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TÓM TẮT: Những thành tựu đạt được gần đây trong nghiên cứu sinh học thực vật, đặc biệt là 
công nghệ gen và phân tích hệ gen, đã gợi mở ra những hướng đi mới để giải quyết vấn đề an ninh 
lương thực, đáp ứng với kịch bản biến đổi khí hậu. Yếu tố điều hòa cis định vị trên vùng điều hòa 
của promoter, là vị trí nhận biết của yếu tố phiên mã, tham gia điều hòa biểu hiện của gen đáp ứng 
với các điều kiện bất lợi. Một số yếu tố điều hòa cis quan trọng đã được tìm ra như ABRE cảm ứng 
với ABA, MYBRS và MYCRS đáp ứng hạn, DRE và LTRE cảm ứng với nhiệt độ… Gần đây, rất 
nhiều nghiên cứu đã được công bố liên quan đến vai trò của yếu tố điều hòa cis ở thực vật trong 
đáp ứng với các điều kiện bất lợi. Bài viết này tóm tắt và thảo luận về một số yếu tố điều hòa cis và 
sự tham gia của chúng vào biểu hiện gen đáp ứng điều kiện bất lợi ở thực vật. Bên cạnh đó, chúng 
tôi cũng thảo luận khả năng áp dụng kỹ thuật chỉnh sửa hệ gen với hệ thống CRISPR/Cas9 để thay 
đổi đặc điểm các yếu tố cis, nhằm tác động vào mức độ biểu hiện của các gen có vai trò đáp ứng 
với điều kiện bất lợi để tạo ra các giống cây trồng có khả năng chống chịu với điều kiện bất lợi 
nhưng không mang gen chuyển.  
Từ khóa: Biểu hiện gen, cây trồng, chỉnh sửa hệ gen, chống chịu, yếu tố bất lợi, yếu tố điều hòa cis. 

 
MỞ ĐẦU 

Điều hòa phiên mã là một trong những cơ 
chế phân tử quan trọng và thiết yếu bậc nhất đối 
với sinh vật. Nghiên cứu quá trình điều hòa 
phiên mã tác động đến sự đóng/mở hoạt động 
của gen được xem là chìa khóa để giải quyết các 
vấn đề liên quan đến tính chống chịu yếu tố bất 
lợi ở cây trồng. Trình tự đặc hiệu liên kết của 
phân tử DNA với các yếu tố phiên mã 
(transcription factors, TFs) đóng vai trò trung 
tâm trong sự điều hòa hoạt động của bộ gen, từ 
đó có thể tác động đến các quá trình sinh học 
quan trọng như sự sinh trưởng, phát triển và 
phản ứng lại kích thích từ tác nhân môi trường. 
Trong đó, việc phát hiện ra yếu tố điều hòa cis 
(cis regulatory element, CRE) nằm trong trình 
tự của promoter của gen được coi là một thành 
công trong việc giải mã toàn bộ cơ chế điều hòa 
phiên mã của gen. Rất nhiều kết quả thu được 
gần đây đã khẳng định sự tham gia của CRE 
trong con đường dẫn truyền tín hiệu điều khiển 
các quá trình sinh học diễn ra trong tế bào. 
Nghiên cứu hiện nay liên quan đến CRE và TF 
đã cung cấp những dẫn liệu khá đầy đủ về chức 
năng của chúng và sự phát triển của cây trồng 

có tính chống chịu với yếu tố bất lợi phi sinh 
học. Để tìm hiểu chi tiết về vai trò của CRE 
trong việc đáp ứng với yếu tố bất lợi ở thực vật 
và ứng dụng trong việc chọn tạo giống cây 
trồng chống chịu bất lợi, bài viết này tổng hợp 
và thảo luận về một số yếu tố điều hòa cis tham 
gia vào điều hòa biểu hiện gen đáp ứng điều 
kiện bất lợi ở thực vật, bao gồm cả nguyên tắc 
phát hiện CRE. Với thành tựu của kỹ thuật 
chỉnh sửa hệ gen, chúng tôi cũng thảo luận khả 
năng áp dụng hệ thống CRISPR/Cas9 để thay 
đổi trình tự các yếu tố cis nhằm tác động vào 
mức độ biểu hiện của gen để tạo ra các giống 
cây trồng chống chịu với điều kiện bất lợi 
nhưng không mang gen ngoại lai.  
Điều hòa hoạt động gen của thực vật đáp ứng 
điều kiện môi trường bất lợi 

Điều hòa sự biểu hiện gen được đánh giá 
như trung tâm của hầu hết các quá trình sinh lý, 
hóa sinh diễn ra trong tế bào ở sinh vật nhân 
chuẩn. Một cách khái quát, ở sinh vật đa bào, 
vật chất di truyền là chuỗi xoắn kép DNA được 
hình thành từ 4 loại nucleotide (tương ứng với 4 
base là A, C, G, T) theo nguyên tắc bổ sung, 
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được liên kết với các phân tử protein trong nhân 
tế bào, tạo thành nhiễm sắc thể [9, 10, 75]. 

