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Lêi nãi ®Çu 

 

TCVN 7605 : 2007 hoµn toµn t−¬ng ®−¬ng víi ISO 21569 : 2005; 

TCVN 7605 : 2007 do Ban kü thuËt tiªu chuÈn TCVN/TC/F13 Ph−¬ng ph¸p 

ph©n tÝch vµ lÊy mÉu biªn so¹n, Tæng côc Tiªu chuÈn §o l−êng ChÊt l−îng 

®Ò nghÞ, Bé Khoa häc vµ C«ng nghÖ c«ng bè. 
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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: 

−   LÊy mÉu (ISO 21568);    

−   Ph−¬ng ph¸p dùa trªn ®Þnh l−îng axit nucleic (ISO 21570:2005); 

−  T¸ch chiÕt axit nucleic (ISO 21571). 

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

ViÖc ph¸t hiÖn ®Þnh tÝnh tr×nh tù ADN ®Ých ®−îc thùc hiÖn ®Ó tr¶ lêi c©u hái cã hay kh«ng khi ph¸t hiÖn 

cã tr×nh tù ®Ých cô thÓ hoÆc kh«ng liªn quan ®Õn c¸c phÐp kiÓm chøng thÝch hîp vµ n»m trong giíi h¹n 

ph¸t hiÖn cña ph−¬ng ph¸p ®· sö dông vµ phÇn mÉu ®−îc ph©n tÝch. 

TÝnh ®Æc tr−ng cña c¸c ph−¬ng ph¸p ®−îc m« t¶ trong c¸c Phô lôc tõ A ®Õn D, tõ c¸c ph−¬ng ph¸p 

sµng läc ®Ó ph¸t hiÖn tr×nh tù ADN ®Æc tr−ng cña sinh vËt biÕn ®æi gen, ®Õn ph¸t hiÖn cÊu tróc gen ®Æc 

hiÖu hoÆc dßng ®Æc thï. 

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 c«ng nghÖ PCR. 

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

Tæ chøc ISO ®· ®−îc th«ng b¸o r»ng Applied Biosystems, Roche Molecular Systems, Inc. and 

F.Hoffman La Roche Ltd. gi÷ b¶n quyÒn liªn quan ®Õn c«ng nghÖ PCR. C¸c c«ng ty 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: 

C¬ quan cÊp phÐp 

Applied Biosystems, 

850 Lincoln Centre Drive 

Foster City, CA 94404 

USA 
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vµ 

 Roche Molecular Systems, Inc. 

Licensing Department 

1145 Atlantic Avenue 

Alameda, CA 94501 

USA 

Chó ý 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 7605 : 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 –  
Ph−¬ng ph¸p dùa trªn ®Þnh tÝnh axit nucleic                           

Foodstuffs – Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms  

and derived products – Qualitative nucleic acid based methods  

 

1   Ph¹m vi ¸p dông 

Tiªu chuÈn nµy m« t¶ quy tr×nh ph¸t hiÖn c¸c sinh vËt bÞ biÕn ®æi gen vµ c¸c s¶n phÈm cã nguån gèc 

biÕn ®æi gen b»ng ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch axit nucleic ®−îc t¸ch tõ mÉu nghiªn cøu. Ph−¬ng ph¸p sö 

dông chñ yÕu lµ khuÕch ®¹i gen b»ng ph¶n øng chuçi polymeraza (PCR). 

Tiªu chuÈn nµy còng ®−a ra nh÷ng yªu cÇu chung ®Ó ph¸t hiÖn vµ nhËn d¹ng chÝnh x¸c c¸c tr×nh tù axit 

nucleic (ADN) ®· ®−îc khuÕch ®¹i. 

C¸c h−íng dÉn, yªu cÇu tèi thiÓu vµ tiªu chÝ thùc hiÖn ®−îc quy ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy lµ ®Ó ®¶m b¶o 

c¸c kÕt qu¶ t¸i lËp, chÝnh x¸c vµ cã thÓ so s¸nh thu ®−îc trong c¸c phßng thö nghiÖm kh¸c nhau. 

Tiªu chuÈn nµy ®−îc ¸p dông cho chÊt nÒn thùc phÈm nh−ng còng cã thÓ ®−îc ¸p dông cho c¸c lo¹i 

chÊt nÒn kh¸c (vÝ dô, thøc ¨n ch¨n nu«i vµ c¸c mÉu thùc vËt ®−îc lÊy ngoµi m«i tr−êng). 

C¸c vÝ dô cô thÓ cña c¸c ph−¬ng ph¸p ®−îc ®−a ra trong Phô lôc A ®Õn Phô lôc D. 

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 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005), 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 – T¸ch chiÕt axit nucleic.  
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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 c¸c s¶n phÈm cã nguån gèc biÕn ®æi gen dùa vµo axit nucleic – Yªu cÇu chung vµ ®Þnh nghÜa. 

3   ThuËt ng÷ vµ ®Þnh nghÜa 

Trong tiªu chuÈn nµy ¸p dông c¸c thuËt ng÷ vµ ®Þnh nghÜa trong TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

4    Nguyªn t¾c 

4.1   Kh¸i qu¸t 

Ph©n tÝch ®Þnh tÝnh bao gåm ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu c¸c tr×nh tù axit nucleic ®Ých trong mÉu thö. Mçi ph−¬ng 

ph¸p quy ®Þnh mét tr×nh tù ®Ých nhÊt ®Þnh. 

KÕt qu¶ ®Þnh tÝnh ph¶i nªu râ sù cã mÆt hay kh«ng cã mÆt yÕu tè gen ®ang nghiªn cøu, liªn quan ®Õn 

c¸c phÐp kiÓm chøng thÝch hîp vµ n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn cña ph−¬ng ph¸p ®−îc sö dông vµ 

phÇn mÉu cÇn ph©n tÝch. 

4.2   KhuÕch ®¹i gen b»ng PCR 

ViÖc khuÕch ®¹i mét tr×nh tù axit nucleic trong èng nghiÖm th«ng qua ph¶n øng xóc t¸c bëi men ADN 

polymeraza víi sù cã mÆt cña cÆp måi vµ c¸c deoxyribonucleosit triphosphat trong dung dÞch ®Öm ph¶n 

øng nh− ®· ®−îc m« t¶ [1], [2]. §iÒu kiÖn tiªn quyÕt ®Ó quyÕt ®Þnh thµnh c«ng cña ph¶n øng khuÕch ®¹i 

mét tr×nh tù axit nucleic lµ hçn hîp ph¶n øng kh«ng chøa c¸c chÊt øc chÕ polymeraza. KhuÕch ®¹i c¸c 

®o¹n ADN nµy tiÕn hµnh theo chu kú, mçi chu kú bao gåm c¸c b−íc sau: 

−  lµm biÕn tÝnh sîi ADN ®«i thµnh sîi axit nucleic ®¬n b»ng nhiÖt; 

−  måi kÕt cÆp víi tr×nh tù gen cÇn khuÕch ®¹i ë nhiÖt ®é thÝch hîp; 

−  ph¶n øng kÐo dµi c¸c måi ®· b¸m víi sîi axit nucleic ®¬n ®−îc xóc t¸c bëi ADN polymeraza còng ë 

mét nhiÖt ®é thÝch hîp. 

4.3   Ph¸t hiÖn vµ kh¼ng ®Þnh c¸c s¶n phÈm PCR 

C¸c s¶n phÈm PCR ®−îc ph¸t hiÖn b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza hoÆc b»ng mét ph−¬ng ph¸p thÝch 

hîp, sau khi ph©n lËp b»ng mét quy tr×nh chiÕt t¸ch thÝch hîp, nÕu cÇn. 

ViÖc nhËn d¹ng bÊt kú tr×nh tù nµo ®· ph¸t hiÖn ®−îc cã thÓ ®−îc x¸c nhËn b»ng kü thuËt thÝch hîp (vÝ 

dô b»ng c¸ch ph©n tÝch tr×nh tù cña enzym giíi h¹n, b»ng c¸ch lai hoÆc ph©n tÝch tr×nh tù ADN). 

Trong tr−êng hîp ph©n tÝch b»ng ph−¬ng ph¸p PCR tøc thêi (real-time PCR), th× viÖc khuÕch ®¹i vµ 

ph¸t hiÖn diÔn ra ®ång thêi. 

                                                
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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5   Thuèc thö 

Nh×n chung nªn b¶o qu¶n c¸c dung dÞch ph¶n øng ë nhiÖt ®é xÊp xØ −20 0C, trõ khi cã quy ®Þnh kh¸c. 

Cã thÓ −íc l−îng c¸c dung dÞch cho mçi ph¶n øng vµ chia vµo tõng èng riªng ®Ó tr¸nh lÆp l¹i viÖc r· 

®«ng vµ cÊp ®«ng, vµ/hoÆc ®Ó gi¶m kh¶ n¨ng nhiÔm bÈn chÐo. 

5.1   ADN ®Ých/kiÓm chøng 

5.2   N−íc 

5.3    Dung dÞch deoxyribonucleosit triphosphat (dNTP) chøa dATP, dCTP, dGTP vµ dTTP hoÆc dUTP. 

Chó thÝch:  Sö dông dUTP cã thÓ lµm c¶n trë viÖc ph©n tÝch s¶n phÈm PCR b»ng enzym giíi h¹n.  

5.4   Dung dÞch ®Öm cho PCR 

Dung dÞch ®Öm th−êng ®−îc cung cÊp kÌm theo ADN polymeraza. Dung dÞch ®Öm nµy cã hoÆc kh«ng 

cã MgCl2 víi mét nång ®é nhÊt ®Þnh do nhµ s¶n xuÊt quy ®Þnh. Nång ®é cuèi cïng cña MgCl2 ¶nh 

h−ëng ®Õn tÝnh ®Æc hiÖu cña ph−¬ng ph¸p nªn nång ®é nµy ®· ®−îc liÖt kª trong tõng phô lôc. C¸c 

chÊt ph¶n øng ®· ®−îc chuÈn bÞ cã b¸n s½n trªn thÞ tr−êng. CÇn theo h−íng dÉn cña nhµ s¶n xuÊt. 

5.5   ADN polymeraza chÞu nhiÖt 

5.6   Måi xu«i 

5.7   Måi ng−îc 

6   ThiÕt bÞ vµ dông cô 

VÒ chi tiÕt, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006) vµ phÇn Phô lôc tõ A ®Õn D. 

7   C¸ch tiÕn hµnh 

7.1   ChÊt l−îng, tÝnh toµn vÑn vµ kh¶ n¨ng khuÕch ®¹i cña axit nucleic ®b t¸ch chiÕt  

Dung dÞch chøa axit nucleic ph¶i ®ñ tinh khiÕt cho viÖc ph©n tÝch tiÕp theo [3]. ChÊt l−îng vµ hµm l−îng 

axit nucleic ®· ®−îc t¸ch chiÕt b»ng mét ph−¬ng ph¸p nhÊt ®Þnh trªn mét chÊt nÒn ®· cho ph¶i cã kh¶ 

n¨ng lÆp l¹i vµ t¸i lËp. 

Chó thÝch:   ChÊt l−îng, tÝnh nguyªn vÑn vµ hµm l−îng cña ADN khu«n ¶nh h−ëng ®Õn kÕt qu¶ cña PCR v× thÕ 

¶nh h−ëng ®Õn kÕt qu¶ ph©n tÝch. Do ®ã, giíi h¹n ph¸t hiÖn cña ph−¬ng ph¸p phô thuéc vµo vËt liÖu cÇn ph©n 

tÝch lµ ®· chÕ biÕn hay tinh chÕ vµ phô thuéc vµo ®é ph©n hñy cña ADN trong ®ã. 
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Axit nucleic sö dông trong PCR kh«ng ®−îc chøa c¸c chÊt øc chÕ ph¶n øng PCR [4]. C¸c phÐp kiÓm chøng 

øc chÕ ®−îc m« t¶ trong TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

7.2   Tiªu chÝ thùc hiÖn 

C¸c tiªu chÝ thùc hiÖn ®−îc m« t¶ trong TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

C¸c ®Æc tr−ng thùc hiÖn cña mçi ph−¬ng ph¸p ®−îc nªu trong Phô lôc A ®Õn Phô lôc D vµ cÇn tÝnh ®Õn 

kÝch th−íc hÖ gen, xem [5]. 

C¸c ®iÒu kiÖn ph¶n øng, ®Æc biÖt lµ nång ®é MgCl2 vµ chu tr×nh nhiÖt ph¶i ®−îc tèi −u hãa cho mçi cÆp 

måi vµ/hoÆc cho mçi hÖ thèng. §èi víi bÊt kú cÆp måi khi sö dông lÇn ®Çu, cÇn ph¶i biÕt vÒ chu tr×nh 

nhiÖt ®−îc chän cho mét chÊt nÒn cô thÓ cÇn nghiªn cøu, tr¸nh c¸c s¶n phÈm c¹nh tranh kh«ng mong 

muèn lµm gi¶m ®é nh¹y cña viÖc ph¸t hiÖn. 

Trong mét ph¶n øng tèi −u, ®Ó khuÕch ®¹i ®−îc ≥ 10 tr×nh tù ®Ých th× cÇn d−íi 40 chu tr×nh nhiÖt lµ ®· cã 

thÓ nhËn ®−îc s¶n phÈm PCR víi l−îng cã thÓ ph¸t hiÖn ®−îc b»ng ph−¬ng ph¸p chuÈn. Khi sè chu 

tr×nh nhiÖt t¨ng lªn th× cã thÓ gia t¨ng c¸c s¶n phÈm kh«ng ®Æc hiÖu. Mét ph¶n øng PCR tèi −u, th× chØ 

kho¶ng 40 chu tr×nh nhiÖt lµ cã thÓ khuÕch ®¹i tr×nh tù axit nucleic tõ mÉu chuÈn tinh khiÕt chøa kho¶ng 

100 b¶n sao cña sîi ADN khu«n thµnh ®ñ l−îng s¶n phÈm PCR cã thÓ ph¸t hiÖn ®−îc. Ch−¬ng tr×nh vÒ 

chu tr×nh nhiÖt/thêi gian cho mçi cÆp måi vµ hçn hîp ph¶n øng thÝch hîp cho tõng lo¹i thiÕt bÞ ®−îc sö 

dông vµ sè chu tr×nh ph¶i ®−îc tu©n thñ nghiÖm ngÆt. 

Nh×n chung, tÝnh ®Æc hiÖu cña ph¶n øng cµng t¨ng nhiÒu cµng tèt (vÝ dô b»ng c¸ch sö dông PCR b¾t 

®Çu víi nhiÖt ®é cao: hot-start PCR). Hot-start PCR ®−îc khuyÕn khÝch sö dông ®Ó lµm gi¶m c¸c ph¶n 

øng phô nh− viÖc khuÕch ®¹i c¸c tr×nh tù kh«ng mong muèn trong ADN nÒn (hiÖn t−îng b¾t cÆp sai cña 

måi) vµ hiÖn t−îng oligo ho¸ måi (tõ ®ã lµm t¨ng tÝnh ®Æc hiÖu). 

C¸c gi¸ trÞ thu ®−îc tõ nghiªn cøu x¸c nhËn ph−¬ng ph¸p cã thÓ kh«ng ¸p dông ®−îc cho c¸c d¶i nång 

®é vµ c¸c chÊt nÒn kh¸c víi c¸c gi¸ trÞ nªu trong c¸c phô lôc t−¬ng øng. 

7.3   ThiÕt kÕ cho PCR 

7.3.1 Kh¸i qu¸t 

V× tÝnh n¨ng cña mçi PCR ®Æc hiÖu nµy ph¶i phï hîp víi c¸c ph¶n øng PCR ®Æc hiÖu kh¸c nªn c¸c 

khÝa c¹nh cña thiÕt kÕ PCR sau ®©y ph¶i ®−îc l−u ý. 

7.3.2 KÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR 

KÝch th−íc cña tr×nh tù ®Ých ph¶i ®−îc chän phï hîp víi d¶i khèi l−îng ph©n tö cã s½n trong dÞch chiÕt 

axit nucleic cÇn ph©n tÝch. 
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VÝ dô:  §èi víi c¸c ADN bÞ ph©n huû nhiÒu tõ c¸c mÉu thùc phÈm ®· qua chÕ biÕn, th× kÝch th−íc s¶n phÈm PCR  

nªn n»m trong kho¶ng 60 ®Õn150 cÆp baz¬ (bp). §èi víi c¸c nguyªn liÖu th«, th× kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR 

réng h¬n, vÝ dô cã thÓ lªn ®Õn 250 bp còng cã thÓ ¸p dông ®−îc. 

Tuy nhiªn, khi ®· cã c¸c nghiªn cøu thùc nghiÖm tr−íc ®Ó x¸c ®Þnh tÝnh hiÖu lùc cña c¸c bé cÆp måi t¹o 

ra c¸c s¶n phÈm PCR cã kÝch th−íc kh¸c nhau th× chóng cã thÓ ®−îc sö dông trªn c¸c chÊt nÒn mµ 

chóng ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc. 

7.3.3 Måi 

7.3.3.1   Kh¸i qu¸t 

Th«ng tin vÒ tr×nh tù måi ®−îc nªu trong c¸c Phô lôc tõ A ®Õn D.  

7.3.3.2   ThiÕt kÕ måi 

Tr×nh tù måi tèt nhÊt nªn cã nh÷ng ®Æc ®iÓm sau ®©y khi cã thÓ: 

−   chiÒu dµi cña tõng måi: 18 nucleotit ®Õn 30 nucleotit; 

−   nhiÖt ®é kÕt cÆp tèi −u xÊp xØ 60 oC (cÇn ®−îc x¸c ®Þnh b»ng thùc nghiÖm), nghÜa lµ nhiÖt ®é nãng 

ch¶y cña måi nhá h¬n hoÆc b»ng 65 oC; 

−   tû lÖ GC:AT = 50:50 nÕu cã thÓ, nÕu kh«ng th× cµng gÇn tû lÖ ®ã cµng tèt; 

−   tÝnh æn ®Þnh ë bªn trong måi cao (tr¸nh tËp trung nhiÒu c¸c G vµ C vµo mét ®o¹n ng¾n cña måi); 

−   ®Çu 3’ cña måi tr¸nh hiÖn t−îng kÕt cÆp bæ sung ®Ó t¹o c¸c cÆp ®«i (dimer) gi÷a hai måi; 

−   h¹n chÕ cÊu tróc bËc hai; 

−   h¹n chÕ sù t¹o thµnh cÆp ®«i víi mÉu dß lai (probe) ®Æc hiÖu dïng cho PCR. 

HiÖn nay cã c¸c phÇn mÒm cã s½n phôc vô cho thiÕt kÕ måi. 

7.3.3.3   KiÓm tra måi 

7.3.3.3.1 Kh¸i qu¸t 

Kh¶ n¨ng ph¸t hiÖn tr×nh tù ®Ých cña måi ph¶i ®−îc ®¸nh gi¸ x¸c nhËn. 

ViÖc ®¸nh gi¸ x¸c nhËn måi ph¶i ®−îc tiÕn hµnh theo hai b−íc: ®Çu tiªn ®¸nh gi¸ lý thuyÕt, sau ®ã lµ 

®¸nh gi¸ b»ng thùc nghiÖm. 

7.3.3.3.2 §¸nh gi¸ tÝnh ®Æc hiÖu b»ng lý thuyÕt 
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ViÖc ®¸nh gi¸ b»ng lý thuyÕt tèi thiÓu ph¶i ®−îc tiÕn hµnh b»ng viÖc nghiªn cøu tr×nh tù t−¬ng tù (vÝ dô, 

t×m b»ng c«ng cô trong FastA, Blast2)) víi mét trong sè c¸c tr×nh tù trong ng©n hµng tr×nh tù axit nucleic 

(vÝ dô, trong EMBL, GenBank2)). C¸c tr×nh tù gen t−¬ng ®ång tõ ng©n hµng d÷ liÖu cã thÓ ®−îc lÊy ra vµ 

so s¸nh ®Ó −íc ®o¸n kh¶ n¨ng t×m thÊy c¸c tr×nh tù gièng víi tr×nh tù trong taxon ®Ých hoÆc trong c¸c sinh 

vËt kh¸c.  

7.3.3.3.3 §¸nh gi¸ tÝnh ®Æc hiÖu b»ng thùc nghiÖm 

Kh«ng phô thuéc vµo c¸c tiªu chÝ thiÕt kÕ ®· ¸p dông, tÝnh ®Æc hiÖu cña måi lu«n ph¶i ®−îc kiÓm tra 

b»ng thùc nghiÖm ®Ó x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng cña måi ph©n biÖt ®−îc tr×nh tù ®Ých víi c¸c tr×nh tù kh¸c gÇn 

gièng víi tr×nh tù kh«ng ph¶i lµ ®Ých. 

V× måi ®−îc thiÕt kÕ ®Ó ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu ®o¹n tr×nh tù trong mét ®¬n vÞ ph©n lo¹i nªn ®Ó ch¾c ch¾n 

®−îc tÝnh ®Æc hiÖu cña måi th× cÇn ph¶i ®−a vµo nh÷ng kÕt qu¶ khi sö dông måi ®Ó khuÕch ®¹i tr×nh tù 

®ã ë mét sè c¸ thÓ kh¸c nhau trong cïng ®¬n vÞ ph©n lo¹i ®ã. 

7.4 M« t¶ PCR ®Ých 

§Ó ph¸t hiÖn vµ nhËn d¹ng c¸c sinh vËt biÕn ®æi gen cã thÓ tiÕn hµnh nhiÒu thö nghiÖm PCR, phô 

thuéc vµo c¸c lo¹i chÊt nÒn cÇn nghiªn cøu vµ/hoÆc c¸c yªu cÇu ph©n tÝch. C¸c phÐp ph©n tÝch nµy cã 

thÓ nh»m vµo tr×nh tù ®Æc hiÖu ®èi víi taxa ®Ých, cÊu tróc gen vµ dßng biÕn ®æi, còng nh− c¸c yÕu tè 

thÝch hîp cho môc ®Ých sµng läc. 

7.5 C¸c phÐp kiÓm chøng 

V× cã nh÷ng nguy c¬ cã kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ vµ/hoÆc ©m tÝnh gi¶ nªn khi tiÕn hµnh PCR ph¶i cÇn ®Õn 

c¸c phÐp kiÓm chøng thÝch hîp ®èi víi mçi thö nghiÖm b»ng ph−¬ng ph¸p nµy [xem TCVN 7608 : 2007 

(ISO 24276 : 2006)]. 

CÇn sö dông c¸c mÉu chuÈn ®· ®−îc x¸c nhËn lµm ®èi chøng ©m vµ ®èi chøng d−¬ng, nÕu s½n cã vµ 

thÝch hîp. 

7.6   ChuÈn bÞ PCR, ph¸t hiÖn vµ kh¼ng ®Þnh c¸c s¶n phÈm PCR 

Trong c¸c Phô lôc A ®Õn D nªu chi tiÕt ®èi víi c¸c b−íc tiÕn hµnh PCR . 

Chó  thÝch:  Trong tr−êng hîp ph¸t hiÖn s¶n phÈm PCR b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza, th× kÝch th−íc s¶n phÈm 

PCR cã thÓ −íc l−îng ®−îc b»ng ADN ®¸nh dÊu ®· biÕt kÝch th−íc ®−îc ®iÖn di song song cïng víi s¶n phÈm PCR. 

                                                
2) Blast vµ Genbank lµ nh÷ng vÝ dô vÒ s¶n phÈm thÝch hîp cã s½n trªn thÞ tr−êng. Th«ng tin nµy ®−a ra ®Ó tiÖn cho ng−êi sö 

dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông chóng. Cã thÓ sö dông s¶n phÈm kh¸c nÕu chóng cho c¸c kÕt qu¶ t−¬ng tù.  
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Trong mét sè tr−êng hîp, cã thÓ cÇn ph¶i kh¼ng ®Þnh kÕt qu¶ ©m tÝnh hoÆc d−¬ng tÝnh vÒ viÖc biÕn ®æi 

gen. Trong tr−êng hîp nµy, cã thÓ sö dông cÆp måi thay thÕ tr×nh tù ®Ých; c¸ch nµy ®Æc biÖt thÝch hîp 

®Ó kh¼ng ®Þnh kÕt qu¶ cña ph−¬ng ph¸p thö nghiÖm sµng läc. 

ViÖc nhËn d¹ng tr×nh tù ADN ®Ých ®Æc thï cã thÓ ®−îc thùc hiÖn b»ng mét ph−¬ng ph¸p thÝch hîp kh¸c 

víi ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh kÝch th−íc s¶n phÈm PCR, vÝ dô: 

−  b»ng ph−¬ng ph¸p lai s¶n phÈm PCR víi mÉu dß lai ®Æc hiÖu, hoÆc 

−  tiÕn hµnh ph©n tÝch tr×nh tù trªn s¶n phÈm PCR b»ng enzym giíi h¹n, chiÒu dµi cña c¸c ®o¹n t¹o ra 

ph¶i t−¬ng øng víi chiÒu dµi dù tÝnh cña tr×nh tù ADN ®Ých sau giíi h¹n, hoÆc 

−  gi¶i tr×nh tù s¶n phÈm PCR, hoÆc 

−  kh¼ng ®Þnh b»ng c¸c kü thuËt t−¬ng ®−¬ng kh¸c.  

NÕu måi ®−îc thiÕt kÕ ®Ó ph¸t hiÖn c¸c tr×nh tù tõ sinh vËt nhiÔm (sinh vËt kh«ng biÕn ®æi gen trong tù 

nhiªn nh− virut, vi khuÈn) th× ph¶i kiÓm tra xem ®o¹n ADN võa ph¸t hiÖn cã ph¶i tõ sinh vËt biÕn ®æi gen hay 

kh«ng. Thùc hiÖn b»ng c¸ch kiÓm tra sù kh«ng cã mÆt ADN kh¸c cã nguån gèc tõ sinh vËt g©y nhiÔm nµy. 

