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Đặt vấn đề

Theo Tổ chức Y tế thế giới, cứ 2 giây có một người chết vì bệnh 
tim mạch, cứ 5 giây có một trường hợp bị nhồi máu cơ tim và 6 
giây lại có một trường hợp đột qụy. Tại châu Âu, bệnh tim mạch là 
nguyên nhân gây tử vong cho hơn 17,5 triệu ca, chiếm 30% tổng số 
ca tử vong mỗi năm và là căn bệnh gây tử vong lớn nhất với 90.000 
người tại Hoa Kỳ [1]. Đến năm 2015, trên thế giới có khoảng 20 triệu 
người chết do bệnh tim mạch và ước tính đến năm 2030 có khoảng 
23 triệu người chết vì bị cơn đột qụy đầu tiên. Tại Việt Nam, số bệnh 
nhân bị bệnh tim mạch có xu hướng ngày càng tăng nhanh. Hiện trên 
thị trường có nhiều loại thuốc có tác dụng điều trị bệnh tim mạch, một 
trong số hoạt chất phổ biến hiện nay là clopidogrel bisulfat, được phân 
phối bởi Công ty Dược phẩm Sanofi-Synthelabo với tên thương mại 
Plavix, có giá khá cao. 

Trên thế giới đã có nhiều quy trình nghiên cứu tổng hợp clopidogrel 
[2-8]. Tuy nhiên, hầu hết các quy trình này chưa phù hợp với điều kiện 
trong nước (nguyên liệu hóa dược vẫn phải nhập khẩu với giá cao). 
Ở nước ta, cho đến nay chưa có một công trình nghiên cứu tổng hợp 
hoạt chất này. Trong khuôn khổ một đề tài khoa học cấp nhà nước 
giai đoạn 2011-2015, đây là lần đầu tiên công bố kết quả nghiên cứu 
tổng hợp (S)-clopidogrel bisulfat đi từ nguyên liệu thương mại DL-
2-clorophenyl glycin làm thuốc điều trị bệnh tim với một số cải tiến 
phù hợp với điều kiện phòng thí nghiệm ở Việt Nam.

Đối tượng, hóa chất và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu

Clopidogrel bisulfat có tên khoa học (S)-(+)-methyl 
2-(4,5,6,7-tetrahydrothieno [3,2-c]pyridin-5-yl)-2-(2-chlorophenyl)
acetat hydrogensulfat, có công thức phân tử là C16H16ClNO2S.H2SO4, 
ở điều kiện thường là tinh thể màu trắng, nhiệt độ nóng chảy 184±3ºC, 
và công thức cấu tạo là: 

Nghiên cứu tổng hợp (s)-clopidogrel bisulfat
từ dl-2-clorophenyl glycin

Phan Thị Trang*, Nguyễn Thị Thu Trang, Nguyễn Văn Tài
Viện Dược liệu

Ngày nhận bài 15/12/2015, ngày chuyển phản biện 17/12/2015, ngày nhận phản biện 18/1/2016, ngày chấp nhận đăng 21/1/2016

(S)-clopidogrel bisulfat là thuốc kháng tiểu cầu thuộc nhóm thienopyridin, được sử dụng để ngăn ngừa 
hiện tượng máu đông ở bệnh động mạch vành, bệnh mạch máu ngoại biên, bệnh tai biến mạch máu não và 
nhồi máu cơ tim. Nhóm tác giả đã tổng hợp thành công (S)-clopidogrel bisulfat theo 5 bước đi từ nguyên 
liệu thương mại DL-2-clorophenyl glycin. 

Từ khóa: DL-2-clorophenyl glycin, (S)-clopidogrel bisulfat, thienopyridin.

Chỉ số phân loại 3.4

*Tác giả liên hệ: Tel: 04.38252644

 Study on synthesis of 
(S)-clopidogrel bisulfate from 

DL-2-chlorophenyl glycin
                                 

Summary

(S)-clopidogrel bisulfate, a 
thienopyridine-class antiplatelet 
agent, is used to inhibit blood 
clots in coronary artery disease, 
peripheral vascular disease, 
cerebrovascular disease, and to 
prevent myocardial infarction. 
The authors have successfully 
synthesised (S)-clopidogrel 
bisulfate in five steps from 
commercial DL-2-clorophenyl 
glycin. 

Keywords: DL-2-clorophenyl 
glycin, (S)-clopidogrel bisulfate, 
thienopyridine.

Classification number 3.4
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Công thức cấu tạo của (S)-clopidogrel bisulfat 

Hóa chất và thiết bị nghiên cứu

Dung môi và hóa chất được cung cấp bởi các hãng: 
Merck, Fisher, AK Scientific hoặc Trung Quốc, được 
sử dụng trực tiếp mà không cần tinh chế thêm. Sắc ký 
lớp mỏng được tiến hành trên bản mỏng silica gel GF254 
(Merck, 40-63 μm). Điểm chảy được đo trên máy Stuart 
SMP3. Phổ cộng hưởng từ 1H-NMR và 13C-NMR được 
đo trên máy Bruker AV500. Phổ hồng ngoại IR được 
đo trên máy quang phổ hồng ngoại Impact 410 Nicolet. 
Phổ khối lượng ESI-MS được đo trên máy AutoSpec 
Premier.

Phương pháp nghiên cứu

Theo Sunil Sadanand Nadkarni và cộng sự [7], để 
tổng hợp (S)-clopidogrel bisulfat, các tác giả đã thực 
hiện theo theo Sơ đồ tổng hợp (S)-clopidogrel bisulfat. 
Bằng việc đi từ DL-2-clorophenyl glycin (1) là nguyên 
liệu thương mại có giá thấp, bước 1 là thực hiện phản 
ứng este hóa với MeOH trong môi trường H2SO4 thu 
được sản phẩm este racemic (2). Bước 2 là thực hiện 
phản ứng tách đồng phân (S)-(+)-2-clorophenyl glycin 
methyl este bằng việc sử dụng (L)-tartric thu được 
sản phẩm (S)-(+)-2-clorophenyl glycin methyl este 
(L)-tartrat (3). Bước 3 thực hiện phản ứng chuyển về 
dạng base tự do bằng cách sử dụng NaHCO3 5% trong 
dung môi DCM thu được sản phẩm (4). Bước 4 là thực 
hiện phản ứng thế SN2 với thiophen-2-ethanol tosylat 
đồng thời tạo muối với HCl để tạo thành (S)-methyl 
2-(2-(thiophen-2-yl)ethylamino)-2-(2-clorophenyl)
acetat hydroclorid (5). Bước 5 là thực hiện phản ứng 
đóng vòng để tạo thành sản phẩm trung gian clopidogrel 
ở dạng base và tạo muối clopidogrel base với H2SO4 để 
tạo thành clopidogrel bisulfat (6).
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Sơ đồ tổng hợp (S)-clopidogrel bisulfat 

Thực nghiệm

Tổng hợp DL-2-clorophenyl glycin methyl este (2)

Thêm vào bình cầu đáy tròn hai cổ 1 l, chứa DL-
2-clorophenyl glycin (1; 10,00 g; 53,8 mmol), thêm 
tiếp 400 ml MeOH và Na2SO4 (4,6 g; 32,3 mmol), nhỏ 
từ từ H2SO4 đặc (11,2 ml) vào bình phản ứng. Hỗn 
hợp được đun hồi lưu trong thời gian 24 h, kết thúc 
phản ứng. Thêm vào đó dung môi DCM, trung hòa hỗn 
hợp bằng dung dịch NH4OH 25% đến pH=8. Chiết sản 
phẩm với dung môi DCM, pha hữu cơ được làm khan 
bằng Na2SO4, cô cạn dung môi dưới áp suất giảm, thu 
được 9,53 g sản phẩm (2) ở dạng dầu [7] với hiệu suất 
thu được là 89,1%. 

IR (KBr, v cm-1): 3383 (NH2); 2951 (CH3); 1738 
(C=O este); 1593; 1478; 1440 (C=C);  758 (=CH) 

ESI-MS: [M+23]+ = 223,99
1H-NMR (500 MHz, CDCl3, δ ppm): 3,702 (3H, s, 

CH3); 5,1 (1H; s, H-7); 7,35 (3H, m, H-4,5,6); 7,37 
(1H, m, H-3) 

13C-NMR (125 MHz, CDCl3, δ ppm): 52,4 (C-CH3); 
55,9 (C-7); 127,2 (C-5); 128,4 (C-6); 129,1 (C-4); 
129,8 (C-3); 133,2 (C-1); 138,0 (C-2); 173,7 (C=O).

Tổng hợp (S)-(+)-2-clorophenyl glycin methyl este 
(3)

Trong bình cầu đáy tròn hai cổ 2 l, DL-2-clorophenyl 
glycin methyl este (2; 150 g; 746 mmol) được hòa tan 
bằng 1,5 l MeOH, thêm vào hỗn hợp phản ứng (L)-
tartaric (112,78 g; 751 mmol), tiếp tục khuấy hỗn 
hợp trong thời gian 20 phút để hòa tan hoàn toàn (L)-
tartaric. Làm lạnh hỗn hợp về 3-40C trong 2,5 h, thu 
được kết tủa màu trắng, lọc hút chân không thu được 
sản phẩm thô. Kết tinh lại sản phẩm thô trong MeOH 
thu được 84,05 g muối (S)-(+)-2-clorophenyl glycin 
methyl este (L)-tartaric (3) ở dạng tinh thể màu trắng 
[6]. Hiệu suất 32%, độ tinh khiết quang học 99,2% 
(tính theo diện tích HPLC).

Tnc: 170-1730C [6]

IR(KBr, ν cm-1): 3484 (OH), 3088 (=CH), 2934 
(CH3), 1756 (C=O este); 1668 (C=O acid), 1524, 1441 
(C=C), 1070 (C-O-C)

ESI-MS: [M+H]+ = 202,27
1H-NMR (500 MHz, D2O, δ ppm): 3,77 (3H, s, 

CH3); 4,44 (2H, s, H-8,9); 5,6 (1H, s, H-7); 7,4 (2H, 
m, H-4,5); 7,45 (1H, dt, J = 6,75; 8 Hz); 7,5 (1H, d, J 
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= 8 Hz)
13C-NMR (125 MHz, D2O, δ ppm): 54,1 (CH3); 

54,2 (C-7); 72,9 (C-1’,2’); 128,4 (C-4); 129,0 (C-1); 
130,4 (C-5); 130,7 (C-6); 132,3 (C-3);133,7 (C-2); 
169,2 (COCH3); 176,4 (2x C=O).

Tổng hợp (S)-(+)-2-clorophenyl glycin methyleste 
từ (S)-(+)-2-clorophenyl glycin 

Trong bình cầu đáy tròn 1 l, có que khuấy từ, (S)-
(+)-2-clorophenyl glycin methyl este (L)-tartrat (3, 50 
g; 143 mmol) được hòa tan hoàn toàn trong 250 ml 
H2O ở nhiệt độ phòng khuấy cho hỗn hợp phản ứng 
đồng thể, tiếp tục thêm vào đó 250 ml DCM. Hỗn hợp 
được làm lạnh về nhiệt độ 3-50C, dung dịch NaHCO3 
5% được thêm vào đến khi hỗn hợp phản ứng đạt pH 
= 7,5-8. Kết thúc phản ứng chiết sản phẩm với dung 
môi DCM, làm khan pha hữu cơ bằng Na2SO4, cất 
loại dung môi dưới áp suất giảm thu được 26,5 g sản 
phẩm (S)-(+)-2-clorophenyl glycin methyl este (4) ở 
dạng dầu màu trắng, hiệu suất 92,7%.

IR (KBr, ν cm-1): 3382 (NH2), 3062 (=CH), 2963 
(CH3), 1736 (C=O), 1584, 1474, 1438 (C=C), 1042 
(C-O-C)

ESI-MS: [M+23]+ = 223,99
1H-NMR (500 MHz, CDCl3, δ ppm): 2,05 (2H, s, 

NH2); 3,65 (3H, s, CH3); 4,97 (1H, s, H-7); 7,2 (2H, m, 
H-4,5,6); 7,34 (1H, d, J = 7,5, H-3)

13C-NMR (125 MHz, CDCl3, δ ppm): 51,9 (C-CH3), 
55,5 (C-7); 126,9 (C-4); 128,1 (C-5); 128,7 (C-6); 
129,8 (C-3); 132,8 (C-1); 137,8 (C-2); 173,4 (C=O).

Tổng hợp thiophen-2-ethanol tosylat (7)

Trong bình cầu đáy tròn 2 cổ dung tích 1 l, có lắp 
sinh hàn và que khuấy từ, thêm vào đó TsCl (150 g; 
787 mmol) và 350 ml DCM, hỗn hợp phản ứng được 
làm lạnh về 50C, thiophen-2-ethanol (71,5 ml; 637 
mmol) được thêm vào và khuấy cho hỗn hợp đồng 
thể, thêm vào hỗn hợp phản ứng Et3N (150 ml; 1076 
mmol). Phản ứng được khuấy ở nhiệt độ 300C trong 
thời gian 16 h. Kết thúc phản ứng, lọc bỏ phần chất 
rắn không tan. Phần dịch lọc được rửa với H2O đến 
pH 7-8, làm khan dung môi hữu cơ bằng Na2SO4, cất 
loại dung môi dưới áp suất giảm thu được 170,4 g sản 
phẩm thiophen-2-ethanol tosylat (7) ở dạng dầu [6] 
màu trắng, hiệu suất 93,8%. 

IR(KBr, ν cm-1): 3107 (=CH), 2958 (CH3), 1373 
(SO2), 1601, 1459 (C=C), 1181 (C-S), 826 (=CH)

ESI-MS: [M]+ = 282
1H (500MHz, CDCl3, δ ppm): 2,439 (3H, s, CH3); 

3,17 (2H,td, J = 0,5; 7 Hz, H-2’); 4,22 (2H, t, J = 6,5 
Hz, H-1’); 6,79 (1H, m, H-4); 6,90 (1H, q, J = 3,5; 5 
Hz, H-3); 7,13 (1H, dd, J = 1; 5 Hz, H-5); 7,31 (2H, 
d, J = 8 Hz, H-3’’,5’’); 7,73 (2H, dd, J = 1,5; 6,5 Hz, 
H-2’’,6’’)

13C-NMR (125 MHz, CDCl3, δ ppm): 21,6 (C-CH3); 
29,6 (C-1’); 70,1 (C-2’); 124,4 (C-3); 126,1 (C-4); 
126,9 (C-5); 127,9 (C-2’’,6’’); 129,8 (C-3’’,5’’); 133,0 
(C-2); 138,1 (C-4’’); 144,8 (C-1’’).

Tổng hợp (S)-methyl-2-(2-(thiophen-2-yl)
ethylamino)-2-(2-clorophenyl)acetat hydroclorid từ 
(S)-(+)-2-clorophenylglycin methyl este (5)

Trong bình cầu đáy tròn 500 ml, có lắp sinh hàn, 
que khuấy từ, (S)-(+)-2-clorophenylglycin methyl este 
(4; 26,5 g; 132 mmol) và thiophen-2-ethanol tosylat 
(48,7 g; 159 mmol) được hòa tan trong 50 ml toluen 
và K2HPO4 (69,4 g; 396 mmol) được thêm vào. Khuấy 
cho hỗn hợp đồng thể, tiếp tục nâng dần nhiệt độ của 
phản ứng lên nhiệt độ hồi lưu của hỗn hợp trong thời 
gian 30 h. Kết thúc phản ứng, thêm vào đó 160 ml H2O, 
chiết sản phẩm với toluen thu được pha hữu cơ. Làm 
lạnh pha hữu cơ xuống 100C, nhỏ từ từ dung dịch acid 
HCl 37% (22,5 ml) vào hỗn hợp thấy xuất hiện kết tủa, 
duy trì nhiệt độ này trong thời gian 1 h. Kết thúc phản 
ứng lọc hút chân không thu được sản phẩm thô, hòa 
tan sản phẩm thô trong 198 ml aceton và 12 ml HCl 
37%. Nâng dần nhiệt độ của hỗn hợp lên 550C và giữ ở 
nhiệt độ này trong thời gian 15 phút, làm lạnh hỗn hợp 
phản ứng về 150C, thu được 29,83 g (S)-methyl2-(2-
(thiophen-2-yl)ethylamino)-2-(2-clorophenyl)acetat 
hydrochlorid (5) tinh thể màu trắng, hiệu suất 67,4%. 

Tnc: 175-1780C [6]

[α]D/20 = 109,50 (C =1, MeOH) [6]

IR (KBr,  ν cm-1): 3434 (NH); 2897 (CH3); 1749 
(C=O); 1594; 1492 (C=C); 759 (=CH)

ESI-MS: [M+2H]+ = 311,01
1H-NMR (500MHz, CDCl3, δ ppm): 3,04 (1H, m, 

H-1’); 3,15 (1H, m, H-1’); 3,30 (2H, m, H-2’); 3,74 
(3H, s, H-CH3); 5,61 (1H, s, H-3’); 6,91 (1H, dd, J =3 
Hz, H-4); 6,96 (1H, q, J = 3,5 Hz, H-3); 7,37 (1H, dd, 
J =1; 5 Hz, H-H-5); 7,51 (2H, m, H-4’’,6’’); 7,63 (1H, 
dd, J = 1,5; 7,5 Hz, H-3’’); 7,77 (1H, dd, J = 2; 7,5 Hz, 
H-5’’) 
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13C-NMR (125 MHz; CDCl3, δ ppm): 25,8 (C-
CH3); 47,6 (C-1’); 54,4 (C-2’); 60,2 (C-3’); 125,5 (C-
4); 126,7 (C-3); 127,1 (C-2); 127,7 (C-5); 128,6 (C-
4’’); 130,4 (C-1’’); 130,9 (C-3’’); 132,8 (C-5’’); 134,4 
(C-6’’); 138,0 (C-2’’); 168,4 (C=O).

Tổng hợp (+)-(S)-clopidogrel bisulfat từ 
(+)-methyl-2-(2-(thiophen-2-yl)ethylamino)-2-(2-
clorophenyl)acetat clohidrid (6)

Trong bình cầu đáy tròn hai cổ 2 l, (+)-methyl-2-(2-
(thiophen-2-yl)ethylamino)-2-(2-clorophenyl)acetat 
clohidric (5; 82,2 g; 237 mmol) và HCHO (1,23 l; 
1336 mmol) được thêm vào. Hỗn hợp phản ứng được 
khuấy ở nhiệt độ 30oC trong thời gian 22 h. Thêm vào 
hỗn hợp phản ứng dung môi DCM, lọc bỏ phần tạp 
không tan, tiếp tục làm lạnh dịch lọc xuống 5-100C và 
trung hòa bằng dung dịch NaHCO3 5% đến pH = 7-8. 
Chiết sản phẩm với dung môi DCM, làm khan pha hữu 
cơ bằng Na2SO4, cất loại dung môi dưới áp suất giảm 
thu được 72,5 g sản phẩm (+)-(S)-clopidogrel dầu màu 
vàng. Hòa tan dầu trong 1,44 l aceton, làm lạnh hỗn 
hợp xuống 0-50C, thêm từ từ H2SO4 đặc (11,23 ml) vào 
hỗn hợp phản ứng, khuấy ở nhiệt độ 25-300C trong 
thời gian 30 h thấy xuất hiện tủa màu trắng, lọc và 
rửa kết tủa bằng aceton lạnh, thu được 73,6 g (+)-(S)-
clopidogrel bisulfat (6) ở dạng bột màu trắng, hiệu suất 
73,3%, có độ tinh khiết 99,53% tính theo diện tích pic 
HPLC.

Tnc: 184-186oC [6]

[α]D/20 = 55,50(C=1, MeOH) [6]

IR(KBr, v cm-1): 3064 (=CH); 2965 (CHO); 1740 
(C=O este); 1570 (C=C); 755 (=CH)

ESI-MS: [M + H]+ = 322,1
1H (500 MHz, CDCl3, δ ppm): 3,20 (2H, m, H-3’,4’); 

3,60 (1H, d, J = 14 Hz, H-2’); 3,71 (3H, s, H-CH3); 
3,74 (1H, d, J =14 Hz, H-2’); 4,93 (1H, s, H-5’); 6,67 
(1H, d, J = 5 Hz, H-4); 7,05 (1H, d, J = 5,5 Hz, H-5); 
7,27 (2H, m, H-4’’,5’’); 7,4 (1H, dd, J = 1,5; 7,5 Hz, 
H-6’’); 7,71 (1H, dd, J = 1,5; 7,5 Hz, H-3) 

13C-NMR (125 MHz; CDCl3, δ ppm): 21,6 (C-3’); 
48,2 (C-4’); 50,6 (C-2’); 52,0 (C-CH3); 67,8 (C-5’); 
122,6 (C-4); 125,1 (C-5); 127,1 (C-4’’); 129,3 (C-5’’); 
129,7 (C-6’’); 129,9 (C-3’’);  131,2 (C-3); 132,3 (C-2); 
133,8 (C-2’’); 134,6 (C-1’’).

Kết quả và bàn luận

Theo Sunil Sadanand Nadkarni và cộng sự [7], 

(S)-clopidogrel bisulfat có thể được tổng hợp từ DL-2-
clorophenyl glycin thông qua 5 bước. Bước 1 là thực 
hiện phản ứng este hóa giữa DL-2-clorophenyl glycin 
với MeOH vừa là tác nhân tham gia phản ứng, đồng 
thời cũng là dung môi để hòa tan chất đầu, trong môi 
trường acid H2SO4 đặc nhằm thúc đẩy cho phản ứng 
este hóa xảy ra dễ dàng hơn. Quá trình phản ứng có 
một phần H2O được sinh ra, do đó để hạn chế điều này 
chúng tôi đã sử dụng tác nhân hút nước khá mạnh là 
Na2SO4 khan làm chuyển dịch cân bằng sang bên tạo 
thành sản phẩm nhằm làm tăng hiệu suất của phản ứng. 
Phản ứng được thực hiện ở nhiệt độ hồi lưu của dung 
môi trong thời gian 24 h, thu được sản phẩm (2) với 
hiệu suất phản ứng đạt khá cao (89,1%). 

Bước 2 là thực hiện phản ứng tách đồng phân sản 
phẩm DL-2-clorophenyl glycin methyl este (2) để thu 
được sản phẩm (S)-(+)-2-clorophenyl glycin methyl 
este (3). Ở đây do sản phẩm (2) là hỗn hợp este racemic 
của acid amin, do đó việc tách đồng phân có thể thực 
hiện bằng cách sử dụng một acid yếu có thể tạo muối 
với acid amin thường được sử dụng là acid tartric, hơn 
nữa ở đây có thể dựa vào độ tan khác nhau của hai 
đồng phân khi tạo muối với acid tartric trong dung môi 
MeOH, cụ thể là với đồng phân (S)-(+)-2-clorophenyl 
glycin methyl este tạo muối L-tartrat ở dạng kết tủa 
trong dung môi MeOH ở nhiệt độ 0-50C, đồng phân 
còn lại (S)-(-)-2-clorophenyl glycin methyl este tạo 
muối với L-tartric ở cùng nhiệt độ này. Đây cũng là 
một phương pháp tách đồng phân quang học phổ biến 
hiện nay, hiệu suất phản ứng thu được khá thấp (đạt 
32%), để hạn chế việc mất mát một phần sản phẩm (3) 
còn lại trong nước cái, chúng tôi đã tiến hành thu hồi 
phần nước cái sau khi lọc và đã thu được sản phẩm 
(S)-(+)-2-clorophenyl glycin methyl este (3). Mặc dù 
ở đây hiệu suất của phản ứng tách đồng phân còn thấp, 
nhưng điều đặc biệt là phản ứng tổng hợp theo giai 
đoạn này có độ tinh khiết quang học là 99,2% (tính 
theo diện tích pic, HPLC). 

Bước 3 là thực hiện phản ứng kiềm hóa muối 
acid (3) vừa thu được ở trên bằng cách sử dụng một 
số base yếu để có thể chuyển (S)-(+)-2-clorophenyl 
glycin methyl este về dạng base tự do. Do liên kết giữa 
L-tartrat và (S)-(+)-2-clorophenyl glycin methyl este 
(3) là liên kết của một acid yếu với một base yếu, do 
đó để thu được sản phẩm (S)-(+)-2-clorophenyl glycin 
methyl este ở dạng base, chỉ cần thực hiện phản ứng 
trong môi trường kiềm yếu. Việc sử dụng một số dung 
dịch base đã được chúng tôi sử dụng như là NaHCO3 
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5%, Na2CO3 5%, NH4OH 25% [3]. Quá trình tiến hành 
phản ứng được đưa về pH = 7,5-8, sản phẩm được 
chiết với dung môi hữu cơ là DCM, thu được (S)-(+)-
2-clorophenyl glycin methyl este (4) ở dạng dầu. Kết 
quả khảo sát với các base trên cho thấy, với base là 
NaHCO3 5% đã thu được sản phẩm với hiệu suất cao 
nhất là 92,7%, độ tinh khiết quang học đạt 99% (tính 
theo diện tích pic HPLC). Hai dung dịch kiềm còn 
lại cho hiệu suất phản ứng cao hơn chút ít, lần lượt 
là 94,5 và 94,2%, tuy nhiên độ tinh khiết quang học 
chỉ đạt dưới 90% (tính theo diện tích pic HPLC), điều 
này có thể là do hai dung dịch này có tính base mạnh 
hơn NaHCO3, quá trình kiềm hóa sản phẩm (3) sẽ bị 
racemic hóa và ảnh hưởng đến hiệu suất của phản ứng 
và độ tinh khiết quang học của sản phẩm.

Sản phẩm trung gian thiophen-2-ethanol tosylat 
(7) được nhóm tác giả tổng hợp thông qua phản 
ứng thế nucleophin giữa thiophen-2-ethanol với 
4-Toluenesulfonyl clorid (TsCl), trong dung môi 
DCM, xúc tác là base hữu cơ trietylamin (Et3N), ở 
nhiệt độ phòng trong thời gian là 16 h, thu được sản 
phẩm với hiệu suất 93,8%. Ở đây, Et3N có vai trò trung 
hòa phần acid HCl được sinh ra trong phản ứng tạo 
thành muối của Et3N.HCl, làm chuyển dịch cân bằng 
sang bên tạo thành sản phẩm, do đó sẽ làm tăng hiệu 
suất của phản ứng. 

Bước 4 là thực hiện phản ứng giữa thiophen-2-
ethanoltosylat (7) với (S)-(+)-2-clorophenyl glycin 
methyl este (4) tạo sản phẩm (S)-methyl 2-(2-(thiophen-
2-yl)ethylamino)-2-(2-clorophenyl)acetat (5), phản 
ứng được thực hiện trong dung môi toluen, với xúc tác 
base KH2PO4 ở nhiệt độ hồi lưu trong thời gian là 30 
h, thu được sản phẩm (S)-methyl-2-(2-(thiophen-2-yl)
ethylamino)-2-(2-clorophenyl)acetat (5) ở dạng base. 
Sản phẩm được acid hóa với HCl đặc thu được sản 
phẩm ở dạng muối, quá trình  chuyển hóa sang muối sẽ 
tạo điều kiện dễ dàng hơn nhiều cho việc tinh chế sản 
phẩm vì có thể trong phản ứng vẫn còn lẫn một phần 
chất đầu thiophen-2-ethanoltosylat (7).

Bước 5 là thực hiện phản ứng ngưng tụ sản phẩm 
(5) vừa thu được với HCHO 40% đồng thời đóng vòng 
thu được sản phẩm clopidogrel ở dạng base, quá trình 
acid hóa sản phẩm clopidogrel ở dạng base bằng acid 
H2SO4 đặc trong dung môi aceton được thực hiện ngay 
sau đó thu được sản phẩm clopidogrel bisulfat (6). Ở 
giai đoạn này, việc tạo thành muối được thực hiện bằng 
cách sử dụng acid đặc H2SO4. Vì thế, cần phải thực 
hiện ở nhiệt độ 0-50C (vì nếu thực hiện phản ứng ở 

nhiệt độ quá cao có thể làm sản phẩm bị racemic hóa 
và có thể sản phẩm sẽ bị than hóa trong quá trình nhỏ 
giọt H2SO4 đặc. Điều này sẽ ảnh hưởng tới chất lượng 
của sản phẩm cuối cùng thu được, cụ thể là gây khó 
khăn cho việc tinh chế sau này). Kết thúc quá trình nhỏ 
giọt phản ứng được khuấy ở nhiệt độ phòng trong thời 
gian 30 h, thu được sản phẩm clopidogrel bisulfat với 
hiệu suất phản ứng đạt 73,3%, có độ tinh khiết quang 
học 99,53% tính theo diện tích pic HPLC.

Kết luận

Từ DL-2-chlorophenyl glycin (1), nhóm tác giả đã 
tổng hợp thành công (S)-clopidogrel bisulfat (6), thông 
qua 5 bước, hiệu suất toàn bộ quy trình là 12,2%. Quá 
trình tổng hợp được thực hiện đơn giản, có thể áp dụng 
ở quy mô lớn. 
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Đặt vấn đề

Ở Việt Nam, triển vọng phát triển Thông đỏ lá dài 
(Taxus wallichiana Zucc.) không những trở thành một 
sản phẩm tốt phục vụ cho điều trị và chăm sóc sức khỏe, 
mà còn là một sản phẩm mang lại nguồn lợi kinh tế lớn 
cho đất nước. Vì vậy, việc xây dựng tiêu chuẩn kiểm 
nghiệm và đánh giá chất lượng Taxol® (paclitaxel) và các 
hợp chất taxoid làm nguyên liệu để sản xuất thuốc điều 
trị ung thư [1, 2] được chiết tách từ Thông đỏ Việt Nam là 
hết sức quan trọng và cấp bách. Đó là lý do để tiến hành 
nghiên cứu: “Phân lập một số hợp chất taxoid trong phân 
đoạn cao methanol 100% từ lá Thông đỏ lá dài (Taxus 
wallichiana Zucc.) trồng ở Lâm Đồng”.

Tiếp nối các nghiên cứu trước đây [3], mục tiêu của 
nghiên cứu này là phân lập và xác định cấu trúc một số 
hợp chất taxoid với đủ số lượng để làm chất chuẩn tạp 
trong kiểm định Taxol® dược dụng chiết xuất từ Thông 
đỏ Việt Nam.

Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

Nguyên liệu 

Cao chiết methanol phân đoạn 100% (gọi tắt là cao 
MeOH 100%) từ lá Thông đỏ lá dài được trồng ở Lâm 
Đồng. Nguồn dược liệu đã được tiêu chuẩn hóa và được 
Trung tâm Trồng và chế biến cây thuốc Đà Lạt cung cấp.

Cao methanol 100% đã được chiết theo quy trình như 
sau: làm ẩm bột lá dược liệu và ngâm 24 giờ, chiết ngấm 

Phân lập một số hợp chất taxoid trong phân đoạn cao methanol 100% 
từ lá Thông đỏ lá dài (Taxus wallichiana Zucc.) trồng ở Lâm Đồng  
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Mục đích của nghiên cứu này là phân lập một số hợp chất taxoid trong phân đoạn cao methanol 100% 
từ lá Thông đỏ lá dài (Taxus wallichiana Zucc.) trồng ở tỉnh Lâm Đồng bằng sắc ký cột với các dung môi 
thông thường. Từ 75 g cao methanol 100% đã phân lập được các taxoid là taxinine B (425 mg), taxuspin F 
(732 mg), taxchinin B (703 mg), taxuspin D (83 mg). Các taxoid được xác định cấu trúc hóa học dựa trên 
phân tích phổ UV-Vis, MS, NMR và so sánh với các tài liệu tham khảo.

Từ khóa: lá Thông đỏ lá dài, phân lập, taxoid.
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Isolation of taxoids in 100% methanol 
extract from the needles of Taxus 

wallichiana Zucc. cultivated in Lam Dong 
province

                                 
Summary

The aim of this study was to isolate taxoids 
in 100% methanol extract from the needles 
of Taxus wallichiana Zucc. cultivated in Lam 
Dong province by column chromatography 
with usual solvents. From 75 g of 100% 
methanol extract, the isolated taxoids were 
identified as taxinine B (425 mg), taxuspine F 
(732 mg), taxchinin B (703 mg), and taxuspine 
D (83 mg). The chemical structure of taxoids 
was elucidated by means of UV-Vis, IR, MS, 
NMR spectroscopies and comparison with 
reference data.

Keywords: isolate, taxoids, Taxus wallichiana 
Zucc.

Classification number 3.4
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kiệt bằng methanol (tỷ lệ 1:6) thu được dịch chiết. 
Cô giảm áp dịch chiết thành dạng cao sệt, thu được 
cao methanol thô. Dùng cao methanol thô hòa với 
nước, lắc với dicloromethan, sau khi cô giảm áp dịch 
dicloromethan thu được cao CH2Cl2. Nạp cao CH2Cl2 
vào cột diaion HP-20 (15 x 110 cm), rửa giải lần lượt 
với các dung môi: nước, MeOH 10%, MeOH 60%, 
MeOH 80%, MeOH 100%. Dịch chiết MeOH 100% 
được cô thu hồi dung môi dưới áp xuất giảm để thu 
được cao MeOH 100%.

Phương pháp nghiên cứu

Loại tạp trong cao: cao methanol 100% chiết từ lá 
chứa nhiều tạp chất: nhựa, diệp lục tố... Để loại tạp 
kém phân cực, cao methanol 100% được lắc phân bố 
với ether dầu hỏa nhiều lần.

Phân lập hợp chất: cao đã loại tạp được tiến hành 
sắc ký cột silicagel với hệ dung môi giải ly CH2Cl2 - 
aceton có độ phân cực tăng dần, thu được 5 phân đoạn. 
Ở phân đoạn II (hệ dung môi CH2Cl2 - aceton với tỷ lệ 
10:5) thu được kết tinh T1. Phân đoạn III với hệ dung 
môi giải ly CH2Cl2 - aceton (100:5) thu được kết tinh 
T2. Phân đoạn IV với cùng hệ giải ly trên có kết tinh 
T3. Và ở phân đoạn V cùng hệ giải ly CH2Cl2 - aceton 
(100:5) thu được kết tinh T4. Sau đó, các kết tinh được 
tái kết tinh nhiều lần để tinh sạch và kiểm tra độ tinh 
khiết bằng sắc ký lớp mỏng, phát hiện bằng thuốc thử 
H2SO4 10%/EtOH 96%. 

Xác định cấu trúc: dựa vào các kết quả phân tích 
phổ UV-Vis, MS, NMR và so sánh với tài liệu tham 
khảo để xác định cấu trúc các hợp chất T1, T2, T3 và 
T4.

Kết quả và bàn luận

Phân lập hợp chất

Từ 75 g cao methanol 100% đã phân lập được 720 
mg phân đoạn giàu hợp chất T1, 935 mg phân đoạn 
giàu hợp chất T2, 950 mg phân đoạn giàu hợp chất T3 
và 103 mg phân đoạn giàu hợp chất T4 bằng phương 
pháp sắc ký cột cổ điển. Sau khi được tinh khiết hóa 
bằng kỹ thuật tái kết tinh nhiều lần thu được 425 mg 
hợp chất T1, 732 mg hợp chất T2, 703 mg hợp chất T3 
và 83 mg hợp chất T4.

Xác định cấu trúc

Hợp chất T1:

Hợp chất T1 kết tinh dạng tinh thể nhỏ, mịn, không 
màu, có ánh lấp lánh, dễ tan trong cloroform, acetonitril, 

ethyl acetat, ít tan trong methanol. Sắc ký lớp mỏng 
bằng hệ dung môi CHCl3-MeOH (9:1) cho vết tắt quang 
ở bước sóng UV 254 nm. Hiện màu bằng H2SO4 10%/
EtOH 96%, xuất hiện vết tròn màu nâu.

Phổ UV của T1 trong MeOH cho đỉnh hấp thụ cực 
đại ở bước sóng 217 và 279,4 nm. Điều này phù hợp 
với các taxoid vì các taxoid có đỉnh hấp thụ cực đại 
trong khoảng 190-300 nm (1). Các băng hấp thụ đáng 
chú ý trên phổ IR của T1: 1684 cm-1 (C=O), 1634 cm-1 
(C=C), 1132 cm-1 và 1070 cm-1 (C-O-C). Điều này phù 
hợp với các taxoid vì trong cấu trúc của các taxoid 
đều có sự hiện diện của nhóm carbonyl ester ở vị trí 
C5, nhóm ceton (C=O) ở vị trí C13 (1). Phổ MS - ES+ 
trong MeOH cho thấy ion có m/z = 687,28 với cường 
độ cao nhất, đây là mảnh [M+Na]+, do vậy T1 có khối 
lượng phân tử là 664 Dalton, có khả năng tương ứng 
với công thức phân tử của một hợp chất taxoid là 
taxinin B (C37H44O11) [4]. 

Phổ 1H-NMR cho tín hiệu cộng hưởng ứng với sự 
hiện diện của bốn nhóm methyl δH [1,15 (3H, s, 16-
Me); 1,77 (3H, s, 17-Me); 2,38 (3H, s, 18-Me) và 1,03 
(3H, s, 19-Me)] đặc trưng cho khung taxan diterpen. 
Bốn nhóm -OAc dH [2,08 (3H, s, 2-OAc); 2,08 (3H, 
s, 7-OAc); 2,08 (3H, s, 9-OAc) và 2,08 (3H, s, 10-
OAc)], năm nhóm dH [1,293 (3H, s, 10-OAc)], năm 
proton oxymethin dH [5,63 (1H, dd, 1,5, 6,5, H-2); 
5,39 (1H, s, H-5); 5,45 (1H, s, H-7); 5,94 (1H, d, 11, 
H-9) và 6,25 (1H, d, 10,5, H-10)], hai nhóm methylen 
dH [1,77 (1H, s), 2,08 (1H, m) (H-6a, H-6b)] và [2,39 
(1H, s), 2,85 (1H, dd, 7, 20) (H-14a, H-14b)], hai nhóm 
proton methin dH [2,25 (1H, d, 7, H-1) và 3,33 (1H, 
d, 6)], một nhóm methylen gắn carbon mang oxygen 
dH [4,92 (1H, s, H-20a), 5,45 (1H, s, H-20b)] và một 
nhóm cinnamoyl dH [6,45 (1H, d, 16, H-22), 7,69 (1H, 
d, 16, H-23), 7,44 (1H, m, H-4’), 7,78 (2H, d, 7, H-2’, 
H-4’ và H-3’, H-5’)].

