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Tóm TắT:
Trong những năm gần đây, nhiều phương pháp 

khác nhau cho phép phân tích đa dạng sinh học 
và cấu trúc của quần xã vi sinh vật đã xuất hiện, 
trong đó có các phương pháp sinh học phân tử dựa 
trên nghiên cứu đa dạng sinh học di truyền thông 
qua phân tích DNA. Chúng vượt trội hơn so với 
các phương pháp thông thường vì chúng không 
dựa vào việc nuôi cấy trong phòng thí nghiệm và 
cho kết quả về mức độ đa dạng sinh học hiệu quả. 
Vì vậy, trong nghiên cứu này, chúng tôi áp dụng 
2 phương pháp tách DNA tổng số bằng cách sử 
dụng các hóa chất và sử dụng DNeasy PowerSoil 
Kit. Từ đó, lựa chọn phương pháp tối ưu cho quá 
trình tách DNA tổng số của mẫu đất nhiễm dioxin 
và mẫu rễ cỏ Vetiver tại Sân bay Biên Hòa, tỉnh 
Đồng Nai. Độ tinh khiết của sản phẩm tách ra 
được kiểm tra bằng cách đo A260/A280 và A260/A230 
và gửi giải trình tự một số mẫu. Kết quả nhận 
thấy phương pháp sử dụng DNA Power Soil Kit là 
hiệu quả cho tách DNA của mẫu rễ và mẫu đất. 
Phương pháp này có thể xem xét để tách DNA 
tổng số của các mẫu có tính chất tương tự.

Từ khóa: DNeasy PowerSoil Kit, tách chiết DNA 
tổng số, đất nhiễm dioxin, cỏ Vetiver

I. ĐặT vấn Đề
Tại Việt Nam, ô nhiễm dioxin có nguồn gốc 

từ thành phần độc hại chủ yếu có trong thuốc 
diệt cỏ, chủ yếu do tồn dư chiến tranh và gây hậu 
quả nghiêm trọng cho con người như: tổn thương 
gan, đột biến gen, ung thư... Ngoài ra, dư lượng 
dioxin trong đất làm giảm khả năng canh tác 
của đất và tiềm ẩn nguy cơ đe dọa sức khỏe con 
người. Những năm gần đây, việc xử lý ô nhiễm 
dioxin trong đất được áp dụng bằng nhiều công 
nghệ khác nhau, trong đó bước đầu ứng dụng cỏ 
Vetiver đã cho kết quả khả quan [2]. Vi sinh vật 
(VSV) cũng được chứng minh giúp kích thích sinh 
trưởng thực vật, có khả năng xử lý ô nhiễm các 
chất hữu cơ trong đất [3]. Tuy nhiên, cho đến nay, 
chưa có nghiên cứu về mối quan hệ giữa vi sinh 
vật và khả năng xử lý ô nhiễm dioxin của cỏ. 

Bên cạnh đó, để đánh giá mức độ đa dạng của 
vi sinh vật, các phương pháp truyền thống đã được 
áp dụng gồm nuôi cấy làm giàu, đếm trực tiếp 
(qua kính hiển vi), đếm khuẩn lạc (phương pháp 
tính CFU), đếm bằng phương pháp giá trị xác suất 
cực đại... Mặc dù các phương pháp này là dễ thực 
hiện nhưng hạn chế do ngoài các vi sinh vật nuôi 
cấy được còn nhiều vi sinh vật không nuôi cấy 
được trong điều kiện phòng thí nghiệm. Số lượng 
các vi sinh vật nuôi cấy được được cho là chưa tới 
1% tổng số vi sinh vật [7]. Do đó, để nghiên cứu 
sự phân bố và tính đa dạng của các vi sinh vật 
cần sử dụng những phương pháp khác, bao gồm 
các phương pháp sinh học phân tử. Trong số các 
kỹ thuật này, phương pháp giải trình tự DNA tổng 
số Metagenomic là phương pháp hiệu quả [3] [10] 
[11]. Vì vậy, trong nội dung bài báo, chúng tôi tập 

