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Đặt vấn đề

Sốt rét là một bệnh KST nguy hiểm gây tỷ lệ tử vong cao. 
Năm 2018, sốt rét được ước tính đã gây ra 405.000 ca tử vong 
trên toàn thế giới, hầu hết trong số đó do P. falciparum (Tổ chức Y 
tế thế giới - WHO, 2019). Theo WHO, liệu pháp điều trị kết hợp 
dựa trên artemisinin (ACT) là liệu pháp điều trị sốt rét do nhiễm 
KST P. falciparum hàng đầu hiện nay [1, 2], tuy nhiên trong năm 
2008, những trường hợp đầu tiên có sự giảm hiệu quả điều trị của 
artemisinin đã được quan sát ở phía tây Campuchia [3]. Các nghiên 
cứu sau đó cho thấy sự lan truyền kháng thuốc khắp Đông Nam Á, 
đặc biệt hơn là ở phía tây Campuchia, Myanmar, Thái Lan, Lào và 
Việt Nam [4-8]. Sự xuất hiện kháng artemisinin ở Đông Nam Á 
cho thấy mối đe dọa nghiêm trọng trong công tác phòng chống sốt 
rét do P. falciparum trên phạm vi toàn cầu. 

Gen K13 là một đoạn exon mã hóa protein Kelch nằm trên 
nhiễm sắc thể số 13, hay còn gọi là protein Kelch 13. Tính kháng 
artemisinin liên quan chặt chẽ với các đột biến điểm đơn lẻ trong 
vùng propeller trên nhiễm sắc thể số 13 của P. falciparum, trong 
đó phổ biến nhất là đột biến C580Y, phân bố đặc trưng ở tiểu vùng 
phía đông sông Mê Kông. Việc xây dựng và hoàn thiện được quy 
trình xác định các chỉ điểm đột biến trên gen K13 sẽ giúp mở ra 
một hướng tiếp cận mới để giám sát tình trạng kháng artemisinin, 
qua đó sẽ giúp ích cho công tác phòng chống sốt rét tại Việt Nam 
một cách hiệu quả hơn. Chính vì vậy, chúng tôi đã tiến hành nghiên 

cứu phát hiện đột biến kháng artemisinin trên gen K13 ở KST sốt 
rét P. falciparum. 

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu

Chúng tôi thực hiện nghiên cứu trên 50 mẫu bệnh phẩm đã 
thất bại trong việc điều trị với artermisinin được thu thập tại khu 
vực Tây Nguyên, Việt Nam để tối ưu quy trình phát hiện đột biến. 
Nghiên cứu được thực hiện tại Viện Nghiên cứu Y dược học Quân 
sự, Học viện Quân y. Chủng chuẩn KST P. falciparum (clone 3D7) 
được cung cấp bởi Viện Y học Nhiệt đới Tuebigen, CHLB Đức.

Phương pháp nghiên cứu

Tách DNA: mẫu chuẩn và 50 mẫu máu thu thập được tách 
bằng kit tách chiết DNA từ máu toàn phần GeneJET Whole Blood 
Genomic DNA Purification (Thermo Fisher Scientific, Mỹ) theo 
hướng dẫn của nhà sản xuất. Nồng độ DNA được đo bằng máy 
NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, 
Mỹ), các mẫu DNA được bảo quản ở -30°C cho đến khi sử dụng 
cho phản ứng PCR.

Khuếch đại đoạn gen có chứa đột biến ở gen K13 và giải trình 
tự: cặp mồi sử dụng cho phản ứng PCR và giải trình tự gen được 
đặt tổng hợp bởi Hãng IDT (Mỹ). Cặp mồi vòng 1 là: mồi xuôi 
5’-GGG AAT CTG GTG GTA ACA GC-3’ và mồi ngược 5’-CGG 

Nghiên cứu phát hiện đột biến kháng artemisinin trên gen K13 
ở ký sinh trùng sốt rét Plasmodium falciparum
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Tóm tắt:

Mục tiêu của nghiên cứu là xây dựng quy trình phát hiện đột biến trên gen K13 và bước đầu xác định tần số đột biến 
trên gen này ở các mẫu lâm sàng. Phương pháp nghiên cứu: các mẫu ADN được tách chiết từ các mẫu máu của 50 
bệnh nhân thất bại điều trị với artermisin thu thập tại khu vực Tây Nguyên. Đoạn gene K13 được nhân với các cặp 
mồi đặc hiệu, giải trình tự bằng phương pháp Sanger và phân tích đột biến sử dụng phần mềm Bioedit. Kết quả 
nghiên cứu: khuếch đại thành công đoạn gen K13 có kích thước 799 bp ở chủng P. falciparum, sau khi giải trình tự 
phát hiện có sự thay thế nucleotide A>G tại vị trí 1740, dẫn tới sự thay đổi axit amin C>Y ở vị trí 580 tương ứng. 
Trong 50 mẫu bệnh phẩm, 41/50 (82%) mẫu xuất hiện đột biến C580Y và 9/50 (18%) mẫu không mang đột biến, 
ngoài ra không xuất hiện đột biến nào khác. Kết luận: đã thiết lập và tối ưu được quy trình phát hiện đột biến kháng 
artermisinin trên gen K13 ở ký sinh trùng (KST) sốt rét P. falciparum và xác định tần số đột biến này trên gen K13.

Từ khóa: kháng artermisinin, K13, P. falciparum.
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AGT GAC CAA ATC TGG GA-3’, cặp mồi vòng 2 là: mồi xuôi 
5’-GCC TTG TTG AAA GAA GCA GA-3’ và mồi ngược 5’-GCC 
AAG CTG CCA TTC ATT TG-3’ [3].

Thành phần phản ứng PCR nhân gen bao gồm phản ứng 
Nested-PCR vòng 1: master mix: 10 μl, primer K13-1F: 0,5 μl, 
primer K13-1R: 0,5 μl, nước: 7 μl, mẫu: 2 μl, tổng thể tích 20 μl. 
Phản ứng Nested-PCR vòng 2: master mix: 10 μl, primer K13-2F: 
0,5 μl, primer K13-2R: 0,5 μl, nước: 7 μl, mẫu: 2 μl, tổng thể tích 
20 μl. Chu trình nhiệt phản ứng PCR: phản ứng Nested-PCR vòng 
1: 94°C trong 5 phút; tiếp theo 25 chu kỳ: 94°C trong 45 giây, 
51°C trong 45 giây, 72°C trong 1 phút 25 giây. Cuối cùng 72°C 

trong 5 phút. Phản ứng Nested-PCR vòng 2: 94°C trong 5 phút; 
tiếp theo 30 chu kỳ: 94°C trong 45 giây, 50°C trong 45 giây, 72°C 
trong 45 giây. Cuối cùng 72°C trong 5 phút. Sản phẩm PCR được 
điện di trên gel agarose 1,5%, phân tích kết quả [3]. Sản phẩm 
nhân gen được tinh sạch bằng kit GeneJET PCR Purification Kit 
(Thermo Fisher Scientific, Mỹ), giải trình tự gen bằng phương 
pháp Sanger trên máy giải trình tự gen tự động, thực hiện bởi Công 
ty thương mại Macrogen (Seoul, Hàn Quốc) và phân tích kết quả 
trên phần mềm Bioedit. 

Kết quả nghiên cứu 

Kết quả tối ưu quy trình PCR

Thực hiện tối ưu các thành phần của quy trình Nested PCR 
nhân bản vùng gen K13: tối ưu nhiệt độ gắn mồi, nồng độ mồi cho 
cả 2 vòng của phản ứng. Kết quả tối ưu nhiệt độ gắn mồi vòng 1 
(hình 1): phản ứng PCR được thực hiện theo chương trình chạy 
gradient nhiệt độ gắn mồi với dải nhiệt độ từ 50-57°C để nhiệt độ 
gắn mồi không quá thấp và phù hợp với Tm của mồi. Sản phẩm 
phản ứng được điện di trên gel agarose 1,5% nhuộm trong dung 
dịch ethidium bromide trong 20 phút, quan sát và chụp ảnh trên hệ 
thống chụp ảnh gel để phân tích kết quả.

Kết quả điện di cho thấy, ở nhiệt độ gắn mồi khác nhau 
cho các kết quả khác nhau. Tại nhiệt độ 51°C cho tín hiệu 
băng sáng và rõ nét nhất, nhiệt độ này không quá thấp và 
không cao hơn nhiều so với Ta của mồi nên nhiệt độ gắn 
mồi tối ưu được lựa chọn là 51°C. Thực hiện thí nghiệm 
tương tự quy trình tối ưu nhiệt độ gắn mồi vòng 1, kết quả 
tối ưu nhiệt độ gắn mồi vòng 2 được thể hiện trong hình 2.

Detection of mutations associated
with artemisinin resistance in K13 gene 

of Plasmodium falciparum parasites
Thi Thu Huyen Tran1, Thi Lan Dung Nguyen1, 2, 

Thuy Trang Nguyen1 ,2, Van Ninh Nguyen1, 2, 
Anh Son Ho1, Van Tong Hoang1*

1Institute of Biomedicine and Pharmacy, 
Vietnam Military Medical University

2University of Science, Vietnam National University, Hanoi

Received 2 October 2020; accepted 2 December 2020

Abstract:

Objective: this study aims to develop a methodology 
for detecting mutations in the K13 gene and determine 
mutation frequencies in clinical samples. Method: total 
DNAs were extracted blood samples collected from 
50 patients in failure with artemisinin treatment in 
the Central Highlands region. A fragment of the K13 
gene was amplified, purified, and sequenced by the 
Sanger method. The K13 sequences were analysed by 
using Bioedit and aligned with the reference sequence 
to determine K13 mutations. Results: successfully 
amplified the K13 gene segment with size 799 bp in P. 
falciparum. After sequencing, there was a nucleotide 
substitution of A>G at position 1740, leading to changes 
in amino acids C>Y at the respective position 580. In 
the 50 patient samples, 41/50 (82%) samples showed 
the C580Y mutation, 9/50 (18%) of the samples had no 
mutation, and there was no other mutation. Conclusion: 
the authors have successfully developed and optimised 
a procedure for detecting the mutation C580Y in K13 in 
P. falciparum and determined the mutation frequency in 
the K13 gene. 

Keywords: artemisinin resistance, K13, P. falciparum.

Classification number: 3.1

Hình 1. Kết quả tối ưu nhiệt độ gắn mồi vòng 1. Giếng 1: marker 1 kb; 
giếng 2-4: nhiệt độ gắn mồi 51°C.

Hình 2. Kết quả tối ưu nhiệt độ gắn mồi vòng 2. Giếng 1: thang DNA 
chuẩn 100 bp; giếng 2: ống đối chứng âm; giếng 3-11: sản phẩm PCR tại 
các nhiệt độ gắn mồi khác nhau lần lượt là 58°C, 57°C, 56°C, 55°C, 54°C, 
53°C, 52°C, 51°C, 50°C.
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Tại nhiệt độ 50°C cho tín hiệu băng sáng, rõ nét, đậm 
nhất và là khoảng nhiệt độ thích hợp cho phản ứng PCR nên 
được lựa chọn cho các nghiên cứu tiếp theo. Tối ưu nồng độ 
mồi: để chọn được nồng độ mồi các cặp mồi thích hợp cho 
phản ứng PCR cả 2 vòng, chúng tôi tiến hành thử nghiệm ở 
các dải nồng độ mồi từ 0,25-0,45 µM. Các nồng độ đều cho 
kết quả tốt, chúng tôi chọn nồng độ 0,25 µM cho các lần 
chạy tiếp theo (hình 3). 

Hình 3. Kết quả tối ưu nồng độ mồi. Giếng 1: thang DNA chuẩn 100 
bp; giếng 2-6: sản phẩm PCR tại các nồng độ mồi lần lượt là 0,25; 0,3; 
0,35; 0,4; 0,45 µM.

Kết quả nhân gen K13

Sản phẩm Nested-PCR được điện di trên gel Agarose 
1,5%, 120 V trong vòng 30 phút. Kết quả điện di sản phẩm 
PCR cho thấy các băng xuất hiện đều rõ nét, đúng kích 
thước 799 bp theo lý thuyết và không xuất hiện sản phẩm 
phụ (hình 4). Như vậy, điều kiện cho phản ứng nhân gen 
đã được tối ưu. Sản phẩm sẽ được tinh sạch sử dụng bộ kit 
GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher, Mỹ) và giải 
trình tự.

Hình 4. Kết quả điện di sản phẩm Nested-PCR. Giếng 1: thang DNA 
chuẩn 100 bp; giếng 2-14: sản phẩm DNA điện di sau tinh sạch. 

Kết quả giải trình tự Sanger

Chúng tôi đã tiến hành giải trình tự 50 sản phẩm tinh 
sạch PCR từ 50 mẫu bệnh phẩm của bệnh nhân thất bại điều 
trị với artemisinin thu thập được ở khu vực Tây Nguyên, kết 
quả thu được thể hiện trong hình 5. Từ kết quả giải trình tự 
các mẫu thu được chúng tôi nhận thấy: các pick thu được có 

tín hiệu rõ ràng, không bị nhiễu, như vậy tất cả các mẫu của 
chúng tôi đã được giải trình tự thành công.

Hình 5. Kết quả giải trình tự đoạn gen K13 của mẫu bệnh.

Kết quả phân tích đột biến bằng phần mềm Bioedit

Sử dụng phần mềm Bioedit để so sánh trình tự đoạn gen 
K13 của mẫu bệnh phẩm thu được với trình tự tham chiếu 
gen K13 trên ngân hàng gen (mã số NC 004331.3), kết quả 
được thể hiện ở hình 6.

Hình 6. So sánh trình tự mẫu với trình tự tham chiếu trên GeneBank.

Phân tích 50 mẫu bệnh phẩm, chúng tôi thu được kết quả 
như hình 7, 8. 

Hình 7. Vị trí xảy ra đột biến G>A.

A

B

C

Hình 8. Kết quả giải trình tự nhân gen K13. (A) chủng chuẩn, (B) mẫu 
không đột biến, (C) mẫu xảy ra đột biến thay thế nucleotide.

Hình 9. Đột biến C580Y.
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Những mẫu có sự thay thế nucleotide A>G tại vị trí 1740 dẫn 
tới sự thay đổi axit amin C>Y ở vị trí 580 tương ứng, đột biến này 
được gọi là C580Y (hình 9). Trong tổng số 50 mẫu bệnh phẩm, 
chúng tôi thu được 41/50 (82%) mẫu xuất hiện đột biến C580Y này 
và chỉ có 9/50 (18%) mẫu không mang đột biến, không xuất hiện 
đột biến nào khác.

Bàn luận

Như vậy, trong nghiên cứu này của chúng tôi, đột biến C580Y 
chiếm ưu thế trong tổng số mẫu nghiên cứu, tỷ lệ này tương đương 
với nghiên cứu của B.Q. Phúc và cs (2017) [9] với tỷ lệ đột biến 
C580Y tại Việt Nam tăng từ 34,5 (năm 2015) đến 90,5% (năm 
2017). Theo N.V. Thanh và cs (2017) [10], tỷ lệ đột biến C580Y tại 
Bình Phước năm 2015 xuất hiện trên 14/14 (100%) trường hợp thất 
bại điều trị với artemisinin. Nghiên cứu từ năm 2009 đến năm 2016 
chỉ ra đột biến C580Y chiếm ưu thế cao, đặc biệt là 79,1% (34/43) 
phân lập ở tỉnh Bình Phước và 63% (17/27) phân lập ở tỉnh Gia 
Lai [10]. Theo nhiều nghiên cứu tổng hợp, tại Việt Nam có một số 
đột biến trên gen K13 đó là: F446I, M476I, Y493H, R539T, I543T, 
P533L và C580Y, tuy nhiên không có bằng chứng cho thấy bất cứ 
KST nào mang nhiều hơn 1 đột biến và tần suất xuất hiện của các 
đột biến trên thay đổi theo từng giai đoạn. Tỷ lệ chủng KST có kiểu 
gen đột biến K13 tăng từ 8,7 (20/231) năm 2009 lên 79,1% (34/43) 
năm 2016 (p<0,001). Tỷ lệ đột biến của C580Y tăng từ 1,7 (4/231) 
trong giai đoạn 2009-2010 lên 79,1% (34/43) trong giai đoạn 2015-
2016 (p<0,001). Trái ngược với sự gia tăng về mức độ phổ biến của 
đột biến C580Y, đột biến I543T giảm tần số từ 10,2 (15/147) trong 
giai đoạn 2010-2011 xuống còn 2,1% (1/48) trong năm 2013-2014 
và sau đó biến mất.

Đột biến K13 được quan sát lần đầu tiên ở Pailin, miền tây 
Campuchia là C580Y và nó lan sang Thái Lan và Lào trong 
khoảng thời gian từ năm 2008 đến 2015. Hiện nay, đột biến này 
thường chiếm ưu thế ở Campuchia, Myanmar, Thái Lan, Lào và 
được coi là dấu hiệu phân tử mạnh đối với kháng artemisinin ở 
chủng P. falciparum. Nghiên cứu cũng cho thấy đột biến C580Y ở 
Campuchia, Thái Lan, Lào và Việt Nam có cùng nguồn gốc, trong 
khi đó đột biến C580Y ở Myanmar có nguồn gốc di truyền khác. 
C580Y cũng là đột biến duy nhất trên gen K13 xuất hiện ở Nam 
Mỹ, tuy nhiên đột biến này được cho là có nguồn gốc độc lập so với 
đột biến C580Y ở Campuchia [11].

Nghiên cứu tại Việt Nam cho thấy sự gia tăng ưu thế của đột biến 
C580Y, tương tự như đã thấy ở các nước láng giềng Campuchia, 
Lào và Thái Lan. Một câu hỏi quan trọng là liệu các KST đột biến 
K13, và đột biến C580Y nói riêng được “nhập khẩu” từ các quốc 
gia khác trong khu vực hay chúng xuất hiện độc lập ở Việt Nam? 
Một nghiên cứu bao gồm một số KST từ tỉnh Bình Phước (có trong 
nghiên cứu hiện tại) cho thấy các mẫu của Việt Nam mang Y493H, 
I543T và đột biến C580Y có các dị dạng K13 sườn dài giống hệt 
với các KST Campuchia [10]. Điều này cho thấy đột biến K13 ở 
KST từ cả hai phía biên giới Việt Nam - Campuchia có chung một 
tổ tiên, mặc dù không thể xác định chắc chắn hướng nào của các 
chủng này đã lan rộng [12]. Mặt khác, đột biến C580Y trên gen 
K13 ở Ninh Thuận và Gia Lai được quan sát thấy có các haplotypes 
lõi rất giống nhau và có sự khác biệt so với C580Y ở Bình Phước, 

điều này cho thấy các đột biến ở hai địa điểm này có thể có nguồn 
gốc chung, đồng thời C580Y ở 2 tỉnh này có thể xuất hiện sớm hơn 
ở Bình Phước [13].

Theo S. Nair và cs (2018) [14], có đến 125 đột biến trên gen 
K13 được phát hiện có liên quan đến tính kháng artemisinin, nhưng 
chỉ có đột biến C580Y được định hình và lan rộng tới các khu vực 
khác nhau, giả thuyết cho rằng đột biến C580Y giúp cho KST có 
sức đề kháng tốt hơn, khả năng chống chịu tác động tốt hơn, do đó 
giúp nó lan truyền mạnh mẽ hơn so với các đột biến khác. 

Kết luận

Chúng tôi đã xây dựng và tối ưu thành công quy trình xác 
định đột biến trên gen K13 ở KST sốt rét P. falciparum kháng 
artemisinin, và bước đầu xác định được tần suất đột biến C580Y 
trên gen K13 là 82% trên các mẫu bệnh phẩm thu thập được. 
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Đặt vấn đề

Ung thư vú là bệnh lý ung thư phổ biến hàng đầu ở phụ 
nữ, đứng thứ hai trên thế giới sau ung thư phổi. Năm 2018, 
thế giới ghi nhận 2,09 triệu trường hợp mắc ung thư vú, chiếm 
11,6% tổng số ca mắc ung thư mới. Căn bệnh này đứng thứ 
hai trong những nguyên nhân gây tử vong do ung thư ở phụ 
nữ [1].

   Có nhiều cơ chế gây ung thư nói chung và ung thư vú 
nói riêng, trong đó hiện tượng đứt gãy cả 2 mạch của phân 
tử DNA do tác nhân gây ung thư là loại tổn thương nguy 
hiểm nhất, có vai trò trong hình thành và tiến triển của khối 
u, đồng thời gây mất ổn định bộ gen của tế bào [2, 3]. Để 
chống lại cơ chế này, cơ thể sản xuất ra họ protein RAD51 
có vai trò bảo vệ và sửa chữa lại phân tử DNA, đảm bảo 
sự ổn định của phân tử [4]. XRCC3 là một trong những 
protein trong họ protein RAD51. Nhiều nghiên cứu đã 
chứng minh các đa hình đơn nucleotide (Single nucleotide 
polymorphism-SNP) của gen XRCC3 có thể làm thay đổi 
thành phần của protein được mã hóa, ảnh hưởng tới chức 
năng sửa chữa DNA và do đó ảnh hưởng đến sự xuất hiện 
của ung thư nói chung và ung thư vú nói riêng. Mối liên 
quan giữa SNP với nguy cơ sinh ung thư ở các cá thể khác 
nhau là khác nhau. SNP rs1799794 của gen XRCC3 đã được 
một số nghiên cứu trên thế giới phân tích về vai trò với bệnh 
lý ung thư vú [5-8]. Tuy nhiên, những kết quả thu được chưa 

thống nhất: một số nghiên cứu cho thấy sự liên quan giữa 
SNP rs1799794 với bệnh lý ung thư vú có ý nghĩa thống kê 
[5-7], một số nghiên cứu khác cho rằng không có mối liên 
quan giữa SNP rs1799794 với nguy cơ mắc bệnh [8].

Tại Việt Nam, chưa có những nghiên cứu về đa hình đơn 
nucleotide của gen XRCC3 trên bệnh nhân ung thư vú. Do 
đó, nghiên cứu này được thực hiện với hai mục tiêu: 1) Xác 
định sự phân bố đa hình đơn nucleotide rs1799794 của gen 
XRCC3 trên bệnh nhân ung thư vú và nhóm đối chứng tại 
Việt Nam; 2) Đánh giá mối liên quan giữa đa hình này với 
nguy cơ mắc bệnh ung thư vú.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng

Nhóm bệnh: 208 bệnh nhân ung thư vú được điều trị tại 
Bệnh viện K. Các bệnh nhân được chẩn đoán xác định ung 
thư vú bằng lâm sàng, cận lâm sàng và mô bệnh học. Loại 
trừ những bệnh nhân mắc ung thư khác phối hợp, bệnh nhân 
không đồng ý tham gia nghiên cứu.

Nhóm chứng: 208 phụ nữ là những người khỏe mạnh 
thông qua các đợt khám sức khỏe định kỳ tại Bệnh viện Phụ 
sản Trung ương, tiền sử không mắc ung thư các loại, độ tuổi 
tương ứng với nhóm bệnh. Loại trừ những đối tượng từ chối 
tham gia nghiên cứu.

 Đa hình đơn nucleotide rs1799794 
của gen XRCC3 trên bệnh nhân ung thư vú

Nguyễn Thị Thu Thảo1, Nguyễn Thu Thúy1, Vương Vũ Việt Hà2, 
Trần Huy Thịnh1, Nguyễn Viết Tiến1, Trần Vân Khánh1*

1Trường Đại học Y Hà Nội
2Bệnh viện Bưu điện

Ngày nhận bài 1/12/2020; ngày chuyển phản biện 7/12/2020; ngày nhận phản biện 22/1/2021; ngày chấp nhận đăng 25/1/2021

Tóm tắt:

Một số đa hình đơn nucleotide của gen XRCC3, trong đó có rs1799794, ảnh hưởng đến quá trình sửa chữa DNA 
và do đó ảnh hưởng đến nguy cơ mắc ung thư ở người. Nghiên cứu này có mục tiêu xác định sự phân bố của SNP 
rs1799794, đồng thời đánh giá mối liên quan giữa SNP này với nguy cơ mắc ung thư vú. Nghiên cứu được tiến hành 
trên 208 bệnh nhân ung thư vú và 208 phụ nữ khỏe mạnh có độ tuổi tương ứng. Kỹ thuật enzyme cắt giới hạn (PCR-
RFLP) được áp dụng để xác định đa hình gen. Kết quả cho thấy: tỷ lệ alen A và G ở nhóm bệnh là 0,575 và 0,425, 
ở nhóm chứng là 0,548 và 0,452. Tỷ lệ kiểu gen AA, AG, GG ở nhóm bệnh là 34,6, 45,7 và 19,7%; ở nhóm chứng là 
33,2, 43,3 và 23,5%. Kiểu gen AG có liên quan tới sự khởi phát sớm của ung thư vú, làm tăng nguy cơ mắc ung thư 
vú ở nhóm ≤45 tuổi. Kiểu gen GG có tác dụng bảo vệ, làm giảm nguy cơ mắc ung thư vú ở nhóm ≤45 tuổi.

Từ khóa: gen XRCC3, SNP rs1799794, ung thư vú.

Chỉ số phân loại: 3.1

*Tác giả liên hệ: Email: tranvankhanh@hmu.edu.vn
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Phương pháp

Quy trình nghiên cứu:

Tách chiết DNA: DNA tổng số được tách chiết từ 2 ml 
mẫu máu chứa chất chống đông EDTA. Quy trình tách chiết 
được thực hiện theo hướng dẫn của công ty sản xuất kit 
Promega Wizard Genomic DNA Purification. Sử dụng máy 
NanoDrop 2000c để đo nồng độ DNA và độ tinh sạch thông 
qua tỷ lệ A260/280.

Xác định kiểu gen sử dung kỹ thuật PCR-RFLP: 
đoạn DNA chứa SNP rs1799794 của gen XRCC3 
được khuếch đại với cặp mồi có trình tự: mồi xuôi: 
5’-TGAGGCGCCTAATCAGC-3’; mồi ngược: 
5’-ACCTGACACAGTTCGTCGC-3’. Sản phẩm PCR thu 
được có kích thước 293 bp. Thành phần phản ứng PCR (thể 
tích 10 μl) gồm: 1,8 μl H2O, 5 μl Taq DNA polymerase, 
0,6 μl mồi xuôi, 0,6 μl mồi ngược, 2 μl DNA. Chu trình 
nhiệt của phản ứng: 94oC trong 5 phút, sau đó lặp lại 35 chu 
kỳ luân nhiệt: [94oC/30 giây, 55oC/30 giây, 72oC/30 giây], 
bước tiếp theo 72oC trong 10 phút. Bảo quản sản phẩm ở 
4oC. Sản phẩm PCR được điện di trên gel agarose 1,5% với 
điện thế 100 V trong 20 phút.

Xác định SNP rs1799794 của gen XRCC3 bằng kỹ thuật 
enzyme cắt giới hạn FokI. Sản phẩm sau khi cắt enzyme 
được điện di trên gel agarose 3%. Các kiểu gen khác nhau 
được xác định dựa vào số lượng và kích thước các băng điện 
di trên gel: kiểu gen AA cho 2 băng có kích thước lần lượt 
100 bp và 193 bp, kiểu gen AG cho 3 băng có kích thước 
lần lượt 100 bp, 193 bp, 293 bp, kiểu gen GG cho 1 băng có 
kích thước 293 bp.

Ba mẫu DNA tách chiết bất kỳ đại diện cho ba kiểu gen 
được chọn giải trình tự để kiểm tra độ chính xác của phương 
pháp enzyme cắt giới hạn.

Xử lý số liệu: sử dụng phần mềm phân tích SPSS 20.0 để 
phân tích thống kê. Tỷ lệ kiểu gen và alen trong nhóm bệnh 
và nhóm chứng được so sánh bằng cách sử dụng kiểm định 
χ2 hoặc test Fisher (kiểm định 2 phía). Tiến hành phân tích 
mối liên quan của kiểu gen với bệnh ung thư vú bằng hồi 
quy logistic đa biến để tính tỷ suất chênh (OR) với khoảng 
tin cậy 95% (CI). Đối tượng nghiên cứu được chia thành các 
nhóm dựa trên nhóm tuổi (≤45, 45-54, >54). 

Đạo đức nghiên cứu

Đề tài đã được Hội đồng Đạo đức Trường Đại học Y 
Hà Nội chấp thuận theo Chứng nhận chấp thuận số 107/
HĐĐĐĐHYHN. Các đối tượng tham gia nghiên cứu là 
hoàn toàn tự nguyện và có quyền rút khỏi nghiên cứu tại 
bất kỳ thời điểm nào. Các thông tin liên quan đến bệnh nhân 
được đảm bảo giữ bí mật.

Single nucleotide polymorphism 
rs1799794 in XRCC3 gene 
on breast cancer patients
Thi Thu Thao Nguyen1, Thu Thuy Nguyen1, 

Vu Viet Ha Vuong2, Huy Thinh Tran1, 
Viet Tien Nguyen1, Van Khanh Tran1*

1Hanoi Medical University 
2Hospital of Post and Telecommunications

Received 1 December 2020; accepted 25 January 2021

Abstract:

The single nucleotide polymorphisms of the XRCC3 
gene including rs1799794 affect the DNA double-
strand break/repair. Therefore, it plays a critical part 
in the initiation of carcinogenesis. This study aimed 
to investigate the distribution of rs1799794 and the 
association between rs1799794 and breast cancer risk. 
The study was performed in 208 Vietnamese females 
suffering from breast cancer and 208 age-matched 
normal healthy controls. DNA was extracted from whole 
blood whilst genotyping was conducted using PCR-
RFLP. The results show that the frequency of the A and 
G allele in the case group are 0.575 and 0.425, in the 
control group are 0.548 and 0.452. The frequency of AA, 
AG, GG genotype in the case group are 34.6, 45.7, and 
19.7%; in the control group are 33.2, 43.3, and 23.5%. 
AG genotype of rs1799794 associated with disease onset 
early of breast cancer, increasing the risk of breast 
cancer among those who were 45 years old and younger. 
The GG genotype has protective effects and reduces the 
risk of breast cancer in the age group ≤45 years.

Keywords: breast cancer, SNP rs1799794, XRCC3.

Classification number: 3.1
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Kết quả

Độ tuổi phát hiện bệnh của nhóm bệnh từ 23 đến 73 tuổi, 
trung bình 47,36±9,72 tuổi. Tỷ lệ bệnh nhân phát hiện bệnh 
trong độ tuổi ≤45 là nhiều nhất (44,7%), tỷ lệ phát hiện bệnh 
thấp hơn ở nhóm tuổi 45-54 (31,7%), và ít nhất ở nhóm >54 
tuổi (23,6%).

Điện di sản phẩm cắt của SNPs cho thấy các băng DNA 
rõ nét, phân tách rõ ràng, kích thước phù hợp với từng kiểu 
gen (hình 1). 

Hình 1. Kết quả điện di sản phẩm cắt đoạn gen XRCC3 bằng enzyme 
FokI ở bệnh nhân ung thư vú. M: marker 100 bp, GG: mẫu chứng mang 
kiểu gen GG, AA: mẫu chứng mang kiểu gen AA, AG: mẫu chứng mang 
kiểu gen AG; kiểu gen AA (2,6), kiểu gen AG (5,7,8), kiểu gen GG (1,3,4).

Sản phẩm PCR-RFLP của các kiểu gen AA, AG và GG 
được kiểm tra lại bằng phương pháp giải trình tự gen (hình 
2) và so sánh với trình tự chuẩn của gen XRCC3 trên ngân 
hàng gen (Genebank) (NG_011516-c.316A>G). Kết quả 
giải trình tự thu được trùng khớp với kết quả xác định kiểu 
gen bằng phương pháp PCR-RFLP.

Hình 2. Kết quả giải trình tự sản phẩm PCR đoạn gen XRCC3 chứa 
SNP rs1799794 của các bệnh nhân mang kiểu gen AA, AG, GG.

Kết quả xác định đa hình nucleotide rs1799794 trên bệnh 
nhân ung thư vú bằng phương pháp RFLP được thể hiện ở 
bảng 1. Tỷ lệ allele A là 0,575 và allele G là 0,425 ở nhóm 
bệnh. Tỷ lệ này cũng tương tự ở nhóm chứng, allele A chiếm 
0,548 và allele G là 0,452. Sự phân bố tỷ lệ allele giữa 2 
nhóm khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p=0,442. Tỷ 
lệ các kiểu gen AA, AG, GG lần lượt là 34,6, 45,7, 19,7% 
ở nhóm bệnh và tương ứng là 33,2, 43,3, 23,6% ở nhóm 
chứng. Sự phân bố các kiểu gen giữa 2 nhóm này không có 
sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p=0,634. 

Bảng 1. Phân bố của SNP rs1799794 và mối liên quan giữa SNP 
rs1799794 và nguy cơ mắc ung thư vú.

Kiểu alen, kiểu gen
Nhóm bệnh Nhóm chứng

OR (95%CI) p
n % n %

Kiểu alen
A 239 57,5 228 54,8 1,113

(0,847-1,464) 0,442
G 177 42,5 188 45,2

Kiểu gen

AA 72 34,6 69 33,2

0,634AG 95 45,7 90 43,3

GG 41 19,7 49 23,6

AA và GG
AA 72 63,7 69 58,5 1,247

(0,734-2,119) 0,414
GG 41 36,3 49 41,5

AA và AG
AA 72 43,1 69 43,4 0,989

(0,638-1,532) 0,959
AG 95 56,9 90 56,6

AG và GG
AG 95 69,9 90 64,7 1,262

(0,761-2,091) 0,367
GG 41 30,1 49 35,3

AA và AG+GG
AA 72 34,6 69 33,2 1,066

(0,711-1,601) 0,756
AG+GG 136 65,4 139 66,8

AA+AG và GG
AA+AG 167 80,3 159 76,4 1,255

(0,786-2,005) 0,341
GG 41 19,7 49 23,6

AG và AA+GG
AG 95 45,7 90 43,3 1,102

(0,749-1,623) 0,622
AA+GG 113 54,3 118 56,7

Khi phân tích sâu hơn bằng cách so sánh khả năng mắc 
bệnh của các kiểu gen theo mô hình di truyền khác như: 
đồng hợp (GG với AA), dị hợp (AG với AA và AG với GG), 
mô hình di truyền trội (GG+AG với AA), mô hình di truyền 
lặn (GG với AA+AG), mô hình siêu trội (AG với AA+GG) 
không thấy có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê.

Tuy nhiên, khi phân tích mối liên quan của SNP 
rs1799794 với nguy cơ mắc ung thư vú theo nhóm tuổi 
phát hiện bệnh của nhóm bệnh và nhóm tuổi tương ứng của 
nhóm chứng cho thấy: trong nhóm ≤45 tuổi, tỷ lệ các kiểu 
gen AA, AG, GG của nhóm bệnh và nhóm chứng khác biệt 
có ý nghĩa thống kê với p=0,043. Tỷ lệ AG và GG của nhóm 
bệnh và nhóm chứng khác biệt có ý nghĩa thống kê, tỷ lệ GG 
ở nhóm bệnh thấp hơn nhóm chứng 2,793 lần với p=0,013, 
OR=2,793, khoảng tin cậy 95% của OR nhận giá trị từ 
1,230 đến 6,340 không chứa 1. Tỷ lệ AA+AG và GG của 
nhóm bệnh và nhóm chứng khác biệt có ý nghĩa thống kê, 
tỷ lệ GG ở nhóm bệnh thấp hơn nhóm chứng 2,388 lần với 
p=0,024, OR=2,388, khoảng tin cậy 95% của OR nhận giá 
trị từ 1,105 đến 5,161 không chứa 1. Tỷ lệ AG và AA+GG 
của nhóm bệnh và nhóm chứng khác biệt có ý nghĩa thống 
kê, tỷ lệ AG ở nhóm bệnh cao hơn nhóm chứng 1,839 lần 
với p=0,042, OR=1,839, khoảng tin cậy 95% của OR nhận 
giá trị từ 1,018 đến 3,320 không chứa 1. Kết quả thể hiện 
trên bảng 2.
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Bảng 2. Mối liên quan giữa SNP rs1799794 và nguy cơ mắc ung thư 
vú ở nhóm ≤45 tuổi.

Nhóm 
tuổi Kiểu alen  kiểu gen

Nhóm bệnh Nhóm chứng OR
(95%CI) p

n % n %

≤45

Kiểu alen
A 111 59,7 95 54 1,262

(0,832-1,914) 0,274
G 75 40,3 81 46

Kiểu gen

AA 30 32,3 30 34,1

0,043AG 51 54,8 35 39,8

GG 12 12,9 23 26,1

AA và GG
AA 30 71,4 30 56,6 1,917

(0,809-4,539) 0,137
GG 12 28,6 23 43,4

AA và AG
AA 30 37 30 46,2 0,686

(0,353-1,333) 0,266
AG 51 63 35 53,8

AG và GG
AG 51 81 35 60,3 2,793

(1,230-6,340) 0,013
GG 12 19 23 39,7

AA và AG+GG
AA 30 32,3 30 34,1 0,921

(0,496-1,710) 0,793
AG+GG 63 67,7 58 65,9

AA+AG và GG
AA+AG 81 87,1 65 73,9 2,388

(1,105-5,161) 0,024
GG 12 12,9 23 26,1

AG và AA+GG
AG 51 54,8 35 39,8 1,839

(1,018-3,320) 0,042
AA+GG 42 45,2 53 60,2

Tuổi phát hiện bệnh trung bình của các kiểu gen của SNP 
rs1799794 khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p=0,216 
(bảng 3). Tuy nhiên có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa 
cặp kiểu gen AG và GG trong ba nhóm tuổi phát hiện bệnh: 
tỷ lệ cặp kiểu gen AG và GG của nhóm ≤45 tuổi và nhóm 
45-54 tuổi khác biệt nhau có ý nghĩa thống kê, tỷ lệ AG của 
nhóm ≤45 tuổi cao hơn nhóm 45-54 tuổi 2,72 lần. Tỷ lệ cặp 
kiểu gen AG và GG của nhóm ≤45 tuổi và nhóm >54 tuổi 
khác biệt nhau có ý nghĩa thống kê, tỷ lệ AG của nhóm ≤45 
tuổi cao hơn nhóm >54 tuổi 2,908 lần.
Bảng 3. Mối liên quan giữa kiểu gen của SNP rs1799794 với tuổi phát 
hiện bệnh trung bình và giữa cặp kiểu gen AG và GG với các nhóm 
tuổi phát hiện bệnh.

rs1799794
AA AG GG

p
n Tuổi n Tuổi n Tuổi

Tuổi phát hiện bệnh 
trung bình 72 47,76 95 46,21 41 49,29 0,216

Nhóm tuổi AG và GG
OR p

             AG             GG

≤45
n 51 12

2,720
(1,119-6,613) 0,025

% 81 19

45-54
n 25 16
% 61 39

45-54
n 25 16

1,069
(0,416-2,748) 0,890

% 61 39

>54
n 19 13
% 59,4 40,6

≤45
n 51 12

2,908
(1,130-7,482) 0,024

% 81 19

>54
n 19 13
% 59,4 40,6

Bàn luận

 Tuổi phát hiện bệnh trung bình trong nghiên cứu là 
47,36 tuổi, tương đồng với kết quả nghiên cứu trước đó của 
Ali và cs (2016) [6] cho kết quả tuổi phát hiện bệnh trung 
bình là 48 tuổi. Ung thư vú trong nghiên cứu gặp nhiều nhất 
ở nhóm tuổi tiền mãn kinh (≤45 tuổi), có sự khác biệt so với 
nghiên cứu của Dumitrescu và Cotarla (2005) [9] gặp nhiều 
nhất ở độ tuổi mãn kinh (45-54 tuổi). Sự khác biệt này có 
thể do sự khác biệt về gen, lối sống, thổ nhưỡng và các tác 
động ngoại cảnh. Tác động tổng hợp của các yếu tố này ảnh 
hưởng đến sự khởi phát ung thư vú, tuổi khởi phát bệnh 
trong nghiên cứu này xảy ra sớm hơn.

