
 

 

 
Đại học Nguyễn Tất Thành    

Tạp chí Khoa học & Công nghệ Số 1 
 

6 
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Tóm tắt 

Biến nạp gen trên thực vật đã trở thành một công cụ nghiên cứu chức năng gen hữu hiệu trong 

thời gian gần đây. Không những thế, kỹ thuật này còn là chìa khóa trong việc phát triển các thế 

hệ cây trồng biến đổi gen đang được sử dụng rộng rãi trong canh tác. Trong vài năm trở lại đây, 

sự phát triển của công nghệ chỉnh sửa hệ gen (genome editing) đã mở ra một cách tiếp cận mới 

trong cải thiện di truyền cây nông nghiệp. Trong công nghệ chỉnh sửa hệ gen, hệ thống 

CRISPR/Cas (Clustered regularly interspaced short palindromic repeat; CAS, CRISPR associated 

protein) hứa hẹn có tiềm năng ứng dụng lớn nhất. Hệ thống này bao gồm một protein thuộc họ 

Cas, phổ biến nhất là Cas9. Cas9 sử dụng các RNA dẫn đường để tìm và cắt đặc hiệu sợi đôi 

DNA. Sự xuất hiện các đứt gãy trên mạch đôi DNA sẽ kích hoạt cơ chế tự sửa chữa DNA của tế 

bào. Năm 2013, CRISPR/Cas đã có ứng dụng đầu tiên trên đối tượng thực vật. Sau đó, 

CRISPR/Cas đã được ứng dụng thành công vào một số cây mô hình (Nicotiana benthamiana, 

Arabidopsis thaliana), các cây lương thực quan trọng (đậu tương, lúa gạo, lúa mì, ngô) và hàng 

loạt đối tượng cây nông nghiệp khác đang được tiến hành nghiên cứu. Trong bài viết này, chúng 

tôi tóm tắt cơ chế hoạt động của hệ thống CRISPR/Cas và các thành tựu hiện nay cũng như tiềm 

năng ứng dụng trong cải thiện di truyền cây nông nghiệp quan trọng. 
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1. Quá trình phát triển các phương pháp biến nạp 

gen trên thực vật 

Lịch sử phát triển của kỹ thuật di truyền đã trải qua nhiều 

giai đoạn khác nhau, trong đó điểm xuất phát được ghi nhận 

từ năm 1973 khi Cohen và Boyer đã thành công trong việc 

cắt gen kháng kháng sinh và chuyển vào E. coli [1]. Từ đó, 

sự hoàn thiện và phát triển của kỹ thuật nuôi cấy in vitro, tái 

sinh cây và chuyển gen đã dẫn đến sự kiện tạo ra cây trồng 

biến đổi gen (genetically modified crop, GMC) đầu tiên vào 

năm 1985 [2]. Sau này, kỹ thuật chuyển gen được coi là hệ 

thống phổ biến cho hai hướng nghiên cứu cơ bản và ứng 

dụng. Biến nạp gen ngoại lai vào thực vật có thể được thực 

hiện nhờ nhiều phương pháp khác nhau như sử dụng vector 

plasmid Ti của vi khuẩn Agrobacterium, chuyển gen nhờ 

súng bắn gen, vi tiêm, nhờ polyethylene glycol hoặc nhờ 

xung điện (electroporation). Tuy mỗi phương pháp đều có 

những ưu, nhược điểm riêng nhưng biến nạp nhờ súng bắn 

gen và gián tiếp thông qua Agrobacterium vẫn là hai phương 

pháp được sử dụng nhiều nhất [3]. 

Phương pháp biến nạp sử dụng súng bắn gen 

Phương pháp này được phát triển từ năm 1987 bởi nhóm 

nghiên cứu của Sanford tại Đại học Cornell (Hoa Kỳ), trong 

đó đã mô tả việc sử dụng hạt kim loại nặng được bao bọc bởi 

phân tử DNA và đưa vào tế bào đích dưới áp lực cao của 

dòng khí helium. Đậu tương (Glycine max) là cây trồng đầu 

tiên được chuyển gen nhờ phương pháp này, đến nay đã ghi 

nhận khá nhiều kết quả có giá trị [4]. 