Thông qua cơ chế phiên mã và dịch mã tại 
các bào quan khác nhau, trình tự nucleotide của 
các gen trên nhiễm sắc thể được sao chép thành 
trình tự ribonucleotide trên phân tử RNA và 
chuyển thành trình tự polypeptide trên phân tử 
protein, từ đó biểu hiện thành tính trạng. Khác 
với sinh vật nhân sơ, quá trình phiên mã của 
Eukaryotes xảy ra trong nhân, trong khi dịch mã 
được tiến hành trong tế bào chất (ngoài nhân). 
Hơn nữa, hầu hết các protein chỉ được sử dụng 
ở những thời điểm đặc biệt như trong một số 
pha nhất định của chu kỳ tế bào hoặc khi tế bào 
đáp ứng lại các yếu tố ngoài môi trường, hoặc 
trong một số tế bào đặc biệt. Điều này chỉ ra 
rằng hầu hết các gen đều tồn tại ở trạng thái bất 
hoạt, có nghĩa là tế bào cần một cơ chế để xác 
định sự hoạt hóa gen [61]. Sự tách biệt về 
không gian và thời gian giữa quá trình phiên mã 
và dịch mã cho phép sinh vật có thể điều hòa sự 
hoạt động của gen theo rất nhiều cách khác 
nhau, góp phần tạo nên sự đa dạng trong cấu 
trúc và chức năng của gen [15].  

Sự điều hòa hoạt động của gen vì vậy là một 
trong những cơ chế căn bản nhất cho sinh giới. 
Các gen ở sinh vật nhân chuẩn, cũng giống như 
ở sinh vật nhân sơ, đều cần vùng promoter để 
khởi động quá trình phiên mã [23, 61, 15]. 
Thông thường, mỗi loại enzyme RNA 
Polymerase có vùng promoter riêng biệt để tổng 
hợp phân tử RNA từ mạch khuôn DNA [23]. 
Trong một số gen, enzyme RNA Polymerase III 
nhận biết với các vùng promoter để tổng hợp 
rRNA 5S và các phân tử RNA nhỏ khác. 
Promoter cho enzyme RNA Polymerase II có 
thể đơn giản hoặc phức tạp, trong khi RNA 
Polymerase I trong hạch nhân nhận biết trình tự 
promoter để phiên mã phức hệ gen rRNA. [55, 
15]. Quá trình phiên mã được bắt đầu tại vị trí 
khởi đầu phiên mã (Transcription start site, 
TSS), là điểm nhận biết của enzyme RNA 
Polymerase II. Tuy nhiên, cần có sự xuất hiện 
của yếu tố phiên mã chung (General 
Transcription factor, GTF) để enzyme có thể 
xác định được vùng trình tự TSS, khi đó  
phức hợp khởi động phiên mã  
(Transcription Initiation Complex, TIC) được 
hình thành.  

Đã xác định được 2 yếu tố điều hòa liên 
quan đến hoạt động của TIC bao gồm yếu tố 
hoạt hóa trans- (trans-acting elements) và yếu 
tố hoạt hóa cis (cis acting elements), trong đó, 
yếu tố hoạt động cis là vùng trình tự nằm dọc 
theo phân tử DNA mang gen [48, 76, 15]. Một 
cách nhìn khái quát về cấu trúc gen của sinh vật 
nhân chuẩn được giới thiệu ở hình 1, thể hiện sự 
tương tác giữa vùng trình tự CRE, protein điều 
hòa gen, GTFs. Thuật ngữ CRE được hiểu là 
vùng trình tự không mã hóa DNA nằm ở vùng 
thượng nguồn của gen, có chức năng điều hòa 
quá trình phiên mã của những gen gần đó thông 
qua việc nhận biết bám cho TFs [76, 77]. Sự 
biểu hiện gen của sinh vật nhân chuẩn hầu hết 
được điều khiển bằng quá trình bám dính của 
TFs với các CRE nằm trong vùng trình tự 
promoter. Các protein điều hòa có thể bám trên 
chuỗi DNA thông qua việc nhận biết trình tự 
CRE đặc hiệu. Quá trình này được giải thích do 
các tương tác kỵ nước, liên kết hydro và liên kết 
ion được hình thành giữa của phân tử protein 
với bề mặt tiếp xúc của vùng trình tự DNA đó 
[51]. Khi hình thành TIC trên vùng promoter, 
sự phiên mã gen cấu trúc được quy định theo 
cấu trúc của protein điều hòa. Chúng có thể gây 
ra biến đổi dị hình gây ức chế làm enzyme RNA 
Polymerase không bám được vào TSS, ngăn cản 
quá trình phiên mã, gọi là làm “đóng” gen trong 
điều hòa âm tính. Ngược lại, khi TF gắn vào vị 
trí điều hòa CRE có thể kích thích sự phiên mã, 
quá trình này gọi là làm “mở” gen trong điều 
hòa dương tính [68].  