VÝ dô:   Promoter 35S cã nguån gèc tõ virut kh¶m sóp l¬ (CaMV) vµ cã thÓ t×m thÊy ®o¹n ADN cña promoter nµy 

ë sinh vËt biÕn ®æi gen hoÆc/vµ ë CaMV (6). B»ng c¸ch kiÓm tra sù cã mÆt cña c¸c ADN kh¸c tõ CaMV, ®iÒu nµy 

cã thÓ kh¼ng ®Þnh ®−îc nguån gèc biÕn ®æi gen cña promoter 35S-CaMV, nÕu kh«ng t×m thÊy ®o¹n ADN nµo 

kh¸c cã nguån gèc tõ CaMV. 

8  DiÔn gi¶i kÕt qu¶ 

8.1    Kh¸i qu¸t 

KÕt qu¶ PCR sÏ lµ mét trong hai tr−êng hîp sau: 

a)  d−¬ng tÝnh nÕu chØ thÊy mét s¶n phÈm PCR ®Æc hiÖu ®−îc ph¸t hiÖn cßn tÊt c¶ c¸c phÐp kiÓm 

chøng ®Òu cã kÕt qu¶ nh− trong B¶ng 2 cña TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006), hoÆc 

b) ©m tÝnh nÕu kh«ng thÊy s¶n phÈm PCR ®Æc hiÖu vµ tÊt c¶ c¸c phÐp kiÓm chøng ®Òu cã kÕt qu¶ 

nh− trong B¶ng 2 cña TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

Chó ThÝch:  §«i khi vÉn cã kh¶ n¨ng c¸c tr×nh tù ®Ých dßng ®Æc thï nµy cã mÆt cïng víi c¸c tr×nh tù dßng ®Æc 

thï kh¸c trong cïng mét sinh vËt biÕn ®æi gen ®¬n (vÝ dô do c¸c gen xÕp chång nhau [7]). 

NÕu kÕt qu¶ kh«ng râ rµng, ph¶i tiÕn hµnh lÆp l¹i, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

8.2   ThÈm tra 

ThÈm tra c¸c kÕt qu¶ ©m tÝnh hoÆc d−¬ng tÝnh ®èi víi tr×nh tù ®Ých nh− ®· m« t¶ trong 7.6. 
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9 BiÓu thÞ kÕt qu¶ vµ ®¶m b¶o chÊt l−îng  

9.1    Kh¸i qu¸t 

C¸c kÕt qu¶ nªn ®−îc diÔn gi¶i mét c¸ch râ rµng, nghÜa lµ kh«ng ghi  "±". 

KÕt qu¶ ©m tÝnh kh«ng ®−îc diÔn gi¶i lµ “kh«ng cã mÆt sinh vËt biÕn ®æi gen”. 

Tèt nhÊt, giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) ph¶i ®−îc ®−a ra ®Ó tham kh¶o ®èi víi mÉu thö. Tuy nhiªn, viÖc nµy 

®ßi hái nh÷ng nguyªn liÖu ®Æc biÖt, ADN cã chÊt l−îng cao vµ/hoÆc thiÕt bÞ thö nghiÖm phøc t¹p mµ 

kh«ng ph¶i phßng thö nghiÖm nµo còng cã ®−îc. Do ®ã viÖc ph©n tÝch trë nªn mÊt c«ng, phøc t¹p vµ 

tèn kÐm kh«ng ¸p dông th−êng xuyªn ®−îc. 

Tèi thiÓu, LOD ph¶i ®−îc cung cÊp cïng víi mÉu chuÈn vµ mét gi¸ trÞ t−¬ng ®èi dùa vµo mét chÊt nÒn cô 

thÓ (tèt nhÊt lµ mét l−îng ®· biÕt cña dung dÞch ADN hÖ gen, vÝ dô 100 ng cña 0,01 % GTS 40-3-2 ADN). 

9.2    BiÓu thÞ kÕt qu¶ ©m tÝnh 

B¸o c¸o thö nghiÖm nh− sau: 

"§èi víi mÉu X, tr×nh tù Y kh«ng ph¸t hiÖn ®−îc”. 

Gi¸ trÞ LOD cña ph−¬ng ph¸p lµ x % ®−îc x¸c ®Þnh bëi ABC (nªu râ mÉu chuÈn ®· sö dông). 

NÕu kh«ng thÓ chØ ra l−îng ADN ®Ých trong PCR bao nhiªu lµ ®ñ ®Ó ph¸t hiÖn th× ph¶i thªm c©u sau: 

"Tuy nhiªn, ®èi víi mÉu nµy hµm l−îng ADN ®Ých t¸ch chiÕt ®−îc tõ loµi X cã thÓ ch−a ®ñ ®Ó ph¸t hiÖn 

®èi víi mÉu nµy". 

Chó ThÝch:   LOD cña mÉu ®−îc x¸c ®Þnh b»ng l−îng ADN cña loµi n»m trong ph¶n øng ph©n tÝch (sè l−îng b¶n 

sao) vµ tû lÖ cã liªn quan ®Õn LOD tuyÖt ®èi cña tr×nh tù ®Ých biÕn ®æi gen (sè b¶n sao) [7]. 

9.3   BiÓu thÞ kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh 

B¸o c¸o thö nghiÖm nh− sau: 

”§èi víi mÉu X, tr×nh tù Y ®· ®−îc t×m thÊy”.  

Cã thÓ bao gåm c¶ viÖc nhËn d¹ng sinh vËt biÕn ®æi gen, nÕu cã s½n. 

9.4   Yªu cÇu ®¶m b¶o chÊt l−îng  

C¸c kÕt qu¶ thu ®−îc tõ hai phÇn mÉu thö cÇn ph¶i nhÊt qu¸n. NÕu mét phÇn cho kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh cßn mét 

phÇn l¹i cho kÕt qu¶ ©m tÝnh th× ph¶i lÆp l¹i phÐp ph©n tÝch [xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006)], 

nÕu cã thÓ th× t¨ng l−îng axit nucleic khu«n trong ph¶n øng ®Ó nhËn ®−îc c¸c kÕt qu¶ phï hîp cho hai 

phÇn mÉu thö. Ngoµi ra, tèi thiÓu ph¶i kiÓm tra møc ®é tinh khiÕt cña ADN khu«n b»ng phÐp kiÓm 

chøng øc chÕ PCR. C¸c phÐp kiÓm chøng kh¸c ®Ó kiÓm tra chiÒu dµi vµ tÝnh nguyªn vÑn cña axit 

nucleic khu«n còng cã thÓ sö dông. 
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10   B¸o c¸o thö nghiÖm 

B¸o c¸o thö nghiÖm ph¶i ®−îc ghi phï hîp víi TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006) vµ ph¶i bao gåm 

Ýt nhÊt th«ng tin sau: 

−   giíi h¹n ph¸t hiÖn vµ chÊt nÒn ®−îc sö dông ®Ó nhËn biÕt giíi h¹n ph¸t hiÖn; 

−   m« t¶ tÝnh ®Æc hiÖu cña ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch; 

−   kÕt qu¶ ®−îc diÔn gi¶i theo ®iÒu 9. 
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Phô lôc A 

(Tham kh¶o) 

Ph−¬ng ph¸p ®Æc hiÖu taxon-®Ých 

A.1    Ph−¬ng ph¸p ®Æc hiÖu taxon-®Ých ®Ó ph¸t hiÖn c¸c thµnh phÇn tõ ®Ëu t−¬ng 

A.1.1    Kh¸i qu¸t 

§©y lµ ph−¬ng ph¸p th«ng th−êng ®Ó ph¸t hiÖn mét gen ®¬n ®Æc hiÖu trong ®Ëu t−¬ng (Glycine max).  

Ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ sö dông ®Ó ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng khuÕch ®¹i ®o¹n ADN tõ c¸c s¶n phÈm cã 

nguån gèc tõ ®Ëu t−¬ng. 

A.1.2   ThÈm tra thùc tr¹ng vµ tiªu chÝ thùc hiÖn 

A.1.2.1    Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi c¸c nghiªn cøu céng t¸c [8], [9] ®−îc tæ chøc bëi nhãm 

nghiªn cøu thuéc ViÖn nghiªn cøu b¶o vÖ søc kháe ng−êi tiªu dïng vµ ViÖn Thó Y Liªn bang §øc víi 

®Ò tµi “X©y dùng ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng thùc phÈm ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt di truyÒn” theo §iÒu 35 

cña luËt  thùc phÈm cña Liªn bang §øc. Ph−¬ng ph¸p CTAB ®−îc sö dông ®Ó t¸ch chiÕt ADN ®−îc ®−a 

ra trong TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005), A.3 (nh−ng phÇn mÉu thö lµ 100 mg). 

D÷ liÖu tõ c¸c nghiªn cøu céng t¸c ®−îc liÖt kª trong B¶ng A.1. 

B¶ng A.1 - KÕt qu¶ tõ c¸c nghiªn cøu céng t¸c 

N¨m nghiªn cøu céng t¸c 1997 [8] 1998/1999 [9] 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 25 27 

Sè phßng thö nghiÖm cã kÕt qu¶ göi ®Õn 22 20 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 10 3 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 220 60 

Sè mÉu chøa ®Ëu t−¬ng 220 50 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 0 1 (2 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 0 1 (2%) 
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A.1.2.2    §Æc hiÖu ph©n tö 

A.1.2.2.1    Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy tr×nh bµy chi tiÕt nh÷ng yªu cÇu ®−îc nªu trong ®iÒu 7. 

Ph−¬ng ph¸p ®−îc thiÕt kÕ cho tr×nh tù ®Ých ®−îc m« t¶ trong GenBank®3), cã sè hiÖu ®¨ng ký No. 

K00821 = M30884.  

A.1.2.2.2    Lý thuyÕt 

Gene lectin Le1 ®Ëu t−¬ng [10] thu ®−îc tõ c¸c ng©n hµng d÷ liÖu gen ®−îc sö dông lµm tr×nh tù ®Ých. 

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo cña c¸c c©y 

trång kh¸c nhau (c¸c c©y hä ®Ëu, ngò cèc, rau...) (NCBI BlastN® 2)) kh«ng biÕn ®æi gen ®−îc t×m thÊy 

trong ng©n hµng d÷ liÖu cña Phßng thö nghiÖm Sinh häc ph©n tö Ch©u ¢u (EMBL), ngµy 28 th¸ng 9 

n¨m 2001). Tuy nhiªn, GM03 t−¬ng ®ång 100% víi tr×nh tù cã sè hiÖu ®¨ng ký trong c¬ së d÷ liÖu: 

AX033509, (tr×nh tù 17 tõ b¶n quyÒn DE19906169), AX033507 (tr×nh tù 15 tõ b¶n quyÒn DE19906196) 

vµ AX033501 (tr×nh tù 9 tõ b¶n quyÒn DE19906169), trong khi GM04 chØ t−¬ng ®ång víi m· ký hiÖu 

AX033509 (tr×nh tù 17 tõ b¶n quyÒn DE19906169). Chó ý r»ng m· ký hiÖu No.M30884 gièng víi 

K00821, trong GenBank ®−îc ®¨ng ký n¨m 1993. 

Sè b¶n sao tr×nh tù ®Ých kh«ng x¸c ®Þnh ®−îc, nh−ng ®−îc coi lµ mét gen phiªn b¶n ®¬n. 

A.1.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Kh«ng cã gen nµo ®−îc khuÕch ®¹i quan s¸t ®−îc khi sö dông ADN tõ c©y trång kh¸c (®Ëu ®ç, ngò 

cèc, c¸c lo¹i rau) hoÆc tõ thÞt bß, thÞt lîn. PCR ®Æc hiÖu cao ®èi víi ADN tõ ®Ëu t−¬ng [10], [11]. 

A.1.2.3    Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

Giíi h¹n tuyÖt ®èi ch−a x¸c ®Þnh ®−îc, nh−ng ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc chøng minh cã thÓ ph¸t hiÖn ®èi 

víi ADN cña ®Ëu t−¬ng cã hµm l−îng  0,1 ng, ®−îc x¸c ®Þnh b»ng huúnh quang.  

A.1.3   §iÒu chØnh  

Ch−a cã quy ®Þnh cô thÓ. 

A.1.4   Nguyªn t¾c 

§o¹n cã chiÒu dµi 118 bp tõ gen lectin cña h¹t ®Ëu t−¬ng ®−îc khuÕch ®¹i b»ng PCR vµ ®−îc x¸c ®Þnh 

b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza. 

                                                

3) Blast vµ Genbank lµ nh÷ng vÝ dô vÒ s¶n phÈm thÝch hîp cã s½n trªn thÞ tr−êng. Th«ng tin nµy ®−a ra ®Ó tiÖn cho ng−êi sö 

dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông chóng. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu chóng cho kÕt qu¶ t−¬ng tù.    
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A.1.5   Thuèc thö 

ChÊt l−îng thuèc thö ®−îc sö dông, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

A.1.5.1    N−íc 

A.1.5.2   Dung dÞch ®Öm PCR (kh«ng chøa MgCl2), 10 x 4) 

A.1.5.3    Dung dÞch MgCl2, c(MgCl2) = 25 mmol/l 

A.1.5.4   Dung dÞch dNTP, c(dNTP) = 2,5 mmol/l (cho mçi lo¹i) 

A.1.5.5   Oligonucleotit 

A.1.5.5.1   Måi xu«i 

Gen lectin cña §Ëu t−¬ng (m· ký hiÖu trong GenBank ® No.K00821). 

Måi GM03: 5'-gCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3'. 

A.1.5.5.2   Måi ng−îc 

Gen lectin cña ®Ëu t−¬ng (m· ký hiÖu trong GenBank® No.K00821). 

Måi GM04: 5'-gCC CAT CTg CAA gCC TTT TTg Tg-3'. 

A.1.5.6   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 lU/µl. 

A.1.5.7   MÉu dß lai (GM) 

5'-ggT AgC gTT gCC AgC TTC g-3'. 

A.1.5.8   Dung dÞch ®Öm muèi natri xitrat (SSC) 5x, pH 7,0. 

Dung dÞch ®Öm SSC 5x lµ dung dÞch chøa 0,75 mol/l NaCl vµ 0,075 mol/l natri xitrat. 

A.1.5.9   Dung dÞch lai s¬ bé 

Bao gåm dung dÞch ®Öm SSC 5x, 0,1 % (nång ®é khèi) N-lauroylsarcosin, 0,02 % (nång ®é khèi) natri 

dodecyl sulfat (SDS) vµ 1 % chÊt h·m 5) hoÆc 5 % (nång ®é khèi) bét s÷a kh«ng chøa chÊt bÐo [12]. 

 

                                                
4) 10 x cã nghÜa lµ 10 lÇn; hay nãi c¸ch kh¸c dung dÞch ®Öm PCR chøa 1,5 mol/l Tris-HCI. pH 8,3. 

5) ChÊt h·m (Blocking reagent) lµ s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ tr−êng ®−îc s¶n xuÊt bëi Boehringer, Mannheim. Th«ng tin nµy ®−a ra ®Ó 

tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông chóng. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu chóng cho 

c¸c kÕt qu¶ t−¬ng tù.  
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A.1.5.10   Dung dÞch lai 

Chøa 10 pmol mÉu dß lai trong 2,5 ml dung dÞch ®Öm tr−íc khi lai (A.1.5.9). NhiÖt ®é lai lµ 50 oC. Th«ng 

tin chi tiÕt h¬n vÒ ®iÒu kiÖn lai xem [12]. 

A.1.6   ThiÕt bÞ 

A.1.6.1    M¸y chu tr×nh nhiÖt (m¸y PCR)  

A.1.6.2   Buång ®iÖn di, víi nguån ®iÖn. 

A.1.7   C¸ch tiÕn hµnh 

A.1.7.1   ChuÈn bÞ PCR 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng A.2. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï hîp. 

Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng A.2 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng A.2 – Thµnh phÇn thuèc thö  

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

MÉu ADN khu«n 10 ng ®Õn 50 ng 1 

N−íc  15,9 

§Öm PCR 10 x (kh«ng chøa MgCI2) 1 x 2,5 

Dung dÞch MgCI2
a, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1,5 

Dung dÞch dNTP, 10 mmol/l 0,8 mmol/l 2 

Måi GM03, 5 µmol/l 0,2 µmol/l 1 

Måi GM04, 5 µmol/l 0,2 µmol/l 1 

Taq ADN polymeraza, 5 lU/µl 0,5 IU 0,1 
a   NÕu dung dÞch ®Öm PCR cã chøa MgCI2, th× nång ®é cuèi cïng cña MgCI2 trong hçn hîp ph¶n øng lµ 1,5 mmol/l. 

A.1.7.2    KiÓm chøng PCR 

VÒ kiÓm chøng d−¬ng tÝnh, mÉu chuÈn GTS 40-3-2 do ViÖn VËt liÖu vµ §o l−êng chuÈn (IRMM) Geel, 

BØ (IRMM-410) cung cÊp, cã thÓ ®−îc sö dông. 

C¸c kiÓm chøng thÝch hîp kh¸c cÇn tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

 A.1.7.3   Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng A.3 ®−îc sö dông cho nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt GeneAmp® 2400 hoÆc GeneAmp ® 9600 vµ AmpliTaq Gold® ADN 



TCVN 7605 : 2007 

 20 

polymeraza 6). Khi sö dông m¸y kh¸c th× ph¶i chØnh cho phï hîp. Thêi gian ho¹t ho¸/biÕn tÝnh ban ®Çu 

phô thuéc vµo polymeraza ®−îc sö dông. NÕu sö dông hot-start polymeraza, th× ph¶i tu©n theo khuyÕn 

c¸o cña nhµ s¶n xuÊt, trõ khi cã quy ®Þnh kh¸c.  

B¶ng A.3 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é 

Ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban ®Çu 10 min /95 oC 

KhuÕch ®¹i gen 30 s /95 oC 

30 s /60 oC 

60 s /72oC 

Sè chu tr×nh 35 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 3 min/72 oC 

A.1.8   NhËn d¹ng 

V× ph−¬ng ph¸p nµy chØ ®Ó ®¸nh gi¸ nh− ph−¬ng ph¸p kiÓm chøng ®Ó x¸c ®Þnh chÊt l−îng cña ADN 

t¸ch chiÕt ®−îc, nªn viÖc nhËn d¹ng chØ dùa vµo kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR.  

NÕu sö dông ph−¬ng ph¸p nµy cho môc ®Ých kh¸c th× viÖc nhËn d¹ng s¶n phÈm khuÕch ®¹i cã thÓ ®−îc 

x¸c ®Þnh b»ng lai Southern sö dông ®Çu dß lai ®· ®−îc ®¸nh dÊu b»ng digoxygenin (tõ A.1.5.7 ®Õn 

A.1.5.10) hoÆc ®äc tr×nh tù s¶n phÈm PCR vµ so s¸nh tr×nh tù ®ã víi c¸c gen tõ GenBank trong B¶ng 

A.1.5.5. 

A.1.9   §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Tr×nh tù ®Ých ®−îc coi lµ ®· ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng øng víi kÝch th−íc cña 

tr×nh tù ADN ®Ých dù kiÕn, ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi c¸c s¶n phÈm thu ®−îc tõ mÉu chuÈn 

GTS® 40-3-2 ®· ®−îc c«ng nhËn (vÝ dô c¸c d·y IRMM-410 cña IRMM, Geel, BØ). 

VÒ nhËn d¹ng, xem A.1.8. 

S¶n phÈm PCR cã kÝch th−íc 118 bp chøng tá r»ng dung dÞch ADN mÉu cã chøa ADN gèc ®Ëu t−¬ng 

cã thÓ khuÕch ®¹i n»m trong giíi h¹n ®Æc hiÖu ®−îc m« t¶ trong A.1.2.2. 

Chi tiÕt vÒ ®iÖn di, xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

A.2   Ph−¬ng ph¸p ®Æc hiÖu taxon-®Ých ®Ó ph¸t hiÖn c¸c tr×nh tù ADN nhiÒu b¶n sao cã mÆt trong 

diÖp lôc thùc vËt  

 

                                                
6)   GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña Applied 

Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên 

®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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A.2.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy dïng ®Ó ph¸t hiÖn c¸c tr×nh tù ADN nhiÒu b¶n sao cã mÆt trong diÖp lôc thùc vËt 

(®o¹n intron trnL cña diÖp lôc). 

Ph−¬ng ph¸p nµy thÝch hîp ®Ó kiÓm tra xem viÖc t¸ch chiÕt ADN tõ mÉu thùc phÈm cã thµnh c«ng hay 

kh«ng vµ ®Ó kiÓm tra xem mÉu cã chøa ADN cña thùc vËt víi hµm l−îng cã thÓ ph¸t hiÖn b»ng c¸ch 

khuÕch ®¹i gen hay kh«ng. §èi víi nguyªn liÖu ®· qua chÕ biÕn, kh¶ n¨ng øng dông ph−¬ng ph¸p nµy 

phô thuéc vµo møc ®é ADN bÞ ph©n hñy. 

Th«ng th−êng tÕ bµo thùc vËt chøa nhiÒu b¶n sao cña tr×nh tù ADN nµy vµ kÝch th−íc cña tr×nh tù ®Ých 

®−îc khuÕch ®¹i vÒ c¨n b¶n lín h¬n c¸c tr×nh tù ®−îc sö dông ®Ó ph¸t hiÖn sù biÕn ®æi ®Æc thï vÒ gen. 

V× thÕ, ph−¬ng ph¸p kh«ng ®−îc sö dông lµm kiÓm chøng ®Ó ®Þnh l−îng ADN. 

Sè b¶n sao trªn mçi tÕ bµo cã thÓ kh¸c nhau gi÷a c¸c loµi vµ c¸c m« thùc vËt.  

A.2.2    T×nh tr¹ng hiÖu lùc vµ tiªu chÝ thùc hiÖn 

A.2.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi c¸c nghiªn cøu céng t¸c [13] ®−îc tæ chøc bëi nhãm nghiªn 

cøu thuéc ViÖn nghiªn cøu b¶o vÖ søc kháe ng−êi tiªu dïng vµ ViÖn Thó Y Liªn bang §øc víi ®Ò tµi 

“X©y dùng ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng thùc phÈm ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt di truyÒn” theo §iÒu 35 cña 

luËt  thùc phÈm cña Liªn bang §øc. Ph−¬ng ph¸p CTAB ®−îc sö dông ®Ó t¸ch chiÕt ADN ®−îc ®−a ra 

trong TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005), A.3 (nh−ng phÇn mÉu thö lµ 100 mg). 

D÷ liÖu tõ c¸c nghiªn cøu céng t¸c ®−îc liÖt kª trong B¶ng A.4. 

B¶ng A.4 - KÕt qu¶ tõ nghiªn cøu céng t¸c 

N¨m 1995 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 18 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 18 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 10 

Tæng sè mÉu 180 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 180 

Sè mÉu khoai t©y chøa B33-INV  71 

Sè mÉu kh«ng chøa khoai t©y biÕn ®æi gen 109 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 0 (0 %) 
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A.2.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö 

A.2.2.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy tr×nh bµy chi tiÕt nh÷ng yªu cÇu nªu trong ®iÒu 7. 

Ph−¬ng ph¸p ®−îc thiÕt kÕ cho tr×nh tù ®Ých ®−îc m« t¶ trong [14], vÝ dô: GenBank®, cã sè hiÖu ®¨ng ký 

No. Z00044, S54304, X15901.  

A.2.2.2.2   Lý thuyÕt 

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo tõ c¸c sinh vËt 

kh«ng ph¶i lµ thùc vËt ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (NCBI BlastN®, d÷ liÖu EMBL, 28 th¸ng 9 

n¨m 2001). 

Måi ®−îc thiÕt kÕ ®Ó khuÕch ®¹i mét tr×nh tù duy nhÊt cña ADN diÖp lôc (®o¹n intron chÌn vµo gen 

trmL) cho thÊy kh«ng cã t−¬ng ®ång víi tr×nh tù kh¸c ®Ých. 

A.2.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Kh«ng cã ®o¹n ADN nµo ®−îc khuÕch ®¹i khi sö dông ADN cña ®éng vËt, nÊm vµ vi khuÈn [14]. 

Tr×nh tù ADN ®Ých ®· ®−îc khuÕch ®¹i khi sö dông ADN khu«n cã nguån gèc tõ t¶o, cyanobacteria, 

bryophytes, d−¬ng xØ, c©y h¹t trÇn vµ c©y h¹t kÝn [14]. 

Sè b¶n sao cña tr×nh tù ®Ých phô thuéc vµo loµi vµ kiÓu m« thùc vËt.  

A.2.2.3    Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

Giíi h¹n tuyÖt ®èi kh«ng x¸c ®Þnh ®−îc nh−ng ph−¬ng ph¸p ®−îc chøng minh lµ cã thÓ ph¸t hiÖn víi 

nång ®é ADN ®Ëu t−¬ng nhá h¬n 0,1 ng. Nång ®é nµy ®o ®−îc b»ng m¸y huúnh quang. 

A.2.3   §iÒu chØnh  

Ch−a cã quy ®Þnh cô thÓ. 

A.2.4   Nguyªn t¾c 

Mét ®o¹n ADN kÝch th−íc tõ 500 bp ®Õn 600 bp cã trong gen m· ho¸ tRNA cña diÖp lôc [14], ®−îc 

khuÕch ®¹i b»ng PCR vµ ®−îc t¸ch b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza. 

A.2.5   Thuèc thö 

ChÊt l−îng thuèc thö sö dông, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

A.2.5.1   N−íc 

A.2.5.2   Dung dÞch ®Öm PCR (kh«ng cã MgCl2), 10 x 
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A.2.5.3   Dung dÞch MgCI2, c (MgCI2) = 25 mmol/l 

A.2,5.4   Dung dÞch dNTP, c(dNTP) = 2,5 mmol/l (cho mçi lo¹i) 

A.2.5.5   Oligonucleotit 

A.2.5.5.1   Måi xu«i 

Gen tRNA cña diÖp lôc (GenBank® sè hiÖu ®¨ng ký No. Z00044, X15901). 

Måi c [14]: 5'-CgA AAT Cgg TAg ACg CTA Cg-3'. 