1 Khoa Môi trường, Trường Đại học Mỏ - Địa chất
2 NCS Khoa Môi trường, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại 
học Quốc gia Hà Nội
3 Trường Đại học Phenikaa
4 Khoa Sinh học, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học 
Quốc gia Hà Nội
5 Phòng thí nghiệm Trọng điểm Công nghệ Enzym và Protein, 
Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia Hà Nội
6 Viện Nghiên cứu hệ gen, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ 
Việt Nam
* Tác giả liên hệ: email: haiphamthe@gmail.com
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trung vào việc nghiên cứu lựa chọn phương pháp 
đánh giá đa dạng của các VSV trong mẫu thông 
qua việc tách DNA tổng số để giải trình tự. Đây là 
tiền đề cho các nghiên cứu sau này về đánh giá 
mức độ đa dạng sinh học và vai trò của VSV trong 
quá trình xử lý dioxin cũng như trong quá trình 
phát triển của cỏ Vetiver. 

II. ĐốI Tượng và phương pháp nghIên cứu
1. Đối tượng nghiên cứu
Đối tượng nghiên cứu là các mẫu đất và mẫu 

rễ cỏ Vetiver được trồng ở khu vực nhiễm dioixin 
tại sân bay Biên Hòa, tỉnh Đồng Nai.

2. Phương pháp nghiên cứu
a. Phương pháp thu mẫu đất và rễ
Tại khu vực nghiên cứu, mẫu được thu theo 

quy chuẩn hướng dẫn của UNEP (2007a) với một 
số điều chỉnh nhỏ. 

Với mẫu đất, lấy mẫu tại 30 vị trí khác nhau 
trong 1 lô thí nghiệm ở các độ sâu 20 cm, 40 cm 
và 60 cm, sau đó hợp lại thành một mẫu. Các 
mẫu đất khi đã được lấy, rải ra khay, chia thành 
các ô và xúc lần lượt từ các ô vào túi zip bạc, khối 
lượng khoảng 50 g/mẫu.

Mẫu rễ được lấy tại các khu vực gốc cỏ Vetiver. 
Trước tiên, làm sạch bề mặt đất của vị trí lấy mẫu 
(gạt hết sỏi, đá). Dùng cuốc, xẻng, kéo để đào và 
lấy rễ ở vị trí lấy mẫu đã được thiết kế. Khối lượng 
rễ của mỗi mẫu khoảng 50 g. Rễ sau khi lấy được 
rửa sạch bằng nước máy để loại bỏ hết đất, cát. 
Tiếp đến rửa bằng nước cất, hexan, aceton, để khô 
rồi chia vào các túi zip có ghi ký hiệu mẫu cụ thể. 

Sau khi lấy xong, các mẫu được bảo quản ở 40C 
và vận chuyển về phòng thí nghiệm để phân tích.

b. Phương pháp khử trùng bề mặt mẫu rễ
Để nghiên cứu mức độ đa dạng vi khuẩn nội 

sinh trong rễ, tiến hành loại bỏ các vi sinh vật 
bề mặt rễ. Mẫu rễ được rửa dưới vòi nước chảy 3 
phút, sau đó cắt thành các đoạn khoảng 5cm rồi 
đem rửa với cồn 96o trong 3 phút; rửa tiếp với 
H2O2 3% trong 3 phút; NaClO 1% trong 3 phút. 
Cuối cùng, rửa lại với nước cất khử trùng 4 lần. 
Để kiểm tra hiệu quả của quá trình khử trùng 
bề mặt trên, hút 100µl nước rửa lần cuối được 
đem cấy trải trên các đĩa petri có môi trường LB 
(10g Pepton; 5g Yeast extract; 5g NaCl; 20g agar; 
1000ml H2O; pH = 7) ở 370C trong 24 giờ. Nếu 
không có vi sinh vật phát triển thì quá khử trùng 
bề mặt đạt hiệu quả [1, 5].