Sự thích nghi với yếu tố bất lợi môi trường 
thông qua sự biểu hiện của những protein liên 
quan đến tính chống chịu ở thực vật, cho đến 
nay, vẫn là một bài toán có nhiều lời giải. Thực 
vật kiểm soát toàn bộ các quá trình sinh trưởng, 
phát triển và đáp ứng thích nghi môi trường 
bằng một mạng lưới các con đường điều hòa 
gen. Cây trồng đã phát triển rất nhiều cơ chế 
phức tạp để điều hòa sự biểu hiện của gen quy 
định các protein này. Tác động bất lợi do hạn 
hán, nồng độ muối cao, và cả nhiệt độ thấp đã 
gây ra trạng thái mất nước và giảm áp suất thẩm 
thấu trong tế bào thực vật [52, 59]. Thực vật đáp 
ứng với trạng thái căng thẳng (stress) bằng cách 
gia tăng abscisic acid (ABA) trong tế bào. Đây 
là một hormone rất quan trọng, tham gia vào 
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quá trình điều hòa các đáp ứng của thực vật với 
các điều kiện bất lợi môi trường. Một vài nghiên 
cứu đã chỉ ra rằng, nhìn chung, có 3 cơ chế liên 
quan đến khả năng đáp ứng của cây trồng với 

các yếu tố bất lợi phi sinh học liên quan đến 
ABA [13, 66, 27, 67]. Đó là chu trình tín hiệu 
phụ thuộc ABA, không phụ thuộc ABA, và cả 
hai.  

 

 
Hình 1. Khái quát về cấu trúc gen của Eukaryotes [4] 

Vùng promoter với CRE và vị trí gắn hộp TATA. CRE định vị ở thượng nguồn của TSS được nhận biết làm 
điểm gắn của các TFs để hoạt động như protein điều hòa, từ đó điều khiển sự biểu hiện của gen X. 
 

Thứ nhất, con đường tín hiệu ABA được biết 
đến như một cơ chế phòng thủ của thực vật nhằm 
đáp ứng lại môi trường bất lợi [17]. Một vài trình 
tự bảo thủ quan trọng tham gia vào chu trình tín 
hiệu ABA đã được tìm thấy [82], chúng được gọi 
chung là yếu tố đáp ứng ABA (Abscic acid 
responsive element, ABRE). Vai trò của ABRE 
là tham gia vào việc đáp ứng của thực vật với 
yếu tố bất lợi phi sinh học thông qua con đường 
ABA [35, 36, 82]. Con đường điều hòa hoạt 
động gen phụ thuộc ABA cũng liên quan tới 2 
CRE khác là trình tự nhận biết yếu tố MYB và 
MYC (MYB or MYC recognition sequence, 
MYBRS/MYCRS). Các yếu tố này được hoạt 
hóa nhờ liên kết với ABA hoặc các nhân tố phiên 
mã thuộc họ MYB và MYC cảm ứng hạn như 
AtMYC2 và AtMYB2 trên Arabidopsis [9]. Thứ 

hai, liên quan đến chu trình không phụ thuộc 
ABA, điển hình là nhóm CRE đáp ứng hạn 
(Dehydration responsive element, DRE), được 
xác định là tham gia vào đáp ứng nhanh với trạng 
thái mất nước, mặn, nóng và lạnh, ví dụ như 
rd29a [81, 46, 49, 80]. Tương tự như DRE, yếu 
tố đáp ứng lạnh (Low temperature responsive 
element, LTRE) cũng được phát hiện có trong 
vùng promoter của một số gen đáp ứng stress 
không phụ thuộc ABA [5]. Thứ ba, một vài yếu 
tố điều hòa cis khác có liên quan đến cả hai con 
đường phụ thuộc và không phụ thuộc ABA cũng 
được phát hiện, chúng tương tác với các TF để 
đáp ứng với điều kiện bất lợi. Nhóm này cho đến 
nay vẫn chưa được nghiên cứu đầy đủ. Đặc điểm 
của một số yếu tố điều hòa cis quan trọng được 
trình bày ở bảng 1.  

 
Bảng 1. Một số yếu tố điều hòa cis quan trọng đáp ứng điều kiện bất lợi 

Yếu tố  
điều hòa cis Trình tự bảo thủ Chức năng Tài liệu 

tham khảo 
ABRE CCACGTGG Tham gia vào quá trình đáp ứng với ABA [29, 37, 45, 57] 
MYBRS (A/C)ACC(A/T)A(A/C)C Tham gia vào quá trình đáp ứng hạn [1, 2, 19, 31] 

MYCRS CACATG Tham gia vào sự đáp ứng sớm với điều 
kiện hạn và cảm ứng với ABA [1, 2, 29, 67] 

DRE TACCGACAT Liên quan đến sự đáp ứng với điều kiện 
mặn, hạn và nhiệt độ thấp [4, 81] 

LTRE ACCGACA; CCGAAA; 
GTCGAC 

Yếu tố đáp ứng nhiệt độ thấp, điều hòa 
đáp ứng điều kiện lạnh [14, 29] 
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Lịch sử nghiên cứu CRE 
Lịch sử nghiên cứu về các CRE được bắt 

đầu từ khoảng đầu những năm 90 thế kỷ 20, khi 
các nhà khoa học đánh giá vai trò quan trọng 
của ABA liên quan đến khả năng chống chịu 
điều kiện bất lợi ở thực vật [11]. Rất nhiều gen 
có mức độ phiên mã đáp ứng với các điều kiện 
bất lợi như như hạn, mặn, lạnh… đã được báo 
cáo, hầu hết các gen này đều được cảm ứng bởi 
ABA [9, 2, 31, 69]. Trong bài viết này, chúng 
tôi sẽ trình bày về một số CRE quan trọng tham 
gia vào sự điều hòa gen đáp ứng với điều kiện 
bất lợi về nước, nhiệt độ, ánh sáng theo dòng 
thời gian. 

