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1. Đặt vấn đề 

G6PD là enzyme then chốt mở đầu cho chu trình pentose 
phosphate trong chuyển hóa glucose, về mặt sinh lý con 
đường này là nguồn gốc chủ yếu cung cấp NADPH cho 
hồng cầu. NADPH là coenzyme khử, có liên quan mật 
thiết với chuỗi phản ứng tiếp theo giúp bảo vệ các nhóm 
sulphydryl của haemoglobin, ngăn cản quá trình peroxide 
của các cấu tử hồng cầu. Hồng cầu của người bị thiếu G6PD 

sẽ bị tán huyết nhanh chóng dưới tác dụng của các tác nhân 
ôxy hoá, với biểu hiện lâm sàng như vàng da, tan máu, trong 
đó thiếu máu, tan máu nặng là một trong những triệu chứng 
nguy hiểm nhất [1]. 

Enzyme G6PD là sản phẩm mã hóa của gen G6PD nằm 
trên nhánh dài của nhiễm sắc thể giới tính X tại vị trí Xq28. 
Gen dài khoảng 18,5 kb gồm 25861 nucleotide, khung đọc 
mở dài 1545 nucleotide với 13 exon và 12 intron.  Exon 1 
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tỷ lệ 44,4%. Tiếp theo là các đột biến Canton (c.1376G>T), Viangchan (c.871G>A), Union (c.1360C>T), Gaohe (c.95A>G), 
Orissa (c.131C>G) và Chinese-5 (c.1024C>T). Cuối cùng là 3 trường hợp (Silent) có thêm biến đổi ở vị trí 1311C>T.
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Abstract:

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) is the key enzyme that initiates the pentose phosphate cycle in glucose 
metabolism. Physiologically, this pathway is the main source of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) for 
red blood cells. This study aims to identify glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) mutations in Nung ethnic patients 
with G6PD deficiency. 18 pediatric patients of the Nung ethnic group were diagnosed with G6PD enzyme deficiency at the 
Vietnam National Children’s Hospital and applied PCR and gene sequencing to detect mutations in the G6PD gene. 8 types 
of mutation were detected in the G6PD gene in which the most common mutation was Kaiping (c.1388G>A) with 44.4%, 
followed by Canton (c.1376G>T), Viangchan (c.871G>A), Union (c.1360C>T), Gaohe (c.95A>G), Orissa (c.131C>G), and 
Chinese-5 (c.1024C>T). Silent mutations at the 1311C>T location were found in 3 cases.
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và đầu 5’ của exon 2 không mã hóa. Bộ 3 mã hóa đầu tiên 
nằm trên exon 2 [2]. Đột biến trên gen G6PD dẫn đến giảm 
hoặc ngừng quá trình tổng hợp enzyme, gây ra bệnh thiếu 
enzyme G6PD. Đến nay, hơn 200 đột biến G6PD phân bố 
dọc trên 13 exon của gen đã được xác định. Trong đó, sự 
thay thế nucleotide đơn lẻ được mô tả thường xuyên nhất, 
đột biến mất đoạn và đột biến intron được báo cáo với tỷ lệ 
thấp [3]. Trên thế giới, tỷ lệ mắc bệnh cao nhất là các khu 
vực Địa Trung Hải, châu Phi và Nam Á. Tại Việt Nam, tỷ 
lệ mắc bệnh dao động khoảng 0,3-9% [4].  Sự phân bố các 
dạng đột biến mang tính đặc trưng theo vùng địa lý và dân 
tộc [1, 2]. Việc nghiên cứu khảo sát đột biến gây ra sự thiếu 
hụt G6PD đóng góp vào sự hiểu biết về phổ đột biến trên 
gen G6PD, mở ra những cơ hội mới để chẩn đoán và điều 
trị bệnh trong tương lai. Mục tiêu tiến hành nghiên cứu của 
chúng tôi là xác định đột biến trên gen G6PD ở bệnh nhân 
người dân tộc Nùng đã được chẩn đoán thiếu hụt enzyme 
G6PD.

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

2.1. Đối tượng

18 bệnh nhân người dân tộc Nùng được chẩn đoán thiếu 
enzyme G6PD tại Bệnh viện Nhi Trung ương trong thời 
gian từ tháng 6/2019 đến tháng 9/2019. 

Tiêu chuẩn lựa chọn: Bệnh nhân được chẩn đoán thiếu 
G6PD có kết quả định lượng hoạt độ enzyme G6PD dưới 
200 U/1012 hồng cầu. Bệnh nhân thuộc dân tộc Nùng. 

Tiêu chuẩn loại trừ: Bệnh nhân thuộc các nhóm dân tộc 
ngoài Nùng, hoặc không đồng ý tham gia nghiên cứu. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Tách chiết DNA: 2 ml máu ngoại vi của bệnh nhân được 
thu thập vào ống chống đông EDTA. DNA tổng số được 
tách chiết từ máu toàn phần theo kít The Wizard® Genomic 
DNA Purification Kit của Hãng Promega (Mỹ). Tất cả các 
mẫu sau tách chiết được tiến hành đo nồng độ và độ tinh 
sạch bằng máy đo quang phổ Nanodrop đảm bảo đủ yêu cầu 
sử dụng để phân tích gen. 

Kỹ thuật PCR: Thành phần của phản ứng PCR (thể tích 
10 µl) gồm: 1 µl DNA mẫu, 0,5 µl mồi xuôi 10 pM/µl và 
0,5 µl mồi ngược 10 pM/µl, GoTaq G2 Hot Start master 
mix (2X) 5 µl, H2O 3 µl. Chu trình nhiệt của phản ứng PCR: 
94°C/2 phút, 35 chu kỳ nhiệt [94°C/30 giây, 60°C/25 giây, 
72°C/40 giây], 72°C/5 phút. Bảo quản mẫu ở 4°C. Trình tự 
mồi khuếch đại gen G6PD mồi F1-F5 tham khảo theo trình 
tự mồi trong nghiên cứu của N.T. Hue và cs (2009) [4]. 

Mồi F6-F8 được thiết kế sử dụng bằng phần mềm Primer - 
BLAST dựa trên trình tự gen G6PD trên ngân hàng gen mã 
NG_009015 (bảng 1). 
Bảng 1. Trình tự mồi khuếch đại các exon trên gen G6PD.

Tên 
mồi Trình tự mồi (5’->3’) Exon Tm

(ºC)
Kích thước 
(bp)

F1F 5’-CTCAAGAAAGGGGCTAACTTCTCAA-3’
2

63,5
241

F1R 5’-GCACTTCCTGGCTTTTAAGATTGGG-3’ 63,1

F2F 5’-AGGTCGTGTCCCCAGCCACT-3’
3, 4

62,0
641

F2R 5’-GCACAGACACTGCCCCAGGC-3’ 63,1

F3F 5’-GGGCACCCTCCCTGGACCTC-3’
5

61,5
491

F3R 5’-TCGTGGAGCAACGCTGCCAC-3’ 60,7

F4F 5’-ACTCCCCGAAGAGGGGTTCAAGG-3’
6, 7

62,5
561

F4R 5’-GCTCTGCCACCCTGTGCCAG-3’ 62,8

F5F 5’-ACACAGCCAAGCACCCCACG-3’
8

62,1
607F5R 5’-CAGGGCCCCTCCCTGAGGAC-3’ 63,1

F6F 5’-GACTCGAGATGGACCAGGGTG-3’
9, 10

61,9
977

F6R 5’-CTCGAAGGCATCACCTACCATCC-3’ 62,7

F7F 5’-GGCCGTGTACACCAAGATGAT-3’
11, 12

60,4
566

F7R 5’-AGAGTGACGGGTGGAGGAGAG-3’ 62,7

F8F 5’-TATGGCAGGTGAGGAAAGGGT-3’
13

60,8
297

F8R 5’-AATGTGCAGCTGAGGTCAATG-3’ 59,2

2.3. Kỹ thuật giải trình tự gen 

Thành phần phản ứng PCR giải trình tự gen gồm: Buffer 
Big dye 5X, Big dye Terminator v3.1, mồi xuôi hoặc mồi 
ngược, sản phẩm PCR các exon gen G6PD. Quy trình được 
thực hiện theo hướng dẫn sử dụng cho bộ kít BigDye™ 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ABI, Mỹ). Sản 
phẩm PCR giải trình tự gen sau khuếch đại được tinh sạch 
và điện di trên hệ thống ABI 3500 Genetic Analyzer. Kết 
quả giải trình tự các exon gen G6PD được so sánh với trình 
tự tham chiếu NG_009015 trên ngân hàng gen bằng phần 
mềm CLC Main Workbench để phát hiện các trình tự bị 
thay đổi. 

3. Kết quả

Kết quả bảng 2 cho thấy, 100% bệnh nhân có đột biến 
trên gen G6PD, với 8 loại đột biến điểm được xác định. 
Trong đó, đột biến Kaiping chiếm ưu thế nhất. Các đột 
biến gặp với tỷ lệ thấp hơn lần lượt là Canton, Viangchan, 
Union. Mỗi đột biến Gaohe, Orissa và Chinese-5 xuất hiện 
ở 1 trường hợp. Ghi nhận 3 trường hợp có thêm biến đổi ở 
vị trí 1311C>T. Hình ảnh kết quả giải trình tự các đột biến 
trên gen G6PD ở người bình thường - bệnh nhân mang đột 
biến được thể hiện ở hình 1.
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Bảng 2. Kết quả xác định đột biến gen của đối tượng nghiên cứu.

TT Tên đột biến Vị trí đột biến Biến đổi 
acid amin Exon Số 

lượng
Tỷ lệ
(%)

Hoạt độ enzyme 
(U/1012 hồng cầu)

Thuộc phân lớp II: 83,3%

1 Kaiping c.1388G>A R463H 12 8 44,4 8,9-97,4

2 Canton c.1376G>T R459L 12 3 16,6 22,8-36,3

3 Viangchan c.871G>A V291M 9 2 11,1 45,6-78,8

4 Union c.1360C>T R454C 11 2 11,1 0-7,01

Thuộc phân lớp III: 16,7%

1 Gaohe c.95A>G H32A 2 1 5,6 64,3

2 Orissa c.131C>G A44G 3 1 5,6 28,3

3 Chinese-5 c.1024C>T L342F 9 1 5,6 19,26

Tổng 18 100

Silent c.1311C>T T437T 11 3 16,6 28,3-78,8

Hình 1. Hình ảnh kết quả giải trình tự các đột biến trên gen G6PD. (A) 
Gaohe (c.95A>G); (B) Orissa (c.131C>G); (C) Viangchan (c.871 G>A); (D) 
Chinese-5 (c.1024C>T); (E) Union (c.1360C>T); (F) Canton (c.1376G>T); (G) 
Kaiping (c.1388G>A); (H) Silent (c.1311C>T). Kết quả giải trình tự: người bình 
thường - bệnh nhân mang đột biến.

4. Bàn luận

Thiếu G6PD là bệnh lý di truyền về enzyme phổ biến 
nhất ở người, ảnh hưởng tới gần 5% dân số thế giới và 
gây ra các bệnh lý liên quan tới hồng cầu. Các đột biến 
xảy ra trên gen G6PD là nguyên nhân dẫn đến việc giảm 
hoặc ngừng quá trình tổng hợp enzyme, gây ra bệnh thiếu 
enzyme G6PD. Do đó, việc nghiên cứu khảo sát đột biến 
gen G6PD mở ra những cơ hội mới để chẩn đoán và điều 
trị bệnh trong tương lai. Nghiên cứu tiến hành trên 18 bệnh 
nhi dân tộc Nùng, sinh sống chủ yếu tại các tỉnh miền núi 
phía Bắc. Nhờ phương pháp định lượng hoạt độ enzyme, 

các bệnh nhi được chẩn đoán thiếu hụt enzyme G6PD tại 
Bệnh viện Nhi Trung ương. Kết quả phân tích gen cho thấy, 
tất cả các đối tượng nghiên cứu đều mang đột biến trên gen 
G6PD. Với 8 dạng đột biến điểm được xác định, trong đó 
7 dạng đột biến dẫn đến thay thế acid amin này bằng một 
acid amin khác làm thay đổi cấu trúc protein và một biến 
đổi im lặng (Silent). Đây đều là các đột biến đã được ghi 
nhận tại Việt Nam trong các nghiên cứu trước đây, không 
ghi nhận đột biến mới [4, 5]. Đột biến gặp nhiều nhất trong 
nghiên cứu là Kaiping (c.1388G>A) với tỷ lệ là 44,4%. 
Tiếp theo là đột biến Canton (c.1376G>T) với tỷ lệ 16,6%. 
Theo các nghiên cứu trước khảo sát tại Việt Nam, biến đổi 
c.1388G>A được ghi nhận trong nhóm người Kinh nhưng 
với tần suất thấp hơn, dao động 6,6-16%. Tuy nhiên, biến 
đổi c.1376G>T lại gặp với tỷ lệ cao hơn (26,67%) [4, 5]. 
Đây cũng là những đột biến phổ biến nhất trong quần thể 
người thiếu G6PD tại Trung Quốc. Cụ thể Y. Chen và cs 
(2018) [6] nghiên cứu trên 904 trẻ thiếu hụt G6PD tại Phúc 
Kiến, Trung Quốc xác định được 17 loại đột biến, trong 
đó 3 đột biến c.1376G > T, c.1388G > A và c.95A > G chiếm 
72,6%. Tỷ lệ này trong nghiên cứu của chúng tôi là 66,6%. 
Ngoài ra, nghiên cứu của chúng tôi cũng ghi nhận 2 đột 
biến Viangchan (c.871G>A) và Union (c.1360C>T) với tỷ 
lệ bằng nhau (11,1%). Viangchan được xem là đột biến chủ 
yếu gây bệnh trên quần thể người Kinh tại TP Hồ Chí Minh 
(43,3%) và cũng là nguyên nhân gây ra phần lớn trường hợp 
thiếu G6PD tại các nước Đông Nam Á như Lào (100%) và 
Campuchia (97,9%) [4, 7, 8]. Trong khi đó, đột biến Union 
được ghi nhận ở 12% quần thể người Kinh và gặp với tỷ 
lệ 9,5% người Thái Lan [4, 5]. Nghiên cứu cũng xác định 
được 3 đột biến Gaohe (c.95A>G), Orissa (c.131C>G) và 
Chinese-5 (c.1024C>T), với mỗi đột biến ghi nhận 1 trường 
hợp. Đây đều là các đột biến có nguồn gốc từ Trung Quốc 
[6]. Người Nùng được xem là có quan hệ gần gũi với người 
Tày và người Tráng sống dọc biên giới với Trung Quốc, đây 
có thể là nguyên nhân dẫn tới sự tương đồng về đặc điểm 
dịch tễ đột biến. 

Các đột biến được xác định trong nghiên cứu nằm trên 
exon 2, 3, 9, 11 và 12 với 88,8% các đột biến xảy ra trên 
exon 9, 11 và 12. Tỷ lệ đột biến phát hiện trên 3 exon này 
trên đối tượng người Việt Nam theo khảo sát của N.T. Hue 
và cs (2009) [4], N.M. Hung và cs (2009) [9] lần lượt là 93,4 
và 92,3%. Đây được xem là một trong những vùng exon 
trọng điểm trên gen G6PD chứa nhiều đột biến hay gặp ở 
người Việt Nam, vì vậy đã được nhóm nghiên cứu ưu tiên 
khảo sát trước tiên trong quá trình xác định đột biến. 
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Hoạt độ enzyme của các bệnh nhân trong nghiên cứu 
được trình bày ở bảng 2 cho thấy, các bệnh nhân thiếu hụt 
enzyme ở mức độ từ trung bình tới nặng, với hoạt độ enzyme 
dao động trong khoảng khá rộng (0-97,4 U/1012 hồng cầu). 
Trong đó, Kaiping, đột biến gặp nhiều nhất trong nghiên 
cứu, cho thấy sự chênh lệch về hoạt độ enzyme giữa các đối 
tượng nghiên cứu là lớn nhất, điều này thể hiện tồn tại sự 
biểu hiện khác nhau giữa kiểu gen và kiểu hình. Tổ chức Y 
tế Thế giới (WHO) đã chia các biến thể của bệnh lý thiếu 
hụt G6PD thành 5 lớp, dựa vào hoạt độ của enzyme trong 
hồng cầu và biểu hiện lâm sàng của chúng [1, 2].  83,3% 
trường hợp trong nghiên cứu mang đột biến thuộc phân 
lớp II, 16,7% thuộc phân lớp III. Phân lớp II được mô tả 
thiếu hụt enzyme G6PD ở mức độ nghiêm trọng với hoạt độ 
enzyme <10% so với bình thường. Cụ thể, 2 đột biến phổ 
biến nhất trong nghiên cứu là Kaiping và Canton có vị trí 
tương đối gần nhau trên exon 12, đều được xếp vào phân 
lớp này. 2 đột biến xảy ra làm thay đổi bộ 3 mã hóa cho 
acid amin Arginine ở vị trí 456 và 463 thành bộ 3 mã hóa 
cho Leucine và Histidine. Các acid amin này có vị trí gần 
với những vùng (Lys 386 - Arg 387) là những domain trực 
tiếp gắn NADPH, do đó có thể làm thay đổi hoạt tính và khả 
năng bảo vệ hồng cầu của G6PD [6]. Bệnh nhân có hoạt độ 
enzyme thấp nhất trong nghiên cứu của chúng tôi mang đột 
biến Union. Vị trí nucleotide c.1360 ở người bình thường 
trên gen G6PD là C, trong khi đó vị trí này ở bệnh nhân có 
trình tự là T. Sự thay đổi này làm thay đổi bộ ba mã hóa acid 
amin tại codon 454 từ Arginin thành Cystein. Đột biến về 
cấu trúc của biến đổi này gây ra sự thay đổi tính đặc hiệu 
của cơ chất enzyme, với hoạt độ G6PD chỉ khoảng 10% so 
với bình thường [2]. 

Mặt khác, có 3 đối tượng trong nghiên cứu ngoài đột 
biến gây bệnh đã xác định được còn ghi nhận có thêm sự 
biến đổi ở vị trí nucleotide c.1311C>T ở exon 11. Cụ thể 
là 2 trường hợp mang đột biến Viangchan và 1 trường hợp 
mang đột biến Orissa. Tuy nhiên, do bộ ba TAC → TAT 
cùng mã hoá cho acid amin Tyrosine nên biến đổi tại vị 
trí 1311 này được coi là không ảnh hưởng đến sự mã hóa 
acid amin trong cấu trúc G6PD. Nghiên cứu của Y. Chen 
và cs (2018) [6] trên 904 trường hợp thiếu G6PD và 904 
người đối chứng cho thấy tần suất xuất hiện của đa hình 
c.1311C>T trên gen G6PD ở nhóm bệnh nhân thiếu enzyme 
cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm đối chứng. Sự tồn 
tại của c.1311C>T cùng các đột biến khác trên gen G6PD đã 
được quan sát trong các quần thể trên toàn thế giới và cũng 
đã được ghi nhận trong các nghiên cứu trước tại Việt Nam. 
Tuy nhiên, mức độ ảnh hưởng của sự kết hợp này đối với 
cơ chế sinh bệnh thì cần được nghiên cứu ở mức sâu hơn. 

5. Kết luận

Qua phân tích gen G6PD ở 18 bệnh nhân thuộc dân tộc 
Nùng bằng phương pháp giải trình tự gen xác định được 
8 dạng đột biến trên gen G6PD. Đột biến chiếm ưu thế 
nhất là G6PD Kaiping (c.1388G>A). Tiếp theo là các đột 
biến Canton (c.1376G>T), Viangchan (c.871G>A), Union 
(c.1360C>T), Gaohe (c.95A>G), Orissa (c.131C>G) và 
Chinese-5 (c.1024C>T). Ghi nhận 3 trường hợp có thêm 
biến đổi ở vị trí 1311C>T.
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1. Đặt vấn đề

Colistin là kháng sinh thuộc nhóm polymycin E, có 
nhiều độc tính trên thận, ít được sử dụng trên người và được 
sử dụng nhiều trong chăn nuôi từ những năm 70 của thế kỷ 
trước để điều trị và dự phòng các bệnh nhiễm khuẩn do vi 
khuẩn gram âm ở động vật. Sự xuất hiện và ngày càng gia 
tăng các chủng vi khuẩn gram âm, đường ruột đa kháng, 
bao gồm kháng carbapenem dẫn đến việc đưa vào sử dụng 
colistin trở lại như là một “kháng sinh lựa chọn cuối cùng” 
để điều trị khi chúng ta đang cạn kiệt những giải pháp thay 
thế khả thi do  chưa có các dòng kháng sinh mới [2, 3]. 
Chính vì vậy, việc dự phòng và giảm thiểu khả năng kháng 
colistin trên người hiện nay là một vấn đề cần thiết nhằm 
bảo toàn tác dụng của colistin. 

Colistin đã được sử dụng một thời gian dài ở động vật, 
do vậy cũng đã tồn tại nhiều chủng kháng colistin xuất phát 
từ động vật. Y.Y. Liu và cs (2016) [4] đã xác định được gen 

mcr-1 nằm trên plasmid kháng colistin phân lập từ thịt lợn 
và người tại Trung Quốc. Cho đến nay, các chủng vi khuẩn 
gram âm kháng colistin được ghi nhận trên toàn thế giới 
ở cả người, động vật và môi trường với các cơ chế kháng 
rất đa dạng từ kháng nội tại, đột biến và vận chuyển gen 
[1]. Việc hiểu đầy đủ dịch tễ học về tình trạng lây lan giữa 
các chủng có chứa gen mcr-1 và tìm kiếm sự hiện diện các 
bằng chứng về kháng kháng sinh của các chủng này trong 
hệ vi sinh vật đường ruột của cả động vật và con người, môi 
trường sinh hoạt xung quanh, mối liên quan giữa chúng là 
rất cần thiết để có bằng chứng khoa học giúp đưa ra các giải 
pháp tối ưu nhằm giảm thiểu tình trạng kháng thuốc hiện 
nay. Nghiên cứu của chúng tôi nhằm mục tiêu: 1) Xác định 
đặc điểm của gen mcr-1 của các chủng E. coli phân lập được 
từ phân người, phân động vật và môi trường; 2) Xác định 
một số đặc điểm dịch tễ phân tử của các chủng vi khuẩn E. 
coli mang gen mcr-1 phân lập được trong nghiên cứu.

Đặc điểm dịch tễ học phân tử của các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập từ phân người khỏe mạnh, 
phân động vật nuôi, thức ăn và nước tại xã Thanh Hà, huyện Thanh Liêm, tỉnh Hà Nam 
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Tóm tắt:

Colistin là kháng sinh ưu tiên quan trọng được sử dụng cho các trường hợp nhiễm khuẩn gram âm đường ruột 
kháng carbapenem. Các chủng E. coli mang gen kháng colistin (mcr-1) được ghi nhận trên toàn thế giới ở cả người, 
động vật và môi trường với các cơ chế kháng rất đa dạng từ kháng nội tại, đột biến và vận chuyển gen [1]. Xác định 
các đặc điểm dịch tễ học về tình trạng lây lan giữa các chủng có chứa mcr-1 là vấn đề rất cần thiết. Giải trình tự 
toàn bộ bộ gen của 87 chủng E. coli phân lập từ bệnh phẩm phân người khỏe mạnh và môi trường từ cộng đồng cho 
thấy, gen mcr-1 của các chủng E. coli phân lập từ cộng đồng trong nghiên cứu nằm trên cả nhiễm sắc thể (NST) và 
plasmid, tỷ lệ gen mcr-1 nằm trên plasmid cao hơn nhiều so với nằm trên NST (71,3% so với 26,4%, p<0,001). 100% 
chủng E. coli đều mang gen mcr-1 có subtype mcr-1.1. Các plasmid có kích thước rất đa dạng (từ <50 kb đến >300 
kb). Có 7 loại replicon đơn mang gen mcr-1 được phát hiện từ 29 chủng, bao gồm IncI2 (n=7, 10,9%), IncP (n=7, 
10,9%), IncX4 (n=5, 7,8%), IncFIA (n=3, 4,7%), IncHI1B (n=3, 4,7%), IncN (n=1, 1,6%) và IncX1 (n=1, 1,6%), 
được tìm thấy ở người, động vật và nước. Có 21 loại multi-replicon khác nhau với sự kết hợp của các loại plasmid 
IncFIA, IncFIB, IncHI1B, IncHI2, IncN, IncY, IncX1 và IncI2 được tìm thấy trong 31 chủng E. coli ở người, động vật 
và nước. Có 56 sequence types (STs) khác nhau, trong đó ST10 (n=10, 11%), ST48 (n=9, 9%) và ST206 (n=8, 8%) là 
các STs thường gặp. 

Từ khóa: E. coli, mcr-1, plasmid, STs.

Chỉ số phân loại: 3.1
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2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

2.1. Đối tượng, thời gian và địa điểm 

Đối tượng, thời gian và địa điểm nghiên cứu được tóm 
tắt theo sơ đồ dưới đây: 
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Thiết kế nghiên cứu 

Nghiên cứu sử dụng phương pháp nghiên cứu mô tả cắt ngang, thu thập mẫu 

nghiên cứu có chủ đích dựa trên công thức tính cỡ mẫu: 

                           

Tháng 6/2018 đến 
6/2019 tại Viện 
Vệ sinh Dịch tễ 
Trung ương 

80 hộ thuộc 7 thôn 

Phân người 
n=265 

Phân động vật 
n=122 

Nước mưa, nước 
giếng, nước tưới 

n=179 
 

Thức ăn 
n=159 

- Nuôi cấy được cấy trên môi trường MacConkey + colistin 0,5 µg/ml 
- Sàng lọc bằng PCR để xác định các chủng có mang gen mcr-1 
- Định danh vi khuẩn trên máy MAILDI-TOF + test indol  

để xác định chủng E. coli 
- Xác định MIC colistin bằng phương pháp microdilution 
=) Các chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin (MIC colistin ≥4 và một số 
chủng đại diện có MIC=2) 

-   

Tháng 3/2015 đến 5/2015 

87 chủng E. coli  
mang gen mcr-1 

7 chủng E. coli 
mang gen mcr-1 

lâm sàng đã 
được giải trình tự 

Phân người 
n=45 

Phân động vật 
n=29 

Thức ăn 
n=3 

Nước mưa, nước 
giếng, nước tưới n=10 

94 chủng E. coli được giải 
trình tự toàn bộ bộ gen 

Phân lập từ máu, mủ, 
dịch, nước tiểu của 

bệnh nhân năm 2016 
tại Bệnh viện Bệnh 

nhiệt đới Trung ương  

Tháng 6/2019 đến 2/2020 
tại Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương 

2.2. Thiết kế nghiên cứu

Nghiên cứu sử dụng phương pháp nghiên cứu mô tả cắt 
ngang, thu thập mẫu nghiên cứu có chủ đích dựa trên công 
thức tính cỡ mẫu:
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                         p x (1 - p) 
n = Z2(1-α/2)  x             
                            

  
d2 

trong đó: n là số chủng cần nghiên cứu; p là tỷ lệ dự đoán; Z(1-� /2) là hệ số tin cậy, với độ 

tin cậy là 95% (Z 1-� /2 =1,96); d là độ chính xác tuyệt đối. 

Trang thiết bị và vật tư tiêu hao  

Sinh phẩm: MacConkey (Oxoid, Vương quốc Anh), thạch thường (Sigma), bột 

colistin (Sigma) sử dụng trong nuôi cấy và định danh vi khuẩn. 2X Go-taq Master-Mix 

(GoTaq® DNA Polymerase, Promega) sử dụng trong phản ứng PCR tìm mcr-1. Nextera 

XT kit (Illumina, San Diego, California, Mỹ) sử dụng trong tinh sạch DNA chuẩn bị thư 

viện cho giải trình tự. Miseq reagent kit V3 (Illumina) sử dụng để giải trình tự gen. 

Chủng chuẩn: E. coli ATCC 25922, E. coli NCTC 13846™ sử dụng làm quản lý 

chất lượng (quality control - QC) trong kỹ thuật đánh giá nồng độ ức chế tối thiểu (MIC), 

chủng E. coli J53 sử dụng trong kỹ thuật tiếp hợp. 

Thiết bị:  máy định danh Maldi-Tof (Bruker, Đức), máy PCR, máy giải trình tự 

Illumina Miseq. 

Các kỹ thuật sử dụng trong nghiên cứu  

Kỹ thuật PCR phát hiện gen mcr-1: Tách chiết DNA bằng nhiệt. Trình tự của mồi 

như sau: mcr-1 F (5’ -CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3’); mcr-1 R (5’ -

CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3’) [4]. Chu trình nhiệt cho phản ứng PCR: biến tính: 

94oC, gắn mồi: 5oC, tổng hợp chuỗi: 72oC, 30 chu kỳ. Sản phẩm gen mcr-1 có kích thước 

309 bp. Kiểm soát chất lượng của phản ứng PCR bằng chứng dương và chứng âm. Chứng 

dương mcr-1 là DNA khuôn mẫu tách chiết từ chủng E. coli SHP45 mang gen mcr-1, chứng âm 

là nước siêu sạch. Hình minh họa kết quả PCR được thể hiện ở hình 1.  

α trong đó n là số chủng cần nghiên cứu; p là tỷ lệ dự đoán; 
Z(1-α/2) là hệ số tin cậy, với độ tin cậy là 95% (Z1-α/2 =1,96); d 
là độ chính xác tuyệt đối.

2.3. Trang thiết bị và vật tư tiêu hao

Sinh phẩm: MacConkey (Oxoid, Vương quốc Anh), 
thạch thường (Sigma), bột colistin (Sigma) sử dụng trong 
nuôi cấy và định danh vi khuẩn. 2X Go-taq Master-Mix 
(GoTaq® DNA Polymerase, Promega) sử dụng trong phản 
ứng PCR tìm mcr-1. Nextera XT kit (Illumina, San Diego, 
California, Mỹ) sử dụng trong tinh sạch DNA chuẩn bị thư 
viện cho giải trình tự. Miseq reagent kit V3 (Illumina) sử 
dụng để giải trình tự gen.

Chủng chuẩn: E. coli ATCC 25922, E. coli NCTC 
13846™ sử dụng làm quản lý chất lượng (quality control - 
QC) trong kỹ thuật đánh giá nồng độ ức chế tối thiểu (MIC), 
chủng E. coli J53 sử dụng trong kỹ thuật tiếp hợp.

Thiết bị: máy định danh Maldi-Tof (Bruker, Đức), máy 
PCR, máy giải trình tự Illumina Miseq.
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Abstract:

Colistin is a critically important antimicrobial for the treatment 
of carbapenem-resistant gram-negative intestinal infections. 
E. coli strains carrying the colistin-resistant mediated colistin 
resistance (mcr-1) gene have been globally distributed, found in 
humans, animals and the environment with diverse resistance 
mechanisms, namely intrinsic, mutation, and horizontal gene 
transfer [1]. Evaluation of the epidemiological characteristics 
and transmission status of E. coli strains to carry the 
mcr-1 gene is urgent. Sequencing results of 87 community E. 
coli strains isolated from healthy human feces and environment 
showed that the mcr-1 gene of these strains in the study was 
found on both chromosomes and plasmids, the ratio of mcr-
1 plasmid-mediated is much higher than on the chromosome 
(71.3% vs 26.4%, p<0.001). 100% of E. coli strains that carry the 
mcr-1 gene were subtype mcr-1.1. The plasmids diversified in 
size (from <50 kb to >300 kb). There were 7 types of single 
replicon carrying mcr-1 gene detected from 29 strains, 
including IncI2 (n=7, 10.9%), IncP (n=7, 10.9%), IncX4 (n=5, 
7.8%), IncFIA (n=3, 4.7%), IncHI1B (n=3, 4.7%), IncN (n=1, 
1.6%) and IncX1 (n=1, 1.6%), were found in healthy humans 
feces, animals and household water. There were also 21 
different multi-replicons with combinations of IncFIA, IncFIB, 
IncHI1B, IncHI2, IncN, IncY, IncX1 and IncI2 plasmids, 
found in 31 strains of E.coli in humans, animals and water. 
Strains were classified into 56 different sequence types (STs). 
ST10 (n=10, 11%), ST48 (n=9, 9%) and ST206 (n=8, 8%) were 
common STs. 

Keywords: E. coli, mcr-1, plasmid, STs.

Classification number: 3.1
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Thiết kế nghiên cứu 

Nghiên cứu sử dụng phương pháp nghiên cứu mô tả cắt ngang, thu thập mẫu 

nghiên cứu có chủ đích dựa trên công thức tính cỡ mẫu: 

                           

Tháng 6/2018 đến 
6/2019 tại Viện 
Vệ sinh Dịch tễ 
Trung ương 

80 hộ thuộc 7 thôn 

Phân người 
n=265 

Phân động vật 
n=122 

Nước mưa, nước 
giếng, nước tưới 

n=179 
 

Thức ăn 
n=159 

- Nuôi cấy được cấy trên môi trường MacConkey + colistin 0,5 µg/ml 
- Sàng lọc bằng PCR để xác định các chủng có mang gen mcr-1 
- Định danh vi khuẩn trên máy MAILDI-TOF + test indol  

để xác định chủng E. coli 
- Xác định MIC colistin bằng phương pháp microdilution 
=) Các chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin (MIC colistin ≥4 và một số 
chủng đại diện có MIC=2) 

-   

Tháng 3/2015 đến 5/2015 

87 chủng E. coli  
mang gen mcr-1 

7 chủng E. coli 
mang gen mcr-1 

lâm sàng đã 
được giải trình tự 

Phân người 
n=45 

Phân động vật 
n=29 

Thức ăn 
n=3 

Nước mưa, nước 
giếng, nước tưới n=10 

94 chủng E. coli được giải 
trình tự toàn bộ bộ gen 

Phân lập từ máu, mủ, 
dịch, nước tiểu của 

bệnh nhân năm 2016 
tại Bệnh viện Bệnh 

nhiệt đới Trung ương  

Tháng 6/2019 đến 2/2020 
tại Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương 
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2.4. Các kỹ thuật sử dụng trong nghiên cứu

Kỹ thuật PCR phát hiện gen mcr-1: Tách 
chiết DNA bằng nhiệt. Trình tự của mồi như sau: 
mcr-1 F (5’-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3’); mcr-1 R 
(5’-CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3’) [4]. Chu trình nhiệt 
cho phản ứng PCR: biến tính: 94oC, gắn mồi: 5oC, tổng hợp 
chuỗi: 72oC, 30 chu kỳ. Sản phẩm gen mcr-1 có kích thước 
309 bp. Kiểm soát chất lượng của phản ứng PCR bằng 
chứng dương và chứng âm. Chứng dương mcr-1 là DNA 
khuôn mẫu tách chiết từ chủng E. coli SHP45 mang gen mcr-1, 
chứng âm là nước siêu sạch. Hình minh họa kết quả PCR được 
thể hiện ở hình 1. 

Hình 1. Hình minh họa kết quả PCR phát hiện gen mcr-1.

Kỹ thuật định danh vi khuẩn: Các chủng vi khuẩn cần 
định danh được cấy vào các đĩa thạch thường, ủ ở 37oC trong 
18 đến 24 giờ. Khuẩn lạc thuần mọc trên đĩa thạch Nutrient 
agar được lựa chọn và tiến hành định danh trên máy Maldi 
Tof và làm test indol để xác định E. coli. 

Kỹ thuật giải trình tự toàn bộ bộ gen (WGS): Các chủng 
vi khuẩn được nuôi cấy trong môi trường Luria bertani 
broth ở 37oC, từ 18 đến 24 giờ. Tách DNA tổng số bằng 
hệ thống tách chiết tự động QIAcube (Qiagen). Định lượng 
DNA bằng kít Barteria DNA Prep và máy đo nồng độ Qubit 
(ThermoFisher Scientific). Thiết lập thư viện DNA sử dụng 
kít NexteraXT (Illumina) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 
Giải trình tự các gen bằng máy MiSeq (Illumina) dùng kít 
MiSeq Reagent V3 Kit, 2x150 bp). Dữ liệu thu được được 
phân tích trên các phần mềm và công cụ tin sinh: lắp rắp 
De novo trên SPAdes v3.14.1. Một số công cụ phân tích tin 
sinh được sử dụng: NCBI Procaryotic Genome Annotation 
Pipeline (PGAP), Comprehensive Antibiotic Resistance 
Database (CARD). 

Kỹ thuật tiếp hợp đánh giá sự lan truyền gen mcr-1 qua 
plasmid: Chủng nhận E. coli J53 không chứa gen mcr-1 
có thể mọc trên môi trường có chứa sodium azide. Chủng 
cho là các chủng E. coli có plasmid mang gen mcr-1 kháng 
colistin. Các chủng cho và nhận được tạo điều kiện tiếp hợp 
với nhau. Các chủng E. coli J53  sau khi tiếp hợp với chủng 
nhận sẽ truyền plasmid có chứa gen mcr-1 từ chủng nhận 
tạo nên chủng mới E. coli J53 có mang gen mcr-1 nằm trên 
plasmid (mọc được trên môi trường MacConkey có muối 
azua (NaN3) + 2 µg/ml colistin). Xác định gen mcr-1 của các 
chủng J53 sau tiếp hợp bằng kỹ thuật PCR.

3. Kết quả 

3.1. Đặc điểm của gen mcr-1 của các chủng E. coli 
phân lập được từ phân người khỏe mạnh, phân động vật, 
thức ăn và nước

Kết quả giải trình tự toàn bộ bộ gen của 87 chủng mang 
gen mcr-1 cho thấy số lượng gen mcr-1 nằm trên plasmid và 
NST được phân bố.
Bảng 1. Sự phân bố của gen mcr-1 nằm trên NST và plasmid của 
các chủng E. coli.

Loại mẫu mcr-1 
subtype

Chủng mang gen 
mcr-1 nằm trên 
NST

Chủng mang gen 
mcr-1 nằm trên 
plasmid

Chủng mang gen 
mcr-1 nằm trên 
NST và plasmid

Tổng 
số

Phân người mcr-1.1 10 35 0 45

Phân động vật mcr-1.1 5 23 1 29

Thức ăn mcr-1.1 3 0 0 3

Môi trường mcr-1.1 5 4 1 10

Tổng số mcr-1.1 23 62 2 87

Gen mcr-1 kháng colistin ở các chủng E. coli được tìm 
thấy ở cả trên NST và plasmid. Số lượng gen mcr-1 nằm 
trên plasmid chiếm 71,3% (n=62) và trên NST là 26,4% 
(n=23) (bảng 1). Đặc biệt, có 2 chủng có gen mcr-1 nằm cả 
trên NST và plasmid, trong đó 1 chủng phân lập từ nước và 
1 chủng từ động vật chiếm tỷ lệ 2,3%. 100% gen mcr-1 có 
subtype là mcr-1.1

3.2. Các loại plasmid mang gen mcr-1

Giải trình tự toàn bộ bộ gen của 87 chủng E. coli mang 
gen mcr-1 bằng phương pháp short read đã xác định được 
64 chủng E. coli mang gen mcr-1 nằm trên plasmid. Nghiên 
cứu đã xác định được 13 loại plasmid mang gen mcr-1, 
trong đó ở nước là 6 loại, phân động vật 12 loại và phân 
người lành 13 loại (hình 2).
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Hình 2. Biểu đồ Venn các loại replicon của plasmid mang gen mcr-1 của các chủng 

E. coli. Các replicon nằm ở các đường tròn khác nhau là các replicon của các plasmid 

nằm trên các loại mẫu khác nhau. 

Kết quả hình 2 cho thấy, có 6 loại replicon của plasmid mang gen mcr-1 của các 

chủng  E. coli phân lập từ các mẫu nước, 6 loại này cũng được tìm thấy ở các chủng E. 

coli phân lập từ phân động vật và phân người. Các chủng E. coli phân lập từ phân người 

lành và phân động vật đều có chung 12 loại plasmid mang gen mcr-1. Có 1 loại plasmid 

mang gen mcr-1 (IncX2) chỉ có ở chủng phân lập từ phân người. 

Sự kết hợp của các loại replicon đơn trên tạo ra 24 loại multireplicon plasmid khác 

nhau. Các replicon đơn thường gặp trong cộng đồng là IncI2 (n=8, 12,1%), IncP (n=7, 

10,6%), InX4 (n=5, 5, 7,6%) (bảng 2). 

Bảng 2. Các loại plasmid của 64 chủng E. coli mang gen mcr-1 trong nghiên cứu. 
 

STT  Replicon_formula (in silico) Số chủng 
(short read) 

Kích thước 
(Kb)   Loại mẫu 

1 IncFIA 3 150-300 Phân người + động vật 
2 IncFIA : IncFIC : rep2327 1 50-100 Phân động vật 
3 IncFIB : IncHI1B 2 100-150 Phân động vật + nước 
4 IncFIB : IncHI1B : IncHI1B 2 150-200 Phân người + động vật 

5 IncFIB : IncHI1B : IncHI1B : 
IncN    1  100-150   Phân động vật 

IncX2

IncP
IncX1 IncX4

IncFIA IncFIC
IncY

IncHI2A
Inc HI2
IncHI1B

IncI2
IncN

IncFIB

Chú thích: 
□: mẫu nước 
□: mẫu phân động vật 
□: mẫu phân người 

Hình 2. Biểu đồ Venn các loại replicon của plasmid mang gen 
mcr-1 của các chủng E. coli. Các replicon nằm ở các đường tròn khác 
nhau là các replicon của các plasmid nằm trên các loại mẫu khác nhau.
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Kết quả hình 2 cho thấy, có 6 loại replicon của plasmid 
mang gen mcr-1 của các chủng  E. coli phân lập từ các mẫu 
nước, 6 loại này cũng được tìm thấy ở các chủng E. coli 
phân lập từ phân động vật và phân người. Các chủng E. coli 
phân lập từ phân người lành và phân động vật đều có chung 
12 loại plasmid mang gen mcr-1. Có 1 loại plasmid mang 
gen mcr-1 (IncX2) chỉ có ở chủng phân lập từ phân người.

Sự kết hợp của các loại replicon đơn trên tạo ra 21 loại 
multireplicon plasmid khác nhau. Các replicon đơn thường 
gặp trong cộng đồng là IncI2 (n=7, 10,9%), IncP (n=7, 
10,9%), IncX4 (n=5, 7,8%) (bảng 2).

Khi phân tích mối quan hệ kiểu gen của các chủng E. 
coli mang gen mcr-1 phân lập từ phân người lành, phân 
động vật, thức ăn và môi trường từ kết quả của giải trình tự 
gen của 87 chủng trong nghiên cứu, để có thể làm rõ thêm 
mối liên hệ giữa các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong 
cộng đồng và lâm sàng, chúng tôi có kết hợp với các dữ 
liệu từ kết quả giải trình tự gen của 7 chủng E. coli mang 
gen mcr-1 trên lâm sàng được phân lập từ các bệnh phẩm. 
Cây phân loài thể hiện mối quan hệ kiểu gen giữa các chủng 
được thể hiện ở hình 3:

Hình 3. Cây phân loài của các chủng E. coli mang gen mcr-1.

Kết quả hình 3 cho thấy, các chủng E. coli mang gen 
mcr-1 phân lập từ phân người lành, phân động vật và môi 
trường nước có sự phân bố rất đa dạng về kiểu gen. Có 
56 STs khác nhau. STs thường gặp bao gồm ST10 (n=10, 
11%), ST48 (n=9, 9%) và ST206 (n=8, 8%).

Bảng 2. Các loại plasmid của 64 chủng E. coli mang gen mcr-1 
trong nghiên cứu.

STT  Replicon_formula (in silico) Số chủng 
(short read)

Kích thước 
(Kb)   Loại mẫu

1 IncFIA 3 150-300 Phân người + động vật

2 IncFIA : IncFIC : rep2327 1 50-100 Phân động vật

3 IncFIB : IncHI1B 2 100-150 Phân động vật + nước

4 IncFIB : IncHI1B : IncHI1B 2 150-200 Phân người + động vật

5 IncFIB : IncHI1B : IncHI1B :
IncN 1  100-150 Phân động vật

6 IncFIB : IncHI1B : IncHI2A :
IncHI2 : IncN 1  >300 Phân người

7 IncFIB : IncHI1B : IncN 2 50-150 Phân người + động vật

8 IncFIB : IncI2 1  <50 Phân người

9 IncFIC : rep2244 : IncHI2A : IncHI2 1  >300 Phân người

10 IncHI1B 3 50-100 Phân người + nước

11 IncHI1B : IncHI1B 1 100-150 Phân người

 12  IncHI1B : IncHI1B : rep2327 1  50-100 Phân người

13 IncHI1B : IncHI2A : IncHI2 1 200-300 Phân động vật

 14 IncHI1B : IncHI2A : IncHI2 :
IncN 4  >300 Phân người + động vật

15 IncHI1B : IncX1 2 100-150 Phân người + động vật

16 IncHI1B : IncX2 1 100-150 Phân người

17 IncHI1B : rep2327 1 100-150 Phân động vật

18 IncHI2A : IncHI2 3 200-300 Phân người + động vật

19 IncHI2A : IncHI2 : IncI2 2 >300 Phân người

20 IncHI2A : IncHI2 : IncN 1 200-300 Nước

21 IncHI2A : IncHI2 : IncY 2 200-300 Phân người + động vật

22 IncHI2A : IncI2 : IncN : IncHI2 1 200-300 Phân người

23  IncI2 7 50-100 Phân người + động vật 
+ nước

24 IncN 1 50-100 Phân động vật

25 IncP 7 50-100 Phân người + động vật

26 IncX1 1 <50 Phân người

27 IncX4 5 <50 Phân người + động vật

28 undetected 6 <50 Phân người + động vật
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Bảng 3. Các chủng E. coli mang gen mcr-1 có kiểu trình tự chung 
được phân loại từ các loại mẫu trong cùng hộ gia đình.

Kiểu trình 
tự (STs) Mã hộ STT Loại mẫu mcr-1 NST/mcr-1 

plasmid
Loại plasmid 
mang gen mcr-1

155  H137
32 Phân người lành NST

33 Phân động vật Plasmid IncHI1B, Inc X1

10 H154 47 Phân động vật Plasmid IncI2

48 Phân động vật Plasmid IncI2

48  H175
52 Phân người lành Plasmid IncHI1B, IncHI2A

IncN

53 Phân động vật Plasmid IncX4

206 H275
75 Phân động vật Plasmid IncI2

76 Nước Plasmid IncI2

191  H314

83 Phân người lành Plasmid IncHI1B, IncHI2A

84 Phân người lành Plasmid IncHI2, IncN

87 Nước Plasmid IncHI2A, IncHI2, IncN

Kết quả bảng 3 cho thấy, có 5/80 hộ có tìm thấy các 
chủng có cùng ST được phân lập từ các loại mẫu khác nhau 
như từ mẫu của người - động vật, mẫu động vật - nước, mẫu 
người - người và mẫu từ người - nước trong cùng một hộ 
gia đình

3.3. Kết quả tiếp hợp đánh giá sự lan truyền gen mcr-1 
qua plasmid

Nghiên cứu lựa chọn 24 chủng E. coli mang gen mcr-1 
đã được xác định nằm trên plasmid thông qua giải trình 
tự short read để làm thực nghiệm tiếp hợp đánh giá sự lan 
truyền mcr-1 qua plasmid. Kết quả thu được 24 chủng E. coli 
mang gen mcr-1 được tiếp hợp với các chủng nhận là E. coli 
J53. Có 70,83% (n=17) chủng E. coli truyền thành công gen 
mcr-1 sang chủng nhận E. coli J53 (bảng 4). Các plasmid 
mang gen mcr-1 này bao gồm 13 loại replicon plasmid trong 
hình 2 được phân lập từ phân người, phân động vật và nước.

Kết quả bảng 4 cho thấy, các chủng E. coli mang gen 
mcr-1 nằm trên single-replicon và multi-replicon đều có 
khả năng truyền ngang gen mcr-1 sang chủng khác qua hình 
thức tiếp hợp. Các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập 
từ người, động vật và nước đều có khả năng lan truyền qua 
hình thức tiếp hợp.

4. Bàn luận

4.1. Đặc điểm của gen mcr-1 của các chủng E. coli 
phân lập được từ phân người khỏe mạnh, phân động vật, 
thức ăn và nước

Khi giải trình tự toàn bộ bộ gen của 87 chủng E. coli 
mang gen mcr-1, nghiên cứu của chúng tôi xác định được 
gen mcr-1 nằm trên cả NST và plasmid, tuy nhiên tỷ lệ gen 
mcr-1 nằm trên plasmid cao hơn nhiều so với nằm trên NST 
(71,3% so với 26,4%, p<0,001). Toàn bộ 87 chủng E. coli 
đều mang gen mcr-1 có phân nhóm là mcr-1.1. Nghiên cứu 
của chúng tôi cũng xác định được 2 chủng E. coli có gen 
mcr-1 nằm trên cả NST và plasmid, bao gồm 1 chủng phân 
lập từ phân động vật và 1 chủng phân lập từ nước.

Gen mcr-1 kháng colistin nằm trên plasmid ở các chủng 
vi khuẩn gram âm đường ruột phân lập từ động vật và người 
được phát hiện từ NST của các trực khuẩn gram âm đường 
ruột, phổ biến nhất là E. coli phân lập từ động vật sống trong 
các trang trại và người lành [5, 6]. Tại Việt Nam, một số 
nghiên cứu đã phát hiện gen mcr-1 nằm trên NST của E. coli 
phân lập từ người bệnh và người lành [7, 8]. Nghiên cứu của 
T. Yamaguchi và cs (2020) [7] trên cộng đồng tại tỉnh Thái 
Bình cho thấy, tỷ lệ gen mcr-1 kháng colistin nằm trên NST 
của các chủng E. coli phân lập từ phân người khỏe mạnh 
cũng khá cao (36,8%).

Bảng 4. Các chủng E. coli mang gen mcr-1 được thực hiện kỹ thuật tiếp hợp.

Mã mẫu Loại mẫu Loại plasmid mang mcr-1 Kết quả mcr-1 
của E. coli J53 Mã mẫu Loại mẫu Loại plasmid mang mcr-1 Kết quả mcr-1 

của E. coli J53)

4 Phân người IncHI1B, IncX1 + 44 Phân động vật - +

7 Nước IncHI2A, IncHI2 + 47 Phân động vật IncI2 +

11 Nước - + 50 Phân động vật IncFIB, IncHI1B +

13 Phân người - + 53 Phân động vật IncX4 (-)

16 Phân người IncX4 + 54 Phân động vật IncFIA, IncFIC, rep_cluster_2327 +

19 Phân động vật IncP + 59 Phân động vật IncFIA +

21 Nước (-) 74 Phân người rep_cluster_312 +

23 Phân động vật IncFIB, IncHI 1B IncHI1B, IncN (-) 76 Nước IncI2 (-)

27 Phân người IncHI1B, Inc HI1B, rep_clu ster_2327 + 78 Phân động vật IncP +

34 Phân người IncP (-) 79 Phân người IncFIB, IncHI1B, IncHI2A, IncHI2, IncN +

37 Phân người - (-) 86 Phân động vật IncHI1B, IncHI2A, IncHI2 +

40 Phân người IncFIA (-) 89 Nước IncFIB, IncHI1B +



Khoa học Y - Dược  /Y học cơ sở

1065(9) 9.2023

Các gen kháng kháng sinh nằm trên NST sẽ lan truyền 
dọc gen kháng trong cùng loài, tốc độ lây truyền chậm hơn 
các gen kháng kháng sinh nằm trên plasmid. Gen kháng 
kháng sinh nằm trên plasmid sẽ lan truyền gen kháng sang 
các loài khác và tốc độ lan truyền nhanh. Gen mcr-1 được 
tìm thấy cả ở NST và plasmid, thậm chí trong nghiên cứu 
của chúng tôi còn tìm thấy 2,3% chủng E. coli có gen này 
nằm đồng thời cả trên NST và plasmid. Điều này cho thấy, 
gen mcr-1 có đường lan truyền rất linh hoạt và đa dạng có 
thể lan truyền cả cho cùng loài và khác loài, vì vậy có thể 
làm cho tốc độ lan truyền cũng tăng lên.

Để đánh giá tính linh hoạt và đa dạng khi lan truyền gen 
kháng kháng sinh của các chủng E. coli mang gen mcr-1 
kháng colistin trong cộng đồng, chúng tôi tiếp tục nghiên 
cứu về đặc điểm của các loại plasmid mang gen mcr-1, mối 
liên hệ kiểu gen dựa vào phân tích MLST và đánh giá sự lan 
truyền qua plasmid thông qua thực nghiệm tiếp hợp.

4.2. Các loại plasmid mang gen mcr-1

Khi giải trình tự toàn bộ bộ gen của 64 chủng E. coli 
mang gen mcr-1 nằm trên plasmid trong nghiên cứu, chúng 
tôi đã xác định được 13 loại replicon typing của plasmid 
mang gen mcr-1, trong đó các chủng phân lập từ phân người 
mang nhiều loại nhất (13 loại), sau đó đến phân động vật 
(12 loại) và nước (6 loại) (hình 2). Điều này cho thấy tính 
đa dạng của các plasmid mang gen mcr-1 của các chủng E. 
coli trong cộng đồng, thể hiện nhiều nhất trong cộng đồng 
người khỏe mạnh.

Các plasmid có kích thước rất đa dạng, nhỏ nhất là <50 
kb, lớn nhất >300 Kb. Có 7 loại replicon đơn mang gen 
mcr-1 được phát hiện từ 29 chủng trong các mẫu nghiên cứu, 
bao gồm là IncI2 (n=7, 10,9%), IncP (n=7, 10,9%), IncX4 
(n=5, 7,8%), IncFIA (n=3, 4,7%), IncHI1B (n=3, 4,7%), 
IncN (n=1, 1,6%) và IncX1 (n=1, 1,6%) tìm thấy ở người, 
động vật và nước. Các loại multi-replicons plasmid mang 
gen mcr-1 trong nghiên cứu phát hiện được bao gồm sự kết 
hợp của các loại plasmid IncHI2, IncN, IncX1 và IncR. Có 
21 loại multi-replicon khác nhau với sự kết hợp của các 
loại plasmid IncFIA, IncFIB, IncHI1B, IncHI2, IncN, IncY, 
IncX1 và IncI2 được tìm thấy trong 31 chủng E. coli ở 
người, động vật và nước (bảng 2). Một lần nữa cho thấy tính 
đa dạng của các loại plasmid của các chủng E. coli mang 
gen mcr-1 trong cộng đồng, không chỉ ở động vật - đối 
tượng sử dụng colistin trong một thời gian dài mà còn tồn 
tại cả trong môi trường xung quanh (nước) và người khỏe 
mạnh mặc dù việc sử dụng colistin ở người hiện nay còn 
hạn chế. Chúng tôi đưa ra giả thiết rằng, nhờ tính đa dạng 
này mà làm cho gen mcr-1 có đặc tính có thể dễ dàng lan 
truyền qua các plasmid từ động vật qua môi trường, thức ăn 

lây sang người, đồng thời lây từ người sang người, điều này 
thể hiện ở tính đa dạng về các loại plasmid mang gen mcr-1 
trong cộng đồng từ người, động vật đến môi trường.

Một số nghiên cứu trong cộng đồng tại Trung Quốc, 
Hàn Quốc cũng đã ghi nhận nhiều loại plasmid khác nhau 
trong cộng đồng như IncI2, IncX4, IncN, IncF…, trong đó 
replicon IncI2 là loại thường gặp [9, 10]. Tại Việt Nam, 
một số đặc điểm vi sinh của E. coli sinh beta lactamase phổ 
mở rộng ở người khỏe mạnh tại cộng đồng huyện Vũ Thư, 
tỉnh Thái Bình, năm 2016 đã ghi nhận nhiều loại plasmid 
khác nhau trong cộng đồng nhưng loại chủ yếu thường gặp 
là IncF [11]. Sự khác biệt này có thể do nghiên cứu ở các 
cộng đồng khác nhau nên có thể có sự khác nhau về các loại 
plasmid mang gen mcr-1. Để chứng minh giả thuyết trên, 
chúng tôi tiếp tục tìm bằng chứng thông qua phân tích cây 
phân loài và thử nghiệm tiếp hợp.

4.3. Mối liên hệ kiểu gen của các chủng E. coli mang 
gen mcr-1 phân lập từ phân người lành, phân động vật, 
thức ăn và môi trường

Qua phân tích cây phân loài cho thấy, các chủng E. coli 
mang gen mcr-1 phân lập từ phân người lành, phân động 
vật, môi trường nước và 7 chủng phân lập từ lâm sàng cho 
thấy có sự phân bố rất đa dạng về kiểu gen. Trong 94 chủng 
(7 chủng phân lập từ bệnh phẩm lâm sàng), có 56 STs khác 
nhau. STs thường gặp bao gồm ST10 (n=10, 11%), ST48 
(n=9, 9%) và ST206 (n=8, 8%). Các chủng lâm sàng cũng 
có các ST rất thay đổi. Không có ST của chủng lâm sàng nào 
được tìm thấy trong cộng đồng (hình 3).

Phân tích các STs theo hộ gia đình, nghiên cứu của 
chúng tôi tìm thấy có 4 nhóm mà các chủng E. coli mang 
gen mcr-1 phân lập từ các nguồn khác nhau (phân người và/
hoặc phân động vật và/hoặc nước) trong cùng một hộ gia 
đình có các STs giống nhau nằm trên cùng một nhánh của 
cây phân loại, gồm: cặp 32-33 của hộ H137-ST 155, cặp 
47-48 của hộ H154, cặp 75-76 của hộ H275-ST206 và cặp 
83-84-87 của hộ H314-ST191. Ngoài ra còn cặp 52-53 của 
hộ H175 đều có cùng ST10 tuy không trên cùng một nhánh 
nhưng có mối liên quan gần. Đây là bằng chứng chứng tỏ có 
sự lây lan của các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cùng 
1 hộ gia đình giữa động vật nuôi trong nhà và người qua 
môi trường (nước). Nghiên cứu của chúng tôi chưa tìm được 
bằng chứng lan truyền qua thức ăn có thể do số lượng chủng 
phân lập còn ít nên hạn chế sự phát hiện này.