Phổ 13C-NMR kết hợp với phổ DEPT 90 và DEPT 
135 cho các mũi cộng hưởng ứng với 35 carbon bao 
gồm một carbon carbonyl [δC 199,3 (C-13)], bốn 
carbon carbonyl ester [δC 169, 3 (2-OAc); 169,7 (7-
OAc); 169,7 (9-OAc); 169,2 (10-OAc)], hai nhóm 
carbon olefin bậc bốn [dC 150,5 (C-11) và 139,8 (C-
12)], một carbon olefin bậc hai [dC 118,8 (C-20)], năm 
carbon bậc ba mang oxygen [dC 68,0 (C-2); 76,2 (C-
5); 69,6 (C-7); 75,0 (C-9); 72,8 (C-10)], hai carbon bậc 
ba [dC 48,7 (C-1) và 42,0 (C-3)] và carbon bậc bốn 
[dC 139,8 (C-4)]. So sánh dữ liệu phổ 1H NMR và 13C 
NMR của T1 với các chất đã được công bố thì dữ liệu 
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phổ của T1 hoàn toàn trùng khớp với dữ liệu phổ của 
taxinin B [4].

Từ các kết quả phổ nghiệm UV-Vis, IR, MS, NMR 
và so sánh với tài liệu tham khảo, hợp chất T1 được 
xác định là taxinin B.

Taxinin B còn có tên gọi khác là 7β-acetat-O-
taxinin A được M.C. Woods cùng các cộng sự phân lập 
lần đầu tiên vào năm 1968 từ lá Taxus cuspidata Sieb. 
et Zucc. [4]. Sau đó, vào năm 1988, M.K. Yeh cùng các 
cộng sự cũng đã phân lập được hợp chất này từ gỗ của 
Taxus mairei [4]. 

Hợp chất T2:

Hợp chất T2 có dạng rắn vô định hình, màu trắng, 
tan trong methanol, acetonitril, cloroform. Sắc ký lớp 
mỏng bằng hệ dung môi CHCl3-MeOH (9:1) cho vết 
tắt quang ở bước sóng UV254 nm. Hiện màu bằng H2SO4 
10%/EtOH 96%, xuất hiện vết tròn màu hồng nhạt.

T2 có cực đại hấp thu tại bước sóng 266,7 nm; phù 
hợp với phổ UV của taxuspin F đã công bố [5, 6]. Phổ 
hồng ngoại của T2 tương tự như taxuspin F [3, 5], có 
các đỉnh hấp thu tương ứng với các nhóm chức: 3450 
cm-1 (nhóm -OH), 1747 cm-1 và 1679 cm-1 (C=O), 1199 
cm-1 (C-O-C). Trên phổ MS, T2 cho pic cao nhất tương 
ứng với m/z = 557,22 phù hợp với mảnh [M+Na]+. Do 
vậy, T2 có khối lượng phân tử là 534,2 Dalton, tương 
ứng với công thức phân tử có thể là C28H38O10, cùng 
công thức phân tử với taxuspin F [5, 6]. 

Phổ 1H NMR có sự hiện diện của bốn nhóm methyl 
[δH 1,74 (3H, s, 16-Me); 1,12 (3H, s, 17-Me); 2,31 
(3H, s, 18-Me) và 0,98 (3H, s, 19-Me)] đặc trưng cho 
khung taxan diterpen. Bốn nhóm methyl của -OAc [δH 
2,02 (3H, s,10-OAc); 2,05 (3H, s, 7-OAc); 2,05 (3H, s, 
2-OAc); 2,08 (3H, s, 9-OAc)], năm proton oxymethin 
[δH 5,6 (1H, dd, H-2); 4,22 (1H, d, H-5); 5,50 (1H, dd, 
H-7); 5,90 (1H, d, H-9); 6,26 (1H, dd, H-10)], hai nhóm 
methylen [δH 1,61, 1,94 (H-6a, H-6b) và 2,33, 2,77 
(H-14a, H-14b) ], hai proton methyl [δH 2,20 (1 H, dd, 
H-1) và 3,53 (1H, d, H-3)] và một nhóm exometylen 
[δH 4,82 (1H, s, H-20a) và 5,23 (1H, s, H-20b)] tại C-4.

Phổ 13C-NMR, DEPT-90 và DEPT-135 cho các tín 
hiệu cộng hưởng với sự hiện diện của 28 nhóm tín hiệu 
carbon bao gồm 8 CH3, 3 CH2, 7 CH và 10 C bậc bốn 
trong đó có một carbon carbonyl [δC 199,4 (s, C-13)], 
bốn nhóm carbon carbonyl ester [δC 169,2 (s); 169,4 
(s); 169,8 (s); 169,8 (s)], hai nhóm carbon olefin bậc 
bốn [δC 149,8 (s, C-11) và 144,7 (s, C-12)] và năm 

carbon bậc ba mang oxygen [δC 68,9 (d, C-2); 74,5 (d, 
C-5); 69,5 (d, C-7); 75,1 (d, C-9) và 72,8 (d, C-10)], 
hai carbon bậc ba [δC 48,8 (C-1); 39,7 (C-3)] và carbon 
bậc bốn [δC 139,2 (C-4)]. So sánh dữ liệu phổ 1H NMR 
và 13C NMR của T2 với các chất đã được công bố cho 
thấy cấu trúc của T2 hoàn toàn trùng khớp với cấu trúc 
của taxuspin F [5, 6]. Dựa vào các kết quả phổ UV-Vis, 
IR, MS, NMR và tài liệu tham khảo, hợp chất T2 được 
xác định là taxuspin F. 

Taxuspin F đã được phân lập từ Taxus cupidata 
Sieb.et Zucc năm 1995 [5] và từ Taxus wallichiana 
Zucc bởi Nguyễn Thị Thanh Tâm năm 2007 [6].

Hợp chất T3:

Hợp chất T3 là kết tinh dạng tinh thể nhỏ, mịn, 
không màu, có ánh lấp lánh, dễ tan trong cloroform, 
dichloromethan, ethyl acetat, ít tan trong methanol. 
Sắc ký lớp mỏng bằng hệ dung môi ether dầu-aceton 
(6:4) cho vết tắt quang ở bước sóng UV254 nm. Hiện 
màu bằng H2SO4 10%/EtOH 96%, xuất hiện vết tròn 
màu xanh lá đậm. 

Phổ UV của T3 trong MeOH cho các đỉnh hấp thu 
cực đại ở bước sóng 219 nm và 279 nm. Điều này phù 
hợp vì các taxoid có đỉnh hấp thu cực đại trong khoảng 
190-300 nm [7]. Phổ MS - ES+ trong MeOH có pic 
m/z 825,05 là mảnh [M+Na]+, do vậy hợp chất T3 có 
mảnh khối lượng phân tử [M]+ là 802, tương ứng với 
công thức nguyên có thể là C44H48O13. 

Phổ 1H NMR cho tín hiệu cộng hưởng ứng với sự 
hiện diện của: bốn nhóm methyl δH [1,19 (3H, s, 16-
Me); 1,23 (3H, s, 17-Me); 2,01 (3H, s, 18-Me)] và 1,72 
(3H, s, 19-Me) đặc trưng cho khung taxan diterpen. 
Bốn nhóm -OAc dH [2,01 (3H, s, 2-OAc); 2,01 (3H, 
s, 4-OAc); 2,1 (3H, s, 7-OAc); 1,76 (3H, s, 9-OAc)]. 
Bốn proton oxymethin dH [6,17 (1H, d, 7,5, H-2); 5,01 
(1H, d, 8, H-5); 5,62 (1H, d,11, H-7), 6,22 (1H, d, 11, 
H-9) và 6,61 (1H, d, 11, H-10)]. Hai nhóm methylen 
dH [1,92 (1H, dd, 9, 15,5), 2,6 (m), (H-6a và H-6b) 
và 1,72 (1H, m), 2,45 (1H, dd, 7,5, 14,8), (H-14a và 
H-14b)]. Một nhóm proton methin dH [3,04 (1H, d, 8, 
H-3)]. Nhóm methylen gắn trên carbon mang oxygen 
dH [4,39 (1H, d, 8, H-20a) và 4,5 (1H, d, 8, H-20b)]. 
Một nhóm cinnamoyl dH [6,5 (1H, d, 16, H-22); 7,7 
(1H, d, 16, H-23); 7,56 (1H, m, H-4’); 7,8 (2H, d, 8, 
H-2’, H-6’) và 7,56 (2H, m, H-3’, H-5’)]. Một proton 
của nhóm -OH alcol [2,67 (1H, s)].

Phổ 13C NMR kết hợp với phổ DEPT 90 và DEPT 
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135 cho các mũi cộng hưởng ứng với 39 carbon bao 
gồm: bốn carbon carbonyl ester [δC 170,3 (2-OAc); 
169,2 (4-OAc); 169,8 (7-OAc); 169,8 (9-OAc)]. Hai 
nhóm carbon olefin bậc bốn [dC 135,9 (C-11) và 148,2 
(C-12)]. Sáu carbon bậc ba mang oxygen [dC 67,9 (C-
2); 84,8 (C-5); 70,6 (C-7); 76,4 (C-9); 68,7 (C-10); 
79,1 (C-13)]. Một carbon bậc bốn mang oxygen [dC 
79,4 (C-4)]. Ba carbon bậc bốn [dC 68,2 (C-1); 43,7 
(C-8); 75,7 (C-15)] và carbon bậc ba [dC 44,7 (C-3)]. 
Bảy carbon đặc trưng cho vòng thơm [dC 134,1 (C-
1’); dC 129 (C-2’, C-6’); dC 130,7 (C-3’, C-5’); dC 
129,1; 129,5; 128,2; 133,4 (-Ph)].

T3 có chứa khung 11(15→1)-abeo-taxoid thể hiện 
ở dC 68,2 (C-1) và dC 75,7 (C-15). T3 còn có một vòng 
oxetan [4,50 (1H, d, 7,5, H-20a); 4,39 (1H, d, 8,0, 
H-20b) và dC 74,7 (C-20)]. Từ phổ 1H-NMR có thêm 
một nhóm benzoyl C6H5CO và một nhóm cinnamoyl 
C6H5CH=CHCO, bốn nhóm acetyl CH3CO.

So sánh dữ liệu phổ 1H NMR và 13C NMR của hợp 
chất T3 với các chất đã được công bố thì dữ liệu của 
hợp chất T3 hoàn toàn trùng khớp với cấu trúc của 
taxchinin B [7]. Dựa vào các kết quả phổ UV-Vis, IR, 
MS, NMR và tài liệu tham khảo, hợp chất T2 được xác 
định là taxchinin B. 

Hợp chất T4:

Hợp chất T4 là kết tinh dạng tinh thể nhỏ, mịn, không 
màu, lấp lánh, dễ tan trong cloroform, dicloromethan, 
ethyl acetat, ít tan trong MeOH. Sắc ký lớp mỏng bằng 
hệ dung môi ether dầu-aceton (6:4) cho vết tắt quang 
ở bước sóng UV254 nm. Hiện màu bằng H2SO4 10%/
EtOH 96%, xuất hiện vết tròn màu nâu.

Phổ UV-Vis của hợp chất T4 trong methanol cho 
các đỉnh hấp thu cực đại ở bước sóng 217 và 278 nm, 
tương ứng với các taxoid [4]. Phổ khối cho pic có m/z 
747,05 [M+Na]+với cường độ cao nhất, do vậy hợp 
chất T4 có mảnh khối lượng phân tử [M]+ là 724 đơn 
vị khối tương ứng với công thức nguyên có thể là 
C39H48O13 [8].

Phổ 1H NMR cho tín hiệu cộng hưởng ứng với sự 
hiện diện của: bốn nhóm methyl δH [1,49 (3H, s, 16-
Me); 1,17 (3H, s, 17-Me); 1,6 (3H, s, 18-Me) và 1,53 
(3H, s, 19-Me)] đặc trưng cho khung taxan diterpen. 
Năm nhóm -OAc dH [1,96 (3H, s, 2-OAc); 2,1 (3H, s, 
7-OAc); 2,0 (3H, s, 9-OAc); 2,02 (3H, s, 10-OAc) và 
2,2 (3H, s, 13-OAc)]. Năm proton oxymethin dH [5,8 
(1H, dd, 7, H-2); 4,85 (1H, m, H-5); 4,85 (1H, m, H-7); 
5,6 (1H, d, 5, H-9) và 6,25 (1H, d, 10,5, H-10)]. Hai 

nhóm methylen dH [2,06 (1H, m, H-6) và 2,36 (1H, 
d, 18,5), 2,57 (1H, m), (H-14a và H-14b)]. Hai nhóm 
proton methin dH [1,89 (1H, m, H-1) và 3,7 (1H, d, 
7, H-3)]. Nhóm methylen gắn trên carbon olefin dH 
[5,08 (1H, s, H-20a) và 5,2 (1H, s, H-20b)]. Một nhóm 
cinnamoyl dH [6,46 (1H, d, 16, H-22), 7,7 (1H, d, 16, 
H-23), 7,4 (1H, m, H-4’), 7,54 (2H, m, H-2’, H-6’), 7,4 
(2H, m, H-3’, H-5’)]. Một proton của nhóm -OH alcol 
[2,1 (1H, s)].

Phổ 13C NMR kết hợp với phổ DEPT 90 và DEPT 
135 cho các mũi cộng hưởng ứng với 39 carbon bao 
gồm: năm carbon carbonyl ester [δC 170,6 (2-OAc); 
170,2 (7-OAc); 169,3 (9-OAc); 170,4 (10-OAc); 168,5 
(13-OAc)]. Hai nhóm carbon olefin bậc bốn [dC 124,3 
(C-12) và 144,2 (C-13)]. Một carbon olefin bậc hai [dC 
110,9 (C-20)]. Năm carbon bậc ba mang oxygen [dC 
68,4 (C-2); 67,4 (C-5); 70,4 (C-7); 76,7 (C-9); 78,5 
(C-10)]. Một carbon bậc bốn mang oxygen [dC 77,3 
(C-11)]. Hai carbon bậc ba [dC 50,4 (C-1) và 40,8 (C-
3)] và carbon bậc bốn [dC 142,6 (C-4)]. Ba carbon đặc 
trưng cho vòng thơm [dC 134,2 (C-1’); dC 128,1 (C-
2’, C-6’); dC 128,9 (C-3’, C-5’)].

So sánh dữ liệu phổ của hợp chất T4 với các chất 
đã được công bố thì dữ liệu của hợp chất T4 hoàn toàn 
trùng khớp với cấu trúc của taxuspin D, một chất đã 
được tìm thấy trong loài Taxus cuspidata [8].

                              (a)                                                              (b)
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Hình 1: cấu trúc hóa học của (a) T1: taxinin B; (b) T2: taxuspin F; 
(c) T3: taxchinin B; (d) T4: taxuspin D

Kết luận

Nghiên cứu đã áp dụng phương pháp sắc ký cột cổ điển 
đơn giản và sử dụng những dung môi thông dụng để 
phân lập các hợp chất taxoid trong cao methanol 100% 
chiết từ lá Thông đỏ lá dài (Taxus wallichiana Zucc.). 
Cấu trúc của các hợp chất được xác định dựa vào các 
kết quả phân tích phổ UV-Vis, IR, MS, NMR so sánh 
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với tài liệu đã công bố. Nghiên cứu đã phân lập được 4 
hợp chất taxoid là taxinin B, taxupin F, taxchinin B và 
taxuspin D, tạo tiền đề cho việc xây dựng tiêu chuẩn 
kiểm nghiệm Taxol® dược dụng chiết xuất từ Thông đỏ 
lá dài trồng ở Lâm Đồng. 
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Đặt vấn đề

Paclitaxel là hoạt chất được phân lập từ vỏ cây thông 
đỏ Taxus brevifolia, sử dụng nhiều trong các phác đồ 
điều trị ung thư vú, ung thư buồng trứng và ung thư 
phổi [1, 2]. Tuy nhiên, paclitaxel có độc tính cao, rất 
kém bền và kém tan (<10 µg/ml) trong môi trường 
nước [3, 4].  Để khắc phục các hạn chế trên, hướng 
nghiên cứu nhiều triển vọng hiện nay là nang hóa hoạt 
chất paclitaxel vào trong các giá mang nanoliposome 
để đưa thuốc vào bên trong cơ thể. Liposome là hệ tiểu 
phân phân tán dạng túi, cấu tạo bởi một hoặc nhiều lớp 
màng lipid kép của các phân tử lưỡng tính, bao quanh 
một lõi chứa nước. Với cấu trúc đặc biệt này, liposome 
có khả năng nang hóa paclitaxel giúp tăng tính tan, bảo 
vệ hoạt chất tránh sự phân hủy và tăng tính thấm thuốc 
qua các hàng rào sinh học. Ngoài ra, liposome có khả 
năng kiểm soát sự giải phóng hoạt chất và hướng đích 
tác dụng. Liposome được điều chế trên nền tảng các tá 
dược phân hủy sinh học và tương thích sinh học nên rất 
an toàn khi sử dụng và giảm độc tính cũng như các tác 
dụng phụ của thuốc [4-7]. Trên thế giới, hệ phân tán 

liposome được điều chế bằng nhiều phương pháp khác 
nhau như: hydrat hóa lớp màng phim lipid, bốc hơi pha 
đảo, tiêm dung môi và phân tán sủi bọt [4-7]. Ở nước 
ta, nghiên cứu về liposome ứng dụng trong ngành dược 
chỉ mới ở giai đoạn tiếp cận ban đầu. Chính vì thế, đề 
tài hướng đến nghiên cứu hệ phân tán nanoliposome 
paclitaxel có kích thước trung bình nhỏ hơn 200 nm và 
dãy phân bố kích thước hẹp trên nền tảng các tá dược 
phospholipid và polyoxylglycerid đạt tiêu chuẩn dùng 
cho đường tiêm nhằm hướng đến nang hóa các hoạt 
chất điều trị ung thư kém tan, kém bền và đưa thuốc 
vào cơ thể bằng đường tiêm.   

Nguyên vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Nguyên vật liệu

Paclitaxel (99,9%) được cung cấp từ Fujian 
South Pharmaceutical, Trung Quốc; paclitaxel chuẩn 
(100,2%) theo tiêu chuẩn châu Âu được cung cấp từ 
Council of Europe-EDQM CS, Pháp; phospholipid 
được cung cấp từ Lipoid GmbH, Đức; polyoxylglycerid 
được cung cấp từ SEPPIC, Pháp; cholesterol được 

Điều chế và phân tích tính chất hệ phân tán 
nanoliposome paclitaxel

Nguyễn Quang Trị1*, Nguyễn Lan Chi1, Dương Chí Toản1,
Trương Công Trị2, Nguyễn Thị Ánh Nguyệt2, Lê Quan Nghiệm2, Nguyễn Minh Đức2

1Công ty Cổ phần Dược Danapha-Nanosome
2Đại học Y Dược TP Hồ Chí Minh

Ngày nhận bài 1/2/2016, ngày chuyển phản biện 4/2/2016, ngày nhận phản biện 29/2/2016, ngày chấp nhận đăng 18/3/2016

Trong nghiên cứu này, công thức nanoliposome chứa 90 mg paclitaxel đã được lựa chọn để thực hiện điều 
chế với 4 g phospholipid, 2 g polyoxylglycerids và 0,6 g cholesterol. Hệ phân tán nanoliposome paclitaxel 
được điều chế bằng phương pháp hydrat hóa lớp màng phim lipid kết hợp với phương pháp phân tán sủi 
bọt. Việc giảm kích thước hạt được thực hiện bằng quá trình đồng nhất hóa dưới áp suất cao (HPH). 
Các tính chất hóa lý của hệ phân tán nanoliposome paclitaxel đã được nghiên cứu, phân tích về kích 
thước, phân bố kích cỡ tiểu phân, hình thể học, thế zeta, khả năng nang hóa hoạt chất, hàm lượng hoạt 
chất, thử nghiệm giải phóng hoạt chất, độ ổn định của hệ phân tán nanoliposome. Kích thước trung bình 
của tiểu phân nanoliposome paclitaxel là 171,4±3,9 nm và chỉ số đa phân tán PdI là 0,07±0,02. 
Các hình ảnh TEM đã cho thấy, tiểu phân nanoliposome paclitaxel tạo thành hình cầu có cấu trúc dạng 
SUV hoặc LUV, kích thước nhỏ hơn 500 nm, thấy khá rõ lớp màng lipid kép bao bọc xung quanh tiểu 
phân nanoliposome. Hệ phân tán nanoliposome paclitaxel có sự ổn định về mặt hóa học và vật lý theo thời 
gian bảo quản ở nhiệt độ 4-8°C ít nhất 90 ngày, đồng thời đã cải thiện đáng kể tính tan và bảo vệ hoạt chất 
paclitaxel tránh sự phân hủy trong môi trường nước. 

Từ khóa: hydrat hóa lớp màng phim lipid, nanoliposome, paclitaxel.

Chỉ số phân loại 3.4

*Tác giả liên hệ: Tel: 0511.3757676
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cung cấp từ Brenntag, Đức. Các tá dược phospholipid 
và polyoxylglycerid đạt tiêu chuẩn nhà sản xuất dùng 
cho đường tiêm và các dung môi, hóa chất khác đều 
đạt tiêu chuẩn dược dụng của nhà sản xuất. 

Phương pháp nghiên cứu

Định lượng paclitaxel bằng phương pháp sắc ký 
lỏng hiệu năng cao (HPLC): định lượng paclitaxel 
trên hệ thống HPLC Shimadzu LC-10AD với cột 
Kyatech C18 (250 x 4,6 mm), cỡ hạt 5 μm. Pha động 
là acetonitril-nước (51:49, v/v). Phát hiện bởi detector 
SPD-M10AVP ở bước sóng phát hiện 227 nm. Thể tích 
tiêm mẫu là 30 μl. Tốc độ dòng là 0,7 ml/phút. Mẫu 
được pha trong dung môi methanol, rồi lọc qua màng 
lọc Milipore 0,22 μm trước khi bơm mẫu vào hệ thống 
HPLC. Quy trình định lượng được thẩm định về tính 
tương thích hệ thống, tính đặc hiệu, tính tuyến tính, độ 
lặp lại và độ đúng.

Điều chế nanoliposome paclitaxel: cân các thành 
phần nguyên liệu gồm paclitaxel, phospholipid, 
polyoxylglycerid và cholesterol theo công thức bào 
chế. Hòa tan hoàn toàn các thành phần vào 50 ml 
ethanol tuyệt đối, khuấy bằng máy khuấy từ ở nhiệt 
độ phòng tạo dung dịch lipid. Cô quay dưới áp suất 
giảm ở nhiệt độ 45-50oC, loại dung môi hữu cơ hình 
thành lớp phim lipid bám trên thành dụng cụ. Sấy lớp 
phim lipid dưới áp suất giảm ở nhiệt độ 45-50oC trong 
24 giờ bằng tủ sấy chân không để loại hoàn toàn dung 
môi. Thêm 50 g dung dịch acid citric 5% vào bình cô 
quay, cô quay ở nhiệt độ 45-50oC trong 30 phút để 
hydrat hóa lớp phim lipid. Phân tán đều hệ phân tán 
sau hydrat hóa vào ly thủy tinh chứa sẵn 43,31 g dung 
dịch natri hydrocarbonat 5% vừa phân tán vừa khuấy 
với tốc độ 15.000 vòng/phút bằng thiết bị Ultra-Turrax 
(IKA-Werke GmbH & Co. KG, Đức) trong 15 phút. 
Tiếp tục cho hệ phân tán thu được qua máy đồng nhất 
hóa dưới áp suất cao (HPH, APV 2000, Đức) ở áp suất 
800 bar, qua 5 chu kỳ. Đóng chai, dán nhãn và bảo 
quản mẫu ở nhiệt độ 4-8oC.

Phân tích tính chất hệ phân tán nanoliposome 
paclitaxel tạo thành: nanoliposome paclitaxel tạo 
thành được phân tích các chỉ tiêu: tính chất cảm 
quan; quan sát dưới kính hiển vi quang học (CH20, 
Olympus, Nhật); đo kích thước tiểu phân bằng phương 
pháp khuếch tán ánh sáng và đo thế zeta bằng phép đo 
gió bởi Doppler laser (NanoZS 90, Malvern, Pháp); 
quan sát hình thể học dưới kính hiển vi điện tử truyền 

Preparation and analysis of the properties 
of paclitaxel nanoliposomes

                                 
Summary

In this study, the nanoliposomal formulations 
containing 90 mg paclitaxel were made from 4 g 
of phospholipids, 2 g of polyoxylglycerids, and 0.6 
g of cholesterol. They were prepared using thin 
film hydration method in combination with the 
effervescent dispersion technique. The particle 
size reduction was achieved by high pressure 
homogenization (HPH). The properties of the 
nanodispersions had been investigated regarding 
size analysis, zeta potential measurement, drug 
payload, morphology, stability, and in vitro 
dissolution. The paclitaxel nanoliposomes had 
the size of 171.4±3.9 nm with a unimodal narrow 
distribution and the polydispersity index (PdI) 
of 0.07±0.02. The TEM images of paclitaxel 
nanoliposomes demonstrated the formation 
of small unilamellar vesicles (SUV) or large 
unilamellar vesicles (LUV). The encapsulation 
efficiency of paclitaxel was nearly 100%. The 
paclitaxel-loaded nanoliposomes had a good in 
vitro release compared with coarse paclitaxel 
suspensions. The zeta potential was from -1 mV 
to -4 mV, suggesting a steric stabilization. The 
paclitaxel nanoliposomes were physically and 
chemically stable at least 90 days at 4-8°C. The 
results confirmed that nanoliposomes improved 
the solubility and the chemical stability of 
paclitaxel considerably. 

Keywords: nanoliposome, paclitaxel, thin film 
hydration method.
Classification number 3.4
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qua TEM (JEM 1400, JEOL, Nhật); xác định hiệu suất 
nang hóa bằng phương pháp siêu ly tâm 20.000 vòng/
phút kết hợp siêu lọc qua bộ kit Microcon 3000 Da 
(Millipore, Mỹ) và khảo sát khả năng giải phóng hoạt 
chất qua màng thẩm tách Spectra/Por MWCO 6-8.000 
Da (Divbio Science Europe, Hà Lan) trong môi trường 
natri laurylsulfat 1%.

Đánh giá độ ổn định vật lý: liposome được bảo 
quản ở điều kiện 4-8°C trong ngăn mát tủ lạnh, đánh 
giá độ ổn định sau 3 tháng dựa trên tính chất cảm quan, 
kích thước tiểu phân đo bởi phương pháp khuếch tán 
ánh sáng (NanoZS 90, Malvern, Pháp) và định lượng 
hàm lượng paclitaxel theo thời gian bằng phương pháp 
HPLC. 

Kết quả và bàn luận

Thẩm định quy trình định lượng paclitaxel bằng 
phương pháp HPLC 

Quy trình định lượng bằng phương pháp HPLC 
đạt tính tương thích hệ thống về thời gian lưu của pic 
(khoảng 24 phút), các hệ số đối xứng, độ lệch chuẩn 
tương đối RSD = 0,121% của 6 lần tiêm mẫu chuẩn 
và RSD = 0,227% của 6 lần tiêm mẫu thử. Trên các 
sắc ký đồ HPLC, phương pháp thể hiện tính đặc hiệu 
cao với thời gian lưu của pic paclitaxel trong mẫu thử 
và thử thêm chuẩn tương đương thời gian lưu của pic 
paclitaxel trong mẫu chuẩn, đồng thời dung môi, pha 
động và mẫu trắng không có pic trùng với pic của 
paclitaxel. Phương trình hồi quy tuyến tính giữa nồng 
độ và diện tích pic của các mẫu chuẩn có dạng y = 
46,363 x + 2,191 với khoảng nồng độ tuyến tính từ 
0,75-51 μg/ml và R2 = 0,9998. Quy trình định lượng 
paclitaxel bằng phương pháp HPLC đạt yêu cầu về độ 
lặp lại với RSD = 1,28%. Phương pháp phân tích đạt 
yêu cầu về độ đúng với tỷ lệ phục hồi trung bình là 
100,19% và RSD = 0,65%.

Nghiên cứu điều chế hệ phân tán nanoliposome 
paclitaxel

Sau khi nghiên cứu tối ưu hóa các thành phần công 
thức và các thông số kỹ thuật để tạo ra các giá mang 
nanoliposome chưa nang hóa paclitaxel ổn định sau 3 
tháng bảo quản ở 4-8°C (các công thức bào chế được 
trình bày trong bảng 1). Hệ phân tán điều chế từ công 
thức 1 và 2 có kích thước trung bình nhỏ hơn 200 nm 
với kiểu phân bố 1 đỉnh và dãy phân bố kích thước hẹp 
(PdI < 0,25), có cấu trúc tiểu phân hình cầu dạng SUV 
hoặc LUV khi quan sát dưới TEM. 

Bảng 1: các công thức bào chế giá mang nanoliposome chưa nang hóa 
paclitaxel

Thành phần Công thức 1 Công thức 2

Phospholipid
Polyoxylglycerid
Cholesterol
Dung dịch acid citric 5%
Dung dịch NaHCO3 5%  vđ

2 g
4 g

0,6 g
50 g
100 g

4 g
2 g

0,6 g
50 g
100 g

Từ hai công thức trên, đề tài tiến hành nang hóa 
paclitaxel với hàm lượng đưa vào mỗi công thức lần 
lượt 60, 90, 120 và 150 mg. Kết quả cho thấy, công 
thức 2 với tỷ lệ phospholipid-polyoxylglycerid (2:1) 
nang hóa paclitaxel có độ ổn định tốt hơn so với công 
thức 1. Công thức 1 nang hóa paclitaxel sau 1 tuần có 
hiện tượng tách lớp, trong khi đó công thức 2 nang 
hóa paclitaxel vẫn ổn định tốt. Ở công thức 2, với hàm 
lượng paclitaxel 60 mg và 90 mg, hệ phân tán thu được 
quan sát dưới kính hiển vi độ phóng đại 1.600 lần cho 
thấy các tiểu phân nhỏ hình cầu, đều và khá đồng nhất. 
Trong khi đó, công thức 2 khi nang hóa 120 mg và 150 
mg paclitaxel quan sát dưới kính hiển vi thấy có nhiều 
tinh thể kết tinh hình kim của paclitaxel xuất hiện. Do 
đó, hàm lượng paclitaxel phối hợp vào công thức 2 
được chọn là 90 mg. Dựa trên công thức 2 nang hóa 
90 mg paclitaxel, đề tài tiến hành điều chế 3 mẫu, mỗi 
mẫu 100 g để phân tích tính chất hóa lý và theo dõi độ 
ổn định của sản phẩm ở 4-8°C trong điều kiện tránh ánh 
sáng.

Phân tích tính chất hóa lý hệ phân tán 
nanoliposome paclitaxel

Tính chất: hệ phân tán nanoliposome paclitaxel 
lỏng, màu trắng đục, đồng nhất, không có xảy ra các 
hiện tượng kém bền như: kết bông, nổi kem, sa lắng và 
tách pha. Ngoài ra, hệ phân tán nanoliposome paclitaxel 
rất dễ dàng phân tán hoàn toàn vào trong môi trường 
nước.

Kích thước và phân bố kích cỡ tiểu phân: hệ phân 
tán có kích thước tiểu phân phân bố kiểu 1 đỉnh với dải 
phân bố hẹp nằm trong vùng từ 80-500 nm. Kích thước 
trung bình của tiểu phân nanoliposome paclitaxel là 
171,4±3,9 nm và chỉ số đa phân tán PdI là 0,07±0,02 
(hình 1).

Hình thể học: quan sát dưới TEM (hình 2), tiểu 
phân nanoliposome paclitaxel tạo thành hình cầu có 
cấu trúc dạng SUV hoặc LUV, kích thước nhỏ hơn 
500 nm, thấy khá rõ lớp màng lipid kép bao bọc xung 
quanh tiểu phân nanoliposome.
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Thế zeta: giá trị thế zeta đo được ở các mẫu đều 
rất thấp (-3,46±2,41 mV) so với khoảng giá trị cần đạt 
được để tạo ra sự ổn định tĩnh điện học khi trị tuyệt 
đối thế zeta lớn hơn 30 mV. Tuy nhiên, khi theo dõi 
mẫu trong thời gian bảo quản ở nhiệt độ 4-8°C, hệ tiểu 
phân vẫn ổn định. Như vậy, hệ phân tán nanoliposome  
paclitaxel ổn định nhờ hiệu ứng cản trở không gian bề 
mặt của lớp PEG linh động thân nước có trong tá dược 
polyoxylglycerid bao phủ trên bề mặt tiểu phân.

Khả năng nang hóa hoạt chất: định lượng hoạt 
chất tự do trong dịch lọc bằng phương pháp HPLC 
sau khi siêu ly tâm kết hợp siêu lọc, tín hiệu pic của 
paclitaxel rất thấp so với nồng độ thấp nhất trong 
khoảng tuyến tính (0,75 μg/ml). Điều này chứng tỏ 
paclitaxel được nang hóa gần như hoàn toàn trong giá 
mang nanoliposome.

Hàm lượng hoạt chất: hàm lượng hoạt chất 
paclitaxel trong hệ phân tán nanoliposome định lượng 
bằng phương pháp HPLC: 88,25±1,13 mg/100 g mẫu.

Thử nghiệm giải phóng hoạt chất: sự phóng thích 
hoạt chất của hệ phân tán nanoliposome paclitaxel 
được khảo sát trong môi trường natri laurylsulfat 
1%. Quá trình giải phóng hoạt chất trong hệ phân tán 
nanoliposome paclitaxel không xảy ra hiện tượng chậm 
phóng thích (lag-time) hoặc phóng thích ào ạt (burst-
effect) trong thời gian đầu. Trong khoảng thời gian từ 
1 giờ đến 6 giờ, sự giải phóng hoạt chất gần như tuyến 
tính (R2 = 0,979) thể hiện quá trình phóng thích có 
kiểm soát (hình 3). So với mẫu hỗn dịch paclitaxel, 
khả năng giải phóng hoạt chất ở hệ phân tán liposome 
paclitaxel tăng nhiều. Điều này có thể giải thích do hệ 
liposome phân tán dễ dàng trong môi trường, còn hỗn 

dịch paclitaxel rất khó phân tán và sa lắng dưới đáy 
của màng phóng thích.

Hình 3: sự giải phóng hoạt chất của hệ phân tán nanoliposome  paclitaxel 
và hỗn dịch paclitaxel

Độ ổn định của hệ phân tán nanoliposome

Tính chất, kích thước và phân bố kích cỡ: sau 3 
tháng bảo quản ở nhiệt độ 4-8°C và tránh ánh sáng, 
hệ phân tán lỏng đồng nhất, màu trắng đục, không 
xảy ra các hiện tượng kém bền. Kích thước trung bình 
173,2±2,6 nm, dải phân bố kích cỡ hẹp một đỉnh với 
PdI = 0,09±0,04, kích thước thay đổi không đáng kể so 
với thời điểm ban đầu.

Hàm lượng paclitaxel: hàm lượng paclitaxel trong 
hệ phân tán nanoliposome paclitaxel giảm không đáng 
kể, còn 96,24±0,40% so với ban đầu sau 3 tháng ở nhiệt 
độ 4-8°C, tránh ánh sáng. Điều này chứng tỏ, hệ phân 
tán liposome paclitaxel đã cải thiện đáng kể độ ổn định 
hóa học của paclitaxel ở điều kiện phân tán trong môi 
trường nước. Cơ chế ổn định có thể giải thích nhờ sự 
bao phủ của các chất hoạt động bề mặt xung quanh tiểu 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Hình 1: kích thước và phân bố kích cỡ  
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phân liposome paclitaxel và sự định vị của paclitaxel 
bên trong lớp màng lipid kép của nanoliposome. 

Kết luận

Hệ phân tán nanoliposome paclitaxel được điều chế 
bằng phương pháp hydrat hóa lớp màng phim lipid kết 
hợp với phương pháp phân tán sủi bọt và giảm kích 
thước bằng đồng nhất hóa dưới áp suất cao. Hệ phân tán 
có kích thước trung bình dưới 200 nm với dãy phân bố 
kích thước hẹp phù hợp, điều chế từ các thành phần tá 
dược phospholipid và polyoxylglycerid đạt tiêu chuẩn 
dùng cho đường tiêm IV. Hệ nanoliposome paclitaxel 
ổn định theo thời gian bảo quản ở nhiệt độ 4-8°C sau 
3 tháng. Hệ phân tán nanoliposome paclitaxel đã cải 
thiện đáng kể tính tan và bảo vệ hoạt chất paclitaxel 
tránh sự phân hủy trong môi trường nước. 
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Đặt vấn đề

Cây Thuốc thượng (Phaeanthus vietnamensis Ban) thuộc 
họ Na (Annonaceae), là một loài đặc hữu của Việt Nam, được 
phân bố tại Thừa Thiên - Huế, Quảng Nam, Đà Nẵng. Dân 
gian dùng nước của lá non nhỏ mắt chữa đau mắt đỏ; vỏ rễ, vỏ 
thân, lá đem nấu cao dán chỗ mụn nhọt sưng tấy; dùng chữa 
đau bụng, tiêu chảy, kiết lỵ, cầm máu vết thương ngoài da [1]. 
Nghiên cứu về thành phần hóa học của loài này cho biết sự có 
mặt của các alkaloid [2]. Bài báo này trình bày kết quả phân lập 
và xác định cấu trúc 3 hợp chất alkaloid từ lá loài Thuốc thượng, 
góp phần định hướng nghiên cứu tác dụng dược lý của loài cây 
này.

Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

Nguyên liệu

Mẫu nghiên cứu: cây Thuốc thượng được thu hái tại Hòa 
Vang, Đà Nẵng. Tên khoa học được xác định là Phaeanthus 
vietnamensis Ban, họ Na-Annonaceae bởi TS Bùi Văn 
Thanh - Viện Sinh thái và Tài nguyên sinh vật. Mẫu tiêu bản 
(PV152206) được lưu trữ tại Phòng Thực vật dân tộc học, Viện 
Sinh thái và tài nguyên sinh vật.

Nguyên liệu dùng chiết xuất là lá cây Thuốc thượng, sau 
khi thu hái được phơi, tán thành bột thô, bảo quản nơi khô, 
mát. 

Phương pháp nghiên cứu

Phương pháp phân lập và xác định cấu trúc: phân lập các 
hợp chất bằng sắc ký cột, sắc ký lớp mỏng, sắc ký lỏng hiệu 
năng cao (HPLC). Sắc ký lớp mỏng được thực hiện trên bản 

Các hợp chất alkaloid phân lập từ lá cây Thuốc thượng 
(Phaeanthus vietnamensis Ban)
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Trong nghiên cứu, 3 hợp chất alkaloid đã được phân lập từ lá của cây Thuốc thượng (Phaeanthus 
vietnamensis Ban), bao gồm: N-methylcorydaldin (PVS-11B), thalipholin (PVS-7A1), moupinamid (PVS-
7A3). Trong đó, 2  hợp chất thalipholin (PVS-7A1), moupinamid (PVS-7A3) lần đầu tiên được công bố 
phân lập từ cây Thuốc thượng. Các hợp chất phân lập đã được xác định cấu trúc dựa trên các thông số 
vật lý và phương pháp phổ: điểm chảy, phổ hồng ngoại, phổ cộng hưởng từ hạt nhân và phổ khối lượng. 

Từ khóa: alkaloid, cây Thuốc thượng, moupinamid, N-methylcorydaldin, thalipholin.
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Alkaloids isolated from the leaves 
of Phaeanthus vietnamensis Ban

                                 
Summary

Three alkaloids were isolated from 
the leaves of Phaeanthus vietnamensis 
Ban. Their structures was elucidated 
as N-methylcorydaldine (PVS-11B), 
thalipholine (PVS-7A1), and moupinamid 
(PVS-7A3) by NMR and MS spectra as 
well as comparison with those reported 
in the literature.

Keywords: alkaloid, moupinamid, 
N-methylcorydaldine, Phaeanthus 
vietnamensis, thalipholine.
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mỏng tráng sẵn silicagel 60 F254 (Merck). Thuốc thử 
hiện màu là dung dịch acid sulfuric 10% và đèn tử 
ngoại bước sóng 254 và 365 nm. Sắc ký cột được thực 
hiện bởi chất hấp phụ là silicagel pha thường (0,040-
0,063 mm, Merck), pha đảo RP-18 (30-50 µm, Fuji 
Silysia Chemical Ltd).

Xác định cấu trúc các hợp chất phân lập được dựa 
trên các thông số vật lý và phương pháp phổ bao gồm: 
điểm chảy, phổ hồng ngoại, phổ cộng hưởng từ hạt 
nhân và phổ khối lượng. Điểm chảy được đo trên 
máy Yanaco MP-S3. Phổ cộng hưởng từ hạt nhân 1H-, 
13C-NMR, DEPT, HSQC, HMBC được ghi trên máy 
Varian  MR-400 FT-NMR. Phổ khối lượng phân giải 
cao được đo trên máy AGILENT 6550 iFunnel Q-TOF 
LC/MS system.

Chiết xuất và phân lập các hợp chất tinh khiết: lá 
loài Thuốc thượng được phơi khô, xay thành bột thô 
(3,5 kg), sau đó chiết siêu âm với methanol (3 lần×8 
L, 2h ở 50°C). Cất loại dung môi dưới áp suất giảm 
thu được 210 g cặn chiết methanol. Cặn chiết này sau 
đó được phân bố đều trong dung dịch acetic acid 5% 
(2,0 L) rồi chiết lần lượt với n-hexan, chloroform và 
EtOAc; cất loại dung môi được các cặn chiết tương 
ứng, n-hexan (PL1, 14,0 g), chloroform (PL2, 25,0 
g), EtOAc (PL3, 3,0 g), và H2O (PL4, 168,0 g). Lớp 
nước sau đó được trung hòa bằng dung dịch NH3, rồi 
chiết với chloroform, cất loại dung môi dưới áp suất 
giảm thu được cặn chloroform (PL4A, 30,0 g). Cặn 
chiết PL4A được phân tách trên cột silicagel với hệ 
dung môi CHCl3-MeOH (20:1→2,5:1, v/v) thu được 4 
phân đoạn, PL4A1 (1,4 g), PL4A2 (0,6 g), PL4A3 (2,3 
g) và PL4A4 (3,5 g). Phân đoạn PL4A1 được phân 
tách tiếp trên cột sắc ký silicagel pha đảo RP-18, rửa 
giải với hệ dung môi MeOH-H2O (4:1, v/v) thu được 
3 phân đoạn PL4A1A-PL4A1C. Phân đoạn PL4A1A 
phân tách tiếp trên cột sắc ký silicagel với hệ dung 
môi rửa giải n-hexan-CHCl3-EtOAC (1:1:1, v/v/v) thu 
được hợp chất PVS-11B (9,5 mg). Phân đoạn PL4A2 
được phân tách trên cột sắc ký silicagel pha đảo RP-
18, rửa giải với hệ dung môi MeOH-H2O (4:1, v/v) thu 
được 3 phân đoạn, PL4A2A-PL4A2C. Tiếp tục tiến 
hành sắc ký phân đoạn PL4A2A trên hệ thống hệ thống 
HPLC sử dụng cột J’sphere, ODS H-80, 250×20 mm, 
pha động 30% acetonitrile, tốc độ dòng 4 mL/phút thu 
được các hợp chất PVS-7A1 (26,0 mg) và PVS-7A3 
(40,0 mg). 

N-methylcorydaldin (PVS-11B): chất bột màu 
vàng nhạt; điểm chảy: 125-127oC; HR-ESI-MS 
m/z 222,1113 (tính toán lý thuyết cho công thức 

[C12H15NO3]
+, 222,1125 [M+H]+); 1H- và 13C-NMR 

(xem bảng 1). 

Thalipholin (PVS-7A1): chất bột màu vàng nhạt; 
điểm chảy: 210-211oC; HR-ESI-MS m/z 208,0968 
(tính toán lý thuyết cho công thức [C11H13NO3]

+, 
208,0968 [M+H]+); 1H- và 13C-NMR (bảng 1). 

Moupinamid (PVS-7A3): chất bột màu vàng nhạt; 
điểm chảy: 146-147oC; HR-ESI-MS m/z 314,1370 
(tính toán lý thuyết cho công thức [C18H20NO4]

+, 
314,1387 [M+H]+); 1H- và 13C-NMR (bảng 2). 

Kết quả và bàn luận
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Hình 1: cấu trúc hóa học của các hợp chất 

Hợp chất PVS-11B thu được dưới dạng chất bột 
màu vàng nhạt; điểm chảy: 125-127oC. Công thức 
phân tử được xác định là C12H15NO3 dựa trên phổ khối 
lượng phân giải cao HR-ESI-MS tại m/z 222,1113 
(tính toán lý thuyết cho công thức [C12H15NO3]

+, 
222,1125 [M+H]+). Phổ 1H-NMR của PVS-11B cho 
biết sự có mặt của 2 proton thơm tại δH 6,79 (s) và 
7,44 (s), 1 nhóm N-methyl tại δH 3,09 (s) và 2 nhóm 
methoxy tại δH 3,82 (s) và 3,85 (s), gợi ý sự có mặt của 
alkaloid có một vòng thơm. Phổ 13C-NMR và DEPT 
của PVS-11B cho thấy tín hiệu của 12 carbon gồm có: 
1 carbon carbonyl tại δC 167,0; 4 carbon không liên 
kết trực tiếp với hydro tại δC 122,4; 149,3; 153,8 và 
134,2; 2 nhóm methin tại δC 111,0 và 111,4; 2 nhóm 
methylen tại δC 28,2 và 49,5; 3 nhóm methyl tại δC 
35,3 và 56,5×2. Phân tích số liệu phổ 1H- và 13C-NMR 
của PVS-11B nhận thấy số liệu phổ của hợp chất này 
giống với số liệu phổ của N-methylcorydaldin [3]. 
Để xác định chính xác cấu trúc hóa học của hợp chất 
này, chúng tôi đã tiến hành đo thêm các phổ HSQC 
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và HMBC. Phổ HSQC cho biết thông tin về tín hiệu 
của các liên kết trực tiếp giữa H và C trong phân tử. 
Tương tác HMBC giữa proton N-Me (δH 3,09) và C-1 
(δC 167,0)/C-3 (δC 49,5); giữa H-3 (δH 3,56) và C-1 
(δC 167,0)/N-methyl (δC 35,3) gợi ý sự có mặt của 
nhóm carbonyl tại C-1 và nhóm methyl tại nguyên tử 
nitơ. Thêm vào đó, các tương tác HMBC giữa H-5 (δH 
6,79) và C-4 (δC 28,2)/C-6 (δC )/C-7 (δC )/C-9 (δC ); 
giữa H-8 (δH 7,44) và C-1 (δC 167,0)/C-6 (δC 153,8)/C-
7 (δC 149,3)/C-10 (δC 134,1); và 2 nhóm methoxy tại 
(δH 3,85 và 3,82 lần lượt có tương tác HMBC với C-6 
(δC 153,8) và C-7 (δC 149,3) đã gợi ý sự có mặt của 2 
nhóm methoxy tại C-6 và C-7. Dựa vào các bằng chứng 
phổ trên và kết hợp so sánh số liệu phổ NMR của hợp 
chất N-methylcorydaldin cho phép xác định cấu trúc 
của hợp chất PVS-11B là N-methylcorydaldin. Hợp 
chất này đã được Zaima và cộng sự công bố có mặt 
ở loài Phaeanthus crassipetalus [4]. Hợp chất này đã 
được N.T. Nghĩa và cộng sự công bố có mặt ở loài P. 
vietnamensis [2].

Bảng 1: số liệu phổ 1H- và 13C-NMR của hợp chất PVS-11B và PVS-7A1

PVS-11B PVS-7A1

C #δC δC
a) δH

a) (mult., J, Hz) δC
a) δH

a) (mult., J, Hz)
1 165,0 167,0 - 167,1 -
3 48,4 49,5 3,56 (t, 6,8) 49,6 3,52 (t, 8,4)
4 27,5 28,2 2,92 (t, 6,8) 28,2 2,89 (t, 8,4)
5 109,3 111,0 6,79 (s) 110,8 6,75 (s)
6 152,0 153,8 - 152,4 -
7 148,0 149,3 - 146,5 -
8 110,5 111,4 7,44 (s) 115,1 7,33 (s)
9 121,9 122,4 - 122,6 -

10 131,6 134,1 - 132,7 -
N-Me 35,2 35,3 3,09 (s) 35,3 3,06 (s)

6-OMe 56,1 56,5 3,85 (s) 56,4 3,86 (s)
7-OMe 56,0 56,5 3,82 (s)

a)Đo trong CD3OD, #δC của N-methylcorydaldin [3]

Hợp chất PVS-7A1 thu được dưới dạng chất bột 
màu trắng, vô định hình; điểm chảy: 210-211oC. Công 
thức phân tử của hợp chất PVS-7A1 được xác định là 
C11H13NO3 dựa trên phổ khối lượng phân giải cao HR-
ESI-MS m/z 208,0968 (tính toán lý thuyết cho công 
thức [C11H13NO3]

+, 208,0968 [M+H]+). Phổ 1H-NMR 
của PVS-7A1 cho biết sự có mặt của 2 proton thơm tại 
δH 6,75 (s) và 7,33 (s), 1 nhóm N-methyl tại δH 3,06 (s) 
và 1 nhóm methoxy tại δH 3,86 (s). Phổ 13C-NMR và 
DEPT của PVS-7A1 cho thấy tín hiệu của 11 carbon, 
bao gồm: 1 carbon carbonyl, 4 carbon không liên kết 

trực tiếp với hydro, 2 nhóm methin, 2 nhóm methylen 
và 2 nhóm methyl. Phân tích số liệu phổ 1H- và 
13C-NMR của PVS-7A1 cho thấy số liệu phổ của PVS-
7A1 giống với của N-methylcorydaldin [3] ngoại trừ 
sự vắng mặt của 1 nhóm methoxy tại C-7. Để khẳng 
định chính xác vị trí của các nhóm chức trong phân 
tử, chúng tôi đã tiến hành đo phổ HSQC và HMBC. 
Tương tác HMBC giữa proton N-Me (δH 3,06) và C-1 
(δC 167,1)/C-3 (δC 49,6); giữa H-3 (δH 3,52) và C-1 
(δC 167,1)/N-Me (δC 35,3) đã xác định vị trí của nhóm 
carbonyl tại C-1 và nhóm methyl tại nguyên tử nitơ. 
Các tương tác HMBC từ H-5 (δH 6,75) đến C-4 (δC 
28,2)/C-6 (δC 152,4)/C-7 (δC 146,5)/C-9 (δC 122,6); từ 
H-8 (δH 7,33) đến C-1 (δC 167,1)/C-6 (δC 152,4)/C-7 (δC 
146,5)/C-10 (δC 132,7); từ methoxy (δH 3,86) đến C-6 
(δC 152,4) cho phép xác định vị trí của nhóm methoxy 
và hydroxyl lần lượt tại C-6 và C-7. Dựa vào các bằng 
chứng phổ nêu trên, hợp chất PVS-7A1 được xác định 
là thalipholin. Hợp chất này đã được phân lập từ loài 
Phaeanthus saccopetaloides [5]. Tuy nhiên, đây là lần 
đầu tiên phân lập được từ loài P. vietnamensis.

Hợp chất PVS-7A3 thu được dưới dạng chất bột 
màu vàng nhạt; điểm chảy: 146-147oC. Công thức 
phân tử của hợp chất PVS-7A3 được xác định là 
C18H20NO4 dựa trên phổ khối lượng phân giải cao HR-
ESI-MS m/z 314,1370 (tính toán lý thuyết cho công 
thức [C18H20NO4]

+, 314,1387 [M+H]+). Phổ 1H-NMR 
của hợp chất PVS-7A3 cho biết sự có mặt của các 
proton tại δH 6,77 (1H, d, J = 8,0 Hz); 6,99 (1H, dd, J 
= 2,0; 8,0 Hz), và 7,07 (1H, d, J = 2,0 Hz) đặc trưng 
cho sự có mặt của vòng thơm hệ ABX, các proton tại 
δH 6,70 (2H, d, J = 8,0 Hz) và 7,02 (2H, d, J = 8,0 Hz) 
đặc trưng cho sự có mặt của vòng benzen thế para, một 
liên kết đôi (–CH=CH–) có cấu hình E tại δH 6,38 (1H, 
d, J = 16,0 Hz) và 7,41 (1H, d, J = 16,0 Hz) và một 
nhóm methoxy tại δH 3,83 (3H, s). Phổ 13C-NMR của 
hợp chất PVS-7A3 cho biết sự xuất hiện tín hiệu của 
18 nguyên tử carbon trong đó có 1 carbon carbonyl, 5 
carbon không liên kết trực tiếp với proton; 9 methin, 
2 methylen và 1 methoxy. Phân tích số liệu phổ của 
PVS-7A3 cho thấy cấu trúc của PVS-7A3 giống với 
của hợp chất moupinamid [6]. Thêm vào đó, số liệu 
phổ của các hợp chất được xác định dựa vào phân tích 
phổ HSQC và HMBC. Tương tác HMBC giữa H-2 
(δH 7,07) và C-4 (δC 149,8)/C-6 (δC 123,2)/C-7 (δC 
142,0); giữa H-6 (δH 6,99) và C-2 (δC 111,5)/C-4 (δC 
149,8)/C-7 (δC 142,0) đã chứng minh sự có mặt của 
nhóm feruloyl. Các tương tác HMBC giữa H-2′/H-6′ 
(δH 7,02) với C-4′ (δC 156,9)/C-7′ (δC 35,8) đã gợi ý sự 
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có mặt của nhóm hydroxyl tại C-4′. Nhóm feruloyl và 
tytamine liên kết thông qua cầu nitơ được xác định dựa 
trên tương tác HMBC giữa H-8ʹ (δH 3,44) và C-9 (δC 
169,1). Từ các dữ liệu phổ trên và kết hợp so sánh với 
tài liệu tham khảo, hợp chất PVS-7A3 được xác định 
là moupinamid. Hợp chất này đã được phân lập từ loài 
Phaeanthus saccopetaloides [5]. 

Bảng 2: số liệu phổ 1H- và 13C-NMR của hợp chất PVS-7A3

C δC
# δC

a) δH
a) (mult., J, Hz)

1 128,2 128,2 -
2  111,5 111,5 7,07 (d,2.0)
3 149,3 149,2 -
4 149,9 149,8 -
5 116,6 116,4 6,77 (d, 8,0)
6 126,5  123,2 6,99 (dd, 2,0, 8,0)
7 142,0 142,0 7,41 (d, 16,0)
8 118,8 118,7 6,38 (d, 16,0)
9 169,5 169,1 -
1′ 131,3 131,2 -

2′, 6′ 130,7 130,7 7,02 (d, 8,0)
3′, 5′ 116,2 116,2 6,70 (d, 8,0)

4′ 156,9 156,9 -
7′ 35,8 35,8 2,72 (t, 7,6)
8′ 42,5 42,5 3,44 (t, 7,6)

a)Đo trong CD3OD, #δC của moupinamid [6]

PVS-11B PVS-7A1

PVS-7A3

N

MeO

O

MeMeO

MeO

HO

N
H

OH
O

N

MeO

O

MeHO

Kết luận

Từ lá cây Thuốc thượng Phaeanthus vietnamensis 
Ban thu hái ở Đà Nẵng đã phân lập được 3 alkaloid. Dựa 
vào số liệu phổ thu được, so với các tài liệu đã công bố, 
ba alkaloid được nhận dạng là: N-methylcorydaldin 
(PVS-11B), thalipholin (PVS-7A1), moupinamid 
(PVS-7A3). Trong đó hợp chất thalipholin (PVS-
7A1), moupinamid (PVS-7A3) lần đầu tiên được công 
bố phân lập từ cây Thuốc thượng.
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N-methylcorydaldin, thalipholin, moupinamid có 
trong thành phần của nhiều loài cây với tác dụng kháng 
khuẩn, chống oxy hóa, chống kết tập tiểu cầu, ức chế 
tiết dịch vị dạ dày trên động vật thực nghiệm [7-9].
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Đặt vấn đề

An Giang là vùng canh tác lúa nếp chủ 
yếu ở Đồng bằng sông Cửu Long, trong 
đó, riêng huyện Phú Tân đã có khoảng 
32.000 ha gieo trồng với năng suất 6-8 
tấn/ha [1]. Thực tế canh tác cho thấy, cây 
lúa nếp thuộc dạng yếu rạ nên dễ bị đổ 
ngã vào cuối vụ, nhất là vào mùa mưa 
bão. Đây là một thực trạng khó khăn cho 
nghề trồng lúa nói chung và lúa nếp nói 
riêng, trong khi diện tích lúa tăng vụ vào 
mùa mưa bão ngày càng tăng lên. Bên 
cạnh đó, do tác động của biến đổi khí hậu 
nên thời tiết thay đổi thất thường, mưa 
bão ngày càng phức tạp, làm tăng nguy 
cơ đổ ngã đối với cây lúa.

Đổ ngã không chỉ làm giảm và thất 
thoát năng suất mà còn ảnh hưởng nghiêm 
trọng và làm mất chất lượng vốn có của 
lúa gạo, gây trở ngại lớn cho nghề nông. 
Theo nhiều kết quả nghiên cứu, tình trạng 
đổ ngã ở cây lúa nói chung có liên quan 
nhiều đến đường kính và độ cứng lóng 
thân cây lúa [2-5]. Do đó, việc chọn tạo 
những giống nếp mới có khả năng kháng 

Nghiên cứu cải thiện đường kính và độ cứng lóng thân 
các giống lúa nếp NK2, CK92 và CK2003

Nguyễn Thị Thuở1*, Phan Thị Hồng Trang2, Võ Công Thành2, Lê Văn Hòa2

1Trường Cao đẳng Cộng đồng Sóc Trăng 
2Trường Đại học Cần Thơ

Ngày nhận bài 2/2/2016, ngày chuyển phản biện 4/2/2016, ngày nhận phản biện 22/2/2016, ngày chấp nhận đăng 20/5/2016

Nhằm tăng tính cứng cây và giảm đổ ngã cho các giống lúa nếp, 3 tổ hợp lai đơn giữa nếp NK2, CK92 và 
CK2003 (Oryza sativa var. indica) với lúa Nhật (O. sativa var. japonica) cứng cây lần lượt được thực hiện. 
Ở mỗi tổ hợp lai, các thế hệ con được tiếp tục trồng và chọn lọc qua từng thế hệ từ F1 đến F4 bằng cách 
đánh giá đường kính và độ cứng của lóng thân thứ nhất đến thứ tư. Kết quả cho thấy, đường kính và độ 
cứng lóng thân của các dòng nếp lai đã được cải thiện đáng kể. Đến thế hệ F4 đã tuyển chọn được 8 dòng 
từ 3 tổ hợp lai trên, có đường kính lóng thân 2,23-2,67 mm; 3,47-4,27 mm; 4,83-5,20 mm và 5,80-6,30 mm; 
độ cứng lóng 2,05-3,26 N/cm2; 5,54-6,60 N/cm2; 8,77-10,16 N/cm2 và 13,79-14,76 N/cm2, theo thứ tự từ lóng 
thứ nhất đến lóng thứ tư. Đường kính và độ cứng lóng thân của các dòng lai đều cao hơn so với giống nếp 
mẹ, do vậy các dòng có triển vọng này đang được khảo nghiệm ngoài đồng để sớm đưa vào sản xuất.

Từ khóa: độ cứng lóng, đường kính lóng, kháng đổ ngã, lúa nếp, lúa Nhật, tổ hợp lai đơn.

Chỉ số phân loại 4.1

*Tác giả liên hệ: Email: ntthuo@stcc.edu.vn

improving the internode diameter and breaking strength 
of glutinous rice genotypes as nk2, ck92 and ck2003

                                 
Summary

To enhance lodging resistance through increasing the stem 
stiffness of sticky rice, three single crosses were performed 
between three sticky rice genotypes as NK2, CK92 and CK2003 
(O. sativa sp. indica) and Japanese rice genotype (O. sativa 
sp. japonica). Progenies were selected from F1 to F4 segregant 
populations of each single cross. Accordingly, internode 
diameter and breaking strength were assessed as two target traits. 
The results showed that the internode diameter and breaking 
strength of segregants had been improved significantly. From F4 
generation, eight selected lines were noticed with the average 
diameter of first, second, third and fourth internodes varied 2.23-
2.67, 3.47-4.27, 4.83-5.20, and 5.80-6.30 mm, respectively. The 
breaking strength of first, second, third and fourth internodes 
was varied in the ranges of 2.05-3.26, 5.54-6.60, 8.77-10.16, and 
13.79-14.76 N/cm2, respectively. The promising lines expressed 
their larger diameter and better breaking strength as compared to 
their parents. They would be tested under field condition before 
releasing. 
Keywords: breaking strength, glutinous rice, internode 
diameter, Japanese rice, lodging resistance, single-cross hybrid.
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đổ ngã tốt bằng cách cải thiện độ cứng và đường kính 
lóng thân của những giống nếp truyền thống là rất cần 
thiết.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu
Vật liệu sử dụng lai tạo
Các giống nếp NK2, CK92 và CK2003 là những 

giống nếp đặc sản của huyện Phú Tân, tỉnh An Giang, 
với những đặc tính nông học được trình bày ở bảng 
1. Những giống nếp này nở bụi khá tốt, nhưng yếu rạ 
nên dễ bị đổ ngã. Lúa Nhật là giống lúa hạt bầu tròn 
được thu thập tại Nhật Bản năm 2010, có thời gian sinh 
trưởng ngắn, nở bụi ít, năng suất không cao, nhưng 
cứng cây nên có khả năng kháng đổ ngã tốt.

Bảng 1: một số đặc điểm nông học và chất lượng của các giống lúa bố mẹ

Tên 
giống

TGST 
(ngày)

Chiều cao 
cây (cm)

Năng suất (tấn/ha)
A 

(%)
P 

(%)Đông 
xuân Hè thu

Nhật 85-90 95-98 6-7 5-6 13-
15 10,4

NK2 100-105 110-115 6,5-7 6 1,82 10,7
CK92 102-107 105-108 7-8 6-7 2,63 10,2
CK2003 100-105 100-102 6-7 5-6 2,56 10,0

TGST: thời gian sinh trưởng; A: hàm lượng amylose; P: hàm lượng protein

(Nguốn: Phòng thí nghiệm chọn giống và ứng dụng công nghệ sinh học, Bộ môn 
Di truyền  - Giống nông nghiệp, Khoa Nông nghiệp và Sinh học ứng dụng, 

Trường Đại học Cần Thơ)

Phương pháp nghiên cứu

Để tạo vật liệu nghiên cứu, phương pháp lai sử 
dụng là lai đơn, các tổ hợp lai (THL) được ký hiệu như 
sau: THL01: nếp NK2 x lúa Nhật; THL02: nếp CK92 x 
lúa Nhật; THL03: nếp CK2003 x lúa Nhật. Các thế hệ 
phân ly từ thế hệ F1 đến F4 được trồng trong điều kiện 
nhà lưới (khoảng cách trồng 20 x 20 cm) và chọn lọc 
qua các thế hệ dựa trên đường kính và độ cứng của các 
lóng thân gồm lóng thứ nhất (I), lóng thứ hai (II), lóng 
thứ ba (III) và lóng thứ tư (IV), thứ tự lóng được tính 
từ cổ bông trở xuống phía gốc lúa. Đường kính lóng 
được đo bằng thước kẹp và đo ở giữa lóng. Độ cứng 
lóng được đo bằng máy đo độ cứng IMADA Model 
ZP-50N (Torque gauges IMADA, Nhật), khoảng cách 
giữa hai điểm của giá đỡ là 5 cm, thân lúa được đo khi 
đã loại bỏ hết bẹ lá. 

Tỷ lệ phần trăm độ cứng của dòng lai so với cây bố 
mẹ (x) được tính theo công thức sau:

Thí nghiệm lai tạo, đánh giá và chọn lọc từ thế hệ F1 

đến F4 được tiến hành từ năm 2010 đến năm 2012; sau 
đó tiếp tục nhân dòng thuần từ năm 2013-2014. Đến 
năm 2015, khảo sát về mặt giải phẫu lóng đối với các 
dòng F7 được tuyển chọn. Các thí nghiệm được tiến 
hành tại nhà lưới của Phòng thí nghiệm chọn giống 
và ứng dụng công nghệ sinh học, Bộ môn Di truyền 
- Giống nông nghiệp, Khoa Nông nghiệp và Sinh học 
ứng dụng, Trường Đại học Cần Thơ.

Kết quả và thảo luận
Độ cứng lóng
Kết quả ghi nhận, độ cứng lóng thân của các tổ hợp 

lai ở thế hệ F1 đều cao hơn cây mẹ, tuy nhiên so với cây 
bố thì độ cứng lóng I và lóng II thấp hơn, còn lóng III 
và lóng IV không khác biệt (p ≤ 1%) (bảng 2).

Bảng 2: độ cứng lóng thân của các tổ hợp lai ở thế hệ F1

Dòng/giống
Độ cứng lóng (N/cm2)

Lóng I Lóng II Lóng III Lóng IV
THL01 2,68 ab 4,41 b 11,30 a 16,62 a
THL02 2,35 b 3,37 c 9,18 a 14,18 a
THL03 2,38 b 4,71 b 9,74 a 17,31 a
Nhật (bố) 3,13 a 6,32 a 10,29 a 15,72 a

Trong cùng một cột, những số có chữ theo sau giống nhau 
thì không khác biệt có ý nghĩa thống kê

Đến thế hệ F2, nhìn chung các dòng ưu tú ở các tổ 
hợp lai đều có độ cứng lóng cao hơn so với cây mẹ 
tương ứng ở tất cả các lóng, nhưng so với cây bố thì 
dao động ở mức tương đương hoặc thấp hơn (bảng 3). 
Trong đó, THL01 có độ cứng lóng II tương đương cây 
bố, các lóng khác đều thấp hơn; còn THL02 và THL03 
thì đa số đều thấp hơn cây bố.

Bảng 3: độ cứng lóng thân của các cá thể được chọn ở thế hệ F2

Dòng/giống
Độ cứng lóng (N/cm2)

Lóng I Lóng II Lóng III Lóng IV
THL01-05 2,61 b 5,56 abc 9,05 b 13,69 b 
THL01-07 2,47 bc 5,86 ab 8,84 bc 13,35 b
THL01-08 2,62 b 5,67 ab 8,85 bc 13,55 b
THL02-02 2,79 a 5,39 b 9,07 b 13,51 b
THL02-06 2,25 b 5,47 b 8,61 b 14,04 b
THL02-10 2,32 b 5,40 b 8,74 b 14,58 ab
THL03-01 2,83 abc 5,28 bc 8,04 b 13,29 b
THL03-02 2,46 bcd 5,70 b 7,76 b 13,96 ab
THL03-07 2,37 cd 5,71 b 9,99 a 14,29 ab
Nhật (bố) 3,13 a 6,40 a 10,57 a 15,62 a

Trong cùng một cột, những số có chữ theo sau giống nhau 
thì không khác biệt có ý nghĩa thống kê

Đến thế hệ F3, các dòng được chọn ở mỗi tổ hợp lai 
cũng có độ cứng các lóng đều cao hơn cây mẹ và đa số 
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tương đương với cây bố (bảng 4). Riêng độ cứng lóng 
IV của đa số các dòng (9/10 dòng) biến thiên từ 13,67-
15,53 N/cm2 và tương đương với cây bố.

Bảng 4: độ cứng lóng thân của các cá thể được chọn ở thế hệ F3

Dòng/giống Độ cứng lóng (N/cm2)
Lóng I Lóng II Lóng III Lóng IV

THL01-05-02 2,82 ab 5,54 bc 9,59 b 15,53 a
THL01-05-03 3,12 a 6,02 ab 9,58 b 14,98 a
THL01-07-01 2,46 abc 5,30 bcd 10,01 ab 14,32 a
THL01-08-02 2,68 abc 6,01 ab 10,13 ab 15,02 a
THL02-02-02 2,62 abc 5,73 ab 9,29 b 14,36 ab
THL02-02-03 2,75 ab 5,27 bc 9,25 b 13,67 b
THL02-10-02 2,47 bcd 5,80 ab 9,23 b 14,88 ab
THL03-02-02 2,76 ab 5,16 bcd 9,74 ab 15,20 a
THL03-07-01 2,50 abc 5,45 bc 9,40 b 14,49 a
THL03-07-02 2,33 bc 5,78 ab 10,08 ab 15,41 a
Nhật (bố) 3,08 a 6,40 a 10,72 a 15,65 a

Trong cùng một cột, những số có chữ theo sau giống nhau 
thì không khác biệt có ý nghĩa thống kê

Đến thế hệ F4, độ cứng của các lóng đều cao hơn cây 
mẹ, lóng I cao hơn từ 101% đến 199%, lóng II cao hơn 
142-179%, lóng III cao hơn 137-181%, lóng IV cao 
hơn 167-204% (bảng 5). Mặc dù độ cứng lóng của các 
giống nếp mẹ qua các vụ trồng còn biến thiên, nhưng 
không dao động nhiều và đều khá thấp. Điều này minh 
chứng rằng đã cải thiện được tính yếu rạ của các dòng 
lai một cách đáng kể, đặc biệt là ở lóng IV độ cứng của 
các dòng lai cao hơn cây mẹ rất nhiều, có dòng cao 
hơn gấp hai lần (THL02-02-02-04 và THL02-02-03-
01). Riêng so với cây bố, độ cứng lóng I của các dòng 
lai đến thế hệ F4 đã được cải thiện nhiều so với từ thế 
hệ F1, các lóng II, III và IV không khác biệt có ý nghĩa 
thống kê (p ≤ 1%) so với cây bố. Tức là các dòng nếp 
lai đã được cải thiện theo hướng cứng cây của luá bố.

Bảng 5: độ cứng lóng thân của các dòng ưu tú ở thế hệ F4

ĐC: độ cứng lóng (N/cm2); %♀: phần trăm của dòng lai so với cây mẹ (%); 
%♂: phần trăm của dòng lai so với cây bố (%)

Kết quả đánh giá còn cho thấy, độ cứng các lóng 
thân của cây lúa Nhật qua 4 vụ trồng khác nhau rất ổn 

định. Cụ thể, độ cứng lóng thân từ lóng I đến lóng IV 
ở vụ thứ nhất là 3,13; 6,32; 10,29 và 15,72; vụ thứ hai 
là 3,13; 6,40; 10,57 và 15,62; vụ thứ ba là 3,08; 6,40; 
10,72 và 15,65; vụ thứ tư là 3,23; 6,22; 10,67 và 15,45 
(N/cm2). Điều này cho thấy, tính cứng cây của lúa bố 
đã là một đặc tính ổn định và được duy trì tốt qua các 
thế hệ. Do vậy, có thể sử dụng nguồn vật liệu này vào 
việc lai tạo để cải thiện tính yếu rạ của những giống 
địa phương.

Nhìn chung, độ cứng lóng thân của các dòng nếp 
lai ở cả 3 tổ hợp lai và cả cây lúa bố và cây lúa mẹ 
đều tăng từ lóng I đến lóng IV. Trong đó, độ cứng của 
lóng I và lóng II của các dòng lai có chiều hướng tăng 
nhẹ và đều qua các thế hệ, riêng lóng III và lóng IV 
có sự dao động tương đối (hình 1). Điều này có thể do 
các dòng lai đang trong quá trình được tuyển chọn còn 
phân ly và có thể bị ảnh hưởng bởi các điều kiện môi 
trường. 

Hình 1: trung bình độ cứng lóng thân qua các thế hệ từ F1-F4 so với cây bố

Đường kính lóng thân

Đánh giá trung bình của cả 3 tổ hợp lai cho thấy, 
đường kính lóng thân của con lai và cây bố mẹ đều giảm 
dần từ những lóng ngọn xuống phía các lóng gốc. Kết 
quả này cũng hoàn toàn phù hợp với các nghiên cứu 
trước đây [5-7]. Ở thế hệ F1, đường kính lóng thân tăng 
vượt trội so với bố mẹ ở các lóng I, III và IV. Nhưng sau 
đó, kết quả này giảm xuống thấp hơn cây bố ở thế hệ F2, 
rồi ổn định và tăng nhẹ cho đến F4 (hình 2).

Hình 2: trung bình đường kính lóng thân của các thế hệ nếp lai từ F1-F4

Dòng    Lóng I    Lóng II    Lóng III    Lóng IV
ĐC %♀ %♂ ĐC %♀ %♂ ĐC %♀ %♂ ĐC %♀ %♂

THL01-05-02-01 3,26 172 101 6,05 142 97 8,77 137 82 14,64 178 95
THL01-05-03-02 2,97 157 92 6,08 143 98 9,30 145 87 13,69 167 89
THL01-07-01-02 2,92 154 90 6,60 155 106 9,67 151 91 14,54 177 94
THL01-07-01-03 3,06 162 95 6,44 151 104 9,83 154 92 14,76 180 96
THL01-08-02-02 2,77 147 86 6,41 150 103 9,30 145 87 13,79 168 89
THL02-02-02-02 2,97 199 92 6,33 179 102 9,18 164 86 14,20 198 92
THL02-02-02-04 2,77 186 86 6,49 183 104 10,16 181 95 14,50 202 94
THL02-02-03-01 2,31 155 72 6,30 178 101 9,97 178 93 14,66 204 95
THL03-02-02-02 2,05 118 63 5,54 143 89 9,24 149 87 14,33 173 93
THL03-07-01-02 2,73 157 85 6,14 158 99 9,54 154 89 13,81 167 89
THL03-07-01-03 1,75 101 54 5,83 150 94 9,19 148 86 14,22 172 92
NK2 (mẹ) 1,89 4,26 6,40 8,21
CK92 (mẹ) 1,49 3,54 5,60 7,18
CK2003 (mẹ) 1,74 3,88 6,19 8,27
Nhật 3,23 6,22 10,67 15,45
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Để đánh giá sự ổn định của tính trạng đường kính 
lóng thân, nhóm nghiên cứu đã tập hợp kết qủa về 
đường kính các lóng thân của cây lúa bố qua các vụ 
trồng khác nhau. Cụ thể, đường kính các lóng thân từ 
lóng I đến lóng IV ở vụ thứ nhất là 2,43; 4,40; 5,50 
và 6,37; vụ thứ hai là 2,43; 4,37; 5,50 và 6,23; vụ thứ 
ba là 2,67; 4,40; 5,53 và 6,47; vụ thứ tư là 2,73; 4,47; 
5,60 và 6,57 (cm). Đường kính các lóng của cây lúa bố 
đã ổn định và được duy trì tốt qua các thế hệ, ít bị ảnh 
hưởng bởi môi trường.

Ở thế hệ F4, xét riêng ở từng tổ hợp lai, đường kính 
các lóng của các dòng lai được chọn đều cao hơn cây 
mẹ từ 1,03-1,67 lần, đặc biệt ở hai lóng gốc (lóng III 
và IV) cao hơn từ 1,32-1,51 lần ở cả 3 tổ hợp lai, còn 
so với cây bố đạt khoảng 0,88-0,96 lần và không khác 
biệt về mặt thống kê (bảng 6). 

