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TÓM TẮT 

Đa dạng sinh học trên thế giới đang liên tục suy giảm, trong đó nhiều loài có nguy cơ dần biết mất. Một dự án 
chiến lược trên toàn thế giới - mã vạch DNA đã được công bố gần đây nhằm xây dựng một thư viện mã vạch của 
các loài đang bị đe dọa (CBOL ABS Brochure, 2012). Phương pháp mã vạch DNA sử dụng một trình tự DNA 
ngắn trong genome của sinh vật như chuỗi ký tự duy nhất giúp phân biệt các loài. Loài Cáp gai nhỏ Capparis sp. 
phân bố rải rác ở một số tỉnh của Việt Nam. Trong nghiên cứu này, nhằm hỗ trợ cho việc định danh loài cũng 
như bước đầu công bố các thông tin bằng mã vạch DNA của loài Cáp gai nhỏ thu tại Khu bảo tồn thiên nhiên Tà 
Kóu, huyện Hàm Thuận Nam, tỉnh Bình Thuận được chính xác, phương pháp sử dụng mã vạch DNA dựa trên 
đoạn gen matK đã được thực hiện. Đoạn gen matK từ loài Cáp gai nhỏ đã được phân lập dựa trên cặp mồi đặc 
hiệu matK-F/matK-R có chiều dài 800 nucleotide. Trình tự đoạn gen matK từ loài Cáp gai nhỏ được so sánh với 
7 trình tự của các loài thuộc chi Capparis công bố trên GenBank thông qua các phần mềm BLAST trong NCBI, 
BioEdit và MEGA5. Kết quả đã chứng minh được mẫu nghiên cứu thuộc loài Capparis micracantha. 

Từ khóa: Capparis micracantha, gen matK, mã vạch, mã vạch DNA, phân biệt loài. 

MỞ ĐẦU  

Đến nay, các mẫu sinh vật vẫn thường được nhận diện bằng các đặc tính hình thái bên ngoài hoặc các đặc tính 
sinh lý sinh hóa bên trong nhờ vào bảng hướng dẫn định danh có sẵn. Tuy nhiên, trong nhiều trường hợp, mẫu 
vật chưa phát triển đầy đủ các đặc tính hình thái, hoặc chúng bị hư hỏng các bộ phận ngoài, hoặc mẫu vật chết 
đã khiến quá trình nhận diện mẫu vật trở nên khó khăn thậm chí là không thể. Trong những trường hợp này, mã 
vạch DNA (DNA barcode) đã giúp giải quyết vấn đề trên vì trình tự DNA dễ dàng thu nhận từ một mẫu mô rất bé. 
Bên cạnh việc định danh, mã vạch DNA còn giúp phân tích quá trình tiến hóa của loài sinh vật đó trong tự nhiên. 

Mã vạch DNA là một khái niệm mới được đưa ra bởi Heber vào năm 2003. Mã vạch DNA là trình tự nucleotide 
của một chuỗi DNA ngắn, có cùng nguồn gốc tổ tiên (orthologous), trong đó có vùng ít bị thay đổi (rất ổn định – 
bảo thủ) và có vùng dễ thay đổi trong quá trình tiến hóa. Dựa vào mức độ thay đổi trong trình tự DNA này để 
đánh giá sự sai khác di truyền giữa các sinh vật. Như vậy, sử dụng mã vạch DNA để định danh là phương pháp 
định danh mới sử dụng một đoạn DNA chuẩn ngắn nằm trong genome của sinh vật đang nghiên cứu, nhằm xác 
định sinh vật đó thuộc về loài nào (http://www.barcodeoflife.org). Từ cơ sở dữ liệu này, hướng nghiên cứu xây 
dựng cơ sở dữ liệu mã vạch DNA đang được nhiều quốc gia, nhiều nhà khoa học trên thế giới rất quan tâm phát 
triển, đặc biệt trong những năm gần đây và sẽ là một xu thế nghiên cứu trong thời gian tới (Valentini, 2009; 
Xiwen, 2014). Mã vạch DNA được xem là một công cụ mới, hỗ trợ có hiệu quả trong nghiên cứu về phân loại, 
phát hiện loài mới, giám định loài và các mẫu có nguồn gốc từ sinh vật sống hoặc đã chết. 