Sự đa dạng về STs của các chủng này có thể giải thích do 
sự lan truyền qua plasmid. Khả năng lan truyền qua plasmid 
giữa các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập được đã 
được chúng tôi chứng minh qua thử nghiệm tiếp hợp đánh giá 
sự lan truyền gen qua plasmid thông qua chủng E. coli J53. 
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Chúng tôi lựa chọn 24 chủng E. coli đã được xác định mang  
gen mcr-1 nằm trên plasmid bao gồm cả single replicon 
và multireplicon. Kết quả thử nghiệm tiếp hợp thành công 
truyền gen mcr-1 sang chủng E. coli J53 (17/24 chủng, 
70,8%).

Trên thế giới, có nhiều nghiên cứu đã mô tả sự đa dạng 
về các STs cũng như bằng chứng về sự lan truyền của gen 
mcr-1 qua plasmid của các chủng E. coli trong cộng đồng 
tương tự như nghiên cứu của chúng tôi [6, 12]. Tuy nhiên, 
tại Việt Nam còn rất ít  nghiên cứu trong cộng đồng về vấn 
đề này.

5. Kết luận

Qua giải trình tự toàn bộ bộ gen của 87 chủng E. coli 
mang gen mcr-1 trong nghiên cứu có phối hợp với dữ liệu 
giải trình tự của 7 chủng E. coli mang gen mcr-1 trên lâm 
sàng cho thấy, các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập 
trong nghiên cứu nằm trên cả NST và plasmid, tỷ lệ gen 
mcr-1 nằm trên plasmid cao hơn nằm trên NST (71,3% so 
với 26,4%, p<0,001). Toàn bộ 87 chủng E. coli đều mang 
gen mcr-1 có subtype mcr-1.1. Các plasmid có kích thước 
rất đa dạng, nhỏ nhất là <50 kb, lớn nhất >300 Kb. Có 7 
loại replicon đơn mang gen mcr-1 được phát hiện từ 29 
chủng phân lập từ phân người, động vật và nước bao gồm: 
IncI2 (n=7, 10,9%), IncP (n=7, 10,9%), IncX4 (n=5, 7,8%), 
IncFIA (n=3, 4,7%), IncHI1B (n=3, 4,7%), IncN (n=1, 
1,6%) và IncX1 (n=1, 1,6%). Có 21 loại multireplicon khác 
nhau với sự kết hợp của các loại plasmid IncFIA, IncFIB, 
IncHI1B, IncHI2, IncN, IncY, IncX1 và IncI2, được tìm thấy 
trong 31 chủng E. coli phân lập từ phân người, động vật và 
nước. Có 56 STs khác nhau, trong đó ST10 (n=10, 11%), 
ST48 (n=9, 9%) và ST206 (n=8, 8%) là các STs thường gặp. 
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1. Đặt vấn đề

UMHTM là một bệnh lý tăng sinh tế bào nội mạch máu, 
tạo thành khối lành tính ngay dưới dây thanh, gây tắc nghẽn 
đường thở từ vừa đến nặng. Bệnh xuất hiện ở giai đoạn sơ 
sinh, tiến triển kéo dài trong 12-18 tháng qua 3 giai đoạn: 
tăng sinh, ổn định và  thoái triển [1].

U máu nói chung có thể gặp 4-5% ở trẻ sơ sinh [2]. 
UMHTM ít gặp hơn, chiếm 1,5% các bất thường bẩm sinh 
đường thở [3]. Tỷ lệ mắc bệnh nữ/nam là 2/1, thường hay 
gặp ở trẻ sinh non, nhẹ cân [4]. Triệu chứng hay gặp nhất 
là thở rít thì hít vào hoặc hai thì, với 85% các trường hợp 
biểu hiện thở rít dưới 6 tháng tuổi có thể gây suy hô hấp tiến 
triển nhanh trong giai đoạn u tăng sinh. Tỷ lệ tử vong do tắc 
nghẽn đường thở có thể lên tới 50% nếu không được điều 
trị kịp thời [4]. Vì vậy, cần chẩn đoán sớm UMHTM để có 
phác đồ điều trị thích hợp, cũng như tiên lượng trước, sau 
điều trị.

Trên thế giới có nhiều báo cáo về UMHTM, tuy nhiên 
chủ yếu là các báo cáo về ca bệnh đơn lẻ hoặc chùm ca 
bệnh, do đây là bệnh hiếm gặp. Tại Việt Nam, nghiên cứu 
về UMHTM cũng chưa có nhiều. Với mong muốn giúp các 
bác sỹ lâm sàng chẩn đoán sớm và tránh bỏ sót bệnh lý 
UMHTM, chúng tôi tiến nghiên cứu với mục tiêu tìm hiểu 
các đặc điểm lâm sàng và hình thái của UMHTM qua nội 
soi phế quản.

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

 2.1. Đối tượng 

Bệnh nhân được chẩn đoán xác định UMHTM tại Bệnh 
viện Nhi Trung ương từ 1/6/2018 đến 30/5/2023.

Tiêu chuẩn chẩn đoán UMHTM: Trẻ có triệu chứng thở 
rít kéo dài, khởi phát sớm dưới 6 tháng tuổi, được tiến hành 
nội soi phế quản ống mềm. Quan sát thấy hình ảnh khối màu 
hồng, đỏ hoặc tím, thành nhẵn, căng bóng, mềm, phát triển 
dưới dây thanh, được xác định bởi các bác sỹ nội soi phế 
quản có kinh nghiệm tại Khoa Khám thăm dò chức năng hô 
hấp, Bệnh viện Nhi Trung ương.

Tiêu chuẩn chẩn đoán mức độ hẹp đường thở của 
UMHTM theo thang phân loại của Myer-Cotton [5]: i) Độ 
I: mức độ hẹp 0-50%; ii) Độ II: mức độ hẹp 51-70%; iii) Độ 
III: mức độ hẹp 71-99%; iv) Độ IV: không xác định được 
lỗ hẹp.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Nghiên cứu mô tả cắt ngang hồi cứu và tiến cứu.

2.3. Phân tích số liệu

Các số liệu được xử lý và phân tích bằng phần mềm 
SPSS 20.0.

Đặc điểm lâm sàng và hình ảnh nội soi phế quản u máu 
hạ thanh môn ở trẻ em tại Bệnh viện Nhi Trung ương
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3. Kết quả 

3.1. Đặc điểm chung của nhóm nghiên cứu

Trong thời gian từ 1/6/2018 đến 30/5/2023 có 25 trẻ đủ 
tiêu chuẩn chẩn đoán UMHTM được đưa vào nghiên cứu, 
trung bình mỗi năm có 5 trẻ chẩn đoán UMHTM.
Bảng 1. Đặc điểm tuổi của nhóm đối tượng nghiên cứu (n=25).

Đặc điểm Trung bình (SD)

Tuổi trung bình (tháng) 4,0 (4,3)

Trung vị (tháng) 2,7 (2,0-3,4)

Min-max (tháng) 0,8-20

Nhóm tuổi n (%)

<2 tháng 6 (24,0)

Từ 2 đến 6 tháng 17 (68,0)

Trên 6 tháng 2 (8,0)

Kết quả bảng 1 cho thấy, tuổi trung bình của nhóm bệnh 
nhân thời điểm phát hiện UMHTM trung bình 4 tháng, trung 
vị 2,7 tháng, nhỏ nhất 20 ngày tuổi, lớn nhất 20 tháng, trong 
đó chủ yếu là nhóm dưới 6 tháng chiếm 92%. Tỷ lệ nữ/nam 
là 2,1/1 (hình 1).
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Kết quả bảng 2 cho thấy: Tuổi khởi phát thở rít sớm, trung bình 30,7±20,6 ngày 
tuổi, sớm nhất 3 ngày tuổi, muộn nhất 75 ngày tuổi, trong đó nhóm khởi phát sớm ≤1 
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Phân nhóm tuổi khởi phát thở rít  

Trong 1 tháng đầu 17 (68,0) 
Từ 1 đến 3 tháng 8 (32,0) 
Thời gian kéo dài thở rít (liên tục hoặc 
gián đoạn)  

Thời gian trung bình (ngày) 51,3±47,5 

Min-max (ngày) 10-240 4 
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Hình 1. Phân bố giới tính của nhóm nghiên cứu (n=25).

Bảng 2. Đặc điểm tuổi khởi phát và thời gian kéo dài thở rít.

Đặc điểm n (%)

Tuổi khởi phát thở rít

Tuổi trung bình (ngày) 30,7±20,6

Min-max (ngày) 3-75

Phân nhóm tuổi khởi phát thở rít

Trong 1 tháng đầu 17 (68,0)

Từ 1 đến 3 tháng 8 (32,0)

Thời gian kéo dài thở rít (liên tục hoặc gián đoạn)

Thời gian trung bình (ngày) 51,3±47,5

Min-max (ngày) 10-240

Kết quả bảng 2 cho thấy, tuổi khởi phát thở rít sớm, trung 
bình 30,7±20,6 ngày tuổi, sớm nhất 3 ngày tuổi, muộn nhất 
75 ngày tuổi, trong đó nhóm khởi phát sớm ≤1 tháng chiếm 
68,0%. Thời gian kéo dài triệu chứng thở rít từ thời điểm 
khởi phát đến lúc được chẩn đoán trung bình 51,3±47,5 
ngày, ngắn nhất 10 ngày, dài nhất 240 ngày.

Clinical features and endoscopic images of 
hemoptysis and subglottic mass in children 

at Vietnam National Children’s Hospital
Thi Thu Nga Nguyen1*, Thi Hong Hanh Le1, 

Thu Nga Pham2, Dang Viet Phung1, 
Thanh Chuong Le1, Thi Kim Thanh Dang1, 

Thi Thanh Tam Pham1, Thi Minh Phuong Nguyen1
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Abstract:

Objectives: To describe clinical characteristics 
and endoscopic image of patients with subglottic 
hemangioma. Subjects: 25 patients were diagnosed 
subglottic hemangioma at Vietnam National Children’s 
Hospital from 1st June, 2018 to 30th May, 2023. Methods: 
Retrospective and prospective cross-sectional studies. 
Results: median age was 2.7 months, ranged from 20 
days to 20 months, female/male ratio: 2.1/1, mean age 
of stridor breathing onset was 30.7±20.6 days. The 
mean of prolonged and recurred stridor breathing was 
51.3±47.5 days. Clinical features: stridor breathing 
(80%), suprasternal depression (76%), respiratory 
failure (72%), cough (36%), skin hemangioma (8%), 
choking (8%). Bronchoscopy results: The most common 
characteristic of the subglottic hemangioma was red 
with smooth wall (92%). The location of subglottic 
hemangioma included the following: circumferential 
lesion (36%), the right wall (32%), the left wall (28%), 
posterior wall (4%), and 8% of those spread to 1 cm 
below the trachea. The range of subglottic narrowing 
tumour was grade III (60%) and grade II (32%). 
Conclusions: Subglottic hemangioma is one of the rare 
diseases, causing early onset stridor breathing in children 
under 6 months. The most outstanding presentation is 
prolonged, recurrent stridor, which can cause laryngeal 
dyspnea. Diagnosis is mainly based on bronchoscopy to 
evaluate the colour, morphology, and tumour size.

Keywords: glottis malformation, subglottic hemangioma, 
wheezing.

Classification number: 3.2
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tháng chiếm 68%. Thời gian kéo dài triệu chứng thở rít từ thời điểm khởi phát đến lúc 
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Triệu chứng thở rít (stridor), co kéo hõm trên ức hay gặp 
nhất. Gần 3/4 số bệnh nhân nhập viện có tình trạng suy hô 
hấp (hình 2).

3.2. Kết quả nội soi phế quản

Kết quả bảng 3 cho thấy, khối u máu quan sát qua nội 
soi phế quản có màu đỏ, hồng, thành nhẵn. Vị trí khối u 
xuất phát ngay dưới thanh môn thành bên trái, bên phải, 
bao quanh chu vi với tỷ lệ gần tương đương nhau (28, 32 và 
36%); 2/25 bệnh nhân u phát triển xuống khí quản. Mức độ 
hẹp chủ yếu độ III, độ II (60 và 32%).
Bảng 3. Đặc điểm cấu trúc, hình thái khối u máu trên nội soi phế 
quản.

Đặc điểm n (%)

Màu sắc, tính chất u máu

Đỏ, nhẵn 23 (92,0)

Hồng, nhẵn 2 (8,0)

Vị trí xuất phát

Thành bên trái hạ thanh môn 7 (28,0)

Thành bên phải hạ thanh môn 8 (32,0)

Thành sau hạ thanh môn 1 (4,0)

Bao quanh chu vi hạ thanh môn 9 (36,0)

Kéo dài xuống khí quản 2 (8)

Phân độ hẹp

Độ I 2 (8,0)

Độ II 8 (32,0)

Độ III 15 (60)

Độ IV 0

4. Bàn luận

UMHTM được Morrell Mackenzie mô tả lần đầu tiên 
vào năm 1864. Tỷ lệ mắc UMHTM chưa được xác định 
trong bất kỳ nghiên cứu chính thức nào. Một phân tích từ 
cơ sở dữ liệu hệ thống Thông tin Y tế Nhi khoa của 37 bệnh 
viện trong giai đoạn 5 năm 2000-2005 cho thấy, trong số 
2890 bệnh nhân u máu nhập viện, có 337 bệnh nhân (gần 
12%) đã cần phải hỗ trợ đường thở trong ít nhất 1 lần [6]. 
Do đó, trung bình, các bệnh viện trong nhóm nghiên cứu này 
điều trị ít hơn 3 trẻ u máu có triệu chứng hô hấp mỗi năm. 

Theo một nghiên cứu hồi cứu về điều trị UMHTM ở Anh 
tại 3 trung tâm nhi khoa từ năm 1980 đến năm 2002 cho thấy, 
tổng cộng có 116 trẻ bị UMHTM đã được xác định, trong đó 

78 trẻ nữ và 38 trẻ nam. Tuổi tại thời điểm xuất hiện dao động 
từ 1 đến 18 tháng (tuổi trung bình là 4,7 tháng) [7]. 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, trong 5 năm (2018-
2023) có 25 trẻ được chẩn đoán UMHTM với 17 trẻ nữ, 
8 trẻ nam. Tuổi trung bình của nhóm bệnh nhân thời điểm 
phát hiện UMHTM dao động từ 20 ngày tuổi đến 20 tháng, 
trong đó chủ yếu là nhóm ≤6 tháng chiếm 92%. Có 2 bệnh 
nhân được chẩn đoán lúc 15 và 20 tháng tuổi, tiền sử thở rít 
- suy hô hấp tái diễn, kéo dài, 1 trẻ đã được mở canuyl lúc 
3 tháng, 1 trẻ mở canuyl lúc 8 tháng. Nghiên cứu của chúng 
tôi cũng tương tự với báo cáo của X. Ding và cs (2020) [8] 
khi phân tích hồi cứu trên 16 trẻ được chẩn đoán và điều trị 
UMHTM tại Trung tâm Nhi khoa của Bệnh viện Nhân dân 
Hồ Nam từ tháng 11/2012 đến tháng 5/2018, trong đó có 10 
trẻ nam và 6 trẻ nữ. Các trường hợp từ 15 ngày tuổi đến 8 
tuổi, với 3 trường hợp dưới 2 tháng, 6 trường hợp 2-4 tháng, 
4 trường hợp 4-6 tháng và 3 trường hợp trên 6 tháng.

Các bệnh nhân của chúng tôi phần lớn nhập viện vì lý 
do thở rít thì hít vào, hoặc hai thì kéo dài hoặc tái diễn. Thời 
điểm khởi phát tiếng thở bất thường diễn ra sớm, trung bình 
30,7±20,6 ngày tuổi, sớm nhất 3 ngày tuổi, muộn nhất 75 
ngày tuổi, với 68% bệnh nhân khởi phát từ giai đoạn sơ sinh 
dưới 1 tháng tuổi, 32% bệnh nhân khởi phát thở rít từ thời 
điểm 1 tháng- 3 tháng. Thời gian kéo dài triệu chứng thở rít 
từ thời điểm khởi phát đến lúc được chẩn đoán trung bình 
51,3±47,5 ngày, dao động 10-240 ngày. Theo y văn, triệu 
chứng thở rít tái phát hoặc kéo dài liên tục tăng dần từ giai 
đoạn sơ sinh có thể được xem như là một “dấu hiệu cờ đỏ” 
chẩn đoán UMHTM [9].

Tại thời điểm được nội soi phế quản chẩn đoán xác định, 
ngoài dấu hiệu thở rít (80%), bệnh nhân có dấu hiệu co kéo 
hõm trên ức (76%), suy hô hấp mức độ từ nhẹ đến nặng 
(72%), biểu hiện khó thở thanh quản. Trong đó, 18/25 trẻ 
đã nhập viện ít nhất 1 lần ở tuyến trước với các chẩn đoán 
viêm phổi, viêm tiểu phế quản, viêm thanh quản cấp, mềm 
sụn thanh quản, theo dõi dị vật thanh quản...

Các triệu chứng ít gặp: u máu vùng môi, cằm (8%), ăn 
sặc (8%). Trong nghiên cứu của S.J. Orlow và cs (1997) 
[10] về mối liên quan giữa u máu ngoài da vùng “bộ râu” 
(vị trí quanh môi, cằm) với UMHTM, trong 529 bệnh nhân 
u máu có 187 trẻ u máu vùng đầu cổ; 16/187 trên có u máu 
vùng “bộ  râu”, trong 16 trẻ này có tới 10 trẻ có biểu hiện 
triệu chứng thở rít, 4 trong số 10 trẻ phải mở khí quản. Do 
vây, nếu trẻ có u máu vùng “bộ râu” luôn phải chú ý các 
triệu chứng hô hấp, tránh bỏ sót UMHTM.

Nội soi phế quản dưới gây mê được coi là tiêu chuẩn 
vàng chẩn đoán UMHTM. Hình ảnh u máu là một khối màu 
đỏ, hồng hoặc tím, thành nhẵn. Hầu hết UMHTM nằm ngay 
dưới dây thanh, có thể phát triển trên dây thanh, hoặc kéo 
dài trong khí quản. Khối u mềm và có thể ép được, cho phép 
đặt nội khí quản dễ dàng bằng ống nội khí quản mà không 
có nguy cơ xuất huyết nghiêm trọng [9]. Tổn thương ưu thế 
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bên trái đã được báo cáo, nhưng UMHTM có thể là hai bên, 
theo chu vi hoặc nhiều vị trí khác (hình 3). 

Hình 3. Hình ảnh UMHTM theo hình thái tổn thương. (A) Một bên 
gây tắc nghẽn hoàn toàn vùng hạ thanh môn; (B) Theo chu vi; (C) Một 
bên bên phải với vết lõm phía sau; (D) Thành sau biệt lập.

Trong nghiên cứu của chúng tôi, hình ảnh khối u máu 
trên nội soi phế quản ống mềm đều có màu sắc đỏ, hồng, 
thành nhẵn, mật độ mềm như y văn mô tả. Vị trí u xuất phát 
từ thành bên trái, bên phải, bao quanh chu vi hạ thanh môn 
với tỷ lệ gần tương đương nhau, tương ứng 28, 32 và 36%; 
4% từ thành sau hạ thanh môn. 2/25 trường hợp, khối u lan 
xuống khí quản đoạn dài khoảng 1 cm. Về kích thước khối 
u, ở thời điểm soi phát hiện u máu lần đầu tiên, khối u chủ 
yếu độ II (32%), độ III (60%). Ngoài ra, có 2/25 ca bệnh 
khối u mức độ I, trong đó 1 ca đã được nội soi phát hiện 
u máu ở tuyến tỉnh, đang điều trị propranolon 3 tháng, khi 
kiểm tra soi lại tại Bệnh viện Nhi Trung ương thấy khối u 
đang thoái triển; 1 ca đã mở khí quản lúc 4 tháng, kiểm tra 
lại sau 2 tháng phát hiện khối u máu nhỏ ở thành bên trái 
không ảnh hưởng đến thông khí. Kết quả của chúng tôi cũng 
tương tự với nghiên cứu của R. Rahbar và cs (2004) [7] với 
100% khối u có màu đỏ, 22% u xuất phát từ 2 thành bên, 
21% từ thành sau bên trái, 21% bao quanh chu vi, 16% xuất 
phát thành bên trái, 6% xuất phát thành bên phải, 5% thành 
sau, 2% thành sau bên phải và 7% không đánh giá được vị 
trí. Các tác giả cũng đánh giá mức độ hẹp của khối u máu 
dao động 10-99% (độ I-III), độ hẹp trung bình 65% (độ II). 
Đặc biệt, trong nghiên cứu của chúng tôi có 2 trẻ được nội 
soi phế quản từ giai đoạn sơ sinh, thấy khối vùng hạ thanh 
môn, nhưng không xác định được bản chất khối u qua hình 
ảnh, sinh thiết. Tình trạng suy hô hấp của 2 trẻ tiến triển 
nặng hơn, đã được mở khí quản cấp cứu. Sau 6 tháng, nội 
soi lại hình ảnh khối u màu sắc hồng, nhẵn, rõ nét hơn, kết 
hợp chụp cắt lớp vi tính độ phân giải cao vùng cổ, thấy khối 

ngấm thuốc mạnh vùng hạ thanh môn tương ứng với vị trí 
khối u trên nội soi. Cả 2 trẻ đều được điều trị propranolon, 
cho kết quả tốt cải thiện kích thước khối u trên nội soi phế 
quản, 1 trẻ đã rút được canuyl, 1 trẻ đang tiếp tục theo dõi, 
có kế hoạch rút canuyl đợt kiểm tra lần sau.

5. Kết luận

UMHTM là một bệnh lý hiếm gặp ở trẻ em, nếu không 
được phát hiện sớm, điều trị kịp thời có thể dẫn tới dấu 
hiệu suy hô hấp nghiêm trọng, đe dọa tính mạng. Các triệu 
chứng lâm sàng nổi bật: 100% trẻ có tiền sử thở rít kéo dài, 
tái diễn trước 3 tháng, trong đó 68% trẻ khởi phát thở rít 
trong 1 tháng đầu; thời gian thở rít, kéo dài hoặc gián đoạn 
tái diễn trên 10 ngày, khó thở thanh quản (72%). Nội soi 
phế quản được coi là tiêu chuẩn vàng giúp chẩn đoán xác 
định và phân loại mức độ gây hẹp. Trong trường hợp nghi 
ngờ chẩn đoán, có thể đề xuất thêm chụp cắt lớp vi tính độ 
phân giải cao, hoặc cộng hưởng từ có tiêm thuốc cản quang 
vị trí cổ ngực.
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1. Đặt vấn đề

NO được sản xuất từ đại thực bào đóng vai trò quan trọng trong 
cơ thể người, trong đó bao gồm chức năng đáp ứng miễn dịch 
nhằm bảo vệ cơ thể khỏi các vi sinh vật gây bệnh, chức năng dẫn 
truyền thần kinh, hay tác nhân giãn cơ trơn mạch máu [1, 2]. Tuy 
nhiên, sự sản xuất quá mức NO bởi các enzyme iNOS (inducible 
nitric synthase) là nguyên nhân gây ra nhiều bệnh liên quan đến 
viêm như sốc nhiễm khuẩn hoặc tổn thương các mô liên kết [3]. 
Bên cạnh đó, NO cũng là một loại gốc tự do, có thể gây tổn thương 
vật chất di truyền (DNA, RNA), tạo cơ hội phát sinh những đột 
biến gen bất lợi, ảnh hưởng đến sức khoẻ [1, 3]. Trong nỗ lực tìm 
kiếm các thuốc kháng viêm có nguồn gốc tự nhiên, nhiều nghiên 
cứu cho thấy, một số loài thuộc chi Rau diếp (Lactuca L.), họ Cúc 
(Asteraceae Dumort, 1822) có tiềm năng làm thuốc kháng viêm 
dựa trên các thử nghiệm in vitro và in vivo (điển hình như L. sativa, 
L. scariola, L. indica) [4-8].

Thuộc danh mục 100 dược liệu có giá trị y tế và kinh tế cao để 
tập trung phát triển giai đoạn 2020-2030 của Bộ Y tế [9], Bồ công 
anh Việt Nam còn là một dược liệu được dùng phổ biến trong y 
học cổ truyền, với công dụng thanh nhiệt tiêu độc, dùng chữa mụn 
nhọt, viêm nhiễm [10, 11]. Một số nghiên cứu trước đây, như của 
S.Y. Wang và cs (2003) [8] đã báo cáo tác dụng ức chế sản sinh 
NO và dập tắt gốc tự do DPPH của dịch chiết methanol từ cây L. 
indica, càng khẳng định khả năng kháng viêm và chống ôxy hoá 
của dược liệu này. Tuy nhiên, các hợp chất cụ thể trong cây L. 
indica mang tác dụng sinh học vẫn chưa được xác định, vì vậy cần 
có những nghiên cứu kết hợp sàng lọc hoạt tính kháng viêm và 
chống ôxy hoá của cao ethanol toàn phần và các cao phân đoạn. 

Đồng thời cần phân lập và đánh giá hoạt tính của các hợp chất tự 
nhiên trong phân đoạn có tác dụng mạnh nhất, cung cấp thêm bằng 
chứng về tác dụng sinh học và góp phần nâng cao giá trị của dược 
liệu Bồ công anh Việt Nam.

Nghiên cứu này sử dụng 2 mô hình thử nghiệm in vitro: ức 
chế sản sinh NO trong tế bào RAW264.7 được kích thích bằng 
lipopolysaccharid và thử nghiệm trung hoà gốc tự do DPPH để 
khảo sát tác dụng sinh học các cao phân đoạn chiết xuất từ cây Bồ 
công anh nhằm phân lập, xác định cấu trúc và hoạt tính của một số 
hợp chất tự nhiên từ các phân đoạn có hoạt tính tốt nhất.

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

2.1. Đối tượng 

Phần trên mặt đất cây Bồ công anh Việt Nam, khối lượng 4 kg, 
được cung cấp bởi PGS.TS. Nguyễn Thị Ái Nhung - Trường Đại 
học Khoa học, Đại học Huế vào tháng 11/2019. Mẫu được lưu tại 
Bộ môn Dược học cổ truyền, Đại học Y Dược TP Hồ Chí Minh với 
ký hiệu tiêu bản BCAVN-11.19. Dược liệu được phơi âm can trong 
48 giờ, sau đó sấy khô trong tủ sấy đối lưu ở nhiệt độ 50oC trong 
2 giờ, xay nhỏ rồi rây (Ø 0,5 mm) thu được bột thô, bột này được 
dùng cho các nghiên cứu về dược lý và hóa học.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Thiết kế nghiên cứu: Một lượng nhỏ dược liệu (50 g mỗi mẻ) 
được chiết ngấm kiệt với ethanol 96% hoặc ethanol 50% (tỷ lệ dược 
liệu - dung môi là 1:10, kiểm tra chiết kiệt bằng phương pháp sắc 
ký lớp mỏng so sánh lần chiết đầu và cuối), tiến hành trong dụng 
cụ chuyên dụng bằng inox. Cao lỏng 1:10 được cô quay đuổi dung 

Nghiên cứu thành phần hóa học theo hướng tác dụng kháng viêm 
và chống ôxy hóa của cây Bồ công anh (Lactuca indica L.)

Kiều Thị Thủy1, Cao Lý Tấn Thông1, Nguyễn Thị Ái Nhung2, Nguyễn Thành Triết3*

1Khoa Dược, Đại học Y Dược TP Hồ Chí Minh, 41 Đinh Tiên Hoàng, phường Bến Nghé, quận 1, TP Hồ Chí Minh, Việt Nam
2Khoa Hóa, Trường Đại học Khoa học, Đại học Huế, 77 Nguyễn Huệ, phường Vĩnh Linh, TP Huế, tỉnh Thừa Thiên Huế, Việt Nam

3Khoa Y học cổ truyền, Đại học Y Dược TP Hồ Chí Minh, 217 Hồng Bàng, phường 11, quận 5, TP Hồ Chí Minh, Việt Nam

Ngày nhận bài 20/9/2022; ngày chuyển phản biện 23/9/2022; ngày nhận phản biện 11/10/2022; ngày chấp nhận đăng 20/10/2022

Tóm tắt:

Bồ công anh Việt Nam (Lactuca indica L.) là một loại dược liệu được dùng trong y học cổ truyền để trị mụn nhọt và một số bệnh 
viêm da. Nghiên cứu này sử dụng mô hình ức chế sản sinh nitric oxide (NO) trong tế bào RAW264.7 và thử nghiệm trung hoà 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) để sàng lọc hoạt tính kháng viêm và chống ôxy hoá in vitro của các cao phân đoạn từ cây 
L. indica. Qua đó, xác định được cao cloroform ức chế sản sinh NO mạnh nhất và cao ethyl acetat trung hoà DPPH tốt nhất. 
Từ cao cloroform và ethyl acetat phân lập được 6 hợp chất: acid pentadecanoic (1), lupeol (2), vanillin (3), 5-hydroxy-3ʹ,4ʹ,7-
trimethoxyflavone (4), luteolin-7-O-β-D-glucoside (5), acacetin-7-O-β-D-rutinoside (6). (5) là chất duy nhất đồng thời có hoạt tính 
ức chế sản sinh NO (IC50=13,86±1,10 µM) và có khả năng bắt gốc DPPH (IC50=26,93±0,10 µM). Nghiên cứu này gợi ý rằng các 
phân đoạn cloroform, ethyl acetat và chất (5) đều có hiệu quả kháng viêm liên quan đến sản xuất quá mức NO trong tế bào, bên 
cạnh đó, chất (5) và phân đoạn ethyl acetat cũng có tác dụng chống ôxy hoá mạnh.

Từ khóa: DPPH, Lactuca indica L., luteolin-7-O-β-D-glucosid, RAW264.7.

Chỉ số phân loại: 3.4
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môi ở áp suất giảm (gia nhiệt ở 45oC, ngưng tụ dung môi ở 3oC, 
tốc độ quay 50 vòng/phút, mức chân không -75 mBar) đến khi độ 
ẩm đạt dưới 20%, thu được 6,2 g cao đặc EtOH 96% và 5,7 g cao 
đặc EtOH 50%, sau đó các cao này được sàng lọc tác dụng ức chế 
sản sinh NO và bắt gốc DPPH. Kết quả cho thấy, cao EtOH 50% 
có tác dụng tốt hơn cao EtOH 96%. Vì vậy, mẻ lớn dược liệu (4 
kg) được tiến hành chiết ngấm kiệt với EtOH 50% (tỷ lệ dược liệu 
- dung môi (1:10), điều kiện chiết xuất tương tự như mẻ nhỏ). Cao 
lỏng (1:10) được cô quay đuổi cồn, thu được cao đặc. Tiến hành 
lắc phân bố lỏng - lỏng cao đặc nêu trên với các dung môi hữu 
cơ và cô dịch chiết để thu được các cao đặc tương ứng: n-hexan 

(5,0 g), cloroform (37,0 g), ethyl acetat (7,0 g), phần còn lại là cao 
nước (317,0 g). Quá trình chiết phân bố lỏng mỗi phân đoạn được 
kiểm tra chiết kiệt bằng phương pháp sắc ký lớp mỏng so sánh 
lần chiết đầu và cuối. Các cao phân đoạn được sàng lọc hoạt tính 
ức chế sản sinh NO trên tế bào RAW264.7 được kích thích bằng 
lipopolysaccharid (LPS) và hoạt tính bắt gốc tự do DPPH, sau đó 
chọn phân đoạn có hoạt tính mạnh nhất để phân lập các hợp chất 
mục tiêu. Tiến hành đánh giá cấu trúc các hợp chất thu được bằng 
các phương pháp phổ 1D-/2D-NMR (600/151 MHz, chất chuẩn nội 
là tetramethylsilan) và ESI-MS, đồng thời đánh giá tác dụng sinh 
học của các chất sạch theo 2 phương pháp ban đầu.

Phương pháp đánh giá hoạt tính ức chế sản sinh NO trong tế 
bào RAW264.7 được kích thích bằng LPS:

Chuẩn bị mẫu thử và tế bào: Mẫu được pha thành dung dịch 
gốc với nồng độ 10 mg/ml (đối với cao chiết) hoặc 100 mM (đối 
với chất sạch) trong dimethylsufoxid (DMSO), sau đó pha loãng 
dung dịch gốc thành dãy nhiều nồng độ với cùng dung môi. Tế bào 
RAW264.7 được nuôi cấy 48 giờ trong môi trường Dulbecco’s 
Modified Eagle  Medium (DMEM, 37oC, CO2 5%, fetal bovin 
serum-FBS 10%, streptomycin sulfat), sau đó được chuyển vào 
đĩa 96 giếng với mật độ 2,5x105 tế bào/giếng. 

Tiến hành thử nghiệm: Mỗi giếng được kích thích bằng LPS (2 
µl/giếng, nồng độ 0,1 mg/ml) trong 24 giờ với sự có mặt của các 
chất thử ở nhiều nồng độ khác nhau. Hút phần dịch nổi của tế bào 
để thực hiện phản ứng với thuốc thử Griess. Natri nitrit (NaNO2) 
ở các nồng độ khác nhau được sử dụng để xây dựng đường chuẩn, 
độ hấp thu UV-VIS được đo ở bước sóng 570 nm. Cardamonin 
được sử dụng làm mẫu đối chứng dương. Phần tế bào còn lại sau 
khi đã sử dụng được bổ sung dung dịch 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT, nồng độ 0,5 mg/ml pha 
trong đệm muối phosphat - PBS), ủ 4 giờ (37oC, CO2 5%). Hút bỏ 
hoàn toàn môi trường trên bề mặt, thu tinh thể formazan được hình 
thành, hoà tan vào isopropanol rồi đo độ hấp thu ở bước sóng 570 
nm [12]. Tính toán: % ức chế sinh NO (%UC), khả năng sống sót 
của tế bào ở nồng độ ban đầu của mẫu thử (%CS) theo các công 
thức bên dưới. Nồng độ ức chế 50% được xây dựng trên 5 nồng độ 
thử nghiệm, giá trị IC50 được xác định theo phương pháp hồi quy 
tuyến tính trên phần mềm Graphpad Prism 5.0.

%UC = [Xtb(mẫu thử)-Xtb(LPS)]/[Xtb(control)-Xtb(LPS)]×100%

trong đó Xtb: nồng độ NO trung bình, được tính toán dựa vào 
đường chuẩn NaNO2.

%CS

 

Trong đó, [Xtb]: nồng độ NO trung bình, được tính toán dựa vào đường chuẩn NaNO2 

CS% = [A(mẫu thử) –  A(mẫu thử ngày 0)
A(DMSO) –  A(DMSO ngày 0) × 100] ± σ 

Trong đó: A (mẫu thử): độ hấp thu UV-VIS của mẫu thử tại thời điểm 24 giờ tính từ lúc 

xử lý tế bào với LPS và chất thử; A (mẫu thử ngày 0): độ hấp thu UV-VIS của mẫu thử tại 

thời điểm 0 giờ tính từ lúc xử lý tế bào với LPS và chất thử; A (DMSO): độ hấp thu UV-

VIS của dung môi DMSO thời điểm 24 giờ tính từ lúc xử lý tế bào với LPS và chất thử; A 

(DMSO ngày 0): độ hấp thu UV-VIS của dung môi DMSO thời điểm 0 giờ tính từ lúc xử 

lý tế bào với LPS và chất thử; σ: độ lệch chuẩn 

Phương pháp đánh giá hoạt tính bắt gốc tự do DPPH: Pha dung dịch DPPH (1,1-

diphenyl-2-picrylhydrazyl) có nồng độ 1 mM trong methanol (MeOH). Dung dịch này 

không bền với ánh sáng nên chỉ pha trước khi dùng. Dung dịch thử: lấy mẫu pha trong 

MeOH theo bảng 1. Dung dịch chứng dương: acid ascorbic 1 mM. Lắc đều các ống trong 

15 giây, để ổn định ở nhiệt độ phòng trong 30 phút và đo độ hấp thu UV-VIS ở bước 

sóng 517 nm. Hoạt tính chống oxy hoá (%UC) được tính theo công thức [13]:  

%UC = [(Achứng âm − Athử)/(Achứng âm − Atrắng)] × 100% 

Trong đó, A là độ hấp thu UV-VIS ở bước sóng 517 nm. 

Bảng 1. Thành phần các mẫu trắng, mẫu chứng, mẫu thử. 

Mẫu 
Dung dịch 

thử (ml) 

MeOH 

(ml) 

Dung dịch DPPH 

(ml) 

Dung dịch acid 

ascorbic 

Trắng 0 4 0 0 

Chứng âm 0 3,5 0,5 0 

Chứng dương 0 3 0,5 0,5 

Thử 0,5 3 0,5 0 

Kết quả 

trong đó A (mẫu thử): độ hấp thu UV-VIS của mẫu thử tại thời 
điểm 24 giờ tính từ lúc xử lý tế bào với LPS và chất thử; A (mẫu 
thử ngày 0): độ hấp thu UV-VIS của mẫu thử tại thời điểm 0 giờ 
tính từ lúc xử lý tế bào với LPS và chất thử; A (DMSO): độ hấp thu 
UV-VIS của dung môi DMSO thời điểm 24 giờ tính từ lúc xử lý tế 
bào với LPS và chất thử; A (DMSO ngày 0): độ hấp thu UV-VIS 
của dung môi DMSO thời điểm 0 giờ tính từ lúc xử lý tế bào với 
LPS và chất thử; σ: độ lệch chuẩn.
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Abstract:

Vietnamese dandelion (Lactuca indica L.) presents various 
remedies to cure pustules and several derma-inflammatory 
diseases in terms of traditional medicine. In this study, the anti-
inflammatory and antioxidant effects of several fractions from 
L. indica were screened by assessing the inhibitory capacity 
of nitric oxide production in RAW 264.7 cells and the DPPH 
scavenging activity. Through screening steps, the chloroform 
extract exhibited extraordinary inhibition on NO synthesis, 
whereas the ethyl acetate singly showed a remarkable capacity 
to neutralise the DPPH radical. Bioactivity-guided isolation 
led to the identification of six compounds from the chloroform 
and ethyl acetate extracts, including pentadecanoic acid (1), 
lupeol (2), vanillin (3), 5-hydroxy-3ʹ,4ʹ,7-trimethoxyflavone (4), 
luteolin-7-O-β-D-glucoside (5), acacetin-7-O-β-D-rutinoside 
(6). Only compound (5) exhibited notable interruption in NO 
synthesis (IC50=13.86±1.10 µM) and simultaneously neutralised 
DPPH radical (IC50=26.93±0.10 µM). This study suggests that 
compound (5) as well as the chloroform and ethyl acetate extracts 
could be potential in preventing inflammatory diseases mediated 
by excessive production of NO. Additionally, (5) and the ethyl 
acetate extract could potentially be natural anti-oxidants.

Keywords: DPPH, Lactuca indica L., luteolin-7-O-β-D-glucoside, 
RAW264.7.

Classification number: 3.4
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Phương pháp đánh giá hoạt tính bắt gốc tự do DPPH: Pha 
dung dịch DPPH có nồng độ 1 mM trong methanol (MeOH). Dung 
dịch này không bền với ánh sáng nên chỉ pha trước khi dùng. Dung 
dịch thử: lấy mẫu pha trong MeOH theo bảng 1. Dung dịch chứng 
dương: acid ascorbic 1 mM. Lắc đều các ống trong 15 giây, để ổn 
định ở nhiệt độ phòng trong 30 phút và đo độ hấp thu UV-VIS ở 
bước sóng 517 nm. Hoạt tính chống ôxy hoá (%UC) được tính 
theo công thức sau [13]: 

%UC=[(Achứng âm-Athử)/(Achứng âm-Atrắng)]×100%

trong đó A là độ hấp thu UV-VIS ở bước sóng 517 nm.

Bảng 1. Thành phần các mẫu trắng, mẫu chứng, mẫu thử.

Mẫu Dung dịch 
thử (ml)

MeOH 
(ml)

Dung dịch 
DPPH (ml)

Dung dịch acid 
ascorbic (ml)

Trắng 0 4 0 0

Chứng âm 0 3,5 0,5 0

Chứng dương 0 3 0,5 0,5

Thử 0,5 3 0,5 0

3. Kết quả

3.1. So sánh hoạt tính sinh học của cao ethanol 96 và 50%

Hoạt tính ức chế sản sinh NO và dập tắt gốc DPPH của 2 cao 
ethanol có nồng độ khác nhau được sàng lọc ở 2 nồng độ 100 µg/
ml (nồng độ cao) và 30 µg/ml (nồng độ thấp). Kết quả ở bảng 2 và 
3 cho thấy, cao ethanol 50% có tiềm năng hơn cao ethanol 96%.

Bảng 2. Hoạt tính ức chế NO của cao ethanol 96 và 50%.

Mẫu
Hoạt tính ức chế sản sinh NO (%)

% CS
30 µg/ml 100 µg/ml

Cao EtOH 50% 56,0±13,0 91,0±6,0 92,0±5,0

Cao EtOH 96% 45,0±9,0 61,0±4,0 92,2±3,0

Bảng 3. Hoạt tính bắt gốc DPPH của cao ethanol 96 và 50%

Mẫu
Hoạt tính bắt gốc DPPH (%)

2,5 µg/ml 10 µg/ml

Cao EtOH 50% 71,1±1,7 68,0±3,5

Cao EtOH 96% 29,0±4,0 51,0±2,3

3.2. Hoạt tính sinh học của các cao phân đoạn

Hoạt tính ức chế sản sinh NO của các cao phân đoạn được sàng 
lọc trước tiên ở 2 nồng độ 100 µg/ml (nồng độ cao) và 30 µg/ml 
(nồng độ thấp) (hình 1A), các cao có hoạt tính ức chế (%UC) trên 
50% được xác định giá trị IC50. Tương tự, hoạt tính bắt gốc DPPH 
được sàng lọc trước tiên ở 2 nồng độ 10 µg/ml (nồng độ cao) và 
2,5 µg/ml (nồng độ thấp) (hình 1B), các cao có hoạt tính ức chế 
(%UC) trên 50% được xác định giá trị IC50. 

 

    

 

(A)

 

(B)

 

Hình 1. Kết quả sàng lọc hoạt tính của các dịch chiết phân đoạn. (A) Khả năng ức chế 

sản sinh NO (%), (B) Khả năng bắt gốc DPPH (%). 

Theo hình 1A, khả năng ức chế sinh NO thể hiện rõ ở các phân đoạn cloroform, n-

hexan và ethyl aceatat, cụ thể ở nồng độ 100 µg/ml, các cao này thể hiện khả năng ức chế 

tuyệt đối và ở nồng độ 30 µg/ml, khả năng ức chế giảm dần theo thứ tự: cloroform (100%) 

> n-hexan (98%) > ethyl acetat (75%). Trong 3 phân đoạn trên, n-hexan gây độc tế bào khá 

mạnh nên dừng khảo sát, chỉ tìm giá trị IC50 của cao clorofom và ethyl acetat. Giá trị IC50 

của cao cloroform và ethyl acetat lần lượt là 17,80±0,40 và 19,57±1,10 µg/ml, so với chứng 

dương cardamonin là 2,88 ± 0,02 µg/ml (bảng 4). Kết quả này cho thấy, các cao cloroform 

và ethyl acetat có tiềm năng để phân lập hợp chất tự nhiên có hoạt tính ức chế sản sinh NO.   

Bảng 4. Hoạt tính ức chế sản sinh NO và giá trị IC50 của cao cloroform và ethyl acetat. 

Mẫu Hoạt tính ức chế sản sinh NO (%) 
IC50 

(µg/ml) 
% CS 

Cao CHCl3 
3 µg/ml 6,25 µg/ml 12,5 µg/ml 25 µg/ml 

17,80±0,40 97,3±1,3 
20,1±9,0 30,0±5,0 50,0±2,9 91,0±1,2 

Cao EtOAc 
12,5 µg/ml 25 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 

19,57±1,10 118,1±5,5 
41,1±5,0 58,0±3,0 83,0±4,9 83,1±1,1 

Cardamonin                                                                                        2,88±0,02 117,1±11,0 
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Hình 1. Kết quả sàng lọc hoạt tính của các dịch chiết phân đoạn. (A) Khả 
năng ức chế sản sinh NO (%); (B) Khả năng bắt gốc DPPH (%).

Theo hình 1A, khả năng ức chế sinh NO thể hiện rõ ở các 
phân đoạn cloroform, n-hexan và ethyl aceatat. Cụ thể ở nồng độ 
100 µg/ml, các cao này thể hiện khả năng ức chế tuyệt đối và ở 
nồng độ 30 µg/ml, khả năng ức chế giảm dần theo thứ tự: cloroform 
(100%) > n-hexan (98%) > ethyl acetat (75%). Trong 3 phân đoạn 
trên, n-hexan gây độc tế bào khá mạnh nên dừng khảo sát, chỉ tìm 
giá trị IC50 của cao clorofom và ethyl acetat. Giá trị IC50 của cao 
cloroform và ethyl acetat lần lượt là 17,80±0,40 và 19,57±1,10 µg/ml, 
so với chứng dương cardamonin là 2,88±0,02 µg/ml (bảng 4). Kết 
quả này cho thấy, các cao cloroform và ethyl acetat có tiềm năng để 
phân lập hợp chất tự nhiên có hoạt tính ức chế sản sinh NO.  

Bảng 4. Hoạt tính ức chế sản sinh NO và giá trị IC50 của cao 
cloroform và ethyl acetat.

Mẫu Hoạt tính ức chế sản sinh NO (%) IC50 (µg/ml) % CS

Cao CHCl3

3 µg/ml 6,25 µg/ml 12,5 µg/ml 25 µg/ml
17,80±0,40 97,3±1,3

20,1±9,0 30,0±5,0 50,0±2,9 91,0±1,2

Cao EtOAc
12,5 µg/ml 25 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml

19,57±1,10 118,1±5,5
41,1±5,0 58,0±3,0 83,0±4,9 83,1±1,1

Cardamonin                                                                                              2,88±0,02 117,1±11,0

Tương tự, trong hình 1B, ở nồng độ 2,5 µg/ml, phân đoạn có 
hoạt tính trung hoà DPPH tốt nhất là ethyl acetat (%UC=76), các 
phân đoạn còn lại có hoạt tính vừa và yếu. Giá trị IC50 của phân 
đoạn là 0,03±0,00 µg/ml, so với chứng dương acid ascorbic là 
0,01±0,00 µg/ml (bảng 5). Như vậy, phân đoạn ethyl acetat khả 
năng cao chứa thành phần chống ôxy hoá mạnh.

Bảng 5. Khả năng bắt gốc DPPH và giá trị IC50 của cao ethyl acetat.

Mẫu Khả năng bắt gốc DPPH (%) IC50 (µg/ml)

Cao EtOAc
0,0015 µg/ml 0,005 µg/ml 0,015 µg/ml 0,05 µg/ml

0,03±0,00
18,8±3,0 41,7±0,0 41,5±0,0 59,8±2,4

Acid ascorbic 0,01±0,00
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3.3. Quy trình phân lập các hợp chất từ cao cloroform và cao 
ethyl acetat

Cao cloroform (35,0 g) được phân tách bằng sắc ký cột với pha 
tĩnh silica gel, pha động là hệ dung môi gradient có độ phân cực 
tăng dần CHCl3-EtOAc (100:0→20:80) thu được 10 phân đoạn 
(P1-P10). Từ phân đoạn P2 thu được chất rắn 1 (12,2 mg) sau 
khi kết tinh lại nhiều lần với MeOH. Phân đoạn P3 (16,5 g) được 
phân tách qua cột silica gel kết hợp với pha động là hệ dung môi 
gradient có độ phân cực tăng dần CHCl3-EtOAc (100:0→50:50) 
thu được 9 phân đoạn (P3.1-P3.9). Từ phân đoạn P3.3 thu được 
tinh thể 2 (12,1 mg) sau khi kết tinh lại nhiều lần với MeOH. 
Tinh chế phân đoạn P3.4 (333,0 mg) bằng sắc ký cột silica gel với 
hệ dung môi gradient có độ phân cực tăng dần n-hexan-EtOAc 
(100:0→10:90), kết hợp với kết tinh phân đoạn, thu được chất rắn 
4 (11,6 mg). Phân đoạn P4 (910,0 mg) tinh chế qua sắc ký cột rây 
phân tử Sephadex LH-20 với pha động là MeOH thu được chất 3 
(13,2 mg).

Sắc ký cột cao ethyl acetat (4,3 g) với pha tĩnh silica gel, pha 
động là hệ gradient EtOAc-MeOH (100:0→90:10) thu được 6 
phân đoạn (E1-E6). Phân đoạn E3 được tinh chế bằng cách kết 
tinh lại nhiều lần trong MeOH, thu được chất rắn 5 (9,3 mg). Bằng 
cách tương tự, chất rắn 6 (6,2 mg) được cô lập từ phân đoạn E4.

3.4. Dữ liệu phổ NMR và MS của các chất phân lập được

Acid pentadecanoic (1): Bột vô định hình, màu trắng. 1H-NMR 
(CDCl3, 600 MHz) δH 2,34 (2H, t, J=7,5 Hz, H-2), 1,66 (2H, m, 
H-3), 1,26 (22H, s, H-4→H-14), 0,88 (3H, t, J=7,0 Hz, H-15) 
[14]. 13C-NMR (CDCl3, 151 MHz) δC 178,9 (C-1), 14,1 (C-2), 22,7 
(C-3), 24,7 (C-4), 29,1 (C-5), 29,2 (C-6), 29,4 (C-7), 29,4 (C-8), 
29,6 (C-9), 29,6 (C-10), 29,6 (C-11), 29,7 (C-12), 29,7 (C-13), 
31,9 (C-14), 33,9 (C-15) [14]. LC-ESI-MS [M + Na]+ (264,8, 4%). 

Lupeol (2): Tinh thể hình kim, màu trắng. 1H-NMR (CDCl3, 
600 MHz) δH 3,19 (1H, dd, J=11,5, 4,8 Hz, H-3), 1,92 (1H, dtd, 
J=13,7, 10,4, 8,4 Hz, H-13), 2,37 (1H, td, J=11,1, 5,8 Hz; H-19), 
0,94 (3H, s, H-23), 0,76 (3H, s, H-24), 0,83 (3H, s, H-25), 1,03 
(3H, s, H-26), 0,97 (3H, s, H-27), 0,79 (3H, s, H-28), 4,69 (1H, 
d, J=2,5 Hz, H-29-α), 4,56 (1H, dq, J=2,8, 1,4 Hz, H-29-β), 1,68 
(3H, s, H-30) [15]. 13C-NMR (CDCl3, 151 MHz) δC 38,7 (C-1), 
27,4 (C-2), 79,0 (C-3), 38,8 (C-4), 55,3 (C-5), 18,3 (C-6), 34,3 
(C-7), 40,8 (C-8), 50,4 (C-9), 37,1 (C-10), 20,9 (C-11), 25,1 
(C-12), 38,0 (C-13), 42,8 (C-14), 27,4 (C-15), 35,5 (C-16), 43,0 
(C-17), 48,3 (C-18), 48,0 (C-19), 151,1 (C-20), 29,8 (C-21), 40,0 
(C-22), 28,0 (C-23), 15,9 (C-24), 18,0 (C-25), 16,1 (C-26), 14,5 
(C-27), 15,3 (C-28), 109,3 (C-29), 19,3 (C-30) [15]. LC-ESI-MS 
[M + 3H]3+ (429,4, 5%). 

Vanillin (3): Tinh thể hình kim, màu trắng. 1H-NMR 
(CDCl3, 600 MHz) δH 7,43 (1H, m, H-2), 7,42 (1H, 
t, J=1,9 Hz, H-5), 7,04 (1H, d, J=8,4 Hz, H-6), 9,83 
(1H, s, H˗1ʹ), 6,20 (1H, s, 4˗OH), 3,97 (3H, s, 3˗OCH3) [16]. 
13C-NMR (CDCl3, 151 MHz) δC 130,0 (C-1), 108,8 (C-2), 147,2 
(C-3), 151,7 (C-4), 127,5 (C-5), 114,4 (C-6), 190,8 (C-1ʹ), 56,1 
(3˗OCH3) [16]. LC-ESI-MS [M + K + H]+

 (191,9, 5%).

5˗hydroxy˗3ʹ,4ʹ,7˗trimethoxyflavone (4): Bột vô định hình, 
màu vàng. 1H-NMR (CDCl3, 600 MHz) δH 6,59 (1H, s, H-3), 
12,79 (1H, s, 5˗OH), 6,50 (1H, d, J=2,3 Hz, H-6/H-8), 6,38 (1H, 
d, J=2,3 Hz, H-8/H-6), 7,35 (1H, d, J=2,2 Hz, H-2ʹ), 6,98 (1H, 
d, J=8,5 Hz, H-5ʹ), 7,53 (1H, dd, J=8,5, 2,2 Hz; H-6ʹ), 3,99 (3H, 
s, 4ʹ˗OCH3), 3,97 (3H, s, 3ʹ˗OCH3), 3,89 (3H, s, 7˗OCH3) [17]. 
13C-NMR (CDCl3, 151 MHz) δC 164,0 (C-2), 104,6 (C-3), 182,4 
(C-4), 162,3 (C-5), 92,7 (C-6), 165,5 (C-7), 98,1 (C-8), 157,7 
(C-9), 105,6 (C-10), 123,9 (C-1ʹ), 108,9 (C-2ʹ), 149,4 (C-3ʹ), 141,7 
(C-4ʹ), 111,3 (C-5ʹ), 120,2 (C-6ʹ), 56,2 (4ʹ˗OCH3), 56,1 (3ʹ˗OCH3), 
55,8 (7˗OCH3) [17, 18]. LC-ESI-MS [M + K]+ (367,4, 3%).

Luteolin˗7˗O˗β˗D˗glucoside (5): Bột vô định hình, màu vàng. 
1H-NMR (DMSO-d6, 600 MHz) δH 6,72 (1H, s, H-3), 12,98 (1H, 
s, 5˗OH), 6,79 (1H, d, J=2,2 Hz, H-6/H-8), 6,42 (1H, d, J=2,2 
Hz, H-8/H-6), 7,42 (1H, d, J=2,3 Hz, H-2ʹ), 6,90 (1H, d, J=8,4 
Hz, H-5ʹ), 7,45 (1H, dd, J=8,4, 2,3 Hz, H-6ʹ), 5,05 (1H, d, J=7,6 
Hz, H-1ʹʹ), 3,72 (1H, dd, J=11,7, 1,9 Hz, H-2ʹʹ), 3,45 (1H, m, 
H-3ʹʹ), 3,46 (1H, m, H-4ʹʹ), 3,26 (2H, m, H-6ʹʹ), 3,17 (1H, m, 
H-5ʹʹ) [19]. 13C-NMR (DMSO-d6, 151 MHz) δC 164,3 (C-2), 103,0 
(C-3), 181,7 (C-4), 160,9 (C-5), 99,4 (C-6), 162,8 (C-7), 94,5 
(C-8), 156,8 (C-9), 105,2 (C-10), 121,2 (C-1ʹ), 113,4 (C-2ʹ), 145,6 
(C-3ʹ), 149,8 (C-4ʹ), 115,8 (C-5ʹ), 119,0 (C-6ʹ), 99,7 (C-1ʹʹ), 72,9 
(C-2ʹʹ), 77,0 (C-3ʹʹ), 69,4 (C-4ʹʹ), 76,2 (C-5ʹʹ), 60,4 (C-6ʹʹ) [19]. 
LC-ESI-MS [M + H]+ (m/z 447,2, 100%).

Acacetin˗7˗O˗β˗D˗rutinoside (6): Bột vô định hình, màu vàng. 
1H-NMR (DMSO-d6, 600 MHz) δH 6,93 (1H, s, H-3), 12,89 (1H, 
s, 5˗OH), 6,78 (1H, d, J=2,2 Hz, H-6/H-8), 6,45 (1H, d, J=2,2 
Hz, H-8/H-6), 8,04 (2H, d, J=9,1 Hz, H-2ʹ & H-6ʹ), 7,14 (2H, d, 
J=9,1 Hz, H-3ʹ & H-5ʹ), 3,85 (3H, s, 4ʹ˗OCH3), 5,05 (1H, d, J=7,4 
Hz, H-1ʹʹ), 4,42 (1H, d, J=6,1 Hz, H-1ʹʹʹ), 3,66-3,14 (9H, m, H-2ʹʹ 
→ H6ʹʹ & H-2ʹʹʹ → H-5ʹʹʹ), 1,07 (3H, d, J=6,2 Hz, H-6ʹʹʹ) [20]. 
13C-NMR (DMSO-d6, 151 MHz) δC 164,0 (C-2), 103,8 (C-3), 
182,1 (C-4), 161,2 (C-5), 99,7 (C-6), 157,0 (C-7), 94,8 (C-8), 
163,0 (C-9), 105,5 (C-10), 122,7 (C-1ʹ), 128,5 (C-2ʹ), 114,7 (C-3ʹ), 
162,5 (C-4ʹ), 114,7 (C-5ʹ), 128,5 (C-6ʹ),  100,0 (C-1ʹʹ), 73,1 (C-2ʹʹ), 
76,3 (C-3ʹʹ), 69,6 (C-4ʹʹ), 68,3 (C-5ʹʹ), 66,1 (C-6ʹʹ), 100,5 (C-1ʹʹʹ), 
70,8 (C-2ʹʹʹ), 70,4 (C-3ʹʹʹ), 72,1 (C-4ʹʹʹ), 75,7 (C-5ʹʹʹ), 17,8 (C-6ʹʹʹ), 
55,6 (4ʹ˗OCH3) [20]. LC-ESI-MS [M + Na]+ (m/z 614,1, 8%).

