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Đặt vấn đề

Bệnh lao vẫn là vấn đề về sức khỏe của các quốc gia 
trên thế giới, bao gồm cả Việt Nam. Đây là bệnh có tỷ lệ tử 
vong cao nhất trong số các bệnh nhiễm trùng trên thế giới. 
Theo Tổ chức y tế thế giới (WHO), năm 2017, Việt Nam 
nằm trong 30 nước có gánh nặng BN lao cao trên thế giới 
và trong nhóm các quốc gia có tỷ lệ BN đa kháng thuốc 
(MDR-TB) cao [1]. Theo Hướng dẫn của Chương trình 
chống lao quốc gia, những BN đã từng điều trị lao nhưng tái 
phát hoặc điều trị thất bại, nếu không xác định là MDR-TB 
thì được chỉ định tái trị bằng thuốc chống lao hàng 1. Hiện 
nay, GenXpertMTB/RIF được đưa vào áp dụng để chẩn 
đoán nhanh vi khuẩn lao, đồng thời xác định nhanh vi khuẩn 
kháng Rifampicin, nếu không kháng Rifampicin BN được 
chỉ định các phác đồ có thuốc chống lao hàng 1. 

Ở Việt Nam, năm 2016, tỷ lệ điều trị thành công ở BN 
lao khoảng 92%, trong đó có 95% BN lao mới điều trị thành 
công, nhưng chỉ có 77% BN tái trị điều trị thành công [2]. 
Câu hỏi đặt ra là, liệu có sự khác biệt về đặc điểm vi khuẩn 
lao phân lập từ BN lao tái trị so với BN lao mới khi cùng 
được chỉ định điều trị bằng thuốc chống lao hàng 1 hay 
không? 

Từ những lý do được đề cập trên đây, chúng tôi tiến hành 
nghiên cứu này nhằm mục tiêu: So sánh đặc điểm các chủng 
vi khuẩn lao thông qua kết quả xét nghiệm vi khuẩn ở BN 
lao phổi mới và lao phổi tái trị được chỉ định điều trị bằng 
thuốc chống lao hàng 1.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu: Nghiên cứu được tiến hành trên 
103 BN lao phổi mới và lao phổi tái trị, điều trị tại Bệnh 
viện Phổi Hà Nội và Bệnh viện 74 Trung ương từ tháng 
3/2017 đến tháng 3/2018, đáp ứng các tiêu chuẩn sau:

- Được chẩn đoán lao phổi mới hoặc lao phổi tái trị có 
bằng chứng vi khuẩn AFB(+) hoặc MGIT BACTEC(+) ở 
các mẫu đờm trước điều trị.

- Lao phổi mới: Chưa từng điều trị lao hoặc mới dùng 
thuốc điều trị <1 tháng.

- Lao phổi tái trị: Đã từng điều trị lao, được chẩn đoán 
lao phổi tái phát hoặc thất bại điều trị.

- Kết quả GenXpert MTB+/RIF- mẫu đờm trước điều trị 
(loại trừ kháng RMP).

- Chỉ định điều trị bằng các thuốc chống lao hàng 1.

Nghiên cứu một số đặc điểm của vi khuẩn lao ở bệnh nhân lao phổi mới
và lao phổi tái trị được chỉ định điều trị bằng thuốc chống lao hàng một
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Tóm tắt:

Mục tiêu của nghiên cứu là đánh giá đặc điểm vi khuẩn lao dựa trên kết quả xét nghiệm vi sinh ở bệnh nhân (BN) 
lao phổi mới và tái trị được chỉ định điều trị bằng thuốc chống lao hàng 1. Phương pháp thực hiện: Nghiên cứu mô 
tả, so sánh kết quả xét nghiệm vi khuẩn lao của BN lao phổi mới và tái trị. Nghiên cứu được tiến hành trên 64 BN lao 
phổi mới, 39 BN lao phổi tái trị điều trị tại Bệnh viện Phổi Hà Nội và Bệnh viện 74 Trung ương. Kết quả cho thấy, 
không có sự khác biệt về kết quả xét nghiệm vi khuẩn lao bằng nhuộm soi trực tiếp và nuôi cấy MGIT BACTEC giữa 
nhóm lao phổi mới và lao phổi tái trị. Tỷ lệ kháng thuốc chống lao hàng 1 của vi khuẩn lao phân lập từ BN lao tái trị 
(53,85%) cao hơn lao mới (21,88%). Mặc dù được loại trừ nhanh đa kháng thuốc bằng GenXpert nhưng có 1 BN lao 
mới và 5 BN lao tái trị được xác định đa kháng thuốc bằng kháng sinh đồ. Qua nghiên cứu có thể kết luận: Vi khuẩn 
lao phân lập từ đờm của nhóm BN lao phổi tái trị có tỷ lệ kháng thuốc chống lao hàng 1 cao hơn nhóm BN lao mới.

Từ khóa: Lao đa kháng thuốc, lao kháng thuốc, lao phổi mới, lao phổi tái trị, vi khuẩn lao.
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- Tuổi từ 16 trở lên.

- Chấp thuận tình nguyện tham gia nghiên cứu.

Phương pháp nghiên cứu: Nghiên cứu tiến cứu có so 
sánh kết quả xét nghiệm vi sinh ở 2 nhóm BN lao mới và lao 
tái trị. Tiến hành thu thập các dữ liệu của BN nghiên cứu, bao 
gồm: 1) Đặc điểm của nhóm BN nghiên cứu: Tuổi, giới, thể lao, 
tiền sử điều trị bệnh lao (đối với bệnh lao tái trị) và các bệnh phối 
hợp; 2) Kết quả xét nghiệm vi khuẩn lao từ bệnh phẩm đờm của 
BN thu thập ở thời điểm trước điều trị, bao gồm: Xét nghiệm vi 
khuẩn lao bằng nhuộm soi trực tiếp, nuôi cấy vi khuẩn lao, chẩn 
đoán nhanh vi khuẩn lao bằng GeneXpertMTB/RIF, kháng sinh 
đồ của M. tuberculosis đối với thuốc chống lao hàng 1.

Các kỹ thuật được áp dụng theo Hướng dẫn của Chương 
trình chống lao quốc gia [1], bao gồm: 

• Xét nghiệm đờm bằng nhuộm soi trực tiếp tại Khoa Vi sinh 
- Bệnh viện Phổi Hà Nội và Bệnh viện 74 Trung ương. 

• Nuôi cấy đờm tìm vi khuẩn lao bằng kỹ thuật MGIT 
BACTEC trên hệ thống BACTEC 960 tại Khoa Vi sinh - Bệnh 
viện Phổi Hà Nội và Bệnh viện 74 Trung ương.

• Định danh xác định vi khuẩn lao từ các mẫu nuôi cấy 
dương tính và phân lập vi khuẩn tại Khoa Vi sinh - Bệnh viện 
Phổi Trung ương.

• Xác định nhanh vi khuẩn lao và tính kháng Rifampicin 
bằng kỹ thuật GenXpertMTB/RIF tại Khoa Vi sinh - Bệnh viện 
Phổi Hà Nội và Bệnh viện 74 Trung ương.

• Xác định tính nhạy cảm của các chủng vi khuẩn M. 
tuberculosis phân lập được bằng kỹ thuật Lowenstein-Jensen 
tại Khoa Vi sinh và Labo lao chuẩn quốc gia - Bệnh viện Phổi 
Trung ương.

Địa điểm thực hiện các xét nghiệm: 

• Các xét nghiệm nhuộm soi trực tiếp, nuôi cấy vi khuẩn 
bằng MGIT BACTEC, GenXpertMTB/RIF: Mẫu đờm của BN 
thu nhận ở bệnh viện nào thì tiến hành xét nghiệm tại Khoa Vi 
sinh của bệnh viện đó.

• Định danh vi khuẩn, phân lập và làm kháng sinh đồ: Các 
mẫu MGIT BACTEC dương tính từ các Bệnh viện Phổi Hà Nội 
và Bệnh viện 74 Trung ương sẽ chuyển về định danh, phân lập 
và làm kháng sinh đồ tại Khoa Vi sinh và Labo lao chuẩn quốc 
gia - Bệnh viện Phổi Trung ương.

So sánh các kết quả xét nghiệm vi khuẩn lao nêu trên nhằm 
bước đầu xác định đặc điểm của vi khuẩn lao gây bệnh ở nhóm 
lao mới và tái trị. 

Xử lý số liệu: Tất cả số liệu được xử lý theo phương pháp 
toán thống kê y học. Xử lý bằng phần mềm SPSS 20.

Vấn đề đạo đức trong nghiên cứu: Nghiên cứu được 

Characteristics of Mycobacterium tuberculosis 
strains on the new and re-treatment pulmonary 
tuberculosis patients assigned to chemotherapy 

by first-line anti-tuberculosis drugs
Thi Luyen Le1*, Thi Hien Trinh1, Van Hung Nguyen2, 

Thi Thu Huyen Pham2, Van Khoa Dang3, Manh Chien Giang3, 
Huu Thuong Pham4, Phuong Hoang Nguyen4

1Faculty of Medicine, Vietnam National University, Hanoi
2Central Lung Hospital
3National K74 Hospital
 4Hanoi Lung Hospital
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Abstract:

Objectives: To assess the characteristics of M. tuberculosis 
strains based on the microbiology tests from the new 
pulmonary tuberculosis and re-treatment pulmonary 
tuberculosis patients, who have been assigned by first-line 
anti tuberculosis drugs. Methods: Perspective descriptive 
study was conducted on 64 new cases and 39 re-treatment 
pulmonary tuberculosis patients assigned for first line anti-
tuberculosis drugs at Hanoi Lung Hospital and National 
K74 Hospital. The microbiology test results of sputum 
smears, culture by MGIT-BACTEC 960, GenXpertMTB/
RIF and Drug Susceptibility Test were compared for the 
new-case and re-treatment pulmonary tuberculosis patient 
groups. Results: There was no significant difference of 
sputum smear results between re-treatment and new-case 
groups. The GU and TTD in MGIT-BACTEC results when 
culturing M. tuberculosis from sputum were widely variable 
between patients in both the groups. The re-treatment group 
had a higher tendency in TTD. Although all patients had the 
results as GenXpertMTB+/RIF- (sensitivity to Rifampicin), 
the drug susceptibility test Lowenstein-Jansen revealed that 
there were some patients with multi-drug resistance to first-
line anti-tuberculosis drugs in both the new-case and re-
treatment TB patient groups (1.56 and 12.82%, respectively). 
The rate of drug resistance to any first-line anti-tuberculosis 
drugs of Mycobacterium tuberculosis strains isolated from 
re-treatment tuberculosis patients is higher than that from 
new cases (53.85 and 21.88%, respectively). Conclusions: 
The Mycobacterium tuberculosis strains isolated from the re-
treatment pulmonary tuberculosis patients had the higher 
rate of drug resistance to first-line anti-tuberculosis drugs 
than that of the new cases.

Keywords: Anti-tuberculosis drug resistance, MDR-TB, 
Mycobacterium tuberculosis, new pulmonary tuberculosis, 
re-treatment tuberculosis.

Classification number: 3.2
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triển khai sau khi được Hội đồng đạo đức trong nghiên cứu 
y sinh học Khoa Y dược - Đại học Quốc gia Hà Nội xét 
duyệt hồ sơ và chấp thuận. Hội đồng đạo đức trong nghiên 
cứu y sinh học nêu trên có mã số IRB-VN01016 do Bộ Y 
tế cấp và IRB0001047 School of Medicine and Pharmacy 
VNU do HHS-OHRP Hoa Kỳ cấp mã số hoạt động. 

BN tuyển chọn vào nghiên cứu đều được thực hiện đầy 
đủ quy trình lấy chấp thuận tham gia nghiên cứu và ký Bản 
chấp thuận tham gia nghiên cứu.

Kết quả nghiên cứu

Đặc điểm nhóm BN nghiên cứu
Bảng 1. Đặc điểm nhóm BN nghiên cứu.

Đặc điểm Lao mới Lao tái trị

Số lượng Tỷ lệ Số lượng Tỷ lệ

Thể lao 64 62,10 39 37,90

Giới (nam) 42 64,62 35 89,74

Bệnh phối hợp 11 17,19 19 48,72

Tuổi 42,84±16,36 50,36±12,62

Bảng 1 cho thấy, BN lao phổi tái trị chiếm tỷ lệ 37,9% 
tổng số BN nghiên cứu, trong đó chủ yếu là lao tái phát (37 
BN). 

Tỷ lệ BN lao tái trị có bệnh phối hợp (48,72%) cao hơn 
BN lao phổi mới (17,19%) (p<0,05). Các bệnh phối hợp chủ 
yếu là viêm dạ dày - tá tràng, đái tháo đường, nghiện rượu.

Tuổi trung bình của nhóm BN lao tái trị cao hơn so với 
nhóm BN lao mới. BN nam chiếm tỷ lệ cao hơn BN nữ ở cả 
2 nhóm lao mới và tái trị. 

Mức độ dương tính của xét nghiệm vi khuẩn lao bằng 
nhuộm soi trực tiếp 

Hình 1 so sánh mức độ dương tính của kết quả xét 
nghiệm vi khuẩn lao bằng nhuộm soi trực tiếp giữa nhóm 
BN lao mới và nhóm lao tái trị.

Tỷ lệ BN có kết quả AFB dương tính mức (1+) là chủ 
yếu ở cả 2 nhóm BN. Không có sự khác biệt rõ rệt giữa 2 
nhóm BN về tỷ lệ của từng mức độ dương tính (p>0,05). 

Kết quả xét nghiệm vi khuẩn lao nuôi cấy bằng kỹ 
thuật MGIT BACTEC

So sánh số đơn vị sinh trưởng (GU - Growth Unit) và 
thời gian cho tín hiệu dương tính (TTD - Time to detection) 
dựa trên kết quả MGIT BACTEC của nhóm lao mới và lao 
tái trị như trong bảng 2.

Bảng 2. Số lượng vi khuẩn và thời gian cho tín hiệu dương tính.

Thể lao

Đơn vị sinh 
trưởng 
(GU)

Thời gian cho tín 
hiệu dương tính 
(TTD - giờ)

Lao mới
(n=64)

Trung vị 398 178

Khoảng giá trị 
(thấp nhất-cao nhất) 80-35978 71-450

Lao tái trị 
(n=39)

Trung vị 399 233

Khoảng giá trị 
(thấp nhất-cao nhất) 95-40401 39-638

P value p>0,05 p>0,05

Có sự dao động lớn giữa các cá thể về các chỉ số GU và 
TTD ở cả 2 nhóm. Không có sự khác biệt về GU trên xét 
nghiệm mẫu đờm của nhóm BN lao phổi mới và lao phổi 
tái trị (p>0,05). TTD của nhóm lao tái trị có xu hướng cao 
hơn lao mới.

Xét nghiệm GenXpertMTB-RIF chẩn đoán nhanh vi 
khuẩn lao và tính kháng Rifampicin

GenXpertMTB/RIF là kỹ thuật nhằm xác định nhanh vi 
khuẩn lao và tính kháng Rifampicin của vi khuẩn lao, thông 
thường hầu hết những trường hợp có kháng Rifampicin được 
xếp vào nhóm MDR-TB vì có kháng đồng thời Rifampicin-
INH, do đó hiện nay áp dụng kỹ thuật GenXpertMTB/
RIF để loại trừ nhanh MDR-TB. Tất cả 103 BN (cả lao 
phổi mới và lao phổi tái trị) đều được chỉ định xét nghiệm 
GenXpertMTB/RIF và 100% mẫu bệnh phẩm đờm cho kết 
quả GenXpert MTB+/RIF- (có vi khuẩn lao trong bệnh 
phẩm và vi khuẩn không kháng Rifampicin).

Kháng sinh đồ xác định tính nhạy cảm của M. 
tuberculosis với các thuốc chống lao hàng 1

Các chủng vi khuẩn sau khi phân lập được tiến hành 
xác định tính nhạy cảm đối với thuốc chống lao hàng 1. 
Trong số các mẫu nuôi cấy bằng MGIT BACTEC dương 
tính, có một số mẫu không phân lập được vi khuẩn lao vì 
bị nhiễm vi khuẩn lao không điển hình (Non-tuberculosis 
mycobacteria-NTM).

5 
 

 
Hình 1. M ức độ AFB (Acid -fast bacillus  - tr ực khu ẩn lao) trong đờm của nhóm BN  
lao mới và lao tái tr ị. 
 T ỷ lệ BN  có kết quả AFB dương tính mức (1+) là ch ủ yếu ở cả 2 nhóm BN . Không 
có sự khác biệt rõ rệt giữa 2 nhóm BN  về tỷ lệ của từng mức độ dương tính (p>0,05).   

K ết quả xét nghiệm vi khuẩn lao nuôi cấy bằng kỹ thuật MGIT BACTEC  
 So sánh số đơn vị sinh trưởng (GU  - Growth Unit) và thời gian cho tín hiệu dương 
tính (TTD  - Time to detection) dựa trên kết quả MGIT BACTEC c ủa nhóm lao mới và lao 
tái trị như trong bảng 2. 
B ảng 2. Số lượng vi khu ẩn và th ời gian cho tín hi ệu dương tính . 

 
Th ể lao Đơn v ị sinh tr ưởng (GU)  

Th ời gian cho tín hiệu 
dương tính ( TTD  - giờ) 

Lao 
mới 
(n=64) 

Trung vị 398 178 

Khoảng giá trị  
(thấp nhất-cao nhất) 80-35978 71-450 

Lao 
tái trị 
(n=39) 

Trung vị 399 233 

Khoảng giá trị  
(thấp nhất-cao nhất) 95-40401 39-638 

P value p>0,05 p>0,05 

   
Có sự dao động lớn giữa các cá thể về các chỉ số GU và TTD  ở cả 2 nhóm. Không 

có sự khác biệt về GU trên xét nghiệm mẫu đờm của nhóm BN  lao phổi mới và lao phổi 
tái trị (p>0,05). T TD  của nhóm lao tái trị có xu hướng cao hơn lao mới.  

Xét nghiệm GenXpertMTB -RIF  chẩn đoán nhanh vi khuẩn lao và tính kháng 
Rifampicin  
 GenXpertMTB/RIF  là kỹ thuật nhằm xác định nhanh vi khuẩn lao và tính kháng 
Rifampicin của vi khuẩn lao, thông thường hầu hết những trường hợp có kháng 
Rifampicin được xếp vào nhóm MDR-TB vì có kháng đồng thời Rifampicin-INH, đó đó 
hiện nay áp dụng kỹ thuật GenXpertMTB/RIF  để loại trừ nhanh MDR-TB.  T ất cả 103 BN  
(cả lao phổi mới và lao phổi tái trị) đều được chỉ định xét nghiệm GenXpertMTB/RIF  và 
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Hình 1. Mức độ AFB (Acid-fast bacillus - trực khuẩn lao) trong 
đờm của nhóm BN lao mới và lao tái trị.
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Bảng 3. Tỷ lệ kháng thuốc bất kỳ và số thuốc kháng của các 
chủng vi khuẩn M. tuberculosis phân lập từ BN xác định bằng 
kháng sinh đồ.

Tình trạng kháng thuốc 
chống lao

Lao mới 
(n=64)

Lao tái trị 
(n=39) Giá 

trị p 
n % n %

Tình trạng 
nhạy cảm/
kháng thuốc 
bất kỳ

Nhạy cảm tất cả 
các loại thuốc 45 70,31 14 35,90 <0,05

Kháng thuốc bất 
kỳ (1 hoặc nhiều 
loại thuốc)

14 21,88 21 53,85

Không phân lập 
được vi khuẩn/
NTM

5 7,81 4 10,26

Số thuốc 
kháng/chủng

Kháng 1 thuốc 7 10,94 8 20,51

Kháng 2 thuốc 6 9,38 7 17,95

Kháng 3 thuốc 0 0,00 0 0,00

Kháng 4 thuốc 1 1,56 5 12,82

Tỷ lệ BN có chủng vi khuẩn lao nhạy cảm ở nhóm lao 
phổi mới (70,31%) cao hơn nhóm lao phổi tái trị (35,90%) 
và ngược lại, tỷ lệ kháng thuốc bất kỳ của BN lao phổi tái trị 
cao hơn lao mới, bao gồm số lượng thuốc bị kháng đối với 
mỗi chủng. Đặc biệt có 6 BN kháng 4 thuốc.

Trên cơ sở kết quả kháng sinh đồ, phân bố tỷ lệ kháng 
từng thuốc và đa kháng thuốc (kháng đồng thời Isoniazid 
và Rifampicin) chống lao hàng 1 ở 103 BN nghiên cứu như 
bảng 4.
Bảng 4. Tỷ lệ kháng của từng thuốc và đa kháng của các chủng 
vi khuẩn M. tuberculosis đối với thuốc chống lao hàng 1.

Kháng với từng thuốc và đa 
kháng thuốc chống lao

Lao mới
 (n=64)

Lao tái trị 
(n=39) Giá 

trị p 
n % n %

Kháng với 
từng thuốc

Isoniazid (INH) 13 20,31 18 46,15 <0,05

Rifampicin (RMP) 1 1,56 5 12,82

Streptomycin (SM) 7 10,94 14 35,90 <0,05

Ethambutol (EMB) 1 1,56 5 12,82

Pyrazinamid (PZA) 1 1,56 4 10,26

Kháng đồng thời RMP và INH 1 1,56 5 12,82

Tỷ lệ kháng với từng loại thuốc ở BN lao tái trị cao hơn 
so với BN lao mới. Kháng INH chiếm tỷ lệ cao nhất ở 2 
nhóm (20,31 và 46,15%), nhóm BN tái trị có tới 35,9% 
BN kháng với SM. Đa kháng thuốc gặp ở BN lao tái trị 
(12,82%) cao hơn lao mới (1,56%). 

Bàn luận	

Kết quả xét nghiệm tìm AFB trong đờm bằng nhuộm soi 
trực tiếp cho thấy không có sự khác biệt về tỷ tệ các mức độ 
dương tính ở nhóm lao phổi mới và lao tái trị. Kết quả này 

khác với các nghiên cứu của Hoàng Hà [3] cho thấy mức độ 
(1+) ở BN lao mới cao hơn lao tái trị và mức độ (3+) ở BN 
lao mới thấp hơn lao tái trị. 

Không có sự khác biệt về kết quả nuôi cấy MGIT 
BACTEC tìm vi khuẩn lao từ bệnh phẩm đờm giữa 2 nhóm 
lao mới và tái trị (bảng 2). Các chỉ số GU và TTD có sự dao 
động lớn giữa các mẫu đờm của BN lao phổi trong cùng một 
nhóm lao mới hoặc tái trị. Nhóm lao tái trị có xu hướng thời 
gian cho tín hiệu dương tính chậm hơn.

Trên cơ sở kết quả kháng sinh đồ ở bảng 3 cho thấy, BN 
lao phổi tái trị có tỷ lệ kháng thuốc bất kỳ (53,85%) cao hơn 
BN lao phổi mới (21,88%). Điều này có thể lý giải rằng vi 
khuẩn lao ở BN tái trị đã có 1 lần chọn lọc kháng thuốc dưới 
tác dụng điều trị lần trước [4]. Kết quả nghiên cứu này so 
với số liệu điều tra quốc gia về kháng thuốc chống lao năm 
2011 cho thấy, BN lao mới có tỷ lệ kháng thuốc bất kỳ là 
32,7% và nhóm lao tái trị là 54,2% [5], như vậy, tỷ lệ kháng 
khuốc chống lao hàng 1 bất kỳ ở nhóm lao mới trong nghiên 
cứu này thấp hơn so với số liệu điều tra quốc gia về kháng 
thuốc năm 2011. 

Tỷ lệ đa kháng thuốc trong nghiên cứu này thấp hơn 
so với kết quả điều tra quốc gia năm 2011 ở nhóm lao mới 
(4%), tái trị (23,3%) [5] và tỷ lệ đa kháng thuốc ở BN lao 
Việt Nam trong Báo cáo của WHO 2017 [1], cũng như so với 
nghiên cứu của một số tác giả trong nước và nước ngoài [3, 
4, 6-8]. Điều đó có thể lý giải là nhóm BN trong nghiên cứu 
này đã được loại trừ các trường hợp kháng Rifampicin (để 
loại trừ đa kháng thuốc) bằng xét nghiệm GeneXpertMTB/
RIF. 

Tỷ lệ chủng vi khuẩn kháng thuốc INH ở nhóm lao mới 
và tái trị (20,31 và 46,15%) tương tự như số liệu điều tra 
quốc gia 2011, nhưng kháng SM (10,94 và 35,90%) thấp 
hơn so với số liệu điều tra quốc gia và nghiên cứu của các 
tác giả khác [3, 5-7]. Điểm lưu ý ở đây là, đối với BN lao 
tái trị tỷ lệ kháng PZA chiếm 10,26% và kháng INH chiếm 
46,15%. Trong khi đó, INH liều cao được chỉ định cho BN 
lao kháng Rifampicin và PZA được dùng cho BN MDR-TB 
trong các phác đồ hiện nay do WHO và Chương trình chống 
lao quốc gia ban hành [9].  

Trong nghiên cứu này, 100% BN đã được xét nghiệm 
GenXpertMTB/RIF cho kết quả xác định nhanh không 
kháng Rifampicin, nhưng kết quả kháng sinh đồ cho thấy 
có 6 BN (lao mới và tái trị) có kháng Rifampicin đồng thời 
kháng INH (MDR-TB) (bảng 4). Tỷ lệ MDR-TB phát hiện 
bằng kháng sinh đồ trong nhóm tái trị là 12,82%, cao hơn 
so với nhóm lao mới (1,56%). Trong nghiên cứu này, những 
BN được xác định MDR-TB phải ngừng phác đồ thuốc 
chống lao hàng 1 chuyển sang phác đồ điều trị MDR-TB. 
Các chủng vi khuẩn này được phân tích sâu hơn bằng các kỹ 
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thuật khác trong nghiên cứu tiếp theo.

Kết quả nghiên cứu này cho thấy, những trường hợp lao 
tái trị cần được làm kháng sinh đồ để xác định tính nhạy 
cảm/kháng thuốc chống lao và chỉ định phác đồ điều trị phù 
hợp, tránh bỏ sót các trường hợp đa kháng thuốc. Mặt khác 
cần tiến hành nghiên cứu sâu hơn về đặc tính vi khuẩn lao ở 
những trường hợp tái trị.

Kết luận

Nghiên cứu so sánh đặc điểm kết quả xét nghiệm vi sinh 
ở BN lao phổi mới và lao phổi tái trị ở thời điểm trước điều 
trị, chúng tôi rút ra những kết luận sau:

1. Không có sự khác biệt về kết quả xét nghiệm vi khuẩn 
lao bằng nhuộm soi trực tiếp và nuôi cấy vi khuẩn lao bằng 
kỹ thuật MGIT BACTEC giữa nhóm BN lao mới và lao tái 
trị.

2. Kết quả kháng sinh đồ với thuốc chống lao hàng 1 cho 
thấy, nhóm BN lao phổi tái trị có tỷ lệ kháng thuốc bất kỳ 
(53,85%) cao hơn nhóm BN lao mới (21,88%). Tỷ lệ kháng 
INH và SM ở BN tái trị tương đối cao và cao hơn nhóm lao 
phổi mới. Có khoảng 10% lao tái trị kháng PZA.

3. Mặc dù được xác định không kháng Rifampicin bằng 
xét nghiệm GenXpertMTB/RIF nhưng có 1,56% số BN lao 
mới và 12,82% số BN lao tái trị được xác định đa kháng 
thuốc bằng kháng sinh đồ.

Kết quả nghiên cứu này cho thấy, vi khuẩn lao phân lập 
ở những BN có tiền sử đã điều trị thuốc chống lao có tính 
kháng thuốc cao hơn và cần phải xác định tính kháng thuốc 
cho những BN lao tái trị. Những kết luận từ nghiên cứu 
bước đầu này phục vụ cho mục tiêu nghiên cứu tiếp theo về 
dược lực học của vi khuẩn lao và đáp ứng lâm sàng trong 
quá trình điều trị lao cho BN lao mới và tái trị bằng thuốc 
chống lao hàng 1.
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Đặt vấn đề

WD là bệnh di truyền chuyển hóa với tỷ lệ mắc vào khoảng 
1/30.000. Bệnh biểu hiện triệu chứng ở hệ thần kinh, tâm thần và 
bệnh lý của gan [1, 2], bao gồm: Viêm gan, xơ gan hoặc các biểu 
hiện liên quan đến thần kinh, tâm thần như rối loạn hệ vận động, 
co cứng, mệt mỏi, lơ mơ, thiếu tập trung… WD do đột biến gen 
ATP7B, mã hóa protein vận chuyển đồng theo cơ chế vận chuyển 
xuyên màng, nhóm P (P-type ATPase) [1, 3, 4]. Gen ATP7B có 21 
exon, kích thước gen khoảng 100 kb. Khung đọc mở dài 4,3 kb mã 
hóa cho sản phẩm protein gồm 1.465 amino acid (aa). Đến nay, 
khoảng hơn 800 đột biến khác nhau đã được phát hiện trên gen 
ATP7B [5, 6]. Đột biến gen ATP7B rất đa dạng, trong đó có một số 
đột biến đặc trưng cho từng chủng tộc [7, 8]. Theo đó, đột biến có 
tần suất bắt gặp cao nhất hiện nay ở người châu Á là R778L (14-
49%) và trên người châu Âu, Địa Trung Hải là H1069Q (30-40%) 
[9, 10]. Ngoài đột biến sai nghĩa là phổ biến, các đột biến khác 
(mất đoạn, lặp đoạn, đột biến vô nghĩa và splice site) cũng có thể 
xảy ra trên gen ATP7B [1, 10]. Vì đột biến có thể xảy ra trên toàn 
bộ gen ATP7B, nên kiểu gen của WD rất đa dạng và chủ yếu gặp 
ở dạng dị hợp tử kép (có hai đột biến dị hợp tử được di truyền từ 
bố và mẹ) [2, 11]. 

WD là một trong những bệnh di truyền gây ra nhiều biến 
chứng phức tạp liên quan đến các bệnh về gan, tâm thần, thần kinh 
và thậm chí có thể gây tử vong, nhưng cũng là bệnh được điều trị 
nội khoa rất hiệu quả [1, 11]. Bởi vậy, chẩn đoán xác định WD có 
ý nghĩa vô cùng quan trọng trong điều trị và tiên lượng bệnh [5, 
12]. Vì các xét nghiệm sinh hóa trong chẩn đoán WD theo thang 
điểm Lepzig [5] có thể cho kết quả dương tính giả hoặc âm tính 
giả, do đó sẽ làm cho tình hình bệnh tật trở nên nghiêm trọng hơn 
hoặc cũng có thể bị bỏ sót dẫn đến BN không có cơ hội được điều 
trị bệnh. Đặc biệt, với những trường hợp biểu hiện bệnh không đặc 
trưng hoặc chưa có triệu chứng lâm sàng của bệnh, việc chẩn đoán 
bệnh sẽ vô cùng khó khăn [5]. Do đó, nghiên cứu được thực hiện 
nhằm chẩn đoán sớm cho các trường hợp mắc WD chưa biểu hiện 
lâm sàng và người mang gen bệnh thông qua sàng lọc đột biến cho 
các thành viên trong gia đình để làm cơ sở cho tư vấn tiền hôn nhân 
và chẩn đoán trước sinh.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng 

43 BN nghi ngờ mắc WD, từ 3 đến 26 tuổi, bao gồm 20 nữ và 
23 nam. BN Wilson được chẩn đoán và điều trị tại Khoa Gan - mật, 
Bệnh viện Nhi Trung ương. 

Áp dụng phương pháp sinh học phân tử 
trong phát hiện sớm người mắc bệnh Wilson 

chưa có triệu chứng lâm sàng và mang gen bệnh
Nguyễn Thị Mai Hương1*, Nguyễn Phạm Anh Hoa2, Nguyễn Thị Phương Mai1, Ngô Mạnh Tiến1, Tạ Thành Văn3, 

Phan Văn Chi4, Trần Vân Khánh3, Ngô Diễm Ngọc1

1Khoa Di truyền và sinh học phân tử, Bệnh viện Nhi Trung ương (NCH)
2Khoa Gan - mật, NCH

3Trung tâm Nghiên cứu gen - protein, Trường đại học Y Hà Nội
4Phòng Nghiên cứu hóa sinh - protein, Viện Công nghệ sinh học (IBT), Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam (VAST)

Ngày nhận bài 18/5/2018; ngày chuyển phản biện 22/5/2018; ngày nhận phản biện 21/6/2018; ngày chấp nhận đăng 27/6/2018

Tóm tắt:

Bệnh Wilson (WD) là bệnh di truyền lặn, do đột biến gen ATP7B nằm trên nhiễm sắc thể làm rối loạn quá trình chuyển hóa đồng. 
Đặc điểm lâm sàng của bệnh rất đa dạng và phức tạp nhưng thường gặp nhất là các bệnh gan và tâm thần, thần kinh. Nếu không 
được phát hiện và điều trị, bệnh nhân (BN) có thể bị tử vong. Nghiên cứu nhằm khảo sát đặc điểm đột biến gen ATP7B trên BN 
mắc WD ở miền Bắc Việt Nam và áp dụng phương pháp phân tích ADN để chẩn đoán sớm cho các thành viên trong gia đình 
BN. Trong nghiên cứu này, nhóm BN gồm 43 người mắc WD được giải trình tự trực tiếp 21 exon và vùng intron bao quanh các 
exon của gen ATP7B để phát hiện đột biến, sau đó các đột biến này sẽ được sàng lọc cho toàn bộ 67 anh, chị, em ruột của BN. 
Kết quả phát hiện được 18 đột biến khác nhau trên gen ATP7B, tỷ lệ đột biến là 91,9%. Đột biến S105X có tỷ lệ phát hiện cao 
nhất (34,9%). Các exon thường xảy ra đột biến nhất là exon 2 (40,7%), exon 16 (11,6%), exon 8 (9,3%), intron 14 (7%), exon 18 
(5,9%). Trên nhóm anh, chị, em ruột của BN, 4/11 (36,4%) trường hợp được xác định bị đột biến đồng hợp tử hoặc dị hợp tử kép 
là người mắc WD chưa có triệu chứng lâm sàng và đã được điều trị sớm ngay sau khi được chẩn đoán xác định; 3/11(27,3%) BN 
đã tử vong; 4/11 (36,4%) BN vẫn đang được theo dõi và điều trị ngoại trú. Kết quả nghiên cứu cho thấy, xét nghiệm di truyền là 
phương pháp duy nhất để chẩn đoán xác định BN mắc WD chưa có triệu chứng và người bị đột biến gen dị hợp tử. 

Từ khóa: Bệnh Wilson, chẩn đoán sớm, đột biến gen ATP7B, người bệnh chưa có triệu chứng.

Chỉ số phân loại: 3.2

*Tác giả liên hệ: Email: nmaihuong@gmail.com
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67 anh, chị, em của BN Wilson được tiến hành phân tích gen 
ATP7B dựa trên đột biến đã xác định được (đột biến đích) trên BN 
Wilson đã biểu hiện bệnh và được xác định kiểu gen trong gia đình 
(ca chỉ điểm).

Phương pháp 

Tách chiết ADN từ máu ngoại vi:

- Mẫu bệnh phẩm: 2 ml máu ngoại vi chống đông EDTA.

- Tách ADN tổng số: ADN tổng số của BN và các thành viên 
trong gia đình được tách bằng Kit tách ADN (QIAamp DNA Blood 
Mini preparation kits, Qiagen, Đức). 

Phân tích gen ATP7B: BN sẽ được giải trình tự trực tiếp toàn 
bộ 21 exon của gen ATP7B sử dụng 25 cặp mồi đặc hiệu (5 cặp mồi 
cho exon 2, mỗi một cặp mồi cho các exon còn lại) để phát hiện đột 
biến. Dựa trên kết quả phân tích gen của BN, các thành viên trong 
gia đình của BN sẽ được khuếch đại và giải trình tự trực tiếp vùng 
gen để sàng lọc đột biến. 

- Phản ứng PCR: Phản ứng có tổng thể tích 25 µl bao gồm 10X 
PCR buffer (Invitrogen, Mỹ), 20mM magnesium chloride, 10µM 
dNTPs, 10µM mồi xuôi và mồi ngược, 5U Taq DNA polymerase 
(Invitrogen, Mỹ) và 50 ng ADN tổng số. Phản ứng PCR được thực 
hiện trên máy ABI GeneAmp PCR system 9700. Chu trình nhiệt 
phản ứng PCR: 95oC - 5 giây, [95oC - 20 giây, 55oC - 20 giây, 72oC 
- 30 giây] x 35 chu kỳ, 72oC - 7 phút. Sản phẩm PCR sẽ được điện 
di trên agarose (1%) và được tinh sạch bằng Kit tinh sạch DNA 
purification Kit (Qiagen, Đức). 

- Giải trình tự gen ATP7B: Sản phẩm tinh sạch tiếp tục được 
sử dụng làm khuôn cho phản ứng giải trình tự gen. Sau đó, sản 
phẩm giải trình tự gen tiếp tục được kết tủa bằng Kit Bigdye 
X.terminator purification (Applied Biosystems, Mỹ). Giải trình tự 
gen sử dụng Kit Bigdye terminator v3.1 cycle sequencing (Applied 
Biosystems, Mỹ) và được thực hiện trên máy ABI PRISM - 3130 
Genetic Analyzer machine (Applied Biosystems, Mỹ). Trình tự 
gen được xử lý bằng phần mềm Sequencing Analysis Software 
v5.3, được phân tích bằng phần mềm Chromas, Seqscape 2.5 và 
so sánh với trình tự chuẩn được công bố trên Ngân hàng gen quốc 
tế NT_024524.

Đạo đức nghiên cứu

Nghiên cứu tuân thủ đạo đức nghiên cứu trong y học. BN và 
người nhà hoàn toàn tự nguyện tham gia vào nghiên cứu và có 
quyền rút lui khỏi nghiên cứu khi không muốn tiếp tục tham gia. 
Các thông tin của BN được đảm bảo bí mật.

Địa điểm nghiên cứu

Nghiên cứu được thực hiện tại Khoa Di truyền và sinh học 
phân tử, Bệnh viện Nhi Trung ương từ tháng 1/2015-12/2017.

Kết quả

Kết quả phân tích đột biến trên BN Wilson

Qua phân tích kết quả đã phát hiện tổng số 18 loại đột biến 
khác nhau (đột biến thay thế, n = 14; đột biến dịch khung, n = 2; 
đột biến vô nghĩa, n = 1; đột biến splice site, n = 1). Tỷ lệ phát hiện 
đột biến trong nghiên cứu là 91,9% (bảng 1). 

Trong số 43 BN tham gia nghiên cứu, có 38 BN (14 BN có đột 
biến đồng hợp tử, 24 BN có đột biến dị hợp tử kép) được xác định 
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Abstract:

Wilson’s disease (WD) is an autosomal recessive disorder of 
the copper metabolism, which is caused by a mutation in the 
copper-transporting P-type ATPase (ATP7B). The mechanism 
of this disease is the failure of hepatic excretion of copper 
to bile, which leads to copper deposits in the liver and other 
organs. This study aimed to identify Wilson asymptomatic 
patients and carriers in their families. Forty-three WD patients 
and their 67 siblings were identified as having ATP7B gene 
mutations. Genomic DNA was extracted from peripheral blood 
samples; 21 exons and exon-intron boundaries of the ATP7B 
gene were analysed by direct sequencing. We recognised 18 
different mutations, accounting for 91.9 %. Mutation S105X 
was determined to have the highest rate (34.9%) in this study. 
The hotspot regions of ATP7B were found at exons 2 (40.7%), 
exon 16 (11.6%), exon 8 (9.3%), intron 14 (7%), and exon 
18 (5.9%). Among 11 homozygote/compound heterozygote 
siblings of the patients with WD, 4 (6%) individuals were 
determined as asymptomatic by screening mutations of the 
probands. In conclusion, 18 different mutations were detected. 
Of this number, mutation S105X is the most prevalent and has 
been considered as a biomarker that can be used in a rapid 
detection assay for diagnosis of WD. Exons 2, 8, 16, and 18, 
and intron 14 should be screened initially for WD patients in 
Vietnam. Four asymptomatic Wilson patients were identified 
by screening mutations of proband would be treated soon and 
so far are healthy. Based on risk profile for WD, genetic testing 
is also useful for asymptomatic diagnosis and treatment.

Keywords: Asymptomatic patients, ATP7B gene mutation, 
early diagnosis, Wilson disease.

Classification number: 3.2
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đột biến trên cả hai alen, 3 BN có đột biến duy nhất, không phát 
hiện đột biến trên alen còn lại, 2 BN không phát hiện đột biến trên 
toàn bộ 21 exon của gen ATP7B.

Đột biến thường xảy ra trên exon 2 (40,7%), exon 16 (11,6%), 
exon 8 (9,3%), intron 14 (7%) và exon 18 (5,9%). Đột biến S105X 
là có tỷ lệ phát hiện cao nhất, chiếm 34,9% (bảng 1). 

Bảng 1. Đặc điểm đột biến gen ATP7B phát hiện trên BN mắc 
WD.

Kết quả phân tích đột biến trên anh, chị, em ruột của BN 
Wilson

Đột biến đã được phát hiện trên BN (đột biến đích) sẽ tiếp tục 
được sàng lọc trên 67 anh, chị, em của BN. 

Bảng 2. Kết quả phân tích gen ATP7B cho anh, chị, em ruột của 
BN Wilson.

Qua phân tích kết quả đã phát hiện 11 (16,4%) trường hợp anh, 
chị, em có đột biến đồng hợp tử hoặc dị hợp tử kép, bao gồm 7 
(10,5%) BN đã có biểu hiện lâm sàng của WD, trong đó 3 BN đã 
tử vong và 4 (6%) trường hợp còn lại chưa có bất kỳ biểu hiện lâm 
sàng của WD; 41 trường hợp có một đột biến dị hợp tử; 15 (22,4%) 
trường hợp không có đột biến (bảng 2). 

Bảng 3. Xét nghiệm cận lâm sàng của 4 trường hợp mắc WD 
chưa có triệu chứng.

Ghi chú: AST (Aspartate Amino Transferase); ALT (Alanin Amino 
Transferase); GGT (Gamma Glutamyl Transferase); PT (Prothrombin); 
Cp (Ceruloplasmin); u-Cu (Urinary copper); s-Cu (Serum copper/day); KF 
(Kayser-Fleicher ring); (-): Âm tính.

