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Tóm tắt:

Aspergillus luchuensis là loài nấm sợi nổi tiếng trong công nghiệp sản xuất rượu truyền thống tại Nhật Bản. Đây là loài nấm sợi 
an toàn và không sinh độc tố nấm. Nấm sợi A. luchuensis có khả năng sử dụng nhiều loại cơ chất giá rẻ và sinh tổng hợp nhiều 
loại enzyme có giá trị như amylase, protease, xylanase. Tuy nhiên, các nghiên cứu về cải biến di truyền ở A. luchuensis vẫn còn 
tương đối hạn chế, đặc biệt là tại Việt Nam. Nghiên cứu này giới thiệu chủng A. luchuensis AL1 có nguồn gốc từ thực phẩm, 
được phân loại dựa trên đặc điểm hình thái và phân tích trình tự ba vùng gen độc lập gồm ITS của rDNA, gen β-tubulin (benA) 
và calmodulin (CaM). Bước đầu nghiên cứu này đã thành công trong chuyển gen vào A. luchuensis AL1 nhờ sử dụng vi khuẩn 
Agrobacterium tumefaciens và gen kháng hygromycin B. Hiệu suất chuyển gen đạt 40 thể chuyển gen/106 bào tử nấm và không 
xuất hiện các khuẩn lạc dương tính giả. Với phương pháp chuyển gen này, chủng A. luchuensis AL1 đã được tích hợp thành công 
thêm gen mã hóa protein huỳnh quang xanh (GFP) dưới sự điều hòa của promoter gpdA từ nấm Aspergillus nidulans. Phân tích 
các chủng chuyển gen GFP dưới kính hiển vi huỳnh quang cho thấy sự biểu hiện mạnh của protein GFP ở toàn hệ sợi của nấm. 

Từ khoá: Aspergillus luchuensis, chuyển gen nhờ vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens, gen kháng hygromycin B, huỳnh quang 
xanh (GFP).
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*Tác giả liên hệ: Email: tuantran@vnu.edu.vn

DOI: 10.31276/VJST.2024.0009

A preliminary study on Agrobacterium tumefaciens-mediated 
transformation of the food filamentous fungus Aspergillus luchuensis AL1 

Hanh Dung Thai1, Thi Minh Trinh1, Anh Ngoc Ngo1, Thi Ngan Giang Nguyen1, Van Tuan Tran1, 2*

1Genomics Unit, National Key Laboratory of Enzyme and Protein Technology, University of Science, Vietnam National University - Hanoi, 334 Nguyen Trai Street, Thanh Xuan Trung Ward, Thanh Xuan District, Hanoi, Vietnam
2Department of Microbiology, Faculty of Biology, University of Science, Vietnam National University - Hanoi, 334 Nguyen Trai Street, Thanh Xuan Trung Ward, Thanh Xuan District, Hanoi, Vietnam

Received 1 July 2024; revised 9 August 2024; accepted 19 August 2024

Abstract:

Aspergillus luchuensis is a filamentous fungus renowned in the traditional alcohol production industry in Japan. 
This species has been proven to be safe and does not produce fungal toxins. The A. luchuensis fungus is capable 
of utilising various inexpensive substrates and synthesising many valuable enzymes such as amylase, protease, 
and xylanase. However, research on genetic modification in A. luchuensis remains relatively limited, especially 
in Vietnam. This study introduced an A. luchuensis AL1 strain derived from food, which was classified based on 
morphological characteristics and sequence analysis of three independent gene regions, including the ITS of rDNA, 
β-tubulin (benA) gene, and calmodulin (CaM) gene. Initial research on gene transfer into A. luchuensis AL1 using 
Agrobacterium tumefaciens and the hygromycin B resistance gene has been successful. The efficiency of genetic 
transformation reached 40 transformants per 106 fungal spores, and no false-positive colonies were observed. With 
this gene transfer method, the gene encoding green fluorescent protein (GFP), regulated by the gpdA promoter from 
Aspergillus nidulans, was successfully transferred into the A. luchuensis AL1 strain. Analysis of the GFP-tagged 
transformants under a fluorescence microscope showed strong expression of the GFP protein in the fungal mycelia.