Công thức cấu tạo của các hợp chất (1→6) được thể hiện ở 
hình 2.
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3.5. Hoạt tính sinh học của các chất phân lập được

(A)	          (B)
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Hình 3. Kết quả sàng lọc hoạt tính của các chất. (A) Khả năng ức chế sản sinh NO (%), 256 

(B) Khả năng ức chế gốc tự do DPPH (%). 257 

Kết quả sàng lọc cho thấy, 5 là chất có hoạt tính ức chế sản sinh NO mạnh đồng thời 258 

cũng là chất duy nhất có hoạt tính chống oxy hoá mạnh. Về khả năng ức chế sinh NO, giá 259 

trị IC50 của 5 là 13,86±1,10 µM, so với chứng dương là cardamonin có IC50=0,93±0,04 µM 260 

(bảng 6). Về khả năng bắt gốc DPPH, giá trị IC50 của 5 là 26,93±0,10 µM, so với chứng 261 

dương là acid ascorbic có IC50=0,03±0,00  µM (bảng 7). 262 
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Hình 3. Kết quả sàng lọc hoạt tính của các chất. (A) Khả năng ức chế sản 
sinh NO (%); (B) Khả năng ức chế gốc tự do DPPH (%).

Kết quả sàng lọc (hình 3) cho thấy, (5) là chất có hoạt tính ức 
chế sản sinh NO mạnh, đồng thời cũng là chất duy nhất có hoạt 
tính chống ôxy hoá mạnh. Về khả năng ức chế sinh NO, giá trị IC50 
của 5 là 13,86±1,10 µM, so với chứng dương là cardamonin có 
IC50=0,93±0,04 µM (bảng 6). Về khả năng bắt gốc DPPH, giá trị 
IC50 của 5 là 26,93±0,10 µM, so với chứng dương là acid ascorbic 
có IC50=0,03±0,00  µM (bảng 7).

Bảng 6.  Khả năng ức chế sản sinh NO và giá trị IC50 của chất (5).

Mẫu Khả năng ức chế sản sinh NO (%) IC50  (µM) % CS

(5)
12,5 µM 25 µM 50 µM 75 µM 100 µM

13,86±1,10 110,3±7,5
45,5±6,0 68,5±1,6 75,8±1,0 81,9±5,5 86,5±4,2

Cardamonin                                                                             0,93±0,04 117,1±2,1

Bảng 7. Khả năng bắt gốc DPPH và giá trị IC50 của chất (5).

Mẫu Khả năng bắt gốc DPPH (%) IC50  (µM)

(5)
12,5 µM 25 µM 50 µM 75 µM 100 µM

26,93±0,10
33,5±0,2 46,5±0,4 67,4±0,2 75,6±1,2 80,0±1,2

Acid ascorbic                                                                                                    0,03±0,00

4. Bàn luận

Trong nghiên cứu này, chất (5) có hoạt tính ức chế sản sinh 
NO tương đối mạnh (IC50=13,86±1,10 µM), song còn yếu hơn 
chứng dương. Bên cạnh đó, chỉ có (5) thể hiện hoạt tính dập 
tắt gốc DPPH trung bình (IC50=26,93±0,10 µM). Kết quả này 
tương đồng với nghiên cứu trước đây của S.Y. Wang và cs 
(2003) [8]. Chất (5) (luteolin˗7˗O˗β˗D˗glucoside) là một chất 
chống ôxy hoá và kháng viêm mạnh, điển hình cho dược liệu 
L. indica, lại có hàm lượng cao nên rất giàu tiềm năng sản xuất 
thực phẩm hỗ trợ sức khoẻ và hỗ trợ điều trị một số bệnh lý 
viêm. Trong nghiên cứu này, (1, 3, 4) và (6) là những chất lần 
đầu tiên được phân lập từ loài L. indica. Bên cạnh đó, các tài 
liệu trước đây đã báo cáo về sự có mặt của chất (2) [21] và chất 
(5) [8] trong loài cây này.

5. Kết luận

Nghiên cứu này đã xác định được phân đoạn có tiềm năng 
kháng viêm và chống ôxy hoá, đồng thời phân lập được các hợp 
chất mục tiêu, đặc biệt luteolin˗7˗O˗β˗D˗glucoside là chất có cả 
hoạt tính kháng viêm và chống ôxy hoá mạnh từ cây L. indica. 
Các kết quả này tạo tiền đề cho các nghiên cứu tiếp theo, nhằm 
khai thác giá trị sử dụng của dược liệu này.
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1. Đặt vấn đề

Thuốc kháng sinh giúp con người đẩy lùi các trường hợp 
nhiễm bệnh do vi khuẩn. Tuy nhiên, việc sử dụng kháng sinh 
không hợp lý lại gây ra nhiều cơ hội cho việc hình thành các 
chủng vi khuẩn đột biến, làm giảm hay mất hoàn toàn tác dụng 
của thuốc kháng sinh. Tình trạng đề kháng kháng sinh đang 
ngày càng gia tăng trên toàn thế giới, trong đó, Việt Nam được 
xem là một trong các quốc gia có tỷ lệ đề kháng kháng sinh cao. 
Theo báo cáo của Tổ chức Y tế Thế giới (WHO), danh sách các 
cấu trúc kháng khuẩn đang được thử nghiệm lâm sàng và tiền 
lâm sàng trên toàn thế giới còn khá khiêm tốn và chưa đáp ứng 
được nhu cầu [1]. Hơn nữa, hầu hết các chất trong danh sách 
đều thuộc các nhóm khung cấu trúc đã biết với một số cơ chế 
đề kháng thuốc đã được báo cáo. Chính vì vậy, việc nghiên cứu 
và tìm kiếm các hợp chất mới có tác dụng kháng khuẩn là rất 
cần thiết.

Khung 1,3-benzodioxole là một cấu trúc được tìm thấy rộng 
rãi trong các hợp chất tự nhiên với nhiều hoạt tính sinh học. Sự 
hiện diện của các chất này đóng vai trò quyết định tạo nên 
đặc điểm và công dụng của các loài thực vật. Ví dụ, hoạt chất 
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Hình 1. Một số hợp chất tự nhiên mang khung cấu trúc 
1,3-benzodioxole.

Dựa trên giả thuyết là khung cấu trúc 1,3-benzodioxole 
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Hình 2. Cấu trúc các dẫn chất 1,3-benzodioxole được tổng hợp 
trong nghiên cứu.

Tổng hợp và thử hoạt tính kháng khuẩn 
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Tóm tắt:

Trước tình trạng đề kháng kháng sinh ngày càng gia tăng hiện nay, việc nghiên cứu các khung cấu trúc mới có 
tác dụng ức chế sự phát triển của vi khuẩn là rất cần thiết. Cấu trúc 1,3-benzodioxole với nhiều hoạt tính sinh 
học tiềm năng là đối tượng chính của nghiên cứu này. Từ nguyên liệu piperonal, 5 dẫn chất mang khung cấu trúc 
1,3-benzodioxole được tổng hợp bằng các phản ứng hóa học đa dạng khác nhau. Cấu trúc của sản phẩm được xác 
định bằng các phương pháp quang phổ. Hoạt tính kháng khuẩn in vitro được khảo sát bằng phương pháp khuếch tán 
trong thạch trên 5 chủng vi khuẩn: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus 
aureus nhạy cảm methicillin (MSSA) và tụ cầu vàng đề kháng methicillin (MRSA). Dẫn chất base Schiff (2) thể hiện 
khả năng ức chế 4/5 chủng vi khuẩn thử nghiệm, trong đó có MRSA. Nghiên cứu dự đoán đích tác động và mô phỏng 
gắn kết in silico gợi ý khả năng gắn kết của chất (2) trên enzyme FabH của vi khuẩn. Kết quả nghiên cứu gợi ý về sự 
phối hợp giữa nhóm base Schiff và khung 1,3-benzodioxole trong phát triển các chất kháng khuẩn mới.
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2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

2.1. Nguyên, vật liệu

Tất cả nguyên liệu và dung môi dùng trong tổng hợp đạt mức 
độ tinh khiết dùng trong tổng hợp hóa học được mua từ các công 
ty: Sigma-Aldrich (Hoa Kỳ), Merck (Đức), Acros Organics (Bỉ), 
ChemSol (Việt Nam), Guangdong Guanghua Sci-Tech Co Ltd. 
(Trung Quốc) và được sử dụng trực tiếp.

Nguyên, vật liệu dùng trong thử hoạt tính kháng khuẩn gồm: 
Tryptic soy agar (TSA), Mueller-Hinton agar (MHA) và Dimethyl 
sulfoxide (DMSO, Merck, Đức). Đĩa kháng sinh amikacin chuẩn 
được mua từ Công ty Thermo Scientific™ (Hoa Kỳ). Các chủng 
vi khuẩn dùng trong thử nghiệm đều đạt theo tiêu chuẩn American 
Type Culture Collection (ATCC).

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Phương pháp dự đoán in silico các thông số giống thuốc: 
Để đảm bảo các dẫn chất được thiết kế có thể tiếp tục phát triển 
thành phân tử thuốc mà không gặp trở ngại, một số thông số dược, 
động học và tính chất giống thuốc được tính toán bằng máy chủ 
SwissADME [7]. 

Phương pháp tổng hợp các dẫn chất 1,3-benzodioxole các chất 
(1)-(5): Phương pháp tổng hợp dẫn chất N-acylhydrazone (chất 
1) được thể hiện ở hình 3. 2-hydroxybenzohydrazide (0,36 g, 2,4 
mmol) được hòa tan trong methanol (MeOH) (5 ml), sau đó thêm 
từ từ 5 ml dung dịch piperonal (0,3 g, 2 mmol) được pha trong 
MeOH. Phản ứng được xúc tác bằng acid acetic băng (AcOH) và 
khuấy, gia nhiệt ở 60-65ºC đến khi hết nguyên liệu (theo dõi phản 
ứng bằng sắc ký lớp mỏng). Sản phẩm tạo thành ở dạng tủa trắng. 
Kết thúc phản ứng (sau khoảng 2 giờ), hỗn hợp được để nguội và 
làm lạnh để sản phẩm tủa hoàn toàn. Lọc và rửa tủa với MeOH. 
Sản phẩm thô được kết tinh lại trong ethanol (EtOH), thu được 
chất (1) với khối lượng 0,54 g (hiệu suất 95%).
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Hình 4. Phản ứng ghép tổng hợp dẫn chất base Schiff (2).

Phản ứng khử hóa base Schiff tạo amin (chất 3) được thể hiện 
ở hình 5. Hòa tan base Schiff (2) (0,27 g, 1 mmol) vào MeOH (10 
ml). Làm lạnh bình cầu trong thau đá và giữ lạnh (0ºC) trong suốt 
quá trình phản ứng. Tiếp tục cho natri tetrahydroborat (NaBH4) 
(0,38 g, 10 mmol). Theo dõi phản ứng bằng sắc ký lớp mỏng đến 
khi không còn vết nguyên liệu. Phản ứng kết thúc sau 2 giờ. Cô 
quay dưới áp suất giảm để loại MeOH. Thêm nước vào bình phản 
ứng để hòa tan NaBH4 dư. Lọc lấy phần tủa còn lại trong bình 
và rửa tủa nhiều lần với nước. Kết tinh lại sản phẩm trong EtOH, 
sấy khô thu được sản phẩm (3) với khối lượng 0,15 g (hiệu suất 
55%).

Synthesise and test antibacterial 
activities of 1,3-benzodioxole derivatives
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Abstract:

Novel chemical entities are urgently needed to 
develop new antibacterial agents in order to tackle the 
increasing antibiotic resistance. This study focuses on 
the 1,3-benzodioxole scaffold with promising biological 
activities in the literature. Five 1,3-benzodioxole 
containing derivatives were synthesised from piperonal 
as starting material by various chemical reactions. Their 
structures were elucidated by standard spectroscopic 
methods. The in vitro antibacterial activities were studied 
by agar diffusion method against 5 pathogenic strains: 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus 
faecalis, methicillin-susceptible Staphylococcus aureus 
(MSSA), and methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA). The Schiff base derivative (2) showed the ability 
to inhibit 4/5 tested strains, including MRSA. The target 
prediction study suggested the in silico binding ability 
of (2) on the bacterial FabH enzyme. These results 
demonstrated that novel 1,3-benzodioxole derivatives 
containing Schiff bases could be further studied as new 
antibacterial structures.

Keywords: antibacterial activity, Schiff base, 
1,3-benzodioxole.
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Hình 5. Phản ứng khử hóa base Schiff tạo dẫn chất amin (3).

Phản ứng tổng hợp dẫn chất 2-amino pyrimidin (4) được thể 
hiện ở hình 6. Hòa tan piperonal (0,165 g, 1,1 mmol) trong 5 ml 
EtOH, tiếp tục thêm vào bình cầu 4-bromoacetophenon (0,2 g, 1,0 
mmol) và 0,2 ml dung dịch KOH 50% trong EtOH. Hỗn hợp phản 
ứng được khuấy đều ở nhiệt độ phòng. Theo dõi phản ứng bằng sắc 
ký lớp mỏng đến khi hết nguyên liệu 4-bromoacetophenon (sau 2 
giờ). Tiếp theo, cho dung dịch guanidin hydroclorid (0,11 g, 1,1 
mmol) trong EtOH (5 ml) đã được điều chỉnh pH bằng KOH (0,11 
g) đến pH 12 vào hỗn hợp phản ứng. Chalcon tan một phần trong 
hỗn hợp phản ứng tạo hỗn dịch màu vàng nhạt. Hỗn hợp phản ứng 
được khuấy đều và gia nhiệt ở 60ºC. Theo dõi phản ứng bằng sắc 
ký lớp mỏng (vết sản phẩm vừa tắt quang ở UV 254 nm, vừa phát 
quang ở UV 365 nm). Phản ứng kết thúc sau 16 giờ. Bình phản 
ứng được làm nguội về nhiệt độ phòng và có tủa xuất hiện. Tủa 
được lọc và rửa với nước để hòa tan muối KCl. Sản phẩm được kết 
tinh lại trong EtOH thu được sản phẩm (4) với khối lượng 0,15 g 
(hiệu suất 41%).
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để hòa tan NaBH4 dư. L ọc lấy phần tủa còn lại trong bình và rửa tủa nhiều lần với nước. Kết 
tinh lại sản phẩm trong EtOH, sấy khô thu được sản phẩm (3) với khối lư ợng 0,15 g (hiệu suất 
55%). 

 
Hình 5. Phản ứng khử hóa base Schiff tạo dẫn chất amin (3). 
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vào hỗn hợp phản ứng. Chalcon tan một phần trong hỗn hợp phản ứng tạo hỗn dịch màu vàng 
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lớp mỏng (vết sản phẩm vừa tắt quang ở UV 254 nm, vừa phát quang ở UV 365 nm). Phản ứng 
kết thúc sau 16 giờ. Bình phản ứng được làm nguội về nhiệt độ phòng và có tủa xuất hiện. Tủa 
được lọc và rửa với nước để hòa tan muối KCl. Sản phẩm được kết tinh lại trong EtOH thu 
được sản phẩm (4) với khối lư ợng 0,15 g (hiệu suất 41%). 

 
Hình 6. Phản ứng tổng hợp dẫn chất 2-amino pyrimidin (4). 

Phản ứng tổng hợp dẫn chất 2-isoxazolin (5) được thể hiện ở hình 7. Hòa tan piperonal 
(0,165 g, 1,1 mmol) trong hỗn hợp dung môi dicloromethan (DCM): N,N-dimethylformamid 
(DMF) (7,5:0,75 ml). Sau đó hydroxylamin hydrochlorid (0,114 g, 1,65 mmol) được thêm vào 
hỗn hợp phản ứng và pH được điều chỉnh bằng KOH đ ến pH 12. Phản ứng được khuấy đều ở 
nhiệt độ phòng đến khi toàn bộ lượng piperonal được chuyển thành piperonaldoxim (theo dõi 
bằng sắc ký lớp mỏng). Tiếp theo N-clorosuccinimid (NCS) (0,22 g, 1,65 mmol) được thêm từ 
từ vào hỗn hợp phản ứng. Sau 1 giờ khuấy đều ở nhiệt độ phòng thí nghiệm, toàn bộ lượng 
piperonaldoxim đã được chuyển thành dẫn chất hydroxymoyl clorid tương ứng. Tiếp theo, 
eugenol (0,16 g, 1 mmol) được thêm vào hỗn hợp phản ứng. Ngay sau đó, dung dịch 0,4 ml 
triethylamin (TEA) trong DCM (7,5 ml) được nhỏ từng giọt vào hỗn hợp phản ứng đang khuấy 
đều ở nhiệt độ phòng (tốc độ ~5 giọt/phút, tổng thời gian 60 phút). Hỗn hợp phản ứng được tiếp 
tục khuấy đều tại nhiệt độ phòng và theo dõi bằng sắc ký lớp mỏng đến khi hết nguyên liệu và 
vết sản phẩm xuất hiện rõ. Hỗn hợp phản ứng được đổ vào ly thủy tinh chứa 20 ml nước cất và 
chiết lấy lớp DCM. Lớp dung môi hữu cơ được rửa lần lượt với 10 ml HCl 10% (1 lần) và 10 
ml nước cất đến pH 7 (3 lần) và 15 ml dung dịch NaCl bão hòa trước khi làm khan bằng Na2SO4 
khan. Pha hữu cơ sau đó được loại bỏ dung môi DCM dưới áp suất giảm để tạo thành sản phẩm 
thô dạng chất rắn trắng ngà. Kết tinh lại sản phẩm thô trong EtOH thu được chất (5) với khối 
lượng 0,0436 g (hiệu suất 13%). 
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Phản ứng tổng hợp dẫn chất 2-isoxazoline (5) được thể hiện 
ở hình 7. Hòa tan piperonal (0,165 g, 1,1 mmol) trong hỗn hợp 
dung môi dicloromethan (DCM): N,N-dimethylformamid (DMF) 
(7,5:0,75 ml). Sau đó hydroxylamin hydrochlorid (0,114 g, 
1,65 mmol) được thêm vào hỗn hợp phản ứng và pH được điều 
chỉnh bằng KOH đến pH 12. Phản ứng được khuấy đều ở nhiệt 
độ phòng đến khi toàn bộ lượng piperonal được chuyển thành 
piperonaldoxim (theo dõi bằng sắc ký lớp mỏng). Tiếp theo 
N-clorosuccinimid (NCS) (0,22 g, 1,65 mmol) được thêm từ từ 
vào hỗn hợp phản ứng. Sau 1 giờ khuấy đều ở nhiệt độ phòng thí 
nghiệm, toàn bộ lượng piperonaldoxim đã được chuyển thành dẫn 
chất hydroxymoyl clorid tương ứng. Tiếp theo, eugenol (0,16 g, 1 
mmol) được thêm vào hỗn hợp phản ứng. Ngay sau đó, dung dịch 
0,4 ml triethylamin (TEA) trong DCM (7,5 ml) được nhỏ từng 
giọt vào hỗn hợp phản ứng đang khuấy đều ở nhiệt độ phòng (tốc 
độ ~5 giọt/phút, tổng thời gian 60 phút). Hỗn hợp phản ứng được 
tiếp tục khuấy đều tại nhiệt độ phòng và theo dõi bằng sắc ký lớp 
mỏng đến khi hết nguyên liệu và vết sản phẩm xuất hiện rõ. Hỗn 
hợp phản ứng được đổ vào bình lắng gạn chứa 20 ml nước cất và 
chiết lấy lớp DCM. Lớp dung môi hữu cơ được rửa lần lượt với 10 
ml HCl 10% (1 lần) và 10 ml nước cất đến pH 7 (3 lần) và 15 ml 
dung dịch NaCl bão hòa trước khi làm khan bằng Na2SO4 khan. 
Pha hữu cơ sau đó được loại bỏ dung môi DCM dưới áp suất giảm 

để tạo thành sản phẩm thô dạng chất rắn trắng ngà. Kết tinh lại sản 
phẩm thô trong EtOH thu được chất (5) với khối lượng 0,0436 g 
(hiệu suất 13%).
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Hình 7. Phản ứng tổng hợp dẫn chất 2-isoxazolin (5). 

Phương pháp xác định cấu trúc và độ tinh khiết: Cấu trúc của các chất tổng hợp 
được xác định và biện giải bằng các phương pháp phổ. Phổ hồng ngoại (IR) đư ợc đo bằng 
phương pháp phản xạ toàn phần suy giảm (Attenuated total reflectance - ATR) trên máy 
IRAffinity-1S (Shimadzu Scientific Instruments, Kyoto, Nhật Bản). Phổ khối (MS) đư ợc đo 
trên máy MSQ Plus™ single quadrupole mass spectrometer (Thermo Scienti�c™, Waltham, 
MA, Hoa Kỳ) bằng phương pháp khối phổ (Electrospray ionization - ESI). Phổ cộng hưởng từ 
hạt nhân proton (1H-NMR) đư ợc đo trên máy Bruker Avance 400/500/600 MHz tùy máy 
(Bruker Corporation, Billerica, Massachusetts, Hoa Kỳ). Phổ 13C-NMR đư ợc đo trên cùng máy 
ở tần số tương ứng 100/125/150 MHz. Các từ viết tắt được sử dụng trong biện giải phổ 1H-
NMR: singlet (s), doublet (d), triplet (t), doublet of doublets (dd), doublet of triplet (dt), 
multiplet (m). 

Các sản phẩm tổng hợp được kiểm tra độ tinh khiết bằng sắc ký lớp mỏng trên bản mỏng 
silica gel 60 GF254 (Merck 60F 254, Darmstadt, Đ ức) được quan sát dưới đèn UV nư ớc sóng 
254 nm kết hợp với biện giải kết quả phổ 1H-NMR. Nhiệt độ nóng chảy được xác định trên máy 
Stuart SMP10 (Cole Palmer, Anh) với nhiệt kế không hiệu chỉnh. 

Phương pháp khảo sát hoạt tính kháng khuẩn: Hoạt tính kháng khuẩn được khảo 
sát trên 5 chủng vi khuẩn gây bệnh. Đại diện cho vi khuẩn gram âm là E. coli ATCC 25922 và 
P. aeruginosa ATCC 27853. Đ ại diện cho vi khuẩn gram dương gồm có E. faecalis ATCC 
29212, S. aureus ATCC 29213 (MSSA) và S. aureus đề kháng methicillin ATCC 43300 
(MRSA).  

Các vi khuẩn được hoạt hóa trong môi trường thạch TSA, sau đó được nuôi cấy trên 
môi trường thạch Mueller-Hilton (MHA) khi tiến hành thử nghiệm. Môi trường MHA đã tr ải 
sẵn các chủng vi khuẩn được đục các lỗ tròn đường kính Ø7 mm bằng dụng cụ tiệt trùng. Chất 
thử được hòa tan trong DMSO để đạt nồng độ tương ứng là 5 và 2,5 mg/ml và được cho vào 
mỗi lỗ một thể tích là 60 μl. Mỗi chất được thử tại 2 nồng độ tương đương với lư ợng chất thử 
trong mỗi lỗ lần lượt là 300 và 150 μg. M ẫu thử sau khi được cho vào các lỗ được để yên khoảng 
15 phút cho các chất thử nghiệm khuếch tán vào lớp thạch. Sau đó, hộp thạch được ủ trong tủ 
ấm 37ºC trong 24 giờ và đọc kết quả. Hoạt tính kháng khuẩn (nếu có) được thể hiện qua việc 
xuất hiện các vùng ức chế không có sự phát triển của vi khuẩn trên bề mặt đĩa thạch. Kết quả 
được xác định qua đường kính vùng ức chế được đo bằng thước đo đơn vị mm [8]. Trong các 
khảo sát này, DMSO (dung môi pha chất thử) được dùng như mẫu chứng âm và đĩa giấy kháng 
sinh amikacin 30 μg được dùng như mẫu chứng dương. 

Chất thử có hoạt tính trong thử nghiệm sơ bộ được tiếp tục xác định nồng độ tối thiểu 
có khả năng ức chế sự mọc của vi khuẩn (Minimum inhibitory concentration - MIC). Chất thử 
được pha trực tiếp với môi trường thử nghiệm MHA tạo thành dải nồng độ như sau: 512, 256, 
128, 64, 32, 16, 8 μg/ml. Khi pha chất thử vào môi trường phải đảm bảo nồng độ DMSO nhỏ 
hơn 2,5%. Cho 2 μl huyền phù dịch vi khuẩn lên đĩa thạch đã được làm khô bề mặt với mật độ 
vi khuẩn trên thạch là 104 CFU/ml. Bản thạch được để yên khoảng 15 phút để vết chấm khô sau 
đó được ủ trong tủ ấm 37ºC trong 24 giờ và đọc kết quả. Kết quả chỉ có giá trị khi vi khuẩn 
trong đĩa chứng (DMSO 2,5%) mọc bình thường. Đặt đĩa thạch trên một bề mặt sẫm màu, 
không phản xạ ánh sáng, quan sát sự tạo thành khóm của vi khuẩn thử nghiệm. Tìm đĩa có nồng 
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Hình 7. Phản ứng tổng hợp dẫn chất 2-isoxazoline (5).

Phương pháp xác định cấu trúc và độ tinh khiết: Cấu trúc của 
các chất tổng hợp được xác định và biện giải bằng các phương 
pháp phổ. Phổ hồng ngoại (IR) được đo bằng phương pháp phản xạ 
toàn phần suy giảm (Attenuated total reflectance - ATR) trên máy 
IRAffinity-1S (Shimadzu Scientific Instruments, Kyoto, Nhật Bản). 
Phổ khối (MS) được đo trên máy MSQ Plus™ single quadrupole 
mass spectrometer (Thermo Scientific™, Waltham, MA, Hoa 
Kỳ) bằng phương pháp ion hóa đầu phun điện tử (Electrospray 
ionization - ESI). Phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton (1H-NMR) 
được đo trên máy Bruker Avance với phổ tần số 400/500... (Bruker 
Corporation, Billerica, Massachusetts, Hoa Kỳ). Phổ 13C-NMR 
được đo trên cùng máy ở tần số tương ứng 100/125/150 MHz. Các 
từ viết tắt được sử dụng trong biện giải phổ 1H-NMR: singlet (s), 
doublet (d), triplet (t), doublet of doublets (dd), doublet of triplet 
(dt), multiplet (m).

Các sản phẩm tổng hợp được kiểm tra độ tinh khiết bằng sắc 
ký lớp mỏng trên bản mỏng silica gel 60 GF254 (Merck 60F 254, 
Darmstadt, Đức) được quan sát dưới đèn UV nước sóng 254 nm 
kết hợp với biện giải kết quả phổ 1H-NMR. Nhiệt độ nóng chảy 
được xác định trên máy Stuart SMP10 (Cole Palmer, Anh) với 
nhiệt kế không hiệu chỉnh.

Phương pháp khảo sát hoạt tính kháng khuẩn: Hoạt tính kháng 
khuẩn được khảo sát trên 5 chủng vi khuẩn gây bệnh. Đại diện cho 
vi khuẩn gram âm là E. coli ATCC 25922 và P. aeruginosa ATCC 
27853. Đại diện cho vi khuẩn gram dương gồm có E. faecalis 
ATCC 29212, S. aureus ATCC 29213 (MSSA) và S. aureus đề 
kháng methicilin ATCC 43300 (MRSA). 

Các vi khuẩn được hoạt hóa trong môi trường thạch TSA, sau 
đó được nuôi cấy trên môi trường thạch Mueller-Hilton (MHA) 
khi tiến hành thử nghiệm. Môi trường MHA đã trải sẵn các chủng 
vi khuẩn được đục các lỗ tròn đường kính Ø7 mm bằng dụng cụ 
tiệt trùng. Chất thử được hòa tan trong DMSO để đạt nồng độ 
tương ứng là 5 và 2,5 mg/ml và cho vào mỗi lỗ một thể tích là 
60 μl. Mỗi chất được thử tại 2 nồng độ tương đương với lượng 
chất thử trong mỗi lỗ lần lượt là 300 và 150 μg. Mẫu thử sau khi 
được cho vào các lỗ được để yên khoảng 15 phút cho các chất thử 
nghiệm khuếch tán vào lớp thạch. Sau đó, hộp thạch được ủ trong 
tủ ấm 37ºC trong 24 giờ và đọc kết quả. Hoạt tính kháng khuẩn 
(nếu có) được thể hiện qua việc xuất hiện các vùng ức chế không 
có sự phát triển của vi khuẩn trên bề mặt đĩa thạch. Kết quả được 
xác định qua đường kính vùng ức chế được đo bằng thước đo đơn 
vị mm [8]. Trong các khảo sát này, DMSO (dung môi pha chất thử) 
được dùng như mẫu chứng âm và đĩa giấy kháng sinh amikacin 30 
μg được dùng như mẫu chứng dương.
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Chất thử có hoạt tính trong thử nghiệm sơ bộ được tiếp tục xác 
định nồng độ tối thiểu có khả năng ức chế sự mọc của vi khuẩn 
(Minimum inhibitory concentration - MIC). Chất thử được pha trực 
tiếp với môi trường thử nghiệm MHA tạo thành dải nồng độ như 
sau: 512, 256, 128, 64, 32, 16 và 8 μg/ml. Khi pha chất thử vào 
môi trường phải đảm bảo nồng độ DMSO nhỏ hơn 2,5%. Cho 2 μl 
huyền phù dịch vi khuẩn lên đĩa thạch đã được làm khô bề mặt với 
mật độ vi khuẩn trên thạch là 104 CFU/ml. Bản thạch được để yên 
khoảng 15 phút để vết chấm khô sau đó được ủ trong tủ ấm 37ºC 
trong 24 giờ và đọc kết quả. Kết quả chỉ có giá trị khi vi khuẩn 
trong đĩa chứng (DMSO 2,5%) mọc bình thường. Đặt đĩa thạch 
trên một bề mặt sẫm màu, không phản xạ ánh sáng, quan sát sự 
tạo thành khóm của vi khuẩn thử nghiệm. Tìm đĩa có nồng độ thấp 
nhất ức chế hoàn toàn sự tạo khóm, nồng độ của đĩa thạch này được 
xác định là MIC của chất thử đối với vi khuẩn thử nghiệm [9, 10].

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Dự đoán in silico các thông số giống thuốc của các dẫn chất

Theo kết quả dự đoán từ SwissADME, các dẫn chất (1)-(5) đều 
thỏa mãn Luật 5 Lipinski về điều kiện được dùng làm thuốc đường 
uống. Kết quả chi tiết được trình bày ở bảng 1. Ngoài ra, cả 5 chất 
đều được phần mềm dự đoán có thể được hấp thu tốt qua đường 
tiêu hóa. Từ các kết quả dự đoán trên, chúng tôi tiến hành tổng hợp 
5 dẫn chất mang khung cấu trúc 1,3-benzodioxole như đã thiết kế.
Bảng 1. Kết quả các thông số giống thuốc được dự đoán từ 
SwissADME.

Chất MW MLogP nHBA nHBD nRB TPSA (Å2) Ro5 GI absorption

Yêu cầu <500 ≤4,15 ≤10 ≤5 ≤10 <160 Thỏa Cao

(1) 284,27 1,44 5 2 4 80,15 Thỏa Cao

(2) 273,71 3,04 3 0 2 30,82 Thỏa Cao

(3) 275,73 3,12 2 1 3 30,49 Thỏa Cao

(4) 370,20 2,62 4 1 2 70,26 Thỏa Cao

(5) 327,33 1,84 6 1 4 69,51 Thỏa Cao

MW: molecular weight (khối lượng phân tử); MLogP: calculated 
lipophillicity (hằng số cân bằng thân dầu - thân nước); nHBA: number of 
hydrogen bond acceptor (số nhóm nhận liên kết hydro); nHBD: number 
of hydrogen bond donor (số nhóm cho liên kết hydro); nRB: number 
of rotatable bond (số liên kết có thể quay); TPSA: topological polar 
surface area (diện tích bề mặt phân cực tôpô); Ro5: thỏa theo Luật 5 
Lipinski; GI absorption: khả năng hấp thu qua đường tiêu hóa. 

3.2. Kết quả tổng hợp các dẫn chất mang khung cấu trúc 
1,3-benzodioxole

Dẫn chất mang nhóm N-acylhydrazone (1): Tên IUPAC: 
(E)-N’-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ylmethylen)-2-hydroxy-
benzohydrazid; tính chất cảm quan: chất rắn dạng bột mịn, màu 
trắng; nhiệt độ nóng chảy: 276-278ºC; tính tan: tan trong MeOH 
và EtOH ở nhiệt độ cao, không tan trong MeOH, EtOH và nước 
ở nhiệt độ thường; sắc ký lớp mỏng: Rf=0,80 [cloroform - aceton 
(9:1)]; Rf=0,70 [DCM - MeOH (9,5:0,5)]; Rf=0,70 [toluen - aceton 
(8:2)]; phổ IR (ATR, ν cm-1): 3250,05 (νOH); 2887,44 (νN=CH); 
1624,06 (νC=O); 1564,27 (νC=N); 1446,61 (νC=C-Ar); phổ 1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 11,90 (s, 1H, O-H); 11,77 (s, 1H, 
CONH), 8,38 (s, 1H, N=C-H), 7,89 (dd, 1H, J=7,9 Hz, J=1,6 Hz, 

Ar-H), 7,44 (dt, 1H, J=7,9 Hz, J =1,6 Hz, Ar-H), 7,31 (d, 1H, J=1,6 
Hz, Ar-H), 7,20 (dd, 1H, J=8,0 Hz, J=1,6 Hz, Ar-H), 7,02-6,93 (m, 
3H, Ar-H), 6,11 (s, 2H, CH2-benzodioxole); phổ MS (ESI): [M-
H]- dự kiến: 283,07, tìm thấy: 283,18; [M+H]+ dự kiến: 285,09, 
tìm thấy: 285,22. Kết quả phân tích cấu trúc phù hợp với tài liệu 
đã công bố [11].

Dẫn chất mang nhóm base Schiff (2): Tên IUPAC: (E)-
1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-N-(5-cloro-2-methylphenyl) 
methanimin; tính chất cảm quan: tinh thể hình kim màu trắng 
ngà; nhiệt độ nóng chảy: 88-90ºC; tính tan: tan nhiều trong DCM, 
cloroform, MeOH, EtOH, tan ít trong nước; sắc ký lớp mỏng: 
Rf=0,60 [n-hexan - aceton (15:2)]; Rf=0,75 [toluen - DCM (10:1)], 
Rf=0,70 [n-hexan - ethyl acetat (10:1)]; phổ IR (ATR, ν cm-1): 
1622,13 (νC=N), 1446,61 (νC=C), phổ 1H-NMR (600 MHz, CDCl3) 
δ (ppm): 8,20 (s, 1H, -CH=N-), 7,54 (d, J=1,75 Hz, 1H, Ar-H), 
7,25 (dd, J=8,0 Hz, J=1,65 Hz. 1H, Ar-H), 7,12 (d, J=8,0 Hz, 1H, 
Ar-H), 7,06 (dd, J=8,0 Hz, J=2,0 Hz. 1H, Ar-H), 6,90 (d, J=2,0 
Hz, 1H, Ar-H), 6,88 (d, J=8,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,04 (s, 2H, CH2-
benzodioxole), 2,29 (s, 3H, CH3); phổ 13C-NMR (150 MHz, CDCl3) 
δ (ppm): 159,2, 151,9, 150,7, 148,5, 131,8, 131,2, 130,5, 128,6, 
125,1, 117,8, 114,6, 108,2, 106,9, 101,7 (CH2-benzodioxole); 17,3 
(CH3); phổ MS (ESI): [M(35Cl) + H]+ dự kiến: 274,06, tìm thấy: 
274,14; [M(37Cl) + H]+ dự kiến: 276,06, tìm thấy: 276,30.

Dẫn chất mang nhóm amin (3): Tên IUPAC: N-(benzo[d][1,3]
dioxol-5-ylmethyl)-5-cloro-2-methylanilin; tính chất cảm quan: 
tinh thể hình kim màu trắng; nhiệt độ nóng chảy: 90-95ºC; tính tan: 
tan trong DCM, cloroform, MeOH, EtOH, không tan trong nước; 
sắc ký lớp mỏng: Rf=0,60 [n-hexan - ethyl acetat (10:1)]; Rf=0,80 
[toluen - DCM (6:1)]; Rf=0,80 [cyclohexan - MeOH (50:1)]; phổ 
IR (ATR, ν cm-1): 3452,58 (νN-H), 1238,30 (νC-N); phổ 1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 6,97 (d, 1H, J=8,0 Hz, Ar-H), 6,85-
6,78 (m, 3H, Ar-H), 6,64 (dd, 1H, J=8,0 Hz, J=2,0 Hz, Ar-H), 6,56 
(d, 1H, J=2,0 Hz, Ar-H), 5,97 (s, 2H, CH2-benzodioxole), 4,24 (d, 
2H, J=5,3 Hz, NH-CH2), 3,83 (t, J=5,3 Hz, 1H, NH), 2,10 (s, 3H, 
CH3); phổ 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ (ppm): 148,0, 147,0, 
146,9, 132,7, 132,6, 130,8, 120,7, 120,2, 116,8, 109,9, 108,4, 
108,0, 101,1 (CH2-benzodioxole); 48,0 (-NH-CH2-); 17,0 (CH3); 
phổ MS (ESI): [M-H]+ dự kiến: 274,06, tìm thấy: 274,20.

Dẫn chất chứa khung 2-amino pyrimidin (4): Tên IUPAC: 
4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-6-(4-bromophenyl)pyrimidin-2-
amin; tính chất cảm quan: chất rắn dạng bột mịn, màu trắng 
ngà; nhiệt độ nóng chảy: 90-95ºC; tính tan: tan trong MeOH, 
EtOH, DCM, không tan trong nước; sắc ký lớp mỏng: Rf=0,10 
[toluen - DCM (1:2)]; Rf=0,70 [toluen - MeOH (15:1)]; Rf=0,80 
[cyclohexan - MeOH (50:1)]; phổ IR (ATR, ν cm-1): 3495,01 và 
3305,99 (νN-H); 1633,71 (νC=N), 1249,87 (νC-N); phổ 1H-NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 8,18 (d, 2H, J=8,7 Hz, Ar-H), 7,86-7,81 
(m, 2H, Ar-H), 7,72-7,70 (m, 2H, Ar-H), 7,68 (s, 1H, pyrimidin-H), 
7,04 (d, 1H,  J=8,2 Hz, Ar-H), 6,72 (s, 2H, NH2), 6,11 (s, 2H, CH2-
benzodioxole); phổ 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 
164,8, 164,3, 163,9, 149,8, 148,3, 137,1, 132,0, 131,8, 129,5, 
124,5, 122,2, 108,7, 107,4, 102,0, 101,6 (CH2-benzodioxole); phổ 
MS (ESI): [M+H]+ dự kiến: 370,02, tìm thấy: 369,97.
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Dẫn chất chứa khung 2-isoxazoline (5): Tên IUPAC: 
4-((3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-4,5-dihydroisoxazol-5-yl)
methyl)-2-methoxy phenol; tính chất cảm quan: tinh thể hình kim 
màu trắng; nhiệt độ nóng chảy: 124-126ºC; tính tan: tan trong DCM, 
ít tan trong EtOH, không tan trong nước; sắc ký lớp mỏng: Rf=0,30 
[n-hexan - ethyl acetat (7:3)]; Rf=0,45 [toluen - ethyl acetat (9:1)]; 
Rf=0,20 [toluen - DCM (9:1)]; phổ IR (ATR, ν cm-1): 3533,59 (νO-

H),2912,51 (νC-H), 1608,63, 1502,55, 1452,40, 1219,01, 1209,99, 
phổ 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 7,25 (d, J=1,7 Hz, 1H, 
Ar-H), 6,99 (dd, J=8,0 Hz, J=1,7 Hz, 1H, Ar-H), 6,85 (d, J=8,0 Hz, 
1H, Ar-H), 6,79 (dd, J=8,0 Hz, J=2,0 Hz, 2H, Ar-H), 6,72 (dd, J=8,0 
Hz, J=2,0 Hz, 1H, Ar-H), 5,99 (s, 2H, CH2-benzodioxole), 5,54 (brs, 
1H, OH), 4,95-4,89 (m, 1H, CH-isoxazoline), 3,89 (s, 3H, CH3-O-), 
3,26 (dd, J=16,5 Hz, J=10,2 Hz, 1H, CH2-isoxazoline), 3,06 (dd, 
J=14,0 Hz, J=6,5 Hz, 1H, -CH2-), 2,98 (dd, J=16,5 Hz, J=8,0 Hz, 
1H, CH2-isoxazoline), 2,82 (dd, J=14,0 Hz, J=6,5 Hz, 1H, -CH2-
); phổ 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ (ppm) 156,1, 149,2, 148,1, 
146,6, 144,5, 129,0, 124,0, 122,1, 121,4, 114,4, 112,0, 108,2, 106,4, 
101,5 (CH2-benzodioxole), 82,0, 56,0, 40,7, 39,6; phổ MS (ESI): 
[M+H]+ dự kiến: 328,12, tìm thấy: 328,21.

Dựa theo tra cứu trên SciFinder (2022) [12], ngoại trừ dẫn chất 
(1) có các kết quả phân tích phổ hoàn toàn phù hợp với tài liệu [11], 
các dẫn chất (2), (3), (4) và (5) đều là các dẫn chất mới hoàn toàn 
chưa được công bố. Kết quả phân tích cấu trúc phổ IR, 1H-NMR, 
13C-NMR và MS của các chất cho cấu trúc hoàn toàn phù hợp với 
dự kiến ban đầu. Điểm đặc biệt là khung cấu trúc 1,3-benzodioxole 
với nhóm CH2 đặc trưng nằm giữa 2 nguyên tử ôxy. Khi phân tích 
phổ 1H-NMR, nhóm CH2 này cho một đỉnh singlet 2H với độ dịch 
chuyển dao động trong khoảng từ 5,97 đến 6,11 ppm, tương ứng 
với một đỉnh nằm trong khoảng từ 101,1 đến 101,7 ppm khi phân 
tích phổ 13C-NMR. Độ tinh khiết của các chất tổng hợp được khảo 
sát sơ bộ bằng sắc ký lớp mỏng với 3 hệ dung môi khác nhau và 
không thấy vết lạ ngoài vết sản phẩm chính khi quan sát bản sắc 
ký lớp mỏng dưới đèn UV tại 2 bước sóng 254 và 365 nm. Ngoài 
ra, kết quả phân tích phổ 1H-NMR của các chất đều không thấy các 
proton của tạp chất. Các kết quả phân tích trên sơ bộ cho thấy 5 dẫn 
chất tổng hợp phù hợp cho thử nghiệm sinh học.

3.3. Hoạt tính kháng khuẩn của các dẫn chất 1,3-benzodioxole

Các chất tổng hợp (1)-(5) và nguyên liệu piperonal được khảo 
sát hoạt tính kháng khuẩn bằng cách đo đường kính vùng ức chế 
dựa theo phương pháp khuếch tán trong thạch [9]. 5 chủng vi 
khuẩn gây bệnh được dùng trong thử nghiệm gồm: E. coli ATCC 
25922, P. aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis ATCC 29212, S. 
aureus ATCC 29213 (MSSA) và S. aureus đề kháng methicilin 
ATCC 43300 (MRSA). Thử nghiệm với chứng dương cho thấy, 5 
chủng vi khuẩn đều còn nhạy với kháng sinh amikacin với đường 
kính vòng ức chế trên các vi khuẩn thử nghiệm lần lượt là: 22 
mm (E. coli), 26 mm (P. aeruginosa), 9 mm (E. faecalis), 23 mm 
(MSSA) và 16 mm (MRSA). Kết quả trên nằm trong khoảng giới 
hạn kiểm soát chất lượng đối với phương pháp khuếch tán đĩa 
của các chủng vi sinh vật phát triển nhanh trên mẫu chứng dương 
amikacin [10]. Như vậy, các chủng vi sinh vật chuẩn sử dụng phù 
hợp cho thử nghiệm.

(-): không có vòng ức chế.

Hình 8. Hoạt tính kháng khuẩn của dẫn chất (2) trên 5 chủng vi 
khuẩn thử nghiệm.

Trong kết quả thử nghiệm (hình 8), chứng âm (DMSO) không 
thể hiện đường kính vòng ức chế trên cả 5 chủng vi khuẩn thử 
nghiệm. Điều này chứng tỏ kết quả thu được trong thử nghiệm là 
đáng tin cậy. Trong 5 chất được thử nghiệm, chỉ duy nhất dẫn chất 
base Schiff (2) thể hiện đường kính vòng ức chế trên 4 chủng vi 
khuẩn: E. coli, E. faecalis, MSSA và MRSA. Trong đó, đường kính 
vòng ức chế trên chủng E. faecalis là nhỏ nhất ở cả 2 nồng độ thử 
nghiệm (8-9 mm). Kết quả này tương tự với chứng dương amikacin.

Dẫn chất (2) ức chế sự phát triển trên cả chủng vi khuẩn gram 
âm (E. coli) và 3 chủng vi khuẩn gram dương (E. faecalis, MSSA 
và MRSA). Đặc biệt, trên chủng vi khuẩn đề kháng kháng sinh 
MRSA thì dẫn chất (2) không chỉ thể hiện được vòng ức chế mà 
đường kính của vòng này lớn nhất so với trên 3 chủng còn lại. Khi 
tăng lượng chất thử nghiệm (2) lên gấp đôi (từ 150 lên 300 μg) thì 
đường kính của vòng ức chế trên cả 4 chủng cũng tăng lên. Điều 
này có thể sơ bộ nhận định khả năng kháng khuẩn của dẫn chất 
(2) phụ thuộc vào nồng độ. Nồng độ ức chế tối thiểu của chất (2) 
được xác định và trình bày ở bảng 2. Kết quả được so sánh với mẫu 
chứng dương là kháng sinh amikacin.
Bảng 2. Giá trị MIC của chất (2) trên các chủng vi khuẩn thử 
nghiệm.

Chất thử
Giá trị MIC (µg/ml)

E. coli E. faecalis MSSA MRSA

Chất (2) 256 256 256 512

Amikacin 2 256 4 4

Dựa trên hoạt tính kháng khuẩn của dẫn chất (2), có thể khẳng 
định sự kết hợp giữa khung cấu trúc 1,3-benzodioxole và nhóm 
chức base Schiff góp phần vào khả năng ức chế sự phát triển của 
các chủng vi khuẩn thử nghiệm. Điều khá thú vị là hoạt tính kháng 
khuẩn của chất (2) trên 4/5 chủng vi khuẩn thử nghiệm bao gồm 
cả vi khuẩn gram âm và gram dương. Hơn nữa, với khả năng ức 
chế trên cả chủng MRSA, đích tác động dự kiến của chất (2) có 
thể không liên quan cơ chế tác động của các kháng sinh nhóm 
β-lactam.
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3.4. Dự đoán đích tác động của chất (2) trên vi khuẩn

Nhằm dự đoán đích tác động của dẫn chất (2) trên vi khuẩn, 
chúng tôi đã dựa vào hệ thống máy chủ trực tuyến Similarity 
Ensemble Approach (https://sea.bkslab.org/) [13]. Kết quả phân 
tích gợi ý chất (2) có hoạt tính tốt đối với enzyme FabH của E. 
coli. Đây là một enzyme cần thiết để tổng hợp acid béo ở vi khuẩn. 
Thật vậy, một số nghiên cứu về các chất ức chế FabH được công 
bố [14, 15] cho thấy, các một số chất ức chế FabH có cấu trúc khá 
tương đồng với dẫn chất base Schiff (2) trong nghiên cứu này. 
Nghiên cứu được tiếp tục thực hiện bằng việc mô phỏng in silico 
khả năng gắn kết của chất (2) vào một số cấu trúc protein FabH của 
E. coli (PDB-ID: 6X7R) và của S.aureus (PDB-ID: 6KVS) [16] 
bằng phần mềm Autodock Vina 1.1.2. [17]. Kết quả cho thấy, chất 
(2) có khả năng gắn kết trên khoang xúc tác của enzyme FabH trên 
cả 2 chủng vi khuẩn. Kết quả phân tích các tương tác trong khoang 
gắn kết của chất số (2) và enzyme FabH được trình bày ở hình 9 
(FabH của E. coli) và hình 10 (FabH của S. aureus). 

Hình 9. Mô phỏng sự gắn kết của chất (2) vào enzyme FabH của E. 
coli (PDB-ID: 6X7R).

Hình 10. Mô phỏng sự gắn kết của chất (2) vào enzyme FabH của 
S. aureus (PDB-ID: 6KVS).

4. Kết luận

5 dẫn chất mang khung cấu trúc 1,3-benzodioxole kết hợp với 
các nhóm chức hóa học và khung cấu trúc đa dạng khác nhau đã 
được tổng hợp trong nghiên cứu này, 4 chất trong số đó có cấu trúc 
hoàn toàn mới theo tra cứu trên SciFinder. Kết quả khảo sát hoạt 
tính kháng khuẩn cho thấy, chất (2) với cấu trúc kết hợp giữa base 
Schiff và vòng 1,3-benzodioxole cho hoạt tính ở mức trung bình 
trên 4 chủng vi khuẩn bao gồm cả gram âm và gram dương, trong 
đó có chủng vi khuẩn đề kháng kháng sinh MRSA. Nghiên cứu dự 
đoán và mô phỏng tương tác in silico gợi ý về khả năng gắn kết của 
chất (2) đối với enzyme FabH của vi khuẩn. Các kết quả trên tạo 
tiền đề cho các nghiên cứu tiếp theo về nhóm cấu trúc base Schiff 
và 1,3-benzodioxole nhằm phát triển thành thuốc kháng sinh tiềm 
năng.
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1. Đặt vấn đề

Sâm cau là một cây thuốc được phân bố rộng rãi ở Việt Nam, 
Trung Quốc, Ấn Độ, Malaysia, Nhật Bản và Úc [1]. Trong các bài 
thuốc cổ truyền, thân rễ Sâm cau thường dùng để chữa phong thấp, 
lưng lạnh đau, thần kinh suy nhược… [1]. Thành phần hoá học 
chính của thân rễ Sâm cau là các hợp chất phenol glycosid gồm 
OG và CG (A) [2, 3] (hình 1) có các tác dụng sinh học như chống 
loãng xương [2], chống trầm cảm, chống ôxy hoá, tăng cường 
miễn dịch và cải thiện chứng loãng xương ở người già [4]. Ngoài 
ra, cùng với đặc tính sinh thái như dễ trồng, phát triển tốt với điều 
kiện khí hậu tại Việt Nam [1] nên Sâm cau được coi là loại dược 
liệu tiềm năng trong phòng và chữa bệnh trong tương lai. 
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Hình 1. Công thức cấu tạo của OG (A) và CG (B). 
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Hình 1. Công thức cấu tạo của OG (A) và CG (B).

Dược liệu Sâm cau đã được đưa vào chuyên luận Dược điển 
của Trung Quốc, Hồng Kông, Việt Nam [5-7] và đưa mức chỉ tiêu 
chất lượng cho thân rễ Sâm cau dựa vào hàm lượng CG là chất 
điểm chỉ (marker) quan trọng cho định lượng bằng sắc ký lỏng 
hiệu năng cao (HPLC). Tuy nhiên, Dược điển Việt Nam V chỉ có 
chỉ tiêu định lượng về “hàm lượng chất chiết được trong dược 
liệu” [7]. Do đó, việc bổ sung chỉ tiêu hàm lượng bằng phương 
pháp hiện đại HPLC là cần thiết nhằm nâng cao tiêu chuẩn chất 
lượng cho Sâm cau và phù hợp với tiêu chuẩn của nhiều nước 

trên thế giới. Nghiên cứu về thành phần hóa học và hoạt tính sinh 
học của Sâm cau cho thấy, ngoài CG, OG cũng là một thành phần 
chính đáng chú ý [2, 4]. Vì vậy, nghiên cứu này được thực hiện 
với mục tiêu xây dựng quy trình định lượng đồng thời OG và CG 
trong Sâm cau bằng phương pháp UPLC-PDA phục vụ cho việc 
kiểm soát chất lượng và xây dựng tiêu chuẩn dược liệu cũng như 
các chế phẩm từ Sâm cau ở Việt Nam.

2. Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Nguyên liệu

Mẫu thân rễ Sâm cau tươi thu tại Sín Chéng, huyện Si Ma Cai, 
tỉnh Lào Cai vào tháng 3/2021 được rửa sạch, phơi khô, xay và rây 
làm nguyên liệu xây dựng quy trình định lượng. Mẫu được định 
danh thuộc loài Curculigo orchioides bằng cách phân tích trình tự 
gen trnH-psbA và rps16, được thực hiện bởi Trung tâm Khoa học 
và Công nghệ Dược Sài Gòn (Sapharcen) thuộc Đại học Y Dược 
TP Hồ Chí Minh. 5 mẫu Sâm cau khác (thân rễ và rễ) thu hái tại 
Đắk Nông, Sơn La và Lào Cai tại các thời điểm khác nhau từ năm 
2021 đến 2022, được dùng để định lượng so sánh hàm lượng của 
OG và CG theo quy trình đã xây dựng. Các mẫu được lưu tại Bộ 
môn Dược liệu, Khoa Dược, Đại học Y Dược TP Hồ Chí Minh. 

2.2. Các dung môi, hóa chất, thiết bị 

Chất chuẩn gồm OG (98,57%, HPLC) và CG (99,02%, HPLC) 
được cung cấp bởi Khoa Dược, Đại học Y Dược TP Hồ Chí Minh. 
Các dung môi đạt tiêu chuẩn dùng cho HPLC gồm methanol 
(Scharlau, Tây Ban Nha), acid trifluoroacetic - TFA (Scharlau, Tây 

Xây dựng quy trình định lượng đồng thời 2 hợp chất phenol orcinol glucoside 
và curculigoside trong Sâm cau (Curculigo orchioides) bằng UPLC-PDA

Nguyễn Thị Ánh Nguyệt1*, Nguyễn Huỳnh Thanh Tuyền1, Lê Văn Huấn2, Trần Thị Vân Anh1

1Khoa Dược, Đại học Y Dược TP Hồ Chí Minh, 141 Đinh Tiên Hoàng, phường Bến Nghé, quận 1, TP Hồ Chí Minh, Việt Nam
2Khoa Dược, Trường Đại học Bình Dương, 504 đại lộ Bình Dương, phường Hiệp Thành, TP Thủ Dầu Một, tỉnh Bình Dương, Việt Nam

Ngày nhận bài 14/2/2023; ngày chuyển phản biện 17/2/2023; ngày nhận phản biện 6/3/2023; ngày chấp nhận đăng 10/3/2023

Tóm tắt:

Ở Việt Nam, thân rễ Sâm cau (Rhizoma curculiginis) được dùng chữa ho, liệt dương, tử cung lạnh... Các hợp chất phenol tìm thấy 
trong Sâm cau được xem là thành phần có tác dụng chữa bệnh, tuy nhiên chuyên luận Sâm cau trong Dược điển Việt Nam hiện nay 
chưa có chỉ tiêu định lượng các thành phần phenol chính. Do đó, nghiên cứu này được thực hiện với mục tiêu xây dựng quy trình định 
lượng đồng thời 2 hợp chất phenol orcinol glucoside (OG) và curculigoside (CG) trong Sâm cau bằng UPLC-PDA nhằm phục vụ việc 
tiêu chuẩn hóa dược liệu. Quy trình định lượng đồng thời OG và CG được thực hiện trên hệ thống Acquity UPLC-PDA (Waters), cột 
InfinityLab Poroshell 120 CS-C18 (3,0x150 mm, 2,7 µm). Quy trình định lượng được đánh giá theo hướng dẫn của Hội nghị quốc tế 
về hài hòa các thủ tục đăng ký dược phẩm sử dụng cho con người (ICH). Quy trình định lượng OG và CG đạt các yêu cầu về tính tương 
thích hệ thống, tính đặc hiệu, khoảng tuyến tính (R2>0,999), độ lặp lại trong ngày và liên ngày (RSD<2,0%), độ đúng của phương 
pháp có tỷ lệ phục hồi OG là 97,08-103,60% và CG là 100,28-111,25. 6 mẫu Sâm cau thu tại Sơn La, Lào Cai, Đắk Nông có hàm lượng 
OG và CG phụ thuộc vào vùng trồng và thời gian thu hái với OG là 0,36-1,301% và CG 0,041-0,123%. 

Từ khoá: curculigoside, orcinol glucoside, sắc ký lỏng hiệu suất cao, Sâm cau.

Chỉ số phân loại: 3.4
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Ban Nha), acetonitril - ACN (Merck, Đức) và acid formic - FA (J.T. 
Baker, Mỹ), nước cất 2 lần. Quy trình định lượng được xây dựng 
trên hệ thống Acquity UPLC-PDA (Waters) và cột InfinityLab 
Poroshell 120 CS-C18 (3,0×150 mm, 2,7 µm). 

2.3. Phương pháp nghiên cứu

Khảo sát điều kiện sắc ký UPLC: Khảo sát bước sóng phát 
hiện được thực hiện trên mẫu chuẩn OG (200 µg/ml) và CG (200 
µg/ml) pha trong ethanol 70%. Mẫu thử (2 g bột dược liệu/50 ml 
ethanol 70%) được khảo sát về điều kiện phân tách các pic định 
lượng trên hệ thống UPLC với thành phần pha động gồm các loại 
acid như FA, TFA và tỷ lệ của các acid với CAN, tốc độ dòng và 

chương trình dung môi sao cho pic OG và CG đạt yêu cầu về các 
thông số sắc ký (%RSD của thời gian lưu và diện tích pic, hệ số bất 
đối xứng và độ phân giải).