Yếu tố CRE đầu tiên được tìm thấy là 
ABRE khi Marcotte et al. (1989) tìm ra một 
đoạn 8 bp có trình tự CACGTGGC trên vùng 
promoter của gen Em ở lúa mỳ (Triticum 
aestivum L.) cảm ứng với ABA [43, 45, 12]. 
Một vài công bố đã xác định cấu trúc bZIP nằm 
trong ABRE nhờ việc tổng hợp cDNAs mã hóa 
cho protein bám DNA [21, 50]. Sau đó, người ta 
cũng phát hiện ra cấu trúc ABRE với 8 base bảo 
thủ là CCACGTGG tham gia vào đáp ứng với 
ABA và bất lợi về nước trên ngô (Zea mays L.) 
[57], lúa mạch (Hordeum vulgare L.) [70], cải 
dầu (Brassica napus L.) [67], lúa (Oryza sativa 
L.) [18, 34]. Ở Arabidopsis, người ta đã phát 
hiện được 2 motif ABRE tham gia vào quá trình 
điều hòa sự biểu hiện của gen rd29B, mã hóa 
cho protein LEA-like (late embryogenesis 
abundant, LEA) [72].  

ABRE cũng có vai trò trong việc điều hòa 
sự biểu hiện của gen DREB2A, liên quan đến sự 
mất nước nội bào, chống lại căng thẳng gây ra 
bởi áp suất thẩm thấu trong tế bào [35]. Trên 
cây đậu Hà Lan (Pisum sativum), một vùng 
trình tự tương tự ABRE được phát hiện trong 
promoter điều hòa hoạt động của gen Trg-31 
đáp ứng với tình trạng mất nước [8]. Những 
năm gần đây, sự phát triển mạnh mẽ của công 
cụ tin sinh học đã cho phép xác định gen mục 
tiêu đáp ứng điều kiện bất lợi với yếu tố CRE 
chịu trách nhiệm điều hòa sự phiên mã của 
chúng. Zhang et al. (2005) đã xây dựng và phân 
tích yếu tố ABRE trên Arabidopsis, dựa trên 
trình tự bảo thủ của nó trên lúa và các cây ngũ 
cốc khác. Các kết quả dự đoán sau đó được 

kiểm tra bằng kỹ thuật RT-PCR [83]. Trên hoa 
hướng dương (Helianthus annuus L.), yếu tố 
ABRE cũng được tìm thấy trong vùng promoter 
của gen HAHB4 liên quan đến sự đáp ứng với 
hạn ở vùng rễ [42]. Gần đây, vai trò của ABRE 
tham gia vào mạng lưới tín hiệu của đường 
sucrose cũng được báo cáo [26]. Đây là một chu 
trình phức tạp, được cho là tham gia vào phản 
ứng của thực vật với điều kiện hạn, mặn.  

Chức năng của các CRE khác liên quan đến 
sự biểu hiện của gen cảm ứng ABA đáp ứng 
trạng thái hạn trong quá trình chín hạt ở ngô đã 
được báo cáo trong nghiên cứu của Hattori 
(1992) [24], ở cây thuốc lá chuyển gen (Hattori, 
1991) [37]. Trước đó, nhóm tác giả Guerrero et 
al. (1990) đã công bố một số gen cảm ứng với 
trạng thái mất nước nhưng không đáp ứng với 
ABA [20]. Các công bố của Yamaguchi-
Shinozaki sau đó đã xác định được vai trò của 
CRE trong việc đáp ứng với trạng thái mất nước 
của một số gen theo con đường độc lập với 
ABA trên cây mô hình Arabidopsis [79, 78, 80]. 
Đến năm 1994, vai trò của yếu tố DRE được 
xác định có liên quan đến sự biểu hiện của gen 
rd29A trên Arabidopsis [81]. Đây là một gen 
quan trọng nằm trong vùng 8 kb của genome 
Arabidopsis, mã hóa cho nhóm protein ưa nước 
[80], được điều hòa bởi yếu tố DRE với trình tự 
bảo thủ là A/GCCGAC, có liên quan đến đáp 
ứng lại điều kiện hạn [81]. Một số nghiên cứu 
đã phân tích vai trò DRE, là vị trí bám của TF là 
DREB1A/CBF3 và DREB2A tham gia vào quá 
trình biểu hiện gen đáp ứng với hạn hán ở các 
loài thực vật bậc cao [6, 62]. Trình tự DRE cũng 
được phát hiện trong vùng promoter điều hòa 
một số gen quan trọng ở các loài thực vật khác, 
như gen CBF ở loài Capsella bursa-pastoris 
[73, 74], gen Ca-DREBLP1 ở loài ớt Capsicum 
annuum L. [25], gen ZFP245 trên lúa [28] đáp 
ứng lại điều kiện mẫn cảm của môi trường. 
Năm 1994, khi nghiên cứu gen rd22, liên quan 
đến sự đáp ứng trạng thái mất nước trên cây 
Arabidopsis, nhóm tác giả Iwasaki đã xác định 
được một vài trình tự điều hòa cis, nằm trên 
đoạn trình tự có kích thước 67 bp trong vùng 
promoter, là vị trí bám của MYB, MYC và GT-
1 [31]. Các yếu tố này tham gia vào quá trình 
đáp ứng với điều kiện hạn thông qua con đường 
ABA hoặc độc lập với ABA [13, 40, 3]. Có thể 
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thấy rằng, hầu hết các gen với trình tự điều hòa 
cis nằm trong vùng promoter cảm ứng với điều 
kiện hạn hán được nghiên cứu cho đến nay đều 
liên quan đến con đường ABA, sản phẩm của 
chúng vừa có vai trò trong tính chống chịu hạn 
và tham gia vào quá trình điều hòa biểu hiện 
gen và cơ chế dẫn truyền tín hiệu trong tế bào.  
Nguyên lý phát hiện CRE 

