë nång ®é cuèi cïng 0,3 mol/l. Trén, bæ sung 1,2 ml etanol 

(A.1.4.5.1) vµ ñ ë –20 0C qua ®ªm hoÆc ñ trong 1 h ë –80 0C. Ly t©m kÕt tña ADN ë 10 000 g ®Õn 13 

000 g trong 15 min ë 4 0C. 

Röa kü kÕt tña ADN b»ng dung dÞch etanol (A.1.4.5.21). Lµm r¸o n−íc èng nghiÖm óp trªn giÊy vµ lµm 

kh« èng nghiÖm b»ng hót ch©n kh«ng. Hoµ tan kÕt tña ADN trong 50 µl ®Õn 100 µl n−íc. Cho phÐp b¶o 

qu¶n l©u dµi (®Õn 5 n¨m) ë nhiÖt ®é –20 0C. ViÖc sö dông n−íc cÊt thay cho dung dÞch ®Öm TE 

(A.1.4.5.19) ®· ®−îc x¸c nhËn cã hiÖu qu¶ [13]. §©y lµ dung dÞch ADN gèc chÝnh. 

A.1.4.8   Danh môc c¸c vÝ dô 

Sè l−îng c¸c loµi/chñng ®· nghiªn cøu ®−îc chØ ra trong dÊu ngoÆc ®¬n: 

Absidia corymbifera (1), Acremonium spp. (2), Aspergillus spp. (119), Cladosporium spp. (2), Cryptococcus 

spp. (6), Epidermophyton floccosum (1), Fusarium (1), Fusarium solani (1), malbranchea pulchella (1), 

Geotrichum spp. (2), Microsporum canis (1), paecilomyces spp. (2), Penicilium spp. (20), Pityrosporum 

ovale (1), Rhizopus spp. (2), Saccharomyces cerevisiae (1), Schizosaccharomyces pombe (1), 

Scopulariopsis brevicaulis (1), Trichoderma spp. (124), Trichosporon spp. (2), Ulocladium botrytis (1), 

Verticillim tenerum (1). 

A.1.4.9   X¸c nhËn tÝnh hiÖu lùc 

TÝnh hiÖu lùc cña ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ x¸c nhËn trong tr−êng hîp ®èi víi nÊm [13]. ViÖc 

ph©n tÝch ®Þnh l−îng vÒ hiÖu qu¶ chiÕt ®· cho thÊy r»ng viÖc sö dông c¸c viªn bi thuû tinh khi nghiÒn lµ 

cã hiÖu qu¶ nhÊt [18]. 

A.2   ChuÈn bÞ ADN ®¹t chÊt l−îng dïng cho ph¶n øng PCR sö dông c¸c ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt 

ADN dùa trªn polyvinyl-pyrrolidon (PVP) 

A.2.1   Ph−¬ng ph¸p dùa trªn PVP  

A.2.1.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®¬n gi¶n, nhanh vµ rÎ [19] thÝch hîp ®èi víi nhiÒu lo¹i chÊt nÒn, ®Æc biÖt lµ cã chøa 

c¸c hîp chÊt polyphenol víi hµm l−îng cao. 
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A.2.1.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc   

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc ®¸nh gi¸ cã hiÖu lùc trong nhãm vµ ®−îc sö dông ®Ó chuÈn bÞ ADN th«ng 

th−êng trong nhiÒu phßng thö nghiÖm, cho dï nã ch−a ®−îc ®¸nh gi¸ trong c¸c nghiªn cøu liªn phßng 

thö nghiÖm chÝnh thøc. 

A.2.1.3   Nguyªn t¾c   

Ph−¬ng ph¸p nµy bao gåm b−íc ph©n gi¶i (ph©n gi¶i b»ng nhiÖt víi sù cã mÆt cña natri dodexyl sunfat 

vµ EDTA hµm l−îng cao), tiÕp theo lµ b−íc lo¹i bá c¸c t¹p chÊt nh− c¸c ph©n tö polyphenol, 

polysacarit, c¸c chÊt trao ®æi vµ c¸c protein hoµ tan ra khái pha láng chøa ADN b»ng viÖc kÕt hîp víi 

PVP vµ amoni axetat. B−íc kÕt tña b»ng ancol cuèi cïng ®Ó thu lÊy ADN vµ lo¹i bá c¸c muèi xem [19], 

[20], [21], [22] vµ [23]. 

A.2.1.4   C¸c yªu cÇu vÒ an toµn 

CÇn cã tñ hót ®Ó xö lý c¸c chÊt h÷u c¬. 

A.2.1.5   Thuèc thö 

A.2.1.5.1   Etanol, φ (C2H5OH) = 96 %.    

B¶o qu¶n vµ sö dông ë –20 0C. 

A.2.1.5.2   Isopropanol [CH3CH(OH)CH3]. 

A.2.1.5.3   Polyvinylpyrrolidon (PVP), khèi l−îng ph©n tö M = 360 000 D, ®é nhít b¶n chÊt (gi¸ trÞ K) 

= 80 ®Õn 100 5). 

A.2.1.5.4   Axit axetic b¨ng, (CH3COOH). 

A.2.1.5.5   Axit clohydric, φ (HCl) = 37 %. 

A.2.1.5.6   Natri clorua (NaCl).    

A.2.1.5.7   Tris(hydroxymetyl)-aminometan (Tris)(C4H11NO3).    

A.2.1.5.8   Muèi dinatri axit etylendiamintetraaxetic (Na2EDTA).    

A.2.1.5.9   Natri dodexyl sunfat (SDS)(C12H25O4SNa).    

                                                
5) SIGMA P-5288 lµ mét vÝ dô thÝch hîp vÒ s¶n phÈm cã b¸n s½n trªn thÞ tr−êng. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi 

sö dông tiªu chuÈn nµy vµ tæ chøc ISO kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. C¸c s¶n phÈm t−¬ng tù cã thÓ ®−îc sö 

dông nÕu chóng cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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A.2.1.5.10   Amoni axetat (C2H3O2NH4). 

A.2.1.5.11   Dung dÞch etanol, φ (C2H5OH) = 70 %.    

B¶o qu¶n vµ sö dông ë –20 0C. 

A.2.1.5.12   Dung dÞch ®Öm chiÕt, pH 8,0, c(Tris) = 0,2 mol/l, c(NaCl) = 0,250 mol/l, c(Na2EDTA) = 0,025 mol/l, 

ρ(SDS) = 50 g/l.    

Dïng HCl hoÆc KOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0.  

A.2.1.5.13   Dung dÞch amoni axetat, c(NH4C2H3O2) = 7,5 mol/l.   

Hoµ tan trong n−íc v« trïng vµ khö trïng b»ng läc qua bé läc cì lç 0,22 µm. 

A.2.1.5.14   Dung dÞch ®Öm TE, c(Tris) = 0,010 mol/l, c(Na2EDTA) = 0,001 mol/l. 

Dïng HCl hoÆc NaOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0.  

A.2.1.6   ThiÕt bÞ, dông cô    

Sö dông c¸c thiÕt bÞ, dông cô cña phßng thö nghiÖm th«ng th−êng vµ c¸c lo¹i sau: 

A.1.2.6.1   M¸y ly t©m, cã kh¶ n¨ng t¹o ®−îc lùc ly t©m ë 10 000 g. 

Trong mét sè giai ®o¹n cÇn ®Õn ly t©m l¹nh. 

A.2.1.6.2   Nåi c¸ch thuû hoÆc tñ Êm. 

A.2.1.6.3   M¸y sÊy ch©n kh«ng (tuú chän).  

A.2.1.6.4   M¸y sÊy ®«ng kh«, tuú chän. 

A.2.1.6.5   M¸y trén, vÝ dô nh− Vortex 2).    

A.2.1.7   C¸ch tiÕn hµnh    

A.2.1.7.1   Kh¸i qu¸t  

Khi phÇn mÉu thö ®· ®−îc chuÈn bÞ th× tiÕn hµnh quy tr×nh t¸ch chiÕt/tinh s¹ch ADN. CÇn ®iÒu chØnh 

cho thÝch hîp gi÷a khèi l−îng vµ thÓ tÝch dung dÞch ®Öm tïy theo cì mÉu ®· chän. 

A.2.1.7.2   Quy tr×nh chiÕt    

C©n 0,25 mg mÉu ®· xay, nghiÒn th« hoÆc mÉu d¹ng láng cho vµo lä. Thªm 1 ml dung dÞch ®Öm chiÕt 

(A.2.1.5.12). KhuÊy huyÒn phï 1 h ë 65 0C, lµm nguéi ®Õn nhiÖt ®é phßng. Trén huyÒn phï tiÕp víi 60 mg 

bét PVP (A.2.1.5.3) vµ 0,5 thÓ tÝch dung dÞch amoni axetat (A.2.1.5.13). §Ó trªn n−íc ®¸ 30 min. 
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Ly t©m ë 10 000 g trong 10 phót vµ chuyÓn phÇn næi phÝa trªn sang èng nghiÖm míi. Trén víi 1 thÓ tÝch 

isopropanol (A.2.1.5.2) vµ ®Ó 30 min ë –20 0C. Ly t©m ë 10 000 g vµ trong 10 min ë 4 0C vµ cÈn thËn 

g¹n phÇn næi phÝa trªn. 

Röa kü c¸c kÕt tña ADN b»ng 2 thÓ tÝch dung dÞch etanol (A.2.1.5.11). B−íc nµy lµ cÇn thiÕt ®Ó lo¹i bá 

c¸c lo¹i muèi bÊt kú nµo mµ cã thÓ g©y c¶n trë phÐp ph©n tÝch tiÕp theo (vÝ dô, PCR). Lo¹i bá cÈn thËn 

phÇn næi phÝa trªn (trong tr−êng hîp c¸c kÕt tña ph©n t¸n th× ly t©m 10 min ë 10 000 g vµ ë 4 0C). Lµm 

kh« kÕt tña nµy vµ hoµ l¹i vµo 100 µl n−íc hoÆc dung dÞch ®Öm thÝch hîp, vÝ dô, dung dÞch ®Öm TE 

(A.2.1.5.14). §©y lµ ADN gèc chÝnh. 

A.2.1.8   Danh môc c¸c vÝ dô 

Ph−¬ng ph¸p ®· ¸p dông thµnh c«ng ®Ó chiÕt ADN tõ c¸c lo¹i chÊt nÒn sau ®©y: 

B¸nh dïng cho trÎ nhá6),  s÷a dµnh cho trÎ nhá 6), patª cña BØ, bét xay tõ b¸nh m× (lóa m× hoÆc ng«) ®Ó 

tÈm c¸ thái, b¸nh socola h¹nh nh©n 6), ng« ®ãng hép, ngò cèc ®ãng thµnh thái 6), khoanh phom¸t, gµ 

r¸n bäc bét, thÞt gµ, b¸nh socola 6), socola nh·o 6), b¸nh ng« 6), b¸nh gißn, kem phñ b¸nh 6), thøc ¨n 

dµnh cho trÎ nhá, b¸nh qui ng« 6), bét ng«, thÞt t−¬i vµ thÞt ®· nÊu chÝn (bß, lîn, gµ, vµ gµ t©y), thÞt xay, 

mãn ®iÓm t©m 6), báng ng«, s÷a bét, xóc xÝch (th¸i l¸t 6) vµ cocktail 6)), b¸nh cèt-lÕt , gi¸ ®Ëu t−¬ng 6),  

viªn xóp, protein ®Ëu t−¬ng trong chÕ biÕn thÞt 6), lexitin ®Ëu t−¬ng 6), ®å uèng tõ ®Ëu t−¬ng 6), v¸ng s÷a 

®Ëu t−¬ng, n−íc sèt spaghetti 6), b¸nh speculoos, ®Ëu phô, hamb¬g¬ thùc vËt, b¸nh xèp s«c«la 6), b¸nh 

quÕ, s÷a chua 6). 