A.2.5.5.2   Måi ng−îc 

Gen tRNA cña diÖp lôc (GenBank® sè hiÖu ®¨ng ký No. Z00044, X15901). 

Måi d [14]: 5'-ggg gAT AgA ggg ACT TgA AC-3'. 

A.2.5.6   ADN polymeraza chÞu nhiÖt, 5 lU/µl. 

A.2.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

Theo quy ®Þnh trong A.1.6. 

A.2.7   C¸ch tiÕn hµnh 

A.2.7.1  ChuÈn bÞ PCR 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng A.5. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï hîp. 

Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng A.5 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng A.5 - Thµnh phÇn thuèc thö 

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

MÉu ADN 10 ng tíi 50 ng 1 

N−íc  13,9 

10 x dung dÞch ®Öm PCR (kh«ng cã MgCI2) 1 x 2,5 

dung dÞcha MgCI2, 25 µmol/l 1,5 mmol/l 1,5 

dung dÞch dNTP, 10 µmol/l 0,8 mmol/l 2 

Måi c, 10 µmol/l 0,8 µmol/l 2 

Måi d, 10 µmol/l 0,8 µmol/l 2 

Taq ADN polymeraza, 5 IU/µl 0,5 IU 0,1 

a   NÕu dung dÞch ®Öm PCR cã s½n MgCI2 th× nång ®é cuèi cïng cña MgCI2 trong mçi hçn hîp ph¶n øng nªn ®iÒu chØnh 
®Õn 1,5 mmol/l. 
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A.2.7.2    KiÓm chøng PCR  

VÒ kiÓm chøng d−¬ng tÝnh, mÉu chuÈn GTS 40-3-2 do ViÖn VËt liÖu vµ §o l−êng chuÈn (IRMM) Geel, 

BØ (IRMM-410) cung cÊp cã thÓ ®−îc sö dông. 

Mét sè kiÓm chøng thÝch hîp kh¸c nªn tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

A.2.7.3   Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng A.6 ®−îc sö dông cho nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt GeneAmp® 2400 hoÆc GeneAmp ® 9600 vµ AmpliTaq Gold® ADN 

polymeraza 7). Khi sö dông m¸y kh¸c th× ph¶i chØnh cho phï hîp. Thêi gian ho¹t ho¸/biÕn tÝnh ban ®Çu 

phô thuéc vµo polymeraza ®−îc sö dông. NÕu sö dông hot-start polymeraza, th× ph¶i tu©n theo khuyÕn 

c¸o cña nhµ s¶n xuÊt, trõ khi cã quy ®Þnh kh¸c.  

B¶ng A.6 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban ®Çu 4 min/94°C 

KhuÕch ®¹i 30 s/95 0C 

30 s/55 0C 

120 s/72 0C 

Sè chu tr×nh 35 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 5 min/72 0C 

A.2.8   NhËn d¹ng 

V× ph−¬ng ph¸p nµy chØ ®−îc ®¸nh gi¸ nh− lµ ph−¬ng ph¸p ®èi chøng ®Ó x¸c ®Þnh chÊt l−îng cña ADN 

®−îc t¸ch chiÕt nªn kh«ng biÕt chÝnh x¸c kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR. Do ®ã, viÖc nhËn d¹ng chØ dùa 

vµo kÝch th−íc s¶n phÈm PCR dù ®o¸n trong kho¶ng tõ 500 bp ®Õn 600 bp. 

A.2.9    §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Tr×nh tù ®Ých ®−îc coi lµ ®· ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng øng víi kÝch th−íc cña 

tr×nh tù ADN ®Ých dù kiÕn. 

VÒ nhËn d¹ng, xem A.2.8. 

S¶n phÈm PCR cã kÝch th−íc tõ 500 bp ®Õn 600 bp chøng tá r»ng dung dÞch ADN cã chøa ADN cña 

thùc vËt víi nång ®é n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu cã thÓ khuÕch ®¹i ®Ó ph¸t hiÖn ®−îc b»ng 

PCR nh− nªu trong A.2.2.2. 

                                                
7) GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña Applied 
Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên 
®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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Chi tiÕt vÒ ®iÖn di, xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

A.3   Ph−¬ng ph¸p ®Æc hiÖu taxon-®Ých vµ sµng läc sinh vËt biÕn ®æi gen ®Ó ph¸t hiÖn ADN tõ 

cµ chua vµ/hoÆc cµ chua biÕn ®æi gen Zeneca®.  

A.3.1   Kh¸i qu¸t 

§©y lµ qui tr×nh th«ng th−êng ®Ó ph¸t hiÖn tr×nh tù ADN cã sè b¶n sao ®¬n ®Æc hiÖu cña cµ chua 

(Lycopersicon esculentum Mill). 

Ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ ®−îc sö dông nh− ph−¬ng ph¸p sµng läc ®Ó ph¸t hiÖn cµ chua biÕn ®æi gen 

lµm chËm qu¸ tr×nh chÝn (Zeneca; Lycopersicon esculentum Mill gièng Ailsa Craig dßng Nema 282F). 

Kh«ng cã c«ng cô nµo thÈm tra viÖc nhËn d¹ng cña s¶n phÈm PCR. V× thÕ, ph−¬ng ph¸p nµy kh«ng 

®−îc coi lµ ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng. Ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ sö dông ®Ó ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng khuÕch 

®¹i ADN cña cµ chua.  

A.3.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc vµ tiªu chÝ thùc hiÖn 

A.3.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi c¸c nghiªn cøu céng t¸c [15] ®−îc tæ chøc bëi nhãm nghiªn 

cøu thuéc ViÖn nghiªn cøu b¶o vÖ søc kháe ng−êi tiªu dïng vµ ViÖn Thó Y Liªn bang §øc víi ®Ò tµi 

“X©y dùng ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng thùc phÈm ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt di truyÒn” theo §iÒu 35 cña 

luËt  thùc phÈm cña Liªn bang §øc. Ph−¬ng ph¸p CTAB ®−îc sö dông ®Ó t¸ch chiÕt ADN ®−îc ®−a ra 

trong A.3 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

D÷ liÖu vÒ nghiªn cøu céng t¸c ®−îc liÖt kª trong B¶ng A.7. 

B¶ng A.7 - KÕt qu¶ tõ nghiªn cøu céng t¸c lÇn ®Çu 

N¨m 1998 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 19 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 18 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 5 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 90 

Sè mÉu chøa Lycopersicon esculentum Mill gièng Ailsa Craig dßng Nema 282F (Zeneca) 43 

Sè mÉu chøa Lycopersicon esculentum Mill gièng Ailsa Craig dßng Nema 282C (kh«ng biÕn ®æi gen) 47 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 0 (0 %) 
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Mét nghiªn cøu céng t¸c kh¸c ®−îc tiÕn hµnh bëi ViÖn Nghiªn cøu B¶o vÖ søc khoÎ ng−êi tiªu dïng vµ 

Thó y, Céng hoµ Liªn bang §øc (BGVV) trong khu«n khæ Dù ¸n Ch©u ¢u m· SMT4-CT96-2072 theo 

c¸c tiªu chÝ trong TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Ph−¬ng ph¸p CTAB ®−îc sö dông ®Ó t¸ch chiÕt ADN 

®−îc ®−a ra trong TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005), A.3 (nh−ng phÇn mÉu thö lµ 100 mg). 

B¶ng A.8 - KÕt qu¶ tõ nghiªn cøu céng t¸c thø hai 

N¨m 1998 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 21 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 19 

Sè mÉu cña mçi phßng 10 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 190 

Sè mÉu chøa Lycopersicon esculenlum Mill gièng Ailsa Craig dßng Nema 282F (Zeneca) 88 

Sè mÉu chøa Lycopersicon esculenlum Mill gièng Ailsa Craig dßng Nema 282C (kh«ng biÕn ®æi gen) 102 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

A.3.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö 

A.3.2.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy ®¸p øng nh÷ng yªu cÇu nªu trong ®iÒu 7. 

§©y lµ ph−¬ng ph¸p sö dông ®Ó nhËn d¹ng c¸c tr×nh tù ®Ých ®· ®−îc m« t¶, vÝ dô trong GenBank® m· 

hiÖu No. X04583. 

A.3.2.2.2    Lý thuyÕt 

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo tõ c¸c sinh vËt 

kh«ng ph¶i lµ thùc vËt ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (NCBI BlastN®, d÷ liÖu EMBL, 28 th¸ng 9 

n¨m 2001). C¶ hai måi ®Òu trïng 100 % víi tr×nh tù sau cã trong ng©n hµng gen m·: X14074 (Gen m· 

ho¸ polygalactonaza cña cµ chua ph©n c¾t thµnh tÕ bµo), X05656 (mRNA phiªn m· cho 

polygalacturonaza cña cµ chua), M37304 (gen m· ho¸ polygalacturonaza (PG) cµ chua), X04583 

(mRNA phiªn m· cho polygalacturonaza-2a cµ chua), A24194 (polygalacturonaza cña L. esculentum), 

A15981 (mRNA phiªn m· cho polygalacturonaza-2a cña L. esculentum), 101809 (tr×nh tù nucleotit      

sè 1 tõ b¶n quyÒn US4801540), vµ AX062336 (tr×nh tù nucleotit sè 1 tõ b¶n quyÒn WO0078982). 

A.3.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Kh«ng cã tr×nh tù nµo ®−îc khuÕch ®¹i tõ ADN cña c¸c c©y trång kh¸c [16]. 
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Sè b¶n sao tr×nh tù ®Ých ch−a x¸c ®Þnh ®−îc, nh−ng ng−êi ta cho r»ng ®ã lµ mét gen ®¬n b¶n. 

A.3.2.3    Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

LOD tuyÖt ®èi ch−a x¸c ®Þnh ®−îc nh−ng ph−¬ng ph¸p ®· thùc hiÖn ®Ó khuÕch ®¹i ®o¹n ADN tõ nång 

®é 0,1 ng (x¸c ®Þnh ®−îc b»ng huúnh quang) ®−îc t¸ch chiÕt tõ cµ chua t−¬i. 

A.3.3   §iÒu chØnh  

Sö dông mÉu qua chÕ biÕn kü cã thÓ cho kÕt qu¶ ©m tÝnh do kh«ng cßn ®o¹n tr×nh tù ®Ých cã kÝch th−íc 

lín h¬n 383 bp. 

ViÖc ph¸t hiÖn c¸c s¶n phÈm PCR cã kÝch th−íc 383 bp chøng tá dung dÞch ADN mÉu cã chøa ADN 

cña cµ chua nguyªn gèc, cßn s¶n phÈm PCR cã kÝch th−íc 180 bp chøng tá dung dÞch ADN mÉu chøa 

gen tõ cµ chua biÕn ®æi gen (Zeneca; Lycopersicon esculentum Mill gièng Ailsa Craig dßng Nema 282F). 

A.3.4   Nguyªn t¾c 

Gen polygalacturonaza (gen PG) m· ho¸ cho enzym PG liªn quan ®Õn qu¸ tr×nh chÝn cña qu¶. Ph−¬ng 

ph¸p nµy cã kh¶ n¨ng khuÕch ®¹i ®o¹n trong gen PG [17] cã kÝch th−íc 383 bp. ë cµ chua biÕn ®æi gen 

Zeneca, ®o¹n gen 180 bp sÏ ®−îc khuÕch ®¹i do gen PG cña c©y nµy ®· bÞ c¾t bá mét ®o¹n tr×nh tù 

ADN dïng ®Ó chuyÓn gen [18], [19]. 

A.3.5    Thuèc thö 

ChÊt l−îng cña thuèc thö, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

A.3.5.1   N−íc 

A.3.5.2   Dung dÞch ®Öm PCR (kh«ng cã MgCI2), 10 x 

A.3.5.3   Dung dÞch MgCI2, c(MgCI2) = 25 mmol/l 

A.3.5.4   Dung dÞch dNTP, c(dNTP) = 2,5 mmol/l (cho mçi lo¹i)  

A.3.5.5   Oligonucleotit 

A.3.5.5.1   Måi xu«i 

Gen PG (GenBank® sè hiÖu No. X04583). 

Måi PG34L: 5'-ggA TCC TTA gAA gCA TCT AgT-3'. 

A.3.5.5.2   Måi ng−îc  

Gen PG  (GenBank® sè hiÖu No. X04583). 
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Måi PG34R: 5'-CgT Tgg TgC ATC CCT gCA Tgg-3'. 

A.3.5.6   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 lU/µl. 

A.3.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

Nh− quy ®Þnh trong A.1.6. 

A.3.7   C¸ch tiÕn hµnh 

A.3.7.1   ChuÈn bÞ PCR 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng A.9. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï 

hîp. Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng A.9 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng A.9 - Thµnh phÇn thuèc thö 

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

MÉu ADN 10 ng - 50 ng 1 

N−íc  16,8 

Dung dÞch ®Öm PCR 10 x (kh«ng cã MgCI2) 1  x 2,5 

Dung dÞch MgCI2 
a, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1,5 

Dung dÞch dNTP, 10mmol/l 0,4 mmol/l 1 

Måi PG34L 10 µmol/l 0,4 µmol/l 1 

Måi PG34R 10 µmol/l 0,4 µmol/l 1 

Taq ADN polymeraza, 5 lU/µl 1 IU 0,2 

a    NÕu dung dÞch ®Öm cho PCR cã s½n MgCI2 th× nång ®é cuèi cïng cña MgCI2 hçn hîp ph¶n øng 

ph¶i ®−îc ®iÒu chØnh ®Õn 1,5 mmol/l. 

A.3.7.2   KiÓm chøng PCR  

V× ph−¬ng ph¸p cÇn kiÓm chøng d−¬ng tÝnh ®èi víi viÖc sö dông taxon-®Ých ®Æc thï, nªn cã thÓ sö dông 

ADN tõ cµ chua t−¬i. Tuy nhiªn, kh«ng cã ®èi chøng d−¬ng tÝnh cho gen ®· bÞ c¾t bá mét phÇn, cã mÆt 

trong cµ chua biÕn ®æi gen cã trªn thÞ tr−êng 8). 

C¸c phÐp kiÓm chøng thÝch hîp kh¸c cÇn tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

 

                                                
8 )   VÒ c¸c lo¹i mÉu chuÈn thÝch hîp, liªn hÖ víi C¬ quan chuÈn Quèc gia. 
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A.3.7.3    Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng A.10 ®−îc sö dông cho nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt GeneAmp® 2400 hoÆc GeneAmp ® 9600 vµ AmpliTaq Gold® ADN 

polymeraza 9). Khi sö dông m¸y kh¸c th× ph¶i chØnh cho phï hîp. Thêi gian ho¹t ho¸/biÕn tÝnh ban ®Çu 

phô thuéc vµo polymeraza ®−îc sö dông. NÕu sö dông hot-start polymeraza, th× ph¶i tu©n theo khuyÕn 

c¸o cña nhµ s¶n xuÊt, trõ khi cã quy ®Þnh kh¸c.  

B¶ng A.10 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é 

Ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban ®Çu 10 min/95 °C 

KhuÕch ®¹i 30 s/94 °C 

60 s/60 °C 

60 s/72 °C 

Sè chu tr×nh 35 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 6 min/72 °C 

A.3.8   NhËn d¹ng  

Nh− ®· tr×nh bµy, viÖc nhËn d¹ng c¬ b¶n chØ dùa vµo kÝch th−íc s¶n phÈm PCR. 

A.3.9   §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Tr×nh tù ®Ých ®−îc coi lµ ®· ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng øng víi kÝch th−íc cña 

tr×nh tù ADN ®Ých dù kiÕn, ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi s¶n phÈm ®−îc t¹o ra tõ mÉu chuÈn tõ 

cµ chua.  

NhËn d¹ng s¶n phÈm PCR, xem A.3.8. 

S¶n phÈm PCR cã kÝch th−íc 383 bp vµ 180 bp cho thÊy dung dÞch mÉu ADN cã chøa ADN cña cµ 

chua vµ cña cµ chua biÕn ®æi gen Zeneca t−¬ng øng, víi nång ®é AND n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn 

®Æc hiÖu nªu trong A.3.2.2. 

Chi tiÕt vÒ c¸c b−íc ®iÖn di, xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

A.4  Ph−¬ng ph¸p ®Æc hiÖu taxon-®Ých ®Ó ph¸t hiÖn c¸c thµnh phÇn cã nguån gèc tõ ng«  

 

 

                                                
9) GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña Applied 
Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên 
®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù 
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A.4.1   Kh¸i qu¸t 

§©y lµ qui tr×nh th«ng th−êng ®Ó ph¸t hiÖn tr×nh tù gen invertaza cã sè b¶n sao ®¬n ®Æc hiÖu  cña ng« 

(Zea mays).  

Kh«ng cã c«ng cô nµo thÈm tra viÖc nhËn d¹ng cña s¶n phÈm PCR. V× thÕ, ph−¬ng ph¸p nµy kh«ng 

®−îc coi lµ ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng. Ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ sö dông ®Ó ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng khuÕch 

®¹i ADN cña ng«.  

A.4.2    T×nh tr¹ng hiÖu lùc vµ tiªu chÝ thùc hiÖn 

A.4.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi c¸c nghiªn cøu céng t¸c, ®−îc tæ chøc bëi nhãm nghiªn 

cøu thuéc ViÖn nghiªn cøu b¶o vÖ søc kháe ng−êi tiªu dïng vµ ViÖn Thó Y Liªn bang §øc víi ®Ò tµi 

“X©y dùng ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng thùc phÈm ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt di truyÒn” theo §iÒu 35 cña 

luËt  thùc phÈm cña Liªn bang §øc. Ph−¬ng ph¸p CTAB ®−îc sö dông ®Ó t¸ch chiÕt ADN ®−îc ®−a ra 

trong A.3 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005) vµ mét nöa sè phßng thö nghiÖm tham gia ®· sö 

dông Wizard® ADN-Clean-Up-System 10). 

D÷ liÖu tõ nghiªn cøu céng t¸c ®−îc liÖt kª trong B¶ng A.11. 

B¶ng A.11 - KÕt qu¶ tõ nghiªn cøu céng t¸c [20] 

N¨m 1999 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 18 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 16 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 6 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 96 

Sè mÉu cã Bt-176 32 

Sè mÉu cã Bt-11 32 

Sè mÉu kh«ng chøa ng« biÕn ®æi hen  32 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 0 (0 %) 
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A.4.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö   

A.4.2.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy ®¸p øng nh÷ng yªu cÇu nªu trong ®iÒu 7.  

Ph−¬ng ph¸p ®−îc thiÕt kÕ ®Ó ph¸t hiÖn tr×nh tù nh− m· sè No. U16123 trong ng©n hµng gen.  

A.4.2.2.2   Lý thuyÕt 

Gen m· ho¸ invertaza cña ng« thu ®−îc tõ c¬ së d÷ liÖu tr×nh tù ADN ®−îc chän lµm tr×nh tù ®Ých.  

Mét sè tr×nh tù t−¬ng ®ång víi mét sè tr×nh tù ADN cña c©y trång kh¸c (c©y ®Ëu, c©y ngò cèc, rau) vµ 

cña ng−êi, c«n trïng ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (NCBI BlastN search, EMBL database, 

ngµy 28 th¸ng 9 n¨m 2001). 

Måi IVR1-F ®−îc lÊy tõ: 

− invertaza IVR1 axit, tan cña c©y ng« No. AF171874 (100 % phï hîp); 

− tr×nh tù 25 cã sè hiÖu ®¨ng ký AX033517 tõ b¶n quyÒn DE19906169 (21 nucleotit liªn tiÕp gièng nhau). 

− tr×nh tù 22 cã sè hiÖu ®¨ng ký AX033514 tõ b¶n quyÒn DE19906169 (21 nucleotit liªn tiÕp gièng nhau).  

Måi IVR1-R ®−îc lÊy tõ: 

− invertaza IVR1 axit, tan cña c©y ng« No. AF171874 (100 % gièng nhau); 

− tr×nh tù 30 cã sè hiÖu ®¨ng ký AX150234 tõ b¶n quyÒn WO0132919 (100 % gièng nhau); 

− mRNA phiªn m· cho beta-fructosidaza cña Triticum aestivum sè hiÖu ®¨ng ký AJ224681 (20 

nucleotit liªn tiÕp gièng nhau); 

− invertaza axit tan cña Saccharum officinarum sè hiÖu ®¨ng ký AF062735 (19 nucleotit liªn tiÕp 

gièng nhau); 

− invertaza axit tan cña Saccharum robustum sè hiÖu ®¨ng ký AF062734 (19 nucleotit liªn tiÕp gièng nhau). 

Sè b¶n sao cña tr×nh tù ®Ých ch−a ®−îc x¸c ®Þnh nh−ng ®−îc cho lµ mét gen ®¬n b¶n.  

A.4.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Thö nghiÖm khuÕch ®¹i ADN tõ ng« b»ng PCR cho kÕt qu¶ ®Æc hiÖu cao [21].  

A.4.2.3   Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

                                                                                                                                                                   
10) Wizard® ADN-Clean-Up-System lµ vÝ dô thÝch hîp vÒ s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ tr−êng. Th«ng tin nµy ®−a ra ®Ó tiÖn cho ng−êi sö 

dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông chóng. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu chóng cho c¸c kÕt qu¶ 

t−¬ng tù. 
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LOD tuyÖt ®èi ch−a ®−îc x¸c ®Þnh, nh−ng ng−êi ta ®· x¸c ®Þnh ®−îc lµ ph−¬ng ph¸p cã thÓ khuÕch ®¹i 

víi nång ®é ADN ≤ 0,1 ng ®−îc t¸ch chiÕt tõ h¹t ng« (x¸c ®Þnh ®−îc b»ng quang phæ) [20].  

A.4.3   §iÒu chØnh  

Ch−a cã quy ®Þnh cô thÓ.  

A.4.4   Nguyªn t¾c 

Gen m· ho¸ cho invertaza cña ng« m· ho¸ cho enzym tham gia trong qu¸ tr×nh trao ®æi carbonhydrat.  

Mét ®o¹n ADN 226 bp cña gen m· ho¸ invertaza cña ng« ®−îc khuÕch ®¹i b»ng PCR vµ ®−îc t¸ch 

b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza. 

 A.4.5   Thuèc thö  

ChÊt l−îng thuèc thö sö dông, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

A.4.5.1   N−íc 

A.4.5.2   Dung dÞch ®Öm PCR (kh«ng cã MgCI2), 10 x. 

A.4.5.3   Dung dÞch MgCI2, c(MgCI2) = 25 mmol/l. 

A.4.5.4   Dung dÞch dNTP, c(dNTP) = 2,5 mmol/l. 

A.4.5.5   Oligonucleotit 

A.4.5.5.1   Måi xu«i 

Gen invertaza cña ng« (sè hiÖu ®¨ng ký trªn ng©n hµng gen No. U16123). 

Måi IVR1-F: 5'-CCg CTg TAT CAC AAg ggC Tgg TAC C-3'. 

A.4.5.5.2   Måi ng−îc 

Gen invertaza cña ng« (sè hiÖu ®¨ng ký trªn ng©n hµng gen No. U16123). 

Måi IVR1-R: 5'-ggA gCC CgT gTA gAg CAT gAC gAT C-3'. 

A.4.5.6   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 lU/µl. 

A.4.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

Nh− quy ®Þnh trong A.1.6.  

A.4.7   C¸ch tiÕn hµnh 
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A.4.7.1   ChuÈn bÞ PCR 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng A.12. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï 

hîp. Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng A.12 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng A.12 - Thµnh phÇn thuèc thö  

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

ADN MÉu 10 ng ®Õn 50 ng 2 

N−íc  15,3 

§Öm ch¹y PCR 10x (kh«ng cã MgCI2) 1 x 2,5 

Dung dÞch MgCI2 
a, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1,5 

Dung dÞch dNTP, 10 mmol/l 0,4 mmol/l 1 

Måi IVR1-F, 10 µmol/l 0,5 µmol/l 1,25 

Måi IVR1-R, 10 µmol/l 0,5 µmol/l 1,25 

Taq ADN polymeraza, 5 lU/µl 1 IU 0,2 

a     NÕu dung dÞch ®Öm cho PCR ®· cã s½n MgCl2 th× nång ®é MgCl2 trong hçn hîp ph¶n øng ®−îc ®iÒu 

chØnh ®Õn1,5 mmol/l. 

A.4.7.2    KiÓm chøng PCR  

VÒ kiÓm chøng d−¬ng tÝnh, cã thÓ sö dông mÉu chuÈn ®· ®−îc c«ng nhËn, vÝ dô ng« Bt 11 (IRMM-412) 

hoÆc ng« dßng (Event) 176 (Bt 176) (IRMM-411). 

C¸c phÐp kiÓm chøng thÝch hîp kh¸c tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006).  

A.4.7.3   Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng A.13 ®−îc sö dông cho nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt GeneAmp® 2400 hoÆc GeneAmp ® 9600 vµ AmpliTaq Gold® ADN 

polymeraza 11). Khi sö dông m¸y kh¸c th× ph¶i chØnh cho phï hîp. Thêi gian ho¹t ho¸/biÕn tÝnh ban ®Çu 

phô thuéc vµo polymeraza ®−îc sö dông. NÕu sö dông hot-start polymeraza, th× ph¶i tu©n theo khuyÕn 

c¸o cña nhµ s¶n xuÊt, trõ khi cã quy ®Þnh kh¸c.  
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B¶ng A.13 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian – nhiÖt ®é 

Ho¹t ho¸/biÕn tÝnh ban ®Çu 12min/95oC 

KhuÕch ®¹i 

30 s/95 oC 

30 s/64 oC 

60 s/72 oC 

Sè chu tr×nh 35 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 10 min/72 oC 

A.4.8   NhËn d¹ng 

ViÖc nhËn d¹ng chØ dùa vµo kÝch th−íc s¶n phÈm PCR. 

A.4.9   §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Tr×nh tù ®Ých ®−îc coi lµ ®· ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng øng víi kÝch th−íc cña 

tr×nh tù ADN ®Ých dù kiÕn, ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi s¶n phÈm ®−îc t¹o ra tõ mÉu ng« 

chuÈn (vÝ dô, IRMM-412 [Bt11 ng«] hoÆc IRMM-411 [Ng« dßng 176] do IRMM, Geel, BØ cung cÊp. 