 Kết quả nghiên cứu này cho thấy, không có mối liên 
quan giữa SNP rs1799794 của gen XRCC3 với nguy cơ mắc 
ung thư vú. Phân tích theo nhóm tuổi cho thấy, nhóm ≤45 
tuổi có mối liên quan giữa các kiểu gen của SNP rs1799794 
với nguy cơ mắc thư vú (p=0,043). Phân tích theo các mô 
hình di truyền cho thấy có sự khác biệt có ý nghĩa thống 
kê giữa các cặp kiểu gen của nhóm bệnh và nhóm chứng: 
theo mô hình dị hợp, tỷ lệ mắc ung thư vú của nhóm kiểu 
gen GG thấp hơn 2,793 lần so với nhóm kiểu gen AG với 
p=0,013; theo mô hình di truyền lặn, tỷ lệ mắc ung thư vú 
ở nhóm kiểu gen GG thấp hơn 2,388 lần so với nhóm kiểu 
gen AA+AG với p=0,024; theo mô hình siêu trội, tỷ lệ mắc 
ung thư vú ở nhóm kiểu gen AG cao hơn 1,839 lần so với 
nhóm kiểu gen AA+GG với p=0,042. Như vậy, kiểu gen 
GG có tác dụng làm giảm nguy cơ ung thư vú, kiểu gen AG 
làm tăng nguy cơ mắc ung thư vú trước độ tuổi mãn kinh 
(≤45 tuổi). Các nghiên cứu trên thế giới về SNP rs1799794 
cho kết quả không thống nhất giữa các loại ung thư khác 
nhau, và nghiên cứu trên cùng một loại ung thư cũng cho 
kết quả mâu thuẫn giữa các quần thể nghiên cứu khác nhau. 
Nghiên cứu về rs1799794 trên bệnh nhân ung thư vú trong 
quần thể người Đài Loan của Su và cs (2015) [10] cho kết 
quả rs1799794 không liên quan đến nguy cơ mắc ung thư 
vú với p=0,5195. Một nghiên cứu phân tích gộp của X.-F. 
He (2012) [8] trên quần thể đa chủng tộc cũng cho kết quả 
không có mối liên quan giữa rs1799794 với nguy cơ mắc 
ung thư vú. Một số nghiên nghiên cứu cho thấy có mối liên 
quan giữa rs1799794 với nguy cơ mắc ung thư vú: nghiên 
cứu của Ali và cs (2016) [6] cho kết quả SNP rs1799794 làm 
giảm nguy cơ ung thư vú, nhưng nghiên cứu của Al Zoubi và 
cs (2017) [7] cho kết quả rs1799794 làm tăng nguy cơ mắc 
ung thư vú. Đối với các loại ung thư khác, kết quả của các 
nghiên cứu về SNP rs1799794 vẫn tồn tại nhiều mâu thuẫn. 
Một nghiên cứu phân tích gộp được tiến hành trên quần thể 
người da trắng [11] cho kết quả rs1799794 có mối liên quan 
với nguy cơ mắc ung thư buồng trứng. Các nghiên cứu về 
ung thư phổi, ung thư phổi không tế bào nhỏ trong quần thể 
người Trung Quốc [12, 13] cho thấy rs1799794 lại có tác 
dụng làm giảm nguy cơ ung thư. Ngược lại, một nghiên cứu 
về ung thư tuyến giáp [14] trên quần thể người Pakistan cho 
thấy rs1799794 làm tăng nguy cơ ung thư. Một số nghiên 
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cứu về ảnh hưởng của rs1799794 với các phương pháp điều 
trị ung thư cũng cho kết quả khác nhau. Nghiên cứu tiến 
hành trên quần thể người Đức [15] cho thấy rs1799794 làm 
tăng hiệu quả điều trị hóa trị cho bệnh nhân ung thư thực 
quản - dạ dày. Bên cạnh đó, một nghiên cứu khác trên quần 
thể người Tây Ban Nha [16] cho thấy rs1799794 làm tăng 
nhiễm độc đường tiêu hóa sau xạ trị. Sự khác biệt trong kết 
quả nghiên cứu về rs1799794 trên các bệnh nhân ung thư có 
thể do trong những quần thể nghiên cứu khác nhau, sự phân 
bố của SNP có sự khác biệt, đồng thời cũng có sự khác biệt 
về mức độ và tính chất ảnh hưởng của tỷ lệ kiểu alen, kiểu 
gen của SNP đến sự phát triển bệnh. Ngoài ra, ung thư vú là 
một bệnh lý phức tạp với nhiều yếu tố nguy cơ, do đó SNP 
nói chung và SNP rs1799794 nói riêng chỉ đóng góp một 
phần tác động đến sự biểu hiện bệnh. Do vậy, nếu không xét 
trên tổng thể các yếu tố liên quan mang tính cá thể của từng 
bệnh nhân thì có thể dẫn đến những đánh giá kém chính xác 
về vai trò của SNP với bệnh lý ung thư.

Nghiên cứu này cho thấy, không có mối liên quan giữa 
SNP rs1799794 với tuổi phát hiện bệnh trung bình. Tuy 
nhiên, kiểu gen AG của SNP rs1799794 có liên quan với sự 
khởi phát sớm của ung thư vú, người có kiểu gen AG có tỷ 
lệ mắc ung thư vú trước tuổi mãn kinh (≤45 tuổi) cao hơn 
các nhóm tuổi khác (45-54 tuổi, >54 tuổi).

Tóm lại, các quần thể khác nhau có tỷ lệ kiểu alen, kiểu 
gen của SNP khác nhau và đồng thời có sự khác biệt trong 
mối liên quan của SNP với sự tiến triển và điều trị bệnh. Do 
đó, nghiên cứu về SNP cần được tiến hành riêng biệt giữa 
các quần thể khác nhau để tìm ra markers đặc hiệu chẩn 
đoán bệnh của một quần thể nhất định. Những nghiên cứu 
về SNP góp phần phát triến y học cá thể với những chiến 
lược điều trị riêng cho từng người bệnh.

Kết luận

Nghiên cứu bước đầu xác định được sự phân bố SNP 
của rs1799794 gen XRCC3 trong nhóm bệnh lý ung thư vú 
và nhóm chứng tại Việt Nam. Kết quả phân tích cho thấy 
có mối liên quan giữa kiểu gen của SNP rs1799794 gen 
XRCC3 với nguy cơ mắc ung thư vú ở nhóm ≤45 tuổi. Kiểu 
gen AG của SNP rs1799794 có liên quan với sự khởi phát 
sớm ung thư vú, làm tăng nguy cơ mắc ung thư vú ở nhóm 
≤45 tuổi. Kiểu gen GG có tác dụng làm giảm nguy cơ mắc 
ung thư vú ở nhóm ≤45 tuổi.
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Đặt vấn đề

Tỷ lệ bỏ sót tổn thương ung thư đường tiêu hóa trên (bao 
gồm ung thư thực quản, ung thư dạ dày) trong các nghiên 
cứu trên thế giới dao động từ 11-26% và tỷ lệ sống sau 5 
năm thấp, lần lượt là 13 và 17% [1-3]. Tuy nhiên, nếu được 
phát hiện ở giai đoạn sớm trong quá trình nội soi, tỷ lệ sống 
sau 5 năm có thể lên đến 80% [4]. Do vậy, việc chẩn đoán 
sớm và chính xác tổn thương đóng vai trò quan trọng quyết 
định thời gian sống thêm của bệnh nhân. Không đảm bảo đủ 
thời gian nội soi, không quan sát ở tất cả các vị trí theo quy 
trình nội soi chuẩn, không phát hiện được hoặc có ghi nhận 
nhưng không mô tả chi tiết, không sinh thiết tổn thương kể 

cả khi đã thấy có hình ảnh nghi ngờ, không hẹn theo dõi 
lại là những yếu tố được ghi nhận có liên quan đến tình 
trạng bỏ sót tổn thương trong quá trình nội soi [5]. Tại Việt 
Nam, một nghiên cứu tiến hành năm 2016 bởi Bệnh viện 
Đại học Y Dược TP Hồ Chí Minh cho thấy, có tới 64,5% 
trong 141 bệnh nhân ung thư dạ dày từng được nội soi với 
kết quả chẩn đoán không phải ung thư [6]. Đặc biệt, có tới 
58,2% số bệnh nhân có lần nội soi gần nhất trong vòng 2 
năm với trung vị số lần nội soi là 2 lần và 46,2% số bệnh 
nhân có lần nội soi gần nhất trong vòng 6 tháng [6]. Thực 
trạng đáng báo động trên đặt ra nhu cầu cấp thiết trong cải 
thiện chất lượng quy trình nội soi nói chung và nâng cao kỹ 

Đánh giá độ chính xác và khả năng ứng dụng
của phần mềm hỗ trợ khoanh đường Z tự động

sử dụng thuật toán trí tuệ nhân tạo
Đào Việt Hằng1, 2, 3*, Lê Quang Hưng3, Nguyễn Phúc Bình1, Nguyễn Mạnh Hùng1,

Mạnh Xuân Huy4, Nguyễn Hồng Anh4, Vũ Hải4

1Viện Nghiên cứu và Đào tạo Tiêu hóa Gan mật
2Bộ môn Nội tổng hợp, Trường Đại học Y Hà Nội
3Trung tâm Nội soi, Bệnh viện Đại học Y Hà Nội

4Viện Nghiên cứu Quốc tế MICA, Trường Đại học Bách khoa Hà Nội

Ngày nhận bài 3/11/2020; ngày chuyển phản biện 6/11/2020; ngày nhận phản biện 21/12/2020; ngày chấp nhận đăng 28/12/2020

Tóm tắt:

Nghiên cứu nhằm khảo sát hiệu quả của công cụ phần mềm khi có/không có sự tương tác của các bác sỹ trong việc 
khoanh đường Z, được tiến hành từ 4/2019 đến 7/2020. Nhóm nghiên cứu thu thập 533 ảnh đường Z ở chế độ ánh 
sáng thường, đa dạng về hình thái, đảm bảo độ phân giải và chất lượng để xây dựng thuật toán xác định đường Z. 
Nhóm nghiên cứu đã xây dựng công cụ phần mềm khoanh đường Z với 4 chế độ bao gồm: chế độ thủ công, chế độ 
đánh dấu vùng, chế độ tự động toàn bộ, chế độ tích hợp giữa tự động và đánh dấu vùng có chọn lựa thông minh. 
Hai nhóm bác sĩ (nhóm có kinh nghiệm 1-2 năm và nhóm ≥5 năm) sử dụng phần mềm ở 4 chế độ để xác định đường 
Z trên tập kiểm thử gồm 30 ảnh độc lập với ảnh thu thập cho quá trình huấn luyện. So sánh kết quả thực hiện của 
các bác sĩ khi sử dụng công cụ có/không có tương tác thông qua các tiêu chí như: độ chính xác của đường Z, mức 
độ hài lòng, thời gian thực hiện ở các chế độ khoanh. Độ chính xác của mỗi kỹ thuật được đánh giá bằng chỉ số IoU 
(Intersection-over-Union). Kết quả nghiên cứu cho thấy mức điểm trung bình ở cả 4 chế độ đều cao, từ 86,7 đến 
90,8%. Chỉ số IoU trên tập ảnh thực nghiệm của 2 chế độ đánh dấu vùng và tích hợp trung bình là 88% và không 
có sự khác biệt về thống kê so với chế độ khoanh vùng bằng tay. Tương tự, không có sự khác biệt về thời gian các 
bác sĩ khoanh vùng xác định đường Z ở chế độ đánh dấu vùng và chế độ tích hợp so với chế độ khoanh vùng bằng 
tay. Trung vị của số lần tương tác ở chế độ đánh dấu vùng và chế độ tích hợp lần lượt là 24,5 và 15,5 lần. Phần mềm 
được các bác sĩ đánh giá khá tốt, với mức điểm trung bình là 7,2, 7,3 và 7,2 tương ứng với chế độ tự động, chế độ 
đánh dấu vùng và chế độ tích hợp. Xây dựng phần mềm hỗ trợ xác định mốc giải phẫu ảnh nội soi là một hướng 
nghiên cứu rất mới và khả thi tại Việt Nam, hướng tiếp theo có thể tập trung là phát hiện, khoanh vùng cho một số 
loại tổn thương theo vị trí giải phẫu.

Từ khóa: học sâu, nội soi dạ dày, trí tuệ nhân tạo, xác định đường Z.

Chỉ số phân loại: 3.5
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năng của bác sĩ nội soi nói riêng. Công tác nghiên cứu và 
ứng dụng các kỹ thuật mới đóng góp một phần cốt yếu trong 
giải quyết nhu cầu trên, mà một trong số đó là ứng dụng trí 
tuệ nhân tạo trong công tác đào tạo nội soi đường tiêu hóa. 

Những năm gần đây, trí tuệ nhân tạo trong y tế đã được 
nghiên cứu và phát triển với nguồn dữ liệu ngày càng phong 
phú và đồ sộ. Trong lĩnh vực nội soi, năm 2019, nhóm 
nghiên cứu thuộc Đại học Quốc gia TP Hồ Chí Minh [7] 
đã sử dụng tập dữ liệu ảnh KVASIR và BioMedia trên 
4900 ảnh nội soi đại tràng để huấn luyện các mô hình học 
sâu phát hiện tổn thương và ghi nhận độ chính xác đạt từ 
93,04% và thời gian xử lý ảnh ở mức chấp nhận được là 
23,19 khung ảnh trên giây (frame per second - fps). Năm 

2019, nhóm nghiên cứu của chúng tôi [8] đã xây dựng thuật 
toán sử dụng mạng nơ-ron tích chập để xác định vị trí giải 
phẫu của dạ dày qua nội soi đường tiêu hóa trên từ 3128 
ảnh nội soi dạ dày được gán nhãn. Kết quả cho thấy, thuật 
toán đã hỗ trợ rút ngắn thời gian phân loại của 3 chuyên 
gia (3,86 phút), ngắn hơn nhiều so với phân loại bằng tay 
(12,82 phút) với độ chính xác trung bình là 92,48%. Trên 
cơ sở đó, chúng tôi đã tiến hành xây dựng một phần mềm 
thông minh khoanh vùng xác định đường Z là đường ranh 
giới giữa niêm mạc thực quản và dạ dày. Phần mềm được 
xây dựng trên cơ sở ứng dụng các thuật toán học máy và xử 
lý ảnh nhằm đánh giá tính khả thi và tính hiệu quả của mỗi 
kỹ thuật trong việc xác định đường Z. Chúng tôi xây dựng 

Accuracy and applicability of the artificial intelligence 
integrated software in Z-line segmentation

Viet Hang Dao1, 2, 3*, Quang Hung Le3, Phuc Binh Nguyen1, Manh Hung Nguyen1,
Xuan Huy Manh4, Hong Anh Nguyen4, Hai Vu4

1Institute of Gastroenterology and Hepatology
2Hanoi Medical University

3Endoscopy Center, Hanoi Medical University Hospital
4MICA Institute, Hanoi University of Science and Technology

Received 3 November 2020; accepted 28 December 2020

Abstract:

Conducted from April 2019 to July 2020, this study aimed to assess the software accuracy in assisting Z-line 
segmentation by comparing with medical doctors’ detection results and by recording doctors’ satisfaction in scale, 
time-of-implementation in interactive mode, and integrated mode. For the development of the Z-line detection 
algorithm, a dataset of 533 high-definition endoscopic WLI (white-light) images in diverse forms of Z-line were 
collected. The software was subsequently developed in 4 modes, including manual mode, interactive mode (using 
Superpixels-BPT), automatic mode (using AI algorithm), and integrated mode (the combination of BPT and U-Net). 
30 endoscopic images were assigned to 2 groups of doctors (under 2-year experience and over 5-year experience) for 
the Z-line detection using the software in 4 modes. Time-of-implementation, number of mouse clicks, satisfaction 
in scales, and IoU (Interception over Union) metric with expert’s ground-truth are used for assessment. The results 
showed that IoU metrics of interactive and integrated modes in the experimental dataset was 88% with no statistical 
difference to the IoU value of manual mode, and mean IoU metrics from the results of 4 modes were high, from 86.7 
to 90.8%. The mean values of time-of-implementation in interactive mode and integrated mode were not statistically 
different from manual mode. The median number of mouse-clicks each use in the interactive mode and the integrated 
mode were 24.5 and 15.5 times, respectively. The software received good feedbacks from the doctors, with the 
mean values of satisfaction scores of automatic mode, interactive mode and integrated mode are 7.2, 7.3, and 7.2 
respectively. The development of the software for detecting endoscopic anatomy landmarks is a novel and feasible 
research direction in Vietnam. Further studies could focus on detecting some specific lesions classified according to 
anatomy landmarks.

Keywords: artificial intelligence, deep learning, gastric endoscopy, Z-line segmentation.
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phần mềm với các chế độ khoanh vùng như: thủ công, tự 
động toàn bộ và chế độ bán tự động (cần thêm sự hiệu chỉnh 
tương tác của bác sĩ) nhằm ứng dụng cho công tác đào tạo. 
Xác định đúng vị trí và đánh giá đặc điểm đường Z là bước 
rất quan trọng trong quy trình chẩn đoán một số bệnh lý 
đang có xu hướng tăng lên như viêm thực quản trào ngược, 
Barrett thực quản, ung thư tâm vị. Kết quả của mỗi chế độ 
khoanh được thể hiện thông qua các đánh giá về độ chính 
xác của vùng khoanh khi so sánh với dữ liệu khoanh chuẩn; 
ghi nhận mức độ hài lòng; số lần tương tác của bác sỹ (nếu 
có); thời gian thực hiện ở các chế độ.

Phương pháp nghiên cứu

Nghiên cứu được thực hiện tại Viện Nghiên cứu và Đào 
tạo Tiêu hóa, Gan mật từ tháng 4/2019 đến tháng 7/2020. 
Hình ảnh nội soi thực quản được thu thập trên 3 hệ thống 
nội soi độ phân giải cao của Fujifilm bao gồm 600, 7000 
và LASEREO ở chế độ ánh sáng thường. Các hình ảnh thu 
thập được nhóm nghiên cứu xóa toàn bộ thông tin định danh 
của người bệnh, đồng thời đảm bảo chất lượng rõ nét, không 
bị tối, mờ và độ sạch đảm bảo không phải bơm rửa. 

Phương pháp xây dựng và huấn luyện thuật toán 

Hình 1 minh họa 4 chế độ khoanh vùng được nghiên cứu 
và phát triển, trong đó chế độ khoanh vùng thủ công hoàn 
toàn thực hiện bởi bác sỹ. Một số đặc điểm của các chế độ 
khoanh vùng tự động và bán tự động như sau:

Chế độ khoanh vùng tự động (toàn bộ): chúng tôi đã 
triển khai mô hình mạng nơ-ron U-net [9]. Đây là mạng nơ-
ron đã thành công trong nhiều bài toán khoanh vùng ảnh y 
tế. Trong nghiên cứu này, mạng U-net đã được lựa chọn và 
xây dựng với mục đích phân đoạn đường Z thông qua việc 
xác định vùng thực quản và dạ dày trong ảnh nội soi. Mạng 
được huấn luyện bởi 533 ảnh của 100 bệnh nhân đã được 
các chuyên gia khoanh vùng. Sau khi các tham số của mạng 
được luấn luyện và lựa chọn tối ưu, mô hình mạng sẽ được 
kiểm chứng thêm bằng 121 ảnh độc lập.

Chế độ khoanh vùng bán tự động: nhóm nghiên cứu 
đã lựa chọn thuật toán SLIC (Simple Linear Iterative 
Clustering) [10]. Thuật toán này đề xuất kỹ thuật để phân 
cụm bức ảnh ra thành nhiều vùng, trong đó mỗi vùng có 
sự đồng nhất về màu sắc cũng như cấu trúc của các điểm 
ảnh bên trong. Các vùng này (super-pixel) được liên kết 
với nhau thông qua 1 cây nhị phân nhiều tầng BPT (Binary 
partition tree) [11]. Khi bác sĩ đánh dấu vùng (thực quản, 
dạ dày) bằng nét vẽ sử dụng chuột, cây nhị phân sẽ dựa vào 
các gợi ý đó để tạo ra đường phân tách (đường Z) bằng cách 
truy ngược nhãn tương tự (với vùng đã đánh dấu) từ vùng ở 
tầng thấp lên vùng ở tầng cao, tiếp theo truy xuôi nhãn đánh 
dấu từ tầng cao xuống.

Hình 1. Sơ đồ khối cách vận hành của phần mềm so sánh 4 chế độ 
khoanh đường Z.

Xây dựng phần mềm so sánh các phương pháp khoanh 
vùng đường Z

Hình 2 minh họa giao diện phần mềm khoanh vùng đường 
Z được phát triển bằng MATLAB. Phần mềm có giao diện 
trực quan, dễ hiểu, hỗ trợ 4 chế độ khoanh đường Z bao gồm: 

- Chế độ khoanh vùng bằng tay: các bác sĩ sau khi hoàn 
thành bước chọn ảnh sẽ sử dụng chuột trái để tô viền, xác định 
đường Z mà không có bất kỳ sự hỗ trợ nào của phần mềm. 

- Chế độ khoanh vùng tự động: ảnh sẽ được tự động 
khoanh vùng đường Z bằng mô hình mạng nơ-ron đã được 
huấn luyện.

- Chế độ đánh dấu vùng (bán tự động - mode 1): cho phép 
bác sĩ đánh dấu khu vực nằm trong và nằm ngoài đường Z, 
phần mềm sẽ tự động xác nhận và hiển thị ranh giới trên giao 
diện. Bác sĩ sẽ tiếp tục sử dụng chuột trái và chuột phải để xác 
định lại 2 vùng nếu kết quả hiển thị đường Z chưa chính xác. 

- Chế độ khoanh vùng tích hợp (bán tự động - mode 2): là 
chế độ kết hợp giữa 2 phương pháp đánh dấu vùng và tự động 
khoanh đường Z bằng mô hình mạng nơ-ron. Theo đó, sau 
khi lựa chọn ảnh, bác sĩ sẽ đợi cho đến khi đường Z xuất hiện 
trên giao diện phần mềm rồi sử dụng chuột trái và chuột phải 
để tiếp tục xác định lại các khu vực trong và ngoài đường Z.

Hình 2. Giao diện phần mềm khoanh vùng để xác định đường Z.



13

Khoa học Y - Dược

63(2) 2.2021

Trong quá trình khoanh, phần mềm sẽ ghi nhận số lần 
bấm chuột trong mỗi ảnh, thời gian để thực hiện và ảnh kết 
quả khoanh. Đồng thời, các bác sĩ sẽ tiến hành đánh giá 
phần mềm trên thang điểm từ 0 đến 10 và ghi lại các góp 
ý phản hồi sau mỗi lần hoàn thành quá trình khoanh vùng.

Đánh giá độ chính xác của thuật toán và quá trình 
khoanh vùng bằng phần mềm của bác sĩ

Chúng tôi thu thập 30 ảnh nội soi tại vùng phân tách 
dạ dày - thực quản ở phân đoạn thực quản trên làm tập 
thực nghiệm. Phần mềm sẽ được đánh giá dựa trên kết quả 
khoanh vùng của 30 ảnh trên trên 2 nhóm bác sĩ, bao gồm 
nhóm 3 bác sĩ có kinh nghiệm nội soi từ 1-2 năm và nhóm 3 
bác sĩ có kinh nghiệm nội soi ≥5 năm. Tập ảnh thực nghiệm 
được 2 nhóm bác sĩ thực hiện xác định đường Z bằng phần 
mềm khoanh vùng. Đồng thời, tập ảnh thực nghiệm cũng 
được chuyển tới chuyên gia để khoanh vùng đường Z làm 
dữ liệu chuẩn (ground-truth). Hình 3 minh họa sự khác biệt 
giữa dữ liệu chuẩn (hình 3A) và kết quả từ chế độ khoanh tự 
động (hình 3B). Độ chính xác của vùng khoanh được đánh 
giá thông qua chỉ số IoU (Intersection-over-Union).

 

Chỉ số IoU là tỷ lệ % giữa phần giao của 2 vùng khoanh 
với phần hợp, giúp đánh giá mức trùng khớp của mỗi ảnh 
thuộc tập thực nghiệm so với ảnh tương ứng ở tập mẫu 
(ground-truth) [12]. Mức độ trùng khớp của ảnh được 
khoanh bởi thuật toán và so với ảnh mẫu thường được xếp 
hạng “Kém” khi chỉ số IoU <50%, “Trung bình” ở mức 50-
75%, “Tốt” khi chỉ số IoU ở mức 75-90%, “Rất tốt” ở mức 
>90% [13]. 

Kết quả nghiên cứu

Nghiên cứu được tiến hành từ tháng 4/2019 đến tháng 
7/2020 tại Viện Nghiên cứu và Đào tạo Tiêu hóa, Gan mật. 
Bảng 1 trình bày các giá trị thống kê của chỉ số IoU với tập 
30 ảnh kiểm thử ở 4 chế độ khoanh. Kết quả này cho thấy sự 
sai khác giữa chế độ khoanh tự động (toàn bộ) với khoanh 
bằng tay là 4,1%. Mức độ trùng khớp ở cả 3 nhóm đều rất 
cao, với kết quả kiểm định t (t-test) của các điểm IoU trung 
bình ở 4 chế độ đều trên 85% với p-value nhỏ hơn 0,05. 
Bảng 1 cũng cho thấy, chỉ số IoU ở chế độ khoanh bằng tay 
và chế độ tích hợp có giá trị nhỏ nhất đều thấp hơn 50%.

Bảng 1. Chỉ số IoU của từng ảnh được khoanh bởi phần mềm ở 4 chế 
độ.

Điểm trung 
bình (%)

Độ lệch 
chuẩn

Giá trị lớn 
nhất (%)

Trung 
vị (%)

Giá trị nhỏ 
nhất (%) p-value

Chế độ khoanh bằng tay 90,8 7,3 97,7 93,6 48,7 0,00

Chế độ tự động 86,7 9,5 95,9 90,8 57,2 0,02

Chế độ đánh dấu vùng 88,0 7,5 96,8 90,5 55,4 0,00

Chế độ tích hợp 88,0 9,0 96,4 90,9 33,2 0,00

Bảng 2 xếp hạng mức độ trùng khớp của ảnh được bác 
sĩ khoanh vùng bằng phần mềm ở các chế độ so ảnh được 
khoanh bởi chuyên gia (ground-truth) giữa 2 nhóm bác sĩ và 
chế độ khoanh vùng tự động. 

Bảng 2. Chỉ số IoU của 2 nhóm bác sĩ trên các chế độ khoanh vùng.

Bác sĩ 1-2 năm kinh nghiệm Bác sĩ ≥5 năm kinh nghiệm
Tự độngKhoanh vùng 

bằng tay
Đánh dấu 
vùng Tích hợp Khoanh vùng 

bằng tay
Đánh dấu 
vùng Tích hợp

Kém 1 (1,1%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (2,2%) 0 (0%)

Trung 
bình 0 (0%) 5 (5,6%) 5 (5,6%) 4 (4,4%) 4 (4,4%) 5 (5,6%) 18 (10%)

Tốt 26 (28,9%) 39 (43,3%) 33 (36,7%) 20 (22,2%) 37 (41,1%) 33 (36,7%) 66 (36,7%)

Rất tốt 63 (70%) 46 (51,1%) 52 (57,7%) 66 (73,4%) 49 (54,5%) 50 (55,5%) 96 (53,3%)

Phần mềm ghi nhận độ chính xác khá cao, với ≥90% số 
ảnh đều có chỉ số IoU được xếp hạng “Tốt” và “Rất tốt”. 
3 ảnh có chỉ số IoU dưới 50% được khoanh bởi 2 chế độ 
“Khoanh vùng bằng tay” và chế độ “Tích hợp”. Hình 4 
minh họa trường hợp 3 ảnh được xếp hạng IoU “Kém”. Kết 
quả phân đoạn (màu cam) được vẽ cùng với vùng do chuyên 
gia khoanh (màu xanh).

Hình 4. Một số minh họa kết quả khoanh vùng của bác sỹ so với 
chuyên gia ở các ảnh có chỉ số IoU <50 (kết quả khoanh kém).

Chi tiết các kết quả thực hiện của hai nhóm bác sỹ, thực 
hiện ở các chế độ khác nhau được trình bày trong bảng 3. 
Riêng chế độ khoanh tự động, kết quả không có sự khác biệt 
giữa hai nhóm bác sỹ. Đồng thời, không có giá trị thống kê ở 
chế độ này. Tiêu chí đánh giá về số lần thao tác chuột cũng 
không có kết quả với chế độ này.

Hình 3. Minh họa dữ liệu khoanh chuẩn (A) và khoanh tự động (B).
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Bảng 3. So sánh quá trình thực hiện của 2 nhóm bác sĩ.

Bác sĩ 1-2 năm 
kinh nghiệm

Bác sĩ ≥5 năm 
kinh nghiệm Chung

Thời gian thực hiện (giây)

Khoanh vùng bằng tay, Trung vị (Q1-Q3) 66,5 (38-151) 36,5 (29-68) 45,5 (31-110,5)

Tự động, Trung vị (Q1-Q3) 0,5 (0,5-0,5)

Đánh dấu, Trung vị (Q1-Q3) 83 (43-127) 97,5 (52-163) 88,5 (44,5-137)

Tích hợp (tự động và đánh dấu), Trung 
vị (Q1-Q3) 68,5 (34-132) 85 (44-147) 78,5 (39,5-139)

Thao tác chuột (số lần)

Đánh dấu, Trung vị (Min-Max) 24 (4-87) 25 (2-78) 24,5 (2-87)

Tích hợp (tự động và đánh dấu), Trung vị 
(Min-Max) 15 (3-93) 16,5 (3-109) 15,5 (3-109)

Độ hài lòng (điểm)

Tự động, Trung bình (Min-Max) 7,0 (4-9) 7,4 (1-9) 7,2 (1-9)

Đánh dấu, Trung bình (Min-Max) 7,1 (4-9) 7,4 (1-9) 7,3 (1-9)

Tích hợp (tự động và đánh dấu), Trung 
bình (Min-Max) 6,8 (4-9) 7,6 (1-9) 7,2 (1-9)

Trung vị thời gian thực hiện của nhóm bác sĩ có 1-2 năm 
kinh nghiệm ở chế độ khoanh vùng bằng tay, chế độ đánh 
dấu vùng và chế độ tích hợp lần lượt dao động từ 66,5 giây 
đến 83 giây, ở nhóm bác sĩ kinh nghiệm tương ứng từ 36,5 
đến 97,5 giây. Trong khi đó, thời gian hoàn thành khoanh 
vùng bằng chế độ tự động của phần mềm ghi nhận thời gian 
là 0,5 giây ở tất cả các ảnh. Kết quả so sánh 2 trung bình sử 
dụng kiểm định t ghép cặp cho thấy sự khác biệt có ý nghĩa 
thống kê trong thời gian khoanh vùng bằng chế độ tự động 
và 3 chế độ còn lại, đồng thời cũng có sự khác biệt trong 
thời gian thực hiện chế độ khoanh vùng bằng tay ở 2 nhóm 
bác sĩ với mức ý nghĩa 95%. Trung vị số lần bấm chuột ở 
chế độ đánh dấu vùng và chế độ tích hợp lần lượt là 24 và 15 
ở nhóm bác sĩ có 1-2 năm kinh nghiệm, 25 và 16,5 ở nhóm 
bác sĩ trên 5 năm kinh nghiệm. Số lần bấm chuột trung bình 
ở chế độ tích hợp thấp hơn so với chế độ đánh dấu vùng, 
khác biệt có ý nghĩa thống kê với mức ý nghĩa 95%. Điểm 
hài lòng của các bác sĩ ở 3 chế độ: tự động, đánh dấu vùng 
và tích hợp lần lượt là 7,2, 7,3 và 7,2. Không có sự khác biệt 
có ý nghĩa thống kê giữa các chế độ khoanh vùng.

Bàn luận

Nội soi đường tiêu hóa là thủ thuật xâm lấn và đóng vai 
trò quan trọng trong chẩn đoán cũng như can thiệp đối với 
các bệnh lý của đường tiêu hóa. Do vậy, việc đào tạo các 
bác sĩ nội soi cần đảm bảo các tiêu chí về cả kiến thức, kỹ 
năng và thái độ [14, 15]. Tuy nhiên, mô hình đào tạo truyền 
thống ở nhiều nước (trong đó có Việt Nam) vẫn là hình thức 
cầm tay chỉ việc, thực hành trực tiếp trên bệnh nhân dưới 
sự hướng dẫn và giám sát của các bác sĩ nội soi có kinh 
nghiệm. Hội Nội soi Tiêu hóa Hoa Kỳ năm 2019 nhấn mạnh 
khía cạnh đào tạo nội soi cần dựa trên các phản hồi và tiêu 
chí đánh giá năng lực rõ ràng giúp tạo động lực cho cả giảng 

viên và học viên cũng như tích hợp chương trình đã được 
chuẩn hóa với tình hình thực tế của đơn vị [16]. Như vậy, 
bài toán đặt ra cho các đơn vị có nguồn lực hạn chế như ở 
nước ta là cần tìm mô hình đào tạo phù hợp với tình hình 
thực tế nhưng vẫn đảm bảo được chất lượng cho bác sĩ nội 
soi. Hiện tại ở nước ta, các khóa học nội soi với hình thức 
giảng dạy là cầm tay chỉ việc có thời gian từ 03-06 tháng 
[14-16]. Tuy nhiên, tùy thuộc vào điều kiện của đơn vị đào 
tạo và cơ cấu dịch tễ bệnh tật của bệnh nhân đến khám, tính 
đa dạng về hình ảnh tổn thương nội soi mà học viên được 
quan sát trong thời gian học và cách nhận định có thể sẽ có 
sự khác biệt lớn. Cho đến nay vẫn chưa có danh mục cụ 
thể cũng như tài liệu chuẩn về chương trình đào tạo nội soi 
đường tiêu hóa áp dụng cho tất cả các đơn vị đào tạo nội 
soi trong cả nước cũng như phản hồi đánh giá chất lượng 
đào tạo khi học viên trở về các tuyến. Vì vậy, việc xây dựng 
các thuật toán và công cụ tự động, bán tự động có khả năng 
tương tác với bác sĩ trong xác định vị trí giải phẫu và phát 
hiện tổn thương là một hướng đi mới và cần được đánh giá 
tính khả thi trong thực tiễn, vì giúp giải quyết vấn đề về tính 
đa dạng hình ảnh, tiết kiệm được nguồn lực đào tạo.

Trong nghiên cứu này, chúng tôi ghi nhận không có sự 
khác biệt đáng kể về mức độ chính xác (thông qua độ đo 
là chỉ số IoU) trong khoanh vùng đường Z giữa nhóm bác 
sĩ mới, bác sĩ có kinh nghiệm và thuật toán tự động. Điều 
này cũng phù hợp với một số nghiên cứu trên thế giới và tại 
Việt Nam ghi nhận các thuật toán trí tuệ nhân tạo được xây 
dựng có khả năng xác định chính xác các vị trí giải phẫu của 
đường tiêu hóa trên [8, 17]. Kết quả nghiên cứu của nhóm 
chúng tôi năm 2019 [8] cũng ghi nhận thuật toán xác định 
vị trí giải phẫu dạ dày đã hỗ trợ rút ngắn thời gian phân loại 
của 3 chuyên gia xuống 3,86 phút, ngắn hơn nhiều so với 
phân loại bằng tay (12,8 phút) với độ chính xác trung bình là 
92,5%. Như vậy, việc ứng dụng trí tuệ nhân tạo trong nội soi 
sẽ góp phần hỗ trợ các bác sĩ nội soi trong việc phân tích nhận 
định hình ảnh với thời gian ngắn hơn và độ chính xác cao.

Ở nghiên cứu này, chúng tôi cũng ghi nhận có sự khác 
biệt có ý nghĩa thống kê về thời gian khoanh bằng tay giữa 
nhóm bác sĩ mới và bác sĩ có kinh nghiệm. Như vậy, chế độ 
khoanh tự động của công cụ đảm bảo được độ chính xác gần 
tương đương, mức độ hài lòng xấp xỉ 7/10 và có ưu thế về 
mặt thời gian. Đây có thể là bước khởi đầu cho thấy tính khả 
thi, khả năng chấp nhận khi ứng dụng công cụ sang bài toán 
phát hiện, đánh dấu tổn thương để phục vụ công tác đào tạo. 
Năm 2019, Bergman và cs [18] đã phát triển công cụ đào tạo 
dựa trên nền tảng website để hỗ trợ bác sĩ nội soi nâng cao 
khả năng phát hiện và khoanh vùng các tổn thương Barrettt 
thực quản có nghi ngờ ác tính. Các kết quả nghiên cứu bước 
đầu ghi nhận đào tạo bằng công cụ này giúp tăng khả năng 
phát hiện tổn thương lên >30% cũng như tăng tính đồng 
thuận giữa các bác sĩ khi nhận định. Điểm đặc biệt là chỉ số 
cải thiện đều tăng đối với các bác sĩ nội soi thuộc nhiều quốc 
gia và ở nhiều trình độ khác biệt. 
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Về mặt kỹ thuật, kết quả của chế độ tự động toàn bộ cho 
thấy việc sử dụng mạng U-net trong khoanh vùng đường 
Z (phân tách thực quản - dạ dày) là phù hợp. Kết quả của 
U-net đã được cải thiện ở hai chế độ khoanh vùng bán tự 
động. Kết quả này cho thấy có sự khác biệt về thời gian 
và độ chính xác khi áp dụng mô hình mạng nơ-ron kết hợp 
với các tương tác của con người. Mạng U-net đã xây dựng 
có ưu điểm là số lượng tham số nhỏ, chạy nhanh, trên cấu 
hình máy thông thường (không có GPU). Trong các thử 
nghiệm cho thấy mạng được huấn luyện đã học theo những 
nét khoanh vùng của bác sỹ có nhiều năm kinh nghiệm. Từ 
kết quả khoanh của mạng nơ-ron đã giúp cho những bác sĩ 
ít kinh nghiệm giảm được phần lớn thời gian khoanh mà vẫn 
giữ được độ chính xác ở mức cao và ổn định. Từ kết quả 
này, nhóm nghiên cứu hy vọng việc áp dụng mạng nơ-ron 
trong tương lai sẽ giúp đẩy nhanh quá trình đào tạo các bác 
sĩ còn ít kinh nghiệm. Tuy nhiên, hai thuật toán SLIC và 
BPT có mục đích là giúp hội tụ nhanh quá trình tương tác 
của bác sỹ chưa cho thấy hiệu quả, mặc dù kết quả có được 
cải thiện. Chúng tôi sẽ tiếp tục thử nghiệm và cải tiến hướng 
tiếp cận này trong các nghiên cứu tiếp theo.

Kết luận

Xây dựng phần mềm hỗ trợ xác định mốc giải phẫu ảnh 
nội soi là một hướng nghiên cứu rất mới và khả thi tại Việt 
Nam. Hướng nghiên cứu tiếp theo là phát hiện, khoanh 
vùng cho một số loại tổn thương xung quanh vị trí đường Z.
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Đặt vấn đề

Hội chứng Gilbert là một rối loạn chuyển hóa bilirubin di 
truyền phổ biến nhất, không gây hại, được đặc trưng bởi tăng 
bilirubin máu không liên hợp nhẹ khoảng 1-5 mg/dl, mạn tính 
trong trường hợp không có bất thường về chức năng gan hoặc 
tan huyết và được tìm thấy trong khoảng 3-12% dân số [1, 2]. 
Các biến thể di truyền của gen UDP-glucuronosyltransferase 
1A1 (UGT1A1) có thể làm giảm hoạt động phiên mã của gen 
và nồng độ enzyme UGT1A1, ảnh hưởng đến khả năng liên 
hợp (glucuronide hóa gan), cuối cùng dẫn đến hội chứng 
Gilbert [2]. Liên quan đến tình trạng bilirubin không liên hợp 
trong máu cao do di truyền còn có hội chứng Crigler-Najjar 
type II (CN-2) với tỷ lệ mắc là khoảng 0,6-1 phần triệu dân 
số [3]. Thông thường, đường giới hạn giữa Gilbert và CN-2 
là 6,0 mg/dl (102,6 μM), điều này có thể gây khó khăn trong 
chẩn đoán phân biệt Gilbert và CN-2 ngay cả sau giai đoạn 
sơ sinh, bởi vì một số lượng đáng kể bệnh nhân có nồng độ 
bilirubin huyết thanh trung gian giữa hai hội chứng. Do đó, 
các tiêu chuẩn chẩn đoán cho chứng tăng bilirubin không liên 
hợp nên được xem xét lại dựa trên các biểu hiện lâm sàng và 
phân tích kiểu gen của UGT1A1 [4].