Sự kiện biến đổi gen NK603 đang được thương mại hóa trên 

dòng ngô Roundup Ready™ 2 là kết quả của việc sử dụng 

súng bắn gen để chuyển gen trực tiếp vào phôi ngô [5]. Cụ 

thể, đoạn DNA được cắt bởi enzyme MluI chứa 2 cassette 
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biểu hiện gene cp4 epsps đã được biến nạp giúp cây ngô 

chuyển gen có khả năng chống chịu thuốc diệt cỏ 

glyphosate. Bên cạnh NK603, sự kiện biến đổi gen GA21 

chống chịu thuốc diệt cỏ gốc glyphosate cũng được tạo bởi 

quá trình biến nạp sử dụng súng bắn gen [6]. Ưu điểm lớn 

nhất của phương pháp súng bắn gen là có thể chuyển gen 

vào bất kỳ loại tế bào hay mô nào, tuy nhiên cây chuyển gen 

có thể chứa nhiều bản sao của gen chuyển [7].  

Phương pháp biến nạp thông qua vi khuẩn Agrobacterium 

Phương pháp chuyển gen gián tiếp nhờ Agrobacterium 

tumefaciens tạo ra GMC thành công đầu tiên gần như được 

công bố đồng thời bởi cả 3 nhóm nghiên cứu của tập đoàn 

Monsanto (Hoa Kỳ), Mary-Dell Chilton (Syngenta, Hoa Kỳ) 

và Marc Van Montagu (Đại học Ghent, Bỉ) [8]. Nguyên tắc 

chung là sử dụng vector chuyển gen có nguồn gốc từ Ti 

plasmid, chọn lọc sau biến nạp bằng kháng sinh, cây tái sinh 

chuyển gen biểu hiện ổn định tuân theo quy luật phân ly 

Mendel ở thế hệ con cháu. Hiện nay, hầu như toàn bộ quá 

trình chuyển gen vào các cây trồng chính như ngô, đậu 

tương, bông vải (Gossypium herbaceum), lúa gạo (Oryza 

sativa) đều được tiến hành thông qua vi khuẩn 

Agrobacterium [9].  

Cây trồng chuyển gen thông qua Agrobacterium được 

thương mại hóa đầu tiên là giống cà chua (Solanum 

lycopersicum) có tên gọi là Flavr Savr, sử dụng công nghệ 

RNA đối mã (antisense RNA) để điều hòa biểu hiện của 

enzyme polygalacturonase nhằm kiểm soát quá trình chín 

chậm [10]. Sự kiện ngô biến đổi gen MON89034 cũng được 

tạo ra thông qua biến nạp gen gián tiếp nhờ Agrobacterium. 

Cụ thể, sự kiện này đã biến nạp thành công gen mã hóa cho 

protein Cry phân lập từ Bacillus thuringiensis, cry2Ab2 và 

cry1A.105, dưới sự điều khiển của promoter CaMV35S giúp 

ngô kháng lại ấu trùng thuộc Bộ cánh vẩy (Lepidoptera) 

[11].  

Tuy nhiên, hiệu quả biến nạp thấp được xem là hạn chế lớn 

nhất của phương pháp chuyển gen gián tiếp này [12]. Để cải 

thiện nhược điểm đó, một số yếu tố biến nạp đã được xem 

xét để tối ưu hóa như vật liệu, chủng vi khuẩn biến nạp, thời 

gian và nhiệt độ đồng nuôi cấy [13]. Tiến hành biến nạp 2 

gen gusA và bar vào phôi ngô cho tỷ lệ thành công đạt 12,2% 

trong điều kiện môi trường đồng nuôi cấy có nồng độ muối 

thấp và có bổ sung L-cysteine và dithiothreitol [14]. Trong 

nghiên cứu khác, hiệu quả chuyển gen đã đạt tới 50% khi 

biến nạp 3 gen npt II, bar và gusA đã tạo được giống mía 

đường (Saccharum spp.) có khả năng kháng thuốc diệt cỏ 

glufosinate với nồng độ 60g/l [15]. Trong hơn 3 thập niên 

vừa qua, biến nạp gen ngoại lai vào cây trồng đã được nghiên 

cứu rộng rãi để tạo ra những tính trạng mong muốn, đem lại 

hiệu quả cao cho sản xuất nông nghiệp như đặc tính kháng 

sâu bệnh, kháng thuốc trừ cỏ, tăng cường năng suất. 