Trong số 4 trường hợp được chẩn đoán sớm mắc WD nhưng 
chưa có biểu hiện lâm sàng đều có 2 đột biến dị hợp tử trên 2 alen 
của gen ATP7B. Kết quả xét nghiệm sinh hóa của cả 4 ca được 
phát hiện sớm cho thấy ceruloplasmin giảm mạnh, đồng niệu tăng 
cao và đồng máu có thay đổi nhẹ; 2 ca tăng men gan nhẹ (bảng 3).

Gia đình BN thứ nhất: Gia đình BN có người con gái lớn (II3) 
bị WD được phát hiện năm 9 tuổi. Người em trai của BN được phát 
hiện sớm mắc bệnh nhờ sàng lọc đột biến đích trên cả chỉ điểm, 
tại thời điểm đó người em trai của BN chưa có biểu hiện lâm sàng 
của WD. 

BN (II3) và em trai út (II5) bị đột biến đồng hợp tử S105X. Kết 
quả phân tích gen ATP7B có thể thấy (hình 1), tại vị trí 314 xuất 
hiện duy nhất đỉnh A thay thế cho đỉnh C ở người bình thường. Em 
gái thứ 2 của BN (II4) bị đột biến dị hợp tử. Trên hình ảnh phân tích 
trình tự gen của người em gái thứ 2 của BN nhận thấy trình tự gen 
tại vị trí 314 chỉ có 1 đỉnh C giống với trình tự gen chuẩn. Bố, mẹ 
BN (I1,2) bị đột biến dị hợp tử. Theo đó, trên trình tự gen tại vị trí 
314 sẽ có 2 tín hiệu của nucleotid C và A tại cùng một vị trí. Do đó, 
có thể khẳng định bố mẹ BN là người có gen bệnh.

Gia đình BN thứ hai: Gia đình BN có 2 anh em trai bị WD và 
có kiểu gen dị hợp tử kép S104X/I1148T. Tuy nhiên, người em 
(II4) của BN (II3) chưa có biểu hiện lâm sàng. 

Dạng đột 
biến Đột biến Thay đổi 

nucleotide Exon Tần suất alen bị 
đột biến (n) (%)

Nonsense S105X c.314C>A 2 30 (34,9)
Frameshift V176SfsX28 c.525dupA 2 5 (5,8)

M769HfsX26 c.204dupC 8 2 (2,3)
Missense R778L c.2333G>T 8 4 (4,7)

R765G c.2294A>G 8 2 (2,3)
T850I c.2549C>T 10 4 (4,7)
P992L c.2975C>T 13 3 (3,5)
K1010T c.3029 A>C 13 1 (1,2)
L902P c.2705T>C 11 1 (1,2)
P1052L c.3155C>T 14 1 (1,2)
D1027H c.3081 G>C 14 1 (1,2)
I1148T c.3443T>C 16 7 (8,1)
E1173K c.3517G>A 16 3 (3,5)
P1273G c.3818 C>A 18 1 (1,2)
G1281D c.3842 G>A 18 1 (1,2)
P1273Q c.3818C>A 18 3 (3,5)
L1371P c.4112T.>C 20 4 (4,7)

Splice site IVS14-2A>G c.3244-2A>G Int14 6 (7)
Tổng 79	 (91,9)

Anh, chị, em ruột của BN Đồng hợp tử hoặc dị 
hợp tử kép (n) (%) Dị hợp tử (n) (%) Không phát hiện  

đột  biến (n) (%)

Đã có biểu hiện của bệnh 7 (10,5) - -

Chưa có triệu chứng 4 (6) - -

Không bị bệnh 41 (61,2) 15 (22,4)

Tổng 11 (16,4) 41 (61,2) 15 (22,4)

BN mắc WD chưa có 
triệu chứng

Giới hạn bình 
thường 1 2 3 4

Tuổi/giới 3/nam 7/nam 1/nam 12/nam

Bilirubin - Direct 
(µmol/l) 0,5-6,8 0,75 0,21 3,4 0,43

Bilirubin - Total 
(µmol/l) 3,4-17 2,87 4,01 4 5,46

AST (u/l) <40 37,19 43,29 37,80 33,01

ALT (u/l) <40 32,46 60,01 25,70 54,44

GGT (u/l) <40 20,46 40,44 15,10 87,16

PT% >70% 121,00 94,50 90 87,00

Albumin (g/l) 35-50 29,00 38,94 45 43,39

Total protein (g/l) 60-80 57,80 65,42 71,39

Test Coombs - - - - -

Vòng K-F - - - - -

Cp (mg/dl) ≥20  0,05  0,01 0,028  0,04

u- Cu/day (mg/24h) <0,1 <0,25  0,13 Không có  0,21

s-Cu (umol/l) 12-28  2,7  2,26 Thấp  2,57

Kiểu gen S105X/S105X S105X/I1148T L902P/P1273Q P992L/P992L
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(A)

(B)
Hình 2. Sơ đồ phả hệ và một phần hình ảnh giải trình tự gen 
phát hiện đột biến S105X và I1148T của gia đình BN số 2. (A) 
Phả hệ của gia đình; (B) Hình ảnh giải trình tự gen ATP7B.

Kết quả phân tích trình tự gen của gia đình BN thứ hai (hình 
2) cho thấy, tại vị trí 314 xuất hiện cả hai đỉnh A và C, trong khi ở 
người bình thường chỉ có một đỉnh C, ngoài ra tại vị trí 3443 có 2 
đỉnh T và C, tại vị trí này ở người bình thường chỉ có một đỉnh T. 
Như vậy, BN có 2 đột biến dị hợp tử trên gen ATP7B, c.314C>A 
(S105X) và c.3443T>C (I1148T). Bố, mẹ BN (II1,2) đều là người 
bình thường mang gen ATP7B bị đột biến dị hợp tử.  

Gia đình BN thứ ba: Gia đình BN có người con trai lớn (III3) 
được chẩn đoán mắc WD với biểu hiện lâm sàng là viêm gan mạn 
tính năm 4 tuổi. Em trai BN là người bệnh chưa có biểu hiện lâm 
sàng. 

(A)

(B)
Hình 3. Sơ đồ phả hệ và một phần hình ảnh giải trình tự gen 
phát hiện đột biến L902P và P1273Q của gia đình BN số 3. (A) 
Phả hệ của gia đình; (B) Hình ảnh giải trình tự gen ATP7B.

Kết quả phân tích tự gen ATP7B (hình 3) cho thấy, tại 
vị trí 2705 xuất hiện cả 2 đỉnh T và C, trong khi ở người 
bình thường chỉ có duy nhất đỉnh T, ngoài ra tại vị trí 3818 
cũng có 2 đỉnh C và A, trong khi ở người bình thường chỉ có 
một đỉnh C. Như vậy, cả 2 anh em BN đều bị 2 đột biến dị 
hợp tử trên gen ATP7B, c.2705T>C (L902P) và c.3818C>A 
(P1273Q). Em trai của BN là trường hợp nhỏ tuổi nhất 
(3 tháng) mắc WD. Bố, mẹ BN (III1,2) đều là người bình 
thường mang gen ATP7B bị đột biến dị hợp tử.  

Gia đình BN thứ tư: Gia đình BN có một người con gái 
thứ 2 (IV4) bị WD và đã tử vong do suy gan cấp lúc 14 tuổi. 
Em trai BN là người bị bệnh chưa có triệu chứng lâm sàng.  

(A)

(B)

Hình 1. Sơ đồ phả hệ và một phần hình ảnh giải trình tự gen phát 
hiện đột biến S105X của gia đình BN số 1. (A) Phả hệ của gia 
đình; (B) Hình ảnh giải trình tự gen ATP7B.
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Phân tích trình tự gen mang đột biến đích được xác định trên 
BN đã phát hiện em trai BN có kiểu gen tương tự với BN. Kết 
quả phân tích tính tự gen ATP7B của BN (hình 4) đã chỉ rõ tại vị 
trí 2975 xuất hiện duy nhất đỉnh T thay thế cho đỉnh C ở người 
bình thường. Như vậy, BN bị đột biến đồng hợp tử (c.2975C>T, 
P992L). Chị gái của BN bị đột biến dị hợp tử. Kết quả giải trình tự 
gen ATP7B (hình 4) đã khẳng định BN (IV4) bị đột biến đồng hợp 
tử P992L, chị gái BN (IV3) có đột biến dị hợp tử, người em trai út 
của BN (IV5) bị đột biến đồng hợp tử P992L. Bố, mẹ BN (IV1,2) 
đều là người bình thường mang gen bệnh.

Bàn luận

Tỷ lệ phát hiện đột biến trong nghiên cứu là 91,9%, tương tự 
với tỷ lệ đột biến trong nghiên cứu của Trung Quốc (83,8-94,7%) 
và cao hơn so với tỷ lệ đột biến của Hàn Quốc (75%), Đài Loan 
(65,52%) [8, 13-15]. Trong số 43 BN mắc WD có 2 BN không phát 
hiện đột biến trên cả 2 alen của gen ATP7B. Hai trường hợp này có 
thể có đột biến ở vùng khác, nằm ngoài các exon và vùng tiếp nối 
giữa các exon và intron, chẳng hạn như vùng promoter hoặc các 
vùng intron nằm ở xa các exon của gen ATP7B [16]. Tuy nhiên, cỡ 
mẫu vẫn cần được thu thập nhiều hơn nữa để khái quát được đặc 
điểm đột biến, tỷ lệ đột biến chung của BN mắc WD ở Việt Nam. 

Qua phân tích tỷ lệ 18 đột biến đã được phát hiện trong nghiên 
cứu, đột biến có tần suất cao nhất trong nghiên cứu là S105X, 
chiếm 34,9%. Đây không phải là một đột biến thường gặp ở châu 
Á. Theo đó, R778L là đột biến có tỷ lệ phát hiện cao nhất ở một 
số nước, vùng lãnh thổ trong khu vực châu Á như Trung Quốc 
(30-40%), Đài Loan (43,1%), Hàn Quốc (39,2%) [8, 17, 18]. Tuy 
nhiên, trong nghiên cứu đột biến R778L có tỷ lệ phát hiện rất thấp, 

chỉ chiếm 4,7%. Như vậy, đột biến gen ATP7B trên bệnh nhi mắc 
Wilson ở Việt Nam có thể có nhiều điểm khác biệt so với các y văn 
trên thế giới. Ngoài S105X, một số đột biến khác có tỷ lệ phát hiện 
cao bao gồm: I1148T (8,1%), IVS14-2A>G (7%), V176SfsX28 
(5,8%), L1371P (4,7%) và R778L, T850I, P1273Q (3,5%),. Ngoài 
I1148T là một trong các đột biến có tỷ lệ phát hiện cao ở Trung 
Quốc [10, 16], các đột biến còn lại không phải là đột biến thường 
gặp ở Trung Quốc, Hàn Quốc, Hồng Kông. Các đột biến thường 
gặp ở các quốc gia này là R778L (31,9-37,7%), P992L (11,2%), 
T935M (10%) (Trung Quốc) hoặc R778L (17,3%), P992L 
(13,4%), T1178A (8,7%) (Hồng Kông), R778L, A874V, L1083F, 
D1270S (tần suất của 4 loại đột biến là 55,4% (Hàn Quốc) [10, 14, 
19] hay 2871delC (15,9%), c.1708-5T>G (11%), R778L (13,4%) 
(Nhật Bản) [20]. 

Vùng hot-spot (điểm nóng thường xảy ra đột biến) của gen 
ATP7B trong nghiên cứu cũng khác biệt so với các nước khác ở 
châu Á. Kết quả nghiên cứu cho thấy, đột biến thường xảy ra trên 
exon 2 (40,7%), exon 16 (11,6%), exon 8 (9,3%), intron 14 (7%), 
exon 18 (5,9%). Trong khi đó ở Đài Loan, vùng hot-spot của gen 
ATP7B bao gồm các exon 8, 12, 13, 14, 16 và 18; ở Trung Quốc 
bao gồm các exon 8, 12, 13 và 16 [8, 13, 14]. Các exon trong vùng 
hot-spot nên được ưu tiên sàng lọc đột biến để chẩn đoán WD ở 
Việt Nam, giúp việc chẩn đoán WD được nhanh chóng, tiết kiệm 
hơn. 

Tỷ lệ mắc WD được chẩn đoán sớm và chưa biểu hiện lâm 
sàng trong nghiên cứu là 6% (4/67). Các trường hợp này lần lượt 
có kiểu gen là S105X/S105X, S105X/I1148T, L902P/P1273Q, 
P992L/P992L. Kết quả xét nghiệm sinh hóa cho thấy, 4 trường 
hợp trên đều có ceruloplasmin giảm, đồng niệu/24 giờ tăng cao. 
Trong đó, 2 trường hợp tăng men gan nhưng vẫn chưa đủ tiêu 
chuẩn để chẩn đoán WD theo bảng điểm của Leipzig. Phân tích 
kết quả giải trình tự gen đã phát hiện đột biến trên cả 2 alen của 
gen ATP7B. Với mỗi đột biến, BN sẽ được 2 điểm và khi có 2 đột 
biến BN sẽ được 4 điểm theo bảng điểm Leipzig và hoàn toàn đủ 
tiêu chuẩn chẩn đoán xác định WD [5]. Wilson là bệnh có mối liên 
quan giữa kiểu gen và kiểu hình [14], vì vậy xác định kiểu gen cho 
các trường hợp mắc bệnh chưa có biểu hiện lâm sàng có ý nghĩa 
quan trọng trong thực hành lâm sàng. Dựa trên những triệu chứng 
và biểu hiện trên các ca chỉ điểm giúp bác sỹ tiên lượng bệnh cho 
các ca sàng lọc. Trường hợp thứ nhất có kiểu gen S105X/S105X, 
thuộc nhóm SMs/SMs (BN có hai đột biến nghiêm trọng). S105X 
là đột biến vô nghĩa ảnh hưởng nghiêm trọng đến quá trình tổng 
hợp protein dẫn tới có thể không có sản phẩm dịch mã. Do đó, BN 
Wilson bị đột biến S105X thường có kiểu hình nặng và phát bệnh 
sớm. Trong nghiên cứu, kiểu gen S105X/S105X được phát hiện 
trên BN Wilson có biểu hiện tổn thương gan trên lâm sàng, hoặc 
có thể gặp ở một số trường hợp bệnh cảnh kết hợp giữa bệnh gan 
và thần kinh. Chị gái của trường hợp thứ nhất được phát hiện sớm 
mắc Wilson (kiểu gen S105X/S105X) có biểu hiện lâm sàng nặng, 
bao gồm co cứng cơ, vận động tứ chi khó khăn và cuối cùng bị liệt 
toàn thân, do vậy nếu không được phát hiện sớm, trường hợp này 
có thể sẽ có biểu hiện lâm sàng nặng nề giống chị gái ruột. Anh, 
chị của BN số 2, 3 (kiểu gen S105X/I1148T, L902P/P1273Q) bị 
viêm gan mạn tính, xơ gan và hiện vẫn tiếp tục được điều trị. Mặc 
dù P992L là đột biến sai nghĩa, ít nghiêm trọng hơn các đột biến 

(A)

(B)
Hình 4. Sơ đồ phả hệ và một phần hình ảnh giải trình tự gen 
phát hiện đột biến P992L của gia đình BN số 4. (A) Phả hệ của 
gia đình; (B) Hình ảnh giải trình tự gen ATP7B.
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vô nghĩa và đột biến dịch khung, nhưng với BN số 4 được phát 
hiện sớm WD trong nghiên cứu (kiểu gen P992L/P992L) có một 
chị gái mắc WD và đã tử vong vì suy gan cấp (kiểu gen P992L/
P992L) [14, 21]. Nếu không được phát hiện sớm bằng xét nghiệm 
di truyền, các trường hợp bị Wilson chưa có biểu hiện lâm sàng có 
thể gặp các biến chứng nghiêm trọng tương tự như anh, chị của 
mình. Do đó, việc phát hiện sớm người bị Wilson chưa biểu hiện 
triệu chứng có ý nghĩa vô cùng to lớn trong điều trị dự phòng sớm 
nhằm ngăn chặn các biểu hiện và các biến chứng nghiêm trọng có 
thể xảy ra của bệnh [2, 19].

Rõ ràng, xét nghiệm di truyền là phương pháp đơn lẻ duy nhất 
có thể chẩn đoán xác định WD nếu phát hiện 2 đột biến trên 2 alen 
của gen ATP7B. Xét nghiệm sinh hóa đặc trưng cho WD bao gồm 
xét nghiệm ceruloplasmin và đồng niệu/24 giờ không phải là tiêu 
chuẩn vàng trong chẩn đoán bệnh bởi cerulopalsmin có thể giảm 
trong một số trường hợp như mất protein ở thận hoặc ruột (marked 
renal or enteric protein loss). Hội chứng giảm hấp thu hoặc bệnh 
gan giai đoạn cuối hay bị đột biến gen nằm trên nhiễm sắc thể số 3 
nhưng trong trường hợp này, BN không bị tích tụ đồng. Đặc biệt, 
các xét nghiệm sinh hóa không thể phát hiện được người mắc bệnh 
chưa có triệu chứng lâm sàng cũng như người mang gen bệnh. 

Trong tổng số ca bị Wilson ở trẻ em, trường hợp có ceruloplasmin 
bình thường chiếm 15-36%. Ngoài ra, người mang gen bị đột biến 
dị hợp tử cũng có ceruloplasmin giảm và số này chiếm đến 20% 
[5, 11]. Ceruloplasmin không phải là một tiêu chuẩn đặc hiệu trong 
chẩn đoán người bệnh và người mang gen. Nó có thể được áp dụng 
kết hợp với nhiều xét nghiệm sinh hóa và đánh giá biểu hiện lâm 
sàng, tuy nhiên lúc này BN đã có triệu chứng của bệnh [8, 12, 22, 
23]. Do đó, xét nghiệm di truyền là phương pháp duy nhất để chẩn 
đoán sớm, chẩn đoán xác định và phân biệt bệnh với nhiều bệnh 
lý khác liên quan đến gan và thần kinh. Phát hiện người mang gen 
bệnh chính là cơ sở của tư vấn di truyền và chẩn đoán trước sinh, 
giúp hạn chế tỷ lệ sinh con mắc WD, qua đó nâng cao chất lượng 
sống cho BN và xã hội.  

Nguy cơ mắc bệnh của anh, chị, em ruột của BN là 25%, nguy 
cơ đối với anh, em họ hàng là 12,5%, vì vậy sàng lọc cho các thành 
viên trong gia đình có tiền sử mắc WD là phương pháp chẩn đoán 
bệnh hiệu quả nhất, giúp cho các bác sỹ có thể tiên lượng và đưa 
ra phác đồ điều trị sớm, nhờ đó ngăn chặn các biến chứng nghiêm 
trọng có thể xảy ra, đồng thời tiết kiệm chi phí điều trị cho gia đình 
người bệnh [7, 23, 24]. Bởi trên thực tế ở Việt Nam hầu hết các BN 
Wilson đều đến viện khi đã có biểu hiện lâm sàng của bệnh, hoặc 
BN được phát hiện muộn do lâm sàng của bệnh rất phong phú, dễ 
gây nhầm lẫn hoặc bỏ sót trong chẩn đoán bệnh nếu không được 
khám đúng chuyên khoa [2]. Một số BN có biến chứng nặng như 
suy gan cấp và suy gan tối cấp. BN cần ghép gan cấp cứu để đảm 
bảo tính mạng [5, 6] nhưng quá trình ghép gan cần tìm người hiến 
tạng không bị bệnh hoặc không mang gen bệnh. Do dó, xét nghiệm 
di truyền là phương pháp duy nhất được thực hiện nhằm xác định 
người cho gan phù hợp nhất [24]. 

Kết luận
Tỷ lệ đột biến trên 43 BN Wilson là 91,9% (79/86 alen bị đột 

biến). Đột biến S105X là đột biến thường gặp nhất trong nghiên 
cứu (34,9%), tiếp đến là các đột biến I1148T (8,1%), IVS14-2A>G 

(7%), V176SfsX28 (5,8%) và R778L, T850I, P1273Q (4,7%). 
Vùng hot-spot trên gen ATP7B trong nghiên cứu bao gồm exon 
2 (40,7%), exon 16 (11,6%), exon 8 (9,3%), intron 14 (7%), exon 
18 (5,9%).

Nghiên cứu đã phát hiện 4 trường hợp bị WD nhưng chưa có 
biểu hiện lâm sàng. Các trường hợp này đã được điều trị sớm, 
tránh các biểu hiện lâm sàng và các biến chứng nguy hiểm có thể 
xảy ra của bệnh. Xét nghiệm di truyền là phương pháp duy nhất 
trong chẩn đoán xác định WD, chẩn đoán sớm cho người mắc bệnh 
WD chưa có triệu chứng và người bị đột biến gen dị hợp tử. 
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Đặt vấn đề

Đột tử do tim là một trong những nguyên nhân gây tử 
vong hàng đầu ở Hoa Kỳ, thường do rối loạn nhịp gây ra 
[1]. Trong y học cổ truyền, liệu pháp loa tai đã và đang được 
sử dụng thành công trong hỗ trợ điều trị một số bệnh lý tim 
mạch, trong đó có rối loạn nhịp [1-3]. Tác động của liệu 
pháp loa tai lên hệ tim mạch chủ yếu là thông qua tác động 
trên dây thần kinh X thuộc hệ phó giao cảm do sự phân phối 
phong phú của dây thần kinh này ở tai. Nhiều bằng chứng 
đã chỉ ra kích thích thần kinh X có tác động khá hiệu quả 
trong các bệnh lý rối loạn nhịp [3]. Từ lý thuyết về sự phân 
bố đám rối X ở tai, mối tương quan với nhân bó đơn độc ở 
thân não đến các chứng minh thực tế trên lâm sàng, huyệt 
Tâm tỏ ra là một trong những huyệt có hiệu lực mạnh nhất 
trong tác động lên các nhánh dây X ở tai [4]. Nhĩ áp sử dụng 
hạt dán loa tai là một phương pháp trị liệu được sử dụng 

từ lâu trong y học cổ truyền. Tuy nhiên những nghiên cứu 
về phương pháp này hiện còn khá ít so với nhĩ châm, hiện 
tại đã có một số chứng cứ về hiệu quả của nhĩ áp sử dụng 
hạt dán loa tai trên một số bệnh lý [5, 6]. Mặc dù vậy vẫn 
chưa có nghiên cứu nhĩ áp sử dụng hạt dán loa tai nào thực 
hiện trên huyệt Tâm và so sánh hiệu quả khi tác động trên 
từng bên so với hai bên tai, vì theo y văn: “Dây X phải ảnh 
hưởng mạnh lên nút xoang, có thể làm ngưng tim trong vài 
giây. Dây X trái ức chế chính yếu mô dẫn truyền nhĩ thất và 
gây ức chế nhĩ - thất” [7]. Do vậy, mục tiêu nghiên cứu của 
chúng tôi trong đề tài này là: Khảo sát sự thay đổi TST và 
HA sau sử dụng hạt dán loa tai tại huyệt Tâm tai trái và tai 
phải trên người bình thường khi thực hiện CPT; so sánh sự 
thay đổi TST và HA sau sử dụng hạt dán loa tai huyệt Tâm 
tai trái và tai phải trên người bình thường khi thực hiện CPT; 
khảo sát những tác dụng không mong muốn khi thực hiện 
CPT và khi sử dụng hạt dán loa tai tại huyệt Tâm.

Khảo sát sự thay đổi tần số tim và huyết áp sau nhĩ áp huyệt Tâm 
tai trái và phải trên người bình thường khi thực hiện nghiệm pháp 

kích thích thụ thể lạnh
Nguyễn Văn Huy, Nguyễn Văn Đàn, Trịnh Thị Diệu Thường*

Khoa Y học cổ truyền, Trường Đại học Y dược TP Hồ Chí Minh
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Tóm tắt:

Trong y học cổ truyền, nghiệm pháp tác động lên dây thần kinh X ở loa tai đã và đang được ứng dụng để điều trị 
nhiều bệnh lý liên quan đến rối loạn thần kinh tự chủ. Trong đó, huyệt Tâm ở xoắn tai dưới là một trong những 
huyệt có tác động mạnh nhất lên dây X ở tai. Tuy nhiên, hiện vẫn chưa có nghiên cứu về hiệu quả của liệu pháp nhĩ 
áp sử dụng hạt dán loa tai đối với tần số tim (TST), huyết áp (HA) tại huyệt Tâm và so sánh hiệu quả giữa hai tai. Vì 
thế, câu hỏi nghiên cứu là sử dụng hạt dán loa tai tại huyệt Tâm có làm thay đổi TST và HA trên người tăng hoạt tính 
giao cảm hay không? Tác động đó tại huyệt Tâm giữa hai tai có khác nhau không? Nghiên cứu được thực hiện trên 
60 người khỏe mạnh, chia làm 2 nhóm, mỗi nhóm 30 người, thực hiện nghiệm pháp kích thích thụ thể lạnh (Cold 
Pressor Test - CPT) 2 lần (không có nhĩ áp và sau khi nhĩ áp tại huyệt Tâm tai trái/phải). TST được theo dõi liên tục 
mỗi 30 giây trong 360 giây, HA được theo dõi trước khi làm CPT và ngay sau khi kết thúc CPT. So sánh TST và HA 
trước - sau ở những thời điểm tương ứng trong 2 lần thực hiện CPT trong cùng một nhóm để đánh giá hiệu quả nhĩ 
áp huyệt Tâm từng tai và so sánh sự thay đổi TST và HA giữa hai nhóm để so sánh hiệu quả của nhĩ áp huyệt Tâm 
giữa hai tai. Kết quả cho thấy, ở cả hai nhóm, sau khi nhĩ áp sử dụng hạt dán loa tai, TST theo dõi trong 360 giây khi 
thực hiện CPT lần 2 luôn nhỏ hơn có ý nghĩa thống kê so với CPT lần 1 (p<0,05), trong khi HA thay đổi không có ý 
nghĩa thống kê (p>0,05). Sự thay đổi TST và HA giữa hai lần CPT ở hai nhóm khác nhau không có ý nghĩa thống kê 
(p>0,05). Như vậy, có thể kết luận: Nhĩ áp sử dụng hạt dán loa tai tại huyệt Tâm làm giảm TST, nhưng không làm 
giảm HA trên người tăng hoạt giao cảm do CPT. Hiệu quả làm thay đổi TST của nhĩ áp sử dụng hạt dán loa tai tại 
huyệt Tâm bên trái và bên phải là tương đương nhau.

Từ khóa: Hạt dán loa tai, huyết áp, nghiệm pháp kích thích thụ thể lạnh, nhĩ áp, tần số tim.

Chỉ số phân loại: 3.2
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Đối tượng, phương pháp nghiên cứu

Thiết kế nghiên cứu: Nghiên cứu thử nghiệm lâm sàng, 
so sánh trước - sau. 

Đối tượng nghiên cứu: Áp dụng công thức 

nào thực hiện trên huyệt Tâm và so sánh hiệu quả khi tác động trên từng bên so với hai bên 
tai, vì theo y văn: “Dây X phải ảnh hưởng mạnh lên nút xoang, có thể làm ngưng tim trong 
vài giây. Dây X trái ức chế chính yếu mô dẫn truyền nhĩ thất và gây ức chế nhĩ - thất” [7]. 
Do vậy, mục tiêu nghiên cứu của chúng tôi trong đề tài này là: Khảo sát sự thay đổi TST 
và HA sau sử dụng hạt dán loa tai tại huyệt Tâm tai trái và tai phải trên người bình thường 
khi thực hiện CPT; so sánh sự thay đổi TST và HA sau sử dụng hạt dán loa tai huyệt Tâm 
tai trái và tai phải trên người bình thường khi thực hiện CPT; khảo sát những tác dụng 
không mong muốn khi thực hiện CPT và khi sử dụng hạt dán loa tai tại huyệt Tâm. 

Đối tượng, phương pháp nghiên cứu 

Thiết kế nghiên cứu: Nghiên cứu thử nghiệm lâm sàng, so sánh trước - sau.  

Đối tượng nghiên cứu: Áp dụng công thức � =
����(���)

���
, thay các giá trị tính được cỡ 

mẫu mỗi nhóm là 30 người, tổng cộng là 60 người. 
Tiêu chuẩn chọn: Nam, nữ khỏe mạnh, tuổi từ 18-30 tuổi, chỉ số cơ thể BMI (Body 

Mass Index) từ 18,5-23 (kg/m2); TST 60-100 lần/phút, mạch và TST đi đôi với nhau; 
không rối loạn nhịp, không thiếu máu cơ tim trên ECG; ở trạng thái thoải mái trong ngày 
tiến hành thử nghiệm (đánh giá theo thang điểm DASS 21 với điểm stress < 15 điểm); tự 
nguyện đồng ý tham gia đề tài, được đọc, giải thích tường tận và ký tên vào phiếu đồng ý 
tham gia nghiên cứu. 

Tiêu chuẩn loại trừ: Đang mắc các bệnh có tính chất cấp tính, cường giáp, sốt; sử dụng 
chất kích thích (rượu, bia, cafe, thuốc lá) trong vòng 24 giờ trước khi thực hiện đề tài; chơi 
thể thao, vận động trước khi tiến hành thử nghiệm; phụ nữ có thai hoặc đang hành kinh; sử 
dụng thuốc ảnh hưởng đến nhịp tim và HA trong vòng 1 tháng trước. 

Tiêu chuẩn ngưng nghiên cứu: Xuất hiện các triệu chứng gây khó chịu cho người tình 
nguyện khởi phát ở bất kỳ giai đoạn nào của quá trình nghiên cứu (buồn nôn, đau đầu, 
chóng mặt, khó thở, vã nhiều mồ hôi); người tình nguyện không đồng ý tiếp tục tham gia 
nghiên cứu ở bất kỳ giai đoạn nào của quá trình nghiên cứu. 

Phương pháp can thiệp 
Nhĩ áp: Gắn hạt dán loa tai tại huyệt Tâm ở xoắn tai dưới hai bên, kích thích bằng ấn và 

day huyệt 4 lần, mỗi lần 30 giây với 60 kích thích, khoảng cách giữa mỗi lần là 5 phút. 
CPT: Đối tượng nghiên cứu ngâm cùng lúc 2 chân vào nước ở 7oC sao cho nước ngập 

ngang hai mắt cá chân, được theo dõi bằng nhiệt kế liên tục trong vòng 3 phút. 
Các chỉ số theo dõi: TST được theo dõi liên tục qua máy oxymeter hiệu GIMA; HA 

(bao gồm HA tâm thu - HATT và HA tâm trương - HATTr) được theo dõi bằng máy đo 
HA cánh tay OMRON. 

Xử lý số liệu: Số liệu được xử lý bằng phần mềm STATA 13.0. So sánh TST, HATT và 
HATTr ở hai thời điểm CPT lần 1 và CPT lần 2 trong từng nhóm nghiên cứu bằng phép 
kiểm định phi tham số. So sánh TST, HATT và HATTr trung bình ở hai thời điểm CPT lần 
1 và CPT lần 2 giữa 2 nhóm nghiên cứu bằng phép kiểm Kruskal Wallis. 

Kết quả nghiên cứu 

Đặc điểm chung của các đối tượng trước nghiên cứu (thời điểm T10) 
- Nhóm 1 (nhĩ áp huyệt Tâm tai trái): 15 nam và 15 nữ, tuổi trung bình: 22,97±2,36, 

, thay các giá trị tính được cỡ mẫu mỗi 

nhóm là 30 người, tổng cộng là 60 người.

Tiêu chuẩn chọn: Nam, nữ khỏe mạnh, tuổi từ 18-30 
tuổi, chỉ số cơ thể BMI (Body Mass Index) từ 18,5-23 (kg/
m2); TST 60-100 lần/phút, mạch và TST đi đôi với nhau; 
không rối loạn nhịp, không thiếu máu cơ tim trên ECG; ở 
trạng thái thoải mái trong ngày tiến hành thử nghiệm (đánh 
giá theo thang điểm DASS 21 với điểm stress < 15 điểm); 
tự nguyện đồng ý tham gia đề tài, được đọc, giải thích tường 
tận và ký tên vào phiếu đồng ý tham gia nghiên cứu.

Tiêu chuẩn loại trừ: Đang mắc các bệnh có tính chất cấp 
tính, cường giáp, sốt; sử dụng chất kích thích (rượu, bia, 
cafe, thuốc lá) trong vòng 24 giờ trước khi thực hiện đề tài; 
chơi thể thao, vận động trước khi tiến hành thử nghiệm; phụ 
nữ có thai hoặc đang hành kinh; sử dụng thuốc ảnh hưởng 
đến nhịp tim và HA trong vòng 1 tháng trước.

Tiêu chuẩn ngưng nghiên cứu: Xuất hiện các triệu chứng 
gây khó chịu cho người tình nguyện khởi phát ở bất kỳ giai 
đoạn nào của quá trình nghiên cứu (buồn nôn, đau đầu, 
chóng mặt, khó thở, vã nhiều mồ hôi); người tình nguyện 
không đồng ý tiếp tục tham gia nghiên cứu ở bất kỳ giai 
đoạn nào của quá trình nghiên cứu.

Phương pháp can thiệp

Nhĩ áp: Gắn hạt dán loa tai tại huyệt Tâm ở xoắn tai dưới 
hai bên, kích thích bằng ấn và day huyệt 4 lần, mỗi lần 30 
giây với 60 kích thích, khoảng cách giữa mỗi lần là 5 phút.

CPT: Đối tượng nghiên cứu ngâm cùng lúc 2 chân vào 
nước ở 7oC sao cho nước ngập ngang hai mắt cá chân, được 
theo dõi bằng nhiệt kế liên tục trong vòng 3 phút.

Các chỉ số theo dõi: TST được theo dõi liên tục qua máy 
oxymeter hiệu GIMA; HA (bao gồm HA tâm thu - HATT và 
HA tâm trương - HATTr) được theo dõi bằng máy đo HA 
cánh tay OMRON.

Xử lý số liệu: Số liệu được xử lý bằng phần mềm STATA 
13.0. So sánh TST, HATT và HATTr ở hai thời điểm CPT 
lần 1 và CPT lần 2 trong từng nhóm nghiên cứu bằng phép 
kiểm định phi tham số. So sánh TST, HATT và HATTr trung 
bình ở hai thời điểm CPT lần 1 và CPT lần 2 giữa 2 nhóm 
nghiên cứu bằng phép kiểm Kruskal Wallis.

Kết quả nghiên cứu

Đặc điểm chung của các đối tượng trước nghiên cứu 
(thời điểm T10)

- Nhóm 1 (nhĩ áp huyệt Tâm tai trái): 15 nam và 15 nữ, 

Auricular acupressure effect on 
autonomic responses during cold 
pressor test in healthy volunteers

Van Huy Nguyen, Van Dan Nguyen, 
Thi Dieu Thuong Trinh*

Faculty of Traditional Medicine, Ho Chi Minh city Medicine and 
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Abstract:

In traditional medicine, vagus nerve stimulation 
has been used for  treating some diseases related to 
autonomic dysfunction. The heart is one of the acupoints 
which affect to vagus nerve the most. However, there is a 
lack of the evidence about the effectiveness of auricular 
acupressure with ear seeds at the Heart acupoint and 
the comparison of the effectiveness of the left and right 
Heart acupoints.  This study was conducted to clarify 
these issues via monitoring the heart rate and blood 
pressure of healthy volunteers with cold pressor test. The 
study was implemented on sixty healthy volunteers who 
were divided into 2 groups, being performed cold pressor 
test (CPT) before and after auricular acupressure (AA) 
with ear seeds at the left/right Heart acupoints. The 
heart rate was measured continuously every 30 seconds 
in 360 seconds, and the blood pressure was measured 
before CPT and 3 minutes after CPT started. The results 
exhibited that after AA, heart rate measured during the 
second CPT reduced significantly in comparison with 
the first CPT (p<0.05) in the both groups. There was 
no significant difference in blood pressure between the 
first and the second CPT (p>0.05). And there was no 
significant difference in effectiveness between two groups 
(p>0.05). In conclusion, auricular acupressure with ear 
seeds at the Heart acupoint could decrease the heart 
rate, but did not attenuate blood pressure responses 
during the cold pressor test in healthy volunteers. The 
effectivenesses of the left and right Heart acupoints on 
the heart rate decrement were similar.

Keywords: Auricular acupressure, blood pressure, cold 
pressor test, ear seeds, heart rate. 

Classification number: 3.2
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tuổi trung bình: 22,97±2,36, TST trung bình: 73,07±8,01 
lần/phút, HATT trung bình: 107,63±7,20 mmHg, HATTr 
trung bình: 66,03±4,82 mmHg.

- Nhóm 2 (nhĩ áp huyệt Tâm tai phải): 14 nam và 16 nữ, 
tuổi trung bình: 22,58±2,74, TST trung bình: 76,13±8,37 
lần/phút, HATT trung bình: 108,83±10,93 mmHg, HATTr 
trung bình: 67,34±5,86 mmHg.

- Các chỉ số TST, HATT, HATTr trong giới hạn bình 
thường. Số lượng nam - nữ, tuổi, TST trung bình, HATT 
trung bình và HATTr trung bình giữa hai nhóm khác nhau 
không có ý nghĩa thống kê.

Sự thay đổi TST và HA khi thực hiện CPT lần 1 (bảng 1-3)
Bảng 1. Sự thay đổi TST khi làm CPT lần 1.

Nhận xét: 

- Trong từng nhóm: Trong quá trình làm CPT lần 1 
(ngâm chân trong nước đá liên tục), TST tăng liên tục có 
ý nghĩa thống kê từ giây 0 đến giây 210 từ khi bắt đầu làm 
CPT (p<0,05). Sau khi kết thúc CPT lần 1 được 1 phút (giây 
240) thì TST trở về giá trị gần với giây 0 ban đầu trước khi 
làm CPT (khác biệt không có ý nghĩa thống kê với TST giây 
0 (p>0,05)).  

- Giữa hai nhóm: Sự thay đổi TST trong và sau CPT 
lần 1 giữa hai nhóm khác nhau không có ý nghĩa thống kê 
(p>0,05).
Bảng 2. Sự thay đổi HATT trước, trong và sau CPT lần 1.

T10: Thời điểm lúc nghỉ, T25: Thời điểm khi bắt đầu CPT lần 1, T28: 
Thời điểm kết thúc CPT lần 1 ở giây 180, T33: Thời điểm 5 phút sau CPT 
lần 1, T42: Thời điểm trước khi làm CPT lần 2.

Bảng 3. Sự thay đổi HATTr trước, trong và sau CPT lần 1.

Nhận xét:

- Trong từng nhóm: HATT và HATTr ở các phút 25 
(T25) và phút 28 (T28) tăng có ý nghĩa thống kê so với 
thời điểm phút 10 (T10) (p<0,05). HATT và HATTr giảm 
dần từ phút 25 (T25), trở về bình thường ở phút 33 (T33) 
(p>0,05). Ở phút 42 (T42) (trước khi nhĩ áp), HATT và 
HATTr khác nhau không có ý nghĩa thống kê so với lúc 
nghỉ (T10) (p>0,05). 

- Giữa hai nhóm: Sự thay đổi HATT và HATTr trong và 
sau CPT lần 1 giữa hai nhóm khác nhau không có ý nghĩa 
thống kê (p>0,05).

Sự thay đổi TST và HA trong giai đoạn nhĩ áp sử dụng 
hạt dán loa tai tại huyệt Tâm (bảng 4-6)

Bảng 4. TST trong giai đoạn nhĩ áp huyệt Tâm.

T10: Thời điểm lúc nghỉ; T43t, T43s: Thời điểm trước và sau kích thích 
huyệt lần 1; T48t, T48s: Thời điểm trước và sau kích thích huyệt lần 2; 
T53t, T53s: Thời điểm trước và sau kích thích huyệt lần 3; T58t, T58s: 
Thời điểm trước và sau kích thích huyệt lần 4; T60: Thời điểm kết thúc 
nhĩ áp, bắt đầu CPT lần 2.

Nhận xét:

- Trong từng nhóm: TST thời điểm trước kích thích huyệt 
Tâm (T43t) khác biệt không có ý nghĩa thống kê so với lúc 
nghỉ (T10). TST sau mỗi lần kích thích huyệt thấp hơn có 
ý nghĩa thống kê so với trước kích thích (p<0,05). TST thời 
điểm phút 60 (T60) so với phút 43 (T43t) (sau nhĩ áp so với 

Thời điểm
(giây thứ)

TST nhóm 1 
(lần/phút)

TST nhóm 2 
(lần/phút) Giá trị p Nhóm 1 Nhóm 2 Giữa hai 

nhóm
0 73,4±7,41 75,50±7,95
30 86,53±11,28 83,73±9,10 0-30 <0,05 <0,05 >0,05
60 86,97±11,31 83,47±10,96 0-60 <0,05 <0,05 >0,05
90 85,90±12,75 85,47±13,14 0-90 <0,05 <0,05 >0,05
120 83,47±11,36 86,80±13,97 0-120 <0,05 <0,05 >0,05
150 81,90±10,81 84,60±12,40 0-150 <0,05 <0,05 >0,05
180 83,47±11,36 83,10±13,35 0-180 <0,05 <0,05 >0,05
210 77,93±8,74 78,83±11,51 0-210 <0,05 <0,05 >0,05
240 75,23±9,59 76,97±11,21 0-240 >0,05 >0,05 >0,05
270 74,93±9,15 76,03±9,74 0-270 >0,05 >0,05 >0,05
300 73,10±8,21 74,40±9,64 0-300 >0,05 >0,05 >0,05
330 71,33±7,98 74,27±9,56 0-330 >0,05 >0,05 >0,05
360 72,47±6,52 74,50±8,50 0-360 >0,05 >0,05 >0,05

Thời 
điểm

Nhóm 1 
(mmHg)

Nhóm 2 
(mmHg) Giá trị p Nhóm 1 Nhóm 2

Giữa 
hai 
nhóm

T10 107,63±7,20 108,83±10,93

T25 121,73±10,72 119,20±13,23 T10-T25 <0,05 <0,05 >0,05

T28 114,47±9,56 112,77±11,36 T10-T28 <0,05 <0,05 >0,05

T33 107,90±7,12 107,13±10,49 T10-T33 >0,05 >0,05 >0,05

T42 107,23±5,77 106,80±11,24 T10-T42 >0,05 >0,05 >0,05

Thời 
điểm

Nhóm 1 
(mmHg)

Nhóm 2 
(mmHg) Giá trị p Nhóm 1 Nhóm 2

Giữa 
hai 
nhóm

T10 66,03±4,82 67,34±5,86
T25 78,60±8,67 79,00±6,94 T10-T25 <0,05 <0,05 >0,05

T28 70,33±7,37 73,30±7,43 T10-T28 <0,05 <0,05 >0,05

T33 65,97±5,16 68,37±5,90 T10-T33 >0,05 >0,05 >0,05

T42 66,17±4,58 67,00±5,66 T10-T42 >0,05 >0,05 >0,05

Thời 
điểm

TST Nhóm 1
(lần/phút)

TST Nhóm 2
(lần/phút) Giá trị p Nhóm 1 Nhóm 2 Giữa hai 

nhóm

T10 73,07±8,01 76,13±8,37

T43t 72,80±7,25 74,53±8,01

T43s 63,70±7,14 65,73±7,09

T48t 71,37±7,37 71,30±8,71

T48s 65,3±8,671 66,03±7,23 T43t-T10 >0,05 >0,05 >0,05

T53t 68,20±6,33 69,70±7,63 T43t-T43s <0,05 <0,05 >0,05

T53s 64,23±7,07 65,83±6,41 T48t-T48s <0,05 <0,05 >0,05

T58t 67,20±6,52 70,00±7,66 T53t-T53s <0,05 <0,05 >0,05

T58s 64,30±6,83 66,30±7,90 T58t-T58s <0,05 <0,05 >0,05

T60 67,10±6,70 70,90±8,44 T43t-T60 <0,05 <0,05 >0,05
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trước nhĩ áp) thấp hơn có ý nghĩa thống kê (p<0,05).