Keywords: Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation (ATMT), Aspergillus luchuensis, green fluorescent 
protein (GFP), hygromycin B antibiotic resistance gene.
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1. Đặt vân đề

Nấm Aspergillus luchuensis đã được sử dụng rộng rãi 
trong quá trình sản xuất hai loại rượu chưng cất truyền 
thống của Nhật Bản là rượu shochu và rượu awamori. Ngoài 
ra, A. luchuensis cũng được dùng để sản xuất rượu sake, 
rượu gạo, makgeolli, meju, tương đậu nành và nước tương 
ở Trung Quốc và Hàn Quốc [1, 2]. Nấm sợi A. luchuensis 
tiết ra nhiều loại enzyme giúp thủy phân các nguyên liệu thô 
như gạo, lúa mì, khoai lang thành đường, phù hợp cho lên 
men rượu. Bên cạnh đó, A. luchuensis cũng tiết lượng lớn 
axit citric vào môi trường nuôi cấy, giúp duy trình pH thấp 
và hạn chế vấn đề tạp nhiễm vi sinh vật khác trong quá trình 
lên men [3]. Nấm A. luchuensis có các đặc điểm hình thái 
tương tự với Aspergillus niger và Aspergillus tubingensis 
trong cùng phân nhóm Aspergillus đen Nigri. Tuy nhiên, 
cụm gen tham gia vào sinh tổng hợp các loại độc tố nấm 
(mycotoxin) như ochratoxin A và fumosinin B2 không có 
mặt trong hệ gen của A. luchuensis khi so sánh với nấm A. 
niger. Điều này xác nhận sự an toàn của nấm A. luchuensis 
trong sản xuất thực phẩm và đồ uống [2].

Hiện nay, việc thực hiện cải biến di truyền đối với nấm 
A. luchuensis vẫn còn tương đối hạn chế. Một số nghiên 
cứu về CRISPR/Cas9 trong bất hoạt gen, chuyển gen 
thông qua tế bào trần (protoplast), hay chuyển gen thông 
qua vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens (ATMT) đã 
được áp dụng ở A. luchuensis. Trong đó, các marker chọn 
lọc thường được sử dụng là gen kháng kháng sinh như 
hygromycin B, phleomycin. Tuy nhiên, các thể chuyển gen 
thường kém bền khi cấy truyền và chỉ đạt khoảng 21% thể 
chuyển gen bền thông qua hệ thống CRISPR/Cas9 khi gen 
kháng hygromycin B được lựa chọn làm marker chọn lọc 
[4]. Phương pháp chuyển gen ATMT được cho là có lợi thế 
hơn trong chuyển gen ở nấm sợi nhờ hiệu quả chuyển gen 
cao, giá thành rẻ do không cần phải tạo tế bào trần và vùng 
T-DNA được tích hợp bền vào trong hệ gen của vật chủ [5]. 
Gần đây, các hệ thống chuyển gen hiệu suất cao sử dụng 
phương pháp ATMT cho nấm A. niger đã được phát triển 
[6, 7]. Đặc biệt, sự xuất hiện của các thể chuyển gen dương 
tính giả ở các chủng A. niger khác nhau đã bị ức chế đáng kể 
nhờ kỹ thuật phủ màng [6]. Nghiên cứu này đã cho thấy việc 
sử dụng phương pháp ATMT để cải biến di truyền ở nấm 
A. luchuensis với marker chọn lọc là gen kháng kháng sinh 
hygromycin B với kỹ thuật phủ màng rất hiệu quả. Chúng 
tôi cũng đã thực hiện thành công việc biểu hiện protein 
huỳnh quang xanh (GFP) ở nấm A. luchuensis AL1. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu

Chủng nấm sợi A. luchuensis AL1 có nguồn gốc từ thực 
phẩm được lưu giữ trong bộ sưu tập chủng giống của Phòng 
Genomic, Phòng thí nghiệm Trọng điểm Công nghệ Enzym 

và Protein. Chủng vi khuẩn Ag. tumefaciens AGL1 chứa 
plasmid Ti siêu độc lực (plasmid pTiBo542 với các gen vir 
bổ sung từ chủng Ag. tumefaciens A281) với phạm vi vật 
chủ rộng và hiệu suất chuyển gen cao được sử dụng cho các 
thí nghiệm chuyển gen sử dụng phương pháp ATMT [8].

Vector nhị thể pGreen2 bao gồm gen kháng kháng sinh 
hygromycin dưới sự điều hoà của promoter gpdA từ nấm 
Aspergillus nidulans và đoạn gen mã hoá protein huỳnh 
quang xanh GFP dưới sự điều hoà của promoter gpdA từ 
nấm A. nidulans. Vector pGreen2 được cung cấp bởi Phòng 
Genomic, Phòng Thí nghiệm Trọng điểm Công nghệ Enzym 
và Protein [9].

2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.1. Thu bào tử nấm

Chủng nấm sợi A. luchuensis AL1 được nuôi trên môi 
trường PDA (potato dextrose agar) trong 5 ngày ở 30oC. 
Nước cất vô trùng được bổ sung lên bề mặt đĩa và bào tử 
được tách ra khỏi hệ sợi nấm nhờ que gạt vô trùng. Hỗn hợp 
dịch thu được từ đĩa nuôi cấy được lọc qua màng Miracloth 
(Đức) và ly tâm trong 15 phút với tốc độ 4000 vòng/phút. 
Bào tử nấm AL1 trong phần cặn ly tâm được tiếp tục rửa 
thêm 2 lần với nước cất vô trùng và được pha về nồng độ 
106 bào tử/ml phục vụ các thí nghiệm kế tiếp.

2.2.2. Xác định đặc điểm hình thái của chủng Aspergillus 
luchuensis AL1

5 µl dịch bào tử của chủng AL1 ở nồng độ 106 bào tử/ml
được nhỏ lên môi trường CYA (Czapek Yeast Extract 
Agar) (0,5% cao nấm men, 3% sucrose; 0,3% NaNO3; 
0,1% KH2PO4; 0,05% KCl; 0,05% MgSO4.7H2O; 0,001% 
FeSO4.7H2O; 0,005% CuSO4.5H2O; 0,001% ZnSO4.7H2O; 
2% agar; pH 5,5) để quan sát hình thái hệ sợi nấm và cuống 
sinh bào tử. Mẫu được nuôi ở 30oC trong 4 ngày. 

2.2.3. Định danh chủng Aspergillus luchuensis AL1 
bằng giải trình tự

DNA hệ gen của chủng A. luchuensis AL1 được tách 
chiết từ hệ sợi nấm [9]. Khuếch đại vùng trình tự ITS, 
β-tubulin (benA) và calmodulin (CaM) từ DNA hệ gen với 
các cặp mồi đặc hiệu (ITS1/ITS4 dùng cho khuếch đại đoạn 
ITS, Bt2a/Bt2b dùng cho khuếch đại đoạn gen benA, Cmd5/
Cmd6 dùng cho khuếch đại đoạn gen CaM) và tinh sạch 
(bảng 1). Vùng ITS, β-tubulin và calmodulin được giải trình 
tự bởi 1st BASE (Singapore) và được phân tích, so sánh với 
dữ liệu GenBank. Từ các thông tin thu được, cây phát sinh 
chủng loại được xây dựng nhờ phần mềm MEGA11, dựa 
trên phương pháp Neighbor Joining với mô hình sao chép 
mẫu (bootstrap) 1000 lần.
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Bảng 1. Các cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu.

