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Tổng quan

Được tìm ra vào năm 1992, hội chứng Brugada là một 
tình trạng rối loạn dẫn truyền điện tim, làm tăng mạnh nguy 
cơ rung thất và đột tử. Hội chứng này chiếm khoảng 4-12% 

các trường hợp đột tử do tim nói chung và ít nhất 20% các 
trường hợp đột tử không do bất thường cấu trúc tim [1]. 
Bệnh nhân có triệu chứng và tử vong ở độ tuổi 40, xảy ra ở 
nam nhiều gấp 9 lần nữ, gây gánh nặng về kinh tế cho gia 
đình người bệnh [2]. Tần suất của bệnh khó xác định chính 
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Tóm tắt:

Hội chứng Brugada là tình trạng rối loạn nhịp tim di truyền, mang tính trội trên nhiễm sắc thể thường, gây đột tử 
do tim. Nghiên cứu này báo cáo một trường hợp hội chứng Brugada ở bệnh nhân nam 43 tuổi không triệu chứng, 
được phát hiện tình cờ qua đo điện tâm đồ. Điện tâm đồ biểu hiện đặc điểm của hội chứng Brugada típ 2, nghiệm 
pháp flecainide dương tính. Phân tích gen cho thấy người bệnh có một đột biến thay thế acid amin D252N trên gen 
SCN5A. Đây là đột biến chưa được báo cáo trên các cơ sở dữ liệu di truyền liên quan đến hội chứng Brugada. Phân 
tích chức năng protein bằng phần mềm cho thấy đột biến xảy ra ở vùng gen được bảo tồn cao và có khả năng gây 
bệnh cao. Đây là trường hợp hội chứng Brugada đầu tiên được báo cáo có đột biến trên gen SCN5A tại Việt Nam.
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Abstract:

Brugada syndrome is an inherited cardiac arrhythmia that follows autosomal dominant transmission and can 
cause sudden death. This paper reported a case of Brugada syndrome in a 43-year-old male patient with no clinical 
symptoms. Brugada-type 2-ECG changes were accidentally detected. Flecainide test was done and proved positive. 
Gene analysis revealed a novel missense mutation in the SCN5A gene with a genetic variation of D252N. This novel 
mutation has not been reported on any genetic databases related to Brugada syndrome. Functional protein analysis 
software suggested that the mutation occurs in the highly conserved gene and probably has a damaging effect. This 
is the first Brugada syndrome case reported with a mutation in the SCN5A gene in Vietnam.
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xác, khoảng 5/10.000 trên toàn thế giới, nhưng tập trung cao 
hơn ở vùng Đông Nam Á (1-14/1.000) [2]. Bệnh không có 
triệu chứng đặc hiệu nên khó chẩn đoán, chủ yếu dựa vào 
các hậu quả đã xuất hiện như nhịp nhanh thất, ngất, ngưng 
tim và biến đổi đoạn ST-T ở các chuyển đạo trước ngực 
phải (V1-V3) trên điện tâm đồ (ECG). Bệnh được chia làm 
ba típ, trong đó ECG Brugada típ 1 (ST-T cong vòm) được 
xem là thể điển hình (có thể là típ 1 tự phát hoặc do thuốc). 
Các ECG típ 2 (ST-T hình yên ngựa có độ chênh ≥1 mm) và 
típ 3 (ST-T hình yên ngựa có độ chênh <1 mm) được chẩn 
đoán xác định khi thử nghiệm tiêm flecanide dương tính [3].

Nguyên nhân của hội chứng Brugada đã được xác định 
là do đột biến gây mất hoặc giảm chức năng của ít nhất một 
trong hai mươi gen liên quan đến hoạt động của các kênh 
ion dẫn truyền điện thế ở màng tế bào cơ tim [2]. Trong đó, 
đột biến trên gen SCN5A mã hóa cho bán đơn vị alpha của 
kênh natri phụ thuộc điện thế trên màng tế bào cơ tim chiếm 
tần suất cao nhất, khoảng 25-30% trong nhóm bệnh nhân 
được chẩn đoán hội chứng Brugada. Y văn đã ghi nhận hơn 
200 loại đột biến gây hội chứng Brugada khác nhau, phân 
bố trên khắp 28 exon của gen SCN5A. Khoảng 95% là các 
đột biến điểm, loại thay thế một nucleotid dẫn đến thay thế 
một acid amin, còn lại là các loại đột biến xóa đoạn hoặc 
chèn đoạn ngắn [4]. Nếu được xác định tình trạng đột biến, 
người bệnh và người mang gen bệnh có thể được áp dụng 
các liệu pháp điều trị dự phòng như cấy máy phá rung tự 
động (ICD), dùng thuốc và theo dõi sát [2]. 

Trên toàn thế giới, các nghiên cứu lâm sàng và di truyền 
về nhóm bệnh rối loạn nhịp tim nói chung và hội chứng 
Brugada nói riêng tăng lên rất nhanh trong những năm gần 

đây. Tại Việt Nam, lĩnh vực này còn hạn chế và hầu như 
chưa có nghiên cứu nào xác định dạng rối loạn di truyền ở 
bệnh nhân Brugada và người mang gen bệnh. Chúng tôi báo 
cáo một trường hợp bệnh nhân nam, tình cờ phát hiện mắc 
hội chứng Brugada khi đo ECG. Nghiệm pháp flecanide 
được tiến hành tại Viện Tim TP Hồ Chí Minh cho kết quả 
dương tính. Xét nghiệm gen được tiến hành tại Trung tâm 
Nghiên cứu Gen - Protein, Trường Đại học Y Hà Nội. Phân 
tích hai mươi gen liên quan [2] bằng kỹ thuật giải trình tự 
thế hệ mới và kỹ thuật giải trình tự Sanger, phát hiện một 
đột biến thay thế trên exon 5 gen SCN5A chưa được công 
bố trước đây. Đột biến được phân tích dự đoán khả năng gây 
bệnh bằng phần mềm Polyphen-2 [5, 6]. 

Giới thiệu ca lâm sàng

Bệnh nhân nam 43 tuổi là nhân viên kinh doanh, không 
có tiền căn bệnh lý gì trước đây, không ngất, không thở 
kiểu hấp hối về đêm, không có tiền căn đột tử trong gia 
đình. Bệnh nhân đi khám ở phòng khám tư nhân vì hồi 
hộp, thường xuyên cảm giác hụt hơi. ECG lúc nghỉ ngơi tại 
phòng khám tư ghi nhận hình ảnh của hội chứng Brugada 
típ 2 gồm sóng T hai pha, đoạn ST-T dạng yên ngựa ở V1 
(hình 1A). Bệnh nhân được chỉ định thực hiện nghiệm pháp 
tiêm flecainide để khẳng định chẩn đoán. Ngày 23/4/2018, 
bệnh nhân đến khám tại Viện Tim TP Hồ Chí Minh. 

Hồ sơ khám không ghi nhận triệu chứng bất thường. 
ECG vẫn cho thấy hình ảnh sóng T hai pha và ST-T dạng 
yên ngựa ở V1. Các xét nghiệm huyết học, hóa sinh miễn 
dịch (ion đồ, troponin tim, công thức máu, độ lọc cầu thận 
ước tính…) và X-quang tim phổi thẳng của người bệnh đều 

(A) (B)

Hình 1. Hình ảnh điện tâm đồ của bệnh nhân. (A) ECG lúc nghỉ ngơi 11/4/2018 cho thấy sóng T hai pha, đoạn ST-T dạng yên ngựa ở V1; (B) 
ECG khi đang làm thử nghiệm flecainide 23/4/2018 cho thấy điểm J cao, T âm, ST-T dạng vòm.
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trong giới hạn bình thường. Siêu âm tim cho thấy chức năng 
tâm thu thất trái tốt (FE 70%), hở van hai lá 1/4 típ IIA2, 
không tăng áp động mạch phổi. Phim chụp MSCT 640 lát 
cắt cho thấy hệ động mạch vành bị hẹp 30% đoạn giữa 
nhánh trái trước (LAD) và đoạn giữa nhánh phải (RCA). 
Bệnh nhân được tiến hành nghiệm pháp tiêm flecanide. 
Trong lúc tiến hành, không thấy xuất hiện hiện tượng rối 
loạn nhịp thất. Nghiệm pháp được kết luận dương tính với 
sự xuất hiện điểm J cao, sóng T âm sâu, đoạn ST-T cong 
vòm ở V1 và V2 (hình 1B). Bệnh nhân được chẩn đoán xác 
định hội chứng Brugada típ 1 do thuốc.

Bệnh nhân được lấy máu tĩnh mạch và thực hiện xét 
nghiệm phân tích tìm đột biến trên 20 gen được báo cáo là 
có liên quan đến bệnh sinh của hội chứng Brugada, gồm: 
SCN5A, ABCC9, CACNA1C, CACNA2D1, CACNB2, 
GPD1L, HCN4, KCND3, KCNE3, KCNE5, KCNH2, 
KCNJ8, PKP2, RANGRF, SCN10A, SCN1B, SCN2B, 
SCN3B, SLMAP, TRPM4. Kết quả giải trình tự thế hệ mới 
(NGS) và giải trình tự Sanger cho thấy có biến đổi thay thế 
acid amin D252N tại exon 5 trên gen SCN5A. Biến đổi này 
ở trạng thái di hợp tử (hình 2). 

Chúng tôi sử dụng phần mềm phân tích cấu trúc và dự 
đoán biến đổi chức năng protein từ đột biến. Phần mềm 
Polyphen-2 [5, 6] là một công cụ được phát triển bởi các 
nhà khoa học ở Đại học Havard (Hoa Kỳ), giúp tiên đoán 
ảnh hưởng của một biến đổi loại thay thế acid amin lên cấu 
trúc và chức năng protein người. Phần mềm sử dụng nhiều 
cơ sở dữ liệu di truyền, chủ yếu là UniProtKB và SwissProt 
làm nguồn tham khảo cho tất cả các trình tự và chú giải 
về đặc tính của protein. Để dự đoán một sự thay thế acid 
amin nhất định trong protein, Polyphen-2 trích xuất các tính 
năng dựa trên cấu trúc và trình tự khác nhau của vị trí thay 
thế và đưa chúng vào phân loại xác suất theo hai mô hình 
HumDiv và HumVar. Điểm số của hai mô hình này được 
cho từ 0 (không có khả năng gây bệnh) đến 1 (khả năng 
gây bệnh lớn nhất). Cả hai mô hình khi đánh giá đột biến 
D252N đều cho điểm số cao: HumDiv là 1,000 và HumVar 
là 0,999, cho thấy phần mềm dự đoán khả năng đột biến 
D252N gây ảnh hưởng đến chức năng của protein Nav1.5 và 
dẫn đến tình trạng bệnh là cao. Công cụ có bổ sung dữ liệu 

về mức độ bảo tồn của vị trí acid amin giữa các loài khác 
nhau (multiple sequence alignment, MSA), cho thấy mức 
độ bảo tồn của vị trí đột biến cũng như của vùng lân cận 
rất cao, chứng tỏ mức độ quan trọng của vị trí này (hình 3).

Hiện tại, bệnh nhân đang được theo dõi định kỳ tại Viện 
Tim TP Hồ Chí Minh, được hướng dẫn tránh tiếp xúc với 
các yếu tố gây khởi phát triệu chứng của hội chứng Brugada 
như môi trường nóng bức, kích thích tâm lý, sốt cao và dùng 
các thuốc chống loạn nhịp hoặc các thuốc trầm cảm có tác 
dụng trên kênh natri. Dù có chỉ định nhưng bệnh nhân chưa 
đặt máy phá rung tự động do chi phí cao. 

Đạo đức trong nghiên cứu: nghiên cứu đảm bảo tuân thủ 
các quy định đạo đức trong nghiên cứu y sinh học. Đề tài đã 
được thông qua bởi Hội đồng Đạo đức của Trường Đại học 
Y Hà Nội và Viện Tim TP Hồ Chí Minh.

Bàn luận 

Hội chứng Brugada thuộc nhóm bệnh bất thường kênh 
ion ở tế bào cơ tim, thường gây ra những cơn nhịp nhanh 
thất đa dạng và rung thất dẫn đến đột tử [2, 3]. Bệnh được 
chú ý nhiều ở vùng Đông Nam Á, bao gồm cả Việt Nam, với 
rất ít biểu hiện lâm sàng. Đây là một bệnh di truyền phối hợp 
đa gen, đột biến trên một số gen mã hoá cho các thành phần 
cấu trúc hoặc điều hoà của các kênh ion trên màng tế bào cơ 
tim, làm biến đổi chức năng sinh lý của các protein này; tạo 
ra các thay đổi về dẫn truyền điện học của cơ tim, biểu hiện 
trên điện tâm đồ và trên lâm sàng hội chứng Brugada. Trong 
các gen chịu trách nhiệm đã được công bố, gen SCN5A mã 
hoá cho bán đơn vị alpha của kênh natri Nav1.5 trên màng tế 
bào cơ tim và các đột biến của nó, đóng vai trò quan trọng 
nhất gây ra hội chứng Brugada, với tần suất lưu hành từ 11 
đến 28% trong nhóm đã được chẩn đoán hội chứng Brugada 
và khoảng 50% trong nhóm hội chứng Brugada có đột biến 
gen được xác định [7, 8].

Tuy đã có nhiều báo cáo tổng kết và một vài báo cáo ca 
lâm sàng về hội chứng Brugada tại Việt Nam trong những 
năm gần đây, nhưng đây là trường hợp đầu tiên được ghi 
nhận về cả đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng và đặc điểm 
gen tại nước ta. Bệnh nhân này được chẩn đoán hội chứng 
Brugada típ 1 do thuốc. Khi sàng lọc các biến đổi trên 20 
gen liên quan đến bệnh (như đã nêu ở trên, gồm các gen 
mã hóa cho các bán đơn vị các kênh natri, kali, calci và các 
protein điều hòa hoạt động các kênh này) bằng kỹ thuật giải 
trình tự NGS và Sanger, chỉ có một biến đổi gen tại exon 5 
trên gen SCN5A được ghi nhận (hình 2). Đây là một biến 
đổi di truyền loại thay đổi đơn nucleotid (guanine thành 
adenine) tại vị trí 754 (exon 5) của cDNA gen SCN5A. Tại 
vị trí biến đổi, có sự hiện diện của hai quần thể nucleotid 
guanine và adenine, cho thấy biến đổi ở trạng thái dị hợp 
tử. Biến đổi gen này làm cho trên phân tử protein Nav1.5, 

Hình 2. Kết quả phát hiện đột biến bằng giải trình tự Sanger. Biểu đồ 
tín hiệu cho thấy biến đổi thay thế một nucleotide tại vị trí c.754G>A, tạo 
ra đột biến D252N ở exon 5 trên gen SCN5A (vị trí bộ ba có gạch chân).
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tại vị trí codon 252, acid amin aspartate (acid amin tích điện 
âm) bị thay thế bởi asparagine (acid amin tích điện dương), 
tạo ra biến đổi D252N. Vị trí đột biến xảy ra tại đoạn xoắn 
S1-S4/S5 của vùng xuyên màng DI của protein bán đơn vị 
alpha kênh natri. Đây là một trong bốn vùng cảm nhận điện 
thế của kênh, có nhiệm vụ khởi động cho quá trình mở lỗ 
trung tâm của kênh (cho dòng natri đi ra, đi vào tế bào cơ 
tim) (hình 4). Do đó, đột biến thay thế acid amin khác biệt 
về tính tích điện có thể gây ra biến đổi cấu trúc protein, gây 
ảnh hưởng đến chức năng.

Khi tìm hiểu về biến đổi D252N trên gen SCN5A trên 
một số cơ sở dữ liệu di truyền sinh học như ClinVar của 
NCBI hoặc Ensembl, đều chưa ghi nhận được thông tin về 
biến đổi này ở bệnh nhân hội chứng Brugada, cho thấy đây 
có thể là một đột biến mới trên gen SCN5A. 

Theo kết quả dự đoán từ phần mềm Polyphen-2, tính 

gây tổn hại hoặc lành tính của đột biến được thể hiện thông 
qua một “điểm số” (score), điểm số càng cao chứng tỏ càng 
có khả năng gây bệnh (cao nhất là 1,000). Độ tin cậy của 
điểm số này thể hiện qua độ nhạy và độ đặc hiệu dự đoán. 
Hiệu ứng gây hại dự đoán cũng được trực quan hóa bằng 
một điểm đánh dấu màu đen dọc bên trong thanh chuyển 
màu, trong đó màu xanh lá cây là lành tính và màu đỏ là gây 
hại (hình 3A). Đột biến D252N này có điểm số HumDiv và 
HumVar lần lượt là 1,000 và 0,999, chứng tỏ khả năng gây 
bệnh rất cao. Ngoài ra, khi xét tính bảo tồn của loại biến đổi 
này, kết quả phân tích MSA cho thấy biến đổi D252N này 
được bảo tồn cao so với các biến thể loài gần (hình 3B) cũng 
góp phần thể hiện tính quan trọng của vùng gen này.

Khi xét từ khía cạnh lâm sàng, các triệu chứng và bối 
cảnh giúp phát hiện bệnh không mang tính đặc hiệu cao. Vì 
là bệnh di truyền theo kiểu trội [2] nên đa phần các trường 

Hình 3. Dữ liệu phân tích dự đoán khả năng gây hội chứng Brugada của đột biến D252N trên gen SCN5A bằng phần mềm Polyphen-2. (A) Độ 
tin cậy dự đoán khả năng sẽ gây bệnh: điểm tin cậy gần như tuyệt đối HumDiv 1,000 và HumVar 0,999; (B) Phân tích MSA: vùng 75 acid amin quanh 
vị trí đột biến (được đóng khung màu đen) ở nhiều biến thể loài gần hầu như rất hiếm có sự thay đổi acid amin, thể hiện tính bảo tồn rất cao của vùng 
đột biến.
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hợp hội chứng Brugada có tính chất gia đình rõ ràng. Bệnh 
nhân này ở trạng thái dị hợp tử, điều này có thể lý giải việc 
tuy chưa có các biểu hiện lâm sàng nhưng đã xuất hiện 
ngoại tâm thu thất trong thử nghiệm tiêm flecanide. Chưa 
có bằng chứng cho thấy mối liên quan giữa trạng thái dị hợp 
hoặc đồng hợp tử với mức độ nặng hoặc triệu chứng bệnh 
trên lâm sàng.

Mối liên hệ giữa kiểu gen và kiểu hình của hội chứng 
Brugada khó phân tích do đây là một bệnh có phối hợp đa 
gen, đa đột biến. Các biến đổi trên gen gây thay đổi cấu 
trúc protein, đều là các kênh ion trên tế bào cơ tim, hoặc là 
các phân tử tác động lên sự hoạt động của các kênh này. Sự 
biến đổi cấu trúc protein làm thay đổi luồng ion đi ra hoặc 
đi vào tế bào, gây ra các hiện tượng khử cực muộn hoặc tái 
cực sớm. Đây chính là các sinh lý bệnh, làm người bệnh dễ 
rơi vào các rối loạn nhịp, nhất là rối loạn nhịp thất gây nguy 
hiểm tính mạng. Việc khảo sát cùng lúc nhiều gen giúp làm 

rõ và giới hạn cơ chế này. Mặt khác, khi dùng kỹ thuật tiếp 
cận ở mức độ DNA, chưa thể khảo sát được quá trình điều 
hòa biểu hiện từ biến đổi gen ra protein. Quá trình này cũng 
góp phần gây ra các biểu hiện lâm sàng (kiểu hình) khác 
nhau cho các bệnh nhân hội chứng Brugada.

Khi xét tác động trên một gen cụ thể, sự phân bố các đột 
biến thường rộng khắp, rải rác nhiều exon. Mỗi exon mã 
hoá cho một vùng cấu trúc đặc hiệu của kênh ion, gồm: các 
bán đơn vị alpha, beta (được tạo thành từ các đoạn xuyên 
màng), lỗ trung tâm (được tạo thành từ các vòng nối nội 
bào) và các vùng cảm nhận điện thế. Trạng thái cấu hình của 
các bán đơn vị thay đổi theo thời gian và tình trạng điện thế, 
cho phép kênh mở hoặc đóng đối với dòng ion. Các đột biến 
xuất hiện trên nhiều exon, gây ảnh hưởng tăng hoặc giảm 
hoạt động của vùng chức năng mà chúng mã hoá, tạo kết 
quả là kiểu hình trên lâm sàng hết sức đa dạng. Vì vậy, việc 
sử dụng các bằng chứng phân tích cấu trúc và chức năng của 

Hình 4. Cấu trúc bán đơn vị alpha của protein Nav1.5 [9]. (A) Sơ đồ các vùng xuyên màng DI-DIV; (B) Mô hình (dạng ribbon band) bán đơn vị alpha 
của kênh nhìn từ trên xuống; (C) Mô hình (dạng ribbon band) bán đơn vị alpha của kênh nhìn từ bên.
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đột biến dựa trên mô hình in silico để đưa ra các tiên đoán 
về mức độ nguy hại của các đột biến gen mới là rất cần thiết 
trong hoàn cảnh hạn chế các nghiên cứu trên mô hình tế bào 
hoặc động vật. Tuy nhiên, các phân tích về chức năng trên 
thực nghiệm là không thể thay thế được. Trong khuôn khổ 
trường hợp này, kiểu gen liên quan đến đột biến D252N exon 
5 gen SCN5A ở bố mẹ bệnh nhân chưa được khảo sát do tình 
hình dịch bệnh Covid-19. Đây cũng là một phần hạn chế của 
đề tài. Nhóm nghiên cứu đã có kế hoạch lấy mẫu làm phả hệ 
các trường hợp đột biến nghi ngờ gây bệnh trong một nghiên 
cứu tiếp theo.

Việc bệnh nhân được chẩn đoán là hội chứng Brugada 
típ 1, cùng với sự hiện diện của đột biến thay thế acid amin 
mới D252N trên exon 5 gen SCN5A, đi kèm dự đoán khả 
năng gây bệnh cao của đột biến cho thấy, bệnh nhân này 
có nguy cơ bộc lộ các biểu hiện lâm sàng của hội chứng 
Brugada (như loạn nhịp thất hoặc đột tử) [8, 10] và khả 
năng di truyền cho thế hệ sau. Việc đặt ICD dự phòng và xét 
nghiệm gen cho thế hệ sau là cần thiết và đúng chỉ định [11].

Đây là một trường hợp hội chứng Brugada được xem xét 
ở cả góc độ lâm sàng, cận lâm sàng và phân tích biến đổi 
gen. Việc xác định được đột biến trên gen SCN5A góp phần 
xác định nguyên nhân của bệnh, cũng như khả năng có thể 
di truyền cho thế hệ sau của người bệnh. Việc người bệnh có 
mang đột biến gây bệnh hay không tồn tại độc lập với các 
biểu hiện lâm sàng, đặc biệt ở giai đoạn chưa có hậu quả của 
bệnh. Do đó, việc xét nghiệm di truyền cho các bệnh nhân 
thể Brugada không điển hình là cần thiết. 

Kết luận

Đã phát hiện một trường hợp đột biến D252N trên gen 
SCN5A ở bệnh nhân hội chứng Brugada. Đây là đột biến 
mới chưa được công bố trên y văn thế giới. Đột biến này 
được xếp vào nhóm đột biến gây bệnh, dựa trên các phân 
tích cấu trúc và chức năng trên mô hình in silico.
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Đặt vấn đề

Trisomy 9 là một dạng bất thường NST hiếm gặp ở 
người, và càng hiếm gặp ở người trưởng thành. Dạng bất 
thường này chiếm 2,4% trong tổng số các ca sảy thai và 
thai chết lưu [1]. Trisomy 9 thường gây ra khuyết tật vận 
động và trí tuệ nghiêm trọng, chậm phát triển tâm thần và 
thể chất, bất thường hình thái như đầu nhỏ, bất đối xứng sọ 
mặt, bất thường về hệ xương. Chỉ khoảng 1/3 các trường 
hợp trisomy 9 có bất thường cấu trúc hệ thần kinh trung 
ương [2].

Với những dị tật nặng nề của trisomy 9, bệnh nhân 
thường tử vong sớm trong vòng 20 ngày sau sinh. Tỷ lệ 
sống sót của bệnh nhân thể khảm và thể thuần trisomy 9 có 
thể khác nhau nhưng hầu hết đều có tỷ lệ dị tật ở nhiều cơ 
quan trong cơ thể [3]. Chúng tôi báo cáo ca bệnh nhân nữ 26 
tuổi, được xác định có khảm trisomy một phần NST 9 bằng 
xét nghiệm NST đồ và lai so sánh hệ gen (aCGH), nhưng có 
đời sống dài hơn so với y văn đã báo cáo. Bệnh nhân không 
có bất thường về trí tuệ, vận động; qua siêu âm hình thái 

không phát hiện thấy bất thường cấu trúc cơ quan; đã sinh 
con trai khỏe mạnh sau 3 lần hỏng thai liên tiếp. Báo cáo 
này cho thấy các biểu hiện lâm sàng đa dạng của bất thường 
trisomy 9 dạng khảm, đóng góp vào nguồn dữ liệu hiếm các 
trường hợp mắc bệnh này.

Báo cáo ca bệnh

Bệnh nhân nữ 26 tuổi, là con thứ 3 trong gia đình có 3 
anh chị em, được sinh thường ở tuổi thai 38 tuần với cân 
nặng lúc sinh là 3,0 kg. Người mẹ 30 tuổi, không có tiền sử 
bệnh mạn tính hoặc phơi nhiễm với các tác nhân gây ra đột 
biến. Các thành viên trong gia đình đều khỏe mạnh và phát 
triển bình thường. Bệnh nhân được ghi nhận các mốc phát 
triển tâm thần vận động bình thường, biết đi lúc 9 tháng 
tuổi. Bệnh nhân có kinh nguyệt lần đầu năm 14 tuổi, chu kỳ 
đều 30 ngày; kết hôn năm 22 tuổi, học hết lớp 9, làm công 
nhân may.

Bệnh nhân đến khám lúc 24 tuổi vì bị hỏng thai 3 lần: 1 
lần thai chết lưu; 2 lần cạn ối, bong màng nuôi lúc thai 12 

Báo cáo ca bệnh khảm trisomy 
một phần nhiễm sắc thể số 9

Hoàng Thị Hải1, Hoàng Thị Ngọc Lan1, 2, Vũ Thị Hà1, 2, 
Nguyễn Thị Sim3, Hồ Khánh Dung3, Đoàn Thị Kim Phượng1, 2*

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

3Bệnh viện Phụ sản Hà Nội

Ngày nhận bài 24/5/2021; ngày chuyển phản biện 28/5/2021; ngày nhận phản biện 25/6/2021; ngày chấp nhận đăng 2/7/2021

Tóm tắt:

Hội chứng trisomy nhiễm sắc thể (NST) số 9 (trisomy 9) và dạng bất thường khác liên quan như khảm trisomy 9 
toàn phần hoặc một phần là các chứng rối loạn NST ở người rất hiếm gặp, thường chết ngay ở giai đoạn phôi thai 
hoặc có đời sống rất ngắn, chỉ 20 ngày sau khi sinh kèm theo nhiều dị tật hệ cơ quan. Ca bệnh được báo cáo ở đây là 
nữ 26 tuổi, được xác định khảm trisomy một phần NST 9 bằng xét nghiệm nuôi cấy phân tích NST bạch cầu lympho 
và lai so sánh hệ gen (Array comparative genomic hybridization - aCGH), nhưng có đời sống dài hơn so với ghi nhận 
của y văn và có khả năng sinh sản. Bệnh nhân không có bất thường về trí tuệ, vận động; không có bất thường cấu 
trúc cơ quan qua siêu âm hình thái; ở bàn tay trái có cong vẹo ngón cái và mụn thịt rải rác ở lòng bàn tay; đã sinh 
một con trai khỏe mạnh sau 3 lần thai chết lưu liên tiếp. Báo cáo cho thấy các biểu hiện lâm sàng đa dạng của bất 
thường trisomy 9 dạng khảm ở người, đóng góp vào nguồn dữ liệu hiếm các trường hợp mắc bệnh này. Từ đó bổ 
sung vào kiến thức tư vấn di truyền đối với các ca bệnh hiếm của trisomy một phần NST 9 thể khảm, đặc biệt là tư 
vấn di truyền chẩn đoán trước sinh để tiên lượng tình trạng của thai nhi.
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tuần và 7 tuần. Bệnh nhân có thể trạng thấp gầy: cao 149 
cm, nặng 38 kg. Bàn tay trái bị cong vẹo ngón cái, các nốt 
mụn thịt rải rác ở lòng bàn tay (hình 1). Siêu âm tim mạch, 
ổ bụng, tử cung, buồng trứng không phát hiện bất thường. 
Các xét nghiệm sinh hóa và huyết học cơ bản trong ngưỡng 
bình thường.

Hình 1. Cong vẹo ngón cái trái và các mụn thịt rải rác ở lòng bàn tay.

Xét nghiệm nuôi cấy và phân tích nhiễm sắc thể bạch cầu 
lympho máu ngoại vi phát hiện tình trạng khảm 2 dòng tế 
bào: 1 dòng bình thường 46,XX chiếm 29,4% và 1 dòng thêm 
một NST marker nghi ngờ có nguồn gốc từ NST 9, chiếm 
70,6%. Công thức NST đồ là: 47,XX,+mar[24]/46,XX[10] 
(hình 2).

Để xác định chính xác vật chất di truyền tăng thêm có 
phải nguồn gốc từ NST số 9 hay không, mẫu máu ngoại vi 
của bệnh nhân được tách DNA để xét nghiệm lai so sánh hệ 
gen (aCGH) đã xác định được chính xác phần vật chất di 
truyền tăng lên có nguồn gốc từ NST số 9 (hình 3). Ba vùng 
thêm đoạn NST 9 được ghi nhận gồm:

arr[GRCh37]9p13.1p12(40771173_42965378)x3;

arr[GRCh37]9q12q21.11(65632517_70489031)x3;

arr[GRCh37] 9p24.3p11.2(123950_442860239)x3.

Như vậy, điểm xa nhất bị đột biến trên nhánh ngắn NST 
9 là 9p24.3 và điểm xa nhất bị đột biến trên nhánh dài NST 9 
là 9q21.11 (hình 4). Kết hợp với kết quả NST đồ, có thể xác 
định bệnh nhân ở trạng thái khảm trisomy một phần NST 9; 
đoạn NST thừa ít nhất từ 9p24.3 đến 9q21.11.

Hai năm sau thời điểm đến khám và phát hiện ra tình 
trạng khảm trisomy một phần NST 9, bệnh nhân đã thụ thai 
tự nhiên, sinh thường được một bé trai khỏe mạnh.

Report of a case 
with partial trisomy 9 mosaicism
Thi Hai Hoang1, Thi Ngoc Lan Hoang1, 2, Thi Ha Vu1, 2, 

Thi Sim Nguyen3, Khanh Dung Ho3, 
Thi Kim Phuong Doan1, 2*

1Hanoi Medical University
2Hanoi Medical University Hospital

3Hanoi Obstetrics and Gynecology Hospital
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Abstract:

Trisomy 9 syndrome and other related abnormalities 
such as full or mosaic trisomy 9 are very rare human 
chromosomal disorders. The disorders cause early 
pregnancy loss or death within 20 days after the birth 
which is accompanied by complex birth defects. The case 
reported here is a 26-year-old female, identified with 
partial trisomy of chromosome 9 by Array comparative 
genomic hybridization - aCGH, but has a longer life than 
reported in the medical literature and can give birth. 
The patient did not have abnormal mental or motor 
problems; no morphological ultrasound abnormalities; 
curved thumb and scattered warts on the left hand; gave 
birth to a healthy son after three consecutive stillbirths. 
The report has shown diverse clinical manifestations of 
trisomy 9 mosaic abnormalities in humans, contributing 
to a rare data source of trisomy 9 mosaic cases. Since 
then, improve knowledge of genetic counseling for 
rare cases of trisomy 9 mosaicism, especially in genetic 
counseling of prenatal diagnosis.

Keywords: array CGH, karyotyping, mosaicism, partial 
trisomy of chromosome 9.

Classification number: 3.1
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Hình 3. Vùng tăng vật chất di truyền thuộc NST số 9.

Hình 4. Trên NST 9, vùng tăng vật chất di truyền được ghi nhận từ 
9p24.3 đến 9q21.11

Bàn luận

Tình trạng trisomy 9 và dạng bất thường khác liên quan 
như khảm trisomy 9 toàn phần hoặc một phần là các chứng 
rối loạn NST ở người rất hiếm gặp. Trẻ em sinh ra với 

trisomy 9 thuần thường chết ngay sau khi sinh hoặc trong 
vòng một năm sau khi sinh, trong khi những trẻ sinh ra với 
khảm trisomy 9 có thể sống sót đến tuổi trưởng thành sẽ có 
các bất thường về hình thái và chức năng. Tình trạng khảm 
trisomy 9 thường liên quan đến trọng lượng sơ sinh thấp và 
cơ thể chậm phát triển, khó khăn trong học tập, giao tiếp và 
nói chậm. Các đặc điểm cơ thể đặc trưng bao gồm tật đầu 
nhỏ, khớp lỏng lẻo, bất thường sọ não như tai thấp, hở hàm 
ếch cũng như bất thường về xương sọ, bàn tay và bàn chân. 
Các bệnh lý nhiều mô rất phổ biến và có thể liên quan đến 
các hệ cơ quan khác nhau như tim, thận, não và thần kinh 
trung ương, đường sinh dục và tiết niệu, cơ (tăng trương 
lực) và đường tiêu hóa. Đối với thai trisomy một phần 
nhánh ngắn NST 9 được báo cáo với khe hở vòm hàm, tiểu 
não bất thường, thận tăng âm vang và bàn chân khoèo hai 
bên [4-6]. Trường hợp khảm trisomy một phần NST 9 được 
mô tả trong báo cáo này không biểu hiện các đặc điểm bệnh 
chính như các báo cáo đã thống kê, không có đặc điểm nổi 
bật nào khác trên khuôn mặt được nhìn thấy như mô tả, mà 
chỉ có biểu hiện cong vẹo ngón cái và rải rác mụn thịt ở lòng 
bàn tay trái. Bệnh nhân đang sống ở tuổi trưởng thành và thụ 
thai tự nhiên, sinh thường được một bé trai khỏe mạnh sau 
3 lần sảy thai và thai chết lưu liên tiếp [1, 7].

Nghiên cứu của D. Bruns năm 2011 [6] cho thấy, các ca 
bệnh khảm trisomy 9 dường như không có mối tương quan 
rõ ràng về mức độ khảm với mức độ nghiêm trọng của kiểu 
hình bệnh. Sự biểu hiện thiếu tương quan giữa kiểu hình 
với kiểu gen như thế này có thể do mức độ khảm trisomy 

(A)                                                                                                    (B)
Hình 2. NST đồ. (A) Dòng tế bào thừa một NST marker chiếm 70,6%: 47,XX,+mar. (B) Dòng tế bào bình thường, chiếm 29,4%: 46,XX.
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9 thường chỉ được đánh giá ở tế bào bạch cầu lympho máu 
ngoại vi mà chưa thống kê được mức độ khảm NST 9 ở các 
mô khác, đặc biệt là mô sinh dục. Cũng có thể là trong quá 
trình phát triển trước và sau khi sinh, tỷ lệ tế bào trisomy 
9 trong các mô khác nhau đã thay đổi đáng kể do sự khác 
biệt về tốc độ phát triển nội tại và quá trình chết của tế bào 
bình thường và tế bào bệnh lý mang trisomy 9 trong cá thể. 
Ngoài ra, ngay cả trong một mô hoặc cơ quan, khảm trisomy 
9 cũng có thể phát sinh khác biệt ở từng vùng. Trong trường 
hợp ca bệnh ở đây, chúng tôi đã quan sát thấy tỷ lệ khá cao 
khảm trisomy một phần NST 9 (70,6%) từ mô máu ngoại vi 
nhưng biểu hiện lâm sàng ít nặng nề như các báo cáo trong y 
văn cũng có thể do tỷ lệ khảm này chưa được đánh giá ở các 
mô khác trong cơ thể. Một điều đáng quan tâm nữa là với 
kết quả xét nghiệm aCGH đã xác định được chính xác phần 
NST 9 tăng lên ít nhất ở vùng từ 9p24.3 đến 9q21.11. Vùng 
này chứa rất nhiều gen OMIM (trên 50 gen) với các ảnh 
hưởng chủ yếu đến chuyển hóa, thần kinh và phát triển tâm 
thần, vận động. Tuy nhiên, những ảnh hưởng đó không xuất 
hiện ở ca bệnh trong báo cáo này, có thể do tình trạng khảm 
trisomy 9 chỉ được đánh giá trong máu ngoại vi mà chưa 
đánh giá ở các mô khác của cơ thể. Tình trạng khảm một 
phần trisomy 9 có thể phát sinh trong mô sinh dưỡng của 
một cá thể ở giai đoạn sớm của quá trình phát triển phôi thai. 
Một số cơ chế đã được đề xuất cho sự hình thành trisomy 
khảm do lỗi NST không phân chia đồng đều trong giảm 
phân I hoặc giảm phân II. Phôi khảm có thể tiếp tục phát 
triển trong suốt giai đoạn trước và sau khi làm tổ, dẫn đến 
hình thành các bào thai khảm lưỡng bội - lệch bội. Trong 
báo cáo này, khảm trisomy một phần NST 9 từ 9p24.3 đến 
9q21.11 còn có thể là hậu quả từ chuyển đoạn NST khác với 
NST 9 tại các điểm đứt 9q21.11 và 9p24.3 xảy ra ở bố hoặc 
mẹ. Nghiên cứu chưa xác định được karyotype của bố mẹ 
nhưng với bố mẹ có kiểu hình bình thường và không có tiền 
sử sảy thai, thai chết lưu cũng định hướng tình trạng khảm 
trisomy một phần NST 9 ở bệnh nhân có thể do đột biến 
mới phát sinh.

Kết luận

Ca bệnh này đã đóng góp một minh chứng trisomy một 
phần NST 9 (ít nhất từ 9p24.3 đến 9q21.11) với tỷ lệ khảm 
cao (70,6%) khi phân tích NST bạch cầu lympho máu ngoại 
vi, có biểu hiện lâm sàng rất ít, trí tuệ bình thường, cong 
vẹo ngón cái và rải rác mụn thịt ở lòng bàn tay trái, có khả 
năng sinh con khỏe mạnh sau một tiền sử hỏng thai liên 
tiếp. Theo hiểu biết của chúng tôi, đây là ca bệnh chưa từng 
được công bố trong y văn. Từ đó, bổ sung vào vốn kiến 
thức tư vấn di truyền đối với các ca bệnh hiếm của trisomy 
9 thể khảm. Trong tư vấn di truyền chẩn đoán trước sinh 
các trường hợp thai khảm trisomy 9 toàn phần hoặc một 
phần, cần xét nghiệm di truyền ở các mô khác nhau và phối 
hợp kết quả với biểu hiện bất thường của thai qua siêu âm 
để tiên lượng thật sát và đưa ra lời khuyên phù hợp cho gia 
đình lựa chọn.
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Đặt vấn đề

VTNMDD mạn tính là một trong những bệnh đường 
tiêu hoá phổ biến nhất nhưng diễn biến từ từ. Ước tính có 
hàng trăm triệu người trên toàn thế giới bị viêm dạ dày với 
các mức độ khác nhau. Ở Việt Nam, chẩn đoán viêm dạ dày 
chủ yếu dựa vào nội soi trong đa số các trường hợp (>90%) 
[1]. Biểu hiện lâm sàng của viêm dạ dày rất đa dạng, gặp 
chủ yếu là đau vùng thượng vị, chướng bụng (70%) [1], 
thậm chí không có triệu chứng gì, tuy nhiên hiện nay không 
tìm được mối liên quan rõ ràng giữa biểu hiện lâm sàng và 
tổn thương trên nội soi. 

