


Tạp chí điện tử: b.vjst.vn

E-journal: b.vjst.vn

TỔNG BIÊN TẬP
Đặng Ngọc Bảo

PHÓ TỔNG BIÊN TẬP
Nguyễn Thị Hải Hằng
Nguyễn Thị Hương Giang

TRƯỞNG BAN TRỊ SỰ
Lương Ngọc Quang Hưng

TRÌNH BÀY
Đinh Thị Luận

EDITOR-IN-CHIEF
Dang Ngoc Bao

DEPUTY EDITORS
Nguyen Thi Hai Hang
Nguyen Thi Huong Giang

HEAD OF ADMINISTRATION
Luong Ngoc Quang Hung

TRƯỞNG BAN BIÊN TẬP
Phạm Thị Minh Nguyệt

HEAD OF EDITORIAL BOARD
Pham Thi Minh Nguyet

ART DIRECTOR
Dinh Thi Luan

Nguyễn Văn Hiệu - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam

Nguyễn Việt Anh - Trường Đại học Xây dựng

Bùi Chí Bửu - Viện Khoa học Kỹ thuật Nông nghiệp Miền Nam

Vũ Dũng - Hội Tâm lý học Việt Nam

Trần Thọ Đạt - Trường Đại học Kinh tế Quốc dân

Nguyễn Đình Đức - Trường Đại học Công nghệ - Đại học Quốc gia Hà Nội

Vũ Minh Giang - Đại học Quốc gia Hà Nội

Trương Nam Hải - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam

Từ Quang Hiển - Trường Đại học Nông lâm Thái Nguyên

Phạm Huy Khang - Trường Đại học Giao thông Vận tải

Phạm Gia Khánh - Chủ tịch Hội Ghép tạng Việt Nam

Hồ Đắc Lộc - Trường Đại học Kỹ thuật Công nghệ TP Hồ Chí Minh

Nguyễn Thị Mỹ Lộc - Trường Đại học Giáo dục - Đại học Quốc gia Hà Nội

Bành Tiến Long - Trường Đại học Bách khoa Hà Nội

Lê Quan Nghiệm - Đại học Y Dược TP Hồ Chí Minh

Mai Trọng Nhuận - Đại học Quốc gia Hà Nội

Nguyễn Thanh Phương - Trường Đại học Cần Thơ

Nguyễn Thanh Thủy - Trường Đại học Công nghệ - Đại học Quốc gia Hà Nội

Phạm Hùng Việt - Trường Đại học Khoa học Tự nhiên - Đại học Quốc gia Hà Nội

Nguyen Van Hieu - Vietnam Academy of Science and Technology
Nguyen Viet Anh - National University of Civil Engineering
Bui Chi Buu - Institute of Agricultural Science for Southern Vietnam
Vu Dung - Vietnam Association of Social Psychology
Tran Tho Dat - National Economics University
Nguyen Dinh Duc - University of Engineering and Technology - Vietnam National 
University, Hanoi
Vu Minh Giang - Vietnam National University, Hanoi
Truong Nam Hai - Vietnam Academy of Science and Technology
Tu Quang Hien - Thai Nguyen University of Agriculture and Forestry
Pham Huy Khang - University of Transport and Communications
Pham Gia Khanh - President of Vietnam Society of Organ Transplantation
Ho Dac Loc - Ho Chi Minh City University of Technology
Nguyen Thi My Loc - University of Education, Vietnam National University, Hanoi
Banh Tien Long - Hanoi University of Science and Technology
Le Quan Nghiem - University of Medicine and Pharmacy of Ho Chi Minh City
Mai Trong Nhuan - Vietnam National University, Hanoi
Nguyen Thanh Phuong - Can Tho University
Nguyen Thanh Thuy - University of Engineering and Technology - Vietnam National 
University, Hanoi
Pham Hung Viet - VNU University of Science



161(9) 9.2019

Khoa học Y - Dược

Đặt vấn đề

Phẫu thuật điều trị tổn thương nhổ hoặc đứt sát lỗ ghép 
tất cả các rễ TK đám rối cánh tay (ĐRCT) hiện nay vẫn là 
một thách thức lớn, phương pháp điều trị duy nhất là sử 
dụng TK ngoài đám rối để chuyển phục hồi TK quan trọng 
bên tổn thương. Hiện nay, đường hướng chung là chuyển 
nhiều nguồn TK để phục hồi đồng thời những động tác quan 
trọng của chi thể và sử dụng đoạn TK ghép có mạch nuôi. 

Những chức năng quan trọng của chi trên được nhiều tác 
giả đồng thuận lựa chọn để phục hồi đối với loại tổn thương 
này là giạng vai, gấp khuỷu, gấp cổ - bàn tay và cảm giác 
bàn - ngón tay.

Từ tháng 10/2012 đến nay, chúng tôi đã tiến hành phẫu 
thuật phục hồi đồng thời các chức năng nêu trên trong một 
cuộc mổ, đó là chuyển nối trực tiếp TK XI cho TK trên vai, 
chuyển rễ C7 bên lành cho TK cơ bì, TK nách và TK giữa 
với 2 đoạn ghép là TK trụ có mạch nuôi đi qua đường hầm 
sau xương đòn và trước khí quản. Mục tiêu của nghiên cứu 
này nhằm đánh giá kết quả của phẫu thuật, tính an toàn và 
ổn định của nguồn cho.

Đối tượng và phương pháp

Đối tượng

30 BN bị liệt hoàn toàn ĐRCT do nhổ hoặc đứt sát lỗ 

ghép toàn bộ các rễ TK, được phẫu thuật từ tháng 7/2015-
11/2016 tại Bệnh viện Trung ương Quân đội 108.

Tiêu chuẩn lựa chọn BN: BN được chẩn đoán nhổ, đứt 
tất cả các rễ TK ĐRCT qua khám lâm sàng và chẩn đoán 
hình ảnh (chụp MRI, CT-myelography). Thời gian từ khi 
tổn thương đến khi được mổ <6 tháng. BN <50 tuổi và đồng 
ý phẫu thuật. Các khớp vai, khuỷu, cổ tay và các khớp ở 
ngón tay bên liệt mềm mại. Không có tổn thương đụng dập, 
xơ hóa nặng các cơ vùng vai, khu trước cánh tay, cẳng tay 
và không có chống chỉ định của bệnh lý toàn thân.

Tiêu chuẩn loại trừ: BN đến muộn >6 tháng, >50 tuổi. 
Tổn thương sẹo co kéo vùng nách, cánh tay và khuỷu, các 
cơ vùng trên vai, dưới vai, khu trước cánh tay, cẳng tay bị 
tổn thương nặng. Cứng khớp vai, khuỷu hoặc hạn chế vận 
động thụ động nhiều. Có các bệnh lý toàn thân nặng, không 
cho phép phẫu thuật.

Phương pháp và quy trình phẫu thuật	

- Nghiên cứu theo phương pháp quan sát mô tả, phân 
tích lâm sàng, theo dõi dọc, không nhóm chứng.

- Kỹ thuật được thực hiện qua 8 bước thứ tự như sau:

+ Rạch da theo đường ngang phía trên xương đòn 2 cm, 
từ bờ ngoài cơ ức - đòn - chũm kéo ra sau, bộc lộ đánh 
giá tổn thương ĐRCT. Tìm động mạch cổ ngang nông, tĩnh 

Kết quả chuyển thần kinh điều trị liệt hoàn toàn đám rối cánh tay 
do nhổ các rễ thần kinh 

Nguyễn Viết Ngọc*, Lê Văn Đoàn, Nguyễn Văn Phú và cộng sự

Bệnh viện Trung ương Quân đội 108

Ngày nhận bài 18/4/2019; ngày chuyển phản biện 22/4/2019; ngày nhận phản biện 21/5/2019; ngày chấp nhận đăng 30/5/2019

Tóm tắt:

Phẫu thuật điều trị liệt hoàn toàn đám rối thần kinh (TK) cánh tay do nhổ tất cả các rễ TK hiện nay vẫn là một 
thách thức lớn đối với cả nguồn cho và kỹ thuật phục hồi. Nghiên cứu này nhằm đánh giá kết quả với nguồn cho và 
kỹ thuật phục hồi thống nhất ở 30 bệnh nhân (BN) được phẫu thuật. 30 BN bị nhổ hoặc đứt sát lỗ ghép tất cả các rễ 
đám rối TK cánh tay, được phẫu thuật chuyển trực tiếp TK XI cho TK trên vai, toàn bộ rễ C7 từ bên lành phục hồi 
TK cơ bì, nhánh trước TK nách và TK giữa qua 2 đoạn ghép TK trụ có mạch nuôi. Đánh giá kết quả sau mổ trên 24 
tháng theo thang điểm của Hội đồng nghiên cứu y học Anh (BMRC) cho thấy, giạng vai ≥91º (M3) là 22/30 (73,3%); 
gấp khuỷu, gấp cổ tay và các ngón tay đạt ≥M3 lần lượt là 23/30 (76,7%), 13/30 (43,3%) và 8/30 (26,7%), phục hồi 
cảm giác ở bàn tay mức ≥S2 là 24/30 (80%) BN. Chuyển TK XI cho TK trên vai và chuyển toàn bộ rễ C7 bên lành 
phục hồi TK cơ bì, nhánh trước TK nách và TK giữa qua 2 đoạn ghép TK trụ có mạch nuôi là phẫu thuật hiệu quả, 
an toàn với nguồn cho ổn định.  

Từ khóa: chuyển rễ C7 đối bên, đám rối TK cánh tay.

Chỉ số phân loại: 3.2

*Tác giả liên hệ: Email: ngocnvhanoi108@gmail.com
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mạch cổ nông, TK XI và TK trên vai.

+ Rạch da như bên tổn thương, bộc lộ đầy đủ tất cảc các 
rễ TK của ĐRCT và xác định đánh dấu rễ C7. 

+ Tạo một đường hầm trước khí quản sang bên đối diện 
và đặt chỉ chờ.

+ Rạch da chữ S, từ thành trước nách qua bờ dưới cơ 
ngực lớn đến hố nách và tới 1/3 trên cánh tay. Phẫu tích tìm 
TK cơ bì, TK nách, TK giữa (gồm cả rễ trong và rễ ngoài) 
và TK trụ. 

+ Phẫu tích tạo đường hầm từ hố nách, đi sau xương đòn 
lên vùng tam giác cổ sau và đặt chỉ chờ.

+ Đặt ga rô sát nách, rạch da zíc zắc dọc theo đường đi 
của TK trụ, từ đầu dưới của đường rạch hố nách - cánh tay 
tới cổ tay. Bóc tách lấy TK trụ đi cùng bó mạch trụ từ nếp 
gấp cổ tay đến sát nguyên ủy. Tại vùng nguyên ủy, tách bao 
ngoài và cắt TK trụ sao cho không gây tổn thương mạch đi 
vào nuôi TK ở vùng này. 

+ Luồn đoạn ghép TK trụ qua đường hầm và nối động 
mạch trụ vào động mạch cổ ngang nông, tĩnh mach trụ với 
tĩnh mạch cổ nông, nối các mối nối TK bằng kỹ thuật vi 
phẫu.

+ Đóng các vết mổ 2 lớp. Khi đóng vết mổ vùng cổ bên 
tổn thương, chú ý đặt mối nối động mạch trụ với động mạch 
cổ ngang ngay dưới đường khâu da để theo dõi sự lưu thông 
của động mạch bằng ống nghe siêu âm Doppler. 