Thực vật đáp ứng với các yếu tố bất lợi 
thông qua một loạt thay đổi về mặt sinh lý và 
hóa sinh. Những thay đổi ở cấp độ phân tử diễn 
ra trong hoạt động của gen nhằm đáp ứng với 
yếu tố môi trường cho đến nay vẫn nhận được 
nhiều sự quan tâm nghiên cứu. Một vài câu hỏi 
quan trọng được đặt ra là tế bào thực vật cảm 
ứng với sự thay đổi bất lợi môi trường như thế 
nào, cơ chế truyền tải tín hiệu từ môi trường vào 
trong tế bào và dẫn truyền đến nhân diễn ra như 
thế nào, hay tác động của những tín hiệu bất lợi 
đến cơ chế phiên mã gen, và cuối cùng là chức 
năng của các sản phẩm phiên mã của gen đối 
với khả năng chống chịu yếu tố bất lợi là gì.  

Có thể thấy rằng, nghiên cứu về tín hiệu tế 
bào là chìa khóa để mở ra cơ hội khám phá hệ 
thống giao tiếp phức tạp của tế bào thực vật với 
môi trường. Một khía cạnh của chu trình dẫn 
truyền tín hiệu trong tế bào là mạng lưới điều 
hòa phiên mã, đã định hướng cho sự biểu hiện 
gen ở một số tế bào hay cơ quan cụ thể, nhằm 
đáp ứng lại các tương tác của môi trường.  

Về bản chất, quá trình điều hòa sự biểu hiện 
của gen ở sinh vật nhân chuẩn được tiến hành 
thông qua sự hoạt động của TFs với các yếu tố 
CRE nằm trên gen [11, 58, 15]. Ở thực vật, sự 
điều hòa phiên mã được nghiên cứu có liên 
quan đến hơn 1500 TF và mỗi TF điều khiển 
cho hoạt động của 10 đến hàng ngàn gen mục 
tiêu [22, 60]. CRE, là vị trí gắn của TFs tạo nên 
phức hợp điều hòa cis (Cis regulatory modules, 
CRMs), điều hòa sự biểu hiện của gen cụ thể 
một cách đặc hiệu. Chính vì vậy, sự phát hiện 
và xác định các CRE và chức năng tổ hợp của 
nó trong CRMs rất cần thiết và quan trọng để 
làm sáng tỏ cơ chế tế bào nhận và trả lời các 
kích thích từ môi trường.  

Cơ sở của việc phát hiện CRE dựa vào việc 
chúng được phát hiện nằm ở phía trước, xa vị trí 
promoter trung tâm, cách TSS khoảng 1 kb trở 

lại, và tham gia điều hòa biểu hiện của gen đích. 
Các trình tự này được liên kết với TF, sau đó sẽ 
ức chế hoặc tăng cường biểu hiện của gen đích. 
Người ta sẽ tiến hành thiết kế “fusion gene”, 
nghĩa là xây dựng gen mang vùng promoter của 
gen đích được dung hợp với gen chỉ thị (hình 2).  

Để phân tích vai trò của CRE liên quan đến 
sự biểu hiện của gen độc lập ABA, Yamaguchi-
Shinozaki et al. (1994) đã tạo ra gen dung hợp 
giữa promoter rd29A và gen chỉ thị β-
glucuronidase (GUS), sau đó biến nạp vào 
Arabidopsis hoặc cây thuốc lá [81, 80]. Một thiết 
kế gen khác mang vùng promoter cảm ứng 
ethylene có độ dài 213 bp và hộp TATA 67 bp 
của promoter PRB-1b, dung hợp với gen chỉ thị 
GUS được sử dụng để phát hiện yếu tố GCC và 
trình tự G-box liên quan đến sự biểu hiện cảm 
ứng với ethylene của gen PRB-1b trên cây thuốc 
lá [64]. Thiết kế gen dung hợp sau này được sử 
dụng khá rộng rãi như một bước chuẩn bị quan 
trọng để bước đầu phát hiện vai trò của CRE 
trong vùng promoter liên quan đến sự biểu hiện 
của gen [35]. Sau đó, người ta sử dụng phương 
pháp đột biến điểm có định hướng (site-directed 
mutagenesis) như một công cụ nghiên cứu mạnh 
mẽ để phát hiện vị trí CRE trong vùng trình tự 
promoter (hình 2).  