Khi đánh giá các yếu tố làm tăng nguy cơ ung thư dạ 
dày, các nghiên cứu trên thế giới đã chứng minh ngoài 
nhiễm vi khuẩn HP thì chế độ sinh hoạt như ăn nhiều muối, 
đồ nướng hoặc hút thuốc có mối liên quan chặt chẽ với nguy 
cơ phát triển ung thư 2-5 lần [2, 3]. Tuy nhiên, các nghiên 

cứu thường ít đề cập đến ảnh hưởng của chế độ sinh hoạt 
tới các nguy cơ ung thư dạ dày như loạn sản dạ dày hoặc 
VTNMDD. Mặc dù không có bằng chứng rõ ràng cho thấy 
có mối liên quan giữa một số chế độ ăn với các biểu hiện và 
mức độ nặng VTNMDD mạn tính, cũng như chưa có nghiên 
cứu lâm sàng về hiệu quả điều trị của chế độ ăn, điều chỉnh 
lối sống tham gia vào điều trị VTNMDD mạn tính, nhưng 
các hướng dẫn điều trị đều đồng thuận rằng chế độ ăn hợp 
lý, thay đổi lối sống có thể góp phần cải thiện triệu chứng 
viêm dạ dày mạn tính đồng thời với việc sử dụng các điều 
trị thuốc [3, 4]. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tập trung vào bệnh nhân 
VTNMDD mạn tính với các triệu chứng tiêu hóa nhằm xác 
định mối liên quan giữa chế độ ăn, lối sinh hoạt và biểu hiện 
lâm sàng của bệnh nhân VTNMDD. Trên cơ sở đó có thể 
thiết lập mô hình chế độ ăn uống lành mạnh, giúp cải thiện 
chất lượng cuộc sống của bệnh nhân.

Nhận xét thói quen ăn uống, lâm sàng 
ở bệnh nhân viêm teo niêm mạc dạ dày

Đào Trần Tiến1*, Vũ Trường Khanh1, Phí Thị Thùy Ngân1, Nguyễn Công Long1, 
Nguyễn Thế Phương1, 2, Nguyễn Hoài Nam1, Bùi Quang Thạch1, Hoàng Nam1

1Trung tâm Tiêu hóa - Gan mật, Bệnh viện Bạch Mai
2Bộ môn Nội, Trường Đại học Y Hà Nội

Ngày nhận bài 1/3/2021; ngày chuyển phản biện 5/3/2021; ngày nhận phản biện 22/4/2021; ngày chấp nhận đăng 27/4/2021

Tóm tắt:

Viêm teo niêm mạc dạ dày (VTNMDD) mạn tính là một trong những bệnh đường tiêu hóa phổ biến nhất có nhiều 
yếu tố nguy cơ. Mục tiêu của nghiên cứu nhằm đánh giá mối liên quan giữa các thói quen ăn uống và biểu hiện lâm 
sàng của bệnh nhân VTNMDD. Nghiên cứu thiết kế mô tả cắt ngang từ tháng 10/2018-10/2020 tại Trung tâm Tiêu 
hóa - Gan mật, Bệnh viện Bạch Mai với tổng số 3.508 bệnh nhân VTNMDD tuổi từ 40 (tỷ lệ nữ/nam là 1,68/1). Tất 
cả bệnh nhân được phỏng vấn dựa trên bộ câu hỏi sàng lọc thiết kế sẵn và nội soi dạ dày chẩn đoán VTNMDD. 
Kết quả cho thấy, triệu chứng hay gặp nhất là đau thượng vị (73,9%), ợ hơi/ợ chua (42,4%), đầy bụng (41%), trào 
ngược (15,4%). Đa số bệnh nhân viêm teo mức độ nhẹ (C1, C2, chiếm 80,4%) và vừa (C3, O1, chiếm 17%), mức độ 
nặng (O2, O3) chỉ chiếm 2,6%. Các yếu tố làm tăng nguy cơ biểu hiện lâm sàng gồm: chế độ ăn nhiều đồ rán kỹ, đồ 
nướng tăng nguy cơ đau thượng vị (OR 1,343; 95%CI 1,002-1,801); chế độ ăn nhiều thịt và các loại hạt/lạc tăng nguy 
cơ biểu hiện đầy bụng (OR 1,296; 95%CI 1,100-1,526 và OR 1,316; 95%CI 1,033-1,676), ợ hơi/ợ chua (OR 1,243; 
95%CI 1,058-1,461 và OR 1,376; 95%CI 1,082-1,751). Chế độ ăn mặn và nhiều các loại hạt/lạc tăng nguy cơ biểu 
hiện trào ngược (OR 1,359; 95%CI 1,055-1,752 và OR 1,532; 95%CI 1,023-2,293). Chế độ ăn nhiều rau xanh là yếu 
tố bảo vệ giảm nguy cơ tiến triển viêm teo vừa, nặng (OR 0,616; 95%CI 0,403-0,941). Có thể thấy, chế độ ăn và loại 
thức ăn là yếu tố ảnh hưởng đến triệu chứng lâm sàng biểu hiện ở bệnh nhân VTNMDD, và việc điều chỉnh chế độ 
dinh dưỡng có ý nghĩa trong việc điều trị bệnh viêm dạ dày bên cạnh việc điều trị bằng thuốc.

Từ khóa: chế độ dinh dưỡng, viêm teo niêm mạc dạ dày (VTNMDD), yếu tố liên quan.

Chỉ số phân loại: 3.1

*Tác giả liên hệ: Email: daotrantien1982@gmail.com

DOI: 10.31276/VJST.63(7).11-16
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Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Nghiên cứu của chúng tôi được tiến hành tại Trung tâm 
Tiêu hoá - Gan mật, Bệnh viện Bạch Mai từ tháng 10/2018 
đến 10/2020. 

Tiêu chuẩn chọn bệnh nhân: tất cả bệnh nhân đến khám 
tại Trung tâm Tiêu hoá - Gan mật, Bệnh viện Bạch Mai có 
tuổi ≥40, có hình ảnh VTNMDD trên nội soi theo phân loại 
Kimura Takemoto [5]. 

Tiêu chuẩn loại trừ: bệnh nhân đã cắt dạ dày, ung thư dạ 
dày, loét dạ dày, tá tràng, có các bệnh lý viêm tụy, xơ gan, 
các rối loạn đông máu. 

Phương pháp nghiên cứu: thiết kế nghiên cứu mô tả cắt 
ngang, với cỡ mẫu 3.500 người. 

Phương tiện sử dụng: dây nội soi Fujinon 4450. 

Các bước tiến hành: bệnh nhân được thăm khám, hỏi 
bệnh theo một bộ câu hỏi thiết kế sẵn. Nghiên cứu viên hỏi 
bệnh nhân về đặc điểm chế độ ăn gồm có chế độ ăn mặn, ăn 
cay, ăn nhiều đồ lên men, đồ chiên rán kỹ/đồ nướng, chế độ 
ăn thịt, các loại hạt, và chế độ ăn rau. Bệnh nhân được xác 
định là có chế độ ăn nhiều và thường xuyên khi có ít nhất là 
5 lần lặp lại loại thức ăn đó trong một tuần. Các thói quen 
sinh hoạt khác được hỏi gồm thói quen hút thuốc lá, uống 
rượu bia, uống trà, cà phê, tập thể dục, chế độ ngủ và thói 
quen sử dụng các thuốc có thể có hại cho dạ dày như các 
thuốc thuộc nhóm NSAID, Aspirin và thuốc chống điều trị 
trầm cảm. Các bệnh nhân được thăm khám đầy đủ, nội soi 
dạ dày chẩn đoán và phân loại mức độ viêm teo theo tiêu 
chuẩn Kimura Takemoto: dựa trên vị trí của bờ teo niêm 
mạc (atrophic border) là ranh giới giữa phần dạ dày không 
teo và phần dạ dày có teo niêm mạc. Niêm mạc vùng teo 
nhạt màu và thấy được mạng mao mạch nằm phía bên dưới; 
niêm mạc vùng không teo có màu đỏ đồng nhất và trơn 
láng. Hệ thống Kimura Takemoto gồm hai dạng chính là 
dạng đóng và mở. Đánh giá mức độ teo niêm mạc dạ dày 
trên nội soi theo phân loại Kimura Takemoto bao gồm: mức 
độ nhẹ - dạng C1, C2; mức độ vừa - dạng C3, O1; mức độ 
nặng - dạng O2, O3.

Đạo đức nghiên cứu: nghiên cứu này là một phần của đề 
tài cấp quốc gia “Ứng dụng kỹ thuật sinh học phân tử, hóa 
sinh và nội soi trong sàng lọc, chẩn đoán và điều trị ung thư 
dạ dày sớm”, được thực hiện theo quy định của Hội đồng 
đạo đức Bệnh viện Bạch Mai. 
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Abstract:

Atrophic gastritis is one of the most common gastric 
diseases, and many risk factors may increase the risk. 
This study aimed to assess the relationship between 
dietary factors and clinical symptoms of patients with 
atrophic gastritis. A cross-sectional study was conducted 
from October 2018 to October 2020 in the Center of 
Gastroenterology and Hepatology of Bach Mai Hospital 
with a total of 3508 atrophic gastritis patients aged ≥40 
years (female/male ratio was 1.68). All patients were 
interviewed based on a designed questionnaire and 
underwent a gastroscopy procedure. The most common 
symptoms were epigastric pain (73.9%), belching/
heartburn (42.4%), the feeling of fullness (41%), reflux 
symptom (15.4%). A majority of patients had mild 
atrophic gastritis (C1, C2) (80.4%), followed by moderate 
atrophic gastritis (C3, O1) (17%), and severe atrophic 
gastritis (O2, O3) (2.6%). A diet with much deep-fried 
or grilled food increased the risk of epigastric pain (OR 
1.343; 95%CI 1.002-1.801); diets with much meat or 
nuts increased the risk of the feeling of fullness (meat: 
OR 1.296; 95%CI 1.100-1.526 and nuts: OR 1.316; 
95%CI 1.033-1.676), and belching/heartburn (meat: OR 
1.243; 95%CI 1.058-1.461 and nuts: OR 1.376; 95%CI 
1.082-1.751). Diets with much salt or nuts increased the 
risk of reflux symptoms (salt: OR 1.359; 95%CI 1.055-
1.752 and nuts: OR 1.532; 95%CI 1.023-2.293). A diet 
with many vegetables was a protective factor that can 
help to decrease the risk of moderate and severe atrophic 
gastritis (OR 0.616; 95%CI 0.403-0.941). In conclusion, 
diets and food types are factors that affect the risk of 
clinical symptoms among patients with atrophic gastritis, 
so the action of adjusting diets and daily food also play 
an important role in atrophic gastritis.

Keywords: atrophic gastritis, diets, risk factors. 
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7.0 và phần mềm xử lý thống kê SPSS 25.0. Chỉ những yếu 
tố liên quan có ý nghĩa thống kê trong phân tích đơn biến 
được đưa vào mô hình đa biến. p<0,05 được coi là có ý 
nghĩa thống kê.

Kết quả 

Đặc điểm nhóm nghiên cứu

Nghiên cứu thực hiện trên 3.508 bệnh nhân VTNMDD 
mạn tính, trong đó tỷ lệ nữ/nam là 1,68, với nữ chiếm hơn 
62,7% (n=2.198), nam chiếm 37,3% (n=1.310). Độ tuổi 
trung bình (SD) của nhóm đối tượng là 56,2 (9,2) tuổi, bệnh 
nhân trẻ nhất là 40 tuổi và cao tuổi nhất là 91 tuổi, tập trung 
chủ yếu ở nhóm đối tượng tuổi trung niên từ 40 đến 65 tuổi, 
chiếm 83,9% (n=2.943). Tỷ lệ bệnh nhân sử dụng thuốc 
NSAID, Aspirin là 2,7%. Hầu hết bệnh nhân có BMI bình 
thường.

Đặc điểm chế độ ăn và sinh hoạt 

Thói quen sử dụng các chất kích thích không tốt cho dạ 
dày được kể đến trong nghiên cứu gồm thuốc lá, rượu/bia. 
Tổng số 26,8% từng có thói quen duy trì hút thuốc lá ít nhất 
1 điếu mỗi ngày liên tục từ 6 tháng trở lên (n=940), độ tuổi 
trung bình (SD) bắt đầu thói quen này là 19,5 (6,9), trung 
bình hút 13,3 (9,6) điếu một ngày. Có 543/3.508 đối tượng 
có thói quen uống rượu bia ít nhất 1 cốc một tuần (15,5%), 
thói quen thường kéo dài trung bình 24 (11,1) năm, đa số 
uống rượu mạnh, trung bình 15,5 chén một tuần, theo sau là 
bia và rượu nhẹ (5 cốc  so với 5,8 chén một tuần). Sự khác 
biệt về thói quen hút thuốc, uống rượu bia, trà, cà phê, và 
tập thể dục giữa hai nhóm nam và nữ có ý nghĩa thống kê 
(p<0,05) (bảng 1).

Bảng 1. Phân bố đặc điểm thói quen và chế độ sinh hoạt theo giới.

Thói quen	
Chung Nam

(n=1.310)
Nữ
 (n=2.198) p value

n % n % n %

Hút thuốc lá 940 26,8 908 69,3 32 1,5 <0,001

Uống bia rượu 543 15,5 510 38,9 33 1,5 <0,001

Uống trà 643 18,3 534 40,8 109 5 <0,001

Uống cafe 118 3,4 71 5,4 47 2,1 <0,001

Tập thể dục 1.324 37,7 525 40,1 799 36,4 0,028

Ngủ đủ 8h/ngày 948 27 401 30,6 547 24,9 <0,001

Sử dụng thuốc (NSAID/
Aspirin, trầm cảm) 95 2,7 27 2,1 68 3,1 0,068

Về chế độ ăn, 21,2% có chế độ ăn mặn và 11,8% có chế 
độ ăn cay, 5,7% có thói quen ăn các đồ lên men ít nhất 5 lần/
tuần, 8,2% có ăn nhiều các đồ rán kỹ và đồ nướng ít nhất 
5 lần/tuần. Có sự khác biệt trong chế độ ăn của nam và nữ 
(bảng 2). Tuy nhiên, số lượng người ăn rau xanh khá nhiều 
(chiếm 91,4%), và gặp nhiều hơn ở nữ (91,8 so với 91,4%, 
sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê).

Bảng 2. Phân bố đặc điểm thói quen ăn uống theo giới.

Thói quen 
ăn uống 

Chung Nam 
(n=1.310)

Nữ 
(n=2.198) p value

n % n % n %

Ăn mặn 742 21,2 335 25,6 407 18,5 <0,001

Ăn cay 415 11,8 274 20,9 141 6,4 <0,001

Ăn các đồ lên men 200 5,7 91 6,9 109 5 0,014

Ăn đồ rán kỹ, đồ 
nướng 288 8,2 129 9,8 159 7,2 0,006

Ăn nhiều thịt 815 23,2 442 32,2 393 17,9 <0,001

Chế độ ăn các loại 
hạt, lạc 299 8,5 115 8,8 184 8,4 0,676

Ăn nhiều rau xanh 3.205 91,4 1.188 90,7 2017 91,8 0,271

Biểu hiện lâm sàng và mức độ viêm teo dạ dày trên 
nội soi  

Trong 3.508 bệnh nhân VTNMDD, biểu hiện đau thượng 
vị hay gặp nhất - chiếm tỷ lệ 73,9% (n=2.593), ợ hơi/ợ chua 
chiếm 42,5% (n=1.489), đầy bụng 40,9% (n=1.437), trào 
ngược 15,4% (n=541) (biểu đồ 1). Tỷ lệ có biểu hiện đầy 
bụng ở nhóm nữ cao hơn nhóm nam (24,6>16,3%, p=0,01), 
tỷ lệ biển hiện trào ngược ở nhóm bệnh nhân nữ cao hơn 
nhóm nam (11,1>4,3%, p<0,001).

Biểu đồ 1. Biểu hiện lâm sàng ở bệnh nhân VTNMDD mạn tính.

Về hình ảnh nội soi dạ dày theo phân loại Kimura 
Takemoto, trong số 3.508 bệnh nhân tham gia nghiên cứu, 
số lượng bệnh nhân bị VTNMDD mức độ nhẹ gặp nhiều 
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nhất, trong đó C2 54,3% (n=1.906), C1 26,1% (n=916), 
giảm dần ở các mức độ vừa, C3 13,7% (n=479), O1 3,3% 
(n=116). VTNMDD mức độ nặng chiếm rất ít (2,6%), trong 
đó O2 chiếm 1,9% (n=66) và O3 0,7% (n=25).

Mối liên quan giữa các chế độ ăn, sinh hoạt và biểu 
hiện lâm sàng

Đánh giá các yếu tố liên quan đến triệu chứng đau thượng 
vị, chúng tôi thấy rằng triệu chứng đau thượng vị thường 
gặp ở những người có hút thuốc (75,6%), uống bia rượu 
(75%), một số loại trà, ăn các đồ lên men (75,5%), hoặc đồ 
rán kỹ (78,8%), tuy nhiên khác biệt không có ý nghĩa thống 
kê. Chỉ có chế độ ăn đồ rán kỹ, đồ nướng cho thấy có mối 
liên quan với triệu chứng đau thượng vị (p=0,049) (bảng 3). 
Bảng 3. Các yếu tố chế độ ăn và sinh hoạt liên quan đến từng biểu 
hiện lâm sàng.

Yếu tố n %
Đơn biến Đa biến

p OR [95%CI] p OR [95%CI]

Đau thượng vị

Ăn đồ rán kỹ, đồ 
nướng (n=288) 227 78,8 0,049 1,343 [1,002-1,801]

Ợ hơi/ợ chua

Ăn nhiều thịt 
(n=815) 388 47,6 0,001 1,314 [1,122-1,538] 0,008 1,243 [1,058-1,461]

Chế độ ăn các loại 
hạt, lạc (n=299) 153 51,2 0,001 1,469 [1,159-1,863] 0,009 1,376 [1,082-1,751]

Đầy bụng 

Ăn nhiều thịt 
(n=815) 386 47,4 <0,001 1,406 [1,201-1,646] 0,002 1,296 [1,100-1,526]

Chế độ ăn các loại 
hạt, lạc (n=299) 147 49,2 0,003 1,439 [1,135-1,824] 0,026 1,316 [1,033-1,676]

Trào ngược 

Ăn mặn (n=742) 84 11,3 0,001 1,550 [1,210-1,987] 0,018 1,359 [1,055-1,752]

Chế độ ăn các loại 
hạt, lạc (n=299) 29 9,7 0,005 1,767 [1,191-2,622] 0,038 1,532 [1,023-2,293]

Ghi chú: chỉ những yếu tố có liên quan trong phân tích đơn biến được đưa vào 
mô hình đa biến và báo cáo.

Về liên quan giữa triệu chứng ợ hơi và ợ chua với chế 
độ ăn, chúng tôi thấy những bệnh nhân có biểu hiện ợ hơi, ợ 
chua gặp ở nhóm người ăn nhiều thịt (47,6%), p=0,001) và 
ăn các loại hạt (51,2%, p=0,001). Chế độ ăn nhiều thịt (OR 
1,243; 95%CI 1,058-1,461), và nhiều các loại hạt/lạc (OR 
1,376; 95%CI 1,082-1,751) làm gia tăng nguy cơ xuất hiện 
triệu chứng ợ hơi.

Liên quan giữa chế độ ăn và triệu chứng trào ngược như 
nóng rát sau xương ức, nuốt vướng hoặc nuốt nghẹn, cảm 
giác mắc ở cổ đối với chế độ ăn ở bệnh nhân viêm dạ dày, 
chế độ ăn mặn (11,3%), hoặc ăn các loại hạt, lạc (9,7%) có 
nguy cơ làm gia tăng xuất hiện các biểu hiện trào ngược 
(OR 1,359; 95%CI 1,055-1,752, và OR 1,532; 95%CI 
1,023-2,293).

Liên quan giữa chế độ ăn, sinh hoạt và mức độ viêm 
teo nặng 
Bảng 4. Các yếu tố chế độ ăn và sinh hoạt liên quan đến mức độ viêm 
teo nặng O1-O3.

Yếu tố/thói quen n %
Đơn biến Đa biến

p OR [95%CI] p OR [95%CI]

Uống trà (n=643) 50 7,8 0,026 1,454 [1,045-2,024] 0,090 1,343 [0,955-1,890]

Ăn cay (n=415) 35 8,4 0,021 1,564 [1,071-2,285] 0,068 1,440 [0,974-2,129]

Ăn nhiều rau 
xanh, củ quả
( n=3.205)

180 5,6 0,021 0,608 [0,399-0,928] 0,025 0,616 [0,403-0,941]

Các yếu tố hút thuốc lá, uống rượu, hay chế độ ăn thức 
ăn đồ nướng, đồ muối mặn không thấy có liên quan đến 
mức độ viêm teo trung bình, nặng trên nội soi. Tuy nhiên, 
chế độ ăn nhiều rau xanh, củ quả là yếu tố bảo vệ giúp làm 
giảm nguy cơ tiến triển viêm teo mức độ nặng (O1-O3) (OR 
0,616; 95%CI 0,403-0,941).

Bàn luận

VTNMDD mạn tính là một bệnh lý thường gặp, diễn 
biến từ từ với nhiều biểu hiện lâm sàng đa dạng, dễ chẩn 
đoán nhưng cũng dễ nhầm với các triệu chứng khác. Trong 
đó, triệu chứng đau thượng vị, ợ hơi, chướng bụng thường 
gặp nhất [1]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, các triệu 
chứng này cũng là các triệu chứng hay gặp nhất: đau thượng 
vị (73,9%), ợ hơi/ợ chua (42,4%), đầy bụng (41%), và trào 
ngược (15,4%) gặp phổ biến ở cả nam và nữ. Tỷ lệ có biểu 
hiện đầy bụng ở nam nhiều hơn nữ, tỷ lệ biển hiện trào 
ngược ở nhóm bệnh nhân nữ cao hơn nhóm nam (p<0,05). 
Điều này có thể giải thích là do chế độ sinh hoạt ở nam và 
nữ giới có sự khác biệt. Nam giới thường hút thuốc, ăn cay, 
ăn chua, ăn thịt cũng như các loại đồ uống có cồn nhiều hơn 
nữ giới.

Mối liên quan giữa các biểu hiện viêm dạ dày với chế 
độ ăn và sinh hoạt đã được ghi nhận trong các nghiên cứu 
trước đây [2, 3, 6]. Một số nghiên cứu cho thấy đau thượng 
vị thường xảy ra ở người ăn đồ nướng, tinh bột hoặc snack, 
trong khi triệu chứng chướng hơi lại hay gặp ở người ăn 
nhiều đồ ngọt, còn chế độ ăn nhiều muối, đồ nướng và nhiều 
thịt lại liên quan đến các biểu hiện trào ngược [4]. 
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Trong nghiên cứu của chúng tôi, triệu chứng đau thượng 
vị thường liên quan với chế độ ăn đồ rán kỹ, đồ nướng (khác 
biệt có ý nghĩa thống kê, p=0,048), không thấy có sự liên 
quan với hút thuốc lá, hay uống rượu, cũng như chế độ ăn 
cay, hoặc mặn. Kết quả này cũng tương đồng với các tác giả 
Trung Quốc [4]. Điều đó có thể giải thích là do đồ nướng 
thường có rất nhiều chất béo, nên khó tiêu hoá, và tiêu 
hoá chậm gây ra cảm giác căng chướng và gây đau bụng. 
Một nhóm triệu chứng khác của viêm dạ dày là ợ hơi và 
chướng bụng. Trong nhóm triệu chứng này, chúng tôi thấy 
các triệu chứng chủ yếu liên quan đến chế độ ăn nhiều thịt 
(OR 1,243), (OR 1,296), ăn các loại hạt giàu tinh bột (OR 
1,376), (OR 1,316). Các nghiên cứu cho rằng chế độ ăn ngũ 
cốc có chứa nhiều carbon hydrate và được vi khuẩn chuyển 
hoá, sinh ra nhiều hơi trong dạ dày hình thành cảm giác đầy 
chướng bụng. Mặt khác, chế độ ăn nhiều đồ ngọt cũng làm 
thay đổi hệ vi khuẩn đường ruột, đặc biệt là khả năng dung 
nạp glucose của ruột và thúc đẩy quá trình viêm mạn tính. 
Mối liên quan giữa triệu chứng chướng bụng, ợ hơi - đồ ăn 
ngọt (giàu tinh bột) cũng tương tự như trong nghiên cứu 
của tác giả Trung Quốc, có lẽ bởi chế độ và thói quen ăn 
uống tương đồng của hai đất nước. Các triệu chứng trào 
ngược như nóng rát sau xương ức, khó chịu khi nuốt, trào 
ngược acid thường liên quan đến chế độ ăn nhiều muối (OR 
1,359), hoặc ăn các loại hạt, tinh bột (OR 1,532). Muối thực 
sự có có ảnh hưởng đến các triệu chứng trào ngược đường 
tiêu hoá như nôn, nóng rát sau xương ức hoặc trào ngược 
acid. Mối liên quan giữa trào ngược và muối đã được báo 
cáo trong các nghiên cứu trước đây. Muối cũng được coi 
như yếu tố ảnh hưởng bất lợi và với lượng cao natriclorid 
có thể gây tổn thương niêm mạc thành dạ dày, tăng nồng 
độ các enzym tiền viêm, cũng như các cytokin trong niêm 
mạc da dày kết hợp với vi khuẩn HP gây huỷ hoại tế bào 
và thúc đẩy quá trình tái tạo tế bào, dẫn đến hậu quả là quá 
trình viêm và teo niêm mạc [7]. Nghiên cứu về VTNMDD 
trên nội soi, chúng tôi thấy rằng mức độ teo niêm mạc trong 
nghiên cứu của chúng tôi cũng tương tự như các nghiên cứu 
về viêm teo khác ở Việt Nam. Trong đó, nhóm bệnh nhân 
viêm teo mức độ nhẹ trên nội soi chiếm chủ yếu (80%), 
ngược lại các trường hợp viêm teo mức độ nặng chỉ chiếm 
khoảng 2,6% (O2, O3), thấp hơn nhiều so với nghiên cứu 
tại Nhật Bản (13,3%) [8]. Tuy nhiên, chỉ viêm teo mức độ 
nặng và vừa mới có nguy cơ tiến triển thành ung thư, điều 
này lý giải vì sao tỷ lệ ung thư dạ dày ở Nhật Bản cao hơn 
nhiều so với các nước trong khu vực cũng như trên thế giới. 
Mặc dù hút thuốc lá và chế độ ăn nhiều muối được chứng 
minh là có liên quan đến nguy cơ ung thư dạ dày [9]. Tuy 
nhiên, ảnh hưởng của thuốc lá trong VTNMDD vẫn là một 

chủ đề tranh cãi, một số nghiên cứu cho thấy có liên quan, 
trong khi nghiên cứu khác lại không. Trong nghiên cứu này, 
chúng tôi cũng không thấy hút thuốc liên quan đến mức độ 
viêm teo dạ dày vừa và nặng, tuy nhiên lại thấy chế độ ăn 
nhiều rau xanh như một yếu tố bảo vệ đối với VTNMDD, 
đặc biệt là đối với viêm teo vừa và nặng (OR 0,616). Tác giả 
Shibata và cs (2002) [9] cũng nhận thấy chế độ ăn nhiều rau 
xanh là yếu tố bảo vệ VTNMDD. Các tác giả cho rằng rau 
củ xanh có chứa nhiều yếu tố vi lượng như caroten, đặc biệt 
là vitamin C có tác dụng ức chế sự hình thành nitrosamine, 
cũng như làm giảm tiến triển quá trình viêm [7].  

Nhìn chung, kết quả nghiên cứu của chúng tôi gợi ý 
những mối liên quan đặc biệt giữa thói quen ăn uống và 
triệu chứng đã được đề cập trong các bằng chứng nghiên 
cứu trước đây. Viêm dạ dày là tình trạng viêm mạn tính kéo 
dài, tiến triển và trải qua nhiều giai đoạn, triệu chứng khá 
đa dạng, do vậy cần thiết phải điều chỉnh chế độ ăn uống, 
lối sống hàng ngày tương ứng với các biểu hiện bệnh hơn 
là phụ thuộc hoàn toàn vào thuốc. Nhiều bệnh nhân viêm 
dạ dày có thể biết chính xác loại thức ăn gây ra triệu chứng, 
nhưng nhiều bệnh nhân thì không. Do đó, cần thiết phải ghi 
lại các loại thức ăn đã ăn, cũng như thời điểm và biểu hiện 
triệu chứng, từ đó bệnh nhân có thể xác định loại thức ăn 
nào làm giảm hoặc làm nặng triệu chứng của mình, và tự 
mình có thể xây dựng một chế độ ăn lành mạnh và phù hợp. 

Tuy nhiên, nghiên cứu của chúng tôi còn một số điểm 
hạn chế như bộ câu hỏi chưa lượng hoá chi tiết bữa ăn, thức 
ăn cụ thể, hoặc thời điểm ăn uống, các yếu tố tâm lý, thần 
kinh, cũng như theo dõi hiệu quả của việc điều chỉnh chế 
độ ăn lên triệu chứng hay trên mô bệnh học. Điều này cho 
thấy sự cần thiết phải tiến hành thêm các nghiên cứu đánh 
giá trong tương lai.

Kết luận

Nhìn chung, nghiên cứu này của chúng tôi đã giúp cung 
cấp thêm dữ liệu về mối liên quan giữa chế độ ăn uống ở 
bệnh nhân có VTNMDD. Kết quả cho thấy, các chế độ ăn 
thường xuyên ăn mặn, ăn nhiều thịt, ăn nhiều thực phẩm 
rán kỹ, hoặc ăn nhiều các loại hạt/lạc có góp phần làm tăng 
nguy cơ biểu hiện các triệu chứng lâm sàng ở các bệnh nhân 
VTNMDD. Từ đó cho thấy sự cần thiết phải điều chỉnh chế 
độ ăn cho phù hợp với bệnh nhân viêm dạ dày mạn, việc 
hạn chế chế độ ăn nhiều các loại hạt/lạc, ăn thịt nhiều hoặc 
ăn nhiều muối cũng như các đồ nướng, rán kỹ sẽ giúp giảm 
các triệu chứng viêm dạ dày. Ngoài ra, việc điều chỉnh chế 
độ ăn với nhiều rau xanh có thể xem như là một yếu tố bảo 
vệ giúp giảm nguy cơ tiến triển nặng VTNMDD. Điều này 



16

Khoa học Y - Dược

63(7) 7.2021

rất có ý nghĩa trong việc điều trị bệnh viêm dạ dày bên cạnh 
việc điều trị bằng thuốc. Tuy nhiên, đây chỉ là nghiên cứu 
cắt ngang nên cần các nghiên cứu sâu hơn tập trung vào theo 
dõi dọc để đánh giá ảnh hưởng cũng như hiệu quả của việc 
thay đổi chế độ, thói quen sinh hoạt với bệnh viêm dạ dày.
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Đặt vấn đề

Bệnh võng mạc ĐTĐ giai đoạn tăng sinh là giai đoạn 
bệnh lý nặng, tiến triển của bệnh võng mạc ĐTĐ. Cơ chế 
bệnh sinh là do tắc vi mạch võng mạc, dẫn đến thiếu máu 
võng mạc và thoát dịch ra khỏi lòng mạch võng mạc. Khi 
võng mạc thiếu máu, sẽ tiết ra nhiều Cytoxin trong đó có yếu 
tố tăng sinh tân mạch (Vascular Endothelial Growth Factor - 
VEGF) vào buồng dịch kính, là yếu tố chính gây ra tân mạch 
[1-3]. Khi tân mạch vỡ gây ra một loạt các biến chứng như 
xuất huyết dịch kính, tăng sinh xơ, bong võng mạc co kéo. 
Phương pháp điều trị là phẫu thuật cắt dịch kính, giải phóng 
co kéo rất phức tạp, có nhiều nguy cơ, nhất là chảy máu 
trong mổ [2].

Bevacizumab (Avastin, Genentech Inc.) là một trong 
những thuốc kháng VEGF được sử dụng phổ biến trong 
điều trị bệnh võng mạc ĐTĐ. Bevacizumab tiêm nội nhãn 
làm giảm nồng độ yếu tố tăng sinh tân mạch, gây thoái triển 
tân mạch võng mạc ở bệnh võng mạc ĐTĐ tăng sinh, giảm 
nguy cơ chảy máu trong phẫu thuật [2-4].

Trên thế giới, nhiều nghiên cứu đã cho thấy, tiêm Bev-
acizumab nội nhãn làm giảm đáng kể nồng độ VEGF cả 
trong dịch kính và thủy dịch ở bệnh võng mạc ĐTĐ và có 
sự liên quan giữa nồng độ VEGF nội nhãn với mức độ bệnh 
võng mạc ĐTĐ [3, 5, 6]. Các nghiên cứu trước đây có đo 
nồng độ VEGF bằng cách lấy bệnh phẩm trong dịch kính [3, 
4], tuy nhiên việc lấy mẫu dịch kính rất phức tạp, khó có thể 

lấy nhiều lần. Một số tác giả cũng đã nghiên cứu nồng độ 
VEGF trong thủy dịch, cho phép đánh giá dễ dàng hơn và 
có thể làm nhiều lần [1, 3, 5].

Ở Việt Nam, đã có một số nghiên cứu về hiệu quả lâm sàng 
của Bevacizumab trong điều trị bệnh lý võng mạc ĐTĐ, trong 
đó sử dụng Bevacizumab tiêm trước phẫu thuật nhằm tránh 
biến chứng trong và sau mổ. Tuy nhiên, cho đến nay vẫn chưa 
có nghiên cứu nào về nồng độ yếu tố tăng sinh tân mạch ở 
bệnh võng mạc do ĐTĐ. Trong khuôn khổ thời gian và nguồn 
lực chưa cho phép, các tác giả tiến hành nghiên cứu này trước 
hết nhằm so sánh nồng độ yếu tố tăng sinh tân mạch trong 
thủy dịch trước và sau tiêm nội nhãn Bevacizumab ở bệnh 
võng mạc ĐTĐ tăng sinh có biến chứng 

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng 

Tiêu chuẩn lựa chọn: bệnh nhân được chẩn đoán xác 
định bệnh võng mạc ĐTĐ tăng sinh có biến chứng xuất 
huyết dịch kính, bong võng mạc co kéo, tăng sinh xơ trước 
võng mạc có chỉ định tiêm Bevacizumab nội nhãn đến khám 
và điều trị tại Bệnh viện Mắt Đà Nẵng từ 1/2016 đến 5/2018. 

Tiêu chuẩn loại trừ: bệnh nhân có tiền sử bệnh tim mạch 
hay đột quỵ, bệnh nhân dị ứng với Bevacizumab, đang có 
nhiễm trùng cấp tính tại mắt và bộ phận phụ thuộc, đã tiêm 
các thuốc nội nhãn như Triamcinolone, các thuốc ức chế 
VEGF (bao gồm cả Bevacizumab và một số thuốc khác), 

Biến đổi nồng độ VEGF thủy dịch do tiêm Bevacizumab nội nhãn 
trong điều trị bệnh võng mạc đái tháo đường tăng sinh biến chứng

Vũ Tuấn Anh1*, Nguyễn Tuấn Thanh Hảo2
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 2Bệnh viện Mắt Đà Nẵng
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Tóm tắt:

Bài báo này nghiên cứu sự biến đổi nồng độ yếu tố tăng sinh tân mạch (VEGF) trong thủy dịch trước và sau tiêm nội 
nhãn Bevacizumab điều trị võng mạc đái tháo đường (ĐTĐ) tăng sinh biến chứng. Nghiên cứu được tiến hành theo 
phương pháp tiến cứu, can thiệp lâm sàng trên 48 mắt (29 bệnh nhân) bị biến chứng võng mạc ĐTĐ tăng sinh có chỉ 
định tiêm Bevacizumab nội nhãn tại Bệnh viện Mắt Đà Nẵng. Mẫu thủy dịch được lấy ngay trước và 1 tuần sau tiêm 
nội nhãn 1,25 mg Bevacizumab. Kết quả cho thấy, nồng độ VEGF thủy dịch trước tiêm là 474,23±361,32 pg/ml giảm 
xuống chỉ còn 16,96±18,11 pg/ml (p=0,000) ở tất cả các mắt sau tiêm 1 tuần; không có sự khác biệt có ý nghĩa thống 
kê về nồng độ VEGF giữa các nhóm bệnh theo mức độ xuất huyết dịch kính, theo tình trạng bong võng mạc co kéo, 
theo tăng sinh xơ. Như vậy, có thể thấy rõ vai trò của thuốc kháng VEGF trong điều trị bệnh.

Từ khóa: Bevacizumab, bệnh võng mạc ĐTĐ tăng sinh biến chứng, VEGF.
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đã laser võng mạc, đã phẫu thuật dịch kính trong vòng 3 
tháng trước khi nghiên cứu, bệnh nhân không đồng ý tham 
gia nghiên cứu.

Phương pháp 

Thiết kế nghiên cứu: phương pháp thử nghiệm lâm sàng 
không đối chứng.

Tiến hành nghiên cứu: 

- Khám xác định bệnh nhân có bệnh võng mạc ĐTĐ tăng 
sinh có biến chứng như xuất huyết dịch kính, bong võng 
mạc co kéo, tăng sinh xơ trước võng mạc có chỉ định tiêm 
Bevacizumab nội nhãn.

+Tình trạng xuất huyết dịch kính: chúng tôi chia thành 4 
nhóm theo phân độ của DRVS [4]: i) độ 0: không có xuất 
huyết dịch kính; ii) độ 1: xuất huyết dịch kính nhẹ, có thể 
soi rõ chi tiết đáy mắt; ii) độ 2: xuất huyết dịch kính trung 
bình, có thể soi được đáy mắt nhưng không rõ chi tiết; iv) độ 
3: xuất huyết dịch kính nặng, không thể soi được đáy mắt.

+ Tình trạng tăng sinh xơ được chia thành 4 nhóm [7]: 
i) độ 0: không có tăng sinh xơ; ii) độ 1: rất ít màng xơ trước 
võng mạc nhẹ, có thể giống như màng trước võng mạc; ii) 
độ 2: màng xơ trước võng mạc rõ ràng màu trắng nhô nhẹ 
vào buồng dịch kính; iv) độ 3: màng xơ trước võng mạc rõ 
ràng màu trắng nhô nhiều hẳn vào buồng dịch kính.

+ Tình trạng bong võng mạc co kéo được chia thành 2 
nhóm: i) không bong võng mạc co kéo; ii) có bong võng 
mạc co kéo.

+ Tình trạng tăng sinh võng mạc được chia thành 2 nhóm 
[2, 5]: i) tiến triển: xuất hiện những tân mạch là những mạch 
máu trước võng mạc nhiều nhánh có tưới máu; ii) yên lặng: 
tăng sinh võng mạc đã thoái triển hoàn toàn hoặc chỉ có 
những mạch xơ không có tưới máu hoặc mô xơ hiện diện.

- Khám võng mạc và mắt gồm: đo thị lực, khám bán 
phần trước, chụp ảnh đáy mắt không chuẩn bị, chụp mạch 
huỳnh quang, chụp OCT hoàng điểm trước và sau tiêm 1 
tuần.