Tên mồi Trình tự (5’-3’) Nguồn tham khảo

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
[10]

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC
[11]

Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC

Cmd5 CCGAGTACAAGGAGGCCTTC
[12]

Cmd6 CCGATAGAGGTCATAACGTGG

GFP-F ATGGTGAGCAAGGGCGAG
[9]

GFP-R TCACTTGTACAGCTCGTCCATGC

2.2.4. Đánh giá mức độ mẫn cảm của chủng nấm 
Aspergillus luchuensis AL1 với kháng sinh hygromycin B

10 µl dịch bào tử nấm ở nồng độ 106 bào tử/ml được nhỏ 
lên môi trường CDA (Czapek Dox Agar) (3% sucrose; 0,3% 
NaNO3; 0,1% KH2PO4; 0,05% KCl; 0,05% MgSO4.7H2O; 
0,001% FeSO4.7H2O; 0,005% CuSO4.5H2O; 0,001% 
ZnSO4.7H2O; 2% agar; pH 5,5) đã được thêm 300, 600 
và 900 mg/l kháng sinh hygromycin B và nuôi cấy trong 
5 ngày ở 30oC. Nồng độ kháng sinh hygromycin B ức chế 
hoàn toàn sự sinh trưởng của chủng nấm A. luchuensis AL1 
sẽ được sử dụng cho thí nghiệm chuyển gen. 

2.2.5. Chuyển gen vào nấm Aspergillus luchuensis AL1 
và xác nhận các thể chuyển gen

Việc chuyển gen vào chủng A. luchuensis AL1 được thực 
hiện tương tự với chuyển gen nhờ vi khuẩn Ag. tumefaciens 
vào nấm A. niger sử dụng kỹ thuật phủ màng [6]. Vector 
nhị thể pGreen2 được biến nạp vào chủng vi khuẩn Ag. 
tumefaciens AGL1 bằng xung điện. Bổ sung 200 ng vector 
pGreen2 vào ống chứa sẵn 50 µl tế bào AGL1 khả biến, trộn 
nhẹ và chuyển toàn bộ hỗn hợp sang cuvet 2 mm cắm trên 
đá. Đặt cuvet vào buồng dung hợp của hệ thống chuyển gen 
bằng xung điện Gene Pulse XcellTM Electroporation System 
(Bio-Rad, Hoa Kỳ) và kích hoạt xung điện với các thông 
số 2500 V, 400 Ω và 25 μF. Thêm vào cuvet biến nạp 500 
µl môi trường LB (Luria Bertani) lỏng và trộn đều. Tiến 
hành nuôi lắc hỗn hợp chứa AGL1 đã biến nạp trong 1 giờ 
ở 28oC với tốc độ 200 vòng/phút. Sau 1 giờ, dịch nuôi được 
ly tâm trong 20 giây ở tốc độ 8000 vòng/phút. Tiến hành 
cấy trải phần cặn ly tâm trên đĩa LB có bổ sung kháng sinh 
kanamycin ở nồng độ 100 mg/l và nuôi cấy 2-3 ngày ở 28oC. 
Các khuẩn lạc được kiểm tra đã nhận được vector pGreen2 
nhờ PCR với cặp mồi dùng cho khuếch đại đoạn gen mã hoá 
protein huỳnh quang xanh: GFP-F/GFP-R.

Vi khuẩn Ag. tumefaciens AGL1 đã được xác nhận là 
mang vector pGreen2 được sử dụng để thực hiện chuyển 
gen vào chủng A. luchuensis AL1. Vi khuẩn và bào tử nấm 
(nồng độ 106 bào tử/ml) được đồng nuôi cấy trên môi trường 
IM (Induction Medium) có chứa 200 µM acetosyringone 
(AS) trong 60 giờ ở 20oC. Màng giấy lọc cellulose được 
chuyển sang môi trường chọn lọc CDA bổ sung kháng 

sinh hygromycin B (300 mg/l) và kháng sinh cefotaxime 
(300 mg/l). 10 ml môi trường CDA có hygromycin B và 
cefotaxime tiếp tục được đổ lên màng cellulose. Tiếp tục 
sàng lọc trên môi trường CDA có chứa hygromycin B (300 
mg/l) các khuẩn lạc nấm xuất hiện trên môi trường chọn lọc 
sau 4 ngày ủ ở 30oC.