- Giữa hai nhóm: Sự thay đổi TST trước và sau mỗi lần 
kích thích huyệt Tâm giữa hai nhóm khác nhau không có ý 
nghĩa thống kê (p>0,05). Sự thay đổi TST trước và sau nhĩ 
áp huyệt Tâm giữa hai nhóm khác nhau không có ý nghĩa 
thống kê (p>0,05).

Bảng 5. HATT trước và sau nhĩ áp huyệt Tâm.

Thời 
điểm

Nhóm 1 
(mmHg)

Nhóm 2 
(mmHg) Giá trị p Nhóm 1 Nhóm 2 Giữa hai 

nhóm

T42 107,23±5,77 107,13±11,03

T59 106,47±5,75 106,97±10,39 T42-T59 >0,05 >0,05 >0,05

T42: Thời điểm trước nhĩ áp, T59: Thời điểm sau nhĩ áp.

Bảng 6. HATTr trước và sau nhĩ áp huyệt Tâm.

Thời 
điểm

Nhóm 1 
(mmHg)

Nhóm 2 
(mmHg) Giá trị p Nhóm 1 Nhóm 2 Giữa hai 

nhóm

T42 66,17±4,58 67,00±5,66

T59 66,57±7,73 68,07±5,82 T42-T59 >0,05 >0,05 >0,05

Nhận xét:

- Trong từng nhóm: HATT và HATTr thay đổi không có 
ý nghĩa thống kê (p>0,05). 

- Giữa hai nhóm: Sự thay đổi HATT và HATTr trước và 
sau nhĩ áp huyệt Tâm giữa hai nhóm khác biệt không có ý 
nghĩa thống kê (p>0,05). 

Sự thay đổi của TST khi làm CPT lần 2 (sau nhĩ áp) so 
với CPT lần 1 (bảng 7-9)
Bảng 7. TST trong hai lần CPT.

Nhận xét:

- Trong từng nhóm: TST trong CPT lần 2 so với CPT 
lần 1 thấp hơn có ý nghĩa thống kê từ giây 0 đến giây 360 
(p<0,05).

- Giữa hai nhóm: Sự thay đổi TST giữa hai lần CPT giữa 
hai nhóm khác nhau không có ý nghĩa thống kê (p>0,05).
Bảng 8. HATT trong hai lần CPT.

Thời 
điểm

Nhóm 1 
(mmHg)

Nhóm 2 
(mmHg) Giá trị p Nhóm 1 Nhóm 2 Giữa hai 

nhóm

T25 121,73±10,72 119,20±13,23

T60 120,83±10,81 116,77± 1,69

T28 114,47± 9,56 112,77±11,36 T25-T60 >0,05 >0,05 >0,05

T63 112,13±7,30 109,33± 1,47 T28-T63 >0,05 >0,05 >0,05

T25: Thời điểm khi bắt đầu CPT lần 1, T60: Thời điểm khi bắt đầu CPT 
lần 2, T28: Thời điểm kết thúc CPT lần 1 ở giây 180, T63: Thời điểm kết 
thúc CPT lần 2 ở giây 180.

Bảng 9. HATTr trong hai lần CPT.

Thời 
điểm

Nhóm 1 
(mmHg)

Nhóm 2 
(mmHg)

Giá 
trị p

Nhóm 
1

Nhóm 
2

Giữa 
hai 
nhóm

T25 78,60±8,67 79,00±6,94

T60 77,67±8,35 77,70±8,47

T28 70,33±7,37 73,30±7,43 T25-T60 >0,05 >0,05 >0,05

T63 69,53±7,35 70,33±9,07 T28-T63 >0,05 >0,05 >0,05

Nhận xét:

- Trong từng nhóm: HATT và HATTr ở CPT lần 2 so với 
CPT lần 1 khác nhau không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). 

- Giữa hai nhóm: Sự thay đổi HATT và HATTr giữa hai 
lần CPT khác nhau không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). 

Bàn luận

Sự thay đổi TST và HA trước và sau nhĩ áp huyệt Tâm

Trong nghiên cứu của chúng tôi, mỗi khi kích thích 
huyệt Tâm, TST giảm rõ rệt, có ý nghĩa thống kê. TST nền 
kết thúc nhĩ áp so với trước nhĩ áp khác nhau có ý nghĩa 
thống kê (p<0,05). HATT và HATTr trước và sau nhĩ áp 
huyệt Tâm không thay đổi. Vì vậy, cả 2 phương pháp thử 
nghiệm đều có hiệu quả làm giảm TST, nhưng không ảnh 
hưởng đến HA. So sánh với nghiên cứu khác khảo sát về 
ảnh hưởng lên huyết động học khi dùng dụng cụ ấn huyệt 
Tâm ở tai của tác giả X.Y. Gao và cộng sự cũng cho kết 
quả tương tự: Giảm TST và không ảnh hưởng đến HA [8]. 
Tuy nhiên, một bài tổng quan của tác giả Campos Filippe 
và cộng sự đã kết luận rằng, tác động lên các nhánh X ở tai 
làm giảm cả TST và HA [9]. Ngoài ra, nghiên cứu về nhĩ 
châm huyệt Tâm ở chuột của tác giả X.Y. Gao và cộng sự 
cho kết quả: TST, HA giảm có ý nghĩa thống kê, trong đó 
điện châm làm giảm TST, HA nhiều hơn [4]. Qua đó có thể 
thấy, sự thay đổi các chỉ số huyết động khi kích thích nhánh 
X ở tai (thông qua huyệt Tâm) phụ thuộc vào rất nhiều yếu 

Thời 
điểm

Nhóm 1 Nhóm 2
Giá 
trị p 
Nhóm 1

Giá 
trị p 
Nhóm 2

Giá trị 
p giữa 
hai 
nhóm

TST trong 
CPT1 (lần/
phút)

TST trong 
CPT2 (lần/
phút)

TST trong 
CPT1 (lần/
phút)

TST trong 
CPT2 (lần/
phút)

0 73,40±7,41 67,1±6,70 75,50±7,95 70,90±8,44 <0,05 <0,05 >0,05

30 86,53±11,28 80,70±9,36 81,73±9,10 78,53±9,38 <0,05 <0,05 >0,05

60 86,97±11,31 83,93±10,60 83,47±10,96 80,47±10,38 <0,05 <0,05 >0,05

90 85,90±12,75 83,93±10,60 85,47±13,14 82,77±12,60 <0,05 <0,05 >0,05

120 83,47±11,36 80,37±11,99 86,80±13,97 83,23±12,12 <0,05 <0,05 >0,05

150 81,90±10,81 79,47±9,92 84,60±12,40 81,93±11,39 <0,05 <0,05 >0,05

180 83,47±11,36 78,23±9,96 83,10±13,35 79,23±11,84 <0,05 <0,05 >0,05

210 77,93±8,74 74,60±9,55 78,83±11,51 75,73±9,46 <0,05 <0,05 >0,05

240 75,23±9,59 71,40±8,56 76,97±11,21 74,27±8,14 <0,05 <0,05 >0,05

270 74,93±9,15 71,60±7,59 76,03±9,747 72,70±8,36 <0,05 <0,05 >0,05

300 73,10±8,21 70,00±7,12 74,40±9,64 70,53±8,50 <0,05 <0,05 >0,05

330 71,33±7,98 68,90±7,38 74,27±9,56 70,77±8,58 <0,05 <0,05 >0,05

360 72,47±6,52 69,33±7,69 73,17±8,09 69,90±8,33 <0,05 <0,05 >0,05
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tố. Liệu pháp nhĩ áp hoặc kích thích huyệt Tâm bằng lực có 
hiệu quả làm giảm TST nhưng không làm thay đổi HA như 
các phương pháp khác.

Sự thay đổi TST và HA giữa kích thích dây X trái và 
phải

Trong nghiên cứu chúng tôi, so sánh về sự thay đổi TST, 
HATT và HATTr trước và sau nhĩ áp huyệt Tâm giữa hai 
nhóm khác nhau không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Từ 
đó cho thấy hiệu quả nhĩ áp huyệt Tâm hai bên, một bên trái 
hoặc một bên phải đều có hiệu quả tương đương. Tìm kiếm 
các bài báo so sánh kích thích dây X trái và phải cho kết quả 
không nhiều, chủ yếu là nghiên cứu trên động vật. Ly ́do của 
việc này là vì tính an toàn trên người [7]. Tác động lên dây 
X trái hoặc phải trực tiếp ở cổ có tác động khác nhau trong 
từng nghiên cứu. Theo tác giả Harald, có thể đó là do sự 
khác nhau về loài có thể dẫn đến phần nào sự khác nhau về 
giải phẫu dây X [7]. Bên cạnh đó còn thấy có sự khác nhau 
giữa kích thích dây X trực tiếp ở cổ so với các nhánh ở tai, 
theo tác giả M. Chen, các nhánh dây X ở tai chỉ là các nhánh 
ngoại vi của dây thần kinh X. Các sợi hướng tâm từ đây tiếp 
nhận nhận tín hiệu, dẫn truyền tín hiệu vào nhân đơn độc để 
phân tích và điều chỉnh. Sau đó tín hiệu sẽ gửi đến tim thông 
qua các sợi ly tâm của dây X cổ hai bên. Vì thế, không giống 
như kích hoạt dây X ở tai, kích hoạt trực tiếp dây X ở cổ có 
thể truyền các tín hiệu điện không đối xứng đến tim và có 
thể dẫn đến các đáp ứng tim mạch khác nhau. Kích thích các 
nhánh dây X ở tai an toàn hơn, kích thích ở tai trái hoặc tai 
phải an toàn và hiệu quả như nhau [10]. 

Sự thay đổi TST và HA giữa CPT lần 1 và CPT lần 2

Qua so sánh giữa hai lần CPT cho thấy, nhĩ áp sư ̉dụng 
hạt dán loa tai huyệt Tâm có thể làm tăng trương lực hệ 
phó giao cảm và làm giảm tác động của hệ giao cảm lên 
tim mạch biểu hiện ở sự giảm TST trong CPT lần 2. Hiệu 
quả giảm TST giữa hai nhóm là tương đương, điều này đã 
được giải thích ở phần trước. Theo tác giả J. Schwartz Peter, 
kích thích sợi hướng tâm phó giao cảm (như trong nghiên 
cứu của nhóm chúng tôi) có thể ức chế dòng giao cảm [11]. 
Điều này có ý nghĩa quan trọng trong nhiều bệnh lý rối loạn 
hệ thần kinh tự chủ, đặc biệt trong bệnh lý tim mạch [9]. 
Với mục đích tác động lên nhánh dây X ở tai qua huyệt 
Tâm, chọn huyệt bên tai trái hoặc tai phải có hiệu quả tương 
đương. Vì vậy, trong điều trị lâm sàng có thể chỉ cần kích 
thích huyệt một bên.

An toàn của CPT và nhĩ áp huyệt Tâm

Không ghi nhận tác dụng không mong muốn nào trong 
quá trình thực hiện CPT và nhĩ áp sư ̉dụng hạt dán loa tai 
huyệt Tâm. Điều này cũng phù hợp với ghi nhận trong các 
nghiên cứu trước [12, 13].

Kết luận 

- TST giảm, HATT và HATTr không thay đổi sau sử 
dụng hạt dán loa tai tại huyệt Tâm tai trái trên người bình 
thường khi thực hiện CPT.

- TST giảm, HATT và HATTr không thay đổi sau sử 
dụng hạt dán loa tai tại huyệt Tâm tai phải trên người bình 
thường khi thực hiện CPT.

- Sự thay đổi TST sau sử dụng hạt dán loa tai tại huyệt 
Tâm tai trái và tai phải trên người bình thường khi thực hiện 
CPT là tương đương.

- Không ghi nhận tác dụng không mong muốn khi thực 
hiện CPT và khi sử dụng hạt dán loa tai tại huyệt Tâm.
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Đặt vấn đề

Vô sinh hiện nay là một vấn đề phổ biến và nhận được 
sự quan tâm ngày càng cao của xã hội. Theo thống kê, từ 
năm 1997 đến nay, trên toàn thế giới có khoảng 5% các cặp 
vợ chồng gặp những vấn đề vô sinh nghiêm trọng và chưa 
giải quyết được. Bên cạnh đó, khoảng 12 đến 28% các cặp 
đôi gặp khó khăn trong việc có con trong ít nhất 1 năm sau 
kết hôn [1]. Có khoảng 20-30% số ca được chuẩn đoán là 
do người chồng, 20-35% là do người vợ và 25-40% là do 
cả hai, trong đó có khoảng 10-20% không xác định được 
nguồn nguyên nhân [2]. Tỷ lệ vô sinh theo thống kê của các 
nhà nghiên cứu trên thế giới ở các thời điểm khác nhau là 
khác nhau. Theo thống kê trên thế giới tỷ lệ vô sinh chiếm 
8-18%, cũng có nghiên cứu thống kê lên tới 40% [3]. Những 
nghiên cứu gần đây cho thấy, cứ 6 cặp vợ chồng lại có một 
cặp có vấn đề về khả năng sinh sản. Ở Australia, theo nghiên 
cứu của Kildea (2000), tỷ lệ vô sinh chiếm 26,3% ở nam 
giới độ tuổi 20-45, còn tại Mỹ theo Wysahk (2001) tỷ lệ này 
là 17,1% [4], trong khi ở giai đoạn 2006-2010 là 9,4% ở 
nam giới độ tuổi 15-44 và 12% ở độ tuổi 25-44 [5].

Theo A. Hellani và cs (2006) [6], ở Ả Rập có khoảng 

10-15% cặp vợ chồng vô sinh, trong đó nguyên nhân do 
nam giới chiếm tỷ lệ 50%. Vấn đề vô sinh cho đến nay còn 
rất phổ biến ở nhiều nước trên thế giới. Tỷ lệ vô sinh trên 
thế giới có xu hướng ngày càng gia tăng [7]. Kết quả nghiên 
cứu cho thấy, có gần 48,5 triệu cặp vợ chồng trên thế giới 
không thể có con sau 5 năm điều trị [8].

Ở Việt Nam, theo một nghiên cứu trên toàn quốc do 
Bệnh viện Phụ sản Trung ương và Trường Đại học Y Hà 
Nội tiến hành với 14.300 cặp vợ chồng trong độ tuổi sinh đẻ 
đại diện cho 8 vùng sinh thái cho thấy, tỷ lệ vô sinh của dân 
số Việt Nam đang ở mức 7,7%. Bên cạnh đó, có đến 50% 
cặp đôi vô sinh có độ tuổi dưới 30. Đây là những con số rất 
đáng báo động vì tỷ lệ vô sinh đang gia tăng rất nhanh theo 
thời gian [9]. 

Hiện nay để xét nghiệm vô sinh với nam giới, bệnh nhân 
thường được chỉ định xét nghiệm tinh dịch đồ. Đây là xét 
nghiệm cần thiết, không quá phức tạp cũng như không tốn 
kém để đánh giá sơ bộ khả năng sinh sản của nam giới. 
Xét nghiệm tinh dịch đồ có thể cho biết các chỉ số như mật 
độ tinh trùng, tỷ lệ sống, tỷ lệ di động, hình thái của tinh 
trùng... Tuy nhiên, hiện nay có nhiều trường hợp có kết 
quả tinh dịch đồ bình thường nhưng vẫn bị vô sinh. Nhiều 
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Tóm tắt:

Đứt gãy ADN tinh trùng hiện nay được biết đến là một trong những nguyên nhân chiếm tỷ lệ không nhỏ trong những 
ca điều trị vô sinh, khoảng 10% những bệnh nhân có kết quả xét nghiệm tinh dịch đồ bình thường nhưng có mức độ 
đứt gãy ADN cao, giảm hiệu quả điều trị vô sinh. Phương pháp xét nghiệm đứt gãy ADN tinh trùng phổ biến nhất 
hiện nay là đếm số lượng tinh trùng sau xử lý với bộ Kit Halotech và thiết lập chỉ số đứt gãy ADN tinh trùng (DFI) 
để đánh giá nhằm tiên lượng cho các biện pháp hỗ trợ sinh sản. Nghiên cứu này nhằm mục đích xây dựng một quy 
trình phù hợp về thời gian và công thức các dung dịch xử lý mẫu từ hóa chất thô nhằm tiết kiệm về mặt tài chính 
so với việc sử dụng bộ Kit thương mại. Mẫu tinh dịch được xử lý song song bằng bộ Kit và phương pháp này để so 
sánh và đánh giá mức độ tin cậy. Kết quả thu được cho thấy, phương pháp này mang lại hiệu quả xử lý tương đối 
đồng nhất với kết quả nhận được từ bộ Kit.

Từ khóa: Đứt gãy ADN tinh trùng, hỗ trợ sinh sản, quy trình mới.
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nghiên cứu đã chỉ ra rằng, không chỉ những đặc điểm hình 
thái của tinh trùng đóng góp vào khả năng thụ tinh mà còn 
bao gồm cả những đặc tính về mặt vật chất di truyền [10]. 

Đứt gãy ADN tinh trùng là một trong những rối loạn vật 
chất di truyền dẫn tới khả năng thụ tinh kém, thai kém phát 
triển hoặc thai dị tật bẩm sinh, dễ sảy thai. Thông thường 
trong trạng thái tự nhiên, đứt gãy ADN thường liên quan 
đến các rối loạn trong hoạt động chết theo chương trình 
hoặc do sự thành thục không thành công của tế bào tinh 

trùng. Bên cạnh đó, các yếu tố bên ngoài cơ thể như chế độ 
dinh dưỡng, hút thuốc, trầm cảm, ma túy, độ tuổi… cũng là 
những nguyên nhân gây ra đứt gãy ADN tinh trùng. Cơ chế 
chính của đứt gãy ADN tinh trùng bao gồm: 1) Quá trình tái 
tổ hợp không hoàn chỉnh khi hình thành tinh trùng; 2) Bất 
thường trong quá trình đóng gói chất nhiễm sắc của tinh 
trùng; 3) Lỗi trong quá trình chết theo chương trình của tế 
bào; 4) Tác động oxy hoá bất lợi [11-15].

Người ta ước tính rằng, khoảng 25% bệnh nhân nam vô 
sinh có mức độ đứt gãy ADN tinh trùng cao [16]. Có rất 
nhiều mối liên hệ giữa đứt gãy ADN tinh trùng và kết quả 
xét nghiệm tinh dịch đồ. Nam giới với kết quả xét nghiệm 
tinh dịch đồ cho tinh trùng có khả năng di động kém thường 
có tỷ lệ đứt gãy ADN tinh trùng cao [17]. Tuy nhiên, tại Việt 
Nam, khoảng 10% bệnh nhân vô sinh có kết quả xét nghiệm 
tinh dịch đồ bình thường có vấn đề với đứt gãy ADN tinh 
trùng [18]. Đứt gãy ADN tinh trùng có hậu quả đặc biệt 
nghiêm trọng trong việc điều trị vô sinh do làm giảm khả 
năng thụ tinh và chất lượng phôi thai [19, 20]. Khi ADN 
đứt gãy tại những vị trí chứa gen liên quan đến khả năng 
sinh sản hay sự phát triển, làm tổ của phôi thì tỷ lệ để có 
được một đứa con là rất thấp. Để đánh giá mức độ đứt gãy 
ADN tinh trùng, người ta sử dụng chỉ số DFI làm thông số 
chuẩn, với: DFI <15% là tỷ lệ đứt gãy ADN tinh trùng thấp; 
DFI 15-30% là tỷ lệ đứt gãy ADN tinh trùng trung bình; 
DFI >30% là tỷ lệ đứt gãy ADN tinh trùng cao [21, 22].

Tỷ lệ đứt gãy này càng cao thì khả năng có con sau khi 
sử dụng các phương pháp hỗ trợ sinh sản càng thấp. Do 
đó, xét nghiệm đứt gãy ADN tinh trùng có vai trò vô cùng 
quan trọng vì chi phí cho các phương pháp hỗ trợ sinh sản 
là tương đối cao.

Trong xét nghiệm đứt gãy ADN tinh trùng có rất nhiều 
phương pháp đánh giá đứt gãy đã được xây dựng và 
công bố như: Sử dụng chất nhuộm acridine orange (AO), 
khảo sát cấu trúc chromatin tinh trùng (Sperm Chromatin 
Structure Assay - SCSA), sử dụng chất nhuộm aniline blue 
(AB), sử dụng chất nhuộm toluidine blue (TB), đánh dấu 
đứt gãy ADN bằng các dUTP (Terminal deoxynucleotidyl 
transferase nick end labeling - TUNEL), điện di tế bào đơn 
(COMET).

Phương pháp xét nghiệm phổ biến nhất hiện nay là 
khảo sát mức độ phân tán chất nhiễm sắc của tinh trùng 
(Sperm Chromatin Dispersion - SCD) được xây dựng bởi 
C. Wegner [22] do đây là phương pháp đơn giản, dễ thực 
hiện với chi phí thấp so với những phương pháp khác và 
hiệu quả cao, phù hợp với điều kiện hiện nay. Tuy nhiên, chi 
phí cho xét nghiệm này ở nước ta hiện còn tương đối cao 
do phải nhập khẩu bộ Kit xử lý từ nước ngoài. Do đó, trong 
nghiên cứu này, chúng tôi đề xuất “Nghiên cứu xây dựng 
quy trình đánh giá mức độ đứt gãy ADN tinh trùng” theo 
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Abstract:

DNA fragmentation is known as a common reason 
contributing a noticeable proportion in infertility 
treatment, approximately 10% of patients who have 
normal semen parameters possesses a high level of DNA 
fragmentation which significantly reduces infertility 
treatment effect. The most common method of testing 
is counting number of sperm processed by Halotech Kit 
and then setting up DNA fragmentation index (DFI) 
to evaluate and anticipate useful assisted reproductive 
technology. This research worked on building up 
a suitable process of timing and required chemical 
solution formula from raw separated chemicals to 
reduce financial cost compared with the commercial 
Kit. Samples were handled parallel by this working 
process and the given DNA Halotech Kit to compare and 
evaluate reliability. Results exhibited that this method 
brought up a processing effect in similar pattern with 
the commercial Kit.
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phương pháp SCD cho kết quả tương đương bộ Kit với độ 
tin cậy cao nhưng giá thành rẻ hơn.

Vật liệu và phương pháp

Thu thập mẫu

Mẫu tinh trùng được thu nhận từ Bệnh viện Nam học và 
hiếm muộn Hà Nội và Trung tâm Mô phôi - Học viện Quân 
y. Tinh dịch cần được lấy bằng tay sau khi vệ sinh bộ phận 
sinh dục (như thủ dâm). Không được dùng bao cao su vì 
trong bao cao su có thể chứa chất diệt tinh trùng. Mẫu thu 
nhận cần được xử lý trong vòng 1 giờ để đảm bảo kết quả 
xét nghiệm tốt nhất. Trong trường hợp cần lưu mẫu lâu dài, 
có thể sử dụng hóa chất bảo quản cung cấp cùng bộ Kit.

Hóa chất và dụng cụ

Hóa chất: Bộ kit Halosperm (bao gồm dung dịch lysis, 
dung dịch acid HCl, agarose, lame kính); nước cất, PBS; 
cồn 70 độ, cồn 90 độ, cồn 100 độ; dung dịch Giemsa 30%; 
các loại hóa chất khác gồm NaCl, EDTA, Tris base, Sodium 
N-Lauroyl Sarcosine (SLS), Dithiothreitol (DTT).

Máy móc và dụng cụ: Pipet, đầu côn, khay ngâm lam; 
lò vi sóng, tủ lạnh, cân điện tử; kính hiển vi quang học độ 
phóng đại 40X; máy đo pH.

Xử lý mẫu với bộ Kit Halosperm Test Kit (Hãng 
Halotech, Anh)

Mẫu tinh dịch sau khi thu nhận và bảo quản được xử lý 
với bộ Kit Halosperm [23] theo quy trình như sau:

Bước 1 - Chuẩn bị thạch:  Đun agarose 1% trong lò vi 
sóng 3 phút, cho đến khi hóa lỏng hoàn toàn agarose, mỗi 
eppendorf chứa 100 µl thạch agarose được sử dụng đo độ 
đứt gãy ADN cho một mẫu tinh dịch. Pha loãng mẫu tinh 
dịch bằng dung dịch PBS sao cho nồng độ khoảng 10 triệu 
tinh trùng/ml tinh dịch. Giữ ống agarose ở nhiệt độ 92°C 
bằng máy ủ eppendorf.

Bước 2 - Chuẩn bị hỗn hợp tinh dịch - thạch: Cho 30 
µl tinh dịch vào ống 100 µl agarose và trộn đều bằng pipet. 
Nhanh chóng thực hiện bước kế tiếp, tránh agarose bị đông. 
Nhỏ một giọt 30 µl hỗn hợp tinh dịch - thạch lên vị trí được 
khoanh tròn trên lam kính, đậy lamen, ấn nhẹ, tránh bọt khí 
xuất hiện. Lam kính được đặt nằm ngang trong suốt quá 
trình thao tác. Đặt tiêu bản vào tủ lạnh 4°C trong 20 phút để 
agarose đông lại.

Bước 3 - Sau khi hỗn hợp tinh dịch - thạch đông lại: Lấy 
tiêu bản ra khỏi tủ lạnh, bỏ lamen bằng cách trượt nhẹ ra, 
để tiêu bản ở nhiệt độ phòng trong 3-5 phút cho đến khi khô 
hoàn toàn.

Bước 4 - Biến tính ADN tinh trùng bằng dung dịch biến 

tính từ bộ Kit: Đặt tiêu bản vào khay chứa dung dịch biến 
tính trong vòng 7 phút.

Bước 5 - Ly giải (lysis) tế bào: Lấy tiêu bản từ dung dịch 
biến tính và đặt vào khay chứa 10 ml dung dịch lysis trong 
25 phút.

Bước 6 - Rửa dung dịch lysis: Sau khi kết thúc bước 
lysis, đặt tiêu bản vào khay chứa nước cất trong 5 phút để 
rửa dung dịch lysis. 

Bước 7 - Khử nước: Khử nước bằng cách lần lượt cho 
tiêu bản vào dung dịch cồn 70, 90 và 100% trong vòng 2 
phút mỗi dung dịch, sau đó để khô tự nhiên.

Bước 8 - Nhuộm tiêu bản: Đặt tiêu bản nằm ngang, nhỏ 
dung dịch Giemsa 30% phủ lên trên bề mặt tiêu bản, để ở 
nhiệt độ phòng trong 10 phút rồi rửa qua nước từ vòi, chú ý 
tránh rửa quá mạnh làm nhạt màu quầng halo.

Bước 9 - Đánh giá kết quả: Quan sát lam kính dưới kính 
hiển vi quang học, đếm ít nhất 500 tế bào tinh trùng có đuôi 
trong tinh dịch để xác định độ đứt gãy ADN của tinh trùng. 
Độ đứt gãy ADN tinh trùng được xác định bằng quầng halo 
của tinh trùng theo Fernandez và cs (hình 1). 

 

Hình 1. Tiêu chí phân loại tinh trùng (TT) sau khi xử lý [23]. 1: 
Tinh trùng có quầng halo lớn (big halo): Kích thước quầng halo 
≥ đường kính ngang của nhân; 2: Tinh trùng có quầng halo vừa 
(medium halo): 1/3 đường kính ngang của nhân < kích thước 
quầng halo < đường kính ngang của nhân; 3: Tinh trùng có quầng 
halo nhỏ (small halo): Kích thước quầng halo ≤1/3 đường kính 
ngang của nhân; 4: Tinh trùng không có quầng halo (without 
halo); 5: Tinh trùng thoái hoá (degraded): Tinh trùng có nhân bắt 
màu kém, không đều.

Xử lý mẫu với phương pháp nghiên cứu

Bước 1: Chuẩn bị mẫu, quan sát mẫu trực tiếp dưới kính 
hiển vi và pha loãng nếu cần thiết với dung dịch PBS (tới 
khi đạt mật độ 10-20 tinh trùng/vi trường hiển vi).

Bước 2: Chuẩn bị gel agarose 1%, đun trong lò vi sóng 
trong 3 phút tới khi hóa lỏng hoàn toàn. Lấy 100 µl agarose 
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vào ống eppendorf, ủ trong máy ủ eppendorf tới 96°C.

Bước 3: Mix đều 30 μl mẫu vào ống eppendorf: Nhanh 
tay thực hiện để tránh bị đông gel.

Bước 4: Trải đều 30 μl hỗn hợp đã mix lên lam kính, đậy 
lamen và làm lạnh ở 4°C trong 30 phút.

Bước 5: Bóc lamen bằng cách miết nhẹ, ngâm lam trong 
denature solution trong 6 phút.

Bước 6: Loại bỏ denature solution, ngâm mẫu trong lysis 
solution trong 16 phút.

Bước 7: Rửa denature solution bằng cách ngâm trong 
nước 5 phút.

Bước 8: Khử nước bằng cồn trong 5 phút. Sau đó để khô 
tự nhiên.

Bước 9: Nhuộm tiêu bản bằng Giemsa (pha loãng tỷ lệ 
1:2) trong 17 phút, rửa Giemsa với nước và để khô tự nhiên 
ở nhiệt độ phòng.

Bước 10: Soi tiêu bản và đếm tỷ lệ tinh trùng dưới kính 
hiển vi. Đếm ít nhất 500 tinh trùng để xác định độ đứt gãy 
ADN. Tiêu chuẩn đánh giá được xác định bằng quầng Halo 
theo Fernandez và cs [23] (hình 2).

Hình 2. Tinh trùng bị ly giải màng tế bào do xử lý lysis solution 
trong 17 phút.

Thống kê số lượng và so sánh tiêu bản

Các mẫu được xử lý với bộ Kit và phương pháp nghiên 
cứu được đếm số lượng tinh trùng theo tiêu chuẩn, sau đó 
được thống kê số lượng và so sánh với phương pháp thống 
kê sinh học bằng Microsoft Excel. Sau khi tính chỉ số DFI, 
hai dãy chỉ số này của 40 mẫu đã xử lý được kiểm tra sai số 
phương sai và áp dụng phương pháp kiểm định  t-test với 
phương sai không bằng nhau.

Kết quả và bàn luận

Kết quả

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã xây dựng được quy 

trình mới dựa trên nền tảng quy trình cung cấp cùng bộ Kit. 
Các bước xử lý đều được kiểm tra và thử nghiệm với các 
mốc thời gian khác nhau nhằm tìm ra thời gian phù hợp mới 
với các loại dung dịch hóa chất được nghiên cứu của chúng 
tôi. 

Quy trình xử lý gồm hai dung dịch chính là denature 
solution và lysis solution. Trong nghiên cứu này, chúng tôi 
đã tham khảo và xây dựng công thức pha hóa chất phù hợp 
cho hai dung dịch trên [6] được trình bày như sau:

Dung dịch denature solution: HCl pha loãng (pha 80 μl 
HCl với 10 ml nước cất để thu được dung dịch denature 
solution).

Dung dịch lysis solution: 1,25M NaCl, 50mM EDTA, 
100mM Tris base, điều chỉnh pH đến 10, thêm 0,01% SLS, 
2 mg/ml DTT, bảo quản lạnh.

Hình 3. Tinh trùng được xử lý 6 phút với denature solution và 16 
phút với lysis solution.

Chúng tôi đã thử nghiệm và đưa ra mức đề xuất thời gian 
xử lý với 2 dung dịch trên gồm 6 phút với denature solution 
và 16 phút với lysis solution (hình 3). Bất kỳ xử lý nào nhiều 
hơn ít nhất 1 phút so với mức đề xuất trên sẽ cho kết quả 
tinh trùng bị ly giải màng tế bào hoặc đứt đuôi số lượng lớn 
(hình 2 và 4).

 

Hình 4. Tinh trùng bị đứt đuôi số lượng lớn.
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Bàn luận

Đối với dung dịch denature solution (bản chất là HCl 
pha loãng), chúng tôi đã tham khảo về ảnh hưởng của việc 
tiền xử lý với dung dịch có tính acid đối với tinh trùng trong 
xét nghiệm SCD. Trong nghiên cứu của Fernandez và cs, 
việc xử lý với dung dịch có tính acid trước khi ly giải giúp 
phân biệt rõ ràng sự khác nhau ở quầng Halo của tinh trùng 
đứt gãy và không đứt gãy. Nghiên cứu này đã khẳng định 
lại vai trò của dung dịch acid loãng trong xét nghiệm đứt 
gãy ADN.

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã xây dựng thành 
công quy trình xử lý Sperm Chromatin Dispersion với hiệu 
quả tương đương như bộ Kit nhưng có giá thành rẻ hơn rất 
nhiều, góp phần làm giảm chi phí xét nghiệm đứt gãy ADN 
tinh trùng. Như trình bày, có thể thấy không có quá nhiều sự 
khác biệt về kích thước và chất lượng quầng Halo giữa tiêu 
bản xử lý bằng bộ Kit và bằng phương pháp nghiên cứu này 
(hình 5 và 6).

Hình 5. Tiêu bản được xử lý 
bằng bộ Kit.

Hình 6. Tiêu bản được xử lý 
bằng phương pháp nghiên cứu.

Để kiểm chứng lại bằng số liệu thực tế, các mẫu sau khi 
được xử lý với hai phương pháp trên được đếm số lượng 
tinh trùng theo tiêu chí trình bày ở hình 1 tối thiểu 500 tế 
bào tinh trùng. 

Chỉ số DFI được sử dụng như tiêu chí so sánh giữa hai 
phương pháp vì nó thể hiện tỷ lệ giữa số lượng tinh trùng 
có ADN bị đứt gãy và tổng số tinh trùng. Sau đó số liệu 
được thống kê số lượng và xử lý với phương pháp kiểm định 
thống kê sinh học. Chỉ số DFI được tính như sau:

8 
 

  

Hình 5. Tiêu bản được xử lý bằng bộ 

Kit. 

Hình 6. Tiêu bản được xử lý bằng 
phương pháp nghiên cứu. 

 Để kiểm chứng lại bằng số liệu thực tế, các mẫu sau khi được xử lý với hai 

phương pháp trên được đếm số lượng tinh trùng theo tiêu chí trình bày ở (hình 1) tối 

thiểu 500 tế bào tinh trùng.  

 Chỉ số DFI được sử dụng như tiêu chí so sánh giữa hai phương pháp vì nó thể 

hiện tỷ lệ giữa số lượng tinh trùng có ADN bị đứt gãy và tổng số tinh trùng. Sau đó số 

liệu được thống kê số lượng và xử lý với phương pháp kiểm định thống kê sinh học. 

Chỉ số DFI được tính như sau: 

 DFI= 
���� ��ỏ������ �� ������ị �� ��ả�
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 (%) 

 Mẫu được thống kê số lượng theo tiêu chí trình bày ở hình 2 với hai phương 

pháp (K - Tiêu bản xử lý bằng bộ Kit; T - Tiêu bản xử lý bằng phương pháp nghiên 

cứu). Phân bố dữ liệu được thống kê trong hình 7. 

  
Hình 7. So sánh phân bố dữ liệu số lượng hai phương pháp. 

Bảng 2. Tiêu bản xử lý với hai phương pháp được đếm số lượng tinh trùng theo 

tiêu chí đã trình bày và thống kê số lượng. 

STT T K T K T K T K T K 

1 154 237 134 59 93 43 83 51 36 110 

2 233 323 105 33 23 20 43 26 96 98 

3 314 241 99 143 33 42 26 31 28 43 

4 145 124 114 74 47 12 34 46 160 244 

5 290 345 73 57 23 24 3 25 111 49 

Mẫu được thống kê số lượng theo tiêu chí trình bày ở 
hình 1 với hai phương pháp (K - Tiêu bản xử lý bằng bộ Kit; 
T - Tiêu bản xử lý bằng phương pháp nghiên cứu). Phân bố 
dữ liệu được thống kê trong hình 7.

 

Hình 7. So sánh phân bố dữ liệu số lượng hai phương pháp.

STT T K T K T K T K T K

1 154 237 134 59 93 43 83 51 36 110

2 233 323 105 33 23 20 43 26 96 98

3 314 241 99 143 33 42 26 31 28 43

4 145 124 114 74 47 12 34 46 160 244

5 290 345 73 57 23 24 3 25 111 49

6 229 208 87 116 26 7 17 36 141 133

7 235 236 153 88 45 21 23 15 44 140

8 203 189 121 81 26 53 44 52 106 125

9 252 254 83 49 25 18 17 45 123 134

10 286 299 51 20 7 13 18 29 138 139

11 280 305 121 40 26 10 15 18 58 127

12 335 237 91 171 10 39 6 14 58 39

13 332 346 40 94 14 10 50 2 64 48

14 360 273 66 70 12 33 10 24 52 100

15 316 228 78 118 20 63 26 21 60 70

16 301 275 90 87 23 10 21 46 65 82

17 303 310 72 70 14 11 23 20 88 89

18 374 320 40 60 12 10 2 2 72 108

19 297 303 81 40 17 11 15 22 90 124

20 333 270 46 75 18 27 15 38 88 90

21 304 259 82 151 28 28 23 11 63 51

22 233 214 106 102 23 61 43 35 95 88

23 215 329 178 81 27 29 13 7 67 54

24 398 202 24 21 18 5 9 10 51 262

25 284 238 30 47 3 23 8 17 175 175

26 323 305 49 11 3 3 24 10 101 171

27 181 228 176 108 15 15 17 11 111 138

28 329 311 75 41 21 32 26 9 49 107

29 337 311 61 99 30 17 15 1 57 72

30 368 344 36 78 3 20 18 12 75 46

31 411 390 14 11 2 5 4 0 69 94

32 386 357 22 79 1 1 6 1 85 62

33 311 240 80 127 14 11 14 17 81 105

34 349 367 44 49 4 13 6 9 97 62

35 405 250 18 152 1 6 3 9 73 83

36 329 310 86 113 26 21 17 32 42 24

37 374 397 40 37 9 9 33 28 44 29

38 288 371 123 40 23 3 15 5 51 81

39 381 393 30 22 9 6 44 63 36 16

40 413 421 15 42 5 3 7 17 60 17

Bảng 1. Tiêu bản xử lý với hai phương pháp được đếm số lượng 
tinh trùng theo tiêu chí đã trình bày và thống kê số lượng.
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Vì P(Ftest) bằng 0,0228<0,05 nên phương pháp kiểm 
định t-test với phương sai không bằng nhau được sử dụng.

Hình 8. Kết quả kiểm định phương sai của hai phương pháp.

Như kết quả thống kê, có thể kết luận được rằng sau khi 
kiểm tra với số lượng tinh trùng và chỉ số DFI, không thấy 
có sự khác biệt mang ý nghĩa thống kê giữa hai phương 
pháp này (bảng 1, hình 8). Do đó, phương pháp nghiên cứu 
của chúng tôi có tiềm năng cao thay thế cho bộ Kit nhằm tiết 
kiệm chi phí xét nghiệm.

Kết luận

Đã xây dựng thành công quy trình đánh giá mức độ đứt 
gãy ADN tinh trùng.
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Đặt vấn đề

HP là xoắn khuẩn gram âm có liên quan chặt chẽ với các 
bệnh đường tiêu hóa. Đặc biệt, Tổ chức Y tế thế giới (WHO) 
đã phân loại HP là nguyên nhân loại I dẫn đến ung thư dạ 

dày [1]. Phác đồ điều trị HP thường kết hợp các loại thuốc 
khác nhau như: Thuốc kháng sinh, ức chế bơm proton, khóa 
thụ thể H2 và các muối bismuth mang lại hiệu quả lên đến 
90% [2-3]. Tuy nhiên, khi điều trị theo các phác đồ kháng 

Đánh giá khả năng ức chế vi khuẩn Helicobacter pylori 
của một số dịch chiết thảo dược Việt Nam
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Tóm tắt:

Cao chiết methanol và ethyl acetat của 30 thảo dược, đạt hàm lượng 3,43-35,29%, được đánh giá khả năng ức chế 
sự phát triển của vi khuẩn Helicobacter pylori (HP). Khảo sát sự có mặt của 3 chất đã được chứng minh có tác 
dụng ức chế HP gồm quercetin, berberin và acid glycyrrhizic bằng phương pháp sắc ký lớp mỏng cho thấy berberin 
phổ biến hơn 2 chất còn lại (20/30 loài thảo dược). 10/30 thảo dược ức chế mạnh sự phát triển của vi khuẩn  HP với 
đường kính vòng kháng khuẩn 12-42 cm, trong đó, 8/10 loài chứa berberin và 7/10 loài chứa quercetin. Trong đó, 
cao chiết đỗ rừng và trầu không chứa nhiều chất khác quercetin, berberin và acid glycyrrhizic nên được lựa chọn để 
chiết tách và phân lập các hợp chất tiềm năng cho thử nghiệm tác dụng ức chế HP trong các nghiên cứu tiếp theo.

Từ khóa: Dịch chiết, helicobacter pylori, thảo dược, ức chế.
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Abstract:

Ethyl acetate and methanol extracts of 30 Vietnamese medicinal plants with dry weight contents ranging around 
3.43-35.29% were evaluated for the inhibition ability on Helicobacter pylori (HP). Analyses regarding the presence 
of three previously identified anti-HP compounds including quercetin, berberine and glycyrrhizic acid by thin layer 
chromatography indicated that berberine was the most common compound (20/30 plants). Ten of these 30 plants 
showed anti-HP activities, with inhibition zones from 12 to 42 cm, 8 of which contained berberine, and 7 of which 
comprised quercetin. Two plants, wild-bean and Piper betle showed significant activities against HP; therefore, they 
were identified to be further extracted and isolated to find potential compounds for HP inhibitory effect.