- Lấy mẫu bệnh phẩm thủy dịch (0,2 ml) trước và sau 
tiêm Bevacizumab 1 tuần, ngay trước khi tiêm nội nhãn và 
ngay trước khi mổ cắt dịch kính, sau đó đo nồng độ yếu tố 
tăng sinh tân mạch trong thủy dịch ở 2 thời điểm đó bằng 
phương pháp định lượng elisa với kit elisa mã số DVE00 
(R&D System).

Xử lý số liệu: số liệu thu thập được xử lý bằng phần mềm 
SPSS 20.0, dữ liệu được trình bày dưới dạng trung bình ± 
độ lệch chuẩn, sử dụng test T-student, kiểm định Pearson, 
giá trị p, tỷ lệ % để so sánh, xác định sự khác biệt và tìm 
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Abstract:

This article studies the changing of concentration of 
vascular endothelial growth factor (VEGF) from the 
aqueous humor sample, before and after intravitreal 
injection of Bevacizumab, for treatment of complicated 
proliferative diabetic retinopathy (PDR) and the 
correlation with clinical features. This study was 
implemented with prospective and interventional 
case series; 1.25 mg of Bevacizumab was injected 
into the vitreous cavity to treat PDRin 48 eyes of 
29 patients. Aqueous humor samples were obtained 
before intravitreal injection of Bevacizumab and one 
week after. Study results showed: VEGF concentration 
decreased from 474.23±361.32 pg/ml to 16.96±18.11 pg/
ml (p=0.000) at all eyes after one-week injection. There 
were no differences in levels of VEGF among groups 
according to the vitreous haemorrhage, tractional retinal 
detachment, and retinal fibrosis. Therefore, the study 
exhibited a better understanding of the role of anti-
VEGF in the adjuvant treatment of complicated PDR.

Keywords: Bevacizumab, complicated proliferative 
diabetic retinopathy, VEGF.

Classification number: 3.2
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mối liên quan. 

Đạo đức nghiên cứu

- Nghiên cứu được thông qua Hội đồng Đạo đức trong 
nghiên cứu y sinh học Trường Đại học Y Hà Nội; Hội đồng 
Khoa học, Hội đồng Y đức Bệnh viện Mắt Đà Nẵng.

- Tất cả các bệnh nhân và người nhà bệnh nhân đều được 
giải thích, tư vấn kỹ về bệnh, hướng điều trị, tác dụng không 
mong muốn có thể gặp, mục đích của nghiên cứu. Chỉ đưa 
vào danh sách những bệnh nhân tự nguyện tham gia nghiên 
cứu. Các trường hợp không đồng ý tham gia nghiên cứu 
không bị phân biệt đối xử.

- Tất cả bệnh nhân thuộc nhóm nghiên cứu đều được 
quyền điều trị và theo dõi. 

Kết quả

Nghiên cứu của chúng tôi thực hiện trên 48 mắt của 29 
bệnh nhân.

Đặc điểm mẫu bệnh nhân nghiên cứu (bảng 1, 2 và 3)
Bảng 1. Đặc điểm chung của mẫu nghiên cứu.

Đặc điểm Trung bình
± Độ lệch chuẩn

Nhỏ nhất
- Lớn nhất

Tuổi (năm) 53,17±7,97 33-70

Giới tính (nam/nữ) 14/15 -

ĐTĐ (type 1/type 2) 4/25 -

Thời gian mắc ĐTĐ (năm) 12,24±6,40 1-24

Glucose máu đói (mmol/l) 8,15±2,41 4,50-13,20

HbA1c (%) 7,76±2,16 3,90-15,00

Bảng 2. Sự khác biệt về nồng độ VEGF (pg/ml) theo mức độ xuất 
huyết dịch kính. 

Nồng độ VEGF

Xuất huyết dịch kính
Trung bình ± SD p

Độ 0 (n=19) 411,62±235,98

0,406
Độ 1 (n=11) 683,02±514,39

Độ 2 (n=7) 416,28±424,11

Độ 3 (n=11) 410,49±280,40

Không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về nồng độ 
VEGF giữa 4 nhóm chia theo mức độ xuất huyết dịch kính 
(p=0,406).
Bảng 3. Sự khác biệt về nồng độ VEGF (pg/ml) theo tình trạng bong 
võng mạc co kéo.

Nồng độ VEGF

Bong võng mạc co kéo
Trung bình ± SD p

Có (n=8) 358,52±336,74
0,135

Không (n=40) 497,38±365,63

Không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về nồng độ 
VEGF giữa 2 nhóm bệnh võng mạc ĐTĐ tăng sinh có bong 
võng mạc và không có bong võng mạc co kéo (p=0,135).

So sánh nồng độ VEGF trước và sau tiêm nội nhãn 
Bevacizumab (bảng 4, hình 1)
Bảng 4. Nồng độ VEGF trước và sau tiêm ở tất cả bệnh nhân nghiên 
cứu.

Nồng độ VEGF (pg/ml) Trung bình ± độ lệch chuẩn p

Trước tiêm 474,23±361,32
0,000

Sau tiêm 16,96±18,11

Nồng độ VEGF sau tiêm giảm so với trước tiêm và sự 
khác biệt này có ý nghĩa thống kê (p=0,000).

Hình 1. Nồng độ VEGF (pg/ml) trước và sau tiêm theo mức độ xuất 
huyết dịch kính.

Ở cả 4 nhóm bệnh phân loại theo mức độ xuất huyết dịch 
kính, nồng độ VEGF sau tiêm đều giảm (hình 1), khác biệt 
có ý nghĩa thống kê so với trước tiêm (p lần lượt = 0,000; 
0,003; 0,018; 0,003).

Bảng 5. Nồng độ VEGF (pg/ml) trước và sau tiêm theo tình trạng xuất 
huyết dịch kính.

Xuất huyết dịch kính
Nồng độ VEGF

p
Trước tiêm Sau tiêm

Không (n=19) 411,62±235,98 15,53±16,52 0,000

Có (n=29) 515,26±423,01 17,89±19,3 0,000

Nồng độ VEGF giảm sau tiêm thuốc 1 tuần có ý nghĩa 
ở cả 2 nhóm xuất huyết dịch kính và không xuất huyết dịch 
kính (p=0,000) (bảng 5).

Hình 2. Nồng độ VEGF (pg/ml) trước và sau tiêm theo tình trạng 
bong võng mạc co kéo.

Ở cả 2 nhóm có và không có bong võng mạc co kéo, 
nồng độ VEGF sau tiêm đều giảm so với trước tiêm (hình 
2) và sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê (p=0,012 và 
p=0,000).
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Nồng độ VEGF sau tiêm giảm so với trước tiêm và sự khác biệt này có ý 
nghĩa thống kê (p=0,000). 
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Bảng 6. Nồng độ VEGF (pg/ml) trước và sau tiêm theo tình trạng 
tăng sinh xơ.

Tăng sinh xơ
Nồng độ VEGF

p
Trước tiêm Sau tiêm

Có (n=24) 581,46±434,63 19,60±22,41 0,000

Không (n=13) 330,23±185,92 13,64±12,07 0,001

Hình 3. Nồng độ VEGF theo tình trạng tăng sinh xơ.

Trong số 48 mắt bệnh võng mạc do ĐTĐ tăng sinh có 11 
mắt bị xuất huyết dịch kính độ 3 nên không thể soi được đáy 
mắt, do đó không thể khảo sát được tình trạng tăng sinh xơ 
ở 11 mắt này. Nghiên cứu trên 37 mắt còn lại có thể soi rõ 
đáy mắt cho thấy có 24 mắt có tăng sinh xơ và 13 mắt chưa 
có tăng sinh xơ (bảng 6, hình 3). Ở cả 2 nhóm có hay không 
có tăng sinh xơ, nồng độ VEGF sau tiêm đều giảm rõ rệt so 
với trước tiêm, khác biệt này có ý nghĩa thống kê (p=0,000 
và p=0,001). Hình 4 cho thấy thay đổi trước và sau tiêm của 
một bệnh nhân nữ, 60 tuổi.

Hình 4. Kết quả trước và sau tiêm Bevacizumab ở một bệnh nhân 
nữ, 60 tuổi, mắt phải. Bệnh võng mạc ĐTĐ tăng sinh có xuất huyết dịch 
kính (hình trái: trước tiêm, hình phải: sau tiêm; ảnh trên: chụp không tiêm 
thuốc cản quang, ảnh dưới: chụp mạch huỳnh quang).

Bảng 7. Nồng độ VEGF (pg/ml) trước và sau tiêm theo tình trạng 
bong võng mạc co kéo.

Bong võng mạc co kéo
Nồng độ VEGF

p
Trước tiêm Sau tiêm

Có (n=8) 358,52±336,74 8,76±11,61 0,012

Không (n=40) 497,38±365,63 18,60±18,82 0,000

Giữa 2 nhóm có bong võng mạc và không bong, nồng 
độ VEGF sau tiêm 1 tuần đều giảm và có ý nghĩa (p=0,012; 
0,000) (bảng 7).
Bảng 8. Nồng độ VEGF (pg/ml) trước và sau tiêm theo tình trạng tăng 
sinh võng mạc.

Tăng sinh võng mạc
Nồng độ VEGF

p
Trước tiêm Sau tiêm

Tiến triển (n=31) 535,72±392,03 18,66±19,30 0,000

Yên lặng (n=6) 273,44±258,99 11,55±20,84 0,028

Hình 5. Nồng độ VEGF theo tình trạng tăng sinh võng mạc.

Trong số 48 mắt bệnh võng mạc ĐTĐ tăng sinh, có 11 
mắt bị xuất huyết dịch kính độ 3 nên không thể soi được 
đáy mắt, do đó cũng không thể khảo sát được tình trạng 
tăng sinh võng mạc ở 11 mắt này. Nghiên cứu trên 37 mắt 
có bệnh võng mạc ĐTĐ tăng sinh cho thấy, có 31 mắt có 
tình trạng tăng sinh võng mạc tiến triển và chỉ có 6 mắt có 
tình trạng tăng sinh võng mạc yên lặng (bảng 8). Ở 31 mắt 
của nhóm tăng sinh võng mạc tiến triển, nồng độ VEGF 
trước tiêm là 535,72±392,03 pg/ml, giảm xuống rõ rệt sau 
tiêm chỉ còn 18,66±19,30 pg/ml (hình 5), khác biệt có ý 
nghĩa thống kê (p=0,000). Ở 6 mắt của nhóm tăng sinh võng 
mạc yên lặng, nồng độ VEGF trước tiêm là 273,44±258,99 
pg/ml, giảm xuống rõ rệt sau tiêm còn 11,55±20,84 pg/ml 
(bảng 8), khác biệt có ý nghĩa thống kê (p=0,028) (hình 5).

Bàn luận

Nồng độ VEGF thủy dịch trước tiêm trung bình là 
474,23±361,32 pg/ml đã giảm xuống chỉ còn 16,96±18,11 
pg/ml sau tiêm nội nhãn 1 tuần. Kết quả tương tự cũng đã 
được công bố bởi nhiều tác giả khác trên thế giới [5, 6, 8]. 
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Bảng 7. Nồng độ VEGF (pg/ml) trước và sau tiêm theo tình trạng bong võng mạc co 
kéo. 

Bong võng mạc co kéo Nồng độ VEGF p Trước tiêm Sau tiêm 
Có (n=8) 358,52±336,74 8,76±11,61  0,012 
Không (n=40) 497,38±365,63 18,60±18,82  0,000 

Giữa 2 nhóm có bong võng mạc và không bong, nồng độ VEGF sau tiêm 1 tuần đều 
giảm và có ý nghĩa (p=0,012; 0,000) (bảng 7). 
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Sự khác biệt này cũng xảy ra ở từng nhóm bệnh nhân phân 
loại theo mức độ xuất huyết dịch kính, theo tình trạng bong 
võng mạc co kéo. Bevacizumab khi được tiêm vào buồng 
dịch kính có thời gian bán hủy là 4,32 ngày [5]. Khi tiêm 
nội nhãn Bevacizumab được sử dụng như liệu pháp hỗ trợ 
cho phẫu thuật cắt dịch kính, thuốc thường được tiêm cách 
khoảng 3 đến 14 ngày trước khi phẫu thuật. Vì thế các phẫu 
thuật viên thường chọn thời điểm sau tiêm 1 tuần, vừa để 
phát huy tối đa tác dụng của thuốc, vừa có thể lấy bệnh 
phẩm định lượng nồng độ VEGF [7, 8].

Nồng độ yếu tố VEGF tăng cả trong dịch kính và thủy 
dịch ở bệnh võng mạc ĐTĐ tiến triển [1, 3, 4]. Nghiên cứu 
này đo nồng độ VEGF trong thủy dịch vì lấy mẫu thủy dịch 
dễ dàng và an toàn hơn nhiều so với lấy mẫu dịch kính, và 
cũng là xu thế nghiên cứu mới [5]. Những nghiên cứu khác 
trên thế giới cũng đã cho thấy tiêm nội nhãn thuốc kháng 
VEGF làm giảm đáng kể nồng độ VEGF nội nhãn ở bệnh 
võng mạc ĐTĐ tăng sinh [2, 3, 5]. 

Mối liên quan giữa nồng độ VEGF nội nhãn với tình 
trạng xuất huyết dịch kính ở bệnh võng mạc ĐTĐ tăng sinh 
cũng vẫn còn chưa rõ ràng. Nghiên cứu của A.P. Adamis và 
cộng sự (1994) [4] cho rằng có mối liên quan giữa nồng độ 
VEGF nội nhãn với xuất huyết dịch kính ở bệnh võng mạc 
ĐTĐ và điều này là hợp lý do xuất huyết dịch kính có liên 
quan với tân mạch võng mạc. Tuy nhiên, hầu hết những 
nghiên cứu mới sau này đều cho thấy nồng độ VEGF nội 
nhãn không có mối liên quan với mức độ xuất huyết dịch 
kính, có thể vì xuất huyết dịch kính còn có thể tự tiêu một 
phần theo thời gian. Nghiên cứu của H. Funatsu và cộng sự 
(2004) [2] trên 61 mắt mắc bệnh võng mạc ĐTĐ tăng sinh 
trong đó có 33 mắt có xuất huyết dịch kính cho thấy, không 
có mối liên quan giữa nồng độ VEGF nội nhãn với mức độ 
xuất huyết dịch kính với p=0,3001. Nghiên cứu của Anna 
Praidou và cộng sự (2009) [9] trên 33 mắt mắc bệnh võng 
mạc ĐTĐ tăng sinh cũng cho thấy không có mối liên quan 
giữa nồng độ VEGF nội nhãn với mức độ xuất huyết dịch 
kính. Kết quả nghiên cứu này là phù hợp với kết quả của 
những nghiên cứu mới trước đây.

Khi bệnh võng mạc ĐTĐ tăng sinh tiến triển, sự co kéo 
những nguyên bào sợi trong màng xơ mạch trước võng mạc 
gây bong võng mạc co kéo, co kéo hoàng điểm và có thể 
kèm rách võng mạc. Tăng sinh tế bào đệm dẫn đến hình 
thành màng xơ mạch. Khi màng xơ mạch co kéo sẽ gây 
bong võng mạc co kéo. Kết quả nghiên cứu này cho thấy 
nồng độ VEGF không có liên quan với tình trạng bong võng 

mạc là phù hợp với kết quả của những nghiên cứu khác trên 
thế giới [8, 9].

Kết luận

Nồng độ VEGF trong thủy dịch giảm đáng kể sau tiêm 
nội nhãn Bevacizumab 1 tuần ở nhóm bệnh võng mạc ĐTĐ 
tăng sinh có biến chứng. Qua đó bước đầu cho thấy vai 
trò điều trị của Bevacizumab trong việc hỗ trợ phẫu thuật. 
Hướng nghiên cứu tiếp theo trong thời gian tới là cần đánh 
giá mối liên quan giữa nồng độ VEGF với kích thước và khối 
lượng tân mạch võng mạc nhằm tối ưu hóa quá trình phẫu 
thuật điều trị bệnh (liều lượng, thời gian).
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Mở đầu

Chi Adinandra, họ Ngũ liệt (Pentaphylacaceae) gồm một 
số cây bụi hay cây thường xanh với khoảng hơn 100 loài 
phân bố ở các nước như Trung Quốc, Ấn Độ, Bangladesh, 
Nhật Bản, vùng nhiệt đới châu Phi và các nước Đông Nam 
Á, trong đó ở Việt Nam có hơn 10 loài [1]. Theo tác giả Võ 
Văn Chi, một số loài thuộc chi Adinandra ở Việt Nam như 
A. hainanensis, A. integerrima hay A. milletti đã được sử 
dụng để điều trị ung thư vòm họng, chữa đau dạ dày, rắn cắn 
[2]. Ở Trung Quốc, loài A. nitida được sử dụng làm trà uống 
với nhiều công dụng như chống oxy hóa, chống ung thư, 
hạ huyết áp. Các nghiên cứu khoa học cho thấy A. nitida 
có triterpen saponin, flavonoid với thành phần chủ yếu là 
camellianin A [3-5]. 

Nhóm tác giả đã tiến hành nghiên cứu thân cành và 
lá loài A. hainanensis [6, 7] và phát hiện thành phần hóa 
học loài này khá khác biệt so với loài A. nitida với nhiều 
hợp chất triterpene. Hiện nay, chưa có các nghiên cứu về 
thành phần hóa học của loài A. poilanei ở Việt Nam cũng 
như trên thế giới. Tiếp tục nghiên cứu các loài thuộc chi 
Adinandra ở Việt Nam, trong bài báo này, nhóm nghiên cứu 
báo cáo việc phân lập và xác định cấu trúc của 5 hợp chất 
lupeol (1), acid 2β-hydroxypomolic (2), 2,6-dimethoxy-1,4-
benzoquinone (3), scopoletin (4) và tyrosol (5) từ thân cành 
loài A. poilanei.  Cấu trúc hóa học của các hợp chất được 
xác định dựa trên phổ khối, phổ cộng hưởng từ hạt nhân và 
so sánh với tài liệu tham khảo.

Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

Nguyên liệu

Mẫu thực vật được thu tại Vườn quốc gia Bidoup Núi 
Bà, tỉnh Lâm Đồng vào tháng 5/2018 và được TS Lương 
Văn Dũng (Khoa Sinh, Trường Đại học Đà Lạt) và TS Bùi 
Thu Hà (Khoa Sinh, Trường Đại học Sư phạm Hà Nội) 
giám định tên khoa học là Adinandra poilanei, họ Ngũ liệt 
(Pentaphylacaceae). Mẫu tiêu bản (AP-01) được lưu giữ tại 
Viện Hóa sinh biển, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ 
Việt Nam.

Hóa chất, dung môi, máy móc, trang thiết bị

Dung môi, hóa chất dùng để chiết xuất và phân lập được 
mua từ các đơn vị cung cấp đạt tiêu chuẩn thí nghiệm. Sắc 
ký cột (CC) được tiến hành với chất hấp phụ silica gel pha 
thường (240-430 mesh, Merck) hoặc Sephadex LH-20 
(Sigma). Sắc ký lớp mỏng được thực hiện trên bản mỏng 
tráng sẵn (Merck 60 F254), hiện màu bằng đèn tử ngoại bước 
sóng 254 nm hay phun thuốc thử acid sulfuric 10%. Phổ 
cộng hưởng từ hạt nhân (NMR) được ghi trên máy Bruker 
AM500 FT-NMR Spectrometer, Viện Hóa học. Phổ khối 
lượng (ESI-MS) được đo trên máy Agilent 1260 LC/MS, 
Viện Hóa sinh biển. 

Kết quả và thảo luận

Thực nghiệm 

Thân cành A. poilanei phơi khô, xay nhỏ (2,5 kg) được 
ngâm chiết với MeOH ở nhiệt độ phòng (10 lít/lần/24h×3 

Phân lập và xác định cấu trúc một số hợp chất 
từ loài Adinandra poilanei Gagnep. 
Vũ Thị Kim Oanh1, 2, Bùi Thu Hà3, Đinh Ngọc Thức4, Lê Nguyễn Thành1, 2*

1Học viện Khoa học và Công nghệ, VAST
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4Trường Đại học Hồng Đức

Ngày nhận bài 25/1/2021; ngày chuyển phản biện 29/1/2021; ngày nhận phản biện 3/2/2021; ngày chấp nhận đăng 25/2/2021

Tóm tắt:

Chi Adinandra (họ Ngũ liệt) có  hơn 100 loài, trong đó có hơn 10 loài phân bố ở Việt Nam. Một số cây thuộc chi 
Adinandra đã được sử dụng để điều trị ung thư, đau dạ dày và chữa rắn cắn. Nghiên cứu hóa thực vật thân cành loài 
A. poilanei thu ở Lâm Đồng đã phân lập được 5 hợp chất gồm lupeol (1), 2β-hydroxypomolic acid (2), 2,6-dimethoxy-
1,4-benzoquinone (3), scopoletin (4) và tyrosol (5). Các hợp chất 2-5 lần đầu tiên được phân lập từ chi Adinandra.
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lần). Dịch chiết được cất loại dưới áp suất giảm thu được 
cặn MeOH. Hòa cặn MeOH với 1 lít nước cất và chiết phân 
bố với dung môi ethyl acetate. Cất loại dung môi hữu cơ 
để thu được 34 g cặn ethyl acetate. Cặn ethyl acetate (34 g) 
được đưa lên cột silica gel pha thường, rửa giải với hệ dung 
môi n-hexane/ethyl acetate (0-100% ethyl acetate) để thu 
được 11 phân đoạn (E1-E11).

Phân đoạn E5 (2,3 g) được phân tách trên cột silica gel 
với hệ dung môi n-hexane/ethyl acetate (9/1) thu được 4 
phân đoạn (E5.1-E5.4). Phân đoạn E5.3 (210 mg) được 
tinh chế qua sắc ký silica gel với hệ dung môi n-hexane/
dichloromethane (9/1) thu được hợp chất 1 (12 mg). Phân 
đoạn E10 (2 g) được đưa lên cột Sephadex LH-20, rửa 
giải với hệ dung môi MeOH/dichloromethane (9/1) thu 
được 3 phân đoạn E10.1-E10.3. Phân đoạn E10.2 (859 
mg) được phân tách qua cột silica gel với hệ dung môi 
dichloromethane/acetone (9/1) thu được 8 phân đoạn 
E10.2.1-E10.2.9. Hợp chất 3 (4,1 mg) thu được bằng kết 
tinh từ phân đoạn E10.2.1. Phân đoạn E11 (3 g) được 
phân tách qua cột Sephadex LH-20, rửa giải với hệ dung 
môi MeOH/dichloromethane (9/1) thu được 3 phân đoạn 
E11.1-E11.3. Phân đoạn E11.2 (1,5 g) được phân tách qua 
cột silica gel với hệ dung môi dichloromethane/acetone 
(19/1) thu được 9 phân đoạn E11.2.1-E11.2.9. Hợp chất 2 
(15 mg) thu được bằng kết tinh từ phân đoạn E11.2.7. Phân 
đoạn E11.2.4 được tinh chế qua cột Sephadex LH-20, rửa 
giải với MeOH thu được hợp chất 5. Phân đoạn E11.3 (347 
mg) được tinh chế qua cột Sephadex LH-20 và silica gel với 
hệ dung môi dichloromethane/acetone (19/1) thu được hợp 
chất 4 (8 mg). 

Lupeol (1): chất rắn màu trắng. ESI-MS m/z [M+H]+ 
427. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm): 4,68 (1H, d, 
J=2,0 Hz, Hb-29); 4,56 (1H, d, J=2,0 Hz, Ha-29); 3,18 (1H, 
dd, J=11,0 Hz, 5 Hz, H-3); 1,68 (3H, s, Me-30); 1,03; 0,97; 
0,95; 0,83; 0,79; 0,76 (Me-26, Me-23, Me-27, Me-25, Me-
28, Me-24). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) δ (ppm): 150,9 
(C-20); 109,5 (C-29); 79,0 (C-3); 55,3 (C-5); 50,4 (C-9); 
48,3 (C-19); 48,0 (C-18); 43,0 (C-17); 42,8 (C-14); 40,8 (C-
8); 40,0 (C-22); 38,8 (C-4); 38,7 (C-1); 38,0 (C-13); 37,1 
(C-10); 35,6 (C-16); 34,2 (C-7); 29,8 (C-21); 28,0 (C-23); 
27,4 (C-15); 27,4 (C-2); 25,1 (C-12); 20,9 (C-11); 19,3 (C-
30); 18,3 (C-6); 18,0 (C-28); 16,1 (C-26); 15,9 (C-25); 15,3 
(C-24); 14,5 (C-27).

Acid 2β-Hydroxypomolic (2): chất rắn màu trắng. ESI-
MS m/z [M+H]+ 489. 1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz) δ 
(ppm): 5,17 (1H, br s, H-12); 3,84 (1H, brd, J=3 Hz, H-2); 
2,98 (1H, d, J=3 Hz, H-3); 1,27 (3H, s, H-27); 1,17 (3H, s, 
H-25); 1,07 (3H, s, H-29); 0,90 (6H, s, H-23, H-24); 0,84 
(3H, d, J=7.0 Hz, H-30); 0,71 (3H, s, H-26). 13C-NMR 
(DMSO-d6, 125 MHz): δ (ppm) 179,0 (C-28); 138,6 (C-13); 
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Abstract:

Adinandra genus (Pentaphylacaceae family) comprised 
over 100 species, among that more than 10 species 
distributed in Vietnam. Several Adinandra plants have 
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the Adinandra genus for the first time.
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127,0 (C-12); 77,3 (C-3); 71,6 (C-19); 70,0 (C-2); 54,9 (C-
5); 53,2 (C-18); 47,0 (C-17); 46,9 (C-9); 43,9 (C-1); 41,4 
(C-14); 41,2 (C-20); 39,8 (C-8); 37,8 (C-4); 37,2 (C-22); 
36,4 (C-10); 32,7 (C-7); 29,6 (C-23); 28,0 (C-15); 26,4 (C-
29); 25,9 (C-21); 25,2 (C-16); 24,0 (C-27); 23,2 (C-11); 17,9 
(C-6); 17,5 (C-24); 16,6 (C-26); 16,3 (C-30); 15,9 (C-25).

2,6-Dimethoxy-1,4-benzoquinone (3): chất rắn màu 
vàng, ESI-MS m/z [M+H]+ 169. 1H-NMR (CDCl3, 500 
MHz) δ (ppm): 5,85 (2H, s, H-3, H-5); 3,82 (3H, s, H-7, 
H-8). 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz) δ (ppm): 186,8 (C-4); 
176,6 (C-1); 157,3 (C-2, C-4); 107,4 (C-3, C-5); 56,4 (OMe 
x 2).

Scopoletin (4): chất rắn màu vàng. ESI-MS m/z [M+H]+ 
193. 1H-NMR (CD3OD, 500 MHz) δ (ppm):  7,88 (1H, d, 
J=9,5 Hz, H-4); 7,12 (1H, s, H-5); 6,79 (1H, s, H-8); 6,22 
(1H, d, J=9,5 Hz, H-3); 3,97 (3H, s, OCH3).

 13C-NMR 
(CD3OD, 125 MHz) δ (ppm): 164,0 (C-2); 152,9 (C-7); 
151,4 (C-4a); 147,1 (C-6); 146,1 (C-4); 112,6 (C-3); 112,5 
(C-8a); 109,9 (C-5); 104,0 (C-8); 56,8 (OMe).

Tyrosol (5): chất rắn màu vàng nhạt. ESI-MS m/z 
[M+H]+ 139. 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) δ (ppm): 7,09 
(2H, d, J=8,5 Hz, H-2, H-6); 6,79 (2H, d, J=8,5 Hz, H-3, 
H-5); 3,82 (2H, d, J=6,5 Hz, H-8); 2,80 (2H, d, J=6,5 Hz, 
H-8). 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz) δ (ppm): 154,3 (C-4); 
130,4 (C-1); 130,1 (C-2, C-4); 115,5 (C-3, C-5); 63,8 (C-8); 
38,3 (C-7).
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Hình 1. Cấu trúc của các hợp chất 1-5 phân lập từ thân cây A. poilanei.

Bàn luận

Lupeol (1)

Hợp chất 1 thu được dưới dạng chất rắn màu trắng. Phổ 
khối ESI-MS cho tín hiệu ion giả phân tử tại m/z [M+H]+ 
427, gợi ý cho công thức phân tử C30H50O. Phổ 1H-NMR 
thể hiện đặc trưng của triterpen vòng lupan với tín hiệu 2 
hydro của nhóm CH2=C tại δH 4,68 (1H, d, J=2,0 Hz, Hb-
29); 4,56 (1H, d, J=2,0 Hz, Ha-29), bên cạnh đó còn có tín 
hiệu proton của H-3 ở δH 3,18 (1H, dd, J=11,0 Hz, 5 Hz, 
H-3) và tín hiệu của 7 nhóm methyl singlet ở các vị trí δH 

1,68; 1,03; 0,97; 0,95; 0,83; 0,79 và 0,76.  Phổ 13C-NMR và 
phổ DEPT cho thấy tín hiệu của 30 carbon, trong đó có 7 tín 
hiệu CH3, 10 tín hiệu nhóm CH2 (trong đó có tín hiệu nhóm 
olefin CH2 tại δC 109,5 (C-29)), 5 tín hiệu nhóm CH (trong 
đó tín hiệu nhóm oxymethine ở vị trí 79,0 (C-3)). Các dữ 
liệu phổ NMR gợi ý cho biết công thức của hợp chất 1 là 
hợp chất lupeol. So sánh dữ liệu phổ với hợp chất đã công 
bố cho thấy sự trùng khớp [8].

Acid 2β-Hydroxypomolic (2)

Chất 2 được phân lập dưới dạng chất rắn màu trắng. 
Phổ khối ESI-MS cho pic ion giả phân tử proton hóa ở m/z 
489 [M+H]+, gợi ý cho công thức phân tử là C30H48O5. Phổ 
1H-NMR cho các tín hiệu  của hợp chất triterpen khung 
ursan với tín hiệu của 7 nhóm methyl gồm 6 singlet và 1 
doublet tại δH 1,27 (3H, s, H-27); 1,17 (3H, s, H-25); 1,07 
(3H, s, H-29); 0,90 (6H, s, H-23, H-24); 0,84 (3H, d, J=7,0 
Hz, H-30); 0,71 (3H, s, H-26); 2 tín hiệu nhóm oxymethine 
ở δH 3,84 (1H, brd, J=3,0 Hz, H-2) và 2,98 (1H, d, J=3,0 
Hz, H-3), tín hiệu 1 olefinic proton tại 5,17 (1H, br s, H-12). 
Phổ 13C-NMR và phổ DEPT cho tín hiệu cộng hưởng của 30 
cacbon, trong đó có  nhóm carboxylic tại δC 179,0 (C-28), 
2 olefinic carbon tại δC 138,6 (C-13), 127,0 (C-12), 2 nhóm 
oxymethin tại δC 77,3 (C-3), 70,0 (C-2), tín hiệu carbon 
alcohol bậc 3 tại δC 71,6 (C-19) và 7 nhóm methyl. Hằng số 
tương tác của H-3 nhỏ J=3,0 Hz gợi ý cho hai proton ở H-2 
và H-3 là cùng một phía α. Từ việc phân tích dữ kiện phổ 
NMR, MS kết hợp so sánh với tài liệu [9] đã công bố cho 
phép xác định hợp chất 2 là acid 2β-hydroxypomolic.

2,6-Dimethoxy-1,4-benzoquinone (3)

Chất 3 thu được dưới dạng chất rắn màu vàng. Phổ 
khối ESI-MS cho pic ion giả phân tử proton hóa ở m/z 169 
[M+H]+, gợi ý cho công thức phân tử là C8H8O4 (M=168). 
Phổ 1H-NMR cho các tín hiệu olefinic proton tại 5,85 (2H, 
s, H-3, H-5) và tín hiệu nhóm methoxy tại δH 3,82 (3H, s, 
H-7, H-8). Phổ 13C-NMR cho tín hiệu của 8 carbon, trong đó 
có 2 tín hiệu nhóm carbonyl tại δC 186,8 (C-4), 176,6 (C-1). 
Ngoài ra còn có các tín hiệu nhóm methoxy tại δC 56,4 (C-7, 
C-8) và 2 olefinic carbon tại δC 157,3 (C-2, C-4), 107,4 (C-
3, C-5) và đều là tín hiệu kép. Từ dữ liệu phổ NMR và ESI-
MS, kết hợp so sánh với dữ liệu tham khảo [10] cho phép 
xác định hợp chất 3 là 2,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone.

Scopoletin (4)

Hợp chất 4 được phân lập từ cặn chiết ethyl acetate dưới 
dạng chất rắn màu vàng. Phổ khối ESI-MS cho pic ion giả 
phân tử ở m/z 193 [M+H]+. Trên phổ 1H-NMR cho tín hiệu 
hợp chất coumarin với tín hiệu 2 olefinic proton dạng cis tại 
δH 7,88 (1H, d, J=9,5 Hz, H-4) và 6,22 (1H, d, J=9,5 Hz, 
H-3), 2 proton vùng thơm ở δH 7,12 (1H, s, H-5), 6,79 (1H, 
s, H-8). Ngoài ra có tín hiệu nhóm methoxy tại δH 3,97 (3H, 
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s, OCH3). Trên phổ 13C-NMR cho 10 tín hiệu carbon, trong 
đó có 1 nhóm carbonyl tại δC 164,0 (C-2), 8 tín hiệu olefinic 
carbon tại δC 152,9 (C-7); 151,4 (C-4a); 147,1 (C-6); 146,1 
(C-4); 112,6 (C-3); 112,5 (C-8a); 109,9 (C-5); 104,0 (C-
8) và 1 nhóm methoxy tại δC 56,8 (OMe). So sánh dữ liệu 
NMR với tài liệu đã công bố [11] cho phép xác định hợp 
chất 4 là scopoletin.

Tyrosol (5)

Hợp chất 5 thu được dưới dạng chất rắn màu vàng nhạt. 
Phổ khối ESI-MS của 5 xuất hiện pic ion giả phân tử ở 
m/z 139 [M+H]+, tương ứng với công thức phân tử C8H10O2 
(M=138). Trên phổ 1H-NMR cho tín hiệu hợp chất vòng 
thơm thế para với tín hiệu 4 proton vòng thơm tại δH 7,09 
(2H, d, J=8,5 Hz, H-2, H-6); 6,79 (2H, d, J=8,5 Hz, H-3, 
H-5). Ngoài ra có tín hiệu hai nhóm oxymethylene tại δH 
3,82 (2H, d, J=6,5 Hz, H-8) và 2,80 (2H, d, J=6,5 Hz, H-7). 
Trên phổ 13C-NMR cho 8 tín hiệu carbon, trong đó có 6 
carbon vòng thơm tại δC 154,3 (C-4); 130,4 (C-1); 130,1 (C-
2, C-4); 115,5 (C-3, C-5), 1 nhóm oxymethylene tại δC 63,8 
(C-8), 1 nhóm methylene tại δC 38,3 (C-7). Từ phân tích các 
dữ liệu phổ kết hợp so sánh  với tài liệu đã được công bố 
[12] cho phép xác định hợp chất 5 là tyrosol.

Kết luận

Từ dịch chiết ethyl acetat của thân cây A. poilanei, 5 
hợp chất đã được phân lập và xác định là lupeol (1), acid 
2β-hydroxypomolic (2), 2,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone 
(3), scopoletin (4) và tyrosol (5). Các hợp chất 2-5 lần đầu 
được phát hiện từ chi Adinandra, còn hợp chất 1 đã được 
tìm thấy từ loài A. hainanensis.
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Đặt vấn đề

Ngày nay, nhu cầu sử dụng các sản phẩm chăm sóc sức 
khỏe con người có nguồn gốc từ thảo dược thiên nhiên 
ngày càng tăng cao. Việt Nam là nước có nguồn thảo dược 
rất phong phú và đa dạng, với nhiều bài thuốc lưu truyền 
trong dân gian đã được sử dụng hiệu quả nhiều năm qua. 
Trong đó, Bạc hà được coi là nguồn dược liệu quý, tiềm 
năng cho nghiên cứu các hoạt chất có hoạt tính sinh học 
nhằm phát triển các sản phẩm chăm sóc, bảo vệ sức khỏe. 
Mentha arvensis hay còn gọi là Bạc hà Á, Bạc hà Nhật, có 
nguồn gốc phân bố ở các vùng ôn đới khu vực châu Âu, 
phía tây các nước Trung Á, phía đông Himalaya và Siberia. 
Đến nay, Bạc hà Á đã được trồng ở nhiều nước trên thế giới 
như Trung Quốc, Hàn Quốc, Nhật Bản, Nga, Braxin, Ấn 
Độ, Việt Nam… Bạc hà Á được trồng phổ biến do đặc tính 
dễ trồng, chịu được khô hạn, thích hợp trên đất chua và đất 
sét nặng. Trong y học cổ truyền, Bạc hà được biết đến như 
một loại thuốc chữa rối loạn tiêu hóa, trị sốt, cúm, cảm lạnh, 
chảy máu cam, các bệnh về mũi họng... [1].

Các nghiên cứu khoa học hiện đại đã chỉ ra rằng, cây 
Bạc hà chứa một lượng lớn tinh dầu với nhiều hoạt tính 
sinh học quý. Tinh dầu Bạc hà có khả năng chống ôxy hóa, 

kháng khuẩn, kháng nấm, diệt côn trùng… [2, 3]. Do có đặc 
tính kháng khuẩn nổi trội cùng với hương thơm đặc trưng 
nên tinh dầu Bạc hà được sử dụng phổ biến trong sản xuất 
các sản phẩm chăm sóc sức khỏe răng miệng như nước súc 
miệng, kem đánh răng dùng cho điều trị sưng nướu răng, 
loét miệng và đau răng [4]. Các hoạt tính của tinh dầu Bạc 
hà phụ thuộc vào thành phần hóa học của chúng. Tuy nhiên, 
thành phần hóa học của tinh dầu Bạc hà lại phụ thuộc vào 
rất nhiều yếu tố như giống, điều kiện thổ nhưỡng, khí hậu 
của nơi trồng Bạc hà, bộ phận thu hái để lấy tinh dầu, thời 
gian thu hoạch… Các bộ phận của cây Bạc hà có chứa hàm 
lượng tinh dầu rất khác nhau: lá là bộ phận cho sản lượng 
tinh dầu cao nhất, trong khi thân chứa lượng dầu không đáng 
kể và rễ thì không chứa tinh dầu [5]. Thổ nhưỡng, khí hậu 
của nơi trồng Bạc hà là yếu tố ảnh hưởng chính tới thành 
phần hóa học hay chính là chất lượng của tinh dầu Bạc hà. 
Thái Bình, Bình Thuận và An Giang là các địa phương trồng 
nhiều Bạc hà ở Việt Nam. Đây được coi là các vùng nguyên 
liệu chính cho việc sản xuất tinh dầu Bạc hà xuất khẩu. Tuy 
nhiên, các nghiên cứu đánh giá chất lượng tinh dầu Bạc hà 
của các vùng nguyên liệu này chưa nhiều và chưa tổng quát. 
Nghiên cứu này được thực hiện nhằm mục tiêu đánh giá 
đồng thời thành phần hóa học và một số hoạt tính sinh học 

Đánh giá thành phần hóa học và một số hoạt tính sinh học 
của tinh dầu cây Bạc hà (Mentha arvensis L.) trồng tại Việt Nam

Trần Bảo Trâm*, Nguyễn Thị Hiền, Trương Thị Chiên, Phan Xuân Bình Minh, 
Nguyễn Thị Thanh Mai, Hoàng Quốc Chính, Vũ Xuân Tạo

Trung tâm Sinh học Thực nghiệm, Viện Ứng dụng Công nghệ, Bộ KH&CN

Ngày nhận bài 26/5/2021; ngày chuyển phản biện 31/5/2021; ngày nhận phản biện 24/6/2021; ngày chấp nhận đăng 28/6/2021

Tóm tắt:

Việt Nam có nguồn tài nguyên thực vật rất phong phú và đa dạng, nhiều loài thực vật được coi là nguồn dược liệu 
quý. Nghiên cứu, tìm kiếm và đánh giá các hoạt chất có hoạt tính sinh học từ thực vật là hướng nghiên cứu tiềm 
năng trong việc tạo ra các sản phẩm chăm sóc sức khỏe con người. Cây Bạc hà (Mentha arvensis L.) hiện đã được 
trồng nhiều tại Việt Nam, dùng làm nguyên liệu sản xuất tinh dầu phục vụ nội tiêu và xuất khẩu. Nghiên cứu này 
được thực hiện nhằm đánh giá thành phần hóa học và một số hoạt tính sinh học của tinh dầu cây Bạc hà trồng tại 3 
tỉnh Thái Bình, Bình Thuận và An Giang. Kết quả cho thấy, hàm lượng tinh dầu trong các mẫu Bạc hà thu được đạt 
từ 0,69 đến 0,84%. Phân tích thành phần hóa học của tinh dầu Bạc hà bằng phương pháp sắc ký khí đã nhận diện 
được 29 chất với thành phần và hàm lượng khác nhau giữa các mẫu tinh dầu, trong đó menthol và menthone được 
xác định là 2 thành phần chính, tương ứng khoảng 53,62-62,61% và 18,81-21,06%. Đồng thời, các mẫu tinh dầu 
Bạc hà cũng được xác định đều có hoạt tính chống ôxy hóa in vitro được đánh giá thông qua khả năng dọn gốc tự 
do DPPH và hoạt tính kháng một số chủng vi khuẩn Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli. Trong 
đó, cây Bạc hà trồng tại Thái Bình có hàm lượng tinh dầu với thành phần menthol, menthone đạt cao nhất và biểu 
hiện hoạt tính sinh học mạnh nhất.