Bảng 6: đường kính lóng thân của các dòng ưu tú ở thế hệ F4 so với lúa 
bố mẹ

ĐK: đường kính lóng (mm); ss♀: so sánh với cây mẹ; ss♂: so sánh với cây bố

Khi quan sát phẫu diện ngang của lóng thân cho 
thấy, ở thân lúa Nhật có đường kính lớn hơn thường 
kèm theo thành lóng cũng dày hơn (hình 3). Điều này 
là do lượng tế bào nhu mô nhiều hơn và về mặt cấu 
trúc thành lóng thì những tế bào nhu mô trong thân cây 
có đường kính lớn hơn cũng đồng đều hơn so với cây 
lúa có đường kính thân nhỏ hơn.

Hình 3: tiết diện ngang của lóng thân thứ ba  
(ở vật kính 40, nhuộm với thuốc nhuộm son phèn-lục iod, (*) độ dày 

thành lóng)

Như vậy, đường kính thân của các dòng nếp lai đã 
được cải thiện đáng kể và đây chính là yếu tố quan 
trọng góp phần làm tăng độ cứng thân và tăng khả 
năng kháng đổ ngã cho các dòng nếp lai này, vì đường 
kính thân có tương quan thuận với khả năng kháng lại 
lực đẩy nên là một tính trạng quan trọng để kháng lại 
sự đổ ngã [5-8]. 

Mối tương quan giữa đường kính và độ cứng lóng 
thân

Ở thế hệ F1, mối tương quan dương chỉ thể hiện ở 
1 tổ hợp lai là THL03; các thế hệ sau cho thấy có sự 
tương quan dương khá chặt chẽ giữa đường kính và 
độ cứng lóng thân (bảng 7). Điều này cho thấy, đường 
kính thân đã góp phần làm nên độ cứng thân, giúp các 
dòng nếp này kháng lại sự đổ ngã tốt hơn. Do vậy, tăng 
đường kính thân là yếu tố quan trọng để giúp cây lúa 
nếp nói riêng và cây lúa nói chung đạt được sự cứng 
cây kháng lại đổ ngã. Kết quả này cũng phù hợp với 
nghiên cứu trước đây cho rằng, nên cải thiện đường 
kính thân để tăng độ cứng cho cây lúa [4] và lúa kháng 
đổ ngã tốt cần có được sự kết hợp giữa đường kính 
thân to và độ cứng lóng thân lớn [9]. 

Bảng 7: tương quan giữa độ cứng và đường kính lóng

Mối quan hệ Thế hệ
Giá trị tương quan

THL01 THL02 THL03

Đường kính lóng - 
Độ cứng lóng F1 - - (+)**

F2 (+)** (+)** (+)**

F3 (+)* (+)* (+)**

F4 (+)** (+)** (+)**

(+): tương quan thuận; -: không tương quan; 
*: mức ý nghĩa 5%; **: mức ý nghĩa 1%

Kết luận và đề xuất

Kết luận

Căn cứ trên đường kính và độ cứng lóng thân, trong 
thế hệ F4 nhóm tác giả đã tuyển chọn được 8 dòng nếp 
mới từ 3 tổ hợp lai, đó là các dòng THL01-05-02-01, 
THL01-07-01-02, THL01-07-01-03, THL01-08-02-
02, THL02-02-02-02, THL02-02-02-04, THL03-02-
02-02 và THL03-07-01-02. Các dòng này có lóng thân 
thứ tư đạt giá trị đường kính 5,8-6,3 mm lớn hơn cây 
mẹ, độ cứng 13,79-14,76 N/cm2 cao hơn cây mẹ và 
tương đương cây bố cứng cây. Chúng được chuẩn bị 
thực hiện nội dung khảo nghiệm để phát triển trong 
sản xuất.

Dòng
   Lóng I    Lóng II    Lóng III    Lóng IV

ĐK ss♀ ss♂ ĐK ss♀ ss♂ ĐK ss♀ ss♂ ĐK ss♀ ss♂
T H L 0 1 - 0 5 -

02-01 2,53 1,38 0,93 3,73 1,35 0,83 5,07 1,45 0,91 5,90 1,37 0,90

THL01-05-03-02 2,43 1,33 0,89 3,73 1,35 0,83 5,10 1,46 0,91 6,03 1,40 0,92
THL01-07-01-02 2,57 1,40 0,94 3,80 1,37 0,85 5,10 1,46 0,91 6,07 1,41 0,92
THL01-07-01-03 2,50 1,37 0,92 3,60 1,30 0,81 5,00 1,43 0,89 5,83 1,36 0,89
THL01-08-02-02 2,47 1,35 0,90 3,47 1,25 0,78 4,83 1,38 0,86 6,07 1,41 0,92
THL02-02-02-02 2,57 1,61 0,94 3,80 1,50 0,85 5,20 1,49 0,93 6,27 1,43 0,95
THL02-02-02-04 2,67 1,67 0,98 4,23 1,67 0,95 5,30 1,51 0,95 6,33 1,44 0,96
THL02-02-03-01 2,30 1,44 0,84 4,27 1,69 0,96 5,30 1,51 0,95 6,27 1,43 0,95
THL03-02-02-02 2,23 1,13 0,82 3,73 1,33 0,83 5,10 1,40 0,91 6,27 1,43 0,95
THL03-07-01-02 2,33 1,18 0,85 3,80 1,36 0,85 4,87 1,34 0,87 5,80 1,32 0,88
THL03-07-01-03 2,03 1,03 0,74 3,77 1,35 0,84 4,87 1,34 0,87 6,33 1,44 0,96

NK2 1,83 2,77 3,50 4,30
CK92 1,60 2,53 3,50 4,40

CK2003 1,97 2,80 3,63 4,40
Nhật 2,73 4,47 5,60 6,57
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Đường kính và độ cứng lóng thân ở tất cả các lóng 
của cây bố đều ổn định qua các vụ trồng khác nhau cho 
thấy những tính trạng này được duy trì một cách bền 
vững, có thể được ứng dụng trong lai tạo chọn giống.

Đề xuất

Tiếp tục đánh giá, chọn lọc và khảo nghiệm ngoài 
đồng để tuyển chọn được giống nếp mới phục vụ cho 
sản xuất. 

Sử dụng những dòng cứng cây để làm vật liệu lai 
tạo, cải thiện khả năng kháng đổ ngã cho các giống lúa 
indica.
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Mở đầu

Nhãn (Dimocarpus longan Lour.) là một trong những 
cây ăn quả có giá trị tiêu thụ nội địa và xuất khẩu của Việt 
Nam. Tuy nhiên, hội chứng chổi rồng nhãn xuất hiện đã 
gây hại nghiêm trọng tại các vùng sản xuất nhãn trên cả 
nước, đặc biệt là các tỉnh Đồng bằng sông Cửu Long. 
Cho đến nay, chổi rồng nhãn lây lan rất nhanh làm cho 
diện tích bị nhiễm tăng nhanh, gây thiệt hại lớn đến năng 
suất, ảnh hưởng đến thu nhập của người trồng nhãn. Tại 
Đồng bằng sông Cửu Long, sau Vĩnh Long, Đồng Tháp 
có diện tích trồng nhãn trên 4.000 ha (tập trung chủ yếu ở 
huyện Châu Thành với diện tích trên 3.000 ha), trong đó 
có trên 3.000 ha bị nhiễm chổi rồng ở các mức độ khác 
nhau [1]. Trong nhiều vườn, 100% số cây bị nhiễm nặng 
với 100% số chồi trên cây biểu hiện triệu chứng dẫn đến 
không cho thu hoạch. Tính riêng trong năm 2015, đã có 
14.581,46 ha trong tổng số 27.045,6 ha nhãn trên cả nước 
bị nhiễm bệnh, trong đó giống nhãn Tiêu da bò ở miền 
Nam và giống Hương chi ở miền Bắc là những giống 
nhiễm bệnh nặng nhất. 

Triệu chứng chổi rồng nhãn tương tự cũng đã được 
ghi nhận tại Trung Quốc, Thái Lan với nhiều nguyên 
nhân khác nhau như do virus [2-5] và phytoplasma được 
lan truyền bằng nhện chổi rồng Aceria dimocarpi Mite 
[6]. Tuy nhiên, kết quả nghiên cứu mới nhất tại Trung 
Quốc đã chứng minh nhện chổi rồng E. dimocarpi Kuang 
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Nhện chổi rồng (Eriophyes dimocarpi Kuang) phân bố tập trung chủ yếu ở phần ngọn non và các bộ phận 
biểu hiện triệu chứng chổi rồng nhãn. Kết quả nghiên cứu cho thấy, nhện E. dimocarpi Kuang và triệu 
chứng chổi rồng luôn xuất hiện cùng nhau trên đồng ruộng; sự xuất hiện của nhện E. dimocarpi Kuang liên 
quan chặt chẽ đến các đợt ra cơi lộc của cây nhãn, đặc biệt là đợt lộc thứ nhất và thứ hai ra cơi 1 và cơi 2 
trong năm. Đốn tỉa là phương pháp tốt nhất để loại bỏ nguồn nhện ra khỏi đồng ruộng và được kết hợp với 
biện pháp bón phân để kích thích sự phát triển của chồi và hoa một cách đồng loạt và vượt qua giai đoạn 
mẫn cảm nhất đối với nhện. Các loại hoạt chất Hexythiazox, Fibronil và Quinalphos có hiệu lực trừ nhện 
E. dimocarpi Kuang cao.

Từ khóa: chổi rồng nhãn, nhện chổi rồng.

Chỉ số phân loại 4.1

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

Some study results of longan witches 
broom syndrome in dong thap

                                 
Summary

Eriophyes dimocarpi Kuang exists mainly 
on young shoots and other longan witches 
broom (LgWB) - showing parts of longan. 
The appearance of E. dimocarpi closely relates 
to the newly emerging shoots; especially the 
first and the second new shoots. E. dimocarpi 
and LgWB always appear together in the field 
condition, especially in March and April. The 
pruning method is the best way to remove E. 
dimocarpi Kuang resource out of the field and 
to promote the development of new-emerging 
shoots and flowers. Pruning in combination 
with fertilizing support new-emerging shoots to 
rapidly grow, develop and overcome the most 
susceptible period. Hexythiazox, Fibronil and 
Quinalphos have high efficacy on E. dimocarpi 
Kuang.
Keywords: Eriophyes dimocarpi Kuang, 
Longan Witches Broom.
Classification number 4.1
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là nguyên nhân gây ra hội chứng chổi rồng [7]. Kết 
quả nghiên cứu tại Việt Nam cho thấy, nhện chổi rồng 
là nguyên nhân trực tiếp gây ra triệu chứng chổi rồng 
trên nhãn [8].

Nhện chổi rồng là nhóm dịch hại có mức độ đa dạng 
cao [9]. Vết thương cơ giới do nhện tạo ra trong quá 
trình chích vào mô cây trồng thường gây ra nhiều dạng 
triệu chứng khác nhau như: làm cho hoa mất màu, đốt 
thân ngắn lại, phát sinh nhiều chồi, nhiều búp, sinh 
ra dạng chổi rồng, cây thấp lùn... [10]. Một số nghiên 
cứu khác đã ghi nhận một số hoạt chất do nhện Aceria 
caulobia sinh ra có tác dụng giống như chất điều hòa 
sinh trưởng cây trồng như indole-3-acetic acid (IAA) 
và cytokinin [11]. Các hormone này có trong  tuyến 
nước bọt của nhện và khi chúng được tiêm vào trong 
tế bào biểu bì của cây trồng thì kích thích sự phát triển 
không bình thường của mô cây [9, 12]. 

Trong bài báo này, chúng tôi trình bày một số kết 
quả nghiên cứu nhện chổi rồng và hội chứng chổi rồng 
nhãn tại huyện Châu Thành, tỉnh Đồng Tháp trong 
năm 2013-2015.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

Vật liệu là nguồn nhện chổi rồng (E. dimocarpi 
Kuang), giống nhãn Tiêu da bò trồng tại huyện Châu 
Thành, tỉnh Đồng Tháp.

Phương pháp nghiên cứu

Diễn biến mật độ của nhện E. dimocarpi Kuang và 
tỷ lệ chổi rồng nhãn: diễn biến mật độ quần thể nhện 
được theo dõi trên các giống nhãn khác nhau tại Châu 
Thành, Đồng Tháp theo phương pháp của Viện Bảo vệ 
thực vật [13]. Điều tra định kỳ 7 ngày/lần, trên giống 
nhãn Tiêu da bò. Trên mỗi vườn điều tra theo 5 điểm, 
mỗi điểm điều tra một cây, mỗi cây điều tra 4 hướng, 
mỗi hướng điều tra 3 tầng (cao, giữa, thấp), mỗi tầng 
thu 3 ngọn và 4 hướng mang về phòng thí nghiệm 
đếm số lượng nhện trên ngọn. Mật độ nhện (con/ngọn) 
được tính theo công thức:

Ảnh hưởng của biện pháp cắt tỉa đến nhện E. 
dimocarpi Kuang và chổi rồng nhãn: thí nghiệm trên 
giống nhãn Tiêu da bò được thực hiện trên cùng một 
vườn, một giống tại mỗi địa điểm, cùng tuổi cây và 
điều kiện canh tác giống nhau. Thí nghiệm gồm 3 công 
thức, mỗi công thức nhắc lại 3 cây: CT1: đốn nhẹ (20-
25 cm); CT2: đốn sâu (50-55 cm); CT3: đối chứng 
(không đốn). Chỉ tiêu đánh giá: tỷ lệ chổi rồng (%); 
năng suất (kg).

Ảnh hưởng của phân bón hữu cơ đến sự phát sinh 
phát triển của bệnh chổi rồng nhãn: thí nghiệm bố trí 
gồm 3 công thức theo khối ngẫu nhiên hoàn chỉnh. Mỗi 
công thức 3 lần nhắc, mỗi lần nhắc 10 cây. Phân bón 
được sử dụng ở thời kỳ chuẩn bị ra lộc theo liều lượng 
sử dụng như khuyến cáo. Đối với phân bón gốc, trộn 
đều với NPK rải dưới gốc, đối với phân bón lá pha vào 
nước phun ướt đều tán cây. Các biện pháp canh tác khác 
được áp dụng như nhau ở các công thức thí nghiệm và 
theo quy chuẩn của Cục Bảo vệ thực vật ban hành. 

Công thức thí nghiệm:

CT1: Risopla V bón gốc (5 kg/ha) + phân bón lá 
Risopla II (5 ml/8 lít nước).

CT2: Super - Humic bón gốc (5 kg/ha) + phân bón 
lá Super - Humic (10 g/8 lít nước).

CT3: bón phân hữu cơ và hóa học thông thường.

Đánh giá hiệu lực của một số loại thuốc hoá học 
đối với nhện E. dimocarpi Kuang: thí nghiệm được bố 
trí ngẫu nhiên tuần tự, mỗi công thức 3 lần nhắc lại, 
mỗi lần nhắc lại 1 cây. Lượng nước sử dụng 800 l/ha. 
Phun thuốc đều trong và ngoài bề mặt tán lá. Mỗi công 
thức điều tra 4 hướng, mỗi hướng 3 tầng (cao, giữa, 
thấp), mỗi tầng 3 ngọn, đếm trực tiếp trên kính lúp soi 
nổi OPTIKA số lượng nhện trước và sau phun 1, 3 và 
7 ngày. Chỉ tiêu theo dõi: mật độ nhện trước phun và 
sau phun thuốc 1, 3 và 7 ngày (con/ngọn). Hiệu lực của 
thuốc được tính theo công thức Henderson - Tilton [3]:
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Trong đó: HL là hiệu lực của thuốc; Ta là số cá thể 
sống ở công thức thí nghiệm sau xử lý; Tb là số cá thể 
sống ở công thức thí nghiệm trước xử lý; Ca là số cá thể 
sống ở công thức đối chứng sau xử lý; Cb là số cá thể 
sống ở công thức đối chứng trước xử lý.

Số liệu được tổng hợp bằng phần mềm Microsoft 
Office Excel và xử lý theo phương pháp ANOVA chạy 
trên phần mềm MSTATC.

Kết quả và thảo luận	

Sự phân bố của nhện E. dimocarpi Kuang trên 
các bộ phận của cây

Chổi rồng nhãn gây hại chủ yếu trên chồi non, phát 
sinh nhiều chồi, bị biến dạng, mọc xít nhau; lá non 
biến dạng, kích thước nhỏ, mọc xít nhau tạo thành búi 
trên phần đỉnh cành, lớp lông mịn xuất hiện ở cả 2 
mặt lá. Nhện E. dimocarpi Kuang sống trong lớp lông 
mịn này. Các chùm bông bị hại hình thành nhiều nhánh 
bông nhỏ xếp xít nhau, không thể đậu quả hoặc số 
lượng quả đậu rất ít. 

Nhện E. dimocarpi Kuang phân bố tập trung chủ 
yếu trên đọt (ngọn) và phần lá già biểu hiện triệu chứng, 
hiếm khi bắt gặp nhện trên lá già không có biểu hiện 
triệu chứng chổi rồng. Trong tổng số búp thu thập, 
có 63,6% ghi nhận sự có mặt của nhện E. dimocarpi 
Kuang, tiếp đến là số lá già biểu hiện triệu chứng. Trong 
khi đó, con số này trên lá non và lá già không biểu hiện 
triệu chứng là 5,3 và 3,7%. Việc ghi nhận sự có mặt của 
nhện E. dimocarpi Kuang trên lá non không biểu hiện 
triệu chứng có thể được giải thích là ngoài búp, nhện E. 
dimocarpi Kuang có thể tấn công lá non. Tuy nhiên, có 
thể do giai đoạn tấn công muộn, hoặc do mật độ nhện 
không đủ nhiều để gây ra triệu chứng, do đó triệu chứng 
không thể hình thành. Số lá già biểu hiện triệu chứng là 
những lá đã bị nhiễm nhện, biểu hiện triệu chứng từ giai 
đoạn lá non cho đến giai đoạn lá già. 

Như vậy, nhện E. dimocarpi Kuang có thể tồn tại 
trên búp, lá non, lá già. Đây cũng là cơ sở giải thích 
tại sao khi cắt bỏ những chồi biểu hiện triệu chứng sau 
một khoảng thời gian ngắn (1-2 tuần), chồi mới mọc lên 
vẫn biểu hiện triệu chứng chổi rồng và ghi nhận sự có 
mặt của nhện E. dimocarpi Kuang là do nhện từ các bộ 
phận khác của cây di chuyển và tấn công các chồi non 
mới mọc. 

Bảng 1: mật độ nhện theo các tuổi lá khác nhau trên giống nhãn Tiêu da bò 
(Đồng Tháp, 2014)

STT Tuổi lá
Tỷ lệ 

có nhện 
(%)

Mật độ nhện 
trung bình 

(con/đơn vị)

1 Búp 63,6 22,16a

2 Lá non không bị biểu 
hiện triệu chứng 5,3 0,68c

3 Lá già không biểu 
hiện triệu chứng 3,7 0,10c

4 Lá già biểu hiện triệu 
chứng 31,4 13,71b

CV 17,4
LSD 11,42

Sự phát sinh và gây hại của chổi rồng đi kèm với 
các đợt ra lộc non của cây, đặc biệt gây hại nặng ở 
đợt lộc thứ nhất và thứ hai. Nhện chổi rồng có kích 
thước rất nhỏ, không nhìn thấy được bằng mắt thường; 
thường phát sinh, phát triển mạnh vào các tháng mùa 
khô (tháng 2, 3, 4 và tháng 11, 12). Nhện và chổi rồng 
nhãn luôn luôn tồn tại trên đồng ruộng, nhện xuất hiện 
nhiều trùng với sự phát triển của các lộc đọt/bông, cao 
nhất là vào tháng 3-4 (lộc đợt 1). Chổi rồng có mức độ 
gây hại tăng dần từ đợt lộc thứ nhất đến thứ 2 và lộc 
bông. Tỷ lệ cao nhất trên lộc bông (hình 1). 

Ảnh hưởng của biện pháp cắt tỉa đến chổi rồng 
nhãn

Biện pháp cắt tỉa khác nhau đã ảnh hưởng đến tỷ 
lệ chổi rồng, biện pháp cắt tỉa nhẹ (20 cm) để lại 2-3 
cặp lá và cắt tỉa sâu (50 cm) vào giữa đoạn cành 1 để 
lại 1-2 cặp lá có tỷ lệ trung bình lần lượt là 15,75 và 
11,52%, trong khi đó công thức đối chứng (không cắt 
tỉa) là 39,75% (bảng 2).
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 Hình 1: diễn biến mật độ nhện E. dimocarpi Kuang và diễn biến chổi rồng 
(Đồng Tháp, 2014)
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Biện pháp cắt tỉa đã ảnh hưởng tích cực đến kích 
thước của chồi và số chồi mới ra tại các đợt ra lộc 
khác nhau, công thức cắt tỉa sâu chồi phát triển mạnh 
hơn so với công thức cắt tỉa nhẹ và tạo được số chồi 
nhiều hơn so với cắt tỉa nhẹ. Chiều dài của bông có ảnh 
hưởng lớn đến năng suất thu hoạch, ở công thức cắt tỉa 
có chiều dài bông hơn hẳn so với đối chứng không cắt 
tỉa. Do vậy, biện pháp cắt tỉa nên được áp dụng để tăng 
chiều dài bông, tăng năng suất thu hoạch.

Bảng 2: ảnh hưởng của biện pháp cắt tỉa đến chổi rồng nhãn (Đồng Tháp, 2015)

Chỉ tiêu
theo dõi

Công thức

Giai 
đoạn sinh 

trưởng
Số 

chồi

Chiều 
dài 
chồi 
(cm)

Tổng 
chiều dài 

trung 
bình 
(cm)

Tỷ lệ 
chổi 
rồng 
(%)

Tỷ lệ 
trung 
bình 
(%)

1. Cắt nhẹ: cắt tại 
giữa đoạn cành 2 
để lại 2-3 cặp lá của 
năm trước

Đợt lộc 1 2,7 17,3

29,13b

15,21

15,75bĐợt lộc 2 28,5 18,72

Hoa (bông) 41,6 13,31

2. Cắt sâu: cắt tại 
giữa đoạn cành 1 
để lại 1-2 cặp lá của 
năm trước

Đợt lộc 1 3,9 22,1
32,43b

7,63
11,52cĐợt lộc 2 31,5 15,62

Hoa (bông) 43,7 11,31

3. Không cắt tỉa
Đợt lộc 1 1,1 8,6

15,27a

34,42
39,75aĐợt lộc 2 11,6 39,67

Hoa (bông) 25,6 45,15
LSD 8,74 4,11
CV 15,1 8,1

 Ảnh hưởng của biện pháp sử dụng phân bón đến 
chổi rồng

Tại các công thức sử dụng phân bón lá, tỷ lệ chổi 
rồng từ 32,47 đến 32,97%, trong khi đó, ở công thức 
đối chứng tỷ lệ chổi rồng là 44,24%. Phân bón có tác 
dụng tăng kính thước chồi, giúp chồi phát triển tốt hơn 
và nhanh hơn để vượt qua giai đoạn mẫn cảm nhất của 
chồi đối với nhện E. dimocarpi Kuang. Khi sử dụng 
phân bón lá, năng suất trái cũng có sự khác nhau. Cụ 
thể, khi sử dụng phân bón lá Risopla 2 và Humic, năng 
suất của các công thức sử dụng phân bón lá lần lượt là 
0,92 và 0,89 tấn/công, công thức đối chứng là 0,67 tấn/
công (bảng 3).

Hiệu lực của một số loại thuốc bảo vệ thực vật 
phòng trừ nhện E. dimocarpi Kuang

Trong các loại hoạt chất thử nghiệm, hoạt chất 
Hexythiazox kết hợp với dầu khoáng cho hiệu lực 
trừ nhện cao nhất, đạt 87,6%; tiếp đến là hoạt chất 
Fibronil, đạt 83,8% và thấp nhất là Quinalpos nhưng 
vẫn đạt hiệu lực khá cao (82%) (bảng 4). Như vậy, có 
thể sử dụng cả 3 loại hoạt chất nêu trên để phòng trừ 
nhện E. dimocarpi Kuang.

Bảng 4: hiệu lực phòng trừ nhện E. dimocarpi Kuang của một số loại thuốc 
hóa học và sinh học trên vườn nhãn 5 năm tuổi (Đồng Tháp, 2015)

Kết luận

- Nhện E. dimocarpi Kuang phân bố tập trung chủ 
yếu trên ngọn và lá biểu hiện triệu chứng.

- Sự phát sinh và gây hại của chổi rồng nhãn đi kèm 
với các đợt ra lộc non của cây, đặc biệt gây hại nặng ở 
đợt lộc thứ nhất và thứ hai.

- Tại Đồng Tháp, nhện E. dimocarpi Kuang phát 
triển mạnh vào các tháng mùa khô (tháng 2, 3, 4 và 
tháng 11, 12 hàng năm).

- Nhện E. dimocarpi Kuang và chổi rồng nhãn luôn 
tồn tại trên đồng ruộng, đỉnh cao của nhện trùng với sự 
phát triển của lộc đọt/bông, cao nhất là vào tháng 3, 4 
(lộc đợt 1). Chổi rồng có mức độ gây hại tăng dần từ 
đợt lộc thứ 1 đến thứ 2 và lộc bông.

- Biện pháp cắt tỉa giúp loại bỏ nguồn nhện, giúp 
cây ra lộc, hoa tập trung. 

- Việc kết hợp biện pháp đốn tỉa và bón phân hữu cơ 
có tác dụng tăng kính thước chồi, giúp chồi phát triển 
nhanh, vượt qua được giai đoạn mẫn cảm với nhện.

- Hoạt chất Hexythiazox, Fibronil và Quinalphos 
đều cho hiệu quả trừ nhện cao.

Chỉ tiêu
 theo dõi

Công thức

Giai 
đoạn sinh 

trưởng

Kích 
thước

đọt 
(cm)

Kích 
thước 
trung 
bình

Màu lá

Tỷ lệ  
chổi 
rồng
(%)

Tỷ lệ 
chổi rồng  

trung 
bình

Năng suất
(tấn/công)

CT1

Đợt lộc 1 8,03

13,39a

Xanh 28,65

32,47a

0,92a

Đợt lộc 2 13,07 Xanh 33,91

Đợt lộc 3 19,06 Xanh 34,84

CT2

Đợt lộc 1 7,62

13,07a

Xanh 29,04

32,97a

0,89a

Đợt lộc 2 12,78 Xanh 34,83

Đợt lộc 3 18,83 Xanh 35,06

CT3

Đợt lộc 1 5,01

10,07b

Xanh 41,34

44,24b

0,67b

Đợt lộc 2 10,36 Xanh 45,03

Đợt lộc 3 16,03 Xanh 46,36

LSD 2,6 7,2 0,15
CV 9,5 15,4 7,9

Bảng 3: ảnh hưởng của các biện pháp sử dụng phân bón lá đến tỷ lệ chổi rồng 
(Đồng Tháp, 2013)

Công 
thúc Tên thuốc Hoạt chất Hiệu lực phòng trừ nhện (%)

3 NSP 7 NSP 14 NSP

1 Kinalux 25EC Quinalphos 74,2c 80,2c 82,0c

2 Regent 800WG Fipronil 71,5d 82,7b 83,8b

3 Nissorun 25EC + Dầu 
khoáng SK Enspray 99EC Hexythiazox 82,1a 85,7a 87,6a

4 ĐC (phun nước) - - -

CV (%) 8,1 7,5 7,4

Ghi chú: NSP: ngày sau phun
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Đặt vấn đề

Giống thanh long ruột tím hồng 
LĐ5 do Viện Cây ăn quả miền Nam 
lai tạo giữa giống thanh long ruột đỏ 
LĐ1 với giống thanh long ruột trắng 
địa phương vào năm 2010. Kết quả lai 
tạo đã chọn được dòng lai T9 (H14 x 
CG-005) có ưu điểm nhất trong số 11 
dòng lai khảo nghiệm so sánh với 2 
giống thanh long ruột đỏ và ruột trắng 
địa phương. Dòng này sinh trưởng khá 
mạnh, ra hoa thụ phấn tự nhiên, quả 
hình trứng đến trứng thuôn, màu vỏ 
khá đẹp, bóng; tai quả thường xanh; 
vỏ quả chắc, thịt quả màu tím hồng, 
khá chắc, ít nước, hạt cỡ trung bình 
đến khá, ưu thế hơn giống ruột đỏ LĐ1 
[1]. Dòng T9 đã được Cục Trồng trọt 
(Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông 
thôn) công nhận tạm thời là giống 
thanh long ruột tím hồng LĐ5, cho 
phép sản xuất thử tại các tỉnh Đồng 
bằng sông Cửu Long (ĐBSCL) và 
miền Đông Nam Bộ. 

Một số kết quả nghiên cứu trên cây 

Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng thực vật đến năng suất và phẩm chất 
giống thanh long ruột tím hồng LĐ5

Nguyễn Trịnh Nhất Hằng*, Đoàn Thị Cẩm Hồng
Viện Cây ăn quả miền Nam

Ngày nhận bài 11/1/2016, ngày chuyển phản biện 20/1/2016, ngày nhận phản biện 17/2/2016, ngày chấp nhận đăng 22/2/2016

Nghiên cứu ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng (ĐHST) thực vật đến năng suất và phẩm chất giống 
thanh long ruột tím hồng LĐ5 được thực hiện tại Trại thực nghiệm của Viện Cây ăn quả miền Nam. Thí 
nghiệm được bố trí theo kiểu khối đầy đủ hoàn toàn ngẫu nhiên với 6 nghiệm thức và 4 lần lặp lại. Kết quả 
nghiên cứu ghi nhận, khi phun NAA 30 ppm + GA3 40 ppm và NAA 40 ppm + GA3 40 ppm vào giai đoạn 
nụ hoa được 10 ngày và các thời điểm sau khi hoa nở 5, 10, 15 và 20 ngày trên thanh long ruột tím hồng 
LĐ5 giúp gia tăng độ chắc thịt quả (1,49-1,54 kg/cm2), trọng lượng quả (413,50-445,63 g/quả) và năng suất 
(30,65-34,85 kg/trụ) so với đối chứng không phun. Kết quả nghiên cứu cũng cho thấy, phun NAA 30 ppm 
+ GA3 40 ppm và NAA 40 ppm + GA3 40 ppm giúp gia tăng độ sáng vỏ quả thanh long ruột tím hồng LĐ5.

Từ khóa: chất điều hòa sinh trưởng, giống LĐ5, ruột tím hồng, thanh long.  

Chỉ số phân loại 4.1

*Tác giả liên hệ: Email: nguyennhathang68@gmail.com

The effect of plant regulators on the yield and fruit 
quality of ld5 pinkish purple flesh dragon fruit variety

                                 
Summary

The study into the effect of plant growth regulators on the yield 
and fruit quality of LD5 pinkish flesh dragon fruit variety has 
been carried out at Southern Horticultural Research Institute. 
The experiment has been arranged under Randomized 
Completely Block Design (RCBD) with six concentrations of 
NAA + GA3 and four replications. The results have shown that 
the applications of 30 ppm NAA + 40 ppm GA3 and 40 ppm 
NAA + 40 ppm GA3 on LD5 dragon fruit variety at different 
stages (10-day flower bud and 5, 10, 15, 20 days after blooming) 
have increased firmness (1.49 and 1.54 kg/cm2 corresponding to 
each application), fruit weight (413.50 and 445.63 g/fruit), yield 
(30.65 and 34.85 kg/plant (post)) as compared to the control 
variety. Using of 30 ppm NAA + 40 ppm GA3 and 40 ppm NAA 
+ 40 ppm GA3 has also improved the bright colour of fruit peel. 

Keywords: dragon fruit, growth regulators, LD5 variety, pinkish 
flesh.

Classification number 4.1
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ăn quả ghi nhận rằng, kích thước và chất lượng quả 
của các loại cây có thể bị ảnh hưởng bởi tập quán canh 
tác, như việc sử dụng chất ĐHST thực vật [2]. Chất 
naphthaleneacetic acid (NAA) thường được tổng hợp 
ở các tế bào non và có tác dụng kéo dài kích thước tế 
bào. Gibberellic acid (GA3) có tác dụng kích thích sự 
phân chia tăng trưởng tế bào [3]. Trên cây thanh long 
ruột trắng khi kết hợp xử lý 20 ppm NAA + 40-50 ppm 
GA3 làm tăng năng suất quả, trọng lượng quả, đường 
kính quả và độ chắc thịt quả [4]. Xử lý NAA 20 ppm 
với 2 lần phun: khi phát hoa dài 10 cm và khi phát hoa 
nở những bông đầu tiên có tác dụng hạn chế sự rụng 
quả non trên cây xoài cát Hòa Lộc vào các giai đoạn 
14, 21, 28, 35 và 41 ngày sau đậu quả đã làm tăng năng 
suất xoài. Đối với cây quýt hồng, khi xử lý GA3 ở nồng 
độ 10-20 ppm 2 tháng trước khi thu hoạch có tác dụng 
trì hoãn tiến trình chín, kéo dài thời gian tồn trữ đến 4 
tuần trong điều kiện phòng thí nghiệm (nhiệt độ 28oC 
và ẩm độ 68%) mà chất lượng vẫn chấp nhận được. 
Đồng thời, ở nồng độ 10-20 ppm giúp quả sáng bóng 
hơn, trị số màu sắc quả luôn cao, tỷ lệ hao hụt về trọng 
lượng quả thấp và phẩm chất quả luôn ổn định [5]. Sử 
dụng GA3 (25 ppm) và NAA (25 ppm) giúp tăng đậu 
quả, giảm rụng quả, tăng số quả trên chùm, số quả trên 
cây, trọng lượng quả, năng suất và cải thiện phẩm chất 
quả xoài Keitt [6]. Trên cây mận, khi sử dụng GA3 với 
liều lượng 50 mg/l làm tăng đậu quả, tăng kích thước 
quả, trọng lượng quả, năng suất cũng như cải thiện 
màu sắc quả đáng kể so với nghiệm thức đối chứng [7]. 

Từ những kết quả trên cho thấy, các chất ĐHST thực 
vật như NAA, GA3 đã ảnh hưởng đến sự sinh trưởng, 
năng suất, phẩm chất trên nhiều loại cây ăn quả, trong 
đó có cây thanh long. Giống thanh long ruột tím hồng 
LĐ5 là giống mới, chưa có những nghiên cứu về ảnh 
hưởng của chất NAA, GA3 đến năng suất, phẩm chất 
quả. Vì vậy, nghiên cứu “Ảnh hưởng của liều lượng 
chất ĐHST đến năng suất, phẩm chất quả thanh long 
ruột tím hồng LĐ5” được thực hiện nhằm tìm ra nồng 
độ chất NAA kết hợp với GA3 thích hợp, giúp nâng cao 
năng suất, phẩm chất thanh long ruột tím hồng LĐ5.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

- Thí nghiệm được tiến hành tại Trại thực nghiệm 
của Viện Cây ăn quả miền Nam, xã Long Định, huyện 
Châu Thành, tỉnh Tiền Giang (vụ I: từ tháng 6 đến 
9/2013; vụ II: từ tháng 6 đến 9/2014).

- Các chỉ tiêu phẩm chất quả được phân tích tại 
phòng thí nghiệm của Bộ môn Kỹ thuật canh tác (Viện 
Cây ăn quả miền Nam).

- Tuổi cây: 2-3 năm tuổi.

- Giống: thanh long ruột tím hồng LĐ5.

- Khoảng cách trồng: 3,5 x 4 m.

- Chất ĐHST: GA3 chứa hoạt chất 10% GA3 và 
90% chất phụ gia. NAA nguyên chất dạng bột, màu 
trắng ngà, khó hòa tan trong nước. 

- Sản phẩm thương mại TNo (hoạt chất 2% α-NAA, 
0,5% β-NAA và 0,1% GA3) do Công ty Hóa phẩm 
thiên nông sản xuất.

Phương pháp thí nghiệm

Bố trí thí nghiệm: thí nghiệm được bố trí theo kiểu 
khối đầy đủ hoàn toàn ngẫu nhiên với 6 nghiệm thức 
(NT) và 4 lần lặp lại, mỗi lần lặp lại 2 trụ.

Các NT: NT1: NAA 30 ppm + GA3 30 ppm; NT2: 
NAA 30 ppm + GA3 40 ppm; NT3: NAA 40 ppm + 
GA3 30 ppm; NT4: NAA 40 ppm + GA3 40 ppm; NT5: 
TNo + GA3 40 ppm; NT6: đối chứng (không phun).

Thời điểm xử lý: lần 1: 10 ngày sau ra nụ; lần 2: 5 
ngày sau hoa nở; lần 3: 10 ngày sau hoa nở; lần 4: 15 
ngày sau hoa nở; lần 5: 20 ngày sau hoa nở.

Chỉ tiêu theo dõi: 

- Tổng số quả trên trụ: sau khi hoa nở 10 ngày, đếm 
toàn bộ số quả trên mỗi trụ và lấy trung bình cho mỗi 
NT.

- Trọng lượng trung bình quả (g/quả): cân 4 quả 
trên mỗi trụ và lấy trung bình cho mỗi NT. 

- Năng suất thực tế (kg/trụ/vụ): cân toàn bộ số quả 
thu hoạch trên trụ để lấy năng suất thực tế.

- Đường kính quả (cm): đo tại vị trí rộng nhất của 
quả bằng thước kẹp.

- Độ chắc thịt quả (kg/cm2): đo bằng máy đo độ 
cứng Penetrometer tại 3 điểm đầu, giữa và cuống quả, 
sau đó lấy giá trị trung bình.