Keywords: Extract, HP, inhibiton, medicinal plants.
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sinh dẫn đến một số tác dụng phụ không mong muốn, như 
loạn khuẩn đường ruột, nhiễm khuẩn các cơ quan, đặc biệt 
là hiện tượng kháng kháng sinh của các chủng HP ngày càng 
tăng [4]. Những liệu pháp điều trị thay thế phát triển từ việc 
sử dụng thảo dược trong y học dân gian được nghiên cứu 
để tìm ra chất ức chế HP mới. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra 
tác dụng ức chế HP của nhiều loại thực phẩm sử dụng trong 
đời sống hàng ngày như quế, việt quất, bông cải xanh và tỏi 
[5]. Đáng chú ý, nhiều dịch chiết từ những loài thực vật đã 
được chứng minh là có hoạt tính ức chế khuẩn như Rheum 
palmatum, Rhus javanica, Coptis và Eugenia caryophyllata 
ở Trung Quốc; Myroxylon peruiferum ở Brazil; wasabi ở 
Hàn Quốc và Nhật Bản [6]. Trong bài báo này, chúng tôi 
báo cáo về kết quả tách chiết 30 loài thảo dược sử dụng 
trong chữa bệnh dạ dày và khả năng ức chế chủng HP của 
các dịch chiết này.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Nguyên liệu và hóa chất

Nguyên liệu: 30 mẫu thảo dược của Việt Nam được cung 
cấp bởi Viện Dược liệu ở dạng khô và bảo quản ở 4oC. Tên 
dược liệu và các bộ phận thu hái được thống kê ở bảng 1.

Hóa chất được sử dụng trong thí nghiệm này bao gồm 
các loại dung môi hữu cơ dùng cho tách chiết như ethyl 
acetat, methanol, n-hexan, dichlormethane và bản sắc ký 
lớp mỏng. Chất chuẩn quercetin-Q, berberin-B và acid 
glycyrrhizic-G được cung cấp bởi hãng Sigma.

Phương pháp nghiên cứu

Phương pháp chiết xuất: Các mẫu thảo dược được 
nghiền thành bột mịn rồi chiết lần lượt với 2 loại dung môi 
ethyl acetat và methanol [7]. Trước hết, 5 g bột khô của 
mỗi mẫu dược liệu được ngâm chiết trong 200 ml dung môi 
ethyl acetat ở nhiệt độ phòng. Sau 24 giờ, hỗn hợp được ly 
tâm ở 4.000 vòng/phút trong 5 phút để thu dịch nổi (dịch 
chiết ethyl acetat). Phần cặn được tiếp tục chiết với 200 ml 
dung môi methanol bằng cách lặp lại các bước ngâm chiết 
và ly tâm như trên để thu dịch chiết methanol. Mỗi loại dịch 
chiết ethyl acetat và methanol được làm bay hơi dung môi 
hoàn toàn bằng máy cô quay chân không đến cao chiết có 
khối lượng không đổi, rồi bảo quản ở -20°C cho đến khi thử 
hoạt tính. 

Phương pháp điều chế tách chất béo của dịch chiết trầu 
không và đỗ rừng: Các dịch chiết ethyl acetate và methanol 
từ 5 g mỗi loại thảo dược bột trầu không hoặc đỗ rừng được 
gộp lại và cô quay đến khi còn khoảng 10 ml. 1 g silicagel 
được cho vào mỗi dịch chiết cô đặc và để khô hoàn toàn. 
Sau đó, 20 ml n-hexan được bổ sung vào hỗn hợp dịch chiết 
- silicagel và lắc đều trong 20 phút, ly tâm thu dịch trong 
được phân đoạn n-hexane. Phần cặn silicagel còn lại tiếp tục 

được hòa tan trong 20 ml dichloromethane và ly tâm để thu 
phân đoạn dichloromethane. Phần cặn silicagel còn lại được 
lặp lại tương tự, liên tiếp với ethyl acetate và methanol để 
thu tiếp hai phân đoạn ethyl acetate và methanol.

Phương pháp sắc ký bản mỏng: Cao dịch chiết được 
hòa tan lại trong dung môi ethyl acetat hoặc methanol ở 
nồng độ 30 mg/ml. Các chất chuẩn được hòa tan trong dung 
môi methanol ở nồng độ 3 mg/ml. Các dịch chiết và dung 
dịch chất chuẩn được chấm lên bản sắc ký silicagel pha 
thuận với các hệ dung môi khai triển gồm: (1) toluen:ethyl 
acetat:aceton:acid formic (TEAF-5:3:1:1); (2) butanol-acid 

STT Tên khoa học Tên 
thường gọi 

Bộ phận 
dùng

Cao 
EtOAc 
(%)

Cao MeOH 
(%)

Tổng 
(%)

1 Saussurea lappa 
Clarke

Bắc mộc 
hương Rễ 4,36 9,3 13,66

2 Paeonia lactiflora 
Pall Bạch thược Rễ 1,09 6,03 7,12

3
Atractylodes 
macrocephala 
Koidz

Bạch truật Thân rễ 2,25 5,69 7,94

4 Taraxacum offcinal 
Wig

Bồ công 
anh

Thân, cành, 
lá, hoa 2,64 5,2 7,84

5 Glycyrrhiza 
glabra L Cam thảo Rễ 9,51 12,59 22,1

6 Ampelopsis 
cantoniensis Chè dây Cành, lá (chủ 

yếu) 13,11 7,58 20,69

7 Oldenlandia 
eapitellata Kunteze Dạ cẩm Lá và ngọn 1,41 2,41 3,82

8 (Chưa xác định) Đỗ rừng Hạt 14,8 20,39 35,19

9 Allium cepa L Hành tây 
tím Thân rễ 1,64 6,31 7,95

10 Allium ascalonicum Hành tím Thân rễ 1,96 9,26 11,22

11 Oroxylum indicum L Hoàng bá 
nam Vỏ thân 0,91 10,42 11,33

12
Astragalus 
membranaceus 
(Fisch)

Hoàng kỳ Rễ 3,64 8,25 11,89

13 Coptis teeta Wall Hoàng liên Rễ 4,56 16,84 21,4

14 Lonicera japonica 
Thumb

Kim ngân 
hoa Hoa chớm nở 2,42 15,85 18,27

15 Ardisia silvestris Lá khôi Lá 5,67 4,71 10,38

16 Forsythia suspensa 
Vahl Liên kiều Quả 13,11 13,29 26,4

17 Aloe vera L var Lô hội Nhựa cây 4,75 27,3 32,05

18 Croton tonikensis 
Gagnep

Nam khổ 
sâm Rễ 2,63 2,68 5,31

19 Curcuma zedoaria 
Berg.Rosc. Nghệ đen Rễ (củ) 2,04 9,71 11,75

20 Curcuma longa L Nghệ vàng Củ 8,38 24,98 33,36

21 Cyrtomium fotunei 
J.Smi Quán chúng Thân rễ 4,59 24,62 29,21

22 Cinnamomum 
loureiroi Quế Cành 4,37 7,89 12,26

23 Amonum 
Xanthiodes Wall Sa nhân Quả 3,05 7,58 10,63

24
Pophora 
subprosrlata Chu 
etT. Chen

Sơn đậu căn Rễ 1,5 5 6,5

25 Cimicifuga foetida 
L Thăng ma Rễ 1,04 2,39 3,43

26 Smilax grabra Thổ phục 
linh Rễ 1,54 15,57 17,11

27 Caesalpinia sappan Tô mộc Gỗ thân 4,55 10,38 14,93

28 Strobilanthes 
flaccidifolius Nees Tràm Lá và thân rễ 4,62 14,92 19,54

29 Pericarpium Citri 
deliciosae Trần bì Vỏ quả 1,23 20,39 21,62

30 Piper betle L Trầu không Lá 4,3 11,42 15,72

Bảng 1. Kết quả hàm lượng cao chiết thu được từ 30 thảo dược.
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acetic-H2O; (3) cloroform-acid acetic-methanol-H2O. Sắc 
ký đồ được quan sát dưới đèn UV ở bước sóng 254 nm và 
365 nm để phát hiện và so sánh các băng chất với các chất 
chuẩn.

Phân lập chủng vi khuẩn và phương pháp nuôi cấy: 
Mẫu sinh thiết được nhuộm Giemsa xác định sự có mặt 
của vi khuẩn HP. Mẫu dương tính được nghiền nát bằng 
chày nghiền và được cấy vào môi trường thạch máu cừu 
5% và kháng sinh chọn lọc cho phân lập HP (Helicobacter 
pylori Selective Suppliment) [8]. Các đĩa thạch được ủ ở 
370C trong điều kiện vi hiếu khí tạo bởi túi tạo môi trường 
GasPakTM (BD). Kết quả được đọc sau 7 ngày với sự xuất 
hiện của các khuẩn lạc nhỏ, trong suốt, đường kính 1-2 mm. 
Các thử nghiệm được sử dụng để tiếp tục xác định vi khuẩn 
HP bao gồm nhuộm Gram, khả năng sinh các enzym urease, 
catalase, oxidase và PCR với cặp mồi đặc hiệu mã hóa cho 
gen lipase của HP.

Thử nghiệm khả năng ức chế H. pylori của các dịch 
chiết: Cao chiết khô được hòa tan vào dung môi DMSO để 
thu được dung dịch có nồng độ là 200 mg/ml. Trước khi thử 
hoạt tính, 20 µl dịch chiết (nồng độ 200 mg/ml) được nhỏ 
lên trên khoanh giấy thấm và để bay hơi dung môi trong 
3 giờ. Vi khuẩn HP được pha thành huyền dịch có độ đục 
McFarland là 2 (OD625 = 0,451, khoảng 6x108 tế bào) và cấy 
trên đĩa thạch máu. Sau đó, các khoanh giấy được đặt lên đĩa 
đã cấy vi khuẩn rồi ủ trong điều kiện vi hiếu khí ở 370C. Kết 
quả vòng kháng khuẩn có thể quan sát sau 5 ngày.

Kết quả nghiên cứu

Lượng cao chiết tổng số từ các mẫu thảo dược

Với 30 mẫu thảo dược dùng trong nghiên cứu, sau khi 
chiết trong 2 dung môi thu được 60 loại cao chiết khác nhau. 
Sau khi làm khô, tổng lượng cao khô methanol và ethyl 
acetat của các mẫu nằm trong khoảng 0,19-1,76 g (tương 
đương 3,43-35,29%). Với hàm lượng cao khô của hai loại 
dịch chiết chỉ đạt 3,43% cho thấy, 2 dung môi ethyl acetat và 
methanol không phù hợp để chiết xuất các hợp chất từ rễ cây 
thăng ma. Ngược lại, hai loại dung môi này phù hợp để chiết 
xuất các hợp chất  từ các mẫu đỗ rừng, nghệ vàng và quán 
chúng với hàm lượng cao khô lần lượt đạt 35,29%; 33,36% 
và 29,21%. Kết quả điều chế cao được chỉ ra ở bảng 1.

Khảo sát sự có mặt của chất chuẩn trong dịch chiết

3 chất quercetin-Q, berberin-B và acid glycyrrhizic-G 
đã được chứng minh là có hoạt tính ức chế HP hoặc enzym 
cần thiết cho sự phát triển HP và là thành phần có trong các 
dược liệu cổ truyền Việt Nam [9]. Sự có mặt của 3 hợp chất 
này trong dịch chiết thảo dược được xác định bằng phương 
pháp sắc ký lớp mỏng. Kết quả sắc ký cho thấy, 5/30 thảo 
dược chứa acid glycyrrhizic (bảng 2). Tương tự, khi khảo 

sát sự có mặt của berberin cho thấy 9/30 thảo dược xuất hiện 
băng cùng vị trí với mẫu đối chứng cho thấy mẫu hoàng liên 
có băng berberin đậm nhất. Chất quercetin xuất hiện phổ 
biến hơn ở 20/30 thảo dược, hàm lượng chất này nhiều nhất 
ở dịch chiết từ tô mộc và hoàng bá nam.
Bảng 2. Sự có mặt của các chất chuẩn trong dịch chiết thảo 
dược.

Mẫu
Dung môi Ethyl 
acetate (EtOAc)

Dung môi Methanol 
(MeOH)

B G Q B G Q

Bắc mộc hương - - - + - -

Bạch thược - - - + - -

Bạch truật - - - - - -

Bồ công anh - - - - - -

Cam thảo - + + - + -

Chè dây - - + + - +

Dạ cẩm - - + - - +

Đỗ rừng - - - - - -

Hành tây tím - - - - - -

Hành tím - - + - - +

Hoàng bá nam + - + - + -

Hoàng kỳ - - - - - -

Hoàng liên + - - - - +

Kim ngân hoa + - + - - -

Lá khôi - - + - - +

Liên kiều - + + + - +

Lô hội - + - - - -

Nam khổ sâm - - + + + +

Nghệ đen - - - + - +

Nghệ vàng - - + - - -

Quán chúng - - + - - -

Quế - - + + - -

Sa nhân - - - - - -

Sơn đậu căn - - - - - +

Thăng ma - - - - - -

Thổ phục linh - - + - + +

Tô mộc - - + - - +

Tràm - - - - - -

Trần bì - - + - - -

Trầu không - - - + + +
+: Có; -: Không.

Phân tích thành phần dịch chiết bằng các phương 
pháp sắc ký

Ngoài việc so sánh để xác định sự có mặt của các chất 
chuẩn, tất cả các dịch chiết được phân tích thành phần bằng 
phương pháp sắc ký lớp mỏng. Các mẫu sau  khi thấm lên 
bản mỏng được chạy trong hệ dung môi khai triển TEAF 
(5:3:1:1) và soi dưới ánh sáng khả kiến. Một số ví dụ về 
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dịch chiết có băng điển hình được thể hiện qua hình 1. Dịch 
chiết EtOAc nghệ vàng có băng màu vàng đậm, hệ số Rf = 
0,67 (hình 1A), tương tự trong một nghiên cứu, băng này là 
curcumin [10]. Dịch chiết hoàng bá nam/EtOAc xuất hiện 2 
băng màu nâu đen, với hệ số Rf = 0,6 và Rf = 0,8 (hình 1B), 
các chất này có thể thuộc nhóm sterol.

 
	                      (A)           (B)                   (C)           

Hình 1. Sắc ký đồ một số dịch chiết hoặc phân đoạn. (A) Dịch 
chiết hoàng bá nam/EtOAc: 1) Bước sóng 254 nm, 2) Bước sóng 
366 nm, 3) Ánh sáng thường; (B) 4) Dịch chiết nghệ vàng/EtOAc 
dưới ánh sáng thường; (C) 5) Dịch chiết trầu không/EtOAc dưới 
ánh sáng thường, 6) Dịch chiết trầu không/MeOH dưới ánh sáng 
thường. Trên sắc ký đồ (hệ dung môi TEAF-5:3:1:1) có thể nhận 
thấy dịch chiết trầu không trong EtOAc và MeOH đều có 1 băng 
rất lớn, dưới ánh sáng thường có màu xám đậm, hệ số Rf = 0,71, 
thành phần cao chiết này cần được nghiên cứu thêm.

Kết quả thử vòng kháng khuẩn

Hình 2 cho thấy, khả năng ức chế sinh trưởng của vi 
khuẩn sử dụng phương pháp khoanh giấy khuếch tán thể 
hiện bởi vòng vô khuẩn với đường kính khác nhau chứng 
tỏ khả năng ức chế khác nhau của các loại dược liệu so 
với đối chứng âm (dung môi) và đối chứng dương (B, G, 
Q). Kết quả đánh giá khả năng kháng HP cho thấy 26 dịch 
chiết từ 16/30 loại thảo dược có khả năng ức chế vi khuẩn 
HP (không quan sát thấy khuẩn lạc vi khuẩn xung quanh 
khoanh giấy). Đáng chú ý, một số loài như nghệ đen, trầu 
không, chè dây, đỗ rừng có khả năng ức chế mạnh sự phát 
triển của vi khuẩn HP (bảng 3).

Hình 2. Hoạt độ ức chế vi khuẩn HP của một số thảo dược.

Đặc biệt, khi thử nghiệm cách tách chiết phối hợp nhiều 
dung môi để loại chất béo đối với 2 mẫu trầu không và đỗ 
rừng cho thấy dịch chiết trong dung môi ethyl acetat có khả 

năng ức chế vi khuẩn mạnh nhất và tăng lên nhiều sau khi 
tách chất béo (đường kính vòng vô khuẩn của đỗ rừng tăng 
từ 15,3±2,3 mm lên 26 mm).
Bảng 3. Đường kính vòng vô khuẩn của một số dịch chiết trong 
ethyl acetat.

TT Dịch chiết Đường kính vòng vô khuẩn (mm)

1 Nghệ đen 42

2 Quế chi 36

3 Bắc mộc hương 36

4 Trầu không 35

5 Đỗ rừng 26

6 Kim ngân hoa 24

7 Tô mộc 24

8 Sa nhân 24

9 Chè dây 22

10 Dạ cẩm 12

11 Đối chứng âm (dung môi) 0

Bàn luận

Lượng cao khô thu được từ dịch chiết phụ thuộc vào độ 
phân cực của các loại dung môi sử dụng. Dung môi càng 
phân cực càng có khả năng hòa tan nhiều hợp chất thứ cấp 
của thực vật. Trong đó, nhìn chung, dịch chiết bằng dung 
môi methanol cho hiệu suất chiết cao hơn chiết bằng dung 
môi ethyl acetat với lượng cao khô trung bình tương ứng là 
11,2% so với 4,4% từ 5 g bột thảo dược. Nhiều nghiên cứu 
đã giải thích dung môi methanol có độ phân cực cao nên 
có khả năng hòa tan nhiều chất thứ sinh hơn các dung môi 
khác [11]. Ngoài ra, lượng chất thu được phụ thuộc rất nhiều 
vào bộ phận thu hái gồm thân, lá, rễ. Nhiều nghiên cứu cho 
thấy, các hợp chất thứ sinh thường tập trung ở rễ và quả, tuy 
nhiên, lá lại là bộ phận dễ thu hái hơn.

Trong số 30 mẫu thảo dược nghiên cứu, 10 mẫu có hoạt 
tính kháng HP mạnh, trong đó có một số loài như đỗ rừng, 
nghệ đen và trầu không. Theo nghiên cứu của Ronita De và 
cộng sự (2009), curcumin tách chiết từ cây nghệ Ấn Độ ức 
chế vi khuẩn HP với nồng độ tối thiểu 5-50 µg/ml [10]. Ở 
trong nước, Vũ Nam và cs. đã công bố chè dây có tác dụng 
tiêu diệt HP trên 40% [12]. Nhóm nghiên cứu này cũng 
nghiên cứu tác dụng ức chế HP bởi lá trầu không và đưa ra 
nhận định rằng dịch chiết toàn phần lá trầu không có khả 
năng tiêu diệt HP trên 50% [13]. Như vậy, kết quả sàng lọc 
ban đầu của nghiên cứu này phù hợp với các công bố trước 
đó về tác dụng ức chế HP mạnh của các thảo dược nêu trên.

Điểm đáng lưu ý là hầu hết các dược liệu có hoạt tính 
ức chế mạnh trong thành phần đều chứa berberin (8/10 
loài) và quercetin (7/10 loài). Kết quả phân tích này thống 
nhất với một số thử nghiệm chứng tỏ khả năng kháng HP 
của berberin, đặc biệt là khi kết hợp với curcumin trong 
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nghệ vàng [14]. Riêng hoàng liên, dù đã được chỉ ra thành 
phần có chứa nhiều berberin nhưng không nằm trong số 10 
dịch chiết có hoạt tính mạnh nhất. Tương tự, dịch chiết từ 
cam thảo khi phân tích cho thấy xuất hiện băng của acid 
glycyrrhizic cũng không nằm trong danh sách này, mặc dù 
hợp chất này đã được chứng minh có hoạt tính ức chế vi 
khuẩn. Ngược lại, một số dịch chiết dù không có hoặc có 
băng chất chuẩn rất mờ nhưng vẫn cho đường kính vòng 
kháng khuẩn lớn như sa nhân, trầu không và đỗ rừng, có thể 
khả năng kháng HP là do một số hợp chất khác, cần được 
nghiên cứu thêm.

Kết luận

Trong đề tài này, việc sử dụng dung môi methanol cho 
hiệu suất chiết cao hơn (lượng cao khô nhiều hơn ở hầu hết 
các dược liệu), nhưng dịch chiết từ dung môi ethyl acetat có 
tác dụng ức chế vi khuẩn HP cao hơn. Dịch chiết của 10/30 
thảo dược có khả năng ức chế vi khuẩn mạnh, trong đó bao 
gồm đỗ rừng, đây là nghiên cứu đầu tiên được tiến hành trên 
loài dược liệu dân gian này. Khi phân tích thành phần các 
dịch chiết, một số dược liệu chứa các chất kháng khuẩn đã 
biết, phổ biến là berberin và quercetin, có thể liên quan đến 
khả năng ức chế HP của 8/10 loài. Cao chiết đỗ rừng (bằng 
cả 2 loại dung môi ethylacetate và methanol) và trầu không 
(bằng ethylacetate) không chứa các chất B, Q, G và có khả 
năng ức chế mạnh được tiếp tục nghiên cứu để tìm ra hoạt 
chất tiềm năng kháng HP khác. 
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Đặt vấn đề

Ngày nay, bệnh ung thư đã trở thành một vấn đề nhức 
nhối của toàn xã hội khi tỷ lệ người mắc bệnh ngày một gia 
tăng. Theo Tổ chức Y tế thế giới - WHO, tới năm 2020, số 
ca mắc ung thư trên toàn cầu có thể tăng lên đến 15 triệu ca 
mới mỗi năm. Tỷ lệ chết do ung thư có thể chiếm 25% tổng 
số ca tử vong [1]. Theo số liệu công bố tại Hội thảo quốc 
gia phòng chống ung thư, năm 2010 Việt Nam có 126.300 
ca mắc mới.

Chùm ngây (Moringa oleifera) là một loại cây được 
trồng khá phổ biến và có giá trị dinh dưỡng cao. Nhiều 
nghiên cứu đã chỉ ra rằng, dịch chiết lá, thân, rễ chùm ngây 
có tác dụng chống oxy hóa và bảo vệ gan [2-6]. Theo báo 
cáo từ Trung tâm Thông tin sinh học quốc gia của Chính 
phủ Mỹ, dịch chiết từ lá chùm ngây có thể tiêu diệt 93% tế 
bào ung thư phổi ở người trong vòng 48 giờ, đồng thời có 
công dụng ngăn ngừa ung thư di căn [1]. 

Trên thế giới đã có những nghiên cứu khẳng định khả 
năng ức chế ung thư của cao chiết từ rễ cây chùm ngây [7]. Ở 
Việt Nam, cũng đã có một số nghiên cứu về khả năng chống 
oxy hóa của dịch chiết chùm ngây. Benzyliso thiocyanante 
là hợp chất có tác dụng ức chế mạnh sự phát triển của tế bào 

ung thư có trong rễ chùm ngây. Hiệu suất quá trình tách 
chiết các hợp chất thứ cấp, đặc biệt là benzylisothiocyanate 
phụ thuộc vào loại dung môi sử dụng. Trong nghiên cứu 
này, nhằm thu được cao chiết chùm ngây có hàm lượng 
benzylisothiocyanate cao nhất, chúng tôi tiến hành nghiên 
cứu tách chiết thu cao chiết rễ chùm ngây bằng 7 loại dung 
môi khác nhau, đồng thời đánh giá hiệu quả ức chế 5 dòng 
tế bào ung thư ở người của cao dịch chiết rễ chùm ngây thu 
được.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

- Rễ cây chùm ngây 3-5 năm tuổi. 

- 5 dòng tế bào ung thư ở người gồm: MCF7, HepG2, 
SK-LU-1, Jurkat và SK-Mel-2 được cung cấp bởi Viện 
Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ 
Việt Nam.

Phương pháp nghiên cứu

Phương pháp tách, thu cao dịch chiết rễ chùm ngây:

Rễ chùm ngây sau khi thu được rửa sạch, thái nhỏ và xay 
nhỏ thành bột. Bột rễ chùm ngây được chiết với 7 loại dung 
môi có độ phân cực khác nhau (nước cất, methanol 80%, 

Nghiên cứu khả năng ức chế 5 dòng tế bào 
ung thư ở người của cao dịch chiết rễ chùm ngây 

trong điều kiện in vitro
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Tóm tắt:

Nghiên cứu này được tiến hành với mục đích đánh giá hiệu quả tách thu cao dịch chiết rễ chùm ngây của 7 loại dung 
môi khác nhau, đồng thời đánh giá hiệu quả ức chế 5 dòng tế bào ung thư ở người (ung thư vú - MCF7, gan - HepG2, 
phổi - SK-LU-1, máu - Jurkat và da - SK-Mel-2) của cao dịch chiết rễ chùm ngây trong điều kiện in vitro. Kết quả 
cho thấy, hiệu quả tách chiết của 7 loại dung môi là khác nhau, trong đó sử dụng dung môi ethanol 96% cho hiệu 
quả tách chiết cao nhất (đạt 19,66%). Ngoài ra, cao dịch chiết rễ chùm ngây được tách chiết bằng dung môi ethanol 
96% cũng cho hiệu quả ức chế 5 dòng tế bào ung thư ở người cao hơn hẳn so với cao dịch chiết rễ chùm ngây được 
tách chiết bằng nước cất. Ở nồng độ 500 µg/ml, cao dịch chiết rễ chùm ngây được tách chiết bằng dung môi ethanol 
96% có khả năng ức chế và diệt được 96,38% tế bào ung thư máu, 86,39% tế bào ung thư vú, 74,28% tế bào ung thư 
da, 73,89% tế bào ung thư phổi và 66,22% tế bào ung thư gan.

Từ khoá: Dịch chiết rễ chùm ngây, dung môi, HepG2, Jurkat, MCF7, SK-LU-1, SK-Mel-2.

Chỉ số phân loại: 3.4
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ethanol 70%, ethanol 96%, n-hexan, aceton 100% và aceton 
nitril 100%) bằng phương pháp ngâm chiết ở nhiệt độ phòng 
với cùng một tỷ lệ (50 g bột rễ khô/500 ml dung môi), mỗi 
ngày được lắc đảo 2 lần. Sau 72h, thu dịch chiết, lọc qua vải 
màn và giấy lọc Whatman No.1. Dịch chiết được đem cô 
quay hút chân không để loại bỏ hoàn toàn dung môi tới khi 
khối lượng không đổi thu được cao khô, đem cân cao khô để 
tính hiệu suất tách chiết. 

Thử nghiệm khả năng gây độc tế bào ung thư của dịch 
chiết rễ chùm ngây trong điều kiện in vitro:

Phương pháp thử độ độc tế bào ung thư in vitro được 
Viện Ung thư quốc gia Hoa Kỳ (National Cancer Institute - 
NCI) xác nhận là phép thử độ độc tế bào chuẩn nhằm sàng 
lọc, phát hiện các chất có khả năng kìm hãm sự phát triển 
hoặc diệt tế bào ung thư ở điều kiện in vitro. Phép thử tiến 
hành xác định hàm lượng protein tế bào tổng số dựa vào 
mật độ quang học (OD - Optical Density) đo được khi thành 
phần protein của tế bào được nhuộm bằng Sulforhodamine 
B (SRB). Giá trị OD máy đo được tỷ lệ thuận với lượng 
SRB gắn với phân tử protein, do đó lượng tế bào càng nhiều 
(lượng protein càng nhiều) thì giá trị OD càng lớn.

Phép thử được thực hiện trong điều kiện cụ thể như sau:

- Pha chất thử thành các dải nồng độ thích hợp.

- Trypsin hóa tế bào thí nghiệm để làm rời tế bào và đếm 
trong buồng đếm để điều chỉnh mật độ cho phù hợp với thí 
nghiệm.

- Cho chất thử đã pha ở các nồng độ vào các giếng của đĩa 
96 giếng, thêm tế bào đã điều chỉnh nồng độ phù hợp ở trên 
vào các giếng. 

- Ủ trong tủ ấm 48h. Giếng không có chất thử nhưng có 
tế bào ung thư (180 ml), được sử dụng làm đối chứng ngày 
0. Sau 1h, giếng đối chứng ngày 0 tế bào sẽ được cố định 
bằng Trichloracetic acid - TCA.

- Sau 48h, tế bào được cố định bằng TCA trong 1h, được 
nhuộm bằng SRB trong 30 phút ở 37 oC, rửa 3 lần bằng  acetic 
acid rồi để khô ở nhiệt độ phòng. 

- 10mM unbuffered Tris base để hòa tan lượng SRB, lắc 
nhẹ trong 10 phút.

- Đọc kết quả OD ở bước sóng 515-540 nm trên máy 
ELISA Plate Reader (Bio-Rad).

- Khả năng ức chế sự phát triển của tế bào khi có mặt 
chất thử sẽ được xác định thông qua công thức sau:

%ức chế = 100% -
[OD(chất thử) - OD(ngày 0)] x 100

OD(đối chứng âm) - OD(ngày 0)

- Phép thử được lặp lại 3 lần để đảm bảo tính chính xác. 
Ellipticine ở các nồng độ 10; 2; 0,4; 0,08 mg/ml được sử dụng 
như là chất đối chứng dương.

- DMSO 10% luôn được sử dụng như đối chứng âm. Giá 
trị IC50 (nồng độ ức chế 50% sự phát triển) sẽ được xác định 
nhờ vào phần mềm máy tính TableCurve 2Dv4. 

- Theo tiêu chuẩn của Viện ung thư quốc gia Hoa Kỳ 
(NCI), cặn chiết được coi có hoạt tính tốt với IC50 ≤ 20 μg/
ml, trong khi chất tinh khiết được coi có hoạt tính tốt (hit 
compound) khi IC50 ≤ 5μM [8]. 

Study on the ability to inhibit five 
cancer cell lines of the moringa root 

extract in in vitro conditions
Hien Minh Luong1, Thanh Trang Huynh1, 
Duc Bach Nguyen2, Thi Cam Mien Phi2*

1Chu Van An High School, Ha Noi
2Biotechnology Faculty, Vietnam National University of Agriculture
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Abstract:

This study was conducted to evaluate the effect of 
moringa root extraction from seven different solvents 
and to evaluate the inhibition ability against five human 
cancer cell lines (breast cancer - MCF7, hepatic cancer 
- HepG2, lung cancer - SK-LU-1, blood cancer - Jurkat, 
and skin cancer - SK-Mel-2) in vitro. The results showed 
that the extraction efficiency of 7 different solvents was 
different, using the 96% ethanol solvent resulted in 
the highest extracting efficiency (19.66%). In addition, 
the root extraction using ethanol (96% ethanol) gave 
significantly higher levels of inhibitory effect on five 
human cancer cell lines than the root extraction using 
distilled water. At a concentration of 500 μg/ml, the root 
extracts with ethanol (96% ethanol) can inhibit and kill 
96.38% of leukemia cells, 86.39% of breast cancer cells, 
74.28% of skin cancer cells, 73.89% of lung cancer cells, 
and 66.22% of liver cancer cells.

Keywords: HepG2, Jurkat, MCF7, moringa root extract, 
SK-LU-1, SK-Mel-2, solvent.
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Kết quả và thảo luận

Hiệu suất thu cao dịch chiết rễ chùm ngây bằng 7 dung 
môi khác nhau

Tiến hành ngâm bột rễ chùm ngây trong 7 loại dung môi 
có độ phân cực khác nhau trong 72h, lọc sơ bộ qua vải màn 
và giấy lọc. Dịch chiết sau khi thu được đem cô quay hút 
chân không để loại bỏ hoàn toàn dung môi tới khi khối lượng 
không đổi. Kết quả thu được ở bảng 1 và hình 1 cho thấy, 
cùng một phương pháp chiết xuất nhưng hiệu quả chiết xuất 
khi sử dụng các loại dung môi là khác nhau. Khối lượng cao 
khô thu được (từ 50 g bột rễ chùm ngây) dao động từ 1,93 g 
(dung môi n-hexan) đến 9,83 g (dung môi ethanol 96%), 
tương đương với hiệu suất tách chiết dao động từ 3,86% đến 
19,66%. Dung môi ethalnol 96% cho hiệu quả tách chiết cao 
nhất (19,66%) do etanol hòa tan được các alkaloid, tinh dầu, 
glycosid và benzylisothiocyanate, tiếp đến là 2 dung môi aceton 
nitril 100% và ethanol 70%, dung môi n-hexan cho hiệu suất 
tách chiết thấp nhất (3,86%). Trong 7 loại dung môi sử dụng, 
chỉ có n-hexan là dung môi không phân cực và cũng là dung 
môi cho hiệu suất tách chiết thấp nhất (3,86%), do đó có thể sơ 
bộ kết luận rằng các hoạt chất trong rễ chùm ngây tan chủ yếu 
trong dung môi phân cực.
Bảng 1. Khối lượng cao khô thu được từ 50 g bột rễ chùm ngây khi 
sử dụng các loại dung môi khác nhau.

Ghi chú: a, b, c, d, e chỉ sự sai khác có ý nghĩa về mặt thống kê P<0,05.

Hình 1. Hiệu suất thu cao khô dịch chiết rễ chùm ngây bằng các 
loại dung môi khác nhau (%).

Kết quả xác định khả năng ức chế tế bào ung thư của 
cao chiết rễ chùm ngây trên 5 dòng tế bào ung thư ở người

Trong nghiên cứu này, thí nghiệm được tiến hành theo 
phương pháp của Monks và cộng sự để đánh giá hiệu quả ức 
chế 5 dòng tế bào ung thư ở người của cao dịch chiết rễ chùm 
ngây [9]. Để đánh giá về hiệu suất tách chiết, chúng tôi lựa 
chọn 2 loại cao dịch chiết là cao dịch chiết bằng dung môi 

ethanol 96% và cao dịch chiết bằng nước cất (đối chứng) để 
xác định hiệu quả ức chế sự phát triển của tế bào ung thư của 
cao chiết. Kết quả thu được trình bày ở bảng 2.

Bảng 2. Hiệu quả ức chế 5 dòng tế bào ung thư ở người 
của cao dịch chiết rễ chùm ngây.

Kết quả ở bảng 2 cho thấy, cao dịch chiết rễ chùm ngây 
được tách chiết bằng dung môi ethanol 96% cho hiệu quả 
ức chế 5 dòng tế bào ung thư ở người cao hơn hẳn so với 
cao dịch chiết rễ chùm ngây được tách chiết bằng nước cất. 
Cụ thể, đối với cao dịch chiết rễ chùm ngây bằng dung môi 
nước cất, ở nồng độ 500 µg/ml có khả năng ức chế và diệt 
được 48,03% tế bào ung thư máu và 43,04% tế bào ung thư 
vú trong điều kiện in vitro, các dòng tế bào ung thư còn lại, 
dịch chiết rễ chùm ngây đều ức chế được >30%. Trong khi 
đó, cao dịch chiết rễ chùm ngây được tách chiết bằng dung 
môi ethanol 96% ở nồng độ 500 µg/ml có khả năng ức chế và 
diệt được 96,38% tế bào ung thư máu, 86,39% tế bào ung thư 
vú, 74,28% tế bào ung thư da, 73,89% tế bào ung thư phổi và 
66,22% tế bào ung thư gan. Nồng độ cao chiết giảm thì khả 
năng ức chế của tế bào ung thư giảm theo. Có thể thấy rằng, 
cao dịch chiết rễ chùm ngây có hiệu quả ức chế cao nhất đối 

Loại dung môi

Nước 
cất

Methanol 
80%

Ethanol 
70%

Ethanol 
96% n-hexan Aceton 

100%
Aceton 
nitril 100%

Khối lượng 
cao khô (g) 4,10b 4,78c 7,84d 9,83e 1,93a 4,06b 8,19d

Hiệu quả ức chế 5 dòng tế bào ung thư (%)

MCF7 HepG2 SK-LU-1 Jurkat SK-Mel-2

Nồng độ dịch 
chiết bằng 
ethanol 96% 
(µg/ml)

500 86,39 66,22 73,89 96,38 74,28

100 62,67 51,96 52,67 72,77 56,98

20 46,52 37,06 38,20 48,39 39,06

4 28,97 26,65 25,64 32,27 25,72

IC50 >500 >500 >500 >500 >500

Hiệu quả ức chế 5 dòng tế bào ung thư (%)

MCF7 HepG2 SK-LU-1 Jurkat SK-Mel-2

Nồng độ dịch 
chiết bằng 
nước cất (µg/

ml)

500 43,04 31,89 36,24 48,03 35,32

100 30,86 26,05 22,18 31,80 28,02

20 22,31 18,20 14,06 20,19 19,97

4 16,49 16,64 10,52 16,22 11,27

IC50 >500 >500 >500 >500 >500

Hiệu quả ức chế 5 dòng tế bào ung thư (%)

MCF7 HepG2 SK-LU-1 Jurkat SK-Mel-2

Nồng độ 
Ellipticine 
(µg/ml)

10 97,31 96,40 92,86
        
107,34

98,73

2 75,72 91,45 82,18 90,32 78,91

0,8 49,92 46,25 49,62 51,16 48,72

0,4 21,36 23,99 25,09 27,00 22,45

IC50 0,45±0,02 0,37±0,04 0,39±0,05 0,30±0,07 0,42±0,03
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với tế bào ung thư máu và thấp nhất đối với tế bào ung thư 
gan. 

Chất đối chứng tham khảo Elippticine hoạt động ổn định 
trong thí nghiệm, các kết quả trên là chính xác với r2 ≥0,99. 
Các kết quả nghiên cứu ban đầu cho thấy, dịch chiết chùm 
ngây toàn phần từ ethanol và nước cất có khả năng gây độc 
cho tế bào thấp, do đó cần tiếp tục đánh giá tác dụng kháng 
ung thư của cao chiết từ các loại dung môi, các phân đoạn, và 
các hợp chất khác nhau.  

Kết luận
- Trong các loại dung môi thí nghiệm, dung môi ethanol 

96% cho hiệu suất tách thu cao dịch chiết rễ chùm ngây cao nhất 
(đạt 19,66%), dung môi n-hexan cho hiệu suất chiết thấp nhất 
(chỉ đạt 3,86%).

-  Cao dịch chiết rễ chùm ngây được tách chiết bằng dung 
môi ethalnol 96% có khả năng ức chế 5 dòng tế bào ung thư 
ở người cao hơn hẳn so với cao dịch chiết rễ chùm ngây được 
tách chiết bằng nước cất ở tất cả các công thức thí nghiệm.

- Trong 5 loại tế bào ung thư ở người, cao dịch chiết rễ 
chùm ngây có khả năng ức chế mạnh nhất đối với tế bào ung 
thư máu và kém nhất đối với tế bào ung thư gan. Ở nồng 
độ 500 µg/ml, cao dịch chiết rễ chùm ngây được tách chiết 
bằng dung môi ethanol 96% có khả năng ức chế 96,38% tế 
bào ung thư máu, trong khí đó con số này ở tế bào ung thư 
gan là 66,22%.
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Thơ, 3, tr.179-184.

[4] Nguyễn Bảo Trân, Trần Quang Vinh, Nguyễn Ngọc Khôi 
(2011), “Tác dụng chống oxy hóa và bảo vệ gan của lá cây chùm ngây 
(Moringa oleifera)”, Tạp chí Dược học, 5, tr.421-425.

[5] S. Mohanraj, B. Sangameswaran, K.C. Santhosh, K.S. Vinoth, 
N.C. Atul (2013), “Hepatoprotective effect of leaves of Morinda 
tinctoria Roxb. against paracetamol induced liver damage in rats”, 
Drug Invention Today, 5(3), pp.223-228.

[6] N. Muhammad, H. Imtiaz, I. Saima (2013), “Antioxydant 
Potential of Moringa oleifera Leaf Extract for the Stabilisation 
of Butter at Refrigeration Temperature”, Czech Journal of Food 
Sciences, 31(4), pp.332-339.

[7] Aliaa Hussein, Mohammad El-Sayed Osman, Khaled A. El-
Dougdoug, Reham Mostafa, Albaz, AlyFahmy Mohamed (2017), 
“Comparative Evaluation of Anticancer Potential of Moringa 
oleifera, Ganodermalucidumand Silver Nanoparticles Against Breast 
and Liver Cancer Cell Lines and Related Pro and Anti Apoptotic 
Genes Profile”, International Journal of Scientific Research and 
Management (IJSRM), 03, pp.5242-5252.

[8] J.P. Hughes, et al. (2011), “Principles of early drug discovery”, 
Br. J. Pharmacol., 162(6), pp.1239-1249.

[9] A. Monks, D. Scudiero, P. Skehan, R. Shoemake, K. Paull, 
D. Vistica, C. Hose, J. Langley, P. Cronise, H. Campbell, J. Mayo, 
M. Boyd (1991), “Feasibility of a high-flux anticancer drug screen 
using a diverse panel of cultured human tumor cell lines”, Journal of 
National Cancer Institute, 11(83), pp.757-766.



3260(7) 7.2018

Khoa học Nông nghiệp

Đặt vấn đề

Ở khu vực Đồng bằng sông Cửu Long (ĐBSCL) từ năm 
2000 đến nay hạn hán đã xảy ra vào các năm 2002, 2004, 
2005, 2006, 2009, 2015 và 2016. Trong đó, đợt hạn hán và 
xâm nhập mặn vào mùa khô năm 2016 gây ảnh hưởng lớn 
nhất, toàn vùng ĐBSCL đã có đến 208.000 ha lúa bị thiệt 
hại, với hơn 60% bị thiệt hại nặng và nhiều vùng bị mất 
trắng. Do ảnh hưởng của biến đổi khí hậu nên tình trạng hạn 
hán sẽ ngày càng nghiêm trọng [1]. 

Hạn được chia làm ba loại là hạn giai đoạn sinh dưỡng, 
hạn gián đoạn và hạn cuối vụ [2]. Hạn giai đoạn sinh dưỡng 
phổ biến ở khu vực Mekong, đặc biệt là ở Campuchia, nơi 
lượng mưa thường giảm vào đầu đến giữa mùa mưa, hạn 
giai đoạn sinh dưỡng được đề cập là mối quan tâm chính 
[3]. Phát triển các giống lúa có khả năng thích nghi và chống 
chịu hạn hán giai đoạn này được xem là vấn đề cấp thiết 
hiện nay. 

