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GIAI TRINH TU HE GEN PHIEN MA TE BAO DON
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1

Céng nghé giai trinh tw hé gen phién ma té bao don (scRNA-Seq) la phwong phap tién tién trong phan
tich hé gen phién ma véi do phan giai cao, gitip xac dinh sw khac biét phién ma giira cac loai té bao va
lam rd qua trinh sinh trwéng, biét hoa va dap trng véi moéi trwong & thwe vat. Bai viét gioi thiéu nguyén
ly, quy trinh thwe hién va wu diém vwot troi ciia scRNA-Seq so véi RNA-Seq truyén théng, bao gém
kha nang phat hién té bao hiém, theo déi dong lwc hoc phién ma theo thoi gian va tich hop véi cong
nghé giai trinh tw khong gian va da émics. Tuy nhién, cong nghé scRNA-Seq van giap mét s6 kho khin
trong phan tich té bao don 18, c6 sai s6 trong xtr ly RNA, doi héi hé gen tham chiéu cé chat lwong tot
va chi phi thwe hién cao. Do vay, dinh hwéng ap dung cong nghé scRNA-Seq bao gom xay dwng atlas
phién ma té bao don cho cay trong, téi wu héa céng nghé va trng dung trong cai tién giéng cay trong

dé nang cao nang suéat va kha nang chéng chiu méi trwong.

2

Mé dau

Coéng nghé scRNA-Seq da mé ra mot hwéng tiép
can tién tién, giup khac phuc nhitng han ché cia
phwong phap phan tich hé gen phién ma (RNA-Seq)
cum/nhom (bulk RNA-Seq) trong nghién ctru thuwc vat
[1]. Cac phuwong phap bulk RNA-Seq thwdng thu dwoc
dir liéu cua toan bd md hodac co quan thyc vat, tuy
nhién lai bd qua céac théng tin quan trong lién quan
dén tinh di biét phién ma gitra cac té bao, ngay ca khi
chang cung thuéc mét loai mé. Sy khac biét nay co thé
do cac yéu td noi bao nhuw sy phan héa té bao, trang
thai sinh Iy, chu ky té bao ho&c do tac ddng cla cac
yéu t6 ngoai bao nhw anh sang, nhiét do va tin hiéu
sinh hoéa tr cac té bao 1an can [2]. Chéng han, trong
mo6t mé 14, mé gidu cé cac gen lién quan dén quang
hop biéu hién manh thi té bao khi khdng bén canh lai
kich hoat cac tin hiéu diéu hoa thoat hoi nwéc. Coéng
nghé scRNA-Seq cho phép phan tich sy biéu hién gen
v&i dd phan giai tirng té bao, tir d6 khdng chi gitp xac
dinh chtc ndng clia cac nhom té bao, ma con co thé
cung cép thdng tin chi tiét hon vé cac qua trinh diéu
hda phién ma va hoat déng chirc nang khac nhau cla
tirng loai té bao riéng biét [3].
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Yng dung ctia cdng nghé scRNA-Seq trong nghién
clru thye vat da tao ra nhirng buwéc tién dang ké trong
viéc hiéu rd hon vé sinh ly thwc vat & cap do té bao.
Cong nghé nay da gidp phat hién cac kiéu biéu hién
gen dac thu cuda tirng loai t& bao trong qua trinh phat
trién, dap ng véi cac yéu td moi trwong va cac con
dwong tin hiéu phan tir quan trong. Bén canh dé, viéc
lap ban dd hé gen phién ma té bao don khéng chi cho
phép xac dinh chirc nang cua twng loai té bao, ma
con cung cap théng tin vé sw twong tac gitra cac té
bao trong mé, tr d6 lam sang té cac co ché diéu hoa
sinh trwdng va phat trién clia thye vat [2]. Trong nhirng
ndm gan day, scRNA-Seq da dwoc (ng dung rong rai
dé nghién clru phan &ng cla thuc vat véi cac diéu
kién bat thuan, nhw han han, man, nhiét do cao, ciing
nhw dap ng mién dich dbi v&i cac tac nhan gay bénh.
Viéc phan tich scRNA-Seq da giup xac dinh dugc cac
con dwong diéu hoa gen va cac yéu té phién ma cé
vai tro quan trong trong viéc thich nghi cua thwc vat
v&i méi truéng. Dac biét, cong nghé nay ciing hé tro
kham pha cac co ché biéu sinh & mirc té bao don,
cung cap hiéu biét sau hon vé cach thirc kiém soat
biéu hién gen théng qua methyl héa DNA, bién dbi
histone va cAu trdc nhiém séc thé. Mac du tiém nang
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tng dung I&n, viéc trién khai scRNA-Seq trong nghién
ctru thye vat van gap phai nhiéu thach thire, déc biét
la & giai doan tach té bao don tir mo thwe vat do thanh
té bao thuwc vat kha cirng va cé nhiéu yéu td gay nhiéu
xuét hién trong qua trinh x& ly mau [4]. Hon nira, cong
nghé nay can s dung cac phwong phéap phan tich
di liéu lon, yéu cau cac thuat toan va cbng cu tin sinh
manh mé dé phan tich va giai thich chinh xac d liéu
phién ma v&i dé chinh xac cao. Do dé, viéc tiép tuc cai
tién cong nghé tach té bao, t6i wu hoa quy trinh xt ly
di¥ liéu, va xay dwng co s& di¥ liéu phién ma t& bao
don dac thu cho thye vat 1a nhivng hwéng nghién ctru
quan trong trong twong lai.