Tiêu chuẩn đánh giá kết quả

Đánh giá kết quả phục hồi chức năng về vận động và 
cảm giác của TK nhận theo các chỉ tiêu của Hội đồng nghiên 
cứu y học Anh [1]. Sức cơ từ M0-M5, cảm giác từ S0-S4.

Kết quả

Sự phục hồi giạng vai (TK trên vai, mũ): 30 BN được 
theo dõi trên 24 tháng, trung bình 30,5±4,5 tháng (24÷40 
tháng) sau mổ, phục hồi giạng vai thể hiện ở bảng 1. 

Bảng 1. Phục hồi giạng vai (n=30 BN).

            Kết quả
TGSM

Phục hồi giạng vai
Tổng

<45º 45÷<90º 90÷120º >120º

24÷30 tháng 3 3 6 0 12

31÷40 tháng 0 2 12 4 18

Tổng
Số lượng 3 5 18 4 30

Phần trăm 10 16,7 60 13,3 100

Ghi chú: TGSM là thời gian sau mổ.

Kết quả bảng 1 cho thấy, 100% BN phục hồi động tác 
giạng vai, trong đó có 22/30 BN (73,3%) có góc giạng vai 
≥90º (sức cơ ≥M3).

Results of nerve transfer 
surgery in the treatment 

of total root avulsion type
brachial plexus injuries

Viet Ngoc Nguyen*, Van Doan Le, Van Phu Nguyen, et al.

108 Military Central Hospital

Received 18 April 2019; accepted 30 May 2019

Abstract:

Surgical treatment in patients with total root avulsion 
type brachial plexus injuries is a major challenge in both 
donor sources of nerves and techniques. This study aims 
to assess the outcomes in 30 patients who had surgeries, 
with the unity of donor nerves and technique. 30 patients 
with total root avulsion or rupture brachial plexus 
injuries were treated with the accessory nerve (XI) to the 
suprascapular nerve transfer, and the total contralateral 
C7 to musculocutaneous, axillary, and median nerve 
transfer with 2 segments of vascularized ulnar nerve 
grafts in a surgery. The results were evaluated by BMRC, 
with the follow-up period of 18 months after surgery. 
Shoulder abduction angle ≥910 accounted for 73.3% 
(n=22/30); elbow flexion, wrist flexion, and finger flexion 
≥M3 accounted for 76.7% (n=23/30), 43.3% (n=13/30), 
and 26.7% (n=8/30), respectively. The sensory recovery 
of the hand at level ≥S2 was found in 80% (n=24/30) 
patients. The accessory nerve (XI) to suprascapular 
nerve transfer surgery and the total contralateral C7 
nerve to musculocutaneous, axillary, and median nerve 
transfer surgery with 2 segments of vascularized ulnar 
nerve grafts were safe and effective with stable donor 
nerves.

Keywords: brachial plexus injury, contralateral C7 
transfer.

Classification number: 3.2
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Sự phục hồi của TK cơ bì: kết quả phục hồi TK cơ bì 
được thể hiện ở bảng 2. 

Bảng 2. Phục hồi gấp khuỷu (n=30 BN).

                         Kết quả
 TGSM

Phục hồi gấp khuỷu
 Tổng 

M0 M1 M2 M3 M4

24÷30 tháng 1 1 3 5 2 12

31÷40 tháng 0 0 2 11 5 18

Tổng
Số lượng 1 1 5 16 7 30

Phần trăm 3,3 3,3 16,7 53,3 23,4 100

Kết quả bảng 2 cho thấy, tỷ lệ phục hồi gấp khuỷu là 
29/30 BN (96,7%), trong đó phục hồi mức ≥M3 là 23/30 
BN (76,7%).

Sự phục hồi của TK giữa: kết quả phục hồi TK giữa thể 
hiện ở bảng 3, 4 và 5.

Bảng 3. Phục hồi gấp cổ tay (n=30 BN).

                   Kết quả
TGSM

Phục hồi gấp cổ tay
 Tổng 

M0 M1 M2 M3 M4

24÷30 tháng 5 2 2 3 0 12

31÷40 tháng 2 2 4 8 2 18

Tổng
Số lượng 7 4 6 11 2 30

Phầ trăm 23,3 13,3 20 36,7 6,7 100

Kết quả bảng 3 cho thấy, tỷ lệ phục hồi gấp cổ tay là 
23/30 BN (76,7%), trong đó phục hồi mức ≥M3 trở lên là 
13/30 BN (43,3%).

Bảng 4. Phục hồi gấp các ngón tay (n=30 BN).

                             Kết quả 
TGSM

Phục hồi gấp ngón tay
 Tổng cộng

M0 M1 M2 M3 M4

24÷30 tháng 7 2 1 2 0 12

31÷40 tháng 2 3 7 6 0 18

Tổng
Số lượng 9 5 8 8 0 30

Phần trăm 30 16,6 26,7 26,7 0 100

Kết quả bảng 4 cho thấy, tỷ lệ phục hồi gấp ngón tay là 
21/30 BN (70%), có 8/30 BN (26,7%) phục hồi từ M3 trở 
lên. 

Bảng 5. Phục hồi cảm giác bàn - ngón tay (n=30 BN).

                            Kết quả
TGSM

Phục hồi cảm giác bàn ngón tay
 Tổng

S0 S1 S2 S2+ S3

24÷30 tháng 2 4 4 2 0 12

31÷40 tháng 0 0 10 6 2 18

Tổng
Số lượng 2 4 14 8 2 30

Phần trăm 6,7 13,3 46,6 26,7 6,7 100

Kết quả bảng 5 cho thấy, 28/30 BN (93,3%) sau mổ 
phục hồi cảm giác, có 24/30 BN (80%) phục hồi ở mức ≥S2 
(ngưỡng cảm giác bảo vệ). 	

Bàn luận

Về kết quả của phẫu thuật

Động tác giạng vai và gấp khuỷu là rất quan trọng của 
chi trên, được ưu tiên hàng đầu trong phẫu thuật phục hồi 
chi liệt. Nhìn chung, các tác giả đều thống nhất phục hồi 
giạng vai ≥91º (M3) và gấp khuỷu đạt M3 trở lên được xem 
là có ý nghĩa [2, 3]. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi ở bảng 
1 và 2 cho thấy, tỷ lệ phục hồi giạng vai ≥90º là 22/30 BN 
(73,3%) và gấp khuỷu đạt M3 trở lên là 23/30 BN (76,7%). 
Trong đó, tỷ lệ sức giạng vai ≥120º là 4/30 BN (13,3%) và 
gấp khuỷu đạt M4 là 7/30 BN (23,4%) với khả năng nâng tạ 
trung bình là 2 kg. Nghiên cứu của Chuang và cs [2] trên 23 
BN phục hồi đồng thời TK cơ bì và TK giữa qua một đoạn 
ghép TK trụ với thời gian theo dõi tối thiểu 4 năm cho thấy, 
phục hồi gấp khuỷu mức M3 trở lên là 83%. Một nghiên 
cứu khác của Gao và cs [4] trên 22 BN cũng với phương 
pháp phẫu thuật như trên, với thời gian theo dõi tối thiểu là 
4 năm thì tỷ lệ phục hồi gấp khuỷu đạt M3 trở lên là 66,7%. 
Như vậy, kết quả của chúng tôi là rất khích lệ.

Về kết quả phục hồi của TK giữa, báo cáo của Waikakul 
và cs [5] ở 96 BN với kỹ thuật chuyển nửa rễ C7 cho TK 
giữa có thời gian theo dõi trên 3 năm cho thấy, tỷ lệ phục 
hồi gấp cổ tay và gấp các ngón tay từ M3 trở lên lần lượt là 
29 và 21%. Với kỹ thuật tương tự, kết quả nghiên cứu của 
Songcharoen và cs [6] cho thấy tỷ lệ phục hồi gấp cổ tay 
và các ngón tay là 29%. Báo cáo của Chuang và cs [2] ở 
23 BN được phẫu thuật chuyển toàn bộ rễ C7 bên lành cho 
TK cơ bì và TK giữa với thời gian theo dõi  trên 4 năm thì 
tỷ lệ phục hồi gấp khuỷu là 82,6% và gấp cổ tay - các ngón 
tay đạt M3 trở lên là 39%. Trong nghiên cứu của chúng tôi, 
bảng 3 và 4 cho thấy tỷ lệ phục hồi gấp cổ tay và gấp các 
ngón tay đạt M3 trở lên lần lượt là 13/30 BN (43,3%) và 
8/30 BN (26,7%), kết quả này cũng đáng khích lệ. 

Phục hồi cảm giác ở mức bảo vệ ≥S2 không những có 
ý nghĩa quan trọng giúp BN tránh được các thương tích đối 
với tay liệt mà còn tham gia vào quá trình tái lập chức năng 
vỏ não khi người bệnh được rèn luyện một kỹ năng nhận 
cảm mới. Trong nghiên cứu của chúng tôi, bảng 5 cho thấy, 
28/30 BN (93,3%) sau mổ trên 24 tháng  phục hồi cảm giác 
do TK giữa chi phối ở khu vực bàn ngón tay, trong đó có 
24/30 (80%) BN đạt mức ≥S2. Kết quả này thấp hơn so với 
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tỷ lệ 91,6% đạt mức ≥S2 trong nghiên cứu của Terzis và cs 
[7], 83,3% đạt mức ≥S2 của Waikakul và cs [5] vì thời gian 
đánh giá kết quả sau mổ của chúng tôi là từ 24÷40 tháng, 
còn của các tác giả này là trên 40 tháng. Theo thời gian khả 
năng phục hồi cảm giác ngày càng tăng lên.

Về tính an toàn và ưu điểm của kỹ thuật

Chiều dài đường hầm dưới da qua trước thành ngực từ 
bên liệt sang nền cổ bên lành ở người châu Á trong nghiên 
cứu của Waikakul và cs [5] là 43,5 cm, của Chuang và cs 
[2] là 40 cm, ở người da trắng trong nghiên cứu Terzis và cs 
[7] là 51 cm. Như vậy, đoạn TK ghép phải có độ dài bằng 
khoảng 2/3 tổng chiều dài của TK trụ từ nguyên ủy tới cổ 
tay và do đó chỉ có thể sử dụng được một đoạn ghép TK trụ.

Trong những nghiên cứu gần đây, một số tác giả chuyển 
rễ C7 bên lành qua đường hầm trước cột sống [8], theo các 
tác giả thì đường hầm này sẽ giảm tối đa chiều dài đoạn 
ghép. Tuy nhiên, tính an toàn của đường đi này không cao 
nên không được áp dụng rộng rãi. Theo Chuang và cs [2], 
đường hầm này rút ngắn được đường đi của đoạn ghép 
khoảng 10 cm nhưng có nhược điểm là hiện tượng dị cảm 
xuất hiện khi BN nuốt do đoạn ghép nằm ngay phía sau thực 
quản, gây khó chịu cho người bệnh.