NhËn d¹ng s¶n phÈm PCR, xem A.4.8. 

S¶n phÈm PCR cã kÝch th−íc 226 bp cho thÊy dung dÞch mÉu ADN cã chøa ADN cña ng« gèc, víi 

nång ®é AND n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu nªu trong A.4.2.2. 

Chi tiÕt vÒ c¸c b−íc ®iÖn di xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

                                                                                                                                                                   
11) GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña Applied 
Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên 
®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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Phô lôc B 

(tham kh¶o) 

Ph−¬ng ph¸p sµng läc 

B.1   Ph−¬ng ph¸p sµng läc ®Ó ph¸t hiÖn ADN cña thùc vËt biÕn ®æi gen (promoter 35S-

CaMV) 

B.1.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Ó ph¸t hiÖn tr×nh tù ADN cã nguån gèc tõ ®o¹n khëi ®éng (promoter) 35S cña virut 

kh¶m sóp l¬ (CaMV) cã sè b¶n sao kh¸c nhau. Do promoter 35S-CaMV cã mÆt trong mét sè thùc vËt 

biÕn ®æi gen, nªn ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ ®−îc sö dông ®Ó sµng läc sù cã mÆt cña ADN cã nguån gèc 

tõ thùc vËt biÕn ®æi gen [22], [23].  

B.1.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc vµ tiªu chÝ thùc hiÖn  

B.1.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi nhiÒu nghiªn cøu céng t¸c tiÕn hµnh trªn c¸c chÊt nÒn 

thùc phÈm qua chÕ biÕn [24], [25].  

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi nghiªn cøu céng t¸c [24] ®−îc tæ chøc bëi nhãm nghiªn 

cøu thuéc ViÖn nghiªn cøu b¶o vÖ søc kháe ng−êi tiªu dïng vµ ViÖn Thó Y Liªn bang §øc víi ®Ò tµi 

“X©y dùng ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng thùc phÈm ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt di truyÒn”. Sè phßng thö 

nghiÖm tham gia còng nh− sè mÉu ®−îc nªu trong TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Ph−¬ng ph¸p CTAB 

®−îc sö dông ®Ó t¸ch chiÕt ADN ®−îc ®−a ra trong A.3 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005) 

(nh−ng phÇn mÉu thö lµ 100 mg). 

D÷ liÖu nghiªn cøu céng t¸c ®−îc liÖt kª trong b¶ng B.1 

B¶ng B.1 - KÕt qu¶ nghiªn cøu céng t¸c 

N¨m 1999 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 27 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 23 

Sè mÉu nghiªn cøu cña mçi phßng 5 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 115 

Sè mÉu chøa GTS 40-3-2 59 

Sè mÉu chøa ®Ëu t−¬ng kh«ng biÕn ®æi gen 56 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 0 (0 %) 
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B.1.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö 

B.1.2.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy tr×nh bµy chi tiÕt nh÷ng yªu cÇu ®−îc ghi trong ®iÒu 7. 

Ph−¬ng ph¸p ®−îc thiÕt kÕ cho tr×nh tù ®Ých ®−îc m« t¶ trong GenBank®, cã sè hiÖu ®¨ng ký 

No.V00141. 

Danh môc thùc vËt biÕn ®æi gen cã chøa Promoter 35S-CaMV ®−îc liÖt kª trong phÇn phô lôc cña [24]. 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ cã thÓ x¶y ra v× tr×nh tù ®−îc khuÕch ®¹i cã nguån gèc tõ virut kh¶m sóp l¬ g©y 

bÖnh cho sóp l¬ vµ c¸c thµnh viªn kh¸c thuéc hä Brassicaceae (Cruciferae) còng nh− hä Resedaceae 

vµ Solanaceae [26], [27]. 

V× thÕ, kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh tõ c¸c mÉu Brassicaceae, Resedaceae vµ Solanaceae cÇn ®−îc xö lý cÈn 

thËn. KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh cã thÓ chØ ra sù cã mÆt cña c¸c s¶n phÈm cã nguån gèc tõ thùc vËt biÕn ®æi 

gen nh−ng kh«ng nªn kÕt luËn khi ch−a cã thªm b»ng chøng x¸c ®¸ng. 

§Ó ph©n biÖt gi÷a nhiÔm virut vµ vËt liÖu biÕn ®æi gen, ph−¬ng ph¸p ph¸t hiÖn virut g©y nhiÔm sóp l¬ cã 

thÓ ®−îc sö dông [6]. 

B.1.2.2.2   Lý thuyÕt 

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo tõ c©y trång 

kh«ng biÕn ®æi gen ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (NCBI BlastN®, EMBL database, 28 th¸ng 9 

n¨m 2001) ®−îc t×m thÊy. Tuy nhiªn, c¶ hai måi ®Òu trïng hîp víi tr×nh tù mµ kh«ng thÓ x¸c ®Þnh ®−îc 

®ã lµ tr×nh tù virut kh¶m sóp l¬ hay tr×nh tù trong vector t¸i tæ hîp hay b¶n quyÒn m·: S70105 cp (protein 

vá) [virut kh¶m d−a chuét]. Måi còng trïng hîp víi h¬n 100 tr×nh tù cña virut kh¶m sóp l¬, vector t¸i tæ 

hîp, c¸c b¶n quyÒn.  

B.1.2.2.3   Thùc nghiÖm 

S¶n phÈm PCR ®−îc khuÕch ®¹i kh«ng cã ë ADN cña c©y trång kh«ng biÕn ®æi gen vµ kh«ng bÞ nhiÔm 

virut [22], [24], [25], [28]. 

S¶n phÈm PCR ®−îc khuÕch vµ ®−îc ph¸t hiÖn khi sö dông ADN tõ mét sè c©y trång biÕn ®æi gen vÝ dô 

GTS 40-3-2 (§Ëu t−¬ng Roundup Ready®), ng« dßng (Event) 176 (Bt 176), Bt 11, MON 810, MON 809, vµ 

cµ chua bÞ lµm chËm qu¸ tr×nh chÝn (Zeneca) [22], [24], [25], [28]. 

Sè b¶n sao cña tr×nh tù ADN lµ kh¸c nhau. 
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B.1.2.3   Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

Giíi h¹n tuyÖt ®èi ch−a x¸c ®Þnh ®−îc. LOD t−¬ng ®èi ®· ®−îc chøng minh víi nång ®é bét ®Ëu t−¬ng biÕn 

®æi gen chiÕm 0,1 % (khèi l−îng) bét ®Ëu t−¬ng IRMM-410 vµ hµm l−îng ng« biÕn ®æi gen dßng (Event) 

176 (Bt 176) IRMM-411 chiÕm 0,1 % (khèi l−îng) trong bét ng« (mÉu chuÈn ®· ®−îc c«ng nhËn CRMs) [25]. 

B.1.3   §iÒu chØnh  

Ch−a cã quy ®Þnh cô thÓ. 

B.1.4   Nguyªn t¾c 

§o¹n ADN 195 bp trong promoter 35S-CaMV ®−îc khuÕch ®¹i b»ng PCR vµ ®−îc ph¸t hiÖn b»ng ®iÖn 

di trªn gel agaroza sau khi t¸ch. §Ó nhËn d¹ng chÝnh x¸c s¶n phÈm PCR, ph¶i tiÕn hµnh c¸c b−íc 

thÈm tra tiÕp theo. 

Promoter lµ vïng ®−îc nhËn d¹ng bëi  ARN-polymeraza (RNA-polymeraza), chÞu tr¸ch nhiÖm cho viÖc biÓu 

hiÖn gen. V× thÕ, promoter 35S-CaMV cÊu thµnh th−êng ®−îc sö dông trong thùc vËt biÕn ®æi gen [24]. 

B.1.5   Thuèc thö 

ChÊt l−îng thuèc thö ®−îc sö dông, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

B.1.5.1   N−íc 

B.1.5.2   Dung dÞch ®Öm PCR (kh«ng chøa MgCI2), 10 x 

B.1.5.3   Dung dÞch MgCI2, c(MgCI2) = 25 mmol/l 

B.1.5.4   Dung dÞch dNTP, c(dNTP) = 2,5 mmol/l (cho mçi lo¹i) 

B.1.5.5   Oligonucleotit 

B.1.5.5.1   Måi xu«i 

Promoter 35S-CaMV, 35s-1: (2),(28)5'- gCT OCT ACA AAT gCC ATC A -3'. 

Måi xu«i cïng víi måi ng−îc ®−îc thiÕt kÕ ®Ó khuÕch ®¹i tr×nh tù m· No. V00141. 

B.1.5.5.2   Måi ng−îc 

Promoter 35S-CaMV, 35s-2: [24], [28] 5'- gAT AgT ggg ATT gTg CgT CA -3'. 

Måi ng−îc cïng víi måi xu«i ®−îc thiÕt kÕ ®Ó khuÕch ®¹i tr×nh tù m· No. V00141. 

B.1.5.6   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 lU/µl. 

B.1.5.7   Enzym giíi h¹n: Xmn I (= Asp 700). 
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B.1.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

B.1.6.1   M¸y chu tr×nh nhiÖt 

B.1.6.2   Bé ®iÖn di, cã nguån cung cÊp. 

B.1.7   C¸ch tiÕn hµnh (ChuÈn bÞ PCR) 

B.1.7.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng B.2. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï hîp. 

Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng B.2 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng B.2 - Thµnh phÇn thuèc thö 

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

MÉu ADN 10 ng - 50 ng 1 

N−íc  15,9 

Dung dÞch ®Öm PCR 10 x (kh«ng chøa MgCI2) 1  x 2,5 

Dung dÞch MgCI2 
a, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1,5 

Dung dÞch dNTP, 10 mmol/l 0,8 mmol/l 2 

Måi 35s-1,5 µmol/l 0,2 µmol/l 1 

Måi 35S-2,5 µmol/l 0,2 µmol/l 1 

Taq ADN polymeraza, 5 lU/µl 0,5 IU 0,1 

a    NÕu dung dÞch ®Öm PCR cã s½n MgCI2, th× nång ®é cuèi cïng cña MgCI2 ®−îc ®iÒu chØnh ®Õn 1.5 mmol/l. 

B.1.7.2    KiÓm chøng PCR  

VÒ kiÓm chøng d−¬ng tÝnh, mÉu chuÈn GTS 40-3-2 (chøa 0,1 % thµnh phÇn thùc vËt biÕn ®æi gen) do ViÖn 

VËt liÖu vµ §o l−êng chuÈn (IRMM) Geel, BØ (IRMM-410) cung cÊp cã thÓ ®−îc sö dông. 

C¸c kiÓm chøng thÝch hîp kh¸c cÇn tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

B.1.7.3    Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é 

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng A.3 ®−îc sö dông cho nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt GeneAmp® 2400 hoÆc GeneAmp ® 9600 vµ AmpliTaq Gold® ADN 
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polymeraza12). Khi sö dông m¸y kh¸c th× ph¶i chØnh cho phï hîp. Thêi gian ho¹t ho¸/biÕn tÝnh ban ®Çu 

phô thuéc vµo polymeraza ®−îc sö dông. NÕu sö dông hot-start polymeraza, th× ph¶i tu©n theo khuyÕn 

c¸o cña nhµ s¶n xuÊt, trõ khi cã quy ®Þnh kh¸c.  

B¶ng B.3 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban ®Çu 10 phót/95oC 

Qu¸ tr×nh khuÕch ®¹i 20 s/94oC 

40 s/54oC 

60  s/72 oC 

Sè chu tr×nh 40 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 3 min/72oC 

B.1.8   NhËn d¹ng 

ViÖc nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR cã thÓ ph¶i ®−îc kiÓm tra b»ng enzym giíi h¹n Xmn I. Enzym nµy c¾t 

s¶n phÈm PCR thµnh 2 ®o¹n (cã kÝch th−íc 115 bp vµ 80 bp) [22], [24]. 

B.1.9   §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Tr×nh tù ®Ých ®−îc coi lµ ®· ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng øng víi kÝch th−íc cña 

tr×nh tù ADN ®Ých dù kiÕn, ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi c¸c s¶n phÈm thu ®−îc tõ mÉu chuÈn 

(vÝ dô [GTS® 40-3-2] c¸c d·y IRMM-410 cña IRMM, Geel, BØ). 

VÒ nhËn d¹ng, xem B.1.8. 

S¶n phÈm PCR cã kÝch th−íc195 bp chøng tá dung dÞch mÉu ADN cã chøa ADN cña CaMV hoÆc cã 

nguån gèc biÕn ®æi gen cã kh¶ n¨ng khuÕch ®¹i víi nång ®é n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu ®· 

®−îc nªu trong B.1.2.2. 

Chi tiÕt vÒ ®iÖn di, xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

B.2   Ph−¬ng ph¸p sµng läc thay thÕ ®Ó ph¸t hiÖn ADN cña thùc vËt biÕn ®æi gen (promoter 

35S-CaMV) 

B.2.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy dïng ®Ó ph¸t hiÖn tr×nh tù ADN promoter 35S tõ virut kh¶m sóp l¬ (CaMV) cã sè b¶n 

sao kh¸c nhau trong c¸c chÊt nÒn thùc phÈm ®· qua chÕ biÕn. Do promoter 35S-CaMV cã mÆt ë nhiÒu 

                                                
12) GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña Applied 
Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên 
®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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thùc vËt biÕn ®æi gen nªn ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ sö dông ®Ó sµng läc ADN cã nguån gèc tõ thùc vËt 

biÕn ®æi gen [22], [23], [29]. 

Kh«ng cã biÖn ph¸p nµo ®Ó kiÓm chøng viÖc nhËn d¹ng c¸c s¶n phÈm PCR. Do ®ã, ph−¬ng ph¸p nµy 

kh«ng ®−îc coi lµ ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng. Ph−¬ng ph¸p nµy chØ cã thÓ sö dông ®Ó ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng 

khuÕch ®¹i cña ®o¹n tr×nh tù ®Ých.  

B.2.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc vµ tiªu chÝ thùc hiÖn 

B.2.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Nghiªn cøu céng t¸c gi÷a 23 

phßng thö nghiÖm cña ch©u ¢u vµ ®−îc ®iÒu phèi bëi EC JRC [29], [30]. Ph−¬ng ph¸p ®−îc ®¸nh gi¸ 

cho viÖc ph¸t hiÖn c¸c sinh vËt biÕn ®æi gen trong nhiÒu chÊt nÒn thùc phÈm ®· qua chÕ biÕn (h¹t ng« 

luéc, s÷a dµnh cho cho trÎ nhá, b¸nh bÝch quy, thøc ¨n chøa ®Ëu t−¬ng ®· bÞ axit ho¸) chøa 0 %, 2 %, 

vµ 100 % (10 % thay cho 100 % ®èi víi b¸nh bÝch quy) cña GTS 40-3-2 hoÆc dßng (Event) 176. Mçi 

phßng thö nghiÖm tham gia nhËn 4 mÉu ®èi chøng vµ 30 mÉu kÐp ®éc lËp ch−a biÕt trong ®ã cã 10 mÉu 

chøa 0 % sinh vËt biÕn ®æi gen vµ 20 mÉu chøa c¸c phÇn tr¨m kh¸c nhau cña mÉu biÕn ®æi gen. TÊt c¶ 

c¸c phßng ®Òu nhËn ®−îc b¶n m« t¶ ph−¬ng ph¸p chi tiÕt ®Ó t¸ch ADN b»ng CTAB hoÆc b»ng bé kit cã 

s½n trªn thÞ tr−êng. Tuy nhiªn, c¸c phßng thö nghiÖm ®· tù do sö dông c¸c ph−¬ng ph¸p cña hä ®Ó 

t¸ch ADN trong khi c¸c ®iÒu kiÖn cho PCR ph¶i ®−îc tèi −u hãa ®èi víi c¸c thiÕt bÞ t¹i chç cña hä ®Ó cã 

kÕt qu¶ ®Æc hiÖu. C¸c phßng ph¶i ph©n tÝch mçi mÉu mét lÇn vµ xem xÐt chÝnh x¸c mÉu d−¬ng tÝnh hay 

©m tÝnh víi sinh vËt biÕn ®æi gen. V× hÇu hÕt c¸c phßng thö nghiÖm ®Òu cã kÕt qu¶ ®óng (14 phßng cã sè 

tû lÖ ®óng 90 % ®Õn 100 %; vµ 3 phßng cã tû lÖ ®óng 80 % ®Õn 90 %) vµ kh«ng cã tû lÖ ®óng trong 

kho¶ng 70 % ®Õn 80 %, nªn giíi h¹n kÕt qu¶ ®óng ®−îc chän lµ 80 %. Do ®ã, 5 phßng thö nghiÖm 

kh«ng ®−îc ®−a vµo ph©n tÝch thèng kª tiÕp theo. Trung b×nh 96,1 % kÕt qu¶ ®óng ®èi víi mÉu chøa 

thùc vËt kh«ng biÕn ®æi gen (3,9 % kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶) vµ trung b×nh 98,1 % kÕt qu¶ ®óng ®èi víi 

mÉu cã chøa sinh vËt biÕn ®æi gen (1,9 % kÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶) [30]. KÕt qu¶ ®−îc nªu trong B¶ng B.4. 
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B¶ng B.4 - KÕt qu¶ cña nghiªn cøu céng t¸c 

N¨m 1999 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 30 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 18 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 12 

Tæng sè mÉu 360 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 540 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 3,9 % 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 1,9 % 

B.2.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö 

B.2.2.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy tr×nh bµy chi tiÕt nh÷ng yªu cÇu nªu trong ®iÒu 7. 

Ph−¬ng ph¸p ®−îc thiÕt kÕ cho tr×nh tù ®Ých ®−îc m« t¶, vÝ dô trong GenBank®, cã sè hiÖu ®¨ng ký No. 

V00141. Danh môc c¸c thùc vËt biÕn ®æi gen chøa promoter 35S-CaMV, xem [23] vµ [24]. 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ cã thÓ x¶y ra v× tr×nh tù ®−îc khuÕch ®¹i cã thÓ cã nguån gèc tõ promoter cña 

virut kh¶m sóp l¬ vµ c¸c loµi kh¸c thuéc hä Brassicaceae (Cruciferae) còng nh− Resedaceae vµ 

Solanaceae [26], [27]. 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh tõ c¸c mÉu Brassicaceae, Resedaceae vµ Solanaceae ph¶i ®−îc xö lý cÈn thËn. 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh cã thÓ chØ ra sù cã mÆt cña s¶n phÈm cã nguån gèc tõ sinh vËt biÕn ®æi gen nh−ng 

®Ó ch¾c ch¾n th× ph¶i kiÓm tra vµ cã b»ng chøng.  

§Ó ph©n biÖt gi÷a sù nhiÔm virut vµ nguyªn liÖu biÕn ®æi gen, ph−¬ng ph¸p ph¸t hiÖn virut kh¶m sóp l¬ 

cã thÓ ®−îc sö dông [6]. 

B.2.2.2.2   Lý thuyÕt  

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo tõ c¸c sinh vËt 

kh«ng ph¶i lµ thùc vËt ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (NCBI BlastN®, d÷ liÖu EMBL, 28 th¸ng 9 

n¨m 2001). Måi b¾t cÆp ®−îc víi hµng lo¹t gen trong ng©n hµng gen, vµ b¾t cÆp tèt nhÊt víi gen cña virut 

kh¶m sóp l¬, vector t¸i tæ hîp vµ c¸c b»ng ph¸t minh.  

B.2.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Kh«ng cã tr×nh tù nµo ®−îc khuÕch ®¹i khi sö dông ADN cña ®Ëu t−¬ng kh«ng biÕn ®æi gen cho thö 

nghiÖm tr−íc khi tiÕn hµnh nghiªn cøu céng t¸c [29]. 
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B.2.2.3   Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

Giíi h¹n tuyÖt ®èi cho ph−¬ng ph¸p nµy ch−a x¸c ®Þnh ®−îc, nh−ng nã ®· ®−îc thö nghiÖm ®Ó ph¸t 

hiÖn Ýt nhÊt 50 b¶n sao ADN cña GTS 40-3-2 [29]. 

LOD t−¬ng ®èi ®−îc x¸c ®Þnh nh−ng nghiªn cøu céng t¸c [8] ®· chØ ra r»ng cã thÓ ph¸t hiÖn ®−îc trong 

b¸nh bÝch qui, s÷a dµnh cho trÎ em vµ ®Ëu t−¬ng axit ho¸ cã chøa sinh vËt biÕn ®æi gen [GTS 40-3-2 

(®Ëu t−¬ng Roundup Ready®) vµ/ hoÆc ng« dßng (Event) 176 (Bt 176)] chiÕm 2 %, kÕt qu¶ chÝnh x¸c 

100 % [30].  

B.2.3   §iÒu chØnh  

Ch−a cã quy ®Þnh cô thÓ. 

B.2.4   Nguyªn t¾c 

§o¹n ADN cã kÝch th−íc 123 bp tõ promoter 35S-CaMV ®−îc khuÕch ®¹i b»ng PCR vµ ph¸t hiÖn ®−îc 

b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza. ViÖc nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR cã thÓ ®−îc kiÓm tra x¸c nhËn, vÝ dô 

b»ng c¸ch gi¶i tr×nh tù. Tuy nhiªn ch−a cã qui tr×nh thÈm tra nµo ®−îc x¸c nhËn cã hiÖu lùc. 

Promoter lµ tr×nh tù ®−îc RNA polymeraza nhËn d¹ng vµ g¾n vµo, chóng chÞu tr¸ch nhiÖm cho viÖc 

biÓu hiÖn gen. V× thÕ promoter 35S-CaMV th−êng ®−îc sö dông trong thùc vËt biÕn ®æi gen [22]. 

B.2.5   Thuèc thö  

ChÊt l−îng cña thuèc thö, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

B.2.5.1   N−íc 

B.2.5.2   Dung dÞch ®Öm PCR, c(MgCI2) = 15 mmol/l, 10 x 

B.2.5.3   dNTP dung dÞch, c(dNTP) = 4 mmol/l (cho mçi lo¹i) 

B.2.5.4   Oligonucleotit 

B.2.5.4.1   Måi xu«i 

Promoter 35S-CaMV, 35s-cf3: 5'- CCA CgT CTT CAA AgC AAg Tgg-3'. 

Måi xu«i ®−îc thiÕt kÕ ®Ó khuÕch ®¹i promoter 35S-CaMV vÝ dô gen víi m· hiÖu No. V00141. 

B.2.5.4.2   Måi ng−îc 

Promoter 35S-CaMV, 35s-cr4: 5'-TCC TCT CCA AAT gAA ATg AAC TTC C-3'. 

§−îc thiÕt kÕ ®Ó khuÕch ®¹i promoter 35S-CaMV, vÝ dô gen víi m· hiÖu No. V00141. 
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B.2.5.5   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 lU/µl. 

B.2.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

§−îc quy ®Þnh trong B.1.6. 

B.2.7   C¸ch tiÕn hµnh 

B.2.7.1   ChuÈn bÞ PCR 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng B.5. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï hîp. 

Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng B.5 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng B.5 - Thµnh phÇn thuèc thö 

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

MÉu ADN  5 

N−íc  14,84 

§Öm PCR 10 x (cã MgCI2 15 mmol/l)a 1 x 2,5 

Dung dÞch dNTP, 16 mmol/l 0,64 mmol/l 1 

Måi 35s-cf3, 20 µmol/l 0,6 µmol/l 0,75 

Måi 35S-cr4, 20 µmol/l 0,6 µmol/l 0,75 

Taq ADN polymeraza, 5 lU/µl 0,8 IU 0,16 

a   NÕu sö dông ®Öm PCR kh«ng chøa MgCI2, thÓ tÝch vµ nång ®é cña mçi thuèc thö nªn ®iÒu 
chØnh l¹i cho hîp lý. 

B.2.7.2   KiÓm chøng PCR  

VÒ kiÓm chøng d−¬ng tÝnh cã thÓ sö dông mÉu chuÈn GTS 40-3-2 ®· ®−îc c«ng nhËn (chøa 0,1 % 

thµnh phÇn thùc vËt biÕn ®æi gen), do ViÖn VËt liÖu vµ §o l−êng chuÈn (IRMM), Geel, BØ (IRMM-410) 

cung cÊp. 

C¸c kiÓm chøng thÝch hîp kh¸c nªn tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

B.2.7.3   Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng A.6 ®−îc sö dông cho nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt cña Perkin Elmer 2400/9600/9700 vµ AmpliTaq Gold® ADN polymeraza13). 

                                                
13) GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña Applied 

Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên 

®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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Khi sö dông m¸y kh¸c th× ph¶i chØnh cho phï hîp. Thêi gian ®Ó ho¹t ho¸/biÕn tÝnh ban ®Çu phô thuéc 

vµo polymeraza ®−îc sö dông. NÕu sö dông hot-start polymeraza, th× ph¶i tu©n theo khuyÕn c¸o cña 

nhµ s¶n xuÊt, trõ khi cã quy ®Þnh kh¸c.  

B¶ng B.6 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban ®Çu 10 min/95 °C 

KhuÕch ®¹i 25 s/95 oC 

30 s/62 oC 

45 s/72 oC 

Sè chu tr×nh 50 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 7 min/72 oC 

B.2.8   NhËn d¹ng  

Nªn thÈm tra s¶n phÈm PCR ®−îc khuÕch ®¹i tõ mÉu kh«ng biÕt, vÝ dô b»ng enzym giíi h¹n, ®äc tr×nh tù 

ADN hoÆc lai ADN.  

B.2.9   §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶  

Tr×nh tù ®Ých ®−îc coi lµ ®· ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng øng víi kÝch th−íc cña 

tr×nh tù ADN ®Ých dù kiÕn, ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi s¶n phÈm PCR khuÕch ®¹i tõ mÉu 

chuÈn cã tr×nh tù ADN ®Ých ®· ®−îc chøng nhËn (vÝ dô mÉu IRMM-410 tõ  IRMM, Geel, BØ). 