Khảo sát quy trình chiết xuất dược liệu: Sử dụng phương pháp 
UPLC để khảo sát điều kiện chiết xuất mẫu thử (40 mg/ml trong 
ethanol 70%), bao gồm phương pháp chiết xuất (đun hồi lưu và 
siêu âm), dung môi (methanol 100 và 70%, ethanol 96, 70 và 
50%), thời gian (15, 30, 45, 60, 75 và 90 phút), số lần chiết xuất 
dược liệu (1, 2 và 3 lần) với thể tích dung môi chiết (10, 20 và 25 
ml) để thu được hàm lượng của OG và CG đạt hiệu suất cao dựa 
trên việc so sánh diện tích đỉnh của các pic định lượng ở các điều 
kiện chiết xuất khác nhau trong cùng điều kiện phân tích.

Quy trình định lượng đồng thời OG và CG trong Sâm cau: 

- Mẫu chuẩn: Cân chính xác khoảng 10 mg chuẩn vào bình 
định mức 10 ml, thêm ethanol 70%, siêu âm và bổ sung dung môi 
đến vạch để được 2 dung dịch chuẩn gốc (OG và CG) có nồng độ 
là 1 mg/ml. Từ các dung dịch này, pha dãy hỗn hợp chuẩn gồm 6 
nồng độ có thành phần gồm OG (10, 50, 125, 250, 500 và 1000 
µg/ml) và CG (5, 10, 50, 125, 250 và 500 µg/ml). Các dung dịch 
chuẩn này được lọc qua màng lọc PTFE 0,22 µm.

- Mẫu thử: Cân chính xác khoảng 1,0 g bột dược liệu, thêm 
chính xác 20 ml ethanol 70%, đun hồi lưu trong 60 phút ở 95oC, để 
nguội và lọc qua bông vào bình định mức 25 ml. Tiếp tục chiết lần 
2 với 5 ml dung môi ethanol 70% trong 30 phút ở cùng điều kiện 
như chiết lần 1, lọc qua gòn, rửa bã dược liệu và bông gòn sau khi 
lọc. Bổ sung ethanol 70% vừa đủ 25 ml trong bình định mức, lắc 
đều, lọc qua màng lọc 0,22 μm. 

 Điều kiện UPLC: Máy Acquity UPLC-PDA (Waters), đầu dò 
PDA, cột sắc ký InfinityLab Poroshell 120 CS-C18 (3,0×150 mm, 
2,7 µm), bước sóng phát hiện 220 nm (OG) và 283 nm (CG). Pha 
động gồm TFA 0,05% (A) và ACN (B). Chương trình dung môi 
gồm: 8-12% B (1 phút), 12-15% B (8 phút), 15-25% B (4 phút), 
25-46% B (9 phút), 46-70% B (1 phút) (tổng 20 phút). Nhiệt độ cột 
25oC, tốc độ dòng 0,3 ml/phút, thể tích tiêm mẫu 3 µl.

Xác định hàm lượng (%) OG và CG: Tính hàm lượng của OG 
và CG trong dược liệu dựa vào diện tích pic của các hợp chất này 
trên sắc ký đồ của dung dịch thử, đường chuẩn đã lập của các 
chuẩn tương ứng của chúng. Cụ thể, hàm lượng của OG và CG 
được tính toán theo công thức sau:
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trong đó: St là diện tích pic của OG và CG trong mẫu thử (μV×s); a là hệ số 

phương trình hồi quy đường tuyến tính của chuẩn; p là độ tinh khiết của chất 

chuẩn %; m là khối lượng cân của mẫu thử đã trừ độ ẩm (mg). 

Đánh giá quy trình định lượng: Quy trình định lượng đã khảo sát được đánh 

giá theo hướng dẫn của ICH [8], bao gồm tính phù hợp hệ thống, tính chọn lọc, 

khoảng tuyến tính, giới hạn phát hiện (LOD), giới hạn định lượng (LOQ), độ lặp 

lại trong ngày, độ chính xác trung gian và độ đúng. 

Định lượng OG và CG trong các mẫu thử: Ứng dụng quy trình định lượng 

đã xây dựng để so sánh hàm lượng của OG và CG trong 6 mẫu Sâm cau. Các kết 

quả hàm lượng được hiển thị bằng hàm lượng (%) trung bình (TB±SD) và được 
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Khảo sát điều kiện sắc ký 

Kết quả khảo sát phổ UV của mẫu chuẩn pha trong methanol cho thấy, các 
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X% = St
a   ×   25

m ×  p × 100 

 

 

trong đó St là diện tích pic của OG và CG trong mẫu thử (μV×s); a 
là hệ số phương trình hồi quy đường tuyến tính của chuẩn; p là độ 
tinh khiết của chất chuẩn %; m là khối lượng cân của mẫu thử đã 
trừ độ ẩm (mg).

Đánh giá quy trình định lượng: Quy trình định lượng đã khảo 
sát được đánh giá theo hướng dẫn của ICH [8], bao gồm tính phù 
hợp hệ thống, tính chọn lọc, khoảng tuyến tính, giới hạn phát hiện 
(LOD), giới hạn định lượng (LOQ), độ lặp lại trong ngày, độ chính 
xác trung gian và độ đúng.
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Abstract:

In Vietnam, the rhizomes of Curculigo orchioides have been 
traditionally used for the treatment of cough, impotence, cold uterus, 
etc. The phenolic compounds were determined as active constituents 
of C. orchioides; however, there is no quantitative criterion for these 
compounds in C. orchioides in the Vietnamese Pharmacopoeia. 
Therefore, this study aimed to develop a simultaneous quantification 
method for orcinol glucoside (OG) and curculigoside (CG) by UPLC-
PDA system, required for the standardisation of C. orchioides rhizome. 
The simultaneous quantification of OG and CG was performed on the 
Acquity UPLC-PDA (Waters) system, InfinityLab Poroshell 120 CS-
C18 (3,0×150 mm, 2.7 µm). The method was evaluated according to The 
International Council for Harmonisation of Technical Requirements 
for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) guidelines. The quantitative 
analysis of OG and CG met all validation requirements, including 
system suitability, specificity, linearity (R2>0.999), inter-day and intra-
day precisions (RSD<2.0%), accuracy with OG and CG recovery 
rate of 97.08-103.60 and 100.28-111.25, respectively. The contents of 
OG and CG in 6 samples of Rhizoma curculiginis collected in Son 
La, Lao Cai, and Dak Nong varied according to the growing region 
and harvest time with the yield of OG and CG 0.36-1.301 and 0.041-
0.123%, respectively.

Keywords: Curculigo orchioides, curculigoside, orcinol glucoside, Ultra 
performance liquid chromatography.
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Định lượng OG và CG trong các mẫu thử: Ứng dụng quy trình 
định lượng đã xây dựng để so sánh hàm lượng của OG và CG trong 
6 mẫu Sâm cau. Các kết quả hàm lượng được hiển thị bằng hàm 
lượng (%) trung bình (TB±SD) và được phân tích thống kê bằng 
phương pháp One-Way ANOVA và phép kiểm định Tukey bằng 
phần mềm Minitab 19. Sự khác biệt giữa các giá trị trung bình 
được xem là có ý nghĩa thống kê khi p<0,05 với độ tin cậy 95%.

3. Kết quả

3.1. Khảo sát điều kiện sắc ký

Kết quả khảo sát phổ UV của mẫu chuẩn pha trong methanol 
cho thấy, các đỉnh hấp thu cực đại (λmax) tại các bước sóng lần lượt 
là 202,2, 220,1 và 270,8 nm (OG); 199,9 và 282,7 nm (CG). Do 
đó, chọn bước sóng định lượng là 220 nm (OG) và 283 nm (CG) 
vì các đỉnh hấp thu này có tín hiệu ổn định, độ nhạy cao và ít bị 
ảnh hưởng bởi đường nền. Pha động phù hợp được lựa chọn để 
phân tích mẫu thử gồm TFA 0,05% (A) và ACN (B). Chương trình 
dung môi gồm: 8-12% B (1 phút), 12-15% B (8 phút), 15-25% B 
(4 phút), 25-46% B (9 phút), 46-70% B (1 phút) (tổng 20 phút). 
Nhiệt độ cột 25oC, tốc độ dòng 0,3 ml/phút, thể tích tiêm mẫu 3 µl. 
Điều kiện sắc ký đã lựa chọn (hình 2) để định lượng đồng thời OG 
và CG cho thấy các pic cần định lượng tách hoàn toàn với các tạp 
kế cận và đạt các thông số sắc ký.
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3.2. Khảo sát quy trình xử lý mẫu thử

Kết quả khảo sát ở hình 3 cho thấy, phương pháp chiết hồi lưu 
có ưu thế hơn phương pháp siêu âm. Về khảo sát dung môi chiết 
xuất mẫu thử, dung môi EtOH 70% thể hiện hiệu quả chiết xuất 
OG và CG cao nhất. Về khảo sát thời gian chiết, diện tích đỉnh OG 
và CG trong thời gian đun hồi lưu 75 và 90 phút cao hơn đáng kể 
so với các thời gian khác, tuy nhiên giữa thời gian đun 75 và 90 
phút không có sự khác biệt nhiều. Do đó, chọn thời gian đun 90 
phút nhằm đảm bảo chiết kiệt hoạt chất cần định lượng. Về khảo 
sát số lần chiết và tỷ lệ dung môi chiết xuất, các chất chiết được 
trên 92% ở lần chiết đầu tiên và đạt trên 98% ở lần chiết thứ 2 
(bảng 1). Do đó, chọn cách chiết liên tục 2 lần để đảm bảo chiết 
kiệt hoạt chất cần định lượng. Đối với tỷ lệ thể tích, dung môi 25 
ml đạt hiệu suất chiết cao hơn so với các tỷ lệ thể tích còn lại.
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Bảng 1. Kết quả khảo sát thể tích dung môi và số lần chiết xuất 
mẫu thử.

Số lần chiết

Thể tích dung môi chiết

10 ml 20 ml 25 ml

OG CG OG CG OG CG

L1 92,80% 93,22% 95,72% 95,94% 96,96% 97,32%

L2 5,86% 5,63% 3,64% 3,59% 2,41% 2,25%

L3 1,34% 1,15% 0,64% 0,47% 0,63% 0,43%

L1+L2 98,66% 98,85% 99,36% 99,53% 99,37% 99,57%

3.3. Đánh giá quy trình định lượng theo ICH

Khảo sát tính phù hợp hệ thống: 6 lần tiêm liên tiếp mẫu thử 
Sâm cau (40 mg/ml) pha trong ethanol 70% có kết quả độ lệch chuẩn 
tương đối (RSD %) của các thông số sắc ký như diện tích pic, thời 
gian lưu không quá 2%, độ phân giải, hệ số bất đối, số đĩa lý thuyết 
đều đạt yêu cầu phân tích. Do đó, quy trình định lượng đạt tính phù 
hợp hệ thống (bảng 2).

Hình 2. Sắc ký đồ UPLC-PDA của mẫu thử ở các bước sóng: (A) 
220 nm, (B) 283 nm và (C) mẫu chuẩn.
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Bảng 2. Tính phù hợp hệ thống của quy trình định lượng OG và 
CG (n=6).

tR (phút) (RSD %) S (μV × s) (RSD %) a Rs As N

OG 6,3 (0,4) 3365744 (0,2) 1,97 0,99 11071

CG 18,1 (0,2) 188846,5 (0,6) 1,83 1,01 277370

Yêu cầu RSD≤2 RSD≤2 Rs>1,5 0,8≤As≤1,5 ≥2000
a: độ phân giải của pic định lượng so với pic liền trước; tR: thời gian lưu; 
S: diện tích đỉnh; Rs: độ phân giải; As: hệ số bất đối xứng; N: số đĩa 
lý thuyết.

Tính đặc hiệu: Phân tích 4 mẫu gồm mẫu trắng (ethanol 
70%), mẫu thử, mẫu chuẩn (OG và CG có nồng độ 200 µg/ml 
trong ethanol 70%) và mẫu thử thêm chuẩn. Kết quả khảo sát 
tính đặc hiệu cho thấy, mẫu trắng không có pic của các chất 
cần định lượng, phổ UV và thời gian lưu (tR) của OG (6,3 phút) 
và CG (18,1 phút) trong mẫu thử, mẫu chuẩn và mẫu thử thêm 
chuẩn tương đương nhau. Khi thêm chuẩn vào mẫu thử, chiều 
cao và diện tích pic của OG và CG trong mẫu thử tăng cao hơn 
so với trước khi thêm chuẩn.

Khoảng tuyến tính, LOD và LOQ: Kết quả bảng 3 cho thấy, 
quy trình định lượng đối với OG và CG có khoảng áp dụng 
tương đối rộng, với hàm lượng trong khoảng tuyến tính của OG 
(10-1000 µg/ml, R2=0,999) và CG (5-500 µg/ml, R2=0,9991). 
Giá trị LOD của OG và CG tại nồng độ lần lượt là 10 và 5 μg/ml 
ghi nhận tín hiệu của S/N (H tín hiệu/h nhiễu) đạt khoảng 2-3 
(trong đó, H là chiều cao pic OG hoặc CG; h là chiều cao tín 
hiệu nhiễu nền lớn nhất). Giá trị LOQ là 0,83 µg/ml (OG) và 
1,67 µg/ml (CG) được suy ra từ LOD (LOQ=3,3×LOD) [8].
Bảng 3. Đường tuyến tính, LOD, LOQ của OG và CG của quy trình 
định lượng.

Hợp chất Phương trình hồi quya R2 Khoảng áp dụng (μg/ml) LOD (μg/ml) LOQ (μg/ml)

OG y=15853x+241632 0,9990 10-1000 0,25 0,83

CG y=5357,9x+544,09 0,9991 5-500 0,5 1,67
a: phương trình hồi quy có tính tương thích (F>F0,05).

Độ chính xác và độ đúng: Kết quả ở bảng 4 và 5 cho thấy, 
quy trình định lượng OG và CG trong Sâm cau đã xây dựng có 
độ lặp lại cao, trong đó độ lặp lại trong ngày của 6 mẫu thử được 
phân tích trong cùng một ngày có RSD của OG và CG đạt 0,52-
1,41% và RSD của 12 mẫu thử được phân tích ở hai ngày khác 
nhau là 1,3-1,7%. Độ đúng của phương pháp có tỷ lệ phục hồi 
của OG là 97,08-103,60% (RSD=0,41-1,85%) và CG là 100,28-
111,25 (RSD=0,98-1,70%). 
Bảng 4. Độ chính xác của quy trình định lượng OG và CG.

Hợp chất ±SD (n=6) (mg/g) Hàm lượng (%)
Độ chính xác

RSD % (n=6)a      RSD % (n=12)b         

OG 6,10±0,03 0,610±0,003 0,52 1,30

CG 0,95±0,01 0,095±0,001 1,41 1,70

trong đó: a: độ lặp lại trong ngày, b:  độ chính xác trung gian.     

Bảng 5. Độ đúng của quy trình định lượng OG và CG.

Hợp chất OG CG

Tỷ lệ thêm vào 10% 20% 30% 30% 60% 90%

Độ phục hồi 96,3-98,4 99,7-100,5 102,2-105,8 98,9-101,3 106,0-108,0 109,1-112,5

Trung bình 97,08 100,01 103,60 100,28 107,18 111,25

RSD % 1,18 0,41 1,85 1,25 0,98 1,70

3.4. Kết quả định lượng OG và CG trong 6 mẫu Sâm cau

Kết quả bảng 6 và hình 4 cho thấy, các mẫu dược liệu Sâm 
cau ở các địa phương khác nhau có sự chênh lệch hàm lượng 
OG và CG. Kết quả định lượng 6 mẫu cho thấy, thân rễ Sâm cau 
thu hái tại Sơn La (mẫu D) có hàm lượng OG cao nhất (1,301%) 
nhưng hàm lượng CG lại thấp nhất. Trong khi mẫu rễ thu hái 
tại Đắk Nông (mẫu F) chứa hàm lượng CG cao nhất (0,703%) 
nhưng lại không phát hiện được OG ở điều kiện phân tích. Mẫu 
E (thân rễ, Đắk Nông) chứa cả 2 hợp chất này tương đối cao với 
OG (0,903%) và CG (0,123%). Cả 3 mẫu A, B và C (thân rễ) 
trồng tại Lào Cai đều có chứa hàm lượng OG và CG ở mức độ 
trung bình với OG là 0,36-0,773% và CG 0,061-0,107%. 
Bảng 6. Hàm lượng của OG và CG trong 6 mẫu Sâm cau (TB±SD%, 
n=3).

Mẫu Nơi trồng Thu hái OG (%) CG (%)

A Lào Caia 3/2021 0,360±0,03e 0,061±0,001m

B Lào Caia 10/2021 0,773±0,008c 0,107±0,000h

C Lào Caia 3/2022 0,555±0,002d 0,092±0,001i

D Sơn Laa 5/2022 1,301±0,024a 0,041±0,000k

E Đắk Nônga 5/2022 0,903±0,011b 0,123±0,002g

F Đắk Nôngb 6/2022 n.d 0,703±0,007f

n.d: non-detected = không thể phát hiện; a: thân rễ; b: rễ con. Các giá 
trị có ký tự theo sau khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống 
kê (Tukey, p<0,05).
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4. Bàn luận

OG và CG thường được xem là chất chỉ điểm quan trọng của 
dược liệu Sâm cau. Do đó, quy trình định lượng OG và CG bằng 
HPLC [9, 10] hoặc UHPLC [3] cũng đã được xây dựng. Dược 
điển Trung Quốc [5] và Hồng Kông [6] chỉ yêu cầu kiểm nghiệm 
hàm lượng CG trong thân rễ Sâm cau. Tuy nhiên, trong đa số 
các tài liệu đã công bố đều cho thấy pic của OG xuất hiện khá 
cao và là pic chính trên sắc ký đồ HPLC/UHPLC phân tích dịch 
chiết thân rễ Sâm cau ở bước sóng 220 nm [9, 10]. Hàm lượng 
của OG thường cao hơn so với CG ở các mẫu Sâm cau trồng tại 
Trung Quốc [10] và Việt Nam [9]. Chính vì vậy, việc xây dựng 
quy trình định lượng đồng thời cả 2 hợp chất phenol glycosid 
này (OG và CG) nhằm phục vụ cho việc tiêu chuẩn hóa dược 
liệu Sâm cau là các nghiên cứu thiết thực hiện nay. 

Về điều kiện sắc ký, nghiên cứu đã lựa chọn phương pháp 
UPLC để xây dựng quy trình định lượng vì có nhiều ưu điểm 
hơn so với HPLC như tiết kiệm về dung môi, thời gian phân tích 
cũng như là hiệu quả phân tách tốt hơn. Quy trình định lượng 
OG và CG bằng HPLC của Dược điển Trung Quốc và Hồng 
Kông có thời gian phân tích 35-60 phút [5, 6]. Tuy nhiên, quy 
trình định lượng của nghiên cứu này được thực hiện trên cột 
C18 (cỡ hạt là 2,7 µm) có thời gian phân tích khá ngắn (20 phút) 
nhưng các pic định lượng vẫn đạt các yêu cầu phân tích theo 
ICH. Bước sóng phát hiện của OG là 220 nm và CG là 283 nm 
trong ethanol 70% cũng phù hợp với Dược điển Trung Quốc và 
Hồng Kông phát hiện OG và CG ở các bước sóng tương ứng là 
220 và 285 nm trong methanol [5, 6].

Về khảo sát quy trình chuẩn bị mẫu thử, trong số các quy 
trình định lượng đã công bố, ngoại trừ nghiên cứu của Q. Bian 
và cs (2013) [10], đa phần các nghiên cứu khác đều không khảo 
sát điều kiện chiết xuất (phương pháp chiết xuất, dung môi, nhiệt 
độ, thời gian) để đạt được hiệu suất chiết OG hoặc CG là tối ưu. 
Kết quả khảo sát của chúng tôi cho thấy, phương pháp đun hồi 
lưu và dung môi ethanol 70% là lựa chọn tối ưu để chiết xuất 
đồng thời OG và CG trong thân rễ Sâm cau, phù hợp với đa số 
các nghiên cứu đã công bố. Bên cạnh đó, các quy trình định 
lượng OG và CG trong thân rễ Sâm cau đã công bố đều thực 
hiện trên khối lượng mẫu thử khá lớn (2-5 g) do hàm lượng CG 
tương đối thấp. Quy trình định lượng của nghiên cứu này thực 
hiện trên khối lượng mẫu là 1,0 g nhưng vẫn đảm bảo đạt các 
yêu cầu về thẩm định theo ICH. Về thời gian chiết xuất mẫu thử 
cũng có sự khác biệt giữa các quy trình đã công bố với thời gian 
đun hồi lưu là 60 phút [6] và 120 phút [10]. Kết quả nghiên cứu 
của Q. Bian và cs (2013) [10] đã cho thấy tổng thời gian chiết 
xuất ở 120 phút có thể chiết được OG và CG là tốt nhất. Nghiên 
cứu này cũng đã khảo sát động học về thời gian chiết xuất cho 
thấy hàm lượng của OG và CG tăng dần ở thời gian đun hồi lưu 
từ 15 đến 90 phút. Tuy nhiên, hàm lượng của các hợp chất này 
tăng không nhiều ở thời điểm từ 75 phút trở đi do hàm lượng các 

chất đã được bão hòa trong dung môi. Do vậy, đề tài đã chọn thời 
gian đun là 90 phút (trên 1,0 g mẫu thử) vẫn đảm bảo chiết được 
các chất định lượng OG và CG là tối ưu. Bên cạnh đó, đề tài còn 
khảo sát tỷ lệ dung môi và số lần chiết xuất mẫu thử để đảm bảo 
chiết kiệt các hợp chất cần định lượng.

Về kết quả định lượng OG và CG trong 6 mẫu Sâm cau, 
chỉ tiêu hàm lượng của CG (HPLC-PDA) được quy định không 
được dưới 0,1% (Dược điển Hồng Kông [6]) và 0,08% (Dược 
điển Trung Quốc [5]), Dược điển Việt Nam chưa có chỉ tiêu về 
hàm lượng của CG hay OG. Kết quả định lượng 6 mẫu Sâm cau 
thu hái tại Tây Nguyên (Đắk Nông) và miền Bắc (Sơn La, Lào 
Cai) có hàm lượng OG là 0,360-1,301% và CG 0,04-0,123%. 
Như vậy, trong số các mẫu Sâm cau định lượng có 4 mẫu đạt chỉ 
tiêu hàm lượng của CG theo Dược điển Hồng Kông và Trung 
Quốc với hàm lượng của CG là 0,092-0,123% và chỉ có 2 mẫu 
gồm mẫu A (Lào Cai, 3/2021) và mẫu D (Sơn La, 5/2022) có 
hàm lượng CG khá thấp (0,04-0,06%) và điều này còn phụ thuộc 
vào thời gian thu hái mẫu, vì các mẫu ở Lào Cai thu hái vào các 
thời điểm khác (10/2021 và 3/2022) đều có hàm lượng CG cao 
hơn (0,092-0,107%). Kết quả định lượng hàm lượng của OG và 
CG trong thân rễ Sâm cau của nghiên cứu này cũng phù hợp với 
kết quả của N.T.H. Ly và cs (2019) [9] đã định lượng trên các 
mẫu Sâm cau thu hái tại 10 tỉnh của Việt Nam với hàm lượng OG 
là 0,14-1,10% và CG 0,09-0,48%. Về hàm lượng của OG và CG 
so với các mẫu Sâm cau tại Trung Quốc, công bố của Q. Bian và 
cs (2019) [10] cho thấy hàm lượng của OG là 0,143-1,158% và 
CG >0,174%. Kết quả của chúng tôi và nghiên cứu của N.T.H. 
Ly và cs (2019) [9] đều cho thấy hàm lượng OG trong các mẫu 
Sâm cau của Việt Nam cũng tương đương với các mẫu được 
trồng tại Trung Quốc. Trong khi đó, hàm lượng của CG trong các 
mẫu Sâm cau trồng tại Việt Nam hơi thấp hơn so với các mẫu tại 
Trung Quốc. Tuy nhiên, điều đáng chú ý là mẫu F (Đắk Nông, 
6/2022) có bộ phận dùng là rễ cho thấy hàm lượng của CG cao 
hơn đáng kể so với trong thân rễ, nhưng ngược lại hàm lượng 
của OG không phát hiện được (hình 4). Rễ có thể là nguyên liệu 
tiềm năng giàu hợp chất CG, tuy nhiên cần phải có khảo sát thêm 
ở nhiều mẫu rễ khác của Sâm cau.

5. Kết luận

Quy trình định lượng đồng thời OG và CG trong thân rễ 
Sâm cau bằng UPLC-PDA được xây dựng có thời gian phân 
tích ngắn cùng với quy trình xử lý mẫu thử cũng đã được khảo 
sát nhằm đảm bảo kết quả định lượng chính xác hàm lượng 
của OG và CG trong Sâm cau. Bên cạnh đó, quy trình định 
lượng đạt tất cả các yêu cầu theo hướng dẫn thẩm định của 
ICH về tính tương thích hệ thống, tính tuyến tính (R2>0,999) 
trong khoảng áp dụng của OG (10-1000 µg/ml) và CG (5-
500 µg/ml), độ đặc hiệu, độ lặp lại và độ chính xác trung gian 
(RSD<2,0%), độ đúng của phương pháp có tỷ lệ phục hồi OG là 
97,08-103,60% và CG là 100,28-111,25. Ngoài ra, quy trình định 
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lượng cũng đã được ứng dụng để so sánh hàm lượng của 2 hợp 
chất phenol glycosid này trong 6 mẫu Sâm cau thu tại Sơn La, 
Lào Cai, Đắk Nông. Hàm lượng OG và CG trong các mẫu Sâm 
cau phụ thuộc vào vùng trồng và thời gian thu hái với OG là 
0,36-1,301% và CG 0,041-0,123%.
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1. Đặt vấn đề 

NMCT cấp là bệnh cảnh nội khoa cần được can thiệp cấp 
cứu, đứng đầu trong các nguyên nhân gây tử vong và gánh 
nặng toàn cầu. Có tới 20% các bệnh nhân HCVC không có 
các biến đổi tức thời và rõ ràng trên điện tâm đồ. Việc xác 
định chính xác và nhanh chóng các bệnh nhân NMCT cấp 
là rất quan trọng để cứu sống và tránh các thủ tục không cần 
thiết, thời gian nằm viện kéo dài và quá tải ở khoa cấp cứu, 
giảm sự lo lắng của bệnh nhân và chi phí chăm sóc sức khỏe 
liên quan. 

Trên thế giới, có nhiều loại xét nghiệm Troponin siêu 
nhạy đã và đang được đưa vào sử dụng trong hỗ trợ chẩn 
đoán sớm NMCT cấp và có nhiều nghiên cứu về vấn đề 
này. Tại Việt Nam, đã có một số nghiên cứu về giá trị chẩn 
đoán của Troponin T siêu nhạy, tuy nhiên, nghiên cứu về 
giá trị chẩn đoán của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy trong 
HCVC chưa được triển khai. Bên cạnh đó, để đảm bảo chất 
lượng xét nghiệm theo tiêu chuẩn ISO 15189:2012 về đảm 
bảo chất lượng và năng lực của các phòng thí nghiệm y tế 
và Quyết định số 2429/QĐ-BYT ngày 12/06/2017 của Bộ 
Y tế về ban hành tiêu chí đánh giá mức chất lượng phòng 
xét nghiệm y học, trước khi triển khai một xét nghiệm mới 
tại bệnh viện, cần thực hiện xác nhận giá trị sử dụng của 
phương pháp xét nghiệm. Vì vậy, nghiên cứu được tiến hành 

nhằm hai mục tiêu: xác nhận giá trị sử dụng phương pháp 
xét nghiệm Troponin I siêu nhạy trên hệ thống Atellica IM 
1600 và đánh giá giá trị chẩn đoán HCVC của xét nghiệm 
Troponin I siêu nhạy.

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

2.1. Đối tượng

Đối tượng nghiên cứu mục tiêu 1: Toàn bộ các kết quả 
xét nghiệm phân tích theo hướng dẫn xác nhận phương pháp 
tại Khoa Xét nghiệm, Bệnh viện Đại học Y Hà Nội.

Vật liệu nghiên cứu: Mẫu QC: Biorad liquichek 
cardiac troponins control, mẫu calibration: Atellica TNIH 
Calibrator.

Đối tượng nghiên cứu mục tiêu 2: Bệnh nhân có triệu 
chứng nghi ngờ NMCT cấp đến khám và điều trị tại Bệnh 
viện Đa khoa Thái Bình, Bệnh viện Tim Hà Nội trong thời 
gian từ tháng 7/2021 đến tháng 8/2022.

Tiêu chuẩn loại trừ: Bệnh nhân không được chụp mạch 
vành chẩn đoán xác định, Bệnh nhân mới có NMCT trong 
vòng 30 ngày, Bệnh nhân thực hiện các thủ thuật trong 
buồng tim, mang máy tạo nhịp, bệnh nhân suy thận nặng, 
bệnh nhân chấn thương ngực, bệnh nhân không đồng ý tham 
gia nghiên cứu.

Giá trị chẩn đoán sớm nhồi máu cơ tim cấp 
của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy trên hệ thống Atellica

Nguyễn Thị Ngọc Lan1*, Phan Thị Thu Hương2 
1Trường Đại học Y Hà Nội, 1 Tôn Thất Tùng, phường Trung Tự, quận Ðống Ða, Hà Nội, Việt Nam

2Bệnh viện Đa khoa Thái Bình, 530 Lý Bôn, phường Quang Trung, TP Thái Bình, tỉnh Thái Bình, Viêt Nam

Ngày nhận bài 26/9/2022; ngày chuyển phản biện 29/9/2022; ngày nhận phản biện 21/10/2022; ngày chấp nhận đăng 25/10/2022

Tóm tắt:

Các xét nghiệm đóng vai trò quan trọng trong chẩn đoán nhồi máu cơ tim (NMCT) cấp, giúp bác sỹ lâm sàng có thể ra 
quyết định sớm trên bệnh nhân nghi ngờ NMCT. Từ đó, tăng hiệu quả điều trị, giảm tỷ lệ biến chứng sau NMCT cũng 
như tăng tỷ lệ sống sót của bệnh nhân NMCT. Troponin là một thành phần trong phức hợp co cơ, đã được sử dụng là dấu 
hiệu chẩn đoán NMCT trên thực hành lâm sàng với các loại Troponin T và Troponin I siêu nhạy. Tại Bệnh viện Đại học 
Y Hà Nội, trước khi triển khai xét nghiệm Troponin I siêu nhạy đã tiến hành xác nhận giá trị sử dụng nhằm so sánh hiệu 
năng của phương pháp mà phòng xét nghiệm khảo sát được với các công bố của nhà sản xuất và đặc biệt khảo sát giá trị 
chẩn đoán hội chứng vành cấp (HCVC) của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy. Kết quả xác nhận giá trị sử dụng của phương 
pháp xét nghiệm Troponin I siêu nhạy trên hệ thống Atellica đều đáp ứng được các tiêu chuẩn của Viện Tiêu chuẩn Phòng 
thí nghiệm và Lâm sàng Hoa Kỳ CLSI và nhà sản xuất công bố. Độ nhạy, độ đặc hiệu và diện tích dưới đường cong (AUC) 
của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy tương ứng là 90,2, 78,7 và 0,881%. Như vậy, đặc tính kỹ thuật của phương pháp xét 
nghiệm Troponin I siêu nhạy trên hệ thống Atellica về độ chụm, độ đúng, khoảng tuyến tính, giới hạn phát hiện (LoD), giới 
hạn định lượng (LoQ) đáp ứng được các tiêu chuẩn của CLSI và nhà sản xuất công bố. Nghiên cứu đã chứng minh được 
hiệu quả của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy trên hệ thống Atellica trong chẩn đoán và tiên lượng NMCT cấp.

Từ khóa: giá trị chẩn đoán, nhồi máu cơ tim, Troponin I siêu nhạy.

Chỉ số phân loại: 3.5
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2.2. Phương pháp nghiên cứu

Thiết kế nghiên cứu: Nghiên cứu mô tả cắt ngang.

Cỡ mẫu nghiên cứu: Áp dụng công thức tính cỡ mẫu 
theo độ đặc hiệu cho nghiên cứu về chẩn đoán. Theo một 
kết quả phân tích gộp độ đặc hiệu tổng hợp của xét nghiệm 
Troponin I siêu nhạy của Siemens là 95,9%. Tỷ lệ NMCT 
theo thống kê của Hiệp hội Tim mạch Hoa Kỳ năm 2020 là 
3,0%.

4 
 

buồng tim, mang máy tạo nhịp, bệnh nhân suy thận nặng, bệnh nhân chấn thương ngực, 

bệnh nhân không đồng ý tham gia nghiên cứu. 
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𝑍𝑍1−𝛼𝛼

2
2  𝑥𝑥 𝑝𝑝𝑠𝑠𝑠𝑠𝑥𝑥(1−𝑝𝑝𝑠𝑠𝑠𝑠)

𝑤𝑤2 (1−𝑝𝑝𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑)    =  1.962𝑥𝑥0.959𝑥𝑥0.041
0.052(1−0.03)  = 63 

trong đó: nsp: cỡ mẫu tối thiểu tính theo độ đặc hiệu, chọn mức ý nghĩa thống kế α=0,05, 

𝑍𝑍1−𝛼𝛼
2
=1,96; w: mức sai số (lựa chọn: w=0,05), psp: độ đặc hiệu; pdis: tỷ lệ mắc bệnh hiện 

hành. 

Phương pháp chọn mẫu: chọn mẫu thuận tiện. 

Bệnh nhân đến khám và điều trị tại Bệnh viện Đa khoa Thái Bình, Bệnh viện Tim 

Hà Nội có triệu chứng nghi ngờ NMCT cấp, có cơn đau thắt ngực kiểu mạch vành, được 

thực hiện xét nghiệm sinh hóa và chỉ định chụp mạch vành chẩn đoán. Lưu mẫu bệnh phẩm 

ở -20oC, vận chuyển mẫu, phân tích tại Khoa Xét nghiệm, Bệnh viện Đại học Y Hà Nội. 

Đánh giá giá trị chẩn đoán của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy so với kết quả chụp mạch 

vành. 

Chẩn đoán hẹp mạch vành có ý nghĩa khi: hẹp thân chung động mạch vành trái:  ≥ 

50% đường kính; Hẹp ba nhánh chính:  ≥70% đường kính; Tổn thương ba thân động 

mạch vành: mỗi động mạch vành hẹp ≥70% đường kính. 

Chỉ số nghiên cứu: 

Xác nhận giá trị sử dụng của phương pháp xét nghiệm: kiểm định các đặc tính: độ 
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tích dưới đường cong AUC, giá trị tiên lượng biến cố trong 30 ngày.  
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; w: mức sai số 
(lựa chọn: w=0,05); psp: độ đặc hiệu; pdis: tỷ lệ mắc bệnh 
hiện hành.
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Thái Bình, Bệnh viện Tim Hà Nội có triệu chứng nghi ngờ 
NMCT cấp, có cơn đau thắt ngực kiểu mạch vành, được 
thực hiện xét nghiệm sinh hóa và chỉ định chụp mạch vành 
chẩn đoán. Lưu mẫu bệnh phẩm ở -20oC, vận chuyển mẫu, 
phân tích tại Khoa Xét nghiệm, Bệnh viện Đại học Y Hà 
Nội. Đánh giá giá trị chẩn đoán của xét nghiệm Troponin I 
siêu nhạy so với kết quả chụp mạch vành.

Chẩn đoán hẹp mạch vành có ý nghĩa khi hẹp thân chung 
động mạch vành trái:  ≥50% đường kính; hẹp ba nhánh 
chính: ≥70% đường kính; tổn thương ba thân động mạch 
vành: mỗi động mạch vành hẹp ≥70% đường kính.

Chỉ số nghiên cứu:

Xác nhận giá trị sử dụng của phương pháp xét nghiệm: 
kiểm định các đặc tính: độ chụm, độ đúng, khoảng tuyến 
tính, LoD, LoQ, khoảng tham chiếu theo các hướng dẫn của 
CLSI.

Giá trị chẩn đoán của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy: 
độ nhạy, độ đặc hiệu, diện tích dưới đường cong AUC, giá 
trị tiên lượng biến cố trong 30 ngày. 

Xử lý số liệu: số liệu được thu thập vào bệnh án nghiên 
cứu mẫu, mã hóa, xử lý bằng phần mềm Excel, SPSS 20.0 
và sử dụng các thuật toán thống kê phù hợp.

Đạo đức nghiên cứu: Các mẫu bệnh phẩm sử dụng trong 
nghiên cứu để phân tích xét nghiệm Troponin I siêu nhạy 
được thu gom từ huyết tương thừa có sẵn của bệnh nhân 
tại Khoa Xét nghiệm tại Bệnh viện Đa khoa Thái Bình và 
Bệnh viện Tim Hà Nội. Trong quá trình nghiên cứu, nhóm 
nghiên cứu hoàn toàn không can thiệp vào quá trình chẩn 
đoán và điều trị của bệnh nhân, vì vậy nghiên cứu không 
ảnh hưởng tới quá trình điều trị, kết quả và chi phí điều trị 
của bệnh nhân.

The value of early diagnosis 
of acute myocardial infarction 

of the high-sensitivity Troponin I 
assay on the Atellica analyzer

Thi Ngoc Lan Nguyen1*, Thi Thu Huong Phan2

1Hanoi Medical University, 
1 Ton That Tung, Trung Tu Ward, Dong Da District, Hanoi, Vietnam

 2Thai Binh General Hospital, 
530 Ly Bon, Quang Trung Ward, Thai Binh City, Thai Binh Province, Vietnam

Received 26 September 2022; revised 21 October 2022; accepted 25 October 2022

Abstract:

Laboratory tests play an extremely important role 
in the diagnosis of acute myocardial infarction (MI), 
helping clinicians to make early decisions on patients 
with suspected MI. Thereby helping to increase 
the effectiveness of treatment, reduce the rate of 
complications after MI, and increase the survival rate 
of MI patients. Troponin is a component of the muscle 
contraction complex, which has been used as a diagnostic 
marker of MI in clinical practice with the high-
sensitivity Troponin T and Troponin I types. At Hanoi 
Medical University Hospital, before deploying the high-
sensitivity Troponin I assay, validation was conducted 
to compare the performance of the method surveyed by 
the laboratory with the manufacturer’s announcements. 
And especially investigating the diagnostic value of acute 
coronary syndromes of the high-sensitivity Troponin I 
assay. Validation results of the high-sensitivity troponin 
I test method all meet the standards of the Clinical 
and Laboratory Standards Institute (CLSI) and 
the manufacturer’s announcement. The sensitivity, 
specificity and area under the curve (AUC) of the high-
sensitivity Troponin I assay on the Atellica analyzer were 
90.2, 78.7, and 0.881%, respectively. Thus, the technical 
characteristics of the high-sensitivity Troponin I assay 
with precision, accuracy, linear range, LoD, and LoQ 
meet the standards of CLSI and the manufacturer. 
The study has demonstrated the effectiveness of the 
high-sensitivity Troponin I assay in the diagnosis and 
prognosis of acute MI.

Keywords: acute myocardial infarction, diagnostic value, 
high-sensitivity Troponin I.

Classification number: 3.5
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3. Kết quả

Trong thời gian từ tháng 7/2021 đến tháng 8/2022, nhóm 
nghiên cứu đã tiến hành nghiên cứu 86 bệnh nhân nghi ngờ 
HCVC được chụp động mạch vành tại Bệnh viện Đa khoa 
Thái Bình và Bệnh viện Tim Hà Nội, có 56 bệnh nhân được 
chẩn đoán HCVC sau khi chụp động mạch vành. 

3.1. Đặc điểm của nhóm nghiên cứu 

Tuổi trung bình của nhóm nghiên cứu là 66,5±13,85, 
tuổi cao nhất là 93 tuổi, thấp nhất là 25 tuổi. Sự khác nhau 
về độ tuổi trung bình của nhóm có HCVC và nhóm không 
có HCVC khác nhau không có ý nghĩa thống kê (p=0,200). 
Trong nhóm trên 65 tuổi (n=48), nhóm có HCVC chiếm tỷ 
lệ cao hơn (67,9%) so với nhóm không có HCVC (33,3%), 
sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê (p=0,003). 
Bảng 1. Đặc điểm của nhóm nghiên cứu và yếu tố nguy cơ kèm 
theo.

Biến số nghiên cứu
  ± SD hoặc n %

p
Chung Hội chứng 

vành cấp
Không có
hội chứng vành cấp

Tuổi (năm) 66,5±13,85 69,88±11,04 66,2±16,38 0,200

Tuổi >65 (n) 48 (55,8%) 38 (67,9%) 10 (33,3%) 0,003

Nam (n) 60 (69,8%) 43 (76,8%) 17 (59,7%) 0,083

Tăng huyết áp (n) 55 (64,0%) 40 (71,4%) 15 (26,8%) 0,061

Hút thuốc lá (n) 15 (17,4%) 14 (25,0%) 1 (3,3%) 0,015

Đái tháo đường (n) 19 (22,1%) 15 (26,8%) 4 (13,3%0 0,182

Rối loạn chuyển hóa lipid (n) 27 (31,4%) 17 (30,4%) 10 (33,3%) 0,811

Đoạn ST chênh lên 40 (46,5%) 34 (60,7%) 6  (20%)

Tỷ lệ nam giới trong nhóm nghiên cứu chiếm 69,8%, 
nam giới có HCVC là 76,8% cao hơn so với nam giới được 
loại trừ HCVC (59,7%), tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý 
nghĩa thống kê (p=0,083). 

Trong 4 yếu tố nguy cơ được khảo sát ở nhóm nghiên 
cứu, tăng huyết áp chiếm tỷ lệ cao nhất (64,0%), sau đó là 
rối loạn chuyển hóa lipid (31,4%), đái tháo đường (22,1%),  
hút thuốc lá có tỷ lệ thấp nhất (17,4%).

Số bệnh nhân có biến đổi đoạn ST chênh lên chiếm 
46,5%. Trong số các bệnh nhân có HCVC, tỷ lệ bệnh nhân 
có ST chênh lên là 60,7% (bảng 1).

3.2. Kết quả xác nhận giá trị sử dụng của xét nghiệm 
Troponin I siêu nhạy
Bảng 2. Độ chính xác, độ đúng của kỹ thuật xét nghiệm Troponin I 
siêu nhạy trên hệ thống Atellica.

Mẫu nồng độ thấp
(43,6 pg/ml)

Mẫu nồng độ trung bình
(4426 pg/ml)

Mẫu nồng độ cao
(12247 pg/ml)

Độ chính xác ngắn 
hạn (CV%)

0,97-2,17
(NSX: 2,4)

0,62-1,65
(NSX: 1,8)

0,98-1,27
(NSX: 1,3)

Độ chính xác dài hạn 
(CV%)

1,97
(NSX: 3,9)

1,98
(NSX: 3,2)

1,27
(NSX: 2,5)

Độ chệch (Bias%) 1,84 4,53 4,46

NSX: nhà sản xuất.

Kết quả bảng 2 cho thấy, độ chính xác ngắn hạn và dài 
hạn của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy trên hệ thống 
Atellica ở cả 3 mức nồng độ thấp, trung bình và cao đều 
nhỏ hơn giá trị nhà sản xuất công bố. Độ chệch của xét 
nghiệm đạt mục tiêu chất lượng theo biến thiên sinh học 
(<7,03%) [1].
Bảng 3. Kết quả xác nhận LoD, LoQ của Troponin I siêu nhạy trên 
hệ thống Atellica.

Thông số LoD LoQ

Giá trị (pg/ml) 1,6 2,5

Kết quả bảng 3 cho thấy, LoD=1,6 pg/ml và LoQ=2,5 
pg/ml của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy phù hợp với 
công bố của nhà sản xuất. 
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giá trị nhà sản xuất công bố và độ lặp lại ngắn hạn ≤0,25TEA (5%), độ lặp lại dài hạn 

≤0,33TEA (6,66%). Độ chệch của xét nghiệm đạt mục tiêu chất lượng theo biến thiên sinh 

học (<7,03%) [1]. 

Bảng 3. Kết quả xác nhận LoD, LoQ của Troponin I siêu nhạy trên hệ thống Atellica. 

Thông số LoD LoQ 

Giá trị (pg/ml) 1,6 2,5 

  Kết quả bảng 3 cho thấy, LoD=1,6 pg/ml và LoQ=2,5 pg/ml của xét nghiệm hs-TnI 

phù hợp với công bố của nhà sản xuất.  

 
Hình 1. Khoảng tuyến tính của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy trên hệ thống 

Atellica. 

Xét nghiệm Troponin I siêu nhạy tuyến tính trong khoảng 2,7-18034 pg/ml với hệ 

số tương quan R2=0,998.  

Giá trị chẩn đoán của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy trên hệ thống Atellica 

trong HCVC. 

Bảng 4. Nồng độ Troponin I siêu nhạy của nhóm nghiên cứu. 

Xét nghiệm 
Troponin I siêu nhạy  

Min Max Trung bình 

NMCT 2,58 18820 7612,778976,2 

Không phải NMCT 3,16 25750 2244,925287,68 

p   0,0001 

y = 0,9899x + 95,164
R²=0,9983
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Hình 1. Khoảng tuyến tính của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy 
trên hệ thống Atellica.

Xét nghiệm Troponin I siêu nhạy tuyến tính trong khoảng 
2,7-18034 pg/ml với hệ số tương quan R2=0,9983 (hình 1).

3.3. Giá trị chẩn đoán của xét nghiệm Troponin I siêu 
nhạy trên hệ thống Atellica trong HCVC.

Kết quả bảng 4 cho thấy, nồng độ Troponin I siêu nhạy 
của nhóm bệnh nhân NMCT và không phải NMCT ở hai 
nhóm bệnh nhân là khác biệt có ý nghĩa thống kê với 
p=0,0001.
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Bảng 4. Nồng độ Troponin I siêu nhạy của nhóm nghiên cứu.

Xét nghiệm
Troponin I siêu nhạy

Min (pg/ml) Max (pg/ml) Trung bình (pg/ml)

NMCT 2,58 18820 7612,77±8976,2

Không phải NMCT 3,16 25750 2244,92±5287,68

p 0,0001

Khả năng dự đoán HCVC của xét nghiệm Troponin I 
siêu nhạy ở mức tốt với AUC=0,881 (95%CI: 0,823-0,94) 
(hình 2).

Hình 2. Đường cong ROC thể hiện giá trị chẩn đoán HCVC của 
Troponin I siêu nhạy khi vào viện.

Bảng 5. Một số giá trị cut-off của Troponin I siêu nhạy khi nhập 
viện và khả năng chẩn đoán tương ứng.

Giá trị (pg/ml) Độ nhạy (%) Độ đặc hiệu (%)

3,1 100 26,7

5,08 96,7 40,0

34,31 90,2 70,7

46,99 90,2 73,3

55,77 90,2 74,7

140,06 88,5 80,0

386,28 77,0 85,3

19583 16,4 100

Chung 90,2 78,7

Mức cut-off tối ưu của Troponin I siêu nhạy là 140,06 
pg/ml, tại giá trị này độ nhạy và độ đặc hiệu của chẩn đoán 
lần lượt là 88,5 và 80,0%. Muốn độ nhạy tăng lên 100% 

thì có thể hạ ngưỡng cut-off xuống 3,1 pg/ml, tuy nhiên 
ở ngưỡng này độ đặc hiệu chỉ còn 26,7%. Nếu muốn 
nâng độ đặc hiệu lên 100%, có thể chọn giá trị cut-off là 
19583 pg/ml, tuy nhiên độ nhạy chỉ còn 16,4% (bảng 5).

Hình 3. Đường cong AUC thể hiện khả năng tiên lượng biến cố suy 
tim của Troponin I siêu nhạy.

Trong các biến cố tim mạch chính trong 30 ngày sau khi 
nhập viện của nhóm bệnh nhân nghiên cứu, biến cố suy tim 
chiếm tỷ lệ cao nhất (41,9%), có 5 bệnh nhân tái nhập viện 
vì lý do bệnh lý tim mạch khác (5,8%), 2 bệnh nhân nhồi 
máu não sau can thiệp, 1 bệnh nhân nhập viện vì NMCT tái 
phát, không có bệnh nhân tử vong. Khả năng tiên lượng của 
xét nghiệm Troponin I siêu nhạy với biến cố suy tim ở mức 
độ trung bình (AUC=0,73), điểm cắt tối ưu là 492,8 pg/ml 
với độ nhạy và độ đặc hiệu tương ứng là 80,5 và 64,4%. 
Khả năng tiên lượng các biến cố khác ở mức không tốt 
(AUC<0,60) (hình 3).

4. Bàn luận

4.1. Đặc điểm chung của nhóm nghiên cứu

Nghiên cứu của nhóm có đặc điểm tương đương với các 
nghiên cứu khác ở trong nước và quốc tế về tuổi, giới tính 
và yếu tố nguy cơ. Tuổi cao là một yếu tố tiên lượng nặng 
trong HCVC do bệnh nhân cao tuổi thường có triệu chứng 
đau ngực không điển hình, tổn thương động mạch vành 
nhiều nhánh và phức tạp. Trong nhóm trên 65 tuổi (n=48), 
nhóm có HCVC chiếm tỷ lệ cao hơn (67,9%) so với nhóm 
không có HCVC (33,3%), sự khác biệt này có ý nghĩa thống 
kê (p=0,003). Trong 86 bệnh nhân nghiên cứu, nam giới có 
60 bệnh nhân (chiếm 69,8%) cao hơn so với nữ (30,2%), 
tỷ lệ này cao hơn so với nghiên cứu của P.Q. Tuan (2019) 
[2] (66,4%), A.R. Chapman và cs (2018) [3] (61,1%) có lẽ 
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nguyên nhân liên quan đến nguy cơ hút thuốc lá ở nhóm 
nam giới (14/15 nam giới hút thuốc lá có HCVC). Hai yếu 
tố nguy cơ tăng huyết áp chiếm tỷ lệ cao nhất (64,0%) và rối 
loạn chuyển hóa lipid (31,4%), có sự khác biệt nhiều về yếu 
tố nguy cơ giữa hai nhóm HCVC và không có HCVC, tuy 
nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê trừ yếu tố nguy 
cơ về hút thuốc lá (p=0,003). 

4.2. Về đặc tính kỹ thuật của xét nghiệm Troponin I 
siêu nhạy trên hệ thống Atellica

Thực nghiệm xác nhận các đặc tính về độ chụm, độ đúng, 
khoảng tuyến tính, LoD và LoQ của xét nghiệm Troponin I 
siêu nhạy thực hiện theo hướng dẫn xác nhận giá trị sử dụng 
của phương pháp xét nghiệm hiện đang áp dụng tại Khoa 
Xét nghiệm, Bệnh viện Đại học Y Hà Nội đã đáp ứng được 
các tiêu chuẩn theo quy định về độ chụm, độ đúng (CLSI 
EP15) độ lệch chuẩn của phòng xét nghiệm nhỏ hơn độ lệch 
chuẩn nhà sản xuất công bố và độ lặp lại ≤0,25 TEA, độ tái 
lặp ≤0,33 TEA, điều này đã chứng minh được tính chính xác 
của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy trên hệ thống Atellica 
1600 [1].

Khoảng tuyến tính được thực hiện theo tiêu chuẩn CLSI 
EP 06 với R2=0,9983, xét nghiệm tuyến tính trong khoảng 
2,7-18034 pg/ml [1].

LoD=1,6 pg/ml và LoQ=2,5 pg/ml đáp ứng được các giá 
trị loại trừ của Troponin I siêu nhạy ở thời điểm nhập viện là 
<3 pg/ml có giá trị tin cậy.

4.3. Giá trị chẩn đoán HCVC và tiên lượng biến cố tim 
mạch của xét nghiệm Troponin I siêu nhạy trên hệ thống 
Atellica 

HCVC được chẩn đoán dựa trên sự thay đổi của 3 thành 
phần chính, bao gồm đặc điểm lâm sàng, thay đổi trên điện 
tâm đồ và dấu ấn sinh học ưu tiên là Troponin. Trong đó 
troponin I đặc biệt đặc hiệu với tế bào cơ tim và các phương 
pháp xét nghiệm hiện đại cho phép phát hiện được những 
tổn thương rất nhỏ khi mà các phương pháp xét nghiệm 
enzyme chưa phát hiện được. Ở ngưỡng xấp xỉ bách phân 
vị thứ 99 chung cho cả 2 giới 46,99, độ nhạy và độ đặc 
hiệu của chẩn đoán lần lượt là 90,2 và 73,3%. Mức cut-off  
tối ưu 140,06 pg/ml độ nhạy và độ đặc hiệu tương ứng là 
88,5 và 80,0%, diện tích dưới đường cong AUC 0,881%. 
Các nghiên cứu trong nước trên giá trị chẩn đoán của 
Troponin I siêu nhạy của tác giả P.Q. Tuan (2019) [2] ở mức 
cut-off 16,5 pg/ml (giới hạn ở 99% bách phân vị là 14 pg/
ml) có độ nhạy và độ đặc hiệu tương ứng là 84,3 và 87,1%, 
diện tích dưới đường cong AUC=0,90. Nghiên cứu của 
N.T. Khoa và cs (2021) [4] trong HCVC không ST chênh 
lên cũng sử dụng hs-TnT có diện tích dưới đường cong 

AUC=0,863 (95% CI 0,814-0,912) tương tự trong nghiên 
cứu của M. Roffi và cs (2016) [5], diện tích dưới đường 
cong AUC=0,92. Nghiên cứu của tác giả J. Boeddinghaus 
và cs (2018) [6] trên Troponin I siêu nhạy Centaur thực hiện 
trên 1755 bệnh nhân cũng có diện tích dưới đường cong 
AUC dự báo HCVC là 0,94. Nghiên cứu của A.R. Chapman 
và cs (2018) [3] trên 1920 bệnh nhân có độ nhạy 90,8% và 
độ đặc hiệu 74,4%, tương tự trong nghiên cứu của chúng tôi 
khi sử dụng ngưỡng cut-off chung cho cả hai giới.

Trong các biến cố xảy ra sau NMCT, biến cố suy tim 
chiếm tỷ lệ cao nhất (41,9%), cao hơn so với nghiên cứu 
của P.Q. Tuan (2019) [2] (23,1%), khả năng dự kiến biến cố 
suy tim của Troponin I siêu nhạy ở mức khá là 0,73. Nồng 
độ Troponin I siêu nhạy trung bình ở nhóm có biến chứng 
suy tim cao hơn (7959,4±9194 pg/ml) so với nhóm không 
có biến chứng suy tim (3718,3±6005 pg/ml), sự khác biệt 
này có ý nghĩa thống kê với p=0,18. Nguyên nhân tỷ lệ biến 
chứng suy tim trong nhóm nghiên cứu cao hơn có thể do 
nguyên nhân dịch bệnh COVID-19, người bệnh đến viện 
muộn hơn nên nguy cơ biến chứng xảy ra cao hơn. 
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1. Đặt vấn đề

Cà chua là loại rau ăn quả có giá trị dinh dưỡng cao được 
trồng phổ biến quanh năm ở khắp các vùng khí hậu khác nhau 
của Việt Nam. Theo số liệu của tổ chức GAP (Quy trình thực 
hành sản xuất nông nghiệp tốt - Good Agricultural Practices), 

năm 2011 Việt Nam đứng thứ 27 trên toàn cầu về sản lượng 
cà chua xuất khẩu, với tổng giá trị 2.417.000 USD. Tuy nhiên, 
xuất khẩu cà chua của Việt Nam đã giảm 30,7% trong năm 
2011-2014 chủ yếu do vi khuẩn Ralstonia solanacearum gây 
bệnh héo xanh, nấm F. oxysporum gây bệnh héo vàng và tuyến 
trùng Meloidogyne sp. gây bệnh nốt sưng rễ cũng như là tác 

Phân lập, tuyển chọn và xác định các chủng vi khuẩn bản địa có khả năng kích thích sinh trưởng 
và đối kháng chống lại nấm bệnh Fusarium oxysporum và tuyến trùng nốt sưng Meloidogyne sp. ở Việt Nam
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Tóm tắt:

Cà chua và cà phê là những cây trồng và cây công nghiệp rất quan trọng ở Việt Nam. Tuy nhiên, cả hai loại cây này đều bị 
gây hại nặng bởi nấm bệnh Fusarium oxysporum và tuyến trùng nốt sưng Meloidogyne sp. Cho đến nay, chưa có nhiều chế 
phẩm sinh học vừa phòng bệnh hiệu quả vừa an toàn với sức khỏe con người và môi trường. Với mục tiêu tìm ra các tác nhân 
hữu ích để sản xuất thử nghiệm các chế phẩm sinh học trong phòng trừ bệnh nấm và tuyến trùng gây hại, nghiên cứu này 
đã phân lập, tuyển chọn và xác định được 3 chủng vi khuẩn bản địa có triển vọng trong phòng trừ nấm bệnh và tuyến trùng 
gây hại vùng rễ cây cà chua, cà phê và kích thích sinh trưởng (KTST) cây trồng, gồm các chủng vi khuẩn Bacillus velezensis 
được ký hiệu là S1, S2 và TL7 bằng giải trình tự toàn bộ bộ gen vi khuẩn với các mã GenBank lần lượt là VEWW00000000, 
VEWX00000000 và VEWZ00000000. 

Từ khóa: Bacillus velezensis, cà chua, cà phê, chỉ số bệnh, Fusarium oxysporum, Meloidogyne sp., tuyến trùng nốt sưng rễ. 
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Abstract:

Tomato and coffee are very important crops and industrial plants in Vietnam. However, both are severely damaged by the fungus F. 
oxysporum and the knot root nematode Meloidogyne sp. To date, there are not many biological products that are both effective for 
prevention and safe for human health and the environment. With the goal of finding beneficial agents for experimental bioproduction 
in the prevention and suppression of harmful fungal and nematode diseases, this study isolated, selected and identified three indigenous 
bacterial strains with potential in both plant growth promotion plant and the control of fungal diseases and nematodes harmful to the 
roots of tomato plants, and ability in plant growth promotion, including strains of Bacillus velezensis TL7, S1 and S2 by sequencing 
the whole bacterial genome with GenBank codes VEWW00000000, VEWX00000000 and VEWZ00000000, respectively. 