Gen UGT1A1 nằm tại vị trí 2q37.1 của nhiễm sắc thể số 
2 với chiều dài 13052 bp gồm 5 exon mã hóa cho phân tử 

protein chứa 533 acid amin. Cho đến nay, có hơn 130 đột biến 
đã được xác định trên gen UGT1A1, trong đó có khoảng 8 
đột biến (6,1%) nằm trên vùng không mã hóa như promoter, 
enhancer và các intron [5]. Phổ biến nhất là 2 đột biến chèn 
TA trong hộp TATA [A(TA)7TAA] (UGT1A1*28) và thay đổi 
nucleotide c.211G>A (p.G71R) trong exon 1 (UGT1A1*6) 
[6]. Các đột biến gây hội chứng Gilbert làm giảm 30% hoạt 
động của enzyme UGT1A1 so với bình thường. Mức độ 
chuyển hóa bilirubin thấp của enzym cũng có thể làm tăng 
tác dụng phụ của một số loại thuốc vì nó tham gia đào thải 
các loại thuốc này khỏi cơ thể. Những loại thuốc này gồm 
có irinotecan (Camptosar) dùng phổ biến trong liệu pháp hóa 
trị ung thư và một số chất ức chế protease được sử dụng để 
điều trị HIV…[7]. Phân tích kiểu gen UGT1A1 nhằm xác định 
nguyên nhân gây vàng da do hội chứng Gilbert, nhờ đó hạn 
chế các xét nghiệm/thủ tục không cần thiết khác như sinh thiết 
gan, đồng thời là yếu tố quan trọng cho dự đoán và phòng 
ngừa tác dụng phụ bất lợi ở những người này [8]. Các kỹ 
thuật đã được sử dụng để xác định đột biến gen gây hội chứng 
Gilbert bao gồm: giải trình tự gen trực tiếp, biến tính sắc ký 
lỏng hiệu suất cao, phản ứng chuỗi polymerase (PCR) kết 
hợp điện di gel polyacrylamide, phân tích đường cong nóng 
chảy có độ phân giải cao (HRM) và Realtime PCR [2, 9-12]. 
Nghiên cứu này sử dụng kỹ thuật giải trình tự gen trực tiếp 

Phát hiện đột biến gen UGT1A1 
gây hội chứng Gilbert ở bệnh nhân Việt Nam 
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Tóm tắt:

Hội chứng Gilbert (GS) là một rối loạn chuyển hóa bilirubin di truyền phổ biến nhất, không gây hại, được tìm thấy 
trong khoảng 3-12% dân số. Các biến thể di truyền của gen mã hóa UDP-glucuronosyltransferase1A1 (UGT1A1) có 
thể làm giảm hoạt động phiên mã của gen và mức độ biểu hiện của enzyme này, từ đó ảnh hưởng đến khả năng liên 
hợp glucuronide hóa ở gan. Nghiên cứu này nhằm phát hiện biến thể gen UGT1A1 ở hai nam bệnh nhân là anh em 
ruột, nhập viện với các biểu hiện vàng da nghi do rối loạn chuyển hóa bilirubin. Mẫu máu ngoại vi của bệnh nhân 
(GS1) và anh trai (GS2) được sử dụng để tách chiết ADN tổng số, giải trình tự toàn bộ vùng enhancer, promoter và 
toàn bộ 5 exon của gen UGT1A1. Hai biến thể c.-3279T>G trong mô đun tăng cường đáp ứng phenobarbital của 
enhancer và A(TA)7TAA tại hộp TATA trong vùng promoter của gen đã được phát hiện. Đây là các biến thể gen gây 
bệnh thường gặp trên đối tượng có nồng độ bilirubin máu cao đã công bố trước đây. Kết quả thu được hỗ trợ cho 
việc chẩn đoán chính xác nguyên nhân gây bệnh, đồng thời đưa ra cảnh báo cho bệnh nhân cần thận trọng với việc 
sử dụng dược phẩm trong tương lai.

Từ khóa: gen UGT1A1, hội chứng Gilbert, vàng da.

Chỉ số phân loại: 3.5
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để xác định đột biến tại gen UGT1A1 trên hai nam thanh niên 
Việt Nam có đặc điểm lâm sàng của hội chứng Gilbert. 

Đối tượng và phương pháp 

Đối tượng nghiên cứu

Hai nam thanh niên là anh em ruột quê ở Thái Bình, khám 
tại Khoa Nội tổng hợp, Bệnh viện Đại học Y Hà Nội, chẩn 
đoán trên lâm sàng và cận lâm sàng hướng tới mắc hội chứng 
Gilbert. Bệnh nhân được tư vấn xét nghiệm di truyền liên quan 
đến rối loạn chuyển hóa bilirubin bẩm sinh. Sau khi được giải 
thích và tư vấn, bệnh nhân đã đồng ý cung cấp mẫu máu để 
xét nghiệm gen và tình nguyện tham gia nghiên cứu này.

Phân tích gen được tiến hành tại Viện Nghiên cứu hệ gen, 
thuộc Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam trong 
năm 2018. Kết quả xét nghiệm gen và đánh giá tương quan 
với kiểu hình được thực hiện bởi các thành viên tham gia 
nghiên cứu này.

Tách chiết ADN tổng số

Mẫu máu ngoại vi của các bệnh nhân sau khi lấy vô trùng 
được đưa vào ống chứa mẫu tiêu chuẩn có EDTA và bảo quản 
ở -20℃ cho đến khi sử dụng. Bộ sinh phẩm EZNA blood 
DNA mini (Promega, Hoa Kỳ) được sử dụng để tách chiết 
ADN tổng số từ máu ngoại vi theo hướng dẫn của nhà sản 
xuất. ADN sau khi tách chiết đã được điện di kiểm tra trên 
gel agarose và đo nồng độ để kiểm tra chất lượng trước khi 
giữ ở -20℃.

Phản ứng khuếch đại gen (PCR)

Các cặp mồi sử dụng được thiết kế dựa trên trình tự chuẩn 
của gen UGT1A1 mang accession number NG_033238.1 
trong ngân hàng GenBank. Mồi được tổng hợp tại Công ty 
Sinh hóa Phù Sa (Cần Thơ, Việt Nam). Trình tự mồi và kích 
thước sản phẩm PCR theo tính toán tương ứng được trình bày 
ở bảng 1.
Bảng 1. Thông tin về các cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu.

Tên mồi Trình tự Kích thước 
sản phẩm (bp)

gtPBREM_F CTGGGGATAAACATGGGATG
606

gtPBREM_R CACCACCACTTCTGGAACCT

E1F TCCCTGCTACCTTTGTGGAC
1096

E1R GCTTGCTCAGCATATATCTGGG

E2F ACACGCATGCCTTTAATCA
363

E2R GCAGGGAAAAGCCAAATCTA

E3F CAAACAAGATGCCGGAAGT
450

E3R TTACTCACATGCCCTTGCAG

E4F TGGGGTATCTCAACCCACAT
469

E4R GAAACAACGCTATTAAATGCTACG

E5F TTCTTAAGCAGCCATGAGCA
643

E5R CTGTCTGCACGTCCTCTGAA

Identifying UGT1A1 gene mutations 
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with Gilbert syndrome
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Abstract:

Gilbert’s syndrome (GS) is the most common inherited 
disorder of bilirubin metabolism, non-lethal, affecting 
3-12% of the population. The genetic variants of the 
UDP- glucuronosyltransferase 1A1 (UGT1A1) gene 
might reduce the gene transcription activity and its 
enzyme expression, which affects the ability to conjugate 
glucuronidation in the liver. This study aimed to identify 
genetic variants of UGT1A1 in two Vietnamese sibling 
brothers with jaundice manifestations suspected GS. The 
peripheral blood samples of patients were used to extract 
genome DNA and sequence the enhancer, promoter, and 
coding all five exons of UGT1A1. Two pathogenic variants 
c.-3279T>G located in the phenobarbital responsive 
enhancer module (gtPBREM) and A(TA)7TAA of the 
TATA box in the promoter region were identified. 
They are twice common pathogenic variants that were 
reported in almost hyperbilirubinemia individuals from 
different populations. The obtained results improved the 
accuracy of medical diagnosis and warned the patients 
to be cautious in case they have to use medical drugs in 
the future.

Keywords: Gilbert syndrome, jaundice, UGT1A1 gene.
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Mỗi phản ứng khuyếch đại gen (20 ul) bao gồm các thành 
phần: 10 μl taq 2X master Mix của New England Biology 
(Anh); 0,5 μl mỗi loại mồi (10 pM/μl); 1 ul ADN (20 ng/μl) 
và 8 μl nước. Kỹ thuật PCR được tiến hành trên máy luân 
nhiệt với chu trình nhiệt như sau: 95℃ 2 phút; 38 chu kỳ 
(95℃ 30 giây, 58℃ hoặc 60℃ 30 giây, 68℃ 30-60 giây), 
68℃ 5 phút; giữ ở 4℃. Sản phẩm PCR được phát hiện 
bằng điện di trên thạch agarose 1,2% có nhuộm ethidium 
bromide và quan sát dưới ánh sáng UV. Sản phẩm PCR 
sau đó được tinh sạch bằng kit JETTM PCR purification 
(Thermo Scientific) theo hướng dẫn của nhà sản xuất.

Thực hiện giải trình tự chuỗi ADN

Sản phẩm PCR sau khi tinh sạch sẽ được thực hiện 
phản ứng cycle sequencing với Bigdye Terminator V3.1 từ 
Applied Biosystems (Hoa Kỳ), theo chiều xuôi và ngược 
cho mỗi đoạn cần đọc. Sản phẩm sau đó được kết tủa bằng 
ethanol, biến tính trong Hi-Di formamide ở 95℃ trong 2 
phút trước khi làm lạnh đột ngột. Trình tự ADN được đọc 
bằng máy ABI PRISM 3100 Genetics Analyzer (Applied 
Biosystems, Hoa Kỳ). Kết quả được phân tích bằng phần 
mềm sinh học Bioedit.

Kết quả và bàn luận

Đặc điểm lâm sàng của hai bệnh nhân

Bệnh nhân thứ nhất là người em trai (GS1), sinh năm 
1996, nhập viện với dấu hiệu mệt mỏi, biểu hiện vàng da 
và mắt nặng hơn thấy rõ. Nồng độ bibrullin toàn phần trong 
máu đo được là 91,8 μmol/l, biliburin gián tiếp là 54,7 
μmol/l. Trước đó, tại cơ sở y tế tuyến tỉnh, bệnh nhân đã 
được khám và xét nghiệm loại trừ các viêm gan virus bao 
gồm HBV, HCV, HAV, HEV và một số loại virus gây tổn 
thương gan hiếm gặp như HSV, EBV cũng như viêm gan 
tự miễn, viêm gan ứ mật tiên phát…, thậm chí đã được tiến 
hành sinh thiết gan. Tiếp cận với trường hợp tăng bilirubin, 
bệnh nhân được tiến hành làm xét nghiệm men gan (GOT/
GPT) và photphatase kiềm (ALP). Với trường hợp men gan 
và ALP bình thường, các nguyên nhân tổn thương gan và 
đường mật được loại trừ. Mặt khác, bệnh nhân tăng chủ 
yếu bilirubin gián tiếp, gợi ý các nguyên nhân bao gồm: tan 
máu, các rối loạn chuyển hóa bilirubin bẩm sinh, và trường 
hợp ít gặp hơn là bệnh Wilson. Xét nghiệm sâu hơn cho thấy 
bệnh nhân không có thiếu máu, thậm chí xét nghiệm Coomb 
trực tiếp và gián tiếp tìm bằng chứng tan máu đều âm tính, 
xét nghiệm thăm dò bệnh lý Wilson hoàn toàn bình thường. 
Bước tiếp cận tiếp theo chúng tôi đặt ra là thăm dò các đột 
biến gen hiếm gặp, gây ra các rối loạn chuyển hóa bilirubin 
bẩm sinh.

Bệnh nhân thứ 2 (GS2) là anh trai của bệnh nhân GS1, 

đến khám với biểu hiện vàng da nhẹ hơn GS1. Chỉ số 
bilirubin toàn phần và gián tiếp của bệnh nhân là 97,6 và 
48,5 μmol/l. Chỉ số này cũng cao tương đương chỉ số của 
bệnh nhân GS1. Ngoài ra, các chỉ số sinh hóa và huyết học 
khác của bệnh nhân đều bình thường. Bệnh nhân âm tính 
với virus viêm gan B và C. Các xét nghiệm cho 2 bệnh nhân 
được trình bày ở bảng 2.
Bảng 2. Kết quả xét nghiệm cận lâm sàng của bệnh nhân.

Xét nghiệm GS1 GS2 Giá trị tham chiếu

GOT (U/l) 17 17 <40

GPT (U/l) 20 19 <41

ALP (U/l) 79 - 25-100

GGT (U/l) 42 32 8-61

Bilirubin toàn phần (μmol/l) 91,8 97,6 <24

Bilirubin gián tiếp (μmol/l) 54,7 48,5 <12,7

Hồng cầu (T/l) 5,07 5,38 4-5,9

Hemoglobin (g/l) 157 159 125-175

Ceruloplasmin (μmol/l) 15 - 5-40

Đồng niệu (ug/l) 9,79 - 10-60

Số in đậm trong bảng chỉ các chỉ số tăng bất thường.

Thiết kế các cặp mồi và khuếch đại gen UGT1A1

Một cặp mồi được thiết kế để khuếch đại đặc hiệu vùng 
ADN chứa yếu tố tăng cường của gen UGT1A1 nằm cách 
vị trí của gen hơn 3000 bp. Năm cặp mồi khác cho phép 
khuếch đại đặc hiệu 5 exon của gen, trong đó đoạn chứa 
exon 1 bao gồm cả vùng điều khiển chính của gen.

ADN tổng số được tách từ máu ngoại vi của hai bệnh 
nhân GS1 và GS2 có nồng độ tương ứng là 35 µg/μl và 
37,5 ng/µl được sử dụng làm khuôn để nhân gen. Điều kiện 
PCR đã được xác lập để khuếch đại đặc hiệu vùng enhancer, 
promoter và toàn bộ 5 exon của gen UGT1A1 với các cặp 
mồi đặc hiệu. Các phản ứng PCR cho băng đặc hiệu tương 
ứng với các sản phẩm có kích thước từ 363 đến 1096 bp 
(hình 1). Các sản phẩm PCR này sẽ được tinh sạch cho các 
phản ứng giải trình tự tiếp theo. 

Hình 1. Hình ảnh khuếch đại các đoạn gen UGT1A1 bằng PCR.
M: thang marker chuẩn (1 kb plus); Gt: vùng enhancer chứa mô đun tăng 
cường đáp ứng phenobarbital; E1: vùng promoter và exon 1; E2-E5: các exon 
từ 2 đến 5. 
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Xác định đột biến gen UGT1A1 bằng giải trình tự trực 
tiếp

Toàn bộ vùng enhancer, promoter và 5 exon của gen 
UGT1A1 đã được giải trình tự thành công. Trình tự gen 
thu được của 2 bệnh nhân nghi ngờ mắc GS được so sánh 
với trình tự chuẩn của gen UGT1A1 lưu trong ngân hàng 
gen với mã số NG_033238.1 và trình tự gen người chuẩn 
(GRCh37/hg19).

Kết quả phân tích cho thấy, cả 2 bệnh nhân GS1 và 
GS2 đều mang 1 biến thể gen ở dạng đồng hợp tử, tại vị trí 
c.-3279A>G, nằm trong yếu tố tăng cường enhancer tham 
gia điều khiển mức độ biểu hiện gen. Biến thể này được 
định danh là UGT1A1*60. Ngoài ra, mẫu GS1 còn mang cả 
biến thể gen A(TA)7TAA dạng đồng hợp tử tại hộp TATA 
trong vùng promoter của gen. Biến thể này được định danh 
là UGT1A1*28. Ở người mang gen kiểu dại, trình tự hộp 
TATA thường có 6 cặp nucleotide TA lặp lại liên tiếp, ký 
hiệu A(TA)6TAA. Vị trí các biến thể này trên sơ đồ gen và 
hình ảnh sắc ký đồ giải trình tự gen được thể hiện trên hình 2. 

Hình 2. Kết quả giải trình tự trên các mẫu nghiên cứu. (A) Vị trí các 
biến thể gen phát hiện ở 2 bệnh nhân; PBREM: yếu tố phản ứng thuốc 
phenobarbital nằm trong vùng enhance; TATA box: vùng điều khiển lõi 
của gen (promoter); các hộp ký hiệu 1-5: các exon; mũi tên chỉ vị trí của 
hai biến thể gen phát hiện được. (B, C) Ảnh sắc ký đồ giải trình tự gen vị 
trí c.-3279 và vùng promoter của gen UGT1A1; đối chứng: mẫu của người 
khỏe mạnh mang gen kiểu dại.

Xác định kiểu gen UGT1A1 là bước chẩn đoán di truyền 
hiệu quả, cho phép xác định chính xác nguyên nhân gây 
bệnh của các đối tượng nghi mắc hội chứng Gilbert, nhờ 
đó hạn chế các xét nghiệm không cần thiết khác như sinh 

thiết gan, đồng thời là yếu tố quan trọng cho dự đoán và 
phòng ngừa tác dụng phụ bất lợi ở những người này [13]. 
Cho đến nay, chưa có công bố nào về việc đánh giá kiểu gen 
UGT1A1 cho những bệnh nhân được chẩn đoán trên lâm 
sàng hướng tới GS ở Việt Nam. Hai biến thể gen phát hiện 
được trong nghiên cứu này đã được phát hiện phổ biến ở các 
đối tượng có nồng độ bilirubin máu cao trên thế giới [14, 
15]. Đối với các nghiên cứu trên người châu Âu và châu Phi 
[16], hầu như tất cả các bệnh nhân GS đều mang kiểu gen 
đồng hợp tử của UGT1A1*28. Trong khi đó khu vực Đông 
Á, bao gồm Nhật Bản, Trung Quốc và Hàn Quốc thì kiểu 
gen UGT1A1*60 và UGT1A1*6 (p.G71R) đồng hợp tử và 
một số đột biến sai nghĩa khác ít gặp hơn như UGT1A1*7, 
UGT1A1*27 là nguyên nhân chủ yếu gây ra GS [17]. 

Đối với bệnh nhân GS1 mang kiểu gen UGT1A1*28 
cũng cần thận trọng hết sức khi sử dụng một số loại thuốc 
điều trị bệnh trong tương lai. Một ví dụ điển hình là thuốc 
điều trị ung thư phổ biến irinotecan. Enzyme UGT1A1 tham 
gia chuyển hóa irinotecan thành chất ký hiệu SN-38G tại 
gan, và cá nhân mang kiểu gen UGT1A1*28 có nguy cơ 
cao gặp phản ứng phụ khi sử dụng thuốc trên. Một nghiên 
cứu đã chỉ ra: khoảng 10% dân số Bắc Mỹ mang kiểu gen 
UGT1A1*28 đồng hợp tử và có nguy cơ cao mắc bệnh tiêu 
chảy và giảm bạch cầu sau khi tiêm irinotecan [18]. Tỷ lệ 
giảm bạch cầu nặng ở bệnh nhân có kiểu gen UGT1A1*28 
đồng hợp tử cao tới 36% và có liên quan chặt chẽ với tỷ lệ 
nhập viện cao hơn [19]. Mặt khác, bệnh nhân có kiểu gen 
đồng hợp tử UGT1A1*28 có khả năng bị giảm bạch cầu 
trung tính nghiêm trọng gấp 3,5 lần so với các người có 
kiểu gen kiểu dại [20]. Do đó, bệnh nhân GS1 cần thông 
báo tình trạng di truyền của mình với bác sỹ trong trường 
hợp phải sử dụng thuốc này. Nghiên cứu này chưa kiểm tra 
chính xác kiểu gen UTG1A1 của bố mẹ 2 bệnh nhân do việc 
thu mẫu không thể thực hiện được bởi yếu tố khách quan. 
Tuy vậy, nguồn gốc kiểu gen UGT1A1*28 và *60 xuất hiện 
ở 2 bệnh nhân có khả năng cao là do được truyền lại từ cha 
mẹ của họ.

Kết luận

Đây là báo cáo đầu tiên về chẩn đoán di truyền cho 
bệnh nhân nghi mắc hội chứng Gilbert tại Việt Nam. Cả 
hai bệnh nhận đều mang các biến thể gen gây hội chứng 
rối loạn chuyển hóa bilirubin thể di truyền. Đó là các biến 
thể c.-3279T>G trong enhancer và A(TA)7TAA trong vùng 
promoter của gen UGT1A1. Kết quả chẩn đoán gen này giúp 
bác sỹ khẳng định chính xác nguyên nhân gây hội chứng 
Gilbert vốn rất khó để phân biệt trên lâm sàng, đồng thời 
hạn chế các xét nghiệm/thăm dò không cần thiết khác. 
Ngoài ra, đối với bệnh nhân GS1, chúng tôi cũng đã đưa ra 
khuyến cáo với bệnh nhân cần thông báo với bác sỹ điều trị 
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về tình trạng di truyền của mình khi cần sử dụng các thuốc 
chuyển hóa qua gan trong tương lai.
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Mở đầu

Tế bào hình sao (hepatic stellate cell - HSC) còn được 
gọi là tế bào dự trữ mỡ (fat - storing cell) hay tế bào Ito. Đây 
là một loại tế bào trong gan, chiếm 5-8% tổng số tế bào. Khi 
gan khỏe mạnh, các tế bào này tồn tại ở dạng không hoạt 
hóa, chúng dự trữ vitamin A trong các giọt mỡ ở tế bào chất 
[1, 2]. Khi gan bị tổn thương, các tế bào này chuyển dạng 
trở thành các tế bào giống nguyên bào sợi cơ [3]. Quá trình 
này được gọi là sự hoạt hóa, được thể hiện thông qua sự 
giảm khả năng tích trữ các giọt mỡ nội bào, sự biểu hiện 
của phân tử protein α-SMA (alpha - smooth muscle), tăng 
cường tiết collagen. Các nghiên cứu gần đây đã chứng minh 
sự hoạt hóa của các tế bào hình sao là yếu tố chính trong quá 
trình xơ hóa ở gan [4-7]. Chính vì vậy, nghiên cứu về cơ chế 
của sự hoạt hóa là rất cần thiết cho việc phát triển các liệu 
pháp điều trị xơ hóa gan. Thêm vào đó, đã có rất nhiều con 
đường và tác nhân được chứng minh tham gia vào sự hoạt 
hóa của tế bào hình sao như: stress ty thể, stress oxy hóa, 
sự biến dưỡng của vitamin A, các tương tác tín hiệu thông 

qua thụ thể [5]. Bên cạnh một số con đường tín hiệu hoạt 
hóa tế bào hình sao đã được nghiên cứu từ lâu, gần đây sự 
tự thực được phát hiện là một yếu tố liên quan đến quá trình 
hoạt hóa. 

Sự tự thực là một quá trình nội bào có vai trò phân giải 
và tái sử dụng các vật chất bên trong tế bào như: các cơ 
quan bị hư hỏng, phân tử protein gấp cuộn sai... Đây là một 
quá trình thiết yếu cho sự sống của tế bào, diễn ra trong 
gan, đặc trưng bởi quá trình hình thành các thể tự thực 
(autophagosome) bao bọc lấy vật chất, sau đó kết hợp với 
tiêu thể (lysosome) để phân giải [8]. Quá trình này được 
thực hiện thông qua một bộ máy chặt chẽ với sự tham gia 
của các gen liên quan đến sự tự thực (autophagy) như: lc3, 
beclin 1, atg12. Một số nghiên cứu [9, 10] cho thấy mối liên 
hệ của sự tự thực trong cơ chế bệnh lý của bệnh xơ hóa gan. 
Các nghiên cứu in vivo trên mô hình chuột xơ gan do CCl4 
và thắt mật cho thấy, sự tự thực được kích hoạt trong quá 
trình xơ hóa. Ngược lại, các nghiên cứu khác [11, 12] chỉ ra 
rằng, có sự cải thiện tình trạng tổn thương của gan khi kích 

Đánh giá sự biểu hiện của các gen tự thực (autophagy) 
trong quá trình hoạt hóa in vitro của các tế bào hình sao từ gan chuột
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Tóm tắt:

Nghiên cứu này nhằm đánh giá sự thay đổi biểu hiện các gen liên quan đến sự tự thực trong quá trình hoạt hóa 
của các tế bào hình sao in vitro. Tế bào hình sao phân lập từ gan chuột được nuôi cấy in vitro trong 7 ngày. Mức độ 
hoạt hóa của tế bào hình sao được đánh giá thông qua hình thái, mức độ dự trữ các giọt mỡ nội bào bằng nhuộm 
dung dịch oil red o (ORO); biểu hiện của các gen hoạt hóa α-sma, collagen I và lrat bằng qRT PCR và nhuộm ICC 
(immunocytochemistry) (α-SMA). Sự biểu hiện của các gen tự thực lc3b, beclin 1, atg12 được đánh giá bằng qRT 
PCR và nhuộm ICC (LC3). Kết quả cho thấy, tế bào hình sao hoạt hóa khi nuôi cấy in vitro sau 3 và 7 ngày thể hiện 
thông qua sự thay đổi hình dạng giống nguyên bào sợi cơ, mất dần khả năng tích trữ các giọt mỡ, tăng sự biểu hiện 
của các gen hoạt hóa α-sma và collagen I, giảm sự biểu hiện của gen lrat. Thêm vào đó, sự biểu hiện của các gen tự 
thực lc3b, beclin 1 và atg12 tăng lên ở các tế bào hình sao hoạt hóa khi nuôi cấy in vitro sau 3 và 7 ngày. Đây là kết 
quả ban đầu trong nghiên cứu tìm ra vai trò của sự tự thực trong quá trình hoạt hóa của tế bào hình sao, hướng tới 
các liệu pháp điều trị xơ gan nhắm vào sự tự thực.
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hoạt quá trình tự thực. Sự khác biệt giữa các kết quả nghiên 
cứu trước đây cho thấy vai trò của sự tự thực không giống 
nhau trên các loại tế bào khác nhau và mối quan hệ này rất 
phức tạp. Do đó, các nghiên cứu tiếp theo cần phải đánh 
giá trên từng loại tế bào gan riêng biệt, đặc biệt là vai trò 
của sự tự thực trong quá trình hoạt hóa của các tế bào hình 
sao - nhân tố chính của sự xơ hóa gan. Một số nghiên cứu 
trước đây cũng đã chỉ ra mối liên hệ giữa sự tự thực và sự 
hoạt hóa của tế bào hình sao: miR-96-5p ức chế sự hoạt hóa 
của tế bào hình sao bằng cách khóa sự tự thực trên dòng tế 
bào hình sao bất tử LX-2 [13]; giảm biểu hiện beclin 1 bằng 
microRNA (miRNA) ức chế sự tự thực đồng thời sự hoạt 
hóa trên dòng tế bào hình sao LX-2 và T6 [14]; sự giảm quá 
trình xơ hóa trên dòng tế bào LX-2 bất hoạt gen lc3 khi xử 
lý với hóa chất gây xơ gan [15]. Tuy nhiên, việc thực hiện 
nghiên cứu trên dòng tế bào hình sao bất tử còn tồn tại nhiều 
bất cập do các tế bào này đã được chỉnh sửa và như vậy 
không còn phản ánh đúng những đặc tính ban đầu của loại 
tế bào này trong gan. Chính vì vậy, các nghiên cứu về vai trò 

của sự tự thực đối với sự hoạt hóa trên các tế bào hình sao 
được phân lập sơ cấp là rất cần thiết để bổ sung cho các kết 
quả nghiên cứu trước đây và là cơ sở để nghiên cứu các liệu 
pháp điều trị xơ gan nhắm vào sự tự thực. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành đánh giá hoạt 
động tự thực thông qua sự thay đổi biểu hiện của các gen 
liên quan đến sự tự thực: lc3b, beclin 1, atg12 trong quá 
trình hoạt hóa của các tế bào hình sao được phân lập từ gan 
chuột.

Phương pháp nghiên cứu

Đối tượng thí nghiệm

Chuột Balb/c 4-5 tháng tuổi, được nuôi trong lồng sạch 
ở điều kiện nhiệt độ 25°C, 12 giờ sáng/tối, cho ăn bằng cám 
viên và uống nước sạch tự do.

Phân lập tế bào hình sao từ gan chuột

Quy trình phân lập tế bào hình sao được tham khảo từ 
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Abstract:

This study aims to evaluate the expression level of autophagy genes during the activation of mouse hepatic stellate 
cells (HSCs) in vitro. The HSCs isolated from the mouse liver were cultured in vitro for 7 days. The activation of 
HSCs was evaluated by their morphology, the storage of lipid droplets by oil red O (ORO) staining, the expression of 
activation-related genes α-sma, collagen I, and quiescence-related gene lrat by qRT PCR and ICC staining (α-SMA). 
The expression of autophagy genes lc3b, beclin 1, atg12 were assessed by qRT PCR and ICC staining (LC3). The 
results showed that the isolated HSCs were activated after 3 days and 7 days of the culture in vitro. The activation 
was indicated by the morphological change of HSCs to myofibroblast-like cells, loss of lipid droplets, and increased 
expression of fibrotic genes α-sma and collagen I, decreased expression of lrat. Additionally, the expression of 
autophagy genes lc3b, beclin 1, and atg12 were significantly increased in the activated HSCs after the culture in vitro 
for 3 and 7 days. This study contributes the preliminary results to further studies on the role of autophagy during 
the activation of HSCs, which may be exploited for the development of the antifibrotic therapy targeting autophagy.
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quy trình của Mederacke và cs (2015) [1]. Về cơ bản, quy 
trình phân lập tế bào hình sao trải qua 3 giai đoạn chính: (A) 
truyền các dung dịch enzyme vào mô gan chuột (Perfusion 
in vivo), (B) phân cắt mô gan thành tế bào đơn bằng enzyme 
(in vitro digestion), (C) phân tách tế bào hình sao bằng 
dung dịch ly tâm đẳng tỷ trọng Nycodenz 9,6%. Cụ thể, gan 
được phân cắt bằng cách truyền dung dịch enzyme pronase 
E (Merck, Đức), collagenase D (Roche Diagnostics, Đức). 
Tiếp theo, gan được xé nhỏ và tiếp tục được phân cắt bằng 
cách ủ với hỗn hợp enzyme gồm pronase E, collagenase D 
và DNAse I (Roche, Đức). Gan sau khi phân cắt được lọc 
thông qua màng lọc tế bào đơn 70 µm và ly tâm ở tốc độ 
thấp (50 g trong 2 phút) để loại bỏ các tế bào nhu mô gan 
(hepatocytes). Sau đó, hỗn hợp tế bào đơn được trộn với 
dung dịch Nycodenz (Axis-shield, Scotland) để đạt nồng 
độ 9,6% và ly tâm ở 1400 g trong 20 phút. HSCs được thu 
nhận từ phân lớp màu trắng đục và được rửa với dung dịch 
GBSS/B. HSCs mới thu nhận được đánh giá ở mốc thời 
gian ngày 0.

Nuôi cấy tế bào hình sao

Tế bào hình sao được nuôi cấy trong môi trường DMEM 
(Sigma, Mỹ), 10% FBS (Sigma, Mỹ), kháng sinh penicillin/
streptomycin 1x (Gibco, Mỹ) ở mật độ 4x105 tế bào/cm2 
trong đĩa nuôi (SPL Life Sciences, Hàn Quốc) trong vòng 7 
ngày. Môi trường được thay 2 ngày/lần.

Đánh giá mức độ dự trữ giọt mỡ bằng phương pháp 
nhuộm ORO

Mức độ dự trữ giọt mỡ của tế bào hình sao được đánh giá 
bằng cách nhuộm với ORO (Sigma, Mỹ). Tế bào được cố 
định bằng paraformaldehyde 4% (Merck, Đức) trong ít nhất 
15 phút, rửa 2 lần bằng PBS. Dung dịch ORO 0,5% được 
pha trong isopropanol (Merck, Đức). Trước khi sử dụng, 
dung dịch ORO được pha loãng với nước cất theo tỷ lệ 3:2 
và để ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. Tế bào được nhuộm 
với dung dịch ORO pha loãng trong 20 phút ở nhiệt độ 
phòng, sau đó rửa 3 lần với PBS. Nhân tế bào được nhuộm 
kép với hematoxylin (Sigma, Mỹ) trong 1 phút trước khi 
quan sát dưới kính hiển vi. Diện tích bắt màu với thuốc 
nhuộm ORO được định lượng bằng cách sử dụng phần mềm 
Image J  (NIH, Mỹ).

Đánh giá mức độ biểu hiện gen ở mức phiên mã (qRT 
PCR)

Tế bào hình sao thu nhận từ gan được đông lạnh nhanh 
trong nitơ lỏng. Sau đó, tiến hành tách chiết RNA bằng bộ 
kit tách chiết RNA tổng số Easy Blue(iNtRON, Hàn Quốc). 
Nồng độ và độ tinh sạch của mẫu tách chiết được xác định 
bằng cách đo độ hấp thụ ở bước sóng 260 và 280 nm bằng 
máy quang phổ Nanodrop (Thermo Fisher, Mỹ). 

cDNA được tổng hợp từ 1000 ng RNA tổng số bằng 
bộ kit tổng hợp cDNASensiFAST™ (Bioline, Anh). 1 µl 
cDNA được dùng cho phản ứng PCR định lượng bằng bộ kit 

SensiFAST™ Real-Time PCR Kits (Bioline, Anh), sử dụng 
hệ thống luân nhiệt LightCycler 480 (Roche, Thụy Điển). 
Trình tự các cặp mồi sử dụng được liệt kê trong bảng 1.
Bảng 1. Trình tự các mồi dùng để khuếch đại các gen mục tiêu tương 
ứng trong phản ứng qRT PCR.

Gen Mồi xuôi (5’ - 3’) Mồi ngược (5’ - 3’) Sản phẩm 
(bp)

Tham 
khảo

lc3b TTCTTCCTCCTGGTGAATGG GTGGGTGCCTACGTTCTCAT 251 [16]

beclin 1 ATGGAGGGGTCTAAGGCGTC TGGGCTGTGGTAAGTAATGGA 149 [12]

atg12 TTAAACTGGTGGCCTCGGAA CTTCCCACAGCACCGAAATG 218 [17]

α-sma GCATCCACGAAACCACCTA CACGAGTAACAAATCAAAGC 418 [18]

collagen I CAATGGCACGGCTGTGTGCG AGCACTCGCCCTCCCGTCTT 83 [19]

lrat CTGACCAATGACAAGGAACGCACTC CTAATCCCAAGACAGCCGAAGCAAGAC 370 [20]

gapdh AAGTTGTCATGGATGACC TCACCATCTTCCAGGAGC 283 [21]

Nhuộm hóa miễn dịch tế bào (ICC)

Tế bào sau thu nhận được nhuộm với kháng thể anti-
desmin (PA516705, Thermo Fisher Scientific, Mỹ) trong 1 
giờ ở nhiệt độ phòng. Tế bào sau nhuộm desmin được rửa 
2 lần với PBS để loại kháng thể thừa bằng phương pháp ly 
tâm: 2000 g trong 5 phút ở 4oC. Tiến hành nhuộm kháng thể 
thứ cấp Alexafluor 488 (ab150077, Abcam, Hoa Kỳ) trong 
30 phút ở nhiệt độ phòng. Tế bào sau nhuộm được rửa 2 lần 
với PBS để loại kháng thể thừa bằng phương pháp ly tâm: 
2000 g trong 5 phút ở 4oC. Mẫu tế bào không nhuộm kháng 
thể được sử dụng làm đối chứng. Tế bào nuôi cấy được cố 
định với paraformaldehyde 4% trong vòng 15 phút, rửa 2 
lần với PBS. Tiếp theo, tế bào được xử lý với dung dịch 
đục lỗ màng trong 15 phút. Sau đó, tế bào được ủ với dung 
dịch khóa liên kết không đặc hiệu trong 30 phút ở nhiệt độ 
phòng. Ủ kháng thể thứ cấp Desmin (ab8592, 1:200) hoặc 
α-SMA (ab15734, 1: 300) trong 1 giờ, sau đó rửa 2 lần với 
PBS. Kháng thể thứ cấp gắn huỳnh quang Alexa fluor 488 
được thêm vào (ab150077, 1:500) và để ở nhiệt độ phòng 
1 giờ, sau đó rửa 2 lần với PBS. Nhân tế bào được nhuộm 
với DAPI. Hình ảnh huỳnh quang được chụp bằng hệ thống 
Cytell TM Cell Imaging (GE Healthcare, Anh).

Xử lý thống kê

Tất cả số liệu được trình bày dưới dạng giá trị trung bình 
±SEM (SEM: sai số chuẩn của giá trị trung bình). Phân tích 
thống kê được thực hiện bằng phần mềm Graphpad Prism 
6.05. Sự khác biệt thống kê được kiểm tra bằng Student’s 
t-test với giá trị p<0,05 được xem là khác biệt có ý nghĩa.

Kết quả và thảo luận

Sự hoạt hóa của tế bào hình sao trong nuôi cấy

Trên phương diện điều trị bệnh xơ hóa gan, các tế bào 
hình sao nuôi cấy sơ cấp trở thành một công cụ cần thiết 
cho nghiên cứu sàng lọc thuốc. Đặc biệt, các nghiên cứu về 
sự hoạt hóa của tế bào hình sao được xem là cách tiếp cận 
trực diện và cơ bản nhất hướng tới điều trị và phòng ngừa 
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xơ gan. Gần đây, nhiều nghiên cứu đã bước đầu chỉ ra được 
mối liên hệ giữa sự tự thực trong cơ chế kích hoạt các tế bào 
hình sao hoạt hóa [9, 22, 23]. Điều này mở ra một hướng 
tiếp cận mới về liệu pháp điều trị xơ gan nhắm vào sự tự 
thực. Tuy nhiên, để thực hiện được, cần làm rõ vai trò của sự 
tự thực trong cơ chế hoạt hóa của các tế bào hình sao. Trong 
đó, nghiên cứu thực hiện trên các tế bào hình sao phân lập 
sơ cấp từ gan chuột là cần thiết, vì các tế bào này chưa bị 
chỉnh sửa như các dòng tế bào hình sao bất tử, nhờ đó việc 
đánh giá sẽ chính xác hơn. 

Tế bào hình sao sau phân lập có hình thái tròn không đều 
do chứa nhiều giọt mỡ bên trong tế bào chất, kích thước từ 
12 đến 20 µm (hình 1A, 1B). Khi quan sát dưới điều kiện 
phản xạ ánh sáng khác, bề mặt của các tế bào có nhiều vết 
lõm (hình 1C). Sau một ngày nuôi cấy, tế bào bám vào bề 
mặt đĩa nuôi, bắt đầu trải rộng và xuất hiện các tua (hình 
1D). Các tế bào hình sao này chứa nhiều giọt mỡ với nhiều 
kích thước khác nhau, tập trung xung quanh nhân tế bào, 
bắt màu với thuốc nhuộm ORO (hình 1E). Các đặc điểm 
này tương đồng với các nghiên cứu trước đây [1, 24]. Kết 
quả nhuộm hóa miễn dịch tế bào (ICC) cho thấy các tế bào 
này dương tính với kháng thể Desmin (hình 1F). Đây là một 
dấu chuẩn thường được sử dụng để định danh các tế bào 
hình sao [25-27]. Điều này giúp chứng minh quần thể tế bào 
phân lập được từ gan chuột trong nghiên cứu này chính là 
các tế bào hình sao.