Cho đến nay, GMC và các sản phẩm từ GMC đã được chấp 

nhận và cho phép nhập khẩu ở nhiều quốc gia trên thế giới. 

Tuy nhiên, rõ ràng là rất khó kiểm soát việc chèn gen lạ vào 

genome cây chủ [16]. Hơn nữa, sinh vật biến đổi gen 

(genetically modified organism, GMO) nói chung vẫn còn 

đang chịu nhiều tranh cãi về rủi ro an toàn thực phẩm, môi 

trường và đa dạng sinh học. Những ý kiến trái chiều này đã 

và đang làm ảnh hưởng đến quá trình ứng dụng hạt giống 

công nghệ sinh học trong phát triển nông nghiệp bền vững.  

2. Cơ chế gây đột biến và đặc điểm của hệ thống 

CRISPR/Cas 

Công nghệ chỉnh sửa genome (genome editing, GE) sử dụng 

các công cụ phân tử tạo ra một hay nhiều điểm đứt gãy trên 

một genome đích. Khi xuất hiện các điểm đứt gãy, cơ chế 

sửa chữa tổn thương của DNA sẽ được kích hoạt. Nhờ đó, 

điểm đứt gãy có thể được sửa chữa bằng hình thức kết nối 

không tương đồng (nonhomologous end-joining, NHEJ) 

hoặc tái tổ hợp tương đồng (homology-directed repair, 

HDR). Các dạng đột biến được tạo ra khá đa dạng, chủ yếu 

là đột biến mất đoạn, ngoài ra còn có chèn đoạn, lặp đoạn, 

đảo đoạn và đột biến điểm. Đột biến xảy ra ở những vùng 

trình tự có chiều dài khác nhau, làm lệch khung của gen mã 

hóa hoặc các vị trí điều hòa cis- trong vùng khởi động, dẫn 

đến hiện tượng bất hoạt gen, giúp cho nghiên cứu chức năng 

gen trong tế bào. Sửa chữa thông qua hình thức HDR chỉ xảy 

ra khi tại vị trí đứt gãy có mặt các đoạn DNA có trình tự 

tương đồng với hai đầu đứt gãy, vì thế, phương thức HDR 

có thể được sử dụng để gây đột biến điểm đặc biệt hoặc chèn 

chuỗi mong muốn thông qua cơ chế tái tổ hợp (Hình 1) [17]. 

Tuy nhiên, NHEJ lại là cơ chế sửa chữa rất nhanh do không 

cần đoạn DNA tương đồng nên được tế bào “chọn” ưu tiên 

sử dụng, điều này giải thích tại sao các nghiên cứu GE đạt 

được tỷ lệ HDR xảy ra rất thấp. 

 
Hình 1. Chỉnh sửa hệ gen nhờ nuclease. Nuclease gây nên đứt gãy 

mạch đôi DNA (double- strained DNA, dsDNA), dẫn đến quá trình 

sửa chữa theo cơ chế dựa vào tính tương đồng (homology-directed 

repair, HDR) hoặc sửa chữa ngẫu nhiên không dựa vào tính tương 

đồng (nonhomologous end-joining, NHEJ) [17].  

Các cấu trúc phân tử dùng cho công nghệ GE ban đầu sử 

dụng meganuclease, nuclease “ngón tay kẽm” (zinc finger 
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nuclease, ZFN), nuclease tương tự nhân tố kích hoạt phiên 

mã (transcription activator - like effector nucleases, 

TALEN) [16,17]. Gần đây, cấu trúc phân tử dùng cho công 

nghệ GE đã sử dụng nhóm các đoạn lặp xuôi ngược ngắn 

giống nhau và cách nhau đều đặn (clustered regularly 

interspaced short palindromic repeat, CRISPR). CRISPR 

được chia làm một vài nhóm dựa vào sự tham gia của 

nuclease Cas và cấu trúc đoạn lặp lại trong CRISPR [18]. 