Keywords: Bacillus velezensis, coffee, disease index, Fusarium oxysporum, Meloidogyne sp., root-knot nematode, tomato. 
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nhân tấn công mở đường cho bệnh nấm và vi khuẩn gây hại 
thêm nghiêm trọng. Tiềm năng thị trường xuất khẩu của cà 
chua Việt Nam rất lớn, tuy nhiên cũng như nhiều cây trồng 
khác, việc sản xuất bị hạn chế đáng kể bởi bệnh hại nông 
nghiệp và ảnh hưởng của biến đổi khí hậu. Cà phê là cây công 
nghiệp quan trọng ở Việt Nam đã từng được xuất khẩu đứng 
thứ 2 trên thế giới chỉ sau Brazil. Tuy nhiên, theo số liệu của 
Tổng cục Thống kê, năm 2015 sản xuất cà phê đã bị sụt giảm 
20% sản lượng, tương đương giá trị kim ngạch xuất khẩu giảm 
13% so với 2014. Thiệt hại gây ra chủ yếu bởi nấm bệnh F. 
oxysporum và tuyến trùng Meloidogyne sp. khiến cây bị vàng 
lá, thối rễ, mất năng suất. Trước đây, các loại thuốc hóa học bảo 
vệ thực vật được sử dụng để phòng trừ bệnh trên cây cà phê 
nhưng đã bị hạn chế hoặc cấm do để lại dư lượng độc tố không 
đảm bảo sức khỏe con người và môi trường tự nhiên, cũng như 
các sản phẩm cà phê tạo ra không đủ điều kiện xuất khẩu sang 
các quốc gia phát triển.

Trên thế giới, việc sử dụng các chế phẩm sinh học làm từ 
các chủng vi khuẩn Bacillus nội sinh hoặc vùng rễ có khả năng 
KTST cây trồng và diệt trừ nguồn nấm bệnh và tuyến trùng 
gây hại thay thế cho các hóa chất nông nghiệp như phân bón, 
thuốc hóa học bảo vệ thực vật đang là xu hướng phát triển 
[1-3]. Các vi khuẩn này thường tác động thông qua việc tiết 
ra các hợp chất có khả năng KTST như indole-3-acetic acid 
(IAA), phytase, các hợp chất bay hơi [4-6] cùng các hoạt chất 
sinh học tự nhiên có tác dụng kháng vi khuẩn nấm bệnh như 
bacillomycinD và fengycin [7] hay plantazolicin trừ tuyến 
trùng [8-10]. Ở Việt Nam bước đầu có một số nghiên cứu sử 
dụng các chế phẩm sinh học từ vi khuẩn, giúp giảm việc sử 
dụng phân hóa học, an toàn với môi trường và giảm chi phí sản 
xuất [11]. Tuy nhiên, việc sử dụng các chế phẩm sinh học để 
phòng trừ các tác nhân nấm và tuyến trùng gây bệnh trên các 
cây trồng nói chung và cây cà chua, cây cà phê nói riêng với 
hiệu quả cao, ổn định chưa có nhiều vì chưa tìm được nhiều 
chủng vi khuẩn bản địa có đồng thời cả khả năng KTST và hoạt 
tính đối kháng cao với nấm bệnh và tuyến trùng. 

Do vậy nghiên cứu này được thực hiện nhằm sàng lọc, 
tuyển chọn và xác định các chủng vi khuẩn bản địa có cả khả 
năng KTST và đối kháng với nấm và tuyến trùng gây bệnh nốt 
rễ trên cây cà chua, bệnh vàng lá thối rễ trên cây cà phê. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Địa điểm thu thập nguồn mẫu  

Chủng nấm F. oxysporum gây bệnh vàng lá cà phê cùng các 
chủng vi khuẩn bản địa đã được phân lập từ các mẫu đất vùng 
rễ cây cà phê, thân lá cây cà phê thu thập tại Đà Lạt, Lâm Đồng 
và Buôn Ma Thuật, Đắk Lắk, các mẫu đất, thân, lá cây ký chủ 
khác thu thập được ở các vùng khác (bảng 1) sau đó được làm 
thuần, lưu giữ tại Bộ môn Bệnh cây và Miễn dịch thực vật, 
Viện Bảo vệ Thực vật.

Bảng 1. Đặc điểm khuẩn lạc của các chủng vi khuẩn bản địa có 
tiềm năng đối kháng với nấm bệnh và tuyến trùng gây hại trên cây 
cà phê.

STT Chủng vi 
khuẩn Hình thái khuẩn lạc Vị trí lấy mẫu Địa điểm thu thập mẫu

1 TL7 Tròn, nhúm và lõm ở giữa, 
màu trắng đục, nhầy nhớt

Thân lá non cây cà 
phê khỏe

Cầu Đất, Đà Lạt, 
Lâm Đồng 

2 S1
Tròn, có hình tròn nhỏ lõm ở giữa, 
có viền rìa xung quanh, có tia ít, 
màu trắng kem

Đất vùng rễ cây 
cà phê

Hoài Đông, Krông Pak, 
Đắk Lắk

3 S2
Tròn, có hình tròn nhỏ lõm ở giữa, có 
viền rìa xung quanh, có tia nhiều, màu 
trắng kem

Đất vùng rễ cây 
cà phê Ea Tiêu, Cu Kuin, Đắk Lắk

4 A22 Hình thùy lá, trắng kem, có bụi bào từ 
trên bề mặt, có tia quanh rìa khuẩn lạc Rễ cây hồ tiêu khỏe Ea Tiêu, Cu Kuin, Đắk Lắk

5 CD3-6 Tròn, màu trắng kem
Mẫu đất xung quanh 
rễ cây cải canh ở 
vườn rau hữu cơ

Xuân Thượng, 
Bái Thượng, 
Sóc Sơn, Hà Nội

6 CD3-1 Tròn, màu trắng kem
Mẫu đất xung quanh 
rễ cây cải canh ở 
vườn rau hữu cơ

Xuân Thượng, 
Bái Thượng, 
Sóc Sơn, Hà Nội

7 A35 Tròn, có viền gờ xung quanh rìa, 
màu trắng vàng Rễ cây hồ tiêu khỏe Vĩnh Thành, Vĩnh Linh, 

Quảng Trị

8 A25 Tròn, lồi, nhăn nhúm, có vòng viền rìa 
bao quanh, màu trắng đục, nhớt Rễ cây hồ tiêu khỏe Vĩnh Thành, Vĩnh Linh, 

Quảng Trị

9 A24 Tròn, bề mặt phủ bột mịn bào tử, 
có nhiều tia xung quanh, trắng kem Rễ cây hồ tiêu khỏe Vĩnh Thành, Vĩnh Linh, 

Quảng Trị

10 A31
Tròn, bề mặt lồi lõm có bột bào từ, ở 
giữa có thể có giọt nhớt lồi, có rìa viền 
tròn bao quanh, màu trắng đục, nhớt

Rễ cây hồ tiêu khỏe Vĩnh Thành, Vĩnh Linh, 
Quảng Trị

11 A8
Tròn khi nhỏ, khi to, phát triển có hình 
thùy lá, trắng kem, có bụi bào tử trên 
bề mặt, có tia quanh rìa khuẩn lạc

Rẫ cây hồ tiêu khỏe Ea Tiêu, Cu Kuin, Đắk Lắk

12 KT1 Tròn, nhăn nhúm ở giữa, trắng đục, 
trong suốt, lỏng nhớt

Đất vùng rễ cây hồ 
tiêu khỏe Chư Sê, Gia Lai

13 CD3-5 Tròn, màu trắng kem
Mẫu đất xung quanh 
rễ cây cải canh ở 
vườn rau hữu cơ

Xuân Thượng, 
Bái Thượng, Sóc Sơn, 
Hà Nội

14 SN4-3 Tròn, màu trắng kem

Sâu yếu trên cây ngô 
ở vườn nhà không 
dùng thuốc và phân 
bón hóa học

Xuân Thượng, 
Bái Thượng, Sóc Sơn, 
Hà Nội

Tuyến trùng Meloidogyne sp. gây nốt sưng trên cây cà phê 
cũng được thu thập tại Đà Lạt, Lâm Đồng và Buôn Ma Thuật, 
Đắk Lắk, lưu giữ và nhân nguồn tại nhà lưới Bộ môn Bệnh cây 
và Miễn dịch thực vật, Viện Bảo vệ Thực vật.

2.2. Vật liệu, hóa chất nghiên cứu

Hạt giống Arabidopsis thaliana dòng Col-0 được nhập khẩu 
từ Mỹ vào Việt Nam. 

Tuyến trùng Caenorhabditis elegans N2 (Carolina - USA, 
code 173500) ăn Escherichia coli OP50 (In stock Freezedried 
OP50 Vials 40 Units (LabTIE), code 1.17.040). 

Hạt giống cây cà chua hè chịu nhiệt được mua ở Công ty 
Giống cây trồng Hà Nội.

Các hóa chất, dụng cụ dùng để tách chiết gDNA, giải trình 
tự gen, khử trùng, môi trường nuôi cấy mua từ các công ty hóa 
chất của Đức, Mỹ, Anh và Trung Quốc.
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Địa điểm thực hiện thí nghiệm: Phân lập và tuyển chọn các 
chủng vi khuẩn cho các thử nghiệm trong phòng và nhà lưới 
được thực hiện tại Phòng Thí nghiệm của Bộ môn Bệnh cây và 
Miễn dịch thực vật, Viện Bảo vệ Thực vật. Các thí nghiệm giải 
trình tự toàn bộ bộ gen vi khuẩn (Whole genome sequencing - 
WGS) được thực hiện tại Viện Bảo vệ Thực vật và Viện Nghiên 
cứu Robert Koch (Robert Koch Institute - RKI) cùng Viện Công 
nghệ Sinh học biển (IMab) tại Đức.

2.3. Thu thập, phân lập mẫu 

Thu thập, phân lập mẫu vi khuẩn nội sinh theo theo phương 
pháp nghiên cứu của X. Wang và cs (2014) [12], trong đó mẫu 
lá, thân và rễ được lấy từ các cây không bị nhiễm bệnh và biểu 
hiện sức sống khỏe mạnh trong vườn cà phê bị bệnh. Các vi 
khuẩn vùng rễ được phân lập từ các mẫu đất theo phương pháp 
của L.W. Burgess và cs (2009) [13].

2.4. Tuyển chọn và xác định các chủng vi khuẩn có tiềm 
năng đối kháng với nấm bệnh F. oxysporum

Sàng lọc nhanh các chủng vi khuẩn có tiềm năng đối kháng 
với nấm bệnh như phương pháp của S.H. Ji và cs (2013) [14] 
với một số điều chỉnh nhỏ như sau: 

Đánh giá nhanh hoạt tính đối kháng với nấm bệnh F. 
oxysporum của các chủng vi khuẩn bản địa phân lập. Một mẩu 
thạch agar (đường kính 5 mm) chứa nấm bệnh F. oxysporum 
được đặt ở trung tâm của đĩa thạch PDA. Các chủng vi khuẩn 
cần kiểm tra được nuôi cấy trong môi trường LB (Luria - 
Bertani) lỏng sau 2 ngày nuôi cấy ở 28°C. Đặt các đĩa giấy 
hình tròn (đường kính 5 mm) đã được khử trùng vào trong các 
đĩa PDA này và nhỏ 100 µl dung dịch của mỗi chủng vi khuẩn 
được kiểm tra vào mỗi đĩa giấy, trong khi đối chứng chỉ nhỏ môi 
trường LB. Sau đó, các đĩa được ủ ở 28°C trong 7 ngày. Hoạt 
tính kháng nấm được chỉ ra khi vòng vô khuẩn xuất hiện xung 
quanh đĩa giấy được nhỏ dung dịch vi khuẩn bản địa được kiểm 
tra. Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần cho mỗi chủng vi khuẩn 
được sàng lọc.

 Sử dụng phương pháp đối kháng trực tiếp để khảo sát đặc 
tính đối kháng với nấm F. oxysporum. Trước thử nghiệm, chủng 
nấm F. oxysporum được nhân nuôi 5 ngày trên môi trường PDA 
và các chủng vi khuẩn cũng được nhân nuôi 2 ngày trong môi 
trường LB lỏng trước thử nghiệm. Thí nghiệm được thực hiện 
trên đĩa thạch PDA. Tiến hành cấy 1 chủng vi khuẩn ở tâm đĩa 
và đặt khoanh khuẩn ty nấm với đường kính 5 mm ở 2 bên của 
chủng vi khuẩn, cách mép đĩa 1/3 bán kính đĩa, công thức đối 
chứng không được cấy vi khuẩn. Sau 7 ngày đánh giá khả năng 
đối kháng thông qua hiệu quả ức chế (%) theo công thức sau:

H = [(Ddc - D)/Ddc] x 100

trong đó H: hiệu quả ức chế (%); D: kích thước tản nấm bệnh 
trung bình trên đĩa đối kháng; Ddc: đường kính tản nấm bệnh 
trung bình trên đĩa đối chứng. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần đối 
với mỗi chủng vi khuẩn cần chọn lọc, kết quả là giá trị trung 
bình cộng của các lần lặp lại.

2.5. Tuyển chọn và xác định các chủng vi khuẩn có khả 
năng KTST thông qua cây mô hình A. thaliana

Thử nghiệm đánh giá khả năng tăng cường KTST cây 
trồng với hạt giống cây A. thaliana theo phương pháp của A. 
Budiharjo và cs (2014) [15]. Các hạt A. thaliana được cho vào 
trong ống eppendorf có chứa 1 ml dung dịch 10% sodium 
hypochloride lắc trong 3 phút. Sau đó dùng pipet hút loại bỏ 
dung dịch sodium hypochlorite, rửa lại bằng nước cất vô trùng 
và lặp lại các bước khử trùng 4 lần. Các hạt đã khử trùng được 
đặt trên các đĩa petri chứa môi trường Murashige và Skoog 
(MS) với nồng độ các chất giảm 50% so với ban đầu cùng 0,6% 
agar, 3% sucrose và để nảy mầm trong 7 ngày ở 22°C. Sau 7 
ngày nhổ các cây con A. thaliana và nhúng rễ vào trong huyền 
phù vi khuẩn (1x105 CFU/ml) trong 5 phút và 5 cây con được 
chuyển vào trong các đĩa petri chứa môi trường MS đã được 
chuẩn bị ở trên với 1% agar. Sau đó, các đĩa này được đặt trong 
buồng sinh trưởng ở 22°C với quang chu kỳ 14 giờ. Sau 21 ngày 
tiến hành cân trọng lượng của các cây A. thaliana để đánh giá 
khả năng KTST của các chủng vi khuẩn thí nghiệm.

2.6. Thử nghiệm hoạt tính đối kháng chống lại tuyến trùng

Thử nghiệm hoạt tính đối kháng chống lại tuyến trùng thông 
qua mô hình tuyến trùng sinh học Caenorhabditis elegans N2 
sử dụng thức ăn là vi khuẩn E. coli OP50 theo phương pháp 
của Z. Liu và cs (2013) [16] với một số thay đổi nhỏ được chi 
tiết như sau: Sau khi nuôi cấy qua đêm, 50 µl E. coli OP50 
được cung cấp làm thức ăn cho C. elegans trên các đĩa thạch 
chứa môi trường sinh trưởng tuyến trùng (NGM) [50 mM NaCl, 
0,25% (w/v) peptone, 1 mM CaCl2, 5 μg/ml cholesterol, 25 mM 
KH2PO4, 1 mM MgSO4 và 1,7% (w/v) agar]. Chủng Bristol N2 
của C. elegans được nuôi cấy trong 2-3 ngày ở 20°C trên nền 
vi khuẩn. Khi đủ trứng tuyến trùng (20-50 trứng/cm2) đem rửa 
bằng 4 ml môi trường M9 đã khử trùng (5,8 g Na2HPO4.7H2O, 
3 g KH2PO4, 5 g NaCl, 0,25 g MgSO4.7H2O) từ một đĩa thạch 
NGM và tiếp tục rửa thường xuyên trong môi trường M9 để 
giảm bớt nồng độ vi khuẩn. Sau khi loại bỏ dung dịch lỏng 
phía trên, xử lý bằng alkaline hypochlorite được thực hiện để 
tách các trứng với 1-1,5 ml dung dịch tẩy rửa có khả năng dung 
giải  (5 M NaOH 0,3 ml, 8% NaClO 1,2 ml, dung dịch H2O 3,5 
ml). Các trứng được rửa lại lần nữa bằng môi trường M9, sau 
đó được ủ trong 4-5 ml môi trường M9 medium ở 25°C trong 
18 giờ để nhận được tuyến trùng giai đoạn ấu trùng tuổi 1 (L1). 
Các L1 này sau đó được chuyển lại tới các đĩa thạch NGM chứa 
E. coli OP50 và được ủ ở 25°C trong 2-3 ngày tới giai đoạn tuổi 
4 (L4). Các L4 được sử dụng cho các thử nghiệm sinh học đối 
kháng tuyến trùng.

Tất cả thử nghiệm chết nhanh và chết chậm đều được thực 
hiện [17-19] như sau: Trong thử nghiệm diệt chậm, sấp xỉ 60 
tuyến trùng L4 C. elegans được thêm vào các đĩa NGM chứa 
nền vi khuẩn cần được kiểm tra khả năng đối kháng với tuyến 
trùng. Các tuyến trùng sau đó được ủ ở 25°C và kiểm tra kết quả 
sau 24, 48 và 72 giờ. Trong thử nghiệm diệt nhanh, các chủng 
vi khuẩn kiểm tra được nuôi cấy qua đêm ở 37°C và lắc ở 200 
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rpm trong 3 ml môi trường lỏng thí nghiệm (4,0 g NaCl, 2,5 g 
peptone, 5,0 g tryptone, 2,5 g yeast extract, 5 mg cholesterol, 
7,5 ml glycerol, thêm nước tới 1 lít). Sau đó, mỗi 100 μl dung 
dịch nuôi cấy vi khuẩn được pha loãng bằng môi trường M9 tới 
600 μl và chuyển vào mỗi giếng bên trong bản nhựa chứa 12 
giếng. Mỗi giếng được cho khoảng 60 tuyến trùng L4 ủ trong 
24 giờ ở 25°C. Trong các thí nghiệm sinh học này, các tuyến 
trùng được xem là chết khi không di chuyển hoặc phản ứng khi 
bị chạm nhẹ bởi kim. Tỷ lệ chết của tuyến trùng được xác định 
như tỷ số của các tuyến trùng chết trên tổng số tuyến trùng thả 
trong 1 giếng thí nghiệm. Tất cả các thử nghiệm sinh học được 
thực hiện trong 3 lần lặp riêng biệt.   

2.7. Thử nghiệm hoạt tính đối kháng của các chủng vi 
khuẩn bản địa chống lại tuyến trùng Meloidogyne sp. gây 
bệnh nốt sưng trên rễ cây cà chua trong nhà lưới

Tuyến trùng Meloidogyne sp. gây bệnh hại cà phê được 
chuẩn bị theo phương pháp của D.J. Hooper và cs (2005) [20], 
sau đó nhân lên bằng các cây cà chua sạch bệnh theo phương 
pháp của J.A.L. Pérez và cs (2011) [21] với những biến đổi như 
sau: Hạt giống cây cà chua được khử trùng bề mặt bằng 70% 
ethanol trong 5 phút, sau đó bằng NaOCl 1% trong 15 phút và 
được rửa lại 4 lần bằng nước cất khử trùng để loại bỏ dư lượng 
NaOCl 1%. Sau đó, hạt giống cây cà chua được gieo trong các 
chậu đất đã được khử trùng và được thêm 200 con tuyến trùng 
tuổi 2 (J2) vào trong mỗi chậu đất. Chăm sóc cây tới 1 tháng 
tuổi, nhổ rễ cây và thu thập các rễ có nốt sưng. Các rễ này được 
rửa dưới vòi nước chảy sau đó khử trùng bằng NaOCl 4% trong 
5 phút, sau đó rửa lại 3 lần bằng nước cất đã khử trùng. Sử 
dụng kim để nhấc túi trứng bên trong nốt sưng ở rễ cà chua ra, 
ủ trong nước cất được khử trùng và cung cấp với ôxy ở nhiệt độ 
phòng tới khi trứng nở (6-10 ngày). Thu thập tuyến trùng J2 từ 
các trứng được thu lại trong các rây lưới lọc 500 µm và rửa nhẹ 
bằng nước vòi trong 5 phút [22]. 

Do yêu cầu nhiệt độ của các cây cà chua, thử nghiệm được 
thiết lập trong nhà lưới có nhiệt độ trung bình khoảng 28°C, 
giống cà chua được sử dụng là giống xuân hè chịu nhiệt, được 
trồng trong các chậu đất có pH 7,5 (kiềm nhẹ), lượng phân bón 
MO: 0,5% (thấp), NH4 15.0 (thấp), P 32,0 (cao) và K 0,80 (cao). 

 Chủng nhiễm vi khuẩn và tuyến trùng theo thứ tự trong 
quy trình như sau: Các hạt cà chua được khử trùng tương tự 
như trong bước nhân nguồn cho tuyến trùng, sau đó được gieo 
vào các khay chứa đất khử trùng tới khi mọc lên được 2 lá thật 
hay khoảng 2 tuần sau gieo, các cây con được chuyển vào trong 
các chậu đất đường kính 20 cm chứa 1 kg đất đã được hấp khử 
trùng. Sau 2 tuần chuyển cây vào chậu, xử lý các chủng vi 
khuẩn bản địa cần kiểm tra về khả năng đối kháng với tuyến 
trùng Meloidogyne sp. trên cây cà chua ở mật độ 3,65x108 CFU/
ml; công thức đối chứng: không xử lý vi khuẩn. Sau 2 tuần xử lý 
chủng vi khuẩn tiềm năng, chủng nhiễm 1000 con tuyến trùng 
J2 Meloidogyne sp. được chuyển vào trong mỗi chậu trồng cà 
chua của cả công thức xử lý và công thức đối chứng [23]. 

Sau 2,5 tháng, thu rễ cây cà chua và đánh giá cấp bệnh tuyến 
trùng Meloidogyne sp. theo thang phân cấp của J. Bridge và 
S.L.J. Page (1980) [24], trong đó chỉ số bệnh (CSB, %) được 
tính bằng tổng của các tích số cây bị bệnh nhân với cấp bệnh 
tương ứng chia cho tổng số cây điều tra nhân với cấp bệnh cao 
nhất trong thang phân cấp, sau đó nhân với 100. Tính hiệu quả 
(%) trong công thức so sánh với đối chứng như sau: 

Hiệu quả (%) = [(Đối chứng - Công thức)/Đối chứng] x 100

trong đó hiệu quả (%): hiệu quả của việc phòng chống bệnh 
tuyến trùng Meloidogyne sp. của các chủng vi khuẩn trong so 
sánh với đối chứng không xử lý chủng vi khuẩn; đối chứng: số 
tuyến trùng Meloidogyne sp. trong 100 g đất vùng rễ hoặc trong 
5 g rễ cây cà chua hoặc CSB nốt sưng cà chua ở công thức đối 
chứng không xử lý chủng vi khuẩn nào; công thức: số tuyến 
trùng Meloidogyne sp. trong 100 g đất vùng rễ hoặc trong 5 g rễ 
cây cà chua hoặc CSB nốt sưng cà chua ở các công thức xử lý 
các chủng vi khuẩn.

2.8. Định danh các chủng vi khuẩn bằng WGS

Các chủng vi khuẩn được nuôi cấy trên các đĩa chứa môi 
trường LB agar, các khuẩn lạc đơn được lựa chọn sau 24 giờ 
ở 37°C. DNA bộ gen vi khuẩn được tách chiết sử dụng kít The 
DNeasy blood and tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany). Giải 
trình tự được tiến hành ở LGC Genomics (Berlin, Germany) 
với hệ thống Illumina HiSeq sử dụng việc đọc các đoạn 150 
bp được bắt cặp cuối. Các tham số được mặc định đặt trước 
được sử dụng cho tất cả các phần mềm trừ khi được chỉ ra cụ 
thể. Phần mềm tính toán khoảng cách từ bộ gen tới bộ gen 
(Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC) v2.1 cung 
cấp bởi DSMZ (http://ggdc.dsmz.de) được sử dụng cho việc 
phân biệt loài dựa trên bộ gen được đánh giá thông qua các giá 
trị lai DNA-DNA (dDDH) đối với một bộ gen tham khảo đối 
chứng [25, 26]. 

2.9. Phương pháp xử lý số liệu

Các số liệu thí nghiệm được xử lý bằng Excel, phần mềm 
phân tích thống kê Statistical Analysis Systems (SAS) và phân 
tích phương sai (ANOVA).

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Điều tra, thu thập và phân lập mẫu

Các chủng vi sinh có khả năng đối kháng với nấm F. 
oxysporum và tuyến trùng Meloidogyne sp. gây bệnh vàng lá 
thối rễ trên cây cà phê thuộc tỉnh Lâm Đồng, Đắk Lắk được thu 
thập. Từ 50 mẫu rễ và đất đã thu thập phân lập được 14 chủng 
vi khuẩn với các đặc điểm nhận dạng Bacillus như: trực khuẩn 
hình que, gram dương, sinh nội bào tử, di động, khuẩn lạc tròn 
hoặc tròn méo, có màu trắng trong đến trắng đục, rìa tròn đều, 
lượn sóng hoặc răng cưa (bảng 1).
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3.2. Tuyển chọn và xác định các chủng vi khuẩn có tiềm 
năng đối kháng với nấm F. oxysporum

Kết quả thử nghiệm đánh giá khả năng đối kháng nấm bệnh 
F. oxysporum của các chủng Bacillus xác định thông qua hiệu 
quả ức chế cho thấy, 100% các chủng vi khuẩn có khả năng đối 
kháng với nấm bệnh F. oxysporum, hiệu quả ức chế đạt 4,73-
88,83%. Trong đó, 4 chủng vi khuẩn ký hiệu là KT1, TL7, S1 
và S2 có hoạt tính đối kháng nấm bệnh F. oxysporum mạnh 
nhất với hiệu quả ức chế lần lượt là 88,83, 79,11, 69,76 và 
60,42% (bảng 2, hình 1).
Bảng 2. Khả năng đối kháng nấm bệnh F. oxysporum gây bệnh 
vàng lá cà phê của các chủng vi khuẩn bản địa phân lập được.

STT Chủng vi khuẩn  Bán kính tản nấm (mm)  Hiệu quả ức chế (%)

1 TL7 4,49k 79,11b

2 S1 6,5j 69,76c

3 S2 8,53i 60,42d

4 A22 11,53g 46,41f

5 CD3-6 19,53c 9,36j

6 CD3-1 18,75cd 13,04i

7 A35 12,57f 41,58g

8 A25 10,57h 50,88e

9 A24 20,54b 4,73k

10 A31 17,57e 18,47h

11 A8 19,54c 9,37j

12 KT1 2,41l 88,83a

13 CD3-5 18,49de 14,20i

14 SN4-3 19,53c 9,40j

15 Đối chứng 21,56a 0l

LSD 5% 0,93 1,78

  CV % 3,93 3,09

Nhóm Duncan được thực hiện trong quy trình ANOVA với t Tests (LSD=5%), 
trong đó các giá trị trung bình trong cùng một cột được phân lớp có chữ 
giống nhau thì không khác nhau về mặt ý nghĩa thống kê.

Hình 1. Hình ảnh về thử nghiệm khả năng đối kháng của một số chủng vi 
khuẩn bản địa với nấm F. oxysporum. (A1-A2) Ảnh chụp đối kháng nấm của 
chủng vi khuẩn S1 từ mặt trước và mặt sau của đĩa thử nghiệm; (B1-B2) Ảnh 
chụp đối kháng nấm của chủng vi khuẩn TL7 từ mặt trước và mặt sau của đĩa 
thử nghiệm; (C1, C2) Ảnh chụp mặt trước và mặt sau của đĩa đối chứng chỉ có 
nấm F. oxysporum cấy đối xứng.

Nhằm xác định nhanh tiềm năng đối kháng với tuyến trùng 
gây bệnh của các chủng vi khuẩn bản địa phân lập được trong điều 
kiện phòng thí nghiệm, các thử nghiệm giết chết nhanh và giết chết 
chậm tuyến trùng được thực hiện thông qua mô hình tuyến trùng 
sinh học C. elegans. Kết quả được thể hiện ở bảng 3 và hình 2 cho 
thấy 100% các chủng vi khuẩn có hoạt tính đối kháng thông qua 
tỷ lệ chết nhanh tuyến trùng đạt 15,37-100%, trong đó 3 chủng vi 
khuẩn ký hiệu là TL7, S2 và S1 có hoạt tính đối kháng tuyến trùng 
C. elegans mạnh nhất với tỷ lệ chết nhanh lần lượt là 100, 98,52 và 
97,59%, trong khi chủng KT1 chỉ đạt tỷ lệ chết nhanh là 55,74%. 
Tỷ lệ chết chậm ở 4 chủng vi khuẩn này có chiều hướng tương tự 
và giá trị thấp hơn tỷ lệ chết nhanh. 
Bảng 3. Tiềm năng đối kháng với tuyến trùng của các chủng vi 
khuẩn bản địa thông qua mô hình tuyến trùng C. elegans.

STT Chủng vi khuẩn Tỷ lệ chết nhanh (sau 24 giờ) (%) Tỷ lệ chết chậm (sau 72 giờ) (%)

1 TL7 100,00a 76,41a

2 S1 97,59a 69,15c

3 S2 98,52a 72,96b

4 A22 28,7e 23,71g

5 CD3-6 30,74e 22,82h

6 CD 3-1 21,85f 14,44i

7 A35 58,52c 51,33e

8 A25 56,85c 50,29ef

9 A24 57,41c 48,67f

10 A31 51,85d 26,52g

11 A8 23,15f 21,86h

12 KT1 55,74c 48,93f

13 CD3-5 15,37g 10,89j

14 SN4-3 74,07b 58,26d

15 Đối chứng 0,00h 0,00k

  CV 4,01 3,9

  LSD 3,44 2,81

Nhóm Duncan được thực hiện trong quy trình ANOVA với t Tests 
(LSD=5%), trong đó các giá trị trung bình trong cùng một cột được 
phân lớp có chữ giống nhau thì không khác nhau về mặt ý nghĩa thống 
kê.

3.3. Tuyển chọn và xác định các chủng vi khuẩn bản địa có 
khả năng KTST cây trồng thông qua cây mô hình A. thaliana

Đã có nhiều nghiên cứu trong và ngoài nước sử dụng cây A. 
thaliana để đánh giá khả năng thúc đẩy tăng trưởng cây trồng của 
các PGPR. Ở Việt Nam, kết quả nghiên cứu của C.N. Thanh và cs 
(2018) [11] cho thấy, 2 chủng vi khuẩn Pseudomonas sp. P112 và 
P113 có khả năng KTST rễ và chồi của cây A. thaliana gấp 4,1-4,9 
và 2,3-2,5 lần so với đối chứng. Ở thí nghiệm này, cây mô hình A. 
thaliana được sử dụng để đánh giá khả năng KTST cây trồng của 
14 chủng vi khuẩn Bacillus đã được tuyển chọn, kết quả ghi nhận 
được 4/14 chủng có khả năng KTST của cây A. thalian vượt trội 
so với đối chứng gồm S1, S2, A35 và TL7 thể hiện qua phần trăm 
tăng trọng lượng so với cây ở công thức đối chứng không xử lý lần 
lượt là 34,16, 32,68, 27,09 và 25,21% (bảng 4).
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Bảng 4. Thử nghiệm khả năng kích thích sinh trưởng của vi khuẩn 
bản địa thông qua mô hình cây A. thaliana.

STT Chủng vi khuẩn Trọng lượng cây (mg) % tăng so với đối chứng

1 TL7 158,20b 25,21d

2 S1 169,70a 34,16a

3 S2 167,90a 32,68b

4 A22 133,5c 5,56e

5 CD3-6 128,02cd 1,22i

6 CD 3-1 128,65cd 1,71hi

7 A35 160,63b 27,09c

8 A25 130,61cd 3,22g

9 A24 132,25cd 4,58f

10 A31 129,37cd 2,24h

11 A8 129,52cd 2,37h

12 KT1 129,47cd 2,32h

13 CD3-5 130,86cd 3,43g

14 SN4-3 131,25cd 3,73g

15 Đối chứng 126,52c 0,00j

LSD 5% 6,01 0,67

  CV % 2,59 4,04

Nhóm Duncan được thực hiện trong quy trình ANOVA với t Tests 
(LSD=5%), trong đó các giá trị trung bình trong cùng một cột được phân 
lớp có chữ giống nhau thì không khác nhau về mặt ý nghĩa thống kê.

Tuyến trùng nốt rễ như Meloidogyne sp. là một trong các 
tác nhân gây thiệt hại nhất trên cây trồng nông nghiệp nhiệt 
đới ở Việt Nam, trong đó có cà chua và cà phê. Bản thân cây 
cà chua được sử dụng như cây chỉ thị và nhân nguồn cho tuyến 
trùng nốt sưng vì cây cà chua rất dễ nhiễm tuyến trùng và biểu 
hiện bệnh rõ ràng trong một thời gian ngắn. Kết quả thí nghiệm 
cho thấy, ở các công thức thí nghiệm xử lý các chủng vi khuẩn 
TL7, S1, S2, cây cà chua có CSB thấp lần lượt là 27,33, 28,67 
và 29,33%, thấp hơn nhiều so với CSB ở công thức đối chứng 
là 80%. Nói cách khác, hiệu quả phòng trừ bệnh tuyến trùng 
nốt sưng trên cây cà chua của 3 chủng vi khuẩn TL7, S1, S2 
này so với đối chứng không xử lý lần lượt là 66,46, 64,77 và 
63,94% (hình 2 và 3).

Hình 2. Đồ thị biểu diễn hiệu quả giảm bệnh tuyến trùng nốt sưng 
Meloidogyne sp. trên cây cà chua của các chủng vi khuẩn bản địa 
phân lập được.

 

Hình 3. Hiệu quả giảm bệnh tuyến trùng nốt sưng Meloidogyne sp. trên 
cây cà chua của chủng vi khuẩn TL7. (A) Phần cây cà chua trên mặt đất ở 
đối chứng (bên trái), CT xử lý TL7 (bên phải); (B) Phần rễ cây cà chua ở đối 
chứng (bên trái), CT xử lý TL7 (bên phải).

3.4. Kết quả định danh các chủng vi khuẩn bản địa có 
khả năng KTST và hoạt tính đối kháng cao bằng phương 
pháp WGS

Từ các thử nghiệm khả năng KTST và đối kháng với nấm 
bệnh cùng tuyến trùng trong phòng thí nghiệm cũng như thử 
nghiệm giảm bệnh tuyến trùng nốt sưng trên cà chua trong nhà 
lưới của Viện Bảo vệ Thực vật, 3 chủng vi khuẩn phân lập 
từ đất được lựa chọn gồm S1, S2 và TL7 để định danh bằng 
phương pháp WGS nhằm xác định đến loài. Kết quả lắp ráp 
trình tự bộ gen được gửi lưu giữ trong ngân hàng gen với các 
mã và thông số được trình bày ở bảng 5.
Bảng 5. Kết quả giải trình tự toàn bộ bộ gen của các chủng vi 
khuẩn được tuyển chọn

Ký hiệu chủng 
vi khuẩn Mã GenBank Kích cỡ bộ 

gen (bp)
G+C 
(%)

Contig N50 
(bp)

Tổng số 
các gen

dDDH 
(%)

ANIb 
(%)

S1 VEWW00000000 3.866.305 46,1 486.485 3.893 85,80 97,01

S2 VEWX00000000 3.864.301 46,1 397.838 3.893 85,70 97,12

TL7 VEWZ00000000 3.865.047 46,4 428.384 3.879 85,70 97,94

Căn cứ vào giá trị phân biệt loài của AnIb từ 96% trở lên 
[25] và giá trị phân biệt loài của dDDH từ 70% trở lên [26], 
trình tự bộ gen của 3 chủng vi khuẩn S1, S2, TL7 đều là chủng 
Bacillus velezensis và chủng tương tự trong ngân hàng gen là 
B. velezensis KCTC13012. Bộ gen của cả 3 chủng vi khuẩn B. 
velezensis này đều chứa đồng thời gen fen mã hóa hoạt chất 
fengycin có tác dụng diệt trừ nấm bệnh và gen pnz mã hóa hoạt 
chất plantazolicin có tác dụng diệt trừ tuyến trùng [11].    

4. Kết luận

1. Đã phân lập và tuyển chọn được 5 chủng vi khuẩn 
Bacillus gồm TL7, S1, S2, A35, KT1 từ đất vùng rễ và thân 
lá cây cà phê có khả năng đối kháng cao với nấm bệnh F. 
oxysporum và tuyến trùng Meloidogyne sp. cũng như có khả 
năng KTST cây trồng. 
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2. Ba chủng vi khuẩn gồm S2, S1 và TL7 được tuyển chọn 
có khả năng phòng trừ tuyến trùng nốt sưng trên cây cà chua 
với hiệu quả phòng trừ cùng mức phân lớp là 63,94-66,46%.

3. Ba chủng vi khuẩn được định danh đến loài từ việc giải 
WGS và căn cứ vào các giá trị dDDH và ANIb xác định loài 
đã được tính toán là B. velezensis S1, B. velezensis S2 và B. 
velezensis TL7 với các mã số đăng ký trên GenBank lần lượt là 
VEWW00000000, VEWX00000000 và VEWZ00000000. Cả 
3 chủng vi khuẩn đều chứa gen fen và pzn mã hóa các hoạt 
chất fengycin và plantazolicin có tác dụng diệt trừ nấm bệnh 
và tuyến trùng.
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1. Đặt vấn đề

Bên cạnh những loài cá sản xuất trong nước để xuất khẩu, 
hiện nay nhu cầu cá cảnh ngoại nhập trên thị trường TP Hồ Chí 
Minh cũng ngày một tăng cao, các loài cá mới lạ độc đáo từ các 
nước như Thái Lan, Indonesia, Singapore… đang được người 
chơi cá cảnh trong nước ưa chuộng. Cá cảnh ngoại nhập tại TP 
Hồ Chí Minh hiện nay có xu hướng tăng dần theo thời gian. Cá 
nhập khẩu có giá thành cao và việc cung cấp cá chưa ổn định 
nên ảnh hưởng đến việc sản xuất và kinh doanh cá cảnh tại thị 
trường nước ta. Một trong các đối tượng có giá trị kinh tế và phù 
hợp nuôi trong bể thủy sinh là cá hồng mi Ấn Độ - thường được 
nhập khẩu từ Indonesia, Thái Lan, Malaysia... Cá hồng mi Ấn Độ 
thuộc họ Cyprinidae, có nguồn gốc từ Ấn Độ, kích thước của cá 
trưởng thành từ 9 cm trở lên, màu sắc chủ đạo là đen, đỏ, trắng, 
nổi bật với màu bạc và một sọc đen chạy dọc cơ thể, một sọc đỏ 
chạy từ phía miệng qua mi trên rồi dọc ra quá nửa thân phía sau. 
Thức ăn của cá bao gồm cả động và thực vật để duy trì vẻ đẹp 
tự nhiên cũng như để cá sinh trưởng và phát triển tốt. Cá thường 
sống ở những nơi có dòng chảy mạnh, giàu ôxy và theo bầy nên 
thích hợp nuôi trong bể thủy sinh [1]. 

Ngoài tự nhiên, mùa vụ sinh sản của cá tập trung từ tháng 11 
đến tháng 4 năm sau, tùy thuộc vào kích cỡ và tuổi của các cặp 
sinh sản [2-4]. Với tiềm năng có thể trở thành đối tượng có giá trị 
kinh tế cao, cá hồng mi Ấn Độ đang được quan tâm nghiên cứu 
tại các nước trên thế giới. Các tài liệu về nghiên cứu sinh sản của 
loài cá này tại nước ta hiện nay chưa được đề cập. Trong khi đó, 

trên thế giới đã có một số kết quả nghiên cứu về đặc điểm sinh 
sản, sinh sản nhân tạo cá đã được công bố như T.V.A. Mercy và 
cs (2015) [1], S. Sajan (2015) [5],  T.V.A. Mercy và cs (2014) [6]. 
Chính vì thế, để có thể chủ động được nguồn giống, làm đa dạng 
thêm nguồn cá xuất khẩu trong nước, chúng tôi thực hiện nghiên 
cứu “Kích thích cá hồng mi Ấn Độ (Sahyadria denisonii) sinh sản 
bằng kích dục tố khác nhau”.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Cá thí nghiệm

Cá hồng mi Ấn Độ sử dụng làm bố mẹ được nhập khẩu từ 
Indonesia (theo Giấy phép nhập khẩu giống thủy sản Số 1698/
GP-TCTS-NTTS ngày 3/9/2020 của Cục Thủy sản), cá khỏe 
mạnh, có ngoại hình đẹp, không dị tật, đồng đều, kích thước cá 
trung bình 11 cm, khối lượng cá dao động 19-22 g/con. Sau khi 
vận chuyển về, cá được thuần dưỡng và nuôi vỗ trong bể kính 
kích thước 1,2x0,8x0,6 m trong 2 tuần. Cá được nuôi chung đực 
cái, mật độ nuôi là 50 con/bể.

2.2. Thức ăn thí nghiệm

Thức ăn sử dụng trong thời gian nuôi vỗ cá bố mẹ là sinh 
khối Artemia và trùn chỉ. Sinh khối Artemia được nuôi tại Trung 
tâm Nghiên cứu và Phát triển Nông nghiệp Công nghệ cao, TP 
Hồ Chí Minh. Thức ăn tự chế biến là 50% thức ăn viên 32% 
protein, 50% tép bò, bổ sung vitamin C với liều lượng 3 g/kg 
thức ăn, chất kết dính với liều 2 g/kg thức ăn, hỗn hợp được xay, 
sau đó ép thành viên nhỏ và phơi khô ở nhiệt độ phòng.

Kích thích cá hồng mi Ấn Độ (Sahyadria denisonii) 
sinh sản bằng kích dục tố khác nhau 

Nguyễn Thị Kim Liên1*, Trương Thị Thúy Hằng2, Lâm Hoàng Lai2, Nguyễn Hồng Yến2, Ngô Khánh Duy2

 1Trung tâm Ươm tạo Doanh nghiệp Nông nghiệp Công nghệ cao, ấp 1, xã Phạm Văn Cội, huyện Củ Chi, TP Hồ Chí Minh, Việt Nam
2Trung tâm Nghiên cứu và Phát triển Nông nghiệp Công nghệ cao, ấp 1, xã Phạm Văn Cội, huyện Củ Chi, TP Hồ Chí Minh, Việt Nam

Ngày nhận bài 6/3/2023; ngày chuyển phản biện 9/3/2023; ngày nhận phản biện 22/3/2023; ngày chấp nhận đăng 27/3/2023

Tóm tắt:

Nghiên cứu kích thích cá hồng mi Ấn Độ (Sahyadria denisonii) sinh sản được thực hiện từ tháng 6/2022 đến tháng 10/2022 
tại Trung tâm Nghiên cứu và Phát triển Nông nghiệp Công nghệ cao với 3 loại kích dục tố là HCG, Ovaprim và LHRHa + 
Domperidone. Mỗi mức nồng độ của một loại kích dục tố dùng trong thí nghiệm đều được sử dụng trên 5 cặp cá bố mẹ. Cá được 
tiêm vào vùng trước của vây lưng và sử dụng ống tiêm 1 ml, với phương pháp tiêm 1 lần duy nhất và thời gian tiêm cho cá là 18 giờ. 
Kết quả nghiên cứu ghi nhận Ovaprim có tác dụng gây rụng trứng và đẻ trứng ở cá hồng mi Ấn Độ với liều 0,4-0,5 ml/kg cá cái. 
Thời gian hiệu ứng là 11 giờ 25 phút đến 11 giờ 28 phút sau khi tiêm, tỷ lệ sinh sản 80%, sức sinh sản tuyệt đối đạt 747,67-750,33 
trứng/cá cái, tỷ lệ thụ tinh và tỷ lệ nở khoảng 84%, thời gian phát triển phôi là 30 giờ ở nhiệt độ nước 29oC. Lúc mới nở, chiều dài 
trung bình của ấu trùng là 3,2 mm với lượng noãn hoàng nhiều và thời gian tiêu hết noãn hoàng là 3-4 ngày. HCG và LHRHa + 
Domperidone chưa có tác dụng gây rụng trứng và đẻ trứng ở cá hồng mi Ấn Độ. 

Từ khóa: cá hồng mi Ấn Độ, hormone, sản xuất giống, sinh sản, sự thành thục. 

Chỉ số phân loại: 4.5

*

DOI: 10.31276/VJST.65(9).46-50

***Tác giả liên hệ: Email: lienkimnguyen85@gmail.com
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Nguồn nước dùng cho nghiên cứu là nước đã và đang sử 
dụng để nuôi cá cảnh tại Trung tâm Nghiên cứu và Phát triển 
Nông nghiệp Công nghệ cao (nguồn nước giếng) được điều 
chỉnh các yếu tố chất lượng nước trong ngưỡng thích hợp cho 
cá. Các yếu tố chất lượng nước trong bể nuôi vỗ cá bố mẹ cụ thể 
là pH nước 6,0-6,8, độ cứng 53,7 mg CaCO3/l, nhiệt độ nước 
dao động 27-28oC. 

Các dụng cụ thực hiện trong thí nghiệm bao gồm 9 bể kính 
kích thước 1,2x0,8x0,6 m, máy kiểm tra chất lượng nước pH, 
DO và nhiệt độ. Hệ thống sục khí, ống xi phông, thau, xô, vợt, 
cân phân tích và ống tiêm 0,5 ml. Cân điện tử hai số lẻ dùng để 
cân khối lượng cá, thước kẹp có độ chính xác 0,05 mm để đo 
chiều dài cá.

2.3. Phương pháp nghiên cứu

Các nội dung của nghiên cứu được thể hiện ở hình 1.

3 
 

Thức ăn thí nghiệm 
Thức ăn sử dụng trong thời gian nuôi vỗ cá bố mẹ là sinh khối Artemia và trùn 

chỉ. Sinh khối Artemia được nuôi tại Trung tâm Nghiên cứu và Phát triển Nông nghiệp 
Công nghệ cao, TP Hồ Chí Minh. Thức ăn tự chế biến là 50% thức ăn viên 32% 
protein, 50% tép bò, bổ sung vitamin C với liều lượng 3 g/kg thức ăn, chất kết dính với 
liều 2 g/kg thức ăn, hỗn hợp được xay, sau đó ép thành viên nhỏ và phơi khô ở nhiệt 
độ phòng. 

Nguồn nước dùng cho nghiên cứu là nước đã và đang sử dụng để nuôi cá cảnh 
tại Trung tâm Nghiên cứu và Phát triển Nông nghiệp Công nghệ cao (nguồn nước 
giếng) được điều chỉnh các yếu tố chất lượng nước trong ngưỡng thích hợp cho cá. 
Các yếu tố chất lượng nước trong bể nuôi vỗ cá bố mẹ cụ thể là pH nước 6,0-6,8, độ 
cứng 53,7 mg CaCO3/l, nhiệt độ nước dao động 27-28oC.  

Các dụng cụ thực hiện trong thí nghiệm bao gồm 9 bể kính kích thước 
1,2x0,8x0,6 m, máy kiểm tra chất lượng nước pH, DO và nhiệt độ. Hệ thống sục khí, 
ống xi phông, thau, xô, vợt, cân phân tích và ống tiêm 0,5 ml. Cân điện tử hai số lẻ 
dùng để cân khối lượng cá, thước kẹp có độ chính xác 0,05 mm để đo chiều dài cá. 

Phương pháp nghiên cứu 
Các nội dung của nghiên cứu được thể hiện ở hình 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1. Sơ đồ thí nghiệm trong nghiên cứu. 

Chọn cá cho sinh sản:  

Cá cái: Chọn cá khỏe mạnh, không bị xây xát, không bị thương tật. Khi cá đã 
thành thục sinh dục thì cá có phần bụng dưới to, mềm đều, lỗ sinh dục lồi và màu hồng. 

Chọn cá bố mẹ cho sinh sản 

Kích thích cá hồng mi Ấn Độ sinh sản bằng kích dục tố khác nhau 

Nuôi vỗ thành thục Tiêm chất kích thích sinh sản 

Kích thích cá sinh sản bằng 
LHRHa + Domperidon 

Kích thích cá sinh sản 
bằng Ovaprim 

Kích thích cá sinh sản 
bằng HCG 

Chọn được chất kích thích sinh sản  
phù hợp cho cá hồng mi Ấn Độ 

Hình 1. Sơ đồ thí nghiệm trong nghiên cứu.

Chọn cá cho sinh sản:

Cá cái: Chọn cá khỏe mạnh, không bị xây xát, không bị 
thương tật. Khi cá đã thành thục sinh dục thì cá có phần bụng 
dưới to, mềm đều, lỗ sinh dục lồi và màu hồng.

Cá đực: Chọn con đực thân thon dài, khỏe mạnh, không bị 
xây xát, không bị thương tật có gai sinh dục nhỏ, hơi lồi và nhọn. 
Khi cá đã thành thục sinh dục, dùng tay vuốt nhẹ gần lỗ sinh dục 
cá thấy có sẹ màu trắng sữa chảy ra.

Tiêm chất kích thích sinh sản cho cá: Chọn cá cái và đực có 
sản phẩm sinh dục đạt giai đoạn chín muồi, tiến hành tiêm chất 
kích thích sinh sản cho cá. Sau thời gian hiệu ứng thì cá cái sẽ rụng 
trứng, vuốt trứng, vuốt tinh dịch và thụ tinh nhân tạo. Nghiên cứu 
kích thích sinh sản cho cá hồng mi Ấn Độ được thực hiện bằng 
các loại chất kích thích sinh sản là LHRHa + Domperidone (bảng 
1), Ovaprim (bảng 2) và HCG (bảng 3). Mỗi mức nồng độ của 
một loại chất kích thích sinh sản dùng trong thí nghiệm đều được 
sử dụng trên 5 cặp cá bố mẹ, cá được tiêm vào vùng trước của 
vây lưng và sử dụng ống tiêm 1 ml tiêm 1 lần duy nhất, thời gian 
tiêm cho cá là 18 giờ. Cá bố mẹ rất nhạy cảm và dễ chết trong quá 
trình tiêm, vì vậy cá được gây mê bằng thuốc Nika Transmore 
Fish Medicine 28 ml (1 ml/13,5 lít nước, quan sát cá có dấu hiệu 
nằm yên không vùng vẫy thì tiến hành tiêm) trước khi tiêm chất 
kích thích sinh sản. Cá hồng mi Ấn Độ được tiêm với các liều 
lượng như sau: 

Thí nghiệm 1: Kích thích cá sinh sản bằng LHRHa + 
Domperidone.
Bảng 1. Kích thích cá sinh sản bằng LHRHa + Domperidone.

Nghiệm thức Liều tiêm/kg cá cái
(LHRHa + Domperidone)

Liều tiêm/kg cá đực
(LHRHa + Domperidone)

NT1 20 μg + 0,5 mg 10 μg + 0,25 mg

NT2 30 μg + 0,5 mg 15 μg + 0,25 mg

NT3 40 μg + 0,5 mg 20 μg + 0,25 mg
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Abstract:

Research on spawning stimulation of Sahyadria denisonii was 
carried out from June 2022 to October 2022 at the Research and 
Development Center for High-Tech Agriculture with three inducing 
agents, HCG, Ovaprim, and LHRHa + Domperidone. Each 
concentration of a hormone used in the experiment was applied on 
5 pairs of brood fish. A 1 ml syringe was used for injecting to the 
anterior region of the dorsal fin by using a single-injection method 
and the injection timing of fish was 18 hours. Results showed that 
Ovaprim had an effect on inducing ovulation and laying eggs at a 
dose of 0.4-0.5 ml/kg of female fish. Female fish were exposed to 
hormones and ovulated after 11 hours 25 minutes to 11 hours 28 
minutes from the time of injecting, 80% reproduction rate, actual 
fecundity from 747.67 to 750.33 eggs/female, 84% fertilisation rate, 
84% hatching rate, time of embryo development was 30 hours at a 
water temperature of 29oC. The average length of new-hatched larvae 
was 3.2 mm with a large amount of yolk sac, the time to consume the 
yolk was from 3 to 4 days. HCG and LHRHa + Domperidone did not 
have any effect on ovulation and spawning in fish.

Keywords: hormones, maturation, production, Sahyadria denisonii, 
seed reproduction.

Classification number: 4.5
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Thí nghiệm 2: Kích thích cá sinh sản bằng Ovaprim.
Bảng 2. Kích thích cá sinh sản bằng Ovaprim.

Nghiệm thức Liều tiêm/kg cá cái Liều tiêm/kg cá đực
NT1 0,4 ml/kg 0,2 ml/kg
NT2 0,5 ml/kg 0,25 ml/kg
NT3 0,6 ml/kg 0,3 ml/kg

Thí nghiệm 3: Kích thích cá sinh sản bằng HCG.
Bảng 3. Kích thích cá sinh sản bằng HCG.

Nghiệm thức Liều tiêm/kg cá cái Liều tiêm/kg cá đực
NT1 2.000 IU/kg cá 1.000 IU/kg cá
NT2 2.500 IU/kg cá 1.250 IU/kg cá
NT3 3.000 IU/kg cá 1.500 IU/kg cá

Gieo tinh nhân tạo cho trứng cá hồng mi Ấn Độ: Sau khi tiêm 
cá xong khoảng 10-11 giờ tiến hành kiểm tra sự rụng trứng của cá, 
vuốt nhẹ bụng cá cái ở gần lỗ sinh dục nếu thấy trứng chảy ra thì 
trứng đã rụng và tiến hành vuốt trứng. Vuốt nhẹ bụng cá cái theo 
hướng từ đầu xuống bụng cá, trứng cá được vuốt cho vào chén. Vuốt 
trứng cá cái xong, tinh cá đực (dùng bơm tiêm hút tinh dịch) được đổ 
trực tiếp vào trứng, thêm vào 5 ml nước muối sinh lý sau đó khuấy 
đều trứng 1-2 phút bằng lông gà để trứng được thụ tinh hoàn toàn. 

Ấp trứng: Áp dụng phương pháp ấp trứng dính trên giá thể, trứng 
được rải dính đều trên giá thể là lưới có kích thước mắt lưới 1 mm 
như ở hình 2. Trong quá trình ấp, cho nước chảy nhẹ tạo dòng chảy 
và sục khí để cung cấp đủ ôxy. Khi trứng nở toàn bộ thì vớt giá thể ra 
ngoài. Sau khi cá nở, cá sử dụng dinh dưỡng bằng chất noãn hoàng 
trên cơ thể cá, sau 3-4 ngày cá bột tiêu hết noãn hoàng (hình 3) sẽ ăn 
thức ăn bên ngoài, giai đoạn này chuyển cá bột sang bể ương.

Hình 2. Ấp trứng cá hồng mi 
Ấn Độ trên giá thể.

Hình 3. Cá bột cá hồng mi Ấn 
Độ.

Phương pháp đo chất lượng nước: Các thông số nhiệt độ nước, 
DO và pH được đo bằng máy đo Hanna. Các thông số chất lượng 
nước được đo hàng ngày trong bể thí nghiệm vào lúc 9 giờ sáng.

Chỉ tiêu theo dõi:

- Thời gian hiệu ứng (giờ): Được tính từ khi tiêm chất kích 
thích sinh sản đến khi cá cái rụng trứng.

- Xác định thời gian phát triển phôi: Trứng cá từ lúc mới đẻ 
được quan sát dưới kính hiển vi và chụp hình ảnh lại theo các giai 
đoạn phát triển phôi của cá.

- Tỷ lệ thụ tinh (%) = (Tổng số trứng thụ tinh x 100)/tổng số 
trứng cá đẻ ra.

- Tỷ lệ nở (%) = (Tổng số cá nở x 100)/Tổng số trứng được 
thụ tinh.

Phương pháp xử lý số liệu: So sánh các chỉ tiêu theo dõi trong 
thí nghiệm giữa các nghiệm thức bằng phương pháp One way 
anova. Nếu có sự khác biệt, tiếp tục dùng Tukey test với mức ý 
nghĩa 95% để xác định sự khác biệt giữa từng cặp nghiệm thức. 
Tất cả các phân tích thống kê được thực hiện bằng phần mềm 
Minitab 16.

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Các yếu tố môi trường trong bể đẻ cá hồng mi Ấn Độ

Cá là động vật biến nhiệt nên nhiệt độ là yếu tố môi trường ảnh 
hưởng đến quá trình trao đổi chất từ đó ảnh hưởng đến suốt quá 
trình sinh sản của cá. Trong sinh sản nhân tạo, nhất là gieo tinh 
nhân tạo nhiệt độ cũng là yếu tố ảnh hưởng rất lớn đến tỷ lệ thụ 
tinh, tỷ lệ nở và thời gian phát triển phôi của cá. Nếu nhiệt độ quá 
cao thường làm giảm tỷ lệ thụ tinh, tỷ lệ nở và tăng tỷ lệ dị hình. 
Trong phạm vi nhiệt độ thích hợp thì nhiệt độ càng cao càng rút 
ngắn thời gian nở của cá. Sự biến động của các yếu tố môi trường 
nước sẽ ảnh hưởng trực tiếp đến các quá trình sinh sản của cá.
Bảng 4. Các yếu tố môi trường trong sinh sản nhân tạo cá hồng 
mi Ấn Độ.