VÒ nhËn d¹ng, xem  B.2.8. 

S¶n phÈm PCR cã kÝch th−íc 123 bp chøng tá mÉu ADN cã chøa ADN promoter 35S-CaMV cã nång ®é 

n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn trong B.2.2.2. 

Chi tiÕt vÒ ®iÖn di, xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

B.3  Ph−¬ng ph¸p sµng läc ®Ó ph¸t hiÖn ADN thùc vËt biÕn ®æi gen (NOS-terminator cña 

Agrobacterium tumefaciens) 

B.3.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy dïng ®Ó ph¸t hiÖn tr×nh tù kÕt thóc (terminator) trªn gen nopalin synthaza (NOS) cã 

sè l−îng b¶n sao kh¸c nhau cã nguån gèc tõ Agrobacterium tumefaciens. Do nhiÒu thùc vËt biÕn ®æi 

gen cã chøa tr×nh tù  NOS-terminator nªn ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ ®−îc sö dông ®Ó sµng läc sù cã mÆt 

cña thµnh phÇn tõ thùc vËt biÕn ®æi gen [22], [23] [29], [30]. 
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Kh«ng cã c«ng cô nµo thÈm tra viÖc nhËn d¹ng cña s¶n phÈm PCR. V× thÕ, ph−¬ng ph¸p nµy kh«ng 

®−îc coi lµ ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng. Ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ sö dông ®Ó ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng khuÕch 

®¹i ADN chøa tr×nh tù ®Ých.  

B.3.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc vµ tiªu chÝ thùc hiÖn 

B.3.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Nghiªn cøu céng t¸c gi÷a 23 

phßng thö nghiÖm cña ch©u ¢u vµ ®−îc ®iÒu phèi bëi EC JRC [29], [30]. Ph−¬ng ph¸p ®−îc ®¸nh gi¸ 

®Ó ph¸t hiÖn c¸c sinh vËt biÕn ®æi gen trong nhiÒu chÊt nÒn thùc phÈm ®· qua chÕ biÕn (h¹t ng« luéc, 

s÷a cho trÎ, b¸nh bÝch quy, thøc ¨n chøa ®Ëu t−¬ng ®· bÞ axit ho¸) chøa 0 %, 2 %, vµ 100 % (10 % 

thay cho 100 % ®èi víi b¸nh bÝch quy) cña GTS 40-3-2 hoÆc dßng (Event) 176. V× ng« dßng (Event) 

176 kh«ng cã tr×nh tù NOS-terminator, nªn mÉu chøa dßng (Event) 176 kh«ng ®−îc ®¸nh gi¸ b»ng 

ph−¬ng ph¸p nµy. Tuy nhiªn, v× nghiªn cøu céng t¸c ®−îc tæ chøc cã liªn quan ®Õn ph−¬ng ph¸p ph¸t 

hiÖn promoter 35S nªn tÊt c¶ mÉu ®−îc ®−a vµo ®Òu ®−îc sö dông ®Ó ®¸nh gi¸. KÕt qu¶ PCR tõ h¹t 

ng« luéc ®· kh«ng ®−îc ®−a vµo trong ph©n tÝch thèng kª tiÕn hµnh ë giai ®o¹n sau. 

Mçi phßng thö nghiÖm nhËn 4 mÉu ®èi chøng vµ 30 mÉu kÐp ®éc lËp ch−a biÕt trong ®ã cã 10 mÉu 

chøa 0% sinh vËt biÕn ®æi gen vµ 20 mÉu chøa c¸c phÇn tr¨m kh¸c nhau cña mÉu biÕn ®æi gen. TÊt c¶ 

c¸c phßng ®Òu nhËn ®−îc b¶n m« t¶ ph−¬ng ph¸p chi tiÕt dÓ t¸ch ADN b»ng CTAB hoÆc b»ng bé kit 

cã s½n trªn thÞ tr−êng. Tuy nhiªn c¸c phßng thö nghiÖm ®−îc tù do sö dông c¸c ph−¬ng ph¸p cña hä 

®Ó t¸ch ADN trong khi c¸c ®iÒu kiÖn cho PCR ph¶i ®−îc tèi −u hãa ®èi víi c¸c thiÕt bÞ t¹i chç cña hä ®Ó 

cã kÕt qu¶ ®Æc hiÖu. C¸c phßng ph¶i ph©n tÝch mçi mÉu mét lÇn vµ xem xÐt chÝnh x¸c mÉu d−¬ng tÝnh 

hay ©m tÝnh víi sinh vËt biÕn ®æi gen. V× hÇu hÕt c¸c phßng thö nghiÖm ®Òu cã kÕt qu¶ ®óng (14 phßng 

cã sè tû lÖ ®óng 90 % ®Õn 100 %; vµ 3 phßng cã tû lÖ ®óng 80 % ®Õn 90 %) vµ kh«ng cã tû lÖ ®óng trong 

kho¶ng 70 % ®Õn 80 %, nªn giíi h¹n kÕt qu¶ ®óng ®−îc chän lµ 80 %. Do ®ã, kÕt qu¶ cña 5 phßng thö 

nghiÖm kh«ng ®−îc ®−a vµo ph©n tÝch thèng kª. V× dßng (Event) 176 kh«ng cã tr×nh tù NOS-terminator, 

nªn tÊt c¶ c¸c kÕt qu¶ ph©n tÝch tõ h¹t ng« luéc nªn lµ ©m tÝnh. KÕt qu¶ tõ h¹t ng« luéc nµy ®· cho kÕt 

qu¶ ®óng 100 % vµ còng kh«ng ®−a vµo ph©n tÝch thèng kª. Trung b×nh 98,2 % kÕt qu¶ ®óng ®èi víi 

mÉu kh«ng biÕn ®æi gen (1,8 % kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶) vµ trung b×nh 97,9 % kÕt qu¶ ®óng ®èi víi mÉu 

cã chøa sinh vËt biÕn ®æi gen (2,1 % kÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶) [30]. KÕt qu¶ ®−îc nªu trong B¶ng B.7. 
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B¶ng B.7 – KÕt qu¶ tõ nghiªn cøu céng t¸c 

N¨m 1999 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 30 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 18 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 12 

Tæng sè mÉu 360 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 540 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 1,8% 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 2,1% 

B.3.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö 

B.3.2.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy ®−a ra toµn bé nh÷ng yªu cÇu nh− ®· nªu trong ®iÒu 7. 

Ph−¬ng ph¸p ®−îc thiÕt kÕ ®Ó x¸c ®Þnh sù cã mÆt cña tr×nh tù kÕt thóc m· ho¸ nopalin synthaza cña 

Agrobacterium tumefaciens m« t¶ trong ng©n hµng gen víi sè hiÖu No.V00087. 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ cã thÓ xuÊt hiÖn v× tr×nh tù ®−îc khuÕch ®¹i lµ cña Agrobacterium, mét vi sinh 

vËt ®Êt cã trong tù nhiªn. C¸c kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh nµy cã thÓ nãi lªn sù cã mÆt cña s¶n phÈm tõ c©y 

trång biÕn ®æi gen nh−ng kh«ng nªn nãi ch¾c ch¾n ®iÒu ®ã nÕu kh«ng cã thªm x¸c nhËn. Nªn xem xÐt 

kh¶ n¨ng nguyªn liÖu sö dông bÞ nhiÔm Agrobacterium hoÆc vi khuÈn cã liªn quan. 

B.3.2.2.2   Lý thuyÕt 

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo tõ c¸c thùc vËt 

kh«ng biÕn ®æi gen ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (t×m trong NCBI BlastN, ng©n hµng d÷ liÖu 

EMBL, ngµy 28 th¸ng 9 n¨m 2001). Chó ý måi ng−îc gièng 100 % víi gen m· ho¸ polymeraza cña 

virut øc chÕ sinh tr−ëng ë lóa sè hiÖu AF015682. C¶ hai måi ®Ó cã kh¶ n¨ng phï hîp víi nhiÒu tr×nh tù 

®· ®−îc ®¨ng ký vµ phï hîp nhÊt víi c¸c vector t¸ch dßng, gen trong b¶n quyÒn còng nh− víi gen m· 

ho¸ nopalin synthaza. 

B.3.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Kh«ng cã tr×nh tù nµo ®−îc khuÕch ®¹i tõ c©y trång vµ c¸c chÊt nÒn thùc phÈm chÕ biÕn tõ c©y trång 

kh«ng biÕn ®æi gen. KÕt qu¶ nµy tiÕn hµnh tr−íc nghiªn cøu céng t¸c gi÷a c¸c phßng thö nghiÖm [30]. 
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B.3.2.3   Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

Giíi h¹n ph¸t hiÖn tuyÖt ®èi kh«ng x¸c ®Þnh ®−îc, nh−ng ph−¬ng ph¸p nµy ®· cã thÓ ph¸t hiÖn 50 b¶n 

sao ADN cña GST 40-3-2. 

Trong nghiªn cøu céng t¸c, ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ ph¸t hiÖn ®−îc khi hµm l−îng GTS 40-3-2 (®Ëu 

t−¬ng Roundup Ready®) chiÕm  2 % trong b¸nh bÝch quy, s÷a bét dµnh cho trÎ em, s÷a chua ®Ëu t−¬ng 

víi ®é chÝnh x¸c tèi thiÓu lµ 96,4 % [29]. 

B.3.3   §iÒu chØnh  

Ch−a cã quy ®Þnh cô thÓ. 

B.3.4   Nguyªn t¾c 

§o¹n ADN cã kÝch th−íc 118 bp n»m trong tr×nh tù  kÕt thóc (terminator) cña NOS ®−îc khuÕch ®¹i 

b»ng PCR vµ ®−îc ph¸t hiÖn b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza. ViÖc nhËn d¹ng s¶n phÈm ph¶i ®−îc thÈm 

tra vÝ dô b»ng gi¶i tr×nh tù ADN. Tuy nhiªn ch−a cã quy tr×nh thÈm tra nµo ®−îc x¸c nhËn hiÖu lùc. 

B.3.5   Thuèc thö  

ChÊt l−îng cña c¸c thuèc thö xem trong TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

B.3.5.1   N−íc 

B.3.5.2   Dung dÞch ®Öm PCR, c(MgCl2) = 15 mmol/l, 10 x  

B.3.5.3   Dung dÞch dNTP, c(dNPT) = 4 mmol/l (cho mçi lo¹i) 

B.3.5.4   Oligonucleotit 

B.3.5.4.1   Måi xu«i 

NOS-terminator cña Agrobacterium tumefaciens, HA-nos118f: 5’-gCA TgA CgT TAT TTA TgA gATggg-3’. 

Måi ®−îc thiÕt kÕ ®Ó khuÕch ®¹i tr×nh tù cã sè hiÖu ®¨ng ký No. V00087. 

B.3.5.4.2   Måi ng−îc 

NOS-terminator cña Agrobacterium tumefaciens, HA-nos118r: 5’-gAC ACC gCg CgC AgT AAT TTA 

TCC-3’. 

Måi ®−îc thiÕt kÕ ®Ó khuÕch ®¹i tr×nh tù cã sè hiÖu ®¨ng ký No. V00087. 

B.3.5.5   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 IU/µl. 
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B.3.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

Theo quy ®Þnh trong B.1.6 

B.3.7   C¸ch tiÕn hµnh (ChuÈn bÞ PCR) 

B.3.7.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng B.8. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï hîp. 

Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng B.8 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng B.8 – Thµnh phÇn thuèc thö 

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

MÉu ADN  5 

N−íc  14,84 

§Öm PCR 10x (cã 15 mmol/l MgCl2)
a 1x 2,5 

dNTP, 16 mmol/l 0,64 mmol/l 1 

Måi HA-nos118f, 20 µmol/l 0,6 µmol/l 0,75 

Måi HA-nos118r, 20 µmol/l 0,6 µmol/l 0,75 

Taq ADN polymeraza, 5 IU/µl 0,8 IU 0,16 

a  NÕu dung dÞch ®Öm PCR kh«ng cã MgCl2, nång ®é vµ thÓ tÝch cÇn ®−îc ®iÒu chØnh cho phï hîp 

B.3.7.2   KiÓm chøng PCR 

KiÓm chøng d−¬ng tÝnh cã thÓ sö dông mÉu chuÈn GST 40-3-2 (chøa 0,1 % thµnh phÇn thùc vËt biÕn 

®æi gen) do ViÖn VËt liÖu vµ §o l−êng chuÈn [Institute for Reference Materials AND Measurements 

(IRMM)] Geel, BØ (IRMM-410) cung cÊp. 

C¸c kiÓm chøng thÝch hîp kh¸c nªn tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

B.3.7.3   Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng B.9 ®· ®−îc sö dông cho nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y PCR cña Perkin Elmer 2400/9600/9700 vµ AmpliTaq Gold® ADN polymeraza14). 

NÕu sö dông m¸y kh¸c th× cÇn ®iÒu chØnh thÝch hîp. Thêi gian cho ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban ®Çu phô 

                                                
14)   GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña 

Applied Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO 

kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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thuéc vµo polymeraza sö dông. NÕu dïng hot-start polymeraza, nhµ s¶n xuÊt khuyªn nªn gi÷ nguyªn 

ch−¬ng tr×nh trõ khi quy tr×nh cã quy ®Þnh kh¸c.  

B¶ng B.9 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban ®Çu 10 min/95 °C 

KhuÕch ®¹i 

 

 

25 s/95 oC 

30 s/62 oC 

45 s/72 oC 

Sè chu tr×nh 50 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 7 min/72 oC 

B.3.8   NhËn d¹ng  

Nªn kiÓm tra s¶n phÈm PCR ®−îc khuÕch ®¹i tõ mÉu ch−a biÕt b»ng c¸c ph−¬ng ph¸p, vÝ dô nh− enzym 

giíi h¹n, ®äc tr×nh tù ADN hoÆc lai ADN.  

B.3.9   §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Tr×nh tù ®Ých xem lµ ®· ®−îc ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng ®ång víi chiÒu dµi cña 

tr×nh tù ADN ®Ých, ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi s¶n phÈm PCR khuÕch ®¹i tõ mÉu chuÈn cã 

tr×nh tù ADN ®Ých ®· ®−îc chøng nhËn (vÝ dô IRMM-410 tõ  IRMM, Geel, BØ). 

VÒ nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR xem  B.3.8. 

S¶n phÈm PCR ®−îc nhËn d¹ng cã kÝch th−íc 118 bp chøng tá mÉu ADN cã chøa ADN tõ NOS-

terminator víi nång ®é n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn trong B.3.2.2. 

Chi tiÕt vÒ ®iÖn di, xem TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005), B.2. 

B.4   Ph−¬ng ph¸p sµng läc ®Ó ph¸t hiÖn ADN tõ thùc vËt biÕn ®æi gen (gen npf II)  

B.4.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy dïng ®Ó ph¸t hiÖn gen m· ho¸ cho neomycin phosphotransferaza (npt II). V× gen nµy 

®−îc sö dông ®Ó thiÕt kÕ c¸c vector chuyÓn gen cã kh¶ n¨ng tÝch hîp vµo c©y trång ®Ó t¹o c©y biÕn ®æi 

gen nªn gen cã thÓ ®−îc dïng ®Ó sµng läc c¸c thÓ sinh vËt biÕn ®æi gen.   

B.4.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc vµ tiªu chÝ thùc hiÖn 
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B.4.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi c¸c nghiªn cøu céng t¸c, ®−îc tæ chøc bëi nhãm nghiªn 

cøu thuéc ViÖn nghiªn cøu b¶o vÖ søc kháe ng−êi tiªu dïng vµ ViÖn Thó Y Liªn bang §øc víi ®Ò tµi 

“X©y dùng ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng thùc phÈm ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt di truyÒn”. Sè phßng thö 

nghiÖm tham gia vµ sè mÉu ®−îc chän theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). 

Ph−¬ng ph¸p CTAB ®−îc sö dông ®Ó t¸ch chiÕt ADN ®−îc ®−a ra trong A.3 cña TCVN 7606 : 2007 

(ISO 21571 : 2005) (nh−ng víi phÇn mÉu thö lµ 100 mg). 

D÷ liÖu tõ nghiªn cøu thùc nghiÖm ®−îc nªu trong B¶ng B.10. 

B¶ng B.10 - KÕt qu¶ nghiªn cøu céng t¸c 

MÉu Cµ chua Zeneca 

Måi APH2 ng¾n/APH2 ng−îc 

N¨m 1998 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 10 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 9 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 5 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 45 

Sè mÉu chøa gen neomycin phosphotransferaza cña cµ 

chua Zeneca 
22 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

B.4.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö 

B.4.2.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy ®¸p øng nh÷ng yªu cÇu nªu trong trong ®iÒu 7. 

Ph−¬ng ph¸p ®−îc thiÕt kÕ ®Ó khuÕch ®¹i tr×nh tù ®Ých cã sè hiÖu ®¨ng ký No.AF269238 trong 

GenBank®. 

Neomycin phosphotransferaza cã nguån gèc tõ E. coli  K12 vµ cã mÆt trong nhiÒu sinh vËt biÕn ®æi gen. 

Gen npt II cã nguån gèc tõ E. coli  K12 vµ cã mÆt trong nhiÒu sinh vËt biÕn ®æi gen. 
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KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ cã thÓ x¶y ra v× gen ®Ých cã trong E. coli K12. KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh kh«ng ®−îc 

coi lµ b»ng chøng x¸c ®Þnh sù cã mÆt cña s¶n phÈm cã nguån gèc thùc vËt biÕn ®æi gen 

B.4.2.2.2   Lý thuyÕt 

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo tõ c¸c thùc vËt 

kh«ng biÕn ®æi gen ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (NCBI BlastN®, EMBL database, 28  th¸ng 9 

n¨m 2001). ChØ thö c¸c måi transposon Tn5 vµ tr×nh tù ®−îc tæng hîp ®· c«ng bè b¶n quyÒn.  

B.4.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Kh«ng cã tr×nh tù nµo ®−îc khuÕch ®¹i khi sö dông ADN cña c©y trång hoÆc c¸c thùc phÈm cã nguån 

gèc tõ c©y trång kh«ng bÞ biÕn ®æi gen.  

B.4.2.3   Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

ViÖc ®¸nh gi¸ x¸c nhËn ®−îc ®· tiÕn hµnh víi nguyªn liÖu chøa 0 % vµ 100 % thµnh phÇn biÕn ®æi gen.  

B.4.3   §iÒu chØnh  

Ch−a cã quy ®Þnh cô thÓ. 

B.4.4   Nguyªn t¾c 

§o¹n ADN cã kÝch th−íc 215 bp trong gen neomycin phosphotransferaza ®−îc khuÕch ®¹i b»ng PCR 

vµ ®−îc ph¸t hiÖn b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza. §Ó nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR, cã thÓ ph¶i kiÓm tra 

b»ng enzym giíi h¹n.  

Neomycin phosphotransferaza gióp cho vi khuÈn kh¸ng l¹i kh¸ng sinh neomycin/kanamycin vµ gen ®· 

®−îc ®−a vµo chØ lµm gen chØ thÞ.  

B.4.5   Thuèc thö 

ChÊt l−îng cña thuèc thö, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

B.4.5.1   N−íc 

B.4.5.2   Dung dÞch ®Öm cho PCR, c(MgCI2) = 15 mmol/l, 10 x 

B.4.5.3   Dung dÞch dNTP, c(dNTP) = 2,5 mmol/I (cho mçi lo¹i) 

B.4.5.4   Oligonucleotit 

B.4.5.4.1   Måi xu«i 

APH2 short: 5'-CTC ACC TTg CTC CTg CCg AgA-3" 
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B.4.5.4.2   Måi ng−îc 

APH2 ng−îc: 5'-CgC CTT gAg CCT ggC gAA CAg -3' 

B.4.5.5   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 lU/µl 

B.4.5.6   Enzym giíi h¹n: Rsa I 

B.4.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

Theo quy ®Þnh trong B.1.6. 

B.4.7   C¸ch tiÕn hµnh (ChuÈn bÞ PCR) 

B.4.7.1    Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng B.11. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï 

hîp. Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng B.11 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng B.11 - Thµnh phÇn thuèc thö 

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

MÉu ADN  5 

N−íc  14,6 

§Öm PCR 10x (cã MgCI2 15 mmol/l) 1 x 2,5 

Dung dÞch dNTP, 10 mmol/l 0,2 mmol/l 0,5 

Måi APH2 short, 10 µmol/l 0,4 µmol/l 1 

Måi APH2 ng−îc, 10 µmol/l 0,4 µmol/l 1 

Taq ADN polymeraza, 5 lU/µl 2 IU 0,4 

B.4.7.2   KiÓm chøng PCR  

Kh«ng cã s½n mÉu chuÈn trªn thÞ tr−êng15).  

B.4.7.3   Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng B.12 ®· ®−îc sö dông ®Ó nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt GeneAmp® 2400 hoÆc GeneAmp® 9600 vµ AmpliTaq Gold® ADN 

                                                
15)  §Ó cã c¸c mÉu kiÓm chøng, liªn hÖ víi c¬ quan chuÈn Quèc gia. 
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polymeraza16). NÕu sö dông m¸y kh¸c th× cÇn ®iÒu chØnh thÝch hîp. Thêi gian ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban 

®Çu phô thuéc vµo polymeraza ®−îc sö dông. NÕu sö dông hot-start PCR, nhµ s¶n xuÊt khuyªn gi÷ 

nguyªn ch−¬ng tr×nh trõ khi thùc hiÖn víi quy tr×nh kh¸c. 

B¶ng B.12 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban ®Çu 10 min/95°C 

KhuÕch ®¹i 25 s/95 oC 

30 s/60 oC 

45 s/72 oC 

Sè chu tr×nh 35 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 7 min/72 oC 

B.4.8   NhËn d¹ng  

Nªn thÈm tra s¶n phÈm PCR cã nguån gèc tõ mÉu ADN ch−a biÕt b»ng, vÝ dô, enzym giíi h¹n, ®äc 

tr×nh tù ADN hoÆc lai ADN. S¶n phÈm PCR khi c¾t b»ng Rsa sÏ t¹o ra hai ®o¹n gen (cã kÝch th−íc   122 

bp vµ 93 bp t−¬ng øng) [24]. 

B.4.9   §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶  

Tr×nh tù ®Ých coi lµ ®· ®−îc ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc s¶n phÈm PCR t−¬ng øng víi kÝch th−íc cña tr×nh 

tù ®Ých nh− dù tÝnh, ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi s¶n phÈm PCR khuÕch ®¹i tõ mÉu chuÈn 

thÝch hîp (vÝ dô plasmit cã chøa tr×nh tù ®Ých cã b¸n s½n trªn thÞ tr−êng).  

VÒ nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR, xem B.4.8. 

S¶n phÈm PCR ®−îc nhËn d¹ng cã kÝch th−íc 215 bp chøng tá mÉu ADN cã chøa ADN gen npt II víi 

nång ®é n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn trong B.4.2.2. 

Chi tiÕt vÒ ®iÖn di, xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

B.5   Ph−¬ng ph¸p sµng läc ®Ó ph¸t hiÖn ADN cã nguån gèc tõ cµ chua biÕn ®æi gen 

(Zeneca® F282) 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®−îc m« t¶ chi tiÕt trong A.3. 

 

                                                
16)  GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña Applied 

Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên 

®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 



TCVN 7605 : 2007 

 54 

Phô lôc C 

(Tham kh¶o) 

Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh cÊu tróc ®Æc thï 

 

 

C.1   Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh cÊu tróc ®Æc thï ®Ó ph¸t hiÖn c¸c tr×nh tù ADN bÞ biÕn ®æi tõ 

GTS 40-3-2 biÕn ®æi gen (§Ëu t−¬ng Roundup Ready®) 

C.1.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy dïng ®Ó ph¸t hiÖn ®Ëu t−¬ng GTS 40-3-2 (Roundup Ready®17) biÕn ®æi gen kh¸ng 

glyphosat  cã trong c¸c nguyªn liÖu th« hoÆc ®· qua chÕ biÕn [8], [11] b»ng c¸ch khuÕch ®¹i tr×nh tù cã 

mét b¶n sao, kÝch th−íc 172 bp ®Æc tr−ng cho vïng nèi gi÷a promoter 35S-CaMV vµ tr×nh tù tÝn hiÖu lôc 

l¹p dÉn protein n»m tr−íc tr×nh tù  gen EPSPS cña Agrobacterium.  

C¸ch cÊu tróc gen nh− vËy ®· ®−îc sö dông trong nhiÒu sinh vËt biÕn ®æi gen kh¸c.  

Kh«ng thÓ sö dông ph−¬ng ph¸p nµy ®Ó ph©n biÖt gi÷a GTS 40 3-2 vµ c¸c c©y trång kh¸c ®−îc t¹o ra 

tõ viÖc lai GTS 40 3-2 vµ c¸c c©y ®Ëu t−¬ng kh¸c, trõ khi ph©n tÝch ®−îc thùc hiÖn trªn mét h¹t hoÆc 

c©y cã chøa/hoÆc kh«ng chøa c¸c tr×nh tù gen cã nguån gèc tõ dßng kh¸c vµ cã thÓ ®−îc kiÓm tra l¹i.  

C.1.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc vµ tiªu chÝ thùc hiÖn 

C. 1.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi c¸c nghiªn cøu céng t¸c [8] ®−îc tæ chøc bëi nhãm nghiªn 

cøu thuéc ViÖn nghiªn cøu b¶o vÖ søc kháe ng−êi tiªu dïng vµ ViÖn Thó Y Liªn bang §øc víi ®Ò tµi 

“X©y dùng ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng thùc phÈm ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt di truyÒn” theo §iÒu 35 cña 

luËt  thùc phÈm cña Liªn bang §øc. Ph−¬ng ph¸p CTAB ®−îc sö dông ®Ó t¸ch chiÕt ADN ®−îc ®−a ra 

trong TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005), A.3 (nh−ng phÇn mÉu thö lµ 100 mg). 

D÷ liÖu tõ nghiªn cøu céng t¸c ®−îc nªu trong B¶ng C.1. 

