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Tóm tắt. Sự tinh sạch DNA metagenome của các sinh vật trong môi trường tự 

nhiên đạt yêu cầu cho việc giải trình tự và xây dựng thư viện DNA là rất quan trọng. 

Trong nghiên cứu này, để tinh sạch DNA metagenome của hệ vi sinh vật sống cộng 

sinh trong ruột mối, chúng tôi đã sử dụng phương pháp máng đơn của 

Harnpicharnchai và cộng sự [4] có cải biến cho phù hợp với điều kiện phòng thí 

nghiệm. Phương pháp này đơn giản, ít tốn và hiệu quả. Kết quả cho thấy, DNA 

metagenome thu được có độ sạch cao (A260/A280= 1,86-1,9). Đặc biệt, hiệu suất thu 

hồi lớn hơn và DNA cũng ổn định hơn so với việc sử dụng bộ Kit QIAamp DNA 

mini kit (là bộ kit thương phẩm của hãng QIAGEN thường được dùng để tinh sạch 

DNA genome ở các phòng thí nghiệm trong nước cũng như trên thế giới).  

 

1. MỞ ĐẦU 

Gần đây, nhiều bài báo và bằng sáng chế đã chỉ ra rằng mối và hệ vi sinh vật 

cộng sinh trong ruột mối là nơi cung cấp nguồn gen rất phong phú đa dạng mã hóa 

cho các enzyme chuyển hóa nhanh và hiệu quả gỗ thành các sản phẩm đường đơn mà 

vi sinh vật cũng như mối có thể hấp thụ được [9]. Các enzyme này được xem là 

nguồn enzyme thích hợp để ứng dụng trong các ngành công nghiệp chuyển hóa sinh 

khối, phế phụ phẩm nông nghiệp [7]. Một số tác giả đã sử dụng kỹ thuật 

metagenomic xây dựng thư viện DNA và phân lập thành công gen mã hóa một số 

dòng cellulase mới bằng phương pháp metagenomic từ các môi trường khác nhau như 

m u đất [3], dạ cỏ trâu bò [1], hay phân thỏ [2]. Tuy nhiên, DNA metagenome được 

tách chiết từ các môi trường này thường chứa các tạp chất (chủ yếu là các cơ chất 

humic) [5], [6] và axit humic (là một hợp chất tự nhiên có mặt thường xuyên trong 

các m u DNA metagenome làm ảnh hưởng trực tiếp đến quá trình giải trình tự DNA 

vì chúng luôn ức chế các phản ứng enzyme [5]. Để loại bỏ các chất ức chế này, các 

nhà nghiên cứu thường sử dụng kỹ thuật như ly tâm gradient, sắc ký cột, xử lý với 

hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB), polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) 

hoặc các bộ kit thương mại để tinh sạch DNA. Tuy nhiên, các kỹ thuật tinh sạch này 

(ngoại trừ sử dụng kit) tốn nhiều thời gian và sức lao động. Các bộ kit thương mại 

như QIAgenquick gel extraction kit…có ưu điểm là tiết kiệm thời gian nhưng lại rất 

tốn kém, đặc biệt là khi cần tinh chế một lượng lớn DNA metagenome [10]. Để đơn 

giản hóa quá trình tinh chế DNA metagenome, Harnpicharnchai và cộng sự [4] đã 
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giới thiệu phương pháp máng đơn. Đây là phương pháp tinh chế DNA metagenome 

hiệu quả (thu được 50%-70% DNA đã tinh sạch cao hơn tỷ lệ thu được khi sử dụng 

Kit thương phẩm), không tốn kém và dễ thực hiện. Phương pháp này dựa trên cơ sở 

của kỹ thuật điện di DNA trên gel. Trong đó, DNA ở môi trường trung tính mang 

điện tích âm sẽ di chuyển từ cực âm sang cực dương trong trong điện trường đều. 