A.3   ChuÈn bÞ ADN ®¹t chÊt l−îng dïng cho ph¶n øng PCR sö dông c¸c ph−¬ng ph¸p chiÕt 

ADN dùa trªn CTAB  

A.3.1   Ph−¬ng ph¸p dùa trªn CTAB  

A.3.1.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ dïng ®Ó chiÕt ADN tõ thùc vËt vµ c¸c lo¹i chÊt nÒn cã nguån gèc tõ thùc vËt, 

®Æc biÖt do cã kh¶ n¨ng lo¹i bá c¸c hîp chÊt polysacarit vµ polyphenol vèn cã ¶nh h−ëng ®Õn chÊt 

l−îng ADN. Ph−¬ng ph¸p nµy còng cã thÓ dïng cho c¸c lo¹i chÊt nÒn kh¸c (A.3.1.8). 

A.3.1.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc   

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc thö nghiÖm vßng (xem A.3.1.9). 

Ph−¬ng ph¸p nµy lµ th«ng dông trong viÖc chuÈn bÞ ADN ë nhiÒu phßng thö nghiÖm. 

A.3.1.3   Nguyªn t¾c   

                                                
6) §é lÆp l¹i phô thuéc vµo c¸c mÎ mÉu vµ/hoÆc c«ng nghÖ s¶n xuÊt chóng. Trong mét sè tr−êng hîp, ADN cã thÓ kh«ng t×m thÊy 

hoÆc bÞ biÕn chÊt lµm cho c¸c kÕt qu¶ PCR ë møc d−íi giíi h¹n ph¸t hiÖn cña ph−¬ng ph¸p, bÊt kÓ quy tr×nh/¸i lùc PCR ®· ®−îc sö 

dông. §iÒu nµy cã thÓ lµ nguyªn nh©n cña ®é t¸i lËp thÊp gi÷a c¸c phßng thö nghiÖm. 
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Ph−¬ng ph¸p nµy bao gåm b−íc ph©n gi¶i (ph©n gi¶i b»ng nhiÖt víi sù cã mÆt cña CTAB), tiÕp theo lµ 

c¸c b−íc lo¹i bá c¸c t¹p chÊt nh− c¸c polysacarit vµ c¸c protein [24]. 

§èi víi mét vµi lo¹i chÊt nÒn, cÇn tiÕn hµnh mét sè b−íc cã sù tham gia cña enzym kh¸c nhau nh− 

trong A.3.1.7. Alpha-amylaza ®−îc cho vµo dung dÞch ®Öm ph©n gi¶i ®Ó thñy ph©n c¸c tinh bét khi c¸c 

chÊt nÒn chøa nhiÒu tinh bét. ViÖc xö lý mÉu b»ng proteinaza-K lµ cÇn thiÕt ®èi víi nhiÒu lo¹i chÊt nÒn 

kh¸c nhau ®Ó lo¹i trõ protein. ViÖc xö lý b»ng RNaza còng ®−îc khuyÕn c¸o ®èi víi c¸c lo¹i chÊt nÒn 

khi viÖc kÕt tña ®ång thêi ARN cã thÓ lµm nhiÔu phÐp ph©n tÝch tiÕp theo. 

Nång ®é muèi trong suèt qu¸ tr×nh t¸ch chiÕt lµ rÊt quan träng trong viÖc lo¹i bá c¸c t¹p chÊt, v× sù kÕt 

tña cña axit CTAB-nucleic sÏ x¶y ra nÕu nång ®é muèi h¹ xuèng thÊp kho¶ng 0,5 mol/l ë nhiÖt ®é 

phßng vµ/hoÆc nÕu nhiÖt ®é gi¶m xuèng d−íi 16 0C. B»ng c¸ch t¨ng nång ®é muèi (vÝ dô, bæ sung natri 

clorua) viÖc lo¹i bá c¸c protein ®· biÕn tÝnh vµ polysacarit ®−îc t¹o phøc víi CTAB sÏ ®−îc thùc hiÖn, 

lóc ®ã c¸c axit nucleic sÏ ®−îc hoµ tan. Clorofom ®−îc dïng ®Ó t¸ch tiÕp c¸c axit nucleic ra khái CTAB 

vµ c¸c hîp chÊt polysacarit/protein. 

Cuèi cïng, c¸c axit nucleic ®−îc tinh s¹ch b»ng kÕt tña bëi isopropanol vµ röa b»ng etanol. 

A.3.1.4   C¸c yªu cÇu vÒ an toµn 

Xö lý c¸c chÊt h÷u c¬ trong tñ hót. 

A.3.1.5   Thuèc thö 

A.3.1.5.1   αααα-Amylaza (tuú chän), kiÓu lo¹i lla tõ c¸c loµi thuéc Bacillus, tõ 1 500 ®¬n vÞ/mg protein ®Õn 

3 000 ®¬n vÞ/mg protein. 

A.3.1.5.2   Clorofom (CHCl3). 

A.3.1.5.3    Etanol, φ (C2H5OH) = 96 %.    

A.3.1.5.4    Muèi dinatri axit etylendiamintetraaxetic (Na2EDTA)(C10H14N2O8Na2).   

A.3.1.5.5   Hexadexyl-trimetyl-amoni-bromua (CTAB)(C19H42BrN). 

A.3.1.5.6   Axit clohydric, φ (HCl) = 37 %. 

A.3.1.5.7   Isopropanol [CH3CH(OH)CH3]. 

A.3.1.5.8    Proteinaza-K (tuú chän), kho¶ng 20 ®¬n vÞ/mg lyophilisat. 

A.3.1.5.9    RNaza-A, kh«ng chøa DNaza tõ tuyÕn tuþ cña bß, kho¶ng 50 ®¬n vÞ/mg lyophilisat. 

A.3.1.5.10   Natri clorua (NaCl).      
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A.3.1.5.11   Natri hydroxit (NaOH).    

A.3.1.5.12   Tris(hydroxymetyl)-aminometan (Tris)(C4H11NO3).    

A.3.1.5.13    Dung dÞch αααα-Amylaza (tuú chän), c(α-Amylaza) = 10 mg/ml. 

Kh«ng hÊp ¸p lùc. B¶o qu¶n ë –20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 

A.3.1.5.14   Dung dÞch ®Öm chiÕt CTAB, ρ(CTAB) = 20 g/l, c(NaCl) = 1,4 mol/l, c(Tris) = 0,1 mol/l, 

c(Na2EDTA) = 0,02 mol/l. 

Dïng HCl hoÆc NaOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0.  

A.3.1.5.15   Dung dÞch ®Öm kÕt tña CTAB,  ρ(CTAB) = 5 g/l, c(NaCl) = 0,04 mol/l.   

A.3.1.5.16   Dung dÞch natri clorua, c(NaCl) = 1,2 mol/l. 

A.3.1.5.17   Dung dÞch etanol, φ (C2H5OH) = 70 %.    

A.3.1.5.18   Dung dÞch proteinaza-K (tuú chän), ρ = 20 mg/ml, hoµ tan ®−îc trong n−íc v« trïng. 

Kh«ng hÊp ¸p lùc. B¶o qu¶n ë –20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 

A.3.1.5.19   Dung dÞch RNaza-A (tuú chän), ρ (RNaza-A) = 10 mg/ml.     

B¶o qu¶n trong dung dÞch láng ë –20 0C.           

A.3.1.5.20   Dung dÞch ®Öm TE, c(Tris) = 0,01 mol/l, c(Na2EDTA) = 0,001 mol/l. 

Dïng HCl hoÆc NaOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0.     

A.3.1.6   ThiÕt bÞ, dông cô    

Sö dông c¸c thiÕt bÞ, dông cô cña phßng thö nghiÖm th«ng th−êng vµ c¸c lo¹i sau: 

A.3.1.6.1   Tñ sÊy hoÆc tñ Êm, tèt nhÊt lµ cã m¸y l¾c. 

A.3.1.6.2   M¸y ly t©m, cã kh¶ n¨ng t¹o ®−îc lùc ly t©m ë 12 000 g. 

Trong mét sè giai ®o¹n cÇn ®Õn ly t©m l¹nh. 

A.3.1.6.3    M¸y trén, vÝ dô nh− Vortex 2).    

A.3.1.6.4   M¸y sÊy ch©n kh«ng (tuú chän).  

A.3.1.7   C¸ch tiÕn hµnh    
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A.3.1.7.1   Kh¸i qu¸t  

Khi phÇn mÉu thö ®· ®−îc chuÈn bÞ th× tiÕn hµnh quy tr×nh t¸ch chiÕt/tinh s¹ch ADN. CÇn ®iÒu chØnh 

cho thÝch hîp gi÷a khèi l−îng vµ thÓ tÝch dung dÞch ®Öm tïy theo cì mÉu ®· chän. 

A.3.1.7.2   ChiÕt mÉu    

C©n tõ 200 mg ®Õn 300 mg mÉu thö cho vµo èng nghiÖm. 

Thªm 1,5 ml dung dÞch ®Öm chiÕt CTAB (A.3.1.5.14) ®· ®−îc ñ tr−íc ë (65 0C) vµ trén. (Trong mét sè 

tr−êng hîp cã thÓ cÇn mét l−îng dung dÞch ®Öm lín h¬n ®Ó hoµ tan chÊt nÒn). Thªm 10 µl dung dÞch α-

amylaza (A.3.1.5.13, tuú chän), 10 µl dung dÞch RNaza-A (A.3.1.5.19, tïy chän) vµ trén nhÑ nhµng. ñ 

30 min ë nhiÖt ®é 65 0C, trong khi vÉn l¾c trén. Thªm 10 µl dung dÞch proteinaza-K (A.3.1.5.18, tuú 

chän), l¾c trén nhÑ nhµng èng nghiÖm vµ ®Ó 30 min ë 65 0C, trong khi vÉn l¾c trén (tuú chän). Ly t©m 

10 min ë kho¶ng 12 000 g. ChuyÓn phÇn næi phÝa trªn sang mét èng nghiÖm míi, thªm 0,7 thÓ tÝch ®Õn 

1 thÓ tÝch clorofom (A.3.1.5.2) vµ trén kü. 

Ly t©m 15 phót ë kho¶ng 12 000 g. ChuyÓn pha phÝa trªn (pha láng) sang mét èng nghiÖm míi. 