Hình 1. Định danh tế bào hình sao phân lập từ gan chuột. Tế bào hình 
sao mới phân lập từ gan chuột được đánh giá hình thái dưới kính hiển vi 
(A, B, C). Sau một ngày nuôi cấy, các tế bào hình sao được đánh giá hình 
thái (D), sự tích lũy các giọt mỡ thông qua nhuộm với ORO (E), và sự 
biểu hiện của marker Desmin (F). Thước kẻ: 50 µm nếu không có chú 
thích trên hình.

Trong thời gian nuôi cấy, hình ảnh chụp bằng kính hiển 
vi cho thấy có sự thay đổi về hình dạng của các tế bào hình 
sao. Sau 7 ngày nuôi cấy, các tế bào này mất dần các tua, 
nhánh; trải rộng phần thân tế bào và có hình dạng giống 

nguyên bào sợi cơ (hình 2A, 2B, 2C). Hình ảnh nhuộm 
ORO cho thấy, các giọt mỡ mất dần ở ngày 3 và gần như 
không còn ở ngày 7 (hình 2D, 2E, 2F). Kết quả định lượng 
ORO cho thấy, có sự giảm đáng kể diện tích giọt mỡ tích trữ 
trong tế bào hình sao sau 3 và 7 ngày nuôi cấy (hình 2K). 

Kết quả đánh giá sự biểu hiện các gen cho thấy, có sự 
tăng mạnh biểu hiện của các gen liên quan đến sự hoạt hóa 
α-sma (dấu chuẩn cho các nguyên bào sợi cơ), collagen I 
trên tế bào hình sao khi nuôi cấy trong 3 và 7 ngày (hình 
2L). Ngược lại, sự biểu hiện của lrat (gen biểu hiện mạnh 
trên tế bào HSC không hoạt hóa) giảm đáng kể trên tế bào 
hình sao sau 3 và 7 ngày nuôi cấy (hình 2L). Kết quả nhuộm 
ICC một lần nữa cho thấy α-SMA biểu hiện mạnh trên tế 
bào hình sao nuôi cấy trong 3 và 7 ngày so với ngày 1 (hình 
2G, 2H, 2I).

Quá trình nuôi cấy đã làm kích hoạt sự chuyển dạng của 
các tế bào hình sao từ dạng không hoạt hóa (hay ‘im lặng’) 
sang trạng thái hoạt hóa. Sự hoạt hóa của các tế bào hình sao 
được thể hiện thông qua sự thay đổi hình dạng từ dạng hình 
sao sang giống nguyên bào sợi cơ và mất dần các giọt mỡ 
theo thời gian (hình 2A-2F).  Tương tự như quan sát từ các 
nghiên cứu trước [28-30], sự hoạt hóa của HSC được khẳng 
định thông qua sự tăng biểu hiện của các gen xơ hóa α-sma, 
collagen I và sự giảm biểu hiện của gen lrat. Tất cả các kết 
quả trên cho thấy, HSC phân lập từ gan chuột ở nghiên cứu 
này có thể được sử dụng như một mô hình để nghiên cứu cơ 
chế của sự hoạt hóa.

Hình 2. Sự hoạt hóa của các tế bào hình sao in vitro. Sự hoạt hóa của 
các tế bào hình sao in vitro được đánh giá thông qua sự thay đổi hình 
thái (A, B, C); sự tích trữ giọt mỡ bằng nhuộm ORO (D, E, F); định 
lượng mức độ dự trữ giọt mỡ (K); sự biểu hiện mRNA của các gen α-sma 
(SMA), collagen I(COL 1) và lrat (LRAT) (L); sự biểu hiện của α-SMA 
thông qua nhuộm ICC (G, H, I). Thước kẻ: 50 µm nếu không có chú thích 
trên hình. *p < 0,05.
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Sự thay đổi biểu hiện của các gen liên quan đến sự tự 
thực ở tế bào hình sao hoạt hóa

Một trong các nhân tố gần đây được chứng minh có liên 
quan đến sự hoạt hóa của các tế bào hình sao đó là sự tự 
thực. Cụ thể, các nghiên cứu in vivo trên mô hình chuột xơ 
gan do CCl4 và thắt mật [10, 31] cho thấy sự tự thực được 
kích hoạt trong quá trình xơ hóa. Các nghiên cứu in vitro 
cũng cho thấy ức chế sự tự thực làm giảm sự hoạt hóa của 
các tế bào hình sao, tuy nhiên các nghiên cứu này [13, 15] 
chủ yếu được thực hiện trên các dòng tế bào hình sao bất tử. 
Chính vì vậy, vai trò của sự tự thực đối với sự hoạt hóa của 
tế bào hình sao chưa hoàn toàn được hiểu rõ và cần được 
nghiên cứu thêm.

Ở gan, sự tự thực diễn ra dưới dạng hình thành các thể 
tự thực nhờ vào sự tham gia của các gen quan trọng: lc3, 
beclin 1, atg12. Do đó, hoạt động tự thực cũng được phản 

ánh thông qua mức độ biểu hiện của các gen tự thực. Cụ 
thể, beclin 1 tham gia vào phức hợp PtdIns3K, cần thiết 
trong giai đoạn đầu hình thành thể tự thực. atg12 tham gia 
vào giai đoạn kéo dài màng của thể tự thực. lc3 là phân tử 
protein gắn lên màng của thể tự thực, điều hòa kích thước và 
sự đóng mở của thể tự thực [8]. Để nghiên cứu vai trò của 
sự tự thực trong quá trình hoạt hóa của các tế bào hình sao, 
chúng tôi tiến hành đánh giá sự biểu hiện của các gen chủ 
chốt tham gia vào bộ máy tự thực trên các tế bào hình sao 
mới phân lập và các tế bào hình sao đã hoạt hóa sau khi nuôi 
cấy sơ cấp. Kết quả từ nghiên cứu này cho thấy có sự tăng 
biểu hiện của các gen tự thực: lc3b, beclin1, atg12 trên tế 
bào hình sao đã hoạt hóa tại thời điểm 3 và 7 ngày nuôi cấy 
(hình 3D). Hình ảnh nhuộm ICC cũng thể hiện có sự tăng 
cường biểu hiện của protein LC3 trên tế bào hình sao sau 3 
và 7 ngày nuôi cấy (hình 3A, 3B, 3C). Kết quả này tương 
ứng với kết quả đánh giá sự biểu hiện gen và cũng phù hợp 
với các nghiên cứu trước đây: giảm biểu hiện gen beclin 1 
bằng miRNA làm giảm sự hoạt hóa trên dòng tế bào T6 và 
LX-2 [14]; bất hoạt gen lc3 làm giảm sự xơ hóa trên tế bào 
LX-2 [15]. Đáng chú ý, sự biểu hiện của các gen tự thực ở 
ngày 3 cao hơn ở ngày 7 (hình 3D). Điều này chỉ ra rằng, 
quá trình tự thực có thể đã được kích hoạt mạnh mẽ tại thời 
điểm các tế bào hình sao mới hoạt hóa.

Kết luận

Các gen tự thực lc3b, beclin 1 và atg12 tăng biểu hiện 
trên tế bào hình sao đã hoạt hóa sau khi nuôi cấy in vitro 
trong 3 và 7 ngày. Các kết quả này là cơ sở để tiến hành các 
nghiên cứu sâu hơn về cơ chế của sự tự thực đối với sự hoạt 
hóa của các tế bào hình sao. Bên cạnh đó, các tế bào hình 
sao phân lập sơ cấp từ gan chuột ở nghiên cứu này là một 
công cụ quan trọng để tiến hành các nghiên cứu về cơ chế 
hoạt hóa. 
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Đặt vấn đề

Được dự báo là một trong số những quốc gia bị ảnh 
hưởng nhiều nhất của biến đổi khí hậu, Việt Nam nói chung 
và Đồng bằng sông Cửu Long (ĐBSCL) nói riêng đã phải 
gánh chịu những tổn thất nặng nề do hạn hán và lũ lụt gây 
ra. Kể từ năm 2000 đến nay, tình trạng hạn hán đã liên tục 
xảy ra vào các năm 2002, 2004, 2005, 2006, 2009, 2015 và 
2016 [1]. Đặc biệt, đợt hạn hán và xâm nhập mùa khô năm 
2016 đã gây thiệt hại nặng nề nhất, toàn vùng ĐBSCL có 
đến 208.000 ha lúa bị thiệt hại, trong đó 60% bị thiệt hại 
nặng và nhiều vùng mất trắng.

Từ thực tế cho thấy, chọn tạo và sử dụng giống lúa chịu 
hạn trong canh tác là một trong những giải pháp hiệu quả và 
bền vững đối với những vùng sinh thái thường xuyên bị hạn 
hán như ĐBSCL. Tuy có tiềm năng đa dạng về số lượng và 
chủng loại giống lúa mùa địa phương nhưng việc đánh giá 
cải tiến giống lúa chịu hạn còn rất ít, chưa đáp ứng kịp yêu 
cầu sản xuất hiện nay. Đối với cây lúa, thiếu nước có ảnh 
hưởng lớn đến hình thái ở giai đoạn sinh trưởng và sinh sản. 
Tuy nhiên, nhiều báo cáo đã cho rằng, để chống chịu hạn, 
một số giống lúa đã phát triển kiểu hình có bộ rễ dài ăn sâu, 

giúp tăng cường khả năng hút nước từ tầng đất sâu và giảm 
mất nước qua lá bằng cách thay đổi cấu trúc khí khổng [2, 
3]. Để nâng cao chất lượng và sản lượng nhằm giảm thiệt 
hại do hạn hán gây ra, việc nghiên cứu chọn tạo giống lúa 
chịu hạn mới dựa trên hình thái nhằm bổ sung vào nguồn 
vật liệu di truyền lúa chịu hạn là vấn đề cấp thiết hiện nay. 
Nghiên cứu này nhằm đánh giá những đặc điểm hình thái rễ 
và khí khổng trên nhiều giống lúa mùa khác nhau để chọn ra 
giống mang tính trạng thích nghi với môi trường hạn, phục 
vụ công tác lai tạo và chọn giống lúa chịu hạn tốt cho vùng 
ĐBSCL. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu, địa điểm, thời gian nghiên cứu

Nghiên cứu sử dụng 12 giống lúa mùa có nguồn gốc 
tại Tây Ninh (Xương gà đỏ, Xương gà trắng, Ông từng đỏ, 
Lăng nhây trắng, Bằng nâu, Tiêu mỡ đỏ) và An Giang (Một 
bụi đỏ, Thái Lan, Sophinh, Macri 1, Bông gừng trắng, Nàng 
coi) được trồng từ tháng 8/2019 tại nhà lưới có mái che 
thuộc Bộ môn Di truyền và Chọn giống cây trồng, Trường 
Đại học Cần Thơ.

Nghiên cứu khả năng chịu hạn liên quan đến hình thái rễ 
và cấu trúc khí khổng của 12 giống lúa mùa 

(Oryza sativa L.) trong điều kiện hạn nhân tạo
Trần Ngọc Sơn*, Võ Công Thành, Võ Lan Hương, Đặng Thị Yến Nhi, 

Trần Thị Thùy Dương, Nguyễn Lam Đình, Từ Thị Diễm My
Khoa Nông nghiệp, Trường Đại học Cần Thơ

Ngày nhận bài 25/9/2020; ngày chuyển phản biện 29/9/2020; ngày nhận phản biện 13/11/2020; ngày chấp nhận đăng 20/11/2020

Tóm tắt: 

Chọn giống lúa chịu hạn để canh tác là biện pháp hiệu quả nhất hiện nay nhằm tránh những ảnh hưởng do hạn 
hán đang có những diễn biến phức tạp. Thí nghiệm được bố trí kiểu khối hoàn toàn ngẫu nhiên một nhân tố, gồm 
12 giống lúa mùa trong điều kiện gây hạn nhân tạo, 3 lần lặp lại. Các chỉ tiêu được đánh giá qua hình thái, cấu trúc 
giải phẫu rễ và khí khổng cây lúa phù hợp với môi trường hạn. Kết quả cho thấy 3 giống (Sophinh, Xương gà đỏ 
và Bằng nâu) có khả năng chịu hạn tốt nhất trong giai đoạn sinh trưởng dinh dưỡng (28 ngày sau khi ngắt nước). 
Giống Sophinh có mật độ và diện tích khí khổng nhỏ nhất (tương ứng 529,3 kk/mm2 và 88,6 µm2), giúp giảm mất 
nước qua quá trình thoát hơi nước khi cây thiếu nước. Giống Xương gà đỏ có tỷ lệ rễ sâu cao nhất (58,7%), có thể 
tăng khả năng lấy nước từ tầng đất sâu. Giống Bằng nâu có đường kính rễ dày 876,3 µm và diện tích lõi lớn (đạt 
54,4x103 µm2), chứa nhiều hậu mộc và tổng diện tích hậu mộc lớn nhất (tương ứng 5,6 và 12x103 µm2), giúp tăng lực 
dẫn nước lên chồi. Mối quan hệ giữa số rễ, số mạch hậu mộc và mật độ khí khổng là tương quan nghịch; trong khi 
tương quan giữa đường kính rễ, số hậu mộc và tổng diện tích hậu mộc là tương quan thuận. Kết quả này sẽ giúp 
định hướng phát triển giống lúa theo cơ chế chịu hạn.

Từ khóa: chịu hạn, khí khổng, lúa mùa, rễ.

Chỉ số phân loại: 4.1

* Tác giả liên hệ: Email: ngocsonbiotech5011@gmail.com

DOI: 10.31276/VJST.63(2).27-32
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Phương pháp nghiên cứu

Bố trí thí nghiệm:

Thí nghiệm được bố trí theo kiểu khối hoàn toàn ngẫu nhiên 
một nhân tố (giống lúa), 3 lần lặp lại. Tiến hành ngắt nước xử 
lý hạn sau 40 ngày gieo bằng cách ngưng tưới nước đến khi 
50% số lá bị khô thì tưới nước phục hồi. Thí nghiệm được 
thực hiện theo phương pháp rổ nhựa (basket) (hình 1) [4, 5].

Hình 1. Sơ đồ mô tả phương pháp rổ nhựa (basket).

Đất được phơi khô, làm nhuyễn, rây loại bỏ tạp chất, 
sau đó bổ sung thêm cát (tỷ lệ 6 đất/4 cát). Hỗn hợp đất 
cát pha được cho vào chậu kích thước 28x22x30 cm, đặt 
rổ nhựa cách mặt chậu 2 cm, các chậu sau đó được làm ẩm 
bằng cách tưới 4 ngày một lần với lượng nước đồng nhất 
đủ độ ẩm đồng ruộng (độ ẩm >80%) cho đến 40 ngày sau 
gieo. Hạt lúa sau khi ủ nảy mầm được gieo vào chậu, 1 cây/
chậu.  Các chậu được bổ sung lượng phân bón 20 g urea, 35 
g super lân và 10 g KCl tại 2 thời điểm bón lót và 15 ngày 
sau khi gieo.

Chỉ tiêu theo dõi:

Độ ẩm đất được đo 7 ngày 1 lần ở tất cả các chậu vào giờ 
trưa mỗi ngày bằng máy Takemura.

Tổng số rễ (TR) được tính dựa trên tổng số rễ chính của 
một bụi xuyên qua rổ nhựa. Tỷ lệ rễ sâu (RDR) được định 
nghĩa là số rễ xuyên qua phần mắt lưới 2 mm của rổ nhựa 
(tức là phần được xác định bởi một góc 50-90o theo phương 
ngang mặt đất tính từ gốc lúa) chia cho tổng số rễ. Thời 
điểm ghi nhận sau khi cây được tưới nước phục hồi 14 ngày.

Cấu trúc rễ và các mạch xylem rễ được quan sát (n=5 
rễ) phân tích theo phương pháp Terashima, et al. (1987) [6]. 
Quan sát mặt cắt ở vị trí cách gốc 3 cm để đo đường kính rễ 
(DR), số mạch hậu mộc (latemetaxylem - LMX), diện tích 
lõi (Sstele) và tổng diện tích hậu mộc (SLMX). 

Mật độ và kích thước khí khổng trên biểu bì lá lúa được 
khảo sát theo phương pháp Baloch, et al. (2013) [7] khi cây 
có biểu hiện cuốn lá trên thị trường vật kính 40X. Quan 
sát sự phân bố và đếm số lượng khí khổng thấy được trong 

Drought tolerance related 
to root morphology and stomatal 

structure of the 12 seasonal 
rice varieties (Oryza sativa L.) 

under artificial drought conditions
Ngoc Son Tran*, Cong Thanh Vo, Lan Huong Vo, 

Thi Yen Nhi Dang, Thi Thuy Duong Tran, 
Lam Dinh Nguyen, Thi Diem My Tu

College of Agriculture and Applied Biology, Can Tho University

Received 25 September 2020; accepted 20 November 2020

Abstract: 

Drought-tolerant rice varieties are one of the best choices 
to avoid the effects of drought. A Randomized Complete 
Block Design (RCBD) with three replications was used 
for the experiment. 12 seasonal rice were tested under 
artificial drought conditions.  The criteria were assessed 
through the morphology, root anatomical structure, 
and stomatal leaves that were suitable for the drought 
environment. The results showed that 3 seasonal rice were 
well adapted to this condition.Sophinh had the smallest 
density and area of stomata (529.3 stomata/mm2 and 88.6 
µm2 respectively), they helped reduce water loss. Xuong 
ga do had the highest ratio of deep roots 58.7% which 
could increase the ability to take water from the deep soil 
layer. Bang nau had a thick root diameter of 876.3 µm 
and a stele root area of ​​54.4x103 µm2 containing a high 
number and more areas of  late metaxylems (5.6 and 
12x103 µm2 respectively). These factors helped increase 
water flux from root to shoot. Correlation among the 
density of stomata, number of roots, and the number of 
late metaxylem were negative while correlation among 
diameter of roots, number of late metaxylem, and total 
areas of late metaxylem were positive. These results were 
useful for developing drought-tolerant rice varieties. 

Keywords: drought avoidance, root, seasonal rice, 
stomata.
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diện tích tại 3 vị trí đầu, giữa và chóp lá của 2 mặt lá. Mật 
độ khí khổng (Dkk) được tính theo số lượng khí khổng/mm2. 
Đo kích thước chiều dài (Lkk) và chiều rộng (Wkk) tế bào 
khí khổng (n=30 khí khổng). Diện tích khí khổng tính bằng 
cách nhân chiều dài và rộng trung bình của khí khổng.

Phân tích thống kê:

Số liệu giải phẫu khí khổng và rễ được đo bằng phần 
mềm OptikalSview. Dữ liệu được phân tích thống kê bằng 
SPSS 23.0 dùng kiểm định Duncan ở mức ý nghĩa 5% để 
so sánh các giá trị trung bình và phân tích hệ số tương quan 
Pearson.

Kết quả và thảo luận

Diễn biến độ ẩm đất

Diễn biến độ ẩm của đất được trình bày ở hình 2. 

Hình 2. Diễn biến giá trị trung bình độ ẩm đất.
Ghi chú: q: Thời điểm cuốn lá; s: Thời điểm cháy lá.

Kết quả ở hình 2 cho thấy, diễn biến giá trị trung bình độ 
ẩm đất giữa các chậu thay đổi giảm dần tại thời điểm ngắt 
nước kể từ 40 NSG. Theo đó, độ ẩm bắt đầu giảm nhanh 
xuống còn 72,5% vào 47 NSG, sau đó độ ẩm tiếp tục giảm 
đến mức thấp nhất ghi nhận được là 7,5% tại thời điểm 68 
NSG. Trong đó với mức độ ẩm đạt 14% cây bắt đầu cho 
thấy có biểu hiện cuốn lá. Đến mức độ ẩm còn 7,5% sự 
tổn thương do hạn gây ra các vết cháy lá trên cây lúa biểu 
hiện thấy rõ. Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Trần 
Nguyên Tháp (2001) [8] khi thực hiện thí nghiệm hạn trên 
lúa, rằng cây biểu hiện stress hạn bằng biểu hiện cuốn lá khi 
độ ẩm dưới 14%. So sánh kết quả nghiên cứu lúa chịu hạn, 
Zu, et al. (2017) [9] cũng thấy rằng khi độ ẩm đất đạt 15% 
những giống lúa rẫy bắt đầu cuốn lá, đạt 10% lá héo khô và 
lá tổn thương nặng khi độ ẩm đất đạt 5%. Độ ẩm đất có vai 
trò quan trọng trong việc kiểm soát hạn hán, khi độ ẩm đất 
thấp hơn một giới hạn nào đó, thực vật không hút đủ nước 
thì sẽ bị hạn [1]. Giới hạn này phụ thuộc vào khả năng giữ 
nước của đất và khả năng lấy nước của cây.

Cấu trúc khí khổng lá lúa trong điều kiện hạn

Cấu trúc khí khổng lá lúa trong điều kiện hạn được thể 
hiện ở bảng 1.
Bảng 1. Mật độ phân bố và kích thước khí khổng của 12 giống lúa 
mùa trong điều kiện hạn.

TT  Giống
Dkk 
(kk/mm2)

Lkk

(µm)
Wkk

(µm)
Skk

(µm2)

1 Xương gà đỏ 577,3def 14,6bcd 6,3e 91,6de

2 Xương gà trắng 547,0ef 14,3cd 6,4de 91,3de

3 Ông từng đỏ 662,3abc 14,1d 6,5cde 91,5de

4 Lăng nhây trắng 616,7a-d 16,2a 6,9ab 109,6ab

5 Bằng nâu 620,3a-d 15,5ab 6,7bcd 103,4bc

6 Tiêu mỡ đỏ 604,3cde 16,4a 6,8bc 110,8ab

7 Sophinh 529,3f 14,3cd 6,3e 88,6e

8 Một bụi đỏ 675,7ab 15,0bcd 6,7bcd 98,8cd

9 Thái Lan 608,7b-e 15,2bc 6,6cde 99,1cd

10 Nàng coi 644,0a-d 16,2a 7,1a 114,8a

11 Macri 1 683,0a 14,5bcd 6,9ab 100,1c

12 Bông gừng trắng 652,0abc 16,4a 7,1a 115,6a

F * * * *

CV(%) 5,9 3,5 2,7 4,2

Chú thích: *: khác biệt mức ý nghĩa 5%. Trong cùng một cột, các số theo sau có 
cùng ký tự chữ cái thì khác biệt không ý nghĩa qua phép thử Duncan. Dkk: mật 
độ khí khổng, Lkk: dài khí khổng, Wkk: rộng khí khổng, Skk: diện tích khí khổng.

Kết quả ở bảng 1 cho thấy, mật độ và kích thước khí 
khổng khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức 5% giữa các 
giống lúa. Mật độ khí khổng trung bình phân bố trên bề mặt 
lá dao động từ 529,3-683 kk/mm2. Giống có mật độ phân 
bố khí khổng cao nhất là Macri 1 (683 kk/mm2) và ít nhất 
là Sophinh (529,3 kk/mm2), khác biệt có ý nghĩa so với các 
giống còn lại (hình 3). 

Hình 3. Cấu trúc khí khổng mặt trên (A1-B1) và mặt dưới (A2-B2) lá 
của Sophinh và Bằng nâu.
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Nghiên cứu của Xiong, et al. (2002) [10] cho rằng, trong 
điều kiện hạn lá cây cần giảm bớt việc thoát hơi nước khi 
đóng mở khí khổng, vì vậy giảm số lượng khí khổng ở 2 
mặt biểu bì lá góp phần hạn chế mất nước khi cây đang 
trong điều kiện thiếu nước. Sự gia giảm mật độ khí khổng 
để đối phó với hạn hán khác nhau giữa các loài thực vật và 
phụ thuộc vào mức độ nghiêm trọng của tình trạng thiếu 
nước  [11]. Để đối phó với sự thay đổi môi trường, thực vật 
có thể điều chỉnh sự phát triển của khí khổng ở những chiếc 
lá mới  [12]. Khi lá trưởng thành cảm nhận được điều kiện 
môi trường thay đổi, mật độ khí khổng sẽ được điều chỉnh 
ngay trong quá trình phát triển lá  [13]. Đã có nhiều báo cáo 
cho rằng, những đột biến làm giảm mật độ khí khổng đã 
giúp tăng cường khả năng chịu hạn của thực vật  [14, 15]. 
Kết quả này cũng phù hợp với nghiên cứu của Lưu Hoài 
Nam (2019)  [16], sự giảm khí khổng ở biểu bì trên và dưới 
lá giúp cho lá lúa hạn chế được sự mất nước qua khí khổng, 
đồng thời tích trữ nước cung cấp cho hoạt động trao đổi 
chất của lá.

Xét về kích thước khí khổng ở bảng 1 cho thấy, trung 
bình chiều dài khí khổng biến thiên từ 14,1-16,4 µm và 
chiều rộng từ 6,3-7,1 µm. Trong đó 2 giống Bông gừng 
trắng và Nàng coi có chiều dài khí khổng dài nhất (tương 
ứng 16,4 và 16,2 µm) và chiều rộng cũng lớn nhất (7,1 µm). 
Chính vì vậy mà cả 2 giống có diện tích khí khổng (tương 
ứng 115,6 và 114,8 µm2) lớn hơn so với các giống còn lại. 
Riêng giống Sophinh, bên cạnh mật độ khí khổng thấp là 
kích thước chiều dài, chiều rộng (tương ứng 14,3 và 6,3 µm) 
và cả diện tích khí khổng đạt nhỏ nhất (88,6 µm2) so với các 
giống lúa mùa được khảo sát.

Sự trao đổi khí qua lá bị ảnh hưởng rất lớn bởi số lượng 
cũng như kích thước khí khổng [17]. Độ ẩm trong đất giảm, 
làm giảm lượng nước trong lá, các tế bào bảo vệ bị mất nước 
gây mất áp lực sức trương, từ đó làm cho kích thước khí 
khổng giảm xuống hoặc gây đóng khí khổng [18]. Sự suy 
giảm kích thước khí khổng là sự thích nghi của thực vật để 
đáp ứng với sự thiếu hụt nước và nhiệt độ cao [19]. Theo 
Gupta (1997) [20], thực vật trong điều kiện khô hạn thường 
có khí khổng nhỏ hơn so với thực vật sống trong điều kiện 
đủ nước. Như vậy, để tối đa hóa hoạt động quang hợp đồng 
thời giảm thiểu sự mất nước trong điều kiện khô hạn, cây 
trồng cần phải điều chỉnh cả về số lượng và kích thước của 
khí khổng cũng như khả năng đóng mở [21]. Có thể thấy 
Sophinh có đặc điểm khí khổng gần như phù hợp trong việc 
hạn chế mất nước trong điều kiện hạn khi có mật độ và kích 
thước khí khổng nhỏ nhất so với các giống khác.

Hình thái rễ lúa trong điều kiện hạn

Hình thái cũng như số lượng và sự phân bố rễ của các 
giống lúa mùa trong điều kiện hạn được trình bày ở bảng 2.

Bảng 2. Số lượng, sự phân bố và hình thái giải phẫu rễ của 12 giống 
lúa mùa trong điều kiện hạn.

TT Giống TR

RDR 
(%)

DR

(µm)
Sstele 
(x 103 µm2)

LMX
SLMX 
(x 103 µm2)

1 Xương gà đỏ 19,3bc 58,7a 867,7a 41,2bcd 4,5bc 7,9def

2 Xương gà trắng 19,7bc 45,8bc 389,9c 29,5e 5,6a 3,9h

3 Ông từng đỏ 11,0e 33,5d 888,2a 42,7bcd 4,5bc 7,6ef

4 Lăng nhây trắng 21,0b 50,7b 827,5a 41,7bcd 5,1ab 8,8cd

5 Bằng nâu 25,3a 23,8e 876,3a 54,4a 5,6a 12,0a

6 Tiêu mỡ đỏ 14,0d 35,8d 703,4b 38,1cde 4,4c 8,4de

7 Sophinh 18,3c 25,5e 844,5a 47,4ab 5,1ab 11,4a

8 Một bụi đỏ 8,0f 37,9cd 906,1a 49,7abc 4,4c 9,8bc

9 Thái Lan 14,7d 45,6bc 851,3a 45,6abc 4,6bc 9,9b

10 Nàng coi 19,3bc 44,9bc 866,3a 41,7bcd 4,3c 7,1fg

11 Macri 1 14,7d 25,0e 709,4b 33,6de 3,3d 6,1g

12 Bông gừng trắng 16,0d 21,0e 911,5a 45,3abc 4,3c 7,9def

F * * * * * *
CV(%) 6,7 11,6 7,7 13,1 8,1 7,4

Chú thích: *: khác biệt mức ý nghĩa 5%. Trong cùng một cột, các số theo sau 
có cùng ký tự chữ cái thì khác biệt không ý nghĩa qua phép thử Duncan. TR: 
tổng số rễ, RDR: tỷ lệ rễ sâu, DR: đường kính rễ, LMX: số mạch hậu mộc, Sstele: 
diện tích lõi, SLMX: tổng diện tích mạch hậu mộc.

Kết quả bảng 2 cho thấy, các đặc điểm hình thái rễ có 
sự khác biệt ý nghĩa thống kê ớ mức 5%. Tổng số rễ ghi 
nhận trong môi trường hạn biến thiên từ 8,0-25,3, giống lúa 
Bằng nâu có nhiều rễ nhất với số rễ đạt 25,3 và Một bụi đỏ 
có số rễ ít nhất là 8,0. Tuy nhiên, sự phân bố rễ sâu lại có sự 
khác biệt nhau, cụ thể Xương gà đỏ có sự phân bố rễ ăn sâu 
nhiều nhất với tỷ lệ 58,7%, riêng nhóm Bằng nâu (23,8%), 
Sophinh (25,5%), Macri 1 (25%) và Bông gừng trắng (21%) 
có mức độ phát triển rễ sâu thấp (hình 4).

Hình 4. Hình thái rễ giống lúa Xương gà đỏ (A), Bông gừng trắng 
(B) và cấu trúc giải phẫu rễ giống lúa Bằng nâu (C), Một bụi đỏ (D).
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Nghiên cứu cho thấy, cấu trúc và sự phát triển của hệ 
thống rễ lúa quyết định phần lớn chức năng của cây lúa khi bị 
hạn [22]. Để tránh hạn, nhiều cây trồng đã thay đổi sự phân 
bố từ rễ cạn thành rễ sâu để có thể lấy nước từ các lớp đất sâu 
hơn [23]. Nguyễn Thị Bích Vân (2018) [24] đánh giá sự thích 
nghi môi trường hạn về tỷ lệ rễ sâu của 4 giống lúa cao sản 
cho thấy, cây lúa khi thiếu nước sẽ tập trung phát triển rễ theo 
chiều sâu tạo một góc 50-900 tính từ gốc rễ nhiều hơn môi 
trường đủ nước. Ngoài ra, Price, et al. (1999) [25] nhận thấy 
lúa mùa ở vùng cao có hệ thống rễ sâu có thể góp phần tăng 
khả năng chịu hạn nhờ tăng khả năng hút nước. Một gen kiểm 
soát tỷ lệ rễ sâu đã được phát hiện trên nhiễm sắc thể số 9 bằng 
cách sử dụng 117 dòng RILs từ tổ hợp lai IR64 x Kinanang 
Patong [26]. Kết quả cho thấy, gen Dro1 liên quan đến việc 
vận chuyển auxin tới đầu rễ, giúp kéo dài những tế bào ở đây, 
chính sự biểu hiện cao của Dro1 làm rễ phát triển theo chiều 
sâu và những dòng mang gen đều tăng tỷ lệ rễ sâu nên tránh 
được hạn và duy trì được năng suất [27]. Như vậy, đặc điểm 
phát triển nhiều rễ sâu của Xương gà đỏ sẽ có nhiều thuận 
lợi trong môi trường thiếu nước so với những giống khác.

Kết quả về cấu trúc giải phẩu ở bảng 2 cho thấy, đường 
kính rễ các giống dao động từ 389,9-911,5 µm, riêng Xương 
gà trắng có đường kính rễ nhỏ nhất là 389,9 µm, kế đến là 
Tiêu mỡ đỏ và Macri 1 lần lượt 703,4 và 709,4 µm. Lõi là nơi 
chứa toàn bộ mạch dẫn và là vị trí quan trọng của cây. Kết 
quả bảng 2 cho thấy, diện tích lõi biến thiên từ 29,5-54,4 µm2, 
trong đó diện tích lõi lớn nhất là Bằng nâu (54,4x103 µm2) và 
nhỏ nhất là Xương gà trắng (29,5x103 µm2). Xét về số hậu 
mộc và tổng diện tích hậu mộc  cho thấy, với kích thước lõi 
lớn nên Bằng nâu có số hậu mộc nhiều và tổng diện tích hậu 
mộc lớn nhất (tương ứng 5,6 và 12x103 µm2) (hình 4). Ngoài 
ra, Sophinh cũng có tổng diện tích hậu mộc lớn (11,4x103 
µm2) tương đương với Bằng Nâu. Đặc biệt, riêng Xương gà 
trắng tuy có kích thước lõi nhỏ nhưng số hậu mộc nhiều (5,6) 
và tổng diện tích hậu mộc nhỏ (3,9x103 µm2). Có thể thấy ở 
Xương gà trắng có sự phát triển nhiều mạch hậu mộc nhưng 
do giới hạn bởi lõi nên kích thước các mạch sẽ nhỏ. 

Độ dày rễ là một trong những tính trạng quan trọng trong 
cơ chế tránh hạn của cây trồng, vì rễ có đường kính lớn hơn 
có liên quan đến khả năng xuyên sâu vào đất  [28, 29], phân 
nhánh, có cấu trúc mạch dẫn lớn và có công suất lớn cho sự 
hấp thu nước từ các lớp đất sâu [30]. Tuy nhiên, nhiều nghiên 
cứu cây trồng chịu hạn chỉ tập trung vào độ dày rễ hơn là cấu 
trúc lõi và mạch hậu mộc bên trong. Uga, et al. (2008) [31] 
cho rằng, không giống với độ dày rễ, đặc điểm cấu trúc lõi và 
mạch hậu mộc khác biệt ở những giống khác nhau bởi sự kết 
hợp nhiều allens trên những QTL khác nhau. Kích thước và số 
lượng mạch hậu mộc ảnh hưởng lớn đến vận chuyển nước lên 
chồi  [32]. Đường kính hậu mộc lớn ảnh hưởng đến dòng chảy 
dẫn nước trong cây, giúp tăng cường hấp thu nước [33]. Như 
vậy, đối với tính trạng giải phẫu rễ, Bằng nâu và Sophinh cho 
thấy có những đặc điểm độ dày cũng như cấu trúc lõi và mạch 
hậu mộc tốt, phù hợp với khả năng tăng cường vận chuyển 
nước trong điều kiện hạn.

Mối tương quan giữa hình thái rễ và khí khổng

Mối tương quan giữa hình thái rễ và khí khổng của các 
giống lúa được trình bày ở bảng 3.
Bảng 3. Hệ số tương quan Pearson giữa đặc điểm hình thái rễ và khí 
khổng của 12 giống lúa mùa trong điều kiện hạn.

TR DR LMX Sstele SLMX Dkk Lkk Wkk Skk

TR 1,00
DR -0,14ns 1,00
LMX 0,52** -0,17ns 1,00
Sstele 0,08ns 0,71** 0,15ns 1,00
SLMX 0,11ns 0,63** 0,24ns 0,75** 1,00
Dkk -0,42* 0,31ns -0,52** 0,03ns -0,09ns 1,00
Lkk 0,21ns 0,21ns -0,05ns 0,11ns 0,11ns 0,10ns 1,00
Wkk -0,02ns 0,23ns -0,35* 0,03ns -0,13ns 0,49** 0,56** 1,00
Skk 0,14ns 0,22ns -0,20ns 0,07ns -0,01ns 0,28ns 0,93** 0,81** 1,00

Chú thích: **: khác biệt mức ý nghĩa 1%; *:  khác biệt mức ý nghĩa 5%; ns: 
khác biệt không ý nghĩa. TR: tổng số rễ, DR: đường kính rễ, LMX: số mạch 
hậu mộc, Sstele: diện tích lõi, SLMX: tổng diện tích mạch hậu mộc, Dkk: mật độ 
khí khổng, Lkk: dài khí khổng, Wkk: rộng khí khổng, Skk: diện tích khí khổng. 

Kết quả bảng 3 cho thấy, có mối quan hệ tương quan có 
ý nghĩa thống kê giữa đặc điểm hình thái rễ và khí khổng 
cây lúa trong điều kiện hạn. Đối với rễ cho thấy, có sự tương 
quan thuận cao giữa tổng số rễ với số hậu mộc (r=0,52**), 
đường kính rễ với diện tích lõi (r=0,71**) và tổng diện tích 
hậu mộc (r=0,63**), diện tích lõi với tổng diện tích hậu mộc 
(r=0,75**). Đối với khí khổng có thể thấy sự tương quan 
thuận cao giữa diện tích với chiều dài (r=0,93**) và chiều 
rộng (r=0,81**), chiều dài với chiều rộng (r=0,56**), riêng 
mật độ với chiều rộng (r=0,49**) có sự tương quan thuận  
trung bình. Xét cả hình thái rễ và khí khổng cho thấy, có sự 
tương quan nghịch cao giữa mật độ khí khổng với số hậu 
mộc (r=-0,52**) và tương quan nghịch trung bình giữa tổng 
số rễ với mật độ khí khổng (r=-0,42*) và số hậu mộc với 
chiều rộng khí khổng (r=-0,35*).

Khả năng chịu hạn là một tính trạng số lượng kết hợp 
nhiều tính trạng liên quan và không phải giống nào cũng 
có tất cả những đặc điểm thích nghi với hạn hán. Việc đánh 
giá mức độ tương quan có thể giúp định hướng cho việc lai 
tạo và chọn giống mang nhiều đặc điểm thích nghi tốt với 
hạn hán. Nhiều nghiên cứu cho rằng, rễ phát triển sâu hơn 
giúp tăng khả năng hút nước từ những tầng đất sâu, từ đó 
cải thiện thế năng nước bên trong chồi tại thời điểm hạn 
hán  [34, 35]. Phát triển rễ nhiều cũng đã được chứng minh 
là tương quan với tình trạng nước trong chồi dưới áp lực 
hạn hán  [36]. Do đó, sự tương quan nghịch giữa hình thái 
rễ với cấu trúc khí khổng cho thấy cây lúa thay đổi để tăng 
khả năng lấy nước từ đất và giảm mất nước để đáp ứng với 
môi trường hạn hán. 

Kết luận

Nghiên cứu đã chọn ra được 3 giống lúa mùa có khả 
năng chịu hạn tốt, mỗi giống có đặc tính nổi bật  riêng, nhất 
là hệ rễ. Giống Xương gà đỏ có hệ rễ phát triển ăn sâu, phù 
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hợp cho việc tăng cường khả năng lấy nước từ tầng đất sâu; 
trong khi 2 giống Bằng nâu và Sophinh có đường kính rễ 
dày và diện tích lõi rễ lớn, chứa nhiều mạch hậu mộc lớn, 
giúp tăng lực dẫn nước từ rễ lên chồi. Ngoài ra, cấu trúc lá 
cũng góp phần vào tính chịu hạn, giống Sophinh có mật độ 
và cấu trúc khí khổng nhỏ, có thể hạn chế mất nước qua quá 
trình thoát hơi nước, giúp duy trì sức trương tế bào và thế 
năng nước trong cây. Kết quả nghiên cứu này là cơ sở quan 
trọng để các nhà khoa học chọn tạo các giống lúa mới có 
khả năng chống chịu hạn hán, đáp ứng nhu cầu của người 
dân vùng ĐBSCL.
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Giới thiệu

Vi khuẩn nội cộng sinh thực vật (vi khuẩn endophyte) 
được tìm thấy ở hầu hết các loài thực vật. Nghiên cứu vi 
khuẩn endophyte cho thấy chúng giúp thúc đẩy thực vật 
tăng trưởng, tăng năng suất và đóng vai trò là một tác nhân 
điều hòa sinh học. Ngoài ra, chúng còn có tiềm năng loại bỏ 
các chất gây ô nhiễm trong đất bằng cách tăng cường khả 
năng khử độc trên thực vật, làm cho đất trở nên màu mỡ. 
Hiện nay, nhiều nhà khoa học quan tâm phát triển các ứng 
dụng công nghệ sinh học của vi khuẩn endophyte để phát 
triển các giống cây trồng có khả năng khử độc, đồng thời có 
khả năng sản xuất sinh khối và nhiên liệu sinh học [1, 2]. 