Từ khóa: Bạc hà, chống ôxy hóa, kháng khuẩn, Mentha arvensis L., tinh dầu.

Chỉ số phân loại: 3.4
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của tinh dầu cây Bạc hà Mentha arvensis L. trồng tại Thái 
Bình, Bình Thuận và An Giang - đại diện cho các vùng địa 
lý với điều kiện canh tác khác nhau của Việt Nam.

Vật liệu và phương pháp

Vật liệu nghiên cứu

Phần trên mặt đất của cây Bạc hà (Mentha arvensis L.) 
ở giai đoạn ra hoa đạt 70% được thu tại Thái Bình, Bình 
Thuận và An Giang vào tháng 3-4/2020 (các mẫu lần lượt 
được ký hiệu là TB, BT và AG).

Các chủng vi khuẩn kiểm định gồm Staphylococcus 
aureus VTCC 11123, Bacillus subtilis VTCC 21195, 
Escherichia coli VTCC 12272 được cung cấp bởi Bảo tàng 
giống chuẩn vi sinh vật, Viện Vi sinh vật và Công nghệ Sinh 
học, Đại học Quốc gia Hà Nội và lưu giữ tại Trung tâm Sinh 
học Thực nghiệm, Viện Ứng dụng Công nghệ, Bộ Khoa học 
và Công nghệ.

Phương pháp xác định hiệu suất thu hồi tinh dầu

Mẫu Bạc hà tươi (500 g) được nghiền nhỏ và chưng cất 
bằng hệ thống Clevenger trong vòng 3 giờ [6]. Tinh dầu thu 
được có màu vàng được tách loại nước bằng Na2SO4 khan. 
Tinh dầu được giữ trong lọ tối màu bảo quản ở tủ 4ºC đến 
khi phân tích. Từ hàm lượng tinh dầu (%), tính toán ra hiệu 
suất thu hồi tinh dầu: X(%)= , trong đó m1 là khối 
lượng tinh dầu thu được (g), m2 là khối lượng nguyên liệu 
đem chiết (g).

Phân tích thành phần hóa học của tinh dầu Bạc hà

Sử dụng phương pháp sắc ký khí GC/MS: sử dụng GC-
FID (đầu dò ion hóa ngọn lửa) kết hợp GC/MS (đầu dò khối 
phổ). GC của Hãng Agilent Technologies HP 6890, cột mao 
quản HP-5MS có kích thước 0,25 µm x 60 m x 0,25 mm. 
Chương trình nhiệt độ với điều kiện 40ºC/phút, tăng nhiệt 
độ 3ºC/phút cho đến 230ºC và duy trì trong 10 phút. Máy 
dò và nhiệt độ kim phun lần lượt là 250ºC và 230ºC. Sắc 
ký khí được tiến hành trên hệ thống HP 6890 ghép nối với 
detector HP 5973, cột mao quản như trên, khí mang heli có 
tốc độ dòng chảy 1,0 ml/phút với tỷ lệ phân chia 1/50. Xác 
định thời gian lưu của các chất trên sắc ký đồ giống với 
những chất đã biết, được thực hiện bằng cách so sánh các dữ 
liệu phổ MS của chúng với phổ chuẩn đã được công bố có 
trong thư viện Willey/Chemstation HP [7]. Mặt khác, dựa 
trên peak của các cấu tử xác định được tỷ lệ % các chất có 
trong mẫu phân tích.

Xác định hoạt tính dọn gốc tự do DPPH 

DPPH là phương pháp được sử dụng để kiểm tra khả 
năng chống ôxy hóa trong các mẫu tinh dầu Bạc hà. Các 
bước tiến hành gồm: hút 40 µl tinh dầu được pha loãng bằng 
DMSO ở các nồng độ khác nhau: 20, 40, 60 và 100 µg/ml, 
thêm 4 ml dung dịch DPPH (TCI, Nhật Bản) (pha trong 
methanol) 0,004%, lắc đều và để trong tối 1 giờ, tiến hành 
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đo mẫu ở bước sóng 517 nm. Sử dụng Vitamin C (Merck, 
Mỹ) làm mẫu đối chứng so sánh [8]. Thí nghiệm được lặp 
lại 3 lần độc lập.

Hoạt tính chống ôxy hóa (%) = (A0- A1/A0)×100, trong 
đó: A0 là độ hấp thụ của mẫu trắng (methanol), A1là độ hấp 
thụ của mẫu thử nghiệm.

Xác định khả năng kháng khuẩn của tinh dầu Bạc hà

Khả năng kháng khuẩn của tinh dầu Bạc hà được thực 
hiện bằng phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch [9]. Các 
bước tiến hành: hút 50 µl dịch các chủng vi khuẩn kiểm 
định (nồng độ 106 tế bào/ml) cấy trải trên môi trường LB. 
Tiến hành khoan lỗ thạch trên đĩa, sau đó hút 50 µl các mẫu 
tinh dầu Bạc hà vào các giếng thạch, ủ đĩa petri ở 37oC trong 
24 giờ. Sử dụng kháng sinh Kanamycin nồng độ 100 µg/ml 
làm đối chứng dương. Hoạt tính kháng khuẩn được xác định 
theo công thức: D-d (mm), trong đó D là đường kính vòng 
kháng khuẩn (mm), d là đường kính lỗ khoan (mm).

Kết quả và thảo luận

Đánh giá hàm lượng tinh dầu Bạc hà

Các mẫu cây Bạc hà tươi sau khi thu thập được đưa 
ngay về phòng thí nghiệm để tiến hành tách chiết tinh dầu 
bằng phương pháp chưng cất lôi cuốn hơi nước. Tinh dầu 
thu được từ các mẫu cây Bạc hà trồng tại Thái Bình, Bình 
Thuận và An Giang có màu vàng nhạt, mùi thơm đặc trưng 
với hàm lượng tinh dầu thu hồi được từ 0,69 đến 0,84% tính 
theo nguyên liệu tươi (hình 1).

Hình 1. Hàm lượng tinh dầu của các mẫu cây Bạc hà thu tại các vùng 
trồng khác nhau.

Kết quả tách chiết tinh dầu cho thấy, hàm lượng tinh dầu 
thu được từ các mẫu cây Bạc hà trồng tại các vùng khác 
nhau có sự khác biệt rõ rệt. Theo đó, hàm lượng tinh dầu thu 
được thấp nhất đối với mẫu cây Bạc hà trồng tại An Giang 
(0,69%) và cao nhất là mẫu cây Bạc hà trồng tại Thái Bình 
(0,84%). Các điều kiện ngoại cảnh như nhiệt độ, độ ẩm có 
ảnh hưởng trực tiếp đến tỷ lệ tinh dầu Bạc hà. Nhiệt độ dao 
động từ 28-30oC sẽ làm tăng tỷ lệ tinh dầu, nhiệt độ cao trên 
30oC và gió nhiều sẽ làm giảm tỷ lệ tinh dầu [10]. Thời gian 

thu hoạch mẫu Bạc hà tại 3 vùng trồng trong tháng 3-4, với 
nền nhiệt độ dao động tại Thái Bình là 29-30oC, Bình Thuận 
và An Giang 30-32oC, với ngưỡng nhiệt độ trên có thể cho 
thấy lý do Bạc hà thu hái tại Thái Bình cho hàm lượng tinh 
dầu cao hơn so với các mẫu còn lại. Bên cạnh đó, điều kiện 
thổ nhưỡng, chế độ canh tác cũng có ảnh hưởng đến hàm 
lượng tinh dầu trong mẫu. So với thế giới, hàm lượng tinh 
dầu của các mẫu cây Bạc hà trồng tại Thái Bình, Bình Thuận 
và An Giang của Việt Nam thu được khá thấp. Lượng tinh 
dầu thu được từ cây Bạc hà trồng tại Ấn Độ đạt 0,62-1,09% 
[5, 11], cây Bạc hà trồng tại Argentina cho hàm lượng tinh 
dầu đạt 1,6-2% [12]. Sự khác biệt này có thể do nhiều yếu 
tố như thổ nhưỡng, khí hậu, chế độ canh tác… Nhìn nhận từ 
thực tế cho thấy, các vùng trồng nguyên liệu Bạc hà tại Việt 
Nam cần phải có những nghiên cứu, cải tiến trong quá trình 
canh tác để nâng cao hàm lượng tinh dầu cho cây Bạc hà.

Thành phần hóa học của tinh dầu Bạc hà

Để đánh giá chất lượng nguyên liệu cây Bạc hà trồng 
tại các vùng khác nhau, ngoài chỉ số hàm lượng tinh dầu 
thu được thì thành phần hóa học của tinh dầu là một trong 
những căn cứ quan trọng nhất. Sau khi tách chiết, các mẫu 
tinh dầu Bạc hà được tiến hành phân tích thành hóa học 
bằng phương pháp sắc ký GC/MS. Kết quả phân tích thành 
hóa học của các mẫu tinh dầu được thể hiện ở bảng 1.

Kết quả phân tích thành hóa học của các mẫu tinh dầu 
cho thấy, thành phần hóa học của tinh dầu cây Bạc hà trồng 
tại các vùng khác nhau của Việt Nam đều đáp ứng tiêu 
chuẩn quốc tế ISO 9776:1996 về tinh dầu Bạc hà Mentha 
arvensis. Kết quả phân tích GC/MS trong nghiên cứu này 
đã nhận diện được 29 chất có trong 3 mẫu tinh dầu Bạc 
hà (TB, BT và AG), chiếm 99,77-99,88% tinh dầu. Cụ thể, 
trong mẫu tinh dầu Bạc hà Thái Bình nhận diện được 12 
chất, tinh dầu Bạc hà Bình Thuận nhận diện được 19 chất, 
mẫu tinh dầu Bạc hà An Giang nhận diện được 16 chất. 
Menthol và menthone là 2 thành phần chính có trong tất cả 
các mẫu tinh dầu Bạc hà và đây cũng được coi là 2 chỉ tiêu 
quan trọng để đánh giá chất lượng tinh dầu Bạc hà [5]. Hàm 
lượng menthol và menthone cao nhất ở mẫu tinh dầu của 
cây Bạc hà trồng tại Thái Bình với tỷ lệ lần lượt là 62,61 
và 21,06%; thấp nhất ở mẫu tinh dầu Bạc hà Bình Thuận 
với hàm lượng tương ứng là 53,62 và 18,81%. Menthol và 
menthone cùng với một số thành phần hóa học khác có thể 
thay đổi theo sự phát triển của cây, vùng địa lý và điều kiện 
xử lý sau thu hoạch [8]. Tinh dầu cây Bạc hà thu được tại 
Ấn Độ và Mỹ có hàm lượng menthol đạt 67-78% [3, 13]. 
Trong khi, các mẫu tinh dầu chiết xuất từ hoa, lá và toàn bộ 
cây Bạc hà Mentha arvensis trồng ở khu vực đông nam của 
Macedonia có hàm lượng menthol chiếm tỷ lệ tương ứng là 
35,64, 32,47 và 52,53% [14]. Như vậy có thể thấy, cây Bạc 
hà trồng tại các vùng khác nhau của Việt Nam (Thái Bình, 
Bình Thuận và An Giang) cho chất lượng tinh dầu tương đối 
cao so với các vùng trồng khác trên thế giới.
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Khả năng dọn gốc tự do DPPH của tinh dầu Bạc hà

Khả năng chống oxy hóa là một trong các đặc tính sinh 
học quan trọng của tinh dầu. Kết quả xác định khả năng 
chống ôxy hóa của các mẫu tinh dầu Bạc hà cho thấy, khả 
năng dọn gốc tự do DPPH trong các mẫu khá cao. Ở nồng 
độ tinh dầu 100 µg/ml, 3 mẫu tinh dầu đều có khả năng ức 
chế trên 50% gốc tự do DPPH. Giá trị IC50  của các mẫu 
tinh dầu TB, BT và AG lần lượt đạt 75,26; 85,70; 92,86 
µg/ml (bảng 2). Khả năng dọn gốc DPPH tốt nhất là ở mẫu 
tinh dầu Bạc hà Thái Bình. Tác dụng này có thể do thành 
phần hóa học của tinh dầu chủ yếu chứa các hydrocacbon 
monoterpene,  tinh dầu giàu monoterpen có hoạt tính 
chống ôxy hóa cao [15]. Các hợp chất loại bỏ gốc tự do 
cao nhất đã được báo cáo là xeton monoterpene (menthone, 
isomenthone) và 1,8-cineole [16]. Như vậy, tinh dầu Bạc hà 
là một nguồn chất chống ôxy hóa tự nhiên, có tiềm năng ứng 
dụng làm nguyên liệu cho các sản phẩm chăm sóc sức khỏe 
và ngăn ngừa lão hóa cho con người.
Bảng 2. Khả năng dọn gốc tự do DPPH (%) của các mẫu tinh dầu 
Bạc hà.

Nồng độ
  Mẫu 20 µg/ml 40 µg/ml 60 µg/ml 100 µg/ml

TB 20,68±012 32,56±0,22 45,61±0,19 60,70±0,13

BT 18,79±0,15 30,58±0,14 35,64±0,17 57,35±0,15

AG 16,58±0,21 28,40±0,16 33,64±0,13 53,35±0,14

Vitamin C 28,95±0,17 46,40±0,17 63,84±0,23 94,76±0,17

IC50 TB 75,26±1,25 µg/ml

IC50 BT 85,70±1,10 µg/ml

IC50 AG 92,86±1,13 µg/ml

IC50 Vitamin C 44,12±1,08 µg/ml

Khả năng kháng khuẩn của tinh dầu Bạc hà
Kết quả xác định khả năng kháng khuẩn cho thấy, các 

mẫu tinh dầu nghiên cứu đều có khả năng kháng khuẩn 
trên các chủng vi khuẩn E. coli, S. aureus, B. subtilis. Tinh 
dầu Bạc hà có khả năng kháng tốt vi khuẩn S. aureus và B. 
subtilis, trong khi khả năng kháng E. coli của cả 3 mẫu tinh 
dầu đều tương đối thấp. Mẫu tinh dầu Bạc hà Thái Bình 
có khả năng kháng khuẩn tốt nhất trong 3 mẫu tinh dầu 
nghiên cứu, khả năng kháng S. aureus và B. subtilis tương 
đương với kháng sinh kanamycin nồng độ 100 µg/ml (hình 
2). Trong nghiên cứu trên, tinh dầu Bạc hà Thái Bình được 
đánh giá có chất lượng tốt nhất trong 3 mẫu tinh dầu nghiên 
cứu (có hàm lượng menthol và menthone cao), đây có thể 
là lý do giúp tinh dầu Bạc hà Thái Bình có khả năng kháng 
khuẩn cao. Chất lượng của tinh dầu Bạc hà ảnh hưởng rất 
lớn tới hoạt tính kháng khuẩn. Khả năng kháng khuẩn của 
tinh dầu Bạc hà là một trong những hoạt tính sinh học quan 
trọng, giúp định hướng ứng dụng nguồn tinh dầu này vào 
việc phát triển các sản phẩm chăm sóc sức khỏe con người 
[2-4]. 

Bảng 1. Thành phần hóa học của các mẫu tinh dầu cây Bạc hà trồng 
tại Thái Bình, Bình Thuận và An Giang.

STT Tên chất TB BT AG

1 α-pinene 1,28 1,91 1,60

2 α-myrcene 1,71 0,67 2,03

3 α-phellandrene 0,57 0,64 -

4 D-limonene 3,37 5,49 5,01

5 I-menthone 21,06 18,81 19,54

6 dI-menthol 62,61 53,62 59,38

7 Valeric anhydride 2,74 - -

8 Menthyl acetate 4,88 7,84 -

9 Isoledene 0,21 - -

10 Caryophyllene 0,57 0,60 0,53

11 α-bourbonene 0,71 0,23 -

12 γ-elemene 0,17 0,08 -

13 Camphene - - -

14 Eucalyptol - - -

15 α-santalol - - -

16 Bis(2-ethylhexyl)phthalate - - -

17 Pyriproxyfen - - 0,51

18 Pulegone - - 2,15

19 Resorcinol monoacetate - - 0,34

20 Creosol - - 7,30

21 Memantine - - 0,35

22 8-azaadenine - - 0,22

23 Isosativene - - 0,06

24 Germacrene - 0,41 0,33

25 Longifolene - 0,14 0,13

26 α-cubebene - - 0,29

27 3-carene - 1,55 -

28 Menthane (1S, 3S) - 0,10 -

29 3-methylthiazolidine - 3,12 -

30 Acenaphthylene - 2,50 -

31 Adrenalone - 2,06 -

32 Caryophylene oxide - 0,03 -

33 Hotrienol - 0,05 -

Tổng 99,88 99,85 99,77
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Hình 2. Hoạt tính kháng khuẩn của các mẫu tinh dầu Bạc hà. (A) Kết 
quả thử nghiệm khả năng kháng khuẩn trên đĩa thạch; (B) Kích thước 
vòng kháng khuẩn.

Kết luận

Nghiên cứu này đã đánh giá được hàm lượng tinh dầu 
của cây Bạc hà trồng tại 3 tỉnh Thái Bình, Bình Thuận và An 
Giang (0,69-0,84%). Phân tích thành phần hóa học của tinh 
dầu Bạc hà bằng hệ thống sắc ký khí GC/MS đã nhận diện 
được 29 chất, tuy nhiên số lượng và hàm lượng các chất 
khác nhau giữa các mẫu tinh dầu. Menthol và menthone 
được xác định là 2 thành phần chính trong tinh dầu Bạc hà, 
tương ứng chiếm khoảng 53,62-62,61% và 18,81-21,06%. 
Đồng thời, các mẫu tinh dầu Bạc hà đều được xác định có 
khả năng kháng ôxy hóa thông qua khả năng loại bỏ gốc tự 
do DPPH với IC50 của các mẫu tinh dầu tại TB, BT và AG 
lần lượt đạt 75,26; 85,70; 92,96 µg/ml và có khả năng kháng 
khuẩn với đường kính vòng kháng đối với E. coli trung bình 
là 5 mm, đối với S. aureus, B. subtilis đạt từ 21 đến 30 mm. 
Đặc biệt, kết quả nghiên cứu này cho thấy, mẫu tinh dầu của 
cây Bạc hà trồng tại Thái Bình cho hàm lượng đạt 0,84% và 
chất lượng tinh dầu cao nhất (menthol, menthone lần lượt 
đạt 62,61 và 21,06%).
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Đặt vấn đề

Viêm gan C là một bệnh lây nhiễm gây ra bởi virút viêm 
gan C (HCV - hepatitis C virus). Theo Tổ chức Y tế thế giới 
(WHO) năm 2015, trên toàn thế giới có khoảng 71 triệu 
người nhiễm HCV mạn tính, xấp xỉ 399.000 người tử vong 
do viêm gan C, chủ yếu do xơ gan và ung thư tế bào gan [1]. 
Ở Việt Nam, tỷ lệ nhiễm viêm gan C vào khoảng 1-2,9% 
dân số [2]. Hiện nay, chưa có vaccine phòng ngừa HCV 
hiệu quả nên chẩn đoán chính xác và điều trị là phương 
pháp duy nhất giúp loại bỏ HCV và ngăn ngừa sự lây truyền 
HCV trong cộng đồng [3]. Trong điều trị bệnh viêm gan C, 
lượng HCV trong máu là một yếu tố quan trọng cần được 
xác định để đưa ra phác đồ điều trị, thời gian điều trị và tiên 
lượng đáp ứng thuốc điều trị. Phương pháp chủ yếu để định 
lượng HCV trong máu hiện nay là real-time polymerase 
chain reaction (real-time PCR), hay còn gọi là quantitative 
PCR (qPCR). 

Phương pháp real-time PCR sử dụng DNA hoặc RNA 

làm mẫu chuẩn để xác định tải lượng virút có trong mẫu 
xét nghiệm. Việc sử dụng các DNA và RNA trần có nhược 
điểm là chúng dễ bị phân hủy trong môi trường có chứa các 
enzyme phân huỷ nuclease (bao gồm DNase và RNase), dẫn 
đến sai lệch trong kết quả định lượng [4]. Ngoài ra, việc sử 
dụng mẫu chuẩn là cDNA, RNA hay plasmid trong các bộ 
kit thương mại thường không kiểm soát được độ chính xác 
của toàn bộ quy trình do bỏ qua hiệu suất của bước tách 
chiết RNA, hiệu suất phiên mã, dẫn đến kết quả định lượng 
có thể sai lệch so với thực tế. Công nghệ armored RNA 
(hay armored DNA) ra đời giúp khắc phục nhược điểm này. 
Armored RNA là một thể giống virút bao gồm trình tự RNA 
của tác nhân cần định lượng được đóng gói trong protein vỏ 
của thực khuẩn thể (bacteriophage). Chính vì thế armored 
RNA có thể kháng lại sự phân hủy bởi nuclease có trong môi 
trường, giúp đảm bảo độ chính xác của xét nghiệm [5]. Trong 
nghiên cứu này, chúng tôi thực hiện tạo mẫu chuẩn HCV 
dùng trong định lượng HCV bằng công nghệ armored RNA. 

Nghiên cứu chế tạo mẫu chuẩn RNA bền với nucleases 
dùng trong định lượng virút viêm gan C  
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Tóm tắt:

Chứng dương (hay mẫu chuẩn) là thành phần không thể thiếu trong các xét nghiệm sinh học phân tử ứng dụng 
trong định lượng axit nucleic mục tiêu. Mẫu chuẩn thường được sử dụng phổ biến nhất là plasmid DNA, cDNA hay 
RNA trần với đặc tính kém bền và dễ bị phân hủy bởi các enzyme phân cắt axit nucleic tồn tại trong môi trường, vì 
vậy có thể ảnh hưởng tới độ chính xác của kết quả định lượng. Trong nghiên cứu này, nhóm tác giả thiết kế và tạo 
mẫu chuẩn có bản chất là một vùng trình tự RNA của virút viêm gan C (HCV) được đóng gói trong protein vỏ của 
thực khuẩn thể MS2 bằng công nghệ thiết kế armored RNA. Vùng trình tự không mã hóa 5’UTR của HCV được 
khuếch đại và tạo dòng vào plasmid BH20. Armored RNA HCV (AR-HCV) được cảm ứng biểu hiện trong tế bào E. 
coli BL21 (DE3) bằng bổ sung chất cảm ứng IPTG. AR-HCV được thu nhận bằng siêu ly tâm tỷ trọng sucrose, tinh 
sạch bằng cột sắc ký lọc gel Superdex 75 và được xác định nồng độ, đánh giá sự hình thành cấu trúc đóng gói virút 
bằng quan sát dưới kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM). Kết quả đánh giá độ bền khi xử lý với đồng thời 2 enzyme 
DNase và RNase cho thấy AR-HCV có khả năng kháng các nucleases. Ngoài ra, AR-HCV duy trì được tính ổn định 
ở các điều kiện và thời gian bảo quản khác nhau. Khắc phục được hạn chế của các loại chất chuẩn khác, AR-HCV 
có thể bổ sung trực tiếp vào mẫu, giúp kiểm soát và đảm bảo độ chính xác của toàn bộ quy trình định lượng HCV. 

Từ khóa: armored RNA, HCV, kháng nucleases, thực khuẩn thể MS2. 
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Đối tượng và phương pháp 

Thiết kế mồi và mẫu dò TaqMan đặc hiệu cho HCV

Trình tự bộ gen HCV của 24 chủng đại diện cho các 
genotype, subtype khác nhau (bảng 2) được tham khảo và 
tải về từ cơ sở dữ liệu HCV (https://hcv.lanl.gov/content/
index) và Trung tâm Thông tin Công nghệ sinh học Quốc 
gia Hoa Kỳ (NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Vùng 
trình tự nucleotide bảo tồn giữa các genotype được lựa 
chọn bằng phần mềm BLAST. Trên vùng trình tự bảo tồn 
(vùng 5’UTR), mồi và mẫu dò TaqMan đặc hiệu cho HCV 
được thiết kế bằng phần mềm Primer-BLAST. Cặp mồi 
dùng cho định lượng AR-HCV (mồi HCV-F và HCV-R) có 
khả năng khuếch đại đoạn trình tự có kích thước 237-240 
bp, tuỳ theo genotype. Cặp mồi để thiết kế AR-HCV (mồi 
5’UTRHindIII-F và 5’UTRHindIII-R) có trình tự tương 
tự như mồi HCV-F và HCV-R, có gắn thêm trình tự của 
enzyme cắt giới hạn HindIII và 3 nucleotide phía trước ở 
đầu 5’ trên mỗi mồi, tạo sản phẩm khuếch đại có chiều dài 
255 bp. Các đoạn oligonucleotide đã thiết kế được kiểm 
tra các đặc tính kỹ thuật bằng phần mềm AmplifX để đảm 
bảo hoạt động tốt cho khuếch đại trình tự mục tiêu. Cuối 
cùng, các oligonucleotide này được kiểm tra tính đặc hiệu 
lý thuyết bằng phần mềm Primer-BLAST để đảm bảo chúng 
chỉ bắt cặp đặc hiệu vào bộ gen HCV trên vùng gen đã thiết 
kế. Các mồi và mẫu dò đã thiết kế được đặt tổng hợp bởi 
Công ty IDT. Trình tự mồi và mẫu dò thiết kế được trình 
bày trong bảng 1.
Bảng 1. Trình tự mồi và mẫu dò thiết kế dùng trong nghiên cứu. 

Mồi/Mẫu dò Trình tự (5’-3’)

HCV-F CACGCAGAAAGCGYCTAGCCATG

HCV-R CCCTATCAGGCAGTACCACAAGGC

5’UTRHindIII-F TTTAAGCTTCACGCAGAAAGCGYCTAGCCATG

5’UTRHindIII-R GCAAAGCTTCCCTATCAGGCAGTACCACAAGGC

HCV probe 
FAM 5’-TAGCCGAGTAGYGTTGGGTCGCGAAAGGC

-3’ TAMRA

Khuếch đại trình tự mục tiêu, tạo plasmid tái tổ hợp 
pAU2-HCV để tạo mẫu chuẩn armored RNA-HCV (AR-
HCV)

RNA của HCV được tách chiết từ mẫu máu của bệnh 
nhân dương tính HCV bằng GeneJET Viral DNA/RNA 
Purification Kit theo hướng dẫn của nhà sản xuất (Thermo 
Fisher Scientific). RNA sau khi tách chiết được phiên mã 
ngược thành cDNA bằng RevertAid First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) với các bước ủ lần 
lượt 5 phút ở 25oC, 60 phút ở 42oC và 5 phút ở 70oC. Sau đó 
cDNA được tinh sạch bằng GeneJET PCR Purification Kit 
(Thermo Fisher Scientific). Trình tự mục tiêu được khuếch 
đại bằng PCR với cặp mồi HCV-F và HCV-R đã được thiết 

Preparation of nuclease-resistant RNA 
standard for hepatitis C virus quantification
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Abstract:

Positive control (or standard) is an indispensable 
ingredient in molecular biology assays widely used for 
the quantification of nucleic acid. The commonly used 
standards are plasmid DNA, cDNA, or naked RNA, 
which are unstable and easily degraded by nucleases 
in the surrounding environment; this might affect the 
accuracy of quantitative results. In this study, the authors 
designed and created a positive control for the hepatitis 
C virus (HCV) quantification based on armored RNA 
technology. The 5’UTR non-encoding sequence of HCV 
was cloned into the BH20 plasmid. Armored RNA HCV 
(AR-HCV) was induced for expression in the E. coli BL21 
(DE3) by the addition of an IPTG inducer. AR-HCV was 
collected by sucrose density gradient ultracentrifugation 
followed by gel filtration chromatography using 
Superdex 75 column. Created AR-HCV was determined 
the concentration and examined the formation of pseudo 
viral particles by transmission electron microscopy 
(TEM). Stability assessment of AR-HCV to DNase and 
RNase treatment simultaneously has demonstrated its 
ability to resist these nucleases. Moreover, AR-HCV 
is stable over time and storage conditions. Strikingly, 
AR-HCV can be directly added to the specimen, 
allowing better and more accurate control of the whole 
quantitative procedure of HCV. 

Keywords: armored RNA, HCV, MS2 phage, nuclease 
resistance. 

Classification number: 3.5
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kế với chu kỳ nhiệt: 2 phút ở 94oC; tiếp theo với 30 chu kỳ 
gồm các bước: 30 giây ở 94oC, 30 giây ở 61oC, 30 giây ở 
72oC; cuối cùng ổn định phản ứng kéo dài (extention) trong 
5 phút ở 72oC. Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng điện 
di trên gel agarose (1%) nhuộm bằng GelRed và được tinh 
sạch bằng GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher 
Scientific) rồi được cắt bằng enzyme HindIII (Thermo 
Fisher Scientific) ở 37oC trong 3 giờ. Sản phẩm PCR sau 
khi cắt được tinh sạch bằng GeneJET PCR Purification Kit 
(Thermo Fisher Scientific).

Plasmid BH20 được mua từ ngân hàng chủng vi sinh 
vật của Bỉ (Belgian Co-ordinated Collections of Micro-
organism - BCCM). Plasmid BH20 chuyên dụng cho 
thiết kế AR, mang trình tự gen A mã hóa cho protein tập 
hợp (assembly protein) và protein vỏ (coat) của MS2 
bacteriophage giúp cho sự đóng gói tạo cấu trúc virút giả 
(phage-like particles - PLP); và trình tự promoter T7 kiểm 
soát sự biểu hiện của gen mục tiêu [6]. Plasmid BH20 được 
cắt bằng enzyme HindIII ở 37oC trong 3 giờ, phản ứng cắt 
được bổ sung thêm 0,25 U CIAP (calf intestinal alkaline 
phosphatase, NEB) nhằm ngăn cản sự tự nối lại của plasmid 
bằng cách loại bỏ các nhóm phosphate ở đầu 5’. Phản ứng 
cắt plasmid và đoạn chèn được kiểm tra bằng điện di trên 
gel agarose (1%). Plasmid AU2 (là plasmid BH20 sau khi 
cắt loại bỏ vùng RT-PCR positive control DNA) được 
tinh sạch từ agarose gel bằng GeneJET Gel Extraction Kit 
(Thermo Fisher Scientific). Đoạn chèn và plasmid AU2 sau 
khi cắt được nối với nhau bằng T4 DNA ligase sử dụng 
bộ kit Rapid DNA Ligation Kit (Thermo Fisher Scientific), 
thực hiện trong 30 phút ở nhiệt độ phòng (22oC). Plasmid tái 
tổ hợp (pAU2-HCV) được chuyển vào tế bào E. coli DH5α 
khả nạp bằng phương pháp hóa biến nạp.  Tế bào E. coli 
DH5α mang plasmid tái tổ hợp được chọn lọc trên đĩa môi 
trường LB agar có bổ sung kanamycin 50 µg/ml và được 
kiểm tra vùng trình tự mục tiêu HCV bằng phản ứng PCR 
khuẩn lạc. Plasmid tái tổ hợp sau đó được tách chiết và tinh 
sạch bằng GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher 
Scientific) từ dịch nuôi cấy khuẩn lạc tương ứng trong môi 
trường LB lỏng có bổ sung kanamycin 50 µg/ml. 

Biến nạp plasmid pAU-HCV vào tế bào E. coli BL21 
(DE3) và cảm ứng sự biểu hiện AR-HCV

Plasmid tái tổ hợp pAU2-HCV (sau khi được nhân lên 
số lượng lớn nhờ E. coli DH5α) được biến nạp vào tế bào E. 
coli BL21 (DE3) khả nạp bằng phương pháp hóa biến nạp. 
Tế bào vi khuẩn sau khi biến nạp được sàng lọc và kiểm 
tra sự hiện diện của plasmid và đoạn chèn của trình tự mục 
tiêu bằng PCR và giải trình tự bằng phương pháp Sanger 
thực hiện trên hệ thống thiết bị giải trình tự tự động 3500 
(Applied Biosystems). 

Tế bào vi khuẩn sau đó được tăng sinh và cảm ứng sự 
biểu hiện để thu nhận armored RNA HCV (AR-HCV). Tế 
bào vi khuẩn được nuôi cấy trong môi trường LB lỏng có 
chứa kanamycin 50 µg/ml ở 37oC qua đêm. 2 ml dịch nuôi 
cấy được cho vào 200 ml LB lỏng chứa kanamycin 50 µg/
ml rồi được nuôi cấy ở 37oC cho đến khi OD600 đạt 0,6-
0,8 thì đem ly tâm ở 3000 vòng/phút trong 10 phút ở 4oC. 
Sau đó, phần cặn tế bào được tái huyền phù trong 200 ml 
LB lỏng có bổ sung kanamycin 50 µg/ml và Isopropyl ß-D-
1-thiogalactopyranoside (IPTG) để cảm ứng sự biểu hiện. 
Điều kiện cảm ứng được khảo sát bao gồm các nồng độ 
IPTG 0,1, 0,5, 1 và 2 mM ở các nhiệt độ 30 và 37oC. Sau 
thời gian cảm ứng, dịch tế bào được đem ly tâm ở 3000 
vòng/phút trong 10 phút ở 4oC. Phần cặn được tái huyền 
phù trong 20 ml buffer ly giải (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 
100 mM NaCl, 5 mM DTT, 1 mM PMSF), phá màng tế bào 
bằng sóng siêu âm với 50% biên độ, tổng thời gian là 2 phút 
30 giây. Sự biểu hiện AR-HCV được kiểm tra bằng điện di 
sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel (SDS-PAGE).

Tinh sạch AR-HCV

Dịch ly giải tế bào được ly tâm ở 13000 vòng/phút trong 
10 phút ở 4oC và thu lấy dịch nổi. AR-HCV sau đó được 
tinh sạch bằng siêu ly tâm gradient tỷ trọng sucrose 45% 
và sucrose 25%. Siêu ly tâm được tiến hành ở tốc độ 50000 
vòng/phút trong 5 giờ ở 4oC. Phân lớp chứa AR-HCV sau 
siêu ly tâm được thay đổi đệm TES (10 mM Tris, 100 mM 
NaCl, 1 mM EDTA) bằng Amicon® Ultra-15 Centrifugal 
Filter Units (Merck) có kích thước màng lọc là 30 kDa, ly 
tâm với tốc độ 4000 vòng/phút ở 4oC với 3 lần thể tích đệm 
TES so với thể tích mẫu. Dịch nằm trên màng lọc sau đó 
được xử lý với 100 U DNase và 50 U RNase ở 37oC trong 
2 giờ để loại bỏ DNA và RNA tạp nhiễm. Dịch chứa AR-
HCV sau đó được chạy qua cột sắc ký lọc gel Hiload 26/600 
Superdex 75 prep grade (GE Healthcare) với đệm TES bằng 
hai lần thể tích cột theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

AR-HCV thu nhận sau mỗi bước tinh sạch được kiểm 
tra bằng SDS-PAGE. Gel sau khi điện di được nhuộm 
với Coomassie Brilliant Blue và giải nhuộm bằng destain 
solution (40% methanol, 10% acetic acid, 50% nước). Sự 
hiện diện của protein vỏ (coat protein) của bacteriophage 
trong mẫu AR-HCV thu nhận sau siêu ly tâm được kiểm tra 
bằng phương pháp Western blot sử dụng bacteriophage MS2 
Coat Protein antibody (Kerafast, USA) là kháng thể sơ cấp 
và Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary Antibody, HRP 
(Thermo Fisher Scientific) là kháng thể thứ cấp. Protein 
mục tiêu được phát hiện bằng cơ chất Pierce ECL Western 
blotting substrate (Thermo Fisher Scientific) và chụp hình 
bằng thiết bị chụp hình quang hóa ImageQuant LAS 500 
(GE Healthcare). 
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 Sự hình thành cấu trúc đóng gói virút giả của AR-HCV 
sau khi tinh sạch được xác định bằng kính hiển vi điện tử 
truyền qua (transmission electron microscopy - TEM) được 
thực hiện bởi Phòng thí nghiệm Công nghệ sinh học, Viện 
Hàn lâm Y khoa Moscow (Nga).

Định lượng AR-HCV

AR-HCV sau khi tinh sạch được định lượng bằng phương 
pháp real-time PCR sử dụng bộ kit COBAS AmpliPrep/
COBAS TaqMan HCV Quantitative v2.0 (Roches), được 
thực hiện bởi Trung tâm Y khoa MEDIC (TP Hồ Chí Minh).

Kiểm tra tính kháng với các enzyme nuclease của AR-
HCV thiết kế 

Tính ổn định của AR-HCV với các enzyme nuclease 
được xác định bằng cách ủ 1 ml dịch chứa AR-HCV với 
100 U DNase I (Thermo Fisher Scientific) và 50 U RNase A 
(Thermo Fisher Scientific) ở 37oC trong 2 giờ. Đối chứng là 
plasmid pAU2-HCV và AR-HCV được xử lý nhiệt ở 95oC 
trong 5 phút (xử lý nhiệt làm biến tính protein vỏ làm lộ 
RNA trần) [7]. Khả năng kháng các nuclease của AR-HCV 
được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose (1%). 