A.3.1.7.3   KÕt tña CTAB 

Cho thªm 2 thÓ tÝch dung dÞch ®Öm kÕt tña (A.3.1.5.15). §Ó yªn 60 phót ë nhiÖt ®é phßng. Ly t©m       

15 min ë kho¶ng 12 000 g. G¹n bá phÇn phÝa trªn. Hoµ tan ADN kÕt tña b»ng c¸ch thªm 350 µl dung 

dÞch NaCl (A.3.1.5.16). Thªm 350 µl dung dÞch clorofom (A.3.1.5.2) vµ trén kü. Ly t©m 10 phót ë kho¶ng    

12 000 g. ChuyÓn pha láng sang mét èng nghiÖm míi. 

Chó thÝch:   ViÖc kÕt tña CTAB lµ kh«ng cÇn thiÕt ®èi víi tÊt c¶ c¸c lo¹i chÊt nÒn, chØ dïng ®èi víi c¸c lo¹i chÊt 

nÒn giµu protein vµ giµu polysacarit. ViÖc tinh s¹ch pha r¾n ADN (vÝ dô, b»ng c¸ch sö dông c¸c cét quay) còng 

cã kh¶ n¨ng cho c¸c kÕt qu¶ t−¬ng ®−¬ng. 

A.3.1.7.4   KÕt tña ADN 

Cho thªm 0,6 thÓ tÝch isopropanol (A.3.1.5.7), trén kü b»ng c¸ch ®¶o chiÒu èng nghiÖm vµ gi÷ trong   

20 min ë nhiÖt ®é phßng. Ly t©m 15 min ë 12 000 g. G¹n bá phÇn næi phÝa trªn. Cho thªm 500 µl dung 

dÞch etanol (A.3.1.5.17) vµo èng nghiÖm vµ ®¶o chiÒu èng nghiÖm vµi lÇn. §©y lµ b−íc quyÕt ®Þnh ®Ó 

®¶m b¶o lo¹i bá hÕt CTAB. Ly t©m 10 min ë kho¶ng 12 000 g. G¹n bá phÇn næi phÝa trªn. Lµm kh« c¸c 

kÕt tña ADN vµ hoµ tan l¹i vµo 100 µl n−íc hoÆc dung dÞch ®Öm thÝch hîp, vÝ dô, dung dÞch ®Öm TE 

(A.3.1.5.20). §©y lµ ADN gèc chÝnh. 
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 A.3.1.8   Danh môc c¸c vÝ dô 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc ¸p dông thµnh c«ng ®Ó t¸ch chiÕt ADN 7) tõ c¸c chÊt nÒn sau: 

Thøc ¨n dµnh cho trÎ nhá (d¹ng bét), thøc ¨n cho trÎ nhá, hçn hîp lµm b¸nh, b¸nh qui, viªn canh thÞt 7), 

kÑo ngät vµ kÑo chanh, ng« hép, v¸ng s÷a caramel 7), thøc ¨n cho gia sóc, h¹t ngò cèc (g¹o, lóa m×, 

yÕn m¹ch, lóa m¹ch ®en, kiÒu m¹ch, kª), socola thanh 7), kem socola 7), b¸nh qui socola 7), b¸nh qui, 

bia ng« 7), b¸nh bét ng«, v¸ng kem lµm mãn tr¸ng miÖng, dextrosa 7), chÊt ®én cña kÑo h¹t dÎ, b¸nh 

ngät pastries, c¸7), thái c¸ 7), b¸nh tõ ®Ëu t−¬ng, c¸ r¸n kiÓu Ph¸p, n−íc thÞt 7), gi¨m b«ng nÊu chÝn, mËt 

ong 7), ®å ¨n liÒn, r©u ng«, bét ng«, ph«i ng«, thøc ¨n tõ gluten ng«, b¸nh ng«, l¸ ng«, tinh bét ng«7), 

dÇu ng« (nguyªn chÊt) 7), protein ng« 7), h¹t ng«/ngò cèc, lâi h¹t ng«, margarin 7), thÞt t−¬i, s÷a bét, s÷a, 

thøc ¨n ch¨n nu«i hçn hîp, mãn ®iÓm t©m 7), h¹t ®Ëu, l¸ c©y mï t¹c, báng ng«, khoai t©y chiªn, tinh bét 

khoai t©y (nguyªn chÊt), cñ khoai t©y, l¸ c©y c¶i dÇu, b¸nh tõ c¶i dÇu, dÇu c¶i dÇu (th«/ nguyªn chÊt) 7), 

h¹t c¶i dÇu, lexithin ®Ëu t−¬ng th« 7), mãn ¨n nhanh, salami (hµm l−îng chÊt bÐo cao), snack mÆn 

(ng«), xóc xÝch, chÊt ®iÒu vÞ 7), tinh bét biÕn tÝnh (mét sè lo¹i) 7), v¸ng s÷a chua víi hµnh 7), bét ®Ëu 

t−¬ng, ph«i ®ç t−¬ng (®· ®−îc b¶o qu¶n, ®«ng l¹nh), protein ®ç t−¬ng 7), ®å uèng tõ ®Ëu t−¬ng 7), h¹t 

®Ëu t−¬ng/ngò cèc, ®Ëu phô tõ ®Ëu t−¬ng, h¹t ®Ëu t−¬ng (®· axit ho¸) 7), l¸ cñ c¶i ®−êng, h¹t cñ c¶i 

®−êng, h¹t h−íng d−¬ng, surimi ®Ëu t−¬ng 7), ng« ngät, mãn taco shells, mãn tarama (trøng c¸ nh·o), 

thuèc l¸, t−¬ng cµ chua 7), cµ chua c« ®Æc 7), cµ chua (qu¶), b¸nh ng« chiªn 7), hamb¬g¬ thùc vËt, b¸nh 

quÕ 7), tinh bét mú (nguyªn chÊt), s÷a chua 7). 

A.3.1.9   X¸c nhËn tÝnh hîp lÖ 

C¸c sè liÖu cã hiÖu lùc trong B¶ng A.5 ®· ®−îc x©y dùng trong nghiªn cøu céng t¸c cña nhãm c«ng t¸c 

“X©y dùng c¸c ph−¬ng ph¸p ®Ó nhËn biÕt thùc phÈm ®−îc chÕ biÕn b»ng kü thuËt c«ng nghÖ gen” cña 

Uû ban German Federal Health Board vÒ øng dông c¸c ph−¬ng ph¸p theo §iÒu kho¶n 35 cña LuËt 

Thùc phÈm cña §øc (xem [25], [26], [27]). C¸c lo¹i chÊt nÒn ®· ®−îc thö nghiÖm lµ khoai t©y, ®Ëu t−¬ng 

vµ cµ chua. C¸c nghiªn cøu liªn phßng thö nghiÖm nµy ®· thùc hiÖn trªn mÉu thö 100 mg. B−íc kÕt tña 

CTAB lµ cÇn thiÕt ®Ó ph©n tÝch h¹t ®Ëu t−¬ng vµ bét ®Ëu t−¬ng. Trong c¸c nghiªn cøu nµy kh«ng thùc 

hiÖn c¸c b−íc cã sù tham gia cña enzym. 

§èi víi nghiªn cøu céng t¸c trªn h¹t ®Ëu t−¬ng, th× hai phßng thö nghiÖm tham gia ®· sö dông c¸c quy 

tr×nh ®−îc c¶i biÕn nhiÒu vµ mçi phßng thö nghiÖm ®· thö nghiÖm n¨m mÉu kh«ng liªn tôc. Nh− vËy   

22 trong sè 25 phßng thö nghiÖm tham gia ®· nhËn d¹ng ®óng tÊt c¶ 110 mÉu. 

§èi víi mçi nghiªn cøu céng t¸c trªn khoai t©y, th× ba mÉu ®· ®−îc nhËn d¹ng ©m tÝnh gi¶ vµ mét mÉu 

d−¬ng tÝnh gi¶. Ba mÉu nµy kh«ng ®−îc ®¸nh gi¸ v× c¸c kÕt qu¶ kh«ng râ rµng gi÷a hai lÇn lÆp l¹i. 

                                                

7)  §é lÆp l¹i phô thuéc vµo c¸c mÎ mÉu vµ/hoÆc c«ng nghÖ s¶n xuÊt chóng. Trong mét sè tr−êng hîp, ADN cã thÓ kh«ng t×m 

thÊy hoÆc bÞ biÕn chÊt lµm cho c¸c kÕt qu¶ PCR ë møc d−íi giíi h¹n ph¸t hiÖn cña ph−¬ng ph¸p, bÊt kÓ mçi/qu¸ tr×nh PCR ®· 

®−îc sö dông. §iÒu nµy cã thÓ lµ nguyªn nh©n cña ®é t¸i lËp thÊp gi÷a c¸c phßng thö nghiÖm. 
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B¶ng A.5 – Sè liÖu cã hiÖu lùc 

ChÊt nÒn Sè l−îng phßng thö 
nghiÖm tham gia 

Sè l−îng mÉu/mét 
phßng thö nghiÖm 

Sè l−îng mÉu          
tæng sè 

Sè l−îng mÉu ®−îc 
nhËn d¹ng ®óng 

H¹t ®Ëu t−¬ng [25] 25 5 125 110 

Khoai t©y [26] 18 10 180 173 

Cµ chua [27] 18 5 90 90 

A.4   ChuÈn bÞ ADN ®¹t chÊt l−îng dïng cho ph¶n øng PCR sö dông c¸c ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt 

ADN dùa trªn silica  

A.4.1   Ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt dùa trªn silica 

A.4.1.1    Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy thÝch hîp ®Ó chiÕt ADN tõ c¸c lo¹i chÊt nÒn cã ph¹m vi réng (xem c¸c vÝ dô trong 

A.4.1.8). Ph−¬ng ph¸p nµy còng cã thÓ ®−îc dïng nh− mét b−íc tinh s¹ch ADN thu ®−îc sau khi ADN 

®−îc t¸ch chiÕt b»ng c¸c ph−¬ng ph¸p kh¸c. 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc ®iÒu chØnh cho thÝch hîp tõ quy tr×nh ®· c«ng bè [28]. Ph−¬ng ph¸p nµy cã 

mét sè −u ®iÓm ®èi víi c¸c lo¹i chÊt nÒn mµ nã thÝch hîp, ®Æc biÖt lµ ®Ó tr¸nh c¸c thuèc thö cã ®éc tÝnh 

cao. Ngoµi ra, quy tr×nh nµy cã thÓ thÝch hîp ®èi víi c¸c phÐp ph©n tÝch b»ng tay còng nh− ph©n tÝch tù 

®éng khi l−îng mÉu ®−a vµo nhiÒu, ®Æc biÖt do kh«ng cã c¸c líp ph©n c¸ch kh«ng bÒn (nh− n−íc-

clorofom) vµ do ®ã cÇn ly t©m víi tèc ®é thÊp. 

Th«ng th−êng kh«ng nªn dïng ph−¬ng ph¸p nµy ®Ó chiÕt ADN ra khái c¸c lo¹i chÊt nÒn giµu chÊt bÐo. 