Đoạn DNA đặc trưng được sử dụng làm mã vạch có thể là những đoạn DNA nằm ở trong nhân (nuclear DNA - 
nDNA), như: 18S, 5,6S, 26S, 5S spacer và vùng ITS; nằm ở ty thể (Mitochondrial DNA - mtDNA), như: Cytb và 
vùng kiểm soát (control region); nằm ở lục lạp (Chloroplast DNA - cpDNA), như: matK, rcbL, atpβ, ndnF, 16S 
(Cuenoud, 2002; Kress et al, 2008). Có rất nhiều gen cpDNA tham gia trong phân tích phân loại thực vật như: 
16S, rbcL, atpβ, ndhF, intron trnL và matK,… trải rộng từ bộ cho đến mức dưới loài. Mỗi đoạn mã vạch DNA có 
những đặc trưng riêng và có khả năng phân biệt sinh vật ở các mức độ khác nhau. Ví dụ, các đoạn DNA như: 
18S; 16S; 5,6S có khả năng phân biệt sinh vật ở mức họ và chi; các đoạn DNA, như: 26S, rbcL, ndnF, atpβ có 
khả năng phân biệt ở mức chi và loài; các đoạn DNA, như: ITS, matK, cytb, 5S spacer có khả năng phân biệt ở 
mức loài và dưới loài (subspecies, variety, strain) (Ford et al., 2009; Li et al., 2010; Hebert, 2003). Tuy nhiên, các 
nhà khoa học cũng đã khuyến cáo, chưa có đoạn DNA nào được sử dụng làm mã vạch chung cho tất cả các loài 
sinh vật. Vì vậy, việc lựa chọn những đoạn DNA (gen) đặc trưng để làm mã vạch và việc phối hợp giữa các đoạn 
mã vạch DNA là rất cần thiết và đem lại hiệu quả cao (Kress et al., 2008; CBOL Plant Working Group, 2009; 
Vijayan, 2010). 

Ở thực vật, tốc độ tiến hóa của các gen ty thể không nhanh như ở động vật, do vậy không đủ sai khác để phân 
biệt được các loài. Vì vậy, thường sử dụng các đoạn DNA đặc trưng ở lục lạp và nhân để làm mã vạch DNA 
(Kress et al., 2008). Tùy vào mức độ phân tích mà mỗi vùng gen và mỗi phương pháp được áp dụng phù hợp. Tổ 
chức hệ thống cơ sở dữ liệu mã vạch sự sống (BOLD) khuyến cáo, ở thực vật ngoài vùng ITS ở trong nhân, nên 
dùng thêm các marker khác riêng rẽ hoặc kết hợp. Nghiên cứu của Holliingsworth và đồng tác giả (2011) đã chỉ 
ra sự kết hợp giữa gen matK và gen rbcL ở lục lạp để sử dụng như một mã vạch DNA có hiệu quả cao nhất trong 
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định danh phân tử cho nhiều loài thực vật (Gao, 2011). Sau đó, Kress và đòng tác giả (2008) bổ sung thêm vùng 
gen thứ ba là vùng xen trnH-psbA. Tính đến năm 2009, đã có khoảng 8 locus gen được sử dụng làm mã vạch 
DNA ở các loài thực vật, bao gồm cả hệ gen nhân và hệ gen lục lạp (vùng xen atpF-atpH, gen matK, gen rbcL, 
gen rpoC1, vùng xen psbK-psbI, vùng xen trnH-psbA và vùng gen nhân ITSAB).  

Maturase K (matK) là một trong những trình tự được nghiên cứu và ứng dụng thành công trong việc xác định các 
loại thuốc thảo dược như "Dahuang" có nguồn gốc từ Rheum palmatum L. (Polygonaceae), R. tanguticum 
(Maxim. ex Regel) Maxim. ex Balf, R. officinale Baill., và loài gần gũi Rheum L. với mức độ biến đổi nội bộ loài và 
giữa các loài khác nhau là cao. Vì vậy, nó thường được sử dụng để xác định các nguyên liệu thảo dược ở những 
vị trí địa lý khác nhau (Yang, 2004). 

Việt Nam có hệ động, thực vật phong phú nhưng đến nay nhiều loài chưa có dữ liệu về mã vạch DNA. Các loài 
trong chi Cap (Capparis) có nhiều sự tương đồng về mặt hình thái dẫn đến có thể nhầm lẫn trong phân loại loài. 
Chúng tôi hy vọng việc nghiên cứu phương pháp DNA mã vạch sẽ cung cấp cái nhìn sâu hơn vào phân loại học 
ở cấp độ loài và đóng góp vào quá trình phân loại học, nhận diện, phân chia ranh giới giữa các loài, hỗ trợ quá 
trình nhận diện các mẫu vật không nhận biết được hoặc chưa xác định được thuộc loài nào. 

NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

Nguyên liệu thực vật   

Mẫu lá cây Cáp gai nhỏ Capparis sp. sử dụng trong nghiên cứu do nhóm nghiên cứu thu thập trong chuyến đi 

thực tế tại Khu bảo tồn thiên nhiên Tà Kóu, huyện Hàm Thuận Nam, tỉnh Bình Thuận (Hình 1). Số hiệu mẫu  
VK 3412. 

 

Hình 1. Cây Cáp gai nhỏ 

Hóa chất  

Các hóa chất sử dụng trong nghiên cứu được đặt từ các hãng uy tín đảm bảo về chất lượng và độ tin cậy như 
Qiagen, Fermentas, Sigma…   

Thiết bị sử dụng trong nghiên cứu  

Một số thiết bị chính được sử dụng trong nghiên cứu: cân điện tử Satorius (Thụy Sỹ), bể ổn nhiệt, máy đo quang 
phổ, máy đo pH, máy li tâm, máy PCR. 

Cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu  

Cặp mồi được sử dụng để nhân bản đoạn gen đích là gen matK, trình tự và thông tin về cặp mồi được thể hiện ở 
Bảng 1. 

Bảng 1. Thông tin về cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu  

Tên mồi Trình tự mồi Nhiệt độ gắn mồi Kích thước dự kiến 

matK-F 5’- CGATCTATTCATTCAATATTTC-3’  
540C Khoảng 800 bp 

matK-R 5’- TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT-3’ 

Cặp mồi matK-F/matK-R sử dụng trong phản ứng PCR nhân bản gen matK được được tổng hợp theo Kress (2005). 

Phương pháp nghiên cứu 

Tách chiết DNA tổng số: Mẫu lá của cây Capparis sp. (VK 3412) được sử dụng để tách chiết DNA tổng số bằng 
quy trình mini-CTAB và kit DNeasy® Plant Mini Kit của hãng Qiagen.  

Kiểm tra sản phẩm DNA sau tách chiết: DNA tổng số của mẫu Capparis sp. (VK 3412) sau khi tách chiết được 

điện di trên gel agarose 1%, trong đệm TBE 1X, ở hiệu điện thế 90V với marker 1 kb. Nồng độ và độ tinh sạch 
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của DNA tổng số được kiểm tra qua phương pháp đo quang phổ hấp phụ ở bước sóng 260 và 280 nm. Pha 

loãng dịch chiết 100 lần (5 µL mẫu + 450 µl DDW), mỗi mẫu đo ba lần và giá trị TB của ba lần đo được lấy làm 

kết quả cuối cùng. Độ tinh sạch của mẫu thể hiện qua thông số A260/280.  

Phương pháp nhân gen bằng kỹ thuật PCR:   

Phản ứng PCR được thực hiện trên máy PCR 9700 (Applied Biosystems).  

Thành phần phản ứng PCR bao gồm: Master mix (2X) – 7,5 μL, mồi xuôi (10 pmol/μl) - 0,5 μL, mồi ngược  

(10 pmol/μL) - 0,5μl, DNA khuôn (10 ng/μL)- 0,5 μL, H2O - 6 μL. Tổng thể tích phản ứng là 15 μL. 

Chu trình nhiệt: 94oC/3 phút; lặp lại 35 chu kì với (94oC/30 giây, 54oC/40 giây, 72oC/30 giây); 72oC/10 phút và  

giữ ở 4oC. 

Phương pháp giải trình tự gen. 

Phương pháp giải trình tự gen thực hiện dựa trên kỹ thuật “chain termination- kết thúc chuỗi” bằng việc sử dụng 

các deoxynucleotide đã bị chỉnh sửa làm mất nhóm hydroxyl ở đầu 3’ của phân tử đường. Khi một ddNTP được 

thêm vào chuỗi, vì không có nhóm 3’-OH nên một nucleotide không được thêm vào, phản ứng tổng hợp sẽ dừng 

lại. Enzyme polymerase xúc tác phản ứng gắn các dNTP vào mạch đơn của DNA để kéo dài mạch ở vị trí 3’- OH 

và dừng lại nếu gắn các ddNTP vào chuỗi. Trong một phản ứng chứa cả dNTP và ddNTP nên sau phản ứng tổng 

hợp, hình thành các đoạn DNA có độ dài khác nhau do ddNTP gắn ngẫu nhiên làm dừng phản ứng. Dựa vào sự 

sai khác về độ dài các đoạn DNA hiển thị trên bản gel sau điện di để xác định trình tự trong gene. 