Nguyén Iy ¢ han cia cong nghé phan tich hé gen
phién ma té hao don

Cbéng nghé scRNA-Seq la mét phwong phap tién
tién giup phan tich biéu hién gen & mirc do tirng té
bao riéng 1&, thay vi thu thap di liéu tlr toan bé md nhw
cac phuwong phap RNA-Seq truyén théng. Nguyén ly
co ban clia scRNA-Seq |4 tach tirng té bao don 18 tiy
mau sinh hoc, sau d6 ly gidi t& bao dé thu nhan RNA,
khuéch dai RNA thanh cDNA, gén dinh danh phan tc
duy nhat nhdm giam nhiéu tin hiéu, cudi cung la tién
hanh giai trinh tw d& xac dinh mirc do biéu hién cua
cac gen trong tirng té bao. Sy phat trién cla cong
nghé vi lwu (droplet-based scRNA-Seq) va hé théng
ma hoéa phan t&r da gip ti wu héa quy trinh nay, cho
phép thu thap di liéu tir hang chuc nghin té bao trong
mét thi nghiém [5].

Phan tach cac loai
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Quy trinh phan tich hé gen phién ma té bao don trong nghién ctru
thwc vat.

Cac budc chinh trong quy trinh cdng nghé scRNA-

Seq bao gbm mét loat thao tac kj thuat quan trong, tir
khau chuén bi mau t&i x& ly di liéu sinh hoc. Buwéc
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dau tién 1a tach té bao don tir md hodc co quan
thwe vat. Béi vai thue vat, budc phan lap t& bao don
thwong phirc tap hon so véi dong vat do dac diém
cu truc dac trwng cua té bao thuc vat ngan can viéc
tach té bao truc tiép bang cac phwong phap co hoc
théng thwong [6]. Vi vay, dé thyc hién phan tich hé
gen phién ma & mirc d6 té bao don, cac nha nghién
ctu phai ap dung mét sd phwong phap dac biét nhw
tao t& bao tran “sdng” (loai bé thanh té bao nhwng van
duy tri sy sdng va chlrc nang sinh ly ctia t& bao). Cac
enzyme thwong dwoc sir dung bao gé‘)m cellulase va
pectinase, giip pha v& cac lién két trong thanh té bao
ma khéng anh huéng dén clu tric mang té bao va noi
dung bén trong. Tuy nhién, viéc tao té bao tran “séng”
khong phai ltc ndo cling dat hiéu qué cao va co thé
gay ra nhirng bét lgi nhw 1am tén thuwong té bao, gidm
strc sbng, hodc gay nén cac phan trng phién ma ngoai
mong mudn trong qua trinh xt ly. Vi vay, d& ddm bao
chét lwong té bao thu nhan duogc, cac phwong phap
thay thé nhw giai trinh tw hé gen phién ma nhan té bao
don da dwoc phat trién va st dung trong nghién ctru
thuc vat. Cong nghé snRNA-seq tién hanh tach cac
nhan té bao riéng 18, tranh dwoc nhixng kho khan lién
quan dén thanh té bao va giam thiéu cac phan tng
phién ma khéng mong muébn xay ra trong qué trinh
tach té bao. Du vay, ca hai phwong phap déu yéu cau
céac diéu kién téi wu héa nghiém ngat, dac biét 1a diéu
kién bao quan mau, ndng dd va thai gian xt ly enzyme
ho&c dung dich ly giai dé duy tri d6 sdng va toan ven
cula vat liéu sinh hoc cho céac phan tich tiép theo.