Việc sử dụng đột biến điểm có định hướng 
trong phát hiện CRE sau này trở nên phổ biến, có 
thể kể đến như phát hiện yếu tố GCC và trình tự 
G-box ở promoter PRB-1b [64], ABRE ở 
promoter rab28 ở ngô đáp ứng ABA và bất lợi 
về nước [57], Gap box ở promoter GabA cảm 
ứng với ánh sáng trên Arabidopsis [53]. Các thiết 
kế gen mang đột biến điểm ở vùng promoter 
được biến nạp vào cây mô hình, sau đó sẽ được 
xử lý trong điều kiện bất lợi để dự đoán vai trò 
điều hòa của CRE phụ thuộc hay không phụ 
thuộc vào ABA. Ví dụ điển hình như kết quả 
công bố của Yamaguchi-Shinozaki et al. (1993, 
1994) đã dự đoán promoter rd29A chứa ít nhất 
hai CRE độc lập tham gia vào sự biểu hiện gen 
đáp ứng ABA hoặc độc lập ABA cảm ứng bởi 
trạng thái thiếu nước, trong khi promoter rd29B 
dường như chứa ít nhất 1 CRE tham gia vào sự 
biểu hiện gen đáp ứng ABA. Tám thiết kế gen 
(rd29A-GUS) với promoter rd29A mất vị trí -
861, -694, -417, -323, -268, -111, -74, và -61 đã 
được sử dụng cho phân tích sự biểu hiện của gen 
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chỉ thị GUS đáp ứng với trạng thái mất nước [80, 
81]. Cuối cùng, sử dụng thử nghiệm GUS và các 
phương pháp xác định mức độ phiên mã và biểu 
hiện của gen cho phép xác định vai trò của CRE 
trong điều hòa gen (hình 2). Chúng có thể gây ức 
chế (điều hòa âm) hoặc tăng cường (điều hòa 
dương) mức độ biểu hiện của gen đích. Ngày 

nay, sự phát triển của tin sinh học đã cho phép 
các nhà khoa học dự đoán được khả năng tồn tại 
của CRE trong promoter của gen đích với độ tin 
cậy cao, qua đó có thể tiến hành các phương 
pháp thực nghiệm như đã miêu tả để kiểm chứng 
và xác định vai trò của CRE với sự biểu hiện của 
gen.  

 
Bảng 2. Một số công cụ tin sinh trực tuyến dùng trong phân tích yếu tố điều hòa Cis 

Tên nguồn Loại URL Số lượng 
trích dẫn* 

PLACE D http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/ 2013 
MEME P http://nbcr-222.ucsd.edu/meme.html 1019 
PlantCare D http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html 979 
TAIR pattern 
match 

P https://www.arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/nph-
patmatch.pl 649 

TOUCAN P, D https://gbiomed.kuleuven.be/english/research/50000622/lc
b/tools/toucan 222 

AGRIS D http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/ 200 
PlantProm D http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=plantprom&

group=data&subgroup=plantprom 176 

Athena P, D http://www.bioinformatics2.wsu.edu/cgi-
bin/Athena/cgi/home.pl 159 

PlantPAN P, D http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw 146 
PlantTFDB D http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn 74 

*Số liệu ghi nhận ngày 2/7/2015 thông qua công cụ GoogleScholar; P. Dự đoán; D. Cơ sở dữ liệu. 
 

 

 
 
 
 

Hình 2. Các bước để dự 
đoán và xác định sự có mặt 

của yếu tố điều hòa cis- 
trong vùng điều hòa của gen 

quan tâm  
 
(1; 2; 3): Dự đoán sự xuất hiện 
của CRE trong vùng promoter 
của gen đích thông qua việc thu 
thập dữ liệu và chú giải bộ gen. 
(4): Sử dụng phương pháp gây 
đột biến điểm có định hướng và 
gen chỉ thị để xác định chức 
năng của vùng trình tự dự đoán 
là CRE. Từ đó, (5) khám phá ra 
sự có mặt của CRE trong vùng 
promoter tham gia vào quá 
trình điều hòa của gen đích. 
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Nhờ sự phát triển của thuật toán và công cụ 
hỗ trợ, đã có một lượng lớn nghiên cứu được 
công bố liên quan đến vùng trình tự gắn TFs và 
vai trò của chúng trong hệ thống phiên mã của 
sinh giới (bảng 2). Phương pháp tiếp cận tin 
sinh học nhằm dự đoán CRE nằm ở vùng 
thượng nguồn của promoter được tiến hành 
thông qua việc tìm kiếm các trình tự trung tâm 
của các CRE quan tâm, đối chiếu với cơ sở dữ 
liệu trình tự gen của loài được mô tả. Kết quả 
đưa ra danh sách các CRE tiềm năng với vị trí 
trên vùng promoter, chức năng liên quan ở các 
mức ý nghĩa thống kê. Vì vậy, mỗi thuật toán sẽ 
đưa ra các kết quả với độ tin cậy khác nhau, do 
đó cần sử dụng một vài thuật toán để so sánh và 
đối chiếu, qua đó có thể đưa ra giả thuyết tồn tại 
CRE chính xác nhất.  

Về cơ bản, phương pháp của các thuật toán 
dự đoán và tìm kiếm CRE dựa trên việc cung 
cấp trình tự promoter (vùng 1000 bp trước TSS) 
của gen đích, sau đó dựa vào các trình tự bảo 
thủ của CRE (bảng 1), các thuật toán sẽ dò tìm 
sự có mặt của các CRE ứng viên trên cơ sở dữ 
liệu. Ibraheem et al. (2010) đã tiến hành phân 
tích in silico CRE ở vùng điều hòa 5’ của họ 
gen vận chuyển sucrose trên lúa và Arabidopsis. 
Vùng promoter 1,5 kb của gen vận chuyển 
sucrose lấy từ BLASTN 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) được sử 
dụng để dự đoán các CRE liên quan đến bất lợi 
thông qua Plant CARE, PLACE và biểu diễn 
trên Genomatix Matinspector professional. Kết 
quả đã phát hiện ra một vài CRE quan trọng như 
A-box, RY, CAT, Pyrimidine-box, Sucrose-
box, ABRE, ARF, ERE, GARE, Me-JA, ARE, 
DRE, GA-motif, GATA, GT-1, MYC, MYB, 
W-box và I-box, điều này cho thấy các CRE có 
thể có liên quan đến sự biểu hiện và điều hòa 
của họ gen vận chuyển sucrose ở lúa và 
Arabidopsis trong suốt quá trình phát triển hoặc 
trong điều kiện bất lợi [4].  