Kỹ thuật của chúng tôi có một số ưu điểm, đó là: thứ 
nhất, đoạn ghép TK trụ được sử dụng dưới dạng vạt ghép 
TK tự do, cấp máu cho đoạn xa của TK trụ qua cuống mạch 
trụ dưới được nối với động mạch cổ ngang nông và tĩnh 
mạch cổ nông, phần trung tâm của đoạn ghép TK trụ còn 
được tăng cường bởi nguồn mạch máu nhỏ được bảo tồn 
đi vào bao ngoài của TK ở sát nguyên ủy. Tại vị trí gập đôi 
của đoạn TK ghép được mở dọc bao ngoài và cắt TK trong 
bao nên vẫn giữ được sự cấp máu tối ưu cho cả hai đoạn 
ghép, hai nguồn cấp máu có thể bổ trợ cho nhau nên toàn bộ 
đoạn ghép TK trụ được cấp máu hoàn hảo, tránh được tình 
trạng xơ hóa trung tâm đoạn ghép [9]. Thứ hai, đoạn ghép 
được luồn qua đường hầm sau xương đòn bên tổn thương và 
đường hầm trước khí quản để sang bên lành. Đường đi này 
ngắn đáng kể so với đường hầm dưới da qua thành ngực như 
trong nghiên cứu của các tác giả nước ngoài, đây là yếu tố 
rất quan trọng cho phép sử dụng đoạn ghép TK trụ gập đôi. 
Ngoài ra, theo chúng tôi, rễ C7 có 23.000 (17.000-40.000) 
sợi TK, trong khi TK trụ chỉ có 14.161 (10.365-22.690) sợi 
[10, 11] nên nếu sử dụng một đoạn ghép TK trụ thì một 
lượng lớn sợi trục từ rễ C7 không đi vào được đoạn ghép. 
Vì vậy, việc sử dụng TK trụ gập đôi đảm bảo nhận tối đa số 
lượng sợi TK của C7 bên lành làm nguồn TK cho, kỹ thuật 

này chúng tôi chưa thấy được báo cáo trong y văn.

Sự ổn định của nguồn cho

Chuyển nối trực tiếp TK XI cho TK trên vai phù hợp về 
kích thước, không qua đoạn ghép là một ưu điểm lớn cho 
kết quả phục hồi của TK nhận. Hơn nữa, trong tổn thương 
hoàn toàn ĐRCT thì gần như không có tổn thương TK XI, 
chúng tôi chưa tìm được báo cáo nào thống kê về số liệu này 
nhưng trong thực tế lâm sàng chúng tôi chưa gặp trường hợp 
nào liệt ĐRCT mà có kèm theo tổn thương TK XI. Một số 
tác giả có dùng TK hoành [12, 13] để chuyển cho TK trên 
vai nhưng theo chúng tôi TK hoành là rất quan trọng cho 
chức năng hô hấp, do vậy quan điểm của chúng tôi là không 
sử dụng TK hoành.

Với nguồn chuyển cho TK nách, đa số các tác giả dùng 
một trong các TK như: TK XI, TK hoành hoặc TK liên sườn 
và thường phải thực hiện qua một đoạn TK ghép kinh điển 
[12, 13]. Chúng tôi thực hiện chuyển rễ C7 đối bên đồng 
thời cho TK nách qua việc chia nhánh bì mu tay của đoạn 
ghép ngoại vi TK trụ cho nhánh trước TK nách, theo chúng 
tôi với kỹ thuật này nguồn cho là ổn định, số lượng axon 
đủ lớn, kích thước phù hợp và đặc biệt là đoạn TK ghép có 
mạch nuôi nên có ưu điểm hơn đoạn ghép kinh điển như đã 
phân tích ở trên, đây cũng là kỹ thuật mà chúng tôi chưa tìm 
thấy trong y văn.

Kết luận

Kết quả qua 30 BN được phẫu thuật chuyển TK XI cho 
TK trên vai và chuyển toàn bộ rễ C7 bên lành qua 2 đoạn 
ghép TK trụ có mạch nuôi phục hồi TK cơ bì, TK nách và 
TK giữa, với thời gian theo dõi và đánh giá sau mổ chưa 
dài (<40 tháng) kết quả đạt được 100% phục hồi giạng 
vai, trong đó giạng vai ≥91º (M3) là 22/30 (73,3%); 29/30 
(96,7%) phục hồi gấp khuỷu, trong đó gấp khuỷu đạt ≥M3 
là 23/30 (76,7%); phục hồi gấp cổ tay là 23/30 (76,7%), có 
13/30 (43,3%) BN đạt sức cơ M3; gấp ngón tay đạt 21/30 
BN (70%), có 8/30 BN (26,7%) phục hồi sức cơ M3; phục 
hồi cảm giác ở bàn ngón tay đạt 28/30 (93,3%), mức ≥S2 là 
24/30 (80%) BN.

Kỹ thuật chuyển nối TK XI cho TK trên vai và chuyển 
ghép rễ C7 bên lành với 2 đoạn ghép TK trụ có mạch nuôi, 
qua đường hầm sau xương đòn và trước khí quản là phẫu 
thuật an toàn, giảm đáng kể độ dài đoạn ghép, đoạn ghép 
sống ngay sau mổ, chuyển được tối đa các sợi TK của rễ C7 
bên lành cho TK nhận bên liệt. Nguồn cho ổn định và kết 
quả phục hồi là khả quan.
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Lời cảm ơn

Nghiên cứu được tài trợ bởi đề tài độc lập cấp quốc gia 
"Nghiên cứu ứng dụng và phát triển kỹ thuật vi phẫu trong 
điều trị tổn thương đám rối thần kinh cánh tay, đứt rời chi 
và chuyển ngón" (mã số ĐTĐL.CN-11/15). Các tác giả xin 
chân thành cảm ơn.
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Đặt vấn đề

Vô sinh hiện nay là vấn đề sức khoẻ sinh sản với tỷ lệ 
gia tăng ở mức đáng báo động, được toàn xã hội quan tâm. 
Trong đó, vô sinh nam có tỷ lệ khá cao (gần tương đương 
như vô sinh nữ) nhưng vẫn chưa được coi trọng đúng mức 
do vấn đề cơ sở vật chất kỹ thuật, định kiến xã hội [1, 2]. Tại 
Việt Nam, hiện chỉ có xét nghiệm tinh dịch đồ được chỉ định 
thường quy và phổ biến, các chỉ số có mức độ quan trọng 
tương đương như định lượng kẽm, fructose trong tinh dịch 
[2], chỉ số đứt gãy ADN tinh trùng, mức độ stress oxy hóa... 
thì lại chưa được quan tâm đúng mức. Xét nghiệm đánh 
giá mức độ đứt gãy ADN tinh trùng được xây dựng trên 
phương pháp đánh giá sự phân tán chất nhiễm sắc (Sperm 
Chromatin Dispersion - SCD) do Fernandez và cs công bố 
năm 2003 [3], không chỉ cho biết được độ hoàn thiện của 
ADN tinh trùng mà còn đánh giá được khả năng sinh sản 
của nam giới, góp phần chẩn đoán và theo dõi điều trị vô 
sinh [4]. Mặc dù đã khẳng định được vai trò của mình trong 
chẩn đoán vô sinh nam [4], nhưng hiện nay xét nghiệm 
đánh giá mức độ đứt gãy ADN tinh trùng mới chỉ xuất hiện 
tại một số trung tâm hỗ trợ sinh sản và bệnh viện lớn; lại 
được tiến hành bằng bộ kit nhập ngoại Halosperm của Hãng 
Halotech ADN (Tây Ban Nha) với giá thành khá cao, nên 
số lượng bệnh nhân đồng ý làm xét nghiệm vẫn còn hạn 
chế. Xuất phát từ tình hình thực tế trên, nhóm nghiên cứu 

đã tiến hành xây dựng và đánh giá độ chính xác của bộ xét 
nghiệm cải tiến xác định mức độ đứt gãy ADN tinh trùng ở 
nam giới vô sinh theo phương pháp SCD với mục tiêu hoàn 
thiện quy trình, hạ giá thành nhưng vẫn đảm bảo chất lượng 
xét nghiệm để đánh giá mức độ đứt gãy ADN tinh trùng ở 
nam giới Việt Nam.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu

50 mẫu tinh dịch của bệnh nhân nam được chẩn đoán vô 
sinh tại Bệnh viện Đại học Y Hà Nội, làm xét nghiệm đánh 
giá độ đứt gãy ADN tinh trùng tại Trung tâm Tư vấn Di 
truyền, Bệnh viện Đại học Y Hà Nội.

Tiêu chuẩn lựa chọn: bệnh nhân nam từ 18 tuổi, xét 
nghiệm tinh dịch đồ kết quả mật độ tinh trùng ≥ 1 triệu/ml 
và đồng ý tham gia nghiên cứu.

Tiêu chuẩn loại trừ: bệnh nhân nam giới không thoả mãn 
các tiêu chuẩn trên, bị các bệnh: ung thư bộ phận sinh dục, 
HIV, giang mai, lậu, bệnh cấp tính, bệnh tâm thần và bệnh 
nhân không đồng ý tham gia nghiên cứu.

Phương pháp nghiên cứu

Cỡ mẫu: để hoàn thiện quy trình, xác định độ chính xác, 
chúng tôi sử dụng công thức tính cỡ mẫu cho một nghiên 

Đánh giá độ chính xác của bộ xét nghiệm 
xác định mức độ đứt gãy ADN tinh trùng 
ứng dụng chẩn đoán vô sinh ở nam giới

Nguyễn Minh Thu, Nguyễn Thị Trang*

Trường Đại học Y Hà Nội

Ngày nhận bài 8/5/2019; ngày chuyển phản biện 16/5/2019; ngày nhận phản biện 26/6/2019;  ngày chấp nhận đăng 2/7/2019

Tóm tắt:

Mục tiêu của nghiên cứu là đánh giá độ chính xác của bộ xét nghiệm cải tiến xác định mức độ đứt gãy ADN tinh 
trùng ở các trường hợp nam giới vô sinh. Đối tượng nghiên cứu và phương pháp: nghiên cứu mô tả cắt ngang trên 50 
mẫu tinh dịch của bệnh nhân nam giới được chẩn đoán vô sinh đến làm xét nghiệm tại Trung tâm Tư vấn Di truyền, 
Bệnh viện Đại học Y Hà Nội và có mật độ tinh trùng ≥ 1 triệu/ml. Kết quả nghiên cứu cho thấy, bộ xét nghiệm cải 
tiến có hệ số biến thiên CV% = 2,26% < 5%; ttn = 0,97 < tc. Như vậy có thể kết luận: bộ xét nghiệm xác định mức độ 
đứt gãy ADN tinh trùng cải tiến đạt yêu cầu của một bộ xét nghiệm định lượng.

Từ khóa: DFI, đứt gãy ADN tinh trùng, vô sinh.

Chỉ số phân loại: 3.2

*Tác giả liên hệ: Email: trangnguyen@hmu.edu.vn
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cứu mô tả tính theo công thức của Lwanga và Lemeshow [5]:

độ stress oxy hóa... thì lại chưa được quan tâm đúng mức. Xét nghiệm đánh giá mức độ 
đứt gãy ADN tinh trùng được xây dựng trên phương pháp đánh giá sự phân tán chất 
nhiễm sắc (Sperm Chromatin Dispersion - SCD) do Fernandez và cs công bố năm 2003 
[3], không chỉ cho biết được độ hoàn thiện của ADN tinh trùng mà còn đánh giá được 
khả năng sinh sản của nam giới, góp phần chẩn đoán và theo dõi điều trị vô sinh [4]. 
Mặc dù đã khẳng định được vai trò của mình trong chẩn đoán vô sinh nam [4], nhưng 
hiện nay xét nghiệm đánh giá mức độ đứt gãy ADN tinh trùng mới chỉ xuất hiện tại một 
số trung tâm hỗ trợ sinh sản và bệnh viện lớn; lại được tiến hành bằng bộ kit nhập ngoại 
Halosperm của Hãng Halotech ADN (Tây Ban Nha) với giá thành khá cao, nên số 
lượng bệnh nhân đồng ý làm xét nghiệm vẫn còn hạn chế. Xuất phát từ tình hình thực tế 
trên, nhóm nghiên cứu đã tiến hành xây dựng và đánh giá độ chính xác của bộ xét 
nghiệm cải tiến xác định mức độ đứt gãy ADN tinh trùng ở nam giới vô sinh theo 
phương pháp SCD với mục tiêu hoàn thiện quy trình, hạ giá thành nhưng vẫn đảm bảo 
chất lượng xét nghiệm để đánh giá mức độ đứt gãy ADN tinh trùng ở nam giới Việt 
Nam. 