Kiểm tra tính ổn định của AR-HCV trong điều kiện 
bảo quản

AR-HCV được pha loãng bằng đệm TES bổ sung 0,05 
mg/ml bovine serum albumin (BSA) về nồng độ 1×105 
copies/ml rồi chia nhỏ vào các tube 1,5 ml, mỗi tube chứa 
1 ml mẫu. Các tube chứa AR-HCV được bảo quản ở -80oC, 
-20oC, 4oC và 25oC. Tính ổn định theo thời gian được xác 
định bằng cách định lượng AR-HCV bằng real-time PCR 
với cặp mồi và probe thiết kế, tại các mốc thời gian bảo 
quản (0, 1, 2, 3 và 6 tháng). Đối chứng là plasmid pAU2-
HCV và AR-HCV được xử lý nhiệt ở 95oC trong 5 phút 
(RNA trần). Kết quả đo nồng độ mẫu được phân tích và xử 
lý bằng chương trình Excel. 

Kết quả và bàn luận 

Đánh giá in-silico khả năng phát hiện các genotype, 
subtype HCV khác nhau của cặp mồi thiết kế

Primer và probe dùng cho khuếch đại và phát hiện HCV 
được thiết kế trên vùng 5’UTR trên bộ gen của HCV được 
trình bày trong bảng 1. Phân tích trình tự bộ gen HCV đã 
được công bố cho thấy, vùng 5’UTR có độ bảo tồn cao ở các 
genotype HCV khác nhau và đó là lý do vùng này thường 
được dùng trong các xét nghiệm phát hiện và định lượng 
HCV [8]. Kết quả kiểm tra in-silico PCR sử dụng phần mềm 
AmplifX của cặp mồi thiết kế (HCV-F và HCV-R) cho thấy 
khả năng khuếch đại vùng trình tự có kích thước 237-240 
bp trên vùng 5’UTR của tất cả các genotype, subtype khác 
nhau của HCV đã được công bố trên cơ sở dữ liệu HCV 
Genome Database (bảng 2). 

Bảng 2. Khả năng khuếch đại in-silico vùng 5’UTR của HCV sử dụng 
cặp mồi HCV-F và HCV-R.  

Genotype/
subtype

Mã trình tự 
(Accession No.)

Kích thước 
bộ gen (nucleotides)

5’UTR
(nucleotides)

Sản phẩm PCR
(nucleotides)

1a
M62321 9401 341 237

M67463 9416 341 237

1b
D90208 9413 329 237

M58335 9416 331 237

1c
D14853 9487 341 237

AY051292 9441 341 237

2a
D00944 9589 340 237

AB047639 9678 340 237

2b
D10988 9511 341 237

AB030907 9654 341 237

2c D50409 9513 340 237

2k AB031663 9488 341 237

3a
D17763 9456 339 237

D28917 9454 339 237

3b D49374 9444 339 237

3k D63821 9450 339 237

4a Y11604 9355 279 237

5a Y13184 9343 279 237

6a Y12083 9340 283 240

6b D84262 9628 342 240

6d D84263 9615 338 237

6g D63822 9461 338 237

6h D84265 9621 338 237

6k D84264 9601 338 237

Thu nhận AR-HCV

Vector biểu hiện pAU2-HCV mang đầy đủ các thông tin 
cần thiết để sản xuất AR-HCV. Trên vector này có trình tự 
mã hóa cho protein A hỗ trợ quá trình đóng gói tạo AR-HCV, 
trình tự mã hóa cho protein coat làm vỏ của AR-HCV và 
trình tự vùng 5’UTR-HCV cần đóng gói. T7 promoter với lac 
operator được điều khiển bởi chất cảm ứng là IPTG.

Kết quả cho thấy ở nhiệt độ 30oC, sự biểu hiện protein coat 
thấp khi không có chất cảm ứng IPTG, sự biểu hiện tốt nhất ở 
0,1 mM IPTG và có xu hướng giảm xuống khi tăng nồng độ 
IPTG. Ở 37oC, nồng độ IPTG cho sự biểu hiện AR-HCV tốt 
nhất cũng là 0,1 mM và giảm xuống khi tăng nồng độ IPTG 
(hình 1). Mặc dù E. coli phát triển tốt nhất ở 37oC, việc giảm 
nhiệt độ cảm ứng xuống 30oC có thể làm giảm các phản ứng 
trao đổi chất không mong muốn cho sự tổng hợp các protein 
khác, do đó cải thiện năng suất tổng hợp protein mục tiêu. 
Biên cạnh đó, giảm nhiệt độ cảm ứng từ 37oC xuống 30oC 
cũng làm giảm đáng kể sự phân hủy protein sản phẩm, giảm 
sự kết tủa của protein biểu hiện vượt mức dưới dạng thể vùi 
(inclusion bodies) [9]. Nhìn chung, trong các điều kiện khảo 
sát, điều kiện tốt nhất để thực hiện cảm ứng sự biểu hiện AR-
HCV là 0,1 mM IPTG ở 30oC. Kết quả này có sự tương đồng 
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với nghiên cứu của Larentis và cộng sự (2014) [10] cho thấy 
điều kiện tốt nhất để thực hiện cảm ứng sự biểu hiện protein 
bằng IPTG trên E. coli BL21 (DE3) là 0,1 mM IPTG ở 28oC 
và nghiên cứu của Mühlmann và cộng sự (2017) [11] cho thấy 
nồng độ ITPG tốt nhất là 0,1 mM ở 28 và 30oC.

Tinh sạch AR-HCV

Dịch ly giải tế bào E. coli được siêu ly tâm gradient tỷ 
trọng sucrose để thu nhận AR-HCV (hình 2A). Sự hiện diện 
của AR-HCV trong các phân lớp được xác định bằng SDS-
PAGE và Western blot (hình 2B). Kết quả cho thấy AR-HCV 
tập trung ở phân lớp dưới đáy. Đồng thời, quá trình siêu ly tâm 
cũng loại bớt một phần các protein tạp có tỷ trọng thấp hơn 
vào hai phân lớp trên. Phân lớp dưới được loại bỏ sucrose và 
thay đổi đệm TES bằng Amicon, sau đó được chạy qua cột sắc 
ký lọc gel (hình 2C, 2D). Để đánh giá sự đóng gói hình thành 
cấu trúc virút giả (phage like particle - PLP), mẫu AR-HCV 
sau khi tinh sạch qua sắc ký lọc gel được phân tích bằng TEM. 
Từ ảnh TEM có thể thấy các hạt AR-HCV tạo ra có cấu hình 
nhị thập diện, kích thước 30-50 nm, tương tự với cấu trúc của 
thực khuẩn thể MS2 (hình 3).

 
 

 

 

 
Hình 2. Tinh sạch thu nhận AR-HCV. (A) Các phân lớp trong ống siêu ly tâm tỷ 
trọng sucrose thu nhận AR-HCV; (B) Điện di SDS-PAGE và Western blot kiểm tra sự 
hiện diện của coat protein trong các phân lớp sau siêu ly tâm; (C) Sắc ký đồ tinh sạch 
AR-HCV bằng cột lọc gel Hiload 26/600 Superdex 75 prep grade; (D) Điện di SDS-
PAGE kiểm tra các phân đoạn thu được từ sắc ký lọc gel mẫu AR-HCV.  
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Hình 2. Tinh sạch thu nhận AR-HCV. (A) Các phân lớp trong ống siêu 
ly tâm tỷ trọng sucrose thu nhận AR-HCV; (B) Điện di SDS-PAGE và 
Western blot kiểm tra sự hiện diện của coat protein trong các phân lớp 
sau siêu ly tâm; (C) Sắc ký đồ tinh sạch AR-HCV bằng cột lọc gel Hiload 
26/600 Superdex 75 prep grade; (D) Điện di SDS-PAGE kiểm tra các 
phân đoạn thu được từ sắc ký lọc gel mẫu AR-HCV. 

Hình 3. Cấu trúc AR-HCV nguyên vẹn sau khi tinh sạch được chụp 
bằng TEM.

Định lượng AR-HCV

Nồng độ AR-HCV sau tinh sạch được xác định bằng 
real-time PCR (sử dụng bộ kit COBAS AmpliPrep/
COBAS TaqMan HCV Quantitative v2.0 - Roches). Bộ 
kit này sử dụng cặp mồi và probe để khuếch đại và phát hiện 
vùng 5’UTR của HCV, nằm trong vùng 5’UTR được nhân 
dòng để thiết kế AR-HCV, vì vậy có thể sử dụng để định 
lượng AR-HCV. Kết quả định lượng cho thấy đã tạo được 
AR-HCV hiệu quả với số lượng lớn (1,48×1011 copies/ml).

AR-HCV kháng với các nucleases

Tính kháng nuclease (DNase và RNase) của AR-HCV 
sau khi xử lý với các enzyme này được kiểm tra bằng điện 
di trên gel agarose (1%) (hình 4).

4

Điện di agarose gel kiểm tra tính bền với nuclease của Armored-HCV và Armored-IC.
1. Armored-HCV 
2. Armored-HCV xử lý với DNAse (100U) + RNAse (50U), 2h 
3. pAU2-HCV
4. pAU2-HCV xử lý với DNAse (100U) + RNAse (50U), 2h
5. Heated Armored-HCV xử lý với DNAse (100U) + RNAse (50U), 2h 
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Hình 4. Kết quả điện di gel agarose (1%) kiểm tra tính kháng của 
AR-HCV sau khi xử lý với 100 U/ml DNase và 50 U/ml RNase ở 37oC 
trong 2 giờ. 1 - AR-HCV; 2 - AR-HCV xử lý với nucleases; 3 - plasmid 
pAU2-HCV; 4 - plasmid pAU2-HCV xử lý với nucleases; 5 - AR-HCV 
được xử lý nhiệt (95oC, 5 phút) và xử lý với nucleases; M - thang DNA 
(code SM0331, Thermo Scientific).

Kết quả điện di cho thấy chỉ có AR-HCV còn ổn định sau 
khi được xử lý đồng thời với DNase và RNase ở nồng độ 
cao, trong khi các phân tử plasmid DNA và RNA trần (AR-
HCV được xử lý nhiệt ở 95oC trong 5 phút) bị phân hủy 
hoàn toàn sau 2 giờ xử lý (hình 4). Tính kháng lại nuclease 
làm cho AR-HCV trở nên ổn định, không bị phân hủy khi 
điều kiện bảo quản không đảm bảo sạch nuclease, vốn có ở 
khắp nơi trong môi trường xung quanh. Điều này đặc biệt 

Hình 1. Kết quả điện di SDS-PAGE khảo sát điều kiện nhiệt độ và 
nồng độ IPTG cảm ứng sự biểu hiện AR-HCV của chủng E. coli 
BL21(DE3) sau 16 giờ nuôi cấy trong môi trường LB bổ sung IPTG. 
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quan trọng đối với các mẫu chuẩn cho định lượng cần có 
nồng độ không hoặc rất ít thay đổi, làm tăng độ chính xác và 
đáng tin cậy cho kết quả định lượng. Do có đặc tính bền với 
các nucleases, AR-HCV có thể bổ sung trực tiếp vào mẫu 
máu hoặc huyết thanh, giúp kiểm soát và tăng độ chính xác 
của toàn bộ quy trình định lượng HCV. 

AR-HCV ổn định trong điều kiện và thời gian bảo quản

Kết quả định lượng mẫu AR-HCV so sánh với mẫu 
plasmid (pAU2-HCV) và RNA trần (AR-HCV xử lý nhiệt ở 
95oC trong 5 phút), được bảo quản ở các điều kiện nhiệt độ 
khác nhau theo thời gian được trình bày trong hình 5. Sau 6 
tháng, nồng độ AR-HCV gần như không thay đổi so với ban 
đầu ở các điều kiện bảo quản -20oC, 4oC và 25oC, đảm bảo 
được tính ổn định để làm mẫu chuẩn dùng cho định lượng. 
Trong khi đó với mẫu RNA trần, nồng độ mẫu giảm mạnh 
(từ 105 copies/ml xuống đưới 102 copies/ml) ở tất cả các 
điều kiện bảo quản. Mẫu plasmid cũng có sự biến động và 
giảm nồng độ sau 6 tháng ở các điều kiện bảo quản. 

Hình 5. Biểu đồ đánh giá độ ổn định của AR-HCV theo điều kiện và 
thời gian bảo quản.

Kết luận 

Nghiên cứu đã tạo thành công mẫu chuẩn AR-HCV bằng 
công nghệ armored RNA có đặc tính bền và kháng tốt với 
nuclease. Mẫu chuẩn được tạo ra bằng cách chèn một đoạn 
trình tự bảo tồn thuộc vùng 5’UTR của bộ gen HCV có khả 
năng phát hiện các genotype, subtype khác nhau của HCV 
vào vector pBH20 tạo thành vector tái tổ hợp pAU2-HCV. 
AR-HCV được sản xuất bằng cách cảm ứng sự biểu hiện 
trong tế bào E. coli BL21 (DE3) mang vector pAU2-HCV 
bằng chất cảm ứng IPTG 0,1 mM ở 30oC trong 16 giờ. Sau 
khi thu nhận và tinh sạch bằng siêu ly tâm tỷ trọng succrose 
và sắc ký lọc gel, AR-HCV được đánh giá khả năng đóng gói 
RNA thành cấu trúc virút giả bằng ảnh TEM và được định 
lượng bằng real-time PCR với nồng độ 1,48×1011 copies/ml. 
AR-HCV được chứng minh tính kháng với nuclease khi ủ 
với 100 U/ml DNase và 50 U/ml RNase trong 2 giờ và ổn 

định sau 6 tháng bảo quản ở các điều kiện nhiệt độ khác 
nhau. Mẫu chuẩn AR-HCV được tạo ra từ nghiên cứu có 
khả năng ứng dụng trong các phương pháp sinh học phân tử 
như real-time PCR để định lượng HCV. 

Ngoài đặc tính kháng nuclease, đảm bảo được tính 
ổn định của mẫu chuẩn và đảm bảo độ chính xác của xét 
nghiệm, armored RNA/DNA không có khả năng lây nhiễm 
[12], đảm bảo sự an toàn, thuận tiện trong việc bảo quản và 
vận chuyển (AR bền ở các điều kiện bảo quản khác nhau). 
Công nghệ armored RNA/DNA có nhiều tiềm năng để phát 
triển và ứng dụng trong tạo mẫu chuẩn, chứng nội để định 
lượng chính xác các tác nhân gây bệnh khác có bản chất di 
truyền là RNA như SARS-CoV-2, HIV cũng như DNA như 
HBV, baculovirus…
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Đặt vấn đề 

Nghề nuôi cá Tra Pangasianodon hypophthalmus 
(Sauvage 1878) đã rất phổ biến tại vùng Đồng bằng sông 
Mekong từ năm 1960 và trở thành biểu tượng cho sự phát 
triển của nuôi trồng thủy sản trong khu vực nhờ hệ thủy sinh 
đặc thù [1]. Theo Hiệp hội chế biến và xuất khẩu thủy sản 
Việt Nam (VASEP), riêng tại Việt Nam, trong năm 2018, cá 
Tra đã được xuất khẩu sang 132 thị trường trên thế giới với 
tổng giá trị xuất khẩu đạt 2,26 tỷ USD.

Viện Nghiên cứu và Nuôi trồng Thủy sản II (RIA2) đã 
tiến hành chương trình chọn giống trên cá Tra nhằm nâng 
cao các tính trạng tăng trưởng năm 2001 và kháng bệnh năm 
2012, góp phần phát triển bền vững nghề nuôi cá Tra [2]. Các 
quần thể cá Tra tự nhiên được thu thập tại nhiều địa điểm 
khác nhau trên lưu vực sông Mekong như Đồng bằng sông 
Cửu Long (Việt Nam); Biển Hồ (Tonle Sap, Campuchia); 
thác Kratie (Campuchia). Tuy nhiên, một trong những thách 
thức hiện nay của chương trình là xây dựng thông tin phả 
hệ nhằm ước tính chính xác các thông số di truyền và kiểm 
soát sự cận huyết nhằm nâng cao hiệu quả chọn giống [3].

Chỉ thị microsatellite (còn gọi là SSR hay STR) là một 
trong những chỉ thị phân tử được sử dụng phổ biến trong 
nghiên cứu về định danh loài, di truyền học quần thể, bản 
đồ di truyền và truy xuất phả hệ [4]. Các microsatellite có 
tính đa hình cao, đồng trội và phân bố khắp hệ gen của hầu 
hết các loài sinh vật nhân thực [5] và có thể được khuếch 
đại dễ dàng từ DNA hệ gen bằng phương pháp PCR. Tuy 
nhiên, cho đến năm 2019, chỉ có 5 chỉ thị phát triển trên cá 
Tra được tối ưu thành hai bộ PCR đa mồi [6]. Việc không 
phát triển thành các bộ PCR đa mồi khiến công đoạn khuếch 
đại microsatellite mất nhiều thời gian, đặc biệt với số lượng 
chỉ thị và số lượng mẫu lớn, đồng thời gây bất lợi cho phân 
tích và quản lý dữ liệu kiểu gen cá thể [7]. Hơn nữa, các 
phương pháp xác định alen trong các nghiên cứu trước đây 
(trừ nghiên cứu của So và cs (2006) [8]) như điện di gel 
acrylamide [9] có độ phân giải thấp và khó có thể xác định 
chính xác sự chênh lệch 2 nucleotide giữa các alen [10]. 
Điều này có thể dẫn đến kết quả sai lệch khi đánh giá đa 
dạng di truyền trong các nghiên cứu trên.

Những năm gần đây, phương pháp phát triển chỉ thị 

Đánh giá đa dạng di truyền các quần thể 
cá Tra (Pangasianodon hypophthalmus) 

bằng 20 chỉ thị phân tử microsatellite mới phát triển
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Tóm tắt:

Cá Tra - Pangasianodon hypophthalmus là một trong những đối tượng thủy sản quan trọng mang lại giá trị xuất 
khẩu lớn tại Việt Nam. Nghiên cứu này sử dụng 26 chỉ thị microsatellite mới phát triển từ trình tự hệ gen cá Tra để 
đánh giá đa dạng di truyền 3 quần thể cá Tra tự nhiên (Biển Hồ, Cửu Long và Kratie) nhằm phục vụ cho Chương 
trình chọn giống cá Tra. Nghiên cứu phát hiện 6/26 locus có tần số alen ảo đáng kể và sai khác với định luật Hardy-
Weinberg. Đối với 20 locus không mang alen ảo, nghiên cứu đã xác định được tổng cộng 255 alen, dao động từ 7 đến 
21 alen mỗi locus, trong đó có nhiều alen đặc trưng cho quần thể. Kết quả phân tích trên 20 locus cho thấy, hệ số đa 
hình trung bình PIC=0,783; tỷ lệ dị hợp tử quan sát Ho=0,809; tỷ lệ dị hợp tử mong đợi He=0,812; hệ số cận huyết 
Fis=-0,0147 (Fis <0). Kết quả này cho thấy các quần thể cá Tra có mức độ đa dạng di truyền cao, phù hợp cho công 
tác chọn giống lâu dài. Kết quả phân tích AMOVA, kiểm định giá trị FST và so sánh khoảng cách di truyền DST cho 
thấy, 3 quần thể cá Tra có sự thay đổi mức độ phân tử nhỏ, trong đó quần thể Kratie có khoảng cách di truyền đáng 
kể so với hai quần thể còn lại.
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microsatellite với những loài đã biết trình tự hệ gen và xác 
định các alen của microsatellite bao gồm các bước: xác định 
nhanh chóng các chỉ thị bằng công cụ tin sinh học; thiết kế 
các cặp mồi khuếch đại vùng chứa chỉ thị hoạt động trong 
điều kiện PCR đồng nhất; sàng lọc và phát triển chúng 
thành các bộ multiplex PCR; sử dụng kỹ thuật điện di mao 
quản có đánh dấu huỳnh quang để phân tích đoạn DNA [7]. 
Chúng tôi đã áp dụng các phương pháp này và phát triển các 
microsatellite mới dựa vào trình tự hệ gen cá Tra đã được 
công bố [11]. Mục tiêu của nghiên cứu là đánh giá đa dạng 
di truyền các quần thể cá Tra tự nhiên thuộc Chương trình 
chọn giống cá Tra bằng các bộ chỉ thị microsatellite mới 
phát triển. Đồng thời, nghiên cứu cũng thảo luận về tiềm 
năng ứng dụng của các chỉ thị microsatellite phục vụ công 
tác chọn giống nhằm phát triển bền vững nghề nuôi cá Tra 
ở Việt Nam.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng

Tổng số 63 mẫu cá Tra từ tự nhiên theo 3 khu vực: quần 
thể Biển Hồ (20 mẫu) có nguồn gốc từ Biển Hồ, Campuchia; 
quần thể Cửu Long (22 mẫu) từ các trại giống ở Đồng bằng 
sông Cửu Long, thu thập từ cá bột hoặc cá trưởng thành 
ở tự nhiên; quần thể Kratie (21 mẫu) từ cá trưởng thành ở 
thác Kratie, Campuchia. Tất cả các mẫu cá này đều thuộc 
Chương trình chọn giống cá Tra thực hiện tại Trung tâm 
Quốc gia Giống thủy sản nước ngọt Nam Bộ. Các mẫu cá 
được bảo quản trong ethanol 80% và lưu trữ ở nhiệt độ 
-20°C.

Nghiên cứu sử dụng 26 chỉ thị microsatellite để phát 
triển thành 3 bộ PCR đa mồi bao gồm: M01 (10 chỉ thị) 
[12]; M02 (9 chỉ thị) và M03 (7 chỉ thị). Trình tự các mồi và 
thông tin cơ bản của các mồi không công bố ở đây do giới 
hạn độ dài của bài báo. 

Phương pháp

Ly trích DNA tổng số: DNA tổng số được ly trích từ mẫu 
vây ngực bằng phương pháp kết tủa muối được điều chỉnh 
phù hợp với điều kiện tại RIA2 [12].

Khuếch đại đoạn chỉ thị bằng multiplex PCR và phân 
tích đoạn DNA: phản ứng multiplex PCR được thực hiện 
trên máy BIO-RAD S1000™ Thermal Cycler System với 
thể tích mỗi phản ứng 10 µl bao gồm 5 ng DNA tổng số, 5 
µl Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN Multiplex PCR 
Kit™), hỗn hợp các mồi theo từng bộ multiplex. Điều kiện 
của phản ứng PCR như sau: 95°C trong 15 phút, 30 chu 
kỳ bao gồm 95°C trong 30 giây, 55°C trong 90 giây, 72°C 
trong 60 giây, và giai đoạn kéo dài cuối cùng ở 60°C trong 
30 phút. Sản phẩm PCR (1 µl) được pha với 11,8 µl Hi-Di™ 
formamide, 0,2 μl GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard và 
phân tích đoạn DNA trên hệ thống điện di mao quản 3500 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) tại Công ty TNHH 

Assessment of genetic diversity among 
wild populations of the striped catfish 

(Pangasianodon hypophthalmus) 
by 20 novel microsatellite markers
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Abstract:

The striped catfish, Pangasianodon hypophthalmus, is 
one of the most economically important aquaculture 
species in Vietnam. This study developed 26 novel 
microsatellite markers from the draft genome of the 
striped catfish to assess the genetic diversity of three wild 
populations of the striped catfish (Bien Ho, Cuu Long, 
and Kratie) for establishing the breeding program. The 
study exhibited that 6 out of 26 loci had significantly 
high null allele frequency and deviated from Hardy - 
Weinberg equilibrium; thus, they were eliminated for 
further analysis. Across 20 loci without null alleles, a 
total of 255 different alleles was identified, ranging from 
7 to 21 alleles per locus, with many unique alleles for 
each population. The results based on 20 loci revealed 
the mean polymorphic information content PIC=0.783; 
the mean observed heterozygosity Ho=0.809; the mean 
expected heterozygosity He=0.812; inbreeding coefficient 
Fis=-0.0147 (Fis<0). The results indicated that the striped 
catfish populations have high genetic diversity and are 
suitable for selective breeding. The Analysis of Molecular 
Variance (AMOVA) and comparison of genetic distances 
showed significant genetic differentiation among three 
populations while the Kratie population was distant 
from the others.

Keywords: genetic diversity, microsatellites, 
Pangasianodon hypophthalmus, striped catfish.

Classification number: 4.5



39

Khoa học Nông nghiệp

63(7) 7.2021

dịch vụ và thương mại Nam Khoa.

Phân tích số liệu: từng microsatellite được tiến hành 
xác định alen bằng phần mềm GeneMapper 5 (Applied 
Biosystems). Các alen ảo (null allele) được tính toán theo 
tần số của Chakraborty và cs (1992) [13] và kiểm tra sai 
khác với cân bằng Hardy-Weinberg (HWE) bằng phần mềm 
MICROCHECKER 2.2.3. Các tiêu chí đánh giá các locus 
microsatellite như hệ số đa hình (PIC), tỷ lệ dị hợp tử quan 
sát (Ho), tỷ lệ dị hợp tử mong đợi (He) được tính toán trên 
phần mềm Cervus 3.0.7. Các thông số đánh giá đa dạng di 
truyền ở mức độ quần thể như số alen thực tế (A), số alen 
hữu dụng (Ar), số alen hiệu quả (Ae), số alen đặc trưng (Pa), 
tỷ lệ dị hợp tử quan sát (Ho), tỷ lệ dị hợp tử mong đợi (He), 
hệ số cận huyết (Fis) được xác định trên Exel và FSTAT 
2.9.4. So sánh tương quan di truyền trên cơ sở thay đổi mức 
độ phân tử (AMOVA) và kiểm định giá trị FST của Weir và 
Cockerham (1984) [14] để so sánh sự khác biệt di truyền 
theo phần mềm Arlequin 3.5. Biểu đồ cây di truyền theo 
phương pháp Neighbor-joining (NJ) được thiết lập theo 
khoảng cách di truyền DST của Nei (1972) [15] trên công cụ 
POPTREE2 với giá trị bootstrap là 1.000 lần lặp lại.

Kết quả và thảo luận

Đánh giá tính đa hình các microsatellite

Kết quả khuếch đại PCR đa mồi và phân tích đoạn: kết 
quả khuếch đại PCR đa mồi và phân tích đoạn với kích thước 
sản phẩm từ 101 đến 404 bp và tỷ lệ đọc kết quả khuếch đại 
thành công là 99,88%. Kiểm tra xác định các alen từ phần 
mềm MICROCHECKER 2.2.3 cho thấy, 6 locus (Pahy-02, 
Pahy-04, Pahy-08, Pahy-10, Pahy-20 và Pahy-27) có xuất 
hiện các alen ảo với tần số cao (Fnull>0.06) và sai khác đáng 
kể với HWE (giá trị p<0,05). Do đó các microsatellite này 
không được sử dụng để đánh giá đa đạng di truyền và phân 
tích khác biệt di truyền giữa các quần thể. Nghiên cứu hiện 
tại chỉ sử dụng 20 microsatellite không có alen ảo và không 
sai khác với HWE cho các phân tích tiếp theo.

Kết quả đánh giá tính đa hình của 20 microsatellite: kết 
quả ước tính đa hình của 20 microsatellite cho các cá thể 
cá Tra được thể hiện ở bảng 1. Từ 63 mẫu cá Tra tự nhiên, 
nghiên cứu đã xác định được tổng cộng 255 alen trên 20 
locus được khảo sát, dao động từ 7 alen (Pahy-01) đến 21 
alen (Pahy-18), trung bình 12,75±3,97 alen trên locus. Tất 
cả các locus đều có hệ số đa hình cao (PIC>0,5), dao động 
từ 0,604 (Pahy-14) đến 0,883 (Pahy-07), tỷ lệ dị hợp tử 
mong đợi cao (He>0,6), dao động từ 0,649 (Pahy-14) đến 
0,899 (Pahy-07) [16]. Ngoài ra, tỷ lệ dị hợp trung bình Ho 
và He trên các locus không có sự sai khác đáng kể về mặt 
thống kê. Các kết quả này cho thấy, bộ PCR đa mồi đã xác 
định được các microsatellite có tính đa hình cao, phù hợp 
cho nghiên cứu đa dạng di truyền quần thể và có tiềm năng 
ứng dụng vào xác định thông tin phả hệ trong các nghiên 
cứu sau này.

Bảng 1. Các thông số đa hình của 26 microsatellite phát triển trên 
cá Tra.

Locus K Ho He PIC Tần số alen ảo

Pahy-02* - - - - 0,161

Pahy-04* - - - - 0,104

Pahy-10* - - - - 0,076

Pahy-08* - - - - 0,112

Pahy-20* - - - - 0,198

Pahy-27* - - - - 0,077

Pahy-01 7 0,762 0,785 0,747 0,011

Pahy-03 12 0,921 0,837 0,811 -0,052

Pahy-06 10 0,857 0,766 0,724 -0,060

Pahy-13 9 0,714 0,756 0,720 0,025

Pahy-15 14 0,746 0,765 0,728 0,009

Pahy-17 8 0,810 0,794 0,766 -0,014

Pahy-18 21 0,841 0,835 0,811 -0,008

Pahy-05 8 0,742 0,761 0,726 0,009

Pahy-07 20 0,873 0,899 0,883 0,010

Pahy-09 16 0,841 0,862 0,840 0,008

Pahy-11 15 0,921 0,871 0,851 -0,032

Pahy-14 8 0,683 0,649 0,604 -0,029

Pahy-16 11 0,794 0,794 0,761 -0,004

Pahy-19 15 0,778 0,834 0,806 0,031

Pahy-21 14 0,825 0,843 0,817 0,006

Pahy-22 15 0,825 0,858 0,836 0,015

Pahy-23 13 0,873 0,838 0,811 -0,024

Pahy-24 11 0,714 0,801 0,769 0,053

Pahy-26 11 0,810 0,818 0,787 0,001

Pahy-28 17 0,857 0,873 0,853 0,005

Trung bình 12,75± 3,97 0,809± 0,067 0,812± 0,057 0,783± 0,064

Ghi chú: *: các locus có tần số alen ảo cao và sai khác với HWE; K: số alen 
trên mỗi locus; Ho: dị hợp tử quan sát; He: dị hợp tử mong đợi; PIC: mức độ 
đa hình. 

Đánh giá đa dạng di truyền và so sánh cấu trúc di 
truyền giữa các quần thể

Đa dạng di truyền các quần thể: các thông số đánh giá 
đa dạng di truyền từng quần thể cá Tra trong nghiên cứu này 
bao gồm số alen thực tế (A), số alen hữu dụng (Ar), số alen 
hiệu quả (Ae), số alen đặc trưng (Pa), tỷ lệ dị hợp tử quan 
sát (Ho), tỷ lệ dị hợp tử mong đợi (He) được thể hiện trong 
bảng 2. Kết quả cho thấy, số alen hiệu quả (trung bình là 
5,79±2,16) thấp hơn so với số alen thực tế (trung bình là 
8,62±2,84) và số alen hữu dụng (trung bình là 8,42±2,70) ở 
cả 3 quần thể cá Tra. Các quần thể đều có mức độ dị hợp tử 
thực tế rất cao (He>0,7) cho thấy có nhiều biến dị di truyền 
xảy ra trong quần thể. Hệ số cận huyết Fis cho thấy quần thể 
Biển Hồ có hiện tượng cận huyết nhẹ (0<Fis=0,0133<0,03), 
trong khi hai quần thể còn lại có giá trị cận huyết âm (lần 
lượt là -0,0574 và -0,0001 với quần thể Cửu Long và 
Kratie). Điều này có thể giải thích vì sao quần thể Biển Hồ 
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có Ho<He, mặc dù về mặt thống kê là không đáng kể (kiểm 
định student, t-test, trung bình 2 mẫu độc lập với giá trị 
p=0,656>0,05). Các thông số di truyền cũng cho thấy quần 
thể Cửu Long có mức độ đa dạng di truyền thấp nhất với chỉ 
13 alen đặc trưng, trong khi đó quần thể Kratie có mức độ 
đa dạng di truyền cao nhất với 65 alen đặc trưng.

So với nghiên cứu của So và cs (2006) [8] bằng 7 chỉ thị 
microsatellite cũ trên 567 mẫu cá Tra thuộc 10 khu vực thu 
mẫu, các quần thể trong nghiên cứu này có số lượng alen 
hữu dụng trung bình (Ar) thấp hơn (8,42 so với 9,9); tuy 
nhiên lại có tỷ lệ dị hợp tử mong đợi trung bình (He) cao 
hơn (0,800 so với 0,773) và hệ số cận huyết Fis thấp hơn 
(-0,0147 so với 0,041). Nghiên cứu đã giải thích rằng, các 
chỉ thị cũ có tần số alen ảo cao (5 trên 7 chỉ thị), dẫn đến sự 
sai khác so với HWE và tỷ lệ đồng hợp tử ảo cao hoặc do 
bản thân các quần thể có xảy ra hiện tượng cận huyết hoặc 
do sự trộn lẫn các mẫu từ các quần thể khác nhau (hiệu ứng 
Wahlund). Do đó, chúng tôi nhận thấy các microsatellite có 
tần số alen ảo và tỷ lệ đồng hợp tử ảo cao, sai khác với HWE 
không nên sử dụng trong các nghiên cứu đánh giá đa dạng 
di truyền quần thể.
Bảng 2. Đặc điểm đa dạng di truyền của 3 quần thể cá Tra.

Quần thể N A Ar Ae Ho He Pa Fis

Biển Hồ 20 8,35±2,01 8,22± 1,94 5,1± 1,62 0,778± 0,099 0,789± 0,065 22 0,0133

Cửu Long 22 7,00± 2,41 6,81± 2,26 4,71± 1,88 0,790± 0,132 0,756± 0,107 13 -0,0574

Kratie 21 10,50± 2,95 10,23± 2,76 7,43± 1,96 0,855± 0,070 0,85 ± 0,042 65 -0,0001

Tất cả 63 8,62± 2,84 8,42± 2,70 5,79± 2,16 0,808± 0,106 0,800± 0,086 -0,0147

Ghi chú: N: số mẫu nghiên cứu; A: số alen quan sát; Ar: số alen hữu dụng; Ae: 
số alen hiệu quả; Ho: dị hợp tử quan sát; He: dị hợp tử mong đợi; Pa: số alen đặc 
trưng; Fis: hệ số cận huyết.

Phân tích AMOVA giữa các quần thể: phân tích mức độ 
thay đổi phân tử AMOVA (bảng 3) cho thấy mức độ thay 
đổi phân tử rất thấp giữa các quần thể (2,3%) và rất cao giữa 
tất cả các cá thể (99,0%). Điều này cho thấy mối quan hệ di 
truyền gần gũi giữa các cá thể cá Tra trên các lưu vực khác 
nhau của sông Mekong và có thể giải thích bởi tập tính di cư 
và vùng sinh sống rộng của cá Tra [17] với lượng cá thể rất 
lớn (20-30x106) [18]. Tuy nhiên, giữa các quần thể cá Tra 
đã có sự thay đổi di truyền đáng kể (giá trị p<0,05). Kết quả 
này khác với nghiên cứu của So và cs (2006) [8] khi đánh 
giá các quần thể cá thể cá Tra trên cùng khu vực nghiên cứu 
không có sự khác biệt đáng kể về di truyền.
Bảng 3. Phân tích mức độ thay đổi phân tử AMOVA giữa 3 quần thể 
cá Tra.

Khoảng cách di truyền và biểu đồ cây di truyền Neighbor-
Joining: giá trị FST của Weir và Cockerham (1984) giữa các 
cặp quần thể (bảng 4) từ 0,002 (Biển Hồ - Cửu Long) đến 
0,038 (Cửu Long - Kratie) và đều có giá trị FST<0,05, đồng 
nghĩa với việc các cặp quần thể đều có sai khác di truyền 
nhỏ. Tuy vậy, sự sai khác di truyền giữa cặp quần thể Biển 
Hồ - Kratie và Cửu Long - Kratie có ý nghĩa thống kê (giá 
trị p<0,05), trong khi cặp quần thể Biển Hồ - Cửu Long lại 
không có sai khác di truyền đáng kể. Biểu đồ NJ dựa trên 
khoảng cách di truyền DST của Nei (hình 1) thể hiện rõ mối 
quan hệ di truyền của 3 quần thể cá Tra được nghiên cứu. 
Trong đó quần thể Kratie có khoảng cách di truyền xa nhất, 
tách biệt so với mối quan hệ gần gũi giữa cặp quần thể Biển 
Hồ - Cửu Long, đồng thời có mối quan hệ gần hơn với quần 
thể Biển Hồ so với quần thể Cửu Long.
Bảng 4. Giá trị FST (góc dưới) và khoảng cách di truyền DST (góc trên) 
giữa các cặp quần thể cá Tra.

Biển Hồ Cửu Long Kratie

Biển Hồ - 0,002 0,116

Cửu Long 0,002 - 0,142

Kratie 0,026* 0,038* -

*Khác biệt có ý nghĩa với giá trị p<0,05.

Hình 1. Biểu đồ cây di truyền NJ theo khoảng cách di truyền DST của 
Nei trên 3 quần thể cá Tra.

Dựa vào kết quả phân tích AMOVA, kiểm định giá trị 
FST và khoảng cách di truyền DST giữa các cặp quần thể có 
thể thấy đã có sự khác biệt di truyền giữa 3 quần thể. Quần 
thể Kratie có mức độ đa dạng di truyền cao và khác biệt so 
với quần thể Biển Hồ và Cửu Long. Kết quả này cho thấy, 
mặc dù quần đàn Biển Hồ và Cửu Long có nguồn gốc từ tự 
nhiên nhưng đã được thu thập về các trại giống làm cá bố 
mẹ. Các trại giống có thể quản lý đàn cá bố mẹ không chặt 
chẽ khiến cho các quần thể này suy giảm mức độ đa dạng 
di truyền và dần có sự khác biệt di truyền so với quần thể 
Kratie còn hoang dã. Tuy vậy, quần thể Biển Hồ và Cửu 
Long vẫn còn an toàn vì vẫn duy trì mức độ đa dạng di 
truyền cao, chưa xảy ra hiện tượng cận huyết đáng kể và còn 
tồn tại các alen đặc thù. Do đó, Chương trình chọn giống cá 
Tra đang thực hiện tại Viên Nghiên cứu và Nuôi trồng Thủy 
sản II đã sử dụng nguồn vật liệu từ cả 3 quần thể này hình 
thành quần đàn gốc cho chọn giống là hợp lý.

Nguồn biến động Độ  
tự do

Tổng bình 
phương

Thành phần 
biến động

Phần trăm 
biến động

Chỉ số  
cố định Giá trị p

Giữa các quần thể 2 31,6 0,189 2,3 0,023 (FST) <0,05

Giữa các cá thể trong 
quần thể 60 473,2 -0,101 -1,3 -0,013 (FIS) 0,387

Giữa các cá thể 63 509,5 8,093 99,0 0,01 (FIT) 0,806

Tổng 125 1014,3 8,181
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Kết luận

Nghiên cứu hiện tại đã xác định được 20 chỉ thị đa hình 
trong số 26 chỉ thị microsatellite mới được phát triển dựa 
vào hệ gen của cá Tra để đánh giá và so sánh đa dạng di 
truyền các quần thể cá Tra tự nhiên được sử dụng trong 
Chương trình chọn giống cá Tra. Kết quả phân tích các 
microsatellite cho thấy, các quần thể cá Tra có mức đa dạng 
di truyền cao, phù hợp để sử dụng cho Chương trình chọn 
giống. Ngoài ra, bộ chỉ thị mới cũng cho thấy nhiều ưu điểm 
so với các chỉ thị đã công bố trước đây và có tiềm năng ứng 
dụng trong các nghiên cứu về di truyền phân tử cá Tra trong 
tương lai.
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Đặt vấn đề

Cá rô phi (Oreochromis sp.) là một trong những loài cá 
nuôi quan trọng ở vùng nhiệt đới và cận nhiệt đới, đặc biệt 
gần đây cá rô phi được xem như nguồn thực phẩm của thế 
kỷ XXI [1]. Tổng sản lượng cá rô phi tăng nhanh từ 1,27 
triệu tấn năm 2000 lên 3,6 triệu tấn năm 2014, 5,55 triệu 
tấn năm 2016 [2, 3] và dự kiến ​​sẽ tăng lên 7,3 triệu tấn vào 
năm 2030 [4, 5]. Đóng góp chính cho sản lượng cá rô phi 
toàn cầu là Trung Quốc với mức 1,75 triệu tấn, tiếp theo 
là Indonesia (hơn 1,1 triệu tấn), Ai Cập (0,87 triệu tấn), 
Bangladesh (0,32 triệu tấn) và Việt Nam (0,28 triệu tấn) [6]. 