Trong đó, phổ biến nhất là CRISPR loại II có sự tham gia 

của một endonuclease mang vùng tương đồng với enzyme 

resolvase (RuvC) và vùng Histidine-Asparagine-Histidine 

(H-N-H domain), được gọi là Cas9 (CRISPR associated 

protein 9) [16,17,19]. 

CRISPR/Cas có nguồn gốc từ hệ thống đáp ứng miễn dịch 

tự nhiên của vi khuẩn, trong đó gen mã hóa nuclease Cas9 

có nguồn gốc từ Streptococcus pyogenes [20]. CRISPR/Cas 

hoạt động linh hoạt hơn nhờ RNA dẫn đường (guide RNA, 

gRNA) tương tác với chuỗi DNA đích để nuclease thực hiện 

quá trình phân cắt, trong khi ZFN và TALEN lại sử dụng 

tương tác giữa DNA - protein.  

 

 
Hình 2. Hệ thống CRISPR/Cas9 để nhận biết và làm đứt gãy vị trí 

DNA mong muốn.  

Nuclease cắt mạch đôi DNA đích có trình tự bổ sung với 

gRNA. Cas9 chứa 2 vùng RuvC và HNH, mỗi vùng có 

nhiệm vụ cắt một mạch đơn DNA [17].  

Hệ thống CRISPR/Cas9 gồm CRISPR RNA array (crRNA) 

mã hóa cho phân tử RNA dẫn đường (guide RNA, gRNA) 

và cần sự bổ trợ của RNA hoạt hóa CRISPR (trans-

activating crRNA, tracrRNA) tạo nên phức hệ 

crRNA:tracrRNA để kết hợp với nuclease Cas9 [21]. Cas9 

và gRNA nhận biết và phân cắt DNA đích nếu đoạn này nằm 

cạnh một trình tự ngắn đặc trưng cho mỗi loại protein Cas 

(protospacer adjacent motif, PAM) [17], trong đó, 20 

nucleotide ở đầu 5’ của gRNA được dùng để xác định vị trí 

DNA đích theo nguyên tắc kết cặp bổ sung. Trình tự PAM 

đặc trưng cho Cas9 phổ biến là 5’-NGG (Nucleobase-

Guanine-Guanine) (Hình 2) [17]. 

3. Thành tựu của CRISPR/Cas trong cải thiện di 

truyền cây nông nghiệp 

Từ năm 2013, những công bố đầu tiên về ứng dụng 

CRISPR/Cas chỉnh sửa genome thực vật đã được ghi nhận 

trên Arabidopsis thaliana [22], Nicotiana benthamiana [23] 

và một số cây lương thực quan trọng như lúa gạo [24], cao 

lương (Sorghum bicolor) [25], ngô [26] và lúa mì (Triticum 

aestivum) [27]. Trong đó, hệ thống CRISPR/Cas đã được 

chứng minh có biểu hiện ổn định trong các thế hệ tiếp theo 

của A. thaliana [28] và lúa gạo [24]. Do đó, CRISPR/Cas đã 

nhanh chóng được áp dụng rộng rãi trong GE của nhiều loài 

thực vật (Bảng 1). 

Năm 2014, nhóm nghiên cứu của Jia đã sử dụng phương 

pháp CRISPR/Cas để gây đột biến gen CsPDS - mã hóa 

enzyme phytoene desaturase trên cây cam ngọt (Citrus 

sinensis). Công bố đã ghi nhận tỷ lệ gây đột biến gen CsPDS 

khi sử dụng hệ thống này đạt khoảng 3,2 - 3,9%, không tìm 

thấy đột biến lệch đích (off-target), kết quả là tạo ra dòng 

cam ngọt đột biến không xuất hiện đốm trắng trên lá [19]. 