Trình tự nucleotide của đoạn gen matK được xác định bằng máy giải trình tự ABI PRISM® 3100 Avant Genetic 

Analyzer, sử dụng bộ Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing với cặp mồi đặc hiệu. Giải trình tự gen 

được tiến hành tại phòng thí nghiệm trọng điểm, Viện Công nghệ Sinh học trực thuộc Viện Hàn lâm Khoa học và 

Công nghệ Việt Nam.  

Trình tự gen được phân tích, so sánh bằng chương trình BioEdit.  

Phương pháp xây dựng cây phát sinh chủng loại: Cây phát sinh chủng loại được xây dựng bằng phần mềm MEGA5. 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 

Kết quả tách chiết và tinh sạch DNA tổng số 

Để tách chiết DNA có độ tinh sạch đảm bảo cho thí nghiệm thì việc lựa chọn một phương pháp tách chiết phù 

hợp với đối tượng nghiên cứu là rất quan trọng. Hiện nay, phương pháp tách chiết DNA sử dụng CTAB là 

phương pháp khá phổ biến để tách chiết DNA từ các mẫu có nguồn gốc thực vật. Phương pháp sử dụng lần đầu 

tiên được Murray và Thompson mô tả vào năm 1980, tới nay đã được sử dụng rất phổ biến có hiệu quả với các 

mẫu khó tách chiết như thực vật giàu polysaccharide hay các sản phẩm có nguồn gốc từ thực vật. 

Chúng tôi đã tách chiết thành công DNA của mẫu lá từ cây Capparis sp. (VK 3412) thu tại Khu bảo tồn thiên 

nhiên Tà Kóu, huyện Hàm Thuận Nam, tỉnh Bình Thuận. Kết quả thí nghiệm được thể hiện trên Hình 2 (A). 

                

                                                                        A                                         B             

Hình 2. Kết quả điện di DNA tổng số của mẫu lá cây Capparis sp. (A) và sản phẩm PCR nhân đoạn gen matK 
của mẫu nghiên cứu (B) trên gel agarose 1%, M: marker 1Kb 
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Khuyếch đại vùng gen nghiên cứu bằng kỹ thuật PCR 

Chúng tôi đã khuyếch đại thành công vùng gen nghiên cứu với cặp mồi matK-F; matK-R, nhiệt độ bắt cặp mồi 
đặc hiệu ở 540C. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR được trình bày trên Hình 2 (B). 

Kết quả khuyếch đại đoạn gen matK cho thấy, trên hình ảnh điện di chỉ xuất hiện một băng sản phẩm với kích 
thước tính toán như dự đoán (khoảng 800 bp). 

Giải trình tự đoạn gen matK và phân tích trình tự thu được từ phản ứng khuếch đại 

Chúng tôi đọc trình tự đoạn gen matK trực tiếp từ sản phẩm PCR. Kết quả giải trình tự và so sánh với một số 
trình tự gen matK được công bố trên ngân hàng gen được trình bày trong Hình 3 và Hình 4. Kết quả giải trình tự 
cho thấy, đoạn gen matK phân lập được từ mẫu nghiên cứu có chiều dài 800 bp. 

 

Hình 3. Kết quả so sánh trình tự đoạn gen matK nghiên cứu với một số trình tự được công bố trên NCBI 

Kết quả so sánh với một số trình tự được công bố trên ngân hàng gen cho thấy, trình tự gen matK nghiên cứu có 
sự tương đồng lớn nhất với trình tự mang mã số AB925022.1 (đến 99,87%) của loài C. micracantha (Hinh 2), chỉ 
có sự thay đổi một nucleotide (T thành G) (vị trí đánh dấu trên Hình 3). 

 

Hình 4. Kết quả so sánh trình tự đoạn gen matK nghiên cứu với trình tự gen malK mã số AB925022.1  
của loài C.  micracantha được công bố trên ngân hàng gen  
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Chúng tôi cũng đã tiến hành so sánh trình tự amino acid suy diễn từ mẫu nghiên cứu và trình tự mang mã số 
AB925022.1 của loài Capparis micracantha được công bố trên ngân hàng gen (Hình 5). Kết quả so sánh cho 
thấy, từ sự sai khác trong trình tự nucleotide đã dẫn đến sự sai khác trong trình tự amino acid (D - Asparagine 
thành Y - Tyrosine). 