Giống lúa IR64 (Oryza sativa var. indica) có nguồn gốc 
từ Viện Nghiên cứu lúa quốc tế (IRRI), được trồng rộng rãi 
ở Nam và Đông Nam Á, có hệ thống rễ nông [4]. IR64 là 
giống nhạy cảm với hạn [5], được sử dụng làm vật liệu trong 

nhiều nghiên cứu về sự thích ứng của cây lúa trong điều 
kiện hạn, như sự thay đổi hàm lượng chlorophyll, đường 
tổng, proline trong lá, ảnh hưởng của hạn đến các đặc tính 
lá, rễ [6-8].

Điều chỉnh áp suất thẩm thấu là một trong những con 
đường quan trọng trong việc thích ứng của thực vật đối với 
sự thiếu nước bằng cách tổng hợp các chất có vai trò thẩm 
thấu như proline, đường tổng. Nghiên cứu được tiến hành 
nhằm tìm hiểu biểu hiện về hình thái, sinh lý - sinh hóa của 
4 giống/dòng đáp ứng trong điều kiện khô hạn giai đoạn 
sinh dưỡng sử dụng giống IR64 làm đối chứng nhạy cảm 
với hạn, từ đó làm tiền đề cho những nghiên cứu về công tác 
chọn tạo giống lúa chống chịu hạn.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu, địa điểm nghiên cứu

Hạt của 3 dòng lúa CTUS4, LH01, Nàng níu nhận từ 
Bộ môn Di truyền và Chọn giống cây trồng - Trường Đại 
học Cần Thơ, giống IR64 nhận từ IRRI được trồng từ tháng 
7-10/2017 tại nhà lưới có mái che thuộc Bộ môn Di truyền 
và Chọn giống cây trồng.

Nghiên cứu sự thích ứng của 4 giống/dòng lúa 
(Oryza sativa L.) trong điều kiện khô hạn 

nhân tạo giai đoạn sinh dưỡng
Nguyễn Thị Bích Vân*, Võ Công Thành

Bộ môn Di truyền và Chọn giống cây trồng, 
Khoa Nông nghiệp và Sinh học ứng dụng, Trường Đại học Cần Thơ

Ngày nhận bài 6/2/2018; ngày chuyển phản biện 15/2/2018; ngày nhận phản biện 19/3/2018; ngày chấp nhận đăng 27/3/2018

Tóm tắt:

Nghiên cứu được tiến hành nhằm tìm hiểu sự thích ứng về biểu hiện sinh hóa của 4 giống/dòng lúa đáp ứng trong 
điều kiện hạn giai đoạn sinh dưỡng. Thí nghiệm được bố trí theo kiểu thừa số hai nhân tố khối hoàn toàn ngẫu nhiên, 
nhân tố thứ nhất là 4 giống/dòng IR64, CTUS4, Nàng níu, LH01 (giống IR64 được sử dụng làm đối chứng nhạy cảm 
với hạn); nhân tố thứ hai là 2 điều kiện tưới (đủ nước, không tưới nước) với 3 lần lặp lại. Kết quả cho thấy, để thích 
ứng trong điều kiện hạn, 4 giống/dòng có sự tích lũy cao hàm lượng chlorophyll, đường tổng và proline trong lá. 
Hàm lượng chlorophyll a tăng từ 1,1-1,6 lần, chlorophyll b tăng từ 1,2-1,5 lần, chlorophyll tổng tăng từ 1,3-1,4 lần, 
đường tổng tăng từ 1,2-3 lần, proline tăng từ 2,2-9,5 lần. Hai dòng CTUS4 và LH01 có sự tích lũy hàm lượng đường 
tổng và proline thấp nhất. Đường tổng và proline có hệ số biến thiên kiểu gen (22%; 99,3%), hệ số di truyền (96,1%, 
99,8%) cao cho thấy hiệu quả chọn lọc cao đối với khả năng chịu hạn.

Từ khóa: Chịu hạn, giai đoạn sinh dưỡng, hệ số di truyền, sinh hóa.

Chỉ số phân loai: 4.1

*Tác giả liên hệ: Email: nguyenthibichvan.hg@gmail.com
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Bảng 1. Danh sách các giống lúa được sử dụng.

Tên giống/
dòng

Thời gian sinh 
trưởng (ngày) Nguồn

IR64 95-100 IRRI

Nàng níu 95 Đột biến từ giống lúa mùa Nàng níu 
(Đỗ Tuấn Đạt (2013) [9]

CTUS4 110 Đột biến từ giống lúa mùa Sỏi (Quan 
Thị Ái Liên (2013) [10]

LH01 95 Bộ môn Di truyền và Chọn giống 
cây trồng

Phương pháp nghiên cứu

Bố trí thí nghiệm:

Đất trồng được phơi khô, làm nhuyễn, loại bỏ các tạp 
chất, sau đó được bổ sung thêm cát (tỷ lệ 6 cát:4 đất). Đất 
được cho vào chậu (50x30x30 cm), các chậu sau đó được 
làm ẩm bằng cách tưới một lượng nước đồng nhất.

Bố trí thí nghiệm theo phương pháp Uga (2012) [11]. 
Hạt sau khi nảy mầm được gieo vào chậu, mỗi cây/chậu. Thí 
nghiệm bố trí theo kiểu thừa số hai nhân tố khối hoàn toàn 
ngẫu nhiên gồm 4 giống/dòng, 2 điều kiện tưới (đủ nước, 
không tưới nước) với 3 lần lặp lại. Nghiệm thức đối chứng 
được tưới nước thường xuyên, nghiệm thức gây hạn nhân 
tạo sau khi gieo các chậu không được tưới nước cho đến khi 
cây có biểu hiện hạn.

Các chậu được bổ sung phân bón theo công thức 100 
N - 60 P2O5 - 60 K2O/ha bón vào các thời điểm: Bón lót, 7, 
25 ngày sau khi gieo. Ở giai đoạn 7, 25 ngày sau khi gieo, 
phân bón được hòa tan với một lượng nước vừa đủ, sau đó 
tưới cho cây.

Chỉ tiêu theo dõi:

* Đo độ ẩm đất, phân tích hàm lượng chlorophyll, đường 
tổng, proline trong lá ở 21, 28, 35 và 40 ngày sau khi gieo.

- Độ ẩm đất (%): Đo bằng máy Takemura.

- Hàm lượng chlorophyll: Phân tích theo phương pháp 
Gross (1991) [12]. Hàm lượng chlorophyll tính theo công 
thức:

Chlrophyll a = (0,0127×OD663) – (0,00269×OD645)

Chlorophyll b = (0,0229×OD645) – (0,00468×OD663)

Chlrophyll tổng = (0,0202×OD645) + (0,00802×OD663)

Trong đó: OD663, OD645 là giá trị hấp thụ đo ở bước 
sóng 663 và 645 nm.

- Hàm lượng đường tổng: Phân tích theo phương pháp 
Cagampang và Rodriguez (1980) [13].

The adaptation of four rice 
(Oryza sativa L.) varieties/lines 

at the vegetative stage 
in drought conditions

Thi Bich Van Nguyen*, Cong Thanh Vo
Department of Genetics and Plant Breeding, 

College of Agriculture and Applied Biology, Can Tho University

Received 6 February 2018; accepted 27 March 2018

Abstract:

This study was conducted to investigate the biochemical 
adaptation of four rice varieties/lines under to vegetative 
stage drought stress. Experiment units were arranged in 
a two-factor randomized complete block design: the first 
factor was four rice varieties/lines (CTUS4, Nang niu, 
IR64, LH01), and the other was irrigation conditions 
(irrigated, drought stress), with three replications. The 
IR64 was used as a drought-sensitive control. The results 
show that, there was a high accumulation of chlorophyll, 
total sugar, and proline in leaves of the four rice varieties/
lines to adapt to the drought conditions. Chlorophyll a 
content increased by 1.1-1.6 times, chlorophyll b content 
increased by 1.2-1.5 times, total chlorophyll content 
increased by 1.3-1.4 times, total sugar content increased 
by 1.2-3 times, and proline content increased by 2.2-9.5 
times. The CTUS4 and LH01 had the lowest total sugar 
and proline accumulation. Total sugar and proline had a 
high genotypic coefficient of variation (GCV) and a high 
heritability (h2), which shows that the selection for such 
characters could be fairly easy due to a high additive 
effect for drought tolerance.

Keywords:  Biochemical, drought tolerance, heritability, 
vegetative stage. 

Classification number: 4.1
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- Hàm lượng proline: Phân tích theo phương pháp Bates, 
et al. (1973) [14].

* Đánh giá độ cuộn lá ở 40 ngày sau khi gieo theo 
phương pháp IRRI (1996) [15].

Phân tích thống kê: 

* Số liệu được xử lý bằng chương trình Microsoft Excel, 
phân tích thống kê bằng phần mềm SPSS 21.0, kiểm định 
Duncan ở mức ý nghĩa 5%.

* Phân tích phương sai theo Howell (2012) [16] cho thiết 
kế thừa số hai nhân tố khối hoàn toàn ngẫu nhiên. Phương 
sai kiểu gen (σ2

g) và phương sai kiểu hình (σ2
p) được tính 

theo công thức:	

σ2
g = (MSB

 – MSE)/(r.a)

σ2
p = σ2

g + σ2
e

Trong đó: MSB là trung bình bình phương kiểu gen, MSE 
là trung bình bình phương sai số, r là số lần lặp lại, a là số 
mức độ của điều kiện tưới.

* Hệ số biến thiên kiểu gen (GCV), hệ số biến thiên kiểu 
hình (PCV) được tính theo công thức Burton và Devane 
(1953) [17]. Phân loại giá trị GCV và PCV theo Deshmukh, 
et al. (1986) [18]: 

GCV = [(σ2
g )

1/2/x)] × 100

PCV = [(σ2
p )

1/2/x)] × 100

Trong đó: x là trung bình chung của từng đặc tính.

* Hệ số di truyền theo nghĩa rộng (h2) tính theo Johnson, 
et al. (1995) [19]. Phân loại giá trị h2 theo Singh (2001) 
[20]:	

h2 = σ2
g /σ

2
p

Kết quả và thảo luận

Diễn biến độ ẩm đất và khả năng chịu hạn của 4 giống/
dòng lúa

Kết quả theo dõi độ ẩm đất ở nghiệm thức hạn nhân tạo 
(bảng 2) cho thấy, ở 40 ngày sau khi gieo độ ẩm đất giảm 
xuống thấp còn 10-12,7%, với độ ẩm này cả 4 giống/dòng 
lúa không hút được nước trong đất, cây bị mất nước, lá bắt 
đầu cuộn lại. So với giống IR64 thì hai dòng CTUS4, LH01 
bị hạn với độ ẩm đất thấp hơn. Độ ẩm đất có vai trò quan 
trọng trong việc kiểm soát hạn hán, khi độ ẩm đất thấp hơn 
một giới hạn nào đó, thực vật không hút đủ nước thì sẽ bị 
hạn [1]. Bốn giống/dòng lúa đều có biểu hiện hạn với độ ẩm 
đất <14%, kết quả này phù hợp với kết quả thí nghiệm hạn 
của Trần Nguyên Tháp (2001) [21].

Bảng 2. Sự thay đổi độ ẩm đất (%) ở nghiệm thức hạn nhân tạo.

Giống/dòng 21 ngày 
sau gieo

28 ngày 
sau gieo

35 ngày 
sau gieo

40 ngày 
sau gieo

IR64 >80 >80 45 12,3

CTUS4 >80 >80 45 10,0

Nàng níu >80 >80 40 12,7

LH01 >80 >80 45 11,0

Kết quả đánh giá độ cuộn lá cho thấy, từ 35-40 ngày sau 
khi gieo 4 giống/dòng lúa bị hạn ở những cấp độ khác nhau, 
khi giống IR64 có biểu hiện hạn sớm nhất lá cuộn chặt, thì 
dòng Nàng níu lá cuộn hình chữ O, dòng CTUS4 và LH01 
có mức độ cuộn lá thấp nhất, lá cuộn hình chữ U.

Cuộn lá là một trong những cơ chế giúp cây thoát khỏi 
hạn hán [22] bằng cách điều chỉnh tiềm năng nước trong lá, 
cho phép cây hấp thụ nước trong đất tốt hơn trong điều kiện 
hạn, cuộn lá giúp làm giảm sự hấp thụ ánh sáng, thoát hơi 
nước và mất nước ở lá [23]. Điều này cho thấy, CTUS4 và 
LH01 có khả năng điều chỉnh tiềm năng nước trong lá để 
hấp thụ nước trong đất tốt hơn IR64 nên có mức độ cuộn lá 
thấp nhất, kết quả đánh giá cũng cho thấy hai dòng này có 
khả năng chống chịu hạn trung bình, IR64 chống chịu kém. 
Cuộn lá là một tiêu chí đánh giá khả năng chịu hạn [24], do 
đó có thể sử dụng chỉ tiêu này để sàng lọc nhanh chóng hàng 
trăm dòng [25].

(A)                     (B)                       (C)                       (d)

Hình 1. Giống IR64 (a), dòng CTUS4 (b), LH01 (c) và Nàng níu 
(d) trong hai điều kiện khi cây có biểu hiện hạn.

Ảnh hưởng của hạn đến hàm lượng chlorophyll trong lá

Kết quả phân tích hàm lượng chlorophyll (bảng 3, 4) cho 
thấy ở 35-40 ngày sau khi gieo hàm lượng chlorophyll a, b 
và chlorophyll tổng tăng khác biệt với mức ý nghĩa thống kê 
5% ở điều kiện hạn so với điều kiện đủ nước. 

Khi bị hạn, có sự tích lũy cao hàm lượng chlorophyll a, 
b và chlorophyll tổng, hàm lượng chlorophyll a tăng từ 1,1-
1,6 lần, chlorophyll b tăng từ 1,2-1,5 lần, chlorophyll tổng 
tăng từ 1,3-1,4 lần so với điều kiện đủ nước. 

Khi lượng nước trong lá giảm vượt qua ngưỡng cho 
phép, khí khổng đóng lại để làm chậm quá trình thoát hơi 
nước, làm giảm hàm lượng CO2, ảnh hưởng đến quá trình 
quang hợp. Chlorophyll là một chỉ số thể hiện khả năng 
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quang hợp, liên quan trực tiếp đến quá trình tăng trưởng 
của cây [26]. Theo Yanqiong, et al. (2007) [27], hàm lượng 
chlorophyll dễ dàng tăng khi cây bị stress hạn. Trong điều 
kiện hạn nhân tạo, lá của 4 giống/dòng lúa có sự gia tăng 
hàm lượng chlorophyll so với điều kiện đủ nước. Theo 
Percival và Noviss (2008) [28], hàm lượng chlorophyll 
trong lá tăng cao đã tăng cường tính chịu hạn của cây, giúp 
cây nhanh phục hồi sau hạn. Sự gia tăng khối lượng lục lạp 
trong tế bào nhu mô lá giúp cây lúa hoàn thành chức năng 
quang hợp, duy trì sự sống, thích nghi với điều kiện khắc 
nghiệt của môi trường. Điều này cho thấy sắc tố quang hợp 
(chlorophyll a, b) trong lá được tăng cường, giúp cây thích 
nghi với điều kiện khô hạn.
Bảng 3. Hàm lượng chlorophyll a và b (ppm) trong lá ở hai điều 
kiện.

Chl a: Chlorophyll a; Chl b: Chlorophyll b; NSG: Ngày sau gieo. Trong 
cùng một cột, những số có chữ số theo sau giống nhau thì khác biệt không 
có ý nghĩa thống kê; ns: Khác biệt không có ý  nghĩa thống kê; *: Khác 
biệt với mức ý nghĩa 5%.

Bảng 4. Hàm lượng chlorophyll tổng (ppm) trong lá ở 2 điều 
kiện.

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

Ảnh hưởng của hạn đến sự tích lũy hàm lượng đường 
tổng trong lá

Hạn hán làm giảm hiệu quả quang hợp, lượng đường 
cung cấp cho các mô cũng bị ảnh hưởng. Đồng thời với việc 
đánh giá hàm lượng chlorophyll, hàm lượng đường tổng và 
proline cũng được đánh giá. Kết quả cho thấy ở 35-40 ngày 
sau khi gieo, hàm lượng đường tổng trong lá tăng cao khác 
biệt với mức ý nghĩa thống kê 5% so với điều kiện đủ nước 
(bảng 5).

Có sự tích lũy đường tổng trong lá khi độ ẩm đất giảm 
còn 40-45% và tăng cao khi cây bị hạn. Khi bị hạn, hàm 
lượng đường tổng trong lá tăng từ 1,2-3 lần so với điều kiện 
đủ nước. Nàng níu có sự tích lũy đường tổng trong lá tăng 
cao nhất, tiếp đến là IR64, LH01 và thấp nhất là CTUS4.

Trong điều kiện hạn, sự tích lũy các loại đường sẽ tăng 
lên [29], sự gia tăng hàm lượng đường là một trong những 
chỉ số về khả năng chịu hạn [30]. Các giống có khả năng 
chống chịu hạn thông qua việc tích lũy đường tổng lên gấp 
2-3 lần so với điều kiện không hạn [7]. Trong thời gian bị 
hạn, đường hoạt động như hợp chất hòa tan điều chỉnh áp 
suất thẩm thấu, tiềm năng thẩm thấu tế bào được hạ xuống, 
thu hút nước vào tế bào, giúp duy trì sức trương tế bào, 
bảo vệ màng tế bào bằng cách tương tác với các phức hợp 
protein, enzyme và loại bỏ ROS [31], chính vì vậy hoạt 
động của các cơ quan và tế bào chất diễn ra với tốc độ bình 
thường [32]. Như vậy, trong điều kiện hạn, 4 giống/dòng lúa 
có sự gia tăng hàm lượng đường tổng trong lá, giúp điều hòa 
áp suất thẩm thấu, tăng khả năng chống chịu hạn.
Bảng 5. Hàm lượng đường tổng và proline (mg/g Weight fresh) 
trong lá ở 2 điều kiện.

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

Điều 
kiện 
(A)

Giống 
(B)

21 NSG 28 NSG 35 NSG 40 NSG

Chl a Chl b Chl a Chl b Chl a Chl b Chl a Chl b

Đủ 
nước

IR64 6,61a 7,41a 7,30a 8,22ab 7,21d 8,65b 7,24e 8,72de

Nàng níu 5,85b 6,63b 6,33b 8,00ab 5,47e 7,25c 6,90e 7,85e

CTUS4 6,29ab 7,50a 6,01b 7,73b 7,95c 8,26b 7,99d 8,99d

LH01 6,08ab 7,37a 6,55b 7,67b 7,29d 8,78b 7,23e 8,34de

Hạn

IR64 6,49a 7,78a 7,36a 8,76a 9,54a 10,05a 11,39a 12,55a

Nàng níu 5,79b 6,57b 6,21b 7,98ab 9,01ab 10,54a 10,03b 11,71ab

CTUS4 6,21ab 7,57a 6,11b 7,63b 8,59b 10,00a 9,14c 10,52c

LH01 6,05ab 7,13ab 6,52b 7,85b 9,29a 10,78a 10,26b 11,04bc

F A ns ns ns ns * * * *

F B * * * * * * * *

F AxB ns ns ns ns * * * *

CV (%) 4,92 4,62 6,11 5,84 3,87 4,99 4,64 5,11

Điều kiện (A) Giống (B) 21 NSG 28 NSG 35 NSG 40 NSG

Đủ nước

IR64 13,04ab 14,97a 15,65c 15,75c

Nàng níu 11,16cd 13,93bc 14,24d 14,77c

CTUS4 12,19abc 13,34c 15,73c 15,48c

LH01 12,92ab 13,52c 15,96c 15,87c

Hạn

IR64 13,17a 14,79ab 20,66a 22,38a

Nàng níu 11,01d 13,84bc 19,48ab 21,16a

CTUS4 12,01bcd 13,19c 18,80b 19,48b

LH01 12,76ab 13,22c 19,95ab 21,02ab

F A ns ns * *

F B * * * *

F AxB ns ns * *

CV (%)  4,76 3,94 3,75 4,27

Điều 
kiện 
(A)

Giống 
(B)

21 NSG 28 NSG 35 NSG 40 NSG

Đường 
tổng Proline Đường 

tổng Proline Đường 
tổng Proline Đường 

tổng Proline

Đủ 
nước

IR64 74,7c 0,91a 75,1b 0,84a 113,4d 0,79e 120,1d 0,79e

Nàng 
níu 102,4b 0,75b 78,2b 0,78ab 66,9f 0,79e 65,9f 1,04d

CTUS4 76,2c 0,93a 97,9a 0,80ab 100,0e 0,80e 108,7e 0,90de

LH01 119,3a 0,74b 100,3a 0,76b 122,8c 0,75e 126,4cd 0,84de

Hạn

IR64 75,0c 0,92a 75,0b 0,84a 144,5b  2,27b 184,8b 7,49a

Nàng 
níu 101,7b 0,75b 78,9b 0,80ab 151,7b 3,33a 198,6a 7,63a

CTUS4 75,4c 0,92a 98,5a 0,80ab 108,0de 0,97d 133,7c 1,99c

LH01 117,9a 0,75b 100,2a 0,75b 175,3a 2,05c 179,0b 3,09b

F A ns ns ns ns * * * *

F B * * * * * * * *

F AxB ns ns ns ns * * * *

CV (%)  5,35 5,58 5,77 4,76 4,32 5,61 4,44 4,07
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Ảnh hưởng của hạn đến sự tích lũy hàm lượng proline 
trong lá

Kết quả phân tích hàm lượng proline cho thấy, ở 35-40 
ngày sau khi gieo hàm lượng proline trong lá tăng với mức ý 
nghĩa thống kê 5% so với điều kiện đủ nước (bảng 5).

Hàm lượng proline trong lá tăng cao khi cây bị hạn, tăng 
từ 2,2-9,5 lần so với điều kiện đủ nước. IR64 có sự tích lũy 
proline cao nhất, tiếp theo là Nàng níu, LH01 và CTUS4, 
mặc dù ở 35 ngày sau khi gieo Nàng níu có sự tích lũy 
proline cao nhất. Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của 
một số tác giả cho rằng hàm lượng proline tăng đáng kể khi 
cây bị hạn [33, 34].

Proline là một trong những chỉ số về khả năng chống 
chịu hạn [35, 36]. Sự tích lũy proline trong điều kiện stress 
ở nhiều loài tương quan với khả năng chống chịu [37]. 
Ở thực vật, tổng hợp proline diễn ra trong bào tương và 
trong plastid. Tiền thân là glutamate, được chuyển thành 
proline bởi hai bước liên tiếp được xúc tác bởi pyrroline-
5-carboxylatesynthetase (P5CS) và P5C reductase (P5CR). 
Sự suy giảm proline xảy ra trong ty thể do việc đảo ngược 
hoạt động của proline dehydrogenase (PDH) và pyrroline-
5-carboxylate dehydrogenase (P5CDH) [38]. Các biểu hiện 
của gen này giúp tăng cường đáng kể hàm lượng proline nội 
sinh và làm tăng khả năng chịu hạn [36, 39]. Proline có vai 
trò đa năng trong việc bảo vệ thực vật khi gặp stress, tích 
trữ năng lượng điều chỉnh các quá trình oxy hóa khử tiềm 
ẩn, một chất loại bỏ ROS (Sharma và Dietz, 2006). Một số 
dẫn liệu cho thấy việc tăng cường tổng hợp proline giúp duy 
trì trạng thái cân bằng NADPH/NADP+, ổn định trạng thái 
oxy hóa khử, ngăn ngừa tổn thương bộ máy quang hợp [40]. 
Như vậy, 4 giống/dòng lúa có sự tích lũy cao hàm lượng 
proline trong lá để tăng khả năng chống chịu hạn.

Biến thiên kiểu gen (GCV), biến thiên kiểu hình (PCV) 
và hệ số di truyền (h2) của các đặc tính sinh hóa

Giá trị PCV của đường tổng và proline lần lượt là 22,5; 
99,4% và giá trị GCV lần lượt là 22; 99,3% (bảng 6), theo 
phân loại của Deshmukh, et al. (1986) [18], đường tổng 
và proline có giá trị GCV và PCV cao (>20), trong khi 
chlorophyll a, b và chlorophyll tổng có GCV và PCV thấp 
(<10). Giá trị GCV gần bằng PCV cho thấy sự đóng góp cao 
của kiểu gen cho sự biểu hiện kiểu hình của đường tổng và 
proline.

Đường tổng, proline có h2 lần lượt là 96,1 và 99,8%, kết 
quả cho thấy giá trị h2 rất cao (>80%). Theo Singh (2001) 
[20], điều này cho thấy sự đóng góp cao của kiểu gen cho 
sự biểu hiện kiểu hình, đóng góp của môi trường đối với 
sự biểu hiện của các tính trạng này không đáng kể. Burton 
(1952) [41] cho rằng, GCV cao cùng với h2 cao sẽ cho hiệu 
quả chọn lọc cao, điều này cho thấy đường tổng và proline 

có hiệu quả chọn lọc cao, có thể được khai thác trong 
chương trình chọn tạo giống lúa chịu hạn.
Bảng 6. Phương sai kiểu gen (σ2

g), phương sai kiểu hình (σ2
p), 

phương sai môi trường (σ2
e), hệ số biến thiên kiểu gen (GCV), 

hệ số biến thiên kiểu hình (PCV), hệ số di truyền (h2) của các 
đặc tính sinh hóa.

Đặc tính sinh 
hóa σ2

g σ2
p σ2

e
GCV 
(%)

PCV 
(%) h2

Chlorophyll a 0,46 0,62 0,16 7,7 9,0 0,737

Chlorophyll b 0,63 0,89 0,26 7,9 9,4 0,708

Chlorophyll 
tổng 1,42 2,03 0,61 6,5 7,8 0,702

Đường tổng 947,5 986 38,5 22 22,5 0,961

Proline 8,71 8,72 0,01 99,3 99,4 0,998

Kết luận

Để thích ứng trong điều kiện hạn, 4 giống/dòng lúa 
có sự tích lũy cao hàm lượng chlorophyll, đường tổng và 
proline trong lá. Hàm lượng chlorophyll a tăng từ 1,1-1,6 
lần, chlorophyll b tăng từ 1,2-1,5 lần, chlorophyll tổng tăng 
từ 1,3-1,4 lần, hàm lượng đường tổng tăng từ 1,2-3 lần, hàm 
lượng proline tăng từ 2,2-9,5 lần. So với IR64, hai dòng 
CTUS4 và LH01 có sự tích lũy hàm lượng đường tổng, 
proline thấp nhất.

Đường tổng và proline có giá trị GCV và h2 cao, cho 
thấy sự đóng góp cao của kiểu gen cho sự biểu hiện của tính 
trạng nên có hiệu quả chọn lọc cao cho khả năng chịu hạn.
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Mở đầu 

Dâu tây là loại cây ăn quả có giá trị dinh dưỡng, được 
trồng nhiều ở Đà Lạt với diện tích trên 117 ha. Một số 
loài vi nấm gây bệnh phát triển, làm cho hàng chục hecta 
dâu tây bị vàng lá, chết héo, đen rễ đỏ gốc, chủ yếu là 
do nấm Phytophthora spp. gây ra. Phòng trừ bệnh nấm 
Phytophthora spp. chủ yếu là vệ sinh đồng ruộng  và sử 
dụng  thuốc bảo vệ thực vật. Thuốc bảo vệ thực vật hóa học 
sử dụng thường xuyên sẽ làm tăng tính kháng thuốc và ảnh 
hưởng đến sức khỏe con người [1]. Giải pháp sinh học được 
xem là giải pháp thay thế để kiểm soát các bệnh lây truyền 
trong đất [2], trong đó, các hợp chất sinh học có nguồn gốc 
tự nhiên được sử dụng thay thế cho hợp chất hóa học tổng 
hợp, không gây độc cho người, gia súc và thân thiện với 
môi trường. Chitosan là hợp chất polysaccharide tự nhiên, 
là dẫn xuất deacetyl hoá của chitin có trong vỏ giáp xác tôm 
cua, có hoạt tính sinh học nhiều hứa hẹn nhất [3]. Chitosan 
ức chế sự phát triển của  nấm gây bệnh, và là một elicitor 
tăng cường các phản ứng tự vệ của cây trồng [4]. Ngoài ra, 
biện pháp sinh học còn sử dụng các vi sinh vật đối kháng 
các vi sinh vật gây bệnh thực vật. Nấm Trichoderma là 
nấm đối kháng, được sử dụng để kiểm soát, phòng ngừa 
một số loài nấm gây bệnh ở cây trồng như nấm Fusarium, 
Rhizoctonia, Sclerotium, Phytophthora…[5, 6]. Sự kết hợp 
giữa các tác nhân sinh học làm giảm mức độ sử dụng thuốc 

trừ nấm hóa học nhưng vẫn mang lại hiệu quả phòng bệnh 
rất cao [7]. Do đó, mục tiêu của nghiên cứu này là xác định, 
đánh giá khả năng ức chế của chitosan chiếu xạ khối lượng 
phân tử thấp kết hợp với nấm Trichoderma spp. đối với nấm 
Phytophthora spp. gây bệnh bệnh đen rễ và khả năng sinh 
trưởng của cây dâu tây, làm cơ sở khoa học cho việc xây 
dựng giải pháp phòng trừ bệnh, thúc đẩy tăng trưởng cho 
cây dâu tây. 

Nội dung nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

- Giống dâu tây: Giống dâu Mỹ đá (Fragaria x ananassa) 
sử dụng trong thực nghiệm được nhân giống bằng phương 
pháp nuôi cấy in vitro, sản xuất tại Trung tâm Nghiên cứu 
ứng dụng kỹ thuật nông nghiệp Lâm Đồng.

- Chủng nấm Phytophthora spp. gây bệnh đen rễ được 
phân lập trên cây dâu tây bị bệnh tại Đà Lạt.

- Chủng nấm Trichoderma spp. sử dụng trong thực 
nghiệm được phân lập tại vùng đất Đà Lạt và lưu trữ tại 
phòng thí nghiệm của Trung tâm Công nghệ bức xạ, Viện 
Nghiên cứu hạt nhân.

Phương pháp nghiên cứu

- Chitosan được sử dụng trong các thực nghiệm có khối 

Ảnh hưởng của chitosan chiếu xạ kết hợp nấm Trichoderma 
tới bệnh chết héo Phytophthora spp. trên cây dâu tây

Nguyễn Duy Hạng*, Nguyễn Trọng Hoành Phong, Lê Thị Thái Hòa, 
Nguyễn Tấn Mân, Lê Hữu Tư, Lê Xuân Cường, Lê Văn Toàn

Viện Nghiên cứu hạt nhân

Ngày nhận bài 2/5/2018; ngày chuyển phản biện 4/5/2018; ngày nhận phản biện 12/6/2018; ngày chấp nhận đăng 18/6/2018

Tóm tắt:

Hiệu ứng của chitosan chiếu xạ kết hợp với nấm Trichoderma đối với Phytophthora spp. gây bệnh chết héo ở cây dâu 
tây đã được nghiên cứu. Ảnh hưởng của chitosan chiếu xạ đối với sự sinh trưởng cây dâu tây và khả năng phòng trừ 
bệnh Phytophthora spp. đã được thực nghiệm ở điều kiện nhà kính và in vitro. Kết quả cho thấy, Phytophthora spp. 
gây bệnh chết héo trên cây dâu tây rất nhạy cảm với  chitosan chiếu xạ. Chitosan chiếu xạ có khối lượng phân tử 30 
kDa với nồng độ 800 ppm đã ức chế hoàn toàn sự sinh trưởng của hệ sợi nấm Phytophthora spp. Tưới chitosan chiếu 
xạ vào đất trồng cây dâu tây đã được gây nhiễm Phytophthora spp., sau đó bổ sung thêm nấm Trichoderma làm giảm 
hoàn toàn tỷ lệ bệnh chết héo do nấm Phytophthora spp. gây ra và làm cho cây dâu tây sinh trưởng tốt hơn. Mục 
tiêu của nghiên cứu này là đánh giá hiệu ứng của chitosan chiếu xạ và nấm Trichoderma đến khả năng sinh trưởng 
và phòng trừ bệnh chết héo ở cây dâu tây. 

Từ khóa: Bệnh thối rễ, cây dâu tây, chitosan chiếu xạ, Phytophthora, Trichoderma.

Chỉ số phân loại:  4.1 

*Tác giả liên hệ: Tel: 84-63-3823222 ; Email: nguyenduyhang7@yahoo.com
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lượng phân tử 100 kDa, 30 kDa và chitosan oligomer (CT). 
Chitosan 30 kDa được điều chế từ chitosan 100 kDa trương 
trong dung dịch H2O2 3% theo tỷ lệ 1:3 (w/v), và chiếu tia 
gamma với liều xạ 10 kGy. Chitosan oligomer (CT) được 
điều chế từ dung dịch 10% chitosan 30 kDa (hòa tan trong 
dung dịch acid acetic 3%), chiếu tia gamma với liều xạ 
20 kGy. Khối lượng phân tử của chitosan được xác định 
bằng phương pháp sắc ký gel (GPC) trên máy LC–20AB  
Shimadzu, Nhật Bản. Chất chuẩn là Pullulan có khối lượng 
phân tử từ 738 đến 380000 Da.

- Xác định khả năng kháng nấm Phytophthora spp. của 
chitosan chiếu xạ có khối lượng phân tử (Mw) khác nhau 

trong điều kiện in vitro: Nấm Phytophthora spp. (một mẫu 
thạch PDA có chứa hệ sợi nấm, kích thước 1 mm2) được 
nuôi cấy trên môi trường PDA (glucose, dịch chiết khoai 
tây, thạch Agar) có bổ sung chitosan Mw khác nhau với các 
hàm lượng: 0, 50, 100, 300, 500, 800, 1000, 1500 và 2000 
ppm. Khả năng kháng nấm Phytophthora spp. của chitosan 
được đánh giá bằng phương pháp đo kích thước của hệ sợi 
nấm sinh trưởng theo thời gian khác nhau ở nhiệt độ 25ºC.

- Khảo sát ảnh hưởng chitosan chiếu xạ kết hợp với 
nấm đối kháng Trichoderma spp. đối với sự sinh trưởng, 
tỷ lệ bệnh của cây dâu tây trồng trên đất đã gây nhiễm nấm 
Phytophthora spp. trong điều kiện nhà kính. Thí nghiệm 
gồm 4 nghiệm thức, mỗi nghiệm thức được lặp lại 3 lần:

+ Nghiệm thức 1 (đối chứng): Cây dâu tây con 45 ngày 
tuổi được trồng trong chậu nhựa (Ø18 cm) với 1 kg đất 
được gây nhiễm 1% sinh khối nấm Phytophthora spp. (tính 
theo khối lượng đất). Sinh khối hệ sợi nấm Phytophthora 
spp. được nhân nuôi trên môi trường cám trấu sau 25 ngày 
ở nhiệt độ 25oC; sinh khối hệ sợi nấm Phytophthora spp.  
được sử dụng gây nhiễm trực tiếp vào đất trồng  dâu tây. 

+ Nghiệm thức 2 (xử lý nấm Trichoderma spp.): Cây dâu 
tây trồng trong chậu nhựa với đất đã nhiễm 1% sinh khối 
nấm Phytophthora spp. xử lý nấm Trichoderma spp. với số 
lượng bào tử là 108 bào tử/g đất.

+ Nghiệm thức 3 (xử lý chitosan): Cây dâu tây trồng 
trong chậu nhựa với đất đã nhiễm 1% sinh khối nấm 
Phytophthora spp. xử lý dung dịch chitosan với hàm lượng 
phù hợp (mg/kg đất).

+ Nghiệm thức 4 (xử lý chitosan + nấm Trichoderma 
spp.): Cây dâu tây trồng trong chậu nhựa với đất đã nhiễm 1% 
sinh khối nấm Phytophthora spp. xử lý dung dịch chitosan 
với hàm lượng phù hợp (mg/kg đất) và nấm Trichoderma 
spp. với số lượng bào tử là 108 bào tử/g đất.

Các chỉ tiêu về khối lượng tươi, khối lượng khô của rễ, 
thân và lá cây dâu tây, tỷ lệ bệnh, tỷ lệ ức chế được ghi nhận 
ở  mỗi nghiệm thức.

Xử lý số liệu: Sử dụng phần mềm Excel 2013 để phân 
tích và tổng hợp các số liệu thu thập được từ các thí nghiệm. 
Dùng phần mềm SPSS 16.0 để phân tích thống kê các số 
liệu.

Kết quả và thảo luận

Ảnh hưởng của chitosan chiếu xạ khối lượng phân 
tử khác nhau đến khả năng sinh trưởng hệ sợi nấm 
Phytophthora spp.

Kết quả ở bảng 1 cho thấy, chitosan có khả năng ức chế 
sự sinh trưởng của hệ sợi nấm Phytophthora spp. so với đối 
chứng không có chitosan. Nồng độ của chitosan càng tăng 

The effect of irradiated chitosan 
combined with Trichoderma on the 

root rot pathogen Phytophthora spp.  
in strawberry

Duy Hang Nguyen*, Trong Hoanh Phong Nguyen, 
Thi Thai Hoa Le, Tan Man Nguyen, Huu Tu Le, 

Xuan Cuong Le, Van Toan Le
Nuclear Research Institute

Recevied 2 May 2018; accepted 18 June 2018

 Abstract:

Antifungal effects of irradiated chitosan in combination 
with Trichoderma strain on the root rot disease 
Phytophthora spp. in strawberry were investigated. 
The effect of irradiated chitosan on the growth and the 
root rot control of Phytophthora spp. in strawberry was 
evaluated in vitro and under greenhouse conditions. 
The results showed that irradiated chitosan with the 
molecular weight of 30 kDa strongly inhibited the 
mycelial growth of Phytophthora spp. The soil treatment 
by irradiated chitosan in combination with Trichoderma 
spp. strain completely reduced the root rot disease and 
promoted the growth of strawberry. The aim of this 
study was to evaluate the effect of irradiated low-weight 
chitosan in combination with Trichoderma spp. strain on 
the growth promotion and control of the root rot disease 
in strawberry.  

Keywords: Irradiated chitosan, Phytophthora, root rot, 
strawberry, Trichoderma.

Classification number: 4.1



4060(7) 7.2018

Khoa học Nông nghiệp

cao thì khả năng sinh trưởng của hệ sợi nấm càng giảm. 
Bảng 1. Ảnh hưởng của chitosan chiếu xạ khối lượng phân tử 
khác nhau đến khả năng sinh trưởng hệ sợi nấm Phytophthora 
spp. gây bệnh hại cây dâu tây.

Ghi chú: (-) hệ sợi nấm không sinh trưởng. Trong cùng một cột, các giá 
trị có các chữ cái a,b,c,d,e theo sau chỉ sự khác biệt có ý nghĩa thống 
kê (P<0,05).

Trong ba loại chitosan được thử nghiệm thì chitosan 30 
kDa (C30) cho kết quả ức chế tốt hơn so với chitosan 100 
kDa (C100) và chitosan oligomer (CT). Tỷ lệ ức chế hệ sợi 
nấm Phytophthora spp. sau 144 giờ của C30 ở nồng độ 500 
ppm đối với Phytophthora đạt 48,77%, cao hơn hẳn so với 
C100 và CT là 26%; còn ở nồng độ 800 ppm của C100 và C30 đã 
ức chế hoàn toàn sự phát triển của hệ sợi nấm Phytophthora.  
Sự ức chế phát triển  hệ sợi nấm của CT kém hơn so với C100 
và C30, bằng chứng là sợi nấm vẫn phát triển tại mức nồng 
độ 2000 ppm tuy có giảm nhưng chưa ức chế được hoàn 
toàn.

Ảnh hưởng của chitosan chiếu xạ khối lượng phân tử 
khác nhau kết hợp với nấm Trichoderma spp. đối với sự 
sinh trưởng hệ sợi nấm Phytophthora spp.

Tỷ lệ ức chế của chitosan kết hợp với nấm Trichoderma 
đối với sự sinh trưởng hệ sợi nấm Phytophthora được thể 

hiện rất rõ trong biểu đồ 1 và biểu đồ 2. Khi sử dụng C100 
và C30 ở nồng độ 500 ppm kết hợp với nấm Trichoderma 
thì  tỷ lệ ức chế sinh trưởng đạt gấp 2 lần so với các nghiệm 
thức chỉ sử dụng chitosan đơn lẻ. Tỷ lệ ức chế của C30 kết 
hợp với nấm Trichoderma cao hơn hoạt lực của C100 kết hợp 
với nấm Trichoderma. Ở nồng độ từ 100 đến 500 ppm của 
chitosan C30 kết hợp với nấm Trichoderma ức chế hơn 80% 
sự sinh trưởng của hệ sợi nấm Phytophthora gây bệnh hại 
cây dâu tây.

Ảnh hưởng của chitosan chiếu xạ kết hợp với nấm 
Trichoderma spp. đối với tỷ lệ bệnh do nấm Phytophthora 
spp. được gây nhiễm nhân tạo và khả năng sinh trưởng 
của cây dâu tây trồng trong điều kiện nhà kính

Sau khi bổ sung sinh khối nấm Phytophthora spp. vào 
đất trồng dâu tây thì tỷ lệ bệnh trên cây dâu tây trong các 
nghiệm thức là 100%, đồng thời xuất hiện những triệu 
chứng bệnh điển hình do nấm Phytophthora gây ra được 
trình bày ở bảng 2. Khi sử dụng nấm Trichoderma để xử lý 
nấm Phytophthora thì Trichoderma vẫn có tác dụng ức chế 
hoạt động của nấm Phytophthora nhưng cho hiệu quả không 
cao. Tỷ lệ bệnh giảm rõ rệt khi xử lý nấm Phytophthora 
bằng C30 (300 mg/kg đất) hoặc C30 (300 mg/kg đất) kết hợp 
với nấm Trichoderma. Trong 30 ngày thử nghiệm, nghiệm 
thức sử dụng C30 đơn lẻ để xử lý nấm Phytophthora thể hiện 
khả năng kháng nấm tốt, cây phát triển bình thường, nhưng 
sau đó thì hiệu lực kháng nấm bắt đầu giảm. Trong khi đó, 
cây dâu được gây nhiễm nấm Phytophthora sau khi xử lý 
bằng C30 kết hợp với nấm Trichoderma thì hoàn toàn không 
bị bệnh sau 30 ngày xử lý.