Các thể chuyển gen kháng kháng sinh hygromycin sau 
đó được thuần khiết và nuôi cấy để tách chiết DNA tổng số. 
Sự tích hợp của cấu trúc biểu hiện protein GFP vào hệ gen 
nấm được kiểm tra nhờ PCR với cặp mồi GFP-F/GFP-R. 
Sự biểu hiện của protein GFP ở hệ sợi của các thể chuyển 
gen được quan sát dưới kính hiển vi huỳnh quang Axioplan 
(Carl Zeiss, Đức).

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Xác định chủng nấm Aspergillus luchuensis AL1

Sau 4 ngày nuôi cấy trên môi trường CYA, chủng AL1 
đã sinh trưởng tạo hệ sợi màu trắng và bào tử màu đen (hình 
1A). Quan sát dưới kính hiển vi, hệ sợi của nấm AL1 bao 
gồm cấu trúc sợi phân nhánh, cấu trúc sinh bào tử dạng hoa 
cúc (hình 1A). Các đặc điểm trên tương đồng với các đặc 
điểm của nấm Aspergillus thuộc phân nhóm Nigri [13].

Do các đặc điểm hình thái của A. luchuensis tương tự với 
A. niger và A. tubingensis trong phân nhóm Nigri nên rất 
khó phân biệt các loài này với nhau nếu dựa trên đặc điểm 
kiểu hình [3]. Phân tích tổng hợp các trình tự rDNA-ITS, 
β-tubulin, calmodulin cho thấy các chủng A. luchuensis 
khác biệt với A. tubingensis và A. niger [14]. Chúng tôi tiếp 
tục định danh dựa trên trình tự của 3 vùng gen bảo thủ: 
trình tự vùng ITS của rDNA, trình tự gen β-tubulin (benA) 
và gen calmodulin (CaM). Kể từ năm 2012, trình tự vùng 
ITS được chấp nhận là mã vạch DNA chính thức dùng cho 
phân loại nấm. Tuy nhiên, trình tự vùng ITS không đủ để 
xác định chính xác tất cả các loài nấm thuộc chi Aspergillus 
và do đó, cần phải có các marker thứ cấp để phân loại. Vì lý 
do này, calmodulin, β-tubulin hoặc tiểu đơn vị lớn thứ hai 
RNA polymerase II (rpb2) đã được đề xuất làm các marker 
thứ cấp. Gen rpb2 không dễ khuếch đại, khiến việc sử dụng 
nó như một marker thứ cấp tương đối khó khăn đối với một 
số loài nấm. Gen benA rất dễ khuếch đại, nhưng đã được 
báo cáo là có sự khác nhau về số lượng intron và đôi khi 
thực hiện phản ứng PCR dẫn đến việc khuếch đại các gen 
paralogous [15]. Mặt khác, CaM rất dễ khuếch đại và có thể 
dùng để phân biệt giữa hầu hết tất cả các loài nấm thuộc chi 
Aspergillus. Ngoài ra, cơ sở dữ liệu về trình tự CaM gần như 
hoàn chỉnh cho tất cả các loài được chấp nhận. Nói chung, 
để có thể xác định chính xác loài thuộc chi Aspergillus và 
Penicillium, các gen benA và CaM thường được lựa chọn 
để có thể cung cấp các thông tin tốt hơn [14]. Thông tin về 
trình tự ITS, benA và CaM được so sánh với dữ liệu trên 
GenBank. Các thông tin thu được đã cho phép xây dựng cây 
phát sinh chủng loại (hình 1C).
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Hình 1. Đặc điểm hình thái, cấu trúc sinh bào tử và định danh 
chủng nấm Aspergillus luchuensis AL1 dựa trên trình tự vùng 
ITS, gen benA và CaM. (A) Hình thái chủng nấm AL1 nuôi cấy trên 
CYA sau 4 ngày ở 30oC và cấu trúc sinh bào tử quan sát dưới kính 
hiển vi; (B) Kết quả khuếch đại vùng ITS, gen benA và CaM nhờ 
PCR của chủng AL1; (C) Cây phát sinh chủng loại được xây dựng 
dựa trên trình tự của vùng ITS, gen benA và CaM. M: DNA marker 1 
kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ). 