c. Phương pháp tách DNA tổng số bằng hóa chất
Lấy 0,2 g mẫu đất hoặc mẫu rễ sau khi đã được 

khử trùng bề mặt nghiền mịn bằng nitơ lỏng. 
Thêm 600 µl extraction buffer (50 mM NaCl, 50 
mM Tris-HCl (pH=7,6) 50 mM EDTA, 5% SDS), 4 
µl Proteinase K, lắc ngang 225 vòng/phút, 370C, 
30 phút. Thêm 60 µl SDS (20%), ủ 650C, 2 giờ, 
đảo mỗi 25 phút. Sau đó, bổ sung 1 lượng thể tích 
bằng thể tích hiện có Chlorofom: Isolamyl 24:1, 
mix đều, li tâm 5000 vòng/phút, 10 phút, hút dịch 
nổi. Thêm 0,6 phần thể tích isopropanol lạnh, ủ 
ở nhiệt độ phòng trong 1giờ. Ly tâm 14000 vòng/
phút, 25 phút, 250C, bỏ dịch. Thêm 500 µl ethanol 
70%, li tâm ở 14000 vòng/phút, 40C, 15 phút, bỏ 
dịch. Lặp lại 2 lần. Để khô mẫu, thêm 20 µl nước 
PCR và bảo quản ở -200C [4, 12] . 

d. Phương pháp tách DNA tổng số bằng Kit
Sử dụng kit tách DNeasy PowerSoil Kit 

(Qiagen, Hilden, Germany) để tách DNA mẫu 
đất và mẫu rễ. Sử dụng 0,25g mỗi loại mẫu cho việc 
tách DNA. Trước khi tách, các mẫu được nghiền mịn 
bằng nitơ lỏng. Tiến hành theo hướng dẫn của nhà 
sản xuất, gồm các bước cụ thể như sau:

1* Thêm 0,25 mẫu vào ống bead, vortex để 
mix mẫu.

2* Bổ sung 60 µl dung dịch C1 vortex.
3* Cho vào máy lắc bead, lắc tối đa trong 10 phút.
4* Ly tâm 10000 vòng trong 30 giây.
5* Thu dịch vào ống 1,5 ml.
6* Thêm 250 µl dung dịch C2 vortex 5 giây, ủ 

40C trong 5 phút.
7* Ly tâm 10000 vòng trong 1 phút.
8* Hút 600 µl dịch vào ống 1,5ml mới.
9* Cho 200 µl dung dịch C3, mix nhẹ, ủ 40C 

trong 5 phút.
10* Ly tâm 10000 vòng trong 1 phút.
11* Hút 750 µl dịch vào ống 2ml mới.
12* Thêm 1200 µl dung dịch C4, mix nhẹ.
13* Cho 675 µl dịch vào ống spin, ủ li tâm 

10000 vòng, bỏ dịch.
14* Thêm 500 µl dung dịch C5, ly tâm 10000 

vòng 30 giây, 10000 vòng, bỏ dịch.
15* Ly tâm 10000 vòng trong 1 phút, chuyển 

ống spin vào ống eppendorf mới.
16* Thêm 100 µl dung dịch C6, ủ 1 phút, ly 

tâm 10000 vòng trong 30 giây thu được dịch DNA 
nằm trong ống eppendorf.  DNA thu được sẽ được 
kiểm tra nồng độ, độ tinh sạch và được bảo quản 
ở -200C.
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e. Phương pháp xác định hàm lượng và độ tinh 
sạch của DNA

Để xác định hàm lượng và độ tinh sạch của 
DNA sử dụng phương pháp đo độ hấp thụ DNA 
tại bước sóng 260 nm (A260). 