Trên gel agarose, các đoạn DNA có kích thước lớn sẽ di chuyển chậm và tách biệt với 

các chất khác, kể cả các tạp chất. Khi đó, một giếng chứa đầy PEG 8000 

(polyethyleneglycol, khối lượng phân tử 8000) sẽ được tạo ra ở ngay trước băng 

DNA để thu lấy hoàn toàn DNA sau khi điện di [4]. Do PEG 8000 có khả n ăng hoà 

tan trong nước, methanol, benzene và dichloromethane kết hợp với các phân tử 

hydrophobic sẽ tạo thành hợp chất có hoạt tính bề mặt không ion. Hợp chất này sẽ 

chuyển động dưới điện trường, do đó nó sẽ dừng lại tại vị trí của giếng trong gel 

agarose. Sau khi kết thúc điện di, dịch chứa DNA trong giếng được thu lại dễ dàng. 

Với những ưu thế của phương pháp Máng đơn, chúng tôi đã áp dụng phương pháp 

này trong nghiên cứu tinh sạch DNA metagenome hệ vi sinh vật sống cộng sinh trong 

ruột mối. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  

2.1. Nguyên liệu 

Ruột mối thợ của chi mối Coptotermes do Viện Phòng trừ Mối và Bảo vệ công 

trình cung cấp. 

Bộ Kit QIAamp DNA mini kit dùng để tách  DNA metagenome được mua từ 

hãng QIAGEN.  

2.2. Phương pháp 

2.2.1. Tách chiết DNA metagenome hệ vi sinh vật ruột mối 

Toàn bộ ruột mối thợ được lấy cẩn thận. Cứ 300 ruột mối được cho vào 1 ống 

eppendorf, bổ sung 0,34 g hạt thủy tinh và nghiền bằng chày nghiền m u trong ống 

eppendorf. Xác tế bào được loại bỏ bằng cách ly tâm tốc độ thấp (700 vòng/phút). 

Sau đó, vi khuẩn trong dịch nổi được thu lại bằng ly tâm ở tốc độ 5000 vòng/phút 

trong 5 phút. Tế bào vi khuẩn được rửa nhiều lần bằng PBS. DNA metagenome của 

vi khuẩn được tách chiết theo phương pháp của Sambrook J và Russell DW [8]. 

2.2.2. Tinh sạch DNA metagenome hệ vi sinh vật ruột mối bằng Máng đơn  

M u DNA cần tinh sạch được cho vào giếng của bản gel agarose 0,8% (bản gel 

có 2 lớp được ngăn cách bởi tấm nhựa trong và mỏng, lớp dưới mỏng và không có 

ethidium bromide, còn lớp trên có chứa 0,1-0,5 µg/ml ethidium bromide) và điện di ở 

điện áp 50 V khoảng 30 phút. Vị trí băng DNA đích được xác định dưới đèn UV, sau 

đó một giếng rộng khoảng 1-1,5 cm được tạo ra ngay sau vị trí gen đích. Agarose 

thừa trong giếng được loại bỏ cẩn thận và giếng được làm đầy bằng đệm Máng đơn 

(25-30% PEG8000 trong TAE). Cả bản gel được điện di tiếp trong khoảng 15 phút để 

DNA đích đi vào trong giếng. Hút toàn bộ đệm chứa DNA trong giếng vào một 

http://en.wikipedia.org/wiki/Dichloromethane
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Eppendorf sạch. Sau đó DNA được chiết lại bằng chloroform : isoamyl alcohol (24:1) 

và được tủa lại bằng 2 lần thể tích cồn 100% + 2 µl glycogen (10 mg/ml) + 50 µl natri 

axetat 3 M, ở -80
o
C trong 25 phút (hoặc 60 phút ở -20

o
C). DNA được thu lại bằng 

cách ly tâm 13000 vòng/phút trong 15 phút, rửa lại bằng cồn 70%, làm khô và hoà 

vào nước vô trùng và giữ ở -20
o
C cho các thí nghiệm tiếp theo. 