Kết quả cho thấy nấm AL1 là A. luchuensis với độ tương 
đồng là 100%. Trước đây, A. luchuensis được gộp chung 
vào A. niger. Tuy nhiên, đến năm 2014, A. luchuensis (cũng 
từng được đặt tên là A. awamori) được tách ra [13].

3.2. Chủng nấm Aspergillus luchuensis AL1 mẫn cảm 
với kháng sinh hygromycin B

Kháng sinh hygromycin B được lựa chọn để sử dụng cho 
chuyển gen vào nấm A. luchuensis. Khả năng sinh trưởng 
của chủng nấm A. luchuensis AL1 trên môi trường với các 
nồng độ kháng sinh hygromycin B: 0, 300, 600, 900 mg/l 
đã được đánh giá nhằm lựa chọn nồng độ kháng sinh thích 
hợp cho chuyển gen. Kể từ nồng độ 300 mg/l, chủng A. 
luchuensis AL1 bị ức chế sinh trưởng hoàn toàn (hình 2). 

Hình 2. Mức độ mẫn cảm của Aspergillus luchuensis AL1 với 
kháng sinh hygromycin B. Chủng Aspergillus luchuensis AL1 
được nuôi trên CDA bổ sung hygromycin B với các nồng độ (0, 
300, 600 và 900 mg/l) trong 5 ngày ở 30oC.

Hygromycin B là một trong những kháng sinh phổ 
biến trong các nghiên cứu chuyển gen vào cả thực vật và 
nấm. Hygromycin B (HmB) được phân lập tử xạ khuẩn 
Streptomyces hygroscopicus và Escherichia coli là kháng 
sinh thường được sử dụng nhằm ức chế quá trình sinh tổng 
hợp polypeptide bằng cách cố định tRNA-ribosomal và ức 
chế dịch mã [16]. Cassette kháng kháng sinh hygromycin 
B bắt nguồn từ vector pAN7-1 được sử dụng rộng rãi 
cho chuyển gen vào nấm sợi. Cassette này chứa trình tự 
của vùng promoter từ nấm A. nidulans glyceraldehyde 
dehydrogenase (gpdA), khung đọc mở của gen kháng kháng 
sinh hygromycin B và vùng terminator anthranilate synthase 
(trpC) [17]. Vector pGreen2 cung cấp bởi phòng Genomic 
dùng cho chuyển gen cũng có cassette kháng kháng sinh 
hygromycin B tương tự (hình 4B). 

Nồng độ kháng sinh hygromycin B dùng cho chọn lọc các 
thể chuyển gen đối với nấm sợi A. niger dao động từ 300-900 
mg/l, tuỳ thuộc vào khả năng mẫn cảm với kháng sinh của 
chủng nấm khảo sát [6, 18]. 300 mg/l cũng là nồng độ kháng 
sinh hygromycin B được sử dụng cho chuyển gen vào nấm 
Colletotrichum gloeosporioides [19]. Trong nghiên cứu này, 
chủng nấm AL1 bị ức chế sinh trưởng hoàn toàn khi 300 mg/l 
kháng sinh hygromycin B được bổ sung vào môi trường nuôi 
cấy. Như vậy, 300 mg/l là nồng độ hygromycin B được sử 
dụng để nghiên cứu chuyển gen vào A. luchuensis AL1.