 

Hình 5. Kết quả so sánh trình tự amino acid suy diễn từ mẫu nghiên cứu với trình tự mang mã số AB925022.1  
của loài C. micracantha được công bố trên ngân hàng gen băng phần mềm Bioedit 

Như vậy, từ sự sai khác trình tự nucleotide và trình tự amino acid suy diễn giữa mẫu nghiên cứu và trình tự 
tương đồng nhiều nhất trên ngân hàng gen (AB925022.1) có thể nhận thấy, sự sai khác về mặt di truyền là rất ít. 

Xây dựng cây phát sinh chủng loại 

Nhằm khẳng định một cách chính xác về mặt phân loại, chúng tôi đã tiến hành dựng cây phát sinh chủng loại 
giữa mẫu nghiên cứu với 7 trình tự trên ngân hàng gen (các trình tự với mã số được thể hiện trên Hình 3) bằng 
phần mềm MEGA5 dựa trên trình tự nucleotide thu được của đoạn gen matK. Kết quả được thể hiện trên Hình 6. 

Dựa trên sự sai khác trong trình tự gen matK, cây phát sinh chủng loại được xây dựng với mẫu nghiên cứu và 7 
trình tự trên GenBank. Hình ảnh trên sơ đồ phân loại cho thấy, cây phát sinh được chia làm 3 nhánh chính: Nhánh I 
là loài Capparis zeylanica, nhánh II là loài Capparis elaeagnoides. Sáu trình tự còn lai thuộc nhánh thứ III.  

Nhánh thứ III của cây phát sinh chủng loại lại được chia thành 2 nhánh phụ: tại nhánh phụ thứ nhất cho thấy, 
mẫu nghiên cứu (VK 3412) thuộc cùng loài với C. micracantha (điều này phù hợp với kết quả phân tích tính đa 
dạng trong trình tự vùng gen matK) và nằm cùng nhánh gần hơn với Capparis sepiaria. Ba trình tự còn lại thuộc 
nhánh phụ thứ 2. Với kết quả so sánh trình tự và dựng cây chủng loại phát sinh ở trên, có thể tạm xác định và kết 
luận mẫu nghiên cứu của chúng tôi (VK 3412) thuộc loài C. micracantha. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Hình 6. Cây phát sinh chủng loại được xây dựng dựa trên trình tự đoạn gen matK  
của mẫu nghiên cứu bằng phần mềm MEGA5 

KẾT LUẬN  

Từ các kết quả thu được, chúng tôi đưa ra một số kết luận chính như sau: Đã khuếch đại thành công đoạn gen 
matK của cây Cáp gai nhỏ Capparis sp. thu thập tại Khu bảo tồn thiên nhiên Tà Kóu, huyện Hàm Thuận Nam, 

tỉnh Bình Thuận. Kết quả giải trình tự cho thấy vùng gen matK có kích thước 800 bp. Từ kết quả so sánh và phân 
tích trình tự đoạn gen matK có thể xác định mẫu nghiên cứu (VK 3412) thuộc loài Capparis micracantha.  

Lời cảm ơn: Nghiên cứu này được tài trợ bởi Quỹ Phát triển Khoa học và Công nghệ Quốc gia (NAFOSTED) trong đề tài 

mã số 106.03-2019.10. 
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USING DNA BARCODE TO IDENTIFY CAPPARIS SP. IN TA-KOU NATURE 
RESERVE, HAM THUAN NAM DISTRICT, BINH THUAN PROVINCE, 
VIETNAM 

Nguyen Thi Thu Nga*, Sy Danh Thuong 

Thai Nguyen university of education 

SUMMARY 

Biodiversity around the world is constantly declining, including many endangered species. A strategic 

projectworldwide - DNA barcoding was announced recently to build a barcode library of endangered species 

(CBOL ABS Brochure, 2012). DNA barcoding using a short DNA sequence in the genome of the organism as 

the only string that distinguish species. Capparis sp. distributes in some provinces in Vietnam. In this study, in 

order to assist in the identification of species and initially published information using DNA barcode of Capparis 

sp. was collected at Ta-Kou Nature Reserve, Ham Thuan Nam district, Binh Thuan province is accurate, the 

method of using DNA barcode is based on the matK gene was performed. The matK gene from Capparis sp.was 

isolated based on matK-F/matK-R primers with a length of 800 bp. The matK gene from Capparis sp.was 

compared with 7 sequences of genus Capparis published on GenBank via BLAST software in NCBI, BioEdit, 

and MEGA5. The results have proved the research sample belongs to species Capparis micracantha. 

Keywords: Barcode, Capparis micracantha, DNA barcode, matK gene, species identification. 
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