Thông số Giá trị

Nhiệt độ nước (oC) 29,2±0,24

DO (mg/l) 5,45±0,07

pH 6,86  

Số liệu trình bày trong bảng là giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn.

Mỗi loài cá chỉ thực hiện việc đẻ trứng ở một phạm vi nhiệt độ 
nhất định, nếu nhiệt độ quá thấp cá không đẻ trứng nhưng nhiệt độ 
quá cao thường ảnh hưởng đến chất lượng cá con. Kết quả bảng 4 
cho thấy, các yếu tố chất lượng nước trong khoảng thích hợp cho cá 
hồng mi Ấn Độ sinh sản với pH nước 6,86. Nhiệt độ nước luôn ở 
29,2oC trong suốt thời gian cho đẻ cá, DO luôn ở mức 5,45 mg/l do 
trong bể đẻ có bố trí sục khí liên tục.

3.2. Thí nghiệm với LHRHa + Domperidone

Khi cho cá hồng mi Ấn Độ sinh sản bằng LHRHa + 
Domperidone đã không gây ra sự chín và rụng trứng ở cả 3 nghiệm 
thức sau 24 giờ. Kết quả này phù hợp với công bố của A.M.A.N. 
Adikari và cs (2018) [7] kết luận rằng, khi sinh sản cá hồng mi Ấn 
Độ bằng phương pháp tiêm chất kích thích sinh sản là LHRHa với 
liều 20, 30 và 40 μg/kg cá cái kết hợp với 0,5 ml Domperidone; 
con đực sử dụng một nửa liều cá cái và tiêm một lần duy nhất thì 
kết quả cá không sinh sản. N.T. Anh và cs (2005) [8], K. Suzuki 
và cs (1987) [9] cho biết, kích thích cá hú (P. conchophilus) và 
cá trê vàng (Clarias macrocephalus) đẻ bằng 17,20 P (17α, 20β- 
dihydroxy-4-pregnen-3-one) cần có một lượng kích dục tố HCG 
hoặc dịch chiết tuyến yên cá. Trong thí nghiệm này, có thể LHRHa 
mới chỉ dừng ở mức làm tăng kích thước của noãn bào nhưng cần 
có sự tham gia của kích dục tố tác động qua nang trứng, gây nên 
hiện tượng rụng trứng. Đây là yếu tố cần thiết cho quá trình phóng 
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thích noãn bào, trong khi đó Domperidone lại chưa phát huy hết 
vai trò chất đối kháng nên hiện tượng rụng trứng chưa xảy ra.

3.3. Thí nghiệm với Ovaprim

Ovaprim là một hoạt chất dùng để kích thích sinh sản ở cá, trong 
thành phần có chứa 20 µg sGnRHa và 10 mg Domperidone trong 
khoảng 1 ml propylen glycol [10]. Hiện nay, chất kích thích này 
được sử dụng khá rộng rãi trong nuôi trồng thủy sản để kích thích cá 
sinh sản. Thí nghiệm sử dụng Ovaprim được thực hiện trên 15 cặp 
cá bố mẹ, cá được tiêm Ovaprim với các nồng độ khác nhau 0,4, 0,5 
và 0,6 ml/kg cá. Kết quả được trình bày ở bảng 5.
Bảng 5. Kết quả kích thích cá hồng mi Ấn Độ sinh sản bằng 
Ovaprim.

Chỉ tiêu so sánh
Nghiệm thức

NT 1 (n=5) NT2 (n=5) NT3 (n=5)

Thời gian hiệu ứng (giờ) 11,25±0,09a 11,28±0,03a 0

Tỷ lệ sinh sản (%) 80,00±0,00a 80,00±0,00a 0

Sức sinh sản tuyệt đối (trứng/cá cái) 747,67±7,51a 750,33±1,53a 0

Tỷ lệ thụ tinh (%) 84,7±0,44a 84,86±0,34a 0

Tỷ lệ nở (%) 84,07±0,51a 84,62±0,24a 0

Nhiệt độ lúc cá đẻ và ấp trứng là 29oC.

Kết quả trình bày ở bảng 5 cho thấy, Ovaprim có tác dụng kích 
thích gây chín và rụng trứng cá ở nghiệm thức 1 (0,4 ml/kg cá) và 
nghiệm thức 2 (0,5 ml/kg cá), ở nghiệm thức 3 với liều 0,6 ml/kg 
cá khi tiêm vào thì xảy ra hiện tượng cá chết. Chúng tôi quan sát 
và ghi nhận khi tiêm Ovaprim với liều 0,6 ml/kg thì cả vùng lưng 
của cá chuyển sang màu đen, điều này có thể do ở liều cao gây sốc 
cá hồng mi Ấn Độ và dẫn đến cá chết. Điều này phù hợp với kết 
luận của A.M.A.N. Adikari và cs (2018) [7] là cá hồng mi Ấn Độ 
rất nhạy cảm với hormone kích thích sinh sản ở liều cao. 

Tỷ lệ sinh sản của cá ở cả 2 nghiệm thức là 80%, thời gian hiệu 
ứng của cá với chất kích dục tố từ 11 giờ 25 phút đến 11 giờ 28 
phút, sức sinh sản tuyệt đối của cá là 747-750 trứng/cá cái, tỷ lệ 
thụ tinh và tỷ lệ nở khoảng 84%. B. Harvey và cs (1993) [11] ghi 
nhận thời gian hiệu ứng của cá hồng mi Ấn Độ là 10-12 giờ. Theo 
kết quả nghiên cứu của T.V.A. Mercy và cs (2015) [1], khi sinh sản 
cá hồng mi Ấn Độ thời gian hiệu ứng là 12,78±0,83 giờ. Cũng theo 
kết quả của nhóm tác giả này, tỷ lệ thụ tinh là 86,11±5,23% và tỷ lệ 
nở là 85,89±2,98% khi sinh sản cá hồng mi Ấn Độ bằng Ovaprim. 
Theo T.V.A. Mercy và cs (2014) [6], sức sinh sản tuyệt đối của S. 
densonii dao động từ 293 đến 967 trứng trên mỗi con cái, trong 
khi S. Solomon và cs (2011) [4] ghi nhận là 376 đến 1.098 trứng/
cá thể cái. 

Kết quả nghiên cứu đã ghi nhận thời gian hiệu ứng, tỷ lệ sinh 
sản, tỷ lệ thụ tinh và sức sinh sản của trứng không có sự khác biệt 
giữa nghiệm thức 1 và 2. Một số nghiên cứu về sinh sản nhân tạo 
cá da trơn đã khẳng định không có mối tương quan giữa liều lượng 
chất kích thích với các chỉ số sinh sản như tỷ lệ cá đẻ, số trứng thu 
được [10, 12]. Vì hiệu quả của vấn đề kích thích cá đẻ trứng phụ 
thuộc vào nhiều vấn đề như sức khỏe của cá, hoạt tính của chất 
kích thích, không gian cá đẻ cùng với các điều kiện khác [13]. 

Ngoài ra, tỷ lệ nở của phôi cá trong thí nghiệm này cũng không 
có sự khác biệt giữa 2 nghiệm thức, điều đó chứng tỏ mức độ chín 
muồi của sản phẩm sinh dục đã quyết định đến quá trình phát triển 
phôi chứ không phải tác nhân chất kích thích. Kết quả nghiên cứu 
của S. Haider và cs (1994) [14], B.H. Pederson (2003) [15] cũng 
cho thấy không có mối liên hệ giữa nồng độ chất kích thích (17α, 
20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one) với tỷ lệ nở của phôi cá chình 
Nhật Bản và cá trê vàng.

Như vậy, kết quả sinh sản cá hồng mi Ấn Độ ở nghiệm thức 
Ovaprim với liều 0,4 và 0,5 ml/kg cá không có sự khác biệt. Do 
vậy, trong phạm vi thí nghiệm này, liều lượng Ovaprim được 
khuyến cáo sử dụng khi kích thích cá sinh sản là 0,4 ml/kg.

3.4. Thí nghiệm với HCG

HCG là loại kích dục tố dị chủng được dùng có hiệu quả cho 
nhiều loài cá như cá mè, cá trê, cá chày, cá trôi, cá bống... [10]. 
Tuy nhiên, theo kết quả nghiên cứu thì ở cả 3 liều lượng 2000, 
2500, 3000 UI/kg cá cái (bảng 3) cũng không mang lại hiệu quả 
cho cá hồng mi Ấn Độ. Kết quả kiểm tra cá ở nghiệm thức sử dụng 
LHRHa + Domperidone và HCG cho thấy, cá đều không có biểu 
hiện rụng trứng, quan sát và phân tích cho thấy hormone chỉ có 
tác dụng thúc đẩy buồng trứng phát triển, thể hiện rõ nhất là sau 
khi tiêm khoảng 8-9 giờ kiểm tra thấy bụng cá căng tròn so với lúc 
chưa tiêm kích dục tố. Chúng tôi đã giải phẫu 2 cá thể ở nghiệm 
thức LHRHa + Domperidone và HCG thì thấy buồng trứng căng, 
tuy nhiên trứng vẫn chưa tách ra khỏi nang trứng, chưa thấy trứng 
rụng và tách tự do.

Khi kích thích cá hồng mi Ấn Độ sinh sản với 3 loại chất kích 
thích sinh sản là Ovaprim, HCG, LHRHa + Domperidone thì chỉ 
có cá ở nghiệm thức sử dụng Ovaprim chín và rụng trứng. Với kết 
quả trên, chúng tôi đặt ra 2 giả thuyết: (1) Liều lượng, số lần tiêm 
LHRHa + Domperidone và HCG trong thí nghiệm bố trí chưa đủ 
để gây ra sự chín và rụng trứng cá hồng mi Ấn Độ; (2) Điều này 
có thể do tác dụng đặc hiệu của kích dục tố, với mỗi loài cá nuôi 
sẽ thích ứng với từng loại kích dục tố khác nhau về liều lượng, số 
lần tiêm. Giả thuyết này cũng phù hợp với nhận xét của N.T. Anh 
(1999) [10] là một số loại cá chỉ hiệu ứng tốt nhất với một chất 
kích thích sinh sản khác nhau và mỗi chất kích thích sinh sản cũng 
có tác dụng mang tính chọn lọc với mỗi loài cá khác nhau như cá 
mè vinh, cá he, cá leo… cũng không phản ứng với HCG.

Như vậy, kết quả của thí nghiệm có khả năng xảy ra theo giả 
thuyết thứ 2 là có thể do tác dụng đặc hiệu của kích dục tố, với mỗi 
loài cá nuôi sẽ thích ứng với từng loại kích dục tố khác nhau về liều 
lượng, số lần tiêm. Đối với cá hồng mi Ấn Độ thì Ovaprim là kích 
dục tố phù hợp cho cá sinh sản trong điều kiện nhân tạo tại nước ta.

3.5. Thời gian phát triển phôi của cá hồng mi Ấn Độ

Sự phát triển của phôi được tính từ lúc trứng thụ tinh đến khi 
cá nở, sau khi phôi phát triển đến một giai đoạn nhất định, ấu trùng 
sẽ thoát khỏi vỏ trứng đi vào môi trường nước. Thời gian nở của 
mỗi loài cá thì khác nhau, phụ thuộc rất lớn vào nhiệt độ nước, hàm 
lượng ôxy hòa tan. Trong khoảng nhiệt độ thích hợp nếu nhiệt độ 
càng tăng thời gian phát triển phôi càng nhanh và ngược lại [16]. 
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Thời gian phát triển phôi của cá hồng mi Ấn Độ là 30-36 giờ ở 
nhiệt độ 28-29oC, kết quả này tương đương với nghiên cứu của 
T.V.A. Mercy và cs (2015) [1] khi ghi nhận thời gian nở của cá 
hồng mi Ấn Độ là 36 giờ ở nhiệt độ nước 27,5oC. N.V. Tu (2004) 
[17] cũng ghi nhận thời gian phát triển phôi của cá ông tiên là 70-
78 giờ. Cá Neon Paracheirodon innesi có thời gian nở là 48 giờ 
[18]. Như vậy, thời gian nở của cá hồng mi Ấn Độ tương đối ngắn 
hơn so với một số loài cá nêu trên.

Ở nhiệt độ nước 29oC sau 30 giờ cá nở, cá bột mới nở có chiều 
dài trung bình là 3,2 mm, với lượng noãn hoàng nhiều và tồn tại 
trong thời gian từ 3 đến 4 ngày. Sau thời gian 3 ngày, lượng noãn 
hoàng sẽ được tiêu giảm, lúc này cá có chiều dài trung bình là 4,2 
mm và bắt đầu ăn được thức ăn bên ngoài. Thức ăn phù hợp với cá 
trong giai đoạn này là luân trùng và Artemia. Quá trình phát triển 
phôi của cá hồng mi Ấn Độ được theo dõi và ghi nhận dưới kính 
hiển vi quang học được thể hiện ở hình 4.

Trứng thụ tinh - 0 phút Đĩa phôi - 40 phút 4 tế bào - 1 giờ 15 phút

8 tế bào - 1 giờ 24 phút Miệng phôi - 7 giờ 56 phút Hình thành noãn hoàng - 9 giờ

Trứng chuẩn bị nở - 25 giờ Trứng nở - 30 giờ Cá 3 ngày tuổi

Cá 10 ngày tuổi Cá 30 ngày tuổi Cá 90 ngày tuổi

Hình 4. Quá trình phát triển phôi của cá hồng mi Ấn Độ qua các 
giai đoạn.

4. Kết luận

Ovaprim có tác dụng kích thích cá hồng mi Ấn Độ rụng trứng 
và đẻ trứng với liều lượng 0,4-0,5 ml/kg cá cái và 0,2 ml/kg cá 
đực. Kết quả ghi nhận tỷ lệ sinh sản 80%, thời gian hiệu ứng 11 giờ 
25 phút đến 11 giờ 28 phút sau khi tiêm, thời gian phát triển của 
phôi cá là 30 giờ ở nhiệt độ nước 29oC, sức sinh sản tuyệt đối đạt 
747-750 trứng/cá cái, tỷ lệ thụ tinh và tỷ lệ nở là khoảng 84%. Từ 
kết quả trên thì có thể tiếp tục nghiên cứu kỹ thuật ương và nuôi 
thương phẩm cá hồng mi Ấn Độ trong điều kiện tại nước ta.
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1. Đặt vấn đề

Sâm Ngọc Linh là một loài sâm đặc hữu của Việt Nam. Đây là 
một trong những loài sâm có hàm lượng saponin khung dammaran 
cao nhất (khoảng 12-15%) và lượng saponin triterpen nhiều nhất 
so với các loài khác của chi Panax trên thế giới [1]. Năm 2011, 
sâm Ngọc Linh đã thoát nguy cơ tuyệt chủng nhưng độ an toàn còn 
thấp và mức độ đe dọa vẫn ở bậc E trong Sách đỏ Việt Nam. Do 
vậy, nhân giống sâm Ngọc Linh in vitro được cho là phương pháp 
hiệu quả nhất để bảo tồn và phát triển nguồn gen quý hiếm này.

Ứng dụng công nghệ sinh học trong các chương trình nhân 
giống cây trồng đòi hỏi các quy trình tái sinh in vitro hiệu quả, 
trong đó có phương pháp phát sinh phôi soma. Việc ứng dụng 
phương pháp này có thể tạo ra số lượng lớn cây con có chất lượng 
tốt trong một thời gian ngắn, tỷ lệ sống sót của cây con ngoài 
vườn ươm cao [2, 3]. Tốc độ nhân giống từ phôi cao hơn nhiều 
so với nhân giống từ mô phân sinh. Các mô có nguồn gốc từ phôi 
có khả năng phát sinh phôi cao nhất và khả năng này giảm dần ở 
lá mầm, cuống lá, lá và rễ [4]. Sự hình thành phôi vô tính có thể 
thông qua con đường trực tiếp hoặc gián tiếp. Đối với hình thành 
phôi vô tính trực tiếp, phôi phát triển trực tiếp trên bề mặt của mô 
cấy. Sự hình thành phôi vô tính gián tiếp có thể thông qua một 
bước trung gian liên quan đến sự hình thành mô sẹo hoặc nuôi 
cấy huyền phù tế bào [5, 6].

Phát sinh phôi thứ cấp là quá trình phôi được hình thành từ 
phôi, khác với phát sinh phôi sơ cấp là quá trình phôi được hình 
thành từ mẫu cấy thực vật. Quá trình phát sinh phôi soma thứ cấp 
mang lại nhiều ưu điểm hơn so với quá trình phát sinh phôi soma 
sơ cấp, đặc biệt là tỷ lệ nhân lên cao và mức độ đồng đều tăng lên. 
Nuôi cấy in vitro bằng phương pháp phát sinh phôi thứ cấp đã 
được mô tả ở nhiều loài thực vật hạt trần và hạt kín bằng cách sử 
dụng chất điều hoà sinh trưởng thực vật và các loại carbohydrate 
khác nhau [7-9]. 

Trong nuôi cấy phôi, nồng độ của các chất điều hòa sinh 
trưởng là rất quan trọng đối với phản ứng sinh trưởng tối ưu của 
mẫu cấy. Khi nồng độ quá thấp sẽ không kích thích sinh trưởng, 
ngược lại hàm lượng quá cao có thể gây độc cho mẫu [10]. Các 
chất điều hòa sinh trưởng thực vật, đặc biệt là auxin, có liên quan 
chặt chẽ đến quá trình chuyển đổi tế bào sinh dưỡng thành phôi. 
Bên cạnh việc thúc đẩy sự phân chia tế bào trong mẫu cấy, các 
auxin có liên quan trực tiếp hoặc gián tiếp đến những thay đổi 
trong biểu hiện gen, tổng hợp protein và điều chỉnh, tái tổ chức 
chromatin cần thiết để khởi sự con đường phát sinh phôi [11, 
12]. 2,4-D là auxin tổng hợp được nghiên cứu rộng rãi nhất và 
được ứng dụng trong các hệ thống tạo phôi thực vật khác nhau 
[10, 12, 13]. Ngoài auxin, các cytokinin cũng sử dụng cho cảm 
ứng phát sinh phôi ở các loài thực vật hai lá mầm [14]. Một số 
loại cytokinin được sử dụng nhiều trong môi trường nuôi cấy như 

So sánh hiệu quả phát sinh phôi vô tính từ các nguồn mẫu in vitro 
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Lê Thị Diễm1, 2, Trương Hoài Phong1, Hoàng Thanh Tùng1, Hoàng Đắc Khải1, Vũ Quốc Luận1, Đỗ Mạnh Cường1, 

Nguyễn Thị Như Mai1, Trịnh Thị Hương3, Bùi Văn Thế Vinh4, Trần Quế5, Dương Tấn Nhựt1*

1Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên, Viện Hàn lâm KH&CN Việt Nam, 116 Xô Viết Nghệ Tĩnh, phường 7, TP Đà Lạt, tỉnh Lâm Đồng, Việt Nam
2Học viện KH&CN, Viện Hàn lâm KH&CN Việt Nam, 8 Hoàng Quốc Việt, phường Nghĩa Đô, quận Cầu Giấy, Hà Nội, Việt Nam

3Trường Đại học Công Thương TP Hồ Chí Minh, 140 Lê Trọng Tấn, phường Tây Thạnh, quận Tân Phú, TP Hồ Chí Minh, Việt Nam
4Trường Đại học Công nghệ TP Hồ Chí Minh, 475A Điện Biên Phủ, phường 25, quận Bình Thạnh, TP Hồ Chí Minh, Việt Nam

		  5Viện Nghiên cứu Hạt nhân, 1 Nguyên Tử Lực, phường 8, TP Đà Lạt, tỉnh Lâm Đồng, Việt Nam 

Ngày nhận bài 18/2/2022; ngày chuyển phản biện 22/2/2022; ngày nhận phản biện 11/3/2022; ngày chấp nhận đăng 16/3/2022

Tóm tắt:

Nghiên cứu khảo sát khả năng phát sinh phôi vô tính từ nhiều nguồn vật liệu khác nhau của cây sâm Ngọc Linh (Panax vietnamensis 
Ha et Grushv.) được thực hiện nhằm chọn được vật liệu thích hợp cho sự phát sinh phôi trong nuôi cấy in vitro. Trong nghiên 
cứu này, các mẫu in vitro từ mảnh lá, cuống lá, rễ và các phôi rời ở dạng hình cầu, hình tim và có lá mầm được khảo sát trên 
môi trường MS bổ sung riêng lẻ hoặc kết hợp 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid: 0,2, 0,5 và 0,7 mg/l) và TDZ (Thidiazuron: 
0,1, 0,3 và 0,5 mg/l). Kết quả cho thấy, tất cả các vật liệu thử nghiệm đều cho phát sinh phôi sau 6 tuần nuôi cấy (100%). Số phôi 
trung bình trên mẫu mảnh lá (51,00 phôi) trên môi trường tối ưu cao hơn đáng kể so với mẫu cuống lá (29,67 phôi) và mẫu rễ 
(18,00 phôi). Mẫu phôi hình cầu là nguồn vật liệu thích hợp nhất cho sự phát sinh phôi (68,33 phôi/mẫu) so với các nguồn mẫu 
cấy khác. Môi trường nuôi cấy có sự kết hợp của 2,4-D và TDZ tăng khả năng tạo phôi thứ cấp ở mẫu phôi hình cầu, kết quả đạt 
cao nhất tại nồng độ 0,7 mg/l 2,4-D kết hợp với 0,1 mg/l TDZ trong môi trường chứa 0,5 mg/l NAA (1-Naphthaleneacetic acid) 
(73,33 phôi/mẫu).

Từ khoá: nuôi cấy in vitro, phát sinh phôi, phôi thứ cấp, sâm Ngọc Linh.
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6-Benzylaminopurine (BAP), kinetin, zeatin và TDZ cho kết quả 
tốt tùy thuộc vào loài thực vật [5, 10, 15]. Sự phát sinh phôi vô 
tính sâm Ngọc Linh đã được báo cáo bởi một số tác giả đối với 
một số mẫu cấy như lá, cuống lá và rễ [16-20]. Tuy nhiên, việc 
đánh giá được hiệu quả phát sinh phôi trên các nguồn mẫu, đặc 
biệt là hiệu quả việc phát sinh phôi thứ cấp từ nhiều dạng phôi 
ban đầu vẫn còn hạn chế và chưa rõ ràng. 

Với mục tiêu đánh giá được sự khác biệt của các nguồn mẫu 
và tìm được nguồn mẫu thích hợp nhất trong phát sinh phôi vô 
tính sâm Ngọc Linh, nghiên cứu này đã tiến hành khảo sát hiệu 
quả các nguồn mẫu cấy mảnh lá, rễ, cuống lá và các dạng phôi 
sơ cấp (hình cầu, hình tim, có lá mầm) lên sự phát sinh phôi vô 
tính sâm Ngọc Linh dưới ảnh hưởng của 2 chất điều hoà sinh 
trưởng thường được sử dụng trong quá trình phát sinh phôi vô 
tính là 2,4-D và TDZ.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu 

Nguồn vật liệu sử dụng trong nghiên cứu này là mẫu lá, 
cuống lá và rễ của cây sâm Ngọc Linh in vitro 3 tháng tuổi nuôi 
cấy trong môi trường MS; các mẫu phôi ở các dạng hình cầu, 
hình tim và có lá mầm đồng nhất và không có biến dị được tách 
từ cụm phôi nuôi cấy trên môi trường MS có chứa 1,0 mg/l 2,4-
D, 0,5 mg/l (NAA), 0,2 mg/l kinetin, 30 g/l sucrose và 8 g/l agar 
[17] tại Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên.

2.2. Môi trường và điều kiện nuôi cấy

Các mẫu được nuôi cấy trên môi trường MS có bổ sung 30 
g/l sucrose, 8 g/l agar chứa cố định 0,5 mg/l NAA, bổ sung 2,4-D 
(0,2, 0,5 và 0,7 mg/l) và TDZ (0,1, 0,3 và 0,5 mg/l) riêng lẻ hoặc 
kết hợp ở các nồng độ khác nhau.

Bình nuôi cấy được sử dụng là bình thủy tinh có thể tích 100 
ml chứa 20 ml môi trường MS. Môi trường được điều chỉnh về 
pH 5,8 và được hấp khử trùng ở 121°C, 1 atm trong 30 phút. Các 
thí nghiệm được thực hiện trong điều kiện phòng nuôi có nhiệt 
độ 22±2ºC, độ ẩm 80%, cường độ chiếu sáng 2500±500 lux, thời 
gian chiếu sáng 12 giờ/ngày.

2.3. Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ 2,4-D và TDZ lên 
sự phát sinh phôi từ mảnh lá, cuống lá và rễ sâm Ngọc Linh 

Mẫu lá được cắt theo hình vuông có kích thước 10×10 mm, 
cách phiến lá khoảng 1 mm; mẫu cuống lá được cắt ngang, kích 
thước chiều dài × đường kính khoảng 5×2 mm; khúc cắt rễ có 
chiều dài khoảng 10 mm và đường kính khoảng 1 mm, được 
nuôi cấy trong môi trường MS chứa cố định 0,5 mg/l NAA [19] 
+ 30 g/l sucrose, có bổ sung riêng lẻ 2,4-D (0, 0,2, 0,5 và 0,7 
mg/l) và TDZ (0, 0,1, 0,3 và 0,5 mg/l). Môi trường MS không 
bổ sung chất điều hoà sinh trưởng được sử dụng làm đối chứng 
(ĐC).
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Abstract:

This study on the efficiency of embryogenesis from various 
explant sources of Ngoc Linh ginseng (Panax vietnamensis Ha 
et Grushv.) was conducted to select the appropriate materials 
and optimise embryogenesis in vitro. In this study, in vitro 
explants from leaf fragments, petioles, roots, and embryos 
(globular, heart-shaped, and cotyledon) were cultured on 
MS medium supplemented individually or in combination 
with 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid: 0.2, 0.5, and 0.7 
mg/l) and TDZ (Thidiazuron: 0.1, 0.3, and 0.5 mg/l). The 
results showed that all explants had embryogenesis after 6 
weeks of culture (100%). The average number of embryos 
per leaf fragment (51.00 embryos) on the optimal medium 
was significantly higher than that of petioles (29.67 embryos) 
and root samples (18.00 embryos). Interestingly, the globular 
embryo explant was noted as the most suitable material 
source for embryogenesis (68.33 embryos/sample). The culture 
medium with the combination of 2,4-D and TDZ increased the 
ability to create secondary embryos in globular embryos, the 
highest result was achieved at the concentration of 0.7 mg/l 2,4-
D combined with 0.1 mg/l TDZ in the medium containing 0.5 
mg/l NAA - 1-Naphthaleneacetic acid (73.33 embryos/sample).

Keywords: embryogenesis, in vitro culture, Ngoc Linh ginseng, 
secondary embryos.

Classification number: 4.6
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2.4. Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát 
sinh phôi thứ cấp từ các dạng phôi hình cầu, hình tim, phôi có 
lá mầm của sâm Ngọc Linh 

Các phôi rời hình cầu, hình tim (khoảng 0,020-0,025 g), phôi 
có lá mầm (khoảng 0,030 g) của sâm Ngọc Linh có kiểu hình 
đồng nhất, không có biến dị được tách riêng và nuôi cấy trong 
môi trường MS + 0,5 mg/l NAA + 30 g/l sucrose, có bổ sung 
riêng lẻ 2,4-D (0, 0,2, 0,5 và 0,7 mg/l), TDZ (0, 0,1, 0,3 và 0,5 
mg/l). Môi trường MS không bổ sung chất điều hoà sinh trưởng 
được sử dụng làm đối chứng.

2.5. Khảo sát ảnh hưởng kết hợp của 2,4-D và TDZ lên sự 
phát sinh phôi từ nguồn mẫu có sự tái sinh phôi cao nhất 

Nguồn mẫu cho số lượng hình thành phôi cao nhất từ kết quả 
của thí nghiệm trước được chọn và nuôi cấy trong môi trường MS 
chứa 0,5 mg/l NAA + 30 g/l sucrose, bổ sung 2,4-D (0,2; 0,5 và 
0,7 mg/l) kết hợp với TDZ (0,1, 0,3 và 0,5 mg/l) tại các nồng độ thí 
nghiệm để khảo sát sự phát sinh phôi vô tính. Môi trường MS không 
bổ sung chất điều hoà sinh trưởng được sử dụng làm đối chứng.

2.6. Quan sát mô học

Các mẫu cấy phát sinh phôi được thu nhận và quan sát mô 
học. Mẫu được cắt thành lát mỏng khoảng 10-15 µm theo chiều 
ngang đi qua phôi, sau đó ngâm trong javen 10% trong 15 phút, 
rửa sạch mẫu bằng nước cất, tiếp tục ngâm mẫu trong acetic acid 
45% trong 15 phút để cố định mẫu, rửa lại bằng nước cất 6 lần, 
ngâm mẫu đã ráo nước trong phẩm nhuộm carmine red trong 5 
phút, rửa lại mẫu bằng nước cất 2 lần, cuối cùng đặt mẫu trong 
lam, nhỏ 1 giọt nước và đậy lamen kính lại. Quan sát dưới kính 
hiển vi quang học với vật kính ×10 [21].

2.7. Các chỉ tiêu theo dõi và xử lý số liệu

Tiến hành ghi nhận một số chỉ tiêu tỷ lệ cảm ứng mô sẹo 
(%), tỷ lệ cảm ứng phôi (%), số phôi/mẫu và trọng lượng tươi 
cụm phôi (g) sau 6 tuần nuôi cấy. Mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 
lần với 10 bình nuôi cấy. Tất cả các số liệu sau khi thu thập ứng 
với từng chỉ tiêu theo dõi được xử lý bằng phần mềm MicroSoft 
Excel 2010 và phần mềm phân tích thống kê SPSS 16.0 theo 
phương pháp Ducan với p<0,05 [22].

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh hình 
thái từ mảnh lá, cuống lá và rễ sâm Ngọc Linh

Kết quả thu nhận sau 6 tuần nuôi cấy từ mảnh lá, cuống lá và 
rễ của sâm Ngọc Linh in vitro 3 tháng tuổi cho thấy sự bổ sung 
các nồng độ khác nhau của 2,4-D hoặc TDZ vào môi trường 
nuôi cấy có tác dụng cảm ứng tạo mô sẹo; tỷ lệ cảm ứng mô sẹo/
mẫu đạt 100% trên tất cả 3 loại mẫu cấy và cao hơn đáng kể so 
với đối chứng (nhỏ hơn 20%) (bảng 1). Tỷ lệ mẫu tạo phôi và số 
lượng phôi hình thành trên mẫu khác nhau ở các nghiệm thức thí 
nghiệm. Đối với nghiệm thức đối chứng không bổ sung 2,4-D 

và TDZ cho thấy vẫn có sự xuất hiện mô sẹo và phôi trên các 
mẫu, nhưng số lượng thấp hơn đáng kể so với các môi trường có 
bổ sung 2,4-D hoặc TDZ. Tỷ lệ cảm ứng tạo phôi đạt hiệu quả 
nhất được ghi nhận đối với mẫu mảnh lá trên môi trường có bổ 
sung 0,7 mg/l 2,4-D và 0,5 mg/l TDZ (100%). Tương tự, mẫu 
rễ cũng cho tỷ lệ hình thành phôi cao khi tăng nồng độ 2,4-D và 
TDZ (88,67 và 93,33%), trong khi mẫu cuống lá cho tỷ lệ phát 
sinh phôi cao ở nồng độ thấp 0,1 mg/l TDZ (67,67%) (bảng 1). 
Số phôi trung bình trên mẫu cao nhất ghi nhận ở mẫu mảnh lá 
(51,00 phôi) trên môi trường bổ sung 0,5 mg/l 2,4-D và cao hơn 
đáng kể so với số phôi hình thành cao nhất trên mẫu cuống lá 
(29,67 phôi) và mẫu rễ (18,00 phôi). Phôi có nhiều dạng bao 
gồm phôi hình cầu, phôi hình tim, phôi có lá thật, có màu từ 
trắng sáng đến xanh được ghi nhận trên mẫu mảnh lá và mẫu 
cuống lá, trong khi mẫu rễ ghi nhận chủ yếu là phôi dạng hình 
cầu và có màu vàng nhạt sau 6 tuần nuôi cấy (bảng 1, hình 1). 
Đồng thời, trọng lượng tươi của cụm phôi ở các nguồn mẫu được 
ghi nhận tại nồng độ 0,3-0,5 mg/l TDZ đều cao hơn so với các 
nghiệm thức khác (bảng 1).

Bảng 1. Ảnh hưởng của nồng độ 2,4-D và TDZ trong môi trường 
chứa 0,5 mg/l NAA lên sự phát sinh hình thái từ các mẫu mảnh lá, 
cuống lá và rễ sâm Ngọc Linh in vitro sau 6 tuần nuôi cấy. 

Nguồn 
mẫu

Nồng độ 
2,4-D 
(mg/l)

Nồng 
độ TDZ 
(mg/l)

Tỷ lệ cảm 
ứng mô sẹo 
(%)

Tỷ lệ cảm 
ứng phôi 
(%)

Số phôi 
trung bình 
(phôi/mẫu)

Trọng 
lượng tươi 
cụm phôi 
(g)

Mô tả

Mảnh lá

ĐC - 12,00b 16,33k 2,67l 0,13g Phôi có 
dạng hình 
cầu, hình 
tim và phôi 
có lá thật. 
Phôi có màu 
trắng sáng 
và có màu 
xanh

0,2 - 100,00a 86,67c 21,33f 1,48ef

0,5 - 100,00a 93,67b 51,00a 1,59de

0,7 - 100,00a 100,00a 35,67c 1,69bcd

- 0,1 100,00a 74,67e 16,67gh 1,51ef

- 0,3 100,00a 96,33b 48,33b 1,76abc

- 0,5 100,00a 100,00a 36,67c 1,86a

Cuống lá

ĐC - 13,00b 6,33l 2,30l 1,14g Phôi có 
dạng hình 
cầu, hình 
tim và phôi 
có lá thật. 
Phôi có màu 
trắng sáng 
và có màu 
xanh

0,2 - 100,00a 15,67k 8,33k 1,67bcd

0,5 - 100,00a 35,33j 14,67hi 1,65bcd

0,7 - 100,00a 47,33i 25,33e 1,67bcd

- 0,1 100,00a 67,67g 16,67gh 1,51ef

- 0,3 100,00a 62,67h 26,00e 1,64cd

- 0,5 100,00a 14,67k 29,67d 1,77ab

Rễ

ĐC - 15,00b 18,33k 3,30l 1,15g

Phôi chủ 
yếu hình 
cầu, phôi có 
màu vàng 
nhạt

0,2 - 100,00a 73,33ef 12,00ij 1,44f

0,5 - 100,00a 76,33e 17,67h 1,5ef

0,7 - 100,00a 88,67c 11,33j 1,60de

- 0,1 100,00a 71,33f 16,33gh 1,66bcd

- 0,3 100,00a 83,00d 18,00h 1,68bcd

- 0,5 100,00a 93,33b 13,00ij 1,71bcd

Các chữ cái khác nhau (a, b…) trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt 
có ý nghĩa thống kê tại p<0,05 (Duncan’s test).
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Hình 1. Ảnh hưởng của nồng độ 2,4-D và TDZ tối ưu lên sự phát sinh 
phôi từ mẫu rễ, cuống lá và mảnh lá sâm Ngọc Linh sau 6 tuần nuôi cấy 
(thước 1 mm). Mẫu rễ (A), cuống lá (B) và mảnh lá (C) trong môi trường MS 
không bổ sung chất điều hoà sinh trưởng. Mẫu rễ (D), cuống lá (E) và mảnh 
lá (F) trong môi trường bổ sung 0,5, 0,7 và 0,5 mg/l 2,4-D, tương ứng. Mẫu rễ 
(G), cuống lá (H) và mảnh lá (I) trong môi trường bổ sung 0,3, 0,5 và 0,3 mg/l 
TDZ, tương ứng.

Trong thí nghiệm này, nồng độ 2,4-D và TDZ có ảnh hưởng 
rõ rệt đến sự hình thành phôi ở các mẫu sâm Ngọc Linh. Một 
số nghiên cứu cho thấy chất điều hòa sinh trưởng thực đóng một 
vai trò quan trọng trong quá trình phát sinh phôi [14, 15, 23-25]. 
Việc sử dụng các auxin ngoại sinh giúp điều hòa sự phát triển của 
phôi soma bằng cách thay đổi hàm lượng auxin nội sinh và liên 
quan trực tiếp hoặc gián tiếp đến sự khởi phát hình thành trục 
phôi và để thiết lập tính đối xứng hai bên trong giai đoạn phát 
sinh phôi sớm [11, 26]. Trong các nghiên cứu về cảm ứng phát 
sinh phôi vô tính ở nhiều loài thực vật, auxin, đặc biệt là 2,4-D 
thường cho hiệu quả phát sinh phôi cao [9, 27]. Ảnh hưởng của 
auxin lên sự phát sinh phôi được ghi nhận ở một số loài thực vật 
như Paspalum scrobilatum [28], Picea  abies  và Picea  omorika 
[29], Panax Gingseng [13], Stewartia [30], Camellia oleifera [31]. 
Ngoài auxin, các cytokinin cũng sử dụng cho cảm ứng phát sinh 
phôi ở các loài thực vật hai lá mầm. Một số loại cytokinin như 
BAP, TDZ, kinetin và zeatin được sử dụng cho kết quả tốt trên 
nhiều loài thực vật [32-34]. 

Đối với chi Panax, phương pháp tạo phôi vô tính đã được 
nghiên cứu nhiều trên các loài P. ginseng [13, 35-37]. Các kết 
quả trên cho thấy sự phát sinh phôi phụ thuộc vào loại mẫu cấy 
và nồng độ của 2 chất điều hòa sinh trưởng thực vật là 2,4-D và 
TDZ. Trong thí nghiệm này, dưới ảnh hưởng của chất điều hoà 
sinh trưởng, khả năng phát sinh phôi ở mẫu mảnh lá cho hiệu quả 
tốt hơn các mẫu cuống lá và rễ của cây in vitro 3 tháng tuổi. Điều 
này có thể do tồn tại một gradient phản ứng phát sinh phôi khác 
biệt giữa các cơ quan trong quá trình phát sinh phôi nhau [4, 38]. 
V.T. Hien và cs (2014) [18] cũng báo cáo rằng, mảnh lá cho hiệu 
quả phát sinh phôi trực tiếp cao nhất trên môi trường bổ sung 2 

mg/l NAA (29,49 phôi/mẫu) cao hơn các mẫu cuống lá và thân rễ 
sâm Ngọc Linh. Tương tự, B.V.T. Vinh và cs (2014) [19] cũng báo 
cáo số phôi hình thành thu được mẫu lá trên môi trường bổ sung 1 
mg/l NAA và 1 mg/ 2,4-D cao hơn so với mẫu cuống lá.

3.2. Ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh phôi thứ 
cấp từ các dạng phôi của sâm Ngọc Linh

Sau 6 tuần nuôi cấy, kết quả cho thấy tất cả các phôi ở cả 3 
dạng hình cầu, hình tim và có lá mầm trên tất cả môi trường có 
bổ sung 2,4-D hoặc TDZ đều có sự hình thành mô sẹo (100%) và 
phôi (100%) cao hơn đáng kể so với đối chứng. Số phôi trung bình 
trên mẫu cao nhất được ghi nhận ở mẫu phôi hình cầu trên môi 
trường bổ sung 0,3 mg/l TDZ (68,33 phôi) (bảng 2, hình 2). Đối 
với môi trường bổ sung 2,4-D, nồng độ 0,5 mg/l cho số phôi hình 
thành trên mẫu phôi hình cầu, phôi hình tim và phôi có lá mầm đều 
tối ưu hơn các nồng độ khác (65,67, 54,33 và 47,33 phôi, tương 
ứng). Trên môi trường bổ sung TDZ, số phôi hình thành trên mẫu 
phôi hình tim và phôi có lá mầm tỷ lệ thuận với nồng độ (65,33 và 
60,00 phôi). Tuy nhiên, với mẫu phôi hình cầu, số phôi cao nhất 
ghi nhận ở nồng độ 0,3 mg/l và giảm đáng kể khi tiếp tục tăng 
nồng độ TDZ (bảng 2). Đồng thời, trọng lượng tươi của cụm phôi 
ở các mẫu phôi đạt tối ưu tại nồng độ 0,3-0,5 mg/l TDZ (bảng 2) 
và phôi thứ cấp tạo thành có đầy đủ các dạng bao gồm phôi hình 
cầu và phôi hình tim và phôi có lá mầm; phôi có màu trắng sáng 
và màu xanh (hình 2).

Bảng 2. Ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ trong môi trường chứa 0,5 
mg/l NAA lên sự phát sinh phôi thứ cấp từ các dạng phôi hình cầu, 
phôi hình tim, phôi có lá mầm của sâm Ngọc Linh sau 6 tuần nuôi 
cấy in vitro.

Nguồn 
mẫu

Nồng độ 
2,4-D 
(mg/l)

Nồng 
độ TDZ 
(mg/l)

Tỷ lệ cảm 
ứng mô sẹo 
(%)

Tỷ lệ cảm 
ứng phôi 
(%)

Số phôi 
trung bình 
(phôi/mẫu)

Trọng lượng 
tươi cụm 
phôi (g)

Phôi hình 
cầu

ĐC - 3,33b 38,33b 4,33n 0,13g

0,2 - 100,00a 100,00a 32,00lm 2,08ef

0,5 - 100,00a 100,00a 65,67b 2,20de

0,7 - 100,00a 100,00a 45,33efg 2,27bcd

- 0,1 100,00a 100,00a 39,67hi 2,11ef

- 0,3 100,00a 100,00a 68,33a 2,26abc

- 0,5 100,00a 100,00a 43,67fg 2,46a

Phôi hình 
tim

ĐC - 5,33b 29,67c 3,00n 0,13g

0,2 - 100,00a 100,00a 34,00kl 2,40bcd

0,5 - 100,00a 100,00a 54,33d 2,36bcde

0,7 - 100,00a 100,00a 36,67ijk 2,37bcde

- 0,1 100,00a 100,00a 38,67hij 2,34cde

- 0,3 100,00a 100,00a 48,67e 2,36bcde

- 0,5 100,00a 100,00a 65,33b 2,46abc

Phôi có 
lá mầm

ĐC - 3,67b 16,67d 3,33n 0,15g

0,2 - 100,00a 100,00a 30,00m 2,17f

0,5 - 100,00a 100,00a 47,33ef 2,30de

0,7 - 100,00a 100,00a 42,33gh 2,35de

- 0,1 100,00a 100,00a 35,67jkl 2,39bcde

- 0,3 100,00a 100,00a 53,00d 2,43abcd

- 0,5 100,00a 100,00a 60,00c 2,47ab

Các chữ cái khác nhau (a, b…) trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt 
có ý nghĩa thống kê tại p<0,05 (Duncan’s test).
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Hình 2. Ảnh hưởng của nồng độ 2,4-D và TDZ tối ưu lên sự phát sinh phôi 
thứ cấp từ các dạng phôi hình cầu, phôi hình tim và phôi có lá mầm sâm 
Ngọc Linh sau 6 tuần nuôi cấy (thước 1 mm). Phôi hình cầu (A), hình tim (B) 
và có lá mầm (C) trong môi trường bổ sung 0,5 mg/l 2,4-D. Phôi hình cầu (D), 
hình tim (E) và có lá mầm (F) trong môi trường bổ sung 0,3, 0,5 và 0,5 mg/l 
TDZ, tương ứng.

Nhìn chung, kết quả thu được từ thí nghiệm trên các môi 
trường bổ sung 2,4-D, TDZ riêng lẻ cho thấy tất cả các nguồn 
mẫu thí nghiệm đều có khả năng phát sinh phôi và các phôi chủ 
yếu được hình thành trược tiếp trên bề mặt của mẫu cấy (hình 
3). Trong đó, mẫu phôi dạng hình cầu cho số lượng phôi hình 
thành tối ưu ở nồng độ 0,3 mg/l TDZ và cao hơn các loại mẫu 
cấy mảnh lá, cuống lá, rễ của cây in vitro 3 tháng tuổi được sử 
dụng trong hai thí nghiệm trước đó và các dạng phôi khác. Số 
phôi hình thành ở các mẫu mảnh lá, rễ và phôi hình cầu có xu 
hướng giảm khi tăng nồng độ TDZ và 2,4-D lên nồng độ cao 
nhất, trong khi các mẫu cuống lá ghi nhận xu hướng tăng. Số 
phôi hình thành ở các mẫu phôi hình tim và phôi có lá mầm có 
xu hướng tăng khi tăng nồng độ TDZ, nhưng có xu hướng giảm 
khi tăng nồng độ 2,4-D quá cao (hình 4). Kết quả này phù hợp 
với các nghiên cứu về sự phát sinh phôi in vitro cho thấy tốc độ 
nhân giống từ phôi cao hơn nhiều so với nhân giống từ mô phân 
sinh. Các mô có nguồn gốc từ phôi có khả năng phát sinh phôi 
cao nhất và khả năng này giảm dần ở trụ lá mầm, cuống lá, lá 
và rễ [4].

Hình 3. Sự phát sinh phôi từ các mẫu mảnh lá, rễ, cuống lá và phôi của 
sâm Ngọc Linh sau 6 tuần nuôi cấy. (A) Mảnh lá; (B) Rễ; (C) Cuống lá; (D) 
Phôi vô tính (thước 0,1 mm).

Hình 4. Ảnh hưởng của nồng độ TDZ và 2,4-D lên số phôi thứ cấp hình 
thành từ các nguồn mẫu cấy khác nhau sau 6 tuần nuôi cấy (p<0,05).

3.3. Ảnh hưởng của việc bổ sung kết hợp của 2,4-D và TDZ 
lên sự phát sinh phôi thứ cấp từ mẫu phôi hình cầu của sâm 
Ngọc Linh

Loại vật liệu cho khả năng phát sinh phôi hiệu quả nhất được 
khảo sát ở các thí nghiệm trên là phôi hình cầu. Để nâng cao hiệu 
quả phát sinh phôi, mẫu phôi hình cầu được tiếp tục khảo sát sự 
phát sinh phôi dưới ảnh hưởng của sự kết hợp 2,4-D và TDZ. 
Sau 6 tuần nuôi cấy, kết quả cho thấy sự kết hợp 2,4-D và TDZ ở 
nồng độ thích hợp cho khả năng phát sinh phôi thứ cấp đạt hiệu 
quả cao. Số lượng phôi hình thành cao nhất (73,33 phôi/mẫu) 
thu được trên môi trường có bổ sung 0,7 mg/l 2,4-D và 0,1 mg/l 
TDZ (bảng 3, hình 5) và cao hơn so với bổ sung riêng lẻ 0,3 mg/l 
TDZ (67,00 phôi/mẫu). Trọng lượng tươi cụm phôi cũng đạt cao 
nhất ở nồng độ 0,7 mg/l 2,4-D và 0,1 mg/l TDZ (2,73 g) (bảng 
3). Bên cạnh đó, sự phát triển bình thường của phôi thứ cấp phát 
sinh từ phôi hình cầu ở nghiệm thức bổ sung kết hợp TDZ và 
2,4-D được ghi nhận trên môi trường MS tại các mốc thời gian 
khác nhau (hình 6).
Bảng 3. Ảnh hưởng kết hợp của 2,4-D và TDZ trong môi trường 
chứa 0,5 mg/l NAA lên sự phát sinh phôi thứ cấp từ mẫu phôi hình 
cầu của sâm Ngọc Linh in vitro sau 6 tuần nuôi cấy.

Nồng độ 
2,4-D 
(mg/l)

Nồng 
độ TDZ 
(mg/l)

Tỷ lệ cảm 
ứng mô 
sẹo (%)

Tỷ lệ cảm 
ứng phôi 
(%)

Số phôi 
trung bình 
(phôi/mẫu)

Trọng lượng 
tươi cụm 
phôi (g)

Mô tả 

0 0 3,50b 39,67b 4,67e 0,32e

Hình thành nhiều 
dạng phôi,
bao gồm phôi 
hình cầu, hình 
tim, phôi có lá 
thật; phôi có màu 
trắng sáng và 
màu xanh

0 0,3 100,00a 100,00a 67,00c 2,35c

0,2 0,3 100,00a 100,00a 51,33d 2,05d

0,5 0,3 100,00a 100,00a 55,67d 2,62bc

0,7 0,3 100,00a 100,00a 69,00b 2,57bc

0,7 0,1 100,00a 100,00a 73,33a 2,73a

0,7 0,5 100,00a 100,00a 69,33b 2,62bc

0,7 0,7 100,00a 100,00a 59,67cd 2,65b

Các chữ cái khác nhau (a, b…) trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt 
có ý nghĩa thống kê tại p<0,05 (Duncan’s test).
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Hình 5. Ảnh hưởng kết hợp của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh phôi thứ 
cấp từ phôi hình cầu của sâm Ngọc Linh sau 6 tuần nuôi cấy (thước 1 mm). 
(A) Đối chứng; (B-D) Môi trường bổ sung 0,2, 0,5 và 0,7 mg/l 2,4-D kết hợp với 
0,3 mg/l TDZ, tương ứng; (E-G) Môi trường bổ sung 0,1, 0,5 và 0,7 mg/l TDZ 
kết hợp với 0,7 mg/l 2,4-D, tương ứng.

Hình 6. Sự sinh trưởng và phát triển tiếp theo của phôi thứ cấp sâm Ngọc 
Linh trên môi trường MS sau 3 tuần (A), 8 tuần (B), 12 tuần (C) và 16 tuần 
(D) nuôi cấy (thước 0,5 cm).

Sự phát sinh phôi vô tính từ nuôi cấy mô sẹo trong môi 
trường có chứa cytokinin kết hợp với auxin được báo cáo ở các 
loài ngũ cốc [39], các loài thuộc chi Trifolium bao gồm cỏ ba lá 
đỏ (T. pratense L.) và khoai mì [40]. Mặc dù phần lớn sự phát 
sinh phôi vô tính được kích thích bởi việc sử dụng auxin và 
cytokinin riêng lẻ hoặc kết hợp trong môi trường nhưng không 
phải sự kết hợp nào của cytokinin và auxin đều dẫn đến sự hình 
thành phôi vô tính. Trong nuôi cấy mô thực vật, kiểu phát sinh 
hình thái được xác định bởi sự cân bằng giữa hormone auxin 
và cytokinin trong môi trường. Do đó, đối với nhiều loài thực 
vật, quá trình hình thành phôi vô tính được cảm ứng trong môi 
trường có chứa auxin và cytokinin [8, 12]. Sự kết hợp của 2,4-
D và các chất điều hòa sinh trưởng thực vật khác trong phát 
sinh phôi đã được báo cáo ở nhiều loài cây thân gỗ [38, 41-44]. 
Trong thí nghiệm này, sự kết hợp giữa 2,4-D và TDZ cho sự 
phát sinh phôi tối ưu đối với mẫu phôi hình cầu cây sâm Ngọc 
Linh.

4. Kết luận

Sau 6 tuần nuôi cấy, nguồn vật liệu từ phôi vô tính cho hiệu 
quả phát sinh phôi cao hơn các nguồn vật liệu đã biệt hóa từ 
mảnh lá, cuống lá và rễ của cây in vitro 3 tháng tuổi. Số lượng 
phôi phát sinh cao nhất (73,33 phôi/mẫu) ghi nhận ở mẫu phôi 
hình cầu được nuôi cấy trên môi trường MS có chứa 0,5 mg/l 
NAA và bổ sung kết hợp 0,7 mg/l 2,4-D với 0,1 mg/l TDZ. Kết 
quả của nghiên cứu này góp phần nâng cao hiệu quả vi nhân 

giống từ phôi cũng như chọn được nguồn vật liệu thích hợp 
cho các nghiên cứu có liên quan đến quá trình phát sinh phôi 
vô tính cây sâm Ngọc Linh.
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1. Đặt vấn đề 

Cây lạc (Arachis hypogaea L.) là một loại cây lấy dầu đem 
lại giá trị kinh tế cao và là cây họ đậu cải tạo đất. Theo P. Janila 
và cs (2016) [1], diện tích lạc trên thế giới chiếm 25,44 triệu ha, 
sản lượng 45,22 triệu tấn. Trung Quốc, Ấn Độ, Mỹ và Nigeria là 
các quốc gia dẫn đầu về sản xuất lạc. Khoảng 67% tổng diện tích 
lạc trên thế giới được trồng tại các vùng ít mưa và hạn hán, một 
trong những yếu tố chính ảnh hưởng đến năng suất lạc [2] và có 
thể khắc phục một phần bằng cách phát triển các giống lạc có khả 
năng thích ứng tốt hơn trong các điều kiện hạn chế nước tưới [3].

Cơ chế của tính thích ứng với điều kiện hạn hán ở lạc chủ yếu 
dựa vào khả năng tránh hạn của cây và tránh các thời điểm hạn 
hán nặng [4]. Trong khi đó, tính chịu hạn là một tính trạng phức 
tạp và được quyết định bởi phức hợp các gen. Do đó, chọn lọc dựa 
trên tính chịu hạn là công việc phức tạp và khó khăn [5]. Với cây 
lạc được trồng trong điều kiện bán khô hạn với đặc điểm chính là 
mưa trong thời gian ngắn, mưa thất thường và thời gian hạn hán 
kéo dài thì tính chịu hạn chủ động của cây càng trở nên quan trọng 
[3]. Việc chọn tạo các giống lạc chịu hạn bằng phương pháp lai 
truyền thống thường tốn thời gian và công sức do đây là tính trạng 
số lượng cũng như những khó khăn trong quá trình chọn lọc [6]. 
Những tiến bộ trong giải trình tự gen và nghiên cứu bản chất di 
truyền của các tính trạng đã phát triển phương pháp chọn lọc dựa 
vào chỉ thị phân tử (MAS) và được ứng dụng trên nhiều loài cây 
trồng cho nhiều tính trạng. Mặc dù một số locus liên quan đến tính 
chịu hạn trên lạc đã được xác định trong một số nghiên cứu trên thế 
giới, tuy nhiên có rất ít các nghiên cứu tập trung vào việc phát triển 
các chỉ thị phân tử để ứng dụng phương pháp MAS do các locus 

quy định tính chịu hạn chỉ quyết định một phần nhỏ trong kiểu 
hình chịu hạn và đóng góp một phần nhỏ vào tính trạng năng suất. 

Các tỉnh vùng Bắc Trung Bộ nước ta là vùng có diện tích gieo 
trồng lạc lớn, với diện tích hơn 55 nghìn ha (chiếm 25% so với cả 
nước), trong đó các tỉnh có diện tích trồng lạc lớn là Thanh Hóa 
hơn 10,5 nghìn ha, Nghệ An khoảng 15 nghìn ha, Hà Tĩnh khoảng 
13,5 nghìn ha (theo Niên giám thống kê 2020), mặc dù cây lạc đã 
và đang có vị trí quan trọng trong sản xuất nông nghiệp, đặc biệt 
ở những vùng trồng lúa bị thiếu nước nhưng việc thiếu bộ giống 
tốt, năng suất cao, thích ứng với hạn hán do biến đổi khí hậu gây 
ra đang là vấn đề cần giải quyết kịp thời. Xuất phát từ thực tế đó, 
chúng tôi tiến hành thực hiện đề tài “Nghiên cứu tạo dòng lạc năng 
suất và chịu hạn triển vọng” nhằm sớm bổ sung nguồn thực liệu đáp 
ứng được yêu cầu của sản xuất.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu

Thí nghiệm sử dụng các tập đoàn dòng/giống lạc do các đơn 
vị thành viên của Viện Khoa học Nông nghiệp Việt Nam lai tạo, 
đột biến, nhập nội làm vật liệu khởi đầu, trong đó các giống Chùm 
Nghệ An, L20, TK10, L14, Sen Nghệ An và L23 được chọn lọc 
từ tập đoàn giống lạc hiện có tại Viện Khoa học Kỹ thuật Nông 
nghiệp Bắc Trung Bộ thông qua đánh giá và sàng lọc mang lucus 
quy định tính trạng chịu hạn. Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử 
dụng giống lạc Chùm Nghệ An làm mẹ (là giống có số lượng hoa 
ra nhiều, tập trung, phân cành sớm, số quả nhiều, vỏ mỏng...). Các 
giống lạc phổ biến đang được sử dụng làm các cây bố gồm: TK10, 
Sen Nghệ An (Sen Thắt), L20, L23 và L14 (là những giống có 
thân, tán gọn, năng suất, bộ rễ phát triển...).