PCR khuếch đại trình tự DNA của gene 16S 
rRNA từ các mẫu với cặp mồi p27F (5’-AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG3, mồi xuôi)/ p1492R (5’-
TACCTTGTTACGACTT3’, mồi ngược), và GoTaq 
Green Mastermix (Promega, Wisconsin, USA). 
Thành phần và chu trình nhiệt cho PCR. 

Bảng 1. Thành phần và chu trình nhiệt của phản 
ứng PCR 

Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng cách nhuộm 
với RedSafe DNA Stain 20.000x (iNtRON) và điện 
di trên gel agarose 1% chạy trong đệm TAE 1x 
với hiệu điện thế 100V trong 20 phút.

g. Giải trình tự Metagenomic tổng số
Trình tự DNA metagenomic được giải bời BGI 

Co., Ltd. Quy trình kiểm tra chất lượng DNA và 
giải trình tự.

Hình 1. Quy 
trình phân tích 
DNA

Sau khi đã 
nhận được mẫu 
DNA, trước tiên, 
quá trình kiểm 
tra chất lượng sẽ 
được thực hiện, 
sau đó tất cả DNA 
đủ điều kiện sẽ 
được sử dụng để 
xây dựng một thư 
viện (thư viện). 
Dữ liệu thô được 
lọc để loại bỏ các 

dữ liệu có chất lượng thấp, sau đó hợp nhất thành 
thẻ và được nhóm lại thành OTU. Cuối cùng, sự 
đa dạng alpha, sự đa dạng beta và sàng lọc các 
loài khác nhau được phân tích dựa trên cấp bậc 
phân loại.

III. KếT quả và Thảo luận
1. Kết quả tách DNA
Với các mẫu rễ, trước khi tách DNA để xác định 

mức độ đa dạng của VSV nội sinh cần khử trùng bề 
mặt. Theo phương pháp đã nêu, quá trình khử trùng 
bề mặt được thực hiện và thu được kết quả mẫu 
nước rửa cuối cùng không xuất hiện chủng VSV. 
Điều này chứng tỏ việc khử trùng đạt hiệu quả.

Hình 2. Kết quả khử trùng bề mặt mẫu rễ cỏ Vetiver
Sau khi khử trùng bề mặt rễ, lấy đại diện 4 

mẫu gồm 2 mẫu rễ và 2 mẫu đất để tách DNA 
tổng số theo hai phương pháp đã nêu. Kết quả 
đo nano drop kiểm tra chất lượng DNA của mẫu 
như sau:

Bảng 2. Kết quả đo nano drop kiểm tra chất lượng 
DNA của mẫu

Sau đó, tiến hành PCR các mẫu bằng cặp mồi 
27F/1492R, điện di trên gel.

Hình 3. Kết quả điện di DNA mẫu nghiên cứu trên 
gel agarose

Như vậy, cả 8 mẫu đều cho kết quả điện đi với 
cặp mồi 27F/1492R cho kết quả PCR tốt. Điều này 
cho thấy, với việc sử dụng phương pháp tách DNA 
bằng kit và bằng tách hóa chất đã lựa chọn cho 
kết quả điện di DNA các mẫu hiệu quả gần như 
tương đương nhau. Tuy nhiên, vẫn cần xem xét 
đến chất lượng DNA thông qua việc gửi giải trình 
tự metagenomic tổng số để đánh giá được hiệu 
quả của các phương pháp tách.
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2. Kết quả giải trình tự Metagenomic tổng số
8 mẫu tách đạt yêu cầu được gửi giải trình tự 

tại công ty BGI. Tuy nhiên, chỉ có 4 mẫu rễ và 2 
mẫu đất tách bằng Kit đảm bảo yêu cầu của các 
quá trình kiểm tra mẫu và cho kết quả giải trình 
tự. Như vậy, mặc dù ban đầu, 8 mẫu tách có nồng 
độ và độ tinh sạch DNA đảm bảo, nhưng chất 
lượng DNA của mẫu đất được tách bằng hóa chất 
không đạt yêu cầu của quá trình giải trình tự tổng 
số. Điều này có thể giải thích do quá trình tách 
DNA các mẫu đất gặp khó khăn bởi sự hiện diện 
của chất hữu cơ, chẳng hạn như axit humic. Hơn 
nữa, sự hiện diện của các chất gây ô nhiễm, có 
thể gây ra những thách thức hơn nữa đối với việc 
trích xuất, định lượng và khuếch đại DNA [6]. 
Điều đó ảnh hưởng kết quả tách bằng hóa chất, 
không đủ để loại bỏ hết các yếu tố ảnh hưởng đến 
chất lượng DNA.