Các thuật toán phát hiện và tìm kiếm CRE 
cũng được sử dụng đồng thời để đánh giá một 
cách có ý nghĩa sự xuất hiện của CRE trong 
vùng promoter. Trong một nghiên cứu khác, 
thông tin về vùng 800 bp promoter của các gen 
đồng biểu hiện với LTP5 ở Arabidopsis được sử 
dụng để phát hiện và tìm kiếm CRE liên quan 
đến bất lợi thông qua Plant CARE [38], kết quả 

dự đoán được biểu diễn thông qua SCOPE [7]. 
Đã xác định được một vài CRE có ý nghĩa trong 
việc phản ứng với ánh sáng (hộp as-2, hộp AE, 
trình tự GAG, hộp G), cảm ứng với một số 
hormone quan trọng (trình tự GARE, hộp P đáp 
ứng gibberellin, yếu tố TGA đáp ứng auxin). Sự 
xuất hiện của CRE trong vùng điều hòa có thể 
được sử dụng để dự đoán sự biểu hiện của gen 
LTP5 hoặc các gen đồng biểu hiện [54]. Trong 
một nghiên cứu khác, người ta đã phân lập và 
xác định được đặc tính của 30 gene ZmTIFY (1 
TIFY, 3 ZML, 26 JAZ), chúng rải rác trên 8 
nhiễm sắc thể và có liên quan đến đáp ứng điều 
kiện bất lợi ở ngô. Tiến hành dự đoán và phân 
tích CRE trên promoter của gen ZmTIFY bằng 
Promoter 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 
Promoter/) và PLACE. Kết quả cho thấy, sự 
xuất hiện của một vài CRE trên vùng trình tự 
2.000 bp trước TSS có liên quan đến mức độ 
biểu hiện của gen ZmTIFY trong điều kiện hạn. 
So sánh với dữ liệu GEO, ZmTIFY4; 5; 8; 26; 
28 được tạo ra trong điều kiện hạn và đạt tới 
mức độ biểu hiện tối đa khi đáp ứng với điều 
kiện hạn (53,1% ở Han21; 41,4% ở lá Ye478) 
[84]. 
Tiềm năng ứng dụng CRE trong chọn tạo 
giống cây trồng chống chịu với điều kiện bất 
lợi 

Cho đến nay, vai trò của CRE trong đáp ứng 
điều kiện bất lợi không chỉ được ứng dụng vào 
cây lương thực mà còn tạo ra tiềm năng chống 
chịu cho một số cây trồng quan trọng khác. Ở 
chi Citrus, nhóm nghiên cứu Li đã tìm thấy 19 
gen mã hóa cho yếu tố đáp ứng auxin (Auxin 
response factors, ARF) từ cây cam ngọt (Citrus 
genesis). Tìm kiếm trình tự CRE trong vùng có 
kích thước 2000 bp của promoter điều hòa gen 
CiARF, đã phát hiện ra 5 nhóm CRE tiềm năng 
(ARFAT, AUXREPSIAA4, ASF1MOTIFCAMV, 
GGTCCCATGMSAUR, và NTBBF1ARROLB) 
liên quan đến đáp ứng auxin và hoạt hóa quá 
trình phiên mã. Những nhóm điều hòa này tham 
gia vào điều hòa biểu hiện của họ gen CiARF ở 
các mô khác nhau (bao gồm rễ, lá, hoa và quả) 
và trong giai đoạn chín của quả thông qua hoạt 
động của auxin [40]. Như vậy, việc kết hợp 
nghiên cứu giữa họ Citrus và cây mô hình 
Arabidopsis thaliana cho phép dự đoán mối 
tương quan giữa chúng, ở đây là dự đoán vai trò 
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của họ gen CiARF cùng với cấu trúc CRE trong 
vùng promoter điều hòa liên quan đến sự sinh 
trưởng và phát triển của cây.  

Không chỉ những CRE quan trọng (bảng 1) 
mà các nhóm yếu tố điều hòa cis khác đáp ứng 
điều kiện bất lợi cũng được quan tâm để tăng 
cường tính chống chịu ở cây trồng. Một loạt các 
nhóm CRE liên quan đến điều hòa biểu hiện gen 
được phân tích trên cơ sở dữ liệu của 
Arabidopsis như nhóm yếu tố liên quan đến đáp 
ứng với ánh sáng (trình tự ATCT, hộp as-2-, 
hộp AE, hộp I, trình tự GAG, hộp G, hộp I, 
trình tự TCT, yếu tố LAMP, trình tự GA, trình 
tự GTGGC), tham gia vào điều khiển đồng hồ 
sinh học (circadian clock), cảm ứng với chất 
điều hòa sinh trưởng (trình tự GARE, hộp P-
cảm ứng gibberellin, yếu tố TCA-đáp ứng acid 
salicylic, yếu tố TGA - cảm ứng auxin). Liên 
quan đến cảm ứng MeJA, một chất sinh ra trong 
quá trình phòng thủ của cây trồng khi bị côn 
trùng tấn công, trình tự -CGTCA, -TGACG, -
WUN cũng thu hút được sự quan tâm trong 
nghiên cứu này [54].  