Bệnh do liên cầu khuẩn (Streptococcosis) gây ra hiện 
tượng xuất huyết, lồi mắt, tỷ lệ chết cao, gây thiệt hại 
nghiêm trọng về kinh tế, ảnh hưởng đến sản lượng cá rô phi 
trên toàn thế giới [7-9]. Tác nhân gây bệnh Streptococcosis 
ở cá rô phi đã được xác định có 3 chủng chính bao gồm S. 
agalactiae Biotype 1, S. agalactiae Biotype 2 và S. iniae 
[8, 10]. Ở Trung Quốc, dịch bệnh do S. agalactiae đã xảy 
ra ở nhiều vùng nuôi cá rô phi, gây chết 50-70% vào năm 
2009 [11], thiệt hại 40 triệu USD tương ứng tỷ lệ chết trên 
80% vào năm 2011 [12]. Ở Việt Nam, hiện đã ghi nhận S. 
agalactiae gây chết cá rô phi hàng loạt (80-90%) ở các tỉnh 
Bắc Ninh, Bắc Giang, Hải Dương, Hà Nội vào năm 2009 
[13], Quảng Ninh và Hải Dương năm 2015 [14] và Hà Tĩnh 
năm 2016 [15]. 

Các nghiên cứu liên quan đến bệnh Streptococcosis ở cá 
rô phi đã được quan tâm và triển khai như đề tài “Nghiên 
cứu miễn dịch cá rô phi và phát triển vắc xin bất hoạt cho 
bệnh S. agalactiae trên cá rô phi”,  “Sản xuất thử nghiệm 
vắc xin phòng bệnh Streptococcosis trên cá rô phi quy mô 
công nghiệp”. Bên cạnh đó, chúng ta cũng đã đạt được một 
số kết quả trong phương pháp chẩn đoán bệnh, mô tả biểu 
hiện bệnh lý, biến đổi mô học… [16], song các nghiên cứu 
này chỉ thực hiện giải quyết khi bệnh đã xảy ra. Họa động 
giám sát, quan trắc môi trường, bệnh ở vùng nuôi cá rô phi 
tập trung đã được triển khai, tuy nhiên do còn nhiều hạn 
chế trong nghiên cứu xác định yếu tố nguy cơ liên quan đến 
bùng phát dịch bệnh nên việc cảnh báo bệnh chưa kịp thời. 
Nghiên cứu này được thực hiện nhằm xác định các yếu tố 
nguy cơ và đánh giá mức độ liên quan của các yếu tố này 
đến sự bùng phát bệnh Streptococcosis ở cá rô phi. Kết quả 
nghiên cứu là cơ sở khoa học để dự báo sớm khả năng xuất 
hiện bệnh ở cá rô phi và đưa ra các giải pháp phòng, trị bệnh 
Streptococcosis hiệu quả hơn trong thời gian tới.

Phương pháp nghiên cứu

Thu thập số liệu

Thu thập số liệu của nhiệm vụ quan trắc môi trường, 
giám sát dịch bệnh ở cá rô phi giai đoạn 2012-2019 từ Viện 
Nghiên cứu Nuôi trồng Thủy sản 1, các Chi cục Thủy sản Hải 

Yếu tố nguy cơ liên quan đến bệnh Streptococcosis 
ở cá rô phi (Oreochromis sp.) nuôi nước ngọt

Trương Thị Mỹ Hạnh1*, Phan Thị Vân1, Lê Thị Mây1, Nguyễn Hữu Nghĩa1,
Võ Văn Nha2, Nguyễn Đình Xuân Quý3, Đặng Thị Lụa1

1Viện Nghiên cứu Nuôi trồng Thủy sản 1
2Viện Nghiên cứu Nuôi trồng Thủy sản 3

3Trung tâm Khảo nghiệm, Kiểm nghiệm, Kiểm định nuôi trồng thủy sản Vùng I
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Tóm tắt:

Các yếu tố nguy cơ liên quan đến sự xuất hiện của bệnh Streptococcosis ở cá rô phi nuôi nước ngọt tại các tỉnh Hải 
Dương, Bắc Giang, An Giang, Vĩnh Long và Đồng Tháp được xác định dựa trên kết quả thu được từ hoạt động 
quan trắc chủ động, theo dõi, phân tích một số thông số môi trường và sự xuất hiện bệnh ở cá rô phi trong khoảng 
thời gian 2012-2019. Kết quả nghiên cứu cho thấy, NO2-N>0,25 mg/l là mối nguy lớn nhất liên quan đến bệnh 
Streptococcosis ở cá rô phi với tỷ suất chênh OR=37,4; tiếp đến lần lượt là các yếu tố nhiệt độ ≥30oC (OR=16,5), 
H2S>0,02 mg/l (OR=10), NH3>1 mg/l (OR=8,2), mật độ Streptococcus spp. ≥1000 cfu/ml (OR=6,9) và thấp nhất là 
pH>8,5 (OR=2,5). Nhu cầu ôxy hóa học (COD)>10 mg/l và NH4-N>1 mg/l là 2 yếu tố được xác định có tính tương 
quan dương nhưng không phải là yếu tố nguy cơ liên quan đến bệnh Streptococcosis ở cá rô phi. Phân tích kết quả 
các yếu tố ôxy hòa tan (DO), mật độ Aeromonas spp. và vi khuẩn hiếu khí tổng số cho thấy chúng không có tính 
tương quan và không phải là yếu tố nguy cơ liên quan đối với bệnh Streptococcosis ở cá rô phi.

Từ khóa: cá rô phi, nước ngọt, Streptococcosis, yếu tố nguy cơ.

Chỉ số phân loại: 4.5
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Dương, Bắc Ninh và Trung tâm Khảo nghiệm, Kiểm nghiệm, 
Kiểm định nuôi trồng thủy sản Vùng I tại An Giang, Vĩnh 
Long và Đồng Tháp. Số liệu thu thập bao gồm các yếu tố 
nhiệt độ, pH, DO, NH4-N, NO2-N, H2S, COD, NH3, mật độ 
Streptococcus spp., Aeromonas spp., vi khuẩn hiếu khí tổng 
số và S. agalactiae gây Streptococcosis trên cá rô phi.

Phương pháp thu mẫu: mẫu nước phân tích chỉ tiêu 
NH4-N, NO2-N, H2S, COD, NH3, mật độ Streptococcus spp., 
Aeromonas spp., vi khuẩn hiếu khí tổng số được thu chứa 
trong chai nhựa. Nước được thu tại 3 vị trí theo đường chéo 
của ao. Tất cả các mẫu đều được ghi chú cẩn thận và được 

giữ lạnh (4-8oC) trong suốt quá trình vận chuyển đến khi phân 
tích. Tại phòng thí nghiệm, các thông số nêu trên được phân 
tích theo phương pháp chuẩn. Hàm lượng NH4-N và NH3 
phân tích theo SMEWW 4500-NH3 F:2011. Phân tích NO2-N 
theo phương pháp SMEWW 4500-NO2 B: 2011. Hàm lượng 
H2S phân tích theo phương pháp SMEWW 4500-S2- D:2011 
và COD phân tích theo SMEWW 5220 C:2011. Mật độ 
Streptococcus spp., Aeromonas spp., vi khuẩn hiếu khí tổng 
số được định lượng theo phương pháp Buller (2004). Xác 
định S. agalactiae ở cá rô phi bằng nuôi cấy giám định loài 
bằng test API 20Strep. Ngoài ra, chỉ số pH, DO, nhiệt độ được 
đo tại hiện trường bằng máy YSI Pro 1020.

Tần suất thu mẫu bao gồm định kỳ 1 lần/tháng và đột xuất 
khi có biểu hiện cá bệnh ở mô hình ao nuôi bán thâm canh.

Xử lý số liệu

Số liệu được xử lý bằng phần mềm SPSS 23, trong đó mô 
hình hồi quy đa biến logistic được dùng để phân tích sự tác 
động của nhiều yếu tố nguy cơ lên sự xuất hiện bệnh do S. 
agalactiae ở cá rô phi. Biến nhị phân phụ thuộc là kết quả xét 
nghiệm đối với mầm bệnh S. agalactiae gây Streptococcosis 
(có/không có) trên các mẫu cá rô phi. Biến độc lập bao gồm 
nhiệt độ, pH, DO, NH4-N, NO2-N, H2S, COD, NH3, mật độ 
Streptococcus spp., Aeromonas spp. và vi khuẩn hiếu khí tổng 
số. Kết quả phân tích chỉ ra giá trị hệ số tương quan (r) giữa 
biến phụ thuộc với biến độc lập và sự sai khác có ý nghĩa hay 
không có ý nghĩa (p). Theo đó, nếu r càng tiến về 1 và -1 thì 
tương quan tuyến tính càng mạnh, càng chặt chẽ. Tiến về 1 là 
tương quan thuận và tiền về -1 là tương quan nghịch; r càng 
gần 0 thì tương quan tuyến tính càng yếu và r=1 là tương quan 
tuyến tính tuyệt đối, r=0 là không có mối tương quan tuyến 
tính. p<0,05 có sự khác biệt ý nghĩa thống kê và p>0,05 không 
có sự khác biệt ý nghĩa thống kê.

Kế thừa kết quả phân tích nêu trên, yếu tố độc lập nào 
trong mô hình có tương quan với yếu tố phụ thuộc (bệnh do 
S. agalactiae) sẽ được thực hiện phân chia khoảng giá trị để 
tiếp tục thực hiện phân tích khoảng giá trị (chi tiết nêu ở bảng 
1) của mỗi yếu tố độc lập có hay không tương quan với yếu 
tố phụ thuộc. Qua đó xác định yếu tố phụ thuộc sẽ có vùng 
phơi nhiễm (vùng tương quan p<0,05) và không phơi nhiễm 
(vùng không tương quan p>0,05). Đây là cơ sở để phân tích 
OR (Odd ratio - tỷ suất chênh), giá trị của yếu tố nguy cơ gây 
bệnh. 

Tỷ suất chênh OR chỉ đánh giá mức độ liên quan giữa yếu 
tố nguy cơ và bệnh, không có ý nghĩa về việc tính xác suất có 
bệnh [17]. 

OR = Số chênh nhóm phơi nhiễm/Số chênh nhóm không 
phơi nhiễm = (O1/O2) = (a/b)(c/d) = (a*d)/(c*d).

Trong đó: a: phơi nhiễm có bệnh; b: phơi nhiễm không 
bệnh; c: không phơi nhiễm bị bệnh; d: không phơi nhiễm 
không bệnh.
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Abstract:

The risk factors related to the occurrence of 
Streptococcosis disease in cultured freshwater tilapia 
in Hai Duong, Bac Giang, An Giang, Vinh Long, and 
Dong Thap provinces, were determined based on 
results obtained by proactive monitoring approach, 
including observing and analysing water quality and 
disease occurrence in tilapia during the period 2012 to 
2019. The results showed that NO2-N>0.25 mg/l is the 
most risk related to Streptococcosis disease in tilapia 
with odds ratio OR=37.4, followed by temperature 
≥30oC (OR=16.5), H2S>0.02 mg/l (OR=10), NH3>1 mg/l 
(OR=8.2), the density of Streptococcus spp. ≥1000 cfu/
ml (OR=6.9), and the lowest was pH>8.5 (OR=2.5). 
Chemical oxygen demand (COD)>10 mg/l, NH4-N>1 
mg/l are positively correlated, but not risk factors related 
to Streptococcosis in tilapia. Dissolved oxygen (DO), 
Aeromonas spp., and total aerobic bacteria density in 
cultured water were not correlated and associated with 
the appearance of Streptococcosis in tilapia.

Keywords: freshwater, risk factors, Streptococcosis, 
tilapia.

Classification number: 4.5
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KTC 95% = exp[ln(OR)±SE]

SE = √(1/a+1/b+1/c+1/d)

Cách đánh giá giá trị của OR căn cứ vào giá trị thực:

OR<1: không có sự kết hợp nào giữa bệnh, sự phơi 
nhiễm hay yếu tố nguy cơ.

OR=1: yếu tố nguy cơ không có liên quan đến bệnh.

OR>1: có sự kết hợp giữa bệnh với sự phơi nhiễm, OR 
càng lớn thì sự kết hợp này càng mạnh.
Bảng 1. Khoảng giá trị các yếu tố phân tích nguy cơ tiềm năng liên 
quan đến bệnh Streptococcosis ở cá rô phi.

Chỉ tiêu
Đơn
vị tính

Khoảng 
giá trị 

Phân tích 
tương 
quan

Phân 
tích nguy 
cơ

Khoảng phù 
hợp nuôi thủy 
sản 

Nhiệt độ oC

≥30 x x

20-30 x x x(3)

<20 x

pH

6,5-8,5 x x x(1)

>8,5 x x

<6,5 x

NH3 mg/l

>1 x x

≤0,1 x x(3)

0,1-1 x x

NH4-N mg/l
<1 x x(1)

≥1 x x

NO2-N mg/l

>0,25 x x

≤0,05 x x(2)

>0,05 x x

COD mg/l
<10 x x x(2)

≥10 x

H2S mg/l
<0,02 x x(3)

≥0,02 x x

Mật độ Streptococcus 
spp. cfu/ml

≤100 x

>100 x

≥1000 x x

<1000 x

Ghi chú: (1): theo QCVN 02-22:2015/BNNPTNT; (2): theo QCVN 08:2015/
BTNMT; (3): theo QCVN 02-26:2017/BNNPTNT.

Kết quả và thảo luận

Yếu tố thủy lý, thủy hóa có nguy cơ liên quan đến bệnh 
Streptococcosis ở cá rô phi

Mối liên quan một số yếu tố thủy lý hóa đến bệnh 
Streptococcosis ở cá rô phi: phân tích tương quan giữa 
các yếu tố độc lập với yếu tố phụ thuộc trong mô hình lựa 
chọn cho thấy, bệnh do S. agalactiae ở cá rô phi có mối 
liên quan chặt chẽ với 7 yếu tố độc lập trong mô hình bao 
gồm: pH, nhiệt độ, NO2-N, H2S, COD, NH3, NH4-N với 
r=0,332-0,888 (r>0) cho thấy sự tương quan thuận giữa hai 

biến, nếu giá trị biến này tăng sẽ làm tăng giá trị của biến 
kia, đồng thời mối tương quan của 7 yếu tố trên có ý nghĩa 
với p=0,000-0,027<0,05 (bảng 2). Bên cạnh đó, trong mô 
hình có yếu tố DO không có mối tương quan với yếu tố phụ 
thuộc, minh chứng với giá trị p=0,2>0,05. Với kết quả có 
được, cho phép nghiên cứu tiếp tục phân tích chia khoảng 
giá trị của các yếu tố độc lập để xác định được khoảng giá trị 
tương quan và không tương quan với bệnh Streptococcosis 
ở cá rô phi. Theo đó, khoảng giá trị tương quan là khoảng 
giá trị phơi nhiễm bệnh của cá rô phi và ngược lại khoảng 
giá trị không tương quan là khoảng giá trị không phơi nhiễm 
bệnh Streptococcosis ở cá rô phi.
Bảng 2. Tương quan giữa biến độc lập và biến phụ thuộc trong mô 
hình

Yếu tố xét 
trong mô 
hình

Bệnh do S. agalactiae gây ra ở cá rô phi

N Hệ số tương 
quan (r) Giá trị p Kết quả tương 

quan

pH 1045 0,387 0,014 Có

Nhiệt độ 1009 0,761 0,000 Có

DO 1040 0,149 0,2 Không

NO2-N 1041 0,812 0,000 Có

H2S 962 0,782 0,000 Có

COD 1043 0,448 0,045 Có

NH3 704 0,888 0,000 Có

NH4-N 764 0,332 0,027 Có

Ghi chú: bệnh do Streptococcosis ở cá rô phi là biến phụ thuộc vào nhiệt độ, 
pH, DO, NH4-N, NO2-N, H2S, COD, NH3. N: tổng số mẫu phân tích.

Giá trị của yếu tố thủy lý hóa có nguy cơ liên quan 
đến bệnh Streptococcosis ở cá rô phi: kết quả bảng 3 cho 
thấy, nhiệt độ<20oC, NO2-N≤0,05 mg/l, H2S≤0,02 mg/l, 
COD≤10 mg/l, pH<6,5 và NH4-N, NH3≤0,01 mg/l là điều 
kiện môi trường sống cá rô phi không phơi nhiễm với bệnh 
Streptococcosis. Trong điều kiện còn lại, nhiệt độ ≥20oC, 
pH>6,5, NO2-N>0,05 mg/l, H2S>0,02 mg/l, COD>10 mg/l, 
NH4-N, NH3>0,01 mg/l là khoảng môi trường phơi nhiễm 
bệnh Streptococcosis của cá rô phi (bảng 3).
Bảng 3. Tương quan giữa giá trị biến độc lập và biến phụ thuộc trong 
mô hình.

Yếu tố  Đơn vị 
tính Giá trị

Bệnh do S. agalactiae gây ra ở cá rô phi

N
Hệ số 
tương 
quan (r)

Giá 
trị p

Kết quả 
tương 
quan

Phơi nhiễm 
bệnh

Có Không

pH

<6,5 12 0,331 0,294 Không x

6,5-8,5 349 0,496 0,000
Có x

>8,5 57 0,306 0,021

Nhiệt 
độ 

oC

<20 13 -0,513 0,061 Không x

20-30 179 0,243 0,001
Có x

≥30 329 0,464 0,000
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NO2- 
N mg/l

>0,25 177 0,476 0,000 Có x

≤0,05 577 0,076 0,67 Không x

>0,05 452 0,412 0,000 Có x

H2S mg/l
>0,02 553 0,432 0,000 Có x

≤0,02 350 -0,094 0,077 Không x

COD mg/l
≤10 416 0,072 0,144 Không x

>10 603 0,136 0,001 Có x

NH3 mg/l

≤0,1 285 0,112 0,589 Không x

>1 94 0,289 0,005
Có x

0,1-1 322 0,143 0,01

NH4-N mg/l

≤0,1 147 -0,042 0,617 Không x

>0,1 608 0,221 0,000
Có x

>1 73 0,005 0,009

Ghi chú: N: tổng số mẫu phân tích.

Khoảng giá trị phơi nhiễm và không phơi nhiễm là 
cơ sở để phân tích yếu tố nguy cơ liên quan đến bệnh 
Streptococcosis ở cá rô phi. Kết quả phân tích cho thấy, 
trong điều kiện pH≤8,5 sẽ giảm nguy cơ cá nhiễm bệnh 
Streptococcosis 2,5 lần so với điều kiện pH>8,5 (bảng 
4). Kết quả này là tương đồng với kết quả nghiên cứu của 
Bonga và cs (1987) [18], Chen và cs (2001) [19] khi chứng 
minh cá rô phi bị sốc/stress sẽ làm tăng nguy cơ cho tác 
nhân gây bệnh Streptococcosis xâm nhập và bùng phát, và 
điều kiện pH cao (pH>9) là một trong những yếu tố gây 
stress của cá rô phi.

Trong điều kiện nhiệt độ >30oC cá rô phi có nguy cơ 
nhiễm bệnh Streptococcosis cao hơn 16,5 lần so với điều 
kiện nhiệt độ <30oC (bảng 4). Kết quả này phù hợp với 
nghiên cứu của Pei-Chih Liao và cs (2020) [20] khi phân 
tích dữ liệu quan trắc từ các trang trại nuôi cá ở Đài Loan 
trong 10 năm (2006-2015) cho thấy, tỷ lệ nhiễm bệnh liên 
cầu khuẩn Streptococcosis ở cá rô phi tích lũy trong mỗi 
tháng đạt mức cao nhất (gần 50%) là từ tháng 7 đến tháng 
9 (thời điểm nhiệt độ nước cao nhất mùa hè dao động trong 
khoảng 27-35oC). Bệnh Streptococcosis còn được gọi là 
bệnh “nước ấm” do bệnh xuất hiện phổ biến khi nhiệt độ 
nước trên 27oC [21, 22]. Ở Việt Nam, các đợt dịch bệnh 
Streptococcosis ở cá rô phi với tỷ lệ chết >80% đều có liên 
quan đến nhiệt độ nước nuôi >30oC [13-15].

NO2-N>0,25 mg/l trong nước nuôi thì gây cá rô phi có 
nguy cơ nhiễm bệnh Streptococcosis cao gấp 37,4 lần so với 
điều kiện NO2-N≤0,25 mg/l (bảng 4). Khi hàm lượng NO2-N 
cao sẽ gây độc, suy hô hấp, mất khả năng vận chuyển ôxy 
trong máu [23], từ đó làm cá yếu và tăng nguy có mắc bệnh 
(trong đó có bệnh do Streptococcosis) [24]. 

H2S>0,02 và NH3>1 mg/l trong nước là yếu tố nguy cơ 
gây cá nhiễm bệnh Streptococcosis cao lần lượt gấp 10 và 
8,2 lần so với H2S≤0,02 mg/l và NH3≤1 mg/l (bảng 4). Khi 
cá rô phi sống trong môi trường có lượng NH3>0,2 mg/l thì 

lượng hồng cầu trong máu càng thấp, kéo theo giảm DO 
trong máu, tăng NH3 độc tính và làm giảm sức đề kháng 
của cá [25, 26], đặc biệt khi NH3>1 mg/l kết hợp lượng DO 
trong nước thấp, cá rô phi dễ mắc các bệnh, trong đó có 
bệnh liên cầu khuẩn Streptococcosis [25].

Qua đó cho thấy, NO2-N>0,25 mg/l là khoảng giá trị có 
nguy cơ lớn nhất liên quan đến bệnh Streptococcosis ở cá 
rô phi (OR=37,4), tiếp đến là nhiệt độ ≥30oC (OR=16,5), 
H2S>0,02 mg/l (OR=10), NH3>1 mg/l (OR=8,2) và thấp 
nhất là pH>8,5 (OR=2,5). Bên cạnh đó, COD>10 mg/l, 
NH4-N>1 mg/l có tính tương quan thuận nhưng không phải 
là yếu tố nguy cơ gây bệnh Streptococcosis ở cá rô phi 
(bảng 4).

Bảng 4. Mối quan hệ giá trị của yếu tố độc lập có tương quan với yếu 
tố phụ thuộc.

Tên biến 
(yếu tố)

Đơn 
vị tính

Kiểu 
biến (giá 
trị)

Bệnh do S. 
Agalactiae ở cá rô 
phi (% số hộ) Khoảng tin 

cậy (95%) Giá trị p OR

Có Không

pH
>8,5 89,3 76,9

0,57-9,58 0,005 2,5
<6,5 10,7 23,1

pH
6,5-8,5 98,5 98,9

0,21-2,86 0,000 0,77*

<6,5 1,5 0,1

Nhiệt độ oC
>30 99,5 91,7

2,24-135,9 0,000 16,5
<20 0,5 8,3

Nhiệt độ oC
20-30 96,8 98,2

0,07-4,6 0,754 0,5*

<20 3,2 1,8

NO2-N mg/l
>0,25 88,9 10,4

37,6-127,8 0,000 37,4
≤0,05 11,1 89,6

NO2-N mg/l
>0,05 63,1 60,4

0 0,000 0,98*

≤0,05 36,9 39,6

H2S mg/l
>0,02 92,4 53,1

6,3-18,3 0,000 10
≤0,02 7,6 46,9

COD mg/l
>10 24,1 25,1

1,3-1,4 0,000 0,94*

≤10 75,9 74,9

NH3 mg/l
>1 66,7 19,4

4,8-16,2 0,000 8,2
≤0,1 33,3 80,6

NH3 mg/l
0,1-1 60 62,7

0,7-1,2 0,000 0,89*

≤0,1 40 37,3

NH4-N mg/l
>0,1 67,1 69,3

1,9-4,9 0,000 0,91*

≤0,1 33,9 30,7

NH4-N mg/l
>1 56,9 77,3

0,2-0,7 0,000 0,4*

≤0,1 43,1 22,7

Ghi chú: *: chỉ số thể hiện yếu tố bảo vệ.
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Yếu tố vi sinh có nguy cơ liên quan đến bệnh 
Streptococcosis ở cá rô phi

Mối liên quan của một số yếu tố vi sinh đến bệnh 
Streptococcosis ở cá rô phi: kết quả bảng 5 cho thấy, mật độ 
vi khuẩn hiếu khí tổng số và mật độ Aeromonas spp. không 
có tính tương quan với bệnh Streptococcosis với p=0,054-
0,2>0,05, trong khi đó mật độ Streptococcus spp. có tương 
quan thuận (r=0,387>0) với bệnh Streptococcosis. Vì vậy, 
giá trị mật độ Streptococcus spp. được chia ra 4 khoảng 
khác nhau để phân tích xác định khoảng giá trị không tương 
quan/không phơi nhiễm bệnh Streptococcosis của cá rô phi.

Bảng 5. Tương quan giữa biến độc lập và biến phụ thuộc trong mô 
hình.

Yếu tố xét trong mô hình

Bệnh do S. agalactiae gây ra ở cá rô phi

N Hệ số tương quan (r) Giá trị p Kết quả 
tương quan

Mật độ vi khuẩn hiếu khí 
tổng số 407 0,281 0,054 Không

Mật độ Aeromonas spp. trong 
nước 407 0,149 0,2 Không

Mật độ Streptococcus spp. 
trong nước 407 0,387 0,012 Có

Ghi chú: bệnh Streptococcosis ở cá rô phi là biến phụ thuộc và mật độ 
Streptococcus spp., Aeromonas spp., vi khuẩn hiếu khí tổng số là biến độc lập; 
N: tổng số mẫu phân tích.

Giá trị của yếu tố vi sinh có nguy cơ liên quan đến bệnh 
Streptococcosis ở cá rô phi: bốn khoảng giá trị mật độ 
Streptococcus spp. được xem xét bao gồm: >100 cfu/ml, 
≥1000 cfu/ml, ≤100 cfu/ml và <1000 cfu/ml. Kết quả chỉ rõ, 
mật độ Streptococcus spp. trong nước ≥1000 cfu/ml là yếu 
tố phơi nhiễm bệnh Streptococcosis (bảng 6) và trong điều 
kiện này cá nuôi có nguy cơ nhiễm bệnh cao gấp 6,9 lần cá 
nuôi trong điều kiện mật độ Streptococcus spp.<1000 cfu/
ml (bảng 7). Hiện chưa có nghiên cứu nào nêu khoảng mật 
độ Streptococcus spp. ảnh hưởng hưởng đến cá rô phi, tuy 
nhiên một số kết quả nghiên cứu khác về nhóm vi khuẩn 
gây bệnh phổ biến cho đối tượng nuôi đã được đề cập như 
mật độ Vibrio spp.>104 cfu/ml có liên quan đến biểu hiện 
xấu trên gan tụy tôm. Phạm vi tối ưu được xác định đối với 
Vibrio spp. trong nước ao nuôi tôm ở mức <103 cfu/ml [27]. 
Hay mật độ Vibrio spp. trong nền đáy (đạt 3,6 x104 cfu/g) 
có liên quan và đã ảnh hưởng nhiều nhất đến tu hài bị bệnh 
sưng vòi [28].

Bảng 6. Tương quan giữa giá trị biến độc lập và biến phụ thuộc trong 
mô hình.

Yếu tố  Đơn vị 
tính Giá trị

Bệnh do S. agalactiae gây ra ở cá rô phi

N
Hệ số 
tương 
quan (r)

Giá 
trị p

Kết quả 
tương 
quan

Phơi nhiễm 
bệnh

Có Không

Mật độ 
Streptococcus 
spp.

cfu/ml

≥1000 27 0,487 0,010 Có x

<1000 190 0,062 0,399

Không x>100 75 -0,132 0,26

≤100 124 0,164 0,069

Bảng 7. Mối quan hệ giá trị của yếu tố độc lập có tương quan với yếu 
tố phụ thuộc.

Tên biến (yếu tố) Đơn vị 
tính Giá trị

Bệnh do S. 
Agalactiae
ở cá rô phi (% số hộ) KTC 

(95%)
Giá 
trị p OR

Có Không

Mật độ 
Streptococcus sp. cfu/ml

≥1000 73,5 28,6
1,7-27,8 0,005 6,9

<1000 26,5 71,4

Kết luận

NO2-N>0,25 mg/l là mối nguy lớn nhất liên quan đến 
bệnh Streptococcosis ở cá rô phi (OR=37,4), tiếp đến 
là nhiệt độ ≥30oC (OR=16,5), H2S>0,02 mg/l (OR=10), 
NH3>1 mg/l (OR=8,2), mật độ Streptococcus spp.≥1000 
cfu/ml (OR=6,9) và thấp nhất là pH>8,5 (OR=2,5).

COD>10 mg/l, NH4-N>1 mg/l có tính tương quan dương 
nhưng không phải là yếu tố nguy cơ liên quan đến bệnh 
Streptococcosis ở cá rô phi.

Hàm lượng ôxy hoàn tan, mật độ Aeromonas spp. và vi 
khuẩn hiếu khí tổng số không có tính tương quan và không 
phải yếu tố nguy cơ liên quan đối với bệnh Streptococcosis 
ở cá rô phi.
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Đặt vấn đề

Promoter là trình tự nucleotide nằm trước gen phía đầu 
5’ có vai trò quan trọng trong việc điều khiển hoạt động 
phiên mã của gen để tổng hợp protein. Promoter được phân 
làm 3 loại chính gồm: promoter cảm ứng, cơ định và chuyên 
biệt (specific promoter). Trong đó, promoter cơ định như 
35S, actin hay ubiquitin được sử dụng phổ biến nhất [1-3]. 
Tuy nhiên, những promoter này thường tạo ra các kiểu hình 
không mong muốn do hoạt động không định hướng của gen 
gây ra. Vì thế, để khắc phục điều này các nhà khoa học có 
xu hướng sử dụng các promoter chuyên biệt để điều khiển 
các gen ở các mô, bộ phận theo chủ đích [4, 5]. 

Ở thực vật có hoa nói chung, lúa nói riêng năng suất hạt 
phụ thuộc rất nhiều vào hiệu quả của quá trình thụ phấn và 
thụ tinh, trong đó hạt phấn đóng vai trò rất quan trọng trong 
quá trình này. Bất kỳ một tổn thương nào của hạt phấn cũng 
sẽ ảnh hưởng đến quá trình tạo hạt [6]. Nguyen và cs (2019) 
[7] đã chứng minh ở điều kiện nhiệt độ cao 35oC hạt phấn 
cây Arabidopsis bị chết, cây không hình thành hạt. Ở khía 
cạnh phân tử, các báo cáo cho thấy rất nhiều gen tham gia 
vào quá trình phát triển của hạt phấn như: OsIPK, OsIPA, 
OsbHLH, OsFbox, OsIPP3, OsEMSA1, OsLSP, EPAD1… 
[8-13]. Promoter của các gen này đã được phân lập và 

chứng minh có khả năng ứng dụng trong điều khiển các gen 
mục tiêu nhằm tạo dòng bất dục đực ở cây trồng như thuốc 
lá, lúa đã được báo cáo [14-16].

Nhìn chung, các promoter chuyên biệt thường có mặt các 
yếu tố điều khiển hoạt động chuyên biệt cho mô hay tế bào 
[17-20]. Khi phân tích trình tự vùng điều hòa chuyên biệt 
hạt phấn ở cây cà chua, Lat52, nhóm nghiên cứu của Twell 
đã tìm thấy một số yếu tố có vai trò chính đối với hoạt động 
của promoter như GTGANTG10, POLLEN1LeLAT52 
[21]. Các yếu tố này cũng được tìm thấy ở một số promoter 
chuyên biệt hạt phấn khác như OsSCP, OSIPA, OsLPS10 
và OsLPS11 [22, 23]. Ngoài vai trò của các yếu tố nêu trên, 
một số nghiên cứu cho thấy các mô típ mới hay trình tự 
bảo tồn cũng chi phối hoạt động chuyên biệt của promoter. 
Các mô típ phân bố ở các vị trí khác nhau và kiểm soát các 
hoạt động chuyên biệt của gen [19, 20, 24, 25]. Li và cs 
(2020) [26] đã xác định được 15 mô típ liên quan trực tiếp 
đến biểu hiện chuyên biệt hạt phấn của gen hydroxyproline-
rich glycoproteins (HRGP) ở cây Arabidopsis. Nguyen và 
cs (2016) [27] đã xác định được 9 gen chuyên biệt hạt phấn 
ở lúa (Rice microspore pollen từ 1 đến 9). Các promoter này 
đã được chứng minh hiệu quả thông quan gen chỉ thị GUS 
và Sidecar pollen-2 (scp-2) ở cây Arabidopsis. Trong phạm 
vi bài báo này, chúng tôi tiến hành phân tích vùng promoter 

Xác định các yếu tố điều hòa hoạt động (CRE) 
của gen RMP1 và RMP2

liên quan đến biểu hiện chuyên biệt ở hạt phấn lúa
Nguyễn Tiến Dũng*, Triệu Bích Huệ, Nguyễn Xuân Vũ

Trường Đại học Nông Lâm, Đại học Thái Nguyên
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của hai gen RMP1 và RMP2 nhằm tìm ra các CRE liên quan 
đến biểu hiện chuyên biệt của chúng.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Phân tích biểu hiện gen

Biểu hiện của gen RMP1 và RMP2 được phân tích dựa 
trên dữ liệu công bố RiceXPro (https://ricexpro.dna.affrc.
go.jp/). Biểu hiện gen dựa trên cường độ huỳnh quang Cy3 
ở các cơ quan sinh sản như mầm hoa, bao phấn, nhụy... 
Đồng thời, biểu hiện gen cũng được phân tích thêm dựa trên 
bản đồ nhiệt (heat map) bằng phần mềm ePlant (http://bar.
utoronto.ca/eplant_rice/). 

Lựa chọn vùng điều hòa hoạt động của gen và phân 
tích CRE

Trình tự gen RMP1 (Os01g0533400) và RMP2 
(Os04g0561900) được lấy trên cơ sở dữ liệu Rice Functional 
Genomic Express Database (RiceGE, http://signal.salk.
edu/cgi-bin/RiceGE). Vùng trình tự nucleotide nằm liền kề 
phía trước mã mở đầu ATG phía đầu 5’ được xác định là 
promoter. Trình tự promoter của gen RMP1 và RMP2 lần 
lượt là 1.343 và 754 bp (bảng 1). Để xác định các yếu tố 
CRE, trình tự promoter gen RMP1 và RMP2 được phân tích 
bằng phần mềm NEW PLACE (https://www.dna.affrc.go.jp/
PLACE/) và PlantCARE (https://www.dna.affrc.go.jp/
PLACE/?action=newplace). Tần số xuất hiện các CRE sẽ 
được thống kê và xây dựng biểu đồ. Các yếu tố phiên mã sẽ 
được đánh dấu vị trí trên vùng promoter của gen.
Bảng 1. Gen RMP1 và RMP2 sử dụng trong nghiên cứu.

Gen Mã số trên NCBI Sản phẩm gen mã hóa Kích thước vùng điều 
hòa gen

RMP1 Os01g0533400 Glycoside hydrolase, family 
35 protein 1.343 bp (-18 đến -1.360)

RMP2 Os04g0561900 Peptidase S9A, prolyl 
oligopeptidase family 754 bp (-97 đến -850)

Kết quả nghiên cứu và thảo luận 

Biểu hiện của gen RMP1 và RMP2 ở hạt phấn 

Kết quả phân tích database bằng phần mềm RiceXPro 
để kiểm tra biểu hiệu gen ở các mẫu bao gồm mầm hoa, 
bao phấn, nhụy, vỏ trấu dựa trên cường độ tín hiệu huỳnh 
quang Cy3 cho thấy hầu hết các mẫu mầm hoa, nhụy, vỏ 
trấu không có tín hiệu biểu hiện. Gen RMP1 và RMP2 bắt 
đầu biểu hiện khi bao phấn được hình thành, và biểu hiện 
mạnh nhất ở giai đoạn bao phấn có kích thước từ 1,5 đến 2,0 
mm (hình 1). Đồng thời bằng phần mềm ePlant gen RMP1 
và RMP2 được phân tích biểu hiện dựa trên bản đồ nhiệt ở 
các cơ quan sinh sản (mầm hoa, hạt) và cơ quan sinh dưỡng 
(lá, thân, rễ). Kết quả cho thấy, gen chỉ biểu hiện ở cơ quan 
sinh sản, đặc biệt là giai đoạn P5 và P6, gen không hoặc 
biểu hiện rất ít ở các cơ quan sinh dưỡng (hình 2). 
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Abstract:

Tissue and organ-specific expression genes induced 
by Cis-regulator elements (CREs) are distributed in 
the promoter region of a gene. In rice, pollen-specific 
genes have been investigated to identify CREs related 
to specific expression in anther and pollen grain such as 
GTGANTG10, POLLEN1LELAT52... RMP1 and RMP2 
genes that specifically express the early stage of pollen 
development were analysed their promoter region using 
NEW PLACE and PlantCARE tools. Results showed 
that 80 CREs were located in the RMP1 promoter 
and 95 CREs in the RMP2. Among them, 6 CREs 
are abundant distribution with from 12 to 25 copies, 
including ARR1AT, CAATBOX1, CACTFTPPCA1, 
DOFCOREZM, EBOXBNNAPA, and GATABOX. 
Interestingly, two pollen-specific CREs, GTGANTG10, 
POLLEN1LELAT52, were also found in RMP1 and 
RMP2 promoters. In which, GTGANTG10 was counted 
14 copies in RMP1 and 21 copies in RMP2, whereas, 
POLLEN1LELAT52 was found 4 and 21 copies in RMP1 
and RMP2, respectively.