 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tách chiết DNA metagenome hệ vi sinh vật sống cộng sinh trong ruột 

mối 

Để tách chiết được DNA metagenome của hệ vi sinh vật trong ruột mối không 

bị l n DNA metagenome của ruột mối, chúng tôi đã ly tâm m u ruột mối (sau khi 

nghiền cơ học) ở tốc độ 700 vòng/phút trong 10 phút để loại tủa (chính là tế bào mô 

ruột mối) và dịch là phần có chứa tế bào vi khuẩn quan tâm. Với quy trình tách chiết 

đã mô tả ở phần phương pháp, DNA metagenome của vi khuẩn trong ruột mối đã 

được tách chiết thành công, có kích thước cao hơn DNA 10 kb cuả thang DNA chuẩn 

(đường chạy 1 ở hình 1). Tuy nhiên, ngoài băng DNA metagenome còn có một số 

băng DNA và ARN khác không mong muốn. Hơn nữa, trong sản phẩm tách chiết này 

còn có các tạp chất và axit humic là những thành phần cần loại bỏ khỏi m u DNA 

metagenome. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1. Điện di đồ DNA metagenome của hệ vi sinh vật sống trong ruột mối. M: Thang chuẩn 1 kb 
(Fermentas); 1: DNA metagenome được tách chiết; 2 và 3: tương ứng là DNA metagenome được 
tinh sạch bằng Kit QIAamp DNA mini kit và  bằng phương pháp Máng đơn; 4, 5: tương ứng là DNA 
metagenome hệ vi sinh vật sống cộng sinh trong ruột mối được tinh sạch bằng Kit QIAamp DNA 
mini kit và tinh sạch bằng phương pháp Máng đơn sau 30 ngày cất giữ ở -20

o
C; 6: 3 µl DNA 

metagenome trước khi tinh sạch; 7 và 8: tương ứng là 3 µl DNA metagenome được tinh sạch bằng 
phương pháp Máng đơn và bằng Kit QIAamp DNA mini kit 
 

  M        1         M       2        3          M      4       5         6      7      M     8 

10 kb 
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3.2. Khảo sát phương pháp tinh sạch DNA metagenome  

Chúng tôi đã tiến hành tinh sạch DNA metagenome bằng 3 phương pháp: (1) 

sử dụng bộ Kit QIAamp DNA mini kit (QIAGEN); (2) bằng túi thẩm tích; (3) bằng 

Máng đơn. Trong ba phương pháp này, DNA metagenome thu được có kích thước 

nguyên vẹn khi sử dụng bộ kit của QUAGEN và bằng Máng đơn. DNA metagenome 

thu được từ túi thẩm tích bị phân cắt rất nhiều thành dải DNA có kích thước khác 

nhau. Trước đó, chúng tôi đã thử tách DNA metagenome bằng chế theo phương pháp 

Máng đơn gốc của Harnpicharnchai và cộng sự (Harnpicharnchai et al., 2007), tuy 

nhiên, DNA bị mất nhiều nên hiệu quả thu hồi thấp. Sau đó, chúng tôi đã chuẩn bị gel 

theo hai cách (1) đổ gel hai lớp, giữa hai lớp gel là một tấm nhựa trong, mỏng đặt ở vị 

trí sẽ cắt tạo giếng sau khi chạy điện di; (2) đặt tấm nhựa mỏng ở dưới cùng và đổ lớp 

gel có chứa ethidium bromine dày ở trên. Kết quả cho thấy, hiệu quả thu hồi DNA 

cao hơn hẳn. Sản phẩm DNA metagenome tách bằng bộ kit của Quiagen và bằng 

Máng đơn là tương đương nhau (Đường chạy 2 và 3 ở hình 1). Độ sạch của m u (tính 

theo tỷ lệ A260/A280) tách bằng Máng đơn và bằng QIAamp DNA mini kit đều trong 

khoảng 1,86 đến 1,9 (đo bằng máy NanoDrop
TM

). Những giá trị này cho thấy cả 2 sản 

phẩm đều đạt yêu cầu về độ sạch. 