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu 
Đối tượng nghiên cứu 
50 mẫu tinh dịch của bệnh nhân nam được chẩn đoán vô sinh tại Bệnh viện Đại 

học Y Hà Nội, làm xét nghiệm đánh giá độ đứt gãy ADN tinh trùng tại Trung tâm Tư 
vấn Di truyền, Bệnh viện Đại học Y Hà Nội. 

Tiêu chuẩn lựa chọn: bệnh nhân nam từ 18 tuổi, xét nghiệm tinh dịch đồ kết quả 
mật độ tinh trùng ≥ 1 triệu/ml và đồng ý tham gia nghiên cứu. 

Tiêu chuẩn loại trừ: bệnh nhân nam giới không thoả mãn các tiêu chuẩn trên, bị 
các bệnh: ung thư bộ phận sinh dục, HIV, giang mai, lậu, bệnh cấp tính, bệnh tâm thần 
và bệnh nhân không đồng ý tham gia nghiên cứu. 

Phương pháp nghiên cứu 
Cỡ mẫu: để hoàn thiện quy trình, xác định độ chính xác, chúng tôi sử dụng công 

thức tính cỡ mẫu cho một nghiên cứu mô tả tính theo công thức của Lwanga và 
Lemeshow [5]:              

   . Trong đó: 1- α/2 = 0,95; ε = 0,10; p = 95% (độ chính 
xác của quy trình tham chiếu), n = số lần thực nghiệm cần thực hiện, tính được bằng 21, 
chúng tôi lấy gấp đôi và làm tròn số là 50.  

Thiết kế nghiên cứu: nghiên cứu mô tả cắt ngang. 
Phương pháp làm tiêu bản: cải tiến dựa trên quy trình SCD của Fernandez và cs 

(2003) [3], sử dụng bộ kit Halosperm của Hãng Halotech như sau: 
Bước 1. Chuẩn bị thạch:  đun cách thủy eppendorf chứa agarose pha sẵn ở nhiệt 

độ 95-100oC 5 phút hoặc trong lò vi sóng 3 phút, cho đến khi hóa lỏng hoàn toàn 
agarose. Pha loãng mẫu tinh dịch bằng dung dịch PBS sao cho nồng độ khoảng <15 
triệu tinh trùng/ml tinh dịch. Giữ ống agarose ở nhiệt độ 37oC trong vòng 5 phút đến 
khi nhiệt độ trong eppendorf chứa thạch và nhiệt độ trong bể ủ nhiệt được cân bằng. 

Bước 2. Chuẩn bị hỗn hợp tinh dịch - thạch: cho 25 µl tinh dịch vào ống agarose 
và trộn đều bằng pipet. Giữ ống ở nhiệt độ 37oC và nhanh chóng thực hiện bước kế tiếp, 
tránh agarose bị đông. Nhỏ một giọt 25 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 4oC, trong 10 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. 

. Trong đó: 1 - α/2 = 0,95; ε = 0,10; 

p = 95% (độ chính xác của quy trình tham chiếu), n = số lần 
thực nghiệm cần thực hiện, tính được bằng 21, chúng tôi lấy 
gấp đôi và làm tròn số là 50. 

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

Phương pháp làm tiêu bản: cải tiến dựa trên quy trình 
SCD của Fernandez và cs (2003) [3], sử dụng bộ kit 
Halosperm của Hãng Halotech như sau:

Bước 1. Chuẩn bị thạch:  đun cách thủy eppendorf chứa 
agarose pha sẵn ở nhiệt độ 95-1000C 5 phút hoặc trong lò vi 
sóng 3 phút, cho đến khi hóa lỏng hoàn toàn agarose. Pha 
loãng mẫu tinh dịch bằng dung dịch PBS sao cho nồng độ 
khoảng <15 triệu tinh trùng/ml tinh dịch. Giữ ống agarose 
ở nhiệt độ 370C trong vòng 5 phút đến khi nhiệt độ trong 
eppendorf chứa thạch và nhiệt độ trong bể ủ nhiệt được cân 
bằng.

Bước 2. Chuẩn bị hỗn hợp tinh dịch - thạch: cho 25 µl 
tinh dịch vào ống agarose và trộn đều bằng pipet. Giữ ống 
ở nhiệt độ 370C và nhanh chóng thực hiện bước kế tiếp, 
tránh agarose bị đông. Nhỏ một giọt 25 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 40C, trong 10 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.

Chuẩn bị dung dịch biến tính và làm biến tính ADN tinh 
trùng: lấy 80 µl dung dịch biến tính cho vào ống đựng 10 
ml nước cất, lắc đều sẽ được dung dịch biến tính cần thiết. 
Đặt tiêu bản vào khay chứa dung dịch biến tính trong vòng 
7 phút.

Bước 4. Ly giải tế bào: lấy tiêu bản từ dung dịch biến 
tính và đặt vào khay chứa 10 ml dung dịch ly giải trong 5 
phút.

Bước 5. Rửa dung dịch ly giải: sau khi kết thúc bước ly 
giải, đặt tiêu bản vào khay chứa nước cất trong 5 phút để rửa 
dung dịch ly giải. 

Bước 6. Khử nước: khử nước bằng cách cho tiêu bản vào 
dung dịch cồn trong vòng 6 phút, sau đó để khô tự nhiên.

Bước 7. Nhuộm tiêu bản: đặt tiêu bản nằm ngang, nhỏ 
dung dịch Giemsa 5 - 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.

Xử lý số liệu

Đánh giá kết quả:

Quan sát lam kính dưới kính hiển vi quang học, đếm ít 
nhất 500 tinh trùng trên tiêu bản để xác định mức 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 [3].

Tỷ lệ đứt gãy ADN tinh trùng (DFI - DNA 
Fragmentation Index) được xác định theo công thức: 

Chuẩn bị dung dịch biến tính và làm biến tính ADN tinh trùng: lấy 80 µl dung 
dịch biến tính cho vào ống đựng 10 ml nước cất, lắc đều sẽ được dung dịch biến tính 
cần thiết. Đặt tiêu bản vào khay chứa dung dịch biến tính trong vòng 7 phút. 

Bước 4. Ly giải tế bào: lấy tiêu bản từ dung dịch biến tính và đặt vào khay chứa 
10 ml dung dịch ly giải trong 5 phút. 

Bước 5. Rửa dung dịch ly giải: sau khi kết thúc bước ly giải, đặt tiêu bản vào khay 
chứa nước cất trong 5 phút để rửa dung dịch ly giải.  

Bước 6. Khử nước: khử nước bằng cách cho tiêu bản vào dung dịch cồn trong 
vòng 6 phút, sau đó để khô tự nhiên. 

Bước 7. Nhuộm tiêu bản: đặt tiêu bản nằm ngang, nhỏ dung dịch Giemsa 5 - 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. 

Xử lý số liệu 
Đánh giá kết quả: 
Quan sát lam kính dưới kính hiển vi quang học, đếm ít nhất 500 tinh trùng trên 

tiêu bản để xác định mức 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 [3]. 

Tỷ lệ đứt gãy ADN tinh trùng (DFI - DNA Fragmentation Index) được xác định 
theo công thức:                                                  

                         . 
Phân tích số liệu: 
Đánh giá chính xác của bộ xét nghiệm thông qua 2 chỉ số là độ chụm và độ đúng 

[6]: 

 
Hình 1. Minh họa độ chính xác [6]. 

 
● Độ chụm là mức độ dao động của các kết quả thử nghiệm độc lập quanh giá trị 

trung bình. Độ chụm là một khái niệm định tính và được biểu thị định lượng bằng độ 
lệch chuẩn hay hệ số biến thiên. Độ chụm càng thấp thì độ lệch chuẩn hay hệ số biến 
thiên càng lớn.                     

 

.

Phân tích số liệu:

Đánh giá chính xác của bộ xét nghiệm thông qua 2 chỉ số 
là độ chụm và độ đúng [6]:
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Abstract:

The objective of this study is to evaluate the accuracy 
of the improved test kit for analysing sperm DNA 
fragmentation in infertile men. Subjects and methods: a 
cross-section study was conducted on 50 semen samples 
from infertile men with the sperm concentration ≥ 1 
millions/ml. Results exhibited the improved test kit had 
the variable index CV% = 2.26% < 5%; ttn = 0.97 < tc. 
It can be concluded that the improved test kit for sprem 
DNA fragmentation anlysis is qualified for quantitative 
tests.
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Hình 1. Minh họa độ chính xác [6].

● Độ chụm là mức độ dao động của các kết quả thử 
nghiệm độc lập quanh giá trị trung bình. Độ chụm là một 
khái niệm định tính và được biểu thị định lượng bằng độ 
lệch chuẩn hay hệ số biến thiên. Độ chụm càng thấp thì độ 
lệch chuẩn hay hệ số biến thiên càng lớn.                    

trong đó: SD: độ lệch chuẩn; n: số lần thí nghiệm; xi: giá trị 
tính được của lần thử nghiệm thứ “i”; : giá trị trung bình 
của các lần thử nghiệm; RSD%: độ lệch chuẩn tương đối; 
CV%: hệ số biến thiên.

Độ chụm có thể được phân ra thành 3 trường hợp sau: 

- Độ lặp lại (repeatability): thể hiện mức độ chính xác 
hay mức độ lặp lại, mức độ dao động giữa các kết quả thực 
nghiệm được thực hiện trong: i) cùng một phòng thí nghiệm; 
ii) cùng một mẫu thử đồng nhất; iii) cùng một kiểm nghiệm 
viên; iv) cùng một khoảng thời gian.

Độ lặp lại được xác định bằng cách: trên 1 mẫu tinh dịch 
của bệnh nhân, sử dụng bộ kit cải tiến tiến hành xác định 
mức độ đứt gãy ADN tinh trùng lặp lại 10 lần. Tính độ lệch 
chuẩn SD và hệ số biến thiên CV% với yêu cầu CV ≤ 5%.

- Độ chụm trung gian (intermediate precision): biểu thị 
độ chính xác của phương pháp theo các biến số của phòng 
thí nghiệm: i) trong nhiều ngày; ii) với kiểm nghiệm viên 
khác nhau; iii) với các dụng cụ khác nhau.

- Độ tái lập (reproducibility): biểu thị độ chính xác của 

nhiều phòng thí nghiệm tiến hành nghiên cứu trên cùng 
một mẫu đồng nhất. Tương tự như độ lặp lại với điều kiện: 
i) phòng thí nghiệm thay đổi; ii) thay đổi phương pháp.

● Độ đúng: chỉ mức độ gần nhau giữa giá trị trung bình 
của kết quả thử nghiệm và giá trị thực hoặc giá trị được chấp 
nhận là đúng μ.