Nghiên cứu tạo dòng lạc năng suất và mang gen/QTL 
chịu hạn triển vọng

Trần Duy Việt*, Phan Thị Thanh, Nguyễn Thị Nhàn, Nguyễn Thị Ngữ
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Tóm tắt:

Trong xu thế biến đổi khí hậu toàn cầu, đặc biệt là vấn đề hạn hán xảy ra ngày càng nghiêm trọng, diện tích và sản lượng lạc có xu 
hướng giảm dần theo thời gian, việc chọn tạo các dòng lạc mang gen/QTL chịu hạn với ngưỡng năng suất khá cao được coi là một 
trong những giải pháp hiệu quả và có tính chiến lược. Trong nghiên cứu này, sử dụng phương pháp đánh giá ngoài đồng ruộng và 
phân tích sàng lọc gen chịu hạn, 6 giống lạc (TK10, Chùm Nghệ An, Sen Nghệ An, L20, L23 và L14) đã được chọn ra từ tập đoàn dòng/
giống lạc có sẵn tại Viện Khoa học Nông nghiệp Việt Nam làm vật liệu khởi đầu để lai tạo phục vụ cho việc chọn dòng có các đặc tính 
mong muốn. Với 5 tổ hợp lai tạo (giống Chùm Nghệ An làm cây mẹ; các giống làm bố gồm: TK10, Sen Nghệ An, L20, L23 và L14), 
nghiên cứu đã chọn lọc được 15 dòng lạc ưu tú thế hệ F3 có năng suất đạt trên 29 tạ/ha, trong đó có 5 dòng F3-6, F3-12 (Chùm Nghệ An × 
L23), F3-9, F3-10 (Chùm Nghệ An × Sen Nghệ An) và F3-13 (Chùm Nghệ An × L14) mang locus quy định tính chịu hạn thông qua kỹ thuật 
điện di. Đáng chú ý là cả 5 dòng này đều có khả năng phục hồi cao trong môi trường hạn nhân tạo (lần lượt là 92,8-94,6, 84,4-88,4 và 
80,0-83,4%), mức suy giảm năng suất trung bình (30,56-34,10%), tương ứng với khả năng chịu hạn khá ở mức điểm 3 (G=21-40%).
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Các chỉ thị phân tử SSR (Simple sequence repeats) liên kết với 
các locus quy định tính chịu hạn trên lạc được sử dụng để xác định 
tính đa hình giữa các cặp bố mẹ dùng trong lai tạo và các chỉ thị 
phân tử SSR trội đa hình được dùng để thử nghiệm trên thế hệ F3 
của các cặp lai.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Thí nghiệm đánh giá, chọn lọc vật liệu khởi đầu từ tập đoàn 
dòng/giống lạc tại Viện Khoa học Kỹ thuật Nông nghiệp Bắc Trung 
Bộ (thành phố Vinh, tỉnh Nghệ An). Các dòng/giống được bố trí 
thí nghiệm gieo tuần tự không lặp lại, mỗi dòng/giống gieo 10 m2, 
với mật độ 30 hạt/m2, bón phân với lượng: 40 kg N, 100 kg P2O5, 
80 kg K2O/ha (theo Quy chuẩn QCVN 01-57:2011/BNNPTNT về 
khảo nghiệm giá trị canh tác, sử dụng của giống lạc [7]). Đánh giá 
đặc điểm nông học, các yếu tố cấu thành năng suất và năng suất 
sử dụng phương pháp chuẩn của Viện Tài nguyên Di truyền Thực 
vật Quốc tế và Quy chuẩn QCVN 01-57:2011/BNNPTNT về khảo 
nghiệm giá trị canh tác và sử dụng của giống lạc [7].

Các dòng/giống có các tính trạng mong muốn sau khi đã chọn 
lọc sơ bộ được lấy mẫu lá (lá bánh tẻ) ở giai đoạn sau ra hoa để 
tách chiết DNA: Cắt nhỏ khoảng 50 mg mẫu lá tươi và cho vào 
ống effendorf 1,5 ml; thêm 450 µl dung dịch đệm tách chiết CTAB 
có chứa 2-mercapthoethanol và nghiền nhuyễn mẫu; đặt ống 
effendorf chứa mẫu ở nhiệt độ 65oC trong 60 phút; ly tâm nhanh 
và bổ sung thêm 200 µl Amonium acetate 7,5 M và đảo đều; đặt 
ống efendorf ở điều kiện nhiệt độ 4oC trong 60 phút; ly tâm nhanh 
và thêm vào mỗi ống 300 µl Chloroform và đảo đều 10 lần; ly tâm 
ở tốc độ 13.000 vòng/phút trong 10 phút; tách lấy phần dịch trong 
phía trên (khoảng 500 µl) và chuyển sang ống effendorf mới; thêm 
lượng tương đương iso-propanol-2 để lạnh (khoảng 500 µl), đảo 
nhẹ; ly tâm ở tốc độ 13.000 vòng/phút trong 15 phút; loại bỏ phần 
dịch trong phía trên, giữ lại phần DNA kết tủa ở đáy ống; thêm 500 
µl Ethanol 70% và ly tâm ở tốc độ 13.000 vòng/phút trong 10 phút; 
loại bỏ dịch trong và lặp lại bước trên; loại bỏ dịch trong, để DNA 
khô tự nhiên trong khoảng 15 phút; thêm 50 µl dịch đệm TE 0,1x 
hoặc nước cất; để DNA tan từ từ ở nhiệt độ phòng trong 2 giờ, bảo 
quản ở nhiệt độ -20oC cho đến khi sử dụng.

Sử dụng 9 chỉ thị phân tử SSR liên kết với các locus quy định 
tính chịu hạn trên lạc để xác định tính đa hình giữa các cặp bố mẹ 
dùng trong lai tạo. Giống lạc được dùng làm mẹ là giống Chùm 
Nghệ An, trong khi các giống được dùng làm cây bố gồm có L14, 
L20, L23, TK10, Sen Thắt. Kích thước sản phẩm PCR ước lượng 
(dựa trên thang chuẩn 100 bp). Mỗi chỉ thị phân tử SSR được thử 
nghiệm trên DNA của bố/mẹ (bảng 1). Trong mỗi phản ứng PCR 
dung tích 50 µl có chứa các thành phần gồm: 15 µl dung dịch ADN 
tách chiết từ lá lạc, 5 µl dung dịch mồi xuôi (nồng độ 2 µM), 5 µl 
dung dịch mồi ngược (nồng độ 2 µM) và 25 µl dung dịch MyTaq 
Mix 2X (Bioline, Anh). Các thao tác thêm từng loại hóa chất vào 
phản ứng PCR được thực hiện trong điều kiện lạnh bằng cách đặt 
các ống effendorf trong nước đá.
Bảng 1. Các chỉ thị phân tử SSR liên kết với locus quy định tính 
chịu hạn.

Marker Primer name Sequence

Marker 1
TC1A02_F 5’ GCAATTTGCACATTATCCGA 3’
TC1A02_R 5’ CATGTTCGGTTTCAAGTCTCAA 3’

Marker 2
TC3A12_F 5’ GCCCATATCAAGCTCCAAAA 3’
TC3A12_R 5’ TAGCCAGCGAAGGACTCAAT 3’

Marker 3
TC3H07_F 5’ CAATGGGAGGCAAATCAAGT 3’
TC3H07_R 5’ GCCAAATGGTTCCTTCTCAA 3’

Marker 4
TC4DO2_F 5’ AAGTTGTTCCCGTTGCACTC 3’
TC4DO2_R 5’ AAAACACCATAAGGTGAATCAAA 3’

Marker 5
TC4E10_F 5’ ACGTCATCTTCCCTCCTCCT 3’
TC4E10_R 5’ CCATTTTCTCCTCGAACCAA 3’

Marker 6
TC9F10_F 5’ ATCACAATCACAGCTCCAACAA 3’
TC9F10_R 5’ GGCAAGTCTAATCTCCTTTCCA 3’

Marker 7
TC11A04_F 5’ ACTCTGCATGGATGGCTACAG 3’
TC11A04_R 5’ CATGTTCGGTTTCAAGTCTCAA 3’

Marker 8
R12D06_F 5’ AACACCTCAAATTCCCTATCCT 3’
R12D06_R 5’ AAAAACGCGCTGGAGTTC 3’

Marker 9
RN0x614_F 5’ CAGAACAAGCCACAACAAGAAG 3’
RN0x614_R 5’ TTCAAGTCCAAGCACCTAACC 3’
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Abstract:

In the trend of global climate changes and heavily occurring drought, 
particularly resulting in decreased productivity and cultivated areas 
of peanut production, the breeding and screening of highly yielded 
and drought-tolerant QTL gene-possessed peanut lines is considered 
a strategic and effective solution. In this study, the on-field 
assessment in combination with drought-tolerant gene screening was 
implemented and 6 peanut cultivars named TK10, Chum Nghe An, 
Sen Nghe An, L20, L23, and L14 were regarded as hybrid parents for 
the crossing-breeding program. Of 5 cross-breeding combinations 
(Chum Nghe An played the role of mother; 5 others were the fathers) 
15 elite peanut lines of the F3 generation with high yield (over 29 
quintals/ha) and 5 of them coded F3-6, F3-12 (Chum Nghe An × L23), 
F3-9, F3-10  (Chum Nghe An × Sen Nghe An), and F3-13 (Chum Nghe 
An × L14) possessed the locus for drought tolerance determined by 
electrophoresis technology. It is also particularly mentioned that 
all these lines had a good recovery (92.8-94.6, 84.4-88.4, and 80.0-
83.4%, respectively), average productivity loss (30.56-34.10%), and 
good drought tolerance (point 3: G=21-40%).

Keywords: drought tolerance, gene carrier/QTL, peanuts.
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Sau khi đã xác định được vật liệu khởi đầu tiến hành thí nghiệm 
lai hữu tính (lai đơn) để tạo ra các tổ hợp lại. Tiến hành phát triển 
quần thể lai và chọn dòng lạc ưu tú từ lai tạo bằng phương pháp 
phả hệ. Bắt đầu chọn lọc ở thế hệ F2. Cây F2 được trồng thưa (mật 
độ 20-25 cây/m2) để có thể quan sát từng cây riêng biệt và tạo ra 
lượng hạt lớn. Chọn lọc ở F2 chủ yếu dựa vào đánh giá trực quan, 
thường là những tính trạng có hệ số di truyền cao như: chiều cao 
cây, thời gian chín, kiểu cây, dạng hạt... [8, 9].

Gieo hạt thu được từ cây F2 thành hàng ở vụ sau (mật độ 20-
25 cây/m2). Đánh giá trực quan các dòng  F3 thông qua các tính 
trạng dễ quan sát. Chọn các cá thể tốt nhất trong các dòng tốt nhất. 
Đánh giá các chỉ tiêu sinh trưởng, phát triển, năng suất và chất 
lượng theo Quy chuẩn QCVN 01-57:2011/BNNPTNT về khảo 
nghiệm giá trị canh tác và sử dụng của giống lạc [7].

Sử dụng các chỉ thị phân tử trội được dùng để xác định kiểu 
gen của các con lai thế hệ F3 từ các cặp lai. Những con lai có khả 
năng tạo band trên gel điện di được xác định mang kiểu gen giống 
với kiểu gen của cây mẹ và kiểu gen giống với kiểu gen của giống 
dùng làm bố. Các sản phẩm từ phản ứng PCR được dùng để chạy 
điện di trên gel Agarose 2% ở hiệu điện thế 100 V trong 30 phút. 
Đệm TAE 1x được dùng để chuẩn bị bản gel và là dung dịch đệm 
trong máy điện di. Sản phẩm Redsafe được dùng để nhuộm bản gel 
thay thế cho Ethidium Bromide. Sản phẩm sau điện di được quan 
sát dưới máy chiếu tia UV ở bước sóng 350 nm.

Đánh giá khả năng chịu hạn bằng các thí nghiệm trong chậu 
nhựa (đường kính 40 cm và chiều cao 50 cm) bố trí theo kiểu khối 
ngẫu nhiên đầy đủ, 3 lần lặp lại, mỗi lần lặp 3 chậu, mỗi chậu trồng 
7 cây. Thời điểm đánh giá: sau khi mọc mầm 10 ngày (giai đoạn 
cây con), khi cây ra hoa 20% (giai đoạn cây ra hoa) và cuối ra 
hoa - hình thành quả. Gây hạn nhân tạo 3, 5 và 7 ngày, đối chứng 
không gây hạn được tưới nước nhằm duy trì ẩm độ đất 70-80% (sử 
dụng máy đo ẩm độ cầm tay để xác định). Để đánh gía khả năng 
chịu hạn của các dòng lạc tiến hành đánh giá khả năng phục hồi 
và mức suy giảm năng suất sau khi gây hạn 3, 5 và 7 ngày [9, 10].

- Đánh giá khả năng chịu hạn theo tỷ lệ cây phục hồi sau khi 
gây hạn [11]. Sau khi gây hạn với các thời gian gây hạn 3, 5 và 7 
ngày, tiến hành tưới nước để xác định khả năng phục hồi của cây 
theo công thức:

Tỷ lệ cây phục hồi = Số cây phục hồi/Tổng số cây x 100%

Mức độ phục hồi: cấp 1: 10-20%; cấp 2: 20-40%; cấp 3: 40-
60%; cấp 4: 60-80%; cấp 5: 80-100%.

- Đánh giá khả năng chịu hạn dựa vào mức suy giảm năng suất 
(G) theo thang điểm sau: điểm 1: chịu hạn kém khi G>80%; điểm 
2: chịu hạn yếu khi G=61-80%; điểm 3: chịu hạn trung bình khi 
G=41-60%; điểm 4: chịu hạn khá khi G=21-40%; điểm 5: chịu hạn 
tốt khi G<21%. Công thức tính mức suy giảm năng suất G như sau:  

G = 100 - (M2/M1) x 100

trong đó M1 là năng suất hạt tính trên 1 chậu trong điều kiện không 
gây hạn nhân tạo; M2 là năng suất hạt tính trên 1 chậu trong điều 
kiện gây hạn nhân tạo.

Số liệu giá trị trung bình và độ lệch chuẩn (SD) được tính bằng 
phần mềm bằng Excel.

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Đặc điểm nông sinh học và chọn lọc vật liệu khởi đầu 

Vụ xuân năm 2020, đã tiến hành đánh giá, chọn lọc và duy trì 
các giống lạc làm bố mẹ để trì duy nguồn gen phục vụ công tác 
lai tạo và bổ sung nguồn vật liệu cho công tác chọn tạo giống lạc 
mới (bảng 2).
Bảng 2. Một số đặc điểm nông sinh học chính của các giống lạc 
làm nguồn vật liệu khởi đầu cho tạo dòng lạc theo hướng năng 
suất và chịu hạn.

TT Tên giống Hình thái Màu sắc lá Số quả chắc/cây Năng suất (tấn/ha)
1 TK10 Thân đứng, lá dài Xanh 10,7 3,79

2 Chùm Nghệ An Thấp cây, thân nửa đứng, 
cành nhiều Xanh nhạt 11,8 3,21

3 Sen Nghệ An Thân nửa đứng Xanh nhạt 10,6 3,84
4 L20 Thân nửa đứng Xanh nhạt 10,8 3,89
5 L23 Thân đứng, tán gọn Xanh đậm 10,6 3,80
6 L14 Thân đứng Xanh đậm 10,7 3,85

Sau khi đánh giá đặc điểm nông học, bước đầu đã chọn được 
các dòng/giống lạc có các tính trạng mong muốn. Sử dụng 9 chỉ thị 
phân tử SSR liên kết với các locus quy định tính chịu hạn trên các 
dòng có đặc điểm mong muốn để xác định tính đa hình giữa các 
cặp bố mẹ dùng trong lai tạo: TK10, Chùm Nghệ An, Sen Nghệ 
An, L20, L23 và L14. Mỗi chỉ thị phân tử SSR được thử nghiệm 
trên DNA của giống lạc Chùm Nghệ An (cây mẹ) và các giống lạc 
được dùng làm bố. Kích thước sản phẩm PCR ước lượng (dựa trên 
thang chuẩn 100 bp) của các chỉ thị phân tử được trình bày ở bảng 
3 và hình 1.
Bảng 3. Kích thước sản phẩm PCR của các chỉ thị phân tử SSR.

TT Tên chỉ thị Số mẫu giống có xuất hiện băng vạch Số lượng band Kích thước (bp)
1 TC1A02 5 1 ~240
2 TC3A12 4 1 ~200
3 TC3H07 4 1 ~250
4 TC4DO2 0 0 -
5 TC4E10 5 1 ~300
6 TC9F10 4 1 ~275
7 TC11A04 5 1 ~90
8 R12D06 4 1 ~200
9 RN0x614 5 1 ~275

Hình 1. Các chỉ thị phân tử SSR được thử nghiệm trên các giống 
bố mẹ.



Khoa học Nông nghiệp  / Công nghệ sinh học trong nông nghiệp, thủy sản

6165(9) 9.2023

Kết quả cho thấy, hầu hết các chỉ thị phân tử SSR đều có khả 
năng nhân band trên các giống lạc làm bố/mẹ dùng để lai tạo, trừ 
chỉ thị số 4 (TC4DO2), nghĩa là 8 chỉ thị phân tử 1, 2, 3, 5, 6, 7, 
8 và 9 đều có thể được dùng làm chỉ thị trội để xác định kiểu gen 
của các con lai của dòng mẹ (Chùm Nghệ An) và dòng bố (L23). 
Tương tự, các chỉ thị số 2 (TC3A12) và 3 (TC3H07) không có khả 
năng nhân band từ giống L14 (dùng làm cây bố) và có thể dùng 
làm chỉ thị trội để xác định kiểu gen của con lai giữa Chùm Nghệ 
An × L14. Marker số 6 (TC9F10) nhân band từ giống mẹ nhưng 
không có khả năng nhân band từ giống lạc TK10 được dùng làm 
bố nên có thể được dùng để xác định kiểu gen của các con lai từ 
cặp lai Chùm Nghệ An × Sen Nghệ An.

3.2. Tạo vật liệu khởi đầu theo hướng năng suất và chịu hạn

Từ kết quả đánh giá nguồn giống bố mẹ trước đó bằng phương 
pháp lai hữu tính (lai đơn), nghiên cứu đã sử dụng giống Chùm 
Nghệ An làm cây mẹ và các giống TK10, Sen Nghệ An, L20, L23 
và L14 làm cây bố (bảng 4).
Bảng 4. Kết quả thực hiện lai tạo vật liệu khởi đầu.

TT Tổ hợp lai (Bố/mẹ) Thời gian lai 
(ngày)

Tổng số hoa lai 
(hoa)

Số quả lai thu 
hoạch (quả)

Tỷ lệ đậu quả 
lai (%)

1 Sen Nghệ An × Chùm Nghệ An 8 161 53 33,1
2 L23 × Chùm Nghệ An 10 164 44 27,1
3 TK10 × Chùm Nghệ An 9 151 49 32,6
4 L20 × Chùm Nghệ An 7 155 61 39,4
5 L14 × Chùm Nghệ An 7 156 59 38,1

Kết quả bảng 4 cho thấy, trong thời gian lai tạo 7-10 ngày liên 
tục (giai đoạn ra hoa rộ) các tổ hợp lai có số hoa lai 151-164 hoa, 
số quả lai thu hoạch 44-61, với tỷ lệ đậu quả dao động 27,1-39,4%. 
Đây là nguồn vật liệu phục vụ công tác chọn lọc dòng/giống lạc 
có năng suất cao, có khả năng chịu hạn. Như vậy, tỷ lệ lai thành 
công không những phụ thuộc vào thao tác lai mà có thể còn phụ 
thuộc vào khả năng kết hợp giữa các giống được chọn làm bố mẹ.

3.3. Phát triển quần thể lai và chọn lọc dòng ưu tú theo 
hướng năng suất, chịu hạn

Tiến hành phát triển quần thể lai ở 2 vụ tiếp theo từ 446 hạt 
lai của 5 quần thể lai được gieo riêng với mật độ 25 cây/m2, sau 
đó loại bỏ cây không phải là cây lai, cây không mong muốn, cây 
nhiễm bệnh; thu được 158 cá thể F1 để gieo và chọn lọc tiếp ở thế 
hệ F2 ở vụ sau, từ 158 cá thể F1 thu được, tiếp tục gieo và bắt đầu 
chọn lọc ở thế hệ F2. Cây F2 được trồng thưa (mật độ 25 cây/m2) 
để có thể quan sát từng cây riêng biệt và tạo ra lượng hạt lớn, dựa 
vào đánh giá trực quan, thường là những tính trạng có hệ số di 
truyền cao, như: chiều cao cây, thời gian chín, kiểu cây, dạng hạt, 
tính kháng bệnh... Kết quả đã chọn lọc được 83 cá thể F2 và thu hạt 
riêng từng cây.

Vụ xuân 2022, tiến hành gieo 83 cá thể F2 của 5 quần thể lai 
gieo thành hàng tuần tự không lặp lại (dòng F3)  mỗi hàng 25 cây. 
Qua theo dõi, chọn lọc, đánh giá về đặc điểm nông sinh học đã 
chọn được 15 dòng lạc triển vọng, tiến hành thu hoạch, phân tích 
các yếu tố cấu thành năng suất và năng suất của 15 dòng lạc kết 
quả thu được trình bày ở bảng 5.

Bảng 5. Năng suất và các yếu tố cấu thành năng suất của các con 
lai thế hệ F3. 

TT
Cặp lai Tên 

dòng
Số quả chắc/ 
cây (quả)

Khối lượng 
100 quả (g)

Khối lượng 
100 hạt (g)

Tỷ lệ  hạt/
quả (%)

Năng suất thực 
thu (tạ/ha)Mẹ Bố

1 Chùm
Nghệ An

Sen 
Nghệ 
An

F3-5 9,5 130,5 53,6 61,1 29,4
F3-8 8,5 139,3 54,5 64,1 28,3
F3-9 9,3 133,3 52,6 63,5 28,1
F3-10 9,2 131,8 51,4 63,7 30,2

2 Chùm
Nghệ An L23

F3-4 9,2 139,1 53,2 63,6 30,1
F3-6 9,5 132,5 52,5 65,5 29,1
F3-12 7,9 136,4 53,3 62,5 28,3

3 Chùm
Nghệ An L20

F3-2 9,5 130,5 50,0 64,4 31,2
F3-15 7,9 138,3 52,6 61,9 29,6
F3-14 9,8 139,9 55,2 59,9 30,0

4 Chùm 
Nghệ An TK10

F3-1 8,9 133,9 55,7 64,2 29,6
F3-11 7,9 133,2 53,2 65,8 28,6

5 Chùm 
Nghệ An L14

F3-3 7,9 133,4 52,5 62,9 28,2
F3-13 8,2 136,4 53,0 65,2 28,5
F3-7 9,8 132,3 51,3 64,0 30,9

Trung bình 8,75 134,72 53,03 63,69 29,27
SD 0,81 3,24 1,54 1,67 1,12

Kết quả chọn lọc, đánh giá, phân tích xử lý về năng suất và các yếu 
tố cấu thành năng suất 15 dòng lạc thế hệ F3 (bảng 5) cho thấy, số quả 
chắc/cây của 15 dòng lạc dao động 7,9-9,8, dòng F3-7 và F3-14 có số quả 
chắc cao nhất là 9,8 quả/cây, trung bình số quả chắc/cây của 15 dòng là 
8,75 quả; khối lượng 100 quả của 15 dòng được chọn dao động 130,5-
139,9 g, cao nhất là dòng F3-14 đạt 139,9 g, thấp nhất là dòng F3-5 chỉ đạt 
130,5 g. Khối lượng 100 hạt cao nhất là dòng F3-1 đạt 55,7 g, thấp nhất là 
dòng F3-2 chỉ đạt 50,0 g. Năng suất thực thu của các dòng đạt 28,1-31,2 
tạ/ha, trung bình năng suất các dòng đạt trên 29 tạ/ha. 

Các chỉ thị phân tử trội được dùng để xác định gen liên quan đến 
tính trạng chịu hạn của các con lai từ các cặp lai L14 × Chùm Nghệ An 
(F3-3, F3-7, F3-13), L23 × Chùm Nghệ An (F3-4, F3-6, F3-12) và Sen Nghệ An 
× Chùm Nghệ An (F3-5, F3-8, F3-9 , F3-10). Những con lai có khả năng tạo 
band trên gel điện di được xác định mang kiểu gen giống với kiểu gen 
của giống Chùm Nghệ An (cây mẹ), trong khi các con lai không có khả 
năng tạo band được xác định mang kiểu gen giống với kiểu gen của 
giống dùng làm bố. Không có chỉ thị phân tử SSR nào cho kết quả đa 
hình giữa giống Chùm Nghệ An, TK10 và L20 nên chúng tôi không 
tiến hành phân tích kiểu gen trên các con lai từ các cặp lai TK10 × 
Chùm Nghệ An và L20 × Chùm Nghệ An.
Bảng 6. Kết quả xác định gen liên quan đến tính trạng chịu hạn của 
các con lai thế hệ F3.

              Chỉ thị

 Con lai
Marker 
1

Marker 
2

Marker 
3

Marker 
5

Marker 
6

Marker 
7

Marker 
8

Marker 
9

F3-2 - - - - M - - -
F3-3 - M M - - - - -
F3-4 M M M M M M M M
F3-6 B B B B B B B B
F3-7 - M M - - - - -
F3-8 - - - - M - - -
F3-9 - - - - B - - -
F3-10 - - - - B - - -
F3-12 B M M M M M M B
F3-13 - B B - - - - -

M: kiểu gen giống với cây làm mẹ (Chùm Nghệ An); B: kiểu gen giống với cây 
làm bố (L23, L14, Sen Nghệ An).
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Kết quả bảng 6 cho thấy, dòng F3-2, F3-3, F3-4, F3-7 và F3-8 mang kiểu 
gen tương đồng với kiểu gen của giống Chùm Nghệ An (cây mẹ) và 
nhiều khả năng không có các locus quy định tính chịu hạn. Trong khi 
đó, dòng F3-6 có kiểu gen giống với kiểu gen của các giống được dùng 
làm cây bố và có khả năng mang nhiều locus quy định tính chịu hạn. 
Các dòng F3-9 và F3-10 có khả năng mang locus liên kết với chỉ thị phân 
tử số 6 (TC9F10) quy định tính chịu hạn. Tương tự, dòng F3-13 có khả 
năng mang các locus quy định tính chịu hạn được thể hiện qua các chỉ 
thị phân tử số 2 (TC3A12) và 3 (TC3H07). Các con lai F3-6, F3-9, F3-10, 
F3-12 và F3-13 có kiểu gen giống với kiểu gen tại các vị trí liên kết với 
các chỉ thị phân tử được thử nghiệm. Như vậy, các con lai này có khả 
năng mang locus quy định tính chịu hạn, trong đó con lai F3-6 có khả 
năng mang nhiều locus khác nhau liên quan đến tính chịu hạn.

3.4. Chọn lọc, đánh giá khả năng chịu hạn của các dòng lạc mới 
tạo trong điều kiện nhân tạo

Năm 2022, tại nhà lưới Viện Khoa học Kỹ thuật Nông nghiệp 
Bắc Trung Bộ tiến hành đánh giá khả năng chịu hạn của 5 dòng lạc 
đã được đánh giá về năng suất và mang locus quy định tính chịu hạn 
trong điều kiện nhân tạo là thế hệ F3 của cây mẹ (Chùm Nghệ An) và 
các cây bố (L23, Sen Nghệ An, L14). Các dòng được bố trí trong các 
chậu nhựa có đường kính 40 cm và cao 50 cm, để trong nhà lưới có 
mái che màng mỏng trong suốt (tránh mưa) và đã đổ giá thể (đất + 
phân bón + vôi trộn đều) gieo theo khối ngẫu nhiên hoàn toàn, 3 lần 
nhắc lại, 3 chậu/lần nhắc, mỗi chậu 7 cây, sau đó tỉa bỏ để lại 5 cây. Bố 
trí 3 chậu đối chứng/dòng. Các chậu đối chứng không gây hạn được 
tưới nước nhằm duy trì ẩm độ đất đạt 70-80%. Sau khi gây hạn nhân 
tạo tiến hành đánh giá và tính toán theo chỉ sô khả năng phục hồi của 
các dòng ở các giai đoạn (bảng 7).
Bảng 7. Khả năng phục hồi của các dòng lạc trong điều kiện nhân tạo.

TT Tên dòng
Tỷ lệ phục hồi
Sau 3 ngày (%) Sau 5 ngày (%) Sau 7 ngày (%) Trung bình

1 F3-6 93,7 85,4 82,4 87,2
2 F3-9 93,7 86,5 80,0 86,7
3 F3-10 94,5 88,4 83,4 88,8
4 F3-12 94,6 85,4 81,2 87,0
5 F3-13 92,8 84,4 82,4 86,5

Kết quả bảng 7 cho thấy, các dòng đều có khả năng phục hồi 
92,8-94,6, 84,4-88,4 và 80,0-83,4%, tương ứng thời gian gây hạn 3, 
5 và 7 ngày. Dòng lạc F3-10 có tỷ lệ phục hồi cao nhất trong thời gian 
gây hạn 3, 5 và 7 ngày ở các giai đoạn cây con, ra hoa, hình thành 
quả lần lượt là 94,5, 88,4 và 83,4%.

Sau khi gây hạn xong tiến hành chăm sóc, theo dõi đánh giá 
và thu hoạch để riêng từng chậu. Qua phân tích, xử lý mẫu sau thu 
hoạch và tính toán theo chỉ số suy giảm năng suất của các dòng khi 
gây hạn 3, 5 và 7 ngày thu được kết quả ở bảng 8.
Bảng 8. Mức suy giảm năng suất của các dòng lạc.

TT Tên dòng
Mức suy giảm năng suất (%)
Gây hạn 3 ngày Gây hạn 5 ngày Gây hạn 7 ngày Trung bình

1 F3-6 19,79 32,15 50,36 34,10
2 F3-9 18,72 32,40 51,14 34,09
3 F3-10 18,69 29,52 49,84 32,68
4 F3-12 16,96 28,59 46,58 30,56
5 F3-13 18,37 31,26 50,11 33,25

Các dòng lạc tham gia thí nghiệm đều có mức suy giảm năng suất 
tăng dần theo thời gian gây hạn lần trước 16,96-19,79, 28,59-32,4 và 
46,58%-51,14%, tương ứng với thời gian gây hạn 3, 5 và 7 ngày. Cả 
5 dòng F3-6, F3-12 (Chùm Nghệ An × L23), F3-9, F3-10 (Chùm Nghệ An 
× Sen Nghệ An) và F3-13 (Chùm Nghệ An × L14) tham gia thí nghiệm 
đều có mức suy giảm năng suất trung bình 30,56-34,10%, đều có khả 
năng chịu hạn khá, điểm 3 (G=21-40%), trong đó dòng F3-12 có mức 
suy giảm năng suất thấp nhất (30,56%) (bảng 8).

4. Kết luận

Kết quả đánh giá, lai tạo 6 vật liệu khởi đầu (giống chùm Nghệ An 
làm cây mẹ, các giống làm bố gồm: TK10, Sen Nghệ An, L20, L23, 
L14) đã thu được 5 tổ hợp lai, tổng số 446 hạt lai. Thông qua đánh giá 
đặc điểm nông sinh học của các quần thể lai đã thu được 158 cá thể F1 
và 83 cá thể F2. Từ 83 cá thể F2 tiến hành đánh giá, chọn lọc được 15 
dòng lạc mới thế hệ F3: F3-5, F3-8, F3-9, F3-10  (Chùm Nghệ An × Sen Nghệ 
An); F3-4, F3-6, F3-12 (Chùm Nghệ An × L23); F3-1, F3-11 (Chùm Nghệ An × 
TK10); F3-2, F3-14, F3-15 (Chùm Nghệ An × L20) và F3-3, F3-7, F3-13 (Chùm 
Nghệ An × L14) năng suất đạt trên 29 tạ/ha và sàng lọc thu được 5 dòng 
F3-6, F3-9, F3-10, F3-12 và F3-13 mang locus quy định tính chịu hạn. Kết quả 
đánh giá khả năng chịu hạn trong điều kiện nhân tạo của 5 dòng F3-6, 
F3-9, F3-10, F3-12,  và F3-13 cho thấy cả 5 dòng đều có khả năng phục hồi 
tốt: 92,8-94,6, 84,4-88,4 và 80,0-83,4%, đồng thời có mức suy giảm 
năng suất trung bình 30,56-34,10%, tương ứng với khả năng chịu hạn 
khá, điểm 3 (G=21-40%).
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1. Đặt vấn đề	

Lan Cẩm Cù là một trong những loại cây cảnh được nhiều 
người ưa chuộng vì có hình dạng lá, màu sắc hoa đa dạng và hương 
thơm đặc trưng. Lan Cẩm Cù nuôi cấy mô được xem là nguồn 
cây giống ổn định có thể đáp ứng số lượng lớn cho người trồng. 
Bên cạnh đó, việc tạo thêm nhiều dòng hoa lan Cẩm Cù mới sẽ 
góp phần làm gia tăng sự đa dạng của loài cây này, đáp ứng nhu 
cầu người trồng. Theo một số nghiên cứu cho thấy, auxin có mối 
liên hệ trực tiếp đến việc phát sinh biến dị khi sử dụng ở nồng 
độ cao, làm thay đổi sinh lý của thực vật và làm phát sinh biến 
dị. Auxin là thuật ngữ chung đại diện cho nhóm những chất điều 
hòa sinh trưởng thực vật tạo ra sự vươn dài của tế bào chồi trong 
vùng gần đỉnh sinh trưởng [1, 2]. Các chất đại diện cho nhóm 
này gồm Indole-3-acetic acid (IAA), Indole-3-butyric acid (IBA), 
NAA; 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)… Trong số đó, 2 
chất điều hòa sinh trưởng được tổng hợp nhân tạo là NAA và 2,4-D 
có tác dụng lên cây trồng tương tự các chất hormone sinh trưởng 
thực vật như kích thích sự kéo dài và tăng trưởng của rễ [1-3]. Hệ 
gen của tế bào thực vật bị tác động mạnh mẽ bởi NAA, 2,4-D như 
một tác nhân ảnh hưởng đến sự phát sinh đột biến hóa học. Tác 
động gây biến dị của NAA và 2,4-D là làm ảnh hưởng đến hoạt 
động phân bào, những thay đổi trong cấu trúc nhiễm sắc thể và 
chất nhiễm sắc cũng như làm thay đổi chu kỳ phân bào. Trong tế 
bào thực vật, NAA và 2,4-D gây ra các bất thường về nguyên phân 
và giảm phân, cả ở in vivo lẫn in vitro [2, 3]. Các chất này được 
ứng dụng vào môi trường nuôi cấy mô tế bào thực vật nhằm kích 

thích sự tăng trưởng, khả năng kéo dài tế bào và khởi đầu sự phân 
chia tế bào [1]. 

Chỉ thị phân tử RAPD được xem là hữu hiệu để xác định các 
biến dị di truyền của các dòng đột biến khi so với các dòng hoang 
dại. Phương pháp này đã được sử dụng hiệu quả để phân tích các 
biến dị di truyền của hoa cúc sau xử lý tia gamma [4]. Vì thế, 
nghiên cứu sự ảnh hưởng của 2,4D và NAA đến sự phát sinh đột 
biến trên cây lan Cẩm Cù được đề xuất thực hiện. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu 

Giống lan Cẩm Cù 1 năm tuổi được trồng tại Viện Nghiên cứu 
và Phát triển Công nghệ Sinh học, Trường Đại học Cần Thơ (hình 1).
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Hình 1. Cây lan Cẩm Cù. (A) Lá và thân lan; (B) Hoa lan Cẩm Cù. 

Hóa chất 

Môi trường nuôi cấy MS (Murashige và Skoog) + 30 g/l sucrose + 7 g/l agar, 

pH 5,7-5,8). Một số hóa chất khác như: 2,4-D, NAA, BAP (6-Benzylaminopurine), 

Taq DNA Polymerase (Meridian Biocience), mồi RAPD (Phusa Biochem) (bảng 1), 

các hóa chất thực hiện ly trích DNA và phản ứng PCR. 

Bảng 1. Danh sách mồi và trình tự mồi sử dụng. 

STT Tên mồi Trình tự mồi 
1 OPF - 01 5’ - ACGGATCCTG - 3’ 
2 OPF - 04 5’ - GGTGATCAGG - 3’ 
3 OPF - 03 5’ - CCTGATCACC - 3’ 
4 OPF - 02 5’ - GAGGATCCCT - 3’ 
5 OPF - 05 5’ - CCGAATTCCC - 3’ 
6 OPD - 05 5’ - TGAGCGGACA - 3’ 
7 OPA - 14 5’ - TCTGTGCTGG - 3’ 
8 OPS - 11 5’ - AGTCGGGTGG - 3’ 
9 OPG - 04 5’ - AGCGTGTCTG - 3’ 
10 OPR - 07 5’ - ACTGGCCTGA - 3’ 
11 OPB - 11 5’ - GTAGACCCGT - 3’ 
12 OPK - 14 5’ - CCCGCTACAC - 3’ 

(A) (B) 

Hình 1. Cây lan Cẩm Cù. (A) Lá và thân lan; (B) Hoa lan Cẩm Cù.

Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, α-naphthylacetic acid 
đến sự phát sinh biến dị trên lan Cẩm Cù (Hoya kerrii) 

Ngô Minh Trí1, Trần Lê Nguyên1, Trần Thị Mỹ Tiên1, Lâm Ngọc Kim Trúc1, Phùng Hoàng Yến1, 
Dương Nguyễn Mai Anh1, Phùng Thị Hằng2, Nguyễn Thị Pha1*

1Viện Nghiên cứu và Phát triển Công nghệ Sinh học, Trường Đại học Cần Thơ, khu 2, đường 3/2, phường Xuân Khánh, quận Ninh Kiều, TP Cần Thơ, Việt Nam
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Tóm tắt:

Lan Cẩm Cù (Hoya kerrii) được nhiều người ưa chuộng vì sự phong phú về hình dạng lá, màu sắc và hương thơm của hoa. Để gia 
tăng sự đa dạng, phong phú cho lan Cẩm Cù, mẫu lá được cấy vào môi trường MS bổ sung 2,4-D và α-naphthylacetic acid (NAA) 
(nồng độ 4-7 mg/l) nhằm khảo sát khả năng cảm ứng tạo mô sẹo và phát sinh biến dị. Tỷ lệ tạo sẹo (100%) sau 15 ngày nuôi cấy ở 
tất cả các nghiệm thức (NT) có bổ sung chất điều hòa sinh trưởng, trong khi NT đối chứng không cho thấy sự hình thành mô sẹo. 
Kết quả nhân nhanh mô sẹo cho thấy, mẫu lá ở NT 5 mg/l 2,4-D cho kích thước mô sẹo lớn nhất (2,98 cm). Các mô sẹo 45 ngày 
tuổi được chuyển sang môi trường tái sinh MS + 1 mg/l IBA + 3,5 mg/l BAP, thời điểm chồi xuất hiện đối với mẫu mô sẹo xử lý 
bằng NAA là 95 ngày sau khi cấy chuyển với tỷ lệ tái sinh cao nhất (66,67%) và sớm hơn so với mô sẹo xử lý 2,4-D (225 ngày, tỷ 
lệ tái sinh 50%). Kết quả phân tích sự khác biệt di truyền bằng chỉ thị RAPD ghi nhận tổng số băng DNA là 330, kích thước phân 
tử dao động 170-2700 bp. Chỉ số PIC trong phạm vi 0,23-0,40. Mẫu xử lý với 5 mg/l NAA có hệ số tương đồng thấp nhất 0,455; 
các chỉ tiêu sinh trưởng như đường kính cuống lá, chiều dày mô bì, diện tích bó mạch, số lượng bó gỗ ghi nhận được ở mẫu xử lý 
với 5 mg/l NAA vượt trội hơn so với đối chứng.

Từ khóa: α-naphthylacetic acid, biến dị, Hoya kerrii, Polymorphism information content, 2,4-D.

Chỉ số phân loại: 4.6

*

DOI: 10.31276/VJST.65(9).63-68

***Tác giả liên hệ: Email: ntpha@ctu.edu.vn



Khoa học Nông nghiệp  / Công nghệ sinh học trong nông nghiệp, thủy sản

6465(9) 9.2023

2.2. Hóa chất

Môi trường nuôi cấy MS (Murashige và Skoog) + 30 g/l 
sucrose + 7 g/l agar, pH 5,7-5,8). Một số hóa chất khác như: 2,4-
D, NAA, BAP (6-Benzylaminopurine), Taq DNA Polymerase 
(Meridian Biocience), mồi RAPD (Phusa Biochem) (bảng 1), các 
hóa chất thực hiện ly trích DNA và phản ứng PCR.
Bảng 1. Danh sách mồi và trình tự mồi sử dụng.

Số thứ tự Tên mồi Trình tự mồi

1 OPF - 01 5’ - ACGGATCCTG - 3’

2 OPF - 04 5’ - GGTGATCAGG - 3’

3 OPF - 03 5’ - CCTGATCACC - 3’

4 OPF - 02 5’ - GAGGATCCCT - 3’

5 OPF - 05 5’ - CCGAATTCCC - 3’

6 OPD - 05 5’ - TGAGCGGACA - 3’

7 OPA - 14 5’ - TCTGTGCTGG - 3’

8 OPS - 11 5’ - AGTCGGGTGG - 3’

9 OPG - 04 5’ - AGCGTGTCTG - 3’

10 OPR - 07 5’ - ACTGGCCTGA - 3’

11 OPB - 11 5’ - GTAGACCCGT - 3’

12 OPK - 14 5’ - CCCGCTACAC - 3’

13 OPJ - 13 5’ - CCACACTACC - 3’

14 OPT - 05 5’ - GGGTTTGGCA - 3’

15 OPC - 05 5’ - GATGACCGCC - 3’

2.3. Phương pháp nghiên cứu

Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-D, NAA lên khả năng cảm ứng mô 
sẹo và phát sinh biến dị: Lá lan Cẩm Cù bánh tẻ có kích thước 4x7 
cm được rửa dưới vòi nước chảy trong 5 phút, khử trùng bề mặt 
với cồn 70o trong 30 giây và rửa lại với nước cất vô trùng 3 lần. 
Mẫu sau đó được ngâm trong dung dịch NaClO 5% bổ sung 3 giọt 
nước rửa chén trong 15 phút, rửa với nước cất vô trùng 3-5 lần. Sau 
đó, các mẫu lá được cắt thành các mảnh hình vuông (kích thước 
1x1 cm) và cấy vào bình 250 ml chứa 50 ml môi trường MS bổ 
sung 2,4-D, NAA với các nồng độ 0, 4, 5, 6 và 7 mg/l. Thí nghiệm 
2 nhân tố gồm loại chất cảm ứng và nồng độ chất cảm ứng, lặp lại 
3 lần mỗi lần 5 bình, mỗi bình cấy 3 mảnh lá. Chỉ tiêu theo dõi là 
tỷ lệ phần trăm mẫu hình thành mô sẹo.

Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-D, NAA khi cảm ứng tạo mô sẹo 
lên khả năng nhân nhanh mô sẹo: Mẫu mô sẹo sau 15 ngày nuôi 
cấy được chuyển vào môi trường nhân nhanh mô sẹo MS + 1 mg/l 
NAA + 1 mg/l 2,4-D + 1,5 mg/l BAP [5] để đánh giá sự gia tăng 
kích thước của mô sẹo thu được từ các NT cảm ứng tạo mô sẹo. 
Thí nghiệm 2 nhân tố được lặp lại 3 lần, mỗi lần cấy 3 mẫu. Chỉ 
tiêu theo dõi là kích thước mô sẹo. 

Khảo sát khả năng tái sinh chồi của các mô sẹo xử lý với 2,4-
D, NAA sau khi nhân nhanh: Các mô sẹo sau khi nhân nhanh được 
tái sinh chồi trên môi trường MS + 1 mg/l IBA + 3,5 mg/l BAP. Thí 
nghiệm 1 nhân tố được lặp lại 3 lần, mỗi lần cấy 10 mô sẹo. Chỉ 
tiêu theo dõi là tỷ lệ và thời điểm mô sẹo tái sinh chồi. 

Effects of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 
α-naphthylacetic acid on the variant formation 

of Valentine Hoya (Hoya kerrii) 
Minh Tri Ngo1, Le Nguyen Tran1, Thi Mỹ Tien Tran1, 

Ngoc Kim Truc Lam1, Hoang Yen Phung1, 
Nguyen Mai Anh Duong1, Thi Hang Phung2, Thi Pha Nguyen1*

1Intitude of Biotechnology Research and Development, Can Tho University,
Campus 2, 3/2 Street, Xuan Khanh Ward, Ninh Kieu District, Can Tho City, Vietnam

2School of Education, Can Tho University,
Campus 2, 3/2 Street, Xuan Khanh Ward, Ninh Kieu District, Can Tho City, Vietnam

Received 8 July 2022; revised 2 August 2022; accepted 5 August 2022

Abstract:

Valentine Hoya (Hoya kerrii) is favoured by many 
people for its richness in leaf shape, colour and flower 
fragrance. To increase the diversity and abundance of 
Hoya, leaf samples were transplanted into MS medium 
supplemented with 2,4-D and α-naphthylacetic acid (NAA) 
(concentration 4-7 mg/l) to create callus and induce 
mutations. Calli formation rate was observed at 100% 
after 15 days of culture in all treatments supplemented 
with growth regulators, while the control treatment 
showed no callus formation. The results of rapid callus 
multiplication showed that the callus-forming leaf 
sample obtained from the treatment of 5 mg/l 2,4-D gave 
the largest callus size (2.98 cm). The 45-day-old calli 
were transferred to MS + 1 mg/l IBA + 3.5 mg/l BAP 
regeneration medium, the time of shoot appearance 
for callus samples treated with NAA was 95 days 
after subculture with the highest regeneration rate of 
66.67%, earlier than 2,4-D treated calli (225 days, 50% 
regeneration rate). The results of genetic divergence 
analysis using RAPD markers recorded a total of 330 
DNA bands with molecular sizes ranging from 170 to 
2700 bp. The polymorphism information content index 
was calculated in the 0.23-0.40 range. Samples treated 
with 5 mg/l NAA had the lowest similarity coefficient 
of 0.455, growth parameters such as petiole diameter, 
dermal tissue thickness, vascular bundle area, and a 
number of wood bundles recorded in samples treated 
with 5 mg/l NAA were superior to those of the control.

Keywords: α-naphthylacetic acid, Hoya kerrii, polymorphism 
information content, variation, 2,4-D.

Classification number: 4.6
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Khảo sát, đánh giá sự phát sinh biến dị bằng kỹ thuật RAPD-
PCR: Các mô sẹo sau khi tái sinh chồi và mẫu lá cây đối chứng 
được ly trích DNA theo quy trình CTAB [6]. Đánh giá sự khác 
biệt di truyền bằng kỹ thuật RAPD-PCR với tổng 15 mồi (bảng 1), 
phản ứng được lặp lại 2 lần/mẫu. Thành phần của một phản ứng 
gồm: 8,96 µl BiH2O, 3 µl Buffer (5X), 1,2 µl mồi (10 pmol), 0,15 
µl Taq DNA Polymerase (5 unit/µl), 2 µl DNA khuôn (30 µg/µl) và 
chu kỳ nhiệt 94ᵒC: 5 phút; lặp lại 45 chu kỳ: 94ᵒC/20 giây, 35ᵒC/15 
giây, 72ᵒC/80 giây và kết thúc bằng 72ᵒC/10 phút. Điện di sản phẩm 
RAPD-PCR trên gel agarose 2% có bổ sung safeview ở hiệu điện 
thế 50 V trong 1 giờ với thang chuẩn 100 bp của Fermentas. Sử 
dụng phầm mềm GelAnalyzer v2019 [7] để đọc và ghi nhận kích 
thước các băng DNA để so sánh với sự khác biệt về hình thái. Hình 
ảnh các băng DNA được mã hóa bằng hệ nhị phân và được phân 
tích bằng phần mềm NTSYS 2.1 theo phương pháp UPGMA. Chỉ 
số PIC được tính theo công thức sau: 

PICi = 2fi x (1-fi)

trong đó i là thứ tự locus được tính; fi là tần số alen xuất hiện; 
(1-fi) là tần số alen không xuất hiện [8].

Đánh giá sự khác biệt về hình thái bằng phương pháp giải 
phẫu: Dòng lan Cẩm Cù thế hệ T0 có sự khác biệt di truyền lớn 
nhất so với mẫu đối chứng thông qua chỉ thị RAPD sẽ được thực 
hiện giải phẫu để so sánh sự khác biệt về hình thái mô. Vi phẫu 
lát cắt mỏng (bằng tay) được nhuộm kép bằng carmin aluné - vert 
d’iod theo thiết diện ngang của cuống lá có độ tuổi bằng nhau và 
cùng vị trí (lá thứ 2 từ phần đỉnh chồi). Vi mẫu được chụp dưới 
kính hiển vi quang học có camera (Olympus CX23). Đo mẫu bằng 
trắc vi vật kính (E4, E10) và trắc vi thị kính (E15). Thí nghiệm một 
nhân tố được lặp lại 3 lần, mỗi lần một cuống lá, mỗi cuống lấy 
3 mẫu. Chỉ tiêu theo dõi là đường kính cuống lá, số lượng oxalat 
canxi, chiều dày mô bì, diện tích bó mạch, số lượng bó gỗ.

Điều kiện nuôi cấy: Các mẫu được nuôi ở nhiệt độ 24°C, cường 
độ chiếu sáng 2000 lux, thời gian chiếu sáng 16 giờ/ngày.

Phương pháp xử lý số liệu và điều kiện: Các số liệu sau khi 
thu thập được xử lý bằng phần mềm Excel 2013 và phân tích bằng 
phần mềm Minitab 16, GelAnalyzer v2019 [7], NTSYS 2.1 và 
ToupView [8].

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Ảnh hưởng của 2,4-D, NAA lên khả năng cảm ứng mô 
sẹo và phát sinh biến dị

Sau 15 ngày nuôi cấy, các NT trên môi trường có bổ sung NAA 
và 2,4-D ở cả 4 nồng độ 4, 5, 6 và 7 mg/l đều có khả năng cảm ứng 
tạo mô sẹo tốt trong nuôi cấy in vitro lan Cẩm Cù, với tỷ lệ 100%, 
riêng NT đối chứng không ghi nhận sự hình thành mô sẹo tại vết cắt. 
Trên môi trường chứa 2,4-D, mô sẹo có màu sắc xanh hơn mô sẹo 
trên môi trường chứa NAA, riêng ở NT chứa 4 mg/l NAA, mô sẹo 
có màu sắc tương đồng với các NT xử lý 2,4-D (hình 2). Tuy nhiên, 
sự khác nhau về màu sắc của mô sẹo ở các NT không ảnh hưởng 
đến tỷ lệ tạo mô sẹo. Biến dị phát sinh được theo dõi và đánh giá sau 
khi tái sinh thành cây hoàn chỉnh và phân tích kiểu gen.  
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Hình 2. Sự phát sinh mô sẹo lan Cẩm Cù sau 15 ngày nuôi cấy in vitro. (D1) 4 

mg/l 2,4-D; (D2) 5 mg/l 2,4-D; (D3) 6 mg/l 2,4-D; (D4) 7 mg/l 2,4-D; (N1) 4 mg/l 

NAA; (N2) 5 mg/l NAA; (N3) 6 mg/l NAA; (N4) 7 mg/l NAA; (ĐC ) Đối chứng. 

Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-D, NAA khi cảm ứng tạo mô sẹo lên khả năng 

nhân nhanh mô sẹo 

Mô sẹo sau 15 ngày nuôi cấy được chuyển sang môi trường MS + 1 mg/l 2,4-D 

+ 1 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP. Kết quả ghi nhận kích thước của các mô sẹo ở thời 

điểm 45 ngày nuôi cấy được trình bày ở bảng 2. Nhìn chung, ở thời điểm 45 ngày, tất 

cả các NT gây cảm ứng mô sẹo đều cho kích thước sẹo tăng so với thời điểm 15 ngày 

nuôi cấy. Xét về nhân tố nồng độ gây cảm ứng mô sẹo, kích thước mô sẹo tăng từ 

nồng độ 4 đến 5 mg/l và bắt đầu giảm dần từ nồng độ 5 đến 7 mg/l. Đ ối với nhân tố là 

chất cảm ứng đột biến, 2,4-D cho kích thước mô sẹo lớn hơn NAA. NT 5 và 6 mg/l 

2,4-D có kích thước sẹo trung bình cao nhất lần lượt là 2,980 và 2,770 cm, NT bổ sung 

4 mg/l NAA ghi nhận kích thước mô sẹo thấp nhất là 1,435 cm, khác biệt có ý nghĩa 

thống kê so với các NT còn lại.  

Bảng 2. Kích thư ớc mô sẹo (cm) lan Cẩm Cù cảm ứng bởi NAA và 2,4-D sau 45 

ngày nuôi cấy. 

Nồng độ (mg/l) Auxin Trung bình 
NAA 2,4-D 

4  1,435e 2,285b 1,860D 

5  2,255bc 2,980a 2,618A 

6  1,880d 2,770a 2,325B 

7  1,925cd 2,245bc 2,085C 

Trung bình 1,874B 2,570A  

(D4) (D2) (D1) (D3) 

(N1) (N4) (N3) (N2) 

(ĐC) 

Hình 2. Sự phát sinh mô sẹo lan Cẩm Cù sau 15 ngày nuôi cấy in vitro. 
(D1) 4 mg/l 2,4-D; (D2) 5 mg/l 2,4-D; (D3) 6 mg/l 2,4-D; (D4) 7 mg/l 2,4-D; (N1) 
4 mg/l NAA; (N2) 5 mg/l NAA; (N3) 6 mg/l NAA; (N4) 7 mg/l NAA; (ĐC) Đối 
chứng.

3.2. Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-D, NAA khi cảm ứng tạo 
mô sẹo lên khả năng nhân nhanh mô sẹo

Mô sẹo sau 15 ngày nuôi cấy được chuyển sang môi trường 
MS + 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP. Kết quả ghi 
nhận kích thước của các mô sẹo ở thời điểm 45 ngày nuôi cấy được 
trình bày ở bảng 2. Nhìn chung, ở thời điểm 45 ngày, tất cả các NT 
gây cảm ứng mô sẹo đều cho kích thước sẹo tăng so với thời điểm 
15 ngày nuôi cấy. Xét về nhân tố nồng độ gây cảm ứng mô sẹo, 
kích thước mô sẹo tăng từ nồng độ 4 đến 5 mg/l và bắt đầu giảm 
dần từ nồng độ 5 đến 7 mg/l. Đối với nhân tố là chất cảm ứng đột 
biến, 2,4-D cho kích thước mô sẹo lớn hơn NAA. NT 5 và 6 mg/l 
2,4-D có kích thước sẹo trung bình cao nhất lần lượt là 2,980 và 
2,770 cm, NT bổ sung 4 mg/l NAA ghi nhận kích thước mô sẹo 
thấp nhất là 1,435 cm, khác biệt có ý nghĩa thống kê so với các 
NT còn lại. 
Bảng 2. Kích thước mô sẹo (cm) lan Cẩm Cù cảm ứng bởi NAA và 
2,4-D sau 45 ngày nuôi cấy.

Nồng độ (mg/l)
Auxin

Trung bình
NAA 2,4-D

4 1,435e 2,285b 1,860D

5 2,255bc 2,980a 2,618A

6 1,880d 2,770a 2,325B

7 1,925cd 2,245bc 2,085C

Trung bình 1,874B 2,570A

P (nồng độ) 0,00

P (chất cảm ứng đột biến) 0,00

P (tương tác) 0,00

CV (%) 10,6

Số liệu này đã được mã hoá (x+y)/2 khi phân tích thống kê, với x là 
chiều dài mô sẹo, y là chiều rộng mô sẹo. Trên cùng một cột hay một 
hàng, các số trung bình của từng nhân tố đi theo cùng ký tự viết hoa 
là khác biệt không có ý nghĩa ở mức 5%. Các số trung bình của từng 
NT (kết hợp chất điều hòa sinh trưởng và nồng độ) có cùng ký tự viết 
thường theo hàng hoặc cột là khác biệt không có ý nghĩa ở mức 5%.

Quan sát màu sắc mô sẹo 45 ngày tuổi cho thấy, mô sẹo ở các 
NT xử lý 2,4-D có màu vàng nhạt hơn so với các NT xử lý NAA 
có màu vàng đậm hơn và tất cả mô sẹo không có hiện tượng hóa 
nâu (hình 3). 
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P (nồng độ) 0,00 
P (chất cảm ứng đột biến) 0,00 
P (tương tác) 0,00 
CV (%) 10,6 
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chiều rộng mô sẹo. Trên cùng một cột hay một hàng, các số trung bình của từng nhân tố đi theo cùng 

ký tự viết hoa là khác biệt không có ý nghĩa ở mức 5%. Các số trung bình của từng NT (kết hợp chất 

điều hòa sinh trưởng và nồng độ) có cùng ký tự viết thường theo hàng hoặc cột là khác biệt không có ý 

nghĩa ở mức 5%. 

Quan sát màu sắc mô sẹo 45 ngày tuổi cho thấy, mô sẹo ở các NT xử lý 2,4-D có 

màu vàng nhạt hơn so với các NT xử lý NAA có màu vàng đậm hơn và tất cả mô sẹo 

không có hiện tượng hóa nâu (hình 3).  

 

Hình 3. Mô sẹo trên các mẫu thời đi ểm 45 ngày nuôi cấy. (D1) 4 mg/l 2,4-D; (D2) 

5 mg/l 2,4-D; (D3) 6 mg/l 2,4-D; (D4) 7 mg/l 2,4-D; (N1) 4 mg/l NAA; (N2) 5 mg/l 

NAA; (N3) 6 mg/l NAA; (N4) 7 mg/l NAA. 

Khả năng tái sinh ch ồi của các mô sẹo xử lý 2,4-D, NAA sau khi nhân nhanh 

Mô sẹo 45 ngày được tái sinh chồi trên môi trường MS + 1 mg/l IBA + 3,5 mg/l 

BAP, tỷ lệ mô sẹo tái sinh chồi được thể hiện ở bảng 3. Nhìn chung, ở thời điểm 95 và 

225 ngày tuổi các mô sẹo bị cảm ứng bởi chất xử lý lần lượt là NAA và 2,4-D, nồng 

độ xử lý tăng thì tỷ lệ tái sinh chồi càng tăng, nhưng nồng độ quá cao lại ức chế sự tái 

sinh chồi của mô sẹo. Cụ thể, ở thời điểm 95 ngày đối với mô sẹo xử lý bằng NAA, tỷ 

lệ tái sinh chồi khi tăng nồng độ xử lý từ 4 lên 5 mg/l. Kết quả này tương tự đối với 
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Hình 3. Mô sẹo trên các mẫu thời điểm 45 ngày nuôi cấy. (D1) 4 mg/l 2,4-D; 
(D2) 5 mg/l 2,4-D; (D3) 6 mg/l 2,4-D; (D4) 7 mg/l 2,4-D; (N1) 4 mg/l NAA; (N2) 
5 mg/l NAA; (N3) 6 mg/l NAA; (N4) 7 mg/l NAA.