Sau khi t& bao don dwoc tach, RNA dwoc chiét
xuét théng qua qua trinh ly giai té bao va duwoc chuyén
ddi thanh cDNA. Vi lwong RNA trong méi té bao 1a rat
nhdé (khodng vai picogram), bwdc khuéch dai cDNA
la thiét yéu dé thu dwoc dd vat liéu phuc vu gidi trinh
tw. Cac cong nghé phd bién nhw Smart-seq, Smart-
seq2 hoac hé théng 10X Genomics st* dung cac dinh
danh phan t& duy nhét, gidp xac dinh dwoc phan t
phién ma bat nguén tir read, qua dé lam giam sai léch
va tang dé chinh xac khi phan tich m&c d6 biéu hién
gen. Tiép theo, cac thw vien cDNA dwoc xay dwng dé
dwa vao qua trinh giai trinh tw trén cac nén tang nhuw
lllumina hoac hé thdng giai trinh tw thé hé mai. Cac
nén tang nay sé tao ra lwong dir liéu phién ma Ion &
murc do té bao don, cung cép théng tin chi tiét vé mic
dd biéu hién cta hang nghin gen trong tirng té bao.
Viéc chudn bj thw vién phai duoc tién hanh ky lwéng
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nham han ché su méat mat RNA ciing nhw gidm thiéu
céc 16i ky thuat trong qua trinh tao thw vién, ddm béo
chét lwong dir liéu cao nhét.

Sau khi gidi trinh tw, di¥ liéu thd thu dwoc xi ly
ban dau, bao gdm loai bd cac trinh tw nhiéu, sap xép
va dinh vj trinh tw vao hé gen tham chiéu. Qua trinh
nay thudng st dung cac céng cu phd bién nhw Cell
Ranger hodc STARsolo dé chudn héa va danh gia
chat lwong di liéu dau ra. Cudi cung la giai doan phan
tich di¥ liéu, bao gdbm phan tich sw biéu hién khac biét
gen bang cac thuat toan nhv DESeq2 hodc edgeR,
tiép theo la phan tich thir nguyén di¥ liéu bang phuong
phap phan tich thanh phan chinh hoéc thuat toan giam
chiéu di liédu UMAP dé trwc quan héa sy da dang
phién ma. D liéu ciing dwoc sir dung dé xay dwng
ban d6 phién ma té bao don, qua dé xac dinh cac cum
té bao dac thu, mé ta trang thai phat trién, va cac co
ché diéu hoa phién ma trong diéu kién mai truéng cu
thé. Nhirng két qua thu dworc tlr phan tich di¥ liéu nay
khéng chi lam sang té co ché sinh hoc cap dd té bao
ma con m& ra huwdng nghién ciru méi phuc vu phat
trién cac giébng cay tréng chdng chiu tét hon véi diéu
kién bét loi tr méi truong.