- Hàm lượng TSS (độ Brix, %): được xác định bằng 
Brix kế hiệu ATAGO - Nhật, thang độ từ 0 đến 32%.

- Màu sắc vỏ: đo bằng máy đo màu sắc hiệu Minolta. 
Đo 3 điểm trên bề mặt vỏ, sau đó lấy giá trị trung bình. 
Màu sắc được thể hiện ở 3 chỉ số L*, a*, b*. Trong đó, 
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L*: thể hiện độ sáng tối (biến thiên từ 0 đến 100); a*: 
mức chuyển màu từ màu xanh lá cây đến màu đỏ (biến 
thiên từ -60 đến > +60); b*: mức chuyển màu từ màu 
xanh da trời đến màu vàng (biến thiên - 60 đến > +60).

Số liệu được xử lý bằng phần mềm MSTATC và so 
sánh trung bình các NT bằng phép thử Duncan.

Kết quả và thảo luận 

Ảnh hưởng của NAA và GA3 đến các yếu tố cấu 
thành năng suất thanh long ruột tím hồng LĐ5

Bảng 1: ảnh hưởng của NAA và GA3 đến tổng số quả/trụ, trọng lượng 
và đường kính quả thanh long ruột tím hồng LĐ5

Ghi chú: trong cùng một cột, các trị số có cùng mẫu tự không khác biệt ở 
mức ý nghĩa 5% qua phép thử Duncan

 *: sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức 5%; ns: không khác biệt có ý 
nghĩa thống kê

Kết quả bảng 1 cho thấy, khi phun NAA 40 ppm + 
GA3 40 ppm (NT4) số quả trên trụ ở vụ I và vụ II đạt 
cao nhất (lần lượt là 70,62 và 72,25 quả/trụ) nhưng 
không khác biệt về thống kê so với NT đối chứng 
không phun và các NT còn lại trong thí nghiệm.

Kết quả qua 2 vụ thu hoạch quả cho thấy, khi phun 
theo NT4 cho đường kính quả cao nhất, ở vụ I khác 
biệt có ý nghĩa so với NT đối chứng và NT1 (NAA 30 
ppm + GA3 30 ppm), nhưng không khác biệt với các 
NT còn lại; ở vụ II, NT4 khác biệt có ý nghĩa so với 
đối chứng và các NT còn lại trong thí nghiệm (bảng 1). 
Những nghiên cứu trước đây đã ghi nhận rằng, NAA 
(thuộc nhóm Auxin) và GA3 (thuộc nhóm Gibberellin) 
thường được tổng hợp ở các tế bào non [3] và NAA có 
tác dụng kéo dài tế bào; GA3 có vai trò kích thích sự 
phân chia và phát triển tế bào [3]. Như vậy, phun NAA 
+ GA3 có thể làm tăng số tế bào cũng như kích thước 
tế bào, và kết quả cho đường kính quả tăng cao hơn. 

Khi so sánh trung bình trọng lượng quả qua 2 vụ 
thu hoạch cho thấy, NT4 có trọng lượng quả trung bình 

cao nhất (431,5 và 445,63 g) khác biệt có ý nghĩa so 
với NT đối chứng và các NT còn lại, trừ NT2 (NAA 
30 ppm + GA3 40 ppm). Điều này cho thấy, nồng độ 
NAA + GA3 cao ảnh hưởng đến trọng lượng quả thanh 
long ruột tím hồng LĐ5, nguyên nhân chính có thể là 
do NAA và GA3 đã làm tăng đường kính quả, từ đó 
tăng trọng lượng quả. Kết quả nghiên cứu của chúng 
tôi phù hợp với các nghiên cứu về ảnh hưởng NAA và 
GA3 trước đây trên thanh long ruột trắng [4, 8]. 

Ảnh hưởng của NAA và GA3 đến phẩm chất thanh 
long ruột tím hồng LĐ5

Bảng 2: ảnh hưởng của NAA và GA3 đến độ Brix và độ chắc thịt quả 
thanh long ruột tím hồng LĐ5

Kết quả bảng 2 cho thấy, độ Brix (%) không có sự 
khác biệt giữa các NT qua 2 vụ thu hoạch. Như vậy, 
khi phun NAA + GA3 ở các nồng độ nêu trên không 
làm thay đổi độ Brix thịt quả thanh long ruột tím hồng 
LĐ5. Kết quả này phù hợp với các báo cáo của Wahdan 
M.T và cs (2011), Sarkar S và cs (2005) [9, 10]. Trong 
khi đó, khi phun theo NT4 cả 2 vụ có độ chắc thịt quả 
cao nhất, lần lượt là 1,53 và 15,54 kg/cm2. Khác biệt 
này có có ý nghĩa so với NT đối chứng.

Bảng 3: ảnh hưởng của NAA và GA3 đến màu sắc vỏ quả thanh long 
ruột tím hồng LĐ5

Quan sát màu sắc vỏ quả thanh long ghi nhận chỉ số 
L* thể hiện độ sáng tối của quả, L*càng cao quả càng 
sáng, độ bóng cao. Kết quả bảng 3 cho thấy, có sự khác 
biệt có ý nghĩa thống kê về độ sáng của quả giữa các 

NT
Số quả/trụ 

(quả)
Đường kính quả 

(cm) Trọng lượng quả (g)

Vụ I Vụ II Vụ I Vụ II Vụ I Vụ II

NAA 30 ppm + GA3 30 ppm 64,12 67,13 7,68 bc 8,17 b 379, 0 bc 399,88 abc

NAA 30 ppm + GA3 40 ppm 68,75 70,00 8,32 a 8,17 b 427,5 ab 413,50 ab

NAA 40 ppm + GA3 30 ppm 66,12 68,38 8,24 a 8,26 b 380,4 bc 382,13 bc

NAA 40 ppm + GA3 40 ppm 70,62 72,25 8,54 a 8,63 a 431,5 a 445,63 a

TNo + GA3 40 ppm 65,12 67,50 8,13 ab 7,93b c 384,1 bc 387,50 bc

Đối chứng (không phun) 63,75 66,25 7,50 c 7,68 c 365,3 c 356,38 c

Mức ý nghĩa ns ns * * * *

CV% 9,08 9,46 4,14 2,97 8,52 8,33

NT
Độ Brix (%) Độ chắc thịt quả 

(kg/cm2)
Vụ I Vụ II Vụ I Vụ II

NAA 30 ppm + GA3 30 ppm 15,15 15,08 1,42 b 1,40 b
NAA 30 ppm + GA3 40 ppm 15,68 15,63 1,40 bc 1,41 b
NAA 40 ppm + GA3 30 ppm 15,23 15,25 1,47 ab 1,49 ab
NAA 40 ppm + GA3 40 ppm 15,55 15,43 1,53 a 1,54 a
TNo + GA3 40 ppm 14,85 14,90 1,33 c 1,43 ab
Đối chứng (không phun) 14,92 15,03 1,17 d 1,20 c
Mức ý nghĩa ns ns * *

CV% 3,06 3,21 4,09 5,27

NT
L* a* b*

Vụ I Vụ II Vụ I Vụ II Vụ I Vụ II

NAA 30 ppm + GA3 30 ppm 42,92 d 43,91 cb 45,68 bc 45,53 bc 4,36 ab 4,56 ab

NAA 30 ppm + GA3 40 ppm 44,17 c 44,85 bc 46,09 ab 45,80 bc 4,20 ab 4,23 ab

NAA 40 ppm + GA3 30 ppm 45,03 bc 45,37 ab 46,47 b 46,02 b 4,09 bc 4,02 bc

NAA 40 ppm + GA3 40 ppm 46,67 a 46,42 a 47,97 a 47,84 a 3,79 c 3,91 c

TNo + GA3 40 ppm 45,56 ab 45,27 ab 45,56 c 44,56 cd 4,47 a 4,07 bc

Đối chứng (không phun) 42,26 d 42,98 d 40,80 d 43,94 d 4,38 ab 4,50 a

Mức ý nghĩa * * * * * *

CV% 1,75 1,99 2,10 1,80 4,90 4,81
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NT thí nghiệm, cụ thể ở vụ I, NT4 có chỉ số L* cao và 
khác biệt có ý nghĩa so với đối chứng và các NT còn 
lại, trừ NT5 (TNo + GA3); ở vụ II, NT4 có chỉ số L* 
cao và khác biệt có ý nghĩa so với các NT phun NAA 
và GA3 có nồng độ thấp hơn và NT đối chứng.

Chỉ số a* thể hiện mức chuyển màu từ màu xanh lá 
cây sang màu đỏ. Chỉ số a* ở bảng 3 thể hiện vỏ quả 
thanh long có màu đỏ và khác biệt có ý nghĩa thống 
kê giữa các NT. Ở vụ I, NT4 có chỉ số a* cao và khác 
biệt có ý nghĩa so với đối chứng và các NT còn lại, trừ 
NT2. Tương tự, ở vụ II, NT4 có chỉ số a* cao hơn và 
khác biệt có ý nghĩa so với các NT còn lại trong thí 
nghiệm.

Chỉ số b* thể hiện mức chuyển màu từ màu xanh 
dương đến màu vàng. Đối với vỏ quả thanh long thì 
màu đỏ chiếm ưu thế và lấn át màu vàng. Do vậy, chỉ 
số b* của vỏ quả ở 2 vụ khá thấp, đạt mức 3,79-4,47 
(vụ I) và 3,91-4,56 (vụ II), trong đó NT4 có màu xanh 
thấp và khác biệt rất có ý nghĩa so với các NT khác 
trong thí nghiệm, trừ NT3 (NAA 40 ppm + GA3 30 
ppm). Từ kết quả trên nhận thấy, chỉ số màu xanh lưu 
giữ trên vỏ quả thanh long khá thấp, quả có màu đỏ là 
chủ yếu.

Ảnh hưởng của NAA và GA3 đến năng suất thanh 
long ruột tím hồng LĐ5
Bảng 4: ảnh hưởng của NAA và GA3 đến năng suất thanh long ruột tím hồng 

LĐ5

NT
Năng suất (kg/trụ)

Vụ I Vụ II
NAA 30 ppm + GA3 30 ppm 24,39 bc 27,54 bc
NAA 30 ppm + GA3 40 ppm 28,23 ab 30,85 ab
NAA 40 ppm + GA3 30 ppm 25,34 b 27,76 bc
NAA 40 ppm + GA3 40 ppm 30,69 a 34,85 a
TNo + GA3 24,87 bc 28,06 bc
Đối chứng (không phun) 22,39 c 24,98 c
Mức ý nghĩa * *

CV% 13,27 12,96

Qua 2 vụ thu hoạch ghi nhận ở NT4 cho năng suất 
cao nhất (30,69 và 34,85 kg/trụ) và khác biệt có ý nghĩa 
so với NT đối chứng (22,39 và 24,98 kg/trụ) và các NT 
còn lại. Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu về 
ảnh hưởng NAA và GA3 trước đây trên thanh long ruột 
trắng [4, 8], tương tự GA3 ở nồng độ 24 ppm với 5 lần 
phun trên thanh long ruột trắng (12 ngày sau ra nụ, sau 
khi quả được 2, 9, 16 và 28 ngày tuổi), làm tăng năng 

suất, phẩm chất quả và kéo dài gian bảo quản nhưng 
không để lại dư lượng [11].

Kết luận 

- Phun chất ĐHST 30 ppm NAA + 40 ppm GA3 
và 40 ppm NAA + 40 ppm GA3 vào lúc nụ hoa đạt 
10 ngày và các thời điểm là 5, 10, 15 và 20 ngày sau 
khi hoa nở trên thanh long ruột tím hồng LĐ5 giúp 
gia tăng độ chắc thịt quả (1,04 và 1,54 kg/cm2), trọng 
lượng quả (413,5 và 445,63 g/quả) và năng suất (30,65 
và 34,85 kg/trụ). 

- Kết quả phun 30 ppm NAA + 40 ppm GA3 và 40 
ppm NAA + 40 ppm GA3 giúp gia đăng độ sáng của vỏ 
quả thanh long ruột tím hồng LĐ5.

Quả thanh long LĐ5 ở NT5 (a) và NT4 (b)
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Đặt vấn đề

Nấm Địa sâm (nằm trong chi Coprinus, họ 
Coprinaceae, ngành nấm đảm) có nhiều đặc tính dược 
liệu quý, được sử dụng để điều trị bệnh tiểu đường, tuần 
hoàn máu, rối loạn tiêu hóa, ức chế khối u [1].

Nhiều nghiên cứu về công nghệ nhân giống và nuôi 
trồng Địa sâm đã được công bố trên thế giới. Theo Dong 
và cs (2006) [2], môi trường nhân giống dịch thể phù hợp 
cho nấm Địa sâm là sucrose 3%, cám ngô 2%, cám mỳ 
4%, KH2PO4 0,1% và MgSO4.7H2O 0,05%, pH = 8,0. 
MYP (5% pepton, 3% cao nấm men, 3% malt extract, 
agar 20 g/l) là môi trường nhân giống gốc và cấp I phù 
hợp cho nấm Địa sâm sinh trưởng ở nhiệt độ 23-26oC 
và pH = 6-8 [3]. Môi trường MEA (20 g/l dextrose, 1 g/l 
peptone, 20 g/l cao malt, 20 g/l agar) có thể được sử dụng 
làm môi trường nhân giống nấm Địa sâm [4]. Nguồn 
carbon và nitơ tối ưu cho sự sinh trưởng và phát triển 
của nấm Địa sâm là sucrose và trypetone [3]. Theo Chen 
(2000), Yang và Xue (2000), Shiyong và Zaipei (2007) [5-
7], nấm Địa sâm sinh trưởng tốt trong môi trường có pH = 
6,5-7,5. Trong khi đó, nghiên cứu của Kim (2000) [8] cho 
thấy, phạm vi nhiệt độ nuôi cấy tối ưu của nấm Địa sâm 
là 25-27oC, còn theo Yang và Xue (2000) [6] là 24-28oC 
và Shiyong và Zaipei (2007) [7] là 22-28oC. 

Mặc dù có nhiều giá trị dinh dưỡng và giá trị dược liệu 
nhưng nấm Địa sâm hiện vẫn là đối tượng mới mẻ, chưa 
nhận được sự quan tâm của ngành trồng nấm Việt Nam. 
Với mục tiêu đa dạng hóa nguồn gen sinh học, tạo cơ sở 
cho phát triển nấm Địa sâm, nâng cao năng suất và chất 

Nghiên cứu công nghệ nhân giống cấp I và dịch thể nấm Địa sâm 
Coprinus comatus (Co)

Phạm Thị Thu, Cồ Thị Thùy Vân, Trần Thu Hà, Nguyễn Duy Trình*

Trung tâm Nghiên cứu và phát triển nấm, Viện Di truyền nông nghiệp

Ngày nhận bài 26/4/2016, ngày chuyển phản biện 29/4/2016, ngày nhận phản biện 23/5/2016, ngày chấp nhận đăng 27/5/2016

Nấm Địa sâm - Coprinus comatus (O.F. Mull.) được biết đến nhiều trên thế giới nhờ có giá trị dược liệu 
và dinh dưỡng cao. Nhằm xác định những điều kiện phù hợp cho sợi nấm Địa sâm sinh trưởng trong 
môi trường nhân giống cấp I và dạng dịch thể, các tác giả đã tiến hành nghiên cứu và xác định được môi 
trường nuôi cấy phù hợp nhất là PDPYA và YEPD. Nhiệt độ, pH và thời gian chiếu sáng tối ưu cho sự sinh 
trưởng của nấm Địa sâm trong điều kiện nhân giống cấp I lần lượt là 25±1oC, pH = 6-7 và 0 h. Trong môi 
trường nhân giống dịch thể nấm Địa sâm, pH, nhiệt độ, nguồn carbon và nitơ tối ưu lần lượt là pH = 7,0; 
25±1oC; sucrose và peptone, cao nấm men.

Từ khóa: Địa sâm, giống cấp 1, giống dịch thể.

Chỉ số phân loại 4.1

*Tác giả liên hệ: Email: nguyenduytrinh2011@gmail.com

Investigation on Propagation Technology 
of Master Spawn and Liquid Spawn of 

Shaggy Ink Cap (Coprinus comatus (Co))
                                 

Summary

Shaggy ink cap - Coprinus comatus (O.F. 
Mull.) has been known worldwide due to 
its great medicinal and nutritional values. 
The aim of this study was to acquire basic 
data regarding the suitable conditions for C. 
comatus mycelium growth in culture medium. 
The results of the study illustrated that 
PDPYA and YEPD were the most suitable 
culture media for cultivation of C. comatus. 
The optimal temperature, pH, and the length 
of lightening time for the mycelium growth 
of C. comatus master spawn were 25±1oC, 
pH = 6-7, and 0 h, respectively. The pH, 
temperature, carbon and nitrogen sources for 
optimal growth of liquid spawn in submerged 
medium were pH = 7.0; 25±1oC; sucrose and 
peptone, yeast extract, respectively.

Keywords: liquid spawn, master spawn, shaggy 
Ink Cap.

Classification number 4.1
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lượng, chúng tôi tiến hành đánh giá một số yếu tố ảnh 
hưởng đến sự sinh trưởng và phát triển của nấm Địa 
sâm trong cả 2 môi trường nhân giống cấp I và dạng 
dịch thể.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

Giống nấm Địa sâm Coprinus comatus (O.F. Mull.) 
ký hiệu Co được Trung tâm Nghiên cứu và phát triển 
nấm  - Viện Di truyền nông nghiệp nhập nội từ Trung 
tâm Nghiên cứu nấm châu Á - Thái Bình Dương (Phúc 
Kiến - Trung Quốc).

Phương pháp nghiên cứu

Nhân giống cấp I:

Môi trường nhân giống: giống gốc nấm Địa sâm 
được cấy chuyển sang cấp I trên 4 môi trường khác 
nhau: PGA, PDPYA, GPA và YEPD (bảng 1).

Bảng 1: thành phần môi trường nhân giống cấp I nấm Địa sâm

      Môi trường
Thành phần (g/l)

PGA PDPYA GPA YEPD

Glucose 20,0 - 10,0 20,0
Cao nấm men - 0,5 - 10,0
Peptone - 2,0 2,0 20,0
MgSO4.7H2O - - 0,5 -
KH2PO4 - - 0,5 -
Khoai tây 200,0 100,0 - -
Agar 15,0 15,0 15,0 15,0
pH 7,0 7,0 7,0 7,0

                                           Ghi chú: -: không xác định

pH môi trường nhân giống: môi trường được sử 
dụng để làm môi trường nhân giống dựa theo kết quả của 
môi trường nhân giống. Đánh giá đặc điểm sinh trưởng 
hệ sợi giống nấm Địa sâm tại các ngưỡng pH môi trường 
là 5, 6, 7 và 8. 

Nhiệt độ nhân giống: nhân giống cấp I nấm Địa sâm 
ở các ngưỡng nhiệt độ khác nhau: 10±1oC, 15±1oC, 
20±1oC, 25±1oC, 30±1oC và 35±1oC. 

Chế độ ánh sáng nhân giống: sử dụng 4 chế độ ánh 
sáng (thời gian chiếu sáng/ngày): 24 h, 12 h, 6 h và 0 h 
với cường độ ánh sáng đèn led 500 lux.

Đặc điểm sinh trưởng, phát triển hệ sợi giống cấp 
I nấm Địa sâm: chỉ tiêu đánh giá đặc điểm sinh trưởng 
hệ sợi gồm đường kính sinh trưởng hệ sợi và mật độ hệ 
sợi. Phương pháp đánh giá mật độ hệ sợi như sau: 1) 
Mật độ sợi rất mỏng; 2) Mật độ hệ sợi mỏng; 3) Mật 
độ sợi trung bình; 4) Mật độ sợi dày; 5) Mật độ hệ sợi 

dày đặc.

Nhân giống dịch thể:

pH môi trường dịch thể: môi trường YMK (20 g/l 
glucose, 5 g/l cao nấm men, 1 g/l MgSO4.7H2O, 2 g/l 
KH2PO4) được sử dụng làm môi trường nhân giống. 
Đánh giá các ngưỡng pH môi trường: 5, 6, 7 và 8.

Nhiệt độ môi trường: giống nấm Địa sâm cấy trong 
250 ml môi trường dịch thể có pH tối ưu và nuôi ở 
các ngưỡng nhiệt độ (15, 20, 25 và 30oC)±1oC trong 4 
ngày, tốc độ lắc 150 vòng/phút.

Nguồn carbon trong môi trường nhân giống: nguồn 
carbon 2% (w/v), cao nấm men 5 g/l, MgSO4.7H2O 
1 g/l và KH2PO4 2 g/l. Nguồn carbon khảo sát gồm: 
fructose, galactose, glucose, lactose, maltose, mannose, 
sucrose.

Nguồn nitơ trong môi trường nhân giống: các 
nguồn nitrogen có nồng độ 5 g/l được đánh giá gồm: 
cao nấm men, peptone, natri nitrat (NaNO3), amoni 
nitrat (NH4NO3).

Đánh giá sinh khối sợi: phương pháp đánh giá sinh 
khối sợi theo Park và cs (2001) [9].

Đánh giá mật độ khuẩn lạc cầu (KLC): mật độ KLC 
được xác định bằng số lượng KLC trong 10 ml dịch 
giống. Sử dụng kính Opitika Microscopes (Italia) có 
kết nối máy tính để đếm số lượng của KLC.

Phương pháp xử lý số liệu:

Mỗi thí nghiệm được tiến hành lặp lại 3 lần. Số liệu 
được phân tích bằng sử dụng phần mềm Microsoft 
Excel 2010. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức 
xác suất p < 0,05 được biểu hiện bằng ký tự (theo cột) 
sau giá trị trung bình và sai số chuẩn.

Kết quả và thảo luận

Ảnh hưởng của môi trường nhân giống, pH, nhiệt 
độ và ánh sáng đến sự sinh trưởng và phát triển của 
nấm Địa sâm trong giai đoạn nhân giống cấp I

Bốn loại môi trường đang được sử dụng phổ biến 
hiện nay trong nhân giống nấm gốc và cấp I là: PGA, 
PDPYA, YEPD, GPA. Căn cứ vào các chỉ tiêu theo dõi, 
kết quả ghi nhận 2 môi trường PDPYA và YEPD phù 
hợp cho nấm Địa sâm phát triển. Mật độ hệ sợi dày đặc, 
phát triển dạng tỏa tròn, đều. So với kết quả của một số 
nghiên cứu đã được công bố trên thế giới, kết quả trong 
nghiên cứu này có một số sự khác biệt. 

Theo Myoung-Jun (2009) [3], môi trường phù 



3758(10) 10.2016

Khoa học Nông nghiệp

hợp cho nấm Địa sâm phát triển là môi trường MYP 
(peptone 5 g/l, cao malt 3 g/l, cao nấm men 3 g/l và agar 
20 g/l), còn Chaiyama và cs (2007) [4] là môi trường 
MEA (20 g/l dextrose, 1 g/l peptone, 20 g/l cao malt và 
20 g/l agar). Có sự khác biệt về kết quả giữa các nghiên 
cứu có thể do sự khác nhau về chủng giống được sử 
dụng làm đối tượng trong thí nghiệm.

Đối với kết quả nghiên cứu pH, 4 giá trị pH được 
đánh giá là 5, 6, 7 và 8. Kết quả thí nghiệm cho thấy, 
môi trường có pH = 6,0-7,0 hệ sợi sinh trưởng tốt, tốc 
độ phát triển nhanh, mật độ sợi dày đặc, ở pH = 5,0 hoặc 
pH = 8,0 tốc độ sinh trưởng của hệ sợi tương đối chậm, 
mật độ hệ sợi ở mức trung bình. Kết quả nghiên cứu 
này phù hợp với nghiên cứu của Myoung-Jun (2009) và 
Chaiyama (2007). Theo nghiên cứu của Chen (2000), 
Yang và Xue (2000), Shiyong và Zaipei (2007) [5-7] 
thì sợi nấm Địa sâm sinh trưởng tốt trong môi trường 
có pH = 6,5-7,5.

Với yếu tố nhiệt độ đươc quan sát ở các ngưỡng 
khác nhau (10±1oC, 15±1oC, 20±1oC, 25±1oC, 30±1oC 
và 35±1oC), kết quả cho thấy, ở 25±1oC, hệ sợi màu 
trắng, phát triển nhanh dạng tỏa tròn đều, đường kính 
hệ sợi 67,83±2,46 mm; ở ngưỡng 10±1oC, sợi nấm phát 
triển kém, hệ sợi rất mỏng; ở 30oC, hệ sợi phát triển 
nhanh nhưng mật độ hệ sợi thưa. Đặc biệt, sợi nấm Địa 
sâm không thể phát triển trên môi trường nhân giống 
cấp I trong điều kiện nhiệt độ 35oC. Do đó, ngưỡng 
25±1oC là nhiệt độ thích hợp cho công tác nhân giống 
cấp I nấm Địa sâm. Kết quả này tương đồng với các 
nghiên cứu đã được công bố trước đó. 

Kết quả bảng 2 cho thấy, ánh sáng ảnh hưởng rõ rệt 
đến sự phát triển của hệ sợi nấm Địa sâm trong môi 
trường nhân giống cấp 1. Ở điều kiện tối hoàn toàn, 
hệ sợi phát triển nhanh, đường kính sinh trưởng đạt 
67,25±2,08 mm, sợi màu trắng, bông xốp, phát triển 
tỏa đều trên bề mặt môi trường. Kết quả này phù hợp 
với nghiên cứu của Miles (1993) [10]. Trong điều kiện 
chiếu sáng 24 giờ, sợi phát triển kém, đường kính sinh 
trưởng chỉ đạt 9,67±1,81 mm, sợi mảnh không nhìn rõ 
tua sợi. Thời gian chiếu sáng 6 và 12 h cũng ảnh hưởng 
nhất định đến tốc độ phát triển và đặc điểm hình thái 
của sợi. Sợi nấm Địa sâm phát triển không cân đối trên 
bề mặt môi trường, có nhiều vòng tròn đồng tâm, màu 
trắng vàng nhạt khi được chiếu sáng 6 h/ngày. Mật độ 
hệ sợi có sự thay đổi rõ ràng khi được chiếu sáng 12 h/
ngày. Mật độ hệ sợi mỏng, màu trắng vàng, sợi mảnh. 
Đường kính sinh trưởng hệ sợi chỉ đạt 26,51±2,28 mm.

Hình 1: ảnh hưởng của nhiệt độ đến nấm Địa sâm 
trên môi trường nhân giống cấp 1

Hình 2: ảnh hưởng của thời gian chiếu sáng đến sự phát triển và đặc điểm 
hình thái của nấm Địa sâm trên môi trường nhân giống cấp 1

Chỉ tiêu

Nhân tố
Đường kính (mm) Mật độ

Môi trường

PGA 51,90±3,46a 5+
PDPYA 54,03±2,42b 5+
YEPD 53,64±2,56b 5+
GPA 49,39±2,99a 3+

pH

5,0 44,16±1,77a 3+
6,0 55,45±1,63b 5+
7,0 54,35±1,62b 5+
8,0 49,35±1,42c 3+

Nhiệt độ (oC)

10±1 9,64±1,83a 1+
15±1 20,77±2,34b 2+
20±1 52,37±1,73c 5+
25±1 67,83±2,46d 5+
30±1 65,47±1,17d 2+
35±1 - -

Thời gian
chiếu sáng
(h/ngày)

0 67,25±2,08a 5+
6 53,32±2,00b 3+
12 26,51±2,28c 2+
24 9,67 ±1,81d 1+

Bảng 2: ảnh hưởng của môi trường, pH, nhiệt độ và thời gian chiếu sáng 
đến đường kính sinh trưởng và mật độ hệ sợi nấm Địa sâm trên môi trường nhân giống cấp I

Ghi chú: trong phạm vi cùng một cột, cùng một nhân tố thí nghiệm, các giá trị 
mang các chữ cái khác nhau chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê ở mức p < 0,05
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Ảnh hưởng của pH, nhiệt độ, nguồn carbon, nitơ 
đến sự hình thành và phát triển KLC của nấm Địa 
sâm trong môi trường nhân giống dịch thể

pH là nhân tố ảnh hưởng đến sinh khối, khả năng 
hấp phụ chất dinh dưỡng, hình thái và cấu trúc tế bào, 
độ tan của muối và trạng thái ion của cơ chất, hoạt 
động của enzyme [11]. Nấm Địa sâm được nhân giống 
trên môi trường YMK với 4 ngưỡng pH khác nhau (5, 
6, 7 và 8). Căn cứ vào sinh khối sợi và mật độ KLC 
(bảng 3) cho thấy, pH tối ưu là 7,0 với sinh khối khô 
10,72±0,48 g/l, mật độ KLC dày 68±1,35 KLC/10 ml 
dịch giống. 

Theo Vladimir (2012) [11], dải nhiệt từ 25 đến 28oC 
là phù hợp nhất để hầu hết các loài nấm nhân sinh khối. 
Để tìm ra nhiệt độ phù hợp cho sự hình thành và phát 
triển của KLC nấm Địa sâm, chúng tôi đã nghiên cứu 
đánh giá sự sinh trưởng hệ sợi nấm ở 5 ngưỡng nhiệt 
độ: 10±1oC, 15±1oC, 20±1oC, 25±1oC và 30±1oC. Kết 
quả ghi nhận, nhiệt độ 25±1oC phù hợp nhất cho nấm 
Địa sâm phát triển.

Carbon và nitơ là 2 nhân tố cơ bản cho sự sinh 
trưởng của vi sinh vật. Nguồn carbon ảnh hưởng đến 
quá trình sinh trưởng và chuyển hóa của vi sinh vật. 
Giống nấm Địa sâm được nhân giống trong môi trường 
chứa các nguồn carbon khác nhau (fructose, glucose, 
lactose, maltose, sucrose). Trong các nguồn carbon 
được khảo sát, sucorose cho năng suất sinh khối khô 
cao nhất (11,11±1,25) với mật độ KLC (64±1,62). 
Nhiều nghiên cứu trên thế giới đã thu được kết quả 
tương tự, sucorose là nguyên liệu phù hợp để cung cấp 
nguồn carbon cho nấm Địa sâm trong môi trường nhân 
giống dịch thể [2, 3]. Trong khi kết quả nghiên cứu 
của Chaiyama và cs (2007) [4] cho rằng, mannose và 
maltose mới là 2 nguồn nguyên liệu cung cấp carbon 
phù hợp hơn cho sự phát triển của nấm Địa sâm. Nitơ 
là nhân tố cần thiết trong tổng hợp enzyme trong cả 
quá trình chuyển hóa sơ cấp và thứ cấp. 4 nguồn nitơ 
đã được khảo sát gồm: cao nấm men, peptone, natri 
nitrat, amoni nitrat.

Bảng 3: ảnh hưởng của pH, nhiệt độ, nguồn carbon, nguồn nitơ đến sinh khối sợi 
và mật độ KLC nấm Địa sâm trong môi trường nhân giống dịch thể

Hình 3: ảnh hưởng của pH môi trường đến hình thái và mật độ KLC 
nấm Địa sâm trong môi trường dịch thể

Kết quả ghi nhận có thể sử dụng cao nấm men hoặc 
peptone để cung cấp nguồn nitrogen cho nấm Địa sâm 
trong môi trường nhân giống dịch thể. Theo Myoung-
Jun (2009) [3], nguồn nitơ hữu cơ cho hiệu quả 
nhân giống tốt hơn so với nguồn nitơ vô cơ (NaNO3, 
NH4NO3 và NH4Cl).

Kết luận

Môi trường nhân giống cấp I phù hợp cho nấm Địa 
sâm là PDPYA hoặc YEPD. Nhiệt độ, pH và thời gian 
chiếu sáng tối ưu cho sự sinh trưởng của giống nấm 
Địa sâm cấp I lần lượt là 25±1oC, pH = 6-7 và 0 h. 
Giống nấm dịch thể Địa sâm phát triển tốt trong điều 
kiện pH, nhiệt độ, nguồn carbon và nitơ lần lượt là pH 
= 7,0; 25±1oC; sucrose và peptone, cao nấm men.

                     Chỉ tiêu

Nhân tố
Sinh khối sợi (g/l) Mật độ KLC

pH

5,0 3,88±0,62a 28±1,18
6,0 9,14±0,56b 52±1,28
7,0 10,72±0,48c 68±1,35
8,0 5,14±0,88d 35±0,99

Nhiệt độ (oC)

10±1 3,58±0,33a 25±1,09
15±1 4,52±0,55b 35±1,15
20±1 9,83±1,11c 56±1,58
25±1 11,38±1,10d 70±2,56
30±1 8,65±0,82c 49±1,03

Nguồn carbon (2%)

Fructose 10,13±1,28a 51±1,56
Maltose 10,71±1,14a,c 57±1,30
Glucose 10,52±1,05a 58±1,13
Lactose 7,73±1,15b 30±1,39

Sucorose 11,11±1,25c 64±1,62

Nguồn nitơ (0,5%)

Cao nấm men 11,60±2,44a 67±1,57
Peptone 11,69±1,85a 64±0,93

Natri nitrat 4,88±1,37b 40±0,96
Amoni nitrat 5,05±1,10b 44±1,15
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Đặt vấn đề

Sở chè là một trong các loài cây rừng đa tác dụng (lấy 
hạt, gỗ, củi, hoa nuôi ong...). Sản phẩm chính của cây Sở 
là dầu béo. Dầu Sở có hàm lượng axit oleic cao hơn 80%, 
chỉ số axit trong dầu sở thô dưới 4 mg KOH/g dầu, chỉ số 
peroxit dưới 10 meqO2/kg dầu, thấp hơn quy định trong 
TCVN 7597:2007 về dầu thực vật, đảm bảo an toàn cho 
người sử dụng [1, 2].

 Sở chè được trồng nhiều nhất ở Nghệ An, và cũng 
được trồng ở một số tỉnh khác như Vĩnh Phúc, Quảng 
Ninh, Lạng Sơn, Phú Thọ... Tuy nhiên, do nguồn giống 
chưa được chọn lọc, kết hợp với các biện pháp kỹ thuật 
trồng quảng canh nên năng suất dầu của các rừng trồng 
Sở chè nhìn chung còn thấp, chỉ đạt trung bình 250-400 
kg dầu/ha/năm, trong khi đó ở Trung Quốc, nhờ sử dụng 
nguồn giống tốt kết hợp với trồng thâm canh đã đưa năng 
suất dầu đạt tới 925-939 kg/ha/năm [3]. Điều này cho 
thấy, khâu chọn giống đóng vai trò quan trọng trong việc 
nâng cao năng suất dầu của rừng trồng sở. Giai đoạn 
1987-1989 Nguyễn Hoàng Nghĩa và Đoàn Thị Bích [4] 
đã nghiên cứu chọn lọc được 14 cây trội các giống Sở 
cam, Sở quýt ở Cao Lộc (Lạng Sơn) cho hàm lượng dầu 
vượt trung bình 2-8 lần. Như vậy, có thể nói việc nghiên 
cứu chọn lọc cây trội các giống sở cho năng suất quả và 
dầu cao nhằm cung cấp nguồn vật liệu để nhân giống, 
phục vụ công tác trồng rừng sở theo hướng lấy quả ép 
dầu là rất cần thiết.

Giai đoạn 2012-2015, nhiệm vụ “Khai thác và phát 

Một số cây trội Sở chè (Camellia sasanqua Thunb.) có lượng hạt lớn 
và hàm lượng dầu cao ở Nghệ An

Hoàng Văn Thắng1*, Nguyễn Toàn Thắng1, Phạm Đình Sâm1, Hoàng Thị Nhung1, Phí Công Thường2

1Viện Khoa học Lâm nghiệp Việt Nam
2Bộ Khoa học và Công nghệ

Ngày nhận bài 2/5/2016, ngày chuyển phản biện 4/5/2016, ngày nhận phản biện 18/5/2016, ngày chấp nhận đăng 2/6/2016

Đánh giá Sở chè (Camellia sasanqua Thunb.) theo các chỉ tiêu tổng hợp trong 4 năm tại Nghĩa Đàn (Nghệ 
An) đã chọn được 19 cây trội có lượng quả đạt 10,6-23,1 kg/cây/năm, lượng hạt đạt 5,6-11,6 kg/cây/năm, 
hàm lượng dầu trong nhân là 50-56,97%; lượng dầu 1,7-4,1 kg/cây, vượt trị số trung bình của quần thể 
123,3-434%. Đây cũng là những cây có chỉ số axit, peroxit trong dầu (lần lượt là 0,19-1,24 mg KOH/g dầu 
và 1,92-4,26 meqO2/kg dầu) thấp hơn quy định trong TCVN 7597:2007 về dầu thực vật (tương ứng là 4 
mg KOH/g dầu và 10 meqO2/kg dầu). Đây là nguồn vật liệu tốt để nhân giống và tiếp tục chọn giống Sở 
chè có năng suất hạt và dầu cao.
Từ khóa: cây trội, Nghệ An, Sở chè.
Chỉ số phân loại 4.4

*Tác giả liên hệ: Email: hoangthang75@gmail.com

Some plus trees of Camellia sasanqua 
Thunb. having high yield of seed and oil 

in nghe an province
                                 

Summary

Completing evaluation of Camelia sasanqua 
Thunb. in 4 years at Nghia Dan (Nghe An) 
had selected 19 plus trees having 10.6-23.1 kg 
fruits per tree per year, 5.6-11.6 kg seeds per 
tree per year with oil content in kernels of 50-
56.97%. Oil yield of 19 plus trees ranged from 
1.7 to 4.1 kg per tree per year, 123.3-434% 
higher than that of  population (0.67-0.76%). 
The plus trees have acid index of 0.19-1.24 
mg KOH/g oil and peroxide index of 1.92-
4.26 meqO2/kg oil, lower than that following 
Vietnamese standard TCVN 7597-2007 for 
vegetable edible oil (< 4 mg KOH/g oil and < 
10 meqO2/kg oil respectively). These plus trees 
are good materials for later propagation and 
improvement of Camellia sasanqua Thunb. 
for high yield of seed and oil.
Keywords: Camellia sasanqua Thunb., Nghe 
An, plus tree.
Classification number 4.4
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triển nguồn gen cây Sở chè” do Viện Khoa học Lâm 
nghiệp Việt Nam chủ trì thực hiện đã chọn lọc được 54 
cây trội của loài Sở chè ở Nghệ An và Lai Châu. Bài 
viết này chỉ nêu kết quả chọn lọc 19 cây trội Sở chè ở 
Nghệ An có hàm lượng dầu đạt trên 50%, là một trong 
các kết quả đã thực hiện của nhiệm vụ nêu trên.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

Vật liệu nghiên cứu là loài Sở chè trồng thuần loài 
năm 1998 (2 ha) và năm 1972 (3 ha) với mật độ còn lại 
từ 700-900 cây/ha tại xã Nghĩa Lộc, huyện Nghĩa Đàn, 
tỉnh Nghệ An.