3.3. Khả năng tái sinh chồi của các mô sẹo xử lý 2,4-D, NAA 
sau khi nhân nhanh

Mô sẹo 45 ngày được tái sinh chồi trên môi trường MS + 1 
mg/l IBA + 3,5 mg/l BAP, tỷ lệ mô sẹo tái sinh chồi được thể hiện 
ở bảng 3. Nhìn chung, ở thời điểm 95 và 225 ngày tuổi các mô sẹo 
bị cảm ứng bởi chất xử lý lần lượt là NAA và 2,4-D, nồng độ xử 
lý tăng thì tỷ lệ tái sinh chồi càng tăng, nhưng nồng độ quá cao lại 
ức chế sự tái sinh chồi của mô sẹo. Cụ thể, ở thời điểm 95 ngày đối 
với mô sẹo xử lý bằng NAA, tỷ lệ tái sinh chồi khi tăng nồng độ 
xử lý từ 4 lên 5 mg/l. Kết quả này tương tự đối với mô sẹo xử lý 
2,4-D ở thời điểm 225 ngày (bảng 3). Với chất cảm ứng là NAA, 
mô sẹo có thời gian tái sinh nhanh hơn so với mô sẹo xử lý 2,4-D 
khi ở cùng một nồng độ.
Bảng 3. Khả năng tái sinh chồi lan Cẩm Cù thời điểm 95 và 225 
ngày nuôi cấy.

NT Hóa 
chất

Nồng độ 
(mg/l)

Tỷ lệ mô tái sinh chồi (%)

95 ngày nuôi cấy 225 ngày nuôi cấy

1

2,4-D

4 0c 0c

2 5 0c 50,00a

3 6 0c 33,33b

4 7 0c 0c

5

NAA

4 0c 0c

6 5 66,67a -

7 6 30,00b -

8 7 0c 0c

p-value 0,00 0,00

CV (%) 16,90 16,97

Trên cùng một cột, các số trung bình có cùng ký tự là không khác biệt 
ở mức ý nghĩa 5%. 

Ở thời điểm 95 ngày, mô sẹo ở NT6 và NT7 (5 và 6 mg/l 
NAA) bắt đầu phát triển thành chồi, tỷ lệ tái sinh chồi cao nhất đạt 
66,67% ở NT6 và 30,0% ở NT7, kết quả này khác biệt có ý nghĩa 
về mặt thống kê so với các NT còn lại (0%). Đến thời điểm 225 
ngày tuổi, NT2 và NT3 xử lý 2,4-D ở nồng độ 5 và 6 mg/l ghi nhận 
sự hình thành chồi từ mô sẹo với tỷ lệ tái sinh cao nhất ghi nhận 
ở NT2 là 50,0%, tiếp theo là 33,33% ở NT3 và ghi nhận không có 
khả năng tái sinh của các mô sẹo ở các NT còn lại.

Về màu sắc mô sẹo và chồi ở thời điểm 95 ngày nuôi cấy, NT6 
(5 mg/l NAA) và NT7 (6 mg/l NAA) mô sẹo có màu xanh và xuất 
hiện chồi. NT5 và NT8 (4 và 7 mg/l NAA) mô sẹo dần chuyển 
sang màu vàng, không xuất hiện chồi. Đối với mô sẹo xử lý 2,4-D, 
NT2 và NT3 (5 và 6 mg/l 2,4-D) mô sẹo có màu xanh, chưa xuất 
hiện chồi. Mô sẹo NT1 và NT4 (4 và 7 mg/l 2,4-D) dần chuyển 
sang màu vàng sậm tương tự NT5 và NT8 và chưa xuất hiện chồi 
(hình 4). Ở thời điểm 225 ngày nuôi cấy, mô sẹo ở NT2 và NT3 
có màu xanh, nhưng một phần bị chuyển sang màu vàng sậm, các 
chồi nhỏ bắt đầu xuất hiện tại các phần sẹo có màu xanh (hình 5). 
Mô sẹo ở các NT còn lại có màu vàng sậm, không còn khả năng 
sống sót.
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Hình 4. Các mẫu mô sẹo thời đi ểm 95 ngày nuôi cấy. (D1) 4 mg/l 2,4-D; (D2) 5 
mg/l 2,4-D; (D3) 6 mg/l 2,4-D; (D4) 7 mg/l 2,4-D; (N1) 4 mg/l NAA; (N2) 5 mg/l 
NAA; (N3) 6 mg/l NAA; (N4) 7 mg/l NAA. 

 

Hình 5. Các mẫu chồi thời đi ểm 225 ngày nuôi cấy. (D2) 5 mg/l 2,4-D; (D3) 6 mg/l 

2,4-D; (N2) 5 mg/l NAA; (N3) 6 mg/l NAA. 

Đánh giá sự phát sinh biến dị dòng lan Cẩm Cù thế hệ T0 bằng chỉ thị RAPD 

Từ kết quả xử lý 2,4-D và NAA ở các nồng độ khác nhau ghi nhận được 4 NT 

có chồi tái sinh [NT2 và NT3 (5 và 6 mg/l 2,4-D); NT6 và NT7 (5 và 6 mg/l NAA)]. 

DNA từ mẫu chồi tái sinh ở 4 NT và mẫu đối chứng được đánh giá sự phát sinh biến dị 

bằng kỹ thuật RAPD-PCR. Kết quả PCR trên mẫu đối chứng đều cho kiểu băng giống 

nhau và ổn định sau 2 lần lặp lại. Kết quả khảo sát với 15 mồi có 13 mồi khuếch đại 

cho băng DNA (mồi OPR 07, OPJ 13 không khuếch đại băng DNA ở tất cả các mẫu) 

(bảng 4 và hình 6). Tổng số băng DNA (đa hình và đơn hình) ghi nhận ở 5 mẫu là 330, 

kích thước phân tử dao động từ 170 đến 2700 bp. Trong tổng số 330 băng, ghi nhận 

(D1) 

(N1) (N2) (N3) 

(D2) (D3) (D4) 

(N4) 

(D2) (D3) (N2) (N3) 

Hình 4. Các mẫu mô sẹo thời điểm 95 ngày nuôi cấy. (D1) 4 mg/l 2,4-D; (D2) 
5 mg/l 2,4-D; (D3) 6 mg/l 2,4-D; (D4) 7 mg/l 2,4-D; (N1) 4 mg/l NAA; (N2) 5 mg/l 
NAA; (N3) 6 mg/l NAA; (N4) 7 mg/l NAA.
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(bảng 4 và hình 6). Tổng số băng DNA (đa hình và đơn hình) ghi nhận ở 5 mẫu là 330, 

kích thước phân tử dao động từ 170 đến 2700 bp. Trong tổng số 330 băng, ghi nhận 

(D1) 

(N1) (N2) (N3) 

(D2) (D3) (D4) 

(N4) 

(D2) (D3) (N2) (N3) 

Hình 5. Các mẫu chồi thời điểm 225 ngày nuôi cấy. (D2) 5 mg/l 2,4-D; (D3) 
6 mg/l 2,4-D; (N2) 5 mg/l NAA; (N3) 6 mg/l NAA.

3.4. Đánh giá sự phát sinh biến dị dòng lan Cẩm Cù thế hệ 
T0 bằng chỉ thị RAPD

Từ kết quả xử lý 2,4-D và NAA ở các nồng độ khác nhau ghi 
nhận được 4 NT có chồi tái sinh [NT2 và NT3 (5 và 6 mg/l 2,4-D); 
NT6 và NT7 (5 và 6 mg/l NAA)]. DNA từ mẫu chồi tái sinh ở 4 
NT và mẫu đối chứng được đánh giá sự phát sinh biến dị bằng kỹ 
thuật RAPD-PCR. Kết quả PCR trên mẫu đối chứng đều cho kiểu 
băng giống nhau và ổn định sau 2 lần lặp lại. Kết quả khảo sát với 
15 mồi có 13 mồi khuếch đại cho băng DNA (mồi OPR 07, OPJ 
13 không khuếch đại băng DNA ở tất cả các mẫu) (bảng 4 và hình 
6). Tổng số băng DNA (đa hình và đơn hình) ghi nhận ở 5 mẫu là 
330, kích thước phân tử dao động từ 170 đến 2700 bp. Trong tổng 
số 330 băng, ghi nhận 326 băng đa hình và 4 băng đơn hình được 
khuếch đại ở mồi OPF - 05 (2 băng), OPT - 05 (1 băng), OPC - 05 
(1 băng). Từ các băng DNA đa hình cho thấy sự khác biệt về mặt di 
truyền giữa các mẫu chồi ở 4 NT xử lý đột biến và mẫu đối chứng. 
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Trong 13 mồi có khả năng khuếch đại trên 5 mẫu, mồi OPS - 11 ghi 
nhận số băng DNA cao nhất là 41 băng, mồi OPF - 4 ghi nhận số 
băng thấp nhất là 8 băng, trung bình 25,4 băng/mồi. Giá trị thông 
tin đa hình PIC trong phạm vi từ 0,23 đến 0,40, giá trị PIC cao nhất 
ở mồi OPS - 11 và OPF - 02, đạt thấp nhất ở mồi OPG - 04 và trung 
bình là 0,34. Kết quả này thấp hơn so với nghiên cứu đã công bố 
khi tỷ lệ đa hình các sản phẩm DNA khuếch đại bởi 4 chỉ thị RAPD 
từ genomic DNA của các mô sẹo cây cọ (Phoenix dactylifera L.) 
cảm ứng bởi 2,4-D 50 mg/l, 2,4-D 100 mg/l, Dicamba 10 mg/l và 
NAA 30 mg/l là từ 0,476 đến 0,571 [9].
Bảng 4. Kết quả khuếch đại của 15 đoạn mồi.

Số
thứ tự Mồi

Số băng mỗi NT Kích thước 
phân tử (bp)

Chỉ số 
PICĐC NT1 NT2 NT3 NT4

1 OPF - 01 6 7 8 4 4 300-1370 0,37

2 OPF - 04 8 0 0 0 0 400-1600 0,32

3 OPF - 03 7 7 0 0 0 250-1340 0,36

4 OPF - 02 3 6 0 0 0 250-1000 0,40

5 OPF - 05 7 9 7 8 6 170-1450 0,31

6 OPD - 05 10 3 3 10 6 300-1500 0,36

7 OPA - 14 8 0 1 0 0 260-1300 0,32

8 OPS - 11 7 9 12 7 6 200-1350 0,40

9 OPG - 04 0 1 0 5 3 430-1010 0,23

10 OPG - 07 - - - - - - -

11 OPB - 11 9 0 11 10 8 220-2700 0,35

12 OPK - 14 15 5 8 10 0 340-1990 0,34

13 OPJ - 13 - - - - - - -

14 OPT - 05 9 8 7 8 7 210-2100 0,36

15 OPC - 05 4 4 5 5 9 430-2000 0,32
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Hình 6. Hình ảnh điện di mồi OPD 05, OPB 11, OPF 06, OPS 11. L: thang chuẩn 

(DNA Ladder 1000 bp); C1 và C2: đối chứng; D1 và D2: 5 mg/l 2,4-D; D3 và D4: 6 

mg/l 2,4-D; N1 và N2: 5 mg/l NAA; N3 và N4: 6 mg/l NAA. 

Kỹ thuật RAPD được sử dụng đánh giá sự sai khác ở mức độ phân tử của các 

thể đột biến được tạo ra từ giống cúc ban đầu, qua phân tích PCR chứng tỏ hiệu quả 

của phương pháp này có thể được sử dụng làm chỉ thị phân tử DNA để phân biệt giống 

gốc và các thể biến dị [4]. Kết quả phân tích 10 mẫu hoa hồng triển vọng bằng chỉ thị 

RAPD của Nguyễn Mai Thơm (2009) [10] cho thấy mức độ đa hình hay hệ số tương 

đồng dao động từ 0,52 đến 0,81, chỉ thị RAPD cũng được sử dụng trong xác định độ 

đa hình và tần số đột biến trên cây ngô [11]. Qua đó cho thấy, kỹ thuật này rất hiệu quả 

trong phân tích các biến dị di truyền có thể xảy ra trên thực vật sau xử lý đột biến in 

vitro bằng các tác nhân đột biến [4, 9-11]. Với kết quả trong nghiên cứu này, một lần 

nữa khẳng định chỉ thị RAPD có thể được sử dụng trong việc phát hiện các biến đổi 

trên thực vật nói chung và trên loài lan Cẩm Cù nói riêng về kiểu hình và kiểu gen. 

Từ kết quả bảng 5 và hình 7 cho thấy, các chồi tái sinh từ các NT xử lý 2,4-D 5 

mg/l, 2,4-D 6 mg/l, NAA 5 mg/l và NAA 6 mg/l có hệ số tương đồng di truyền khi 

phân tích bằng 13 chỉ thị RAPD giao động từ 0,455 đến 0,775. Ở mức tương đồng là 

0,60, sơ đồ phả hệ có thể chia thành 3 nhóm: nhóm 1 (mẫu đối chứng), nhóm 2 (mẫu 

xử lý 2,4-D ở nồng độ 5 và 6 mg/l), nhóm 3 (mẫu xử lý NAA ở nồng độ 5 và 6 mg/l). 

Nhìn chung, các mẫu xử lý cùng tác nhân auxin có hệ số tương đồng cao hơn so với 

các mẫu còn lại. Đối với NT 5 mg/l NAA, ghi nhận tỷ lệ hệ số tương đồng thấp nhất 

khi so với mẫu đối chứng là 0,455 (bảng 5). Sự khác biệt này có thể do nhiều điểm đột 

OPD 05 OPB 11 

OPF 06 OPS 11 

Hình 6. Hình ảnh điện di mồi OPD - 05, OPB - 11, OPF - 06, 
OPS - 11. L: thang chuẩn (DNA Ladder 1000 bp); C1 và C2: đối chứng; 
D1 và D2: 5 mg/l 2,4-D; D3 và D4: 6 mg/l 2,4-D; N1 và N2: 5 mg/l NAA; 
N3 và N4: 6 mg/l NAA.

Kỹ thuật RAPD được sử dụng đánh giá sự sai khác ở mức độ 
phân tử của các thể đột biến được tạo ra từ giống cúc ban đầu, 
qua phân tích PCR chứng tỏ hiệu quả của phương pháp này có thể 
được sử dụng làm chỉ thị phân tử DNA để phân biệt giống gốc và 
các thể biến dị [4]. Kết quả phân tích 10 mẫu hoa hồng triển vọng 
bằng chỉ thị RAPD của N.M. Thom (2009) [10] cho thấy mức độ 

đa hình hay hệ số tương đồng dao động từ 0,52 đến 0,81, chỉ thị 
RAPD cũng được sử dụng trong xác định độ đa hình và tần số đột 
biến trên cây ngô [11]. Qua đó cho thấy, kỹ thuật này rất hiệu quả 
trong phân tích các biến dị di truyền có thể xảy ra trên thực vật sau 
xử lý đột biến in vitro bằng các tác nhân đột biến [4, 9-11]. Với kết 
quả trong nghiên cứu này, một lần nữa khẳng định chỉ thị RAPD có 
thể được sử dụng trong việc phát hiện các biến đổi trên thực vật nói 
chung và trên loài lan Cẩm Cù nói riêng về kiểu hình và kiểu gen.

Từ kết quả bảng 5 và hình 7 cho thấy, các chồi tái sinh từ các 
NT xử lý 2,4-D 5 mg/l, 2,4-D 6 mg/l, NAA 5 mg/l và NAA 6 mg/l 
có hệ số tương đồng di truyền khi phân tích bằng 13 chỉ thị RAPD 
giao động từ 0,455 đến 0,775. Ở mức tương đồng là 0,60, sơ đồ 
phả hệ có thể chia thành 3 nhóm: nhóm 1 (mẫu đối chứng), nhóm 2 
(mẫu xử lý 2,4-D ở nồng độ 5 và 6 mg/l), nhóm 3 (mẫu xử lý NAA 
ở nồng độ 5 và 6 mg/l). Nhìn chung, các mẫu xử lý cùng tác nhân 
auxin có hệ số tương đồng cao hơn so với các mẫu còn lại. Đối với 
NT 5 mg/l NAA, ghi nhận tỷ lệ hệ số tương đồng thấp nhất khi so 
với mẫu đối chứng là 0,455 (bảng 5). Sự khác biệt này có thể do 
nhiều điểm đột biến ở vùng không mang gen, gần tâm động hay 
các đầu mút nhiễm sắc thể. Kết quả này tương đồng với nghiên cứu 
về hệ số tương đồng của các mô sẹo cây cọ (Phoenix dactylifera 
L.) cảm ứng bởi 2,4-D 50 và 100 mg/l, Dicamba 10 mg/l, NAA 30 
mg/l là từ 0,290 đến 0,900 khi phân tích bằng 4 chỉ thị RAPD [9].
Bảng 5. Hệ số tương quan di truyền của 5 dòng lan Cẩm Cù thế 
hệ T0.

C D1 D2 N1 N2

C 1,000

D1 0,474 1,000

D2 0,469 0,610 1,000

N1 0,455 0,568 0,582 1,000

N2 0,493 0,643 0,600 0,775 1,000

Hình 7. Sơ đồ hình cây phả hệ của lan Cẩm Cù xử lý 2,4-D và NAA so với 
mẫu đối chứng. (C) Đối chứng; (D1) 5 mg/l 2,4-D; (D2) 6 mg/l 2,4-D; (N1) 5 
mg/l NAA; (N2) 6 mg/l NAA.

3.5. Đánh giá sự khác biệt của dòng lan Cẩm Cù thế hệ T0 về 
hình thái bằng phương pháp giải phẫu

Khảo sát hình thái giải phẫu cuống lá cho thấy có sự khác biệt 
đường kính cuống lá, số lượng oxalat canxi, chiều dày mô bì, diện 
tích bó mạch, số lượng bó gỗ có sự khác biệt giữa mẫu xử lý đột 
biến NAA nồng độ 5 mg/l so với mẫu đối chứng (bảng 6). Mẫu xử 
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lý đột biến NAA nồng độ 5 mg/l cho các chỉ tiêu lớn hơn so với 
mẫu đối chứng, khác biệt này có ý nghĩa về mặt thống kê. Riêng 
số lượng tinh thể oxalat canxi ghi nhận ở mẫu đối chứng cao hơn 
và khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê. Sự khác biệt về mặt di 
truyền thông qua chỉ thị phân tử RAPD và hình thái mô thông qua 
phương pháp giải phẫu của mẫu NAA nồng độ 5 mg/l so với mẫu 
đối chứng, chứng tỏ NAA ở nồng độ này hữu hiệu trong chọn và 
tạo giống lan Cẩm Cù. 
Bảng 6. Các chỉ tiêu hình thái giải phẫu cuống lá của các dòng lan 
Cẩm Cù thế hệ T0.

NT
Trung bình

Đường kính (μm) Oxalat canxi Mô bì (μm) Diện tích bó mạch (μm2) Số bó gỗ

C 2299b 57,3a 38,4b 100225a 19,9b

N1 3118a 42,6b 48,2a 261492b 23a

p-value 0,00

CV (%) 16,6 16,25 12,5 4,95 1,26

C: đối chứng; N1: 5 mg/l NAA. Trên cùng một cột, các số trung bình có 
cùng ký tự là không khác biệt ở mức ý nghĩa 5%.
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Bảng 6. Các chỉ tiêu hình thái giải phẫu cuống lá của các dòng lan Cẩm Cù thế hệ 

T0. 

NT Trung bình 
Đường kính 
(μm) 

Oxalat canxi Mô bì (μm) Diện tích bó mạch 
(μm2) 

Số bó gỗ 

C 2299b 57,3a 38,4b 100225a 19,9b 

N1 3118a 42,6b 48,2a 261492b 23a 

P-value 0,00 

CV (%) 16,6 16,25 12,5 4,95 1,26 

C: đối chứng; N1: 5 mg/l NAA. Trên cùng một cột, các số trung bình có cùng ký tự là không khác biệt 

ở mức ý nghĩa 5%. 

Hình 8. Hình thái giải phẫu cuống lá của các dòng lan Cẩm Cù thế hệ T0. (C-E4) 

Đối chứng vật kính X:4; (C-E10) Đối chứng vật kính X:10; (N-E4) Mẫu xử lý 5 mg/l 

NAA vật kính X:4; (N-E10) Mẫu xử lý 5 mg/l NAA vật kính X:10; 1: hạt oxalat canxi; 

2: bó mạch; 3: mô che chở.  

Kết luận  

Khảo sát ảnh hưởng của auxin đến khả năng tái sinh chồi trên lan Cẩm Cù ghi 

nhận tỷ lệ cảm ứng tạo sẹo đạt 100% và kích thước mô sẹo lớn nhất sau khi nhân 

nhanh là 2,98 cm ở NT bổ sung 5 mg/l 2,4-D. Tỷ lệ tái sinh chồi cao nhất ở NT 5 mg/l 

NAA ở thời điểm 95 ngày nuôi cấy và NT 5 mg/l 2,4-D ở thời điểm 225 ngày nuôi cấy. 

Đồng thời, ở NT 5 mg/l NAA cho kết quả khác biệt lớn nhất so với mẫu đối chứng là 

45,55%. Đường kính cuống lá, chiều dày mô bì, diện tích bó mạch, số lượng bó gỗ ở 

NT 5 mg/l NAA vượt trội so với NT đối chứng. Riêng số lượng tinh thể oxalat canxi 

thấp hơn.  

Hình 8. Hình thái giải phẫu cuống lá của các dòng lan Cẩm Cù thế hệ T0. 
(C-E4) Đối chứng vật kính X:4; (C-E10) Đối chứng vật kính X:10; (N-E4) Mẫu 
xử lý 5 mg/l NAA vật kính X:4; (N-E10) Mẫu xử lý 5 mg/l NAA vật kính X:10; 1: 
hạt oxalat canxi; 2: bó mạch; 3: mô che chở. 

Kết luận 

Khảo sát ảnh hưởng của auxin đến khả năng tái sinh chồi trên 
lan Cẩm Cù ghi nhận tỷ lệ cảm ứng tạo sẹo đạt 100% và kích thước 
mô sẹo lớn nhất sau khi nhân nhanh là 2,98 cm ở NT bổ sung 5 
mg/l 2,4-D. Tỷ lệ tái sinh chồi cao nhất ở NT 5 mg/l NAA ở thời 
điểm 95 ngày nuôi cấy và NT 5 mg/l 2,4-D ở thời điểm 225 ngày 
nuôi cấy. Đồng thời, ở NT 5 mg/l NAA cho kết quả khác biệt lớn 
nhất với tỷ lệ hệ số tương đồng thấp nhất so với mẫu đối chứng là 

0,455. Đường kính cuống lá, chiều dày mô bì, diện tích bó mạch, 
số lượng bó gỗ ở NT 5 mg/l NAA vượt trội so với NT đối chứng. 
Riêng số lượng tinh thể oxalat canxi thấp hơn. 

Kiến nghị tiếp tục theo dõi các kiểu hình và kiểu gen về hoa và 
lá trên các mẫu xử lý auxin ở các thế hệ T1, T2, T3… trong điều 
kiện vườn ươm. 
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1. Đặt vấn đề

Thanh long là cây trồng bản địa có nguồn gốc từ Mexico và 
Nam Mỹ. Thanh long ruột đỏ tiềm năng đã trở thành cây trồng 
mũi nhọn ở nhiều vùng lãnh thổ vì giá trị dinh dưỡng cũng như 
giá trị kinh tế to lớn mà nó mang lại [1]. Thanh long ruột đỏ còn 
được chú ý bởi các hợp chất chống ôxy hóa, hợp chất kháng sinh 
và những hợp chất tiềm năng chống lại các bệnh trên cơ thể người. 
Một số nghiên cứu còn cho thấy khả năng hạn chế phân tán tế bào 
u ác tính và chống ung thư của nhiều hợp chất tồn tại trong thanh 
long ruột đỏ [2].

Pectin là thành phần có nhiều trong thanh long ruột đỏ, gây khó 
khăn cho quá trình chế biến nước quả, cụ thể là trong quá trình ép 
và lọc, dẫn đến hiệu suất trích ly dịch quả thấp, dịch quả nhớt và 
đục nhiều. Lý do là pectin có tính chất tạo gel, khi quả có nhiều 
pectin thì khối thịt quả nghiền sẽ có trạng thái keo, dẫn đến hiệu 
suất thu hồi dịch quả không cao. Vì vậy, trong quá trình chế biến 
nước quả người ta thường tìm cách thuỷ phân pectin trước, sau đó 
lọc rồi cô đặc [3].

Nghiên cứu này nhằm xác định thành phần dinh dưỡng của 
thanh long ruột đỏ trồng tại Lập Thạch, tỉnh Vĩnh Phúc và các điều 
kiện công nghệ xử lý enzyme pectinase bổ sung trong quá trình thu 
nhận dịch quả đến hiệu suất thu hồi dịch quả, từ đó nâng cao giá 
trị kinh tế và cảm quan cho các sản phẩm chế biến từ thanh long 
ruột đỏ trồng tại địa phương này nói riêng, ở Việt Nam nói chung. 

2. Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Nguyên liệu 

Thanh long ruột đỏ được thu hái từ huyện Lập Thạch, tỉnh Vĩnh 
Phúc vào tháng 3-4 (vụ hè) và tháng 9-10 (vụ đông) năm 2018. 

Quả được vận chuyển về phòng thí nghiệm ngay sau khi thu hái, 
bảo quản ở 4oC không quá 3 ngày cho các thí nghiệm tiếp theo [4]; 
dịch quả được chuẩn bị dựa trên quy trình của K.M. Herbach và cs 
(2007) [5] như sau: Chọn những quả thanh long chín đều, không hư 
hỏng, dập nát, rửa sạch, để ráo. Tiến hành bóc vỏ, lấy phần thịt quả. 
Chà thịt quả bằng máy chà để loại hạt và thu dịch quả. 

Enzyme pectinase: Sử dụng enzyme thương mại Pectinex Ultra 
SP-L có nguồn gốc từ nấm mốc Aspergillus niger do Hãng Novo 
(Thụy Sỹ) cung cấp. Chế phẩm dạng bột được bảo quản ở nhiệt độ 
4oC. Thành phần chính của chế phẩm enzyme là polygalacturonase, 
pectinesterase và pectin transeliminase với độ hoạt động là 26.000 
PG/ml (hoạt động của polygalacturonase trên ml). Hiệu quả chế 
phẩm enzyme đạt được là do hoạt động của polygalacturonase trong 
việc tách chuỗi pectin và hoạt động của pectinesterase trong quá 
trình thủy phân các nhóm methyl este của phân tử pectin. Điều kiện 
phản ứng tối ưu của enzyme là pH 3,5-6,0 và nhiệt độ dưới 50oC.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Khảo sát một số chỉ tiêu lý hoá của nguyên liệu: Quả thanh 
long sau khi vận chuyển về phòng thí nghiệm được xác định một 
số chỉ tiêu vật lý như: khối lượng, kích thước, màu sắc vỏ quả 
đồng thời xác định tỷ lệ vỏ quả, thịt quả, dịch quả so với tổng khối 
lượng quả. Dịch quả sau khi ép được xác định một số chỉ tiêu vật lý 
như: độ ẩm, chất khô hòa tan tổng số, đường tổng số, đường khử, 
protein, vitamin C, betacyanin, độ pH và độ nhớt.

Khảo sát ảnh hưởng của xử lý enzyme pectinase đến hiệu suất 
thu hồi dịch quả:

Ảnh hưởng của nồng độ enzyme pectinase đến hiệu suất thu 
hồi dịch quả: Dịch quả được điều chỉnh về 13oBx bằng dung dịch 
siro đường saccarose 65oBx và điều chỉnh pH về 4,5 bằng axit 
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Tóm tắt:

Thanh long ruột đỏ (Hylocereus polyrhizus) là cây trồng phổ biến và mang lại lợi ích to lớn của tỉnh Vĩnh Phúc trong những năm 
gần đây. Ngoài phục vụ nhu cầu ăn tươi, quả thanh long còn được chế biến để tạo ra các sản phẩm đa dạng trên thị trường. Mục 
đích của nghiên cứu là xác định một số thông số công nghệ cơ bản nhằm nâng cao hiệu suất thu hồi dịch quả thanh long để chế 
biến các sản phẩm tiếp theo. Trong quả thanh long, pectin (một chất keo tự nhiên để giữ thành tế bào cũng như các tế bào lại với 
nhau) có hàm lượng khá lớn, làm thịt quả có độ nhớt cao, ảnh hưởng đến quá trình trích ly dịch quả. Nghiên cứu đã sử dụng 
enzyme pectinase để thuỷ phân pectin nhằm giảm độ nhớt, nâng cao hiệu suất thu hồi dịch quả. Kết quả cho thấy, khi xử lý dịch 
quả thanh long bằng chế phẩm enzyme Pectinex Ultra SP-L với nồng độ 0,6 g/kg dịch quả, thời gian 80 phút cho hiệu suất thu 
hồi dịch đạt 77,56%. 
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malic thực phẩm, tiến hành bổ sung enzyme pectinase với các 
nồng độ: 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 và 1,0 g/kg dịch quả trong thời gian 60 
phút ở nhiệt độ môi trường (28-32oC). Mỗi thí nghiệm được lặp lại 
3 lần. Theo dõi các chỉ tiêu: độ nhớt, hàm lượng chất khô hòa tan 
tổng số, pH và hiệu suất thu hồi của dịch quả.

Ảnh hưởng của thời gian xử lý enzyme pectinase đến hiệu suất 
thu hồi dịch quả: Dịch quả được điều chỉnh về 130Bx và lượng 
enzyme bổ sung theo kết quả của thí nghiệm trên. Khảo sát ở 2 giá 
trị pH là 4,5 và 5. Theo dõi các chỉ tiêu tiêu độ nhớt, hàm lượng 
chất khô hòa tan, pH và hiệu suất thu hồi dịch quả trong thời gian: 
0, 20, 40, 60, 80, 100 phút. Mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 lần.

Phương pháp phân tích: Hiệu suất thu hồi dịch quả được tính 
theo công thức sau:

Hiệu suất thu hồi (%) =  x 100
trong đó m: khối lượng dịch quả thu được (g); m0: khối lượng dịch 
quả ban đầu (g).

Độ nhớt của dịch quả được đo bằng máy đo độ nhớt Brookfield 
DV2T.

pH của dịch được đo bằng máy đo pH FP20 - Standard kit 
(Mettler Toledo).

Xác định hàm lượng chất khô hòa tan tổng số (0Bx) bằng khúc 
xạ kế Atago Model PAL-α (Code 3840).

Hàm lượng chất khô tổng số được xác định theo phương pháp 
sấy đến khối lượng không đổi, protein xác định theo phương pháp 
Kjeldahl, đường tổng số xác định bằng phương pháp thủy phân bằng 
axit, đường khử xác định bằng phương pháp Graxianop; hàm lượng 
vitamin C xác định bằng chất chỉ thị 2,6-diclophenolindophenol 
[6]. 

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Khảo sát một số chỉ tiêu của nguyên liệu

Tiến hành đánh giá một số chỉ tiêu hoá lý và hoá học của 
nguyên liệu. Kết quả thu được thể hiện ở bảng 1 và 2. 
Bảng 1. Một số chỉ tiêu hoá lý của quả thanh long ruột đỏ.

Chỉ tiêu Giá trị 
Khối lượng trung bình quả (g) 382,22±0,18

Kích thước (cm)
L (length) 12,88±0,1
D (diameter) 9,05±0,13

Độ nhớt (cP) 152,6±4,24 151,3±1,09
pH 4,80±0,12 4,72±0,02

Màu sắc vỏ quả 
L (lightness) 16,65±0,83
a (green-red) 23,89±0,23
b (blue-yellow) 4,61±0,17

Thành phần quả (tính trên đơn vị 1 kg nguyên liệu):
Vỏ quả (%) 34,48±0,01
Thịt quả (chứa hạt) (%) 65,52±0,01
Dịch quả (% tính theo thịt quả) 96,88±0,01

Bảng 2. Thành phần hóa học của quả thanh long ruột đỏ tính theo 
100 g thịt quả tươi.

Chỉ tiêu Hàm lượng mùa hè Hàm lượng mùa đông

Độ ẩm (%) 87,33±0,04 85,05±1,14

Đường tổng số (g) 9,95±0,05 9,60±0,01

Đường khử (g) 8,42±0.56 8,12±0,01

Protein (g) 1,64±0,01 1,12±0,01

Vitamin C (mg) 8,40±0,20 8,10±0,10

Chất khô hòa tan (Bx) 13,20±0,20 12,60±0,40

Betacyanin (mg) 36,81±1.86 32,70±0,19

Nhìn chung theo mùa, độ ẩm của thanh long ruột đỏ Vĩnh Phúc 
thay đổi không đáng kể. Hàm lượng đường tổng, đường khử cũng 
không có sự khác biệt rõ rệt, điều này cho thấy chất lượng của 
quả thanh long ruột đỏ Vĩnh Phúc tương đối ổn định theo các mùa 
trong năm.

Thanh long ruột đỏ Vĩnh Phúc có hàm lượng vitamin C khá 
cao (8,4 mg/100 g thịt quả nhưng nhìn chung vẫn thấp hơn thanh 
long ruột trắng (9,85 mg/100 g) và thấp hơn so với những loại quả 
khác: táo (25,75-77,00 mg/100g), cam (8,87-67,36 mg/100 g) [7].

Hàm lượng betacyanin trong quả thanh long ruột đỏ Vĩnh Phúc 
cao nhất vào mùa hè (36,81 mg/100 g thịt quả tươi). Betacyanin 
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Abstract:

Red dragon (Hylocereus polyrhizus) has been one of the main 
cash crops of Vinh Phuc province in recent years. In addition to 
its consumption as a fresh fruit, dragon can be processed into a 
variety of commercial products. This research aims to determine 
basic parameters to obtain the optimum dragon juice production 
yield for further processing procedures. Pectin (“natural glue” acts 
as a binding agent for the structure of cell walls as well as most 
plant cells) in dragon, has a great effect on juice extraction due to 
its capacity to increase flesh viscosity. The method applied in this 
study is using enzyme pectinase to reduce viscosity and increase the 
juice production yield. The results showed that the treatment of red 
dragon with enzyme Pectinex Ultra SP-L with a concentration of 0.6 
g/kg in 80 minutes and a production yield of 77.56%.
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đang ngày càng được chú ý bởi hoạt tính sinh học và có thể sử 
dụng như một phụ gia tạo màu đỏ đến đỏ tím trong thực phẩm 
Trong y học nó được sử dụng như một chất có khả năng chống ôxy 
hóa nên được sử dụng để chống lão hóa, hạn chế sự suy giảm sức 
đề kháng, có tác dụng làm bền thành mạch, chống viêm, hạn chế 
sự phát triển của các tế bào ung thư, tác dụng chống các tia phóng 
xạ [8]. Kết quả về hàm lượng betacyanin trong thanh long ruột đỏ 
cũng tương đồng với nghiên cứu của V.T. Trang và cs (2020) [9]. 
Nhóm tác giả này cũng đã nghiên cứu đến sự ổn định chất màu 
betacyanin trong nước ép thịt quả, hướng tới ứng dụng chế biến 
các sản phẩm từ thanh long ruột đỏ Vĩnh Phúc.

Các chỉ tiêu khác cũng tương tự với nghiên cứu của D.V. Tan 
và cs (2014) [10] trên thanh long ruột đỏ Vĩnh Phúc: quả thông 
thường trung bình nặng 333,3±20,7 g, đường kính 7,2±0,5 cm, 
chiều cao 10,3±0,7 cm; hàm lượng nước chiếm 84,5±0,3%; hàm 
lượng đường khử là 86,2±7,6 mg/g; pH trung bình là 4,28±0,6; 
hàm lượng betacyanin trong ruột quả chiếm 35,95±3,49 mg/100 g 
khối lượng tịnh. Ngoài ra, thanh long ruột đỏ còn chứa lượng lớn 
các nguyên tố khoáng Na+, Ca2+, Mg2+ và đặc biệt là K+. Trong khi 
đó, thanh long ruột trắng có cân nặng trung bình 466,0±59,9 g, dài 
12,2±0,7 cm, đường kính 7,4±0,6 cm, lớn hơn nhiều so với thanh 
long ruột đỏ. Hàm lượng vitamin C là 10,3±2,6 mg/l [10].

3.2. Ảnh hưởng của nồng độ enzyme pectinase đến hiệu suất 
thu hồi dịch quả

Kết quả hình 1 cho thấy, khi tăng nồng độ enzyme, hiệu suất 
thu hồi dịch tăng dần, độ nhớt dịch giảm dần, sự khác nhau có ý 
nghĩa (p<0,05) đối với bổ sung nồng độ 0,2, 0,4 và 0,6 g enzyme/
kg dịch quả so với nhau và so với mẫu kiểm chứng. Khi tăng nồng 
độ enzyme lên 0,8 và 1,0 g/kg dịch quả, độ nhớt tiếp tục giảm, 
hiệu suất thu hồi dịch tăng nhưng không có sự khác biệt ý nghĩa 
với nhau và với khi sử dụng enzyme nồng độ 0,6 g/kg. Do đó, chọn 
nồng độ enzyme thích hợp để xử lý dịch quả là 0,6 g/kg cho các 
thí nghiệm tiếp theo.

Kết quả nghiên cứu cũng cho thấy, sự sai khác về hiệu suất 
thu hồi dịch cũng như sự giảm độ nhớt của dịch quả khi bổ sung 
enzyme ở pH 4,5 và 5,0 là không có ý nghĩa. Do đó, có thể rút ra 
kết luận trong khoảng pH của dịch quả thanh long 4,5-5,0 enzyme 
pectinase hoạt động tốt và không có sự khác biệt thống kê.

Sự giảm độ nhớt và tăng hiệu suất thu hồi dịch được giải thích 
do enzyme pectinase đã làm suy thoái thành của tế bào thực vật 
dẫn đến việc giải phóng dễ dàng hơn các thành phần có trong tế 
bào. Độ đục trong dịch lọc chủ yếu là do sự hiện diện của các 
polysaccarit như pectin, hemicelluloses và tinh bột. Hơn nữa, 
pectin có thể liên kết với các polyme thực vật và các mảnh vụn 
của tế bào tạo thành mạng (có cấu trúc phân tử giống như sợi), 
gây khó khăn cho quá trình xử lý lọc [11]. Do đó, sử dụng enzyme 
pectinase là một cách hiệu quả để làm keo tụ phức hợp protein - 
pectin và tăng hiệu suất thu hồi dịch quả sau khi lọc.

Giá trị pH của dịch lọc giảm nhẹ nghĩa là hàm lượng axit chuẩn 
độ cũng tăng trong dịch lọc được xử lý enzyme. Sự gia tăng này 
có thể do hình thành axit galacturonic và axit polygalacturonic hòa 

tan trong quá trình thủy phân pectin bởi pectinase. Hàm lượng axit 
chuẩn độ trong thanh long ruột đỏ nằm trong khoảng 0,58-0,77%. 
Hàm lượng axit chuẩn độ cho các loại dịch quả khác như quả lồng 
đèn là 1,0%, lê 0,3%, cam 0,8%, dứa 1,1% và mận 2,2% [12].

Đối với nước thanh long ruột đỏ, không có sự gia tăng đáng kể 
về chất khô tổng số hòa tan sau khi xử lý enzyme.

3.3. Ảnh hưởng của thời gian xử lý enzyme pectinase đến 
hiệu suất thu hồi dịch quả

Thời gian xử lý enzyme ảnh hưởng rõ rệt đến sự giảm độ nhớt 
của dịch quả thanh long ruột đỏ trên cả 2 giá trị pH khảo sát là 4,5 
và 5,0. Cụ thể, khi tăng thời gian xử lý enzyme hiệu suất thu hồi 
dịch quả tăng dần, độ nhớt giảm dần. Sự khác biệt về độ nhớt, hiệu 
suất thu hồi dịch quả theo các giá trị thời gian khác nhau là hoàn 
toàn có ý nghĩa (p<0,05). Tuy nhiên, thời gian xử lý enzyme càng 
tăng cũng ghi nhận sự suy giảm của betacyanin - một hợp chất có 
nhiều hoạt tính sinh học quý giá. Do vậy, chọn thời gian cho quá 
trình enzyme hoạt động là 80 phút cho hiệu suất thu hồi dịch đạt 
75,77%, độ nhớt giảm 58,62% tại pH 5,0; tại pH 4,5, hiệu suất thu 
hồi đạt 77,56%, độ nhớt giảm 62,81%.
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dần, độ nhớt dịch giảm dần, sự khác nhau có ý nghĩa (p<0,05) đối với bổ sung nồng độ 

0,2, 0,4 và 0,6 g enzyme/kg dịch quả so với nhau và so với mẫu kiểm chứng. Khi tăng 

nồng độ enzyme lên 0,8 và 1,0 g/kg dịch quả, độ nhớt tiếp tục giảm, hiệu suất thu hồi 

dịch tăng nhưng không có sự khác biệt ý nghĩa với nhau và với khi s ử dụng enzyme 

nồng độ 0,6 g/kg. Do đó, chọn nồng độ enzyme thích hợp để xử lý dịch quả là 0,6 g/kg 

cho các thí nghiệm tiếp theo. 

(A)  

  
(B)  

 

Hình 1. Ảnh hưởng của nồng độ enzyme pectinase đến hiệu suất thu hồi hồi dịch 

quả thanh long ruột đỏ Vĩnh Phúc tại pH 5,0 ( A ) và pH 4,5 ( B ). 

K ết quả nghiên cứu cũng cho thấy, sự sai khác về hiệu suất thu hồi dịch cũng 
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Hình 1. Ảnh hưởng của nồng độ enzyme pectinase đến hiệu suất 
thu hồi dịch quả thanh long ruột đỏ Vĩnh Phúc tại pH 5,0 (A) và 
pH 4,5 (B).
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Hình 2. Ả nh hưởng của thời gian x ử lý enzyme pectinase đến hiệu suất thu hồi dịch quả 

thanh long ru ột đỏ Vĩnh Phúc t ại pH 5,0 ( A ) và pH 4,5 ( B ). 

Chế phẩm thương mại enzyme Pectinex Ultra SP-L đư ợc sử dụng nhằm mục 

đích giảm độ nhớt dịch quả, qua đó nâng cao hiệu suất thu hồi dịch. Kh ảo sát chế độ 

xử lý enzyme cho kết quả: nồng độ enzyme sử dụng là 0,6 g/kg dịch quả, thời gian xử 

lý 80 phút, nhiệt độ 28-32  cho hiệu suất thu hồi cao nhất đạt 77,56%. M ột số chỉ tiêu 
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Hình 2. Ảnh hưởng của thời gian xử lý enzyme pectinase đến hiệu 
suất thu hồi dịch quả thanh long ruột đỏ Vĩnh Phúc tại pH 5,0 (A) 
và pH 4,5 (B).

Chế phẩm thương mại enzyme Pectinex Ultra SP-L được sử 
dụng nhằm mục đích giảm độ nhớt dịch quả, qua đó nâng cao hiệu 
suất thu hồi dịch. Khảo sát chế độ xử lý enzyme cho kết quả: nồng 
độ enzyme sử dụng là 0,6 g/kg dịch quả, thời gian xử lý 80 phút, 
nhiệt độ 28-32oc cho hiệu suất thu hồi cao nhất đạt 77,56%. Một 
số chỉ tiêu chính của dịch quả sau khi xử lý enzyme được thể hiện 
ở bảng 3.
Bảng 3. Một số chỉ tiêu chính của dịch quả sau khi xử lý enzyme 
pectinase.

Chỉ tiêu Giá trị

Chất khô hòa tan (Bx) 13,0±0,2

pH 4,5±0,10

Betacyanin (mg) 35,83±0,55

Vitamin C (mg) 6,33±0,18

Kết quả sau xử lý dịch quả bằng enzyme pectinase, những 
thành phần cơ bản không thay đổi nhiều so với nguyên liệu ban 
đầu như hàm lượng chất khô hoà tan, hàm lượng betacyanin. Hàm 
lượng vitamin C và giá trị pH có giảm không đáng kể.

Nghiên cứu của N.A.A. Rahman và cs (2010) [12] cũng đã 
đưa ra điều kiện tối ưu cho quá trình xử lý enzyme trên thanh 
long ruột đỏ là: nồng độ enzyme 0,1%, nhiệt độ 40oC, thời gian 
45 phút đối với chế phẩm enzyme Pectinex Ultra SP-L; nồng độ 
enzyme 0,09%, nhiệt độ 46oC, thời gian 82 phút đối với chế phẩm 

enzyme Pectinex CLEAR. Hiệu suất thu hồi dịch đối với chế 
phẩm Pectinex Ultra SP-L là 83,2 và 92,38% khi sử dụng Pectinex 
CLEAR.

4. Kết luận

Thanh long ruột đỏ trồng ở Lập Thạch, tỉnh Vĩnh Phúc có hàm 
lượng dinh dưỡng cao và cân đối, chứa nhiều hợp chất có hoạt tính 
sinh học cao như vitamin C và betacyanin. Kết quả nghiên cứu 
cho thấy, để nâng cao hiệu suất thu hồi dịch quả thanh long cần sử 
dụng enzyme pectinase với nồng độ và thời gian phù hợp. Khi xử 
lý dịch quả thanh long bằng chế phẩm enzyme Pectinex Ultra SP-L 
với nồng độ 0,6 g/kg dịch quả, thời gian 80 phút cho hiệu suất thu 
hồi dịch đạt 77,56%. Kết quả này sẽ là tiền đề cho việc đa dạng 
hoá các sản phẩm có giá trị kinh tế từ quả thanh long ruột đỏ Lập 
Thạch, Vĩnh Phúc.
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(1982, p.39).
Chi tieát vui loøng xem theâm taïi: https://b.vjst.vn/index.php/ban_b/quy-dinh-bai-viet.

Caùc yeâu caàu khaùc
- Baøi vieát khoâng ñaït yeâu caàu, Toaø soaïn khoâng traû laïi baûn thaûo.
- Baøi vieát chæ ñöôïc ñaêng khi phaûn bieän nhaän xeùt veà chaát löôïng baøi baùo ñoàng yù cho ñaêng. 
- Baûn quyeàn: taùc giaû ñoàng yù trao baûn quyeàn baøi vieát (bao goàm caû phaàn toùm taét) cho Ban Bieân taäp Taïp chí.

Quy ñònh naøy aùp duïng töø naêm 2022 trôû ñi.

3.         Khoa hoïc y - döôïc
3.1.   Y hoïc cô sôû
3.2.   Y hoïc laâm saøng
3.3.   Y hoïc döï phoøng
3.4.   Döôïc hoïc
3.5.   Caùc lónh vöïc khaùc cuûa khoa hoïc 
         y - döôïc

PHAÂN LOAÏI LÓNH VÖÏC KHOA HOÏC

2.         Khoa hoïc kyõ thuaät vaø coâng ngheä
2.1. 	 Kyõ thuaät daân duïng: kyõ thuaät kieán 

truùc; kyõ thuaät xaây döïng; kyõ thuaät 
keát caáu vaø ñoâ thò; kyõ thuaät giao 
thoâng vaän taûi; kyõ thuaät thuyû lôïi; kyõ 
thuaät ñòa chaát coâng trình

2.2. 	 Kyõ thuaät ñieän, kyõ thuaät ñieän töû, kyõ 
thuaät thoâng tin

2.3. 	 Kyõ thuaät cô khí, cheá taïo maùy
2.4. 	 Kyõ thuaät hoùa hoïc 
2.5. 	 Kyõ thuaät vaät lieäu vaø luyeän kim
2.6. 	 Kyõ thuaät y hoïc
2.7. 	 Kyõ thuaät moâi tröôøng
2.8. 	 Coâng ngheä sinh hoïc coâng nghieäp
2.9. 	 Coâng ngheä nano
2.10. Kyõ thuaät thöïc phaåm vaø ñoà uoáng
2.11. Caùc lónh vöïc khaùc cuûa khoa hoïc   

kyõ thuaät vaø coâng ngheä

1.          Khoa hoïc töï nhieân
1.1.   Toaùn hoïc vaø thoáng keâ
1.2.   Khoa hoïc maùy tính vaø thoâng tin
1.3.   Vaät lyù
1.4.   Hoùa hoïc
1.5.   Khoa hoïc traùi ñaát vaø moâi tröôøng
1.6.   Khoa hoïc söï soáng
1.7.   Khoa hoïc nano 
1.8.   Khoa hoïc tính toaùn
1.9.  Caùc lónh vöïc khaùc cuûa khoa hoïc töï 

nhieân

4.          Khoa hoïc noâng nghieäp
4.1.   Troàng troït
4.2.   Chaên nuoâi
4.3.   Thuù y
4.4.   Laâm nghieäp 
4.5.   Thuûy saûn
4.6.   Coâng ngheä sinh hoïc trong noâng   		
	      nghieäp, thuûy saûn
4.7.   Caùc lónh vöïc khaùc cuûa khoa hoïc             	
	      noâng nghieäp 

5.      Khoa học xã hội và nhân văn 
5.1. 	 Tâm lý học
5.2. 	 Kinh tế và kinh doanh
5.3. 	 Khoa học giáo dục
5.4. 	 Xã hội học
5.5. 	 Pháp luật
5.6. 	 Khoa học chính trị
5.7. 	 Địa lý kinh tế và xã hội
5.8. 	 Thông tin đại chúng và truyền thông
5.9. 	 Lịch sử và khảo cổ học
5.10. Ngôn ngữ học và văn học
5.11. Triết học, đạo đức và tôn giáo
5.12. Nghiên cứu về khu vực và quốc tế 
5.13. Các lĩnh vực khác của khoa học 
		  xã hội và nhân văn 



Vietnam Journal of Science and Technology - MOST
Volume 65 - Number 9 - September 2023

1

5

12

16

22

28

34

46

39

51

63

69

58

Phát hiện đột biến gen G6PD ở bệnh nhân thuộc dân tộc Nùng thiếu hụt 
enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase.
Trần Thị Mai Anh, Ngô Thị Thảo, Đinh Thùy Linh, Trần Vân Khánh

Đặc điểm dịch tễ học phân tử của các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân 
lập từ phân người khỏe mạnh, phân động vật nuôi, thức ăn và nước tại 
xã Thanh Hà, huyện Thanh Liêm, tỉnh Hà Nam.
Nguyễn Thị Tuyết Mai, Vũ Thị Ngọc Bích, Vũ Thị Tường Vân, Trần Huy Hoàng

Đặc điểm lâm sàng và hình ảnh nội soi phế quản u máu hạ thanh môn ở 
trẻ em tại Bệnh viện Nhi Trung ương.
Nguyễn Thị Thu Nga, Lê Thị Hồng Hanh, Phạm Thu Nga, Phùng Đăng Việt, 
Lê Thanh Chương, Đặng Thị Kim Thanh, Phạm Thị Thanh Tâm, Nguyễn Thị 
Minh Phương

Nghiên cứu thành phần hóa học theo hướng tác dụng kháng viêm và 
chống ôxy hóa của cây Bồ công anh (Lactuca indica L.).
Kiều Thị Thủy, Cao Lý Tấn Thông, Nguyễn Thị Ái Nhung, Nguyễn Thành Triết

Tổng hợp và thử hoạt tính kháng khuẩn của các dẫn chất 1,3-benzodioxole.
Nguyễn Ngọc Phương Kiều, Vũ Thanh Thảo, Trần Ngọc Châu

Xây dựng quy trình định lượng đồng thời 2 hợp chất phenol orcinol 
glucosid và curculigosid trong Sâm cau (Curculigo orchioides) bằng 
UPLC-PDA.
Nguyễn Thị Ánh Nguyệt, Nguyễn Huỳnh Thanh Tuyền, Lê Văn Huấn, Trần 
Thị Vân Anh

Giá trị chẩn đoán sớm nhồi máu cơ tim cấp của xét nghiệm Troponin I  
siêu nhạy trên hệ thống Atellica.
Nguyễn Thị Ngọc Lan, Phan Thị Thu Hương

Phân lập, tuyển chọn và xác định các chủng vi khuẩn bản địa có khả 
năng kích thích sinh trưởng và đối kháng chống lại nấm bệnh Fusarium 
oxysporum và tuyến trùng nốt sưng Meloidogyne sp. ở Việt Nam.
Lê Thị Thanh Tâm, Phạm Thị Lương, Lê Thị Phương Thảo, Jennifer Jähne, 
Peter Lasch, Rainer Borriss

Kích thích cá hồng mi Ấn Độ (Sahyadria denisonii) sinh sản bằng kích 
dục tố khác nhau.
Nguyễn Thị Kim Liên, Trương Thị Thúy Hằng, Lâm Hoàng Lai, Nguyễn 
Hồng Yến, Ngô Khánh Duy

So sánh hiệu quả phát sinh phôi vô tính từ các nguồn mẫu in vitro của cây 
sâm Ngọc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.).
Lê Thị Diễm, Trương Hoài Phong, Hoàng Thanh Tùng, Hoàng Đắc Khải, Vũ 
Quốc Luận, Đỗ Mạnh Cường, Nguyễn Thị Như Mai, Trịnh Thị Hương, Bùi 
Văn Thế Vinh, Trần Quế, Dương Tấn Nhựt

Nghiên cứu tạo dòng lạc năng suất và mang gen/QTL chịu hạn triển 
vọng.
Trần Duy Việt, Phan Thị Thanh, Nguyễn Thị Nhàn, Nguyễn Thị Ngữ

Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, α-naphthylacetic 
acid đến sự phát sinh biến dị trên lan Cẩm Cù (Hoya kerrii).
Ngô Minh Trí, Trần Lê Nguyên, Trần Thị Mỹ Tiên, Lâm Ngọc Kim Trúc, Phùng 
Hoàng Yến, Dương Nguyễn Mai Anh, Phùng Thị Hằng, Nguyễn Thị Pha

Ảnh hưởng của xử lý enzyme pectinase đến hiệu suất thu hồi dịch quả 
thanh long ruột đỏ trồng ở Vĩnh Phúc.
Nguyễn Thị Hạnh, Vũ Thu Trang, Nguyễn Văn Hưng

Identification of mutation in G6PD gene in Nung ethnic patients with 
glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency.
Thi Mai Anh Tran, Thi Thao Ngo, Thuy Linh Dinh, Van Khanh Tran

Molecular epidemiological characteristics of E. coli strains carrying the 
mcr-1 gene isolated from healthy human feces, domestic animal feces, food 
and water in Thanh Ha commune, Thanh Liem district, Ha Nam province.
Thi Tuyet Mai Nguyen, Thi Ngoc Bich Vu, Thi Tuong Van Vu, Huy Hoang Tran

Clinical features and endoscopic images of hemoptysis and subglottic mass 
in children at Vietnam National Children’s Hospital.
Thi Thu Nga Nguyen, Thi Hong Hanh Le, Thu Nga Pham, Dang Viet Phung, 
Thanh Chuong Le, Thi Kim Thanh Dang, Thi Thanh Tam Pham, Thi Minh 
Phuong Nguyen

Anti-inflammatory and anti-oxidant activity-guided investigation of 
phytoconstituents from Lactuca indica L.
Thi Thuy Kieu, Ly Tan Thong Cao, Thi Ai Nhung Nguyen, Thanh Triet Nguyen

Synthesise and test antibacterial activities of 1,3-benzodioxole derivatives.
Ngoc Phuong Kieu Nguyen, Thanh Thao Vu, Ngoc Chau Tran

Method development for the simultaneous quantification of orcinol 
glucoside and curculigoside in Curculigo orchioides by UPLC-PDA.
Thi Anh Nguyet Nguyen, Huynh Thanh Tuyen Nguyen, Van Huan Le, Thi Van 
Anh Tran

The value of early diagnosis of acute myocardial infarction of the high-
sensitivity Troponin I assay on the Atellica analyzer.
Thi Ngoc Lan Nguyen, Thi Thu Huong Phan

Isolation, selection and identification of indigenous bacterial strains having 
the ability to promote plant growth and antagonise the fungal disease 
Fusarium oxysporum and root-knot nematode Meloidogyne sp. in Vietnam.
Thi Thanh Tam Le, Thi Luong Pham, Thi Phuong Thao Le, Jennifer Jähne, 
Peter Lasch, Rainer Borriss

Induced breeding of Sahyadria denisonii using different hormonal 
substances.
Thi Kim Lien Nguyen, Thi Thuy Hang Truong, Hoang Lai Lam, Hong Yen 
Nguyen, Khanh Duy Ngo

Comparison of somatic embryogenesis efficiency from in vitro explant 
sources of Ngoc Linh ginseng (Panax vietnamensis Ha et Grushv.).
Thi Diem Le, Hoai Phong Truong, Thanh Tung Hoang, Dac Khai Hoang, Quoc 
Luan Vu, Manh Cuong Do, Thi Nhu Mai Nguyen, Thi Huong Trinh, Van The 
Vinh Bui, Que Tran, Tan Nhut Duong

A study on creating highly yielded and drought-tolerant QTL gene-
possessed lines of peanut.
Duy Viet Tran, Thi Thanh Phan, Thi Nhan Nguyen, Thi Ngu Nguyen

Effects of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, α-naphthylacetic acid on the 
variant formation of Valentine Hoya (Hoya kerrii).
Minh Tri Ngo, Le Nguyen Tran, Thi My Tien Tran, Ngoc Kim Truc Lam, Hoang 
Yen Phung, Nguyen Mai Anh Duong, Thi Hang Phung, Thi Pha Nguyen

Effects of enzyme pectinase treatment on obtaining optimum red dragon 
juice production yield from Vinh Phuc province.
Thi Hanh Nguyen, Thu Trang Vu, Van Hung Nguyen
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