                                                
17 Roundup Ready lµ tªn th−¬ng m¹i cña Monsanto. Th«ng tin nµy ®−a ra ®Ó thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên 

®Þnh ph¶i sö dông chóng. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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B¶ng C.1 - KÕt qu¶ cña nghiªn cøu céng t¸c 

N¨m 1998 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 25 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 24 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 5 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 105 

Sè mÉu chøa GTS 40-3-2 56 

Sè mÉu chøa ®Ëu t−¬ng kh«ng biÕn ®æi gen 49 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

C.1.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö   

C.1.2.2.1    Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy ®¸p øng nh÷ng yªu cÇu nªu trong ®iÒu 7. 

Ph−¬ng ph¸p ®−îc m« t¶ trong [8]. Th«ng tin vÒ viÖc thiÕt kÕ gen ®Ó ®−a vµo hÖ gen ®Ëu t−¬ng ®· ®−îc 

nªu trong [31]. 

C.1.2.2.2   Lý thuyÕt 

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo cña ®Ëu t−¬ng 

vµ c©y trång kh¸c kh«ng biÕn ®æi gen ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (GenBank database; 

BlastN 2.2.1, 1 th¸ng 7 n¨m 2001). Ngoµi ra, cÆp måi ®−îc thiÕt kÕ ®Ó khuÕch ®¹i tr×nh tù ®Æc hiÖu 

cho vïng nèi nh©n t¹o, tr×nh tù nµy kh«ng cã trong tù nhiªn. 

C.1.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Kh«ng cã s¶n phÈm PCR nµo ®−îc khuÕch ®¹i khi sö dông ADN tõ ®Ëu t−¬ng, khoai t©y, cµ chua, ng« 

vµ cñ c¶i ®−êng kh«ng bÞ biÕn ®æi gen hoÆc tõ ng« dßng (Event) 176 (Bt 176), Bt 11, T 25, MON 810 bÞ 

biÕn ®æi gen.  

C.1.2.3   Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

Dùa vµo gi¶ ®Þnh r»ng chØ cã mét b¶n sao cña tr×nh tù gen ®−îc thiÕt kÕ trong hÖ gen ®¬n béi (AGBIOS 

database: http://www.aqbios.com/) vµ kÝch th−íc hÖ gen ®¬n béi cña ®Ëu t−¬ng lµ 1,13 x 109 bp (xem [5]), 

th× LOD tuyÖt ®èi lµ 50 ng ADN ®Ëu t−¬ng trong ®ã cã 0,1 % khèi l−îng lµ sinh vËt biÕn ®æi gen trong 

h¹t nghiÒn, t−¬ng ®−¬ng víi 40 b¶n sao cña hÖ gen ®¬n béi [32]. 
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LOD t−¬ng ®èi ®· ®−îc x¸c ®Þnh lµ tèt h¬n hoÆc t−¬ng ®−¬ng víi nång ®é ®Ëu t−¬ng 0,1 % trong bét 

®Ëu t−¬ng (mÉu chuÈn IRMM-410R ®· ®−îc c«ng nhËn, do IRMM, Geel, BØ cung cÊp) [9]. B»ng c¸ch 

nµy, bét ®Ëu t−¬ng chøa 0,45 % GTS 40-3-2 còng ®· ®−îc ph¸t hiÖn sau khi lµm b¸nh [33]. 

C.1.3   §iÒu chØnh  

Ch−a cã quy ®Þnh cô thÓ. 

C.1.4   Nguyªn t¾c 

§Ëu t−¬ng GTS 40-3-2 kh¸ng glyphosat lµ do cã chøa tr×nh tù gen ®−îc thiÕt kÕ m· ho¸ cho 

enolpyruvylshikimi-3-phosphat synthaza (EPSPS) cã nguån gèc tõ Agrobacterium chñng CP4 ®−îc nèi 

víi tr×nh tù cña peptit chuyÓn ho¸ diÖp lôc (CTP) cã nguån gèc tõ Petunia hybrida (tr×nh tù tÝn hiÖu cho 

phÐp protein ®i qua mµng, CTP ®Ó chuyÓn EPSPS ®i vµo lôc l¹p). Glyphosat øc chÕ  EPSPS ë thùc 

vËt. §o¹n ADN cã kÝch th−íc 172 bp nèi gi÷a promoter 35S-CaMV vµ CTP ®−îc khuÕch ®¹i b»ng PCR 

vµ ®−îc nhËn d¹ng trªn gel agaroza. §Ó x¸c ®Þnh chÝnh x¸c s¶n phÈm PCR cã thÓ dïng mÉu dß lai. 

C.1.5   Thuèc thö 

Thuèc thö ®−îc chØ dÉn trong TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006).  

C.1.5.1   N−íc 

C.1.5.2   Dung dÞch ®Öm PCR (kh«ng chøa MgCI2), 10 x 

C.1.5.3   Dung dÞch MgCI2, c(MgCI2) = 25 mmol/l 

C.1.5.4   Dung dÞch dNTP, c(dNTP) = 2,5 mmol/l (cho mçi lo¹i) 

C. 1.5.5   Oligonucleotit 

C.1.5.5.1   Måi xu«i 

35s-f2: 5'- TgA TgT gAT ATC TCC ACT gAC g -3'. 

Sè hiÖu ®¨ng ký No.(GenBank®): V00141, J02048. 

C.1.5.5.2   Måi ng−îc 

petu-r1: 5'- TgT ATC CCT TgA gCC ATg TTg T -3'. 

Sè hiÖu ®¨ng ký No.(GenBank®): M21084, J03227. 

C.1.5.6   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 lU/µl. 

C.1.5.7   MÉu dß lai 

H-35s-ar1: 5'- ggg TCT TgC gAA ggA TAg Tg-3'. 
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C.1.5.8   Dung dÞch lai s¬ bé, bao gåm dung dÞch ®Öm SSC 5x, 0,1 % N-lauroylsarcosin (nång ®é 

khèi), 0,02 % SDS (nång ®é khèi), 1 % chÊt h·m [8]. 

C. 1.5.9   Dung dÞch lai, bao gåm 10 pmol mÉu dß ADN trong 2,5 ml dung dÞch lai s¬ bé (C.1.5.8). Lai ë 

nhiÖt ®é 50 oC. Ngoµi ra, c¸c th«ng tin vÒ ®iÒu kiÖn lai ®· ®−îc ®−a ra trong [12]. 

C.1.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

C.1.6.1   M¸y chu tr×nh nhiÖt  

C.1.6.2   Bé ®iÖn di, cã nguån cung cÊp. 

C.1.6.3   ThiÕt bÞ lai 

C.1.7   C¸ch tiÕn hµnh 

C.1.7.1   ChuÈn bÞ PCR 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng C.2. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï 

hîp. Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng C.2 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng C.2 - Thµnh phÇn thuèc thö 

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µi) 

MÉu ADN 10 ng tíi 50 ng 1 

N−íc  15,9 

§Öm PCR 10x (kh«ng chøa MgCI2) 1 x 2,5 

Dung dÞch MgCI2, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1,5 

Dung dÞch dNTP, 10 mmol/l 0,8 mmol/l 2 

Måi 35s-f 2,5 µmol/l 0,2 µmol/l 1 

Måi petu-r1, 5 µmol/l 0,2 µmol/l 1 

Taq ADN polymeraza, 5 lU/µl 0,5 IU 0,1 

a   NÕu trong dung dÞch ®Öm PCR ®· chøa MgCI2 th× nång ®é cuèi cïng cña MgCI2 trong hçn hîp ph¶n 

øng lµ 1,5 mmol/l. 

C.1.7.2   KiÓm chøng PCR  

KiÓm chøng d−¬ng tÝnh sö dông mÉu chuÈn GTS 40-3-2 ®· ®−îc chøng nhËn (chøa 0,1 % thµnh phÇn 

thùc vËt biÕn ®æi gen), do ViÖn VËt liÖu vµ §o l−êng chuÈn (IRMM), Geel, BØ (IRMM-410) cung cÊp. 

Mét sè ®èi chøng thÝch hîp kh¸c nªn tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 
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C.1.7.3   Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng C.3 ®· ®−îc sö dông ®Ó nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt GeneAmp® 2400 hoÆc GeneAmp® 9600 vµ AmpliTaq Gold® ADN 

polymeraza18). NÕu sö dông m¸y kh¸c th× cÇn ®iÒu chØnh ch−¬ng  tr×nh. Thêi gian ho¹t ho¸, biÕn tÝnh 

ban ®Çu phô thuéc vµo polymeraza ®−îc sö dông.  

B¶ng C.3 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ho¹t ho¸ vµ biÕn tÝnh ban ®Çu 10 min ë 95 oC 

30 s/95 oC 

30 s/60 oC 

KhuÕch ®¹i 

25 s/72 oC 

Sè chu tr×nh 35 ®Õn 40 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 3 min/72 oC 

C.1.8   NhËn d¹ng 

Møc ®é ®Æc hiÖu cña s¶n phÈm PCR ®−îc x¸c ®Þnh dùa vµo lai Southern, sö dông mÉu dß 

oligonucleotit H35s-ar1 (C.1.5.7 to C.1.5.9) ®−îc ®¸nh dÊu huúnh quang. C¸c mÉu kh«ng bÞ biÕn ®æi 

gen nªn sö dông lµm ®èi chøng ©m trong thö nghiÖm lai [8]. 

C.1.9   §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Tr×nh tù ®Ých coi nh− ®· ®−îc ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng ®−¬ng víi kÝch th−íc 

cña tr×nh tù ®Ých theo lý thuyÕt. KÝch th−íc nµy ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi s¶n phÈm PCR 

®−îc khuÕch ®¹i tõ mÉu chuÈn ®· ®−îc chøng nhËn GTS 40-3-2 (vÝ dô IRMM-410 tõ IRMM, Geel, BØ). 

VÒ nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR, xem C.1.8. 

S¶n phÈm PCR lµ ®o¹n gen cã kÝch th−íc 172 bp chøng tá mÉu ADN cã chøa ADN cã nguån gèc tõ  

GTS 40-3-2 víi nång ®é n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu nªu trong  C.1.2.2. Chi tiÕt vÒ ®iÖn di, 

xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

C.2  Ph−¬ng ph¸p cÊu tróc ®Æc thï ®Ó ph¸t hiÖn tr×nh tù ADN biÕn ®æi tõ cµ chua biÕn ®æi gen  

(Zeneca®F282) 

 

 

                                                
18) GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c m¸y PCR thÝch hîp cã s½n trªn thÞ  ®−îc cung cÊp bëi Applied 

Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. C¸c th«ng tin nµy ®−îc giíi thiÖu ®Ó tiÖn sö dông Tiªu chuÈn Quèc tÕ nµy chø 

ISO kh«ng b¾t buéc. C¸c m¸y kh¸c cã thÓ ®−îc sö dông nÕu chóng cã thÓ cho ra kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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C.2.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Ó ph¸t hiÖn cµ chua biÕn ®æi gen lµm chËm qu¸ tr×nh chÝn cña qu¶ (Zeneca) trong 

c¸c nguyªn liÖu th« b»ng c¸ch khuÕch ®¹i PCR ®o¹n ADN nèi gi÷a ®o¹n cã b¶n sao ®¬n cã nguån gèc 

tõ NOS-terminator cña Agrobacterium tumefaciens vµ gen polygalacturonaza (PG) tõ Lycopersicon 

esculentum Mill, hai ®o¹n ADN nµy ®−îc nèi víi nhau b»ng c¸ch t¸i tæ hîp trong èng nghiÖm. 

Trong t−¬ng lai, ph−¬ng ph¸p cÊu tróc ®Æc thï nµy cã thÓ ®−îc sö dông trong c¸c sinh vËt biÕn ®æi gen kh¸c.  

Kh«ng sö dông ph−¬ng ph¸p nµy ®Ó ph©n biÖt cµ chua Zeneca 282F vµ c¸c gièng cµ chua kh¸c cã 

nguån gèc tõ qu¸ tr×nh lai cµ chua Zeneca 282F víi cµ chua kh¸c mµ chØ sö dông ®Ó nhËn d¹ng h¹t 

hoÆc c©y ®¬n ®−îc t¹o ra b»ng c¸ch kh¸c cã hoÆc kh«ng cã tr×nh tù ®Ých. 

C.2.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi c¸c nghiªn cøu céng t¸c [15] ®−îc tæ chøc bëi nhãm nghiªn 

cøu thuéc ViÖn nghiªn cøu b¶o vÖ søc kháe ng−êi tiªu dïng vµ ViÖn Thó Y Liªn bang §øc víi ®Ò tµi 

“X©y dùng ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng thùc phÈm ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt di truyÒn”. Sè phßng thö 

nghiÖm tham gia còng nh− sè mÉu ®−îc thùc hiÖn theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Ph−¬ng ph¸p 

CTAB ®−îc sö dông ®Ó t¸ch chiÕt ADN ®−îc ®−a ra trong A.3 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005), 

(nh−ng phÇn mÉu thö lµ 100 mg). 

D÷ liÖu tõ nghiªn cøu céng t¸c ®−îc nªu trong B¶ng C.4. 

B¶ng C.4 - KÕt qu¶ nghiªn cøu vµ céng t¸c 

N¨m 1999 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 18 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 18 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 5 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 90 

Sè mÉu cµ chua biÕn ®æi gen (Zeneca 282F) 43 

Sè mÉu cµ chua kh«ng biÕn ®æi gen (Zeneca 282C) 47 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

C.2.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö 

C.2.2.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy ®¸p øng nh÷ng yªu cÇu nªu trong ®iÒu 7. 

Ph−¬ng ph¸p ®−îc m« t¶ trong [15] vµ [16]. Th«ng tin vÒ thiÕt kÕ gen ®Ó ®−a vµo hÖ gen cña cµ chua 

®−îc nªu trong [18]. 
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C.2.2.2.2   Lý thuyÕt 

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo cña cµ chua, 

hoÆc c¸c c©y trång kh¸c kh«ng biÕn ®æi gen ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (GenBank® database; 

BlastN® 2.2.1, 1 th¸ng 7 n¨m 2001). H¬n n÷a, bé måi ®−îc thiÕt kÕ chØ ®Ó khuÕch ®¹i ®Æc hiÖu tr×nh tù nèi 

nh©n t¹o chø kh«ng cã trong tù nhiªn.  

C.2.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Kh«ng cã s¶n phÈm PCR nµo ®−îc khuÕch ®¹i khi sö dông ADN tõ cµ chua cã c¸c tÝnh tr¹ng t−¬ng tù 

nh− Long-Life-tomatoes cña SelfestaFI, SeduroFl, Lioba F1 and Harzglut F1 (h¹t ®−îc t¹o bëi 

Quedlinburg, §øc) [15]. 

C.2.2.3   Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

Dùa vµo gi¶ ®Þnh r»ng chØ cã mét b¶n sao cña tr×nh tù gen ®−îc thiÕt kÕ trong hÖ gen ®¬n béi (AGBIOS 

database: http://www.aqbios.com/) vµ kÝch th−íc hÖ gen ®¬n béi cña cµ chua lµ 1,0 x 109 bp (xem [5], 

th× LOD tuyÖt ®èi lµ 10 ng ADN cµ chua trong ®ã 100 % lµ sinh vËt biÕn ®æi gen t−¬ng ®−¬ng víi 10 b¶n 

sao cña hÖ gen ®¬n béi [19]. 

C.2.3   §iÒu chØnh  

§Ó nhËn d¹ng sù biÕn ®æi gen trong bét cµ chua, nªn t¸ch chiÕt axit nucleic víi l−îng nhiÒu h¬n 5 lÇn 

theo quy ®Þnh trong TCVN 7606:2007 (ISO 21571:2005). Sau khi ®· trén lÉn c¸c axit nucleic ®· ®−îc 

t¸ch chiÕt, b−íc tinh s¹ch b»ng bé thö QIAquick PCR Purification19) ®Ó cã ®−îc l−îng ADN ®ñ vµ thÝch 

hîp cho PCR.  

C.2.4   Nguyªn t¾c 

TÝnh tr¹ng cña cµ chua biÕn ®æi gen (Lycopersicon esculentum Mill.) ®−îc t¹o ra tõ Zeneca lµm chËm qu¸ 

tr×nh chÝn cña qu¶. TÝnh tr¹ng nµy cã ®−îc lµ do kh¶ n¨ng øc chÕ sù t¹o thµnh polygalacturonaza (PG). 

Sù biÕn ®æi gen trong hÖ gen cña cµ chua t¹o ra b»ng c¸ch ®−a ®o¹n gen polygalacturonaza (PG) 

kh«ng hoµn thiÖn d−íi d¹ng cADN (cDNA) vµo trong hÖ gen cµ chua. Sù cã mÆt cña gen nµy lµm gi¶m 

m¹nh sù t¹o thµnh enzym PG. Enzym nµy chÞu tr¸ch nhiÖm lµm mÒm cµ chua [17]. 

Ph−¬ng ph¸p nµy khuÕch ®¹i ®o¹n tr×nh tù kÝch th−íc 350 bp nh©n t¹o, nèi gi÷a ®o¹n cADN (cDNA) cña 

gen PG vµ ®o¹n NOS-terminator bªn c¹nh. Tr×nh tù nµy chØ cã mÆt trong cµ chua biÕn ®æi gen. §Ó x¸c ®Þnh 

chÝnh x¸c s¶n phÈm PCR, ph−¬ng ph¸p lai ®Æc hiÖu b»ng mÉu dß lai nh− ®· m« t¶ cã thÓ ®−îc sö dông.  

                                                
19)   QIAquick PCR Purification Kit lµ tªn th−¬ng m¹i cña s¶n phÈm cña h·ng QIAGEN, Hilden, §øc. Th«ng tin nµy ®−a ra ®Ó tiÖn cho 

ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông chóng. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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C.2.5   Thuèc thö 

ChÊt l−îng c¸c thuèc thö, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

C.2.5.1    N−íc 

C.2.5.2   Dung dÞch ®Öm PCR (kh«ng chøa MgCI2), 10 x 

C.2.5.3   Dung dÞch MgCI2, c(MgCI2) = 25 mmol/l 

C.2.5.4   Dung dÞch dNTP, c(dNTP) = 2,5 mmol/l (cho mçi lo¹i) 

C.2.5.5   Oligonucleotit 

C.2.5.5.1   Måi xu«i 

PG34L: 5'- ggA TCC TTA gAA gCA TCT AgT-3'. 

Sè hiÖu ®¨ng ký X04583. 

C.2.5.5.2   Måi ng−îc 

t-NOS: 5'- CAT CgC AAg ACC ggC AAC Ag-3’ 

Sè hiÖu ®¨ng ký NC002147. 

C.2.5.6   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 IU/µl. 

C.2.5.7   MÉu dß lai Tomate-2 

ADN mÉu dß lai ®· ®−îc ®¸nh dÊu b»ng digoxygenin (Dig) (Tomate-2) cã tr×nh tù sau: 

5'-Dig-CCT CTA gAg Tcg ACC TgC Agg TCg-3'. 

C.2.5.8   Dung dÞch lai s¬ bé, bao gåm dung dÞch ®Öm SSC 5x, 0,1 % W-lauroyl-sarcosin (theo nång 

®é khèi), 0,02 % SDS (theo nång ®é khèi) vµ 1 % chÊt h·m [15]. 

C.2.5.9    Dung dÞch lai, bao gåm 10 pmol mÉu dß lai trong 2,5 ml dung dÞch lai s¬ bé (C.2.5.8). 

NhiÖt ®é lai 60 oC. Ngoµi ra, c¸c th«ng tin cho ®iÒu kiÖn lai ®· ®−îc ®−a ra trong [12]. 

C.2.5.10   Enzym giíi h¹n: Eae I hoÆc Mwo I. 

C.2.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

Theo quy ®Þnh trong C.1.6. 
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C.2.7   C¸ch tiÕn hµnh 

C.2.7.1   ChuÈn bÞ PCR 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng C.5. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï 

hîp. Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng C.5 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng C.5 - Thµnh phÇn thuèc thö 

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

MÉu ADN 10 ng tíi 50 ng 0,5 

N−íc  17,3 

10 x §Öm PCR (kh«ng chøa MgCI2) 1 x 2,5 

Dung dÞch MgCI2 
a, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1.5 

Dung dÞch dNTP, 10 mmol/l eac 0,4 mmol/l 1,0 

Måi PG34L, 10 µmol/l 0,4 µmol/l 1,0 

Måi t-NOS, 10 µmol/l 0,4 µmol/l 1,0 

Taq ADN polymeraza, 5 lU/µl 1 IU 0,2 

a    NÕu trong dung dÞch ®Öm PCR ®· chøa MgCI2 th× nång ®é cuèi cïng cña MgCI2 trong hçn hîp ph¶n 
øng lµ 1,5 mmol/l. 

C.2.7.2   ChuÈn bÞ PCR  

Trªn thÞ tr−êng kh«ng cã s½n mÉu chuÈn ®Ó sö dông lµm ®èi chøng d−¬ng20).  

Mét sè ®èi chøng kh¸c nªn tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007  (ISO 24276 : 2006). 

C.2.7.3   Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é   

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng C.6 ®· ®−îc sö dông ®Ó nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt (PCR) GeneAmp® 2400 hoÆc GeneAmp® 9600 vµ AmpliTaq Gold® 

ADN polymeraza21). NÕu sö dông m¸y kh¸c th× cÇn ®iÒu chØnh ch−¬ng  tr×nh. Thêi gian ho¹t ho¸, biÕn 

tÝnh ban ®Çu phô thuéc vµo polymeraza ®−îc sö dông.  

                                                
20)   §Ó cã c¸c mÉu chuÈn thÝch hîp ®Ó lµm ®èi chøng, liªn hÖ víi C¬ quan chuÈn Quèc gia. 
21)   GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña 

Applied Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO 

kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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B¶ng C.6 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban ®Çu 10 min/95 oC 

KhuÕch ®¹i 30  s/94 oC 

60 s/60 oC 

Sè chu tr×nh 35 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 6 min/72 oC 

C.2.8   NhËn d¹ng 

TÝnh ®Æc hiÖu cña s¶n phÈm PCR ®−îc khuÕch ®¹i cã thÓ ®−îc kiÓm tra b»ng lai Southern, sö dông 

mÉu dß lai oligonucleotit Tomate-2 cã ®¸nh dÊu digoxygenin (tõ C.2.5.7 ®Õn C.2.5.9). MÉu kh«ng bÞ 

biÕn ®æi gen ®−îc sö dông lµm ®èi chøng ©m cho thö nghiÖm lai nµy [15]. 

§Ó x¸c ®Þnh s¶n phÈm PCR ®−îc khuÕch ®¹i cã thÓ sö dông c¸c enzym giíi h¹n Eae I hoÆc Mwo I. Khi 

bÞ c¾t bëi Eae I, s¶n phÈm PCR sÏ t¹o ra 2 ®o¹n t−¬ng øng cã kÝch th−íc 126 bp vµ 224 bp. Khi bÞ c¾t 

bëi Mwo I, s¶n phÈm PCR sÏ t¹o ra 3 ®o¹n cã kÝch th−íc t−¬ng øng lµ 8 bp, 164 bp vµ 178 bp. 

C.2.9   §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Tr×nh tù ®Ých coi nh− ®· ®−îc ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng ®−¬ng víi kÝch th−íc 

cña tr×nh tù ®Ých theo lý thuyÕt. KÝch th−íc nµy ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi s¶n phÈm PCR 

®−îc khuÕch ®¹i tõ mÉu chuÈn thÝch hîp.  

VÒ nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR, xem C.2.8. 

S¶n phÈm PCR lµ ®o¹n gen cã kÝch th−íc 350 bp chøng tá mÉu ADN cã chøa ADN cã nguån gèc tõ cµ 

chua Zeneca bÞ biÕn ®æi gen víi nång ®é n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu nªu trong  C.2.2.2. Chi 

tiÕt vÒ ®iÖn di, xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

C.3   Ph−¬ng ph¸p cÊu tróc ®Æc thï ®Ó ph¸t hiÖn tr×nh tù ADN biÕn ®æi tõ ng« Bt 11 biÕn ®æi gen   

C.3.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy dïng ®Ó ph¸t hiÖn ng« Bt 11 biÕn ®æi gen t¹o ra ®éc ®èi cña Bacillus thuringiensis 

(Syngenta, tr−íc kia lµ Novartis) trong nguyªn liÖu th« b»ng c¸ch khuÕch ®¹i vïng nèi cña tr×nh tù b¶n 

sao ®¬n cã nguån gèc tõ 1S-lntron 2 adh (IVS2) cña ng« vµ gen pat cña Streptomyces viridochromogenes. 

Trong t−¬ng lai, ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ ®−îc sö dông trong nhiÒu sinh vËt biÕn ®æi gen kh¸c.  
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Kh«ng thÓ sö dông ph−¬ng ph¸p nµy ®Ó ph©n biÖt gi÷a ng« Bt 11 vµ c¸c c©y trång kh¸c ®−îc t¹o ra tõ 

viÖc lai ng« Bt 11 vµ c¸c c©y ng« kh¸c, trõ khi trong h¹t hoÆc c©y ®¬n ®−îc t¹o ra b»ng c¸ch kh¸c cã 

thÓ kiÓm so¸t ®−îc cã chøa/hoÆc kh«ng chøa c¸c tr×nh tù gen ®ã.  

C.3.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc vµ tiªu chÝ thùc hiÖn 

C.3.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi c¸c nghiªn cøu céng t¸c [20] ®−îc tæ chøc bëi nhãm nghiªn 

cøu thuéc ViÖn nghiªn cøu b¶o vÖ søc kháe ng−êi tiªu dïng vµ ViÖn Thó Y Liªn bang §øc víi ®Ò tµi 

“X©y dùng ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng thùc phÈm ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt di truyÒn”. Sè phßng thö 

nghiÖm tham gia còng nh− sè mÉu ®−îc thùc hiÖn theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Mét nöa sè phßng 

thö nghiÖm tham gia sö dông CTAB ®Ó t¸ch ADN theo A.3 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005), 

cßn mét nöa sè phßng cßn l¹i sö dông Wizard® ADN-Clean-Up-System22). 