Xác định độ đúng bằng cách: trên 1 mẫu tinh dịch của 
bệnh nhân đã được xác định mức độ đứt gãy ADN tinh trùng 
bằng kit Halosperm, tiến hành xét nghiệm bằng bộ kit cải 
tiến lặp lại 10 lần, tính giá trị trung bình và độ lệch chuẩn, 
từ đó tính được chuẩn ttn theo công thức sau, rồi so sánh với 
tc, với yêu cầu ttn < tc:

trong đó: SD: độ lệch chuẩn; n: số lần thí nghiệm; xi: giá trị tính được của lần thử 
nghiệm thứ “i”; : giá trị trung bình của các lần thử nghiệm; RSD%: độ lệch chuẩn 
tương đối; CV%: hệ số biến thiên. 

Độ chụm có thể được phân ra thành 3 trường hợp sau:  
- Độ lặp lại (repeatability): thể hiện mức độ chính xác hay mức độ lặp lại, mức độ 

dao động giữa các kết quả thực nghiệm được thực hiện trong: i) cùng một phòng thí 
nghiệm; ii) cùng một mẫu thử đồng nhất; iii) cùng một kiểm nghiệm viên; iv) cùng một 
khoảng thời gian. 

Độ lặp lại được xác định bằng cách: trên 1 mẫu tinh dịch của bệnh nhân, sử dụng 
bộ kit cải tiến tiến hành xác định mức độ đứt gãy ADN tinh trùng lặp lại 10 lần. Tính độ 
lệch chuẩn SD và hệ số biến thiên CV% với yêu cầu CV ≤ 5%. 

- Độ chụm trung gian (intermediate precision): biểu thị độ chính xác của phương 
pháp theo các biến số của phòng thí nghiệm: i) trong nhiều ngày; ii) với kiểm nghiệm 
viên khác nhau; iii) với các dụng cụ khác nhau. 

- Độ tái lập (reproducibility): biểu thị độ chính xác của nhiều phòng thí nghiệm 
tiến hành nghiên cứu trên cùng một mẫu đồng nhất. Tương tự như độ lặp lại với điều 
kiện: i) phòng thí nghiệm thay đổi; ii) thay đổi phương pháp. 

● Độ đúng: chỉ mức độ gần nhau giữa giá trị trung bình của kết quả thử nghiệm và 
giá trị thực hoặc giá trị được chấp nhận là đúng μ. 

Xác định độ đúng bằng cách: trên 1 mẫu tinh dịch của bệnh nhân đã được xác định 
mức độ đứt gãy ADN tinh trùng bằng kit Halosperm, tiến hành xét nghiệm bằng bộ kit 
cải tiến lặp lại 10 lần, tính giá trị trung bình và độ lệch chuẩn, từ đó tính được chuẩn t tn 
theo công thức sau, rồi so sánh với tc, với yêu cầu ttn < tc: 

     
|   ̅ |

√  
 

 

trong đó: ttn: giá trị t thực  nghiệm; µ: giá trị thực hoặc giá trị được chấp nhận (tham 
chiếu);  ̅: giá trị trung bình của phương pháp thử nghiệm; S2: phương sai phương pháp 
thử nghiệm; n: số lần thí nghiệm; tc(α, k): giá trị t hằng số của Bảng phân phối chuẩn 
Student với mức ý nghĩa α = 0,05 và k = n-1. 

Đạo đức nghiên cứu 
Tất cả những thông tin về bệnh nhân được giữ bí mật và chỉ được phân tích để 

phục vụ tư vấn sinh sản cho bệnh nhân và cho nghiên cứu này, không sử dụng cho bất 
kỳ mục đích nào khác.  
Kết quả nghiên cứu và bàn luận 

Trên 1 mẫu tinh dịch đã được xác định DFI bằng kit Halosperm, chúng tôi sử 
dụng bộ kit cải tiến tiến hành xác định mức độ đứt gãy ADN tinh trùng lặp lại 10 lần. 
Kết quả thu được trong bảng 1. 

Bảng 1. Kết quả thử nghiệm xác định độ chính xác của bộ kit tự pha. 
Lần thí nghiệm DFI (%) 
Lần 1 15,4 
Lần 2 15,0 
Lần 3 14,4 
Lần 4 14,2 
Lần 5 15,2 
Lần 6 15,2 

trong đó: ttn: giá trị t thực  nghiệm; µ: giá trị thực hoặc giá 
trị được chấp nhận (tham chiếu); 

trong đó: SD: độ lệch chuẩn; n: số lần thí nghiệm; xi: giá trị tính được của lần thử 
nghiệm thứ “i”; : giá trị trung bình của các lần thử nghiệm; RSD%: độ lệch chuẩn 
tương đối; CV%: hệ số biến thiên. 

Độ chụm có thể được phân ra thành 3 trường hợp sau:  
- Độ lặp lại (repeatability): thể hiện mức độ chính xác hay mức độ lặp lại, mức độ 

dao động giữa các kết quả thực nghiệm được thực hiện trong: i) cùng một phòng thí 
nghiệm; ii) cùng một mẫu thử đồng nhất; iii) cùng một kiểm nghiệm viên; iv) cùng một 
khoảng thời gian. 

Độ lặp lại được xác định bằng cách: trên 1 mẫu tinh dịch của bệnh nhân, sử dụng 
bộ kit cải tiến tiến hành xác định mức độ đứt gãy ADN tinh trùng lặp lại 10 lần. Tính độ 
lệch chuẩn SD và hệ số biến thiên CV% với yêu cầu CV ≤ 5%. 

- Độ chụm trung gian (intermediate precision): biểu thị độ chính xác của phương 
pháp theo các biến số của phòng thí nghiệm: i) trong nhiều ngày; ii) với kiểm nghiệm 
viên khác nhau; iii) với các dụng cụ khác nhau. 

- Độ tái lập (reproducibility): biểu thị độ chính xác của nhiều phòng thí nghiệm 
tiến hành nghiên cứu trên cùng một mẫu đồng nhất. Tương tự như độ lặp lại với điều 
kiện: i) phòng thí nghiệm thay đổi; ii) thay đổi phương pháp. 

● Độ đúng: chỉ mức độ gần nhau giữa giá trị trung bình của kết quả thử nghiệm và 
giá trị thực hoặc giá trị được chấp nhận là đúng μ. 

Xác định độ đúng bằng cách: trên 1 mẫu tinh dịch của bệnh nhân đã được xác định 
mức độ đứt gãy ADN tinh trùng bằng kit Halosperm, tiến hành xét nghiệm bằng bộ kit 
cải tiến lặp lại 10 lần, tính giá trị trung bình và độ lệch chuẩn, từ đó tính được chuẩn t tn 
theo công thức sau, rồi so sánh với tc, với yêu cầu ttn < tc: 

     
|   ̅ |

√  
 

 

trong đó: ttn: giá trị t thực  nghiệm; µ: giá trị thực hoặc giá trị được chấp nhận (tham 
chiếu);  ̅: giá trị trung bình của phương pháp thử nghiệm; S2: phương sai phương pháp 
thử nghiệm; n: số lần thí nghiệm; tc(α, k): giá trị t hằng số của Bảng phân phối chuẩn 
Student với mức ý nghĩa α = 0,05 và k = n-1. 

Đạo đức nghiên cứu 
Tất cả những thông tin về bệnh nhân được giữ bí mật và chỉ được phân tích để 

phục vụ tư vấn sinh sản cho bệnh nhân và cho nghiên cứu này, không sử dụng cho bất 
kỳ mục đích nào khác.  
Kết quả nghiên cứu và bàn luận 

Trên 1 mẫu tinh dịch đã được xác định DFI bằng kit Halosperm, chúng tôi sử 
dụng bộ kit cải tiến tiến hành xác định mức độ đứt gãy ADN tinh trùng lặp lại 10 lần. 
Kết quả thu được trong bảng 1. 

Bảng 1. Kết quả thử nghiệm xác định độ chính xác của bộ kit tự pha. 
Lần thí nghiệm DFI (%) 
Lần 1 15,4 
Lần 2 15,0 
Lần 3 14,4 
Lần 4 14,2 
Lần 5 15,2 
Lần 6 15,2 

: giá trị trung bình của 
phương pháp thử nghiệm; S2: phương sai phương pháp thử 
nghiệm; n: số lần thí nghiệm; tc(α, k): giá trị t hằng số của 
Bảng phân phối chuẩn Student với mức ý nghĩa α = 0,05 và 
k = n-1.

Đạo đức nghiên cứu

Tất cả những thông tin về bệnh nhân được giữ bí mật 
và chỉ được phân tích để phục vụ tư vấn sinh sản cho bệnh 
nhân và cho nghiên cứu này, không sử dụng cho bất kỳ mục 
đích nào khác. 

Kết quả nghiên cứu và bàn luận

Trên 1 mẫu tinh dịch đã được xác định DFI bằng kit 
Halosperm, chúng tôi sử dụng bộ kit cải tiến tiến hành xác 
định mức độ đứt gãy ADN tinh trùng lặp lại 10 lần. Kết quả 
thu được trong bảng 1.

Bảng 1. Kết quả thử nghiệm xác định độ chính xác của bộ kit 
tự pha.

Lần thí nghiệm DFI (%)

Lần 1 15,4

Lần 2 15,0

Lần 3 14,4

Lần 4 14,2

Lần 5 15,2

Lần 6 15,2

Lần 7 15,2

Lần 8 15,0

Lần 9 14,6

Lần 10 15,0

Chứng (làm bằng kit Halo) 14,8
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Độ chụm

Do phạm vi phòng thí nghiệm nên chúng tôi sẽ tính độ 
chụm thông qua độ lặp lại. Từ bảng kết quả trên, chúng tôi 
thu được bảng 2.

Bảng 2. Kết quả đánh giá độ chụm.

Giá trị trung bình DFI (%) 14,92

SD 0,391

CV% 2,62%

Trong các thử nghiệm, đặc biệt là thử nghiệm định 
lượng, có rất nhiều yếu tố sai số ảnh hưởng tới thử nghiệm, 
dẫn tới kết quả không chính xác. Do đó, để kiểm soát các 
yếu tố gây nhiễu này, cần thiết sử dụng khái niệm độ chụm. 
Độ chụm mô tả kết quả chỉ phụ thuộc vào yếu tố sai số 
ngẫu nhiên mà không liên quan đến kết quả thực của mẫu. 
Độ chụm càng thấp thì độ lệch chuẩn hay hệ số biến thiên 
càng lớn, và ngược lại, độ chụm càng lớn thì hệ số biến 
thiên càng nhỏ [6]. Trong nghiên cứu này, bộ kit cải tiến của 
chúng tôi có độ lặp lại với hệ số biến thiên CV% = 2,62%. 
Theo [6], hệ số biến thiên có giá trị không vượt quá 5% nói 
lên quy trình có độ lặp lại đạt yêu cầu của phép phân tích. 
Như vậy, khi có tác động của các yếu tố sai số ngẫu nhiên, 
với cùng một mẫu, mức độ đứt gãy ADN tinh trùng xác định 
được trong các điều kiện khác nhau có sai số trong khoảng 
chấp nhận được.

Độ đúng

Độ đúng chỉ mức độ gần nhau giữa các giá trị trung bình 
của kết quả thử nghiệm và giá trị thực hoặc giá trị được chấp 
nhận là đúng.

Với thực nghiệm kiểm định độ đúng, chúng tôi tính được 
ttn = 0,97; bên cạnh đó thông qua tra bảng có tc = 2,262 [6]. 
Như vậy ttn < tc. Điều đó đồng nghĩa với việc chỉ số đứt gãy 
ADN tinh trùng xác định bằng bộ kit cải tiến có kết quả 
tương đương với phương pháp sử dụng bộ kit thương mại 
Halosperm. Quy trình đạt được độ đúng theo yêu cầu của 
một phép phân tích.