Chitosan Nồng độ
(ppm)

Đường kính tản nấm Phytophthora spp. theo thời gian nuôi 
cấy (mm)

24 giờ 48 giờ 72 giờ 144 giờ

0 2,33±0,33a 7,67±0,33a 12,33±0,33a 19,13±0,47a

C100

50 2,33±0,33a 6,33±0,33b 12,03±0,32a 18,33±0,33a

100 2,03±0,58a 5,10±0,58bc 10,17±0,49b 16,37±0,32b

300 2,03±0,58a 4,67±0,33c   9,43±0,28b 15,67±0,33b

500 1,33±0,33a 3,33±0,33d   7,33±0,33c 14,13±0,49c

800        (-)        (-)          (-)          (-)

C30

50 2,33±0,33a 5,47±0,32b 10,67±0,35b 16,67±0,33b

100 2,03±0,58a 4,03±0,55bc   9,33±0,27c 13,10±0,49c

300 1,33±0,33ab 3,10±0,58c   8,67±0,58c 12,33±0,33c

500 1,00±0,00b 1,00±0,00d   6,67±0,33d   9,80±0,20d

800        (-)        (-)          (-)          (-)

CT

50 2,33±0,33a 6,33±0,33b 12,10±0,49a 18,67±0,33a

100 2,03±0,58ab 6,07±0,55b 12,03±0,55a 16,10±0,49b

300 2,03±0,58ab 5,33±0,33b 10,33±0,33b 15,67±0,33b

500 1,33±0,33ab 5,10±0,55b 10,07±0,52b 14,07±0,52c

800 1,00±0,00b 3,10±0,58c   9,10±0,52b 12,17±0,46d

1000 1,00±0,00b 2,13±0,49cd   7,33±0,33c 11,67±0,33d

1500 1,00±0,00b 1,73±0,27d   6,03±0,12d   8,20±0,41e

2000 1,00±0,00b 1,67±0,33d   4,10±0,18e   7,33±0,33e
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Ảnh hưởng của chitosan chiếu xạ khối lượng phân tử khác nhau kết hợp với 

nấm Trichoderma spp. đối với sự sinh trưởng hệ sợi nấm Phytophthora spp. 

Tỷ lệ ức chế của chitosan kết hợp với nấm Trichoderma đối với sự sinh trưởng hệ 

sợi nấm Phytophthora được thể hiện rất rõ trong biểu đồ 1 và biểu đồ 2. Khi sử dụng C100 

và C30 ở nồng độ 500 ppm kết hợp với nấm Trichoderma thì  tỷ lệ ức chế sinh trưởng đạt 

gấp 2 lần so với các nghiệm thức chỉ sử dụng chitosan đơn lẻ. Tỷ lệ ức chế của C30 kết 

hợp với nấm Trichoderma cao hơn hoạt lực của C100 kết hợp với nấm Trichoderma. Ở 

nồng độ từ 100 đến 500 ppm của chitosan C30 kết hợp với nấm Trichoderma ức chế hơn 

80% sự sinh trưởng của hệ sợi nấm Phytophthora gây bệnh hại cây dâu tây. 

 

Ảnh hưởng của chitosan chiếu xạ kết hợp với nấm Trichoderma spp. đối với tỷ 

lệ bệnh do nấm Phytophthora spp. được gây nhiễm nhân tạo và khả năng sinh trưởng 

của cây dâu tây trồng trong điều kiện nhà kính 

Sau khi bổ sung sinh khối nấm Phytophthora spp. vào đất trồng dâu tây thì tỷ lệ 

bệnh trên cây dâu tây trong các nghiệm thức là 100%, đồng thời xuất hiện những triệu 

chứng bệnh điển hình do nấm Phytophthora gây ra được trình bày ở bảng 2. Khi sử dụng 

nấm Trichoderma để xử lý nấm Phytophthora thì Trichoderma vẫn có tác dụng ức chế 

Biểu đồ 1. Tỷ lệ ức chế của C100 kết 

hợp Trichoderma spp. đối với sự sinh 

trưởng hệ sợi nấm Phytophthora spp. 

Biểu đồ 2. Tỷ lệ  ức chế của C30 kết 

hợp Trichoderma spp. đối với sự sinh 

trưởng hệ sợi nấm Phytophthora spp. 

C30 + Trichoderma spp. C30 C100 + Trichoderma spp. C100 

Biểu đồ 1. Tỷ lệ ức chế của C100 
kết hợp Trichoderma spp. đối 
với sự sinh trưởng hệ sợi nấm 
Phytophthora spp.

Biểu đồ 2. Tỷ lệ  ức chế của C30 
kết hợp Trichoderma spp. đối 
với sự sinh trưởng hệ sợi nấm 
Phytophthora spp.
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Bảng 2. Tỷ lệ bệnh của cây dâu được gây nhiễm nấm Phytophthora 
spp. sau 30 ngày xử lý và tỷ lệ ức chế bệnh của chitosan khối 
lượng phân tử 30 kDa kết hợp nấm Trichoderma spp.

Nghiệm thức Triệu chứng bệnh
Tỷ lệ bệnh 
sau 30 ngày 
xử lý (%)

Tỷ lệ ức
chế bệnh 
(%)

Đối chứng
Phytophthora spp.

Cây bị đỏ gốc, héo, 
lá quăn, số lá giảm, 
thối gốc

100 0

Phytophthora spp.
+ Trichoderma spp.

Cây bị đỏ gốc, héo, lá 
quăn, số lá giảm 67 33

Phytophthora spp. + C30
Cây bị đỏ gốc, héo, 
lá quăn 28 72

Phytophthora spp. + C30 
+ Trichoderma spp.

Cây phát triển bình 
thường 0 100

Bảng 3. Ảnh hưởng của chitosan khối lượng phân tử 30 kDa kết 
hợp với nấm Trichoderma spp. đến khối lượng tươi và khối lượng 
khô của cây dâu được gây nhiễm nấm Phytophthora spp.

Ghi chú: Trong cùng một cột, các giá trị có các chữ cái a, b, c, d theo sau 
chỉ sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P<0,05).

Kết quả ở bảng 3 cho thấy, khối lượng tươi và khối 
lượng khô của rễ, thân và lá của cây dâu tây được gây nhiễm 
nấm Phytophthora spp. khi xử lý bằng C30 kết hợp với nấm 
Trichoderma spp. cho kết quả là tốt nhất so với các nghiệm 
thức khác.

Dựa vào kết quả thực nghiệm sử dụng C30 và C30 kết 
hợp với Trichoderma spp. để xử lý nấm Phytophthora spp., 
chúng tôi nhận thấy việc bổ sung thêm nấm Trichoderma có 

ảnh hưởng tích cực đến khả năng kháng nấm Phytophthora 
của C30 và làm cho cây dâu tăng trưởng mạnh hơn (hình 1).

Kết luận

Ảnh hưởng của chitosan chiếu xạ khối lượng phân tử 
thấp phối hợp với nấm đối kháng Trichoderma đến sự sinh 
trưởng của cây dâu tây và khả năng phòng trừ bệnh nấm 
Phytophthora spp. đã được thực nghiệm ở điều kiện in vitro  
và trong điều kiện nhà kính. Nấm Phytophthora spp. rất 
nhạy cảm với  chitosan chiếu xạ có khối lượng phân tử thấp. 
Chitosan có khối lượng phân tử 30 kDa được điều chế từ 
chitosan 100 kDa bằng phương pháp chiếu xạ ức chế mạnh 
sự phát triển hệ sợi nấm Phytophthora spp. Khi phối hợp 
chitosan 30 kDa với nấm Trichoderma đã ức chế hoàn toàn 
sự sinh trưởng hệ sợi nấm Phythophthora trong điều kiện in 
vitro. Sự phối hợp giữa chitosan 30 kDa với nấm đối kháng 
Trichoderma để xử lý bệnh Phythophathora đã tác động 
trực tiếp đến sự sinh trưởng của cây dâu tây, khối lượng 
thân lá cao gấp 2,2 lần và khối lượng tươi rễ cao gấp 3,2 lần 
so với cây dâu tây không xử lý. Đất trồng cây dâu tây đã 
được gây nhiễm Phytophthora spp. sau đó tưới chitosan 30 
kDa và bổ sung thêm nấm Trichoderma làm giảm tỷ lệ bệnh 
chết héo do nấm Phytophthora spp. gây ra và làm cho cây 
dâu tây sinh trưởng tốt hơn. Sự kết hợp giữa các tác nhân 
đối kháng sinh học và hợp chất polymer sinh học là một giải 
pháp an toàn, giúp kiểm soát hiệu quả bệnh Phytophthora 
spp. gây hại cây dâu tây.
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Nghiệm thức
Khối lượng tươi (g/cây) Khối lượng khô (g/cây)

Rễ Thân + Lá Rễ Thân + Lá

Đối chứng 
Phytophthora spp. 2,09d 3,24d 0,28d 0,81d

Phytophthora spp.
+ Trichoderma spp. 3,96c 3,78c 0,48c 0,93c

Phytophthora spp. + C30 5,74b 6,38b 0,66b 1,49b

Phytophthora spp. + C30 
+ Trichoderma spp. 6,80a 7,19a 1,08a 2,37a

Hình 1. Ảnh hưởng của chitosan 30 kDa phối hợp với nấm 
Trichoderma đối với sự sinh trưởng của cây dâu tây được gây 
nhiễm nấm Phytophthora spp. (A) Đối chứng (1% sinh khối nấm 
Phytophthora spp.); (B) 0,1% sinh khối nấm Phytophthora spp. 
+ 300 ppm C30; (C) 0,5% sinh khối nấm Phytophthora spp. + 
300 ppm C30; (D) 1% sinh khối nấm Phytophthora spp.  + 300 
ppm C30.
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+ Trichoderma spp. 

 

Ghi chú:  Trong cùng một cột, các giá trị có các chữ cái a, b, c, d theo sau chỉ sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê (P < 0,05).  

K ết quả ở bảng 3 cho thấy, khối lư ợng tươi và khối lư ợng khô của rễ, thân và lá của 

cây dâu tây được gây nhiễm nấm Phytophthora spp. khi xử lý bằng C30 kết hợp với nấm 

Trichoderma spp. cho kết quả là tốt nhất so với các nghiệm thức khác. 

Dựa vào kết quả thực nghiệm sử dụng C30 và C 30 kết hợp với Trichoderma spp. để 

xử lý nấm Phytophthora spp.,  chúng tôi nhận thấy vi ệc bổ sung thêm nấm Trichoderma 

có ảnh hưởng tích cực đến khả năng kháng nấm Phytophthora của C 30 và làm cho cây dâu 

tăng trưởng mạnh hơn (hình 1). 

 

 

 

 

 

 

 

K ết luận 

Ảnh hưởng của chitosan chiếu xạ khối lư ợng phân tử thấp phối hợp với nấm đối 

kháng Trichoderma đến sự sinh trưởng của cây dâu tây và khả năng phòng trừ bệnh nấm 

Phytophthora spp. đã được thực nghiệm ở điều kiện in vitro  và trong điều kiện nhà kính. 

Nấm Phytophthora spp. rất nhạy cảm với  chitosan chiếu xạ có khối lư ợng phân tử thấp. 

Chitosan có khối lư ợng phân tử 30 kDa được điều chế từ chitosan 100 kDa bằng phương 

pháp chiếu xạ ức chế mạnh sự phát triển hệ sợi nấm Phytophthora spp. Khi phối hợp 

chitosan 30 kDa với nấm Trichoderma đã ức chế hoàn toàn sự sinh trưởng hệ sợi nấm 

Phythophthora trong điều kiện in vitro. Sự phối hợp giữa chitosan 30 kDa với nấm đối 

Hình 1. Ả nh hưởng của chitosan 30 kDa ph ối hợp với nấm Trichoderma  đối với sự

sinh trư ởng của cây dâu tây đư ợc gây nhi ễm nấm Phytophthora spp. (A ) Đối chứng (1% sinh 

khối nấm Phytophthora spp.);  (B ) 0,1% sinh khối nấm Phytophthora spp. + 300 ppm C30;  (C ) 0,5% sinh khối nấm Phytophthora 

spp. + 300 ppm C30;  (D) 1% sinh khối nấm Phytophthora spp.  + 300 ppm C30. 

(A) (B) (C) (D) 
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Đặt vấn đề

Lân (P) là nguyên tố dinh dưỡng đa lượng cần thiết cho 
sự phát triển của cây trồng. Sự phát triển của cây trồng sẽ 
bị hạn chế nếu lượng P hữu dụng trong đất không đủ cung 
cấp cho cây trồng [1-4]. Hiện nay, có  có nhiều phương pháp 
xác định P hữu dụng trong đất như: Bray [5], Mehlich [6], 
Olsen [7]… Lân hữu dụng trích bằng các phương pháp này 
bao gồm các thành phần P hòa tan và P liên kết yếu với các 
dạng keo đất, do đó lượng P này thường cao hơn lượng P 
cây trồng thực sự hấp thu. Dựa vào hàm lượng P hữu dụng 
phân tích bằng các phương pháp này có thể không đánh giá 
chính xác khả năng và tốc độ cung cấp P từ đất. Các nghiên 
cứu trước đây ở Đồng bằng sông Cửu Long (ĐBSCL) chủ 
yếu tập trung vào đánh giá ảnh hưởng của lượng phân P và 
hàm lượng P hữu dụng trong đất đối với sự sinh trưởng của 
cây trồng mà không quan tâm đến khả năng và tốc độ cung 
cấp P của đất đối với cây trồng [8-9].

Hiện nay, phương pháp khuếch tán qua màng (DGT - 
Deffusive Gradient in Thin Films) đã được nghiên cứu và áp 
dụng để đánh giá hàm lượng và tốc độ cung cấp P trong đất 
và trong nước [10-18]. Nguyên lý của phương pháp DGT 
tương tự phương pháp sử dụng resin trao đổi anion (AEM 
- Anion Exchange Membrane), DGT mô phỏng tiến trình 
lý - hóa học của sự hấp thu liên tục P từ đất của cây trồng và 
sự tái cung cấp P vào dung dịch đất từ các pha rắn [19]. Do 
đó, phương pháp DGT có thể đánh giá chính xác khả năng 
và tốc độ cung cấp P của đất.

Nghiên cứu được thực hiện để đánh giá khả năng cung 
cấp P của đất dưới các mức độ bón phân P với các liều lượng 
0, 40 và 60 kg P2O5/ha tại Bạc Liêu và Cần Thơ trên cơ sở 
áp dụng phương pháp DGT. Dựa vào sự khác biệt về tốc 
độ cung cấp P của đất có thể đánh giá được khả năng cung 
cấp P và liều lượng phân P cần thiết trong canh tác lúa tại 
ĐBSCL. 

Đánh giá khả năng cung cấp lân của đất 
áp dụng phương pháp khuếch tán qua màng 
trên một số vùng đất canh tác lúa tại ĐBSCL

Vũ Văn Long1*, Nguyễn Hoàng Kim Nương2, Châu Minh Khôi2

1Khoa Tài nguyên - Môi trường, Trường Đại học Kiên Giang
2Khoa Nông nghiệp và Sinh học ứng dụng, Trường Đại học Cần Thơ
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Tóm tắt:

Nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá khả năng cung cấp lân của đất đối với hấp thu lân của cây trồng áp dụng 
phương pháp khuếch tán qua màng (DGT - Deffusive Gradient in Thin Films), đánh giá tương quan giữa hàm lượng 
P hấp thụ phân tích bằng phương pháp DGT với P hữu dụng trong đất và P hòa tan trong dung dịch đất tại Bạc Liêu 
và Cần Thơ. Mẫu đất được thu thập trên các ruộng áp dụng bón các liều lượng P khác nhau, bao gồm: Không bón 
lân, bón 40 kg P2O5/ha và bón 60 kg P2O5/ha. Công cụ DGT có cấu tạo gồm ba lớp gel được đặt trực tiếp lên bề mặt 
của đất trong vòng 24h để hấp thu P phóng thích ra từ trong dung dịch đất. Kết quả thí nghiệm cho thấy, nghiệm 
thức không bón lân và bón 40 kg P2O5/ha có tốc độ cung cấp P nhanh hơn nghiệm thức bón 60 kg P2O5/ha trên cả hai 
loại đất tại Bạc Liêu và Cần Thơ. Tuy nhiên, không có sự khác biệt ý nghĩa thống kê giữa tốc độ cung cấp P của đất ở 
các nghiệm thức không bón lân và bón 40 kg P2O5/ha so với nghiệm thức bón theo liều lượng của nông dân (P>0,05). 
Kết quả cũng cho thấy có sự tương quan chặt giữa hàm lượng P phân tích bằng phương pháp DGT với hàm lượng 
P hữu dụng trong đất bằng phương pháp Olsen (r>0,73) và P hòa tan trong dung dịch đất (r>0,95). Phương pháp 
DGT có thể thay thế các phương pháp truyền thống như Olsen và Malachite Green để phân tích hàm lượng P hữu 
dụng trong đất. Áp dụng phương pháp DGT có thể đánh giá chính xác lượng P phóng thích từ dung dịch đất cho cây 
trồng hấp thu, qua đó tăng hiệu quả sử dụng phân P trong canh tác lúa. 

Từ khóa: Khuếch tán qua màng, lân hòa tan, lân hữu dụng, tốc độ cung cấp lân.

Chỉ số phân loại: 4.1

*Tác giả liên hệ: Email: vvlong@vnkgu.edu.vn
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Phương pháp nghiên cứu

Mô tả thí nghiệm đồng ruộng áp dụng bón giảm phân 
lân

Thí nghiệm được thực hiện trên hai vùng đất canh tác lúa 
ba vụ ở ĐBSCL gồm: Đất phù sa phát triển bị nhiễm mặn 
tại huyện Hòa Bình, tỉnh Bạc Liêu và đất phù sa đang phát 
triển tại quận Ô Môn, TP Cần Thơ. Thí nghiệm được bố trí 
khối hoàn toàn ngẫu nhiên gồm 3 nghiệm thức và 3 lần lặp 
lại, bao gồm: Không bón P (P0), bón 40 kg P2O5/ha (P40) và 
bón 60 kg P2O5/ha tương ứng với liều lượng bón của nông 
dân (P60). 

Đất thí nghiệm tại Bạc Liêu có tên phân loại Eutric 
Gleysols [20]. Ở độ sâu tầng canh tác (0-20 cm), đất tại Bạc 
Liêu có sa cấu sét pha thịt với hàm lượng sét 55,0%, pH 
đất đạt 5,00 và độ dẫn điện của đất (EC1:2,5) đạt 1,22 mS/
cm (bảng 1). Hàm lượng chất hữu cơ trong đất Bạc Liêu đạt 
4,70% và được đánh giá trung bình theo thang đánh giá của 
Metson [21]. Đất thí nghiệm tại Cần Thơ được phân loại 
Dystric Gleysols [20]. Đất tại Cần Thơ có sa cấu sét với hàm 
lượng sét 61,5%, pH 4,60 và EC1:2,5 đạt 0,49 mS/cm. Hàm 
lượng chất hữu cơ trong đất Cần Thơ đạt 4,82% và được 
đánh giá trung bình theo thang đánh giá của Metson [21].
Bảng 1. Đặc tính đất tại Bạc Liêu và Cần Thơ ở độ sâu 0-20 cm 
trước khi tiến hành thí nghiệm vào vụ đông xuân 2011-2012.

Đặc tính Đơn vị Bạc Liêu Cần Thơ

Cát % 0,80 0,20

Thịt % 44,2 38,3

Sét % 55,0 61,5

pH đất 5,00 4,60

EC(1:2,5) đất mS/cm 1,22 0,46

Chất hữu cơ trong đất % 4,70 4,82

Phương pháp thu thập mẫu đất

Mẫu đất sử dụng để đánh giá tốc độ cung cấp P của đất 
được thu thập vào giai đoạn thu hoạch vụ đông xuân 2013-
2014 sau khi đã thực hiện bón giảm phân P trong 7 vụ. Mẫu 
đất cuối vụ cũng được sử dụng để đánh giá tương quan giữa 
nồng độ P hấp thu trên gel FeOOH với P hữu dụng trong đất. 
Bên cạnh đó, nghiên cứu cũng tiến hành đánh giá sự tương 
quan giữa hàm lượng P hấp thu trên gel FeOOH và P hòa 
tan trong dung dịch đất (chỉ thực hiện trên đất Bạc Liêu). 
Mẫu đất được thu ở độ sâu 0-20 cm trong mỗi ô thí nghiệm 
và được bảo quản trong thùng cách nhiệt ở nhiệt độ 40C, sau 
đó được đưa về phòng thí nghiệm. Mẫu đất được phơi khô 
tự nhiên, sau đó được nghiền và qua rây 2 mm để tiến hành 
nghiên cứu.

Assessment of soil phosphorus supplying 
capacity in some rice paddy fields in the 
Mekong River Delta of Vietnam using 

deffusive gradient in thin films technique
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Minh Khoi Chau2

1College of Environment and Natural Resources, 
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Biology, Can Tho University
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Abstract:

The study aimed to evaluate the soil P-supply capacity 
for the crop uptake using  the Deffusive gradient in thin 
films (DGT) technique and the P absorption interaction 
between two groups: soil available P and dissolving 
P in Bac Lieu and Can Tho provinces using the DGT 
method. Soil samples were collected in the experimental 
fields where were applied with different P fertilizer 
rates: no P fertilizer, 40 kg P2O5 per ha, and 60 kg P2O5 
per ha. The DGT tool which was designed with three 
gel layers was directly put onto the soil surface within 
24 hours. The results showed that the soil P availability 
rate in no P fertilizer and 40 kg P2O5/ha treatments were 
higher than that in 60 kg P2O5/ha treatment in both Bac 
Lieu and Can Tho provinces. However, there were no 
significant differences in the soil P availability rate in the 
treatments applied with 0 and 40 kg P2O5/ha compared 
with the 60 kg P2O5/ha treatment (P>0.05). The P which 
was analysed by DGT (PDGT) has a close interaction with 
Olsen-P (r>0.73) and dissolving P in soil solution (r> 0.95). 
The DGT technique could substitute for the Olsen and 
Malachite Green methods to determine the soil available 
P. Applying the  DGT technique can evaluate exactly the 
P resleased from soil solution, thereby increasing the P 
use efficiency in the rice cultivation.

Keywords: Available P, deffusive gradient in thin films, 
dissolving P, soil P-supply rate.

Classification number: 4.1
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Phương pháp đánh giá tốc độ cung cấp P của đất bằng 
phương pháp DGT

Cấu tạo DGT: Cấu tạo của DGT gồm 3 phần chính: (1) 
Chân đế, (2) Nắp đậy mở có đường kính 2,5 cm, (3) Màng 
lọc, màng khuếch tán và màng hấp phụ P (hình 1). Màng 
lọc có cấu tạo là nitrocellulose với độ dày 0,45 µm. Màng 
khuếch tán P và màng hấp thu P được cấu tạo bằng gel, trong 
đó màng hấp thu P có thành phần là Ferrihydrite (FeOOH). 
Cả 3 màng đều có diện tích 2,54 cm2, độ dày 0,063 cm và 
được cố định bằng nắp đậy có khoảng trống tiếp xúc với bề 
mặt đất.

Hình 1. Cấu tạo của DGT (bên trái) và DGT sau khi đặt lớp gel 
hấp thu P (màu vàng nâu) trên chân đế (bên phải).

Phương pháp thực hiện: Cân 20 g đất, thêm nước khử 
khoáng đến khi đất bão hòa nước và để trong 24 giờ nhằm 
tạo cân bằng P giữa pha rắn của đất và dung dịch đất. Sau 
đó, đặt DGT tiếp xúc với bề mặt đất thông qua màng lọc 
và ủ ở nhiệt độ phòng. Sau 24 giờ, lấy DGT ra khỏi đất và 
phân tích lượng P hấp phụ và tích lũy trên gel FeOOH. Gel 
FeOOH được hòa tan trong 1 ml HCl 1M trong 24 giờ để 
phóng thích lượng P đã hấp phụ. Dung dịch hòa tan FeOOH 
sau đó được đem phân tích P bằng phương pháp so màu 
Malachite Green [22]. Để đánh giá khả năng cung cấp P của 
đất và lượng P được cây trồng hấp thu từ đất, nghiên cứu 
tiến hành đánh giá tốc độ cung cấp P của đất và lượng P hấp 
phụ trên gel FeOOH: 

F (mg/(cm2.s)) = Pmass/(A.t)

Cdgt = (Pmass . ∆g)/(D . A . t).1000

Trong đó: F là tốc độ khuếch tán P của đất, tương ứng 
tốc độ cung cấp P của đất [mg/(cm2.s)]; Pmass là lượng P hấp 
phụ trên lớp gel, tương ứng lượng P được rễ cây hấp thu 
(mg); A là diện tích của lớp gel (2,54 cm2); t là thời gian 
cài đặt DGT = 86400 (s); Cdgt là nồng độ P hấp phụ trên lớp 
gel (mg/l); ∆g là độ dày của lớp gel (0,063 cm); D là hệ số 
khuếch tán P từ dung dịch vào gel (cm2/s); 1000 là hệ số 
đổi ra lít.

Phương pháp phân tích các chỉ tiêu hóa học khác

EC1:2,5 đất (mS/cm) và pH đất được trích theo tỷ lệ 
đất:nước là 1:2,5, sau đó được đo bằng EC kế và pH kế. 
Chất hữu cơ trong đất (%) được xác định bằng phương 
pháp tro ướt hóa, carbon hữu cơ được oxy hóa bằng hỗn 
hợp K2Cr2O7 + H2SO4 và chuẩn độ lượng K2Cr2O7 thừa 

bằng dung dịch FeSO4 [23]. Lân hữu dụng trong đất được 
phân tích theo phương pháp Olsen, sử dụng dung dịch trích 
NaHCO3 theo tỷ lệ 1:20 ở pH 8,5, sau đó so màu ở bước 
sóng 880 nm [7]. Lân hòa tan trong dung dịch đất được trích 
theo tỷ lệ đất:nước là 1:2,5, sau đó phân tích bằng phương 
pháp Malachite Green, so màu ở bước sóng 630 nm [22]. 
Thành phần cơ giới của đất được xác định bằng phương 
pháp hút pipette bằng ống hút Robinson [24]. 

Xử lý và đánh giá số liệu

Phần mềm Microsoft Excel được sử dụng để nhập, phân 
tích và vẽ đồ thị tương quan giữa các nồng độ P hấp thụ 
trên gel với P hữu dụng và P hòa tan trong dung dịch đất 
dưới các liều lượng bón phân P khác nhau. Sử dụng phần 
mềm Minitab 16 để phân tích phương sai kết hợp kiểm định 
Tukey ở mức ý nghĩa 5% nhằm đánh giá sự khác biệt ý 
nghĩa về tốc độ cung cấp P của đất và lượng P được rễ cây 
trồng hấp thu giữa các nghiệm thức không bón P, bón 40 kg 
P2O5/ha và bón 60 kg P2O5/ha.

Kết quả và thảo luận

Lượng P được rễ cây trồng hấp thu và tốc độ cung cấp 
P của đất 

Trên đất thí nghiệm tại Bạc Liêu, lượng P được rễ cây 
trồng hấp thu (tương ứng với lượng P hấp phụ trên gel 
FeOOH) dao động từ 0,164-0,170 µg (bảng 2). Kết quả thí 
nghiệm cho thấy, lượng P được rễ cây trồng hấp thu tại các 
nghiệm thức không bón P và bón 40 kg P2O5/ha khác biệt 
không ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức bón 60 kg P2O5/
ha. Tuy nhiên, nghiên cứu đã chỉ ra rằng, bón giảm lượng 
phân P trong canh tác có thể giúp rễ cây trồng hấp thu được 
nhiều P hơn so với bón phân P theo liều lượng của nông dân. 

Sau mỗi 1 giây, tốc độ cung cấp P của đất (tương ứng 
với tốc độ P khuếch tán vào lớp gel FeOOH) đạt 7,49.10-7-
7,73.10-7 µg/cm2/s trên đất thí nghiệm tại Bạc Liêu. Kết quả 
phân tích cho thấy, tốc độ cung cấp P ở các nghiệm thức 
không bón P hoặc bón 40 kg P2O5/ha khác biệt không có ý 
nghĩa thống kê so với nghiệm thức bón theo liều lượng của 
nông dân. Tuy nhiên, bón giảm phân P giúp tăng tốc độ cung 
cấp P từ đất cho cây trồng so với duy trì bón phân P với liều 
lượng 60 kg P2O5/ha trong thời gian dài. Nồng độ P hấp phụ 
trên gel ở 3 nghiệm thức dao động từ 4,30-6,26 µg P/l và 
khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa ba nghiệm thức 
bón phân P. Tuy vậy, kết quả đã chỉ ra rằng, không bón P 
hoặc bón 40 kg P2O5/ha có thể giúp gia tăng khả năng cung 
cấp P của đất cho cây trồng so với duy trì lượng phân P cao 
trong canh tác lúa (60 kg P2O5/ha). 

Trên đất Cần Thơ, kết quả ghi nhận lượng P được rễ 
cây trồng hấp thu dao động từ 0,162-0,198 µg và tốc 
độ cung cấp P của đất ở ba nghiệm thức dao động từ 
7,38.10-7-9,04.10-7 µg/cm2/s trong thời gian 1 giây (bảng 2). 
Nhìn chung, lượng P được rễ cây trồng hấp thu và tốc độ 
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cung cấp P của đất ở các nghiệm thức không bón P hoặc bón 
40 kg P2O5/ha khác biệt không có ý nghĩa so với bón 60 kg 
P2O5/ha. Tuy nhiên, bón giảm phân P trong canh tác lúa tại 
Cần Thơ giúp tăng tốc độ cung cấp P của đất cho cây trồng 
và giúp rễ cây trồng hấp thu P được nhiều hơn so với bón 
phân P ở mức 60 kg P2O5/ha. Nồng độ P hấp phụ trên gel 
ở 3 nghiệm thức dao động từ 2,86-4,52 µg P/l và khác biệt 
không có ý nghĩa thống kê giữa nghiệm thức không bón P 
hoặc bón 40 kg P2O5/ha so với nghiệm thức bón 60 kg P2O5/
ha. Tương tự kết quả tại Bạc Liêu, bón giảm phân P trong 
canh tác lúa tại Cần Thơ có thể giúp gia tăng khả năng cung 
cấp P của đất cho cây trồng so với bón theo liều lượng của 
nông dân. 

Kết quả của nghiên cứu này gần giống với nghiên cứu 
của Six và cộng sự (2013) sử dụng phương pháp DGT để 
đánh giá khả năng đáp ứng đối với phân P của cây lúa cũng 
cho thấy tốc độ cung cấp P của đất đạt 5,1.10-7 µg/cm2/s 
[25]. Theo Merckx và cộng sự, tốc độ cung cấp P của đất 
phụ thuộc vào khả năng đệm P của đất [26]. Điều này cho 
thấy rằng, khả năng đệm P của đất canh tác lúa tại Bạc Liêu 
và Cần Thơ có thể được đánh giá tương tự nhau do hai loại 
đất thí nghiệm có các tính chất đất gần giống nhau.
Bảng 2. Kết quả phân tích P sử dụng phương pháp DGT tại Bạc 
Liêu và Cần Thơ.

Địa điểm Nghiệm 
thức

P hấp 
phụ 
trên gel 
FeOOH 
(µg)

Tốc độ 
cung cấp P 
của đất 
(µg/cm2/s)

Cdgt-Nồng 
độ P hấp 
phụ trên gel 
(µg P/l)

Bạc Liêu (A)

P60 0,164 7,49.10-7 4,30

P40 0,168 7,66.10-7 4,31

P0 0,170 7,73.10-7 6,26

Cần Thơ (B)
P60 0,162 7,38.10-7 2,86
P40 0,164 7,48.10-7 3,40
P0 0,198 9,01.10-7 4,52

F-test (A) ns ns ns
F-test (B) ns ns ns

ns: Khác biệt không ý nghĩa thống kê.

Tương quan giữa nồng độ P hấp phụ trên gel FeOOH 
và P hữu dụng trong đất

Kết quả phân tích tương quan giữa nồng độ P hấp phụ 
trên gel FeOOH với lượng P hữu dụng trong đất phân tích 
bằng phương pháp Olsen cho thấy, có sự tương quan ở tất cả 
các nghiệm thức không bón P, bón 40 kg P2O5/ha và nghiệm 
thức bón 60 kg P2O5/ha trên đất Bạc Liêu (hình 2). Sự tương 
quan được đánh giá là rất chặt, với hệ số tương quan theo 
các nghiệm thức không bón P, bón 40 kg P2O5/ha và bón 60 
kg P2O5/ha lần lượt là 0,98, 0,98 và 0,74 trên phương trình. 
Kết quả nghiên cứu cho thấy rằng, duy trì bón 60 kg P2O5/
ha trong canh tác lúa có thể làm giảm khả năng cung cấp P 

của đất cũng như khả năng hấp thu P của cây.

Hình 2. Mối tương quan giữa nồng độ P hấp phụ trên gel FeOOH 
và P hữu dụng trong đất phân tích bằng phương pháp Olsen tại 
Bạc Liêu.

Tương tự, kết quả phân tích cũng ghi nhận có sự tương 
quan về nồng độ P hấp phụ trên gel FeOOH và P hữu dụng 
trong đất phân tích bằng phương pháp Olsen trên đất thí 
nghiệm tại Cần Thơ. Hàm lượng P hữu dụng trong đất tại 
các nghiệm thức không bón P, bón 40 kg P2O5/ha và bón 60 
kg P2O5/ha được đánh giá tương quan chặt với nồng độ P 
hấp phụ trên gel với hệ số tương quan lần lượt là 0,93, 0,86 
và 0,90 trên phương trình (hình 3).

Lân hữu dụng trong đất được xem là một chỉ tiêu nhằm 
đánh giá lượng P mà cây trồng có thể hấp thu được cũng như 
phản ánh khả năng cung cấp P của đất [27]. Phương pháp 
Olsen có thể đánh giá được hàm lượng P hữu dụng trong 
đất cho cây trồng do hàm lượng P hữu dụng trích được có 
tương quan chặt với lượng P được cây trồng hấp thu và đáng 
tin cậy trên các loại đất hơi chua và các loại đất kiềm [28, 
29]. Phương pháp DGT là phương pháp được áp dụng để 
dự đoán khả năng thiếu hụt dinh dưỡng cũng như có thể dự 
đoán được lượng phân yêu cầu trong canh tác [19]. Nghiên 
cứu của Hứa Hồng Nhã (2014) ứng dụng phương pháp 
DGT để ước lượng khả năng hấp thu P của tảo trong đất 
đáy ao nuôi Artemia tại huyện Vĩnh Châu, tỉnh Sóc Trăng 
cho thấy có sự tương quan chặt (r = 0,87) giữa hàm lượng 
P phân tích bằng phương pháp DGT và P Olsen [30]. Six 
và cộng sự (2013) nghiên cứu sử dụng phương pháp DGT 
để xác định đáp ứng lân của cây bắp và cây lúa cũng cho 
thấy phương pháp DGT có thể ước lượng năng suất bắp tốt 
hơn (r = 0,92) so với các phương pháp phân tích P khác như 
Olsen, Mehlich-3 và Bray-1 (r = 0,73) [25]. Đối với cây lúa, 
phương pháp DGT cũng có thể được sử dụng để xác định 
đáp ứng lân đối với năng suất với hệ số tương quan r = 0,77 
so với các phương pháp Olsen, Mehlich-3 và Bray-1 (r ≈ 
0,84). Ngoài ra, một số nghiên cứu khác cho thấy phương 
pháp DGT có thể được sử dụng phân tích và đánh giá khả 
năng cung cấp P của đất tốt hơn các phương pháp phân tích 
P truyền thống [31].
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Hình 3. Tương quan giữa nồng độ P hấp phụ trên gel FeOOH 
và P hữu dụng trong đất phân tích bằng phương pháp Olsen tại 
Cần Thơ.

Tương quan giữa nồng độ P hấp phụ trên gel FeOOH 
và P hòa tan trong dung dịch đất

Kết quả phân tích cho thấy, hàm lượng P hòa tan trong 
dung dịch đất được trích bằng phương pháp Malachite 
Green có tương quan chặt với nồng độ P được hấp phụ trên 
gel FeOOH ở cả ba nghiệm thức không bón P, bón 40 kg 
P2O5/ha và bón 60 kg P2O5/ha trên đất thí nghiệm tại Bạc 
Liêu với hệ số tương quan dao động từ 0,955-0,997 (hình 
4). Kết quả trong nghiên cứu này tương tự với nghiên cứu 
của Hứa Hồng Nhã (2014) cho thấy có sự tương quan chặt 
giữa hàm lượng P phân tích bằng phương pháp DGT và P 
hòa tan trong dung dịch đất phân tích bằng phương pháp so 
màu Malachite Green (r = 0,927). Lân hòa tan trong dung 
dịch đất được xem là lượng P hữu dụng được rễ cây trồng 
có thể dễ dàng hấp thu trực tiếp từ đất. Vì vậy, phương pháp 
DGT có thể giúp đánh giá chính xác lượng P hữu dụng được 
cây trồng hấp thu thông qua mô phỏng các chức năng tương 
tự của rễ cây trồng. 

Hình 4. Tương quan giữa nồng độ P hấp phụ trên gel FeOOH và P 
hòa tan trong dung dịch phân tích bằng phương pháp Malachite 
Green tại Bạc Liêu.

Kết luận 

Không bón hoặc bón phân P với liều lượng 40 kg P2O5/
ha giúp gia tăng tốc độ cung cấp P của đất và giúp rễ cây 
trồng hấp thu P cao hơn so với duy trì bón 60 kg P2O5/ha 
trên cả hai điểm Bạc Liêu và Cần Thơ. Nồng độ P hấp phụ 
trên gel FeOOH tương quan chặt với hàm lượng P hữu 
dụng trong đất và hàm lượng P hòa tan trong dung dịch đất. 
Phương pháp DGT có thể xác định được chính xác lượng P 
hữu dụng trong đất mà cây trồng có thể hấp thu so với các 
phương pháp phân tích P khác như Bray, Olsen… trên các 
loại đất canh tác lúa và rau màu. Cần có thêm các nghiên 
cứu sử dụng phương pháp DGT để đánh giá đáp ứng với 
phân P của các loại cây trồng và đánh giá tương quan giữa 
lượng P phân tích bằng phương pháp DGT với khả năng 
đệm P của đất trên các vùng đất canh tác khác như đất phèn, 
đất mặn ở ĐBSCL.
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Đặt vấn đề

Với mục tiêu phát triển nuôi cá rô phi trở thành ngành 
sản xuất hàng hóa lớn, chủ lực, hiệu quả, bền vững với sản 
phẩm đa dạng, giá trị cao nhằm đáp ứng thị trường tiêu thụ 
trong nước và xuất khẩu, kế hoạch đã đề ra là đến năm 2030 
diện tích nuôi đạt 400.000 ha và 1,8 triệu m3 lồng nuôi trên 
hệ thống sông và hồ chứa lớn, sản lượng đạt 400.000 tấn, 
trong đó 45-50% phục vụ xuất khẩu [1]. Để đạt được kế 
hoạch này, hai yếu tố then chốt cần triển khai hiệu quả là sản 
xuất con giống có chất lượng cao và kiểm soát tốt dịch bệnh 
trong quá trình nuôi [2].

Cũng như các loại cá nuôi khác, cá rô phi có thể nhiễm 
các tác nhân như ký sinh trùng, nấm, và vi rút, đặc biệt là 
vi khuẩn. Vi khuẩn Streptococcus sp. đã gây ra dịch bệnh ở 
cá rô phi năm 2009 trên diện rộng tại hầu hết các tỉnh/thành 
phố miền Bắc (Hải Dương, Bắc Ninh, Bắc Giang và Hà 
Nội...), với tỷ lệ cá nuôi chết 80-100% [3]. Bệnh do vi khuẩn 
Streptococcus sp. vẫn tiếp tục diễn ra tại hộ nuôi trên hầu 
hết các tỉnh thành cả nước, đặc biệt tại các tỉnh miền Bắc với 
tỷ lệ chết 50-80%, cá bị bệnh có biểu hiện bệnh lý dễ nhận 
thấy như lồi mắt, xuất huyết, bơi không định hướng... [4]. 
Bên cạnh đó, vi khuẩn A. hydrophila, nấm Saprogenia sp. 
và Branchiomyces đã được báo cáo là có ảnh hưởng đến cá 
rô phi trong suốt quá trình nuôi, đặc biệt giai đoạn 0,5-100 g 

[5, 6]. Trong thực tế, thiệt hại và mất mát lớn nhất của người 
nuôi khi cá bị bệnh là do cá bội nhiễm đa tác nhân gây bệnh 
hơn là do đơn lẻ một tác nhân gây ra [7], vì vậy, giải pháp 
đưa ra có hiệu quả để kiểm soát đa tác nhân gây bệnh cho 
cá rô phi, tạo ra sản phẩm mang tính an toàn vệ sinh thực 
phẩm, đồng thời thân thiện với môi trường đang là điều cần 
hướng tới [8].

Sản phẩm có nguồn gốc từ thảo dược đã và đang được 
quan tâm phát triển trong nuôi trồng thủy sản với vai trò 
tăng sức đề kháng, kích thích tăng trưởng, tiêu hóa [9], thay 
thế thuốc kháng sinh nhằm hạn chế rủi ro do hiện tượng 
kháng kháng sinh của vi khuẩn, tạo an toàn vệ sinh cho sản 
phẩm [10, 11], tăng khả năng miễn dịch [12], kháng nấm 
[8, 13].

Các nghiên cứu hiệu quả và ứng dụng thảo dược trong 
nuôi trồng thủy sản ở Việt Nam còn rất nhiều hạn chế so 
với các nước trên thế giới, đến nay loại thảo dược được ứng 
dụng rộng rãi có tính hiệu quả diệt khuẩn, nấm cao là tỏi, 
hẹ - loại thảo dược thuộc họ hành cùng với tỏi. Mục đích 
của nghiên cứu nhằm xác định hiệu quả diệt vi khuẩn, nấm 
của hẹ, làm cơ sở cho việc nghiên cứu tạo sản phẩm thuốc 
có nguồn gốc từ thảo dược với hiệu quả diệt vi khuẩn và 
nấm có thể ứng dụng phù hợp ở mô hình nuôi cá rô phi tại 
Việt Nam. 