Trên lúa mì, phương pháp TALEN và CRISPR/Cas đã được 

sử dụng đồng thời để bất hoạt 3 locus MLO, mã hóa cho 

protein gây ức chế khả năng kháng bệnh phấn trắng. Khi sử 

dụng CRISPR/Cas, không có dòng đột biến cả 3 allen 

TaMLO được tạo ra (chỉ có 4 dòng mang đột biến ở những 

vị trí khác nhau của allen TaMLO-A1), trong khi phương 

pháp TALEN đã thu được dòng cây chuyển gen bị bất hoạt 

3 allen, TaMLO-A1, TaMLO-B1 và TaMLOD1, cây chuyển 

gen có khả năng kháng lại bệnh phấn trắng [27].  

Bảng 1. Một số thành tựu ứng dụng hệ thống CRISPR/Cas9 trên 

cây trồng 

# Gene đích Đối tượng 
Tính trạng mới  

đem lại 

Tham 

khảo 

1 PDS 
Citrus 

sinensis 

Kháng lại bệnh đốm trắng  

trên lá 
[19] 

2 MLO 
Triticum 

aestivum 
Kháng lại bệnh phấn trắng [27] 

3 
DDM1 và 

GFP 
Glycine max 

Tăng cường sự phát triển bộ rễ [29] 

4 ALS1 
Kháng thuốc trừ cỏ có nguồn 

gốc từ chlorsulfuron 
[30] 

5 
PDS và 

BADH2 
Oryza sativa Tính trạng lùn và bạch tạng [31] 

6 eIF4E 
Cucumis 

sativus  

Kháng virus gây bệnh vàng lá 

gân xanh trên dưa chuột, 

potyvirus gây bệnh khảm lá và 

virus gây bệnh đốm vòng  

[32] 

7 
Gene mã 

hóa vỏ virus 

Nicotiana 

benthamiana 

Kháng virus gây bệnh xoăn lá 

trên cà chua 
[33] 

8 OST2 
Arabidopsis 

thaliana 

Hạn chế quá trình mở khí 

khổng khi gặp điều kiện bất lợi 
[34] 

10 ARGOS8 Zea mays 
Tăng cường khả năng chống 

chịu với điều kiện hạn hán 
[35] 

Trên A. thaliana, khả năng tạo đột biến của CRISPR/Cas đã 

được nghiên cứu trên nhiều thế hệ và cho thấy tỷ lệ đột biến 

cao với dạng đột biến mất đoạn và chèn đoạn. Thế hệ T1 có 
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tần số đột biến là 71,2%, 58,3% trong thế hệ T2 và 79,4% ở 

thế hệ T3 [28]. Trên đậu tương, CRISPR/Cas có thể gây đột 

biến với tỷ lệ khoảng 95% trên 11 locus với mục tiêu tăng 

cường sự phát triển của bộ rễ [29]. Trong nghiên cứu khác, 

hai vị trí trên hệ gen DD20 và DD43 có mặt trên nhiễm sắc 

thể số 4 được gây đột biến với tần số tương ứng là 59% và 

76%, chủ yếu là các đột biến chèn, mất đoạn nhỏ. Trên ngô, 

đột biến P178S trên gene ALS1 tạo ra bằng kỹ thuật GE đã 

mang lại dòng ngô có khả năng kháng thuốc trừ cỏ có nguồn 

gốc từ chlorsulfuron [30]. Gần đây, Wang và cộng sự đã sử 

dụng hệ thống CRISPR/Cas để tác động đến gene StIAA2 

(mã hóa protein Auxin/IAA) trên khoai tây (Solanum 

tuberosum), kết quả thu được 12 dòng T1 cho kết quả dương 

tính với Cas9 khi thực hiện PCR phiên mã ngược [36]. 

Thành công của kỹ thuật GE trên một số đối tượng cây trồng 

khác được trình bày ở Bảng 1.  