Khảo sát cấu trúc chromatin tinh trùng (Sperm Chromatin 
Structure Assay - SCSA) được coi là một phương pháp 
tiêu chuẩn vàng để phân tích mức độ đứt gãy ADN tinh 
trùng. Một so sánh giữa kỹ thuật SCD của bộ kit Halosperm 
và SCSA đã được thực hiện trên 45 mẫu tinh dịch từ các 
bệnh nhân khám tại Trung tâm Y tế Sinh sản thuộc Đại học 
Minnesota (Hoa Kỳ). Các mẫu tinh dịch được xử lý đồng 
thời cho SCD và SCSA. Mức độ tương đồng giữa hai kỹ 
thuật là rất cao (hệ số tương quan nội hàm R: 0,85) khi sử 
dụng hàm Bland - Altman từ phần mềm SPSS để so sánh. 
Như vậy, bộ kít tự pha của chúng tôi cho kết quả tương đồng 
với bộ kít Halosperm, điều này cho thấy độ chính xác của 
bộ kít rất cao. 

Tóm lại, bất kỳ kỹ thuật phân tích mức độ đứt gãy ADN 

tinh trùng nào trong phòng thí nghiệm lâm sàng và phòng 
thí nghiệm hỗ trợ sinh sản đều phải đơn giản, có thể tái tạo, 
và tốt nhất là không cần mới, phức tạp, hoặc dụng cụ đắt 
tiền [7]. Như vậy, các kỹ thuật đánh giá kết quả xét nghiệm 
mức độ đứt gãy ADN tinh trùng bằng kính hiển vi thông 
thường nên được áp dụng phổ biến. Kết quả của nghiên cứu 
này cho thấy, bộ kít xác định mức độ đứt gãy ADN tinh 
trùng có kết quả tương đương với bộ kít Halosperm®, có 
quy trình kỹ thuật đơn giản, nhanh chóng, chính xác và có 
khả năng tái sản xuất cao để phân tích sự đứt gãy ADN của 
tinh trùng.

Bộ kít này giúp bảo quản tốt hơn chất nhiễm sắc; kích 
thước quầng sáng có thể được ước tính một cách chính xác 
với kính hiển vi thông thường nhờ sử dụng thuốc nhuộm 
Giemsa, hoặc xác định chính xác tuyệt đối bằng phần mềm 
tự động. Không giống như SCSA, bộ kít xác định mức độ 
đứt gãy ADN tinh trùng có thể được sử dụng mà không cần 
các yêu cầu của dụng cụ phức tạp hoặc đắt tiền.

Kết luận

Bộ xét nghiệm cải tiến có độ chính xác đạt yêu cầu của 
một bộ xét nghiệm định lượng (với CV% = 2,62% < 5% và 
ttn = 0,97 < tc).
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Đặt vấn đề

Iodine-125 là đồng vị phóng xạ gamma năng lượng thấp 
với thời gian bán rã 59,4 ngày, rất thuận lợi cho cả chẩn 
đoán cũng như điều trị. Iodine-125 được sử dụng trong bộ 
kít chẩn đoán miễn dịch phóng xạ, chụp xạ hình tuyến giáp, 
trong điều trị ung thư tuyến tiền liệt bằng kỹ thuật cấy hạt 
phóng xạ và trong xạ trị cấy ghép đối với một số u ác tính và 
u não [1, 2]. Chiếu xạ bia khí Xenon bởi dòng nơtron nhiệt 
tạo thành Xenon-125 từ phản ứng hạt nhân 124Xe(n,g)125Xe, 
T1/2=16,9 giờ, Xenon-125 phân rã EC (bắt electron) tạo 
thành Iodine-125 [3]. Có 2 lựa chọn vật liệu bia là Xenon tự 
nhiên có hàm lượng 0,096% Xenon-124 hoặc Xenon giàu 
có hàm lượng >99% Xenon-124 [3]. Lựa chọn thứ nhất cần 
chế tạo được bia chứa khối lượng lớn khí Xenon tự nhiên. 
Lựa chọn thứ hai cần có thiết bị chiếu lặp tuần hoàn và 
hệ thống thu hồi khí Xenon giàu vì giá thành khí này khá 
đắt. Đối với cách thức chiếu xạ: có 2 lựa chọn là chiếu xạ 
theo mẻ (Batch process) và chiếu xạ vòng tuần hoàn (Loop 
process).

Trên thế giới đã có các nghiên cứu của Martinho và cộng 
sự (1984), Joshi và cộng sự (2012), Hai Quan Ho và cộng 

sự (2018) về lập kế hoạch chiếu xạ và tính toán tối ưu cho 
sản xuất Iodine-125 trong lò phản ứng hạt nhân [4-6]. Các 
nghiên cứu này sử dụng cùng một sơ đồ tạo thành, phân rã 
(hình 1) và các hằng số hạt nhân (bảng 1) làm cơ sở để lập 
trình tính toán sự tích lũy ròng của các nhân phóng xạ Iodine 
và Xenon trong thời gian chiếu xạ và phân rã. Mã nguồn của 
chương trình được bảo hộ bản quyền, không công bố mở và 
vì vậy không thể tự do tiếp cận, sử dụng.

Hình 1. Sơ đồ tạo thành và phân rã của các hạt nhân khi chiếu 
xạ Xenon tự nhiên [5].

Nghiên cứu tính toán thời gian chiếu xạ tối ưu
cho sản xuất iodine-125 

tại Lò phản ứng hạt nhân Đà Lạt
Đoàn Thị Thu Hiền1, Nguyễn Thế Nghĩa2, Vũ Thanh Quang3*

1Viện Năng lượng Nguyên tử Việt Nam
2Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia Hà Nội

3Bệnh viện Trung ương Quân đội 108

Ngày nhận bài 6/5/2019; ngày chuyển phản biện 9/5/2019; ngày nhận phản biện 12/6/2019; ngày chấp nhận đăng 28/6/2019

Tóm tắt:

Iodine-125 là dược chất quan trọng được sử dụng trong bộ kít chẩn đoán miễn dịch phóng xạ, chụp xạ hình tuyến 
giáp, điều trị ung thư tuyến tiền liệt và cấy hạt phóng xạ điều trị một số u ác tính và u não. Iodine-125 được sản suất 
từ việc chiếu xạ bia khí Xenon bởi dòng nơtron nhiệt từ lò phản ứng hạt nhân. Hiện nay, Iodine-125 chưa được sản 
xuất tại Việt Nam, việc tính toán thời gian chiếu xạ tối ưu là bước quan trọng đầu tiên để triển khai sản xuất thành 
công loại dược chất phóng xạ này. Trong nghiên cứu này, các tác giả đã tiến hành lập trình tính toán xác định thời 
gian chiếu xạ tối ưu trong sản xuất Iodine-125 từ bia Xenon tự nhiên và bia Xenon giàu được chiếu xạ bởi dòng 
nơtron nhiệt của Lò phản ứng hạt nhân Đà Lạt.

Từ khóa: bia khí Xenon, nơtron nhiệt, sản xuất Iodine-125, thời gian chiếu xạ.

Chỉ số phân loại: 3.2
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Bảng 1. Ký hiệu các đồng vị, độ giàu, thời gian bán rã, hằng số 
phân rã λ, tiết diện phản ứng và tích phân cộng hưởng [5].

Hạt 
nhân

Số ký 
hiệu

Độ giàu 
đồng vị, 
%

Thời gian 
bán rã

Hằng số 
phân rã, λ 
(s-1)

Tiết diện 
phản ứng, 
σ0 (bar)

Tích phân 
cộng hưởng,   
 I (bar)

124Xe
125Xe
125I
126I
126Xe
127Xe
127I
128I

1
2
3
4
5,9
6
7
8

Thay đổi
-
-
-
0,09
-
-
-

∞
17 giờ
60,2 ngày
13,0 ngày
∞
36,41 ngày
∞
24,99 phút

0
1,13×10-5

1,333×10-7

6,17×10-7

0
2,203×10-7

0
4,623×10-4

128
5600
894
5960
4
0
6,2
0

3600
0
13730
40600
38
0
147
0

Ở Việt Nam, Iodine-125 hiện chưa được sản xuất và phải 
nhập khẩu từ nước ngoài cho tất cả các nghiên cứu và ứng 
dụng. Tính toán thời gian chiếu xạ tối ưu là bước đầu tiên 
quan trọng để triển khai sản xuất thành công, tránh được 
những rủi ro bức xạ và tốn kém. Nghiên cứu này đưa ra 
hệ phương trình mô tả sự tích lũy ròng của các hạt nhân 
và lập trình tính toán tối ưu cho sản xuất Iodine-125 từ bia 
khí Xenon chiếu xạ tại kênh chiếu ướt của Lò phản ứng hạt 
nhân Đà Lạt, có thông lượng nơtron trung bình là 9×1012 

n/cm2/s và thông lượng tại bẫy là 2×1013 n/cm2/s [7]. Các kết 
quả tính toán thu được là cơ sở dữ liệu hữu ích cho việc triển 
khai sản xuất Iodine-125 tại Việt Nam.

Phương pháp tính toán

Từ sơ đồ hình 1, sự tích lũy và phân rã của các hạt nhân 
trong thời gian chiếu xạ nơtron với thông lượng Φ (n/cm2/s) 
được mô tả bằng hệ phương trình vi phân sau:

4 
 

của các hạt nhân và lập trình tính toán tối ưu cho sản xuất Iodine-125 từ bia khí 

Xenon chiếu xạ tại kênh chiếu ướt của Lò phản ứng hạt nhân Đà Lạt, có thông 

lượng nơtron trung bình là 9×1012 n/cm2/s và thông lượng tại bẫy là 

2×1013n/cm2/s [7]. Các kết quả tính toán thu được là cơ sở dữ liệu hữu ích cho việc 

triển khai sản xuất Iodine-125 tại Việt Nam. 

Phương pháp tính toán 

 Từ sơ đồ hình 1, sự tích lũy và phân rã của các hạt nhân trong thời gian chiếu 

xạ nơtron với thông lượng Φ (n/cm2/s) được mô tả bằng hệ phương trình vi phân 

sau: 
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 trong đó: Ni là số hạt nhân thứ i (1=1-9) ; σi tiết diện phản ứng đối với hạt 
nhân i; i là hằng số phân rã của hạt nhân i. 

Sự tích lũy của các đồng vị trong thời gian phân rã 

Ni = Ni(EOI)×EXP(-iT) 

trong đó: Ni(EOI) là giá trị của Ni tại thời điểm dừng chiếu xạ (End of 

Iradiation). 

 Đặc biệt với i=3:  

N3 = [N2(EOI)×(1-EXP(-2T)) + N3(EOI)]×EXP(-3T) 
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trong đó: Ni là số hạt nhân thứ i (1=1-9); σi là tiết diện phản 
ứng đối với hạt nhân i; li là hằng số phân rã của hạt nhân i.

Sự tích lũy của các đồng vị trong thời gian phân rã

Ni = Ni(EOI)×EXP(-liT)

trong đó: Ni(EOI) là giá trị của Ni tại thời điểm dừng chiếu 
xạ (End of Iradiation).

Đặc biệt với i=3: 

N3 = [N2(EOI)×(1-EXP(-l2T)] + N3(EOI)]×EXP(-l3T)

và khi i=7: 

N7 = N7(EOI) + N6(EOI)×[1-EXP(-l6T)]

 Sơ đồ giải các phương trình vi phân

Hệ phương trình vi phân được giải dựa trên phương pháp 
tích phân số Runge-Kutta bậc 4, chương trình tính toán sử 
dụng ngôn ngữ lập trình Visual Basic.