Phương pháp nghiên cứu

Áp dụng phương pháp chọn cây mẹ theo tiêu chuẩn 
ngành 04 TCN 147-2006 về công nhận giống cây trồng 
lâm nghiệp của Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông 
thôn để chọn lọc ra các cây trội trong rừng trồng đều 
tuổi có độ vượt sản phẩm cuối cùng (lượng dầu/cây) 
hơn 15% so với trung bình quần thể [5]. Cây trội đảm 
bảo được các tiêu chuẩn sau đây:

l Cây sinh trưởng từ trung bình trở lên, hình thái 
cân đối, tán rộng, không bị bệnh.

l Có tỷ lệ hạt/quả cao hơn so với giá trị trung bình 
quần thể.

l Lượng hạt cao hơn từ 20% so với trung bình quần 
thể.

l Hàm lượng dầu cao hơn từ 10% so với trung bình 
quần thể.

Điều tra chọn cây trội theo phương pháp ô tiêu chuẩn 
điển hình, tạm thời. Số liệu thu thập là các chỉ tiêu sinh 
trưởng, lượng quả, hạt của các cây trong các rừng trồng 
Sở chè. Với mỗi rừng trồng Sở chè được lựa chọn để 
chọn lọc cây trội, lập 3 ô tiêu chuẩn điển hình để đo đếm 
các chỉ tiêu sinh trưởng và thu thập lượng quả của các 
cây trong ô, diện tích mỗi ô tiêu chuẩn là 500 m2. Trong 
mỗi ô tiêu chuẩn, thu thập quả của toàn bộ các cây. Với 
mỗi cây trội, lấy một mẫu hạt để phân tích đặc điểm dầu, 
đồng thời với mỗi loại rừng trồng lấy 3 mẫu hạt đã được 
trộn đều của các cây làm mẫu trung bình quần thể để so 
sánh đặc điểm dầu với các cây trội. 

Đặc điểm dầu của các cây trội được phân tích tại 
Viện Công nghiệp thực phẩm. Các chỉ tiêu phân tích dầu 
bao gồm: hàm lượng dầu trong nhân hạt (theo phương 
pháp Shoxlet), độ ẩm hạt (theo TCVN 6120:2007), chỉ 

số axit (theo TCVN 6127:2007), chỉ số peroxit (theo 
TCVN 6121:2007). Đánh giá chỉ số axit và peroxit dựa 
theo TCVN 7597:2007 về dầu thực vật (quy định chỉ 
số axit dầu thô nhỏ hơn 4 mg KOH/g dầu và chỉ số 
peroxit nhỏ hơn 10 meqO2/kg dầu). Căn cứ vào lượng 
quả, hàm lượng dầu, tỷ lệ nhân/hạt và tỷ lệ hạt chắc để 
tính lượng dầu cho các cây trội đã chọn lọc. Sử dụng các 
phương pháp so sánh mẫu và phân tích thống kê trên 
phần mềm Excel để xử lý số liệu chọn lọc cây trội.

Kết quả và thảo luận

Căn cứ vào lượng quả và hàm lượng dầu của các cây 
trội được theo dõi trong 4 năm liên tục (2012-2015) đã 
chọn lọc được 19 cây trội loài Sở chè có hàm lượng dầu 
đạt trên 50%. Các cây trội này đang được gây trồng theo 
hướng lấy quả ở xã Nghĩa Lộc, huyện Nghĩa Đàn, tỉnh 
Nghệ An. 19 cây trội loài Sở chè này đã được Sở Nông 
nghiệp và Phát triển nông thôn Nghệ An cấp chứng chỉ 
công nhận nguồn giống cây trồng lâm nghiệp vào tháng 
10/2015.

Các cây trội Sở chè ở Nghệ An mặc dù có tuổi 
tương đối lớn (17-43 tuổi) nhưng sinh trưởng về chiều 
cao cũng chỉ đạt 6-8,7 m. Đường kính tán lá của các 
cây trội đều tương đối lớn, dao động trong khoảng 4,5-
8,2 m. Với đường kính tán lá rộng nên hầu hết các cây 
trội đều cho lượng quả cao. Kết quả theo dõi lượng 
quả và hạt của 19 cây trội trong 4 năm được tổng hợp 
trong bảng 1.

Bảng 1: lượng quả và hạt của 19 cây trội Sở chè ở Nghệ An 

TT Cây trội Tuổi 
(năm)

Lượng quả/
cây (kg)

Lượng 
hạt/cây 

(kg)

Tỷ lệ hạt 
chắc (%)

Độ ẩm hạt 
(%)

Tỷ lệ nhân/
hạt (%)

1 NĐ1 43 13,3 8,2 99,7 13,4 50,5

2 NĐ3 43 16,3 8,2 100,0 14,0 69,1

3 NĐ4 43 16,2 9,7 99,2 12,0 60,7

4 NĐ6 43 16,2 9,2 99,7 17,8 40,5

5 NĐ10 43 13,5 8,3 98,9 11,5 48,6

6 NĐ11 43 15,3 8,8 100,0 25,0 60,2

7 NĐ13 17 16,9 9,9 99,7 15,0 57,5

8 NĐ14 17 17,4 10,8 100,0 39,0 71,3

9 NĐ15 17 18,4 11,0 99,5 26,0 58,9

10 NĐ16 17 19,5 10,4 99,1 14,0 61,3

11 NĐ17 17 23,1 11,6 99,4 33,0 58,0

12 NĐ18 17 13,9 7,5 99,8 36,0 65,1

13 NĐ21 17 10,6 5,6 99,5 12,3 60,8

14 NĐ23 17 12,0 6,1 99,7 20,4 57,1

15 NĐ30 43 18,9 10,4 98,6 24,0 59,5

16 NĐ32 43 18,6 9,4 100,0 8,5 65,2

17 NĐ33 43 14,2 7,2 100,0 14,0 67,1

18 NĐ34 43 17,1 9,0 99,6 5,5 61,8

19 NĐ35 43 18,4 8,9 99,8 19,0 65,8

Trung bình 
quần thể

17 tuổi 5,7 2,9 98,2 21,5 54,6

43 tuổi 5,1 2,6 97,6 16,4 49,8

(trung bình trong 4 năm từ 2012 đến 2015)
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Số liệu bảng 1 cho thấy, lượng quả trung bình trong 
4 năm của 19 cây trội Sở chè đạt 10,6-23,1 kg/cây/năm 
(trung bình là 16,3 kg/cây/năm), tương ứng với lượng hạt 
5,6-11,6 kg/cây/năm (trung bình là 9 kg/cây/năm), trong 
khi đó lượng hạt trung bình quần thể của rừng 17 tuổi chỉ 
đạt 2,9 kg/cây/năm và trung bình quần thể của rừng 43 
tuổi đạt 2,6 kg/cây/năm. Các cây trội được chọn đều có 
tỷ lệ hạt chắc cao, đạt trên 98,6% và có tỷ lệ nhân/hạt đạt 
trung bình là 60%.

Ảnh 1: quả trên cây trội NĐ10 Ảnh 2: quả trên cây trội NĐ14

Căn cứ vào lượng hạt, hàm lượng dầu, tỷ lệ nhân/hạt 
và tỷ lệ hạt chắc đã tính được lượng dầu và độ vượt về 
lượng dầu (trung bình trong 4 năm) của 19 cây trội so 
với trung bình quần thể như trong bảng 2.

Bảng 2: lượng dầu của 19 cây trội Sở chè ở Nghệ An 
(trung bình trong 4 năm từ 2012 đến 2015)

Số liệu bảng 2 cho thấy, hàm lượng dầu của 19 cây 
trội loài Sở chè ở Nghệ An đạt 50-56,97% (trung bình là 
52,79%), tương ứng với lượng dầu trung bình đạt 1,7-4,1 
kg/cây/năm (trung bình của 19 cây trội là 2,8 kg dầu/cây/
năm). So với trung bình quần thể, lượng dầu của 19 cây 
trội Sở chè ở Nghệ An vượt 123,3-434%. Kết quả này cho 
thấy, 19 cây trội Sở chè có độ vượt rất cao so với trung 

bình quần thể. Mặc dù hàm lượng dầu của 19 cây trội so 
với trung bình quần thể không chênh lệch nhiều nhưng 
do lượng hạt trong các năm của 19 cây trội cao hơn 3-4 
lần so với trung bình quần thể, dẫn đến lượng dầu của 
các cây trội nhìn chung vượt tương đối cao so với trung 
bình quần thể. 

Kết quả phân tích dầu cũng cho thấy, chất lượng 
dầu của 19 cây trội đạt được tương đối tốt, các chỉ số 
axit và peroxit của 19 cây trội đều thấp hơn so với quy 
định trong TCVN 7597:2007 về dầu thực vật. Theo 
tiêu chuẩn này, dầu ăn thực vật đảm bảo chất lượng 
phải có chỉ số axit dầu thô nhỏ hơn 4 mg KOH/g dầu 
và chỉ số peroxit nhỏ hơn 10 meqO2/kg dầu. Chỉ số 
axit trong dầu của 19 cây trội dao động từ 0,19 đến 1,5 
mg KOH/g (trung bình là 0,72 mg KOH/g) và chỉ số 
peroxit dao động 1,3-4,26 meqO2/kg dầu (trung bình 
là 2,74 meqO2/kg dầu). Chỉ số axit càng cao, tức lượng 
axit tự do càng nhiều và chất lượng của dầu hạt sở càng 
không tốt.	
Kết luận

- 19 cây trội loài Sở chè ở Nghệ An có lượng quả 
dao động 10,6-23,1 kg/cây/năm, tương ứng với lượng hạt 
đạt 5,6-11,6 kg/cây/năm. 

- Hàm lượng dầu của 19 cây trội loài Sở chè ở Nghệ 
An đạt 50-56,97%, trung bình là 52,79%. So với trung 
bình quần thể thì lượng dầu của 19 cây trội vượt 123,3-
434%. 

- Hàm lượng các chỉ số axit và peroxit trong dầu 
của 19 cây trội đảm bảo tốt theo quy định trong Tiêu 
chuẩn Việt Nam về dầu ăn thực vật. 

Đây là các gen Sở chè có lượng quả và hàm lượng 
dầu cao, là cơ sở cho việc chọn và nhân giống phục vụ 
trồng rừng Sở chè theo hướng lấy quả ở Việt Nam.
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TT Cây trội
Hàm lượng 
dầu trong 
nhân (%)

Lượng dầu/cây
Chỉ số axit 
(mg KOH/g 

dầu)

Chỉ số 
peroxit 

(meqO2/kg 
dầu)

Khối 
lượng 
(kg)

Vượt TB 
quần thể

(%)
1 NĐ1 53,52 2,2 230,4 1,24 4,26
2 NĐ3 56,97 3,2 384,5 0,41 3,60
3 NĐ4 53,41 3,1 368,0 0,42 2,50
4 NĐ6 55,92 2,1 210,4 0,74 3,12
5 NĐ10 52,32 2,1 213,4 0,98 2,09
6 NĐ11 55,33 2,9 339,6 0,91 3,11
7 NĐ13 54,10 3,1 302,3 0,84 3,18
8 NĐ14 53,28 4,1 434,0 0,96 1,35
9 NĐ15 54,05 3,5 357,1 0,98 2,69

10 NĐ16 50,00 3,2 313,6 0,28 3,80
11 NĐ17 51,49 3,4 348,1 0,98 1,30
12 NĐ18 51,56 2,5 230,5 0,28 1,58
13 NĐ21 50,86 1,7 123,3 0,87 3,20
14 NĐ23 50,34 1,8 130,8 1,50 3,33
15 NĐ30 50,53 3,1 303,4 0,79 2,39
16 NĐ32 50,16 3,1 358,1 0,19 1,92
17 NĐ33 53,49 2,6 287,6 0,33 4,10
18 NĐ34 52,80 2,9 338,8 0,19 2,52
19 NĐ35 52,87 3,1 362,1 0,72 2,10

Trung bình 
quần thể

17 tuổi 45,20 0,76 - 0,89 2,73
43 tuổi 47,42 0,67 - 0,47 3,15
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Giới thiệu

Phát triển từ cuối những năm 
70 của thế kỷ trước, cây trồng 
biến đổi gen đã mang lại nhiều 
lợi ích to lớn cho con người về 
sản xuất lương thực, thức ăn 
chăn nuôi, năng lượng và các sản 
phẩm công nghiệp [1]. Gần đây, 
nhiều tác giả đã tiến hành nghiên 
cứu việc sử dụng các cây trồng 
nông nghiệp biến đổi gen để sản 
xuất các vaccine thực phẩm như 
chuyển gen viêm gan B [2], gen 
kháng nguyên bề mặt vỏ HIV-1 
gp 120 vào khoai tây [3]; chuyển 
gen kháng nguyên cholera kháng 
bệnh dịch tả [4], gen kháng 
nguyên phòng bệnh than vào cây 
thuốc lá [5]; gen kháng nguyên 
HIV vào cây rau chân vịt [6]... 

Ưu điểm của cây trồng chuyển 
gen để sản xuất vaccine thực 
phẩm là dễ trồng, sản lượng cao, 
dễ bảo quản và sử dụng, phương 
thức sản xuất vaccine đơn giản 

Nghiên cứu chuyển gen Interleukin-2 của người vào cây ngô (Zea mays L.) 
phục vụ sản xuất vaccine thực phẩm điều trị bệnh ung thư 
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Trong nghiên cứu này, gen interleukin-2 (rhIL-2) của người được chuyển vào hệ gen của cây ngô bằng 
phương pháp súng bắn gen và cuối cùng thu được các dòng ngô hữu thụ thế hệ T3. Plasmid được thiết 
kế với cấu trúc gồm có gen rhIL-2 được điều khiển bởi gen promoter rubisco ở lục lạp, một chuỗi peptide 
mã hóa đặc thù trong mạng lưới nội chất, đoạn đánh dấu 6X histodin và gen terminator NOS. Thông qua 
phân tích PCR và quá trình hoạt hóa (quá trình phiên mã và dịch mã), các tác giả đã xác định được sự có 
mặt của gen chuyển trong các cây ngô chuyển gen ở thế hệ T3. Những nghiên cứu cần thực hiện tiếp theo 
là việc đánh giá sự tổng hợp rhIL-2 trong cây ngô chuyển gen trên đồng ruộng và tiến hành các thí nghiệm 
tiền lâm sàng và lâm sàng về khả năng thương mại hóa sản phẩm rhIL-2 từ cây ngô chuyển gen trong việc 
điều trị các bệnh ung thư.

Từ khóa: chuyển gen, gen Interleukin-2, ngô, ung thư, vaccine thực phẩm.
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Transplantation of recombinant human il-2 in maize for 
production of edible vaccine against human cancer cells

                                 
Summary

Recombinant human IL-2 (rhIL-2) is normally produced in E. coli via 
genetic engineering and used for treatment of various cancer cells. 
However, when produced in E. coli, it is very expensive because E. coli 
requires sugar containing media for its growth. This study explored 
the feasibility of producing biologically active rhIL-2 in the green 
tissues of transgenic Zea mays (corn) plants in large quantity because 
the plants can cheaply produce recombinant proteins while getting 
their energy from freely available sun via photosynthesis. The rhIL-
2 gene was initially optimized to maximize its expression in plants. 
Then, a plasmid structure containing rhIL-2, Rubisco green-specific 
promoter, endoplasmic reticulum transit peptide, NOS terminator 
and 6-histodin tag was developed and bombarded into immature 
embryo cell lines to produce fertile corn plants. Molecular analyses 
(PCR, Reverse transcriptase PCR and western bloting) confirmed 
that the human IL-2 had integrated, transcribed and translated in 
up to T3 transgenic maize plants. The next studies will be carried out 
in the preclinical and clinical tests  of rhIL-2 products and also their 
commercialization ability for the treatment of cancer.

Keywords: cancer, edible vaccine, human IL-2, maize, transformation.

Classification number 4.6
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và an toàn. Ngô đã được sử dụng trong chuyển gen để 
tạo ra các vaccine thực phẩm và các sản phẩm khác 
như chất dẻo sinh học do có sinh khối cao, có thể 
bảo quản trong thời gian dài ở nhiệt độ thường so với 
những cây chuyển gen tạo vaccine có tế bào chứa hàm 
lượng nước cao như các loại rau củ quả [7]. Với nhu 
cầu về vaccine thực phẩm ngày càng tăng và yêu cầu 
giảm chi phí trong sản xuất thì cây ngô được cho là 
một trong những cây trồng lý tưởng cho việc sản xuất 
vaccine thực phẩm.

Interleukin-2 (IL-2), hay còn gọi là yếu tố kích 
thích sinh trưởng dòng tế bào T đã được chứng minh 
là có hiệu quả trong việc điều trị các bệnh ung thư 
như ung thư phổi, bạch cầu, buồng trứng, vú, máu 
hay thận. Trên thực tế, IL-2 được tạo ra thông qua hệ 
thống E.coli đã được FDA kiểm định và được Novartis 
Pharmaceuticals thương mại hóa với tên nhóm hoạt 
chất là “Aldesleukin” hay “Proleukin” và được bán 
trên thị trường với tên sản phẩm là Roleukin hay 
Aldesleukin để điều trị ung thư da và thận giai đoạn 
cuối. Việt Nam cũng đã thành công trong việc hoàn 
thiện quy trình công nghệ sản xuất IL-2 tái tổ hợp trên 
dòng tế bào E.coli và hiện tại Công ty TNHH MTV 
Vaccine và Sinh phẩm số 1 (Bộ Y tế) đang triển khai 
dự án sản xuất thử nghiệm trong hỗ trợ điều trị bệnh 
ung thư ở Việt Nam (http://vpct.gov.vn/).

Hiện nay, các sản phẩm IL-2 tái tổ hợp của người 
(rhIL-2) thương mại hóa trên thị trường được tạo ra 
bằng E. coli thường có giá cao, chi phí cho mỗi lần 
điều trị lên tới 11.400 USD [8]. Năm 2013, các nhà 
khoa học công bố đã sản xuất rhIL-2 trong mạng lưới 
nội chất (ER) từ các cơ quan sinh dưỡng ở cây thuốc 
lá. Sản phẩm rhIL-2 đã được tinh chế và đánh giá khả 
năng ức chế tế bào lá lách CD4+ T-Cells [8]. ER là hệ 
thống các khoang và túi màng nằm trong tế bào thực 
vật, có chức năng biến đổi protein [9]. Việc tích lũy 
protein tái tổ hợp trong ER ở tế bào thực vật không 
ảnh hưởng tới cây chủ. Mặt khác, ER chứa nhiều phân 
tử chaperones, mang glycosyl hóa protein và vắng mặt 
enzym proteases, điều này giúp cho việc giải mã và 
hình thành các protein tái tổ hợp. ER cũng có vai trò 
định hướng quá trình vận chuyển protein ở thực vật và 
do đó được xem như hệ thống lý tưởng cho việc sản 
xuất hầu hết các protein tái tổ hợp, trong đó có các chất 
dược phẩm ở thực vật [8, 10, 11].

Trong khuôn khổ bài viết này, chúng tôi trình bày 
việc đánh giá sự biểu hiện của rhIL-2 trong cây ngô 

chuyển gen ở thế hệ T3 và việc sản xuất rhIL-2 trong 
ER ở các cơ quan sinh dưỡng của cây ngô. Thí nghiệm 
được thực hiện tại Phòng thí nghiệm kỹ thuật gen, dược 
phẩm sinh học và nguyên liệu sinh học, Khoa Khoa 
học cây trồng thổ nhưỡng, Trường Đại học Michigan, 
Mỹ.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Cấu trúc vector

Vector chuyển gen thực vật (hình 1) chứa gen rhIL-
2 được điều khiển bởi promoter đặc hiệu màu xanh 
rubisco-peptide vận chuyển trong ER; chuỗi kết thúc 
NOS và đoạn đánh dấu 6-histodin [8].

Hình 1: cấu trúc vector biểu hiện IL-2 của người được sử dụng trong 
thí nghiệm chuyển gen vào ngô. RbcS1 P: ribulose bisphosphate carboxylase 
promoter; 1.3 ER secretion: peptide tín hiệu giúp gen đích rhIL-2 định hướng 

trong ER; MCS: vùng đa nối; KDEL: chuỗi amino axit; RbcS1 T: ribulose 
bisphosphate carboxylase terminator

Plasmid thứ 2, pBY520 mang gen chịu hạn HVA1 
được điều khiển bởi promoter actin từ lúa và Nos 
terminator cũng được sử dụng đồng chuyển (co-
transformation) vào cây ngô sử dụng súng bắn gen.

Vật liệu ngô chuyển gen là nguồn Hi II (A188xB73) 
được cung cấp bởi Phòng Chuyển gen thực vật, Khoa 
Nông học, Trường Đại học Iowa, bang Iowa, Mỹ.

Quy trình tái sinh và chuyển gen

Ngô nguồn Hi II được trồng trong nhà kính tới 
giai đoạn trưởng thành, phôi non chưa trưởng thành 
khoảng 2 tuần sau thụ phấn được thu hoạch, tách và 
nuôi cấy trong môi trường MS chứa vitamin, sucrose 
và myo-innsitol [12]. Chuyển cấu trúc vector chứa gen 
rhIL-2 vào các mô sẹo có kích thước 2-3 mm bằng 
phương pháp bắn gen với áp suất 25-26 PSI theo quy 
trình cải tiến của Nguyen Thang và Mariam Sticklen 
(2013) [13], sử dụng dung dịch gồm 150 μl M10 
Tungsten, 150 μl canxi chloride và 60 μl spermidine. 
Sau 2 tuần chuyển gen, các mô sẹo được chuyển sang 
môi trường chọn lọc trong điều kiện tối, sau đó là môi 
trường tái sinh tạo chồi MS và vitamin, bổ sung acid 
indole butyric (IBA) [13]. Các thế hệ dòng ngô chuyển 
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gen rhIL-2 tạo ra bằng phương pháp tự thụ và được 
trồng trong nhà kính ở nhiệt độ 25°C với quang chu kỳ 
là 16 h chiếu sáng/8 h tối.

Xác định sự có mặt và biểu hiện của gen đích

Phản ứng PCR: tách chiết ADN tổng số theo 
phương pháp CTAB. Sử dụng mồi IL-2OPT_F1 và 
IL-2OPT_R1 để xác định sự có mặt của gen đích 
rhIL-2 ở dòng ngô thế hệ T3. Trình tự của đoạn mồi 
này là: CATGGCCACACCCACTTCAA (mồi xuôi) 
và GGCGGTCAGGTCAGCGTATT (mồi ngược). Các 
mồi này sẽ nhân đoạn ADN có kích thước 343 bp của 
gen rhIL-2. Sử dụng chu kỳ nhiệt PCR như sau: 94oC 
trong vòng 3 phút (1 chu kỳ); và sau đó 94oC trong vòng 
30 giây, 62oC trong vòng 30 giây, 72oC trong vòng 45 
giây (35 chu kỳ); 72oC trong vòng 5 phút (1 chu kỳ) và 
4oC cho tới kết thúc. Sử dụng plasmid mang đoạn gen 
rhIL-2 làm đối chứng dương cho các thí nghiệm này.

Phản ứng PCR phiên mã ngược (RT-PCR): sử 
dụng bộ Kit RNeasy để tách chiết ARN từ mẫu lá 
ngô. Sử dụng SuperScript® III Reverse Transcriptase 
để tổng hợp cADN bậc 1. Actin mARN dùng làm 
đối chứng chuẩn hóa lượng cADN. Các mồi đặc 
hiệu được thiết kế dựa trên mARN của gen rhIL-2 
CATGGCGGCACCCACTTCAA làm mồi xuôi và 
GGCGGTCTCGTCAGCGTATT làm mồi ngược; mồi 
xuôi CTGGATTCTGGAGACGGTGT và mồi ngược 
GCCATACAGGTCCTTCCTGA sử dụng cho phản 
ứng RT-PCR và được thiết kế dựa trên cấu trúc mARN 
của gen actin. Chu kỳ phản ứng gồm: 94oC trong vòng 
3 phút (1 chu kỳ); sau đó 94oC trong vòng 30 giây, 
62oC trong vòng 30 giây, 72oC trong vòng 45 giây (35 
chu kỳ); 72oC trong vòng 5 phút (1 chu kỳ) và 4oC cho 
tới kết thúc. Các sản phẩm PCR được điện di trên gel 
agarose 1,5%, cADN của gen actin sử dụng làm đối 
chứng chuẩn.

Western blotting

Tách chiết protein: các mẫu lá tươi của các dòng 
ngô được chuyển gen rhIL-2 được thu và nghiền trong 
dung dịch đệm phosphate chứa 100 mM muối natri 
phosphate pH 5,8, 1 mM EDTA, 10 mM diethyldithio 
carbamic acid và 0,5% Tween 20. Hỗn hợp ức chế 
enzym 2X (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO) được bổ 
sung vào dung dịch đệm để ngăn cản hoạt động của 
eyzym proteases phân giải rhIL-2 trong quá trình tách 
chiết protein. 

Tất cả các công đoạn tách chiết và tinh chế protein 
được thực hiện trong điều kiện đá lạnh. Các mẫu protein 

sau đó sẽ được ủ ở 80°C trong vòng 10 phút trước khi 
tiến hành phân tích Western blotting. Western blotting 
được thực hiện theo phương pháp chuẩn sử dụng kháng 
thể đơn dòng đối với gen rhIL-2 [8]. Bản gel được điện 
di ở điều kiện 30 V trong 1 h. Màng lai được ủ trong 20 
ml dung dịch chứa 1X PBS 0,1% Tween 20 và 5% sữa 
khô không béo trong 45 phút. Màng lai sau đó được lắc 
nhẹ trong dung dịch kháng thể sơ cấp (20 ml 1X PBS 
với 0,2 ug/ml IgG (R&D AF-202-NA) và dung dịch 
thứ cấp (R&D HAF-109) trong vòng 1,5 h mỗi lần). 
Màng lai được rửa với dung dịch đệm trước khi hiện 
phim và chụp ảnh sử dụng Premier Autoradiography 
Film, E3018, Denville Scientific Inc, Metuchen, NJ 
theo quy trình của nhà sản xuất.

Kết quả và thảo luận

Các phân tích PCR, RT-PCR và Western blot tuy đã 
được thực hiện nhằm xác định sự có mặt của gen, quá 
trình sao mã và dịch mã của gen rhIL-2 trong mô lá 
của cây ngô chuyển gen qua các thế hệ T2 và T3. Kích 
thước băng ADN chuẩn của gen rhIL-2 là 343 bp (hình 
2 và 3) và kích thước protein là 15 kDa (hình 6). 

Hình 2: sản phẩm PCR kiểm tra sự có mặt gen IL-2 của các cây chuyển gen 
thế hệ T2 trên gel agarose 1%; L: thang chuẩn ADN; +: đối chứng dương 

(plasmid chứa gen rhIL-2); -: đối chứng âm (H2O); 
1-14: các cây chuyển gen IL-2 thế hệ T2

Kết quả phân tích PCR (hình 2) cho thấy, hầu hết 
các mẫu ADN tách chiết từ các cây chuyển gen rhIL-2 
ở thế hệ T2 đều dương tính với PCR và thể hiện kích 
thước band mong muốn 343 bp tương đương với kích 
thước đối chứng dương. Hai trong số 14 mẫu không 
xuất hiện band (mẫu 2 và 4) thể hiện các cây này 
không chứa gen chuyển rhIL-2, nguyên nhân có thể do 
các cây ở dòng ngô thế hệ T2 đang có sự phân ly và các 
gen chưa có tính ổn định cao về mặt di truyền.

Hình 3: sản phẩm PCR kiểm tra sự có mặt gen IL-2 của các cây chuyển gen 
thế hệ T3 trên gel agarose 1%; L: thang chuẩn ADN; +: đối chứng dương 

(plasmid chứa gen rhIL-2); -: đối chứng âm (H2O); WT: cây không chuyển gen; 
1-16: các cây chuyển gen IL-2 thế hệ T3
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Ở thế hệ T3, tất cả các cây thí nghiệm đều mang gen 
chuyển rhIL-2 thông qua phân tích PCR. Các mẫu đều 
thể hiện kích thước band mong muốn là 343 bp, trong 
khi đối chứng âm là nước và cây wildtype (cây không 
chuyển gen) đều không xuất hiện band (hình 3). Kết 
quả cho thấy tính ổn định của gen chuyển trong các 
cây ở nguồn dòng ngô thế hệ T3.

Hình 4: sản phẩm PCR kiểm tra sự có mặt gen đồng chuyển HVA1 ở các cây
 chuyển gen thế hệ T3 trên gel agarose 1%; L: thang chuẩn ADN; 

+: đối chứng dương (plasmid pBY520 chứa gen HVA1); -: đối chứng âm (H2O); 
1-16: các cây chuyển gen thế hệ T3

Đồng thời với việc đánh giá sự có mặt của gen rhIL-
2, chúng tôi cũng tiến hành đánh giá sự có mặt của gen 
đồng chuyển HVA1 thông qua phân tích PCR. Kết quả 
cho thấy, sau 4 đời chọn lọc đã xác định được các dòng 
mang cả 2 gen chuyển, gen rhIL-2 và gen đồng chuyển 
HVA1 (hình 4). Các phân tích phân tử sâu hơn cũng đã 
khẳng định sự có mặt và sự biểu hiện của gen chuyển 
HVA1 trong cây ngô. Hơn thế nữa, các thí nghiệm gây 
hạn nhân tạo cũng đã chỉ ra khả năng chịu hạn của các 
dòng ngô mang gen HVA1 ở thế hệ T3 [13]. 

Hình 5: kết quả phân tích RT-PCR của gen rhIL-2 thế hệ T3 trên gel agarose 1%; 
kích thước băng mong muốn đối với gen rhIL-2 là 343 bp và sự biểu hiện 
của gen actin ngô là 430 bp; M: thang chuẩn ADN; +: đối chứng dương 

(plasmid chứa gen rhIL-2); WT: cây không chuyển gen; 1-5: các cây 
chuyển gen IL-2 thế hệ T3

Qua kết quả phân tích RT-PCR cho thấy, mức độ 
biểu hiện gen ở 5 cây chuyển (1-5) thế hệ T3 là tương 
đương nhau và đều thể hiện kích thước băng là 343 bp, 
tương đương với kích thước băng đối chứng plasmid. 
Khi sử dụng cặp mồi actin của ngô làm đối chứng 
trong phản ứng RT-PCR cho thấy, sự có mặt của gen 
actin ngô với kích thước băng là 430 bp kể cả mẫu đối 
chứng âm là cây không chuyển gen (WT). Điều này 
khẳng định tính chính xác trong phản ứng RT-PCR và 
sự không biểu hiện của gen rhIL-2 trong cây không 
chuyển gen (hình 5).

Hình 6: kết quả phân tích Western blot tuy chỉ ra sự dịch mã của gen rhIL-2 
trong cây ngô chuyển gen; 

M: thang chuẩn ADN; +: đối chứng dương; WT: cây không chuyển gen; 
1-5: các cây chuyển gen IL-2 thế hệ T3

Thông qua phân tích Western blot, tuy đã xác định 
được sản phẩm protein của gen rhIL-2 thể hiện ổn định 
với kích thước band đơn khoảng 18,3 kDa ở cả 5 mẫu 
cây chuyển gen thế hệ T3. Kích thước này lớn hơn 
so với kích thước đối chứng dương là protein chuẩn, 
nguyên nhân là do cấu trúc plasmid chứa gen rhIL-2 có 
gắn thêm đoạn đuôi và các trình tự khác như C-myc, 
6X HIS tag hay chuỗi trình tự KDEL nhằm mục đích 
tích tụ sự biểu hiện gen trong ER và dễ dàng trong quá 
trình phân tích protein. Kết quả này cũng trùng với kết 
quả của Matakas và cs (2013) [8] khi sử dụng vector 
1.3 chứa gen rhIl-2 chuyển vào cây thuốc lá và cho 
rằng hệ thống vector này có thể được lựa chọn cho 
những nghiên cứu thử nghiệm hoạt tính sinh học tiếp 
theo. 

Hình 7: một số hình ảnh chuyển gen rhIL-2 vào cây ngô; A: callus mang gen 
trong môi trường tái sinh; B: cây con được ra ngôi và luyện trong phòng sinh 
trưởng; C: cây chuyển gen thế hệ T3 được chọn tạo trong điều kiện nhà kính

Kết luận

Kết quả ban đầu của nghiên cứu đã chuyển thành 
công gen rhIL-2 và xác định được sự có mặt và biểu 
hiện của gen chuyển trong cây ngô thông qua các phân 
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tích phân tử như PCR, RT-PCR hay Western blot. 
Nghiên cứu cần thực hiện thêm những đánh giá về các 
thí nghiệm lâm sàng từ sản phẩm rhIL-2. Tuy nhiên, 
nghiên cứu này được xem là tiền đề cho hướng nghiên 
cứu tiếp theo trong việc sản xuất protein tái tổ hợp từ 
sinh khối cây ngô hay sử dụng ngô thực phẩm (nếp, 
đường) chuyển gen rhIL-2 như thực phẩm chức năng 
trong điều trị bệnh ung thư.
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Đặt vấn đề

Ngành chăn nuôi lợn trên thế giới và ở Việt Nam đang 
phải đối mặt với tình hình dịch bệnh diễn biến rất phức 
tạp. Có nhiều bệnh mới nổi gây thiệt hại kinh tế nghiêm 
trọng, trong đó phải kể đến hội chứng rối loạn sinh sản 
và hô hấp ở lợn (porcine reproductive and respiratory 
syndrome - PRRS), bệnh đường hô hấp phức hợp ở lợn 
(porcine respiratory disease complex - PRDC), bệnh 
do porcine circovirus type 2 (PCV2) gây ra (Porcine 
circovirus associated disease - PCVAD)… Để chủ động 
trong công tác phòng chống bệnh truyền nhiễm, bên cạnh 
công tác vệ sinh phòng bệnh thì việc sử dụng vacxin tạo 
miễn dịch chủ động là rất cần thiết. Với cơ chế sinh bệnh 
của virus PRRS và PCV2 thường gây suy giảm miễn dịch, 
tạo điều kiện để các mầm bệnh kế phát gây bệnh nên sử 
dụng vacxin phòng các bệnh này cho đàn lợn đang được 
các bác sĩ thú y và chủ trang trại quan tâm. Tại Việt Nam, 
trước tình hình dịch bệnh diễn biến rất phức tạp như hiện 
nay, nhu cầu sử dụng vacxin nhằm tạo miễn dịch chủ 
động đặc hiệu để phòng bệnh đang là vấn đề thời sự, 
trong đó phải kể đến vacxin phòng bệnh do PCV2 gây ra. 

Vacxin phòng bệnh do PCV2 ở Việt Nam đều là 
vacxin ngoại nhập, hiện chưa có một cơ sở trong nước 
nào sản xuất được. Vì vậy, việc nghiên cứu để sản xuất 
vacxin phòng bệnh do PCV2 là thực sự cần thiết, đặc biệt 

Nghiên cứu đáp ứng miễn dịch dịch thể của thỏ 
với chủng porcine circovirus type 2 (pcv2) phân lập tại Việt Nam

Huỳnh Thị Mỹ Lệ*, Nguyễn Văn Giáp, Lê Văn Phan,
 Cao Thị Bích Phượng, Trịnh Đình Thâu

Khoa Thú y, Học viện Nông nghiệp Việt Nam
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Nghiên cứu này thực hiện trên động vật thí nghiệm nhằm kiểm tra tính kháng nguyên của một số chủng 
Porcine circovirus type 2 (PCV2) phân lập từ lợn tại Việt Nam được lựa chọn làm giống gốc để sản xuất 
vacxin. Kết quả cho thấy, 3 chủng virus lựa chọn số 03, 04 và 07 (có hiệu giá virus ≥ 105 TCID50/0,1 ml) đã 
kích thích sản sinh đáp ứng miễn dịch ở thỏ thí nghiệm. Kháng thể đặc hiệu kháng PCV2 được hình thành 
trong vòng 14 ngày kể từ sau khi tiêm kháng nguyên, với độ dài miễn dịch tối thiểu là 56 ngày. Thỏ được 
gây miễn dịch bằng chủng PCV2 ở các lần tiếp đời khác nhau không dẫn đến khác biệt về quy luật hình 
thành kháng thể cũng như khả năng trung hòa virus. 

Từ khóa: đáp ứng miễn dịch, Porcine circovirus type 2, thỏ.

Chỉ số phân loại 4.6 
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Studying the humoral immune responses 
of rabbit to porcine circovirus type 2 
(PCV2) isolated from pigs of Vietnam

                                 
Summary

This study aimed to evaluate the 
immunogenicity of several isolates of porcine 
circovirus type 2 (PCV2) from pigs of Vietnam 
which are candidates for master seed selection. 
The experiments were done with 3 isolates 
having titer ≥ 105 TCID50/0.1 ml (namely isolate 
number 03, 04, and 07). All of immunized 
rabbits were able to produce specific antibodies 
against PCV2 which appeared around 14 
days of post-immunization, and prolonged at 
least 56 days. Rabbits immunized by PCV2 
of different passaging levels elicited humoral 
immune responses in similar manner as well 
as the viral neutralizing properties. 