4. Tiềm năng ứng dụng CRISPR/Cas và quan điểm 

của cơ quan quản lý 

Tiềm năng ứng dụng của công nghệ GE được công nhận là 

rất to lớn, tuy nhiên kĩ thuật này vẫn còn một vài điểm cần 

được cải thiện, trong đó việc giảm thiểu đột biến sai đích là 

quan trọng nhất. Để tăng độ đặc hiệu của CRISPR/Cas, một 

số nghiên cứu đã tạo ra các biến thể của gRNA chứa từ 1 - 4 

nucleotide không có trình tự bổ sung với DNA đích và kiểm 

tra hoạt tính của nuclease thông qua gen chỉ thị hay các vị trí 

đích của gen nội sinh. Kết quả cho thấy, các nucleotide 

không bổ sung nằm ở đầu 5’ của biến thể gRNA thì Cas9 

vẫn có khả năng hoạt động. Trong 20 nucleotide thuộc 

gRNA, chỉ có 8 -12 đơn phân đầu tiên từ đầu 3’ đóng vai trò 

quan trọng trong việc nhận diện đúng mục tiêu, được gọi là 

trình tự lõi (seed sequence) [17]. Nhìn chung, rất khó để 

nhận biết với số lượng bao nhiêu nucleotide không bắt cặp 

bổ sung thì nuclease vẫn có khả năng cắt mạch đôi DNA, và 

tại sao không bổ sung ở vị trí này thì vẫn phân cắt trong khi 

ở một số vị trí khác lại không [17]?  

Nuclease Cas9 và gRNA vẫn là vấn đề mới và sự hiểu biết 

về nó vẫn còn chưa được đầy đủ. Tuy nhiên, các nghiên cứu 

vẫn cố gắng để khắc phục hiện tượng đột biến lệch mục tiêu 

của hệ thống CRISPR/Cas. Nhóm nghiên cứu của Fu đã 

nghiên cứu trên gRNA được làm ngắn lại (17-18 nucleotide), 

cho thấy tỷ lệ đột biến không mong muốn đã giảm xuống ít 

nhất 5000 lần [37]. Chiến lược tiếp theo để giảm hiện tượng 

đột biến sai đích là sử dụng hệ thống cắt kép (double-nicking 

system), nghĩa là dùng hai Cas9 nickase riêng lẻ, mỗi 

nuclease Cas9 bị bất hoạt một vùng để chỉ có thể nhận biết 

một mạch và chỉ những trình tự DNA đích được nhận biết 

đồng thời bởi cặp Cas9 nickase mới bị cắt trên mạch đôi. Kết 

quả là giảm đột biến sai mục tiêu từ 50 - 1500 lần, trong khi 

hiệu quả tạo đột biến chèn và xóa đoạn trên DNA đích vẫn 

giữ nguyên như nuclease Cas9 nguyên bản [38]. 

Sự đơn giản, hiệu quả và khả năng ứng dụng rộng rãi giúp 

công nghệ GE nhờ gRNA đã trở thành hướng nghiên cứu 

tiềm năng trong sinh học thực vật. Trình tự DNA có thể bị 

biến đổi theo mong muốn đã cung cấp những hiểu biết quan 

trọng về chức năng của chúng. Mặc dù GE vẫn xảy ra những 

đột biến không mong muốn, tuy nhiên các kết quả thực 

nghiệm đã chứng minh có nhiều biện pháp hiệu quả để khắc 

phục nhược điểm này. 

GMC trước khi đưa vào sản xuất đại trà đều phải trải qua 

quá trình nghiên cứu lâu dài và tốn kém về khía cạnh an toàn 

với sức khỏe con người và an toàn sinh học với môi trường. 

Trong bối cảnh đó, kỹ thuật GE (CRISPR/Cas) cho phép 

chỉnh sửa gene và tạo ra sản phẩm không mang gene chuyển, 

có thể ứng dụng được trên phổ rộng các loài thực vật. Trong 

khi CRISPR/Cas đang được đẩy mạnh nghiên cứu trên nhiều 

loại giống cây trồng vì tiềm năng to lớn trong GE thì những 

công bố chính thức về cơ chế giám sát cho những sản phẩm 

của công nghệ GE vẫn còn đang ở giai đoạn khởi đầu [39]. 