A.4.1.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc ®¸nh gi¸ x¸c nhËn trong phßng thö nghiÖm néi bé vµ ®−îc sö dông ®Ó 

chuÈn bÞ ADN th«ng th−êng trong nhiÒu phßng thö nghiÖm, cho dï nã ch−a ®−îc ®¸nh gi¸ trong c¸c 

nghiªn cøu liªn phßng thö nghiÖm chÝnh thøc. Nguyªn t¾c cña ph−¬ng ph¸p nµy ®−îc øng dông trong 

c¸c lo¹i kit kh¸c nhau, ®· ®−îc thö nghiÖm thµnh c«ng (xem [29], [30] vµ [31]). 

A.4.1.3   Nguyªn t¾c 

Ph−¬ng ph¸p nµy bao gåm b−íc ph©n gi¶i (ph©n gi¶ b»ng nhiÖt víi sù cã mÆt cña natri dodexyl sunfat 

trong dung dÞch ®Öm), tiÕp theo lµ b−íc lµm s¹ch b»ng resin silica trong sù cã mÆt cña thuèc thö 

guanidin hydroclorua. Nguyªn t¾c cña ph−¬ng ph¸p lµ viÖc liªn kÕt c¸c axit nucleic víi silica trong ®iÒu 

kiÖn ho¹t ®é n−íc thÊp do hiÖu øng entropi [32]. C¸c t¹p chÊt ®−îc röa khái resin b»ng isopropanol, 

trong khi ADN vÉn ®−îc gi÷ l¹i. B−íc ph©n gi¶i cuèi cïng b»ng dung dÞch ®Öm muèi thÊp cho phÐp thu 

håi ADN. 
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Ng−êi sö dông tiªu chuÈn nµy cÇn biÕt r»ng c¸c ph−¬ng ph¸p dùa trªn silica cã thÓ chÞu luËt b¶n quyÒn [33]. 

A.4.1.4   Yªu cÇu vÒ an toµn 

CÇn cã tñ hót ®Ó xö lý c¸c chÊt h÷u c¬. 

A.4.1.5   Thuèc thö 

A.4.1.5.1   Natri clorua (NaCl).       

A.4.1.5.2   Tris(hydroxymetyl)-aminometan (Tris)(C4H11NO3).    

A.4.1.5.3   Muèi dinatri axit etylendiamintetraaxetic (Na2EDTA)(C10H14N2O8Na2).    

A.4.1.5.4   Axit clohydric, φ (HCl) = 37 %. 

A.4.1.5.5   Natri hydroxit (NaOH). 

A.4.1.5.6   Natri dodexyl sunfat (SDS)(C12H25O4SNa).       

A.4.1.5.7    Proteinaza-K, kho¶ng 20 ®¬n vÞ/mg lyophilisat. 

A.4.1.5.8   Guanidin hydroclorua (CH5N3-HCl). 

A.4.1.5.9   Kali clorua (KCl).    

A.4.1.5.10   Dinatri hydro phosphat (Na2HPO4).             

A.4.1.5.11    Kali dihydro phosphat (KH2PO4).             

A.4.1.5.12   Isopropanol [CH3CH(OH)CH3]. 

A.4.1.5.13    Silica (SiO2), silicon dioxit cã sù ph©n bè cì h¹t tõ 0,5 µm ®Õn 10 µm (80 % tõ 1 µm ®Õn 5 µm) 8). 

A.4.1.5.14   RNaza-A, kh«ng chøa DNaza, kho¶ng 100 ®¬n vÞ/mg lyophilisat. 

A.4.1.5.15    Dung dÞch proteinaza-K, ρ = 20 mg/ml. 

Hoµ tan enzym trong n−íc v« trïng hoÆc dung dÞch ®Öm thÝch hîp nh− m« t¶ trong [34]. Kh«ng hÊp ¸p 

lùc dung dÞch nµy. B¶o qu¶n ë – 20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng.       

A.4.1.5.16    Dung dÞch guanidin hydroclorua I, c(CH5N3-HCl) = 5 mol/l. 

HÊp ¸p lùc tèi ®a 15 min ë 121 0C. 

                                                

8)   SIGMA S-5631 lµ mét vÝ dô vÒ s¶n phÈm thÝch hîp cã b¸n s½n trªn thÞ tr−êng. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn 

tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn nµy vµ tæ chøc ISO kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. C¸c s¶n phÈm 

t−¬ng tù cã thÓ ®−îc sö dông nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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A.4.1.5.17   Dung dÞch guanidin hydroclorua II, c(CH5N3-HCl) = 6 mol/l. 

HÊp ¸p lùc tèi ®a 15 min ë 121 0C. 

A.4.1.5.18   Dung dÞch ®Öm PBS, c(NaCl) = 0,157 mol/l, c(KCl) = 0,0027 mol/l, c(Na2HPO4) = 0,010 mol/l, 

c(KH2PO4) = 0,0018 mol/l. 

ChØnh pH ®Õn 7,5 b»ng HCl. 

A.4.1.5.19   HuyÒn phï silica        

C©n 5 g silica (A.4.1.5.13) cho vµo èng nghiÖm 50 ml vµ thªm 50 ml dung dÞch ®Öm PBS (A.4.1.5.18). 

Trén kü vµ ®Ó yªn trong 2 giê. Lo¹i bá phÇn næi phÝa trªn b»ng c¸ch dïng pipet ®Ó hót. Thªm tiÕp 50 ml 

dung dÞch ®Öm PBS, trén kü vµ ®Ó yªn trong 2 h. Hót ®Ó lo¹i bá phÇn næi phÝa trªn. Ly t©m 2 phót ë    2 

000 g. Lo¹i bá phÇn næi phÝa trªn cßn l¹i. Hoµ l¹i c¸c cÆn nµy trong dung dÞch guanidin-HCl II (A.4.1.5.17) 

®Õn 50 ml. Sö dông dung dÞch nµy trong vßng tõ 2 th¸ng ®Õn 5 th¸ng. L¾c kü tr−íc khi sö dông. 

A.4.1.5.20  Dung dÞch ®Öm chiÕt TNE-SDS, c(NaCl) = 0,150 mol/l, c(Tris) = 0,002 mol/l, 

c(Na2EDTA) = 0,002 mol/l, ρ(SDS) = 10 g/l. 

Dïng HCl hoÆc NaOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0 vµ hÊp ¸p lùc tr−íc khi bæ sung SDS. 

A.4.1.5.21   Isopropanol φ[CH3CH(OH)CH3] = 80 %. 

A.4.1.5.22   Dung dÞch ®Öm TE, c(Tris) = 0,010 mol/l vµ c(Na2EDTA) = 0,001 mol/l. 

Dïng HCl hoÆc NaOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0.      

A.4.1.5.23   Dung dÞch RNaza-A, ρ (RNaza) = 10 mg/ml.     

B¶o qu¶n trong dung dÞch láng ë –20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 

A.4.1.6   ThiÕt bÞ, dông cô    

Sö dông c¸c thiÕt bÞ, dông cô cña phßng thö nghiÖm th«ng th−êng vµ c¸c lo¹i sau: 

A.4.1.6.1   M¸y ly t©m, cã thÓ t¹o ®−îc lùc ly t©m nhá nhÊt lµ 2 000 g.  

Trong mét sè giai ®o¹n cÇn ®Õn ly t©m l¹nh. 

A.4.1.6.2   Tñ sÊy hoÆc tñ Êm, cã nhiÖt ®é lµm viÖc ë 60 0C. 

A.4.1.6.3   M¸y l¾c, ®−îc ®Æt vµo trong tñ sÊy/tñ Êm.    

A.4.1.6.4   M¸y trén, vÝ dô: Vortex 2).  

A.4.1.6.5   Lä ly t©m, 50 ml ®Ó chuÈn bÞ huyÒn phï silica.    
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A.4.1.7   C¸ch tiÕn hµnh    

A.4.1.7.1   Kh¸i qu¸t    

Khi phÇn mÉu thö ®· ®−îc chuÈn bÞ th× tiÕn hµnh quy tr×nh t¸ch chiÕt/tinh s¹ch ADN. CÇn ®iÒu chØnh 

cho thÝch hîp gi÷a khèi l−îng vµ thÓ tÝch dung dÞch ®Öm tïy theo cì mÉu ®· chän. 

A.4.1.7.2   Quy tr×nh chiÕt    

C©n tõ 200 mg ®Õn 500 mg mÉu ®· nghiÒn hoÆc ®· xay nhá cho vµo lä. Thªm 2 ml dung dÞch ®Öm 

chiÕt (A.4.1.5.20) vµ 20 µl dung dÞch proteinaza-K (A.4.1.5.15). §Ó 1 h ®Õn 5 h trong tñ sÊy ë 60 0C. 

Trong suèt thêi gian ñ, mÉu ®−îc l¾c m¹nh (kho¶ng 250 lÇn/min). Ly t©m 15 min ë 2 000 g. ChuyÓn 550 

µl phÇn næi phÝa trªn vµo èng nghiÖm míi. 

Xö lý phÇn võa ®−îc chuyÓn sang èng nghiÖm b»ng 2 µl dung dÞch RNaza (A.4.1.5.23) 5 min ë 37 0C 

(b−íc thuû ph©n ARN nµy nªn ®−îc thùc hiÖn tr−íc khi liªn kÕt silica, mÆt kh¸c ARN ®· ph©n gi¶i vµ 

c¸c nuleotit t¹o thµnh cã thÓ g©y c¶n trë c¸c phÐp ®o phæ UV tiÕp theo). Bæ sung thªm 55 µl dung dÞch 

guanidin-HCl I (A.4.1.5.16) vµ 100 µl huyÒn phï silica (A.4.1.5.19). Trén thËt kü vµi lÇn. §Ó yªn c¸c èng 

trªn bµn kho¶ng 1 min. 

Ly t©m èng 2 phót ë kho¶ng 800 g. G¹n bá phÇn næi phÝa trªn vµ thªm 500 µl dung dÞch isopropanol 

(A.4.1.5.21). §Ëy n¾p èng vµ trén, cã thÓ dïng m¸y l¾c (A.4.1.6.4), ®Ó hoµ ®Òu hoµn toµn c¸c cÆn. 

Ly t©m èng 2 min ë kho¶ng 1 500 g. G¹n bá phÇn næi phÝa trªn vµ lµm kh« c¸c kÕt tña. Thªm 100 µl 

dung dÞch ®Öm TE (A.4.1.5.22). Trén thËt cÈn thËn ®Ó hoµ tan kÕt tña. ñ mÉu ë 60 0C trong 5 min. Ly 

t©m 5 min ë 2 000 g. ChuyÓn 80 % phÇn næi phÝa trªn sang èng nghiÖm míi. Chó ý kh«ng chuyÓn bÊt 

kú mét h¹t silica nµo bëi v× chóng sÏ g©y øc chÕ ho¹t tÝnh cña enzym (vÝ dô, ADN polymeraza, c¸c 

enzym endonucleaza).  

Xö lý phÇn võa ®−îc chuyÓn sang èng nghiÖm b»ng 2 µl dung dÞch RNaza (A.4.1.5.23) 1 h ë 37 0C, 

hoÆc ®Ó qua ®ªm ë nhiÖt ®é phßng. §©y lµ dung dÞch ADN gèc chÝnh. 