Những năm gần đây, công nghệ nano đã trở thành một 
lĩnh vực nghiên cứu hấp dẫn và được ứng dụng nhiều trong 
các ngành y sinh và nông nghiệp. Trong nông nghiệp, năng 
suất của cây trồng được cải thiện đáng kể nhờ sử dụng các 
chất dinh dưỡng trung - vi lượng thiết yếu dưới dạng phân 
bón nano. Silica tồn tại phong phú trong đất và được hấp thụ 
từ đất thông qua rễ của cây và lưu lại trong thân của thực 

vật. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng, các hạt nano silica rất 
có ý nghĩa trong việc phát triển khả năng đề kháng ở thực 
vật [3, 4]. Silica được coi như một vi chất thiết yếu và được 
biết đến với vai trò giúp tăng cường sự phát triển của thực 
vật. Ứng dụng của silica đối với thực vật đã được ghi nhận 
trong nhiều nghiên cứu trước đây [5, 6].

Các nghiên cứu tích hợp vật liệu nano với vi khuẩn 
endophyte mới xuất hiện gần đây và chỉ có một số ít báo 
cáo được công bố [7, 8]. Do đó trong công trình này, chúng 
tôi tiến hành nghiên cứu ảnh hưởng của sự tích hợp vi khuẩn 
endophyte (Bacillus subtilis GB03) với nano silica được chế 
tạo bằng phương pháp sol-gel kết hợp siêu âm nhằm mục 
đích phát triển chế phẩm có nguồn gốc tự nhiên, an toàn khi 
sử dụng.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Hóa chất và vi sinh vật

Các hóa chất được sử dụng để tạo nano silica bao gồm: 
tetraetyl orthosilicat (TEOS) - Si(OC2H5)4 98% (Sigma - 

Nghiên cứu ảnh hưởng của tích hợp vi khuẩn 
endophyte Bacillus subtilis GB03 với vật liệu nano silica 
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Tóm tắt:

Nano silica có kích thước 20-50 nm, được chế tạo bằng phương pháp sol-gel kết hợp siêu âm, được sử dụng nhằm 
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thí nghiệm. Đồng thời, đánh giá hiệu quả của nano silica tích hợp vi khuẩn B. subtilis GB03 đến sự sinh trưởng của 
cây dưa lưới (Cucumis melo). Kết quả cho thấy, nano silica ở nồng độ 10 µg/ml có tác động tích cực đối với sự phát 
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bộ rễ, thời gian sinh trưởng, chiều cao và khả năng phân nhánh của cây dưa lưới. Nghiên cứu mở ra hướng phát 
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Aldrich, Đức), polyethylene glycol 400 (PEG 400) 99% 
(Merck, Đức), amoniac (NH3) 25% (Merck, Đức) và một số 
dung môi như ethanol, methanol, nước cất hai lần.

Chủng vi khuẩn endophyte sử dụng trong nghiên cứu là 
Bacillus subtilis GB03 ở dạng sinh khối khô do TS Chang 
Ho Chung thuộc Viện Vật liệu Sinh học Jeonju - Hàn Quốc 
cung cấp. Môi trường nuôi cấy vi khuẩn được sử dụng 
trong nghiên cứu là Luria-Bertani (LB) có thành phần (g/l): 
peptone 10, cao nấm men 5, NaCl 10.

Phương pháp

Tổng hợp nano silica: nano silica được điều chế dựa trên 
phương pháp sol-gel kết hợp siêu âm. Sử dụng 2,0 g TEOS 
hòa vào 50 ml ethanol thu được dung dịch tiền chất - dung 
dịch 1. Hòa tan 1,0 ml H2O vào 50 ml ethanol thu được dung 
dịch 2. Hòa 100 ml PEG 400 vào 400 ml ethanol, cùng với 
đó thêm NH3 vào hỗn hợp trên đến khi pH~13 thu được 
dung dịch 3 là môi trường phản ứng. Sau khi đã thu được 
ba dung dịch trên, tiến hành nhỏ đồng thời dung dịch 1 và 
dung dịch 2 liên tục vào dung dịch 3 với tốc độ 0,5 ml/phút 
trong 4 giờ, cốc phản ứng được đặt trong bể siêu âm 37 kHz, 
nhiệt độ 80oC, khuấy cơ 350 vòng/phút. Sau khi nhỏ hết 
dung dịch 1 và dung dịch 2, tiếp tục siêu âm hỗn hợp thêm 
15 giờ. Trong quá trình phản ứng bổ sung ethanol, NH3 để 
duy trì môi trường phản ứng. Sau khi dừng bổ sung ethanol, 
tiếp tục tiến hành gia nhiệt, siêu âm và khuấy cơ để loại bỏ 
ethanol trong cốc phản ứng, thu sản phẩm. Kết quả thu được 
là dung dịch nano silica sử dụng trong thực nghiệm.

Đánh giá cấu trúc hạt:

Đo tán xạ ánh sáng động học - Dynamic Light Scattering 
(DLS): phân bố kích thước hạt và giản đồ thế zeta của dịch 
phân tán nano silica được xác định bằng phương pháp DLS 
trên máy ZS-100 của hãng Horiba. 

Đo phổ FT-IR và chụp ảnh TEM, SEM: xác định nhanh 
đặc trưng cấu trúc của mẫu nano silica bằng phương pháp 
đo phổ FT-IR trên máy phân tích quang phổ hồng ngoại FT-
IR TENSOR II (Bruker, Đức). Kích thước hạt nano silica 
được xác định bằng phương pháp TEM và phương pháp 
SEM. Ảnh TEM được đo trên thiết bị kính hiển vi điện từ 
truyền qua JEM 2100 (JEOL - Nhật Bản) và ảnh SEM được 
đo trên thiết bị kính hiển vi điện tử quét phát xạ trường 
Hitachi S-4800 (Nhật Bản), đặt tại Viện Khoa học Vật liệu, 
Viện Hàn lâm KH&CN Việt Nam.

Nuôi cấy vi khuẩn: chủng vi khuẩn B. subtilis GB03 
ban đầu được lưu trữ ở dạng sinh khối khô. Vi khuẩn được 
hoạt hóa trên môi trường LB lỏng, tiến hành nuôi lắc 200 
vòng/phút ở nhiệt độ 35-37oC trong vòng 24 giờ. Sau 24 
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giờ, dùng que cấy vòng thao tác vô trùng, nhúng vào dịch 
mẫu để có các vi khuẩn muốn phân lập. Ria các đường trên 
đĩa petri có chứa môi trường thạch LB. Sau mỗi đường ria 
liên tục đốt khử trùng que cấy và làm nguội trước khi thực 
hiện thao tác tiếp theo và giữ trong tủ ấm 32ºC/24 giờ để 
xác định hình thái khuẩn lạc. Tiến hành quan sát hình thái 
khuẩn lạc của chủng vi khuẩn xác định độ thuần. Chuyển 
một khuẩn lạc thuần từ đĩa mới nhân vào bình tam giác chứa 
50 ml môi trường LB nhân giống dịch thể. Nuôi trên máy 
lắc 200 vòng/phút ở 35-37ºC trong 24 giờ. Xác định mật 
độ vi khuẩn trong bình nuôi bằng phương pháp đếm khuẩn 
lạc trên đĩa thạch. Cấy 15 ml dung dịch vi khuẩn có mật độ 
105 cfu/ml vào bình chứa 150 ml môi trường nuôi cấy (tỷ 
lệ 10%). Lặp lại quá trình nuôi trên máy lắc với các chế độ 
như trên trong 24 giờ.

Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ nano silica đến sự phát 
triển của vi khuẩn B. subtilis GB03: ảnh hưởng của nồng 
độ nano silica đối với sự phát triển của vi khuẩn theo thời 
gian đã được thực hiện trong nghiên cứu. Tiến hành trộn 
nano silica ở các nồng độ (0; 10; 30 và 50 µg/ml) với 50 ml 
môi trường LB được pha sẵn trong các trong ống nghiệm. 
Sau đó, 5 ml vi khuẩn B. subtilis GB03 đạt mật độ 105 cfu/
ml được thêm vào mỗi ống môi trường LB chứa nano silica 
nồng độ khác nhau. Tiến hành nuôi lắc 200 vòng/phút ở 
nhiệt độ 37°C. Cứ sau bốn giờ, lấy 100 μl môi trường pha 
loãng trong ống đưa lên trên bề mặt các đĩa thạch bằng que 
thủy tinh vô trùng và tiến hành đếm khuẩn lạc trên đĩa ở 
37°C bằng kỹ thuật cấy bề mặt.

Khảo sát ảnh hưởng của nano SiO2-vi khuẩn đến khả 
năng sinh trưởng và phát triển của cây dưa lưới: hạt giống 
dưa F1 Kim Cô Nương được sản xuất bởi Công ty TNHH 
KNOWN-YOU SEED, Đài Loan. Tuyển chọn hạt (hạt to, 
mẩy, chắc) và đem 30 hạt ngâm trong 20 ml nước cất đối 
với mẫu đối chứng và 30 hạt trong 20 ml hỗn dịch nano 
SiO2-vi khuẩn B. subtilis GB03 ở nồng độ 10 µg/ml, mật độ 
vi khuẩn đạt ~109 đối với công thức thử nghiệm ở nhiệt độ 
25-30oC trong 2 giờ, ủ cho nứt mầm rồi gieo 1 hạt/lỗ vào 
khay loại 50 lỗ/khay. Sau đó tưới dung dịch nano-vi khuẩn 
lên bề mặt khay giống, tưới 2 lần vào lúc mọc mầm đều và 
5 ngày sau mọc. Sau khoảng 10-12 ngày ươm, lúc này cây 
đã cho ra 2 lá chính, tiến hành di chuyển cây con sang chậu 
bầu đất (60% xơ dừa; 10% tro trấu hun; 30%  phân trùn quế; 
trộn đều các thành phần của giá thể, sau đó dùng màng phủ 
đậy kín và tưới nước ẩm trước khi trồng 1 tuần). Cứ 7 ngày 
tưới dung dịch nano-vi khuẩn 1 lần. Tiến hành khảo sát các 
chỉ tiêu: tỷ lệ và tốc độ nảy mầm, khả năng bám dính vi 
khuẩn lên rễ cây, sự phát triển của bộ rễ, tăng trưởng chiều 
cao cây (cm). Thí nghiệm được bố trí theo kiểu ngẫu nhiên 

hoàn toàn với 2 công thức nêu trên, giữa 2 công thức có giải 
phân cách với 3 lần nhắc lại, mỗi lần nhắc lại trồng 3 cây, xử 
lý số liệu bằng phần mềm MS Excel 2016.

Kết quả và thảo luận

Khảo sát cấu trúc hạt nano silica điều chế được

Kết quả phân tích bằng phương pháp tán xạ ánh sáng 
động DLS (hình 1) cho thấy, mẫu nano silica thu được có 
kích thước hạt trung bình là 109,7 nm và thế zeta là -48,2 
mV. Điều này cho thấy mẫu có độ ổn định cao, hệ phân tán 
sẽ chống lại sự keo tụ (thế zeta trong khoảng ±40÷±60 mV).

Hình 1. Kết quả phân tích mẫu nano SiO2. (A) phân bố kích thước hạt; 
(B) thế zeta.

Ảnh TEM (hình 2A) của mẫu nano silica cho thấy, các 
tiểu phân SiO2 đạt kích cỡ 20-50 nm và phân bố khá đều 
trong môi trường phân tán. Trên ảnh SEM (hình 2B), các hạt 
SiO2 có kích cỡ khoảng 40-70 nm, lớn hơn so với kết quả đo 
được qua phân tích TEM.

Hình 2. Kết quả phân tích mẫu nano SiO2. (A) ảnh TEM; (B) ảnh SEM.

Kết quả đo phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (FT-IR) 
(hình 3) cho thấy, peak tại 1115 cm-1 với vai nhỏ ở 1200 
cm-1 và peak ở 840 cm-1 tương ứng với dao động hóa trị bất 
đối xứng và dao động hóa trị đối xứng của nhóm Si-O. Dao 
động uốn Si-O-Si xuất hiện ở peak hấp phụ 460 cm-1. Dải 
peak hấp phụ cường độ thấp ở 672cm-1 ứng với tín hiệu của 
vòng siloxane trong mạng [9-12]. Peak 951 cm-1 được gán 
cho dao động liên kết Si-O [13]. Dải peak cường độ rộng tại 
3450 cm-1 và 1640 cm-1 tương ứng với dao động hóa trị và 
dao động uốn của phân tử nước hydrat hóa. Bên cạnh đó là 
các peak đặc trưng cho tín hiệu của PEG 400. Peak ~2870 
cm-1 và 1455 cm-1 lần lượt tương ứng với dao động hóa trị 
và dao động uốn của nhóm C-H. Peak tại 1298 cm-1 tương 
ứng với dao động hóa trị nhóm C-O. Các peak tín hiệu ở 951 
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cm-1 và 3450 cm-1 cho thấy sự hình thành liên kết hydro giữa 
nhóm -OH các tiểu phân nano và nguyên tử O hoặc -OH của 
PEG 400 [14]. Kết quả kiểm tra IR cho thấy có sự tương tác 
giữa chất bọc và các tiểu phân SiO2, tuy nhiên tương tác còn 
yếu, các tiểu phân nano có xu hướng hình thành các tiểu 
phân đồng dạng với mức năng lượng hình thành mạng thấp 
hơn mức năng lượng của các tiểu phân với polymer bọc. 
Có thể khẳng định các hợp chất polymer cho vào trong quá 
trình tổng hợp chỉ mang tính chất là nền cho quá trình phản 
ứng, giúp ổn định các tiểu phân hình thành ở kích thước đã 
định trước.

Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ nano silica đến sự 
phát triển của vi khuẩn B. subtilis GB03

Kết quả (hình 4) cho thấy ảnh hưởng của các nồng độ 
nano silica khác nhau đến sự phát triển của vi khuẩn B. 
subtilis GB03. Sự phát triển của vi khuẩn phụ thuộc vào 
nồng độ nano silica và thời gian nuôi. Trong 24 giờ đầu, 
vi khuẩn phát triển và sinh trưởng bình thường, mật độ vi 
khuẩn tăng tuyến tính theo thời gian. Sau 48 giờ thí nghiệm, 

mật độ vi khuẩn đạt giá trị cao nhất (1,1×109 cfu/ml) tại 
nồng độ nano SiO2 (10 µg/ml) thấp nhất trong ba nồng độ 
thí nghiệm, trong khi đó vi khuẩn ở mẫu đối chứng chỉ đạt 
6×107 cfu/ml. Từ 48 đến 72 giờ, mật độ vi khuẩn bắt đầu 
giảm ở tất cả các mẫu thí nghiệm. Trong toàn bộ quá trình 
thí nghiệm, mật độ vi khuẩn B. subtilis GB03 ở mẫu chứa 
nano SiO2 (10 µg/ml) luôn đạt giá trị cao nhất so với tất cả 
các mẫu còn lại. Sự thay đổi của mật độ vi khuẩn theo nồng 
độ nano silica trong nghiên cứu này phù hợp với nghiên cứu 
trước đây của nhóm tác giả Boroumand và cộng sự (2020) 
[15]. Nghiên cứu của nhóm tác giả này đã cho thấy ảnh 
hưởng của nồng độ nano silica đối với sự phát triển của 
chủng vi khuẩn endophyte Pseudomonas stutzeri. Theo đó, 
kết quả nghiên cứu cho thấy ở nồng độ nano silica 0,07 µg/
ml, vi khuẩn P. stutzeri phát triển có mật độ cao nhất, theo 
sau là nồng độ 0,05 µg/ml tại thời điểm 48 h. Trong khi 
đó, tại nồng độ nano silica là 0,1 µg/ml, mật độ vi khuẩn P. 
stutzeri thấp hơn so với hai nồng độ trên ở mọi thời điểm 
so sánh [15]. Như vậy, vi khuẩn sẽ phát triển tốt nhất ở một 
nồng độ silica thích hợp, nồng độ silica quá cao có thể gây 
ra ức chế vi khuẩn. Do đó, chúng tôi lựa chọn nồng độ nano 
SiO2 10 µg/ml cho các thử nghiệm trên cây dưa lưới tiếp 
theo.

Ảnh hưởng của nano SiO2-vi khuẩn đến khả năng 
sinh trưởng và phát triển của cây dưa lưới

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã ngâm ủ trực tiếp hạt 
giống cây dưa lưới trong hỗn hợp nano-vi khuẩn B. subtilis 
GB03 cho đến khi nảy mầm. Sau đó trồng thủy canh có tưới 
dung dịch hỗn hợp nano-vi khuẩn để tiến hành chụp SEM 
và quan sát sự phát triển của bộ rễ. Sau khi trồng vào bầu 
đất, chúng tôi sử dụng phân bón bình thường mà không tiếp 
thêm dung dịch tích hợp và quan sát sự sinh trưởng của cây. 
Qua quan sát các mẫu thí nghiệm xử lý hạt giống với nano 
silica-vi khuẩn B. subtilis GB03 cho thấy, sau 48 h tất cả 
các hạt thử nghiệm (100%) đều nảy nầm tương tự như các 
hạt đối chứng. Một số nghiên cứu trước đây cho thấy silica 
hay nano silica có tác dụng kích thích sự nảy mầm của hạt 
giống do tác dụng sinh hóa có thể làm giảm sản xuất axit 
abisicic và tăng mức gibberellin [16, 17]. Li và Ma (2002) 
[18] đã báo cáo rằng, khi hàm lượng silica trong đất có nồng 
độ trong khoảng 55 đến 203 mg/kg, hoạt tính của protease, 
lipase trong hạt và tốc độ hô hấp tăng lên, thúc đẩy quá trình 
nảy mầm của hạt cây dưa chuột, sức sống của hạt giống 
cũng được tăng lên đáng kể. Nghiên cứu của Rathinam và 
cộng sự  (2011) [19] cho thấy, tỷ lệ nảy mầm của hạt ngô 
cao hơn (từ 2-11%) khi chúng được trồng trong đất có trộn 
với vật liệu nano silica ở nồng độ 100 đến 400 µg/g so với 
mẫu đối chứng và mẫu đất trộn với silica thông thường.

Khi tiến hành nghiên cứu các mẫu rễ cây dưa lưới được 
xử lý với nano silica-vi khuẩn B. subtilis GB03 trong điều 
kiện nồng độ nano silica 10 µg/ml và ủ hạt nảy mầm, chúng 
tôi đã quan sát được hiện tượng các phân tử nano SiO2 bám 
vào bề mặt vi khuẩn và sự xâm nhập của vi khuẩn vào rễ cây.

Hình 3. Phổ IR của mẫu nano SiO2.

Hình 4. Đồ thị biểu diễn mối quan hệ giữa mật độ vi khuẩn và nồng 
độ nano SiO2.
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Hình 5. Hình ảnh hiển vi điện tử quét (SEM) của nano SiO2 và vi 
khuẩn B. subtilis: (A) nano SiO2 bám vào vi khuẩn B. subtilis GB03 
trong môi trường nuôi cấy LB sau 48 h thử nghiệm; (B) nano SiO2-vi 
khuẩn B. subtilis GB03 trên rễ của mẫu cây dưa lưới trước khi được trồng 
vào bầu đất.

Hình 5A cho thấy, nano silica bám lên bề mặt của vi 
khuẩn, từ đó tạo điều kiện thuận lợi cho rễ cây hấp thu được 
silica trong quá trình vi khuẩn xâm nhập vào sâu qua vỏ rễ 
(hình 5B). Quan sát ảnh SEM các mẫu rễ thí nghiệm có thể 
thấy hỗn hợp nano-vi khuẩn B. subtilis GB03 bám trên bộ 
rễ, từ đó có những tác động tới hoạt động của bộ rễ, ảnh 
hưởng tới khả năng sinh trưởng và phát triển của cây trồng. 
Qua theo dõi, mẫu cây dưa lưới được thử nghiệm với hỗn 
hợp nano silica-vi khuẩn B. subtilis GB03 có số lượng rễ và 
chiều dài rễ nhỉnh hơn so với công thức đối chứng (hình 6).

Hình 6. Ảnh hưởng của hỗn hợp nano SiO2-vi khuẩn B. subtillis GB03 
đến sự phát triển rễ và chiều cao cây dưa lưới Kim Cô Nương: hình 
ảnh mẫu đối chứng (C) và mẫu thí nghiệm (T). (A) bộ rễ cây dưa lưới 
trước khi trồng vào bầu đất; (B) chiều cao thân sau trồng 28 ngày.

Kết quả theo dõi sự phát triển chiều cao của các mẫu dưa 
lưới được thể hiện ở bảng 1.

Bảng 1. Chiều cao trung bình của các mẫu cây dưa lưới theo thời 
gian (cm). 

Công thức
Số ngày sau trồng (ngày)

14 21 28

Thí nghiệm 22,93a 63,63a 107,04a

Đối chứng 21,53b 60,70b 101,20b

LSD0,05
* 1,08 1,52 3,83

CV%** 1,39 0,69 1,05 

Trong cùng một dòng, các số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không 
khác biệt ở mức ý nghĩa p=0,05. *: giá trị sai khác nhỏ nhất có ý nghĩa; **: hệ 
số biến thiên.

Bảng 1 cho thấy tốc độ tăng trưởng chiều dài thân chính 
ở các giai đoạn sinh trưởng khác nhau là khác nhau. Ban 
đầu, các cây trong thử nghiệm có chiều cao tương đương 
nhau (~5 cm). Giai đoạn 14 ngày sau trồng, các mẫu dưa 
thí nghiệm có tốc độ tăng trưởng chiều dài thân chính chậm 
do cây dưa phải trải qua quá trình hồi xanh bén rễ 2-5 ngày, 
khả năng hút nước và dinh dưỡng hạn chế. Ở giai đoạn tiếp 
theo từ 14-21 ngày sau trồng, sự tăng trưởng của cây, đặc 
biệt là sự kéo dài của các lóng rất rõ rệt. Lúc này cây vừa 
sinh trưởng sinh dưỡng vừa sinh trưởng sinh thực nên cần 
tác động các biện pháp kỹ thuật hợp lý để cây phát triển 
chiều dài, khối lượng thân lá tối ưu nhằm tích lũy vật chất 
để cây ra hoa, kết quả. Giai đoạn sau trồng từ 21-28 ngày, 
tốc độ tăng trưởng chiều dài thân của các giống dưa lưới rất 
mạnh, trong đó ở công thức chứa nano silica có chiều dài 
thân chính trung bình đạt (107,04 cm), cao hơn khá rõ rệt 
so với công thức đối chứng (101,20 cm) (hình 6B). Kết quả 
này cho thấy, các cây thử nghiệm phát triển bình thường và 
tốt hơn mẫu đối chứng.

Nghiên cứu của Rathinam và cộng sự (2011) [19] về ảnh 
hưởng của nồng độ nano silica (100-400 µg/g) trong đất 
đến sự phát triển sinh trưởng của cây ngô cho thấy, ở một 
nồng độ phù hợp (100, 200 µg/g trong đất), nano silica có 
tác động tích cực đến sự sinh trưởng của cây ngô so với 
mẫu cây trồng trong đất không chứa nano silica hay chứa 
silica thông thường. Thí nghiệm trên cây cải xoong của tác 
giả Boroumand cùng cộng sự (2020) [15] cho thấy nồng 
độ nano silica tối ưu sử dụng giúp thu hoạch được trọng 
lượng khô thực vật cao nhất là ở 100 µg/ml. Một số báo 
cáo trước đây cũng chỉ ra rằng, việc cung cấp silic, silica 
hay nano silica vào trong đất trồng có tác động tích cực làm 
tăng sản lượng, năng suất của nhiều loại cây trồng trong 
nông nghiệp. Như vậy, đã có khá nhiều nghiên cứu liên 
quan đến thử nghiệm ảnh hưởng trực tiếp của silica, nano 
silica hay các hợp chất của silic ảnh hưởng đến sự phát triển 
của thực vật. Tuy nhiên, những nghiên cứu về tác động của 
tích hợp vật liệu nano-vi khuẩn endophyte lên thực vật còn 
khá ít. Ví dụ như báo cáo của tác giả Palmqvist và cộng 
sự (2015) [7] đã chỉ ra rằng, nano titan có khả năng làm 
tăng cường sự phát triển của vi khuẩn B. amyloliquefaciens 
và tích hợp nano-vi khuẩn của chúng có tác động tích cực 
lên rễ của cây cải dầu (Brassica napus), giúp cây chống 
tại bệnh đốm nâu (Alternaria brassicae) trong quá trình 
sinh trưởng. Một nghiên cứu khác của Luciana và cộng 
sự (2019) [20] thử nghiệm đối kháng vi khuẩn Ralstonia 
solanacearum (gây bệnh héo xanh) trên khoai tây của tích 
hợp vi khuẩn endophyte với hỗn hợp nano silica và than chì 
đã chỉ ra, hỗn hợp nano silica và than chì có tác động làm 
tăng nhanh sự phát triển của 3 chủng vi khuẩn endophyte 
(Lysinibacillus, P. fluorescens và B. subtilis), trong đó mật 
độ vi khuẩn B. subtilis đạt cao nhất. Bên cạnh đó, tích hợp 
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vi khuẩn B. subtilis-nano silica và than chì cũng cho thấy 
hiệu quả ức chế cao nhất đối với sự phát triển của vi khuẩn 
R. solanacearum trong thí nghiệm in vitro.

Kết luận

Nghiên cứu đã chế tạo được nano SiO2 20-50 nm bằng 
phương pháp sol-gel kết hợp siêu âm. Bên cạnh đó, các 
phương pháp đo phân tích cấu trúc hạt SEM, TEM, DLS, 
IR đã chỉ ra cấu trúc và những liên kết cơ bản của hạt nano 
silica được tổng hợp. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã 
quan sát được hiện tượng các hạt nano silica bám lên trên bề 
mặt vi khuẩn và thấy sự xâm nhập của vi khuẩn vào trong 
rễ cây. Nghiên cứu bước đầu đã khảo sát ảnh hưởng của tích 
hơp vi khuẩn B. subtilis GB03-nano silica ở nồng độ 10 µg/
ml đến cây dưa lưới và cho thấy, tích hợp có tác dụng làm 
tăng khả năng phát triển của bộ rễ, chiều cao, thời gian sinh 
trưởngvà khả năng phân nhánh của cây theo thời gian. Đây 
là tiền đề để tiếp tục nghiên cứu, phát triển các chế phẩm 
bảo vệ thực vật sạch và an toàn với môi trường có chứa tích 
hợp vi khuẩn-nano silica sử dụng trên cây dưa lưới nói riêng 
và cây trồng nói chung.
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Đặt vấn đề

Nấm Phellinus linteus (Berk. & Curt.) Teng thuộc chi 
nấm Phellinus spp. có khoảng 200 loài khác nhau, chúng 
thường xuất hiện trên các loại cây lá rộng như sồi,  dẻ [1]. 
Nấm P. linteus được biết đến là loại nấm có giá trị dược 
liệu cao, có khả năng phòng chống ung thư tuyến tụy, bạch 
cầu, tế bào biểu mô, vòm họng, đại tràng hay ung thư biểu 
mô thận [2, 3]. Tại Hàn Quốc, sản xuất nấm Phellinus spp. 
được xem là lĩnh vực sản xuất có tiềm năng, có thể phát 
triển thành ngành công nghiệp thực phẩm chức năng trong 
tương lai gần [4].

Nấm ăn và nấm dược liệu đang ngày càng trở nên quan 
trọng trong đời sống kinh tế - xã hội. Nhu cầu sử dụng các 
loại nấm, đặc biệt là các loại nấm có giá trị dược liệu như 
một loại thực phẩm bồi bổ sức khỏe đang là xu thế của 
người dân trên thế giới nói chung và Việt Nam nói riêng. 
Ngoài một số loại nấm chủ lực như linh chi, vân chi, đầu khỉ 
hay đông trùng hạ thảo thì các nghiên cứu về nhân giống và 
nuôi trồng nấm P. linteus ở Việt Nam mới chỉ ở giai đoạn sơ 
khai. Các sản phẩm nấm P. linteus xuất hiện trên thị trường 
hiện nay chủ yếu là sản phẩm nhập nội với giá thành rất cao. 
Vì vậy, việc tối ưu hóa các điều kiện nuôi cấy hệ sợi giống 
nấm P. linteus phù hợp với điều kiện Việt Nam là hết sức 
cần thiết, góp phần tạo nguồn giống nấm tốt phục vụ cho các 
nghiên cứu sau này. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Nguồn giống nấm

Chủng giống nấm P. linteus được Bộ Nông nghiệp và 
Phát triển Nông thôn cung cấp, hiện đang được lưu giữ tại 
Trung tâm Đào tạo, nghiên cứu và phát triển nấm ăn và nấm 
dược liệu, Khoa Công nghệ sinh học, Học viện Nông nghiệp 
Việt Nam ở nhiệt độ 4oC trên môi trường PDA.

Ảnh hưởng của nguồn dinh dưỡng cacbon

Chủng nấm P. linteus được nhân nuôi trên môi trường 
PA (200 g/l khoai tây, 16 g/l agar) và có bổ sung thêm 8 
nguồn cacbon khác nhau (glucose, fructose, maltose, 
sucrose, dextrin, lactose, xylose và tinh bột tan) với nồng độ 
2,0%. Môi trường nhân giống được hấp khử trùng ở nhiệt độ 
121oC trong 60 phút và được chia vào các đĩa petri vô trùng 
(đường kính 9,0 cm). Mỗi đĩa petri chứa 20 ml môi trường 
và được cấy 1 miếng giống gốc nấm P. linteus có kích thước 
0,5x0,5 cm tại vị trí trung tâm đĩa. Hệ sợi nấm P. linteus 
được nuôi ở điều kiện không có ánh sáng, độ ẩm không khí 
65-70%, nhiệt độ 30oC trong thời gian 12 ngày [4].

Ảnh hưởng của nguồn dinh dưỡng nitơ

Chủng giống nấm P. linteus nuôi trên môi trường PGA 
(200 g/l khoai tây, 20 g/l glucose, 16 g/l agar) được bổ sung 7 
nguồn nitơ khác nhau gồm NH4Cl, (NH4)2SO4, (NH4)2HPO4, 
NH4NO3, casein, pepton và urê để khảo sát sự sinh trưởng hệ 

Ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy 
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sợi của chủng giống. Mỗi nguồn nitơ được bổ sung vào môi 
trường với nồng độ 0,2%. Hệ sợi nấm P. linteus được nuôi 
ở điều kiện không có ánh sáng, độ ẩm không khí 65-70%, 
nhiệt độ 30oC trong thời gian 12 ngày [4].

Ảnh hưởng của pH

Chủng giống nấm P. linteus được nhân nuôi trên môi 
trường PGA có bổ sung 0,2% casein. Trước khi hấp khử 
trùng sử dụng dung dịch NaOH 1N hoặc HCl 1N để hiệu 
chỉnh giá trị pH môi trường nhân giống bằng 5, 6, 7, 8, 9 và 
10. Ươm sợi nấm P. linteus trong điều kiện không có ánh 
sáng, độ ẩm không khí 65-70%, nhiệt độ 30oC, thời gian 
nuôi sợi 12 ngày [4].

Ảnh hưởng của nhiệt độ

Chủng giống nấm P. linteus được nhân nuôi trên môi 
trường dinh dưỡng tối ưu nhất gồm khoai tây, glucose, 
casein và agar. Sau khi cấy giống, các đĩa petri được nuôi 
trong điều kiện không có ánh sáng, độ ẩm không khí 65-
70% và 5 ngưỡng nhiệt độ khác nhau (15, 20, 25, 30 và 
35oC) trong thời gian 12 ngày.

Các chỉ tiêu theo dõi

Khả năng sinh trưởng hệ sợi của chủng nấm P. linteus 
được đánh giá qua các chỉ tiêu sau:

Đường kính hệ sợi (mm): là đường kính phần sợi nấm 
P. linteus sinh trưởng trên bề mặt môi trường thạch sau 12 
ngày nuôi sợi.

Tốc độ sinh trưởng hệ sợi của chủng nấm P. linteus được 
đánh giá theo phương pháp của Nguyễn Thị Bích Thùy và 
cs (2016) [5], đơn vị tính mm/ngày.

Mật độ hệ sợi: quan sát hệ sợi nấm và đánh giá mật độ hệ 
sợi theo phương pháp của Jo và cs (2006) [4]: C (compact) - 
sợi dày, bám chặt; SC (somewhat) - sợi phân bố không đều; 
T (thin) - sợi nấm mỏng. 

Phương pháp xử lý số liệu

Kết quả nghiên cứu được xử lý thống kê bằng phần mềm 
Excel 2010 và phân tích Anova bằng phần mềm IRRISTAT 
5.0 tại mức ý nghĩa p<0,05 cho thí nghiệm một nhân tố. 

Kết quả và thảo luận

Ảnh hưởng của nguồn dinh dưỡng cacbon

Cacbon đóng vai trò quan trọng với tế bào, tham 
gia vào các hợp chất cấu trúc và dự trữ trong tế bào như 
monosaccharides, disacharides và polysacharides [6]. 
Nguồn dinh dưỡng cacbon thích hợp sẽ kích thích hệ sợi 
nấm sinh trưởng nhanh, tạo sinh khối lớn. Kết quả bảng 1 
cho thấy, khả năng sinh trưởng hệ sợi nấm P. linteus trên các 
môi trường có bổ sung glucose, fructose, xylose và sucrose 
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là không có sự sai khác có ý nghĩa (p<0,05), tốc độ mọc 
sợi đạt 4,29 đến 4,5 mm/ngày. Tốc độ mọc sợi của nấm 
P. linteus trên môi trường maltose, dextrin và tinh bột tan 
là như nhau (4,23 mm/ngày). Hệ sợi nấm P. linteus sinh 
trưởng chậm nhất trên môi trường có bổ sung lactose (2,53 
mm/ngày). Mật độ hệ sợi nấm P. linteus trên các môi trường 
được bổ sung glucose, fructose, sucrose, maltose, dextrin, 
tinh bột tan dày, phân bố đồng đều, sợi nấm màu vàng tươi, 
bám chắc vào môi trường thạch (hình 1).
Bảng 1. Ảnh hưởng của nguồn cacbon đến sinh trưởng hệ sợi nấm P. 
linteus.

Nguồn 
cacbon
(2%)

Đường kính hệ sợi ở các ngày 
khác nhau (mm) Tốc độ 

mọc sợi  
Mật độ 
hệ sợi

2 4 6 8

PA 13,75 23,50 40,50 65,25d 4,04c SC

Glucose 13,08 26,58 47,00 72,88a 4,50a C

Fructose 12,92 26,83 49,67 72,91a 4,43ab C

Sucrose 12,78 28,92 50,00 71,42a 4,29ab C

Maltose 11,23 23,75 46,17 67,67c 4,23bc C

Dextrin 12,12 26,58 46,67 66,67cd 4,23bc C

Xylose 11,85 25,83 50,17 69,58b 4,30ab T

Lactose 9,75 19,42 31,50 41,92e 2,53d SC

TBT 11,58 25,08 44,83 65,75d 4,23bc C

Ghi chú: C (compact): sợi dày, bám chặt; SC (somewhat compact): sợi phân bố 
dày, mỏng không đều; T (thin): sợi nấm mỏng; PA: potato agar; TBT: tinh bột 
tan. Các chữ cái trong cùng một cột ứng với mỗi giá trị sai khác giữa các giá trị 
trung bình tại mức ý nghĩa p<0,05. 

Hình 1. Hình thái hệ sợi nấm P. linteus trên môi trường chứa các 
nguồn cacbon khác nhau sau 6 ngày nuôi sợi ở nhiệt độ 30oC.

Ảnh hưởng của các nguồn cacbon khác nhau đến sinh 
trưởng của hệ sợi nấm Phellinus spp. cũng đã được nhiều 
nhà nghiên cứu đánh giá. Jo và cs (2006) [4] khi nghiên cứu 
ảnh hưởng của dinh dưỡng cacbon đến sinh trưởng hệ sợi 
của Phellinus spp. đã kết luận đường glucose và mannose 
hỗ trợ hệ sợi nấm Phellinus sinh trưởng tốt nhất. Hur và cs 
(2008) [7] cũng chứng minh glucose, fructose, sucrose và 
dextrose là tối ưu cho sinh trưởng hệ sợi của nấm Phellinus 
spp., lactose, maltose và galactose ít ảnh hưởng hơn đến 

tăng trưởng của hệ sợi. Dựa trên kết quả đánh giá tốc độ 
mọc sợi, khả năng bám của hệ sợi vào môi trường, mật độ 
hệ sợi, chúng tôi chọn glucose cho các thí nghiệm tiếp theo.  

Ảnh hưởng của nguồn dinh dưỡng nitơ

Nitơ là nguyên tố thiết yếu cần thiết cho tất cả các 
loại nấm để tổng hợp các hợp chất quan trọng như purin, 
pyrimidine, protein và N-acetylglucosamine, thành phần 
tham gia cấu tạo nên chitin, hợp chất của thành tế bào [8]. 
Trong nghiên cứu này, ảnh hưởng của một số nguồn nitơ 
hữu cơ và nitơ vô cơ đối với sự phát triển của hệ sợi nấm P. 
linteus đã được khảo sát. Kết quả bảng 2 cho thấy, các nguồn 
nitơ được sử dụng đều tác động tới sinh trưởng của hệ sợi 
nấm P. linteus. Tốc độ mọc sợi của nấm P. linteus nhanh 
nhất trên môi trường có casein (4,91 mm/ngày); trên môi 
trường bổ sung urê, sợi nấm P. linteus không sinh trưởng 
(hình 2). Sinh trưởng hệ sợi nấm P. linteus là như nhau khi 
sử dụng dinh dưỡng NH4Cl, (NH4)2SO4, pepton, NH4NO3, 
tốc độ mọc sợi trung bình từ 3,98 đến 4,09 mm/ngày.
Bảng 2. Ảnh hưởng của nguồn nitơ đến sinh trưởng hệ sợi nấm P. 
linteus.

Nguồn nitơ

(0,2%)

Đường kính hệ sợi ở các ngày khác nhau (mm) Tốc độ 
mọc sợi 

Mật độ 
sợi 2 4 6 8

PGA 13,75 26,58 47,58 72,88c 4,50a C

NH4Cl 13,58 29,25 59,17 78,08b 4,03b T

NH4NO3 13,92 31,50 63,25 77,75b 3,98b T

(NH4)2SO4 12,92 27,92 64,08 79,00b 3,98b T

(NH4)2HPO4 13,83 27,58 55,58 73,58c 3,75c C

Casein 13,58 29,42 68,00 85,5a 4,91a C

Pepton 12,5 30,17 63,58 79,33b 4,09b C

Urê 0 0 0 0 0d -

Ghi chú: C (compact): sợi dày, bám chặt; T (thin): sợi nấm mỏng. Các chữ cái 
trong cùng một cột ứng với mỗi giá trị sai khác giữa các giá trị trung bình tại 
mức ý nghĩa p<0,05. 

Mật độ hệ sợi nấm P. linteus trên các môi trường có bổ 
sung nguồn nitơ khác nhau cũng có sự sai khác. Hệ sợi nấm 
P. linteus dày nhất và phân bố đều trên môi trường bổ sung 
casein, tiếp đến là môi trường sử dụng PGA, peptone. Độ 
dày hệ sợi, hình thái của hệ sợi nấm P. linteus trên các môi 
trường NH4Cl, (NH4)2SO4, NH4NO3 không có sự khác biệt. 