Một số nhà khoa học cho rằng sản phẩm từ kỹ thuật GE nên 

được áp dụng quy chế giống như những đột biến được tạo ra 

nhờ phóng xạ hoặc do hóa chất, bởi vì bản chất của chúng 

giống nhau và không chứa gen ngoại lai (Bảng 2). Bộ Nông 

nghiệp Mỹ cũng chỉ ra rằng nếu như đột biến được tạo ra 

dựa theo cơ chế của tự nhiên thì đó không phải là GMO. Bên 

cạnh đó, khi bất hoạt chức năng gen theo cơ chế tự sửa chữa 

DNA của tế bào (như trường hợp sửa chữa theo cơ chế 

NHEJ) thì vẫn không thuộc nhóm GMO. Hệ thống 

CRISPR/Cas tạo ra thực vật bị đột biến hoàn toàn dựa vào 

cơ chế này, do vậy cây trồng ứng dụng kỹ thuật GE đã chính 

thức nằm ngoài danh mục GMO được quy định bởi Bộ Nông 

nghiệp Mỹ [40]. Năm 2016, một nhóm các tác giả tại Mỹ đã 

được cấp bằng sáng chế về phương pháp tạo ra cây trồng 

được chỉnh sửa genome mà không cần chuyển gen. Bên cạnh 

ngô, nấm ăn sử dụng hệ thống CRISPR cũng có thể được 

đưa ra thị trường như các sản phẩm không phải GMO khác 

[40]. Đây được coi là những đối tượng ứng dụng hệ thống 

CRISPR/Cas được chấp nhận đầu tiên tại Mỹ. Liên quan đến 

kỹ thuật GE, chính phủ Canada đã công nhận chính thức cho 

dòng cải dầu sử dụng đột biến nhờ các đoạn oligonucleotide, 

trong tương lai sẽ tiếp tục chấp thuận những dòng cây trồng 

mới sử dụng kỹ thuật GE như hệ thống CRISPR/Cas9 [41]. 

Tại các nước Châu Âu, GMC được quản lý bởi một hành 

lang pháp lý rất nghiêm ngặt, nhưng hiện không rõ là cây 

trồng sử dụng công nghệ GE có chịu sự quản lý hay không? 

Các nhà khoa học Thụy Điển và Hà Lan đã tỏ thái độ lo ngại 

khi áp dụng kỹ thuật GE do lo ngại không được chấp nhận 

thử nghiệm ở quy mô đồng ruộng, thậm chí một số công ty 

lớn đã rút những khoản đầu tư nghiên cứu và phát triển ra 

khỏi Châu Âu vì những lý do tương tự [41].   

Tuy nhiên, Thụy Điển lại là nước Châu Âu đầu tiên xác nhận 

cây trồng chỉnh sửa genome nhờ hệ thống CRISPR/Cas 

không chứa DNA ngoại lai nên không thuộc nhóm cây trồng 
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GMC và quan điểm này đã nhận được nhiều sự ủng hộ trong 

giới khoa học (Bảng 2). Tuy nhiên, đa số các quốc gia Châu 

Âu vẫn chưa có cơ chế pháp lý rõ ràng cũng như chưa có câu 

trả lời cho chính thức cho vấn đề này [42]. 

Bảng 2. Đột biến bằng phương pháp khác nhau được coi là GMO hay không dưới sự hướng dẫn của Ủy ban Châu Âu 

Đột 

biến 

Nguyên nhân 

gây đột biến 
Mô tả chi tiết Ảnh minh họa 

A 
Đột biến nhờ  

tia phóng xạ 

Đột biến gen do neutron có gia tốc lớn làm đứt gãy DNA, sau 

đó gen được sửa chữa nhờ cơ chế sửa chữa DNA của tế bào. 

Trong quá trình sửa chữa, gen bị bất hoạt chức năng.  

→ Không thuộc danh mục GMC do không chứa gen ngoại 

lai. 
 

B 
Đột biến  

nhờ hóa chất 

Gen có thể được gây đột biến nhờ hóa chất (như ethyl methane 

sulfonate). Thay đổi một nucleotide cũng có thể dẫn đến rối 

loại chức năng của gen. 

→ Không thuộc danh mục GMC do không chứa gen ngoại 

lai.  