Nghiên cứu khả năng diệt một số loài vi khuẩn 
và nấm của lá hẹ (Allium tuberosum)

Trương Thị Mỹ Hạnh1*, Nguyễn Thị Nguyện1,
Trương Thị Thành Vinh2, Huỳnh Thị Mỹ Lệ3, Phan Thị Vân1

1Viện Nghiên cứu nuôi trồng thủy sản I
2Đại học Vinh

3Học viện Nông nghiệp Việt Nam

Ngày nhận bài 2/4/2018; ngày chuyển phản biện 6/4/2018; ngày nhận phản biện 14/5/2018; ngày chấp nhận đăng 22/5/2018

Tóm tắt:

Nghiên cứu nhằm đánh giá khả năng diệt khuẩn và nấm của nước ép lá hẹ (Allium tuberosum). Vi khuẩn gây bệnh 
cho cá rô phi bao gồm Aeromonas hydrophila (3 chủng là CED04-008, CED05-004, CED05-005), Streptococcus sp. 
(CEDMA05-043) và nấm gây bệnh (Saprogenia sp.) được thử với dịch chiết lá hẹ ở nồng độ và thời gian khác nhau. 
Kết quả cho thấy, nước ép lá hẹ ở nồng độ 100 µl có khả năng diệt các chủng vi khuẩn A. hydrophila và Streptococcus 
sp. với đường kính vòng vô khuẩn (ĐKVVK) lần lượt là 27-31 và 30 mm. Nấm Saprogenia sp. bị diệt ở nồng độ 
15.000 và 13.000 ppm với thời gian ngâm tương ứng là 6 và 24 giờ. Kết quả này là cơ sở khoa học quan trọng tạo 
tiền đề phát triển sản phẩm thuốc thảo dược có hiệu quả phòng trị bệnh ở cá rô phi nuôi theo hướng an toàn sinh 
học và thân thiện với môi trường.

Từ khóa: Aeromonas hydrophila, Allium tuberosum, hẹ, rô phi, Saprogenia sp., Streptococcus sp..

Chỉ số phân loại: 4.5

*Tác giả liên hệ: tmhanh@ria1.org
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Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu 

Chủng vi khuẩn và nấm phân lập từ cá rô phi bị bệnh 
và lưu giữ tại Trung tâm Quan trắc môi trường và bệnh 
thủy sản miền Bắc (CEDMA) thuộc Viện Nghiên cứu nuôi 
trồng thủy sản I (RIA1). Vi khuẩn bao gồm A. hydrophila 
(với 3 chủng có ký hiệu lần lượt là CED04-008, CED05-
004, CED05-005), Streptococcus sp. (CED05-043) và nấm 
Saprolegnia sp. 

Lá hẹ (A. tuberosum), thuốc kháng sinh Oxytetracycline 

(30 µg), Streptomycine (500 µg) và các khoanh giấy chưa 
tẩm kháng sinh đạt tiêu chuẩn (CODE 1334-OXOID) được 
sản xuất bởi Công ty Nam Khoa. 

Phương pháp nghiên cứu

Chuẩn bị nước ép lá hẹ: Lá hẹ được rửa sạch, để ráo 
nước tự nhiên ở nhiệt độ phòng, thái nhỏ cho vào máy xay 
ép lấy nước và bảo quản ở nhiệt độ 40C. Sử dụng lần lượt 50, 
70 và 100 µl nước ép lá hẹ nhỏ lên khoanh giấy. Các khoanh 
giấy đã được tẩm nước ép lá hẹ được sử dụng trong bước lập 
kháng sinh đồ nhằm xác định hiệu quả diệt khuẩn.   

Chuẩn bị vi khuẩn: Vi khuẩn được nuôi lắc trong môi 
trường nutrient broth ở nhiệt độ 290C, với tốc độ lắc 200 
vòng/phút trong 16h. Mật độ vi khuẩn được đo bằng phương 
pháp so màu quang điện với bước sóng l = 600 nm có giá 
trị OD = 1, tương ứng với mật độ vi khuẩn dao động trong 
khoảng 108-109 cfu/ml.

Đánh giá khả năng kháng khuẩn của nước ép lá hẹ: Xác 
định hiệu quả diệt khuẩn của nước ép lá hẹ bằng phương 
pháp lập kháng sinh đồ của Kirbry-Bauer. Sử dụng môi 
trường Mueller-Hinton Agar (MHA, Merck) đổ lên đĩa lồng, 
hút khoảng 108-109 khuẩn lạc/ml/đĩa, trang đều lên bề mặt 
đĩa, đặt khoanh Oxytetracycline 30 µg (OX); Streptomycine 
500 µg (ST) và các khoanh giấy tẩm nước ép lá hẹ tương 
ứng lượng 50, 70 và 100 µl/khoanh lên mặt đĩa thạch. Sau 
24h ủ ở nhiệt độ 28-30oC đọc kết quả ĐKVVK trên đĩa 
thạch MHA, kết quả sẽ phản ánh khả năng nhạy, nhạy trung 
bình hay kháng của nước ép lá hẹ đối với vi khuẩn, đồng 
thời có thể so sánh hiệu quả diệt khuẩn đối với thuốc kháng 
sinh sử dụng.

Đánh giá khả năng kháng nấm của nước ép lá hẹ: Tác 
dụng diệt nấm được thực hiện như sau: Nước ép lá hẹ được 
pha loãng trong nước cất khử trùng lần lượt với tỷ lệ tương 
ứng nước ép lá hẹ trong nước cất là 5, 6,25, 12,5, 25, 50 và 
100%. Saprolegnia sp. được nuôi cấy trên môi trường tăng 
sinh sau 24h được rửa sạch trong nước cất 3 lần, sau đó cho 
vào dung dịch nước ép lá hẹ với các độ pha loãng % tương 
ứng nêu trên trong 10 phút, 30 phút, 1h, 2h, 3h, 4 h và 24h. 
Lấy ra rửa qua nước cất 3 lần, rồi cấy lên môi trường nuôi 
cấy, theo dõi sự phát triển của sợi nấm sau 24, 48, 72... 168h. 

Nghiệm thức đối chứng được bố trí như sau: Chủng nấm 
sẽ được nuôi cấy trong môi trường yeastract agar (GYA) 
không ngâm qua dịch chiết thảo mộc mà chỉ rửa qua nước 
cất. 

Xác định nồng độ ức chế tối thiểu của nước ép là hẹ: 
Nấm Saprolegnia sp. được ngâm trong nước ép lá hẹ được 
pha loãng với nồng độ lần lượt 5.000, 10.000, 12.000, 
13.000, 14.000, 15.000, 20.000, 30.000, 35.000, 45.000 và 
50.000 ppm trong thời gian 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 24 
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Abstract:

The study was conducted to evaluate the bacterial and 
fungal inhibitions of the leaf extract from galic chives 
(Allium tuberosum). The bacteria and fungi that caused 
the diseases on tilapia included 3 strains of Aeromonas 
hydrophila (CED04-008, CED05-004, and CED05-005), 
1 strain of Streptococcus sp., and they (CEDMA05-043), 
and fungi of Saprogenia sp., and they were exposed to the 
leaf extract at different concentrations and durations. 
The results showed that the garlic chives leaf juice (100 
μl) killed A. hydrophila and Streptococcus sp. by the 
sterile round of 27-31 mm and 30 mm, respectively. 
Saprogenia sp. was killed at the concentrations of 15,000 
ppm and 13,000 ppm after 6 and 24 hours, respectively. 
This finding is an important scientific evidence to develop 
herbal products for the prevention and treatment of 
diseases during tilapia farming towards biosafety and 
environmental friendliness.
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và 48h. Sau thời gian ngâm ở nồng độ tương ứng, sợi nấm 
được lấy ra cấy trên môi trường tăng sinh GYA và theo dõi 
sự phát triển của nấm trong 7 ngày.

Xử lý số liệu: Dùng phần mềm Microsoft Excell (2007).

Kết quả và thảo luận

Tác dụng diệt khuẩn của nước ép lá hẹ đối với vi khuẩn 
gây bệnh ở cá rô phi

Nước ép lá hẹ có tính diệt khuẩn A. hydrophila và 
Streptococcus sp. gây bệnh cho cá rô phi nuôi được thể hiện 
rõ ở bảng 1 và hình 1. ĐKVVK tăng lên theo hàm lượng 
nước ép lá hẹ sử dụng trên khoanh giấy từ 50, 70 và 100 
µl. Với hàm lượng 100 µl nước ép lá hẹ có khả năng diệt 
A. hydrophila với ĐKVVK dao động trong khoảng 27,2-
31 mm, cao hơn so với thuốc Oxytetracycline (20,5-28,3 
mm). Trong khi đó chỉ với lượng 70 µl nước ép lá hẹ có 
tính diệt Streptococcus sp. với ĐKVVK đạt từ 18,9 đến 28,4 
mm, cao hơn thuốc Streptomycine (21,9 mm) (bảng 1). Qua 
đó nhận thấy, hẹ có tính diệt khuẩn mạnh, đặc biệt với vi 
khuẩn gram dương như Streptococus sp.. Kết quả ở bảng 
1 cũng đã thể hiện, chỉ với nước ép lá hẹ (100 µl), chưa 
qua tách chiết thô hay tinh nhưng đã có hiệu quả diệt vi 
khuẩn lớn hơn Oxytetracycline và Streptomycine, đây là 2 
loại kháng sinh có phổ rộng đối với nhóm vi khuẩn gram 
âm và gram dương, đồng thời chúng được sử dụng phổ biến 
[14]. Tính hiệu quả về diệt khuẩn của thảo dược đã được 
xác nhận và có xu thế sử dụng rộng rãi, do thảo dược có 
nhiều ưu điểm vượt trội như nguồn nguyên liệu dễ kiếm, chi 
phí thấp, thân thiện với môi trường, không ảnh hưởng đến 
người sử dụng và cho ra sản phẩm đảm bảo an toàn vệ sinh 
thực phẩm. Một số loại có hiệu quả diệt khuẩn tốt ngay cả 
khi vi khuẩn đã có hiện tượng kháng với thuốc kháng sinh, 
như cây lô hội (Aloe barbadensis), mướp đắng (Momordica 
charantia) có tính diệt khuẩn cao với tác nhân gây bệnh A. 

hydrophila, Cellobiococcus sp., Enterobacter aerogenes, E. 
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Salmonella sp., Shigella 
sp., Streptobacillus sp., Streptococcus sp., Pseudomonas 
fluorescens, Staphylococcus aureus, khi các chủng vi 
khuẩn này đã kháng với thuốc kháng sinh nitrofurantoin, 
amoxycillin, bacitracin, cephalothin, erythromycin, 
novobiocin, vancomycin, amphicillin, oxacillin và colistin 
[15]. Nghiên cứu và ứng dụng nhiều nhất là thảo dược 
thuộc nhóm hành tỏi (Allium), bên cạnh kết quả nghiên cứu 
bằng lập kháng sinh đồ có hiệu quả ức chế sự phát triển 
của vi khuẩn gram âm (Vibrio harveyi, Vibrio spp., Vibrio 
parahaemolyticus và Aeromonas spp.) gây bệnh cho động 
vật thủy sản nuôi [16, 17], còn có các sản phẩm thương mại 
như KN04-12, TD1-Becanor, TD2-Becanor… với thành 
phần chính là tỏi  [4].
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Ghi chú: Str là Streptomycin; oxy là oxytetracycline; a, b, c, d chỉ sự khác nhau có ý 
nghĩa về mặt thống kê p < 0,05. 
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K ết quả sàng lọc ban đầu ở bảng 2 cho thấy, nước ép lá hẹ có hiệu quả ức chế, 
diệt nấm Saprolegnia sp. V ới lượng nước ép pha loãng trong nước cất ở mức 50 hoặc 5-
25% đã hoàn toàn có hiệu quả diệt nấm Saprogenia sp. khi ngâm chúng trong thời gian 
lần lượt là 10 và 30 phút (bảng 2). T ừ kết quả sàng lọc ban đầu, nghiên cứu tiếp tục triển 
khai nhằm xác định nồng độ tối thiểu ức chế Saprogenia sp. Ngâm sợi nấm trong 3 h ở 
nồng độ pha loãng nước ép lá hẹ 15.000 ppm, k ết quả nhận thấy nước lá hẹ có khả năng 
ức chế sự phát triển của nấm tuy rằng chưa triệt để - nấm vẫn phát triển sau 2 ngày nuôi 
cấy, với nồng độ này cần ngâm sợi nấm trong 6 h cho kết quả diệt nấm hoàn toàn (bảng 
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rằng, hẹ là thảo dược cần được nghiên cứu sâu hơn để tạo sản phẩm thay thế Green 
malachite trong trị bệnh nấm gây ra ở cá nuôi. 
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K ết quả sàng lọc ban đầu ở bảng 2 cho thấy, nước ép lá hẹ có hiệu quả ức chế, 
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 (A)  

Strep 500 µg 

H ẹ 50 µl 

H ẹ 70 µl H ẹ 70 µl 

H ẹ 50 µl 
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He 50 µl 

He 50 µl 
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H ẹ 100 µl 
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(B) (C) (D)

Hình 1. ĐKVVK của nước ép lá hẹ lên vi khuẩn. (A, B) là 
Streptococcus sp; (C, D) là Aeromonas hydrophila. 

Chủng vi khuẩn thử nghiệm

ĐKVVK (mm)

Nước ép lá hẹ Khoanh giấy tẩm kháng sinh

50 µl 70 µl 100 µl Oxy (30 µg) Str (500 µg)

A. hydrophila (CED04-008) 17,2±0,10a 26,4±0,11b 28,7±0,09c 20,5±0,04d -

A. hydrophila (CED05-004) 19,1±0,09a 25,3±0,14b 31,0±0,04c 28,3±0,03d -

A. hydrophila (CED05-005) 15,9±0,12a 18,9±0,08b 27,1±0,10c 25,7±0,04d -

Streptococcus sp. (CED05-043) 20,1±0,03a 28,4±0,16b 30,3±0,04c - 21,9±0,03a

Bảng 1. ĐKVVK của các nồng độ nước ép lá hẹ đối với vi khuẩn gây bệnh ở cá rô phi nuôi.

Ghi chú: Str là Streptomycin; oxy là oxytetracycline; a, b, c, d chỉ sự khác nhau có ý nghĩa về mặt thống kê p < 0,05.
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Tác dụng của nước ép lá hẹ đối với nấm gây bệnh ở 
cá rô phi 

Kết quả sàng lọc ban đầu ở bảng 2 cho thấy, nước ép lá 
hẹ có hiệu quả ức chế, diệt nấm Saprolegnia sp. Với lượng 
nước ép pha loãng trong nước cất ở mức 50 hoặc 5-25% đã 
hoàn toàn có hiệu quả diệt nấm Saprogenia sp. khi ngâm 
chúng trong thời gian lần lượt là 10 và 30 phút (bảng 2). 
Từ kết quả sàng lọc ban đầu, nghiên cứu tiếp tục triển khai 
nhằm xác định nồng độ tối thiểu ức chế Saprogenia sp. 
Ngâm sợi nấm trong 3h ở nồng độ pha loãng nước ép lá hẹ 
15.000 ppm, kết quả nhận thấy nước lá hẹ có khả năng ức 
chế sự phát triển của nấm tuy rằng chưa triệt để - nấm vẫn 
phát triển sau 2 ngày nuôi cấy, với nồng độ này cần ngâm 
sợi nấm trong 6h cho kết quả diệt nấm hoàn toàn (bảng 2, 
hình 2). Khi nâng nồng độ lên gấp đôi (30.000 ppm ứng với 
300 µl nước ép lá hẹ pha loãng trong 1 ml nước cất), thời 
gian ngâm Saprogenia sp. giảm xuống còn 2h đã có thể diệt 
nấm hoàn toàn, nồng độ và thời gian này có kết quả tương 
tự Green malachite (1 ppm) (bảng 3). Nồng độ tiếp tục nâng 
lên 35.000-50.000 ppm, ngâm sợi nấm trong 30 phút, có 
hiệu quả diệt nấm cao hơn khi sử dụng Green malachite (1 
ppm). Có thể thấy rằng, hẹ là thảo dược cần được nghiên 
cứu sâu hơn để tạo sản phẩm thay thế Green malachite trong 
trị bệnh nấm gây ra ở cá nuôi.

Hiệu quả diệt nấm của hẹ đã được nghiên cứu bởi Lam và 
cs (2000) [18], kết quả nghiên cứu đã nêu phần chồi non của 
lá hẹ với nồng độ 2µM, sử dụng ngâm nấm trong 1h có khả 
năng diệt một số loại nấm Fusarium oxysporum, Coprinus 
comatus, Mycosphaerella arachidicola và Botrytis cinerea. 
Không chỉ trong thủy sản mà trong nông nghiệp, các nhà 
nghiên cứu cũng chỉ ra hẹ có hiệu quả cao trong phòng 
chống bệnh nấm Fusarium sp. gây bệnh héo lá ở chuối bằng 
cách trồng xen canh hẹ và chuối [19].

Bảng 2. Kết quả sáng lọc khả năng diệt nấm của nước ép lá hẹ.

                  Thời gian
Tỷ lệ
hẹ sử dụng (%)

Tác dụng của dịch chiết ở các khoảng thời gian khác nhau

10 phút 30 phút 1h 2h 3h 4h 24h

100 - - - - - - -

50 - - - - - - -

25 + -  - - - - -

12,5 + - - - - - -

6,25 + - - - - - -

5 + - - - - - -

Đối chứng (nước cất) + + + + + + +

Ghi chú: +: Nấm phát triển sau 1 ngày nuôi cấy; -: Nấm không phát triển 
sau 4 ngày nuôi cấy. 

Bảng 3. Nồng độ ức chế tối thiểu của nước ép lá hẹ với 
Saprolegnia sp.

Ghi chú: +: Nấm phát triển sau 1 ngày; -: Nấm không mọc lại sau 7 ngày 
nuôi cấy; 2, 3: Nấm phát triển sau 2, 3 ngày nuôi cấy.

Hình 2. Hiệu quả diệt Saprogenia sp. của nước ép lá hẹ ở các 
nồng độ pha loãng khác nhau.

Kết luận

Hẹ có tính diệt vi khuẩn (Aeromonas hydrophila, 
Streptococcus sp.) cao khi sử dụng lượng nước ép ở nồng 
độ 100 µl/khoanh giấy, có ĐKVVK đạt 27-31 mm, cao hơn 
so với thuốc Oxytetracycline (30 µg) và Steptomycin (500 
µg) có ĐKVVK 20-28 mm.

Hẹ có tính diệt nấm (Saprogenia sp.) ở nồng độ 15.000 

                   Thời gian

Nồng độ (ppm)

Tác dụng diệt nấm của nước ép lá hẹ trong khoảng thời gian khác nhau (h)

0,5 1 1,5 2 3 4 5 6 9 12 24 48

Nồng độ 
thử nghiệm 
của nước ép 
lá hẹ 

50.000 - - - - - - - - - - -

45.000 - - - - - -

35.000 - - - - - - - - - - - -

30.000 + + -(2) - - - - - - - - -

20.000 + + + + -(2) -(3) - -

15.000 + + + + -(2) -(3) -(3) - - - - -

14.000 + + + + + + + -(2) -(2) - - -

13.000 + + + + + + + + + -(2) - -

12.000 + + + + + + + + + + -(2) -

10.000 + + + + + + + + + + + -

5000 + + + + + + + + + + +

Đối chứng

Nước cất + + + + + + + + + + + +

Green 
malachite 
(1 ppm)

+ + -(2) - - - - - - - - -

7 

 

Ghi chú: +: Nấm phát triển sau 1 ngày; -: Nấm không mọc lại sau 7 ngày nuôi cấy; 2, 

3: Nấm phát triển sau 2, 3 ngày nuôi cấy. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2. Hiệu quả diệt Saprogenia sp. của nước ép lá hẹ ở các nồng độ pha loãng 

khác nhau. 

Kết luận 

Hẹ có tính diệt vi khuẩn (Aeromonas hydrophila, Streptococcus sp.) cao khi sử 

dụng lượng nước ép ở nồng độ 100 µl/khoanh giấy, có ĐKVVK đạt 27-31 mm, cao hơn 

so với thuốc Oxytetracycline (30 µg) và Steptomycin (500 µg) có ĐKVVK 20-28 mm. 

Hẹ có tính diệt nấm (Saprogenia sp.) ở nồng độ 15.000 ppm trong 6 h và ở 13.000 

ppm ở 24 h, hiệu quả tương đương Green machite (1 ppm) khi nồng độ hẹ đạt 30.000 

ppm, tính hiệu quả cao hơn Green machite khi nồng độ nước ép lá hẹ sử dụng 35.000 

ppm. 

TÀI LIỆU THAM KHẢO 

[1] Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn (2016), Phê duyệt quy hoạch phát 

triển nuôi cá rô phi đến năm 2020, định hướng đến năm 2030 (Quyết định số 1639/QĐ-

BNN-TCTS ngày 6/5/2016). 

[2] Thành Công (2016), Phát triển cá Rô phi thành ngành sản xuất hàng hóa lớn 

(http://www.tiengiang.gov.vn/SNN/42/668/1125/91816/Tin-tuc----su-kien/Phat-trien-ca-

ro-phi-thanh-nganh-san-xuat-hang-hoa-lon.aspx). 

[3] Nguyễn Văn Khuê và cs (2009), “Xác định nguyên nhân gây chết cá rô phi 

 

Sau2ngày Sau7ng

  

Sau7ngày Sau2ngày 

Xanh Malachite 
1 ppm(2h) 

 

Sau7ngày 

 
Sau2ngày 

Sau7ngày 

Sau2 ngày 



5260(7) 7.2018

Khoa học Nông nghiệp

ppm trong 6h và ở 13.000 ppm trong 24h, hiệu quả tương 
đương Green machite (1 ppm) khi nồng độ hẹ đạt 30.000 
ppm, tính hiệu quả cao hơn Green machite khi nồng độ 
nước ép lá hẹ sử dụng 35.000 ppm.
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Đặt vấn đề

Việt Nam có khoảng trên 20 giống lợn bản địa, trong 
số đó có những giống thuộc Danh mục nguồn gen vật nuôi 
quý hiếm cần được bảo tồn [1]. Lợn Ỉ nguồn gốc xuất phát 
từ tỉnh Nam Định, ngày nay ít được nuôi do hiệu quả kinh 
tế không cao và đang có nguy cơ tuyệt chủng, đặc biệt, lợn 
Ỉ được đưa vào Danh mục nguồn gen vật nuôi quý hiếm cần 
được bảo tồn. Lợn Móng Cái là giống lợn nội được hình 
thành và phát triển lâu đời, xuất xứ từ thành phố Móng Cái, 
tỉnh Quảng Ninh, với khả năng sinh khá cao. Lợn Mường 
Khương là một giống lợn gắn liền với đời sống người 
H’Mông, được nuôi ở nhiều vùng thuộc tỉnh Lào Cai, nhiều 
nhất là ở huyện Mường Khương [2]. Đây là một trong ba 
giống lợn quý ở các tỉnh phía Bắc, cũng là một trong ba 
giống lợn nội chủ yếu làm nền lợn lai kinh tế ở miền Bắc 
Việt Nam. Giống lợn Hương được nuôi rộng rãi ở địa bàn 
biên giới phía Bắc thuộc tỉnh Cao Bằng. Đặc điểm của giống 
lợn Hương là sinh trưởng chậm hơn các giống khác nhưng 
thuần thục sớm. Giống lợn này có lớp mỡ mang mùi thơm 
tự nhiên. Đây là giống có sức đề kháng cao, ít bệnh dịch, dễ 

nuôi và không kén thức ăn. Lợn Mường Lay được chăn nuôi 
chủ yếu ở địa bàn thị xã Mường Lay, tỉnh Điện Biên, đây là 
giống lợn phàm ăn, thích nghi tốt với điều kiện khắc nghiệt, 
có tính kháng bệnh tốt. Lợn Hạ Lang phân bố ở tỉnh Cao 
Bằng, cũng như các giống lợn bản địa khác, quần thể lợn 
Hạ Lang cũng đang ngày càng bị thu hẹp do áp lực của các 
giống nhập nội. Các giống lợn truyền thống Việt Nam rất 
nhiều mỡ và sinh trưởng chậm. Do vậy, chúng không phù 
hợp với nhu cầu phát triển kinh tế. Hiện nay, ở Việt Nam 
cũng như trên thế giới có xu hướng nuôi lợn lai nhập nội, 
dẫn đến nguy cơ mất dần đi những giống lợn bản địa. Ngày 
càng nhiều giống lợn có quy mô quần đàn ở mức bị đe dọa, 
chủ yếu là do sức ép của quá trình sản xuất lợn với quy mô 
toàn cầu, buộc người nông dân phải chọn lựa nuôi một số ít 
giống lợn phổ biến cho hiệu quả kinh tế cao [3]. 

DNA ty thể (mtDNA) đã được sử dụng rộng rãi trong 
các nghiên cứu phát sinh chủng loại vì một số lý do sau: 
Thứ nhất, sự tiến hóa của mtDNA ở động vật có vú xảy ra 
trước tiên do sự thay thế từng cặp base đơn, chỉ một tỷ lệ 
hiếm là các trình tự có sự tái sắp xếp [4]. Thứ hai, tốc độ 
tiến hóa mtDNA xuất hiện nhanh hơn 10 lần so với DNA 

Phân tích đa dạng di truyền hệ gen ty thể 
và nguồn gốc tiến hóa của sáu giống lợn bản địa Việt Nam

Bùi Anh Tuấn1, Nguyễn Đức Hiếu2, Nghiêm Ngọc Minh2, 
Võ Thị Bích Thủy2*

1Viện Khoa học hình sự, Bộ Công an
2Viện Nghiên cứu hệ gen, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam

Ngày nhận bài 26/3/2018; ngày gửi phản biện 30/3/2018; ngày nhận phản biện 2/5/2018; ngày chấp nhận đăng 7/5/2018

Tóm tắt:

Cây phát sinh chủng loại của 33 giống lợn nhà và lợn hoang thuộc nhánh châu Âu và châu Á, trong đó có 6 giống 
lợn bản địa Việt Nam đã được dựng lên từ dữ liệu trình tự vùng D-loop và vùng mã hóa của hệ gen ty thể. Lần đầu 
tiên dữ liệu hoàn chỉnh về hệ gen ty thể của 6 giống lợn Ỉ, Móng Cái, Mường Khương, Mường Lay, Hương và Hạ 
Lang được công bố trên GenBank với các mã số truy cập KX094894, KU556691, KY432578, KX147101, KY964306 
và KY800118. Mục tiêu của nghiên cứu này là xác định trình tự hoàn chỉnh hệ gen ty thể của cả 6 giống lợn, chú giải 
chức năng hệ gen, phân tích đa hình trình tự mtDNA, qua đó làm cơ sở để nghiên cứu phát sinh chủng loại, xác định 
về nguồn gốc và quan hệ tiến hóa của các giống lợn này với các giống lợn khác trên thế giới, phục vụ trực tiếp cho 
mục tiêu bảo tồn nguồn gen. Kết quả dựa trên khảo sát về khoảng cách di truyền và mối quan hệ phát sinh phân tử 
cho biết mối quan hệ di truyền theo dòng mẹ giữa 6 giống lợn bản địa Việt Nam và những giống lợn bản địa này có 
mối quan hệ gần gũi với các nhóm lợn Nam Trung Quốc và lưu vực sông Hoàng Hà. Những kết quả nghiên cứu của 
đề tài là nguồn dẫn liệu quan trọng cho các nghiên cứu khác về các giống lợn bản địa ở Việt Nam. 

Từ khóa: Hệ gen ty thể, phát sinh chủng loại, Sus scrofa, tiến hóa phân tử.

Chỉ số phân loại: 4.6
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gen nhân [5]. Thứ ba, mtDNA được di truyền theo dòng 
mẹ, đơn bội và không có sự tái tổ hợp [6]. Vì những lý do 
này nên mtDNA được sử dụng như một công cụ cho việc 
xác định các mối quan hệ giữa các cá thể trong cùng loài và 
trong số các loài có quan hệ gần với khoảng thời gian phân 
ly mới gần đây [5].

Việt Nam và khu vực Nam Trung Quốc được cho là một 
trong những trung tâm thuần hóa sớm nhất của các giống 
lợn nhà [7]. Giả thiết của Hongo và cộng sự về nguồn gốc 
của lợn bản địa Việt Nam có thể là hậu duệ của các con lợn 
rừng và lợn nhà từ một số khu vực ở châu Á, trong đó có 
một số vùng của Trung Quốc [8]. Nhóm nhà khoa học Nhật 
Bản và Việt Nam đã sử dụng trình tự phân đoạn (574 bp) 
mtDNA của một số giống lợn rừng và lợn nhà Việt Nam, 
so sánh với giống lợn rừng Ryukyu của Nhật Bản. Kết quả 
của nghiên cứu này chỉ ra rằng, con cháu của tổ tiên giống 
Ryukyu vẫn cư trú tại Việt Nam, trình tự mtDNA của các 
giống lợn nhà Việt Nam có độ phân ly rất lớn [9]. Mục đích 
của nghiên cứu này là giải trình tự hoàn chỉnh hệ gen ty thể, 
dự đoán cấu trúc, phân tích dữ liệu phân tử, xác định mối 
quan hệ phát sinh chủng loại sử dụng sự đa hình về trình tự 
mtDNA, qua đó đánh giá về nguồn gốc tiến hóa của 6 giống 
lợn bản địa Việt Nam.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

Máu ngoại vi được thu thập từ các cá thể lợn được lựa 
chọn ngẫu nhiên thuộc các giống lợn bản địa dựa trên thông 
tin điều tra về phả hệ của Viện Chăn nuôi quốc gia. 

Trình tự của các giống lợn châu Âu, châu Á được tải về 
từ GenBank và được xếp vào 5 khu vực địa lý chính [10]: 
Đông Bắc Á, Khu vực Mekong, Lưu vực sông Hoàng Hà, 
Nam Trung Quốc, Lưu vực sông Dương Tử và các quốc gia 
châu Âu. 

Phương pháp

Phương pháp tách chiết và nhân bội DNA: DNA tổng 
số được tách chiết bằng bộ kit GeneJETTM Whole Blood 
Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo Fisher 
Scientific, Mỹ). Toàn bộ trình tự mtDNA được khuếch đại 
bằng PCR với 30 cặp mồi (bảng 1). Tổng thế tích PCR 25 
μl: 12,5 μl GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison, 
WI, USA), 1,0 µl (20 ng/µl) DNA khuôn, 0,5 µl mỗi mồi 
(10 mmol/l), và 10,5 µl dH2O. Chu trình nhiệt: Biến tính 
ở 94°C trong 5 phút, 25 chu kỳ: 30 giây ở  94°C, 30 giây 
ở 53-55°C, 30 giây ở 72°C, và 8 phút ở 72°C. Sản phẩm 
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Abstract:

The phylogenetic trees of 33 domestic and wild boar 
pig breeds of Asian and European clades, including six 
Vietnamese indigenous pig breeds were reconstructed 
from D-loop region and coding region sequence using 
the Bayesian inference method. It is the first time the 
complete mitochondrial genome of the I, Mong Cai, 
Muong Khuong, Muong Lay, Huong, and Ha Lang pig 
breeds was sequenced and deposited on GenBank (ac-
cession numbers: KX094894, KU556691, KY432578, 
KX147101, KY964306, and KY800118, respectively). 
The genetic distances and phylogenetic relationships, 
based on both the mtDNA and the D-loop region, re-
vealed that all of six Vietnamese pig breeds belonged to 
Asian clade with the close evolutionary relationship to 
other pig breeds from South China and Chinese Yellow 
River Valley. The publication of the mitochondrial ge-
nome sequences will make an important contribution to 
elucidating the relationship among Vietnamese indige-
nous pig breeds and supporting the selection of suitable 
ones for pig breeding in the area.
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PCR được tinh sạch, sau đó giải trình tự bằng phương pháp 
Sanger [11] trên máy phân tích gen ABI 3500 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems, Mỹ).

Phương pháp lắp ghép, gióng hàng trình tự, phân tích và 
chú giải hệ gen: Trình tự vùng D-loop và vùng mã hóa được 
lắp ghép bằng sử dụng phần mềm EditSeq (DNASTAR Inc., 
Madison, WI, Mỹ) [12] và phần mềm DNADragon v.1.6.0 

(SequentiX, Đức). Trình tự D-loop và trình tự mã hóa của 
toàn bộ hệ gen ty thể của 6 giống lợn bản địa Việt Nam, 
các giống lợn châu Âu và giống lợn thuộc nhóm châu Á 
được gióng hàng đa trình tự, sử dụng thuật toán MUSCLE 
[13]. Phân tích và chú giải hệ gen của các giống lợn bản địa 
Việt Nam bằng công cụ trực tuyến Dogma và MITOS Web 
Server [14, 15]. Tất cả các chú giải được kiểm tra bằng công 
cụ BLAST trên GenBank [16, 17]. Toàn bộ 22 gen tRNA 
được dự đoán cấu trúc bậc hai sử dụng công cụ trực tuyến 
MITOS Web Server. 

Phương pháp xác định đa hình trình tự và phân tích phát 
sinh chủng loại: Xác định các vị trí đa hình, vị trí SNP trên 
trình tự D-loop của các giống lợn được tiến hành sử dụng 
phần mềm DnaSP v6. [18] và SeqMan v7.1.0 (DNASTAR 
Inc., Madison, WI, Mỹ). Khoảng cách di truyền được tính 
toán sử dụng thuật toán hai thông số của Kimura trong phần 
mềm MEGA [13].

Trình tự của vùng D-loop và toàn bộ vùng mã hóa của 
hệ gen ty thể được sử dụng riêng biệt làm dữ liệu đầu vào để 
dựng cây phát sinh chủng loại. Phân tích phát sinh phân tử 
được tiến hành dựa trên dữ liệu rời rạc sử dụng phương pháp 
suy luận Bayes theo mô hình Hasegawa-Kishino-Yano [19]. 
Xác suất hậu nghiệm của cây được tính với chuỗi Markov 
Chain Monte Carlo (MCMC) 10000000 [20] sử dụng phần 
mềm BEAST v1.8.3 [21]. Sau đó, cây tốt nhất sẽ được tìm 
ra bằng phần mềm Tree Annotater v.1.8.4. Cuối cùng, phần 
mềm Figure Tree v1.4.2 được sử dụng để đọc tệp tin kết 
xuất cho việc vẽ cây phát sinh. Cây được xác định gốc sử 
dụng trình tự tương đồng đối chứng của lợn hoang Malaysia 
(Sus barbatus). 

Kết quả

Thành phần, cấu trúc của hệ gen

Thành phần hệ gen ty thể hoàn chỉnh của 6 giống lợn 
bản địa gồm Ỉ, Móng Cái, Mường Khương, Mường Lay, 
Hương và Hạ Lang có 13 gen mã protein, 22 gen RNA vận 
chuyển (tRNA), 2 gen RNA ribosome (rRNA) và các vùng 
không mã hóa. Toàn bộ 22 gen tRNA của cả 6 giống bản 
địa đã được dự đoán có chung cấu trúc bậc hai (cỏ ba lá) 
với các gen tRNA có chiều dài từ 59 đến 75 bp. Cấu trúc 
hệ gen mtDNA của các giống lợn bản địa đã được chú thích 
rõ (bảng 2). Thành phần và cấu trúc hệ gen ty thể của 6 
giống lợn bản địa Ỉ, Móng Cái, Mường Khương, Mường 
Lay, Hương và Hạ Lang tương tự như của các giống lợn nhà 
khác [22]. 

Bảng 1. 30 cặp mồi sử dụng cho PCR và vị trí các phân đoạn 
được khuếch đại.

TT
Trình tự mồi (5’-3’)

Ta (
oC) Vị trí các 

ampliconMồi xuôi Mồi ngược

D-loop AGGAGACTAACTCCGCCAT GCGGATACTTGCATGTGT 54 16556-1306

1 ACTAAGTCAATGCCTATTCTG CAAATGTATGAAACCTCAG 54 16298-548

2 CTACACAATAACCTCCCATA TGGCACGAGATTTACCAACT 54 1107-1490

3 GCTCATAACGCCTTGCTC ATTCTTTCATCTTTCCCTT 54 1377-2415

4 CACAACCATGCAAGAAGAGACA ACAACCAGCTATCACCAGGC 54 2141-2634

5 CCGTAAGGGAAAGATGAAAG TATGGTTATTTTGACTGGT 54 2393-3493

6 CCGTGCAAAGGTAGCATA CCAACATCGAGGTCGTAA 55 3189-3606

7 TGGGGTGACCTCGGAGTAC AATATGGCGAAAGGTCCGG 54 3423-4589

8 CGAGCAGTAGCCCAAACA GGTCGTATCGGAATCGTG 55 4321-4771

9 GTATCAGGCTTTAACGTAGA TGGTAATACTGCTGTCATTC 55 4543-5671

10 CACAGAAGCAGCCACAAA ATGGGATAGGGATAAAGT 55 5242-5782

11 ACATAGGATGAATGACAGC TGGTGGAAGTAGTCAGAAAC 55 5643-6831

12 GCACTGCCTTGAGCCTAC GTGTTCAGGTTGCGGTCT 55 6599-7160

13 CCCATTATGATTGGGGGTTT TGCTGTGTATGCGTCAGGAT 55 6724-7857

14 CACTTTGTAATCATATTCGTAG TAGTTGGAAAGGGTAAGC 53 7747-8223

15 TTCATCTCACTAACAGCAG TTGAGTTCGGTTGATTCTG 55 7885-9086

16 GCTTCATGCCCATTGTAC TTATAGCGGAATCCTGTG 55 8816-9478

17 GCAAGCCCAGAATCAACCG CGAGGAGGATTGAGGTGTT 55 9061-10214

18 ATACCACATAGTAAACCCAA CCTGTAGCCACAAAGAAA 55 9820-10404

19 CTAAACACCTCAATCCTCC TTGGACGTAATCGGTACCG 55 10193-11341

20 CCTTGCAGGGTTACTTAT TTCGGGTTGTGGTTTCTT 53 11113-11632

21 CGGTACCGATTACGTCCAA CCGATTAGATTGATGGATG 55 11323-12488

22 ACCAGCTCTATCTGCTTA GAGGCTTTGATGTTGTTA 55 12172-12644

23 ATGATGACTAATAGCAAGCC GGGATGTAGTCCGAATTG 55 12429-13627

24 CATCGGAGACATTGGATT AGTTGGCTTGAAGTTGAG 55 13462-13863

25 CCTACTCCTAGCTGCAGCAG ATTATGGAGATTACTCGTGG 55 13579-14765

26 TCCGCATCATCATTACTA TTTATGGTGGACTTGGGT 55 14576-15187

27 TAATTACCACGAGTAATCTC TTCTACGAGGTCTGTTCCG 55 14740-15827

28 GGAGCATCCATATTCTTT GGTGTAGTTGTCTGGGTCT 53 15597-16112

29 TCGTAGAATGAATCTGAGG GGTGATACGCATGTTGACTG 55 15820-301
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Gene

Codon

C
hu

ỗi

Vị trí

Start Stop Anti-
codon

Hạ Lang Hương Mường Lay Ỉ Móng Cái Mường Khương

Start Stop Start Stop Start Stop Start Stop Start Stop Start Stop

D-loop       H 1 1285 1 1315 1 1304 1 1295 1 1275 1 1244

tRNA Phe     GAA H 1286 1355 1316 1385 1305 1374 1296 1365 1276 1345 1245 1314

12S rRNA       H 1356 2318 1386 2349 1375 2336 1366 2325 1346 2305 1315 2274

tRNA Val     TAC H 2318 2385 2349 2416 2336 2403 2327 2394 2307 2374 2276 2343

16S rRNA       H 2384 3955 2415 3986 2402 3972 2395 3964 2375 3944 2344 3912

tRNA Leu2     TAA H 3956 4030 3987 4061 3973 4047 3965 4039 3945 4019 3913 3987

ND1 ATG TAG   H 4033 4989 4064 5020 4056 5000 4042 4998 4022 4978 3990 4946

tRNA Ile GAT H 4988 5056 5019 5087 5005 5073 4997 5065 4977 5045 4945 5013

tRNA Gln TTG L 5054 5126 5085 5157 5071 5143 5063 5135 5043 5115 5011 5083

tRNA Met CAT H 5128 5197 5159 5228 5145 5214 5137 5206 5117 5186 5085 5154

ND2 ATA TAG   H 5198 6241 5229 6272 5215 6253 5207 6250 5187 6230 5155 6198

tRNA Trp TCA H 6240 6307 6271 6338 6258 6325 6249 6316 6229 6296 6197 6264

tRNA Ala TGC L 6314 6381 6345 6412 6332 6399 6323 6390 6303 6370 6271 6338

tRNA Asn GTT L 6383 6457 6414 6488 6401 6475 6392 6466 6372 6446 6340 6414

tRNA Cys GCA L 6490 6555 6521 6586 6508 6573 6499 6564 6479 6544 6447 6512

tRNA Tyr GTA L 6556 6620 6587 6651 6574 6638 6565 6629 6545 6609 6513 6577

COX1 ATG TAA   H 6622 8166 6653 8197 6640 8178 6631 8175 6611 8155 6579 8123

tRNA Ser2 TGA L 8170 8238 8201 8269 8188 8256 8179 8247 8159 8227 8127 8195

tRNA Asp GTC H 8246 8313 8277 8344 8264 8331 8255 8322 8235 8302 8203 8270

COX2 ATG T--   H 8314 9001 8345 9032 8332 9012 8323 9010 8303 8990 8271 8958

tRNA Lys TTT H 9002 9068 9033 9099 9020 9086 9011 9077 8991 9057 8959 9025

ATPase8 ATG TAA   H 9070 9273 9101 9304 9088 9282 9079 9282 9059 9262 9027 9230

ATPase6 ATG TAA   H 9231 9911 9262 9942 9249 9923 9240 9920 9220 9900 9188 9868

COX3 ATG T--   H 9911 10694 9942 10725 9929 10711 9920 10703 9900 10684 9868 10651

tRNA Gly TCC H 10695 10763 10726 10794 10713 10782 10704 10772 10684 10752 10652 10720

ND3 ATA T--   H 10764 11109 10795 11140 10783 11127 10773 11118 10753 11099 10721 11066

tRNA Arg TCG H 11111 11179 11142 11210 11130 11198 11120 11188 11100 11168 11068 11136

ND4l GTG TAA   H 11180 11476 11211 11507 11214 11492 11189 11485 11169 11465 11137 11433

ND4 ATG T--   H 11470 12847 11501 12878 11489 12856 11479 12856 11459 12836 11427 12804

tRNA His GTG H 12848 12916 12879 12947 12867 12935 12857 12925 12837 12905 12805 12873

tRNA Ser1 GCT H 12917 12975 12948 13006 12936 12994 12926 12984 12906 12964 12874 12932

tRNA Leu1 TAG H 12976 13045 13007 13076 12995 13064 12985 13054 12965 13034 12933 13002

ND5 ATA TAA   H 13046 14866 13077 14897 13065 14880 13055 14875 13035 14855 13003 14823

ND6 ATG TAA   L 14853 15380 14881 15408 14876 15391 14859 15386 14842 15369 14807 15334

tRNA Glu TTC L 15378 15446 15409 15477 15398 15466 15387 15455 15367 15435 15335 15403

Cytb ATG AGA   H 15451 16590 15482 16621 15471 16604 15460 16599 15440 16579 15408 16547

tRNA Thr     TGT H 16591 16658 16622 166689 16611 16678 16600 16667 16580 16647 16548 16615

tRNA Pro TGG L 16658 16722 16689 16753 16678 16742 16667 16731 16647 16711 16615 16679

Bảng 2. Cấu trúc hệ gen ty thể của 6 giống lợn bản địa Việt Nam.

rRNA: ribosomal RNA; 16S rRNA: rRNA tiểu phần lớn; 12S rRNA: rRNA tiểu phần nhỏ; tRNA: RNA vận chuyển và các từ in nghiêng là mã của 
các amino acid; ND1-6 và ND4l: genes mã hóa nicotinamide dinucleotide dehydrogenase các tiểu phần 1 đến 6 và 4l; ATPase6 và 8: các gene 
mã hóa adenosine triphosphatase tiểu phần 6 và 8; COX1 đến 3: các gene mã hóa các tiểu phẩn cytochrome c oxidase I đến III; Cytb: gene mã hóa 
cytochrome b. T-- thể hiện ở bộ ba tận cùng không hoàn thiện; H, L:  tương ứng là sợi nặng và sợi nhẹ.
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Thành phần các loại nucleotide A, C, G, và T trong trình 
tự hệ gen của 6 giống lợn được liệt kê ở bảng 3. 
Bảng 3. Tỷ lệ thành phần các loại base trong trình tự hệ gen ty 
thể của 6 giống lợn bản địa Việt Nam. 