D÷ liÖu tõ nghiªn cøu céng t¸c ®−îc nªu trong B¶ng C.7. 

B¶ng C.7 – KÕt qu¶ nghiªn cøu vµ céng t¸c 

N¨m 2000 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 18 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 16 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 6 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 96 

Sè mÉu cã chøa ng« dßng (Event) 176 32 

Sè mÉu chøa ng« Bt 11 32 

Sè mÉu cã chøa ng« kh«ng biÕn gen  32 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 3 (5 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 3 (10%) 

Ngoµi ra, 14 phßng thö nghiÖm ®· nhËn c¸c mÉu ADN t¸ch chiÕt tõ ng« biÕn ®åi gen dßng Bt 11 víi 

nång ®é ADN lµ 0,05 ng, 0,5 ng, 5 ng vµ 50 ng. KÕt qu¶ trong B¶ng C.8 [20]. 

                                                
22)   Wizard® ADN-Clean-Up-System lµ bé Kit thÝch hîp, cã s½n trªn thÞ tr−êng. Th«ng tin nµy ®−îc ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho 

ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông chóng. Cã thÓ sö dông s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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B¶ng C.8 – KÕt qu¶ tõ nghiªn cøu vµ céng t¸c 

KÕt qu¶ 
L−îng ADN 

ChÝnh x¸c Lçi 
Chó thÝch 

50 ng 14 —  

5 ng 14 —  

1 ¢m tÝnh gi¶ 0,5 ng 12 

1 Kh«ng râ rµng 

5 ¢m tÝnh gi¶ 0,05 ng 7 

2 Kh«ng râ rµng 

C.3.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö 

C.3.2.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy ®¸p øng nh÷ng yªu cÇu nªu trong ®iÒu  7. 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc m« t¶ trong [20]. 

Th«ng tin vÒ viÖc cÊu tróc ADN ®Ó ®−a vµo hÖ gen ng« ®−îc nªu trong [34]. ADN ®· ®−îc thiÕt kÕ cã 

trong EMBL/GenBank® sè hiÖu ®¨ng ký No. AR110602 (®· ®−îc cÊp b»ng s¸ng chÕ). §o¹n ADN nµy 

chøa tÊt c¶ c¸c phÇn tö theo thø tù ®· ®−îc b¸o c¸o ®èi víi chñng Bt 11.  

C.3.2.2.2   Lý thuyÕt 

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo cña ng« vµ 

c¸c c©y trång kh¸c kh«ng biÕn ®æi gen ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (GenBank® database; 

BlastN® 2.2.1, 1 th¸ng 7 n¨m 2001). H¬n n÷a, bé måi ®−îc thiÕt kÕ chØ ®Ó khuÕch ®¹i ®Æc hiÖu tr×nh tù 

nèi nh©n t¹o chø kh«ng cã trong tù nhiªn. 

C.3.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Kh«ng cã ®o¹n ADN nµo ®−îc khuÕch ®¹i khi sö dông ADN tõ ng« kh«ng biÕn ®æi gen hoÆc GTS 40-3-2 

biÕn ®æi gen (®Ëu t−¬ng Roundup Ready®) hoÆc c¸c ng« dßng (Event) 176 (Bt 176), T25 vµ MON 810. 

Sè l−îng c¸c tr×nh tù ®Ých lµ 1. 

C.3.2.3   Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

Dùa vµo gi¶ ®Þnh r»ng chØ cã mét b¶n sao cña tr×nh tù gen ®−îc thiÕt kÕ trong hÖ gen (AGBIOS 

database: http://www.aqbios.com/) vµ kÝch th−íc hÖ gen ®¬n béi cña ng« lµ 2,65 x 109 bp (xem [5], th× 

LOD tuyÖt ®èi lµ 50 ng ADN ng« cã chøa 0,1 % sinh vËt biÕn ®æi gen trong h¹t nghiÒn th× t−¬ng ®−¬ng 



TCVN 7605 : 2007 

 66 

víi 20 b¶n sao cña hÖ gen [34]. LOD t−¬ng ®èi ®−îc tÝnh khi sinh vËt biÕn ®æi gen cã nång ®é cao h¬n 

hoÆc t−¬ng ®−¬ng 0,1 % trong bét ng« nghiÒn [34]. 

C.3.3   §iÒu chØnh  

Ch−a cã quy ®Þnh cô thÓ. 

C.3.4   Nguyªn t¾c 

Gen Bt cã nguån gèc tõ vi khuÈn ®Êt Bacillus thuringiensis. Protein m· ho¸ tõ gen nµy ®−îc t¹o ra tõ 

m« thùc vËt vµ cã kh¶ n¨ng b¶o vÖ chèng l¹i Êu trïng ®ôc th©n ng« ë Ch©u ¢u. Protein Bt trë thµnh 

d¹ng ho¹t ®éng trong ruét c«n trïng t¹o thµnh lç trªn mµng tÕ bµo vµ lµm mÊt c©n b»ng thÈm thÊu dÉn 

®Õn ly gi¶i tÕ bµo.   

Gen pat cã nguån gèc tõ vi khuÈn ®Êt Streptomyces viridochromogenes m· ho¸ cho enzym 

phosphinothricin-A/-acetyltransferaza gióp cho c©y trång kh¸ng l¹i thuèc diÖt cá amoni glufosinat. 

Amoni glufosinat lµm mÊt qu¸ tr×nh tæng hîp glutamin ë thùc vËt. §o¹n ADN cã kÝch th−íc 189 bp lµ 

vïng liªn kÕt gi÷a intron IVS2 gen adh vµ gen pat ®−îc khuÕch ®¹i b»ng PCR vµ ®−îc ph¸t hiÖn b»ng 

®iÖn di trªn gel agaroza. §Ó x¸c ®Þnh chÝnh x¸c s¶n phÈm PCR, ph−¬ng ph¸p lai b»ng mÉu dß lai cã 

thÓ ®−îc sö dông. 

C.3.5   Thuèc thö 

ChÊt l−îng c¸c thuèc thö, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

C.3.5.1   N−íc 

C.3.5.2   Dung dÞch ®Öm PCR (kh«ng chøa MgCI2), 10 x 

C.3.5.3   Dung dÞch MgCI2, c(MgCI2) = 25 mmol/l 

C.3.5.4   Dung dÞch dNTP, c(dNTP) = 2,5 mmol/l (cho mçi lo¹i) 

C.3.5.5   Oligonucleotit 

C.3.5.5.1   Måi xu«i 

Intron IVS2-2: 5'-CTg ggA ggC CAA ggT ATC TAA T-3' 

Sè hiÖu ®¨ng ký No. AR110602 

C.3.5.5.2   Måi ng−îc 

Vïng m· ho¸ cho protein PAT, PAT-B: 5'-gCT gCT gTA gCT ggC CTA ATC T-3' 

Sè hiÖu ®¨ng ký No. AR110602 
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C.3.5.6   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 lU/µl 

C.3.5.7   MÉu dß lai ®−îc ®¸nh dÊu ®Çu 5' (vÝ dô nh− ®−îc ®¸nh dÊu b»ng digoxygenin) mÉu dß Bt: 5'-

TAT CTg TCT CAg ggg CAg ACT C-3'; c = 20 mmol/l. 

C.3.5.8   Dung dÞch lai s¬ bé, bao gåm dung dÞch ®Öm SSC 5x, 0,1 % W-lauroyl-sarcosin, (theo nång 

®é khèi), 0,02 % SDS (nång ®é khèi) vµ 1 % chÊt h·m. 

C.3.5.9   Dung dÞch lai, bao gåm 10 pmol mÉu dß trong 2,5 ml dung dÞch lai s¬ bé (C.3.5.7). TiÕn hµnh 

lai ë nhiÖt ®é 60 oC. Ngoµi ra, c¸c th«ng tin vµ ®iÒu kiÖn lai ®· ®−îc tr×nh bµy trong [12]. 

C.3.5.10   Enzym giíi h¹n 

Hinf l. 

C.3.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

Theo quy ®Þnh trong C.1.6. 

C.3.7   C¸ch tiÕn hµnh 

C.3.7.1   ChuÈn bÞ PCR 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng C.9. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï 

hîp. Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng C.9 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng C.9 - Thµnh phÇn thuèc thö 

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

MÇu ADN 10 ng tíi 50 ng 1 

N−íc  15,8 

10 x §Öm PCR (kh«ng chøa MgCI2) 1 x 2,5 

Dung dÞch MgCI2
a, 25 mmol/l 2 mmol/l 2,0 

Dung dÞch dNTP, 10 mmol/l 0,4 mmol/l 1,0 

Måi IVS2-2, 10 mmol/l 0,5 mmol/l 1,25 

Måi PAT-B, 10 mmol/l 0,5 mmol/l 1,25 

Taq ADN polymeraza, 5 lU/ml 1 IU 0,2 

a      NÕu trong dung dÞch ®Öm PCR ®· chøa MgCI2 th× nång ®é cuèi cïng cña MgCI2 trong hçn hîp ph¶n 

øng ®−îc ®iÒu chØnh lµ 2 mmol/l. 
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C.3.7.2   KiÓm chøng PCR  

KiÓm chøng d−¬ng tÝnh sö dông mÉu chuÈn ®· ®−îc c«ng nhËn, vÝ dô chøa 0,1 % thµnh phÇn ng« Bt 11 

biÕn ®æi gen, do ViÖn VËt liÖu vµ §o l−êng chuÈn (IRMM), Geel, BØ (IRMM-410) cung cÊp. 

Mét sè ph−¬ng ph¸p  kiÓm  chøng thÝch hîp kh¸c nªn tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

C.3.7.3    Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é 

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng C.10 ®· ®−îc sö dông ®Ó nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt GeneAmp® 2400 hoÆc GeneAmp® 9600 vµ AmpliTaq Gold® ADN 

polymeraza23). NÕu sö dông m¸y kh¸c th× cÇn ®iÒu chØnh ch−¬ng  tr×nh. Thêi gian ho¹t ho¸, biÕn tÝnh 

ban ®Çu phô thuéc vµo polymeraza ®−îc sö dông.  

B¶ng C.10 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban ®Çu 12 min/95 °C 

KhuÕch ®¹i 30 s/95 oC 

30 s/64 oC 

30 s/72 oC 

Sè chu tr×nh 38 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 10 min/72 oC 

C.3.8   NhËn d¹ng  

S¶n phÈm PCR ®−îc khuÕch ®¹i cã thÓ ®−îc kiÓm tra b»ng lai Southern, sö dông mÉu dß oligonucleotit 

Bt cã ®¸nh dÊu digoxygenin (tõ C.3.5.7 ®Õn C.3.5.9). MÉu kh«ng bÞ biÕn ®æi gen ®−îc sö dông lµm ®èi 

chøng ©m cho thö nghiÖm lai nµy [20].  

ViÖc nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR cã thÓ ®−îc tiÕn hµnh b»ng c¸c enzym giíi h¹n. Khi sö dông Hinf I c¾t 

s¶n phÈm PCR sÏ t¹o hai ®o¹n gen cã kÝch th−íc 116 bp vµ 73 bp t−¬ng øng [20]. 

C.3.9   §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Tr×nh tù ®Ých coi nh− ®· ®−îc ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng ®−¬ng víi kÝch th−íc 

cña tr×nh tù ®Ých theo lý thuyÕt. KÝch th−íc nµy ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi s¶n phÈm PCR 

®−îc khuÕch ®¹i tõ mÉu chuÈn Bt11 ®· ®−îc c«ng nhËn (vÝ dô dßng IRMM-412 tõ IRMM, Geel, BØ). 

                                                
23)   GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña 

Applied Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO 

kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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VÒ nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR, xem C.3.8. 

S¶n phÈm PCR lµ ®o¹n gen cã kÝch th−íc 189 bp chøng tá mÉu ADN cã chøa ADN cã nguån gèc tõ ng« Bt 

11 bÞ biÕn ®æi gen víi nång ®é n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu nªu trong C.3.2.2.  

Chi tiÕt vÒ ®iÖn di, xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

C.4  Ph−¬ng ph¸p cÊu tróc ®Æc thï ®Ó ph¸t hiÖn tr×nh tù ADN biÕn ®æi tõ ng« dßng 176 biÕn ®æi gen   

C.4.1    Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy dïng ®Ó ph¸t hiÖn ng« dßng (Event) 176 (Syngenta) trong c¸c nguyªn liÖu th« hoÆc 

®· qua chÕ biÕn b»ng c¸ch khuÕch ®¹i vïng nèi nh©n t¹o gi÷a hai b¶n sao cña mét cÊu tróc gen dïng 

®Ó tÝch hîp vµo hÖ gen thùc vËt. Ng« bÞ biÕn ®æi cã kh¶ n¨ng t¹o ®éc tè Bt (lo¹i crylA(b)) cã nguån gèc 

tõ Bacillus thuringiensis, b»ng c¸ch g¾n gen Bt vµo promoter CDPK cña ng« (Zea mays).  

Trong t−¬ng lai, ph−¬ng ph¸p cÊu tróc t−¬ng tù sÏ ®−îc sö dông trong c¸c sinh vËt biÕn ®æi gen kh¸c. 

Ph−¬ng ph¸p nµy kh«ng thÓ ph©n biÖt c¸c c©y trång t¹o ra b»ng tæ hîp gen mµ chØ ph©n biÖt ®−îc h¹t 

hoÆc c©y ®¬n cã mang ®o¹n gen nµy hay kh«ng.  

C.4.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc vµ tiªu chÝ thùc hiÖn 

C.4.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi c¸c nghiªn cøu céng t¸c [20] ®−îc tæ chøc bëi nhãm nghiªn 

cøu thuéc ViÖn nghiªn cøu b¶o vÖ søc kháe ng−êi tiªu dïng vµ ViÖn Thó Y Liªn bang §øc víi ®Ò tµi 

“X©y dùng ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng thùc phÈm ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt di truyÒn”. Sè phßng thö 

nghiÖm tham gia còng nh− sè mÉu ®−îc thùc hiÖn theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Mét nöa sè phßng 

thö nghiÖm tham gia sö dông CTAB ®Ó t¸ch ADN theo A.3 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005), 

cßn mét nöa sè phßng cßn l¹i sö dông Wizard® ADN-Clean-Up-System24). 

D÷ liÖu tõ nghiªn cøu céng t¸c ®−îc nªu trong B¶ng C.11. 

                                                
24)   Wizard® ADN-Clean-Up-System lµ bé Kit thÝch hîp cã s½n trªn thÞ tr−êng. Th«ng tin nµy ®−îc ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông 

tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông chóng. Cã thÓ sö dông s¶n phÈm kh¸c nhÕu cho c¸c kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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B¶ng C.11 - KÕt qu¶ tõ nghiªn cøu céng t¸c 

N¨m 2000 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 18 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 16 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 6 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 96 

Sè mÉu chøa ng« dßng (Event) 176 32 

Sè mÉu chøa ng« Bt 11 32 

Sè mÉu chøa ng« kh«ng biÕn ®æi gen 32 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

Ngoµi ra, 13 phßng thö nghiÖm ®· nhËn ®−îc mÉu ADN cña ng« cã nguån gèc tõ bét ng« kh« chøa 0,1 % 

khèi l−îng thuéc dßng (Event)) 176 (ng« Bt 176) biÕn ®æi gen (mÉu chuÈn ®· ®−îc c«ng nhËn, do  

IRMM, Geel, BØ cung cÊp). M−êi hai phßng thö nghiÖm x¸c ®Þnh mÉu d−¬ng tÝnh víi ng« dßng (Event) 

176 (Bt 176) vµ mét phßng cã kÕt qu¶ kh«ng râ rµng. 

C.4.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö 

C.4.2.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy ®¸p øng nh÷ng yªu cÇu nªu trong ®iÒu 7. 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc m« t¶ trong [20] vµ trong [35]. 

Th«ng tin vÒ thiÕt kÕ gen ®Ó ®−a vµo hÖ gen cña ng« ®−îc m« t¶ trong [35]. 

C.4.2.2.2   Lý thuyÕt 

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo cña ng« vµ 

c¸c c©y trång kh¸c kh«ng biÕn ®æi gen ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (GenBank® database; 

BlastN® 2.2.1, 1 th¸ng 7 n¨m 2001). H¬n n÷a, bé måi ®−îc thiÕt kÕ chØ ®Ó khuÕch ®¹i ®Æc hiÖu tr×nh tù nèi 

nh©n t¹o chø  kh«ng cã trong tù nhiªn.  

C.4.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Kh«ng cã ®o¹n ADN nµo ®−îc khuÕch ®¹i khi sö dông ADN tõ ®Ëu t−¬ng (GTS 40-3-2) vµ ng« dßng Bt 

11, T25 vµ MON810 [11] biÕn ®æi gen hoÆc tõ ng« kh«ng bÞ biÕn ®æi gen [11], [20]. 

Sè b¶n sao cña tr×nh tù lµ 2. 
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C.4.2.3   Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

Dùa vµo gi¶ ®Þnh r»ng cã hai b¶n sao cña tr×nh tù gen ®−îc thiÕt kÕ trªn mét hÖ gen (AGBIOS 

database: http://www.aqbios.com/) vµ kÝch th−íc hÖ gen ®¬n béi cña ng« lµ 2,65 x 109 bp (xem [5], th× 

LOD tuyÖt ®èi lµ 50 ng ADN ng« cã chøa 0,1 % sinh vËt biÕn ®æi gen trong h¹t nghiÒn, t−¬ng ®−¬ng víi 

20 b¶n sao cña hÖ gen [34]. LOD t−¬ng ®èi ®−îc tÝnh khi sinh vËt biÕn ®æi gen cã nång ®é cao h¬n hoÆc 

t−¬ng ®−¬ng 0,1 % trong bét ng« nghiÒn [34]. 

C.4.3   §iÒu chØnh  

Ch−a cã quy ®Þnh cô thÓ. 

C.4.4   Nguyªn t¾c 

§éc tè Bt tõ Bacillus thuringiensis lµ chÊt diÖt c«n trïng cã nguån gèc tõ vi khuÈn. Thùc vËt biÕn ®æi 

gen chøa gen Bt t¹o ra protein kh¸ng s©u bÖnh. Ng« dßng (Event) 176 (ng« Bt 176) chøa gen Bt tæng 

hîp lo¹i CrylA(b) ®−îc ®iÒu khiÓn bëi promoter CDPK6. §o¹n gen kÝch th−íc 211 bp ë vïng nèi gi÷a 

promoter CDPK6 vµ gen Bt ®−îc khuÕch ®¹i b»ng PCR vµ s¶n phÈm PCR ®−îc ph¸t hiÖn b»ng ®iÖn di 

trªn gel agaroza. §Ó x¸c ®Þnh chÝnh x¸c s¶n phÈm PCR, ph−¬ng ph¸p lai víi mÉu dß lai ®−îc m« t¶ vµ 

cã thÓ ®−îc sö dông.  

C.4.5   Thuèc thö 

ChÊt l−îng c¸c thuèc thö, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

 C.4.5.1   N−íc 

C.4.5.2    Dung dÞch ®Öm PCR (kh«ng chøa MgCI2), 10 x 

C.4.5.3    MgCI2 dung dÞch, c(MgCI2) = 25 mmol/l 

C.4.5.4    dNTP dung dÞch, c(dNTP) = 2,5 mmol/l (cho mçi lo¹i) 

C.4.5.5    Oligonucleotit 

C.4.5.5.1   Måi xu«i 

Cry03: 5-CTC TCg CCg TTC ATg TCC gT-3' 

Ch−a ®¨ng ký sè hiÖu. Måi n»m trong vïng ®iÒu khiÓn CDPK6. Tr×nh tù måi 100 % gièng víi dßng ng« 

CDPK, sè hiÖu ®¨ng ký. L27484.1. 

C.4.5.5.2   Måi ng−îc 

Cry04: 5'-ggT CAg gCT Cag gCT gAT gT-3' 
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Sè hiÖu ®¨ng ký lµ 41419 (xem [36]). Måi n»m trong vïng gen tæng hîp CrylA(b). 

C.4.5.6   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 lU/µl. 

C.4.5.7   Tr×nh tù mÉu dß (Cry01) 

5'-ATg gAC AAC AAC CCC AAC ATC-3.' 

C.4.5.8   Dung dÞch lai s¬ bé, chøa SSC 5 x, 0,1 % N-lauroyl-sarcosin (theo nång ®é khèi), 0,02 % 

SDS (nång ®é khèi) vµ 1 % thuèc h·m. 

C.4.5.9   Dung dÞch lai, chøa 10 pmol mÉu dß lai trong  2,5 ml dông dÞch tr−íc khi lai (C.4.5.8). 

Qu¸ tr×nh lai diÔn ra ë nhiÖt ®é 50 oC. Ngoµi ra, c¸c th«ng tin vÒ ®iÒu kiÖn lai ®−îc nªu trong [12]. 

C.4.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

Nh− quy ®Þnh trong C.1.6. 

C.4.7   C¸ch tiÕn hµnh  

C.4.7.1   ChuÈn bÞ PCR 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng C.12. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï 

hîp. Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng C.12 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng C.12 – Thµnh phÇn thuèc thö 

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

MÉu ADN 10 ng tíi 50 ng 2 

N−íc  15,4 

§Öm PCR 10 x (kh«ng chøa MgCI2) 1  2,5 

Dung dÞch ®Öm MgCl2
a, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1,5 

Dung dÞch dNTP, 10 mmol/l 0,4 mmol/l 1.0 

Måi Cry03, 5 µmol/l 0,25 µmol/l 1,25 

Måi Cry04, 5 µmol/l 0,25 µmol/l 1,25 

Taq ADN polymeraza, 5 lU/µl 0,5 IU 0,1 

a     NÕu trong dung dÞch ®Öm PCR ®· chøa MgCI2 th× nång ®é cuèi cïng cña MgCI2 trong hçn hîp ph¶n øng 

®−îc ®iÒu chØnh lµ 1,5 mmol/l. 
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C.4.7.2    KiÓm chøng PCR  

§Ó kiÓm chøng d−¬ng tÝnh, sö dông mÉu chuÈn ®· ®−îc c«ng nhËn [vÝ dô, chøa 0,1 % thµnh phÇn ng« 

dßng (Event) 176  (Bt 176) biÕn ®æi gen, do ViÖn VËt liÖu vµ §o l−êng chuÈn (IRMM), Geel, BØ (IRMM-

410, MZ-0,1) cung cÊp. 

Mét sè ®èi chøng thÝch hîp kh¸c nªn tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

C.4.7.3   Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng C.13 ®· ®−îc sö dông ®Ó nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt GeneAmp® 2400 hoÆc GeneAmp® 9600 vµ AmpliTaq Gold® ADN 

polymeraza25). NÕu sö dông m¸y kh¸c th× cÇn ®iÒu chØnh ch−¬ng  tr×nh. Thêi gian ho¹t ho¸, biÕn tÝnh 

ban ®Çu phô thuéc vµo polymeraza ®−îc sö dông. NÕu sö dông hot-start polymeraza, nhµ s¶n xuÊt 

khuyªn còng nªn sö dông ch−¬ng tr×nh ®ã trõ khi thùc hiÖn víi qui tr×nh cã quy ®Þnh kh¸c.  

B¶ng C.13 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban ®Çu 12phót/95 oC 

KhuÕch ®¹i 30 gi©y/95 0C 

30 gi©y/63 oC 

30 gi©y/72 oC 

Sè chu tr×nh 38 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 6 phót/72 oC 

C.4.8   NhËn d¹ng 

KiÓm chøng s¶n phÈm PCR b»ng ph−¬ng ph¸p lai Southern sö dông mÉu dß oligonucleotit CryOI ®¸nh 

dÊu digoxygenin (C.4.5.7 ®Õn C.4.5.9). MÉu kh«ng biÕn ®æi gen nªn ®−îc dïng lµm ®èi chøng ©m trong 

thö nghiÖm lai nµy [20].  

ViÖc kiÓm chøng s¶n phÈm ®−îc khuÕch ®¹i cã thÓ sö dông enzym giíi h¹n Hae III, Taq I hoÆc Dde I. 

S¶n phÈm PCR khi bÞ c¾t b»ng Hae III sÏ cho 2 ®o¹n cã kÝch th−íc 162 bp vµ 49 bp, t−¬ng øng. S¶n 

phÈm PCR khi bÞ c¾t b»ng Taq I sÏ cho 3 ®o¹n cã kÝch th−íc 168, 22 vµ 21 bp  t−¬ng øng. Cßn khi c¾t 

b»ng Dde I, s¶n phÈm PCR sÏ t¹o 3 ®o¹n ADN cã kÝch th−íc 128, 72 vµ11 bp, t−¬ng øng [20]. 

C.4.9   §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Tr×nh tù ®Ých coi nh− ®· ®−îc ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng ®−¬ng víi kÝch th−íc 

cña tr×nh tù ®Ých theo lý thuyÕt. KÝch th−íc nµy ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi s¶n phÈm PCR 

                                                

25) GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña Applied 

Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO kh«ng Ên 

®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 



TCVN 7605 : 2007 

 74 

®−îc khuÕch ®¹i tõ mÉu chuÈn cña ng« dßng (Event) 176 (Bt 176) ®· ®−îc c«ng nhËn (vÝ dô: dßng 

IRMM-411 tõ IRMM, Geel, BØ). 

§Ó nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR, xem C.4.8. 

S¶n phÈm PCR lµ ®o¹n gen cã kÝch th−íc 211 bp chøng tá mÉu ADN cã chøa ADN cã nguån gèc tõ ng« 

dßng (Event) 176 (Bt 176) biÕn ®æi gen víi nång ®é n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu trong C.4.2.2.  