Uu diém cia cong nghé trong nghién ciu cay trong

Coéng nghé scRNA-Seq c6 nhiéu wu diém ndi bat
S0 V@i cac phwong phap phan tich hé gen phién ma
truyén thdng, dac biét trong nghién ctu thuwe vat. Thi
nhat, scRNA-Seq cung cap d6 phan giai cao & muirc té
bao don, cho phép nhan dién va moé ta rd rang tinh da
dang cla céc té bao trong cting mét mé hodc co quan
thyc vat. Cac phuo’ng phap truyén théng thuo’ng chi
phan tich mau & cap d6 toan bd md, lam mét di théng
tin dac hiéu phién ma cla tirng loai té bao, nhat Ia cac
té bao hiém hoéc té bao chuyén biét. Vi du, cdng nghé
scRNA-Seq duoc str dung dé phan tich ban dd phién
ma v&i hon 20.000 té bao t vang ré cla hai gibng lta
Nipponbare (Japonica) va 93-11 (Indica). Két qua cho
thay ré tinh da dang clia hé gen phién ma véi 8 loai té
bao chinh tai biéu bi, Idng hat, vé ré, ndi bi, mach dan,
té bao xylem va chop ré lién quan dén co ché thich
nghi ctia cay lta véi sw thay dbi clia mdi trudng [7].

Mot wu diém khac clia scRNA-Seq la khad nang
phat hién cac loai t& bao hiém va xac dinh vai trd sinh
hoc cu thé clia chung trong diéu kién phat trién binh
thwéerng ciing nhw khi dap (ng véi cac yéu té bat loi.
Cac phuwong phap truyén théng thu thap RNA tr toan
bd Mo sé lam md di tin hiéu biéu hién gen cua nhirng
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loai té bao chiém ty |& thap, dan t&i sy bd sét thong tin
phién ma quan trong. Nguwoc lai, sScRNA-Seq giup xac
dinh ré cac t& bao nay va mé t& mot cach chi tiét sw
biéu hién phién ma dac trwng, lam co s& cho nghién
cu chuyé&n sau vé chirc nang va co ché diéu hoa
gen. Vi du, bang cach lap ban d& hé gen phién ma
chi tiét tlr 25.166 té bao don clia Populus trichocarpa,
mot sb té bao hiém quan trong trong quaé trinh biét hoa
xylem, bao gdm té bao trung gian hinh thoi va té bao
t6 chirc tia da dwoc phat hién [8]. Nhirng té bao nay
c6 ty |& thap trong téng sbé té bao xylem, khién ching
khé phat hién bang cac phwong phap truyén thdng.
Tuy nhién, nh& scRNA-Seq, nghién ctru d& xac dinh
chinh xac cac nhém té bao nay va lam sang té vai tro
clia chiing trong sw phat trién ctia xylem [8].