A.4.1.8   Danh môc c¸c vÝ dô 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc ¸p dông thµnh c«ng ®Ó t¸ch chiÕt ADN 9) tõ c¸c lo¹i chÊt nÒn sau: 

Ph«i ng« 9), bét ng«, thøc ¨n gluten ng« 9), l¸ ng«, tinh bét ng« biÕn tÝnh 9), tinh bét ng« nguyªn chÊt 9), 

h¹t ng«, lâi ng«, protein tõ h¹t ®Ëu t−¬ng 9), h¹t ®Ëu t−¬ng, l¸ ®Ëu t−¬ng, cñ c¶i ®−êng (cñ t−¬i) cñ c¶i 

®−êng (phÇn ruét ®«ng l¹nh), l¸ cñ c¶i ®−êng. 

                                                

9)  §é lÆp l¹i phô thuéc vµo c¸c mÎ mÉu vµ/hoÆc c«ng nghÖ s¶n xuÊt chóng. Trong mét sè tr−êng hîp, ADN cã thÓ kh«ng t×m 

thÊy hoÆc bÞ biÕn chÊt mµ nh− thÕ c¸c kÕt qu¶ PCR sÏ thÊp h¬n giíi h¹n ph¸t hiÖn cña ph−¬ng ph¸p, bÊt kÓ quy tr×nh/¸i lùc 

PCR ®· ®−îc sö dông. §iÒu nµy cã thÓ lµ nguyªn nh©n cña ®é t¸i lËp thÊp gi÷a c¸c phßng thö nghiÖm. 
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A.5  ChuÈn bÞ ADN ®¹t chÊt l−îng dïng cho PCR sö dông c¸c ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt ADN dùa 

trªn guanidi-clorofom  

A.5.1   Ph−¬ng ph¸p dùa trªn guanidi-clorofom 

A.5.1.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy thÝch hîp ®Ó t¸ch chiÕt ADN ra khái nhiÒu lo¹i chÊt nÒn thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n 

nu«i kh¸c nhau (xem A.5.1.8). Cã thÓ cÇn ®Õn b−íc tinh s¹ch tiÕp theo phô thuéc vµo mÉu. 

A.5.1.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc  

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc ®¸nh gi¸ x¸c nhËn trong phßng thö nghiÖm. 

A.5.1.3   Nguyªn t¾c 

Ph−¬ng ph¸p nµy bao gåm c¸c b−íc ph©n gi¶i b»ng nhiÖt vµ ph©n gi¶i b»ng enzym víi sù cã mÆt cña 

natri dodecyl sunfat trong dung dÞch ®Öm guanidi g©y biÕn tÝnh, ®«i khi ®−îc thùc hiÖn tiÕp b−íc tinh 

s¹ch, ®iÒu nµy phô thuéc vµo lo¹i chÊt nÒn. 

C¸c t¹p chÊt nh− lipit vµ protein ®−îc lo¹i trõ b»ng c¸ch chiÕt trong clorofom sau khi ph©n huû, ADN 

®−îc kÕt tña b»ng isopropanol tr−íc khi tinh s¹ch. 

A.5.1.4   C¸c yªu cÇu vÒ an toµn 

CÇn cã tñ hót ®Ó xö lý c¸c chÊt h÷u c¬. 

A.5.1.5   Thuèc thö 

A.5.1.5.1   αααα-Amylaza (tuú chän), kiÓu lo¹i lla tõ c¸c loµi Bacillus, tõ 1 500 ®¬n vÞ/mg lyophilisat ®Õn         

5 000 ®¬n vÞ/mg lyophilisat. 

A.5.1.5.2   Axit axetic b¨ng (CH3COOH).    

A.5.1.5.3   Clorofom (CHCl3).    

A.5.1.5.4   Etanol, φ(C2H5OH) = 96 % . 

 A.5.1.5.5   Muèi dinatri axit etylendiamintetraaxetic (Na2EDTA) (C10H14N2O8Na2).    

A.5.1.5.6   Guanidin hydroclorua (CH5N3-HCl). 

A.5.1.5.7   Axit clohydric, φ (HCl) = 37 %. 

A.5.1.5.8   Isopropanol [CH3CH(OH)CH3]. 

A.5.1.5.9   Proteinaza-K, kho¶ng 20 ®¬n vÞ/mg lyophilisat.  

A.5.1.5.10   RNaza-A, kh«ng chøa DNaza tõ tuyÕn tuþ cña bß, kho¶ng 50 ®¬n vÞ/mg lyophilisat.    
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A.5.1.5.11   Natri clorua (NaCl).      

A.5.1.5.12   Natri dodexyl sunfat (SDS) (C12H25O4SNa).       

A.5.1.5.13  Natri hydroxit, (NaOH).    

A.5.1.5.14   Tris(hydroxymetyl)-aminometan (Tris)(C4H11NO3).  

A.5.1.5.15    Dung dÞch αααα-Amylaza, ρ = 10 mg/ml, ®−îc hoµ tan trong n−íc v« trïng. 

Kh«ng hÊp ¸p lùc. B¶o qu¶n ë –20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 

A.5.1.5.16    Dung dÞch etanol, φ (C2H5OH) = 70 %. 

A.5.1.5.17  Dung dÞch ®Öm chiÕt, c(Tris) = 0,1 mol/l, c(NaCl) = 0,15 mol/l, c(Na2EDTA) = 0,05 mol/l, 

ρ(SDS) = 10 g/l.    

Dïng HCl hoÆc KOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0.  

A.5.1.5.18   Dung dÞch guanidin hydroclorua, c(CH5N3-HCl) = 5 mol/l. 

HÊp ¸p lùc sau khi ®· chuÈn bÞ (tèi ®a 15 min ë 121 0C).       

A.5.1.5.19   Dung dÞch proteinaza-K, ρ = 20 mg/ml, ®−îc hoµ tan trong n−íc v« trïng. 

Kh«ng dïng nåi hÊp. B¶o qu¶n ë �20 0C, tr¸nh lÆp l¹i viÖc cÊp ®«ng vµ r· ®«ng. 

A.5.1.5.20   Dung dÞch RNaza-A, ρ = 10 mg/ml.     

B¶o qu¶n ë –20 0C. 

A.5.1.5.21   Dung dÞch ®Öm TE, c(Tris) = 0,01 mol/l, c(Na2EDTA) = 0,001 mol/l. 

Dïng HCl hoÆc NaOH ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0.  

A.5.1.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

Sö dông c¸c thiÕt bÞ, dông cô phßng thö nghiÖm th«ng th−êng vµ c¸c lo¹i sau: 

A.5.1.6.1   M¸y ly t©m, cã thÓ t¹o ®−îc lùc ly t©m ë 8 000 g. Trong mét sè giai ®o¹n cÇn ®Õn ly t©m l¹nh. 

A.5.1.6.2   Tñ sÊy hoÆc tñ Êm, tèt nhÊt lµ cã trang bÞ mét m¸y l¾c.     

A.5.1.6.3   M¸y trén, vÝ dô nh− Vortex 2).    

A.5.1.7   C¸ch tiÕn hµnh    

A.5.1.7.1   Kh¸i qu¸t    
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Khi phÇn mÉu thö ®· ®−îc chuÈn bÞ th× tiÕn hµnh quy tr×nh t¸ch chiÕt/tinh s¹ch ADN. CÇn ®iÒu chØnh 

cho thÝch hîp gi÷a khèi l−îng vµ thÓ tÝch dung dÞch ®Öm tïy theo cì mÉu ®· chän. 

A.5.1.7.2   Quy tr×nh t¸ch chiÕt    

C©n tõ 200 mg ®Õn 500 mg mÉu ®· nghiÒn hoÆc ®· xay nhá cho vµo èng nghiÖm micro. Thªm 1,6 ml 

dung dÞch ®Öm chiÕt (A.5.1.5.17) ®· ®−îc ñ tr−íc (60 0C).  

Thªm 10 µl dung dÞch RNaza-A (A.5.1.5.20) vµ 10 µl dung dÞch α-amylaza (A.5.1.5.15), trén nhÑ b»ng 

c¸ch lËt ®¶o chiÒu èng nghiÖm. §Ó 50 min ë 60 0C trong khi vÉn l¾c nhÑ. Thªm 1/10 thÓ tÝch dung dÞch 

guanidin-HCl (A.5.1.5.18) vµ trén b»ng m¸y trén (A.5.1.6.3). 

Thªm 20 µl dung dÞch proteinaza-K (A.5.1.5.19), trén kü b»ng c¸ch ®¶o chiÒu èng nghiÖm vµ ñ Ýt nhÊt  

2 h ë 60 0C trong khi ñ vÉn l¾c trén nhÑ. §Ó èng nghiÖm trªn gi¸ ®ì 15 min råi ly t©m 15 min ë lùc ly t©m 

tèi thiÓu lµ 8 000 g.  

ChuyÓn phÇn næi phÝa trªn vµo èng nghiÖm míi. Thªm 1 thÓ tÝch clorofom (A.5.1.5.3) vµ trén b»ng m¸y 

trén (A.5.1.6.3). Ly t©m 15 min ë tèi thiÓu lµ 8 000 g. ChuyÓn phÇn næi phÝa trªn vµo èng nghiÖm míi. 

Thªm 0,6 thÓ tÝch isopropanol (A.5.1.5.8), ®¶o chiÒu èng ®Ó trén vµ c¾m c¸c èng nghiÖm nµy vµo n−íc 

®¸ trong 50 min. 

Ly t©m 20 min ë tèi thiÓu lµ 8 000 g. Röa c¸c chÊt kÕt tña b»ng Ýt nhÊt lµ 2 ml dung dÞch etanol 

(A.5.1.5.16) vµ ly t©m 10 min ë tèi thiÓu lµ 8 000 g. B−íc nµy lµ cÇn thiÕt ®Ó lo¹i bá hÕt c¸c muèi vèn cã 

thÓ g©y c¶n trë cho viÖc ph©n tÝch tiÕp theo (vÝ dô, PCR). G¹n bá phÇn næi phÝa trªn. Lµm kh« c¸c kÕt 

tña nµy vµ hoµ l¹i vµo 100 µl n−íc hoÆc dung dÞch ®Öm thÝch hîp, vÝ dô: dung dÞch ®Öm TE 

(A.5.1.5.21). §©y lµ dung dÞch ADN gèc chÝnh. NÕu cÇn ph¶i cã b−íc tinh s¹ch tiÕp theo th× ph¶i ®−îc 

tiÕn hµnh trªn ADN gèc nµy. 

A.5.1.8   Danh môc c¸c vÝ dô 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc ¸p dông thµnh c«ng ®Ó chiÕt ADN 10) ra khái c¸c c¸c lo¹i chÊt nÒn sau: 

§Ëu t−¬ng ®· axit ho¸, ng« hép, thøc ¨n cho gia sóc, thanh s«cola10), s«cola thanh10), v¸ng s÷a lµm 

mãn ®iÓm t©m10), b¸nh tõ ®Ëu t−¬ng, r©u ng«, bét ng«, ph«i ng«10), thøc ¨n tõ gluten cña ng«10), h¹t ng«, 

tinh bét ng« biÕn tÝnh10), protein ng«10), h¹t ng«, lâi ng«, tinh bét ng« nguyªn chÊt10), h¹t c¶i dÇu, xóc 

xÝch10), bét ®Ëu t−¬ng, ®Ëu phô tõ ®Ëu t−¬ng, lexitin ®Ëu t−¬ng (mµu n©u th«10) vµ mµu vµng x¸c ®Þnh10)), 

protein ®Ëu t−¬ng, h¹t ®Ëu t−¬ng, tonyu ®Ëu t−¬ng, b¸nh chip ng«10). 