Keywords: immune response, porcine circovirus 
type 2,  rabbit.

Classification number 4.6
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là những nghiên cứu sử dụng các chủng virus phân 
lập được từ đàn lợn tại Việt Nam. Nhằm đáp ứng đòi 
hỏi của thực tiễn sản xuất, nhóm nghiên cứu đề tài cấp 
nhà nước mã số KC04.22/11-15 đã tiến hành lựa chọn 
chủng virus PCV2 đảm bảo đủ tiêu chuẩn làm giống 
gốc để chế vacxin phòng bệnh. Một trong những tiêu 
chí để đánh giá chất lượng của chủng virus làm giống 
gốc là phải có tính kháng nguyên. Trước khi tiến hành 
thử nghiệm trên bản động vật, chúng tôi đã thử nghiệm 
để kiểm tra tính kháng nguyên của virus trên động vật 
thí nghiệm. Trong khuôn khổ của bài báo này, chúng 
tôi cung cấp thông tin về kết quả xác định tính kháng 
nguyên của chủng virus PCV2 được lựa chọn làm 
giống gốc để sản xuất vacxin dựa trên kết quả nghiên 
cứu khả năng đáp ứng miễn dịch của thỏ sau khi tiêm 
thử nghiệm với virus PCV2.

Nội dung nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu

Nghiên cứu này nhằm kiểm tra tính kháng nguyên 
của một số chủng PCV2 được lựa chọn làm giống gốc 
để sản xuất vacxin thông qua đánh giá đáp ứng miễn 
dịch dịch thể và khả năng trung hòa virus. 

Nguyên liệu

- Thỏ trắng New Zealand, cân nặng 2,2-2,5 kg/con, 
khỏe mạnh, không có kháng thể kháng PCV2 và âm 
tính với PCV2.

- 3 chủng PCV2 thuần khiết: chủng số 03 (đời 18, 
đời 25), 04 (đời 20, đời 26) và 07 (đời 16, đời 20) 
được cô đặc bằng siêu ly tâm và vô hoạt bằng binary 
ethyleneimine ở nồng độ 0,2% trong vòng 24 giờ ở 
37oC. Virus sau vô hoạt được điều chỉnh ở nồng độ 
protein 0,5 mg/ml, nhũ hóa bằng Freund’s Adjuvant 
(complete) theo tỷ lệ 1: 1. Kháng nguyên sau gây nhũ 
được bảo quản ở 4oC và được cân bằng ở nhiệt độ 
phòng khi tiêm cho thỏ.

- Huyết thanh của thỏ (i) được gây miễn dịch bởi 
các đời PCV2 khác nhau và (ii) ở các ngày khác nhau 
sau gây miễn dịch.

- Bộ kít ELISA: SERELISA® PCV2 Ab Mono 
Blocking (Synbiotics, Mỹ). 

- Bộ kít IFA đặc hiệu cho PCV2: VDPro® PCV2 
FA Reagent (Median Diagnostics, Hàn Quốc).

- Tế bào dòng PK15 và môi trường nuôi cấy tế bào 

DMEM bổ sung 5% FBS.

Phương pháp 

Phương pháp gây miễn dịch cho thỏ:

Trước khi gây miễn dịch, toàn bộ thỏ được đánh số 
tai, nuôi thích nghi và theo dõi thân nhiệt trong vòng 
7 ngày. Thỏ thí nghiệm được gây miễn dịch bằng 2 ml 
kháng nguyên (đã nhũ hóa) theo hai đường đưa kháng 
nguyên: tiêm nội bì (1 ml/100 vị trí tiêm) và tiêm dưới 
da (1 ml/6 vị trí tiêm). Thỏ sau gây miễn dịch được 
theo dõi thân nhiệt hàng ngày (vào thời điểm cố định) 
và những bất thường khác. 

Thỏ thí nghiệm được lấy máu xét nghiệm tại thời 
điểm gây miễn dịch (D0), và cứ 7 ngày/lần (D7, D14, 
D21, D28, D35, D42, D49, D56…). Mẫu huyết thanh 
được để đông tự nhiên, ly tâm thu huyết thanh và bảo 
quản ở -20oC.

Phương pháp blocking ELISA phát hiện kháng thể 
kháng PCV2:

Các bước thực hiện phản ứng blocking ELISA phát 
hiện kháng thể đặc hiệu kháng PCV2 trong mẫu huyết 
thanh của thỏ gồm: 1) Pha loãng huyết thanh: huyết 
thanh chẩn đoán được pha loãng 1/100 trong dung dịch 
pha loãng mẫu; 2) Ủ mẫu: ủ đĩa ở 37oC/60 phút (± 5 
phút), tránh ánh sáng, rửa 4 lần, 200 µl/lần bằng dung 
dịch rửa; 3) Cho kháng thể đặc hiệu gắn enzyme; 4) 
Cho cơ chất/chất màu (Buffered peroxidase substrate): 
cho 100 µl cơ chất/chất màu vào mỗi giếng của đĩa 
ELISA, để ở nhiệt độ phòng, tránh ánh sáng trong 
vòng 20 phút; 5) Dừng phản ứng: thêm 50 µl dung 
dịch H2SO4 2N để dừng phản ứng; 6) Đo giá trị OD, 
tính toán kết quả: giá trị OD đo ở bước sóng 450 nm. 
Phản ứng được đánh giá hợp lệ nếu giá trị OD trung 
bình của đối chứng âm > 0,800, và giá trị OD trung 
bình của đối chứng dương < 0,600.

Tính giá trị S/N (OD giữa mẫu và đối chứng âm). 
Các bước tính toán được thực hiện trên bảng tính Excel 
cung cấp bởi nhà sản xuất. Nếu S/N ≤ 0,4, mẫu được 
coi dương tính huyết thanh học. Ngược lại, nếu S/N > 
0,4, mẫu được coi âm tính huyết thanh học.

Phương pháp xác định sự có mặt của kháng thể 
trung hòa:

Phương pháp trung hòa virus được thực hiện theo 
[1], với các bước thực hiện được tóm tắt như sau: 
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Bước 1: chuẩn bị huyết thanh: huyết thanh thỏ được 
diệt bổ thể ở 56oC/30 phút, và pha loãng trong môi 
trường DMEM ở độ pha loãng 1/4 (25% huyết thanh).

Bước 2: chuẩn bị huyễn dịch virus: virus PCV2 có 
chuẩn độ 104 TCID50/ml được pha loãng 100 lần trong 
môi trường DMEM (mức pha loãng cho phép đếm 
được số tế bào có tín hiệu huỳnh quang đặc hiệu).

Bước 3: trung hòa virus: trộn 100 µl huyết thanh 
(25%) với 100 µl virus. Sau khi ủ 1 giờ ở 37oC, chuyển 
100 µl huyễn dịch huyết thanh: virus vào mỗi giếng 
tế bào của đĩa 96 giếng, tiếp tục ủ ở 37oC/5% CO2 
trong 1 giờ. Loại bỏ hoàn toàn huyễn dịch huyết thanh: 
virus và rửa các giếng bằng 200 µl PBS 1X. Bổ sung 
môi trường duy trì (DMEM 5% FBS). Sau 36 giờ duy 
trì, thực hiện phản ứng IFA để đánh giá sự nhân lên 
của PCV2 bằng cách đếm số tế bào có tín hiệu huỳnh 
quang đặc hiệu. So sánh số lượng tế bào có tín hiệu 
huỳnh quang đặc hiệu giữa mẫu huyết thanh của thỏ 
được gây miễn dịch với đối chứng virus. Nếu có sự 
giảm về số tế bào có tín hiệu huỳnh quang đặc hiệu, 
chứng tỏ có mặt của kháng thể trung hòa trong mẫu 
huyết thanh xét nghiệm.

Phương pháp miễn dịch huỳnh quang phát hiện 
PCV2 trên thảm tế bào:

Các bước thực hiện phản ứng IFA xác định sự nhân 
lên của PCV2 được thực hiện như sau: 1) Cố định tế 
bào sau gây nhiễm: loại bỏ hoàn toàn môi trường nuôi 
cấy trong giếng. Rửa 3 lần bằng dung dịch PBS 1X, 
200 µl/giếng/lần. Để khô đĩa tự nhiên trong tủ an toàn 
sinh học. Thêm 200 µl cồn tuyệt đối/giếng và cố định 
ở -20oC trong vòng 2 giờ. Loại bỏ hoàn toàn cồn. 2) 
Hydrat hóa tế bào: nhỏ 200 µl PBS 1X ngập thảm tế 
bào và ủ ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. 3) Ủ kháng 
thể đặc hiệu: nhỏ 100 µl kháng thể đơn dòng kháng 
PCV2 (1X anti-PCV2 mAb). Ủ ở 37oC/60 phút. Loại 
bỏ kháng thể thừa bằng cách rửa giếng bằng dung dịch 
rửa 200 µl/giếng/lần, lặp lại 2 lần. 4) Ủ kháng kháng 
thể gắn FITC: nhỏ ngập thảm tế bào kháng kháng thể 
gắn huỳnh quang (1X FITC anti-mouse conjugate) và 
ủ 37oC/60 phút. Loại bỏ kháng kháng thể thừa, thấm 
khô rồi nhỏ 100 µl mounting buffer/giếng. 5) Đọc kết 
quả: quan sát tế bào bằng vật kính thông thường để 
nhìn thấy rõ ảnh tế bào, sau đó chuyển sang chế độ UV 
để quan sát tín hiệu huỳnh quang. 

Phương pháp xử lý số liệu:

Phân tích sự sai khác giữa các công thức thí nghiệm 
bằng phân tích phương sai một nhân tố (ANOVA một 
nhân tố), thực hiện trên phần mềm MS Excel 2007.

Kết quả và thảo luận

Kết quả theo dõi tình trạng của thỏ sau gây miễn 
dịch

Toàn bộ thỏ trước khi gây miễn dịch được sàng lọc 
bằng phản ứng PCR và blocking ELISA để lựa chọn 
cá thể âm tính với PCV2 và không có kháng thể kháng 
PCV2. Theo dõi thân nhiệt của 8 thỏ thí nghiệm trong 
vòng 30 ngày sau khi gây miễn dịch, chúng tôi thấy 
nhiệt độ của thỏ dao động trong khoảng 37,8oC đến 
40,5oC (hình 1). Theo [2], thân nhiệt bình thường của 
thỏ dao động từ 38,5 đến 39,5oC thì thỏ thí nghiệm có 
hiện tượng tăng thân nhiệt (39,3÷40,5oC) sau khi tiêm 
kháng nguyên khoảng 6 giờ; tuy nhiên thân nhiệt trở 
lại bình thường vào các ngày tiếp theo. Trong quá trình 
theo dõi thỏ thí nghiệm, chúng tôi không quan sát thấy 
những bất thường ở cục bộ vị trí tiêm cũng như hiện 
tượng thỏ ủ rũ, bỏ ăn... 

Hình 1: thân nhiệt của thỏ trước và sau khi gây miễn dịch 

Kết quả đánh giá đáp ứng miễn dịch của thỏ bằng 
phản ứng ELISA

Nhóm nghiên cứu đã thực hiện phản ứng blocking 
ELISA với các mẫu huyết thanh của thỏ được gây miễn 
dịch bởi 3 chủng PCV2 (chủng virus số 03 đời 18, số 
04 đời 20 và số 07 đời 16) ở các ngày D7 đến D56. Kết 
quả nghiên cứu biến động hiệu giá kháng thể đặc hiệu 
kháng PCV2 được trình bày ở hình 2.
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Hình 2: biến động hiệu giá kháng thể của thỏ sau gây miễn dịch 
với các chủng PCV2 

Kết quả trình bày ở hình 2A biểu diễn giá trị S/N của 
mỗi mẫu huyết thanh, với giá trị ngưỡng dương tính/
âm tính là 0,4. Kết quả cho thấy, tại thời điểm 7 ngày 
sau khi gây miễn dịch (D7) các mẫu xét nghiệm đều 
âm tính huyết thanh học với kháng thể kháng PCV2. 
Ở mẫu đối chứng (không tiêm kháng nguyên PCV2), 
tại tất cả các thời điểm xét nghiệm (từ D7 đến D56) 
đều cho kết quả âm tính huyết thanh học với kháng thể 
kháng PCV2. 

Tại thời điểm D14, toàn bộ các mẫu xét nghiệm 
(được gây miễn dịch bởi 3 chủng PCV2) đều dương 
tính huyết thanh học (giá trị S/N < 0,4). Như vậy, 3 
chủng PCV2 dùng trong nghiên cứu này đều có tính 
sinh miễn dịch và hiện tượng chuyển dương tính huyết 
thanh học diễn ra trong thời gian từ 7 đến 14 ngày kể 
từ thời điểm tiêm kháng nguyên. Về độ dài miễn dịch, 
sau thời điểm tiêm 56 ngày, toàn bộ thỏ thí nghiệm 
vẫn dương tính huyết thanh học với kháng thể kháng 
PCV2. 

Kết quả phân tích biến động hàm lượng kháng thể 
kháng PCV2 của thỏ được gây miễn dịch bởi 3 chủng 
PCV2 ở các lần tiếp đời cao (chủng virus số 03 đời 25, 
số 04 đời 26 và số 07 đời 20) được trình bày ở hình 
2B. 	

Kết quả trình bày ở hình 2B cho thấy, đối với thỏ 
đối chứng (không gây miễn dịch), tại mọi thời điểm 
xét nghiệm (D7 đến D56) đều âm tính huyết thanh học 
với kháng thể kháng PCV2. Trong khi đó, các thỏ được 
gây miễn dịch bởi 3 chủng PCV2 ở các lần tiếp đời cao 
(so với kết quả trình bày ở hình 2A), đều có khả năng 
kích thích sản sinh đáp ứng miễn dịch dịch thể đặc 
hiệu. Hiện tượng chuyển dương tính huyết thanh học 
xảy ra trong khoảng 7 đến 14 ngày sau khi gây miễn 
dịch. Các thỏ được gây miễn dịch bằng 3 chủng PCV2 

có cũng có độ dài miễn dịch ít nhất đến 56 ngày sau 
tiêm kháng nguyên. 

Trong tự nhiên, thỏ được xác định là loài không mẫn 
cảm với Porcine circovirus [3]. Kết quả phơi nhiễm 
PCV2 cho thỏ qua đường hô hấp đều không phát hiện 
thấy sự nhân lên của virus và hiện tượng chuyển dương 
tính huyết thanh học [4]. Trong điều kiện thí nghiệm, 
thỏ chủ yếu được gây tối miễn dịch nhằm mục đích 
tạo kháng thể đa dòng dùng trong chẩn đoán PCV2 
[5]. Do vậy, có rất ít các công bố liên quan tới đáp 
ứng miễn dịch dịch thể của thỏ kháng lại PCV2. Trong 
thí nghiệm này, khi so sánh giá trị S/N của mỗi chủng 
PCV2, ở các đời khác nhau (hình 2A và 2B), chúng tôi 
nhận thấy có sự sai khác về giá trị tuyệt đối. Tuy nhiên, 
kết quả kiểm định bằng phân tích phương sai một nhân 
tố (ANOVA một nhân tố) đều có giá trị F thực nghiệm 
lớn hơn F lý thuyết. Nói cách khác, sự sai khác về giá 
trị tuyệt đối S/N là không có ý nghĩa thống kê. Cụ thể, 
giữa chủng 03 đời 18 và đời 25 có F thực nghiệm = 
0,065 < F lý thuyết = 5,318; giữa chủng 04 đời 20 và 
đời 26 có F thực nghiệm = 0,000 < F lý thuyết = 5,318; 
giữa chủng 07 đời 16 và đời 20 có F thực nghiệm = 
0,094 < F lý thuyết = 5,317. Với các kết quả trình bày 
ở trên, nhóm nghiên cứu thấy rằng, cả chủng PCV2 
số 03, 04 và 07 đều có khả năng kích thích sản sinh 
đáp ứng miễn dịch đặc hiệu trên thỏ. Cùng một chủng 
virus, khi gây miễn dịch cho thỏ ở các đời khác nhau, 
không phát hiện thấy có khác biệt về quy luật hình 
thành kháng thể.

Kết quả đánh giá đáp ứng miễn dịch của thỏ bằng 
phản ứng trung hòa

Kết quả nghiên cứu đáp ứng miễn dịch của thỏ với 
các chủng PCV2 bằng phương pháp blocking ELISA 
cho thấy, dương tính huyết thanh học xuất hiện sau gây 
miễn dịch khoảng 14 ngày và kéo dài ít nhất tới ngày 
56 (thời điểm dừng thí nghiệm). Kết quả cũng cho 
thấy, hàm lượng kháng thể ở các ngày D28 đến D56 
có sự biến đổi ít. Do vậy, nghiên cứu lựa chọn huyết 
thanh thỏ ở ngày D28 để thực hiện phản ứng trung 
hòa virus. Mỗi mẫu huyết thanh: virus được gây nhiễm 
vào 4 giếng tế bào. Chúng tôi đánh giá khả năng trung 
hòa virus thông qua việc xác định số tế bào có tín hiệu 
huỳnh quang đặc hiệu (nếu kháng thể đặc hiệu không 
trung hòa virus sẽ không làm giảm số lượng tế bào có 
tín hiệu huỳnh quang đặc hiệu). Kết quả của phản ứng 
trung hòa được trình bày ở bảng 1 và bảng 2.
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Bảng 1: kết quả trung hòa virus của mẫu huyết thanh thỏ gây miễn dịch 
với các chủng PCV2 (virus số 03 đời 18, số 04 đời 20 và số 07 đời 16)

Giếng
Huyết thanh thỏ gây miễn dịch

VirusChủng số 03
đời 18

Chủng số 04
đời 20

Chủng số 07
đời 16

A 2 0 1 50
B 6 3 1 96
C 6 1 4 80
D 6 8 5 68

Trung 
bình 5 3 2,75 73,5

Ghi chú: chữ số trong bảng là số tế bào có tín hiệu 
huỳnh quang đặc hiệu (nhiễm virus)

Kết quả ở bảng 1 cho thấy, có sự khác nhau rất rõ 
rệt về số tế bào có tín hiệu huỳnh quang đặc hiệu (tế 
bào nhiễm virus) ở mẫu huyết thanh so với mẫu đối 
chứng virus. Kết quả phân tích phương sai một nhân 
tố cho giá trị F thực nghiệm = 49,18 lớn hơn so với 
giá trị F lý thuyết = 3,49 ở mức ý nghĩa α = 0,05. Nói 
cách khác, sự sai khác về số tế bào nhiễm PCV2 là 
có ý nghĩa thống kê. Kết quả tính mức giảm số tế bào 
nhiễm virus cho thấy, huyết thanh của thỏ được gây 
miễn dịch bằng chủng PCV2 số 03 (đời 18), chủng 04 
(đời 20), chủng 07 (đời 16) làm giảm lần lượt 14,7 lần; 
24,5 lần và 26,7 lần số tế bào nhiễm virus so với đối 
chứng. Như vậy, huyết thanh thỏ được gây miễn dịch 
bằng 3 chủng PCV2 trong nghiên cứu này đều có khả 
năng trung hòa virus. 

Kết quả nghiên cứu sự có mặt của kháng thể trung 
hòa trong huyết thanh thỏ được gây miễn dịch bởi 3 
chủng PCV2 ở các lần tiếp đời cao (≥  20 đời) (chủng 
virus số 03 đời 25, số 04 đời 26 và số 07 đời 20) được 
trình bày ở bảng 2.

Bảng 2: kết quả trung hòa virus của mẫu huyết thanh thỏ gây miễn dịch 
với các chủng PCV2 (chủng virus số 03 đời 25, số 04 đời 26 và số 07 đời 20)

Giếng
Huyết thanh thỏ gây miễn dịch

VirusChủng số 03
đời 25

Chủng số 04
đời 26

Chủng số 07
đời 20

A 7 7 4 36
B 1 0 9 92
C 6 3 4 72
D 0 2 3 60

Trung 
bình 3,5 3 5 65

Ghi chú: chữ số trong bảng là số tế bào có tín hiệu 
huỳnh quang đặc hiệu (nhiễm virus)

Kết quả trình bày ở bảng 2 cũng cho thấy sự khác 
nhau về số tế bào có tín hiệu huỳnh quang đặc hiệu (tế 

bào nhiễm virus) ở mẫu huyết thanh so với mẫu đối 
chứng virus. Kết quả phân tích phương sai một nhân 
tố cho giá trị F thực nghiệm = 25,99 lớn hơn so với 
giá trị F lý thuyết = 3,49, ở mức ý nghĩa α = 0,05. Như 
vậy, sự sai khác về số tế bào nhiễm PCV2 là có ý nghĩa 
thống kê. Kết quả tính mức giảm số tế bào nhiễm virus 
cho thấy, huyết thanh của thỏ được gây miễn dịch bằng 
chủng PCV2 số 03 (đời 25), chủng 04 (đời 26), chủng 
07 (đời 20) làm giảm lần lượt 18,6 lần; 21,67 lần và 13 
lần số tế bào nhiễm virus so với đối chứng virus. Như 
vậy, huyết thanh thỏ được gây miễn dịch bằng 3 chủng 
PCV2 dùng trong nghiên cứu này ở lần tiếp đời ≥ 20 
đều có khả năng trung hòa PCV2.

So sánh kết quả trình bày ở bảng 1 và bảng 2, chúng 
tôi thấy có sự khác nhau về giá trị tuyệt đối của số tế 
bào nhiễm virus ở các mẫu huyết thanh thỏ được gây 
miễn dịch bởi cùng một virus ở các đời khác nhau. Tuy 
nhiên, kiểm định bằng phân tích phương sai một nhân 
tố cho thấy, giá trị F thực nghiệm = 0,52 nhỏ hơn giá trị 
F lý thuyết = 2,77 (ở mức ý nghĩa α = 0,05). Do vậy, sự 
sai khác này là không có ý nghĩa thống kê. Từ kết quả 
trình bày ở bảng 1 và bảng 2, chúng tôi kết luận rằng, 
cùng một chủng PCV2, ở các lần tiếp đời khác nhau 
đều có khả năng kích thích thỏ thí nghiệm sản sinh đáp 
ứng miễn dịch có khả năng trung hòa PCV2.

Kết luận

Từ các kết quả nêu trên, chúng tôi rút ra một số 
kết luận về đặc tính sinh miễn dịch của 3 chủng giống 
PCV2 được khảo sát trong nghiên cứu này như sau:

- Các chủng PCV2 dùng trong nghiên cứu này có 
khả năng kích thích sản sinh đáp ứng miễn dịch trong 
vòng 14 ngày kể từ sau khi tiêm vacxin, với độ dài 
miễn dịch tối thiểu là 56 ngày. 

- Gây miễn dịch cho thỏ bằng chủng PCV2 số 03, 
04 và 07 ở các lần tiếp đời khác nhau không gây ra 
khác biệt về quy luật hình thành kháng thể. 

- Huyết thanh của thỏ được gây miễn dịch bằng 3 
chủng PCV2 phân lập được ở Việt Nam có khả năng 
trung hòa PCV2. 
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Mở đầu

Như chúng ta đã biết, tôm là loại động vật giáp xác 
có cơ chế bảo vệ phụ thuộc chính vào hệ miễn dịch tự 
nhiên [2]. Hệ miễn dịch tự nhiên của tôm chủ yếu dựa 
trên các yếu tố thực bào và thể dịch mà không có các 
tế bào có khả năng ghi nhớ hay tự sản xuất kháng thể 
[3]. Trong khi đó, tôm lại thường xuyên bị tiếp xúc với 
nguồn bệnh trong môi trường nuôi nên rất dễ bị các 
loại virus hoặc vi khuẩn gây bệnh khiến tôm chết hàng 
loạt, gây thiệt hại lớn về kinh tế. Các nghiên cứu hiện 
nay chủ yếu tập trung vào việc hỗ trợ hệ miễn dịch 
cho tôm bằng các loại chế phẩm probiotics làm tăng 
khả năng chống lại sự xâm nhập của các tác nhân gây 
bệnh mà chủ yếu là do virus gây ra. Nhiều nghiên cứu 
về hệ miễn dịch của tôm cho thấy, dạng miễn dịch tự 
nhiên là hàng rào bảo vệ đầu tiên chống lại các vi sinh 
vật gây bệnh xâm nhập, trong đó, thực bào là cơ chế 
cốt lõi giúp cơ thể tôm loại bỏ sự nhiễm của vi sinh 
vật và các tác nhân gây hại khác. Cơ chế này thông 

qua các trình tự sau: tìm kiếm và bắt cặp tại chỗ với 
các chuỗi actin, cắt chuỗi actin, co myosin và cuối 
cùng là phá hủy các mầm bệnh với sự tham gia của các 
enzyme phân giải và các phức hệ oxy hóa [2]. Các tế 
bào máu ở họ tôm Penaeid nói chung có đặc tính sinh 
học và chức năng tương tự với các đại thực bào, bạch 
cầu hạt và tế bào giết tự nhiên của động vật có xương 
sống [3]. Những tế bào này thực hiện các quá trình 
thực bào, hình thành thể hạch, thể bao, melanin, hoạt 
hóa proPO và apoptosis. Chúng cũng tạo ra các yếu 
tố dính kết tế bào (agglutinin-lectin system), hệ thống 
đông máu (hemolymph coagulation system), hệ thống 
bổ thể (complement system) và peptide kháng khuẩn 
(AMP) [4-6]. 

Trong những nghiên cứu mới nhất về hệ miễn dịch 
và quá trình thực bào của tôm, người ta đã tìm thấy sự 
tham gia của họ protein G, điển hình là: Rho, Ran, Rab 
GTPases [1]. Việc gia tăng mức độ biểu hiện các gen 
này có thể gắn liền với hoạt động thực bào mạnh mẽ, 

Bước đầu đánh giá mức độ phiên mã của một số gen liên quan 
tới đáp ứng miễn dịch của tôm đối với kháng nguyên VP28 của virus đốm trắng
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Tôm là loài động vật giáp xác có hệ miễn dịch tự nhiên với sự tham gia mạnh mẽ của các enzyme hệ thực 
bào để chống lại các tác nhân gây bệnh. Khả năng thực bào ở tôm đã được chứng minh có sự tham gia của 
gen Rho (Ras-like GTPase) và Ran (Ran binding protein) [1]. Trong nghiên cứu này, các tác giả sử dụng 
kỹ thuật RT-PCR nhân bản đặc hiệu gen Rho và Ran nhằm đánh giá mức độ phiên mã của các gen này 
trong đáp ứng miễn dịch của tôm thẻ chân trắng đối với kháng nguyên VP28, một loại protein vỏ của virus 
đốm trắng (WSSV). Kết quả bước đầu cho thấy, tôm được ăn chế phẩm mang kháng nguyên VP28 của 
nhóm nghiên cứu về Enzyme và Protein thuộc Phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ Enzym và Protein, 
Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, có mức độ biểu hiện mRNA của gen Rho tăng lên theo thời gian 7, 
14 và 28 ngày lần lượt khoảng 1,7; 2,7 và xấp xỉ 3 lần. Kết quả này cũng phù hợp với kết quả bảo hộ tôm 
chống lại WSSV với hiệu quả bảo hộ trên 75%. Trong khi đó, dường như không có thay đổi về mức độ biểu 
hiện mRNA gen Ran trước và sau khi tôm thẻ chân trắng ăn chế phẩm. Kết quả này hứa hẹn tiềm năng sử 
dụng gen Rho như một dấu ấn marker cho việc đánh giá hiệu quả tác động của chế phẩm probiotics lên 
hệ miễn dịch tôm bằng phản ứng RT-PCR.

Từ khóa: miễn dịch ở tôm, probiotic, Ran, Rho, VP28.
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thể hiện khả năng bảo vệ cơ thể được nâng cao. Rho 
được cho là có liên quan tới sự hình thành superoxide 
trong suốt quá trình thực bào [7]. Rho còn có vai trò 
trong quá trình opsonized hóa và bổ sung phân tử iC3b, 
là một trong những cơ chế không thể thiếu của quá 
trình thực bào [7]. Một số nghiên cứu đã chỉ ra rằng, 
tôm không có khả năng bảo vệ cơ thể khi tiếp xúc lần 
đầu tiên với các tác nhân gây bệnh mới xuất hiện [8]. 
Tuy nhiên, một số loài tôm vẫn có khả năng tồn tại và 
phát triển tương đối tốt khi tiếp xúc với tác nhân gây 
bệnh. Mặt khác, tôm khỏe mạnh thường bị nhiễm virus 
ở mức độ thấp [9-11] và tôm tiếp xúc với tác nhân gây 
bệnh virus đã được chứng minh có khả năng kháng khi 
tiếp xúc virus ở lần tiếp theo [12]. 

Do vậy, một trong các giải pháp đã được nghiên 
cứu sử dụng để tăng cường khả năng miễn dịch cho 
tôm hiện nay là sử dụng các chế phẩm dạng probiotic 
mang những tính năng đặc trưng hỗ trợ hệ miễn dịch 
tôm chống lại sự xâm nhập của virus. Nhiều chất chiết 
xuất từ các loài sinh vật khác nhau được kết hợp trong 
chế độ ăn của tôm trước và sau khi nhiễm WSSV cho 
thấy có cải thiện khả năng miễn dịch và làm giảm tỷ 
lệ chết của tôm bị nhiễm WSSV [13]. Ngoài ra, chế độ 
ăn có các chất kích thích miễn dịch như β-1, 3-glucan 
[14], lipopolysaccharide [15], peptidoglycan [16] có 
khả năng kích thích miễn dịch bẩm sinh giúp tôm có 
khả năng sống sót cao hơn khi nhiễm WSSV. Gần đây, 
trong một công bố của nhóm nghiên cứu về enzyme 
và protein của Phòng thí nghiệm trọng điểm Công 
nghệ Enzym và Protein, Trường Đại học Khoa học Tự 
nhiên cho thấy, chế phẩm probiotic dạng bào tử biểu 
hiện kháng nguyên VP28 trên bề mặt có khả năng tăng 
cường miễn dịch của tôm thẻ chân trắng [17], có tiềm 
năng giúp tôm chống lại sự xâm nhiễm của WSSV.

Việc đánh giá tác dụng của các loại chế phẩm lên 
hệ miễn dịch tôm thường thông qua các chỉ tiêu về 
hoạt độ enzyme tham gia vào quá trình tiêu diệt mầm 
bệnh như tăng hoạt độ của enzyme SOD (Superoxide 
dismutase) liên quan tới quá trình tiêu thụ các gốc tự do 
gây độc cơ thể tôm, của enzyme PO (Phenoloxidase) 
liên quan tới quá trình chuyển hóa các hợp chất dạng 
quinon hình thành melanin chôn vùi thể lạ xâm nhập 
hoặc phóng thích chúng ra bên ngoài [17-19] hay của 
enzyme NOS (Nitrite oxide synthase) liên quan tới khả 
năng chống lại các mầm bệnh bằng cách tác động phá 
vỡ lớp màng lipid hoặc DNA của mầm bệnh [20, 21]. 
Tuy nhiên, các đánh giá hoạt độ enzyme trong điều 
kiện thử nghiệm trong phòng thí nghiệm thường gặp 

Evaluation on the transcription level of 
some genes related to the shrimp innate 

immune responses to the VP28 antigen of 
white spot syndrome virus

                                 
Summary

Shrimp is a crustacean species that just has 
an innate immune system against invading 
pathogens mainly using enzymes of the 
phagocytosis system. The phagocytosis process of 
shrimp is mainly performed by some components 
of G protein family including Ras-like GTPase 
(Rho) and Ran binding protein (Ran). In this 
study, the authors use RT-PCR technique to 
amplify a specific Rho and Ran genes, those are 
genetically related to the phagocytic mechanism 
of shrimp. Initial results show that shrimp fed 
with food contained VP28-antigen spores (CotB-
VP28, a product of the Key Laboratory of 
Enzyme and Protein Technology, VNU University 
of Science) indicates an increase in Rho mRNA 
expression level over time at 7, 14 and 28 days 
around 1.7, 2.7 and 3 folds, respectively. This is 
consistent with the protection efficiency against 
white spot syndrome virus (WSSV) which is 
over 75%. Whereas, there is no change in Ran 
mRNA expression level at the same experiment 
condition. This result is promising a potential of 
using Rho as a molecular marker for assessing 
the impacts of probiotics on the shrimp immune 
system by RT-PCR method.

Keywords: probiotic, Ran binding protein 
(Ran), Ras-like GTPase (Rho), shrimp immune 
system, VP28.

Classification number 4.6
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một số khó khăn do lượng mẫu ở mỗi mẻ thí nghiệm 
có hạn và giá trị thu được qua mỗi đợt lặp lại thường 
cho mức độ khác biệt thấp giữa nhóm thí nghiệm và 
đối chứng. Hơn nữa, các phép đo hoạt độ enzyme cần 
có độ nhạy cao, đòi hỏi phải sử dụng vật liệu có gắn 
đồng vị phóng xạ, các nguyên vật liệu đắt tiền, có tính 
đặc thù, khó thực hiện trong điều kiện thí nghiệm hiện 
tại ở Việt Nam. 

Vì thế, việc tìm ra dấu ấn phân tử phản ánh tác dụng 
hỗ trợ của chế phẩm lên hệ miễn dịch tôm là cần thiết 
và phù hợp với nhu cầu thực tế. Chúng tôi đề xuất giải 
pháp sử dụng kỹ thuật RT-PCR (Reverse Transcriptase 
- Polymerase Chain Reaction) để nhân bản đặc hiệu 
gen Rho và Ran, là các gen liên quan tới khả năng thực 
bào ở tôm trong quá trình chống lại vi khuẩn gây bệnh. 

Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

Nguyên liệu

Chế phẩm bào tử B. subtilis PY79-CotB-VP28 là 
sản phẩm của nhóm nghiên cứu đề tài KC04.09/11-15 
thuộc Phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ Enzym 
và Protein, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên [22]. 
Mẫu tôm thẻ chân trắng sạch bệnh, khoảng 60 ngày 
tuổi (2-3 g/con), được cung cấp bởi Viện Nghiên cứu 
nuôi trồng thủy sản 1. Mẫu WSSV được lấy từ mẫu 
tôm có biểu hiện nhiễm thu thập từ Huế, Sóc Trăng 
(Việt Nam) được bảo quản trong cồn 95o được cung 
cấp bởi nhóm nghiên cứu đề tài KC04.09/11-15.

Phương pháp

Nuôi thử nghiệm bảo hộ tôm chân trắng chống lại 
WSSV bởi bào tử PY79 biểu hiện VP28 trên bề mặt bào 
tử: tôm thẻ chân trắng được nuôi thuần 2 tuần sau đó 
được chia thành 4 nhóm, mỗi nhóm lặp lại 2 bể trong 
cùng một lần thử nghiệm. Các bể thí nghiệm có kích 
thước 45 x 25 x 30 (cm), có sục khí, bơm tuần hoàn 
để loại bỏ cặn. Mỗi bể được bổ sung 25 l nước muối 
biển nhân tạo với độ mặn 16-20‰. Định kỳ mỗi ngày 
giặt tấm lọc 1 lần, 3 ngày thay 70% nước. Mỗi bể thử 
nghiệm được bố trí 30 cá thể tôm. Nhiệt độ được duy 
trì 25-28oC. Lượng thức ăn: 5 g/1 bể/30 con, được chia 
làm 4 lần cho ăn, mỗi lần cách nhau 3 giờ. Tôm được 
ăn chế phẩm bào tử (106 CFU/g thức ăn) liên tục trong 
suốt thời gian nuôi và thử thách virus. Thí nghiệm 
được lặp lại 3 lần trong các thời điểm khác nhau.

Các nhóm thí nghiệm được bố trí như sau: 1) Nhóm 
đối chứng âm (ĐC-): cho ăn thức ăn công nghiệp và 
không cảm nhiễm WSSV; 2) Nhóm đối chứng dương 

(ĐC+): cho ăn thức ăn công nghiệp và cảm nhiễm 
WSSV; 3) Nhóm thí nghiệm (PY79): cho ăn thức ăn 
trộn bào tử chủng dại PY79 và cảm nhiễm; 4) Nhóm 
thí nghiệm (PY79-CotB-VP28): cho ăn thức ăn trộn 
bào tử PY79-CotB-VP28 và cảm nhiễm. Các nhóm 
không ăn hoặc được ăn chế phẩm liên tiếp, đến ngày 
thứ 14 thì cảm nhiễm tôm với WSSV (1,3 x 104 copy/
ml nước nuôi). Các lô tôm được theo dõi trong 14 
ngày, mỗi ngày 2 lần ghi nhận số lượng tôm chết tích 
lũy, từ đó xác định tỷ lệ tôm chết sau 14 ngày và được 
tính toán theo công thức được mô tả của Nguyen A.T 
và cộng sự (2014). Tỷ lệ bảo hộ sẽ được tính bằng: 
(1- tỷ lệ tôm chết ở nhóm thử nghiệm/tỷ lệ tôm chết ở 
nhóm đối chứng dương) x 100 [17]. 

Thu mẫu và tách RNA tổng số: mô cơ tôm từ các 
nhóm mẫu trên được lấy mẫu vào ngày trước khi ăn 
chế phẩm (ngày 0), vào ngày sau khi ăn chế phẩm 7 và 
14 ngày; đồng thời lấy mẫu tôm sau khi được thử thách 
với WSSV 14 ngày (ngày thứ 28 của thí nghiệm). Mẫu 
được giữ lạnh ở -80oC chuẩn bị cho tách RNA tổng số 
hoặc được nghiền trên đá lạnh, phân giải trong đệm 
và tách chiết RNA tổng số theo hướng dẫn của bộ kít 
MPN07 - Magpure Tissue RNA mini kit (ANABIO 
R&D, Việt Nam).