Chi tiÕt vÒ ®iÖn di, xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

C.5   Ph−¬ng ph¸p cÊu tróc ®Æc thï ®Ó ph¸t hiÖn tr×nh tù ADN biÕn ®æi tõ ng« T 25 biÕn ®æi gen   

C.5.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy dïng ®Ó ph¸t hiÖn ng« T25/"LibertyLink" kh¸ng l¹i thuèc diÖt cá nhê biÕn ®æi gen 

trong c¸c nguyªn liÖu th« b»ng c¸ch khuÕch ®¹i vïng nèi gi÷a tr×nh tù ADN cã nguån gèc tõ promoter 

35S-CaMV vµ gen pat, hai ®o¹n gen nµy ®−îc nèi víi nhau nhê t¸i tæ hîp trong èng nghiÖm.  

Trong t−¬ng lai, cÊu tróc t−¬ng tù cã thÓ ®−îc sö dông trong nhiÒu sinh vËt biÕn ®æi gen kh¸c.  

Ph−¬ng ph¸p kh«ng ph©n biÖt ®−îc c¸c gièng ng« mµ chØ ph¸t hiÖn ®−îc sù cã mÆt hay kh«ng cã mÆt 

cña ®o¹n gen trong c¸c h¹t vµ c©y ®¬n.  

C.5.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc vµ tiªu chÝ thùc hiÖn 

C.5.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi c¸c nghiªn cøu céng t¸c [20] ®−îc tæ chøc bëi nhãm nghiªn 

cøu thuéc ViÖn nghiªn cøu b¶o vÖ søc kháe ng−êi tiªu dïng vµ ViÖn Thó Y Liªn bang §øc víi ®Ò tµi 

“X©y dùng ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng thùc phÈm ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt di truyÒn”. Sè phßng thö 

nghiÖm tham gia còng nh− sè mÉu ®−îc thùc hiÖn theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). ADN ®−îc t¸ch 

chiÕt b»ng ph−¬ng ph¸p CTAB theo A.3 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

MÉu tõ bét h¹t nghiÒn chøa T25 (0,1 %, 1 %), MON 810 (0,1 %, 1 %) vµ ng« kh«ng biÕn ®æi gen ®· sö 

dông trong nghiªn cøu céng t¸c. 

D÷ liÖu tõ nghiªn cøu céng t¸c ®−îc nªu trong B¶ng C.14 vµ 15. 



TCVN 7605 : 2007 

 75 

B¶ng C.14 - C¸c kÕt qu¶ tõ nghiªn cøu vµ céng t¸c 

N¨m 2001 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 16 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 16 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 5 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 75 

Sè mÉu chøa T25 33 

Sè mÉu chøa MON 810 31 

Sè mÉu chøa ng« kh«ng biÕn ®æi gen 11 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 4(12%) 

B¶ng C.15 - KÕt qu¶ tõ c¸c nghiªn cøu céng t¸c 

C¸c d¹ng mÉu Sè l−îng mÉu D−¬ng tÝnh ¢m tÝnh 

C¸c mÉu ©m tÝnh T25: 

0 % sinh vËt biÕn ®æi gen 11 11 0 

0,1 % MON810 13 13 0 

1 % MON810 18 18 0 

C¸c mÉu d−¬ng tÝnh T25: 

0,1 %T25 18 15 3 (©m tÝnh)a 

1 % T25 15 14 1 (©m tÝnh) 

a   Mäi kÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ nhËn ®−îc tõ mét phßng thö nghiÖm. 

C.5.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö 

C.5.2.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy ®¸p øng nh÷ng yªu cÇu nªu trong ®iÒu 7. 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc m« t¶ trong [20]. 

Chó thÝch:  Th«ng tin vÒ viÖc x©y dùng ph−¬ng ph¸p nµy do Bayer Crop Science cung cÊp (tr−íc kia lµ Aventis 

CropScience). 

Th«ng tin vÒ thiÕt kÕ gen ®Ó ®−a vµo hÖ gen ng« cã trong [37]. 
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C.5.2.2.2   Lý thuyÕt 

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo cña ng« vµ 

c¸c c©y trång kh¸c kh«ng biÕn ®æi gen ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (GenBank® database; 

BlastN® 2.2.1, 1 th¸ng 7 n¨m 2001). H¬n n÷a, bé måi ®−îc thiÕt kÕ chØ ®Ó khuÕch ®¹i ®Æc hiÖu tr×nh tù 

nèi nh©n t¹o chø kh«ng cã trong tù nhiªn.  

C.5.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Kh«ng cã ®o¹n ADN nµo ®−îc khuÕch ®¹i khi sö dông ADN tõ ng« kh«ng biÕn ®æi gen, ®Ëu t−¬ng GTS 

40-3-2 (Roundup Ready®) biÕn ®æi gen hoÆc c¸c dßng ng« biÕn ®æi gen Bt dßng (Event) 176 (Bt 176), 

Bt 11 vµ MON 810. 

Sè b¶n sao cña tr×nh tù lµ 1. 

C.5.2.3   Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

Dùa vµo gi¶ ®Þnh r»ng cã hai b¶n sao cña tr×nh tù gen ®−îc thiÕt kÕ trªn mét hÖ gen (AGBIOS 

database: http://www.aqbios.com/) vµ kÝch th−íc hÖ gen ®¬n béi cña ng« lµ 2,65 x 109 bp (xem [5], th× 

LOD tuyÖt ®èi lµ 50 ng ADN ng« cã chøa 0,1 % sinh vËt biÕn ®æi gen trong h¹t nghiÒn, t−¬ng ®−¬ng víi 

20 b¶n sao cña hÖ gen [34]. LOD t−¬ng ®èi ®−îc tÝnh khi sinh vËt biÕn ®æi gen cã nång ®é cao h¬n hoÆc 

t−¬ng ®−¬ng 0,1 % trong bét ng« nghiÒn [34]. 

C.5.3   §iÒu chØnh  

Ch−a cã quy ®Þnh cô thÓ. 

C.5.4   Nguyªn t¾c 

Gen pat cã nguån gèc tõ vi sinh vËt ®Êt Streptomyces viridochromogenes m· ho¸ enzym 

hosphinothricin-W-acetyltransferaza gióp cho c©y trång kh¸ng l¹i thuèc diÖt cá amoni glufosinat. Amoni 

glufosinat ph¸ vì qu¸ tr×nh tæng hîp glutamin ë thùc vËt.  

§o¹n gen cã kÝch th−íc 209 bp n»m trong vïng nèi gi÷a promoter 35S-CaMV vµ gen pat ®−îc khuÕch 

®¹i b»ng PCR vµ ®−îc ph¸t hiÖn b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza. §Ó nhËn d¹ng chÝnh x¸c s¶n phÈm 

PCR cã thÓ sö dông enzym giíi h¹n nh− ®· m« t¶.  

C.5.5    Thuèc thö 

ChÊt l−îng c¸c thuèc thö, xem TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

C.5.5.1   N−íc 

C.5.5.2   Dung dÞch ®Öm PCR (kh«ng chøa MgCI2), 10 x 

C.5.5.3   Dung dÞch MgCI2, c(MgCI2) = 25 mmol/l 
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C.5.5.4   Dung dÞch dNTP, c(dNTP) = 2,5 mmol/l (cho mçi lo¹i) 

C. 5.5.5   Oligonucleotit 

C.5.5.5.1   Måi xu«i 

T25-F7: 5'-ATg gTg gAT ggC ATg ATg TTg-3' 

Sè hiÖu ®¨ng ký (GenBank®) lµ NC001497. Måi n»m trong promoter 35S-CaMV 

C.5.5.5.2   Måi ng−îc 

T25-R3: 5'- TgA gCg AAA CCC TAT AAg AAC CC -3' 

Ch−a ®−îc ®¨ng ký sè hiÖu trªn ng©n hµng. Måi n»m trong vïng gen m· ho¸ protein PAT 

C.5.5.6   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 lU/µl 

C.5.5.7   Enzym giíi h¹n: Hinf I and Mwo I 

C.5.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

Theo quy ®Þnh trong C.1.6.1 vµ C.1.6.2. 

C.5.7   C¸ch tiÕn hµnh 

C.5.7.1   ChuÈn bÞ PCR 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng C.16. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï 

hîp. Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng C.16 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 

B¶ng C.16 - Thµnh phÇn thuèc thö 

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

MÉu ADN 10 ng tíi 50 ng 2 

N−íc  14,8 

§Öm PCR (kh«ng chøa MgCI2) 10x 1 x 2,5 

Dung dÞcha MgCI2, 25 mmol/l 2 mmol/l 2,0 

Dung dÞch dNTP, 10 mmol/l 0,4 mmol/l 1,0 

Måi T25-F7, 10 µmol/l 0,5 µmol/l 1,25 

Måi T25-R3, 10 µmol/l 0,5 µmol/l 1,25 

Taq ADN polymeraza, 5 lU/µl 1 IU 0.2 

a   NÕu trong dung dÞch ®Öm PCR ®· chøa MgCI2 th× nång ®é cuèi cïng cña MgCI2 trong hçn hîp 

ph¶n øng ®−îc ®iÒu chØnh lµ 2 mmol/l. 
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C.5.7.2   KiÓm chøng PCR  

MÉu chuÈn kh«ng cã s½n trªn thÞ tr−êng26). 

Mét sè ®èi chøng thÝch hîp kh¸c nªn tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007  (ISO 24276 : 2006). 

C.5.7.3   Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng C.17 ®· ®−îc sö dông ®Ó nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt GeneAmp® 2400 hoÆc GeneAmp® 9600 vµ AmpliTaq Gold® ADN 

polymeraza27). NÕu sö dông m¸y kh¸c th× cÇn ®iÒu chØnh ch−¬ng tr×nh. Thêi gian ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban 

®Çu phô thuéc vµo polymera ®−îc sö dông. NÕu sö dông hot-start polymeraza, nhµ s¶n xuÊt khuyªn 

còng nªn sö dông ch−¬ng tr×nh ®ã trõ khi qui tr×nh quy ®Þnh kh¸c.  

B¶ng C.17 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é 

Ho¹t ho¸/BiÕn tÝnh ban ®Çu 12 min/95 oC 

KhuÕch ®¹i 30 s/95 oC  

30 s/64 oC 

30 s/72 oC 

Sè chu tr×nh 40 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 10 min/72oC 

C.5.8   NhËn d¹ng 

S¶n phÈm PCR cã thÓ ®−îc thÈm tra b»ng c¸c enzym giíi h¹n nh− Hinf I hoÆc Mwo I. S¶n phÈm PCR 

c¾t b»ng Hinf I t¹o ra hai ®o¹n cã kÝch th−íc 121 vµ 88 bp, t−¬ng øng. Khi c¾t b»ng Mwo I s¶n phÈm 

PCR sÏ cho hai  ®o¹n gen cã kÝch th−íc 141 vµ 68 bp, t−¬ng øng [20]. 

C.5.9   §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Tr×nh tù ®Ých coi nh− ®· ®−îc ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng ®−¬ng víi kÝch th−íc 

cña tr×nh tù ®Ých theo lý thuyÕt. KÝch th−íc nµy ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi s¶n phÈm PCR 

®−îc khuÕch ®¹i tõ mÉu chuÈn cã nguån gèc tõ ng« T25.  

VÒ nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR, xem C.5.8. 

S¶n phÈm PCR lµ ®o¹n gen cã kÝch th−íc 209 bp chøng tá mÉu ADN cã chøa ADN cã nguån gèc tõ 

ng« T25 bÞ biÕn ®æi gen víi nång ®é n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu nªu trong C.5.2.2.  

Chi tiÕt vÒ ®iÖn di, xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

                                                
26)    §Ó cã c¸c mÉu chuÈn ®Ó lµm ®èi chøng, liªn hÖ víi c¬ quan chuÈn Quèc gia. 

27)   GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña 

Applied Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO 

kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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Phô lôc D 

(Tham kh¶o) 

Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch dßng ®Æc hiÖu 

 

D.1   Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch dßng ®Æc hiÖu dïng ®Ó ph¸t hiÖn c¸c tr×nh tù ADN bÞ biÕn 

®æi tõ ng« MON 810 biÕn ®æi gen 

D.1.1   Kh¸i qu¸t 

Ph−¬ng ph¸p nµy dïng ph¸t hiÖn ng« MON 810/"YieldGuard" biÕn ®æi gen ®Ó chèng c«n trïng trong 

c¸c nguyªn liÖu th« b»ng c¸ch khuÕch ®¹i vïng gen nèi gi÷a hÖ gen cña ng« cã b¶n sao ®¬n vµ tr×nh tù 

tÝch hîp ®−îc g¾n vµo cã nguån gèc tõ promoter 35S-CaMV b»ng t¸i tæ hîp gen trong èng nghiÖm.   

C©y trång t¹o ra b»ng ph−¬ng ph¸p lai kh«ng thÓ ph©n biÖt ®−îc b»ng c¸ch nµy mµ ph−¬ng ph¸p nµy 

chØ ph©n biÖt ®−îc h¹t ®¬n hoÆc c©y ®¬n cã hay kh«ng cã tr×nh tù gen nµy mµ th«i.  

D.1.2   T×nh tr¹ng hiÖu lùc vµ tiªu chÝ thùc hiÖn  

D. 1.2.1   Nghiªn cøu céng t¸c 

Ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc ®¸nh gi¸ hiÖu lùc bëi c¸c nghiªn cøu céng t¸c [20] ®−îc tæ chøc bëi nhãm nghiªn 

cøu thuéc ViÖn nghiªn cøu b¶o vÖ søc kháe ng−êi tiªu dïng vµ ViÖn Thó Y Liªn bang §øc víi ®Ò tµi 

“X©y dùng ph−¬ng ph¸p nhËn d¹ng thùc phÈm ®−îc t¹o ra b»ng kü thuËt di truyÒn”. Sè phßng thö 

nghiÖm tham gia còng nh− sè mÉu ®−îc thùc hiÖn theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). ADN ®−îc t¸ch 

chiÕt b»ng ph−¬ng ph¸p CTAB theo A.3 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 

MÉu tõ bét h¹t nghiÒn chøa "MON 810 DK 513/59179" (0,1 %, 1 %), T25 (0,1 %, 1 %) vµ ng« kh«ng 

biÕn ®æi gen ®· ®−îc sö dông trong nghiªn cøu céng t¸c. D÷ liÖu tõ nghiªn cøu céng t¸c ®−îc nªu trong 

B¶ng D.1 vµ D.2. 
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B¶ng D.1 – C¸c kÕt qu¶ nghiªn cøu vµ céng t¸c 

N¨m 2001 

Sè phßng thö nghiÖm tham gia 16 

Sè phßng thö nghiÖm göi kÕt qu¶ 16 

Sè mÉu cña mçi phßng thö nghiÖm 5 

Sè kÕt qu¶ ®−îc chÊp nhËn 75 

Sè mÉu chøa MON 810 31 

Sè mÉu chøa T25 33 

Sè mÉu chøa ng« kh«ng biÕn ®æi gen 11 

KÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

KÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ 0 (0 %) 

B¶ng D.2 - KÕt qu¶ tõ nghiªn cøu céng t¸c 

MÉu Sè mÉu §óng  tÝnh Sai 

MON 810 mÉu ©m tÝnh: 

0 % sinh vËt biÕn ®æi gen 11 11 0 

0,1 %T25 18 18 0 

1 % T25 15 15 0 

MON 810 C¸c mÉu d−¬ng tÝnh: 

0,1 % MON 810 13 13 0 

1 % MON 810 18 18 0 

D.1.2.2   §Æc hiÖu ph©n tö 

D.1.2.2.1   Kh¸i qu¸t 

Phô lôc nµy ®¸p øng nh÷ng yªu cÇu nªu trong ®iÒu 7. 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®· ®−îc m« t¶ trong [20]. 

Chó  thÝch:   Th«ng tin vÒ qu¸ tr×nh x©y dùng ph−¬ng ph¸p nµy do Monsanto cung cÊp. 

Th«ng tin vÒ thiÕt kÕ gen ®Ó ®−a vµo hÖ gen ng« cã s½n trong [38]. 
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D.1.2.2.2   Lý thuyÕt 

Tr×nh tù cÊu tróc ADN ®−îc ®−a vµo kh«ng cã sù t−¬ng ®ång víi bÊt kú tr×nh tù ADN nµo cña ng« vµ 

c©y trång kh¸c kh«ng biÕn ®æi gen ®−îc t×m thÊy trong ng©n hµng d÷ liÖu (GenBank® database; BlastN® 

2.2.1, 1 th¸ng 7 n¨m 2001). Ngoµi ra, måi ®−îc thiÕt kÕ chØ ®Ó khuÕch ®¹i tr×nh tù ®Æc hiÖu nèi nh©n t¹o 

(vïng nèi nh©n t¹o) vèn kh«ng cã trong tù nhiªn.  

D.1.2.2.3   Thùc nghiÖm 

Kh«ng cã ®o¹n ADN nµo ®−îc khuÕch ®¹i khi sö dông ADN tõ ng« kh«ng biÕn ®æi gen, ®Ëu t−¬ng GTS 

40-3-2 (Roundup Ready®) hoÆc c¸c dßng (Event) 176 (Bt 176), Bt 11 vµ T25 biÕn ®æi gen.  

Sè b¶n sao cña tr×nh tù lµ 1. 

D.1.2.3   Giíi h¹n ph¸t hiÖn (LOD) 

Dùa vµo gi¶ ®Þnh r»ng chØ cã mét b¶n sao cña tr×nh tù gen ®−îc thiÕt kÕ trªn mét hÖ gen (AGBIOS 

database: http://www.aqbios.com/) vµ kÝch th−íc hÖ gen ®¬n béi cña ng« lµ 2,65 x 109 bp (xem [5], th× 

LOD tuyÖt ®èi lµ 50 ng ADN ng« cã chøa 0,1 % sinh vËt biÕn ®æi gen trong h¹t nghiÒn, t−¬ng ®−¬ng víi 

20 b¶n sao cña hÖ gen [34]. LOD t−¬ng ®èi ®−îc tÝnh khi sinh vËt biÕn ®æi gen cã nång ®é cao h¬n hoÆc 

t−¬ng ®−¬ng  0,1 % trong bét ng« nghiÒn [34]. 

D.1.3   §iÒu chØnh  

Ch−a cã quy ®Þnh cô thÓ.  

D.1.4   Nguyªn t¾c 

Gen Bt cã nguån gèc tõ vi sinh vËt ®Êt Bacillus thuringiensis loµi phô kurstaki. Protein nµy ®−îc t¹o ra 

trong m« c©y trång gióp c©y trång chèng l¹i sù tÊn c«ng cña s©u ®ôc th©n. Protein ho¹t ®éng trong ruét 

cña c«n trïng vµ t¹o thµnh lç trªn mµng tÕ bµo dÉn ®Õn ph¸ huû c©n b»ng thÈm thÊu cña mµng tÕ bµo, 

kÕt qu¶ lµ tÕ bµo bÞ ph©n gi¶i. 

§o¹n ADN cã kÝch th−íc 170 trong vïng nèi gi÷a hÖ gen víi ®o¹n ADN cã nguån gèc tõ promoter 35S-

CaMV ®−îc tÝch hîp ®−îc khuÕch ®¹i b»ng PCR vµ ®−îc ph¸t hiÖn b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza. §Ó 

nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR cã thÓ sö dông enzym giíi h¹n nh− ®· m« t¶ (xem D.1.8). 

D.1.5   Thuèc thö 

Sö dông thuèc thö cã chÊt l−îng nh− trong TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

D.1.5.1   N−íc 

D.1.5.2   Dung dÞch ®Öm PCR (kh«ng chøa MgCI2), 10 x 

D.1.5.3   Dung dÞch MgCI2, c(MgCI2) = 25 mmol/l 
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D.1.5.4   Dung dÞch dNTP, c(dNTP) =  2,5 mmol/l (cho mçi lo¹i)  

D.1.5.5   Oligonucleotit 

Vïng tÝch hîp hÖ gen ®· ®−îc Ên b¶n [38] víi sè ®¨ng ký AF434709 

D.1.5.5.1   Måi xu«i 

VW01: 5'-TCg AAg gAC gAA ggA CTC TAA Cg-3' 

Sè hiÖu ®¨ng ký lµ AF434709. Måi n»m trong hÖ gen cña ng«. 

D.1.5.5.2   Måi ng−îc 

VW03: 5'-TCC ATC TTT ggg ACC ACT gTC g-3'. 

Sè hiÖu ®¨ng ký (GenBank®) lµ V00141, J02048. Måi n»m trong promoter CaMV-35S. 

D.1.5.6   ADN polymeraza chÞu nhiÖt (dïng cho hot-start PCR), 5 lU/µl. 

D.1.5.7   Enzym giíi h¹n: Mwo I vµ Hae III. 

D.1.6   ThiÕt bÞ, dông cô 

D.1.6.1   M¸y chu tr×nh nhiÖt 

D.1.6.2   Bé ®iÖn di, cã nguån cung cÊp. 

D.1.7   C¸ch tiÕn hµnh  

D.1.7.1    ChuÈn bÞ PCR 

Ph−¬ng ph¸p nµy ®Þnh râ tæng thÓ tÝch PCR lµ 25 µl cho mét ph¶n øng víi c¸c thµnh phÇn nh− liÖt kª 

trong B¶ng D.3. PCR còng cã thÓ tiÕn hµnh víi thÓ tÝch lín h¬n nÕu c¸c dung dÞch ®−îc ®iÒu chØnh phï 

hîp. Nång ®é cuèi cïng cña c¸c thuèc thö ®−a ra trong B¶ng D.3 ®−îc chøng minh lµ phï hîp. 
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B¶ng D.3 - Thµnh phÇn thuèc thö 

Thuèc thö Nång ®é cuèi cïng ThÓ tÝch trªn mÉu (µl) 

MÉu ADN 10 ng tíi 50 ng 2 

N−íc  14,8 

10 x §Öm PCR (kh«ng chøa MgCI2) 1 x 2,5 

Dung dÞcha MgCI2, 25 mmol/l 2 mmol/l 2,0 

Dung dÞch dNTP, 10 mmol/l 0,4 mmol/l 1,0 

Måi VW01, 10 µmol/l 0,5 µmol/l 1,25 

Måi VW03, 10 µmol/l 0,5 µmol/l 1,25 

Taq ADN polymeraza, 5 IU/µl 1 IU 0,2 

a   NÕu trong dung dÞch ®Öm PCR ®· chøa MgCI2 th× nång ®é cuèi cïng cña MgCI2 trong hçn hîp ph¶n 

øng ®−îc ®iÒu chØnh lµ 2 mmol/l. 

D.1.7.2   KiÓm chøng PCR  

§Ó kiÓm chøng d−¬ng tÝnh cã thÓ sö dông mÉu chuÈn IRMM-413 ®· ®−îc IRMM c«ng nhËn. 

Mét sè ®èi chøng thÝch hîp kh¸c nªn tiÕn hµnh theo TCVN 7608 : 2007 (ISO 24276 : 2006). 

D.1.7.3   Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é  

Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é nªu trong B¶ng D.4 ®· ®−îc sö dông ®Ó nghiªn cøu thÈm tra ph−¬ng 

ph¸p, sö dông m¸y chu tr×nh nhiÖt GeneAmp® 2400 hoÆc GeneAmp® 9600 vµ AmpliTaq Gold® ADN 

polymeraza28). NÕu sö dông m¸y kh¸c th× cÇn ®iÒu chØnh ch−¬ng tr×nh. Thêi gian ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban 

®Çu phô thuéc vµo polymeraza ®−îc sö dông. NÕu sö dông hot-start polymeraza, nhµ s¶n xuÊt khuyªn 

còng nªn sö dông ch−¬ng tr×nh ®ã trõ khi cã quy ®Þnh kh¸c.  

B¶ng D.4 - Ch−¬ng tr×nh thêi gian-nhiÖt ®é 

Ho¹t ho¸, biÕn tÝnh ban ®Çu 12 min/95 oC 

KhuÕch ®¹i 30 s/95 oC 

30 s/64 oC 

30 s72 oC 

Sè chu tr×nh 40 

KÐo dµi sîi tr−íc khi kÕt thóc 10 min/72 oC 

                                                
28)   GeneAmp® 2400, 9600 vµ AmpliTaq Gold® polymeraza lµ c¸c vÝ dô thÝch hîp vÒ c¸c s¶n phÈm cã s½n trªn thÞ  tr−êng cña 

Applied Biosystems, tr−íc kia lµ Perkin Elmer/Applied Biosystems. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn, ISO 

kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông s¶n phÈm nµy. Cã thÓ sö dông c¸c s¶n phÈm kh¸c nÕu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. 
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D.1.8   NhËn d¹ng 

S¶n phÈm PCR ®−îc khuÕch ®¹i cã thÓ ®−îc thÈm tra b»ng enzym giíi h¹n Hae III hoÆc Mwo I. S¶n 

phÈm PCR ®−îc c¾t b»ng Hae III t¹o hai ®o¹n gen cã kÝch th−íc 126 vµ 44 bp t−¬ng øng. Khi c¾t b»ng 

Mwo I, sÏ t¹o ra hai ®o¹n cã kÝch th−íc 109 bp vµ 61 bp t−¬ng øng. 

D.1.9    §¶m b¶o chÊt l−îng vµ diÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Tr×nh tù ®Ých coi nh− ®· ®−îc ph¸t hiÖn nÕu kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR t−¬ng ®−¬ng víi kÝch th−íc 

cña tr×nh tù ®Ých theo lý thuyÕt. KÝch th−íc nµy ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch so s¸nh víi s¶n phÈm PCR 

®−îc khuÕch ®¹i tõ mÉu chuÈn cã nguån gèc tõ ng« MON 810 (vÝ dô, IRMM-413 tõ IRMM, Geel, BØ).  

VÒ nhËn d¹ng s¶n phÈm PCR, xem D.1.8. 

S¶n phÈm PCR lµ ®o¹n gen cã kÝch th−íc 170 bp chøng tá mÉu ADN chøa ADN cã nguån gèc tõ ng« 

MON 810 biÕn ®æi gen víi nång ®é n»m trong giíi h¹n ph¸t hiÖn ®Æc hiÖu nªu trong D.1.2.2. 

Chi tiÕt vÒ ®iÖn di, xem B.2 cña TCVN 7606 : 2007 (ISO 21571 : 2005). 
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