Ph−¬ng ph¸p ®· kh«ng ¸p dông thµnh c«ng trªn cì mÉu thö 1 g cña dÇu, maltodextrin, D-glucoza, 

maltitol, mannitol hoÆc xylitol. 

                                                
10) §é lÆp l¹i phô thuéc vµo c¸c mÎ mÉu vµ/hoÆc c«ng nghÖ s¶n xuÊt chóng. Trong mét sè tr−êng hîp, ADN cã thÓ kh«ng t×m thÊy 

hoÆc bÞ biÕn chÊt lµm cho c¸c kÕt qu¶ PCR ë møc d−íi giíi h¹n ph¸t hiÖn cña ph−¬ng ph¸p, bÊt kÓ mçi/quy tr×nh PCR ®· ®−îc sö 

dông. §iÒu nµy cã thÓ lµ nguyªn nh©n cña ®é t¸i lËp thÊp gi÷a c¸c phßng thö nghiÖm. 
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Phô lôc B 

(Tham kh¶o) 

Ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng ADN ®G t¸ch chiÕt ®−îc 

 

B.1   Ph−¬ng ph¸p ®o quang trong vïng cùc tÝm 

B.1.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy m« t¶ ph−¬ng ph¸p th«ng dông ®Ó x¸c ®Þnh nång ®é ADN trong c¸c dung dÞch. 

B.1.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc thö nghiÖm mét c¸ch réng r·i vµ c¸c kÕt qu¶ ®· ®−îc c«ng bè [35]. VÝ dô 

nh− ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc ¸p dông thµnh c«ng trong liªn phßng thö nghiÖm vÒ viÖc ph¸t hiÖn sinh 

vËt biÕn ®æi gen, do Federal Office of Public Health, Bern vµ Cantonal Laboratories of Basel and Zurich, 

Switzerland tæ chøc. 

B.1.3   Nguyªn t¾c 

C¸c axit nucleic trong dung dÞch sÏ hÊp thô ¸nh s¸ng tia cùc tÝm (UV) trong d¶i tõ 210 nm ®Õn 300 nm 

víi ®é hÊp thô cùc ®¹i ë 260 nm. V× c¸c ADN, ARN vµ c¸c nucleotit cïng cã ®é hÊp thô cùc ®¹i ë      

260 nm, nªn ADN kh«ng thÓ x¸c ®Þnh ®−îc b»ng m¸y ®o quang trong vïng cùc tÝm (UV) khi dung dÞch 

bÞ nhiÔm ARN vµ nucleotit. Víi lý do nµy, nªn ARN  cÇn ®−îc lo¹i ra b»ng ph−¬ng ph¸p enzym trong 

qu¸ tr×nh chiÕt ADN tr−íc khi x¸c ®Þnh ADN. Còng t−¬ng tù, c¸c oligonucleotit vµ c¸c nucleotit thu ®−îc 

tõ thuû ph©n ARN cÇn ®−îc lo¹i bá (vÝ dô, xö lý b»ng silica, nh− trong A.4.1.7.2). C¸c oligonucleotit vµ 

c¸c nucleotit sinh ra khi xö lý b»ng RNaza, nÕu kh«ng ®−îc lo¹i bá (vÝ dô nh− xö lý b»ng silica) th× cã 

thÓ dÉn ®Õn viÖc ®¸nh gi¸ thõa hµm l−îng ADN cña mÉu thö. Ngoµi ra, ADN xo¾n kÐp hÊp thô ¸nh 

s¸ng UV Ýt h¬n so víi ADN xo¾n ®¬n. V× tû lÖ ADN xo¾n ®¬n cã trong dung dÞch lµ ch−a biÕt, nªn ®Ó 

tr¸nh ®¸nh gi¸ thõa hµm l−îng ADN, th× tÊt c¶ c¸c ADN cã trong mÉu thö cÇn ®−îc chuyÓn vÒ d¹ng 

xo¾n ®¬n b»ng c¸ch sö dông natri hydroxit. Do c¸c axit nucleic kh«ng hÊp thô ë b−íc sãng 320 nm, 

nªn viÖc ®äc ë 320 nm lµ th«ng tin ®Ó x¸c ®Þnh viÖc hÊp thô mÉu do ph©n t¸n ¸nh s¸ng vµ c¸c hîp chÊt 

ho¹t ho¸ UV. 

Kh«ng cÇn thiÕt ph¶i x©y dùng ®−êng chuÈn, khi hÖ sè t¾t ph©n tö ®−îc chän nh− mét hµm sè cña lo¹i 

axit nucleic ®ang ®−îc nghiªn cøu vµ/hoÆc t×nh tr¹ng nguyªn vÑn cña chóng. 

Tuy nhiªn, viÖc hiÖu chuÈn quang phæ kÕ cÇn ®−îc kiÓm tra ®Þnh kú b»ng c¸ch ®o nång ®é cña c¸c 

dung dÞch ADN ®èi chøng. 
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B.1.4   Ph¹m vi ¸p dông 

Ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ ¸p dông cho ADN víi c¸c nång ®é tõ 2 µg/ml ®Õn 50 µg/ml. Tr−íc khi ®Þnh 

l−îng, cÇn pha lo·ng c¸c dung dÞch ADN chiÕt ®−îc, ®Ó ®¶m b¶o n»m trong d¶i tuyÕn tÝnh cña phÐp ®o 

quang phæ (mËt ®é quang tõ 0,05 ®Õn 1). 

Chó thÝch:  §«i khi c¸c hîp chÊt cßn d− (vÝ dô, CTAB tõ quy tr×nh chiÕt ADN) cã thÓ g©y c¶n trë cho viÖc ph¸t 

hiÖn s¾c phæ UV ë 260 nm, v× chóng hÊp thô ë b−íc sãng nµy. 

B.1.5   Thuèc thö 

B.1.5.1   Tris(hydroxymetyl)-aminometan (Tris)(C4H11NO3).    

B.1.5.2   Natri hydroxit (NaOH).    

B.1.5.3   Axit clohydric, φ (HCl) = 37 %. 

B.1.5.4   ChÊt mang ADN, vÝ dô, Herring Sperm ADN 11) hoÆc Calf Thymus ADN 11).          

B.1.5.5   Dung dÞch chuÈn ADN    

ChuÈn bÞ 10 mg/ml dung dÞch gèc ADN b»ng c¸ch hoµ tan 100 mg chÊt mang ADN (B.1.5.4) trong     

10 ml dung dÞch ®Öm (B.1.5.7). ADN hoµ tan ë nång ®é nµy rÊt chËm vµ t¹o thµnh dung dÞch rÊt s¸nh. 

Sau ®ã pha lo·ng dung dÞch ADN chuÈn gèc nµy víi dung dÞch ®Öm ®Õn nång ®é mong muèn (vÝ dô:  

25 µg/ml).  

B.1.5.6   Dung dÞch natri hydroxit, c(NaOH) = 2 mol/l.    

B.1.5.7   Dung dÞch ®Öm, c(Tris) = 0,01 mol/l. 

Dïng HCl ®Ó chØnh pH ®Õn 9,0.  

B.1.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

B.1.6.1   M¸y ®o phæ UV, chïm ®¬n, hai chïm tia hoÆc m¶ng photo diot lµ thÝch hîp. 

B.1.6.2   M¸y trén/m¸y l¾c,vÝ dô Vortex2). 

B.1.6.3  B×nh ®o, vÝ dô: c¸c cuvet/ng¨n nhá b»ng th¹ch anh hoÆc b»ng chÊt dÎo thÝch hîp cho viÖc 

ph¸t hiÖn UV ë b−íc sãng 260 nm. 

                                                
11)  C¸c s¶n phÈm nµy cã s½n tõ h·ng Sigma t−¬ng øng lµ D-7290 vµ D-1501. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi 

sö dông tiªu chuÈn nµy vµ tæ chøc ISO kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. C¸c s¶n phÈm t−¬ng tù cã thÓ ®−îc sö 

dông nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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Cì cña b×nh ®o ®−îc dïng x¸c ®Þnh thÓ tÝch ®o: c¸c half-micro cuvet (1 000 µl), micro cuvet (400 µl), ultra-

micro cuvet (100 µl) vµ c¸c èng mao dÉn (3 µl ®Õn 5 µl). §−êng quang cña cuvet chuÈn th−êng lµ 1 cm. 

B.1.7   C¸ch tiÕn hµnh 

B.1.7.1   §o c¸c dung dÞch chuÈn ADN 

ViÖc hiÖu chuÈn chÝnh x¸c cña m¸y quang phæ cã thÓ ®−îc kiÓm chøng b»ng c¸ch sö dông dung dÞch 

ADN ®èi chøng, nh− sau: 

−  ®Ó ®o mÉu tr¾ng, chØ sö dông dung dÞch ®Öm (B.1.5.7) ®Ó ®æ ®Çy b×nh ®o; 

−  b×nh ®o ®−îc ®æ ®Çy b»ng dung dÞch chuÈn ADN (B.1.5.5). 

§o ®é hÊp thô ®èi víi dung dÞch mÉu tr¾ng vµ c¶ dung dÞch chuÈn ADN ë b−íc sãng 260 nm vµ b−íc 

sãng 320 nm. 

B.1.7.2   §o dung dÞch ADN thö nghiÖm cã nång ®é ch−a biÕt 

§èi víi dung dÞch mÉu tr¾ng, trén dung dÞch ®Öm (B.1.5.7) vµ dung dÞch natri hydroxit (B.5.1.1.5.13), 

sao cho nång ®é chÊt cña NaOH cuèi cïng lµ 0,2 mol/l. Hçn hîp nµy ®−îc sö dông ®Ó ®æ ®Çy b×nh ®o. 

Trén dung dÞch ADN thö nghiÖm víi dung dÞch natri hydroxit vµ nÕu cÇn th× trén víi dung dÞch ®Öm ®Ó 

thu ®−îc nång ®é chÊt cña NaOH cuèi cïng lµ 0,2 mol/l. Hçn hîp nµy ®−îc sö dông ®Ó ®æ ®Çy b×nh ®o. 

§o ®é hÊp thô ®èi víi dung dÞch mÉu tr¾ng vµ c¶ dung dÞch chuÈn ADN gèc ë b−íc sãng 260 nm vµ 

b−íc sãng 320 nm sau khi ñ 1 phót. §äc kÕt qu¶ æn ®Þnh sau Ýt nhÊt 1 h. 

VÝ dô 1: §èi víi dung dÞch mÉu tr¾ng, trén 90 µl dung dÞch ®Öm vµ 10 µl dung dÞch natri hydroxit vµ 

chuyÓn sang b×nh ®o 100 µl. 