C 

Đột biến  

nhờ chuyển 

đoạn T-DNA 

Đột biến còn được tạo ra nhờ chuyển đoạn T-DNA thông qua 

vi khuẩn A. tumefaciens. T-DNA được chèn vào dẫn đến phá 

hủy gen, làm gen bị bất hoạt. 

→ Thuộc danh mục GMC do chứa T-DNA.  

 

D 

Đột biến nhờ hệ 

thống 

CRISPR/Cas9 

Hệ thống CRISPR/Cas9 sẽ phá vỡ mạch đôi DNA và gen sẽ 

được kích hoạt cơ chế sửa chữa. Xóa đoạn DNA giữa đoạn 

đứt gãy sẽ dẫn đến rối loạn chức năng gen.  

Đột biến D là đột biến trung gian mà vẫn chứa gen từ hệ thống 

CRISPR/Cas9. 

→ Thuộc danh mục GMC do chứa T-DNA.   

 E 

Đột biến E được tạo ra từ đột biến D thông qua quá trình thụ 

phấn tự nhiên. Theo quy luật di truyền của Mendel, ¼ số cá 

thể ở thế hệ kế tiếp sẽ không chứa gene bộ máy của 

CRISPR/Cas9, những cá thể đó là đột biến E. Chúng hoàn 

toàn không chứa DNA ngoại lai và chỉ khác chủng dại ở đặc 

điểm là gen đã bị đột biến xóa đoạn nhỏ. 

→ Chưa được xếp hạng rõ ràng nhưng không chứa gen 

ngoại lai.   

5. Kết luận  

Nhìn chung, CRISPR/Cas là công cụ phân tử giúp thao tác 

biến đổi di truyền trực tiếp hay gián tiếp trên genome một 

cách dễ dàng và đặc hiệu, đã được áp dụng thành công trên 

nhiều giống cây trồng khác nhau. Trong tương lai gần, 

phương pháp này sẽ giúp thúc đẩy cả hai hướng nghiên cứu 

cơ bản và ứng dụng, nâng cao hiểu biết về chức năng gen và 

cải thiện hàng loạt các tính trạng mong muốn trên cây trồng. 

Nếu như cây trồng đột biến gen tạo bởi kỹ thuật GE được 

chấp nhận như là cây trồng không biến đổi gen, thì sẽ tạo ra 

một bước thay đổi lớn trong ứng dụng công nghệ sinh học 

nông nghiệp, giúp rút ngắn thời gian nghiên cứu phát triển 

các giống cây trồng mới. Việc này còn giúp nông dân được 

tiếp cận với với thành tựu khoa học công nghệ sớm hơn, nhờ 

đó sản phẩm có khả năng cạnh tranh cao trên thị trường đồng 

thời góp phần đảm bảo an ninh lương thực.  
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Abstract In the last 30 years, plant genetic transformation has become an indispensable tool for functional genomic 

studies. Moreover, this technique was also the key in the development of genetically modified crops which have been widely 

adopted by growers in 28 countries. Recently, the development of genome-editing tools has opened up a new approach for 

crop genetic improvement. In genome-editing technologies, CRISPR/Cas (Clustered regularly interspaced short palindromic 

repeat; CAS, CRISPR associated protein) is the most promising tool. The CRISPR/Cas system employs an endonuclease 

belong to Cas protein family in which Cas9 endonuclease is the most explored Cas protein. The RNA-guided nuclease induces 

sequence-specific double-strand breaks stimulates cellular DNA repair mechanisms and mediates genetic modification. In 

2013, the first successful application of CRISPR/Cas9-based genome editing was reported. After that, CRISPR/Cas9 has been 

used widely in model plants (Nicotiana benthamiana, Arabidopsis thaliana) and crops (soybean, wheat, rice, maize). In this 

review, we summarized the mechanism of action of CRISPR/Cas and recent progress in plants functional genomic studies as 

well as the potentials of this technology in improving agronomic traits in crop plants via genetic gain. 

Keywords CRISPR, Cas9/gRNA, genome editing, crop improvement, transgenic plants. 