Phản ứng chuyển hóa RT-PCR: phản ứng được 
thực hiện với 2 µg RNA tổng số và được dùng để tổng 
hợp sợi cDNA thứ nhất nhờ enzyme phiên mã ngược 
M-MLV-Reverse Transcriptase (Enzynomic, Korea). 
Để khuếch đại mRNA của gen Rho và Ran, phản ứng 
PCR cho sản phẩm tương ứng lần lượt khoảng 180 bp 
và 270 bp đã được thực hiện ở 95°C - 10 phút và 30 
chu kỳ với (94°C - 30 phút; 52°C - 30 phút; 72°C - 
30 phút), tiếp theo với 72°C - 5 phút. Cặp mồi đặc 
hiệu gen Rho (dựa trên trình tự đã được công bố ở 
ngân hàng gen AY622688.1) là: Fw: 5’- GAA AAT 
ATT CCA GAA AAA TGG ACG-3’; Rv: 5’- TTT 
ATC TTC TCA GCC ATG TTA CGA-3’. Cặp mồi 
đặc hiệu gen Ran (dựa trên trình tự JN596104.1) là: 
Fw: 5’- ACATGGGGCTCGAAGCCTTGAC-3’; Rv: 
5’- TCCTTCACATCAACCTTGTT-3’. Để khuếch 
đại gen quản gia β-actin, phản ứng PCR cho sản phẩm 
khoảng 500 bp được thực hiện ở 94°C - 5 phút và 27 
chu kỳ với (94°C - 30 phút; 64°C - 30 phút; 72°C - 45 
phút), tiếp theo với 72°C - 5 phút. Cặp mồi dùng cho 
β-actin [21] là: Fw: 5’- GAC TCG TAC GTC GGC 
GAC GAG G-3’ và Rv: 5’- AGC AGC GGT CAT CTC 
CTG CTC-3’. Sản phẩm PCR được phát hiện bằng 
điện di trên gel agarose 1,5%, được nhuộm với dịch 
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chứa ethidium bromide và đem soi dưới ánh sáng UV 
của hệ thống soi gel (Biorad, Mỹ).

Kết quả 

Ảnh hưởng bảo hộ của chế phẩm PY79-CotB-
VP28 lên khả năng chống lại WSSV ở tôm thẻ chân 
trắng

Sau 14 ngày thử thách với WSSV cho thấy, nhóm 
tôm ăn bào tử mang CotB-VP28 có tỷ lệ chết thấp 
(23%), chỉ cao hơn tỷ lệ chết tự nhiên ở nhóm (ĐC-) 
là nhóm không ăn chế phẩm và cũng không bị cảm 
nhiễm WSSV (7,4%) là 15,6%; trong khi nhóm ăn bào 
tử thể dại là PY79 và nhóm (ĐC+), là nhóm không ăn 
chế phẩm nhưng bị nhiễm WSSV thì tỷ lệ tôm chết 
sau 14 ngày tăng rất cao, tương ứng lần lượt là 100% 
và 99,2% (hình 1). Như vậy, tỷ lệ bảo hộ của mẫu tôm 
thẻ chân trắng được ăn chế phẩm bào tử mang kháng 
nguyên VP28 thu được là 75%.

Dựa trên kết quả bảo hộ này, chúng tôi cho rằng, 
chế phẩm mang kháng nguyên VP28 đã thực sự hỗ 
trợ hệ miễn dịch của tôm, giúp tôm chống lại sự xâm 
nhập gây chết của WSSV. Điều này là cơ sở cho việc 
sử dụng các mẫu tôm thẻ chân trắng của thí nghiệm để 
đánh giá biểu hiện các gen liên quan tới quá trình thực 
bào chống lại tác nhân gây bệnh ở tôm.

Hình 1: khả năng bảo hộ chống lại WSSV ở tôm thẻ chân trắng. Tỷ lệ chết 
được đánh giá vào thời điểm ngày thứ 14 sau cảm nhiễm tôm với WSSV. 

Kết quả đưa ra dựa trên số liệu của 3 lần thử nghiệm độc lập

Mức độ phiên mã gen Rho và Ran 

Với mục đích tìm ra dấu ấn phân tử cho việc đánh 
giá hiệu quả đáp ứng miễn dịch của tôm thẻ chân trắng 
sau khi được ăn thức ăn trộn bào tử Bacillus PY79 
CotB-VP28, chúng tôi sử dụng kỹ thuật RT-PCR để 
nhân bản đặc hiệu gen liên quan tới cơ chế thực bào 
ở tôm. Trong phạm vi nghiên cứu này, chúng tôi chọn 
gen Rho và Ran được cho là có liên quan tới quá trình 

thực bào bảo vệ cơ thể tôm trước các tác nhân gây 
bệnh [23]. 

a

b

Hình 2: mức độ biểu hiện mRNA gen Rho và Ran 

A) Mức độ biểu hiện mRNA của gen Rho và Ran sau khi tôm được ăn chế phẩm 
PY79-CotB-VP28. Tôm được ăn thức ăn trộn chế phẩm liên tục trong suốt 

quá trình thử nghiệm, 1-2 con tôm tại các thời điểm ngày thứ 0, 7, 14 
trước khi nhiễm với WSSV và sau khi nhiễm WSSV 14 ngày tiếp theo 

(ngày thứ 28) được lấy và tách lấy RNA tổng số dùng cho phản ứng RT-PCR 
với cặp mồi đặc hiệu gen Rho và Ran. β-actin được dùng như gen nội chuẩn 

ở mỗi loại mẫu. (B) Tỷ lệ tương ứng mức độ biểu hiện mRNA của các gen 
Rho và Ran so sánh tại các thời điểm thí nghiệm được xử lý bằng phần mềm

Image J

Sản phẩm phản ứng RT-PCR với cặp mồi đặc hiệu 
gen Rho và Ran (như đã mô tả ở phần phương pháp) 
được kiểm tra trên gel agarose chỉ ra sản phẩm là băng 
duy nhất có kích thước lần lượt khoảng 180 và 270 bp, 
đúng như kích thước dự đoán. Kết quả cho thấy, có sự 
tăng dần mức độ biểu hiện gen Rho theo thời gian tôm 
được ăn thức ăn có chứa bào tử PY79-CotB-VP28; tuy 
nhiên, chúng tôi quan sát không thấy có sự thay đổi rõ 
rệt về mức độ biểu hiện mRNA gen Ran (hình 2). Sau 
7 ngày, hàm lượng mRNA gen Rho đã bắt đầu tăng và 
tăng rõ rệt từ ngày thứ 14 trở đi, tăng khoảng trên 2,7 
lần so với mẫu tôm ngày 0 chưa ăn chế phẩm (hình 
2). Sau khi tôm bị cảm nhiễm với WSSV 14 ngày (tức 
ngày thứ 28 của thí nghiệm), mức độ biểu hiện gen 
Rho cao hơn ở mẫu ngày 0 và ngày 7 lần lượt gần 3 và 
1 lần (hình 2B). 

Kết quả bước đầu này cho thấy, tôm thẻ chân trắng 
có khả năng chống lại được WSSV khi được ăn chế 
phẩm chứa VP28, đồng thời, những tôm thí nghiệm 
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này có mức biểu hiện mRNA gen Rho tăng lên so với 
nhóm không được ăn chế phẩm, chứng tỏ khả năng 
thực bào tiêu diệt vi khuẩn gây bệnh ở tôm đã diễn ra 
mạnh mẽ.

Bàn luận

Khả năng chống lại WSSV ở tôm thẻ chân trắng 
do chế phẩm bào tử PY79-CotB-VP28 đã được công 
bố lần đầu trong công trình của Nguyen A.T và cộng 
sự, 2014 [17] với khả năng bảo hộ đạt xấp xỉ 50%. 
Khả năng bảo hộ của tôm chống lại WSSV có được 
do tôm được ăn thức ăn chứa bào tử CotB-VP28 ở mật 
độ 106 CFU/g thức ăn, thu được trong nghiên cứu này 
tương ứng là 75% (hình 1) cũng phù hợp với rất nhiều 
công trình công bố trước đó về tác dụng bảo hộ tôm, 
cá chống lại WSSV [18, 19]. Giá trị bảo hộ này cao 
hơn so với mức hiệu quả quy ước khi kiểm định hiệu 
quả vaccine dùng cho thủy sản của Ủy ban châu Âu 
(Relative percent protection score (RPP) > 60%). 

Gen Rho và Ran đã được chứng minh là có biểu 
hiện tăng lên ở tôm khi bị nhiễm với WSSV [23]. Khi 
bị nhiễm WSSV, hàng rào miễn dịch tự nhiên với sự 
hoạt động mạnh mẽ của các enzyme tham gia vào quá 
trình thực bào. Tác dụng của chế phẩm được ghi nhận 
thông qua việc tăng khả năng thực bào ở tôm. Chúng 
tôi cho rằng, tôm có khả năng tăng sức bảo vệ chống 
lại sự xâm nhiễm của WSSV bằng cách tăng khả năng 
thực bào nhờ chế phẩm khi có sự tham gia của Rho và 
Ran. Tuy nhiên, kết quả cho thấy, chỉ có mức độ biểu 
hiện mRNA của gen Rho có sự tăng tuyến tính với thời 
gian tôm được ăn chế phẩm mang kháng nguyên VP28 
của WSSV (hình 2). Hơn nữa, ở ngày thứ 28 của thí 
nghiệm (tôm đã bị nhiễm với WSSV 14 ngày), mức 
độ biểu hiện mRNA gen Rho vẫn ở mức cao (khoảng 
gần 3 lần) so với thời điểm chưa được ăn chế phẩm 
mang kháng nguyên VP28. Điều này có thể giải thích 
rằng, tôm vẫn duy trì khả năng thực bào mạnh mẽ 
ngay cả khi có mặt WSSV, chứng tỏ hàng rào miễn 
dịch của tôm đã được cải thiện bởi chế phẩm mang 
kháng nguyên VP28. Trong khi đó, nhóm tôm ăn thức 
ăn chứa bào tử chủng dại PY79 sau khi thử thách với 
virus đã bị nhiễm bệnh và chết gần hết. Không như dự 
đoán, chúng tôi không quan sát thấy có sự khác biệt 
mức biểu hiện mRNA gen Ran tại các thời điểm tôm 
đã được ăn chế phẩm mang kháng nguyên VP28 so với 
thời điểm chưa được ăn chế phẩm, cho thấy gen Ran 
có thể không phải đối tượng chính chịu tác động trong 
quá trình chống lại mầm bệnh ở tôm thẻ. Hiện tại thí 
nghiệm của chúng tôi mới thiết kế trên tôm thẻ chân 

trắng, để đi đến kết luận cuối cùng về mức biểu hiện 
gen Ran khi tôm được ăn chế phẩm mang VP28, chúng 
tôi cần kiểm tra đáp ứng của gen này trong cùng điều 
kiện thí nghiệm trên một số loài tôm khác nữa, chẳng 
hạn như tôm sú.

Kết luận

Chúng tôi đã xác định được gen Rho (là một trong 
các gen liên quan đến cơ chế thực bào ở tôm) có thể 
được dùng làm chỉ thị chuẩn (marker) cho việc đánh 
giá tác dụng của chế phẩm probiotic mang kháng 
nguyên VP28 giúp tăng cường miễn dịch ở tôm chống 
lại WSSN bằng kỹ thuật RT-PCR. Kết quả nghiên cứu 
này cũng khẳng định tác dụng bảo hộ của chế phẩm 
mang VP28 của nhóm nghiên cứu đề tài KC04.09-
11/15 về khả năng chống lại WSSV.

Từ kết quả nghiên cứu bước đầu này, chúng tôi cho 
rằng, phương pháp RT-PCR nhân bản đặc hiệu gen 
Rho được dùng ở đây có thể sử dụng để đánh giá tác 
động của các chế phẩm lên hệ miễn dịch của tôm một 
cách hiệu quả. Điều này cũng mở ra tiềm năng khai 
thác mức độ biểu hiện các gen liên quan tới khả năng 
thực bào ở tôm trong việc đánh giá tác động của các 
chế phẩm probiotics hỗ trợ miễn dịch cho tôm nuôi nói 
chung tại Việt Nam.

Lời cảm ơn

Tập thể tác giả trân trọng cảm ơn sự hỗ trợ của 
Trường Đại học Khoa học Tự nhiên thông qua đề tài 
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Đặt vấn đề

Cá lóc đen (Channa striata Bloch, 1793) 
là một trong những đối tượng có chất lượng 
thịt thơm ngon, giá trị dinh dưỡng cao, do 
đó hiện đang được nuôi khá phổ biến ở 
nước ta [1]. Song trong quá trình nuôi, dịch 
bệnh là một trong những yếu tố ảnh hưởng 
lớn đến tỷ lệ sống, tốc độ tăng trưởng của cá 
lóc đen, trong đó, vi khuẩn A. hydrophila là 
một trong những tác nhân gây bệnh thường 
gặp [2].

Việc sử dụng thảo dược trong trị bệnh 
do vi khuẩn trên động vật thủy sản đã được 
nghiên cứu khá nhiều với những ưu điểm 
không gây hiện tượng kháng thuốc và thân 
thiện với môi trường. Tuy nhiên, trên cá lóc 
đen hiện chưa có nghiên cứu nào về sử dụng 
các loại thảo dược để phòng trị bệnh. Chính 
vì vậy, chúng tôi đã tiến hành thực hiện đề 
tài:“Nghiên cứu khả năng kháng khuẩn của 
dịch ép một số loại thảo dược trị bệnh lở 
loét do vi khuẩn A. hydrophila gây ra trên 
cá lóc đen (Channa striata Bloch, 1793)”.

Đối tượng, vật liệu và phương pháp 
nghiên cứu

Thời gian, địa điểm nghiên cứu 

Thời gian triển khai nghiên cứu: từ tháng 

Khả năng kháng khuẩn của dịch ép một số loại thảo dược trị bệnh lở loét
do vi khuẩn Aeromonas hydrophila gây ra trên cá lóc đen (Channa striata Bloch, 1793)

Nguyễn Đình Vinh*, Trương Thị Thành Vinh, Hồ Văn Hòa
Khoa Nông lâm ngư, Trường Đại học Vinh

Ngày nhận bài 6/7/2016, ngày chuyển phản biện 8/7/2016, ngày nhận phản biện 18/7/2016, ngày chấp nhận đăng 28/7/2016

Nghiên cứu này tiến hành thử nghiệm khả năng kháng khuẩn của 4 loại dịch ép thảo dược đối với vi 
khuẩn Aeromonas hydrophila gây bệnh lở loét trên cá lóc đen. Kết quả cho thấy, đường kính vòng kháng 
khuẩn của dịch ép tỏi, gừng, hẹ, cỏ mực lần lượt là 25,97; 13,07; 11,33 và 9,9 mm. Mặt khác, dịch ép tỏi 
pha loãng với dung môi: rượu, cồn 95o, nước cất và chloroform với tỷ lệ 1:1 cho thấy không có sự sai khác 
về khả năng kháng khuẩn của tỏi với rượu, cồn 95o và nước cất, đường kính vòng kháng khuẩn đạt 25,23-
25,53 mm, trong khi đó chloroform chỉ đạt 9,2 mm. Thử nghiệm cảm nhiễm cá lóc đen với vi khuẩn A. 
hydrophila và sử dụng dịch ép tỏi pha loãng tỷ lệ 1:1 với nước, trộn vào thức ăn với lượng 80 ml/kg cho cá 
lóc đen ăn thấy có sự phục hồi, tỷ lệ sống đạt 30%.
Từ khóa: bệnh lở loét, cá lóc đen, thảo dược, vi khuẩn Aeromonas hydrophila.
Chỉ số phân loại 4.5

*Tác giả liên hệ: Email: vinhnguyendinhdhv@gmail.com; Tel: 0914970709

Examining anti-bacterial effects of juices derived 
from medicinal herbs on aeromonas hydrophila 

strain causing ulcer on snakeheads 
                                 

Summary

The study was carried out to examine anti-bacterial effects 
of juices derived from four herbal species on Aeromonas 
hydrophila strain which causes ulcer on snakeheads. 
Results showed that four herbs Allium sativum, Zingiber 
officinale, Allium tuberosum and Eclipta prostrate had anti-
bacterial zone diameters of 25.97, 13.07, 11.33, and 9.9 
mm respectively. On the other hand, in case of garlic juice 
diluted in four solvent including ethanol, alcohol (95o), 
distilled water, and chloroform with rate 1:1, the results 
indicated that no significant difference was found when 
garlic diluted in solvents as ethanol, alcohol, and distilled 
water with anti-bacterial zone diameters which fluctuated 
within 25.23-25.53 mm, while being diluted in chloroform 
solvent only reached 9.2 mm in diameter of anti-bacterial. 
The experiment of injecting A. hydrophila into snakehead 
and using garlic juice diluted in distilled water with rate 
1:1 and then mixed with food by dose of 80 ml/kg feed 
weight for snakehead ulcer treatment showed recovery 
and survival rate at 30% compared to the control tank.
Keywords: Aeromonas hydrophila bacteria, herb, 
snakehead, ulcer.
Classification number 4.5
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12/2015 đến tháng 5/2016.

- Mẫu được phân tích tại Phòng thí nghiệm vi sinh 
bệnh học thủy sản, Khoa Nông lâm ngư, Trường Đại 
học Vinh.

Vật liệu nghiên cứu

- Vi khuẩn A. hydrophyla được lưu giữ tại Phòng 
thí nghiệm vi sinh bệnh học thủy sản, Khoa Nông lâm 
ngư, Trường Đại học Vinh.

- Thảo dược: tỏi (Allium sativum L), gừng (Zingiber 
officinale), lá hẹ (Allium sativum), cỏ mực (Eclipta 
alba).

- Kháng sinh: Doxycycline (30 µg), Tetracyclin (30 
µg), Oxacillin (1 µg), Erythromycin (15 µg).

- Cá lóc đen giai đoạn thương phẩm cỡ 0,3-0,5 con/
kg.

Phương pháp nghiên cứu

Phương pháp thu dịch ép thảo dược:

- Đối với tỏi và gừng: chọn những củ chắc, đều, 
đẹp, bỏ vỏ và rửa sạch, để ráo nước tự nhiên, cân khối 
lượng củ rồi cho vào máy ép thu lấy dịch ép. Dịch ép 
được bảo quản ở nơi khô thoáng và ở nhiệt độ phòng.

- Đối với lá hẹ và lá cỏ mực tươi: lấy những lá bánh 
tẻ, rửa sạch, để ráo nước tự nhiên, thái nhỏ, cân khối 
lượng rồi cho vào cối giã nhuyễn, thu lấy dịch ép, bảo 
quản ở nhiệt độ phòng. 

Phương pháp phân lập và định danh vi khuẩn: 
phương pháp nuôi cấy, phân lập vi khuẩn dựa trên 
phương pháp nghiên cứu bệnh vi khuẩn trên động vật 
thủy sản của Frerichs và Millar (1993) [3]. Môi trường 
Nutrient agar được sử dụng để nuôi cấy vi khuẩn, dãy 
phản ứng sinh hóa được tiến hành theo test API 20E 
để định danh vi khuẩn theo khóa định loại của Nicky 
Buller (2004) [4].

Phương pháp thử kháng sinh đồ: theo Bauer và 
cộng sự (1973) [5], kết quả được ghi nhận bằng sử 
dụng phương pháp khuyếch tán trên đĩa thạch với các 
đĩa giấy kháng sinh tiêu chuẩn (CODE 1334-OXOID).

Phương pháp bố trí thí nghiệm:

Thí nghiệm 1: nghiên cứu khả năng kháng vi khuẩn 
A. hydrophila của dịch ép một số loại thảo dược. 

Các loại thảo dược thử nghiệm gồm: củ tỏi, củ 
gừng, lá hẹ và lá cỏ mực.

Thử kháng sinh đồ theo phương pháp của Bauer 
(1973) [5] và đối chứng với các loại kháng sinh: 
Doxycycline (30 µg), Tetracyclin (30 µg), Oxacillin (1 
µg), Erythromycin (15 µg).

Thí nghiệm 2: nghiên cứu ảnh hưởng của các loại 
dung môi đến khả năng kháng vi khuẩn  A. hydrophila 
của dịch ép thảo dược.

Dung môi thử nghiệm gồm 4 loại: rượu, cồn 95o, 
chloroform, nước cất. Tỷ lệ pha loãng 1:1. Thử kháng 
sinh đồ theo phương pháp của Bauer (1973) [5].

Thí nghiệm 3: nghiên cứu ảnh hưởng của tỷ lệ pha 
loãng dịch ép các loại thảo dược tới khả năng kháng vi 
khuẩn A. hydrophila. 

Dịch ép thảo dược được pha loãng với loại dung 
môi tốt nhất từ thí nghiệm 3 với các nồng độ 50, 25 
và 12,5%. Thử kháng sinh đồ theo phương pháp của 
Bauer (1973) [5].

Thí nghiệm 4: thí nghiệm sử dụng dịch ép tỏi trị 
bệnh do vi khuẩn A. hydrophila gây ra trên cá lóc đen.

Thí nghiệm bố trí theo kiểu ngẫu nhiên hoàn toàn 
gồm 2 công thức, mỗi công thức lặp 3 lần. Cảm nhiễm 
cho cá ở cả 2 công thức với liều 0,1 ml vi khuẩn mật 
độ 106-108 CFU/ml vào cơ lưng cá. Khi cá bắt đầu xuất 
hiện dấu hiệu bệnh lý thì ở CT1 cho ăn thức ăn trộn 
với kháng sinh Tetracyclin (150 µg/kg thức ăn). Ở CT2 
cho cá ăn thức ăn tẩm dịch ép thảo dược trong suốt quá 
trình tiến hành thí nghiệm. Chăm sóc và quản lý như 
nhau ở cả 2 công thức, sục khí thường xuyên, ngày 
cho ăn 2 lần và tiến hành siphon, khi nước bẩn thì thay 
nước.

Theo dõi tình trạng bệnh lý, tỷ lệ sống của cá ở cả 2 
công thức thí nghiệm, thu mẫu bệnh, nuôi cấy phân lập 
lại vi khuẩn để chắc chắn rằng vi khuẩn gây chết cá là 
vi khuẩn A. hydrophila. 

Phương pháp xử lý số liệu

Số liệu được xử lý theo phương pháp thống kê sinh 
học bằng phần mềm Microsoft Exel 2007, SPSS 16.0. 
Sử dụng phân tích phương sai một nhân tố (ANOVA) 
và tiêu chuẩn LSD (Least Significant Difference) để 
xác định sự sai khác có ý nghĩa.	

Kết quả nghiên cứu

Khả năng kháng vi khuẩn A. hydrophila của dịch 
ép các loại thảo dược

Bằng phương pháp thử kháng sinh đồ của Bauer 
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(1973) [5], chúng tôi thu được kết quả về khả năng 
kháng vi khuẩn A. hydrophila dịch ép các loại thảo 
dược trong sự so sánh với các loại kháng sinh như 
trong bảng 1.

Bảng 1: kết quả xác định khả năng kháng vi khuẩn A. hydrophila của các loại 
thảo dược và kháng sinh 

Loại kháng sinh/thảo dược
Đường kính 
vòng kháng 
khuẩn (mm)

Mức kháng 
khuẩn (theo tiêu 
chuẩn Bauer - 

Kirby)

Doxycycline (30 µg) 38,8 ± 0,35g Cao
Tetracyclin (30 µg) 25,93 ± 0,31e Cao
Oxacillin (1 µg) 18,87 ± 0,12d Trung bình
Erythromycin (15 µg) 34,13 ± 0,64f Cao
Tỏi (Allium sativum) (150 µl) 25,97 ± 0,32e Cao
Gừng (Zingiber officinale) (150 µl) 13,07 ± 0,32c Trung bình
Lá hẹ (Allium tuberosum) (150 µl) 11,33 ± 0,32b Trung bình
Cỏ mực (Eclipta alba Hassk) (150 µl) 9,90 ± 0,42a Kém

Số liệu trong cùng một cột có ký hiệu chữ mũ khác nhau thể hiện 
mức sai khác có ý nghĩa thống kê với p < 0,05

Hình 1: đường kính vòng kháng khuẩn của các loại thảo dược 
và các loại kháng sinh

Kết quả bảng 1 và hình 1 cho thấy, dịch ép các 
loại thảo dược đều có khả năng kháng vi khuẩn A. 
hydrophila. Đường kính vòng kháng khuẩn của dịch 
ép tỏi là 25,97 mm, lớn nhất trong 4 loại thảo dược 
nghiên cứu; dịch ép gừng, hẹ chỉ có tính kháng khuẩn 
trung bình, lần lượt là 13,07 và 11,33 mm; cỏ mực có 
tính kháng khuẩn kém nhất (9,9 mm). Kết quả phân 
tích Anova và kiểm định Ducan cho thấy sự sai khác 
giữa dịch ép các loại thảo dược có ý nghĩa thống kê 
(p < 0,05). Điều đặc biệt là khả năng kháng khuẩn 
của dịch ép tỏi chỉ thấp hơn kháng sinh Doxycycline, 
Erythromycin, tương đương với Tetracyclin, thậm chí 
còn cao hơn Oxacillin (sai khác có ý nghĩa thống kê, 
p < 0,05).

Hiện nay cũng đã có nhiều nghiên cứu về khả năng 
kháng khuẩn của tỏi đối với bệnh do vi khuẩn gây 
ra trên động vật thủy sản. Theo nghiên cứu của Trần 
Ngọc Hùng, Trương Thị Thành Vinh (2014a) [6] khi 
thử nghiệm đối với vi khuẩn Streptococcus spp gây 
ra trên cá trắm cỏ (Ctenopharyngodon idellus), đường 
kính vòng kháng khuẩn đạt 20,75 mm; đối với vi 

khuẩn Shewanella gelidimarina gây bệnh trên cá ghé 
(Bagarius rutilus Ng&Kottelat, 2000), đường kính 
vòng kháng khuẩn đạt 21,0 mm. Như vậy, nghiên cứu 
của chúng tôi đối với vi khuẩn A. hydrophyla cho thấy 
hiệu quả kháng khuẩn của tỏi cũng rất tốt. Đây là cơ 
sở để chúng tôi sử dụng thảo dược này trong các thí 
nghiệm tiếp theo về dung môi, tỷ lệ pha loãng và thử 
nghiệm trị bệnh do vi khuẩn A. hydrophyla gây ra trên 
cá lóc đen. 

Kết quả ảnh hưởng của các loại dung môi đến 
khả năng kháng khuẩn của dịch ép tỏi

Bảng 2: ảnh hưởng của các loại dung môi đến khả năng kháng khuẩn 
của dịch ép tỏi

Dung môi Đường kính vòng 
kháng khuẩn

Mức kháng khuẩn (theo tiêu 
chuẩn Bauer - Kirby

Rượu 25,27 ± 0,31b Cao
Cồn 25,23 ± 0,32b Cao
Chloroform 9,2 ± 0,36a Kém
Nước 25,53 ± 1,01b Cao

  Số liệu trong cùng một cột có ký hiệu chữ mũ khác nhau thể hiện 
sự sai khác có ý nghĩa thống kê với p < 0,05

Hình 2: đường kính vòng kháng khuẩn của dịch ép tỏi

Năm 2013, nhóm tác giả Nguyễn Thanh Hải, Bùi 
Thị Tho thuộc Học viện Nông nghiệp Việt Nam đã thử 
nghiệm dung môi nước, etanol, methanol chiết xuất 
dịch tỏi và xác định khả năng kháng khuẩn với E. coli 
O44 với đường kính vòng vô khuẩn đạt lần lượt 11,3; 
19,1 và 19,7 mm [7]. Nghiên cứu của Trần Ngọc Hùng, 
Trương Thị Thành Vinh (2014a) [6] cho thấy, dịch ép 
tỏi + nước, tỏi + rượu, tỷ lệ pha loãng 1:1 có khả năng 
kháng vi khuẩn Vibrio vulnificus với đường kính vòng 
kháng khuân lần lượt là 18,12; 21,71 mm. Như vậy, so 
với kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy đường 
kính kháng khuẩn của hỗn hợp tỏi + rượu, tỏi + cồn 
và tỏi + nước có khả năng kháng kháng vi khuẩn A. 
hydrophila cao hơn hẳn, đạt 25,23-25,53 mm. Riêng 
với dung môi chloroform, đường kính vòng kháng 
khuẩn chỉ đạt 9,2 mm. Như vậy, mặc dù có sự chênh 
lệch về kích thước vòng kháng khuẩn của 3 loại dung 
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môi cồn, rượu, nước nhưng sự khác biệt không có ý 
nghĩa về mặt thống kê (p > 0,05). Do đó, chúng tôi sử 
dụng nước làm dung môi pha loãng dịch ép tỏi cho các 
thí nghiệm tiếp theo.

Kết quả thử nghiệm ảnh hưởng của nồng độ pha 
loãng dịch ép tỏi tới khả năng kháng vi khuẩn A. 
hydrophila

Bảng 3: ảnh hưởng của nồng độ pha loãng dịch ép tỏi tới khả năng 
kháng vi khuẩn A. hydrophila

Nồng độ pha 
loãng

Đường kính vòng 
kháng khuẩn

Mức kháng khuẩn 
(theo tiêu chuẩn 
Bauer - Kirby)

1:0 25,97 ± 1,11c Cao
1:1 25,53 ± 1,01c Cao
1:2 19,06 ± 0,61b Trung bình
1:4 14,76 ± 0,91a Trung bình

Số liệu trong cùng một cột có ký hiệu chữ mũ khác nhau thể hiện 
mức sai khác có ý nghĩa thống kê với p < 0,05

Hình 3: đường kính vòng kháng khuẩn của dịch ép tỏi ở các nồng độ khác nhau

Theo Trần Ngọc Hùng, Trương Thị Thành Vinh 
(2014b) [8] thử nghiệm dịch ép tỏi đối với vi khuẩn 
Streptococcus spp gây trên cá trắm cỏ cho thấy: ở nồng 
độ dịch ép 100% thì tỏi có khả năng kháng khuẩn cao 
với đường kính vòng vô khuẩn 20,75 mm, khả năng 
kháng khuẩn giảm dần ở các nồng độ thấp hơn. So 
sánh với kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, 
dịch ép tỏi ở nồng độ 100, 50% có đường kính vòng 
kháng khuẩn cao đạt lần lượt 25,97 và 25,53 mm, sai 
khác không có ý nghĩa thống kê với p > 0,05, từ nồng 
độ 25 xuống 12,5% thì dịch ép tỏi có tính kháng khuẩn 
mức trung bình. Do đó, chúng tôi lựa chọn dịch ép tỏi 
nồng độ 50% để tiến hành thí nghiệm trị bệnh.

Kết quả sử dụng dịch ép tỏi trị bệnh do vi khuẩn 
A. hydrophila gây ra trên cá lóc đen 

Sau khi nuôi thuần, chúng tôi tiến hành cảm nhiễm 
vi khuẩn cho cá, ngày thứ 2 cá bắt đầu nhiễm bệnh. Ở 

CT1 cho cá ăn thức ăn có trộn kháng sinh Tetracyclin 
(150 µg/kg thức ăn) và CT2 cho cá ăn thức ăn tẩm dịch 
ép tỏi nồng độ 50%, cho cá ăn ngày 2 lần với lượng 80 
ml/kg thức ăn. Kết quả thu được về tỷ lệ sống được 
trình bày ở bảng 4.

Bảng 4: tỷ lệ sống của cá ở thí nghiệm trị bệnh

Ngày thí nghiệm
Tỷ lệ sống (%)

CT1 CT2
1 100 100
2 93,33 93,33
3 83,33 83,33
4 83,33 56,67
5 76,67 43,33
6 66,67 33,33
7 66,67 30

Hình 4: hình ảnh cá trước và sau khi phát bệnh

Từ bảng 4 và hình 4 ta thấy, trong 3 ngày đầu, tỷ 
lệ sống của cá ở 2 công thức thí nghiệm không khác 
nhau. Điều này có thể giải thích vì cá được nuôi trong 
điều kiện giống nhau trong một thời gian dài nên khi 
mới cảm nhiễm, sức chịu đựng của chúng là tương 
đương nhau. Tuy nhiên, kể từ ngày thứ 4 trở đi, giữa 2 
công thức có sự khác biệt rõ rệt, tỷ lệ sống có sự chênh 
lệch lớn, ở CT2 là 56,67% trong khi ở CT1 là 83,33%. 
Kết thúc quá trình 7 ngày theo dõi, tỷ lệ sống ở CT1 
đạt 66,67%, trong khi tỷ lệ sống của cá trong CT2 đạt 
30%.
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Năm 2008, Trương Thị Mỹ Hạnh và cs [9] đã 
nghiên cứu khả năng kháng vi khuẩn A. hydrophila  
của dịch ép từ lá hẹ gây bệnh xuất huyết trên cá rô phi. 
Kết quả trị bệnh cá rô phi nhiễm khuẩn A. hydrophila 
trong quy mô phòng thí nghiệm khi sử dụng nước ép 
lá hẹ trộn vào thức ăn viên đạt tỷ lệ sống 50% so với 
lô thí nghiệm. Đối với dịch ép tỏi cũng đã có nhiều 
nghiên cứu về khả năng trị bệnh đối với một số loài 
vi khuẩn khác, như nghiên cứu trị bệnh do vi khuẩn 
Streptococcus spp gây ra trên cá trê lai cho thấy dịch ép 
từ hỗn hợp tỏi và lá húng có tác dụng trị bệnh hiệu quả, 
tỷ lệ sống đạt đến hơn 90% [10]. Nghiên cứu của Trần 
Ngọc Hùng, Trương Thị Thành Vinh (2014a) [6] sử 
dụng dịch ép củ tỏi trị bệnh do vi khuẩn Streptococuss 
spp gây ra trên cá trắm cỏ cho tỷ lệ sống đạt 43,3%. 

Như vậy, so với nghiên cứu của chúng tôi về dịch 
ép tỏi nồng độ 50% trị bệnh lở loét do vi khuẩn A. 
hydrophila trên cá lóc đen với tỷ lệ sống 30% thấp hơn 
các kết quả của nghiên cứu trên. Tuy nhiên, kết quả 
này cũng cho ta cơ sở để tiến hành nghiên cứu các mức 
nồng độ, liều lượng cao hơn để tăng hiệu quả trị bệnh 
đối với vi khuẩn A. hydrophila gây ra trên cá lóc đen. 
Sau mỗi lần cá chết, chúng tôi tiến hành thu mẫu để tái 
phân lập và khẳng định được rằng cá có biểu hiện bệnh 
lý và chết là do vi khuẩn A. hydrophila gây ra. 

Kết luận

1.	Dịch ép các loại thảo dược tỏi, gừng, hẹ và cỏ 
mực có khả năng kháng vi khuẩn A. hydrophila với 
các mức độ khác nhau. Tỏi có đường kính vòng kháng 
khuẩn cao (25,97 mm), gừng, hẹ có tính kháng khuẩn 
trung bình (13,07 và 11,33 mm), còn cỏ mực có tính 
kháng khuẩn kém (9,9 mm).

2.	Dịch ép tỏi pha loãng tỷ lệ pha 1:1 với các dung 
môi: rượu, cồn 95o, nước cất đều có khả năng kháng vi 
khuẩn A. hydrophila với đường kính kháng khuẩn lần 
lượt là 25,27; 25,23 và 25,53 mm, kém nhất là dịch ép 
tỏi với chloroform (chỉ đạt 9,2 mm).

3.	Dịch ép tỏi ở nồng độ 100, 50% có tính kháng 
vi khuẩn A. hydrophila cao nhất với đường kính vòng 
kháng khuẩn lần lượt là 25,53 và 20,13 mm và tính 

kháng khuẩn giảm dần khi nồng độ xuống mức 25; 
12,5% (chỉ đạt mức trung bình).

4.	Dịch ép tỏi pha loãng tỷ lệ 1:1 với nước, trộn vào 
thức ăn lượng 80 ml/kg thức ăn cho cá lóc đen ăn thấy 
có sự phục hồi, tỷ lệ sống 30%
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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
2.11. Caùc lónh vöïc khaùc cuûa khoa hoïc   

kyõ thuaät vaø coâng ngheä

1. Khoa hoïc töï nhieân
1.1.   Toaùn hoïc vaø thoáng keâ
1.2.   Khoa hoïc maùy tính vaø thoâng tin
1.3.   Vaät lyù
1.4.   Hoùa hoïc
1.5.   Khoa hoïc traùi ñaát vaø moâi tröôøng
1.6.   Khoa hoïc söï soáng
1.7.   Khoa hoïc nano 
1.8.   Khoa hoïc tính toaùn
1.9.  Caùc lónh vöïc khaùc cuûa khoa hoïc töï 

nhieân

4. Khoa hoïc noâng nghieäp
4.1.   Troàng troït
4.2.   Chaên nuoâi
4.3.   Thuù y
4.4.   Laâm nghieäp 
4.5.   Thuûy saûn
4.6.   Coâng ngheä sinh hoïc trong noâng   		
	      nghieäp, thuûy saûn
4.7.   Caùc lónh vöïc khaùc cuûa khoa hoïc             	
	      noâng nghieäp 

5. Khoa học xã hội và nhân văn 
5.1. 	 Tâm lý học
5.2. 	 Kinh tế và kinh doanh
5.3. 	 Khoa học giáo dục
5.4. 	 Xã hội học
5.5. 	 Pháp luật
5.6. 	 Khoa học chính trị
5.7. 	 Địa lý kinh tế và xã hội
5.8. 	 Thông tin đại chúng và truyền thông
5.9. 	 Lịch sử và khảo cổ học
5.10. Ngôn ngữ học và văn học
5.11. Triết học, đạo đức và tôn giáo
5.12. Nghiên cứu về khu vực và quốc tế 
5.13. Các lĩnh vực khác của khoa học xã 

hội và nhân văn 
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