Céng nghé scRNA-Seq khong chi gitp xac dinh sw
khac biét clia hé gen phién ma gilra cac loai t& bao
ma con c6 kha nang theo dodi déng lwc hoc phién ma
theo thoi gian. Bang cach sir dung phan tich quy dao
phat trién té bao, scRNA-Seq gilp xac dinh trinh tw
phan héa té bao, danh gia trang thai phat trién cla
té bao tai tirng giai doan, ddng théi xay dwng ban dd
hé gen phién ma theo th&i gian. Diéu nay cé y nghia
quan trong trong viéc hiéu rd hon co ché didu hoa
phién ma trong sw sinh trwdng va dap &ng cda té bao
thuc vat trudc cac yéu td méi trudng. Bang phuong
phap phan tich quj dao phat trién té bao, nghién ciru
gan day da chirng minh rang sy biét hoa té bao xylem
khéng dién ra ddng nhat ma co sw khac biét theo tirng
loai [8]. Vi du, P. trichocarpa va Eucalyptus grandis cé
quy dao biét hoa xylem theo trng giai doan twong tw
nhau, trong khi Liriodendron chinense c6 con dwdng
biét hdéa xylem khac biét, phan anh sy da dang tién
hda cia mod xylem trong thwc vat hat kin [8]. Hon nira,
khi so sanh v&i cay mé hinh hai la mam Arabidopsis
thaliana, két qua da chi ra rang cac té bao xylem trong
cay than 96 co hé théng biét hoéa phirc tap va kéo dai
hon, cho phép cay phat trién hé mach day d&c dé van
chuyén nwéc hiéu qua hon [8]. Bang cach xay dwng
ban dd hé gen phién ma theo thdi gian, scRNA-Seq
gilp xac dinh cac gen cha dao diéu khién qua trinh
biét hoa t& bao xylem, chdng han nhw nhém gen HD-
ZIP Il1, cé vai trd kiém soat trang thai t& bao t6 churc,
doéng vai trd chinh trong viéc kich hoat biét héa yéu
t&6 mach [8]. Nhirng théng tin nay cé gia tri 'ng dung
trong nghién ctru cai tién gibng cay tréng, dac biét la
trong viéc diéu chinh céu tric gd va kha nang thich
nghi v&i méi trwdng cla cay trong [1, 3].
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Co6ng nghé scRNA-Seq khdng chi gitp phan tich sy
khac biét vé biéu hién gen gilra cac t& bao ma con co
thé tich hop véi cac cong nghé tién tién khac nhw giai
trinh tw hé gen phién ma theo khéng gian va da émics
té bao don dé cung cAp cai nhin toan dién vé sy diéu
hoa gen trong khéng gian va thi gian [9]. Sy tich hop
nay giup két ndéi dir liéu hé gen phién ma v&i théng
tin khéng gian cla té bao, ciu trac nhiém séc thé, va
cac bién dbi biéu sinh, m& ra huwéng nghién ciu méi
vé mang lwéi didu hda gen va co ché phat trién thuc
vat ma cac phwong phap phéan tich hé gen phién ma
truyén thdng khong thé thyc hién duwoc. Nhw vay, voi
nhirtng wu diém vwot trdi vé dd phan giai, khd nang
phat hién cac t& bao hiém, phan tich dong lwc hoc
phién ma va tich hgp da di liéu, cong nghé scRNA-
Seq dang tré thanh cdng cu quan trong va manh mé
trong nghién ctru sinh hoc thyc vat hién dai.

Thay 10 két

Viéc rng dung scRNA-Seq trong nghién ctru thwe
vat mang lai nhiéu tiém nang nhung cling di kém voi
mot sé thach thirc. Cac nha nghién ciru can lwu y dén
quy trinh tach té bao, x& ly RNA, Iwa chon céng nghé
pha hop va tich hgp dir liéu véi cac phwong phap
khac dé dat dwoc két qua chinh xac nhat. Bén canh
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do, viéc mé rong ap dung trong ndng nghiép can can
nh&c rat thdu dao vé chi phi va kha ndng phan tich div
liéu.

RNA trong scRNA-Seq dé& phan hiy, can bao quén
ky va x& ly trong méi trwéng han ché RNase. Do RNA
tr mot t& bao don qua it dé phan tich truc tiép, phai
khuéch dai nhung dé gay sai s6, dwoc khac phuc
bang céng nghé gan ma phan tl dinh danh. Phan tich
scRNA-Seq phu thudc vao hé gen tham chiéu, nhung
nhiéu loai cay tréng chwa cé bd gen day da, can co s&
di¥ liéu phién ma chinh xac hon. D& hiéu rd sy phat
trién té bao thuwc vat, scRNA-Seq can tich hop véi cac
céng nghé khac, doi héi thuat toan manh dé déng bo
di liéu.

Mac du scRNA-Seq 1a mét cdng nghé tién tién,
nhwng chi phi thwc hién van con cao, dac biét 1a dbi
véi cac nghién ctu trén hang nghin dén hang chuc
nghin té bao. Ngoai ra, di¥ liéu scRNA-Seq rat I16n va
phtrc tap, doi héi cong cu phan tich tin sinh hoc manh
mé nhw Seurat, Scanpy va Monocle dé tién xt 1y, loc
nhiéu va phan cum té bao. Do dd, cac nhédm nghién
ctu can phai cé ky nang vé tin sinh hoc hodc hop tac
v&i cac chuyén gia trong linh viec nay dé phan tich di
liéu chinh xac &
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