Keywords: Cis-regulator elements, promoter, rice.
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CRE phổ biến trên vùng promoter RMP1 và RMP2

Kết quả phân tích cho thấy, có 80 CRE trên vùng 
promoter RMP1 và 95 CRE trên vùng promoter RMP2. Các 
CRE xuất hiện với tần số và vai trò khác nhau trong điều hòa 
hoạt động của gen. Trong đó, có 6 CRE xuất hiện với tần số 
lớn từ 12 đến 35 lần (bảng 2, hình 3A). Các CRE tham gia 
vào các chức năng khác nhau như stress, hormon, biểu hiện 
gen… Trong đó, ARR1AT là yếu tố liên kết được tìm thấy 
trên các promoter của cây lúa và Arabidopsis. Sakai và cs 
(2000) [28] đã chứng minh ARR1 và ARR2 là các yếu tố 
phiên mã có vai trò điều hòa quá trình tổng hợp cytokinin. 
Trên trình tự promoter RMP1 và RMP2, ARR1AT xuất 
hiện lần lượt 12 và 26 lần. CAATBOX chịu trách nhiệm 
kiểm soát hoạt động chuyên biệt ở mô của gen LegA ở cây 
đậu ngựa, đồng thời tham gia vào điều khiển quá trình ra 
hoa ở cây Arabidopsis [26, 29]. DOFCEREZM liên kết với 

protein Dof tham gia điều hòa hoạt động của gen liên quan 
đến stress, tổng hợp hormon và biểu hiện đặc hiệu mô ở cây 
1 và 2 lá mầm [30]. DOFCEREZM xuất hiện 15 và 35 lần 
trên promoter RMP1 và RMP2. GATABOX tham gia điều 
hòa hoạt động đặc hiệu mô, kiểm soát mức độ biểu hiện gen 
[23]. CACTFTPPCA1 là thành viên chính tham gia điều hòa 
hoạt động tổng hợp carbon ở tế bào trung bì (mesophyll). 
Sharma (2014) [31] đã phân tích promoter của 40 gen và 
nhận thấy CACTFTPPCA1 là yếu tố phổ biến có mặt ở tất cả 
các promoter. Kết quả phân tích cho thấy, CACTFTPPCA1 
xuất hiện lần lượt 18 và 26 lần trên vùng promoter RMP1 
và RMP2. EBOXBNNAPA là yếu tố tham gia biểu hiện 
gen đặc hiệu ở mô của gen tổng hợp phenylpropanoid được 
chứng minh bởi Hartmann và cs (2005) [32]. Yếu tố này 
được phát hiện trên promoter của RMP1 và RMP2 với tần 
số lần lượt là 20 và 16. Đặc biệt, kết quả phân tích cho thấy 
hai yếu tố GTGANTG10 và POLLEN1LELAT52 kiểm soát 

Hình 1. Biểu hiện của gen RMP1 (A) và RMP2 (B) ở giai đoạn sinh sản hữu tính được phân tích bằng phần mềm RiceXPro thông qua tín hiệu 
huỳnh quang Cy3 (inflorescence: hoa; anther: bao phấn; pistil: nhụy; lemma: đỉnh vỏ trấu; palea: vỏ trấu dưới).

Hình 2. Mô phỏng biểu hiện của gen RMP1 (A) và RMP2 (B) ở cơ quan sinh sản bằng phần mềm eFP dựa trên biểu đồ nhiệt. Biểu đồ nhiệt thể 
hiện mức độ biểu hiện gen tăng dần từ màu vàng đến màu đỏ tương ứng với các giai đoạn phát triển của hoa (inflorescence P1-P5), hạt (seed S1-S5), lá 
non (young leaf), lá trưởng thành (mature leaf), rễ cây con (seeding root).
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biểu hiện chuyên biệt ở hạt phấn và bao phấn đều có mặt 
trên promoter RMP1 và RMP2. Trong đó, GTGANTG10 
xuất hiện với tần số 14 lần trên RMP1 và 21 lần trên RMP2, 
POLLEN1LELAT52 với tần số 4 lần trên RMP1 và 2 lần 
trên RMP2 (bảng 2, hình 3A). Đây là 2 motif quan trọng 
điều hòa hoạt động chuyên biệt hạt phấn được tìm thấy trên 
gen g10 ở cây thuốc lá (Nicotiana tabacum), Lat56, Lat52 ở 
cây cà chua (Lycopersicum esculentum) [33, 34]. Vị trí phân 
bố của các motif này được thể hiện ở hình 3B.

Bảng 2. Danh sách các CRE phổ biến trên promoter RMP1 và RMP2.

TT CREs Trình tự (5’-3’)
Tần số xuất hiện

Chức năng
RMP1 RMP2

1 ARR1AT NGATT (N=G/A/C/T) 12 26 Yếu tố phiên mã điều hòa 
cytokinin [28]

2 CAATBOX1 CAAT 18 34 Điều hòa hoạt động ở mô, cơ 
quan [29]

3 CACTFTPPCA1 YACT (Y=T/C) 18 26
Yếu tố điều hòa đặc hiệu 
meiocytes [35]

4 DOFCOREZM AAAG 15 35
Yếu tố phiên mã Dof1 và 
Dof2 tham gia biểu hiện gen 
tổng hợp carbon [31]

5 EBOXBNNAPA CANNTG (N=A/G/C/T) 20 16 Biểu hiện đặc hiệu mô tổng 
hợp phenylpropanoids [35]

6 GATABOX GATA 30 13 Hộp GATA, điều hòa biểu 
hiện đặc hiệu mô [36]

7 GTGANTG10 GTGA 14 21 Điều hòa hoạt động đặc hiệu 
ở hạt phấn cây thuốc lá [37]

8 POLLEN1LELAT52 AGAAA 4 2
Điều hòa hoạt động đặc 
hiệu ở hạt phấn cây cà chua 
[34, 38]

Hình 3. Tần số xuất hiện các CRE phổ biến (A) và vị trí phân bố của 
POLLEN1LETAT52 và GTGANTG10 (B) trên promoter RMP1 và 
RMP2.

Promoter chuyên biệt hạt phấn là công cụ hữu hiệu có 
thể sử dụng để điều khiển các gen liên quan đến quá trình 
phát triển của hạt phấn, như điều khiển quá trình tổng hợp 
hóc môn tạo cây lúa bất dục đực hoặc nâng cao hiệu quả 
thụ phấn thụ tinh của cây [16]. Gần đây, biến đổi khí hậu 
đã gây ra các hiện tượng cực đoan đối với cây trồng, đặc 
biệt là nhiệt độ thấp và nắng nóng tác động lớn đến quá 
trình thụ phấn thụ tinh, từ đó làm giảm năng suất và sản 
lượng của cây. Nhiều nhà khoa học đã tìm cách nâng cao 
tính chống chịu của hạt phấn thông qua điều khiển các gen 
liên quan bằng các promoter chuyên biệt [27, 31, 32]. Từ 
các nghiên cứu trên cho thấy, promoter RMP1 và RMP2 có 
thể là một trong những công cụ hữu ích được sử dụng để 
điều khiển các gen liên quan đến hạt phấn trong công tác 
chọn tạo giống ở Việt Nam.  

Kết luận

Kết quả phân tích cho thấy, gen RMP1 và RMP2 biểu hiện 
mạnh ở giai đoạn hình thành bao phấn kích thước từ 1,5 đến 
2,0 mm. Vùng promoter gen RMP1 và RMP2 có chứa nhiều 
yếu tố điều hòa hoạt động CRE, RMP1 có chứa 80 CRE, 
RMP2 có 95 CRE. Trong đó, có 6 CRE phổ biến xuất hiện 
với tần số từ 12 đến 25 lần gồm ARR1AT, CAATBOX1, 
CACTFTPPCA1, DOFCOREZM, EBOXBNNAPA, 
GATABOX. Hai yếu tố phiên mã liên quan trực tiếp 
đến biểu hiện chuyên biệt ở hạt phấn GTGANTG10, 
POLLEN1LELAT52 xuất hiện với tần số 14, 4 và 21, 2 trên 
promtoer RMP1 và RMP2. Để đánh giá vai trò của các CRE 
này cần tiến hành kết hợp phân tích vai trò của chúng thông 
qua các chỉ thị khác như GUS, GFP.
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Đặt vấn đề

Dạ yến thảo (Petunia hybrida L.) thuộc họ Cà 
(Solanaceae) là loài cây thân thảo mềm, ưa sáng, chịu nhiệt, 
nở nhiều hoa, thời gian nở hoa dài và rất phong phú về màu 
sắc hoa (trắng, hồng, đỏ, tím...) và kiểu dáng cây [1]. Phần 
lớn Dạ yến thảo trồng ngày nay được lai tạo từ Petunia 
axillaris, Petunia violacea và Petunia inflata.

Hiện nay, ở Việt Nam cây hoa Dạ yến thảo được trồng 
chủ yếu từ hạt với giá hạt tương đối đắt (từ 1.000 đến 5.000 
đ/hạt tùy thuộc vào dạng cây và màu sắc hoa), cộng thêm 
vào đấy, kích cở hạt rất nhỏ, tỷ lệ nảy mầm chỉ khoảng 60-
65%, tỷ lệ chết cao nên giá thành cây giống khá cao. Dạ yến 
thảo còn có thể nhân giống bằng phương pháp giâm cành 
nhưng có nhược điểm là cần lượng cây mẹ lớn, hệ số nhân 
giống thấp, cây con sinh trưởng kém và dễ nhiễn các loại 
bệnh… [2]. 

Vì những lý do đó, việc ứng dụng kỹ thuật nuôi cấy mô 
tế bào thực vật để nâng cao hệ số nhân giống, cây giống 
tạo ra hoàn toàn sạch bệnh, đồng nhất về kiểu hình, ổn định 
về tính di truyền là hướng đi gần như tất yếu trong nền sản 
xuất nông nghiệp công nghệ cao hiện nay. Xuất phát từ nhu 
cầu thực tiễn của sản xuất, chúng tôi thực hiện “Nghiên cứu 

tạo nguồn vật liệu khởi đầu trong nhân giống in vitro cây 
hoa Dạ yến thảo (Petunia hybrida L.)”.

Vật liệu và Phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

Giống hoa Dạ yến thảo sử dụng để nghiên cứu có màu 
tím hồng, được nhập về từ Thái Lan. 

Cây giống sử dụng để nghiên cứu đã phân cành dài 15-
20 cm và chưa ra hoa.

Vật liệu nuôi cấy khởi đầu là đoạn thân mang mắt ngủ 
của cây giống khoẻ mạnh, không bị sâu bệnh.

Phương pháp nghiên cứu

Sử dụng các phương pháp nuôi cấy thường quy trong 
nuôi cấy mô và tế bào thực vật.

Nghiên cứu phương pháp khử trùng tạo nguồn vật liệu 
khởi đầu (TN1): vật liệu là các đoạn thân mang mắt ngủ 
cùng chung một chế độ xử lý (rửa mẫu vật, khử trùng, môi 
trường dinh dưỡng…) với yếu tố thí nghiệm là các khoảng 
thời gian xử lý khác nhau (5, 7, 10 và 15 phút). Đánh giá kết 
quả tại thời điểm 2 tuần sau khi nuôi cấy.

Nghiên cứu tạo sự phát sinh chồi in vitro và nhân nhanh:

Nghiên cứu tạo nguồn vật liệu khởi đầu 
trong nhân giống in vitro 

cây hoa Dạ yến thảo (Petunia hybrida L.)
Nguyễn Tiến Long1*, Lã Thị Thu Hằng1, 2, Trần Thị Triêu Hà1, 2, Dương Thanh Thủy1, 2, Lê Như Cương1

1Nhóm nghiên cứu công nghệ cao trong trồng trọt, Đại học Huế
2Trường Đại học Nông Lâm, Đại học Huế

Ngày nhận bài 2/2/2021; ngày chuyển phản biện 8/2/2021; ngày nhận phản biện 19/3/2021; ngày chấp nhận đăng 26/3/2021

Tóm tắt:

Với mục đích tạo nguồn vật liệu khởi đầu cho nhân giống in vitro cây hoa Dạ yến thảo, nghiên cứu này đã xác định 
được phương pháp khử trùng và môi trường dinh dưỡng trong các giai đoạn khác nhau: tái sinh chồi, nhân nhanh 
chồi và các cơ quan sinh dưỡng của cây in vitro sử dụng để nhân nhanh. Kết quả cho thấy, sử dụng đoạn thân mang 
mắt ngủ làm nguồn nguyên liệu khởi đầu và khử trùng bằng dung dịch HgCl2 nồng độ 0,1% trong thời gian 10 phút 
cho hiệu quả khử trùng tốt nhất (tỷ lệ mẫu sống đạt 60%). Môi trường tái sinh chồi từ đoạn thân mang mắt ngủ tốt 
nhất là: MS + 1 mg BAP/l + 6,5 g agar/l + 30 g sacarose/l (tỷ lệ mẫu tạo chồi 100%, số chồi trung bình/mẫu đạt 2,73); 
môi trường nhân nhanh chồi tốt nhất là MS + 1 mg BA/l + 0,2 mg IBA/l + 6,5 g agar/l + 30 g sacarose/l (số chồi trung 
bình/mẫu đạt 19,53). Mô lá của cây in vitro là cơ quan sinh dưỡng phù hợp nhất để nhân nhanh, 100% các chồi in 
vitro tái sinh thông qua hình thức mô sẹo, tỷ lệ số chồi/mẫu đạt 21,53. 

Từ khóa: hoa Dạ yến thảo, nuôi cấy in vitro, tái sinh chồi.

Chỉ số phân loại: 4.6

*Tác giả liên hệ: Email: nguyentienlong@huaf.edu.vn
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- Xác định ảnh hưởng của BAP đến khả năng tái sinh chồi 
in vitro (TN2): sử dụng môi trường MS + 30 g/l saccharose 
+ 6,5 g/l agar và  bổ sung BAP ở các nồng độ khác nhau (0-2 
mg/l). Đánh giá thí nghiệm sau 6 tuần nuôi cấy.

- Xác định ảnh hưởng của tổ hợp BAP và IBA đến khả 
năng nhân nhanh chồi in vitro (TN3): môi trường nuôi cấy 
tương tự ở TN 2 với nồng độ BAP tốt nhất, bổ sung IBA với 
các mức nồng độ khác nhau (0, 0,1, 0,2, 0,3 và 0,4 mg/l). 
Đánh giá thí nghiệm sau 6 tuần nuôi cấy.  

- Xác định nguồn thực liệu nuôi cấy mô phù hợp (TN4): 
các cơ quan sinh dưỡng khác nhau bao gồm: chồi ngọn in 
vitro dài 1 cm, đoạn thân in vitro mang mắt ngủ dài 1 cm, 
mảnh lá in vitro (1x1 cm) được cấy vào môi trường tốt nhất 
rút ra từ TN3. Đánh giá thí nghiệm sau 6 tuần nuôi cấy.

Các chỉ tiêu theo dõi: tỷ lệ mẫu nhiễm (%); tỷ lệ mẫu 
sạch (%); tỷ lệ mẫu sống (%); số mẫu tái sinh chồi; số chồi/
mẫu; chiều cao chồi; số lá/chồi: hệ số nhân chồi; mẫu tạo 
callus; chất lượng chồi.

Điều kiện thí nghiệm: nghiên cứu được thực hiện tại 
Phòng thí nghiệm nuôi cấy mô tế bào, Bộ môn Di truyền 
- giống, Khoa Nông học, Trường Đại học Nông Lâm, Đại 
học Huế.

Môi trường nuôi cấy MS [3] bổ sung saccarose, agar và 
các chất điều hòa sinh trưởng, pH 5,8, được khử trùng ở 
nhiệt độ 121oC trong 20 phút.

Các thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên (CRD), 
3 lần lặp lại mỗi lần 10 mẫu, theo dõi 30 mẫu, nhiệt độ 
25±2oC, cường độ ánh sáng 2000 lux, thời gian chiếu sáng 
14h/ngày.

Số liệu thí nghiệm được xử lý trên phần mềm Microsoft 
Excel và Statictis 10.0.

Kết quả và thảo luận

Xác định thời lượng khử trùng nguồn vật liệu khởi 
đầu 

Hiệu quả của phương pháp khử trùng mẫu bằng HgCl2 
nồng độ 0,1% ở các khoảng thời gian 5, 7, 10 và 15 phút 
trên cơ quan sinh dưỡng đưa vào nuôi cấy là đoạn thân 
mang mắt ngủ được thể hiện ở bảng 1. 
Bảng 1. Ảnh hưởng của thời gian khử trùng đến sự tạo nguồn vật liệu 
khởi đầu (sau 2 tuần nuôi cấy).

Thời gian khử trùng
(phút)

Tỷ lệ mẫu nhiễm 
(%)

Tỷ lệ mẫu chết
 (%)

Tỷ lệ mẫu sống 
và sạch (%)

5 96,67 0,00 3,33

7 73,33 16,67 10,00

10 16,67 23,33 60,00

15 0,00 93,33 6,67

Nhận xét được rút ra là tỷ lệ mẫu sống và sạch tăng theo 
chiều tăng của thời gian khử trùng trong phạm vi thời lượng 
từ 5 lên 10 phút. Cụ thể, ở thời gian khử trùng 10 phút, 
hiệu quả khử trùng đạt cao nhất với tỷ lệ mẫu sống và sạch 
đạt 60%, tỷ lê mẫu nhiễm 16,67%. Tuy nhiên, khi tăng thời 
gian khử trùng lên 15 phút thì tỷ lệ mẫu sống và sạch giảm 
rõ rệt, các mẫu theo dõi gần như chết hoàn toàn (93,33%). 
Điều này có thể được giải thích là do chất khử trùng HgCl2 

A study on the primary materials 
for in vitro propagation 

of Petunia hybrida L.
Tien Long Nguyen1*, Thi Thu Hang La1, 2, 

Thi Trieu Ha Tran1, 2, 
Thanh Thuy Duong1, 2, Nhu Cuong Le1

1High Technology in Crop Production Group, Hue University
2University of Agriculture and Forestry, Hue University

Received 2 February 2021; accepted 26 March 2021

Abstract:

The aim of this study was to identify the primary materials 
for in vitro propagation of the Petunia hybrida L. The 
sterilisation method and the medium in different stages: 
shoot regeneration, rapid shoot multiplication, and the 
part of the in vitro plant used for rapid multiplication 
were identified. The study results showed that using 
nodal segments with axillary buds as the primary 
material and sterilising by HgCl2 0.1% in 10 minutes gave 
the best disinfection effect (survival rate reached 60%). 
Murashige and Skoog (MS) medium supplemented 
with 1 mg of BAP/l + 6.5 g agar/l + 30 g sacarose/l was 
reported as the best one for shoot regeneration (100% of 
shoot formed and number shoot per sample was 2.73), 
meanwhile, the mixture of MS + 1  mgBA/l + 0.2  mg 
IBA/l + 6.5 g agar/l + 30 g sacarose/l was considered as 
the best medium for rapid shoot multiplication (average 
shoots/sample reached 19.53). In vitro, leaf tissue is the 
most suitable vegetative organ for rapid multiplication, 
100% of in vitro shoots regenerate through the form of 
callus, and the ratio of shoots/sample reached 21.53.

Keywords: in vitro propagation, Petunia hybrida L., 
shoots regeneration.

Classification number: 4.6
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(0,1%) ngoài tác dụng diệt các vi sinh vật thì nó cũng gây 
độc cho mô nuôi cấy.

Thời gian khử trùng ảnh hưởng đến tỷ lệ mẫu sạch bệnh 
và mẫu nhiễm bệnh [4], thời gian khủ trùng ngắn thì tỷ lệ 
mẫu nhiễm tăng, tăng thời gian khử trùng thì tỷ lệ mẫu 
nhiễm giảm nhưng tỷ lệ mẫu chết lại tăng. Kết quả này phù 
hợp với nghiên cứu của Wesely và cs (2011) [5], Johnson và 
cs (2011) [6]. 

Xác định nồng độ BA, tổ hợp BAP và IBA thích hợp 
trong giai đoạn phát sinh chồi và nhân nhanh

Nghiên cứu ảnh hưởng của BAP đến khả năng tái sinh 
chồi: BAP là một trong những cytokinin có ảnh hưởng rất 
rõ rệt đến sự hình thành và phân hóa cơ quan của thực vật, 
đặc biệt là sự phân hóa chồi trong nuôi cấy mô tế bào thực 
vật [7]. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng các đoạn thân 
mang mắt ngủ hoàn toàn sạch vi sinh vật cấy vào môi trường 
có bổ sung BAP ở các nồng độ khác nhau (0-2 mg/l). Sau 6 
tuần nuôi cấy, đánh giá khả năng tái sinh chồi và sinh trưởng 
của chồi in vitro, chúng tôi thu được kết quả ở bảng 2. 
Bảng 2. Ảnh hưởng của BAP đến khả năng tái sinh và sinh trưởng 
của chồi in vitro.

Công thức
Tỷ lệ mẫu 
tạo chồi (%)

Số chồi/mẫu 
(chồi)

Chiều cao trung 
bình/chồi (cm)

Chất lượng 
chồi

Đ/C 0,00 0.00d 0.00e -

Đ/C + 0,5 mg BAP/l 100,00 1,57c 1,57d +++

Đ/C + 1,0 mg BAP/l 100,00 2,73a 2,85a +++

Đ/C + 1,5 mg BAP/l 100,00 2,03b 2,41b ++

Đ/C + 2,0 mg BAP/l 100,00 1,40c 2,02c +

LSD0,05   0,31 0,31

Ghi chú: Đ/C: môi trường MS + 30 g/l saccharose + 6,5 g/l agar. Trong cùng 
1 cột, các chữ  a, b, c… thể hiện sự sai khác có ý nghĩa giữa các công thức về 
mặt thống kê ở mức =0,05 ; +++: chồi to, khỏe, lá màu xanh đặc trưng; ++: 
chồi nhỏ, lá bé màu xanh nhạt; +: chồi nhỏ, sinh trưởng yếu.

Số liệu ở bảng 2 cho thấy, BAP có vai trò quyết định 
đến khả năng tái sinh chồi và sinh trưởng của chồi in vitro. 
Tỷ lệ mẫu tạo chồi đạt 100% ở tất cả các công thức có bổ 
sung BAP, trong khi môi trường không bổ sung BAP hoàn 
toàn không có biểu hiện kích ứng tạo chồi. Trong phạm vi 
nồng độ BAP tăng từ 0,5 đến 1 mg/l, sự phát sinh chồi tăng 
theo chiều thuận với sự tăng nồng độ và cho hiệu quả phát 
sinh chồi cao nhất ở mức 1 mg BAP/l (tỷ lệ mẫu tạo chồi 
100,00%, số chồi trung bình/mẫu đạt 2,73 chồi, chồi khoẻ, 
đồng đều, màu xanh đặc trưng). Khi tăng nồng độ BAP lên 
2,0 mg/l, số chồi trung bình/mẫu đã giảm rõ rệt (chỉ còn 1,40 
chồi), đồng thời một số chồi được tạo ra bắt đầu có những 
biểu hiện thay đổi về hình thái bên ngoài như chồi nhỏ, lá bị 

cong, mọng nước, xuất hiện các khối callus màu xanh nhạt, 
sinh trưởng chậm. Như vậy, môi trường thích hợp để tái sinh 
chồi là MS + 1 mg/l BAP + 6,5 g agar/l + 30 g saccarose/l. 
Kết quả này cao hơn chút ít so với Hassan và cs (2010) [8] 
trong một nghiên cứu tương tự và phù hợp với nghiên cứu 
của Bùi Thị Cúc và cs (2017) [2] khi sử dụng nguồn vật liệu 
khởi đầu để tái sinh là đoạn thân cho khả năng tái sinh tốt 
hơn so với việc sử dụng mô lá.

Nghiên cứu ảnh hưởng của tổ hợp BAP và IBA đến khả 
năng tăng hệ số nhân chồi và sinh trưởng của chồi: ảnh 
hưởng kết hợp giữa và BAP với IBA đến khả năng tái sinh 
chồi, tăng hệ số nhân chồi và sinh trưởng của chồi in vitro 
sau 8 tuần nuôi cấy được thể hiện ở bảng 3. 
Bảng 3. Ảnh hưởng của tổ hợp BAP và IBA đến khả năng tăng hệ số 
nhân chồi và sinh trưởng của chồi (sau 8 tuần nuôi cấy).

Công thức Số chồi/mẫu 
(chồi)

Chiều cao trung 
bình/chồi (cm)

Số lá trung 
bình/chồi (cái)

Đ/C 15,16b 2.09bc 4,40b

Đ/C + 0,1 mg IBA/l 17,87a 2.63ab 4,63b

Đ/C + 0,2 mg IBA/l 19,53a 2,80a 5,17a

ĐC +  0,3 mg IBA/l 18,60b 2,11bc 3,62 c

ĐC +  0,4 mg IBA/l 9,43c 1,57c 3,20c

LSD 0,05 1,93 0,67 0,49

Ghi chú: Đ/C: môi trường MS + 1,0 mg/l BAP + 30 g/l saccharose + 6,5 g/l 
agar. Trong cùng 1 cột, các chữ  a, b, c… thể hiện sự sai khác có ý nghĩa giữa 
các công thức về mặt thống kê ở mức =0,05. 

Kết quả bảng 3 cho thấy, có sự khác biệt rõ rệt khi kết 
hợp BAP và IBA trong môi trường nuôi cấy so với công thức 
đối chứng (chỉ bổ sung 1 mg BAP/l). Cụ thể, môi trường bổ 
sung 1 mg BAP/l kết hợp với 0,2 mg IBA/l cho kết quả tốt 
nhất, thể hiện ở số chồi được tạo ra nhiều nhất (19,53 chồi/
mẫu), chiều cao chồi và số lá cũng lớn nhất. Tuy nhiên, khi 
tăng nồng độ IBA lên 0,4 mg/l,, hệ số nhân chồi và chiều 
cao chồi thu được đều giảm so với công thức đối chứng. 
Như vây, môi trường thích hợp để nhân nhanh chồi in vitro 
cây hoa Dạ yến thảo là MS + 1 mg BAP/l + 0,2 mg IBA/l + 
6,5 g agar/l + 30 g saccarose/l. Kết quả nghiên cứu này cho 
hệ số nhân chồi cao hơn của Natanija và cs (2015) [9] khi 
nhân nhanh cây hoa Dạ yến thảo trên môi trường MS có bổ 
sung 0,8 mg/l BAP kết hợp với 0,1 mg/l NAA.

Xác định nguồn thực liệu nuôi cấy mô phù hợp

Một số cơ quan sinh dưỡng khác nhau bao gồm đoạn 
thân mang mắt ngủ, lá, chồi ngọn của cây in vitro được cấy 
vào môi trường dinh dưỡng cơ bản có bổ sung 1 mg BAP/l 
và 0,2 mg IBA/l nhằm xác định nguồn thực liệu phù hợp 
nhất thông qua các tiêu chí cơ bản như khả năng tạo chồi 
và chất lượng chồi sinh ra, kết quả được thể hiện ở bảng 4.
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Bảng 4. Ảnh hưởng của cơ quan nuôi cấy đến khả năng tạo chồi và 
sinh trưởng của chồi (sau 8 tuần nuôi cấy).

Công thức Tỷ lệ mẫu tạo 
callus (%)

Số chồi/mẫu 
(chồi) Chất lượng chồi

Đoạn thân mang 
mắt ngủ 100,00 19,24 Chồi nhỏ, màu 

xanh đặc trưng

Chồi ngọn 100,00 18.17 Chồi nhỏ, màu 
xanh đặc trưng

Mô lá 100,00 21,53 Chồi mập, màu 
xanh đặc trưng

LSD0,05 1,39

Số liệu bảng 4 cho thấy, ở cả 3 cơ quan sử dụng để nuôi 
cấy tỷ lệ mẫu tạo mô sẹo đều đạt 100%, sau đó tất cả các 
mô sẹo này đều phát triển tạo nên cụm chồi. Như vậy, sự 
kết hợp giữa BAP và IBA với tỷ lệ thích hợp có tác dụng 
kích thích sự hình thành callus và phân hóa các tế bào callus 
thành các chồi, trong đó mô lá cho kết quả tốt nhất, tỷ lệ 
mẫu tạo chồi 100%, số chồi/mẫu thu được cao nhất (21,53), 
chồi mập và có màu xanh đặc trưng. Kết quả nghiên cứu 
này cao hơn so với công bố của Hassan và cs (2010) [8] (bổ 
sung 2,0 mg/l BA vào môi trường nuôi cấy, tỷ lệ tái sinh cao 
nhất chỉ đạt 45%) và gần tương tự với nghiên cứu của Sara 
và Naglaa (2015) [10], Bùi Thị Cúc và cs (2017) [2]. 

Kết luận 	

Để tạo nguồn vật liệu khởi đầu cây hoa Dạ yến thảo 
bằng phương pháp in vitro có hiệu quả, cần thực hiện qua 
các bước sau đây:

1. Sử dụng đoạn thân mang mắt ngủ và khử trùng mẫu 
bằng HgCl2 nồng độ 0,1% trong thời gian 10 phút đạt hiệu 
quả cao nhất, tỷ lệ mẫu sống và sạch đạt 60%.

2. Môi trường dinh dưỡng phù hợp để tái sinh chồi là MS 
+ 1 mg/l BA + 6,5 g agar/l + 30 g saccarose/l. Tỷ lệ mẫu tạo 
chồi là 100%, số chồi/mẫu là 2,73. Môi trường dinh dưỡng 
phù hợp để nhân nhanh chồi là MS + 1 mg BA/l + 0,2 mg 

IBA/l + 6,5 g agar/l + 30 g saccarose/l. Số chồi/mẫu đạt 
19,53, chiều cao chồi 2,65 cm. 

3. Cơ quan sinh dưỡng sử dụng để nhân nhanh chồi là 
mô lá của cây in vitro, 100% các chồi in vitro tái sinh thông 
qua hình thức mô sẹo, số chồi/mẫu là 21,53.
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Đặt vấn đề

Tảo xoắn Spirulina là tên thường gọi chung của 2 loài vi 
khuẩn lam Arthrospira platensis và Arthrospira maxima có 
cấu trúc dạng sợi xoắn, phân bố rộng ở các thuỷ vực trên thế 
giới. Tảo xoắn Spirulina thuộc nhóm quang tự dưỡng, sinh 
trưởng tốt trong môi trường nước ấm, giàu khoáng và ưu 
kiềm. Tảo xoắn giàu protein (60-70% khối lượng khô) với 
thành phần axit amin cân đối và axit béo không no gamma-
linolenic [1, 2]. Ngoài ra, tảo xoắn còn chứa nhiều sắc tố 
như chlorophyll, β-caroten, phycocyanin, xanthophyll, 
zeaxanthin, lutein, các khoáng chất như kẽm, sắt, magie và 
các loại vitamin nhóm B và E [3-5]. Chính vì vậy, tảo xoắn 
Spirulina được sử dụng làm thực phẩm chức năng hoàn hảo, 
giúp cân bằng nội tiết, tăng cường khả năng miễn dịch, ngăn 
ngừa lão hóa và giảm nguy cơ ung thư, được Tổ chức Y tế 
thế giới (WHO) công nhận là thực phẩm tốt nhất cho loài 
người trong thế kỷ XXI [5-8].

Ở miền Bắc Việt Nam, giai đoạn hè thu (tháng 5 đến 
tháng 10) tảo xoắn sinh trưởng tốt nhờ điều kiện ánh sáng 
và nhiệt độ phù hợp. Tuy nhiên, vào giai đoạn đông xuân 
(tháng 11 đến tháng 4) do thời tiết lạnh, cường độ ánh sáng 
thấp và thời gian chiếu sáng trong ngày giảm nên tảo sinh 
trưởng chậm. Trong đó, khoảng thời gian từ tháng 12 đến 

cuối tháng 2 được coi là giai đoạn khó khăn nhất khi nuôi 
tảo ở miền Bắc do nhiệt độ xuống thấp và kéo trong nhiều 
ngày, dẫn đến hiệu ứng ức chế quang hợp (photoinhibition) 
xảy ra mạnh [9-11]. Để kéo dài thời gian nuôi tảo xoắn cần 
bổ sung ánh sáng và nâng nhiệt độ trong khu sản xuất tại 
các thời điểm cường độ ánh sáng giảm và nhiệt độ xuống 
thấp, chủ yếu ở giai đoạn đầu tháng 3 đến cuối tháng 4 
và đầu tháng 11 đến cuối tháng 12. Tuy nhiên, trong thời 
điểm từ đầu tháng 1 đến cuối tháng 2 hàng năm, nhiệt độ 
và cường độ ánh sáng tụt giảm trong nhiều ngày, thậm chí 
xuống thấp hơn 15°C. Việc nâng nhiệt độ môi trường bể 
nuôi đòi hỏi nhiều giải pháp kỹ thuật và chi phí đầu tư lớn, 
đặc biệt là xây nhà kính khép kín, do đó, giải pháp bổ sung 
ánh sáng có tính khả thi hơn trong những giai đoạn khi nhiệt 
độ môi trường nuôi giảm nhưng vẫn ở mức cho phép tảo 
sinh trưởng [9-11]. Thực tế trong những năm gần đây cho 
thấy, mặc dù khoảng thời gian từ tháng 2 đến tháng 4 và từ 
tháng 11 đến tháng 12 cường độ ánh sáng và thời gian chiếu 
sáng tự nhiên giảm nhưng nhiệt độ vẫn ở trong phạm vi sinh 
trưởng của tảo xoắn, do đó có thể bổ sung chiếu sáng vào 
các khoảng thời gian này. 

Đối với tảo xoắn Spirulina, sắc tố tham gia vào quang 
hợp bao gồm chlorophyll a (chlorophyll b chiếm tỷ lệ rất 
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Tóm tắt:

Tảo xoắn Spirulina (Arthrospira platensis) được nuôi ở Việt Nam chủ yếu làm thực phẩm chức năng cho người và 
thức ăn bổ sung cho thủy sản. Ở miền Bắc, thời điểm thích hợp nhất để nuôi trồng tảo Spirulina là từ đầu tháng 5 
đến cuối tháng 9. Các thời điểm khác do cường độ ánh sáng và nhiệt độ giảm nên nuôi tảo cho năng suất thấp, đặc 
biệt là giai đoạn từ tháng 12 đến cuối tháng 2. Nghiên cứu khảo sát ảnh hưởng của đèn LED đến sự phát triển của 
tảo Spirulina trong các khoảng thời gian từ đầu tháng 3 đến cuối tháng 4 (T3-T4), từ đầu tháng 10 đến cuối tháng 
11 (T10-T11) và từ đầu tháng 12 đến cuối tháng 2 (T12-T2) tại Hà Nội. Kết quả cho thấy, việc chiếu sáng đèn LED 
đỏ liên tục đã làm tăng năng suất và hàm lượng chlorophyll, carotenoid và phycocyanin trong hai giai đoạn (T3-T4) 
và (T10-T11). Việc bổ sung đèn LED đỏ và xanh không cho hiệu quả đáng kể ở giai đoạn T12-T2. Đèn LED xanh 
không có tác động đáng kể đến sự phát triển của Spirulina. Kết quả nghiên cứu tạo cơ sở ban đầu để ứng dụng đèn 
LED đỏ nhằm kéo dài thời gian nuôi tảo Spirulina ở miền Bắc Việt Nam.
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nhỏ), carotenoid, phycocyanin. Trong đó, chlorophyll a là 
sắc tố quang hợp chủ yếu hấp thụ ánh sáng chủ yếu ở vùng 
ánh sáng xanh với đỉnh 430 nm và ánh sáng đỏ với đỉnh 662 
nm; carotenoid hấp thụ ở vùng ánh sáng xanh với các đỉnh 
440 và 470 nm; phycocyanin hấp thụ ở bước sóng đỉnh 605 
nm [12,  13]. Do đó, việc bổ sung ánh sáng xanh và đỏ trong 
phạm vi đỉnh hấp thụ cực đại của các sắc tố sẽ góp phần tăng 
cường hiệu quả quang hợp của tảo xoắn. 

Trong các loại đèn chiếu sáng hiện nay, đèn LED phát 
ra ánh sáng với bước sóng hẹp, hiệu suất chuyển đổi năng 
lượng cao nên có nhiều lợi thế trong việc sử dụng để nuôi 
tảo [14]. Gần đây, trên thế giới một số nghiên cứu đã sử 
dụng đèn LED để nuôi và sản xuất các hợp chất có giá trị từ 
tảo Spirulina trên cơ sở cung cấp ánh sáng đơn sắc ở vùng 
hấp thụ cực đại của các sắc tố quang hợp [15-21]. Ở Việt 
Nam, một số nghiên cứu ứng dụng đèn LED để nuôi tảo ở 
quy mô nhỏ và pilot đã được thực hiện [19-21]. Dựa trên 
cơ sở khoa học và điều kiện thực tiễn, nghiên cứu này đã 
khảo sát ảnh hưởng của đèn LED đỏ và đèn LED xanh ở các 
bước sóng 580 đến 720 nm (đỉnh 660 nm) và 430 đến 480 
nm (đỉnh 460 nm) để nuôi tảo xoắn quy mô pilot trong các 
bể raceway ở các khoảng thời gian khác nhau tại huyện Gia 
Lâm, Hà Nội, nhằm đánh giá ảnh hưởng của đèn LED đến 
sự sinh trưởng của tảo xoắn, từ đó xác định được khoảng 
thời gian phù hợp để bổ sung đèn LED hiệu quả nhằm kéo 
dài thêm thời gian nuôi tảo trong năm ở miền Bắc Việt Nam.

Đối tượng và phương pháp

Đối tượng

Chủng giống tảo xoắn Arthrospira platensis NIES-46 
được nhập từ Nhật Bản (Microbial Culture Collection/
National Institute for Environmental Studies, Tsukuba, 
Japan, 2018). Chủng A. platensis NIES-46 được nhân giống 
và nuôi trong môi trường Zarrouk [22] có hàm lượng (g/l): 
K2HPO4 (0,5), K2SO4 (1,0), NaNO3 (2,5), CaCl2 (0,04), 
MgSO4.7H2O (0,2), EDTA.Na2.2H2O (0,08), FeSO4.7H2O 
(0,01), NaHCO3 (16,8), vi lượng A5 (1 ml), B6 (1 ml). 
Trong đó, dung dịch A5 có thành phần (g/l): H3BO3 (2,88), 
MnSO4.H2O (2,5), ZnSO4.4H2O (0,222), CuSO4.5H2O 
(0,079), NaMoO4.2H2O (0,021) và dung dịch B6 (mg/l): 
NH4VO3 (22,96), K2Cr2(SO4)4.24H2O (96,0), NiSO4.7H2O 
(47,85), Na2WO4.2H2O (17,94), TiOSO4.H2SO4.8H2O 
(61,1), Co(NO3)2.6H2O (43,98), pH môi trường khoảng 8,5-
9,0. Thí nghiệm được triển khai tại huyện Gia Lâm, Hà Nội 
từ 2018 đến 2020.

Điều kiện nuôi cấy

Trong nghiên cứu này, đèn LED được cung cấp bởi 
Trung tâm R&D chiếu sáng, Công ty Cổ phần bóng đèn 
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Abstract:

Spirulina (Arthrospira platensis) is cultured in 
Vietnam mainly as a functional food for humans and 
supplementary food for aquatic species. In the North, 
the most suitable time to cultivate Spirulina is from 
early May to late September. Other times, due to the 
decrease in light intensity and temperature, the growth 
of Spirulina significantly reduced and gave low yield, 
especially in the period from December to the end of 
February. This study investigated the influence of LEDs 
light on the growth of Spirulina during the periods from 
early March to late April (T3-T4), from early October 
to late November (T10-T11), and from early December 
to late February (T12-T2) in Hanoi. The results showed 
that the continuous irradiation of red LEDs increased 
the yield of Spirulina and pigments, phycocyanin, and 
chlorophyll in the two stages (T3-T4) and (T10-T11). 
The irradiation of both red and blue LEDs did not show 
a significant effect in the period T12-T2. Green LEDs 
did not significantly affect the growth of Spirulina. 
The research results provided an initial basis for the 
application of red LEDs to the extent of the cultivation 
time of Spirulina in the North of Vietnam.

Keywords: LED, light, Northern Vietnam, Spirulina, 
temperature.
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phích nước Rạng Đông, gồm đèn huỳnh quang ánh sáng 
trắng T8 Deluxe 22 W 1,2 m, bóng thủy tinh, nguồn rời 
(model: BD TT01 NR M11/22Wx1). Đèn LED dài 1,2 mét, 
công suất 25 W gồm LED xanh (B) và LED đỏ (R) phát ra 
ánh sáng xanh từ 430 đến 480 nm (đỉnh 460 nm) và ánh 
sáng đỏ từ 580 đến 720 nm (đỉnh 660 nm) (hình 1). Trong 
khoảng thời gian thí nghiệm, đèn LED được chiếu bổ sung 
liên tục 24/24. Mức độ ảnh hưởng của đèn LED được đánh 
giá thông qua đường cong sinh trưởng, mật độ quang của 
huyền phù tảo được đo ở bước sóng 750 nm (A750) và sinh 
khối tảo được quy đổi theo khối lượng tảo khô trong 1 lít 
huyền phù tảo (g/l).