VÝ dô 2:  §èi víi dung dÞch ADN thö nghiÖm, trén 80 µl dung dÞch ®Öm hoÆc n−íc, 10 µl dung dÞch natri 

hydroxit vµ 10 µl dung dÞch ADN ch−a biÕt nång ®é råi chuyÓn sang b×nh ®o 100 µl. 

B.1.8   §¸nh gi¸ 

§é hÊp thô ®· ®−îc hiÖu chØnh ë 260 nm thu ®−îc b»ng c¸ch lÊy ®é hÊp thô ë 260 nm trõ ®i ®é hÊp thô 

(OD) ë 320 nm (nÒn). 

NÕu ®é hÊp thô ®· chØnh ë 260 nm b»ng 1, th× nång ®é ADN ®−îc −íc tÝnh t−¬ng øng lµ 50 µg/ml ®èi 

víi ADN xo¾n kÐp hoÆc 37 µg/ml ®èi víi ADN xo¾n ®¬n (tøc lµ bÞ biÕn tÝnh bëi natri hydroxit). 

C¸c phÐp ®o tin cËy ®ßi hái c¸c gi¸ trÞ hÊp thô ë b−íc sãng 260 nm ph¶i lín h¬n 0,05. 

Cuèi cïng, tÝnh nång ®é khèi l−îng, ρ, cña dung dÞch ADN xo¾n kÐp thö nghiÖm, cã tÝnh ®Õn sù biÕn 

tÝnh vµ hÖ sè pha lo·ng ®−îc ¸p dông theo c«ng thøc (1): 
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( ) 37ODOD ×−×= 320260FADNρ     (1) 

trong ®ã: 

F          lµ hÖ sè pha lo·ng; 

OD260   lµ ®é hÊp thô ë b−íc sãng 260 nm; 

OD320   lµ ®é hÊp thô ë b−íc sãng 320 nm; 

37       lµ hÖ sè chuyÓn ®æi, tÝnh b»ng miligam trªn mililit. 

VÝ dô:  §èi víi hÖ sè pha lo·ng lµ 10 vµ ®é hÊp thô OD260 lµ 0,658 vµ OD320 lµ 0,040: 

   ρADN = 10 x (0,658 – 0,040) x 37 µg/ml = 229 µg/ml. 

B.2   Ph−¬ng ph¸p nhuém ethidi bromua vµ ®iÖn di gel agaroza 

B.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy m« t¶ ph−¬ng ph¸p th«ng dông ®Ó x¸c ®Þnh nång ®é ADN trong c¸c dung dÞch. §iÖn di gel 

agaroza cña ADN vµ nhuém mµu ethidi bromua (EtBr) ®−a ra c¸ch −íc tÝnh sè l−îng ADN vµ ph©n tÝch 

t¹i cïng mét thêi ®iÓm tr¹ng th¸i tù nhiªn cña chóng (vÝ dô: ®é ph©n huû, sù cã mÆt cña ARN cßn d− vµ 

mét sè t¹p chÊt). Ph−¬ng ph¸p nµy còng cã thÓ ¸p dông nÕu l−îng ADN s½n cã kh«ng ®ñ ®Ó ph¸t hiÖn 

b»ng ®o phæ, hoÆc ADN ch−a ®ñ s¹ch vµ cã thÓ cßn chøa c¸c chÊt hÊp thô tia UV [36]. §iÖn di gel 

th−êng kh«ng ®−îc khuyÕn c¸o ®Ó ®Þnh l−îng ADN nÕu nã ®· bÞ biÕn tÝnh. Trong tr−êng hîp nµy, cã thÓ 

¸p dông c¸c ph−¬ng ph¸p kh¸c. 

B.2.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc ¸p dông réng r·i trong nhiÒu n¨m qua, nh−ng ch−a bao giê ®−îc ®¸nh gi¸ 

trong c¸c nghiªn cøu liªn phßng thö nghiÖm ®Ó ph¸t hiÖn sinh vËt biÕn ®æi gen trong thùc phÈm. 

B.2.3   Nguyªn t¾c 

ADN t¸ch b»ng ®iÖn di, trªn c¬ së ®iÖn tÝch vµ ph©n tö l−îng cña nã, khi n¹p lªn r©y ph©n tö (gel 

agaroza) vµ chÞu t¸c ®éng cña ®iÖn tr−êng trong sù cã mÆt cña dung dÞch ®Öm [37]. 

EtBr ®an xen vµo ADN vµ khi ®−îc kÝch thÝch b»ng ¸nh s¸ng UV sÏ ph¸t huúnh quang da cam. Do 

l−îng huúnh quang tû lÖ víi khèi l−îng ADN tæng sè, nªn sè l−îng ADN cã trong mÉu cã thÓ ®−îc −íc 

tÝnh b»ng c¸ch so s¸nh huúnh quang ®−îc t¹o ra bëi mÉu ch−a biÕt víi mét d·y ®Þnh l−îng chuÈn. Khèi 

l−îng ph©n tö cña c¸c chÊt chuÈn cÇn ph¶i gièng víi khèi l−îng ph©n tö cña ADN cÇn ®Þnh l−îng, v× 

EtBr còng nhuém mµu ADN xo¾n ®¬n vµ ARN. §Ó ®Þnh l−îng chÝnh x¸c h¬n vÒ hµm l−îng ADN, th× 

ARN ph¶i ®−îc lo¹i bá b»ng ph−¬ng ph¸p enzym. 
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B.2.4   D¶i ¸p dông 

Ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ ¸p dông cho c¸c nång ®é ADN trong kho¶ng tõ 5 ng ®Õn 500 ng khi sö dông 

c¸c hÖ thèng thu nhËn ¶nh. C¸c hÖ thèng sö dông CCD ®Ó ghi h×nh cã thÓ nh¹y h¬n. 

B.2.5   C¸c yªu cÇu vÒ an toµn 

EtBr lµ mét chÊt g©y ®ét biÕn m¹nh vµ lµ chÊt g©y ung th− vµ ph¶i ®−îc xö lý hÕt søc thËn träng. Sö 

dông g¨ng tay lµ b¾t buéc. TÊt c¶ c¸c dung dÞch vµ c¸c gel chøa EtBr ph¶i ®−îc khö nhiÔm tr−íc khi 

lo¹i bá, xem [36]. 

¸nh s¸ng UV (UV-C) rÊt nguy hiÓm, ®Æc biÖt lµ ®èi víi vâng m¹c m¾t. Lu«n lu«n ph¶i ®eo dông cô b¶o 

vÖ UV (mÆt n¹) khi sö dông. 

B.2.6   Thuèc thö 

§iÖn di gel agaroza cã thÓ ®−îc thùc hiÖn theo dung dÞch ®Öm ®iÖn di TAE hoÆc theo dung dÞch ®Öm 

®iÖn di TBE. 

Th«ng th−êng, ë møc sinh häc ph©n tö th× kh«ng cÇn c¸c lo¹i thuèc thö m« t¶ trong ph−¬ng ph¸p nµy. 

C¸c dung dÞch m« t¶ trong ph−¬ng ph¸p nµy kh«ng ph¶i lóc nµo còng cÇn ph¶i khö trïng b»ng hÊp ¸p lùc. 

B.2.6.1   Agaroza, thÝch hîp cho viÖc ®iÖn di ADN vµ cho viÖc t¸ch cì ph©n tö ADN.  

B.2.6.2   Axit boric (H3BO3), chØ dïng cho hÖ thèng dung dÞch ®Öm TBE. 

B.2.6.3   Xanh bromophenol (C19H9Br4O5SNa) vµ/hoÆc xylen xyanol FF (C25H27N2O6S2Na). 

B.2.6.4   ChÊt chuÈn ®Þnh l−îng ADN, cã ph©n tö l−îng thÝch hîp (vÝ dô, linearized Lambda Phage 

ADN ®èi víi ADN ph©n tö l−îng cao vµ Lambda Phage ADN ph©n gi¶i giíi h¹n ®èi víi ADN ph©n tö 

l−îng thÊp). 

B.2.6.5   Axit axetic b¨ng (CH3COOH), chØ dïng cho hÖ thèng dung dÞch ®Öm TAE. 

B.2.6.7   Muèi dinatri axit etylendiamintetraaxetic (Na2-EDTA) (C10H14N2O8Na2).       

B.2.6.8   Ethidi bromua (EtBr) (C21H20N3Br). 

B.2.6.9   Glyxerol (C3H8O3). 

B.2.6.10   Natri axetat (C2H3O2Na), chØ dïng cho hÖ thèng dung dÞch ®Öm TAE.     

B.2.6.11   Axit clohydric, φ (HCl) = 37 %. 

B.2.6.12   Natri hydroxit (NaOH). 
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B.2.6.13   Tris(hydroxymetyl)-aminometan (Tris) (C4H11NO3).    

B.2.6.14   Dung dÞch ®Öm TAE (1x), c(Tris) = 0,050 mol/l, c(C2H3O2Na) = 20 mmol/l, c(Na2EDTA)= 0,001 mol/l.   

Dïng NaOH hoÆc axit axetic b¨ng ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0. Tèt nhÊt lµ chuÈn bÞ dung dÞch ®Öm TAE theo 

dung dÞch gèc ®Ëm ®Æc (®Ëm ®Æc tèi ®a gÊp 50 lÇn). NÕu thÊy cã kÕt tña th× lo¹i bá. Ngay tr−íc khi sö 

dông, cã thÓ pha lo·ng dung dÞch ®Öm ®iÖn di ®Ëm ®Æc b»ng n−íc ®· khö ion hoÆc n−íc ch−ng cÊt mét 

lÇn, ch−a khö trïng. 

B.2.6.15  Dung dÞch ®Öm Tris/borat (TBE) (0,5x), c(Tris) = 0,055 mol/l, c(axit boric) = 0,055 mol/l, 

c(Na2EDTA) = 0,001 mol/l,     

Dïng NaOH hoÆc HCl ®Ó chØnh pH ®Õn 8,0. Tèt nhÊt lµ chuÈn bÞ dung dÞch ®Öm TBE theo dung dÞch gèc 

®Ëm ®Æc (®Ëm ®Æc tèi ®a gÊp 10 lÇn). NÕu thÊy cã kÕt tña th× lo¹i bá. Ngay tr−íc khi sö dông, cã thÓ pha 

lo·ng dung dÞch ®Öm ®iÖn di ®Ëm ®Æc b»ng n−íc ®· khö ion hoÆc n−íc ch−ng cÊt mét lÇn, ch−a khö 

trïng. 

B.2.6.16   Dung dÞch ®Öm n¹p mÉu (5x), φ(glyxerol) = 50 %, ρ(xanh bromophenol) = 2,5 g/l vµ/hoÆc 

ρ(xylen xyanol) = 2,5 g/l, hoµ tan trong dung dÞch ®Öm ®iÖn di (B.2.6.14 hoÆc B.2.6.15).   

B.2.6.17   Dung dÞch ethidi bromua, c(EtBr) = 0,5 mg/l.    

Tèt nhÊt lµ b¶o qu¶n dung dÞch ethidi bromua ë d¹ng ®Ëm ®Æc (vÝ dô, 10 mg/ml) ë 5 0C n¬i tèi (EtBr rÊt 

nh¹y víi ¸nh s¸ng). Còng kh«ng nªn c©n EtBr. Dung dÞch gèc cÇn ®−îc chuÈn bÞ b»ng c¸ch hoµ mét 

l−îng n−íc thÝch hîp vµo b×nh ®· chøa s½n bét EtBr, hoÆc chøa mét sè viªn EtBr ®· ®−îc c©n tr−íc. 