A (%) C (%) G (%) T (%) G+C (%)

Ỉ 34,64 26,24 13,33 25,75 39,57

Móng Cái 34,70 26,20 13,30 25,79 39,50

Mường Khương 34,68 26,19 13,31 25,81 39,50

Hạ Lang 34,67 26,20 13,32 25,78 39,55

Hương 34,65 26,22 13,352 25,78 39,57

Mường Lay 34,70 26,19 13,32 25,79 39,51

Phân tích đa dạng di truyền

Độ đa dạng di truyền đối với trình tự vùng D-loop của 
các giống lợn bản địa Việt Nam được sử dụng trong nghiên 
cứu này có 25 vị trí đa hình trên tổng số 1184 vị trí (chiều 
dài contig), trong đó có 5 vị trí có mặt ít nhất 2 biến thể (Ỉ 
với 3 vị trí, Hạ Lang và Mường Khương mỗi giống có 1 vị 
trí) (xem bảng 4). 
Bảng 4. Các vị trí SNP trình tự vùng D-loop của 6 giống lợn bản 
địa Việt Nam. 

STT Giống
Vị trí Ỉ Mường 

Khương
Mường 
Lay

Móng 
Cái

Hạ 
Lang Hương

1 24 G/A - - - - -

2 183 T/C - - - - -

3 215 T/C - - - - -

4 242 T/C T/C T/C T/C - -

5 280 - C/T C/T - - -

6 407 - - - T/C T/C T/C

7 454 - C/T C/T C/T C/T C/T

8 503 A/G - - - - -

9 562 T/C - - - - -

10 706 G G - G - -

11 714 A - A - - -

12 736 - - A - - -

13 734 G/G/A - - - - -

14 744 A - - - - -

15 746 - - A - - -

16 754 G/G/A - - - - -

17 756 - - A - - -

18 764 G/G/A - - - - -

19 766 - - A - - -

20 774 A - - - - -

21 776 - - A - - -

22 791 C - - - - -

23 813 - T/T/C - - - -

24 1032 A/G - - - - -

25 1165 - - - - A/C/A -

”T/C”: vị trí có 1 biến thể thay thế nucleotide; “G/G/A”: vị trí có mặt ít 
nhất 2 biến thể; “-”: vị trí không có đa hình.

Phân tích về quan hệ phát sinh chủng loại

Trình tự của giống lợn hoang Malaysia (WB-Malasia) 
được chọn lựa là nhóm ngoại (outgroup) bởi nó được biết 
đến là có sự khác biệt với nhóm lợn hoang châu Âu và châu 
Á, thường được sử dụng trong các nghiên cứu trước đây 
về phát sinh chủng loại ở lợn [10, 23]. Phân tích về phát 
sinh chủng loại của trình tự vùng D-loop (hình 1) và trình 
tự mtDNA hoàn chỉnh (hình 2) thể hiện có 3 nhánh chính 
riêng biệt (một nhánh châu Âu, hai nhánh châu Á). Nhánh 
châu Âu bao gồm các giống lợn kiểu Âu như: Berkshire, 
Duroc, Hampshire, Landrace, Pietrain Large, White Iberian, 
WB-European. Nhánh châu Á 1 gồm chủ yếu các con lợn 
nhà Trung Quốc, nhánh châu Á 2 tập hợp chủ yếu các giống 
lợn hoang châu Á. Hai giống lợn bản địa của Việt Nam là 
Hương và Hạ Lang cùng nhóm với lợn Lantang ở miền nam 
Trung Quốc. Giống Mường Lay cùng nhánh phụ với giống 
Bamei ở lưu vực sông Hoàng Hà, Trung Quốc.

Khoảng cách di truyền trung bình tương đối gần trong 
nhóm các con lợn Việt Nam là 0,0039±0,00112 (trị số 
trung bình ± độ lệch chuẩn) so với khoảng cách di truyền 
trung bình chung của nhóm lợn Việt Nam với các giống 
lợn châu Âu, châu Á là 0,01279±0,00196. Phân tích khoảng 
cách cặp giữa các giống lợn cho thấy, lợn Mường Lay có 
khoảng cách gần nhất với lợn Bamei (0,00104) của Trung 

Hình 1. Quan hệ phát sinh chủng loại được phân tích sử dụng 
phương pháp suy luận Bayes bằng phần mềm BEAST v1.8.3  
[21]. Cây phát sinh chủng loại được dựng lên sử dụng phần mềm 
Tree Annotator, thông qua việc so sánh các trình tự ở vùng kiểm 
soát của hệ gen ty thể của 6 giống lợn bản địa Việt Nam và các 
giống lợn châu Âu, châu Á.
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Quốc, lợn Hương và Hạ Lang có khoảng cách di truyền 
bằng 0,0000 (có sự đồng nhất 100% về trình tự). Lợn Hạ 
Lang và Hương có khoảng cách di truyền ngắn nhất với lợn 
Lantang (0,00104). Khoảng cách di truyền của giống lợn Ỉ 
là xa nhất so với 5 giống lợn bản địa Việt Nam còn lại, cụ 
thể là giống lợn Ỉ có khoảng cách di truyền với Hương và Hạ 
Lang là 0,0081; khoảng cách với 3 giống Móng Cái, Mường 
Khương và Mường Lay là 0,00782. Quan hệ giữa các giống 
lợn này được thể hiện rõ trên cây phát sinh chủng loại ở 
phần kết quả dưới đây, khi giống lợn Ỉ nằm phân nhánh xa 
hơn so với các giống còn lại của Việt Nam.

Hình 2. Quan hệ phát sinh chủng loại được phân tích sử dụng 
phương pháp suy luận Bayes bằng phần mềm BEAST v1.8.3  
[21]. Cây phát sinh chủng loại được dựng lên sử dụng phần mềm 
Tree Annotator, thông qua việc so sánh các trình tự ở vùng mã hóa 
hoàn chỉnh của hệ gen ty thể của 6 giống lợn bản địa Việt Nam và 
các giống lợn châu Âu, châu Á.

Bàn luận

Phân tích cấu trúc, tổ chức hệ gen ty thể của 6 giống lợn 
bản địa Việt Nam là Ỉ, Móng Cái, Mường Khương, Mường 
Lay, Hương và Hạ Lang cho thấy có sự tương đồng với cấu 
trúc hệ gen ty thể của các loài động vật có vú khác. Thành 
phần các loại base có trong hệ gen ty thể của cả 6 giống lợn 
đều theo hướng giàu A+T (trên 60%), có sự tương đồng với 
các nhóm lợn châu Á khác [22]. Sự phân bố của hầu hết các 
gen đều nằm trên chuỗi H, ngoại trừ gen ND6 và tám gen 
tRNA nằm trên chuỗi L. 

Cả hai cây phát sinh chủng loại đều cho thấy sự tách biệt 
rõ ràng giữa hai nhánh lợn châu Âu và châu Á, hai nhánh 
đã có sự phân ly từ thời gian khá lâu (khoảng 746000 năm 

trước) [24] so với thời điểm các giống lợn nhà được thuần 
hóa là khoảng 9000 năm trước đây. Các giống lợn bản địa 
Việt Nam đều có mối quan hệ về dòng mẹ gần nhau so với 
các giống lợn châu Á. Kết quả xác định khoảng cách di 
truyền và phân tích về quan hệ phát sinh chủng loại cho thấy 
có sự tương đồng với các nghiên cứu khác về nguồn gốc 
của lợn bản địa Việt Nam có liên quan đến lợn châu Á [24]. 
Cây phát sinh đã chỉ ra các giống lợn bản địa làm đối tượng 
nghiên cứu ở cùng các nhánh phụ với các giống lợn Nam 
Trung Quốc và lưu vực sông Hoàng Hà với khoảng cách di 
truyền tương đối gần. Điều này có thể đưa ra một nhận định 
tương đối vững chắc về nguồn gốc của 6 giống lợn bản địa 
Việt Nam là bắt nguồn từ lợn châu Á, có thể từ lợn Trung 
Quốc. Lợn Móng Cái, Hương và Hạ Lang nằm cùng một 
nhánh phụ với khoảng cách di truyền gần, điều này phù hợp 
với sự tương đồng về đặc điểm phân bố địa lý và đặc điểm 
về hình thái học. Lợn Mường Lay và Mường Khương ở các 
nhánh chị em có khoảng cách di truyền rất gần (0,0005). 
Giống lợn Ỉ có khoảng cách xa nhất với các giống lợn bản 
địa Việt Nam còn lại và có khoảng cách di truyền gần nhất 
với lợn Banamini. Hai giống lợn bản địa Hương và Hạ Lang 
cùng nhóm với lợn Lantang ở miền nam Trung Quốc. Giống 
Mường Lay cùng nhánh phụ với giống Bamei ở lưu vực 
sông Hoàng Hà, Trung Quốc. Như dự đoán, có khoảng cách 
lớn giữa lợn Việt Nam - Trung Quốc với nhóm lợn châu 
Âu tương đồng với sự phân bố các giống theo vùng địa lý. 
Nhóm lợn bản địa Việt Nam có mối quan hệ khá gần với các 
nhóm lợn Trung Quốc, điều này đưa tới một giả thiết về sự 
di cư gắn liền với các hoạt động giao thương của hai nước 
có chung đường biên giới với lịch sử lâu đời.

Hai giống bản địa của tỉnh Cao Bằng là Hạ Lang và 
Hương có độ tương đồng về trình tự D-loop là 100%, phù 
hợp với một số đặc điểm tương đồng giữa hai giống lợn 
về hình thái, bên cạnh đó đã có một số tài liệu đề cập đến 
nguồn gốc gần gũi hoặc có chung nguồn gốc của hai giống 
lợn này [25, 26]. Thông qua phân tích phát sinh chủng loại 
có thể nhận định rằng hai giống Hạ Lang và Hương có 
chung nguồn gốc tổ tiên, phân ly ở cùng một thời điểm tiến 
hóa. Tuy nhiên, cần có những nghiên cứu sâu hơn về tiến 
hóa, có thể sử dụng các chỉ thị di truyền để làm sáng tỏ luận 
điểm trên. 

Kết luận

Kết quả nghiên cứu xác định dữ liệu hệ gen ty thể hoàn 
chỉnh và phân tích về quan hệ phát sinh chủng loại của 6 
giống lợn là Ỉ, Móng Cái, Mường Khương, Mường Lay, 
Hương và Hạ Lang là nguồn cơ sở dữ liệu quan trọng trong 
các nghiên cứu về phát sinh chủng loại, tiến hóa phân tử, các 
nghiên cứu khác nhằm nhận diện, đánh giá và sử dụng giống 
lợn bản địa Việt Nam, từ đó đóng góp một cách hiệu quả cho 
việc bảo tồn và sử dụng nguồn gen này. 
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Mở đầu

Bệnh mốc hồng là bệnh phổ biến ở tất cả các vùng trồng 
ngô của Việt Nam và nhiều nước trên thế giới, gây tổn thất 
đáng kể, gây độc cho người và gia súc. Việc tạo ra các giống 
ngô có năng suất cao, phẩm chất tốt, có khả năng chống chịu 
với các điều kiện khí hậu khắc nghiệt, sâu bệnh hại… đang 
được các nhà khoa học quan tâm. 

Nhiều nhà chọn giống đã áp dụng phương pháp chọn 
lọc các dòng kháng bệnh từ quần thể ngô bị nhiễm bệnh tự 
nhiên ở một số vùng. Tuy nhiên, trên thực tế rất ít vùng bị 
nhiễm bệnh đồng đều, vì vậy việc chọn lọc kém hiệu quả và 
khó thành công [1]. Chính vì vậy, nhiều nhà chọn giống sử 
dụng phương pháp lây nhiễm nhân tạo [2] để chọn giống ngô 
kháng bệnh mốc hồng và chủ yếu tập trung vào tính kháng 
hai loại nấm chính là F. graminearum hoặc F. verticillioides 
(F. moniliforme J. Sheld). Tuy nhiên, lây nhiễm nhân tạo 
đòi hỏi nhiều thời gian và tốn kém. Phương pháp tạo ngô 
chuyển gen kháng bệnh mốc hồng cũng đã được khuyến 

cáo, nhưng hiện nay chưa có được gen kháng để chuyển [1]. 

Sử dụng chỉ thị phân tử để xác định các QTL/gen và 
ứng dụng cho chọn giống kháng bệnh mốc hồng là một 
trong các phương pháp đầy triển vọng đã được đưa ra [3, 
4]. Nhiều QTL đã được xác định, tuy nhiên một số QTL vẫn 
ảnh hưởng ít tới kiểu hình. 

Trong bài báo này, chúng tôi trình bày kết quả phân tích 
quần thể phân ly F5 và quần thể lai trở lại BC5F1 với 6 chỉ 
thị liên kết chặt với tính trạng kháng bệnh mốc hồng đã nhận 
được từ các nghiên cứu trước [5-10]. Sau đó sử dụng các 
dòng được chọn để tạo THL và phối hợp với kết quả đánh 
giá nông sinh học để chọn các dòng/giống ngô lai có năng 
suất cao, có khả năng kháng bệnh mốc hồng.

Vật liệu và phương pháp

Vật liệu

Gồm 8 dòng ngô F5, 10 dòng ngô BC5 và 32 THL triển 
vọng (bảng 1 và 2).

Chọn tạo các dòng ngô kháng bệnh mốc hồng 
bằng chỉ thị phân tử SSR 

Vương Huy Minh1*, Ngô Thị Thùy Linh2, Hồ Thị Hương2, 
Nguyễn Văn Cảnh1, Lê Thị Bích Thủy2

1Viện Nghiên cứu ngô 
2Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm KH&CN Việt Nam

Ngày nhận bài 2/4/2018; ngày chuyển phản biện 4/4/2018; ngày nhận phản biện 2/5/2018; ngày chấp nhận đăng 11/5/2018

Tóm tắt:

Bệnh mốc hồng là một trong những bệnh gây tổn thất lớn cho sản xuất ngô trên thế giới nói chung, Việt Nam nói 
riêng. Kết quả chọn giống kháng bệnh theo phương pháp truyền thống còn hạn chế do hiệu quả chuyển các gen kháng 
bệnh vào con lai còn khó khăn và tốn nhiều thời gian. Vì vậy, việc ứng dụng chỉ thị phân tử trong chọn tạo giống 
ngô kháng bệnh mốc hồng là phương pháp khả thi để kiểm soát dịch bệnh. Trong các nghiên cứu trước đây, qua 
phân tích SSR và đánh giá khả năng kháng bệnh của tập đoàn ngô đã xác định được sự liên kết của 6 chỉ thị SSR 
(Umc1025, Dupssr34, Nc030, SSR93, Umc1489 và Umc1511) với tính trạng kháng bệnh mốc hồng. Trong bài báo 
này, các tác giả sử dụng 6 chỉ thị để đánh giá trên quần thể phân ly F5 và quần thể lai ngược BC5 để chọn các dòng 
ngô triển vọng kháng bệnh mốc hồng. Kết quả chọn được 11 dòng có chỉ thị liên kết với tính kháng bệnh mốc hồng, 
trong đó 3 dòng có 1 chỉ thị, 5 dòng có 2 chỉ thị, 1 dòng có 3 chỉ thị và 2 dòng có 4 chỉ thị liên kết; 8 dòng (F5.5, F5.12, 
F5.18, F5.22, BC5.8, BC5.9, BC5.21 và BC5.22) có ít nhất 2 chỉ thị liên kết với tính kháng bệnh mốc hồng được lựa 
chọn cho chương trình lai tạo giống; các tổ hợp lai (THL) THL5, THL25, THL6 và THL12 có ít nhất 3 chỉ thị liên 
kết được lựa chọn cho các thử nghiệm trong sản xuất. 

Từ khóa: Chỉ thị phân tử, kháng bệnh, mốc hồng, ngô, SSR.

Chỉ số phân loại: 4.6

*Tác giả liên hệ: Email: minhnmri@gmail.com
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Bảng 1. Các dòng phục vụ thí nghiệm.

TT Tên dòng TT Tên dòng

1 F5.1 10 BC5.3

2 F5.2 11 BC5.4

3 F5.5 12 BC5.5

4 F5.10 13 BC5.8

5 F5.12 14 BC5.9

6 F5.13 15 BC5.15

7 F5.18 16 BC5.21

8 F5.22 17 BC5.22

9 BC5.1 18 BC5.25

Bảng 2. Các THL tham gia thí nghiệm.

TT

Ký hiệu 
trong thí 
nghiệm 
chỉ thị 
phân tử

Nguồn TT

Ký hiệu 
trong thí 
nghiệm chỉ 
thị phân 
tử

Nguồn

1 THL1 H665 x H60C 17 THL17 BC4.15 x H07

2 THL2 F4.12 x H411 18 THL18 BC4.15 x H665

3 THL3 F4.12 x H171 19 THL19 BC4.25 x H665

4 THL4 F4.12 x H665 20 THL20 BC4.25 x H171

5 THL5 BC4.8 x H411 21 THL21 BC4.15 x H411

6 THL6 F4.22 x H665 22 THL22 BC4.4 x H411

7 THL7 BC4.21 x H411 23 THL23 BC4.4 x H665

8 THL8 F4.1 x H411 24 THL24 BC4.22 x H665

9 THL9 F4.2 x H665 25 THL25 BC4.8 x H171

10 THL10 F4.5 x H171 26 THL26 BC4.8 x H07

11 THL11 F4.13 x H665 27 THL27 F4.22 x H411

12 THL12 F4.18 x H171 28 THL28 BC4.22 x H411

13 THL13 BC4.1 x H665 29 THL29 BC4.22 x H171

14 THL14 BC4.3 x H171 30 THL30 BC4.21 x H07

15 THL15 BC4.3 x H665 31 THL31 BC4.21 x H171

16 THL16 BC4.15 x H171 32 THL32 BC4.22 x H665

Sáu cặp mồi SSR đã được xác định trong nghiên cứu 
trước là có liên kết với tính trạng kháng bệnh mốc hồng 
được đặt mua từ Hãng Macrogen (bảng 3). 

Selecting inbred maize lines 
for fusarium ear rot disease 

resistance using ssr markers
huy Minh Vuong1*, Thi Thuy Linh Ngo2, 

Thi Huong Ho2, Van Canh Nguyen1, Thi Bich Thuy Le2

1Maize Research Institute, VAAS
2Institute of Biotechnology, VAST

Received 2 April 2018; accepted 11 May 2018

Abtract:

Fusarium ear rot is considered as one of the major 
diseases leading to significant yield loss in maize 
in Vietnam and all over the world. Breeding maize 
varieties for resistance to ear rot caused by Fusarium 
with the traditional procedures is not really effective 
because of very time-consuming and great efforts in 
transferring resistant genes into promising hybrids. 
Therefore, applying molecular markers in breeding and 
developing maize varieties resistant to Fusarium would 
be more feasible. Up to now, through the pplication of 
SSR markers and evaluation of resistance among maize 
germplasm, 6 simple sequence repeat (SSR) markers 
(Umc1025, Dupssr34, Nc030, SSR93, Umc1489, and 
Umc1511) linked to Fusarium ear rot genes in maize 
plants have been identified. In this study, 6 SSR markers 
were used in F5 and BC5 maize populations to select 
promising inbred lines resistant to Fusarium ear rot. 
The result showed that 11 lines with SSR markers 
responsible for resistance to Fusarium ear rot were 
found, including 3 lines with 1 marker, 5 lines with 3 
markers, and 2 lines with 4 markers. 8 lines (F5.5, F5.12, 
F5.18, F5.22, BC5.8, BC5.9, BC5.21, and BC5.22) with 
at least 2 markers were selected for a maize breeding 
program; hybrid combinations THL5, THL25, THL6 
and THL12 of at least 3 markers linked with the 
resistance to Fusarium ear rot were selected for further 
development in production.

Keywords: Fusarium ear rot, maize, molecular marker, 
resistant, SSR.

Classification number: 4.6
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Bảng 3. Trình tự các mồi SSR. 

Phương pháp 

Tách ADN tổng số: ADN tổng số được tách từ các mẫu 
lá theo phương pháp của Saghai Maroof và cs (1984) có 
cải tiến cho phù hợp với việc tách chiết ADN tổng số của 
lá ngô. 

Phương pháp PCR với các mồi SSR: Được thực hiện 
trên máy PCR PTC-100 (MJ Research Inc, Mỹ); phản ứng 
được thực hiện theo chương trình: 94oC trong 5 phút, 40 chu 
kỳ lặp lại với 3 bước chính: (biến tính ADN khuôn 1 phút ở 
94oC, gắn mồi 30 giây ở nhiệt độ 52-56oC theo từng mồi và 
kéo dài chuỗi ở 72oC trong 1 phút). 

Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng điện di trên gel 
polyacrylamide 5%.

Đánh giá đặc điểm nông sinh học theo Quy chuẩn Việt 
Nam QCVN 01- 56:2011/BNNPTNT [11].

Kết quả và thảo luận

Phân tích 18 dòng ngô F5 với 6 chỉ thị SSR chọn lọc

Kết quả đánh giá phân tử (bảng 4) cho thấy, các dòng 
được đánh giá bằng 6 chỉ thị SSR liên kết với tính kháng 
bệnh mốc hồng là SSR93, Nc030, Dupssr34, Umc1489, 
Umc1511 và Umc1025. Kết quả đánh giá cho thấy, có 11 
dòng có chỉ thị liên kết với tính kháng bệng mốc hồng, trong 
đó có 3 dòng có 1 chỉ thị, 5 dòng có 2 chỉ thị, 1 dòng có 3 chỉ 
thị và 2 dòng có 4 chỉ thị liên kết. Như vậy có thể lựa chọn 
8 dòng (F5.5, F5.12, F5.18, F5.22, BC5.8, BC5.9, BC5.21 
và BC5.22) có ít nhất 2 chỉ thị liên kết với tính kháng bệnh 
mốc hồng. Có 5 dòng liên kết với chỉ thị SSR93, 5 dòng liên 
kết với chỉ thị Nc030, 2 dòng liên kết với chỉ thị Dupssr34, 
2 dòng liên kết với chỉ thị Umc1489, 4 dòng liên kết với chỉ 
thị Umc1511 và 6 dòng liên kết với chỉ thị Umc1025.

Bảng 4. Chỉ thị liên kết với tính kháng bệnh mốc hồng ở các 
dòng F5, BC5 (2017).

Ghi chú: 1: Có chỉ thị liên kết; 0: Không có chỉ thị liên kết. 

 4

thị, 1 dòng có 3 chỉ thị và 2 dòng có 4 chỉ thị liên kết. Như vậy có thể lựa chọn 8 dòng 

(F5.5, F5.12, F5.18, F5.22, BC5.8, BC5.9, BC5.21 và BC5.22) có ít nhất 2 chỉ thị liên 

kết với tính kháng bệnh mốc hồng. Có 5 dòng liên kết với chỉ thị SSR93, 5 dòng liên 

kết với chỉ thị Nc030, 2 dòng liên kết với chỉ thị Dupssr34, 2 dòng liên kết với chỉ thị 

Umc1489, 4 dòng liên kết với chỉ thị Umc1511 và 6 dòng liên kết với chỉ thị 

Umc1025. 

Bảng 4. Chỉ thị liên kết với tính kháng bệnh mốc hồng ở các dòng F5, BC5 (2017). 

TT Tên dòng 
Chỉ thị liên kết với tính trạng kháng mốc hồng 

Tổng 
SSR93 Nc030 Dupssr34 Umc1489 Umc1511 Umc1025 

1 F5.1 0 0 0 0 0 0 0 

2 F5.2 0 0 0 0 0 0 0 

3 F5.5 0 1 1 0 0 0 2 

4 F5.10 0 0 0 0 0 0 0 

5 F5.12 1 0 1 0 1 1 4 

6 F5.13 0 0 0 0 0 0 0 

7 F5.18 1 0 0 0 0 1 2 

8 F5.22 1 1 0 0 1 0 3 

9 BC5.1 0 0 0 0 0 1 1 

10 BC5.3 0 0 0 0 0 0 0 

11 BC5.4 0 0 0 1 0 0 1 

12 BC5.5 1 0 0 0 0 0 1 

13 BC5.8 0 1 0 1 0 0 2 

14 BC5.9 0 0 0 0 1 1 2 

15 BC5.15 0 0 0 0 0 0 0 

16 BC5.21 0 1 0 0 0 1 2 

17 BC5.22 1 1 0 0 1 1 4 

18 BC5.25 0 0 0 0 0 0 0 

 Tổng 5 5 2 2 4 6  

Ghi chú: 1: Có chỉ thị liên kết; 0: Không có chỉ thị liên kết.  
 

 
Hình 1. Ảnh điện di gel polyacrylamide sản phẩm PCR với cặp mồi SSR93 của 18 dòng 
ngô triển vọng. M: marker 100 bp (Biolabs); 19: H665 (đối chứng kháng); 20: H99 (đối 

chứng nhiễm). 
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Hình 2. Ảnh điện di gel polyacrylamide sản phẩm PCR với cặp mồi Umc1025 của 
18 dòng ngô triển vọng. M: marker 100 bp (Biolabs); 19: H665 (đối chứng kháng); 

20: H99 (đối chứng nhiễm).  

  Trên hình 1 và 2 có thể nhận thấy, các dòng 3, 4, 6, 12 có băng giống với cây 

kháng, các dòng này có thể có khả năng kháng bệnh mốc hồng.  

  Phân tích 32 THL triển vọng với 6 chỉ thị SSR chọn lọc 

 Kết quả đánh giá cho thấy, trong số 32 THL chỉ có 6 THL không có chỉ thị liên 

kết, các THL còn lại đều có ít nhất 1 chỉ thị liên kết với tính kháng bệnh mốc hồng. 

Trong đó có 2 THL (5 và 25) có 3 chỉ thị liên kết, đặc biệt THL6 và THL12 có tới 4 

chỉ thị liên kết. Trong 6 chỉ thị sử dụng thì SSR93 xác định được 11 dòng, Nc030 xác 

định được 12 dòng, Dupssr34 xác định được 2 dòng, Umc1489 liên kết với 6 dòng, 

Umc1511 liên kết với 6 dòng và Umc1025 xác định được 8 dòng (bảng 5).  

Bảng 5. Kết quả đánh giá chỉ thị phân tử. 

TT THL 
Chỉ thị liên kết với tính trạng kháng mốc hồng 

Tổng 
SSR93 Nc030 Dupssr34 Umc1489 Umc1511 Umc1025 

1 THL1 1 1 0 0 0 0 2 

2 THL2 0 0 0 1 0 0 1 

3 THL3 0 1 0 0 0 0 1 

4 THL4 1 0 0 1 0 0 2 

5 THL5 1 1 0 0 1 0 3 

6 THL6 1 1 0 0 1 1 4 

7 THL7 1 0 0 0 0 1 2 

8 THL8 0 0 0 0 1 1 2 

9 THL9 0 0 0 0 0 0 0 

10 THL10 0 0 0 1 0 0 1 

11 THL11 0 1 0 0 0 1 2 

12 THL12 1 1 1 0 0 1 4 

13 THL13 1 1 0 0 0 0 2 

14 THL14 0 0 0 0 1 0 1 

15 THL15 1 0 0 0 0 0 1 

16 THL16 0 0 0 0 0 1 1 
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nhiễm). 

Trên hình 1 và 2 có thể nhận thấy, các dòng 3, 4, 6, 12 có 
băng giống với cây kháng, các dòng này có thể có khả năng 
kháng bệnh mốc hồng. 

Phân tích 32 THL triển vọng với 6 chỉ thị SSR chọn lọc

Kết quả đánh giá cho thấy, trong số 32 THL chỉ có 6 
THL không có chỉ thị liên kết, các THL còn lại đều có ít 
nhất 1 chỉ thị liên kết với tính kháng bệnh mốc hồng. Trong 
đó có 2 THL (5 và 25) có 3 chỉ thị liên kết, đặc biệt THL6 
và THL12 có tới 4 chỉ thị liên kết. Trong 6 chỉ thị sử dụng 
thì SSR93 xác định được 11 dòng, Nc030 xác định được 12 

TT Tên mồi Trình tự nucleotide của mồi xuôi
(5’-3’)

Trình tự nucleotide của mồi ngược
(5’-3’)

1 Umc1025 CTCTTCGATCTTTAAGAGAG ACACGAGGCACTGGTACTAAC

2 Nc030 CCCCTTGTCTTTCTTCCTCC CGATTAGATTGGGGTGCG

3 Dupssr34 TCAGTGCTTTCATTGTAACGA ATAAACATCTTGCCAGCAAA

4 SSR93 CGCCGTACAGACTGCTATGA CACATGCTACGACTGCGATG

5 Umc1489 TGTGACACCATCAATCAAAGGG CAAAACCCAAATCATCACCACC

6 Umc1511 ACCAAATAGGAGAGAGGGTTCT CTCTCTTGCTGGTTCTTTATTAACTC

TT Tên dòng
Chỉ thị liên kết với tính trạng kháng mốc hồng

Tổng
SSR93 Nc030 Dupssr34 Umc1489 Umc1511 Umc1025

1 F5.1 0 0 0 0 0 0 0
2 F5.2 0 0 0 0 0 0 0
3 F5.5 0 1 1 0 0 0 2
4 F5.10 0 0 0 0 0 0 0
5 F5.12 1 0 1 0 1 1 4
6 F5.13 0 0 0 0 0 0 0
7 F5.18 1 0 0 0 0 1 2
8 F5.22 1 1 0 0 1 0 3
9 BC5.1 0 0 0 0 0 1 1
10 BC5.3 0 0 0 0 0 0 0
11 BC5.4 0 0 0 1 0 0 1
12 BC5.5 1 0 0 0 0 0 1
13 BC5.8 0 1 0 1 0 0 2
14 BC5.9 0 0 0 0 1 1 2
15 BC5.15 0 0 0 0 0 0 0
16 BC5.21 0 1 0 0 0 1 2
17 BC5.22 1 1 0 0 1 1 4
18 BC5.25 0 0 0 0 0 0 0

Tổng 5 5 2 2 4 6
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dòng, Dupssr34 xác định được 2 dòng, Umc1489 liên kết 
với 6 dòng, Umc1511 liên kết với 6 dòng và Umc1025 xác 
định được 8 dòng (bảng 5). 
Bảng 5. Kết quả đánh giá chỉ thị phân tử.
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17 THL17 0 0 0 0 0 0 0 

18 THL18 1 0 0 1 0 0 2 

19 THL19 0 1 0 0 0 1 2 

20 THL20 0 1 0 0 0 0 1 

21 THL21 0 0 0 0 1 1 2 

22 THL22 0 0 0 0 0 0 0 

23 THL23 0 0 0 0 0 0 0 

24 THL24 0 1 0 0 1 0 2 

25 THL25 0 1 1 1 0 0 3 

26 THL26 1 0 0 0 0 0 1 

27 THL27 1 0 0 0 0 0 1 

28 THL28 0 0 0 0 0 0 0 

29 THL29 0 1 0 0 0 0 1 

30 THL30 0 0 0 0 0 0 0 

31 THL31 0 0 0 1 0 0 1 

32 THL32 0 0 0 0 0 0 0 

 Tổng 11 12 2 6 6 8  

 

 
Hình 3. Ảnh điện di gel polyacrylamide sản phẩm PCR với cặp mồi SSR93 của 20 
dòng ngô triển vọng. M: Marker 100 bp (Biolabs); 21: H665 (đối chứng kháng); 22: 

H99 (đối chứng nhiễm); từ 3-22: THL1 đến THL20. 
 

  Kết quả hình 3 cho thấy, có 11 THL có chỉ thị liên kết với tính kháng bệnh mốc 

hồng (các THL có tên chữ đậm có băng giống với cây kháng), các THL này có thể có 

khả năng kháng bệnh mốc hồng.  

  Kết quả đánh giá các đặc điểm nông sinh học của 8 THL triển vọng  

  Từ kết quả các thí nghiệm trên, 8 THL gồm VN116 (THL1), H156 (THL6), 

H162 (THL4), H115 (THL27), H161 (THL2), H117 (THL7), H118 (THL28), H119 

(THL29) được lựa chọn tham gia các thử nghiệm tại các vùng trồng ngô lớn (Thanh 

Hóa, Hòa Bình…) trong vụ hè thu 2017. Kết quả thử nghiệm cho thấy, các giống có 

thời gian sinh trưởng trung bình trong cả 2 vùng thử nghiệm (103-106 ngày) tương 

đương với các đối chứng PAC339 và NK4300; hầu hết các THL đều cao cây hơn 

PAC339, tương đương và cao hơn NK4300 (bảng 6). 
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cặp mồi SSR93 của 20 dòng ngô triển vọng. M: Marker 100 
bp (Biolabs); 21: H665 (đối chứng kháng); 22: H99 (đối chứng 
nhiễm); từ 3-22: THL1 đến THL20.

Kết quả hình 3 cho thấy, có 11 THL có chỉ thị liên kết 
với tính kháng bệnh mốc hồng (các THL có tên chữ đậm có 
băng giống với cây kháng), các THL này có thể có khả năng 
kháng bệnh mốc hồng. 

Kết quả đánh giá các đặc điểm nông sinh học của 8 
THL triển vọng 

Từ kết quả các thí nghiệm trên, 8 THL gồm VN116 
(THL1), H156 (THL6), H162 (THL4), H115 (THL27), H161 
(THL2), H117 (THL7), H118 (THL28), H119 (THL29) được 
lựa chọn tham gia các thử nghiệm tại các vùng trồng ngô lớn 
(Thanh Hóa, Hòa Bình…) trong vụ hè thu 2017. Kết quả thử 
nghiệm cho thấy, các giống có thời gian sinh trưởng trung 
bình trong cả 2 vùng thử nghiệm (103-106 ngày) tương 
đương với các đối chứng PAC339 và NK4300; hầu hết các 
THL đều cao cây hơn PAC339, tương đương và cao hơn 
NK4300 (bảng 6).
Bảng 6. Thời gian sinh trưởng và hình thái cây.

TT THL

TGST (ngày) Chiều cao cây (cm)

Thanh 
Hóa Hòa Bình Thanh Hóa Hòa Bình

1 VN116 105 103 242,50 250,50

2 H161 106 104 277,54 270,50

3 H162 105 103 252,28 225,25

4 H156 105 103 255,3 251,35

5 H115 104 102 245,2 240,45

6 H117 105 102 261,7 270,30

7 H118 105 105 270,6 264,65

8 H119 106 103 256,5 262,24

9 NK4300 104 245,46

10 PAC339 104 235,25

Tại cả 2 điểm thử nghiệm, các giống đều chống đổ rất 
tốt; phần lớn các THL bị nhiễm bệnh đốm lá ở mức độ trung 
bình (điểm 2), chỉ có THL H156 và H118 bị nhiễm nặng 
hơn (điểm 3). Trong điều kiện tự nhiên, 7/9 THL không thấy 
xuất hiện dấu hiệu bệnh mốc hồng trên bắp và hạt, chỉ có 
THL H156, H118 và NK4300 có biểu hiện nấm mốc xuất 
hiện trên bắp và hạt ở mức độ thấp (bảng 7).

Bảng 7. Mức độ chống chịu đồng ruộng của các THL.

TT THL
Chỉ thị liên kết với tính trạng kháng mốc hồng

Tổng
SSR93 Nc030 Dupssr34 Umc1489 Umc1511 Umc1025

1 THL1 1 1 0 0 0 0 2

2 THL2 0 0 0 1 0 0 1

3 THL3 0 1 0 0 0 0 1

4 THL4 1 0 0 1 0 0 2

5 THL5 1 1 0 0 1 0 3

6 THL6 1 1 0 0 1 1 4

7 THL7 1 0 0 0 0 1 2

8 THL8 0 0 0 0 1 1 2

9 THL9 0 0 0 0 0 0 0

10 THL10 0 0 0 1 0 0 1

11 THL11 0 1 0 0 0 1 2

12 THL12 1 1 1 0 0 1 4

13 THL13 1 1 0 0 0 0 2

14 THL14 0 0 0 0 1 0 1

15 THL15 1 0 0 0 0 0 1

16 THL16 0 0 0 0 0 1 1

17 THL17 0 0 0 0 0 0 0

18 THL18 1 0 0 1 0 0 2

19 THL19 0 1 0 0 0 1 2

20 THL20 0 1 0 0 0 0 1

21 THL21 0 0 0 0 1 1 2

22 THL22 0 0 0 0 0 0 0

23 THL23 0 0 0 0 0 0 0

24 THL24 0 1 0 0 1 0 2

25 THL25 0 1 1 1 0 0 3

26 THL26 1 0 0 0 0 0 1

27 THL27 1 0 0 0 0 0 1

28 THL28 0 0 0 0 0 0 0

29 THL29 0 1 0 0 0 0 1

30 THL30 0 0 0 0 0 0 0

31 THL31 0 0 0 1 0 0 1

32 THL32 0 0 0 0 0 0 0

Tổng 11 12 2 6 6 8

TT THL
Đổ (điểm) Bệnh đốm lá (điểm) Mốc hồng trên bắp, hạt 

(điểm)

Hòa Bình Thanh Hóa Hòa Bình Thanh Hóa Hòa Bình Thanh Hóa

1 VN116 1 1 2 2 1 1

2 H161 1 1 2 2 1 1

3 H162 1 1 2 2 1 1

4 H156 1 1 3 3 2 2

5 H115 1 1 2 2 1 1

6 H117 1 1 3 2 1 1

7 H118 1 1 3 3 2 2

8 H119 1 1 3 2 1 1

9 NK4300 1 3 2

10 PAC339 1 2 2
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Tại Hòa Bình, bắp của các THL có xu hướng dài hơn 
tại Thanh Hóa (17,2-19,4 cm so với 16,5-18,5 cm), tương 
đương với các đối chứng tại các điểm thử nghiệm; các THL 
có năng suất từ 85,25 đến 100,94 tạ/ha, cao hơn tại điểm 
thực nghiệm Thanh Hóa (72,6-92,6 tạ/ha). Trong cả 2 điểm 
thực nghiệm THL VN116 và H115 đều có năng suất cao 
nhất trong các giống thử nghiệm (bảng 8). Như vậy, qua 
thử nghiệm tại 2 điểm đã xác định được 6 THL là VN116, 
H162, H115, H161, H117, H119 có năng suất từ 82,46-95,67 
tạ/ha có thể đưa vào chương trình khảo nghiệm để lựa chọn 
các giống ổn định nhất cho sản xuất tại các tỉnh phía Bắc, 
đặc biệt tại các vùng thường xuất hiện bệnh mốc hồng như 
Thanh Hoá, Sơn La, Hòa Bình…

Bảng 8. Năng suất của các THL tại 2 điểm thực nghiệm

 
Hình 4. Thử nghiệm các THL tại Hòa Bình (trái) và Thanh hóa 
(phải).

Kết luận

Đánh giá các dòng F5 và BC5F1 với các chỉ thị liên kết 
với tính kháng bệnh, lựa chọn được 8 dòng (F5.5, F5.12, 
F5.18, F5.22, BC5.8, BC5.9, BC5.21, BC5.22) và 8 THL 

VN116 (H665 x H60C), H156 (F4.22 x H665), H162 (F4.12 
x H665), H115 (F4.22 x H411), H161 (F4.12 x H411), H117 
(BC4.21 x H411), H118 (BC4.22 x H411), H119 (BC4.22 x 
H171) có ít nhất 2 chỉ thị liên kết với tính kháng bệnh mốc 
hồng. Kết quả khảo sát, đánh giá 8 THL lựa chọn từ thí 
nghiệm phân tử đã xác định được 6 THL có năng suất cao 
hơn 80 tạ/ha là VN116, H162, H115, H161, H117 và H119 
có thể đưa vào chương trình khảo nghiệm để lựa chọn các 
giống ổn định nhất cho sản xuất tại các tỉnh phía Bắc.
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TT THL

Chiều dài bắp 
(cm) Tỷ lệ hạt/bắp (%) Năng suất (tạ/ha)

Hòa 
Bình

Thanh 
Hóa

Hòa 
Bình

Thanh 
Hóa

Hòa 
Bình

Thanh 
Hóa

Trung 
Bình

1 VN116 19,4 18,5 80,2 81,2 100,94 90,4 95,67

2 H161 18,6 17,6 79,8 77,8 93,32 81,4 87,36

3 H162 18,1 16,8 79,6 79,6 95,52 78,5 87,01

4 H156 17,2 16,5 77,2 78,1 85,25 72,6 78,93

5 H115 18,8 18,2 81,6 81,4 98,58 92,6 95,59

6 H117 17,3 16,8 79,4 78,5 85,52 79,4 82,46

7 H118 17,2 17,4 79,5 79,2 86,71 74,5 80,61

8 H119 18,5 17,3 79,7 79,4 92,33 78,6 85,47

9 NK4300 18,6 80,7 98,31 98,31

10 PAC339 17,5 80,5 82,3 82,30

LSD0,05 8,2 6,2
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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
1.6.   Khoa hoïc söï soáng
1.7.   Khoa hoïc moâi tröôøng
1.8.   Khoa hoïc nano
1.9.   Khoa hoïc tính toaùn
1.10. Caùc lónh vöïc khoa hoïc töï nhieân khaùc

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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