Hình 1. Phổ phát quang của đèn LED xanh và đỏ. (A) đèn LED xanh 
25 W Rạng Đông, đỉnh 467 nm, cường độ PPF 26,643 µmol/s; (B) đèn 
LED xanh 25 W Rạng Đông, đỉnh 666 nm, cường độ PPF 41,371 µmol/s 
(đo bằng thiết bị HaasSuite (EVERFINE)).

Trong các thí nghiệm sử dụng đèn LED, khoảng cách 
đèn được đặt 20 cm từ nguồn sáng tới bình nuôi tảo hoặc 
bề mặt tảo nuôi trong 5 bể raceway (diện tích 50 m2, 25x2 
m, được đặt trong nhà lưới có mái che bằng nilon trong 
suốt) tại huyện Gia Lâm, Hà Nội. Tảo được nuôi trong bể 
raceway với mật độ tiếp giống ban đầu 0,12 g/l và khuấy 
trộn với tốc độ dòng chảy 20 cm/s bằng cánh khuấy.

Phương pháp nghiên cứu

Nhân tảo giống trong phòng thí nghiệm: chủng giống 
được nhân từ đĩa thạch, qua từng bước nâng dần thể tích 
trong môi trường Zarrouk ở nhiệt độ phòng (27±2°C) bằng 
đèn huỳnh quang ánh sáng trắng, chu kỳ sáng:tối 16:8, sục 
khí qua màng lọc với tốc độ 5 l/phút. Sau đó, chủng giống 
được nâng lên thể tích 2,0 l trong bình thuỷ tinh Pyrex và 
nuôi trong nhà lưới có mái che cắt sáng (cường độ ánh sáng 
được điều chỉnh trong ngưỡng 15-25 klux, tương đương 270 
đến 463 µmol.m-2.s-1). Khi giống đạt độ hấp thụ ánh sáng 
ở bước sóng 750 nm (A750) là 0,8 (tương đương 0,85 g tảo 
khô/l) thì được chuyển sang bể raceway nhỏ (diện tích 2 m2) 
để tiếp tục nhân giống với tỷ lệ pha loãng giống 1:5 (v/v). 
Sau khi giống đạt mật độ tương tự như trên sẽ được chuyển 
sang bể giống lớn diện tích 50 m2 với mật độ ban đầu 0,12 
g/l. Môi trường Zarrouk được sử dụng cho tất cả các thí 
nghiệm và nhân sinh khối trong bể raceway. Môi trường 
được khử khuẩn qua đêm (12 giờ) trước khi tiếp giống bằng 

cách sử dụng 6 đèn UV chìm công suất mỗi đèn 120 W đặt 
cách nhau 9 m.

Xác định năng suất sinh khối và tốc độ sinh trưởng riêng: 
tốc độ sinh trưởng của tảo A. platensis được xác định dựa 
vào khối lượng khô và mật độ quang (độ hấp thụ ánh sáng) ở 
bước sóng 750 nm (A750) [23, 24]. Năng suất sinh khối được 
xác định theo phương trình: PX=(Xt–X0)/(t–t0), trong đó: Xt 
là sinh khối (g/l) ở thời gian t (tính theo ngày) và X0 là lượng 
sinh khối (g/l) ở thời điểm t0 là thời điểm bắt đầu sau khi cấy 
giống. Tốc độ sinh trưởng riêng hay đặc trưng (μ) được xác 
định theo phương trình μ=ln(Xt/X0)/(t–t0), khi tảo đang sinh 
trưởng ở trong pha logarit. Thời gian nhân đôi hay thời gian 
thế hệ (doubling time) Td=ln(2)/µ (theo ngày) [25].

Xác định mối tương quan giữa khối lượng tảo khô và 
mật độ quang A750: khối lượng tảo khô được xác định như 
sau: lấy 100 ml huyền phù tảo nuôi ở giai đoạn cuối của 
pha logarit lọc qua giấy lọc (Whatman GF/C filter No. 1), 
sấy khô ở 60°C cho tới khi khối lượng không đổi (khoảng 
10 giờ), và xác định khối lượng bằng cách cân trực tiếp 
(OHAUS PX225D, Trung Quốc). Khối lượng khô (g/l) 
được tính bằng sự chênh lệch giữa khối lượng của giấy lọc 
có chứa tảo trước và sau khi đã sấy khô. Mối tương quan 
giữa A750 với khối lượng tảo khô được xây dựng dựa vào 
phân tích tương quan giữa các giá trị A750 tương ứng với các 
mức độ pha loãng huyền phù tảo [23, 24]. Đồ thị tương quan 
được xây dựng theo phương trình tuyến tính dạng y=ax+b 
với hệ số tương quan R.

Xác định ảnh hưởng của đèn LED: thí nghiệm được tiến 
hành trong 4 khoảng thời gian: i) từ tháng 3 đến hết tháng 
4 (T3-T4); ii) từ tháng 5 đến hết tháng 9 (T5-T9); iii) từ 
tháng 10 đến hết tháng 11 (T10-T11) và (iv) từ tháng 12 
đến hết tháng 2 (T12-T2) trong 3 năm (2018-2020). Theo 
chiều dài 25 m của mỗi bể raceway, 6 đèn LED đỏ hoặc 
LED xanh được đặt ở một phía của bể, khoảng cách các đèn 
cách nhau 3 m và đèn cách mặt nước nuôi tảo 20 cm. Cường 
độ ánh sáng phát ra của đèn LED đỏ và LED xanh với PPF 
(Photosynthetic Photon Flux) tương ứng 40,948 và 26,643 
mmol/s. Trong thời gian thí nghiệm, các đèn LED được 
chiếu sáng liên tục (cả ngày và đêm) trong khi vẫn được 
chiếu sáng bằng ánh sáng tự nhiên vào ban ngày với mục 
tiêu đánh giá ảnh hưởng của việc bổ sung đèn LED trong 
quá trình nuôi tảo ở quy mô sản xuất pilot trong các khoảng 
thời gian nêu trên. Ảnh hưởng của đèn LED đến sinh trưởng 
của tảo được đánh giá thông qua năng suất tảo khô tính theo 
g/l, đường cong sinh trưởng, tốc độ sinh trưởng riêng (µ) và 
thời gian thế hệ. Trong đó, đường cong sinh trưởng được 
xác định dựa vào mối tương quan giữa thời gian nuôi và 
lượng sinh khối tính theo khối lượng tảo khô/thể tích huyền 
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phù tảo (g/l) khi theo dõi liên tục trong 20 ngày, tính từ ngày 
bắt đầu tiếp giống vào môi trường.

Xác định hàm lượng các sắc tố: hàm lượng các sắc tố 
được xác định theo phương pháp của Aouir và cs (2017) 
[26] như sau: bột tảo khô (1 g) được nghiền trong acetone và 
khuấy mạnh bằng máy khuấy từ (Model 85-2, Trung Quốc). 
Hỗn hợp được đặt trong tối ở 4°C và ly tâm ở 4000 g trong 
10 phút (Centrifuge 5403, Eppendorf, Đức). Dịch trong 
chứa các sắc tố chlorophyll a (Chla), chlorophyll b (Chlb) và 
carotenoid tổng số (Ct) được phân tích sử dụng máy đo quang 
phổ (Shimadzu, UV-2600, Nhật Bản). Hàm lượng Chla, Chlb 
và Ct (mg/g) được xác định ở bước sóng 645, 662 và 470 nm 
theo công thức của Lichtenhaler: Chla=13,75.A664-5,19.A649, 
Chlb=27,43.A649-8,12.A664, Ct=1000.A470-2,13.Chla-97,64.
Chlb/209 [27]. Trong đó, A662, A645 và A470 là độ thấp thụ ở 
ánh sáng tương ứng với các bước sóng 662, 645 và 470 nm. 
Hàm lượng phycocyanin được xác định theo phương pháp 
của Yoshikawa (2008) [28]. Bột tảo khô (2 g) được ngâm 
trong dung dịch đệm phosphate 0,1 M chứa Na2HPO4 và 
KH2PO4 (pH 6,5), trộn đều và ủ ở trong bể ổn nhiệt 30oC 
trong 16 giờ. Sau đó, dung dịch được ly tâm trong 20 phút 
tại 10oC ở 4000 g và dịch nổi chứa PC được thu lại. Dịch nổi 
được đo độ hấp thụ ở bước sóng 620, 650 và 280 nm. Hàm 
lượng phycocyanin (mg/ml) được xác định theo công thức: 
[PC]=[A620-(0,72.A650)]/6,29. Hàm lượng alophycocyanin 
(mg/ml)=[A650-(0,191.A620)]/5,79 [25]. Trong đó, A620 và 
A650 là độ hấp thụ quang học ở các bước sóng 620 và 650 
nm. Độ sạch của PC (c-phycocyanin) được đánh giá dựa 
vào tỷ lệ A620/A280, giá trị từ 0,65 đến 0,82 được coi là sạch 
[29]. Hàm lượng sau đó được quy đổi theo khối lượng tảo 
khô sử dụng để tách chiết tính theo mg/g.

Phân tích số liệu

Mỗi thí nghiệm được lặp lại ít nhất 3 lần để phân tích 
giá trị trung bình và độ lệch chuẩn (SD). Chương trình 
Microsolf Excel (2016) được sử dụng để vẽ các đồ thị. Sự 
sai khác giữa các giá trị trung bình được phân tích bằng 
phân tích phương sai (ANOVA) với mức ý nghĩa p=0,05. 
Hậu kiểm (Tukey’s test) được áp dụng để xác định sự khác 
nhau giữa cặp các giá trị trung bình trong các thí nghiệm.

Kết quả và thảo luận

Xác định đường cong sinh trưởng và khối lượng tảo 
khô

Chủng giống A. platensis NIES-46 được nhân lên từ đĩa 
thạch bằng môi trường Zarrouk lỏng trong các bình thuỷ 
tinh với thể tích tăng dần từ  200 đến 1000 ml trong phòng 
thí nghiệm. Sau đó tảo giống tiếp tục được nhân lên trong 
các bình thuỷ tinh Pyrex 2 l trong nhà lưới (hình 2).

Hình 2. Chủng giống tảo xoắn A. platensis NIES-46. (A) Chủng giống 
được lưu giữ trên đĩa thạch, (B) Hình thái chủng giống dưới kính hiển vi 
quang học với độ khuếch đại 100 lần (thang 10 µm), (C) Tảo giống được 
nhân trong bình thuỷ tinh Pyrex 2 l trong nhà lưới.

Các thí nghiệm đánh giá ảnh hưởng của đèn LED được 
thực hiện 3 mẻ liên tục từ đầu tháng 3 đến cuối tháng 4 với 
thời gian mỗi mẻ 20 ngày tính từ ngày tiếp giống. Khi phân 
tích đường cong sinh trưởng của chủng NIES-46 ở quy mô 
bể nuôi raceway 50 m2 cho thấy, giai đoạn T3-T4, tảo sinh 
trưởng chậm, mật độ tảo đạt tối đa 1,07±0,05 ở bể đối chứng 
(không chiếu bổ sung đèn LED đỏ), trong khi thí nghiệm 
chiếu bổ sung đèn LED đỏ mật độ tảo đạt 1,12±0,07 (hình 
3, bảng 1). Nguyên nhân của việc tăng mật độ tảo khi chiếu 
sáng bổ sung bằng đèn LED từ tháng 3 đến cuối tháng 4 chủ 
yếu là do cường độ và thời gian chiếu sáng trong ngày ở giai 
đoạn này tương đối thấp (từ 5-6 giờ/ngày), nhiệt độ trong bể 
nuôi thấp (dao động từ 18-25oC) và thời tiết biến động mạnh. 
Việc bổ sung đèn LED xanh mặc dù có tác dụng tăng mật 
độ tế bào nhưng mức độ tăng không có ý nghĩa thống kê. 
Tiếp đó, giai đoạn T5-T9, tảo sinh trưởng nhanh và cho năng 
suất cao nhất, đây cũng là khoảng thời gian lý tưởng nhất để 
nuôi tảo ở miền Bắc Việt Nam. Số liệu theo dõi liên tục trong 
3 năm (2018-2020) cho thấy, năng suất tảo cao nhất trong 
giai đoạn T5-T9 đạt 1,41±0,08 g/l, tương đương A750=1,53 
(hình 3B, bảng 1). Trong 2 tháng, giai đoạn T10-T11, mặc dù 
nhiệt độ và cường độ ánh sáng đã giảm nhưng thời tiết tương 
đối ổn định, do đó, tảo vẫn sinh trưởng tốt, thời gian đạt pha 
cân bằng từ 17-18 ngày và năng suất cao nhất đạt 1,21±0,06 
g/l ở ngày thứ 18 (hình 3B). Tuy nhiên, khi chiếu ánh sáng 
LED liên tục trong giai đoạn này đã giúp tăng mật độ tảo lên 
1,36±0,11 vào ngày thứ 17 (p<0,01). Thực tế qua khảo sát từ 
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2018 đến 2020, trong giai đoạn T12-T2, cường độ ánh sáng và 
thời gian chiếu sáng trong ngày giảm mạnh, đồng thời nhiệt 
độ trong bể nuôi giảm xuống mức thấp hơn 15oC và kéo dài 
hàng tuần. Trong điều kiện này, việc nuôi tảo rất khó khăn 
bởi vì việc chiếu sáng bổ sung bằng đèn LED không có tác 
động tích cực do hiệu ứng quang ức chế trong điều kiện nhiệt 
độ thấp [9-11]. Chính vì vậy, nhiều cơ sở nuôi tảo trong nước 
và khu vực châu Á đã dừng nuôi trong giai đoạn này, do đó, 
thời gian nuôi tảo trong năm thường bị giảm đáng kể [30, 31]. 
Đường cong sinh trưởng của tảo ở giai đoạn T12-T2 biểu hiện 
tăng chậm, không thể hiện rõ pha sinh trưởng logarit và sau 
từ 18 đến 20 ngày tảo mới đạt pha cân bằng với mật độ tương 
đối thấp (0,6-0,7 g/l) (hình 3B).

Bảng 1. Khối lượng khô tối đa và hàm lượng sắc tố của chủng NIES-
46 nuôi ở các điều kiện khác nhau.

Điều kiện nuôi
Khối 
lượng khô 
tối đa (g/l)

Hàm lượng các sắc tố (mg/g khô)

Phycocyanin Chlorophyll  
(Chl)

Carotenoid 
(Ct)

Tỷ lệ 
Chl/Ct

(T3-T4) 1,07±0,05a 121,03±7,4a 5,76±0,11a 2,69±0,18a 2,14

(T3-T4) + LED đỏ 1,16±0,08b 137,46±9,37b 5,85±0,10b 2,52±0,08a 2,32

(T3-T4) + LED xanh 1,12±0,07a 125,63±7,22a 5,54±0,12c 2,78±0,13a 1,99

(T5-T9) 1,41±0,08e 158,98±8,78e 6,53±0,13e 2,85±0,16b 2,29

(T10-T11) 1,21±0,06b 135,03±9,75b 5,96±0,07b 2,63±0,09a 2,27

(T10-T11) + LED đỏ 1,36±0,11c 147,16±7,26c 6,29±0,12d 2,57±0,11a 2,45

(T10-T11) + LED xanh 1,25±0,10b 130,52±9,56a 6,15±0,16d 2,96±0,18b 2,08

(T12-T2) 0,73±0,09d 138,63±7,59d 5,68±0,15d 2,89±0,12b 1,97

(T12-T2) + LED đỏ 0,82±0,07d 138,51±9,12d 5,47±0,10d 2,75±0,09a 1,99

(T12-T2) + LED xanh 0,76±0,09d 136,47±8,96d 5,34±0,09d 3,02±0,12b 1,77

Ghi chú: các chỉ số a,b,c và d thể hiện sự khác biệt về mặt thống kê (p<0,05) 
khi so sánh giá trị trung bình giữa các nhóm công thức thí nghiệm. Các giá trị 
khối lượng khô và hàm lượng các sắc tố được phân tích dựa vào số liệu thu 
được từ kết quả của 3 mẻ nuôi/năm qua các năm 2018, 2019 và 2020. 

Ảnh hưởng của đèn LED đến sinh trưởng của tảo về 
hiệu quả kinh tế

Khi so sánh ảnh hưởng của việc chiếu bổ sung đèn LED 
liên tục (24/24) tới sinh trưởng của tảo khi nuôi trong nhà 
lưới ở các giai đoạn T3-T4 và T10-T11 cho thấy, việc bổ 
sung đèn LED đỏ ở bước sóng 580 đến 720 nm (đỉnh 660 
nm) cho tốc độ sinh trưởng và năng suất cao hơn khoảng 10-
12% so với không bổ sung ánh sáng (nuôi trong điều kiện 
ánh sáng tự nhiên) (hình 3B). Khi so sánh với đối chứng 
T5-T9, việc bổ sung đèn LED đỏ, mặc dù có kích thích sinh 
trưởng của tảo nhưng thời gian để đạt tới pha cân bằng vẫn 
kéo dài hơn từ 3 đến 4 ngày và năng suất thấp hơn tương 
ứng khoảng 10% ở giai đoạn T10-T11 và 18% ở giai đoạn 
T3-T4. Xét về mặt hiệu quả kinh tế, ở giai đoạn T10-T11, 
việc bổ sung đèn LED đỏ có tác động tích cực tới sự sinh 
trưởng của tảo, năng suất tăng 10-12%. Tuy nhiên, mức tăng 
này cũng chỉ bằng gần 80% so với đối chứng T5-T9. Ảnh 
hưởng của đèn LED đỏ và xanh đối với thành phần sắc tố 
phycocyanin, chlorophyll và carotenoid không rõ rệt đáng 
kể. Ở giai đoạn T10-T11, việc bổ sung đèn LED đỏ kích 
thích sinh trưởng của tảo đi kèm với việc tăng hàm lượng 
phycocyanin 8,2% và chlorophyll 5,5% so với việc không 
chiếu đèn. Kết quả này cũng phù hợp với nghiên cứu về tác 
động của đèn LED đỏ và xanh đến sản xuất phycocyanin 
[17, 32-34]. Trong điều kiện thí nghiệm, tác động của đèn 
LED xanh và LED đỏ đến hàm lượng sắc tố thuộc nhóm 
carotenoid không thực sự rõ rệt so với đối chứng (bảng 1).

Trong điều kiện thí nghiệm ở quy mô pilot, việc sử dụng 
đèn LED công suất 25 Wh chiếu sáng liên tục 24/24 khi 
nuôi theo dạng mẻ 15 ngày (thu sinh khối khi tảo phát triển 

( (( (

( (( (
Hình 3. Tương quan giữa mật độ quang với khối lượng khô và đường 
cong sinh trưởng. (A) Mối tương quan giữa khối lượng khô (g/l) và mật 
độ quang (A750) đo ở bước sóng 750 nm, (B) Đường cong sinh trưởng của 
tảo theo thời gian ở các điều kiện nuôi khác nhau.
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gần cuối pha logarit, với giá trị A750 khoảng 1,1-1,2) với 6 
bóng đèn tiêu thụ 54 kWh cho mỗi bể raceway 50 m2 (hình 
4A, B). Tính trung bình thời gian nuôi tảo mỗi mẻ từ 12-13 
ngày, lượng tảo thu được của mỗi bể diện tích 50 m2 khoảng 
4 kg tảo khô/mẻ. Tại thời điểm nghiên cứu (2018-2020), 1 
kWh điện giá từ 1500 đến 2000 đồng thì chi phí điện năng 
khi bổ sung đèn LED cho 1 mẻ đối với 1 bể nuôi khoảng 
80 đến 110 nghìn đồng. Nếu giá tảo dao động từ 1,0 đến 1,5 
triệu đồng/kg khô thì với mức tăng năng suất 10-12% hoàn 
toàn có thể bù được năng lượng điện tiêu hao để duy trì sản 
xuất. Như vậy, xét ở khía cạnh chi phí điện năng và lợi ích 
đem lại, việc bổ sung chiếu sáng bằng đèn LED đỏ có hiệu 
quả về mặt kinh tế. Tuy nhiên, việc đầu tư đèn LED ban đầu 
là khá lớn, do đó hiệu quả kinh tế thực cần phải tính toán 
đến diện tích nuôi. Theo tính toán sơ bộ trong điều kiện 
nghiên cứu này, với diện tích nuôi thực 1000 m2 (20 bể nuôi 
raceway với diện tích 50 m2/bể) thì việc đầu tư và sử dụng 
đèn LED hoàn toàn đem lại lợi ích về mặt kinh tế.

Ở giai đoạn T3-T4, mặc dù năng suất tảo tăng khoảng 
10% khi sử dụng đèn LED đỏ so với không sử dụng nhưng 
năng suất so với đối chứng (T5-T9) là thời điểm thuận lợi 
nhất vẫn thấp hơn 18%. Do đó, việc áp dụng đèn LED ở giai 
đoạn này cần phải tính toán chặt chẽ đến các tham số như 
tổng chi phí điện năng, nhân công và giá thành thương mại. 
Qua khảo sát thị trường tảo xoắn tươi những năm gần đây, 
nhu cầu sử dụng tảo tươi ở giai đoạn T3-T4 vẫn khá cao, do 
đó vẫn có thể áp dụng đèn LED đỏ để duy trì nuôi tảo (số 
liệu không công bố). Tuy nhiên, nếu để thu tảo ở dạng bột 
khô thì việc duy trì sản xuất cần phải tính toán chi tiết hơn 
về quy mô, năng suất, công nghệ cũng như điều kiện nuôi 
tại mỗi cơ sở nuôi tảo, vì về cơ bản điều kiện thời tiết miền 
Bắc không thuận lợi so với các vùng khác trong cả nước.

Phân tích ảnh hưởng của đèn LED xanh cho thấy, đèn 
LED xanh có tác dụng kích thích sự sinh trưởng của tảo xoắn 
Spirulina ở cả giai đoạn T3-T4 và T11-T12 nhưng không 
đáng kể (hình 3B và bảng 1). Tuy nhiên, trong điều kiện thử 
nghiệm này, việc chiếu sáng bổ sung liên tục bằng đèn LED 
xanh lại có tác dụng làm giảm đáng kể sự hình thành biofilm 
và mật độ động vật nguyên sinh trong bể raceway (dữ liệu 
chưa công bố) [19]. Điều này có thể do ánh sáng xanh ức 
chế một phần sự hoạt động của các vi khuẩn và nguyên sinh 
động vật. Tác động ức chế vi khuẩn, nguyên sinh động vật 
và các dạng ký sinh bởi đèn LED xanh cũng đã được mô tả 
bởi một số nghiên cứu [19, 34, 35]. Mặc dù vậy, xét về mặt 
năng suất và giá trị kinh tế, việc sử dụng đèn LED xanh để 
nuôi tảo trong các giai đoạn T3-T4 và T11-T12 cần phải 
tính toán chi phí nhân công, vật tư tiêu hao và chi phí đầu 
tư mua đèn.

Ở giai đoạn T12-T2, hiệu ứng của đèn LED không được 
thể hiện rõ rệt, nguyên nhân có thể là do hiện tượng quang 
ức chế (photoinhibition) nhiệt độ trong bể nuôi xuống thấp 
dưới ngưỡng hoạt động của hệ thống quang hợp. Đây cũng 
là hiện tượng phổ biến xảy ra không chỉ ở điều kiện khí hậu 

miền Bắc Việt Nam mà còn ở nhiều vùng sinh thái khác trên 
thế giới [9, 10, 31, 36]. Do đó, việc kiểm soát nhiệt độ hoặc 
theo dõi nhiệt độ trong bể nuôi là điều kiện bắt buộc để duy 
trì sản xuất nếu nuôi tảo trong giai đoạn T12-T2.

Ảnh hưởng của đèn LED đến khối lượng khô tối đa và 
hàm lượng sắc tố

Phân tích khối lượng khô và hàm lượng các sắc tố cho 
thấy có sự khác biệt rõ rệt về khối lượng khô khi nuôi ở 
các thời điểm khác nhau trong năm. Tảo nuôi ở giai đoạn 
T3-T4 cho khối lượng khô tối đa đạt 1,07 g/l sau 18 ngày 
nuôi, trong khi vào giai đoạn T5-T9, giá trị này đạt cao 
nhất 1,41 g/l (gấp 1,32 lần). Hàm lượng chlorophyll tỷ lệ 
với tốc độ sinh trưởng và mật độ của tảo, cao nhất vào giai 
đoạn T5-T9 6,53 mg/g (hình 3B và bảng 1). Trong 3 năm 
(2018-2020), cường độ ánh sáng có thể đạt mức 60 klux 
(1110 µmol.m-2.s-1 tại bề mặt bể nuôi vào thời điểm từ 13 
đến 15 giờ, cường độ này vượt ngưỡng phù hợp cho tảo sinh 
trưởng từ 30-40 klux (556-740 µmol.m-2.s-1) [1, 37].

Hình 4. Nghiên cứu ảnh hưởng của đèn LED và tách chiết sắc tố từ 
tảo xoắn Spirulina. Hình ảnh minh họa ảnh hưởng của đèn LED đến sinh 
trưởng của chủng NIES-46 ban đêm (A) và ban ngày (B) trong khoảng 
thời gian từ T2-T4 năm 2019 thực hiện tại Gia Lâm, Hà Nội. Kết quả tách 
các sắc tố từ tảo xoắn Spirulina (C), trong đó dung dịch phycocyanin (1) 
và dung dịch chlorophyll (2).

Khi so sánh tỷ lệ chlorophyll/carotenoid ở các giai đoạn 
tháng T2-T4, T10-T12 và đối chứng T5-T9 cho thấy tỷ lệ 
tương ứng 2,14, 2,26 và 2,46 (bảng 1), chứng tỏ giai đoạn 
T5-T9 tốc độ sinh trưởng của tảo đạt cao nhất. Theo nghiên 
cứu của Valdés và cs (2016) [38], hàm lượng chlorophyll 
cao tỷ lệ với tốc độ sinh trưởng của vi tảo nói chung, trong 
đó có tảo xoắn Spirulina. Trong điều kiện thí nghiệm, tốc 
độ sinh trưởng riêng (µ) ở giai đoạn T5-T9 đạt cao nhất 
0,176, tương đương với thời gian thế hệ (nhân đôi) của tảo 
khoảng 3,94 ngày/thế hệ (bảng 2). Việc chiếu đèn LED đỏ 
giúp tăng tỷ lệ chlorophyll/carotenoid ở tất cả các công thức 
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thí nghiệm (bảng 1), chứng tỏ ánh sáng LED đỏ có tác dụng 
kích thích tăng trưởng của tảo xoắn Spirulina, điều này cũng 
phù hợp với kết quả phân tích khối lượng khô tối đa trong 
các công thức thí nghiệm. 
Bảng 2. Tốc độ sinh trưởng riêng và thời gian nhân đôi của tảo trong 
các điều kiện khác nhau.

Các điều kiện thí 
nghiệm

Tốc độ sinh trưởng 
riêng (µ)

Thời gian nhân đôi 
(ngày)

(T3-T4) 0,157±0,023a 4,41±0,43a

(T3-T4) + LED đỏ 0,171±0,034b 4,05±0,31b

(T3-T4) + LED xanh 0,163±0,027a 4,25±0,58a

(T5-T9) 0,176±0,043b 3,94±0,43c

(T10-T11) 0,163±0,033a 4,25±0,53a

(T10-T11) + LED đỏ 0,178±0,042b 3,89±0,37c

(T10-T11) + LED xanh 0,165±0,018a 4,20±0,39a

(T12-T2) 0,129±0,024c 5,37±0,60d

(T12-T2) + LED đỏ 0,142±0,024d 4,88±0,51e

(T12-T2) + LED xanh 0,13±0,021c 5,33±0,42d

Ghi chú: các chỉ số a, b, c, d và e thể hiện sự khác biệt về mặt thống kê (p<0,05) 
khi so sánh giá trị trung bình giữa các nhóm công thức thí nghiệm. Các giá trị 
tốc độ sinh trưởng riêng (µ) và hàm lượng các sắc tố được phân tính dựa vào số 
liệu thu được từ kết quả của 3 mẻ nuôi/năm qua các năm 2018, 2019 và 2020.

Thực tế, dải phổ hấp thụ ánh sáng của các sắc tố của 
vi tảo bao gồm chủ yếu là chlorophyll a, phycocyanin và 
phycobilisome (một phần phycoerythrin) phổ hấp thụ ánh 
sáng đỏ từ 580 đến 720 nm (đỉnh 660 nm) thuộc quang hệ II. 
Đối với tảo xoắn Spirulina, thành phần Chla chiếm tỷ lệ lớn 
trong khi thành phần Chlb chỉ chiếm tỷ lệ nhỏ. Đỉnh hấp thụ 
của Chla chủ yếu ở bước sóng 662 nm và một phần ở vùng 
ánh sáng xanh với đỉnh 430 nm. Phycocyanin là nhóm sắc tố 
thuộc nhóm phycobiliprotein có mặt ở vi khuẩn lam, trong 
đó ở tảo xoắn Spirulina, tuỳ thuộc vào điều kiện nuôi mà 
tỷ lệ phycocyanin sẽ chiếm từ 9-20% khối lượng khô [39, 
40]. Phycocyanin hấp thụ vùng ánh sáng đỏ, trong đó đỉnh 
hấp thụ ở bước sóng 605 nm. Chính vì vậy, việc sử dụng 
ánh sáng LED đỏ sẽ phù hợp cho cả hai loại sắc tố Chla và 
phycocyanin, giúp tảo sinh trưởng tốt và hiệu quả hơn.

Kết luận

Trong điều kiện ở miền Bắc Việt Nam, giai đoạn T5-T9 
phù hợp nhất để nuôi tảo Spirulina. Ở mật độ cấy giống 0,12 
g/l, sau 12 đến 13 ngày cho hiệu quả thu hoạch tốt nhất. 
Đèn LED đỏ từ 580-720 nm (đỉnh 660 nm) có tác dụng kích 
thích sinh trưởng và tăng hàm lượng chlorophyll ở tảo xoắn 
Spirulina trong giai đoạn T3-T4 và T10-T11 nuôi ở quy 
pilot tại Gia Lâm, Hà Nội. Việc bổ sung chiếu sáng bằng 
đèn LED đỏ giúp tăng năng suất và kéo dài thời gian nuôi 
thêm từ 2 đến 3 tháng/năm, đặc biệt ở giai đoạn T10-T12. 
Đèn LED xanh từ 430-480 nm (đỉnh 460 nm) mặc dù có tác 
động tăng sinh trưởng của tảo nhưng chưa thực sự hiệu quả 

trong điều kiện thử nghiệm.
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QUY ÑÒNH VEÀ BAØI VIEÁT ÑAÊNG TAÛI TREÂN TAÏP CHÍ

Yeâu caàu chung
Baøi vieát göûi ñaêng treân Taïp chí phaûi laø baøi vieát nguyeân thuyû (chöa ñöôïc coâng boá tröôùc ñoù). Taùc giaû 

khoâng ñöôïc göûi ñaêng baøi vieát treân caùc taïp chí khaùc cho ñeán khi coù quyeát ñònh xeùt duyeät cuûa Ban Bieân 
taäp.

Baøi baùo daøi khoâng quaù 10 trang (bao goàm caû baûng bieåu, ghi chuù, taøi lieäu tham khaûo vaø phuï luïc); font 
chöõ: Times New Roman; côõ chöõ 13; khoå giaáy A4, leà treân 2 cm, leà döôùi 2 cm, leà traùi 3 cm, leà phaûi 2 cm.

Baøi vieát göûi veà Toaø soaïn döôùi daïng file meàm vaø baûn in; coù theå göûi tröïc tieáp ñeán Taïp chí (Phoøng 507, 
soá 113 Traàn Duy Höng, Caàu Giaáy, Haø Noäi) hoaëc qua hoøm thö ñieän töû, ñòa chæ: khcnvn@most.gov.vn. 

Teân baøi baùo
- Teân baøi baùo ñöôïc vieát baèng tieáng Vieät vaø tieáng Anh, treân trang ñaàu cuûa baøi baùo, khoâng gaïch chaân hay

vieát nghieâng. 
- Teân baøi baùo phaûi ngaén goïn, roõ raøng vaø phuø hôïp vôùi noäi dung baøi baùo.
- Phía döôùi teân baøi baùo laø teân taùc giaû khoâng vieát chöùc danh vaø hoïc haøm, hoïc vò. Neáu coù nhieàu taùc giaû laøm

vieäc ôû caùc cô quan khaùc nhau thì teân taùc giaû ñöôïc ñaùnh soá (1,2...) ôû phía treân. Daáu hoa thò (*) chæ taùc giaû lieân 
heä, ñöôïc vieát ôû cuoái trang ñaàu tieân cuûa baøi baùo.   

Toùm taét
Toùm taét baèng tieáng Vieät vaø tieáng Anh. Neâu ñöôïc muïc ñích, phöông phaùp nghieân cöùu chính, keát quaû 

nghieân cöùu vaø keát luaän chuû yeáu. Töø khoaù baèng caû tieáng Vieät vaø tieáng Anh theo thöù töï alphabet. Chæ soá 
phaân loaïi (theo höôùng daãn). 

Dẫn nhaäp/ñaët vaán ñeà
Ñònh nghóa vaán ñeà; toùm löôïc vaán ñeà nghieân cöùu ñaõ ñöôïc coâng boá trong vaø ngoaøi nöôùc, neâu muïc tieâu 

nghieân cöùu vaø giaûi thích söï löïa choïn ñeà taøi vaø muïc tieâu nghieân cöùu ñeå thaáy ñöôïc tính thôøi söï, tính khoa 
hoïc vaø söï caàn thieát cuûa vaán ñeà nghieân cöùu.

Ñoái töôïng vaø phöông phaùp
Ñoái töôïng nghieân cöùu caàn trình baøy tieâu chuaån löïa choïn, ñaëc ñieåm ñoái töôïng nghieân cöùu.
Phöông phaùp nghieân cöùu caàn neâu roõ caùch tieáp caän nghieân cöùu, loaïi hình nghieân cöùu, phöông phaùp 

ño löôøng, coâng thöùc tính côõ maãu, phöông phaùp xöû lyù soá lieäu, moâ taû kyõ caùc kyõ thuaät tieán haønh trong 
nghieân cöùu; caùc quan ñieåm, laäp luaän, yù kieán tranh luaän, caùc daãn chöùng...

Keát quaû 
 Trình baøy ñaày ñuû, khaùch quan caùc keát quaû thu ñöôïc sau nghieân cöùu, caùc keát quaû naøy phaûi phuïc vuï 

cho muïc tieâu nghieân cöùu. Caùc soá lieäu phaûi chính xaùc vaø khôùp vôùi nhau.
Phaàn keát quaû nghieân cöùu chæ trình baøy caùc keát quaû nghieân cöùu cuûa ñeà taøi, khoâng giaûi thích, so saùnh 

vaø baøn luaän.

Baøn luaän
Chuû yeáu baøn luaän caùc vaán ñeà lieân quan ñeán muïc tieâu ñeà taøi.
Nhaän xeùt, ñaùnh giaù moät caùch khaùch quan caùc keát quaû nghieân cöùu, coù so saùnh vôùi caùc taùc giaû khaùc 

ñeå khaúng ñònh hoaëc phuû ñònh nhöõng hieåu bieát ñaõ coù, qua ñoù neâu ñöôïc nhöõng ñieåm môùi vaø ñoùng goùp 
cuûa ñeà taøi.

Döï baùo höôùng nghieân cöùu tieáp vaø khaû naêng öùng duïng caùc keát quaû nghieân cöùu vaøo thöïc tieãn.

Keát luaän
Neâu keát quaû nghieân cöùu chuû yeáu cuûa ñeà taøi coù tính khaùi quaùt lieân quan ñeán muïc tieâu nghieân cöùu, ñeà 

xuaát caùc vaán ñeà tieáp tuïc nghieân cöùu.

Chuù thích vaø taøi lieäu tham khaûo
Chuù thích ñöôïc ñaùnh soá theo thöï töï xuaát hieän (1,2,3... ) vaø ñöôïc trình baøy ngay ôû cuoái trang vieát (footnote). 
Caùc taøi lieäu tham khaûo ñöôïc ñaùnh soá theo thöù töï xuaát hieän ñeå chæ daãn chuùng ñöôïc trích daãn ôû ñaâu trong 

baøi baùo. Soá thöù töï ñöôïc ñaùnh trong ngoaëc vuoâng, ví duï: [3] vôùi 1 hoaëc [2, 5, 7-9] vôùi nhieàu soá chæ daãn.
Taùc giaû (Naêm xuaát baûn), “Teân taøi lieäu ñöôïc trích daãn”, Teân nguoàn, taäp (soá), pp<trang ñaàu-trang cuoái>
Taùc giaû: laø taùc giaû/caùc taùc giaû cuûa taøi lieäu ñöôïc tham khaûo, trích daãn.
Naêm xuaát baûn: naêm xuaát baûn cuûa taøi lieäu ñöôïc tham khaûo, trích daãn.
Teân taøi lieäu ñöôïc trích daãn: laø teân baøi baùo, chöông/phaàn saùch…
Teân nguoàn coù theå laø teân taïp chí, teân saùch, hay teân taøi lieäu goác cuûa taøi lieäu ñöôïc trích daãn (phaàn naøy ñöôïc 

in nghieâng).
Taäp (soá): daønh cho nguoàn trích laø taïp chí, saùch hoaëc caùc xuaát baûn phaåm khaùc (phaàn naøy in ñaäm).
Trang ñaàu-trang cuoái laø soá thöù töï caùc trang phaûn aùnh nôi cö truù cuûa taøi lieäu ñöôïc trích daãn trong taøi lieäu 

nguoàn. 
Chuù yù: neáu coù ≥ 2 taøi lieäu tham khaûo do cuøng 1 taùc giaû/nhoùm taùc giaû, cuøng naêm coâng boá, thì caùc taøi lieäu 

tham khaûo naøy caàn ñöôïc ñaùnh daáu a, b… sau naêm xuaát baûn (ví duï: 1986a).
Neáu coù moät soá taøi lieäu tham khaûo trong cuøng 1 baøi baùo ñöôïc trích daãn coù soá trang khaùc nhau thì caàn trích 

daãn theâm soá trang, ví duï: Kitchen (1982, p 39).

Caùc yeâu caàu khaùc
- Baøi vieát khoâng ñaït yeâu caàu, Toaø soaïn khoâng traû laïi baûn thaûo.
- Baøi vieát chæ ñöôïc ñaêng khi phaûn bieän nhaän xeùt veà chaát löôïng baøi baùo ñoàng yù cho ñaêng.
- Baûn quyeàn: taùc giaû ñoàng yù trao baûn quyeàn baøi vieát (bao goàm caû phaàn toùm taét) cho Ban Bieân taäp

Taïp chí.

3. Khoa hoïc y - döôïc

3.1.   Y hoïc cô sôû
3.2.   Y hoïc laâm saøng
3.3.   Y hoïc döï phoøng
3.4.   Döôïc hoïc
3.5.   Caùc lónh vöïc khaùc cuûa 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

   cïoh aohk aûuc cùahk cïöv hnól cùaC .11.2
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 

5.1.  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. Cá ực khá

hội và nhân văn 
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