Khi hoµ tan EtBr cÇn ph¶i tr¸nh ¸nh s¸ng, trong khi vÉn khuÊy, ë nhiÖt ®é phßng. ChuÈn bÞ dung dÞch 

nµy th−êng mÊt kho¶ng 1 h. 

B.2.7   ThiÕt bÞ, dông cô 

B.2.7.1   Lß vi sãng hoÆc nåi c¸ch thuû 

B.2.7.2   Dông cô ®Ó ®iÖn di gel agaroza, kÌm theo phô tïng vµ nguån n¨ng l−îng. 

B.2.7.3   §Ìn chiÕu UV, thÝch hîp víi b−íc sãng 312 nm. 

C¸ch kh¸c, cã thÓ sö dông thiÕt bÞ s¾c ký cét axit nucleic vµ tuú theo hÖ thèng ph¸t hiÖn hoÆc c¸c hÖ 

thèng thÝch hîp t−¬ng tù. 

B.2.7.4   Dông cô ®äc, vÝ dô: hÖ thèng chôp ¶nh cã c¸c phim 3 000 ASA vµ bé läc UV ®ñ cho huúnh 

quang ®−îc ph¸t ra bëi EtBr. 

C¸ch kh¸c, cã thÓ sö dông hÖ thèng m¸y quay video cã camera CCD, cã bé läc UV vµ (tuú chän) phÇn 

mÒm ph©n tÝch ®Þnh l−îng. 
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B.2.8   C¸ch tiÕn hµnh  

B.2.8.1   Kh¸i qu¸t 

§iÖn di gel agaroza cã thÓ ®−îc thùc hiÖn theo dung dÞch ®Öm ®iÖn di TAE hoÆc theo dung dÞch ®Öm 

®iÖn di TBE. Sö dông cïng mét lo¹i dung dÞch ®Öm ®Ó hoµ tan agaroza vµ ®Ó ®æ vµo bÓ ®iÖn di. 

B.2.8.2   ChuÈn bÞ gel agaroza  

Gel kh«ng ®−îc dµy qu¸ 1 cm. 

Nång ®é vµ chÊt l−îng cña agaroza x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng ph©n gi¶i cña gel. §Ó ®Þnh l−îng ADN ph©n tö l−îng 

cao, th× sö dông c¸c nång ®é agaroza tõ 8 g/l ®Õn 10 g/l. §Ó ®Þnh l−îng ADN ph©n tö l−îng thÊp (vÝ dô, ®· bÞ 

ph©n gi¶i hoÆc c¾t bëi enzym giíi h¹n), th× sö dông c¸c nång ®é agaroza cao h¬n (®Õn 40 g/l) [38]. 

C©n mét l−îng agaroza thÝch hîp (B.2.6.1) cho vµo dung dÞch ®Öm ®iÖn di (B.2.6.14 hoÆc B.2.6.15). 

§un s«i trong lß vi sãng hoÆc trªn nåi c¸ch thuû (B.2.7.1), cho ®Õn khi agaroza hoµ tan hoµn toµn. Bï 

vµo l−îng thÊt tho¸t do bay h¬i b»ng mét l−îng n−íc t−¬ng ®−¬ng, trén b»ng c¸ch khuÊy (kh«ng ®Ó lÉn 

bät khÝ), lµm nguéi dung dÞch ®Õn 60 0C vµ gi÷ ë nhiÖt ®é nµy cho ®Õn khi sö dông. ChuÈn bÞ khay ®æ 

gel (®Üa gel) víi “l−îc mÉu” thÝch hîp ®−îc ®Æt ®óng vÞ trÝ. Rãt dung dÞch agaroza lªn khay gel vµ ®Ó cho 

®«ng ®Æc l¹i ë nhiÖt ®é phßng (nªn ®Ó 1 h). 

B.2.8.3   ChuÈn bÞ mÉu ADN 

Trén c¸c dung dÞch mÉu ADN (vÝ dô, 5 µl ®Õn 10 µl) víi kho¶ng 20 % (®èi víi thÓ tÝch mÉu cuèi cïng) 

cña dung dÞch ®Öm (B.2.6.16) (vÝ dô, cho 2,5 µl dung dÞch ®Öm vµo 10 µl mÉu ADN), trén vµ dïng micro 

pipet ®−a hçn hîp vµo giÕng. NÕu nghi ngê r»ng c¸c mÉu qu¸ ®Ëm ®Æc, th× còng nªn cho thªm mét sè 

dung dÞch mÉu pha lo·ng vµo gel ®iÖn di. 

§Ó x¸c ®Þnh kÝch th−íc cña c¸c ®o¹n ADN ®· chiÕt ®−îc, th× cho dung dÞch ®Öm mÉu (B.2.6.16) theo tû 

lÖ (20 % thÓ tÝch mÉu) vµo mét l−îng thÝch hîp cña chÊt chuÈn khèi l−îng ph©n tö ADN (B.2.6.5) vµ tiÕn 

hµnh ®iÖn di song song. 

§Ó −íc tÝnh nång ®é cña mÉu ch−a biÕt, cho ch¹y song song víi c¸c mÉu chuÈn ADN. C¸c mÉu nh− 

thÕ cã chøa c¸c l−îng ®· biÕt cña ADN chuÈn (B.2.6.4) (n»m trong d¶i ¸p dông cña ph−¬ng ph¸p: tõ    

5 ng ®Õn 500 ng) ®−îc hoµ tan trong n−íc hoÆc dung dÞch ®Öm ®iÖn di (B.2.6.14 hoÆc B.2.6.15).  

KhuyÕn c¸o sö dông c¸c chÊt chuÈn ®Þnh l−îng chøa Ýt nhÊt 5 ®iÓm hiÖu chuÈn (nghÜa lµ c¸c l−îng 

ADN kh¸c nhau). 

B.2.8.4   §iÖn di mÉu 

CÈn thËn lÊy “l−îc” ra khái gel. ChuyÓn gel (cïng víi ®Üa gel) vµo bÓ ®iÖn di, sao cho c¸c giÕng n»m 

gÇn víi cùc ©m. §æ dung dÞch ®Öm ®iÖn di (B.2.6.14 hoÆc B.2.6.15) vµo ®Çy bÓ. Phñ mét líp dµy 

kho¶ng 2 mm cïng lo¹i dung dÞch ®Öm lªn líp gel vµ dïng micro pipet ®Ó n¹p mÉu vµo giÕng.  
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TiÕn hµnh ®iÖn di ë nhiÖt ®é phßng ë ®iÖn ¸p vµ c−êng ®é thÝch hîp (th«ng th−êng nªn dïng ®iÖn ¸p æn 

®Þnh tèi ®a 5 V/cm ®èi víi kho¶ng c¸ch gi÷a c¸c ®iÖn cùc). D−íi c¸c ®iÒu kiÖn ®−îc m« t¶, th× ADN tÝch 

®iÖn ©m sÏ di chuyÓn tõ cùc ©m sang cùc d−¬ng. Thêi gian ®iÖn di phô thuéc vµo kho¶ng c¸ch di 

chuyÓn cÇn thiÕt, dßng ®iÖn cung cÊp, dung dÞch ®Öm ®−îc sö dông, thÈm thÊu ®iÖn vµ nång ®é cña 

agaroza trong gel. 

B.2.8.5   Nhuém   

Sau khi kÕt thóc ®iÖn di, nhuém gel tõ 15 min ®Õn 50 min trong dung dÞch ethidi bromua (B.2.6.17) ë 

nhiÖt ®é phßng, nªn ®Ó n¬i tèi (vµ/hoÆc ®Ó trong bÓ b»ng thÐp kh«ng gØ cã n¾p ®Ëy kÝn) vµ l¾c nhÑ. 

NÕu cÇn, gi¶m bít viÖc nhuém mµu nÒn b»ng c¸ch khö mµu gel trong n−íc tõ 10 min ®Õn 30 min. 

C¸ch kh¸c, ®Ó nhuém mµu sau ®iÖn di, cã thÓ bæ sung EtBr vµo gel tr−íc khi rãt. Trong tr−êng hîp nµy, 

EtBr ®−îc bæ sung vµo gel ®Õn nång ®é cuèi cïng cña gel ®· ®−îc lµm nguéi ®Õn 60 0C lµ 0,01 mg/ml. 

NÕu gel ®−îc ®óc víi ethidi bromua, th× n¹p mÉu ch−a biÕt vµ chÊt chuÈn ADN (B.2.6.4) vµo c¸c giÕng 

riªng biÖt ®−îc t¹o ra bëi cïng mét “l−îc” trªn cïng lo¹i gel. MÆt kh¸c, l−îng ethidi bromua kh¸c nhau, 

sinh ra c¸c kÕt qu¶ ®Þnh l−îng sai. §Ó gi¶m thiÓu c¸c vÉn ®Ò di chuyÓn EtBr trong gel, cã thÓ bæ sung 

mét sè EtBr vµo dung dÞch ®Öm ®iÖn di (bÓ ®iÖn di). Sau khi ®iÖn di, th−êng ph¶i röa gel. 

B.2.8.6   Ghi l¹i gel 

ChuyÓn gel lªn bÒ mÆt ®Ìn UV vµ ghi l¹i huúnh quang ADN b»ng chôp ¶nh hoÆc quay video. 

B.2.9   §¸nh gi¸/diÔn gi¶i 

Hµm l−îng ADN cña mÉu ®−îc −íc tÝnh b»ng c¸ch so s¸nh c¸c mÉu ch−a biÕt víi c¸c mÉu chuÈn ADN 

®−a vµo ®iÖn di song song. ViÖc ®¸nh gi¸ nµy cã thÓ ®−îc thùc hiÖn b»ng trùc gi¸c hoÆc tèt nhÊt lµ cã 

sù hç trî cña phÇn mÒm ®Þnh l−îng ®Ó cã thÓ dùng ®−êng chuÈn. 

B.3   Ph−¬ng ph¸p PCR tøc thêi (real time PCR) hoÆc ®Þnh l−îng ADN 

Khi c¸c chÊt nÒn chiÕt ®−îc Ýt ADN, th× kh«ng ph¶i khi nµo còng cã thÓ ®Þnh l−îng ADN b»ng ph−¬ng 

ph¸p vËt lý (vÝ dô, c¸c ph−¬ng ph¸p m« t¶ trong Phô lôc nµy), v× ®é nh¹y cña chóng kh«ng ®ñ. Trong 

tr−êng hîp nµy khi cÇn ®Þnh l−îng nªn sö dông ph−¬ng ph¸p PCR tøc thêi (real time PCR). Ph−¬ng 

ph¸p nµy còng cung cÊp th«ng tin vÒ sù khuÕch ®¹i PCR c¸c ph©n tö ADN ®· t¸ch mµ c¸c phÐp ®o 

nång ®é ADN b»ng vËt lý kh«ng thÓ cung cÊp ®−îc. VÒ chi tiÕt, xem ISO 21570.  
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