Hur và cs (2008) [7] cũng khẳng định dinh dưỡng nitơ 
ảnh hưởng đến tốc độ phát triển của hệ sợi nấm P. linteus. 
Nghiên cứu của Chi và cs (1996), Hwang và cs (2003), Li 
và cs (2020) [9-11] đều ghi nhận các nguồn nitơ hữu cơ như 
bột ngô hay nhộng tằm cũng là dinh dưỡng phù hợp nhất 
cho sinh trưởng hệ sợi của nấm Phellinus.
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Hình 2. Hình thái hệ sợi nấm P. linteus trên môi trường có chứa các 
nguồn nitơ khác nhau sau 10 ngày nuôi ở nhiệt độ 30oC.

Ảnh hưởng của pH

Mỗi loài nấm đều sinh trưởng, phát triển thuận lợi ở giá 
trị pH nhất định. pH có ảnh hưởng đến sự tiết các enzym 
ngoại bào trong chất nền. Các enzym ngoại bào thường thể 
hiện hoạt động trong một phạm vi pH hẹp và có ảnh hưởng 
trực tiếp đến quá trình chuyển hóa chất dinh dưỡng của nấm 
[8]. Zagrean và cs (2016) [12] cho rằng, tốc độ phát triển 
của hệ sợi nấm P. eryngii phụ thuộc vào bản chất môi trường 
và pH của nó.

Kết quả theo dõi đặc điểm sinh trưởng hệ sợi của chủng 
nấm P. linteus trên môi trường với giá trị pH thay đổi từ 5 
đến 10 (bảng 3, hình 3) cho thấy, chủng nấm P. linteus sinh 
trưởng tốt khi pH môi trường có giá trị từ 7 đến 10, tốc độ 
mọc hệ sợi đạt từ 4,83 đến 5,0 mm/ngày. Tại pH 5 và 6, tốc 
độ sinh trưởng sợi của nấm P. linteus chậm hơn so với pH 
từ 7 đến 10. Mật độ sợi nấm P. linteus trên các môi trường 
nuôi cấy tại pH 7, 8, 9, 10 dày, phân bố đều, bám chặt môi 
trường và có màu vàng đặc trưng. 

Bảng 3. Ảnh hưởng của pH đến sinh trưởng hệ sợi nấm P. linteus.

pH

Đường kính hệ sợi ở các ngày khác nhau 
(mm) Tốc độ 

mọc sợi
Mật độ 
sợi

2 4 6 8

5 14,46 28,88 63,96 83,25d 4,36b SC

6 15,21 29,92 66,08 83,83d 4,58b C

7 14,75 32,04 66,92 85,63b 4,91a C

8 16,00 32,30 67,50 85,00b 4,83a C

9 16,10 32,60 67,83 84,58c 4,92a C

10 16,75 33,30 67,81 87,10a 5,00a C

Ghi chú: C (compact): sợi dày, bám chặt; SC (somewhat compact): sợi phân bố 
dày, mỏng không đều. Các chữ cái trong cùng một cột ứng với mỗi giá trị sai 
khác giữa các giá trị trung bình tại mức ý nghĩa p<0,05. 

Hình 3. Hình thái hệ sợi nấm P. linteus trên các môi trường có pH 
khác nhau sau 6 ngày nuôi ở nhiệt độ 30oC.

Nghiên cứu của Hur (2008) [13] kết luận rằng, pH 6-7 
là thích hợp nhất cho sự sinh trưởng của 13 chủng nấm 
Phellinus spp., trong đó chủng P. linteus sinh trưởng sợi 
nhanh nhất khi pH môi trường 7-9. Lee và cs (2008) [14] 
cho biết, pH 5,5 là phù hợp cho sinh trưởng hệ sợi chủng 
nấm P. linteus IY003 trong môi trường dịch thể. Như vậy, 
giá trị pH môi trường phụ thuộc vào từng chủng nấm P. 
linteus thí nghiệm.

Ảnh hưởng của nhiệt độ

Nhiệt độ là yếu tố môi trường quan trọng nhất đối với sự 
phát triển của sợi nấm [6]. Mỗi chủng nấm sẽ phát triển và 
biểu hiện các đặc điểm sinh học tốt nhất tại ngưỡng nhiệt 
độ thích hợp, vì tại ngưỡng nhiệt độ này các phản ứng trao 
đổi chất, hoạt động của enzym diễn ra mạnh. Khả năng sinh 
trưởng hệ sợi nấm P. linteus tại 5 ngưỡng nhiệt độ 15, 20, 
25, 30 và 35oC có sự sai khác có ý nghĩa thống kê p<0,05 
(bảng 4). Tốc độ mọc sợi của P. linteus nhanh nhất tại nhiệt 
độ 30oC (5,0 mm/ngày) và chậm nhất tại nhiệt độ 15oC (2,01 
mm/ngày). Nhiệt độ quá cao ảnh hưởng bất lợi đến các hoạt 
động trao đổi chất của tế bào, do đó tốc độ sinh trưởng giảm, 
tốc độ mọc sợi của nấm P. linteus tại ngưỡng nhiệt độ 35oC 
là 3,07 mm/ngày, mật độ hệ sợi nấm mỏng (hình 4).
Bảng 4. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh trưởng hệ sợi nấm P. linteus.

Nhiệt độ
(oC)

Đường kính hệ sợi ở các ngày 
khác nhau (mm) Tốc độ 

mọc sợi 
Mật độ 
sợi 

2 4 6 8

15 9,58 14,08 18,75 25,92e 2,01e SC

20 10,92 17,83 30,50 42,83d 2,87d SC

25 16,00 29,58 54,50 74,25b 3,65b C

30 16,75 33,29 69,17 87,08a 5,00a C

35 11,75 27,92 45,50 52,30c 3,07c T

Ghi chú: C (compact): sợi dày, bám chặt; SC (somewhat compact): sợi phân bố 
dày, mỏng không đều; T (thin): sợi nấm mỏng. Các chữ cái trong cùng một cột 
ứng với mỗi giá trị sai khác giữa các giá trị trung bình tại mức ý nghĩa p<0,05. 
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Hình 4. Hình thái hệ sợi nấm P. linteus sau 10 ngày nuôi ở các nhiệt 
độ khác nhau.

Báo cáo của Hur (2008) [13] khẳng định 25-30oC là 
ngưỡng nhiệt độ thích hợp nhất cho sinh trưởng hệ sợi 
nấm P. Linteus; khi nhiệt độ nuôi sợi vượt quá 30oC, sinh 
trưởng hệ sợi kém, tốc độ mọc sợi giảm. Heo và cs (2004) 
[15] thông báo nhiệt độ nuôi cấy tối ưu của chủng giống P. 
baumii và P. igniarius trong khoảng 25-30oC. Jo và cs (2006) 
[4] kết luận nhiệt độ thích hợp nhất cho sinh trưởng hệ sợi 
Phellinus spp. là 30oC và sự sinh trưởng bị ức chế một cách 
nhanh chóng ở nhiệt độ cao hơn 30oC và thấp hơn 20oC.

Kết luận

Cacbon và nitơ rất cần thiết cho sự sinh trưởng hệ sợi 
của nấm P. linteus. Glucose là dinh dưỡng cacbon phù hợp 
nhất cho nhân nuôi sợi nấm P. linteus. Sử dụng glucose với 
nồng độ 2,0%, tốc độ mọc sợi của nấm P. linteus đạt 4,5 
mm/ngày. Nitơ hữu cơ cho hiệu quả nhân giống nấm P. 
linteus cao hơn nitơ vô cơ, trong đó casein là nguồn dinh 
dưỡng nitơ tối ưu nhất. Trên môi trường nuôi cấy được bổ 
sung casein, sợi nấm P. linteus mọc nhanh nhất (4,91 mm/
ngày), hệ sợi dày, bám chắc vào môi trường, lan đều về các 
hướng. Sợi nấm P. linteus không mọc trên môi trường nuôi 
cấy được bổ sung urê. 

Giá trị pH và nhiệt độ thích hợp cho nuôi sợi nấm P. 
linteus là pH 7-10 và 30oC, tại điều kiện này hệ sợi nấm P. 
linteus phát triển nhanh nhất, mật độ hệ sợi dày, bám chắc 
vào chất nền, hệ sợi phân bố đều.
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Đặt vấn đề

Cây ba kích tím thuộc chi Morinda, họ Rubiaceae. Chi 
Morinda có vài chục loài khác nhau với phần lớn là những 
cây bụi, gỗ nhỏ hoặc dây leo, phân bố chủ yếu ở vùng nhiệt 
đới. Đa số các loài thuộc chi này bắt nguồn từ Borneo, New 
Guinea, phía bắc nước Úc và New Caledonia [1]. Tại Việt 
Nam, ba kích tím được trồng nhiều tại các tỉnh miền núi 
phía Bắc với mục đích làm dược liệu chữa bệnh phong thấp, 
giúp giảm huyết áp [2], điều trị vô sinh cho nam giới và suy 
nhược thể lực [3, 4].

Trên thế giới, chưa có nhiều nghiên cứu về sâu bệnh 
hại đối với ba kích tím. Tại Trung Quốc, nấm Fusarium 
oxysporium được xác định là nguyên nhân gây bệnh chết 
héo cây ba kích tím [5]. Tại Ấn Độ, nấm Colletotrichum spp. 
được xác định là nguyên nhân gây bệnh thán thư [6]. Tại 
Việt Nam, đã có một số nghiên cứu xác định nấm Fusarium 
spp. là nguyên gây ra các triệu chứng như héo vàng trên cây 
ba kích tím từ giai đoạn cây con đến giai đoạn hình thành 
củ tại Quảng Ninh và Thanh Hóa [7], vàng lá, thối rễ cây ba 
kích tím tại huyện Ba Chẽ [8]. Ngoài ra, nấm Rhizoctonia 
solani được xác định là nguyên nhân gây bệnh chết rạp cây 
con tại Thanh Hóa [9]. Tuy nhiên, chưa có công trình nghiên 
cứu nào liên quan đến sâu hại trên cây ba kích tím tại Việt 
Nam. Trong quá trình nghiên cứu quản lý sâu bệnh hại trên 

cây ba kích tím tại Quảng Ninh, chúng tôi đánh giá loài rệp 
sáp giả Rastrococcus chinensis là đối tượng gây hại quan 
trọng có khả năng bùng phát thành dịch. Rệp sáp giả là một 
trong những họ lớn và đa dạng nhất, trong đó có nhiều loài 
đa thực, gây hại trên nhiều loại cây trồng khác nhau [10]. 
Ngoài gây hại trực tiếp, rệp sáp giả còn tiết ra độc tố gây 
hiện tượng vàng, héo và rụng lá; cũng như tiết dịch mật là 
môi trường thuận lợi cho nấm muội đen phát triển gây ảnh 
hưởng trực tiếp đến quá trình quang hợp của cây. Một số 
loài rệp sáp giả có khả năng truyền một số bệnh vi rút [11]. 

Trong bài báo này, chúng tôi công bố một số kết quả 
nghiên cứu về đặc điểm sinh học, sinh thái, diễn biến mật 
độ quần thể loài rệp sáp giả R. chinensis và đánh giá hiệu 
lực của một số loại thuốc đối với rệp phục vụ sản xuất bền 
vững ba kích tím.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

Nghiên cứu đặc điểm sinh học của loài loài rệp sáp giả 
R. chinensis 

Cây ba kích tím được trồng trong nhà lưới để làm thức 
ăn nuôi sâu, cây làm thức ăn đảm bảo sạch, không sử dụng 
thuốc bảo vệ thực vật và cây được trồng liên tục tạo nguồn 
thức ăn luôn dồi dào. Nguồn thức ăn có thể được thu trực 
tiếp ngoài tự nhiên, cũng đảm bảo các điều kiện vệ sinh và 

Đặc điểm sinh học, sinh thái và phòng chống loài rệp sáp giả 
Rastrococcus chinensis (Hemiptera: Pseudococcidae) 

hại cây ba kích tím (Morinda officinalis How.)
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Tóm tắt:

Cây ba kích tím (Morinda officinalis How.) được trồng phổ biến tại một số tỉnh miền núi phía Bắc Việt Nam với 
mục đích sử dụng làm thuốc. Loài rệp sáp giả Rastrococcus chinensis (Hemiptera: Pseudococcidae) được xem là đối 
tượng gây hại nguy hiểm đối với cây ba kích tím tại Việt Nam. Loài rệp này phát triển và sinh sản thuận lợi ở điều 
kiện 25oC, nhưng không sinh sản khi nhiệt độ tăng lên mức 30oC. Ở điều kiện nhiệt độ 25oC, vòng đời là 75,19 ngày, 
tuổi thọ của rệp trưởng thành là 81 ngày, thời gian sống là 110 ngày. Trong khi ở điều kiện nhiệt độ 30oC, tuổi thọ 
của rệp trưởng thành rút ngắn còn khoảng 26 ngày và không có khả năng sinh sản. Hiệu lực của hỗn hợp hoạt chất 
azadirachtin + matrine (thuốc Golmec 9EC) đối với loài rệp sáp giả R. chinensis là 73,44% tại thời điểm 7 ngày sau 
khi phun và hiệu lực kéo dài đến 14 ngày.

Từ khóa: ba kích tím (Morinda officinalis How.), hiệu lực phòng trừ, Rastrococcus chinensis, rệp sáp giả. 
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đảm bảo tiêu chuẩn thức ăn. Tiến hành thu thập lượng lớn 
sâu từ ngoài đồng về phòng thí nghiệm. Tiến hành nuôi cá 
thể hoặc tập thể trong nhà lưới và phòng thí nghiệm để thu 
nhộng sâu non. Hàng ngày, theo dõi tiến độ phát dục của sâu 
để thu trưởng thành và ghép cặp. Khi có trứng tiến hành thu 
trứng phục vụ việc nghiên cứu các đặc điểm sinh học sinh 
thái của loài. 

Sâu hại được nuôi ở 2 mức nhiệt độ là 25 và 30ºC, độ ẩm 
80%. Số cá thể theo dõi là 120-150. Thức ăn được đặt trong 
hộp petri hoặc hộp nhựa có bông giữ ẩm. Dùng bút lông nhẹ 
nhàng bắt từng cá thể sâu mới nở, chuyển vào các hộp có 
chứa thức ăn. Hàng ngày, vào những giờ nhất định theo dõi 
tập tính hoạt động, quá trình lột xác chuyển tuổi và bổ sung 
thức ăn cho sâu vào một giờ nhất định.

Chỉ tiêu theo dõi: quan sát tập tính hoạt động sống của 
các pha phát triển của sâu. Thời gian phát triển các pha, tuổi 
sâu, vòng đời, khả năng đẻ của sâu qua các ngày và tuổi thọ 
của sâu trưởng thành. Thời gian phát triển các pha và vòng 
đời được tính theo công thức: 

Trong đó: Xi là thời gian phát triển của cá thể thứ i 
(ngày); ni là số cá thể có thời gian như cá thể thứ i; N là số 
cá thể theo dõi; S là độ lệch chuẩn.

Khả năng sinh sản: số trứng đẻ ra (trứng/trưởng thành 
cái) và tỷ lệ nở (số ấu trùng nở ra/tổng số trứng theo dõi).

Quy luật phát sinh, phát triển của loài rệp sáp giả R. 
chinensis 

Mỗi vườn điều tra 10 điểm chéo góc, mỗi điểm 10 cây, 
điều tra 7 ngày 1 lần (4 kỳ điều tra/tháng). Chỉ tiêu theo dõi: 

Tỷ lệ cây bị hại =
Số cây bị hại

Tổng số cây điều tra
Tỷ lệ cây bị hại =

Số cây bị hại
Tổng số cây điều tra

Hiệu lực của một số loại thuốc đối với loài rệp sáp giả 
R. chinensis

Đối với thuốc có nguồn gốc sinh học: thí nghiệm được 
bố trí theo khối ngẫu nhiên hoàn chỉnh, 3 lần nhắc lại, diện 
tích ô thí nghiệm 50 m2. Thí nghiệm được tiến hành trên 
vườn ba kích tím 2 năm tuổi bao gồm:

CT1: azadirachtin + matrine (Golmec 9EC), liều lượng 
sử dụng 500 ml/ha, lượng nước phun 500 l/ha.

CT2: bacillus thuringiensis var. kurstaki (Comazol 
(16000 IU/mg) WP), liều lượng sử dụng 2 kg/ha, lượng 
nước phun 500 l/ha.

CT3: garlic juice (Biorepel 10SL), liều lượng sử dụng 
1500 ml/ha, lượng nước phun 500 l/ha.

Biological, ecological characteristics, 
and management of mealybug species

Rastrococcus chinensis 
(Hemiptera: Pseudococcidae) 

of Indian mulberry (Morinda officinalis How.)
Xuan Hoat Trinh1*, Thi Xuyen Luu2, 

Le Bich Hong Tran2, Xuan Vi Le1, Thi Tuyet Nhung Le1

1Plant Protection Research Institute (PPRI)
2Thai Nguyen University of Agriculture and Forestry
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Abstract:

Indian mulberry (Morinda officinalis How.), locally 
known as ba kich, is widely planted in many mountainous 
provinces in Northern Vietnam for medicinal uses. The 
mealybug species Rastrococcus chinensis (Hemiptera: 
Pseudococcidae) is considered as the most dangerous 
insect pest forthe Indian mulberry in Vietnam. R. 
chinensis developed and reproduced normally at 25oC, 
but did not reproduce when the temperature reached 
30oC. At 25oC, the life cycle was 75.19 days, the adult’s 
lifespan was about 81 days, the longevity was about 
110 days. While at 30oC, the adult’s lifespan shortened 
to about 26 days with no fertility. The efficacy of 
azadirachtin + matrine (Golmec 9EC) with R. chinensis 
was 73.44% at 7 days and prolonged until 14 days after 
treatment.

Keywords: efficacy, Indian mulberry (Morinda officinalis 
How.), mealybug, Rastrococcus chinensis.

Classification number: 4.1
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CT4: abamectin (Tervigo® 020SC), liều lượng sử dụng 
4500 ml/ha, lượng nước phun 500 l/ha.

CT5: beauveria bassiana + metarhizium anizopliae 
(TKS-Nakisi WP), liều lượng sử dụng 1,5 kg/ha, lượng 
nước phun 500 l/ha.

CT6: đối chứng (phun nước lã).

Chỉ tiêu theo dõi: mật độ sâu hại ở trước và sau xử lý 1, 
3, 5, 7 và 14 ngày. Hiệu lực của thuốc trừ sâu được tính theo 
công thức Henderson - Tilton:

E = (1 - )
Ta × Cb

Tb × Ca
× 100

Trong đó: E là hiệu lực của thuốc tính bằng %; Ta là số 
cá thể sâu sống ở ô thí nghiệm sau xử lý; Tb là số cá thể sâu 
sống ở ô thí nghiệm trước xử lý; Ca là số cá thể sâu sống ở ô 
đối chứng sau xử lý; Cb là số cá thể sâu sống ở ô đối chứng 
trước xử lý.

Xử lý số liệu

Số liệu được tổng hợp bằng phần mềm Microsoft Office 
Excel và xử lý theo phương pháp ANOVA trong phần mềm 
SAS.

Kết quả và thảo luận

Trên cây ba kích tím, loài rệp sáp giả R. chinensis có khả 
năng gây hại lớn nhất, chúng tập trung chủ yếu ở mặt dưới 
của các lá bánh tẻ và di chuyển xuống, gây hại bộ phận gốc 
rễ vào giai đoạn cuối năm khi cây ba kích tím rụng lá. Rệp 
chích hút dịch làm cho cây biến vàng, ảnh hưởng đến sinh 
trưởng, phát triển và khi mật độ cao dẫn đến hiện tượng 
rụng hết lá và cây có thể bị chết. Do đó, loài rệp này là đối 
tượng cần được nghiên cứu và tìm ra các giải pháp phòng 
trừ hiệu quả. 

Ngoài tác động gây hại trực tiếp là tiêu thụ dinh dưỡng 
của cây, rệp sáp giả còn tiết ra độc tố chích vào cây, gây hiện 
tượng vàng lá, héo và rụng lá, tiết dịch mật tạo điều kiện 
cho nấm muội đen phát triển, làm ảnh hưởng trực tiếp tới 
quá trình quang hợp của cây. Rệp sáp giả thường di chuyển 
chậm chạp, hình thành các quần tụ rệp ở mặt dưới lá, thân, 
xung quanh cuống lá, cành, ở những điểm có tán lá dày, 
hoặc vị trí tiếp giáp giữa quả, gần nụ hoa hoặc đỉnh sinh 
trưởng của cây. Rệp sáp giả gây hại trên cỏ hoặc các loài 
thực vật trong họ này, rệp thường tồn tại trong bẹ lá.

Tuy nhiên, tính đến thời điểm hiện nay, R. chinensis là 
loài rệp sáp giả được phát hiện đầu tiên trên cây ba kích tím 
tại Việt Nam. Các loài rệp thuộc họ Pseudococcidae gây 
hại trên nhiều họ cây ký chủ khác nhau [10]. Tại Việt Nam, 
nhiều loài rệp sáp giả đã được phân loại và công bố. Trên 
cây ăn quả và cây có múi, đã xác định được 4 loài rệp sáp 

giả khác nhau [12], 9 loài gây hại trên cây có múi, 4 loài trên 
cây thanh long và 4 loài trên cây xoài [13], 8 loài hại cây na 
ở các tỉnh phía Nam [14].

Đặc điểm hình thái của loài rệp sáp giả R. chinensis

Kết quả nghiên cứu về các đặc điểm hình thái, sinh học 
của loài ở điều kiện nhiệt độ 25-30oC và ẩm độ 80% trong 
phòng thí nghiệm cho thấy có sự khác biệt khá rõ giữa rệp 
sáp giả đực và cái. Trong khi rệp sáp giả cái thuộc loại biến 
thái không hoàn toàn với 3 pha phát dục thì rệp sáp giả đực 
lại thuộc loại biến thái hoàn toàn với 4 pha phát dục. Thời 
gian phát dục của pha trứng là rất ngắn, thời gian từ sau đẻ 
đến khi nở chỉ kéo dài từ 3 đến 9h tùy thuộc vào điều kiện 
nhiệt độ.

Trứng: trứng của rệp sáp giả có kích thước khá nhỏ 
(khoảng 0,2 mm), hình trụ, có màu vàng nâu.

Rệp tuổi 1: rệp sáp giả mới nở, cơ thể có màu vàng xanh, 
kích thước 0,4-0,5 mm. Cuối cơ thể gần bộ phận sinh dục 
có một đôi tua sáp màu trắng, dài bằng 1/5 chiều dài cơ thể. 
Đến giữa và cuối tuổi 1, cơ thể rệp sáp giả và các tua xung 
quanh cơ thể được phủ một lớp phấn trắng, đôi tua dài nhất 
nằm ở phía cuối cơ thể (giáp với đôi tua gần bộ phận sinh 
dục), rệp non tuổi 1 hầu như không di chuyển.

Rệp tuổi 2: cơ thể rệp sáp giả có màu xanh vàng, kích 
thước 0,6-0,7 mm. Đến giữa và cuối tuổi, cơ thể được phủ 
một lớp phấn trắng, xung quanh cơ thể có 15 đôi tua khá dài 
và một đôi tua ngắn ở gần bộ phận sinh dục, các đôi tua ở 
phía cuối cơ thể dài hơn chiều dài cơ thể, rệp sáp giả non rất 
ít di chuyển. Cuối tuổi 2, giới tính đực và cái được phân biệt 
rõ. Tuy kích thước rệp sáp giả đực và cái không khác nhau, 
nhưng giới tính được phân biệt nhờ lớp phấn và màu sắc của 
cơ thể. Rệp sáp giả cái cơ thể màu vàng xanh, các đôi tua 
sáp và mặt lưng có rất nhiều phấn trắng; rệp đực cơ thể màu 
hơi nâu đỏ, các đôi tua sáp và mặt lưng có rất ít phấn trắng.

Rệp tuổi 3 (đối với con cái): về hình thái rệp sáp giả tuổi 
3 không khác so với tuổi 2, chúng chỉ tăng về kích thước, 
rệp sáp giả tuổi 3 dài 0,8-0,9 mm.

Tiền nhộng: rệp sáp giả tạo kén và nằm trong kén, cơ thể 
màu vàng nhạt, dài khoảng 1 mm, các đôi chân mập, không 
còn giác bám. Nhìn từ mặt lưng, cơ thể rệp sáp giả chưa 
phân biệt rõ 3 phần: đầu, ngực và bụng.

Nhộng: cơ thể nhộng màu vàng nhạt, đã phân biệt rõ 
đầu, ngực và bụng, mầm cánh, râu đầu và mắt đã hình thành. 
Nhộng dài khoảng 1 mm.

Trưởng thành: trưởng thành đực có cơ thể màu đỏ nâu, 
dài khoảng 0,9 mm, râu đầu dài gần bằng chiều dài cơ thể, 
đôi tua sáp màu trắng ở cuối cơ thể dài hơn chiều dài cơ 
thể. Trưởng thành cái có cơ thể rệp dài 1,1-1,3 mm, các đôi 
tua sáp ở phần đầu cơ thể dài gần bằng 2/3 chiều dài cơ thể, 
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các đôi tua sáp ở phía cuối cơ thể dài hơn chiều dài cơ thể 
ngoại trừ đôi tua sáp nằm gần bộ phận sinh dục, rệp rất ít di 
chuyển (hình 1).

Nhộng Tiền nhộng

Rệp non tuổi 3

R
ệp

 n
on

 tu
ổi

 2

R
ệp

 n
on

 tu
ổi

 2

Rệp non tuổi 1

Tr
ứn

g

Trưởng thành đực

Trưởng thành cái

Hình 1. Đặc điểm hình thái và vòng đời của loài rệp sáp giả R. 
chinensis.

Một số đặc điểm sinh học của loài rệp sáp giả R. 
chinensis

Loài rệp sáp giả sinh trưởng, phát triển và sinh sản bình 
thường ở điều kiện nhiệt độ 25oC, khi nhiệt độ tăng lên 30ºC, 
rệp không có khả năng sinh sản (không đẻ trứng). Khi nuôi 
ở điều kiện nhiệt độ 25 và 30ºC, thời gian phát dục của các 
pha tương ứng như sau: pha trứng 7 và 5h; rệp non (3 tuổi) 
là 33,93±0,77 và 26,53±0,78 ngày. Thời gian tiền đẻ trứng 
rất dài, trung bình 40,21±1,00 ngày. Vòng đời của rệp ở điều 
kiện 25ºC là 75,19±1,27, thời gian đẻ trứng 39,93±2,11 và 
tuổi thọ của trưởng thành là 81,57±2,67 ngày. Rệp không 
sinh sản ở điều kiện nhiệt độ 30ºC. Điều kiện nhiệt độ có 
ảnh hưởng khá rõ tới thời gian sống của rệp sáp giả. Ở nhiệt 
độ 25oC, thời gian sống trung bình là 110,44 ngày, dài gấp 
2 lần so với khi nuôi ở điều kiện nhiệt độ 30oC (52,93 ngày) 
(bảng 1).
Bảng 1. Một số đặc điểm sinh học chính của loài rệp sáp giả R. 
chinensis (Viện Bảo vệ Thực vật, 2018).

Chỉ tiêu theo dõi
Thời gian phát dục (ngày)
Đợt thí nghiệm I Đợt thí nghiệm II
Biến động Trung bình Biến động Trung bình

Trứng 7 giờ 5 giờ
Tuổi 1 9-19 13,02±0,29 7-16 9,35±0,32
Tuổi 2 6-14 9,40±0,28 5-13 7,63±0,29
Tuổi 3 8-19 11,95±0,44 6-13 9,33±0,39
Rệp non 20-45 33,93±0,77 21-39 26,53±0,78
Tiền đẻ trứng 28-52 40,21±1,00 Không đẻ -
Vòng đời 56-86 75,19±1,27 - -
Thời gian đẻ trứng 15-58 39,93±2,11 - -
Tuổi thọ của trưởng 
thành cái 51-106 81,57±2,67 18-38 26,18±1,17

Vòng đời 56-137 110,44±3,73 41-73 52,93±1,63
Nhiệt độ trung bình: 25oC
Ẩm độ trung bình: 80%

Nhiệt độ trung bình: 30oC
Ẩm độ trung bình: 80%

Tỷ lệ sống sót của rệp sáp giả khá cao, phạm vi biến 
động không lớn (79,17-100,0%). Đặc biệt là trứng, ở cả 2 
mức nhiệt độ theo dõi tỷ lệ sống sót đều là 100%. Rệp tuổi 
1 có tỷ lệ sống sót thấp nhất: 85,19 và 79,17% ở mức nhiệt 
độ tương ứng là 25 và 30oC (bảng 2). Như vậy, dựa trên tỷ 
lệ sống sót qua các pha phát dục trước trưởng thành của rệp 
sáp giả có thể tính được tỷ lệ chết của các pha phát dục ở 25 
và 30oC lần lượt là 32,86 và 37,24%. 
Bảng 2. Tỷ lệ sống sót (%) của loài rệp sáp giả R. chinensis ở các mức 
nhiệt độ khác nhau.

Chỉ tiêu theo dõi Trứng
Rệp non
Tuổi 1 Tuổi 2 Tuổi 3

25oC 100 85,19 86,96 95,0
30oC 100 79,17 89,47 94,12

Số lượng trứng biến động từ 20 đến 79 trứng, trung bình 
43,47 trứng/trưởng thành cái, tỷ lệ nở đạt 100%. So với các 
loài rệp sáp giả khác thì khả năng sinh sản của loài này là 
khá thấp. Thời gian đẻ trứng của rệp sáp khá biến động (15-
58 ngày, trung bình là 39,93 ngày). Sự mắn đẻ này nhỏ hơn 
rất nhiều so với một số loài rệp sáp giả đã được đề cập ở trên 
(khả năng đẻ trứng của chúng 15-38 trứng/ngày) (hình 2). 
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Hình 2. Nhịp điệu đẻ trứng của loài rệp sáp giả R. chinensis.

Quy luật phát sinh, phát triển của loài loài rệp sáp giả 
R. chinensis

Loài rệp sáp giả có xu hướng phát sinh mạnh vào giai đoạn 
đầu và cuối mùa mưa, thấp nhất vào giai đoạn mùa đông khi 
cây ba kích tím rụng lá. Khi nhiệt độ thấp, rệp qua đông ở bộ 
phận thân, rễ cây và hầu như không phát triển. Khi nhiệt độ 
tăng, cây bắt đầu ra chồi và lá mới, rệp sẽ bắt đầu sinh sản và 
gây hại. Quần thể rệp tăng mạnh vào giai đoạn tháng 4-5 và 
10-11 với mật độ dao động 20-25 cá thể/lá. Cá biệt có những 
thời điểm mật độ cao nhất đạt tới 40-50 cá thể/lá (tháng 4-5). 
Mật độ rệp giảm rõ rệt vào giai đoạn giữa mùa mưa và mùa 
khô, sau đó lại tăng lên vào giai đoạn đầu và cuối mùa mưa 
(hình 3). Mặc dù mật độ rệp xuất hiện khá cao trên cây khi 
bị nhiễm nhưng rệp chỉ xuất hiện và gây hại cục bộ từng khu 
vực 5-10 cây. Rệp chủ yếu xuất hiện và gây hại ở mặt dưới 
của các lá bánh tẻ, trên các bộ phận sát mặt đất; rệp rất ít khi 
di chuyển, do đó sự lây lan và phát tán loài của rệp bị hạn chế.
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Hình 3. Diễn biến mật độ của loài rệp sáp giả R. chinensis trên ba 
kích tím.

Hiệu lực của một số loại thuốc sinh học đối với loài rệp 
sáp giả R. chinensis

Trong khuôn khổ thí nghiệm, hầu hết các loại thuốc bảo 
vệ thực vật có nguồn gốc sinh học có hiệu lực đối với loài 
rệp sáp giả vào thời điểm 5 ngày sau xử lý; trong đó, hỗn hợp 
hoạt chất azadirachtin + matrine cho hiệu quả phòng trừ cao 
nhất (52,95%), các công thức còn lại đều cho hiệu lực thấp 
hơn 50%. Ở thời điểm 7 ngày sau phun, hầu hết các công thức 
đều có hiệu lực phòng trừ cao, trong đó hỗn hợp azadirachtin 
+ matrine đạt hiệu lực phòng trừ cao nhất (73,44%), tiếp đến 
là abamectin đạt 66,92%. Công thức sử dụng chế phẩm nấm 
có ích beauveria bassiana + metarhizium anizopliae, garlic 
juice và bacillus thuringiensis var. kurstaki cho hiệu lực 
thấp hơn, đạt từ 45,34 đến 56,24%. Hiệu lực của tất cả các 
loại thuốc bắt đầu giảm dần sau thời điểm 7 ngày sau xử lý. 
Như vậy, hiệu lực của hỗn hợp azadirachtin + matrine đối 
với loài rệp sáp giả cao nhất ở thời điểm 7 ngày và tiếp tục 
kéo dài tới thời điểm 14 ngày sau xử lý (bảng 3).  
Bảng 3. Hiệu lực của một số thuốc trừ loài rệp sáp giả R. chinensis 
trên cây ba kích tím.

Công thức Mật độ rệp 
trước phun

Hiệu lực (%)
1 NSP 3 NSP 5 NSP 7 NSP 14 NSP

Azadirachtin + matrine (Golmec 9EC) 29,55 22,68a 38,65a 52,95a 73,44a 61,92a

Bacillus thuringiensis var. kurstaki 
(Comazol (16000 IU/mg) WP) 29,13 11,86b 23,37bc 38,27b 56,24bc 51,02abc

Garlic juice (Biorepel 10SL) 27,91 9,79b 24,97bc 35,88b 53,48bc 47,96bc

Abamectin (Tervigo® 020SC) 28,77 20,62a 27,40b 46,02ab 66,92ab 53,94ab

Beauveria bassiana + Metarhizium 
anizopliae (TKS-Nakisi WP) 28,20 12,84b 15,93c 34,34b 45,34c 39,47c

Đối chứng (nước lã) 29,32 - - - - -
P <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Ghi chú: các chữ cái cùng cột khác nhau có ý nghĩa khác nhau; NSP: ngày 
sau phun.

Kết luận 

Loài rệp sáp giả R. chinensis phát triển và sinh sản thuận 
lợi ở điều kiện 25oC, nhưng không sinh sản khi nhiệt độ 
tăng lên mức 30oC. Ở điều kiện nhiệt độ 25oC, vòng đời 
là 75,19 ngày, tuổi thọ của trưởng thành khoảng 81 ngày, 
thời gian sống của rệp khoảng 110 ngày, thời gian đẻ trứng 
khoảng gần 40 ngày. Trong khi ở điều kiện nhiệt độ 30oC, 

tuổi thọ của trưởng thành rút ngắn còn khoảng 26 ngày và 
không có khả năng sinh sản. Hiệu lực của hỗn hợp hoạt chất 
azadirachtin + matrine có hiệu lực cao đối với rệp sáp giả 
R. chinensis ở thời điểm 7 ngày và tiếp tục kéo dài tới thời 
điểm 14 ngày sau phun.
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Đặt vấn đề

Trong những năm gần đây, AHPND là một trong những bệnh 
phổ biến, gây ảnh hưởng nghiêm trọng đến nghề nuôi tôm trên 
thế giới, trong đó có Việt Nam. Tác nhân gây AHPND được xác 
định là do vi khuẩn V. parahaemolyticus [1]. Kết quả nghiên cứu 
sâu về tác nhân gây AHPND cho thấy, bản chất gây ra AHPND 
là vi khuẩn mang Plasmid có chứa gen độc lực gây hoại tử gan 
tụy cấp [2, 3]. Ở Việt Nam, đã xác định có ít nhất 2 chủng vi 
khuẩn (V. parahaemolyticus và V. harveyi) gây AHPND ở tôm 
nuôi nước lợ, trong đó có tôm thẻ chân trắng [4, 5].

Tỏi có vai trò kích thích tiêu hóa, tăng cường hệ miễn dịch, 
gia tăng kiểm soát tác nhân gây bệnh, đặc biệt là vi khuẩn và 
nấm [6-8]. Một số nghiên cứu về hiệu quả của dịch chiết tỏi, 
tỏi tươi ép, tỏi bột đối với phòng trị bệnh nhiễm khuẩn ở động 
vật thủy sản đã được thực hiện [6-8]. Tuy nhiên, mỗi phương 
pháp đều có hạn chế, cụ thể phương pháp tách chiết đòi hỏi 
trang thiết bị và hóa chất chuyên dùng, người thực hiện cần 
được đào tạo bài bản, chi phí thực hiện cao, dẫn đến giá thành 
sản phẩm cao, ngoài ra còn không thuận tiện trong cách bảo 
quản lẫn sử dụng tại các nông hộ. Đối với tỏi bột, cần có đầu 
tư về hệ thống máy sấy, nghiền bột. Bên cạnh đó, bột tỏi để 
trộn vào thức ăn thường bám dính kém và mùi đặc trưng của 

tỏi đã không kích thích cho động vật thủy sản bắt mồi. Đối 
với tỏi tươi ép, mùi đặc trưng của tỏi không kích thích động 
vật thủy sản bắt mồi. Phương pháp lên men tỏi đã khắc phục 
được các hạn chế nêu trên. Phương pháp này thực hiện không 
quá cầu kỳ, giá thành rẻ, thuận lợi cho bà con nông dân khi sử 
dụng cho động vật thủy sản nuôi, đặc biệt sản phẩm có mùi 
thơm kích thích động vật thủy sản bắt mồi. Đây là một hướng 
nghiên cứu đầy hứa hẹn, có giá trị ứng dụng cao.

Mục tiêu của nghiên cứu này là đánh giá khả năng kháng 
vi khuẩn gây AHPND và hiệu quả phòng AHPND trên tôm 
thẻ chân trắng trong điều kiện phòng thí nghiệm của sản 
phẩm tỏi lên men.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

Củ tỏi ta (Allium sativum L.) thu tại Hải Dương, bóc bỏ 
lớp vỏ lụa bên ngoài, sau đó cắt nhỏ các tép tỏi, phối trộn 
cùng với rượu và mật ong theo tỷ lệ 10 kg tỏi : 10 lít rượu : 
1 lít mật ong. Chuyển nguyên liệu đã phối trộn vào thùng/xô 
nhựa có nắp đậy ủ cho lên men trong thời gian 25-30 ngày 
ở 30-35oC. Sau thời gian ủ, lọc bỏ phần bã của củ tỏi, phần 
dịch tỏi lên men được sử dụng để thử khả năng kháng khuẩn 

Khả năng kháng khuẩn và phòng bệnh 
hoại tử gan tụy cấp ở tôm thẻ chân trắng 

(Penaeus vannamei) của tỏi (Allum sativum) lên men 
Nguyễn Thị Hạnh, Phan Thị Vân, Phạm Thị Yến, Lê Thị Mây, Trương Thị Mỹ Hạnh*

Viện Nghiên cứu nuôi trồng thuỷ sản 1

Ngày nhận bài 16/11/2020; ngày chuyển phản biện 20/11/2020; ngày nhận phản biện 2/1/2021; ngày chấp nhận đăng 6/1/2021

Tóm tắt:

Nghiên cứu được tiến hành nhằm kiểm tra khả năng kháng khuẩn của tỏi lên men đối với các chủng vi khuẩn Vibrio 
parahaemolyticus KC.13.14.2 và Vibrio harveyi KC.13.17.5 gây bệnh hoại tử gan tụy cấp (Acute hepatopancreatic 
necrosis disease - AHPND), đồng thời đánh giá khả năng phòng AHPND cho tôm thẻ chân trắng (Penaeus vannamei) 
trong điều kiện phòng thí nghiệm. Kết quả chỉ rõ, sản phẩm tỏi lên men có độ nhạy cao đối với cả 2 chủng vi khuẩn gây 
AHPND khi thử nghiệm ở 25 µl và 30 µl. Khi bổ sung dịch tỏi lên men với liều 15 ml/kg thức ăn/ngày vào thức ăn để cho 
tôm ăn trong 10 ngày liên tục đã có khả năng phòng AHPND cho tôm. Thức ăn trộn dịch tỏi lên men bao ngoài bằng dầu 
mực có hiệu quả cao nhất khi nâng tỷ lệ sống của tôm lên 53%, cao hơn so với không sử dụng chất bao ngoài (51%), bao 
ngoài bằng bột nếp (42%) và không sử dụng dịch tỏi lên men (14%). 