Điều kiện đầu: tại thời điểm t=0; N1(t=0) = 
W×abund×6,023×1023/(124)

N5(t=0) = N9(0) = W×0,09×10-2×6,023×1023/(126)

Ni(t=0) = 0  (i = 2, 3, 4, 6, 7, 8)

trong đó: W là khối lượng khí Xenon được chiếu xạ, g; 
abund là độ giàu của đồng vị trong khí Xenon, %.

Bắt đầu

Nhập giá trị các biến

Biểu diễn tích lũy dòng
của các đồng vị iodine 

Tính các đồng vị Iodine
Tích lũy trong buồng phân rã

Giải hệ phương trình vi phân
Phương pháp Runge-Kutta 4

Tính điều kiện ban đầu

Tính lại các điều kiện ban đầu

Vòng lặp = 1

Vòng lặp = Vòng lặp + 1Vòng lặp ≥ Số vòng nhập Vòng lặp ≤Số vòng nhập

Hình 2. Lưu đồ chương trình tính toán thời gian chiếu xạ tối ưu 
trong sản xuất đồng vị I-125.

Kết quả và thảo luận

Kiểm chứng kết quả tính toán

Kết quả tính toán đối với 15 g Xenon tự nhiên và 0,4 g 
Xenon-124>99% chiếu xạ bởi dòng nơtron nhiệt có thông 
lượng 5×1013 n/cm2/s được lập trình, giải theo lưu đồ thuật 
toán hình 2 và trình bày trong bảng 2 và bảng 3. Các kết 
quả nghiên cứu được so sánh với các số liệu công bố của 
IAEA [3].

Bảng 2. So sánh kết quả tính toán với số liệu của IAEA [3] đối 
với bia Xenon tự nhiên.

Kết quả 
tính toán

IAEA
Kết quả 
tính toán

IAEA

Thời gian chiếu, giờ 200 200 300 300

Thời gian phân rã, ngày 40 40 45 45

Sản lượng Iodine-125, GBq 29,074 29,15 39,81 40,32

Hàm lượng Iodine -126 
sau phân rã, %

0,996 0,77 1,20 0,89

Hoạt độ riêng, GBq/mg 608,70 >600 601,45 >600

Bảng 3. So sánh kết quả tính toán với số liệu của IAEA [3] đối 
với bia Xenon giàu.

Kết quả 
tính toán

IAEA
Kết quả 
tính toán

IAEA

Thời gian chiếu, giờ 10 10 24 24

Thời gian phân rã, ngày 20 20 20 20

Sản lượng Iodine-125, GBq 53,98 50,71 128,74 121,2

Hàm lượng Iodine-126 
sau phân rã, %

0,021 0,02 0,106 0,11

Hoạt độ riêng, GBq/mg 642,25 >600 642,12 >600

Các số liệu trình bày ở bảng 2 và 3 chỉ ra sự tương đồng 
tốt giữa số liệu của nghiên cứu này và của IAEA. Điều đó 
chứng tỏ phương pháp tích phân số Runge-Kutta bậc 4 được 
sử dụng trong nghiên cứu này là đủ chính xác và đáng tin 
cậy. Sự sai khác không đáng kể giữa 2 bộ số liệu trên có thể 
là do sự khác nhau về phương pháp tính và về dữ liệu hạt 
nhân như tiết diện phản ứng (σ); hằng số phân rã (λ); chỉ số 
nơtron trên nhiệt và tích phân cộng hưởng. Trong nghiên 
cứu này sử dụng số liệu của các hằng số được công bố trong 
các nghiên cứu trước [4-6].

Xác định thời gian chiếu xạ tối ưu trong sản xuất 
Iodine-125 

Iodine-125 sinh ra từ phân rã của Xenon-125. Sau khi 
tạo thành Iodine-125 phân rã thành Telurium-125 bền và bắt 
nơtron với tiết diện phản ứng 894 bar [4] tạo thành Iodine-126. 
Iodine-126 tiếp tục sinh ra Iodine-127 bền và Iodine-128 
phóng xạ. Sự có mặt của Iodine-126 và Iodine-128 được 
xem là làm nhiễm bẩn sản phẩm Iodine-125 vì chúng gây 
ra các bức xạ có hại khi sử dụng trong y tế [3]. Để giảm 
thiểu sự nhiễm bẩn của Iodine-126 và Iodine-128 thì thời 
gian chiếu xạ và thời gian phân rã cần được tính tối ưu. Vì 
thời gian bán rã của Iodine-128 chỉ là 25 phút, ngắn hơn rất 
nhiều so với 13 ngày của Iodine-126 [3], nên sự nhiễm bẩn 
của Iodine-128 là rất nhỏ. Thời gian chiếu xạ được xem là 
tối ưu khi đạt hoạt độ cao nhất của Iodine-125 và tỷ lệ tạp 
nhân 126I/125I <1%. Sản xuất Iodine-125 được xem là tối ưu 
khi đạt công xuất lớn nhất trong 1 năm và sản phẩm có chất 
lượng thỏa mãn điều kiện tỷ lệ 126I/125I <1% [6].

Bắt đầu

Nhập giá trị các biến

Biểu diễn tích lũy dòng
của các đồng vị iodine 

Tính các đồng vị Iodine
Tích lũy trong buồng phân rã

Giải hệ phương trình vi phân
Phương pháp Runge-Kutta 4

Tính điều kiện ban đầu

Tính lại các điều kiện ban đầu

Vòng lặp = 1

Vòng lặp = Vòng lặp + 1Vòng lặp ≥ Số vòng nhập Vòng lặp ≤Số vòng nhập
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Trường hợp 1- bia Xenon tự nhiên chiếu xạ tại kênh 
chiếu ướt, Φ=9×1012 n/cm2/s:

Nạp 50 g Xenon tự nhiên vào bia, chiếu bia trong kênh 
chiếu ướt của Lò phản ứng hạt nhân Đà Lạt có thông lượng 
nơtron là 9×1012 n/cm2/s. Thời gian chiếu xạ là 15 ngày. Sau 
đó, bia được chuyển vào hotcell chờ phân rã. Cần xác định 
thời gian phân rã cực tiểu để hoạt độ Iodine-125 đạt cực đại 
và tỷ lệ 126I/125I<1%.

Các kết quả tính toán theo lưu đồ thuật toán hình 2 cho 
trường hợp n=1 được trình bày ở bảng 4, chỉ ra rằng: với 
thời gian chiếu xạ như nhau, thời gian phân rã càng tăng 
thì hoạt độ Iodine-125 càng giảm, hàm lượng tạp chất càng 
giảm. Thời gian phân rã ít nhất là 14 ngày để hàm lượng 
tạp chất giảm <1%. Vì vậy, thời gian sản xuất tối ưu là 29 
ngày/mẻ.

Giả sử Lò phản ứng hạt nhân Đà Lạt vận hành 120 ngày 
trong 1 năm cho sản xuất thì số mẻ tối đa là 4 và công suất 
tối đa là 160 GBq Iodine-125/năm. Tính toán tương tự cho 
thời gian chiếu xạ khác nhau. Kết quả của những tính toán 
này được trình bày trong hình 3 và hình 4. 

Bảng 4. Thời gian sản xuất tối ưu của một mẻ chiếu xạ 15 ngày.  

TT Thời gian 
chiếu xạ, ngày

Hoạt độ 
Iodine-125, GBq

Tỷ lệ 
126I/125I, %

Thời gian 
phân rã, ngày

Thời gian 
sản xuất, ngày

1 15 44,88 1,547 3 18

2 15 43,51 1,36 6 21

3 15 42,06 1,199 9 24

4 15 40,64 1,058 12 27

5 15 40,17 1,014 13 28

6 15 39,71 0,973 14 29

7 15 39,26 0,933 15 30

8 15 38,81 0,895 16 31
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Hình 3. Sự phụ thuộc của tỷ lệ 126I/ 125I<1% vào thời gian chiếu 
xạ và thời gian phân rã (đồ thị dạng đường). Sự phụ thuộc của 
thời gian phân rã để 126I/ 125I<1% vào thời gian chiếu xạ (đồ thì 
dạng cột); 50 g Xenon tự nhiên, Φ=9x1012 n/cm2/s.

Số liệu trên hình 3 chỉ ra rằng, với thời gian chiếu xạ từ 
1 đến 9 ngày thì thời gian phân rã cực tiểu là 3 ngày để giữ 
tỷ lệ 126I/125I<1%. Khi thời gian chiếu xạ tăng từ 10 đến 15 
ngày thì thời gian phân rã tăng nhanh từ 4 đến 14 ngày, thời 
gian sản xuất 1 mẻ tương ứng tăng từ 14 đến 29 ngày. Vì 
vậy, số mẻ sản xuất trong 1 năm giảm từ 8 mẻ xuống còn 4 
mẻ. Kết quả là sản lượng cả năm cũng giảm nhanh.

Chiếu xạ Xenon tự nhiên

0

50

100

150

200

250

300

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Thời gian chiếu xạ, ngày

H
oạ

t đ
ộ 

I-1
25

/n
ăm

, C
i 

Hình 4. Sự phụ thuộc của sản lượng Iodine-125/năm vào thời 
gian chiếu xạ (50 g Xenon tự nhiên, 9×1012 n/cm2/s, thời gian 
sản xuất 120 ngày).

Hình 4 biểu diễn sản lượng Iodine-125 cực đại có thể sản 
xuất trong 1 năm. Như vậy, thời gian chiếu xạ tối ưu cho sản 
xuất Iodine-125 dùng bia khí Xenon tự nhiên chiếu xạ tại 
kênh ướt lò Đà Lạt là 9 ngày; thời gian phân rã sau chiếu xạ 
là 3 ngày. Nếu khối lượng Xenon tự nhiên/mẻ chiếu xạ là 50 
g thì sản lượng cực đại là 278,5 GBq/năm.

Trường hợp 2 - bia Xenon giàu chiếu xạ tại hốc bẫy 
nơtron, Φ=2×1013 n/cm2/s:

Bẫy nơtron của Lò phản ứng hạt nhân Đà Lạt có thông 
lượng lớn nhất là khoảng 2×1013 n/cm2/s, có thể được sử 
dụng làm hốc chiếu mẫu. Chiếu xạ Xenon giàu thường được 
thực hiện ở hốc chiếu có thông lượng nơtron lớn nhất để có 
được sản lượng Iodine-125 cao nhất và thời gian chiếu ngắn 
nhất nhằm giảm thiểu sự cháy của Xenon-125 và Iodine-125 
tạo ra các tạp chất Iodine-126 và Iodine-128. Xác định thời 
gian chiếu xạ tối ưu đối với bia Xenon giàu được tiến hành 
tương tự như đối với bia Xenon tự nhiên.