3.3. Chuyển gen vào nấm Aspergillus luchuensis AL1 
sử dụng phương pháp chuyển gen thông qua vi khuẩn 
Agrobacterium tumefaciens

Quá trình chuyển cấu trúc biểu hiện protein huỳnh quang 
xanh GFP vào nấm A. luchuensis được mô tả như trong hình 
3. Sau 4 ngày ở 30oC, 4 khuẩn lạc đã quan sát được trên 
màng giấy lọc (hình 3). Các khuẩn lạc này sau đó được cấy 
chuyển sang môi trường có bổ sung kháng sinh hygromycin 
B (300 mg/l) và cả 4 thể chuyển gen này đều kháng kháng 
sinh hygromycin B (hình 4A). 

Hình 3. Sơ đồ chuyển gen vào nấm Aspergillus luchuensis AL1 
sử dụng phương pháp ATMT.
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Sau khi đồng nuôi cấy vi khuẩn và nấm trong 60 giờ ở 
22oC, màng giấy lọc được chuyển sang môi trường CDA 
có bổ sung kháng sinh hygromycin B (300 mg/l) và một 
lớp mỏng môi trường chọn lọc có kháng sinh hygromycin 
B được phủ lên màng giấy lọc (phủ màng) nhằm hạn chế 
hiện tượng dương tính giả. Ở nấm sợi A. niger, khi tiến 
hành chuyển gen sử dụng phương pháp ATMT với marker 
chọn lọc là gen kháng kháng sinh hygromycin B, một số thể 
chuyển gen xuất hiện trên màng chuyển gen nhưng không 
thể sinh trưởng được khi sàng lọc trên môi trường có bổ sung 
hygromycin B [6]. Việc bổ sung thêm một lượng môi trường 
lên trên màng giấy lọc đã giúp chọn lọc các thể chuyển gen 
và ức chế hiện tượng dương tính giả ở nấm A. niger. Hiệu 
suất chuyển gen khi tiến hành phủ màng tăng lên từ 10-20 
lần ở A. niger [18]. Trong nghiên cứu này, hiệu quả chuyển 
gen ở nấm A. luchuensis đạt 40 thể chuyển gen/106 bào tử 
và tất cả các thể chuyển gen xuất hiện trên màng đều kháng 
kháng sinh hygromycin B, không thấy xuất hiện hiện tượng 
dương tính giả (hình 4A). 

Bên cạnh đó, hiệu quả chuyển gen vào nấm sử dụng 
phương pháp ATMT phụ thuộc vào nhiều yếu tố, chẳng hạn 
như vật chủ, chủng Ag. tumefaciens, nồng độ AS, thời gian 
và nhiệt độ đồng nuôi cấy… AS được sử dụng để kích thích 
quá trình cảm ứng các gen vir và kích hoạt quá trình chuyển 
T-DNA. Vì vậy, nồng độ AS có ảnh hưởng rất lớn đối với 
hiệu quả chuyển gen ở nhiều loài nấm và nồng độ AS tối 
ưu khác biệt ở các chủng nấm [20, 21]. Nếu không bổ sung 
AS trong quá trình chuyển gen ở nấm Aspergillus terrus thì 
hiệu quả chuyển gen rất thấp hoặc chuyển gen không thành 

công [18]. Lượng AS là một trong các nhân tố đóng vai trò 
quyết định tới số lượng các thể chuyển gen đối với loài nấm 
A. awamori [22]. Trong một số nghiên cứu chuyển gen hiệu 
quả cao ở nấm A. niger, A. oryzae trước đó, 200 µM được 
lựa chọn là nồng độ AS trong môi trường đồng nuôi cấy và 
hiệu quả chuyển gen có thể đạt 1060±143 thể chuyển gen 
cho 106 bào tử [6, 7, 23]. Một số thông số như đồng nuôi 
cấy ở 22oC, đồng nuôi cấy trong 60 giờ đã được xác định là 
các thông số tối ưu cho chuyển gen sử dụng phương pháp 
ATMT ở A. niger khuyết dưỡng histidine [7]. Ngoài ra, sử 
dụng vector pGreen2 cho chuyển gen vào nấm A. niger cho 
hiệu quả chuyển gen đạt 87±18 thể chuyển gen/106 bào tử 
[6]. Áp dụng các thông số cho chuyển gen với nấm A. niger 
để thực hiện cải biến di truyền ở loài nấm sợi A. luchuensis, 
hiệu quả chuyển gen đạt tới 40 thể chuyển gen/106 bào tử. 