Từ khóa: AHPND, dịch tỏi lên men, kháng khuẩn, phòng bệnh, tôm thẻ chân trắng.
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và hiệu quả phòng AHPND cho tôm.

Các chủng vi khuẩn thử nghiệm bao gồm V. 
parahaemolyticus KC.13.14.2 và V. harveyi KC.13.17.5 
gây AHPND ở tôm nuôi nước lợ tại Nghệ An. Các chủng 
này hiện đang được lưu giữ tại Trung tâm Quan trắc môi 
trường và bệnh thủy sản miền Bắc (CEDMA), Viện Nghiên 
cứu nuôi trồng thủy sản 1.

Tôm thẻ chân trắng có khối lượng khoảng 3-4 g/con, kích 
thước đồng đều, phản xạ nhanh, ruột đầy thức ăn, có kết quả 
âm tính với vi rút gây bệnh đốm trắng và các loài vi khuẩn gây 
AHPND.

Bể composit có thể tích 200 l/bể, muối biển nhân tạo 
dùng để pha nước nuôi tôm ở độ mặn 15‰.

Phương pháp nghiên cứu

Đánh giá khả năng kháng khuẩn của sản phẩm tỏi lên 
men: 

Chuẩn bị vi khuẩn thử nghiệm: các chủng vi khuẩn V. 
parahaemolyticus KC.13.14.2 và V. harveyi KC.13.17.5 từ 
tủ -80oC được nuôi cấy thuần lại trên đĩa TCBS (Thiosulfate 
citrate bile salts), chọn 1 khuẩn lạc đơn đem nuôi cấy tăng sinh 
trong môi trường NB có bổ sung 2% NaCl để thu dịch vi khuẩn. 
Mật độ vi khuẩn được xác định bằng phương pháp đo mật độ 
quang (OD) ở bước sóng 600 nm, mật độ vi khuẩn sử dụng để 
khảo sát hoạt tính kháng khuẩn là 108 cfu/ml, tương ứng với 
OD=0,1.  

Khảo sát hoạt tính kháng khuẩn của sản phẩm tỏi lên men 
bằng phương pháp kháng sinh đồ khuếch tán trên đĩa thạch 
Kirby-Bauer [9]. Nhỏ sản phẩm tỏi lên men lên các khoanh 
giấy vô trùng với 6 thể tích để tiến hành thử nghiệm bao gồm 
5,10, 15, 20, 25 và 30 µl/khoanh giấy. Khoanh giấy tẩm kháng 
sinh Doxycyclin (30 µg) được sử dụng như đối chứng dương, 
khoanh giấy nhỏ nước cất được sử dụng như đối chứng âm. 
Dùng que trang trang đều 100 µl vi khuẩn ở mật độ 108 cfu/ml 
lên thạch Mueller Hinton, đặt các đĩa giấy đã thấm sản phẩm 
tỏi lên men và đối chứng vào, sau đó ủ trong tủ ấm ở 29oC. Sau 
24h nuôi cấy, đĩa thạch được lấy ra để đo đường kính vòng vô 
khuẩn. Đường kính vòng vô khuẩn ≥16 mm: nhạy (dịch tỏi lên 
men có độ nhạy với vi khuẩn) [10].

Đánh giá hiệu quả phòng AHPND: thí nghiệm đánh giá 
hiệu quả phòng bệnh đối với tôm gây nhiễm vi khuẩn gây 
AHPND được mô tả chi tiết trong bảng 1. 

Antimicrobial activity 
and prevention acute hepatopancreatic 

necrosis disease in brackish 
whiteleg shrimp (Penaeus vannamei)

of the fermented garlic (Allium sativum) 
Thi Hanh Nguyen, Thi Van Phan, Thi Yen Pham, 

Thi May Le, Thi My Hanh Truong*

Research Institute for Aquaculture No 1
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Abstract:

The study was conducted to screen the antibacterial 
activity of fermented garlic against V. parahaemolyticus 
KC.13.14.2 and V. harveyi KC.13.17.5, the causal agent 
of acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND). 
The results showed that fermented garlic products had 
a high sensitivity to both strains of screened bacteria 
at concentrations of 25 and 30 µl. Then the effect of 
fermented garlic as an agent for the prevention of 
AHPND was evaluated in vivo. When adding fermented 
garlic at a dose of 15 ml/kg food/day to feed shrimp for 
10 consecutive days, it was possible to prevent AHPND 
disease for shrimp. Food mixed with fermented garlic 
with squid oil was the most effective when it increased 
the survival rate of shrimp to 53%, significantly higher 
than treatment using supplementary feed without a 
coating of 51%, coated with glutinous rice of 42%, and 
no fermented garlic of 14%.

Keywords: AHPND, antibacterial, disease prevention, 
fermented garlic, whiteleg shrimp.

Classification number: 4.5
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Bảng 1. Thí nghiệm đánh giá hiệu quả phòng bệnh đối với tôm gây 
nhiễm vi khuẩn gây AHPND.

CT1 CT2 CT3 Đối chứng 
dương

Đối chứng 
âm

Cách bổ sung 
tỏi lên men 
cho tôm

Thức ăn trộn 
cùng tỏi lên 
men có bao 
ngoài bằng 
bột nếp

Thức ăn trộn 
cùng tỏi lên 
men có bao 
ngoài bằng 
dầu gan mực

Thức ăn 
trộn cùng 
tỏi lên men 
không bao 
ngoài

Thức ăn 
thường 
không có 
chất 
bổ sung

Thức ăn 
thường 
không có 
chất bổ sung

Cách cho ăn 
và liều lượng 
bổ sung

Trộn 15 ml dịch tỏi lên men/kg thức ăn/ngày 
cho tôm ăn liên tục trong vòng 10 ngày, từ ngày 
thứ 11 cho ăn thức ăn viên công nghiệp không 
có tỏi lên men

Cho ăn thức ăn thường công 
nghiệp không bổ sung dịch 
tỏi lên men

Mật độ vi 
khuẩn ngâm 
khi công 
cường độc

1x106 (cfu/ml)

Không có 
bất kỳ tác 
động nào của 
vi khuẩn. 
Tôm nuôi 
bình thường

Thời điểm 
ngâm vi khuẩn Ngày thứ 11 Không ngâm 

vi khuẩn

Thời gian 
ngâm tôm 
trong vi khuẩn

1 ngày, sau đó thay toàn bộ nước trong tất cả các bể thí nghiệm

Thí nghiệm được bố trí kéo dài 21 ngày, các nghiệm thức thí nghiệm được bố trí lặp lại 3 lần, 
mỗi bể 30 con tôm có kích cỡ khoảng 3-4 g và được theo dõi ghi chép số tôm chết tích lũy 
theo thời gian, tái phân lập tác nhân vi khuẩn gây AHPND

Tôm trước khi thí nghiệm được kiểm tra âm tính với 
AHPND. 

Thí nghiệm được bố trí trong khoảng nhiệt độ 25-28oC, 
pH 7,3-7,9, sục khí hoạt động liên tục ở các bể trong quá 
trình thí nghiệm, độ mặn 15‰.

Sản phẩm tỏi lên men do chúng tôi tạo ra trước đó đã 
được thử tại nông hộ nuôi tôm với mục đích để phòng bệnh 
cho tôm nuôi. Kết quả được nông hộ phản ánh, các ao nuôi 
tôm khi sử dụng dịch tỏi lên men bổ sung vào thức ăn cho 
tôm ăn với liều lượng 15 ml/kg thức ăn/ngày, cho ăn 10 ngày 
liên tục là có hiệu quả phòng bệnh so với các ao nuôi tôm 
không sử dụng dịch tỏi lên men. Chính vì vậy, để kiểm chứng 
lại kết quả một cách có ý nghĩa khoa học chúng tôi đã chọn 
liều lượng 15 ml tỏi lên men/kg thức ăn/ngày, cho ăn 10 ngày 
liên tục để phòng AHPND cho tôm trong thí nghiệm này.

Công cường độc vi khuẩn bằng hình thức ngâm, vi khuẩn sử 
dụng để gây nhiễm là chủng V. parahaemolyticus KC.13.14.2 
gây AHPND đã được chúng tôi sử dụng làm vật liệu nghiên 
cứu cho nhiều nghiên cứu trước đó. Mật độ vi khuẩn khi ngâm 
là 1x106 cfu/ml [9, 11]. Xác định mật độ vi khuẩn ban đầu theo 
phương pháp đo OD ở bước sóng l=600 nm, khi đo OD=0,1 
tương đương với mật độ vi khuẩn ban đầu là 108 cfu/ml. 

Sử dụng thức ăn tôm cao cấp của Công ty Thức ăn thủy 
sản Việt Nam, bổ sung sản phẩm tỏi lên men thấm đều vào 
thức ăn. Nghiệm thức sử dụng chất bao ngoài, dùng dầu gan 

mực nhỏ từng giọt một cho đến khi thấm đều các viên thức ăn, 
đối với bột nếp đun chín rồi trộn từng thìa một cho đến khi đủ 
bao ngoài các viên thức ăn. Thức ăn sau đó được rải mỏng ra 
giấy rồi để khô nửa ngày trong tủ lạnh trước khi cho tôm ăn.

Trong quá trình thí nghiệm, tôm vừa chết hoặc yếu 
không phản xạ bơi khi có vật chạm vào được thu để tái phân 
lập lại tác nhân gây nhiễm bằng phương pháp nuôi cấy và 
định danh vi khuẩn theo phương pháp của Nicky B. Buller 
[12], sử dụng bộ kít API 20E để thử sinh hóa, sau đó tra 
kết quả bằng phần mềm: https://apiweb.biomerieux.com/
servlet/Authenticate?action=prepareLogin.vĐồngvthời, 
xác định tác nhân gây AHPND bằng kỹ thuật PCR: sử dụng 
cặp mồi AP3 (F: ATGAGTAACAATAAAACATGAAAC; 
R: GTGGTAATATTGTACAGAA) được công bố bởi 
Sirikharin và cs [13]. Cặp mồi AP3 để khuyếch đại đoạn 
gen 336 bp của gen Toxin gây AHPND ở tôm, chu kỳ 
nhiệt của phản ứng PCR được áp dụng như sau: 95oC (5 
phút), [35 chu kỳ (94oC trong 1 phút, 53oC trong 30 giây 
và 72oC trong 40 giây)], 72oC (5 phút) và 4oC (∞). Sản 
phẩm PCR được điện di trên thạch agarose 1% trong dung 
dịch 1X TBE và đọc kết quả dưới đèn UV, sản phẩm xuất 
hiện vạch có kích thước 336 pb.

Kết thúc thí nghiệm tôm còn sống ở các nghiệm thức 
cũng được thu để định danh vi khuẩn V. parahaemolyticus 
KC.13.14.2 trong gan tụy tôm và kiểm tra AHPND.

Phương pháp xử lý số liệu

Các thí nghiệm được bố trí ngẫu nhiên và lặp lại 3 lần. 
Số liệu được xử lý bằng phần mềm Excel 2010 và xử lý 
thống kê bằng phần mềm SPSS với sự sai khác có ý nghĩa 
p<0,05.

Kết quả nghiên cứu và thảo luận

Khả năng diệt khuẩn của tỏi lên men đối với các chủng 
vi khuẩn gây AHPND 

Kết quả thử nghiệm ở nồng độ 5 µl, sản phẩm tỏi lên 
men không tạo được vòng vô khuẩn đối với cả 2 chủng vi 
khuẩn thử nghiệm là V. parahaemolyticus KC.13.14.2 và 
V. harveyi KC.13.17.5. Khi thử nghiệm ở các nồng độ cao 
hơn là 10, 15 và 20 µl, sản phẩm tỏi lên men tạo ra vòng 
kháng khuẩn trung bình dao động từ 7,2-13,8 mm (chủng 
V. parahaemolyticus KC.13.14.2) và 8,0-14,6 mm (chủng 
V. harveyi KC.13.17.5). Chỉ khi nâng nồng độ thử nghiệm 
lên 25 và 30 µl thì sản phẩm tỏi lên men mới tạo ra vòng 
kháng khuẩn có độ nhạy cao đối với cả 2 chủng vi khuẩn 
thử nghiệm. Đường kính vòng vô khuẩn trung bình đạt được 
lần lượt là 16,8-18,2 mm (V. parahaemolyticus KC.13.14.2) 
và 17,2-18,8 mm (V. harveyi KC.13.17.5). Trong khi đó, đối 
chứng Doxycyclin cũng chỉ tạo ra đường kính vòng vô khuẩn 
trung bình 22,8-24,0 mm giữa hai chủng (bảng 2, hình 1).
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Bảng 2. Khả năng diệt khuẩn của sản phẩm tỏi lên men đối với các 
chủng gây AHPND.

Nồng độ thử nghiệm 
(µl)

Đường kính vòng vô khuẩn (mm)
V. parahaemolyticus 
KC.13.14.2

V. harveyi 
KC.13.17.5

5 0 0

10 7,2±0,8a 8,0±0,7a

15 11,4±0,9b 9,8±0,8b

20 13,8±1,3c 14,6±0,9c

25 16,8±1,6d 17,2±0,8d

30 18,2±1,4e 18,8±1,1d

Đối chứng (nước cất) 0 0

Doxycyclin (30 µg) 24,0±1,2 22,8±1,1

Ghi chú: a, b, c, d, e: trên cùng một cột chỉ ra sự khác nhau có ý nghĩa về mặt 
thống kê p<0,05.

Hình 1. Khả năng diệt khuẩn của tỏi lên men đối với vi khuẩn gây 
AHPND trên tôm. (A) Đĩa giấy tẩm dịch chiết tỏi; (B) Đường kính 
vòng vô khuẩn của tỏi lên men khi thử với vi khuẩn V. parahaemolyticus 
KC.13.14.2 gây AHPND; (C) Đường kính vòng vô khuẩn của tỏi lên men 
khi thử với vi khuẩn V. harveyi KC.13.17.5 gây AHPND; ĐC: đối chứng 
âm; Dx: Doxycyclin (30 µg).

Đối với chủng V. parahaemolyticus KC.13.14.2 khi nâng 
nồng độ thử nghiệm từ 25 lên 30 µl, đường kính vòng vô 
khuẩn tăng từ 16,8 lên 18,2 mm, khoảng cách này tạo ra sự 
sai khác có ý nghĩa về mặt thống kê (p<0,05). Trong khi đó, 
khi nâng nồng độ thử nghiệm từ 25 lên 30 µl đối với chủng 
V. harveyi KC.13.17.5, đường kính vòng vô khuẩn tạo ra từ 2 
nồng độ lại không có sự sai khác có ý nghĩa thống kê (bảng 
2, hình 1).

Kết quả thử nghiệm này của chúng tôi cũng tương đồng 
với một số kết quả của các công trình nghiên cứu trước về 
khả năng kháng khuẩn của dịch chiết tỏi đối với tác nhân vi 
khuẩn gây bệnh trên động vật thuỷ sản. Theo Nguyễn Anh 
Tuấn (2009) [11], dịch ép tỏi tươi có tác dụng diệt khuẩn rất 
tốt đối với vi khuẩn V. harveyi ở nồng độ thử nghiệm là 100% 
với đường kính vòng vô khuẩn trung bình là 22,1±3,11 mm. 
Cao khô tỏi có khả năng diệt khuẩn cao với 2 chủng vi khuẩn 
A. hydrophila gây bệnh trên cá trắm cỏ ở nồng độ thử nghiệm 
là 30 µg/µl với đường kính vòng vô khuẩn trung bình lần lượt 
là 18,33±1,57 mm và 18,33±1,53 mm [9]. 

Cũng nghiên cứu và thử nghiệm đối với các chủng vi 
khuẩn gây AHPND trên tôm Nguyễn Thị Hạnh và Đặng Thị 
Lụa (2016) cho rằng, cao khô tỏi tách chiết bằng dung môi 

là cồn 70o khi thử nghiệm ở 5 nồng độ (10, 15, 20, 25 và 
30 µl) đều không có khả năng diệt khuẩn đối với các chủng 
vi khuẩn V. parahaemolyticus (KC.12.020, KC.13.14.2) gây 
AHPND trên tôm [14]. Trong khi đó, nghiên cứu này lại cho 
thấy tỏi lên men có tính nhạy đối với cả 2 chủng vi khuẩn gây 
AHPND là V. harveyi KC.13.17.5 và V. Parahaemolyticus 
KC.13.14.2 khi thử nghiệm ở thể tích ≥25 µl (đường kính 
vòng vô khuẩn >16 mm) (bảng 2).

Khả năng phòng bệnh của tỏi lên men đối với AHPND 
trên tôm thẻ chân trắng

Trong 10 ngày đầu, tôm thẻ chân trắng ở các thí nghiệm 
được ăn thức ăn có bổ sung dịch tỏi lên men để phòng 
AHPND, từ ngày thứ 11 đến cuối thí nghiệm tôm ăn thức 
ăn viên công nghiệp không bổ sung dịch tỏi lên men, các 
bể ở thí nghiệm đối chứng tôm ăn thức ăn viên công nghiệp 
không trộn dịch tỏi lên men trong suốt thời gian thí nghiệm. 
Riêng các bể đối chứng âm và dương tôm ăn thức ăn viên 
công nghiệp, không bổ sung dịch tỏi lên men. Kết quả cho 
thấy, tôm ở tất cả các nghiệm thức thí nghiệm đều ăn hết 
thức ăn, phản xạ nhanh nhẹn, màu sắc sáng và không thấy 
có tôm chết. Đến ngày thứ 11 (ngày đầu tiên gây nhiễm), tất 
cả các nghiệm thức thí nghiệm có gây nhiễm vi khuẩn đều 
có tôm chết với tỷ lệ chết từ 1,1 đến 7,7%. Tôm chết nhanh 
sau 2-4 ngày gây nhiễm và dừng chết sau 7 ngày gây nhiễm. 
Cuối thí nghiệm, tỷ lệ tôm chết cao nhất là nghiệm thức đối 
chứng dương với tỷ lệ chết cộng dồn là 86%. Tiếp đến là 
nghiệm thức tôm bổ sung sản phẩm tỏi lên men vào thức ăn 
có dùng bột nếp để bao ngoài với tỷ lệ chết cộng dồn là 58%. 
Nghiệm thức tôm ăn thức ăn có bổ sung dịch tỏi lên men 
bao ngoài bằng dầu gan mực và nghiệm thức không sử dụng 
chất bao ngoài có tỷ lệ chết cộng dồn lần lượt là 47 và 49%. 
Trong khi đó, nghiệm thức đối chứng âm tôm không có hiện 
tượng chết (hình 2). Kết quả này cho thấy, sản phẩm tỏi lên 
men có hiệu quả trong việc kiểm soát độc lực của vi khuẩn 
V. parahaermolyticus KC.13.14.2 gây AHPND trên tôm.

Hình 2. Tỷ lệ chết cộng dồn của tôm trong thí nghiệm đánh giá khả 
năng phòng AHPND của tỏi lên men.

Kết quả thí nghiệm cũng chỉ rõ, khi bổ sung sản phẩm tỏi 
lên men vào thức ăn cho tôm với liều lượng 15 ml/kg thức ăn/
ngày liên tục trong 10 ngày đã có tác dụng nâng cao tỷ lệ sống 
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của tôm khi công cường độc vi khuẩn gây AHPND. Trong đó, 
hình thức sử dụng dầu gan mực để bao ngoài có hiệu quả cao 
nhất, tỷ lệ sống của tôm ở nghiệm thức này là 53%, ở nghiệm 
thức không sử dụng chất bao ngoài là 51%, còn ở nghiệm thức 
sử dụng bột nếp để bao ngoài là 42% so với tôm ở nghiệm thức 
đối chứng dương có tỷ lệ sống chỉ đạt 14% và đối chứng âm là 
100%. Khi so sánh tỷ lệ sống của tôm giữa hai nghiệm thức có 
hiệu quả cao nhất khi sử dụng sản phẩm tỏi lên men để phòng 
AHPND là nghiệm thức sử dụng dầu gan mực để bao ngoài và 
nghiệm thức không sử dụng chất bao ngoài cho thấy không có 
sự khác nhau có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Tuy nhiên, lại có sự 
khác nhau có ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức đối chứng 
dương của thí nghiệm (p<0,05). 

Hình 3. Biểu hiện của tôm sau khi gây nhiễm vi khuẩn gây AHPND. 
(I) Tôm chết ở nghiệm thức sử dụng bột nếp để bao ngoài; (II) Tôm chết ở 
nghiệm thức sử dụng dầu mực để bao ngoài; (III) Tôm chết ở nghiệm thức 
đối chứng dương; (IV) Tôm ở ng hiệm thức đối chứng âm.

Tôm chết ở các nghiệm thức sau khi công cường độc 
vi khuẩn gây AHPND có các biểu hiện bệnh như gan tụy 
chuyển màu trắng hoặc đỏ (mũi tên chỉ ở hình 3-III), vỏ 
mềm (mũi tên chỉ ở hình 3-II), màu sắc nhợt nhạt và ruột 
tôm không có thức ăn (mũi tên chỉ ở hình 3-I). Trong khi đó, 
tôm ở lô đối chứng âm màu sắc tươi sáng, gan tụy đen, ruột 
đầy thức ăn (hình 3-IV). Những biểu hiện của tôm sau gây 
nhiễm này hoàn toàn giống với những biểu hiện của tôm bị 
nhiễm AHPND đã được công bố [15].  	

Hình 4. Khuẩn lạc và đặc điểm sinh hóa của vi khuẩn V. 
parahaemolyticus tái phân lập lại từ tôm chết/yếu ở các nghiệm thức 
thí nghiệm.

Bảng 3. Kết quả tái phân lập vi khuẩn gây AHPND trong quá trình 
thí nghiệm.

TT Ngày thí 
nghiệm

Tần xuất tái phân lập vi khuẩn V. parahaemolyticus 
ở các nghiệm thức thí nghiệm

Đối 
chứng 
(-)

Đối 
chứng 
(+)

Không 
bao ngoài

Bao ngoài 
dầu gan 
mực

Bao 
ngoài 
bột nếp

1 12 KT 2/2 2/2 2/2 2/2

2 15 KT 2/2 2/2 2/2 2/2

3 21 0/5 0/1 0/1 0/1 0/1

KT: không thu mẫu.

Trong quá trình thí nghiệm, tôm chết ở các nghiệm thức 
được thu để nuôi cấy và tái phân lập lại vi khuẩn gây nhiễm. 
Kết quả nuôi cấy và định danh vi khuẩn cho thấy, 100% mẫu 
thu khi tôm vừa mới chết/yếu vào ngày thứ 12 và 15 của thí 
nghiệm (sau 2 và sau 5 ngày công cường độc) đều dương tính 
với vi khuẩn V. parahaemolyticus. Các chủng vi khuẩn phân 
lập được đều có phản ứng sinh hóa trùng khớp với chủng V. 
parahaemolyticus KC.13.14.2 ban đầu đem gây nhiễm. Điều 
đó khẳng định, tôm trong các nghiệm thức gây nhiễm vi 
khuẩn bị chết là do độc lực của vi khuẩn gây nhiễm. Trong khi 
đó, 100% mẫu tôm sống thu ở các nghiệm thức vào ngày thứ 
21 (ngày cuối) của thí nghiệm lại cho kết quả âm tính với vi 
khuẩn V. parahaemomyticus. (hình 4, bảng 3).

Kết quả kiểm tra tác nhân gây AHPND trên tôm bằng kỹ 
thuật PCR cũng đã khẳng định, tôm chết sau khi công cường 
độc vi khuẩn ở các nghiệm thức thí nghiệm là do nhiễm vi 
khuẩn V. parahaemolyticus gây AHPND (bảng 4). 
Bảng 4. Kết quả kiểm tra AHPND bằng phương pháp PCR.

TT Ngày thí 
nghiệm

Tần xuất bắt gặp tôm nhiễm AHPND ở các nghiệm 
thức thí nghiệm

Đối chứng 
(-)

Đối 
chứng 
(+)

Không 
bao 
ngoài

Bao ngoài 
dầu gan 
mực

Bao ngoài 
bột nếp

1 11 KKT 1/1 1/1 1/1 1/1

2 12 KKT 2/2 2/2 2/2 2/2

3 15 KKT 2/2 2/2 2/2 2/2

4 21 0/5 0/1 0/1 0/1 0/1

KKT: không kiểm tra.

Các mẫu tôm chết thu được sau 1 ngày gây nhiễm (ngày 
thứ 11 của thí nghiệm) đều cho kết quả dương tính với AHPND 
(4/4 mẫu). Kết quả kiểm tra các mẫu tôm thu sau 2 và 5 ngày 
gây nhiễm ở các nghiệm thức vẫn tiếp tục cho kết quả dương 
tính với AHPND, tỷ lệ nhiễm đều là 100% ở các ngày thu mẫu 
để kiểm tra. 

Trước khi kết thúc thí nghiệm, tôm còn sống ở các 
nghiệm thức được thu để kiểm tra AHPND, tất cả các 
mẫu kiểm tra đều âm tính với AHPND. Điều đó cho thấy, 
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gan tụy tôm còn sống trong thí nghiệm đã đào thải hết vi 
khuẩn V. parahaemolyticus gây nhiễm ban đầu (bảng 4).

Kết luận

Ở các nồng độ 5, 10, 15 và 20 µl, sản phẩm tỏi lên men 
không có hiệu quả diệt khuẩn cao. Ở nồng độ 25 và 30 µl, sản 
phẩm tỏi lên men có độ nhạy cao đối với cả 2 chủng vi khuẩn 
V. parahaemolyticus KC.13.14.2 và V. harveyi KC.13.17.5 
gây AHPND.

Trong điều kiện phòng thí nghiệm, bổ sung tỏi lên men với 
liều 15 ml/kg thức ăn/ngày vào thức ăn rồi bao ngoài bằng dầu 
mực cho tôm ăn trong 10 ngày liên tục có khả năng nâng cao tỷ 
lệ sống của tôm lên 53%, cao hơn nghiệm thức không sử dụng 
chất bao ngoài (51%), bao ngoài bằng bột nếp (42%) và cao 
hơn so với đối chứng dương tôm chỉ ăn thức ăn thường không 
bổ sung sản phẩm tỏi lên men (14%). Tỷ lệ sống của tôm ở 
các nghiệm thức bổ sung dịch tỏi lên men vào thức ăn so 
với tỷ lệ sống của tôm ở nghiệm thức đối chứng không bổ 
sung tỏi lên men vào thức ăn là có sự sai khác có ý nghĩa 
thống kê.

Kết quả nghiên cứu mở ra tiềm năng ứng dụng sản phẩm 
tỏi lên men để phòng trị AHPND cho tôm nuôi nước lợ.
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Đặt vấn đề

Cấu trúc bông là một trong những tính trạng quan trọng 
hàng đầu quyết định năng suất lúa. Từ những năm 1960, các 
nhà khoa học đã tập trung nghiên cứu nhằm tối ưu hóa kích 
thước cấu trúc bông lúa, trong đó chiều dài bông, số lượng các 
gié/bông và số lượng hạt/bông là những đặc điểm thu hút sự 
quan tâm nhiều nhất. Rất nhiều gen liên quan đến chiều dài 
trục bông, sự phân nhánh và số hạt/bông đã được tìm ra bằng 
phương pháp lập bản đồ QTL (quantitative trait loci) và phân 
tích đột biến: Ghd7, Ghd7.1, Ghd8/DTH8 [1-3], LAX1 [4], 
DEP1 [5]... Ngoài ra, một số lượng nhỏ gen được xác định liên 
quan đến sự phân nhánh bậc cao (số gié thứ cấp/bông, tam cấp/
bông) và số hạt/bông: Gn1a [6], LRK1, LAX2, TAW1 [7-9].

Những năm gần đây, phân tích GWAS trở thành một công 
cụ hữu ích để nghiên cứu sự đa dạng của quần thể và phát hiện 
thêm nhiều hơn các loci quan trọng, đặc biệt là các loci liên kết 
với các tính trạng nông học phức tạp như tính trạng năng suất. 
Nhiều QTL liên quan đến các tính trạng năng suất như: trọng 
lượng 1.000 hạt, số lượng bông/cây, số gié sơ cấp/bông, số gié 
thứ cấp/bông, chiều dài trục bông, số nhánh/bông, số hạt/bông 

đã được công bố trong vài năm gần đây [10-14]. Những thành 
tựu này phản ánh sự phổ biến, mức độ đáng tin cậy cũng như 
tiềm năng to lớn của các nghiên cứu bằng GWAS trên các tính 
trạng nông học ở lúa. Tuy nhiên, kết quả phân tích GWAS dựa 
vào các thuật toán thống kê để khai thác được các QTL mới 
vào các chương trình chọn tạo giống nên chúng cần phải được 
kiểm chứng vai trò thông qua các quần thể lai và phân tích 
bằng chỉ thị phân tử kết hợp với đánh giá kiểu hình.

Trong số các quần thể được sử dụng để lập bản đồ QTL 
như quần thể F2, Doubled haploids (DHs) hoặc quần thể các 
dòng lai tái tổ hợp (Recombinant Inbred Lines - RILs) thì 
quần thể RILs là lựa chọn chính cho cây tự thụ phấn như lúa, 
Arabidopsis [15], nhờ những lợi thế thu được từ sự đồng hợp 
tử và tái tổ hợp có hiệu quả của chúng. RILs được phát triển 
từ một hạt F2 duy nhất: từ mỗi cây F2 một hạt giống duy nhất 
được trồng thành cây F3, từ đó một hạt giống duy nhất trồng 
thành cây F4... Các quần thể RILs được sử dụng để lập bản đồ 
QTL rất hiệu quả bởi ảnh hưởng của môi trường đến đặc điểm 
định lượng có thể giảm đi nhiều bằng cách đánh giá một số cây 
có cùng kiểu gen thay vì chỉ một cây duy nhất. Hơn nữa, việc 

Chọn lọc các cá thể F2 đồng hợp tử 
mang QTL9 liên quan đến cấu trúc bông lúa 

bằng chỉ thị phân tử CAPS
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Tóm tắt:

QTL9 là một tính trạng số lượng tiềm năng mới liên quan đến cấu trúc bông lúa, được xác định thông qua phân tích 
liên kết trên toàn hệ gen (GWAS) quần thể lúa bản địa Việt Nam. Các quần thể lai tái tổ hợp đã được phát triển từ 2 
giống lúa bố mẹ G6 và G189 thuộc 2 haplotype tương phản về số gié thứ cấp/bông và số hạt/bông, nhằm nghiên cứu 
chức năng của QTL9. Bên cạnh đó, sử dụng công nghệ gen capture kết hợp với giải trình tự thế hệ mới đã xác định 
được 1.002 biến thể di truyền trong vùng QTL9 của 2 giống bố mẹ, trong đó 12 điểm đột biến đa hình đơn nucleotide 
(SNPs) được tìm thấy nằm trong vùng cắt của 5 enzym giới hạn. Trong nghiên cứu này, 12 cặp mồi đã được thử 
nghiệm để nhân chỉ thị CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences), được phát triển dựa vào 12 SNPs trên, 
nhằm ứng dụng để chọn lọc các dòng F2 đồng hợp tử mang kiểu gen QTL9 của bố và của mẹ. Phân tích sản phẩm 
PCR và cắt enzym giới hạn chọn lọc được 4 chỉ thị CAPS cho sự đa hình giữa 2 giống bố mẹ và phân bố bao phủ 
vùng QTL9. Kết quả đánh giá quần thể F2 gồm 275 cá thể bằng 3 chỉ thị CAPS thu được 74 dòng đồng hợp tử mang 
kiểu gen QTL9 của mẹ, 66 dòng đồng hợp tử mang kiểu gen QTL9 của bố và 135 dòng dị hợp tử. Các dòng đồng hợp 
tử sẽ được sử dụng để phát triển quần thể F3, đánh giá kiểu hình cấu trúc bông của quần thể F3 để làm sáng tỏ vai 
trò của QTL9 liên quan đến cấu trúc bông lúa. 

Từ khóa: cấu trúc bông lúa, chỉ thị phân tử CAPS, đồng hợp tử, năng suất, QTL, quần thể F2.
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ứng dụng các chỉ thị phân tử cho phép chọn lọc các dòng đồng 
hợp tử ngay ở thế hệ F2, rút ngắn thời gian thu được quần thể 
RILs đồng hợp tử xuống còn 3 thế hệ thay vì 8. Quần thể RILs 
có nguồn gốc từ cặp lai chéo giữa 2 giống Indica Minghui 63 
và Zhenshan 97 đã được sử dụng rộng rãi để lập bản đồ QTL 
cấu trúc bông [16-18]. Các QTL liên quan đến hình dạng hạt 
(GS3), số hạt/bông, ngày ra hoa và chiều cao cây (Ghd7) đã 
được phân lập thành công [1, 19]. 

Các quần thể lập bản đồ có thể được đánh giá kiểu gen với 
bất kỳ chỉ thị phân tử nào, như SSR, CAPS, hoặc các chỉ thị 
được xây dựng từ các dữ liệu giải trình tự như: SNPs, INDELs 
(Inserts/Deletions) [15]. Cùng với sự phát triển của các thế hệ 
giải trình tự mới, hàng triệu SNPs đã được tìm thấy ở hàng 
trăm giống lúa khác nhau trên thế giới, tạo điều kiện cho việc 
phát triển chỉ thị phân tử CAPS, được ứng dụng rộng rãi không 
chỉ trong nghiên cứu lập bản đồ QTL mà còn hỗ trợ công tác 
chọn tạo giống [20-23]. Nguyên tắc của chỉ thị này là dựa 
vào sự đa hình của SNPs trong vùng trình tự cắt của enzym 
giới hạn. Ở những cá thể xảy ra đột biến trong vị trí cắt của 
enzym giới hạn (thường là SNPs) thì enzym sẽ không nhận 
ra để cắt. Từ đó, mồi được thiết kế để nhân đoạn DNA chứa 
vị trí cắt của enzym giới hạn. Sản phẩm PCR sau đó được cắt 
bởi enzym giới hạn sẽ cho các đoạn DNA có chiều dài khác 
nhau giữa giống có đột biến trong vị trí cắt của enzym giới hạn 
(chỉ có 1 đoạn DNA dài vì enzym không cắt sản phẩm PCR) 
và giống không có đột biến (sản phẩm PCR được cắt thành 2 
mảnh DNA ngắn hơn). Đa hình của sản phẩm cắt bằng enzym 
giới hạn dễ dàng quan sát được trên gel agarose. Tính di truyền 
đồng trội của CAPS là một trong những đặc tính quan trọng 
nhất của loại chỉ thị này dẫn đến cả cá thể đồng hợp tử và dị 
hợp tử có thể dễ dàng phân biệt được.

Trong các nghiên cứu trước đây của chúng tôi nhằm nghiên 
cứu chức năng của QTL9 liên quan đến cấu trúc bông [24], các 
quần thể lai tái tổ hợp đã được phát triển bằng cách lai 2 giống 
bố mẹ G6 và G189 thuộc 2 haplotype đối lập về cấu trúc bông 
(bông to và nhỏ) [25]. Bên cạnh đó, 12 SNPs nằm trong vùng 
cắt của 5 enzym giới hạn (SacI, DraI, EcoRV, BamHI, SalI) 
thuộc vùng QTL9 đã được xác định thông qua ứng dụng công 
nghệ chụp gen kết hợp với giải trình tự thế hệ mới [26]. Trong 
nghiên cứu này, chúng tôi phát triển, thử nghiệm chỉ thị phân 
tử CAPS nhằm phân tích sự phân ly kiểu gen của QTL9 trong 
quần thể F2, góp phần tạo cơ sở để làm sáng tỏ vai trò của 
QTL9 liên quan đến cấu trúc bông lúa. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

275 cây F2 tự thụ được phát triển từ quần thể F1 của cặp lai 
G6 x G189 [25], trong đó G6 (bông nhỏ, haplotype 1) là cây 
mẹ và G189 (bông to, haplotype 2) là cây bố.

12 chỉ thị CAPS được giới thiệu trong bảng 1 và 5 enzym 
cắt giới hạn được giới thiệu trong bảng 2 [26].
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Abstract:

QTL9 is a new potential quantitative trait locus related 
to rice panicle structure, identified through a GWAS 
analysis of Vietnamese local rice panel. To validate 
the QTL9, a biparental population was developed 
using the low branching (G6) and the high branching 
(G189) accessions from two haplotypes characterised 
by a contrasting phenotype for the secondary branch 
number and spikelet number traits. In parallel, 
using Gene capture technology combined with new 
generation sequencing identified 1,002 genetic variants 
in the QTL9 region between two parents, of which 12 
SNPs were found in the cleavage site of 5 restriction 
enzyme. In this study, 12 primer pairs were tested to 
amplify the CAPS markers, based on the 12 SNPs, in 
order to be applied to select homozygous F2 lines over 
the QTL9 region for both haplotypes. 4 CAPS markers 
were selected distributing over the QTL9 region and 
displaying polymorphism between two parents. 275 F2 
plants were genotyped using 3 CAPS markers leading 
to the selection of 74 homozygotes plants over the QTL9 
region for haplotype 1, 66 homozygotes plants over the 
QTL9 region for haplotype 2, and 153 heterozygous 
plants. Homozygous lines will be used to develop the F3 
population, phenotyping of two F3 haplotypes will lead 
to discovering the role of QTL9 related to rice panicle 
structure.
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Bảng 1. Danh sách 12 chỉ thị phân tử CAPS và trình tự mồi.

Ký hiệu 
CAPS Vị trí SNP Tên Locus Đặc điểm 

vị trí Trình tự mồi

CAPS #1 16748183 LOC_Os02g28334 UTR_3’
F- CTCCAGCATCTCACCCTCTC
R- CTCCACCATGAATAACCTGCA

CAPS #2 16805351 LOC_Os02g28410 Promoter
F- GTTACTCCATCCGTCCCAAA
R- GAATGCTCTCGTCGGATGAT

CAPS #3 16882053 LOC_Os02g28530 Intron
F- TGGTTTGGGTTACTCGGAAG
R- TTACCTGGAGTGCAAGGTCC

CAPS #4 16919772  Intragenic
F- TTGTTCGTGATTCGCACGG
R- CGTGCGAACCACGAAG

CAPS #5 16961918 LOC_Os02g28670 Promoter
F- GGCAGCATCAGCAAGCATAC
R- GGATTAGCTCCCTACCACGC

CAPS #6 17035526 LOC_Os02g28810 Promoter
F- CTGAATCCGTCCAGCAAGGT
R- TGCGAGAGGAACGAAACGAA

CAPS #7 17039753 LOC_Os02g28820 Promoter
F- TGGTGATTACGGCGTTTGGT
R- TTCGGCAATACGTCACACTA

CAPS #8 17124682 LOC_Os02g28910 Promoter
F- CACGCAGTTTAGCATGACGG
R- TTCCCGTACTCTCGTCACCT

CAPS #9 17161487 LOC_Os02g28980 UTR_3’
F- TGAGAAGCGAAACGCACCTT
R- GCTTCCTCTGCTGTCGGTAA

CAPS #10 17205540 LOC_Os02g29040 Intron
F- GTCTGCGCCCACATTTTAGT
R- GCCTTTCTCTCACCTTGCAC

CAPS #11 17254246 LOC_Os02g29130 Intron
F- TGGATTGCATGGTTTAGCTG
R- ATGCATTGAGAGGGACCTTG

CAPS #12 17271258 LOC_Os02g29150 UTR_3’
F- TGGTGGATTAATGCTGTGGA
R- GCCACATTTAGATGTGTAA

Bảng 2. Danh sách 5 enzym giới hạn sử dụng để cắt chỉ thị phân tử 
CAPS.