Bên cạnh đó, 2 cặp mẫu gồm mẫu rễ ban đầu 
và mẫu rễ 18 tháng được tách bằng hóa chất và 
tách bằng kit cho kết quả mức độ đa dạng thông 
qua chỉ số đa dạng sinh học Shanon [9] như sau: 

Bảng 3. Kết quả đánh giá độ đa dạng của các mẫu

So sánh mức độ đa dạng thông qua chỉ số 
Shannon của các cặp mẫu A0 - C0; A3 - C3 nhận 
thấy: mẫu tách bằng kit cho mức độ đa dạng cao 
hơn các mẫu tách bằng hóa chất. Ngoài ra, kết 
quả giải trình tự mức độ đa dạng vi khuẩn ở các 
cấp độ khác nhau của các mẫu như sau:

Với kết quả mức độ đa dạng ở cấp độ ngành 
và chi ở các mẫu cho thấy, các mẫu tách bằng kit 
cho mức độ đa dạng tốt hơn, tỷ lệ “unclussifid” và 
“other” ở các mẫu tách bằng Kit thấp hơn ở mẫu 
tách bằng hóa chất.

So sánh giữa 2 phương pháp đã áp dụng 
(Bảng 4).

Như vậy, với mẫu môi trường đất, đặc biệt 
là đất nhiễm các chất độc hóa học như dioxin, 
phương pháp tách DNA tổng số phù hợp và hiệu 
quả là sử dụng DNA Quiagen Power Soil Kit [8].

Iv. KếT luận
Để đánh giá mức độ đa dạng vi sinh vật trong 

các mẫu, có thể sử dụng phương pháp tách DNA 
và giải trình tự metagenomic tổng số. Nghiên cứu 
áp dụng hai phương pháp tách bao gồm sử dụng 
bằng Kit tách và sử dụng hóa chất. Kết quả cho 
thấy, DNA Power Soil Kit là kit tách hiệu quả cho 
mẫu đất nhiễm dioxin và mẫu rễ cỏ Vetier được 
trồng tại khu vực này. Kết quả giải trình tự giúp 
nhận diện được mức độ đa dạng của các vi sinh 
vật trong các mẫu. Từ đó, chúng tôi đề xuất lựa 
chọn DNeasy PowerSoil Kit cho việc tách DNA 
của các mẫu trong những thí nghiệm tiếp theo.
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summARY:
In recent years, many different methods allowing 

the analysis of biodiversity and the structure of 
microbial communities have appeared, including 
molecular biological methods based on 
biodiversity research genetics through 
DNA analysis. They are superior to conventional 
methods because they do not rely on laboratory 
cultures and result in effective levels of biodiversity. 
Therefore, in this study, we applied two methods of 
separating DNA using chemicals and using DNA 
Quiagen Power Soil Kit. From there, choose the 
optimal method for total DNA isolation of dioxin 
- contaminated soil samples and Vetiver grass 
root samples at Bien Hoa airbase. The purity of 
the separated product was checked by measuring 
A260/A280 and A260/A230 and sending several samples for 
sequencing. The results showed that the method 
using DNA Power Soil Kit is effective for separating 
DNA from root and soil samples. This method can 
be considered to separate total DNA of samples 
with similar properties.

Keywords: DNeasy PowerSoil Kit, total DNA 
extraction, dioxin contaminated soil, Vetiver grass
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