3.3. Kiểm tra độ ổn định của DNA metagenome sau khi tinh chế 

Sau 30 ngày cất giữ ở -20
o
C, m u DNA metagenome được đưa ra kiểm tra. Kết 

quả cho thấy sản phẩm tinh sạch bằng Kit QIAamp DNA mini kit bị cắt thành nhiều 

đoạn DNA có kích thước khác nhau, trải đều từ khoảng 100 bp đến các đoạn có kích 

thước tương đương với DNA metagemome ban đầu (Đường chạy 4 ở hình 1). Ngược 

lại, sản phẩm DNA metagenome được tinh sạch bằng phương pháp Máng đơn không 

bị cắt (Đường chạy 5 ở hình 1). Chúng tôi đã kiểm tra m u DNA metagenome này 

sau khi cất giữ 3 tháng đều thấy chúng hoàn toàn ổn định và không bị phân cắt. Như 

vậy, DNA metagenome tinh sạch bằng Kit không đủ tiêu chuẩn để làm thư viện DNA 

hoặc để giải trình tự.  

3.4. Đánh giá hiệu quả thu hồi DNA metagenome trước và sau khi tinh chế 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi cũng tiến hành kiểm tra định tính DNA 

metagenome thu được sau khi được tinh sạch bằng Kit QIAamp DNA mini kit 

(QIAGEN) và bằng Máng đơn. Để kết quả chính xác, 30 µl DNA metagenome đã 

được tinh sạch bằng phương pháp Máng đơn lần 1 được tinh sạch lại bằng cả 2 

phương pháp, lượng DNA metagenome thu được sau khi tinh sạch lần 2 được hòa lại 

trong 30 µl nước cất vô trùng (đúng bằng lượng DNA metagenome ban đầu – đã được 

tinh sạch lần 1). 3 µl DNA metagenome mỗi m u được điện di để kiểm tra tỷ lệ DNA 

bị mất sau khi tinh sạch. Kết quả (Đường chạy 6,7 và 8 ở hình 1) cho thấy, băng 

DNA metagenome được tinh sạch bằng Máng đơn đậm hơn băng DNA metagenome 

được tinh sạch bằng Kit QIAamp DNA mini kit. Điều này chứng tỏ, phương pháp 
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tinh sạch Máng đơn hiệu quả hơn phương pháp tinh sạch bằng Kit. Kết quả này giống 

với kết quả của Harnpicharnchai và cộng sự [4]. 

Như vậy, phương pháp Máng đơn là phương pháp tối ưu được chúng tôi sử 

dụng để tinh sạch một lượng lớn (10 µg) cho việc giải trình tự trực tiếp DNA 

metagenome của hệ vi khuẩn trong ruột mối nhằm khai thác toàn bộ các gen mã hóa 

cho protein, enzyme liên quan đến quá trình chuyển hóa lignocellulose thành đường . 

4. KẾT LUẬN 

Chúng tôi áp dụng thành công phương pháp Máng đơn để tinh chế DNA 

metagenome từ hệ vi sinh vật sống trong ruột mối. Sản phẩm tinh sạch sẽ được sử 

dụng để giải trình tự toàn bộ metagenome, tạo thư viện metagenome nhằm khai thác 

nguồn gen. 

Lời cảm ơn: Công trình được thực hiện bằng kinh phí hỗ trợ của Viện Khoa 

học và Công nghệ Việt Nam và đề tài Nghị định thư với Nhật Bản: “Phân lập hệ gen 

mã hóa cho enzyme thủy phân lignocellulose từ khu hệ vi sinh ruột mối Việt Nam 

bằng kỹ thuật Metagenomics”. Công trình có sử dụng một số trạng thiết bị của phòng 

Thí nghiệm trọng điểm Công nghệ gene. 
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SUMMARY 

APPLICATION OF TROUGHING METHOD FOR PURIFICATION OF 

METAGENOMIC DNA FROM THE TERMITE GUT BACTERIAL SYMBIONTS 

 

DNA metagenome purification of organisms in nature enviroments for 

sequence and library construction is very important. In this study, to purify DNA 

metagenome of termite gut symbiotic bacteria, we used Trouging method of 

Harnpicharnchai et al [4] with modification for more suitable with our lab condition. 

This method is simple, inexpensive and effective. The results indicated that, the 

purified bacterial metagenomic DNA was pure (A260/A280= 1,86-1,9). Specially, DNA 

is more stable than (not cleaved by contaminants) and  recovery efficiency was higher 

than the DNA purified by QIAamp DNA mini kit (is a commercial Kit of QIAGEN, 

usually used in the labs in Vietnam and the world).  
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