Enzym
Chỉ thị 
phân tử 
CAPS

SNP 
(H1/H2)

Trình tự vị trí cắt 
của enzym giới hạn

Kích thước sản phẩm cắt
bằng enzym giới hạn

G6 (H1) G189 (H2) G6 (H1) G189 (H2)
SacI CAPS#1 G/A GAGCTC AAGCTC 134 &223 357

DraI

CAPS#2 T/G TTTAAA TTGAAA 346&531 877
CAPS#3 A/T TTAAAA TTTAAA 689 473&216
CAPS#4 T/TA TTTAAA TTAAAA 601&251 852
CAPS#8 TA/T TTTAAA TTTTAA 273&779 1052
CAPS#9 TA/T TTTAAA TTTTTA 1027&683 1710

CAPS#11 T/A
TTTAAA TTTAAT

226&333&339 559&339
TTTAAA TTTAAA

EcoRV
CAPS#5 A/T GATATC GTTATC 643&394 1037
CAPS#7 T/C GATATC GATACC 1321&127 1358

SalI CAPS#10 A/T GTCGAC GTCGTC 886&1023 1909

BamHI
CAPS#6 G/A GAATCC GGATCC 577 304&273
CAPS#12 G/C GGATGC GGATCC 1103 1041&62

Chữ gạch chân: điểm đột biến trong vị trí cắt của enzym giới hạn.

Phương pháp nghiên cứu

Thiết kế mồi: các mồi thiết kế dựa trên trình tự của giống 
Nipponbarre trên trang MSU Rice Genome Annotation 
(Osa1) Release 7 (http://rice.plantbiology.msu.edu), sử 
dụng phần mềm Primer3 plus (http://www.bioinformatics.
nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). 

Tách chiết DNA: DNA tổng số được tách chiết từ lá lúa 

20-25 ngày tuổi theo phương pháp CTAB của Doyle (1991) 
[27] có cải tiến. 

Phản ứng PCR với cặp mồi CAPS: phản ứng PCR được 
thực hiện trong 10 µl, gồm 20 ng DNA, 0,2 µl dNTPs 10X 
(#R0182, Fermentas), 0,5 µl mồi CAPS xuôi và ngược, 0,8 
µl MgCl2, 2 µl GoTaq Buffer 10X (#R0971, Fermentas), 0,05 
µl GoTaq DNA polymerase 5 u/µl (#EP0702, Fermentas) và 
5,2 µl nước Milli Q khử trùng. Chu trình nhiệt: 95°C trong 2 
phút, 35 chu kỳ, 95°C - 30 giây, 57°C - 30 giây (nhiệt độ gắn 
mồi), 72°C - 1 phút và giữ 7 phút ở 72°C. Sản phẩm PCR 
được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 2,5%, rồi được 
soi trong buồng UV (Uvltec, Cambridge), phần mềm Fire 
Reader. Các thí nghiệm điện di sử dụng thang chuẩn DNA 
Low Gene Ruler 100 bp (#SM1163, Fermentas).

Cắt sản phẩm PCR bằng enzym giới hạn: các phản ứng 
cắt sản phẩm PCR bằng enzym giới hạn được thực hiện với 
các kít của Hãng Thermo Fisher Scientific, mỗi phản ứng 
được thực hiện trong thể tích 20 µl bao gồm DNA, enzym 
giới hạn và dung môi. Hỗn hợp phản ứng được ủ ở 37°C 
qua đêm, sau đó được kiểm tra bằng cách điện di trên gel 
agarose 2%.

Kết quả và thảo luận

Khảo sát sự đa hình của chỉ thị CAPS ở hai giống bố mẹ

Trước khi sử dụng mồi CAPS để chọn lọc các dòng đồng 
hợp tử mang QTL9 trong quần thể F2, các mồi cần được kiểm 
tra độ đặc hiệu và sau đó là sự đa hình ở hai giống bố mẹ (2 
haplotype) bằng phản ứng PCR và cắt enzym giới hạn.

Kiểm tra độ đặc hiệu của mồi CAPS 

Kết quả điện di sản phẩm phản ứng PCR với 12 mồi CAPS 
ở 2 giống mẹ và bố (H1 và H2) thu được 6 cặp mồi CAPS 
cho kết quả đặc hiệu chỉ một băng DNA duy nhất, đúng với 
kích thước mong đợi ở cả 2 giống bố mẹ: CAPS#1 (357 bp), 
CAPS#5 (1.037 bp), CAPS#7 (1.358 bp), CAPS#8 (1.052 
bp) (hình 1A), CAPS#6 (577 bp), CAPS#12 (1.103 bp) (hình 
1B). Kết quả PCR với mồi CAPS#2 không đặc hiệu, xuất hiện 
nhiều băng DNA với kích thước khác nhau nhưng không có 
băng nào đúng với kích thước mong đợi (877 bp) ở cả 2 giống 
bố mẹ (hình 1B). Mồi CAPS#3 đặc hiệu ở giống mẹ (H1), 
thu được một băng duy nhất đúng kích thước mong đợi (689 
bp), tuy nhiên ở giống bố (H2), ngoài băng đúng kích thước 
mong đợi còn xuất hiện một băng không đặc hiệu, có kích 
thước nhỏ hơn (khoảng gần 300 pb, hình 1B). Mồi CAPS#4 
cho hai băng có kích thước khoảng 200 và 300 bp, không 
đúng với kích thước mong đợi (852 bp). Phản ứng PCR với 
mồi CAPS#9 và CAPS#10 không thu được băng nào ở cả 2 
giống bố mẹ (hình 1B). Mồi CAPS#11 không đặc hiệu, xuất 
hiện nhiều băng DNA với kích thước khác nhau nhưng trong 
đó có băng đúng với kích thước mong đợi (898 bp) đậm và rõ 
nét nhất, kết quả giống nhau ở cả hai giống bố mẹ (hình 1B).
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Hình 1. Hình ảnh điện di phản ứng PCR với 12 mồi CAPS ở 2 giống 
mẹ G6 và bố G189. A: 1: CAPS#1; 5: CAPS#5; 7: CAPS#7; L: promega 
1 kb ladder; B: 2: CAPS#2; 3: CAPS#3; 4: CAPS#4; 6:CAPS#6; 8: 
CAPS#8; 9: CAPS#9; 10: CAPS#10; 11: CAPS#11; 12: CAPS#12; L: 
promega 100 pb DNA ladder, Act: actin.

Như vậy, kết quả PCR với 12 mồi CAPS thu được 8 mồi CAPS 
có băng đúng với kích thước mong đợi ở cả 2 giống bố mẹ bao 
gồm: CAPS#1, CAPS#3, CAPS#5, CAPS#6, CAPS#7, CAPS#8, 
CAPS#11, CAPS#12. 4 cặp mồi CAPS#2, CAPS#4, CAPS#9, 
CAPS#10 không đặc hiệu hoặc không hoạt động.

Khảo sát sự đa hình của mồi CAPS ở 2 giống bố mẹ bằng cắt 
enzym giới hạn

Sản phẩm phản ứng PCR của 8 cặp mồi CAPS#1, CAPS#3, 
CAPS#5, CAPS#6, CAPS#7, CAPS#8, CAPS#11, CAPS#12 tiếp 
tục được xử lý cắt bằng các enzym giới hạn tương tứng (bảng 1) để 
kiểm tra sự đa hình giữa hai giống bố mẹ. Phân tích hình ảnh điện 
di sản phẩm cắt enzym giới hạn cho thấy, có 4 chỉ thị CAPS cho sự 
đa hình có thể phân biệt rõ ràng giữa 2 giống bố mẹ là CAPS#1, 
CAPS#5, CAPS#6 và CAPS#11. CAPS#1 được cắt bằng enzym 
giới hạn SacI, vị trí cắt của SacI trong giống mẹ không có đột biến 
nên sản phẩm PCR bị cắt thành 2 mảnh đúng với kích thước mong 
đợi (134 và 233 bp), ngược lại, đột biến xảy ra trong vị trí cắt của 
SacI trong giống bố nên sản phẩm PCR không bị cắt (357 bp) (hình 
2A). CAPS#5 được cắt bằng enzym giới hạn EcoRV, ở giống mẹ 
quan sát thấy 2 băng DNA đúng với kích thước mong đợi (394 và 
643 bp), trong khi ở giống bố xảy ra đột biến trong vị trí cắt của 
EcoRV nên sản phẩm PCR không bị cắt, do đó chỉ có 1 băng DNA 
duy nhất (1.037 bp) (hình 2B). Hình ảnh điện di sản phẩm cắt của 
CAPS#6 bằng enzym giới hạn BamHI thu được 2 băng DNA đúng 
với kích thước mong đợi (304 và 273 bp) ở giống bố, trong khi ở 
giống mẹ H1 (577 bp) không bị cắt (hình 2A). CAPS#11 chứa 2 
vị trí cắt của enzym DraI, trong đó ở giống mẹ không có đột biến 
nào nên sản phẩm PCR của giống mẹ bị cắt thành 3 mảnh có kích 
thước là 226, 333 và 339 pb. Tuy nhiên, vì độ dài của 2 băng sau chỉ 
sai khác có 6 pb nên trên hình ảnh điện di chỉ quan sát thấy 2 băng 
DNA. Một vị trí cắt của DraI trong giống bố xảy ra đột biến nên 
sản phẩm PCR được cắt thành 2 băng có kích thước là 559 và 339 
bp (hình 2D). Đối với CAPS#3 và CAPS#7, enzym cắt cả 2 giống 
mặc dù dự đoán có đột biến xảy ra ở giống bố (hình 2C). Ngược lại, 
CAPS#8 và CAPS#12 lại không bị cắt bởi enzym giới hạn, chỉ có 1 
băng DNA duy nhất cùng kích thước 1.052 và 1.103 bp ở cả 2 giống 
bố mẹ (hình 2A).

Kết quả cắt bằng enzym giới hạn của 8 chỉ thị CAPS cho thấy, 

có 4 chỉ thị CAPS cho sự đa hình giữa 2 giống bố mẹ và bao phủ 
vùng QTL9 là CAPS#1 (cắt bằng SacI), CAPS#5 (cắt bằng EcoRV), 
CAPS#6 (cắt bằng BamHI) và CAPS#11 (cắt bằng DraI). Các chỉ 
thị này có thể được sử dụng để xác định các cây F2 mang QTL9 
đồng hợp tử (hình 2).

Trong số 4 chỉ thị CAPS#1, CAPS#5, CAPS#6 và CAPS#11 
cho sự đa hình giữa giống bố mẹ thì vị trí của chỉ thị CAPS#5, 
CAPS#6 gần nhau (16961918 và 17035526) và đều nằm ở giữa 
vùng QTL9, trong khi chỉ thị CAPS#1 (16748183) và CAPS#11 
(17254246) nằm ở 2 đầu của QTL9.
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Hình 2. Hình ảnh điện di sản phẩm cắt bằng enzym giới hạn ở 2 giống 
mẹ G6 và bố G189. A: kết quả cắt enzym giới hạn của sản phẩm PCR 
với mồi CAPS#1, CAPS#6, CAPS#8 và CAPS#12; B: kết quả cắt enzym 
giới hạn của sản phẩm PCR với mồi CAPS#5; C: kết quả cắt enzym 
giới hạn của sản phẩm PCR với mồi CAPS#3, CAPS#7; D: kết quả cắt 
enzym giới hạn của sản phẩm PCR với mồi CAPS#11 (ghi chú các giếng: 
1-CAPS#1, 3-CAPS#3, 5-CAPS#5, 6-CAPS#6, 7-CAPS#7, 8-CAPS#8, 
11-CAPS#11, 12-CAPS#12; L: thang chuẩn DNA promega 1 kb ladder).

Chọn lọc các dòng F2 mang QTL9 đồng hợp tử bằng chỉ thị 
phân tử CAPS

Trong 4 chỉ thị phân tử CAPS (CAPS#1, CAPS#5, CAPS#6, 
CAPS#11) cho sự đa hình giữa 2 giống bố mẹ và bao phủ vùng 
QTL9, CAPS#5 và CAPS#6 có vị trí gần nhau nên chỉ sử dụng 3 
chỉ thị CAPS (CAPS#1, CAPS#5 và CAPS#11) để chọn lọc các 
cây F2 đồng hợp tử. 

DNA của 275 cây F2 được tách chiết, chạy phản ứng PCR lần 
lượt với 3 cặp mồi của CAPS#1, CAPS#5 và CAPS#11, sau đó cắt 
bằng enzym giới hạn tương ứng (SacI, EcoRV và DraI). Kết quả 
hình ảnh điện di của CAPS#1 cho thấy, có 3 kiểu gen trong quần thể 
F2, các cá thể cho 2 băng DNA kích thước 134 và 233 bp là những 
cây đồng hợp tử mang QTL9 của mẹ, những cây chỉ có băng DNA 
duy nhất với kích thước 357 bp là cây đồng hợp mang QTL9 của 
bố, còn lại cây có cả 3 băng DNA là cây dị hợp tử (hình 3A). Kết 
quả trong tổng số 275 cây F2 có 74 cây đồng hợp tử kiểu gen QTL9 
của mẹ (G6), 66 cây đồng hợp tử kiểu gen QTL9 của bố (G189) và 
135 cây dị hợp tử mang cả 2 kiểu gen QTL9 của bố và mẹ. Tương 
tự, khi phân tích quần thể F2 với CAPS#5 và CAPS#11 cũng 
thu được kết quả hoàn toàn trùng lặp với CAPS#1 (hình 3B, C).
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Kết luận

Sự phân ly kiểu gen của QTL9 trong quần thể F2 đã được 
đánh giá thành công nhờ sử dụng 3 chỉ thị phân tử CAPS.

Phân tích 275 cá thể F2 với 3 chỉ thị phân tử CAPS#1 
CAPS#5 và CAPS#11 thu được 74 cây F2 đồng hợp tử mang 
kiểu gen QTL9 của mẹ (G6), 66 cây F2 đồng hợp tử mang kiểu 
gen QTL9 của bố (G189), chiếm tỷ lệ 50,9%. Các cây F2 đồng 
hợp tử sẽ được phát triển tạo quần thể F3, phân tích kiểu hình 
cấu trúc bông của quần thể F3 so sánh với 2 giống bố mẹ để 
làm sáng tỏ được vai trò của QTL9 liên quan đến cấu trúc bông 
và năng suất lúa.
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Hình 3. Hình ảnh điện đi sản phẩm cắt enzym giới hạn của một số cây F2 với các chỉ thị phân tử CAPS. A: kết quả phân tích cây F2 với chỉ thị 
CAPS#1; các cây đồng hợp tử: 3.11, 3.23, 3.25, 3.26, 3.31; B: kết quả phân tích cây F2 với chỉ thị CAPS#5; các cây đồng hợp tử: 3.11, 3.16, 3.17, 19.10, 
19.13, 19.15, 19.17, 19.21, 19.22; C: kết quả phân tích cây F2 với chỉ thị CAPS#11; các cây đồng hợp tử: 3.25, 3.46, 3.50, 3.59, 3.62.
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Đặt vấn đề 

Đậu tương [Glycine max (L.) Merill] là cây trồng quan trọng 
không chỉ ở Việt Nam mà còn ở nhiều quốc gia trên thế giới. Hạt 
đậu tương là nguồn thức ăn giàu đạm cho con người và là nguyên 
liệu quan trọng sử dụng trong công nghiệp thực phẩm, đồng thời 
có tác dụng tốt trong cải tạo đất. Đậu tương được xem là cây trồng 
nhạy cảm với các yếu tốt bất lợi từ ngoại cảnh và được xếp vào 
nhóm cây chống chịu kém. 

Đặc tính chống chịu các yếu tố phi sinh học của cây đậu tương 
do nhiều gen quy định và sản phẩm của mỗi gen có thể liên quan 
trực tiếp đến khả năng chống chịu (gen chức năng) hoặc điều hòa 
nhóm gen chức năng (gen điều hòa). Một số gen của đậu tương có 
phản ứng với các stress phi sinh học như hạn, mặn, lạnh, nóng… 
ở mức phiên mã, trong đó có nhóm gen mã hóa nhân tố phiên mã 
DREB, một phân họ thuộc họ AP2/ERF (APETALA2/Ethylene-
Responsive) của thực vật [1]. Các protein DREB chứa miền AP2 
phổ biến có khoảng 58-59 amino acid và bao gồm một số amino 
acid liên quan đến yếu tố phản ứng khử nước DRE (dehydration 
responsive element) hoặc hộp GCC box [2, 3]. Trình tự cis và nhân 
tố trans giữ vai trò quan trọng trong sự biểu hiện gen đáp ứng các 
stress phi sinh học. Việc nghiên cứu nhân tố phiên mã DREB - yếu 
tố có tác động trans liên kết với trình tự cis để kích hoạt sự biểu 
hiện của các gen mục tiêu khi có tín hiệu stress ở thực vật sẽ mang 
lại ứng dụng hữu ích trong việc cải thiện tính kháng của thực vật 
thông qua kỹ thuật chuyển gen [4]. 

Đến nay, người ta đã xác định một số gen GmDREB (Glycine 

max DREB) như GmDREB1, GmDREB2, GmDREB3, GmDREB5 
[5] có trong hệ gen đậu tương, các sản phẩm dịch mã của chúng 
có chức năng chịu hạn và chịu mặn [6-8]. Vấn đề đặt ra là trong 
hệ gen đậu tương có bao nhiêu thành viên của phân họ gen DREB 
và những gen GmDREB nào chưa được nghiên cứu làm rõ chức 
năng? Công tác nghiên cứu và minh chứng qua thực nghiệm nhằm 
phân tích dữ liệu gen GmDREB bằng công cụ tin sinh học là rất 
cần thiết để giải quyết vấn đề này. Dữ liệu gen và kết quả khai thác 
các gen GmDREB trên toàn bộ hệ gen đậu tương không những 
cung cấp cơ sở cho phân tích tiến hóa phân tử mà còn tạo cơ sở cho 
nghiên cứu tìm kiếm chức năng sinh học của một số gen GmDREB 
liên quan đến khả năng chống chịu các yếu tố bất lợi phi sinh học 
của cây đậu tương. Nghiên cứu này trình bày kết quả xác định và 
phân tích sự tiến hóa của các thành viên trong phân họ gen DREB ở 
đậu tương nhằm tạo cơ sở cho thực nghiệm chứng minh chức năng 
gen GmDREB và ứng dụng vào việc cải thiện tính chống chịu các 
stress phi sinh học.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

Dữ liệu trình tự gen GmDREB và vùng AP2 của protein DREB 
được khai thác từ cơ sở dữ liệu NCBI [9], trong đó có các trình tự 
gen GmDREB1, GmDREB2, GmDREB5, GmDREB6, GmDREB7 
được phân lập từ các giống đậu tương Việt Nam [10-12].

Xác định các gen DREB trong hệ gen đậu tương

Các protein thành viên phân họ DREB chỉ chứa một miền AP2, 

Đặc điểm và sự phát sinh của phân họ gen DREB 
ở đậu tương [Glycine max (L.) Meril]
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Tóm tắt:

Nhân tố phiên mã DREB (Dehydration responsive element binding protein) liên kết với yếu tố tác động cis của vùng 
kích hoạt (promoter) có vai trò điều chỉnh sự hiển thị các gen phản ứng với stress phi sinh học của thực vật. Trong 
nghiên cứu này, 69 trình tự gen DREB của cây đậu tương từ cơ sở dữ liệu NCBI đã được xác định thuộc về 18 gen 
GmDREB (Glycine max DREB). Các gen GmDREB có từ 1 đến 8 bản copy, phân bố trên 17 nhiễm sắc thể (NST), 
trong đó GmDREB3 có 8 copy, còn lại các gen GmDREB khác có 1-4 copy. Miền AP2 của protein DREB phổ biến là 
motif PTPEMAARAYDVAALALKGPSARLNFPEL, chứa 11 điểm liên kết với promoter của các gen chức năng, với 
4 dạng và phổ biến là RGRRWKERRWT (có ở 13/18 protein DREB). Cây phát sinh dựa trên trình tự nucleotide của 
các gen GmDREB và trình tự amino acid của miền AP2 trong protein DREB thể hiện sự tiến hóa và mối quan hệ của 
phân họ DREB ở đậu tương. Kết quả nghiên cứu  cung cấp thông tin toàn diện về phân họ gen DREB, làm cơ sở cho 
các phân tích thực nghiệm nhằm làm rõ hơn chức năng của một số thành viên trong phân họ gen này. 

Từ khóa: điểm liên kết DNA, Glycine max, miền AP2, phân họ DREB, phân tích phát sinh.
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do vậy xác định các thành viên của phân họ gen DREB trong hệ 
gen đậu tương được tra cứu trên cơ sở dữ liệu NCBI [9], kết hợp 
kiểm tra vùng AP2 của protein DREB trên cơ sở dữ liệu họ protein 
Pfam.

Phân tích phát sinh phân họ gen DREB ở đậu tương

Phân tích phát sinh chủng loại phân tử thực hiện bằng phần 
mềm MEGAX theo phương pháp Maximum Likelihood và 
mô hình Tamura-Nei với bootstrap được lặp lại 1.000 lần trong 
MEGAX [13, 14]. Các trình tự gen DREB đã xác định được phân 
tích bằng ClustalW và một cây phát sinh được thiết lập thể hiện sự 
tiến hóa của phân họ gen DREB ở đậu tương.

Phân tích phát sinh miền AP2 trong phân họ protein DREB 
ở đậu tương

Lịch sử tiến hóa của miền AP2 trong phân họ nhân tố phiên mã 
DREB ở đậu tương được suy luận theo phương pháp Maximum 
Likelihood và mô hình JTT matrix-based [15] với bootstrap được 
lặp lại 1.000 lần trong MEGAX [13]. Trình tự amnio acid của miền 
AP2 được phân tích bằng ClustalW và sơ đồ cây được thiết lập dựa 
trên 69 trình tự amino acid của miền AP2 [13].

Kết quả và thảo luận

Xác định các gen trong phân họ gen DREB ở đậu tương

Kết quả khai thác cơ sở dữ liệu [9] giúp xác định được 41 

gen DREB của đậu tương, phân tích mở rộng những bản copy gen 
DREB và trình tự gen GmDREB, chúng tôi đã phân lập và xác định 
được 69 trình tự gen GmDREB khác nhau từ một số giống đậu 
tương Việt nam (bảng 1). 

Bảng 1. Dữ liệu trình tự gen GmDREB và protein thuộc phân họ DREB 
của đậu tương sử dụng trong phân tích (cập nhật ngày 9/5/2020).

TT Gen/gen ID Tên gen DREB 
của đậu tương

Vị trí 
trên NST 

Mã số của gen 
trên GenBank

Mã số của protein 
trên GenBank

1 DREB/100499747 GmDREB 13 BT089389 ACU13469
2 DREB/100527471 GmDREB 13 BT092314 ACU16563
3 DREB/100499747 GmDREB 13 AY244760 AAP83131
4 DREB/100499747 GmDREB 13 NM_001248537 NP_001235466
5 GmDREB* GmDREB 13 GmDREB, DT2008 DREB_DT2008
6 AP2-2/100813069 GmAP2-2 4 NM_001252765 NP_001239694
7 AP2-Ile-DBDP/100819565 GmAP2-Ile-DBDP 16 NM_001280575 NP_001267504
8 DREB1/547622* GmDREB1 9 HE647687; PB CCF23018_PB
9 DREB1/547622 GmDREB1 9 FJ965342 ACR44232
10 DREB1/547622* GmDREB1 9 FR822736; XBB CBZ41764_XBB
11 DREB1/547622* GmDREB1 9 HE647688; VNS CCF23019_VNS
12 DREB1/547622* GmDREB1 9 HE647689; YS CCF23020_YS
13 DREB1/547622 GmDREB1 14 NM_001248850 NP_001235779
14 DREB1B/100813230 GmDREB1B 10 XM_003536997 XP_003537045
15 DREB1D/100778541 GmDREB1D 13 XM_006594135 XP_006594198
16 DREB1E/100789097 GmDREB1E 1 XM_003517407 XP_003517455
17 DREB1E/100797582 GmDREB1E 10 XM_003536435 XP_003536483
18 DREB1E/100779318 GmDREB1E 17 XM_003550832 XP_003550880
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19 DREB1F/100810401 GmDREB1F 12 XM_003540738 XP_003540786
20 DREB1F/100795696 GmDREB1F 5 XM_003525492 XP_003525540
21 DREB1F/100793751 GmDREB1F 11 XM_003539131 XP_003539179
22 DREB1F/100815039 GmDREB1F 12 XM_003539412 XP_003539460
23 DREB1F/100803317 GmDREB1F 13 XM_003541928 XP_003541976
24 DREB2/732579 GmDREB2 6 DQ208968 ABB36645
25 DREB2/732579 GmDREB2 6 FJ965341 ACR44231
26 DREB2/732579* GmDREB2 6 HG965097; CB CDO19437_CB
27 DREB2/732579 GmDREB2 6 DQ054363 AAY89658
28 DREB2/732579* GmDREB2 6 LK936508; DT51 CDU32446_DT51
29 DREB2/732579* GmDREB2 6 LK936509; DT26 CDU32447_DT26
30 DREB2/732579* GmDREB2 6 HG965098; DVN5 CDO19438_DVN5
31 DREB2/732579* GmDREB2 6 HG965099; CBD CDO19439_CBD
32 DREB2/732579* GmDREB2 6 HG965100; BG CDO19440_BG
33 DREB2/732579* GmDREB2 6 HG965101; BS CDO19441_BS
34 DREB2/100801528 GmDREB2 4 JF946769 AEQ61581
35 DREB2/100801528* GmDREB2 4 LK936507;DT2008 CDU32445_DT2008
36 DREB2/100801528 GmDREB2 4 XM_026128165 XP_025983950
37 DREB2/732579 GmDREB2 6 NM_001250325 NP_001237254
38 DREB2A2/100800134 GmDREB2A2 14 NM_001254013 NP_001240942
39 AP2-8/100798277 GmDREB2C-like 2 NM_001253076 NP_001240005
40 DREB2C-like/100783729 GmDREB2C-like 6 XM_006580923 XP_006580986
41 DREB2D/10079005 GmDREB2D 4 XM_003523515 XP_003523563
42 DREB2D/100797850 GmDREB2D 6 XM_003527831 XP_003527879
43 DREB2F/100808363 GmDREB2F 2 XM_003518062 XP_003518110
44 DREB2F/100819966 GmDREB2F 3 XM_003520476 XP_003520524
45 DREB2F/100808719 GmDREB2F 10 XM_003525116 XP_003525164
46 DREB2F/100801311 GmDREB2F 19 XM_003553372 XP_003553420
47 DREB3/732559 GmDREB3 4 NM_001250024 NP_001236953
48 DREB3/732559 GmDREB3 4 DQ055133 AAZ03388
49 DREB3/732656 GmDREB3 17 NM_001251571 NP_001238500
50 DREB3(AP2-1)/100794316 GmDREB3-like 3 NM_001254427 NP_001241356
51 DREB3/100804801 GmDREB3 1 XM_003517021 XP_003517069
52 DREB3/100804056 GmDREB3 7 XM_003529711 XP_003529759
53 DREB3/100783790 GmDREB3 9 XM_003534380 XP_003534428
54 DREB3/100817503 GmDREB3 11 XM_003538700 XP_003538748
55 DREB3/100784419 GmDREB3 13 XM_003542042 XP_003542090
56 DREB3-like/100786075 GmDREB3-like 1 XM_003516413 XP_003516461
57 DREB5/100101898* GmDREB5 12 HE648567; XBB CCF23312_XBB
58 DREB5/100101898* GmDREB5 12 HE648568; BGi CCF23313_BGi
59 DREB5/100101898 GmDREB5 12 EF583447 ABQ53928
60 DREB5/100809887* GmDREB5 13 FR822737; XTD CBZ41765_XTD
61 DREB5/100809887* GmDREB5 13 HE598783; PB CCD42020_PB
62 DREB5/100809887* GmDREB5 13 HE647690: NS CCF23021_NS
63 DREB5/100101898 GmDREB5 12 NM_001248171 NP_001235100
64 DREB6/100101914 GmDREB6 5 EF551166 ABQ42205
65 DREB6/100101914 GmDREB6 5 NM_001248412 NP_001235341
66 DREB6* GmDREB6 5 GmDREB6; DT2008 DREB6_DT2008
67 DREB7/100101894 GmDREB7 20 NM_001248108 NP_001235037
68 DREBa/100788110 GmDREBa 12 NM_001358347 NP_001345276
69 DREBa/100788110 GmDREBa 12 AY542886 AAT12423

Ghi chú: *: gen GmDREB được phân lập từ các giống đậu tương Việt Nam của 
nhóm tác giả [10-12].

Kết quả bảng 1 cho thấy, 69 trình tự gen DREB ở đậu tương 
khai thác từ cơ sở dữ liệu NCBI thuộc về 18 gen GmDREBi, trong 
khi Phang và cs (2008) [5] cho rằng, có hơn 10 gen DREB trong hệ 
gen đậu tương. Các kết quả nghiên cứu chức năng gen DREB rất 

có thể sẽ phát hiện thêm các gen GmDREB mới và các bản copy 
của chúng. Trong nghiên cứu này, các gen GmDREB có từ 1 đến 
8 copy (bảng 2), phân bố trên 17 NST số 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 
11, 12, 13, 14, 16, 17, 19 và 20. Gen GmDREB3 có 8 copy phân 
bố trên các NST 1, 3, 4, 7, 9, 11, 13, 17, hai gen GmDREB1F và 
GmDREB2F có 4 copy, gen GmDREB1E có 3 copy, các gen còn 
lại có 1-2 copy. Nhân tố phiên mã DREB liên quan đến khả năng 
chống chịu các stress phi sinh học. 
Bảng 2. Số bản copy và vị trí của mỗi gen GmDREB trong hệ gen cây 
đậu tương.

TT Tên gen Số bản copy Vị trí trên NST số
1 GmDREB 1 13
2 GmDREB1 2 9, 10
3 GmDREB1B 1 10
4 GmDREB1D 1 13
5 GmDREB1E 3 1, 10, 17
6 GmDREB1F 4 5, 11, 12, 13
7 GmDREB2 2 4, 6
8 GmDREB2A2 1 14
9 GmDREB2C-like 2 2, 6
10 GmDREB2D 2 4; 6
11 GmDREB2F 4 2; 3; 10; 19
12 GmDREB3 8 1, 3, 4, 7, 9, 11, 13, 17
13 GmDREB5 2 12, 13
14 GmDREB6 1 5
15 GmDREB7 1 20
16 GmDREBa 1 12
17 GmAP2-2 1 4
18 GmAP2-Ile-DBDP 1 16

Trong số 18 gen GmDREB ở bảng 2, một số gen đã được làm rõ 
chức năng, như GmDREB1, GmDREB2, GmDREB3, GmDREB6. 
Trong đó, GmDREB1 có chức năng chịu nóng, hạn và lạnh [16]; 
GmDREB2 được xác nhận làm tăng khả năng chịu hạn, chịu mặn 
của cây chuyển gen [6, 7, 17]; GmDREB3 làm tăng cường khả 
năng chịu lạnh, hạn và mặn ở cây Arabidopsis biến đổi gen [18]; 
GmDREB5 liên quan đến khả năng chịu mặn [19]. Tăng cường biểu 
hiện gen GmDREB6 đã làm tăng sự tích lũy proline và khả năng 
chịu muối của cây đậu tương biến đổi gen [8]. Tuy nhiên, còn một 
số thành viên trong phân họ gen DREB ở đậu tương chưa rõ chức 
năng về đặc tính chống chịu cụ thể đối với các stress phi sinh học 
cần tiếp tục làm sáng tỏ.

Sự phát sinh của các thành viên trong phân họ gen GmDREB 
ở đậu tương

Kết quả phân tích phát sinh gen thuộc phân họ DREB ở hình 
1 cho thấy, 69 gen GmDREB được chia thành hai nhánh A, B 
với 6 nhóm được ký hiệu là I, II, III, IV, V, VI. Nhóm I gồm các 
gen GmDREB1 (B, D, E, F), nhóm II gồm các gen GmDREB1 và 
GmDREB7, nhóm III gồm các gen GmDREB3 và GmDREB6, nhóm 
IV có các gen GmDREB2 và GmDREB1, nhóm V gồm các gen 
GmDREB5, nhóm VI gồm các gen GmDREB và GmDREB2. Như 
vậy, có 4 nhóm chứa các cặp gen GmDREB1-GmDREB7 (nhóm 
II), GmDREB3-GmDREB6 (nhóm III), GmDREB2-GmDREB1 
(nhóm IV) và GmDREB-GmDREB2 (nhóm VI). Điểm chú ý là 
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một số trình tự GmDREB3 phân bố ở những nhánh riêng trong sơ 
đồ cây. Trình tự GmDREB3 mang mã số XM_003534380 là một 
nhánh phụ của nhánh A, GmDREB3 (NM_001251571) là một 
nhánh tách riêng khỏi nhóm IV, 2 gen GmDREB3 (DQ055133 và 
NM_001250024) phân bố trong một nhánh, tách khỏi nhóm IV. Gen 
GmDREB3 có 8 copy trên các NST khác nhau (bảng 2), trong đó gen 
GmDREB3 (XM_003534380) có vị trí trên NST số 9, GmDREB3 
(NM_001251571) trên NST 17 và GmDREB3 (DQ055133 và 
NM_001250024) trên NST số 4 (bảng 1). Trong quá trình tiến hóa, 
các NST khác nhau có tốc độ đột biến phân tử khác nhau, cho nên 
có thể các bản copy của gen GmDREB3 đã dần tách xa nhau trong 
cây phát sinh của phân họ gen DREB ở đậu tương. 

Hình 1. Cây phát sinh và quan hệ tiến hóa giữa các thành viên của 
phân họ gen DREB ở đậu tương được thiết lập dựa trên 69 trình 
tự gen GmDREB theo phương pháp Maximum Likelihood và JTT 
matrix-based model trong MEGAX [13].

Đặc điểm của miền AP2 trong phân họ DREB ở đậu tương

Hình 2 thể hiện sự khác nhau cơ bản về trình tự amino acid miền 
AP2 ở protein DREB suy diễn từ 18 gen GmDREB của đậu tương. 
Sự sai khác giữa các trình tự amino acid miền AP2 biểu hiện ở thành 
phần và số lượng amino acid. Miền AP2 trong các protein thuộc 
phân họ nhân tố phiên mã DREB phổ biến từ 59 đến 60 amino acid, 
tuy nhiên một số protein DREB chứa miền AP2 có tới 62 amino acid 
(DREB5), 63 (DREBA), hoặc chỉ có 43 amino acid (DREB2C-like) 
(hình 2). Motif PTPEMAARAYDVAALALKGPSARLNFPEL của 
miền AP2 có ở tất cả các protein DREB của đậu tương. Miền AP2 
của các thành viên trong phân họ protein DREB có các điểm liên 
kết với promoter của gen chức năng mà nhân tố phiên mã DREB 
kích hoạt phiên mã. Kết quả so sánh ở bảng 3 cho thấy, trong miền 

AP2 của 18 protein DREB ở đậu tương đều có 11 amino acid liên 
kết với sợi ADN ở vùng promoter (ADN binding site) với 4 dạng 
và phổ biến là RGRRWKERRWT, có mặt ở 13 trong tổng số 18 
protein DREB. Hai dạng KGRRNKERRWT và KGRRWKERRWT 
xuất hiện  ở 2 protein DREB, còn dạng RGRRTKERRWT chỉ có ở 
một loại protein DREB (bảng 3).
Bảng 3. So sánh các điểm liên kết trong miền AP2 với sợi DNA vùng 
promoter của 18 thành viên trong phân họ nhân tố phiên mã DREB 
ở đậu tương.

TT Tên gen
Các dạng amino acid 
liên kết với sợi ADN của 
promoter 
(DNA binding site)

TT Tên gen
Các dạng amino acid 
liên kết với sợi ADN của 
promoter 
(DNA binding site)

1 GmDREB RGRRWKERRWT 10 GmDREB6 RGRRWKERRWT
2 GmDREB1 RGRRWKERRWT 11 GmDREBa RGRRWKERRWT
3 GmDREB1E RGRRWKERRWT 12 GmAP2-2 RGRRWKERRWT
4 GmDREB1F RGRRWKERRWT 13 GmDREB7 RGRRWKERRWT
5 GmDREB2 RGRRWKERRWT 14 GmAP2-Ile RGRRTKERRWT
6 GmDREB2A2 RGRRWKERRWT 15 GmDREB1B KGRRNKERRWT
7 GmDREB2C RGRRWKERRWT 16 GmDREB1D KGRRNKERRWT
8 GmDREB3 RGRRWKERRWT 17 GmDREB2D KGRRWKERRWT
9 GmDREB5 RGRRWKERRWT 18 GmDREB2F KGRRWKERRWT

Cây phát sinh miền AP2 ở đậu tương

Phân tích tiến hóa protein DREB dựa trên trình tự amino acid 
của miền AP2 trong 69 protein DREB của đậu tương bằng phương 

Hình 2. So sánh trình tự amino acid miền AP2 của các protein trong 
phân họ DREB ở đậu tương.
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pháp Maximum Likelihood và mô hình JTT matrix-based [15] 
trong MEGAX [13]. Sơ đồ cây được thiết lập dựa trên 69 trình tự 
amino acid của miền AP2 theo tỷ lệ và chiều dài nhánh được đo 
bằng số lần thay thế trên mỗi vị trí amino acid. Tất cả các vị trí chứa 
khoảng trống và dữ liệu bị thiếu đã được loại bỏ. Bộ dữ liệu cuối 
cùng có tổng cộng 38 vị trí amino acid. 

Hình 3. Cây phát sinh miền AP2 của phân họ protein DREB ở đậu 
tương được thiết lập dựa trên 69 trình tự amino acid miền AP2 theo 
phương pháp Maximum Likelihood trong MEGAX [13] và JTT 
matrix-based model [15] với bootstrap được lặp lại 1.000 lần.

Phân tích tiến hóa miền AP2 trong protein DREB của đậu tương 
thực hiện theo MEGAX [13], kết quả cho thấy, cây phát sinh thiết lập 
từ 69 trình tự amino acid của miền AP2 phân thành 4 nhánh, trong đó 
có 1 nhánh chỉ có một trình tự AP2 của protein DREB2 (AAY89658) 
và 3 nhánh còn lại, mỗi nhánh có một nhóm ký hiệu là I, II, III 
(hình 3). Nhóm I gồm 29 trình tự AP2 của các loại protein DREB1, 
DREB1B, DREB1D, DREB1E, DREB1F, DREB3, DREB6, AP2-2, 
AP2-Ile-DBDP; nhóm II gồm 25 trình tự AP2 của các loại protein 
DREB, DREBA, DREB2A2, DREB2C-like, DREB3, DREB5; 
nhóm III gồm 14 trình tự AP2 của các loại protein DREB2 (13 trình 
tự) và DREB1 (1 trình tự). 

Kết luận

Khai thác dữ liệu từ NCBI đã xác định được 18 gen GmDREB 
thuộc phân họ DREB trong hệ gen đậu tương với các bản copy phân 
bố trên 17 NST, trong đó GmDREB3 có 8 copy, các gen còn lại có 
1-4 copy. 

Miền AP2 phổ biến có 59-60 amino acid và motif 
PTPEMAARAYDVAALALKGPSARLNFPEL có ở tất cả các 
protein DREB của đậu tương. AP2 chứa 11 điểm liên kết với promoter 
của các gen chức năng, với 4 dạng và phổ biến là RGRRWKERRWT 
(có ở 13/18 protein DREB). 

Sự tiến hóa của phân họ DREB và miền AP2 ở đậu tương thể hiện 
trên cây phát sinh thiết lập dựa trên trình tự nucleotide của các gen 
GmDREB và trình tự amino acid của miền AP2 trong protein DREB. 

Kết quả nghiên cứu đã cung cấp thông tin toàn diện về phân họ 

gen DREB, tạo cơ sở cho các phân tích thực nghiệm tiếp theo để làm 
rõ chức năng của một số thành viên trong phân họ gen này.
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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 Y - döôïc hoïc

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 
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