Các thể chuyển gen xuất hiện trên màng giấy lọc được 
kiểm tra sự có mặt của gen mã hoá protein huỳnh quang GFP 
thông qua PCR. Có thể quan sát thấy sản phẩm 720 bp ở tất 
cả các thể chuyển gen, tương ứng với kích thước của gen 
GFP (hình 4A). Sự biểu hiện của protein GFP trong hệ sợi và 
bào tử nấm được đánh giá bằng cách quan sát các thể chuyển 
gen này dưới kính hiển vi huỳnh quang (hình 4C). Tín hiệu rõ 
ràng màu xanh lá cây đã khẳng định rằng gen mã hoá protein 
huỳnh quang GFP đã được tích hợp vào hệ gen của nấm A. 
luchuensis AL1 sử dụng phương pháp ATMT với marker 
chọn lọc là gen kháng kháng sinh hygromycin B. 

Sự tích hợp ngẫu nhiên T-DNA nhờ vi khuẩn 
Agrobacterium vào hệ gen nấm đã được ứng dụng để xác 
định, phân lập các đột biến với các kiểu hình mong muốn, 
từ đó khám phá được chức năng gen hoặc dùng để sàng 
lọc các chủng có đặc tính tốt phuc vụ cho sản xuất công 
nghiệp một số sản phẩm có giá trị kinh tế. Thông qua việc 
gây đột biến chèn ngẫu nhiên, có thể thu được các thể đột 
biến Penicillium digitatum không gây bệnh hoặc giảm độc 
tính trên quả có múi, hoặc các chủng tăng sản xuất chitinase 
ở nấm Purpureocillium lilacinum [24, 25]. Các thể chuyển 
gen A. luchuensis tạo ra trong nghiên cứu này sẽ tiếp tục 
được kiểm tra các đặc tính chống chịu stress, khả năng sinh 
enzyme, khả năng phân giải các hợp chất…

4. Kết luận

Trong nghiên cứu này, việc chuyển gen vào chủng nấm 
sợi thực phẩm A. luchuensis AL1 với phương pháp chuyển 
gen nhờ vi khuẩn Ag. tumefaciens đã bước đầu thành công. 
Hiệu suất chuyển gen vào chủng A. luchuensis AL1 đạt 40 
thể chuyển gen/106 bào tử và không có hiện tượng khuẩn lạc 
dương tính giả khi sử dụng marker chọn lọc là gen kháng 
hygromycin. Nghiên cứu cũng xác nhận sự hiệu quả của 
promoter gpdA từ A. nidulans trong điều hòa biểu hiện gen 
huỳnh quang GFP cung cấp ở nấm sợi A. luchuensis. Các 
chủng chuyển gen GFP cho tín hiệu huỳnh quang xanh rõ 
ràng ở toàn hệ sợi nấm khi quan sát dưới kính hiển vi huỳnh 
quang Axioplan của hãng Carl Zeiss, Đức.

Hình 4. Chuyển gen huỳnh quang vào nấm Aspergillus 
luchuensis AL1. (A) Sàng lọc các thể chuyển gen trên môi trường 
CDA bổ sung hygromycin B (300 mg/l); (B) Sơ đồ vùng T-DNA của 
vector pGreen2, vị trí bám mồi GFP-GFP-R và xác nhận các thể 
chuyển gen nhờ PCR với cặp mồi GFP-F/GFP-R; (C) Sự biểu hiện 
của protein huỳnh quang xanh GFP ở các chủng chuyển gen; M: 
DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ).
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