Hiện nay, kỹ thuật chỉnh sửa hệ gen 
(genome editing) với hệ thống CRISPR/Cas9 
(Clustered Regularly InterSpaced Palindromic 
Repeats), đang trở thành một công cụ phân tích 
hệ gen hiệu quả cho rất nhiều loài sinh vật [16, 
56]. CRISPR, gọi là các đoạn lặp ngắn xuôi 
ngược cách nhau đều đặn, được biết đến như 
một hệ thống đáp ứng miễn dịch tự nhiên của  
E. coli [30]. Bản chất của kỹ thuật chỉnh sửa bộ 
gen bằng hệ thống CRISPR/Cas 9 dựa trên việc 
cắt chuỗi DNA ở vị trí mong muốn bằng 
nuclease được định hướng nhờ các phân tử 
RNA dẫn (guide RNA, gRNA). Kỹ thuật này 
đang được áp dụng rộng rãi trên nhiều đối 
tượng như cây mô hình Arabidopsis [32, 33, 
39], thuốc lá [33, 39], và một số cây trồng quan 
trọng như ở lúa gạo [33, 65], lúa mỳ [65], đậu 
tương [71], ngô [41], cao lương [33]. Vận dụng 
khả năng cắt có định hướng của Cas9 cho phép 
hệ thống CRISPR/Cas9 có thể tạo ra các đột 
biến định hướng ở vùng trình tự promoter, từ đó 
làm thay đổi mức độ biểu hiện gen.  

Các nghiên cứu về chức năng điều hòa của 
yếu tố CRE thông qua hệ thống CRISPR/Cas9 
đã được công bố trên động vật mô hình như ở 

chuột [63], giun Caenorhabditis [44], ếch 
Xenopus tropicalis [47]. Đây có thể coi là một 
hướng nghiên cứu hoàn toàn khả thi trong phân 
tích vai trò của yếu tố CRE trên cây nông 
nghiệp đáp ứng điều kiện bất lợi.  

Tóm lại, việc cải tiến và phát triển các giống 
cây trồng có tính chống chịu điều kiện ngoại 
cảnh bất lợi là yêu cầu cấp thiết cho ngành nông 
nghiệp, nhằm đảm bảo an ninh lương thực trong 
nước cũng như trên thế giới.  

Như đã phân tích, sự biểu hiện của gen được 
tăng cường hay kìm hãm phụ thuộc vào sự 
tương tác của yếu tố điều hòa cis- với yếu tố 
phiên mã ở vùng promoter. Cho đến nay, 4 
phương pháp được ghi nhận để cải tiến và chọn 
tạo giống mới bao gồm (i) chuyển gen (tạo ra 
cây trồng biến đổi gen), (ii) lai giống truyền 
thống (cần nhiều thời gian, tiền của và công 
sức), (iii) lai truyền thống kết hợp chọn lọc nhờ 
chỉ thị phân tử (Marker-assisted selection, 
MAS), và (iv) chỉnh sửa hệ hệ gen (đòi hỏi kỹ 
thuật hiện đại, tốn kém).  

Trong thực tế nghiên cứu khoa học và sản 
xuất nông nghiệp như ở Việt Nam hiện nay, kỹ 
thuật chỉnh sửa hệ gen còn là vấn đề mới cần 
được đầu tư lớn về nguồn nhân lực. Tuy nhiên, 
với sự phát triển mạnh của việc ứng dụng công 
nghệ chỉnh sửa genome trong nghiên cứu động 
thực vật trên thế giới hiện nay, việc kết hợp 
công cụ này với những hiểu biết về điều hòa 
biểu hiện gen thông qua yếu tố cis sẽ là cơ sở để 
tạo ra các giống mới có khả năng chống chịu 
với các điều kiện ngoại cảnh bất lợi.  
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SUMMARY 
 

Recent advances in plant biology research, particularly in genetic engineering, had provided new tools to 
mitigate food security caused by climate changes and rapid population growth. Cis-regulatory elements, 
usually located in the upstream of the promoter region, are the binding sites for transcription factors, and thus, 
control the expression of the gene. There are several important cis-regulatory elements, such as ABRE-
involved in the abscisic acid responsiveness; MYBRS and MYCRS - drought responsive elements; DRE and 
LTRE - temperature responsive elements. Previous studies have shown the importance of cis-regulatory 
elements in stress-adaptation in plants. In this review, we summarized and discussed the roles of cis- 
regulatory elements in the adaptation of plants to abiotic stress and its application potential in development of 
stress-tolerant plants. Throughout the review, we showed that cis-elements could be parts of potential 
approaches for genetic engineering toward improved crop varieties. Furthermore, we also discussed the 
possibility to apply genome editing as a tool, such as CRISPR/Cas9 system, to redesign the cis-elements in 
the promoters of stress-responsive genes to generate “edited crops” with enhanced stress tolerance through 
modulating gene expression.  
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Ngày nhận bài: 23-6-2015 