Giả sử nạp 0,5 g Xenon độ giàu đồng vị >99% vào bia và 
chiếu xạ bia trong hốc chiếu mẫu có 2×1013 n/cm2/s. Thời gian 
chiếu xạ thay đổi từ 1 đến 10 ngày. Thời gian chờ phân rã tối 
thiểu là 5 ngày để đảm bảo >99% Xenon-125 phân rã thành 
Iodine-125. Thời gian sản xuất là 120 ngày/năm. Kết quả tính 
toán được thể hiện trên hình 5 và hình 6 cho thấy rằng: thời 
gian chiếu xạ tăng từ 1 đến 5 ngày, thời gian phân rã 5 ngày, 
cho sản lượng Iodine-125 tăng nhanh trong khi chất lượng 
luôn thỏa mãn yêu cầu 126I/125I <1%. Khi thời gian chiếu xạ 
tăng từ 6 đến 10 ngày thì thời gian phân rã phải tăng nhanh 
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để đảm bảo chỉ tiêu chất lượng. Vì vậy, thời gian sản xuất 1 
mẻ tăng nhanh, số mẻ sản xuất/năm giảm mạnh làm cho sản 
lượng Iodine-125 liên tục giảm. Cực đại về sản lượng/năm 
ứng với trường hợp chiếu xạ 5 ngày, chờ phân rã 5 ngày. Thời 
gian sản xuất tối ưu cho 1 mẻ là 10 ngày. Như vậy sẽ thực hiện 
được 12 mẻ, thu được 4250 GBq Iodine-125/năm. 
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Hình 5. Sự phụ thuộc của tỷ lệ 126I/125I<1% vào thời gian chiếu 
xạ và thời gian phân rã (đồ thị dạng đường). Sự phụ thuộc của 
thời gian phân rã để 126I/125I<1%  vào thời gian chiếu xạ (đồ thị 
dạng cột).
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Hình 6. Sự phụ thuộc của sản lượng Iodine-125/năm vào thời 
gian chiếu xạ (0,5 g Xenon giàu >99%, Φ=2×1013 n/cm2/s, thời 
gian sản xuất 120 ngày/năm).

Kết luận

Sự tương đồng của kết quả tính toán về sự tạo thành và 
phân rã của Iodine-125 với các số liệu đã công bố của IAEA 
[3] là minh chứng cho mức độ chính xác cao và đáng tin cậy 
của các số liệu trình bày trong nghiên cứu này. Kết quả tính 
toán thời gian chiếu xạ tối ưu cho sản xuất Iodine-125 theo 
từng mẻ tại kênh chiếu ướt và hốc chiếu tại bẫy nơtron của 

Lò phản ứng hạt nhân Đà Lạt như sau:

- Sử dụng bia Xenon tự nhiên chiếu xạ tại kênh chiếu 
ướt: thời gian chiếu xạ tối ưu là 9 ngày, thời gian chờ phân 
rã là 3 ngày. Tổng thời gian sản xuất tối ưu cho 1 mẻ là 12 
ngày. Sản lượng cực đại tính cho 120 ngày/năm đối với bia 
chứa 50 g Xenon tự nhiên là 278,5 GBq Iodine-125.

- Sử dụng bia Xenon giàu >99% Xenon-124 chiếu xạ 
tại hốc bẫy nơtron: thời gian chiếu xạ tối ưu là 5 ngày, thời 
gian chờ phân rã là 5 ngày. Tổng thời gian sản xuất tối ưu 
cho 1 mẻ là 10 ngày. Sản lượng cực đại tính cho 120 ngày/
năm đối với bia chứa 0,5 g Xenon giàu >99% Xenon-124 là 
4250 GBq Iodine-125.

Trong thực tế, sản lượng Iodine-125 của 1 mẻ cũng như 
của cả năm sẽ ít hơn số liệu tính toán lý thuyết nêu trên vì 
các nguyên nhân như sự tự che chắn của hệ thống gá bia 
làm thay đổi thông lượng nơtron ở các hốc chiếu, sự ảnh 
hưởng của chỉ số nơtron trên nhiệt và tích phân cộng hưởng 
làm thay đổi tiết diện phản ứng và hiệu suất thu hồi của các 
bước xử lý hóa học mẫu đã chiếu xạ. Tuy nhiên, những số 
liệu tính toán nêu trên là đủ tin cậy và rất cần thiết cho việc 
dự báo, định hướng triển khai trong thực tế để đạt được hiệu 
quả sản xuất tốt nhất.
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Đặt vấn đề

Bệnh lao là nguyên nhân gây tử vong phổ biến trên thế 
giới, mặc dù tử vong do lao có thể tránh khỏi nếu được chẩn 
đoán sớm và điều trị phù hợp. Hiện nay, trên toàn cầu, công 
tác phòng chống bệnh lao vẫn còn nhiều thách thức, như sự 
khác biệt giữa các quốc gia trong kinh phí đầu tư; chậm phát 
triển các phương pháp chẩn đoán, điều trị, phòng ngừa mới 
[1] và sự gia tăng tình trạng vi khuẩn kháng thuốc. Chiến 
lược điều trị bệnh lao áp dụng phác đồ phối hợp nhiều thuốc 
đồng thời trong một thời gian hợp lý để đảm bảo khỏi bệnh 
và tránh tình trạng kháng thuốc. Tuy vậy, phác đồ điều trị 
thường quy chủ yếu dựa vào kinh nghiệm lâm sàng, trong 
khi hiệu quả còn chưa cao như mong đợi, độc tính của thuốc 
cao, thời gian điều trị kéo dài và chi phí cao [2]. Bên cạnh 
tăng cường nghiên cứu phát triển thuốc mới, nhu cầu trong 
điều trị lao đặt ra hiện nay là cần tối ưu hoá hiệu quả điều trị 
với các thuốc chống lao hiện có [3]. 

Rifampicin là một thuốc quan trọng trong các phác đồ 
điều trị lao. Đặc điểm của Rifampicin là sự biến thiên rất lớn 
về các thông số dược động học giữa các cá thể [4-6], mặt 
khác các chủng vi khuẩn lao gây bệnh có tính đáp ứng khác 
nhau giữa các bệnh nhân, vì vậy, nghiên cứu đặc điểm dược 
động học - dược lực học (PK/PD modeling) của Rifampicin 
ở bệnh nhân là cơ sở để dự kiến liều điều trị tối ưu. 

Tại Việt Nam cho đến nay, các dữ liệu nghiên cứu về 
dược động học cũng như dược lực học của Rifampicin còn 
rất hạn chế, và đặc biệt chưa có nghiên cứu dược động học 
quần thể, cũng như chưa có phân tích dược động học - dược 
lực học của Rifampicin trên bệnh nhân lao. Do đó, chúng tôi 
thực hiện phân tích đặc điểm dược động học - dược lực học 
của Rifampicin ở bệnh nhân lao phổi với mục tiêu: xác định 
đặc điểm dược động học - dược lực học của Rifampicin và 
khảo sát tỷ lệ đạt đích dược động học - dược lực học trong 
quần thể bệnh nhân lao phổi.

Dược động học - dược lực học của Rifampicin 
trong điều trị bệnh nhân lao phổi

Lê Thị Luyến1*, Bùi Sơn Nhật1, Vũ Đình Hòa2, Nguyễn Thị Vân Anh3, Nguyễn Kim Cương4, Nguyễn Văn Hưng4

1Khoa Y dược, Đại học Quốc gia Hà Nội
2Trường Đại học Dược Hà Nội

3Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương
4Bệnh viện Phổi Trung ương

Ngày nhận bài 12/7/2019; ngày chuyển phản biện 15/7/2019; ngày nhận phản biện 20/8/2019; ngày chấp nhận đăng 27/8/2019

Tóm tắt:

Mục tiêu: Rifampicin có vai trò chính trong diệt khuẩn và ngăn ngừa tái phát. Nghiên cứu này nhằm xác định các 
đặc điểm dược động học (PK) và dược lực học (PD) của Rifampicin ở bệnh nhân lao phổi không đa kháng thuốc 
và tỷ lệ bệnh nhân đạt đích AUC/MIC. Phương pháp: mẫu máu tĩnh mạch ở những thời điểm xác định kể từ sau 
khi uống Rifampicin được lấy ở 135 bệnh nhân lao phổi mới hoặc tái trị, không đa kháng thuốc, được điều trị bằng 
thuốc chống lao hàng một vào ngày 10-14 sau khi bắt đầu điều trị để định lượng nồng độ thuốc trong huyết tương 
bằng HPLC-MS/MS. Đồng thời, mẫu đờm của bệnh nhân trước thời điểm điều trị được thu thập để phân lập chủng 
M. tuberculosis gây bệnh nhằm xác định giá trị MIC với Rifampicin. Mô hình dược động học quần thể được xử lý 
trên phần mềm Monolix 2018; thông số AUC được tính trên gói phần mềm Simulx thuộc R. MIC được xác định 
bằng phương pháp vi phiến tỷ lệ, sử dụng môi trường M7H11. Tỷ lệ AUC/MIC của mỗi cá thể được so với giá trị đích 
AUC/MIC>271. Kết quả nghiên cứu cho thấy, mô hình dược động học quần thể của Rifampicin xây dựng được là mô 
hình một ngăn, giá trị AUC trung bình và trung vị là 50,565 và 45,99 mg.h/l dựa trên nồng độ Rifampicin đo được. 
MIC của Rifampicin xác định được ở 123 bệnh nhân hầu hết trong khoảng 0,25-1 µg/ml. Chỉ có 16/123 bệnh nhân 
đạt đích PK/PD với AUC/MIC>271, tỷ lệ đạt đích rất thấp ở MIC>0,25 µg/ml; khi MIC≥1 µg/ml 0% đạt đích PK/
PD. Kết luận: đặc điểm PK và PD của Rifampicin có sự biến thiên lớn giữa các cá thể. Có một tỷ lệ lớn không đạt chỉ 
số đích PK/PD tối ưu. Do đó cần có hiệu chỉnh liều Rifampicin hiện tại để nâng cao hiệu quả điều trị cho bệnh nhân.

Từ khóa: bệnh lao, dược động học, dược lực học, MIC, Rifampicin.

Chỉ số phân loại: 3.4
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Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu

Nghiên cứu được thực hiện trên 135 bệnh nhân lao phổi 
mới hoặc tái trị được điều trị bằng phác đồ có Rifampicin 
và các thuốc chống lao hàng một khác. Bệnh nhân được thu 
dung tại ba địa điểm nghiên cứu: Bệnh viện Phổi Hà Nội, 
Bệnh viện Phổi Trung ương và Bệnh viện 74 Trung ương 
trong thời gian 2017-2018. 

Tiêu chuẩn lựa chọn: bệnh nhân từ 16 tuổi trở lên, chẩn 
đoán lao phổi AFB (+) mới hoặc tái trị; không mắc lao đa 
kháng (MDR-TB), xác định bằng kết quả GenXpertMTB+/
RIF-); được chỉ định điều trị bằng thuốc chống lao hàng một 
theo hướng dẫn của Chương trình chống lao quốc gia. 

Tiêu chuẩn loại trừ: phụ nữ có thai và cho con bú; không 
xác định được các thông số dược lực học; bệnh nhân suy 
gan, suy thận nặng, thiếu máu nặng (Hb<6 g/dl); tình trạng 
lâm sàng quá trầm trọng có nguy cơ tử vong; ngừng điều trị 
do tác dụng không mong muốn; không tuân thủ điều trị; kết 
quả kháng sinh đồ thuốc chống lao hàng một cho thấy kháng 
Rifampicin và Isoniazid.

Vấn đề đạo đức trong nghiên cứu y sinh học: nghiên cứu 
được 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 hoạt động IRB-VN01016 
(do Bộ Y tế cấp) và IRB0001047 School of Medicine and 
Pharmacy VNU (do HHS-OHRP Hoa Kỳ cấp). Bệnh nhân 
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.

Phương pháp nghiên cứu

Thu thập thông tin lâm sàng từ bệnh nhân điều trị: bệnh 
nhân được ghi nhận các thông tin lâm sàng bao gồm: tuổi, 
giới tính, chiều cao, cân nặng, thể lao, các chỉ số sinh hóa 
(AST, ALT), tình trạng bệnh mắc kèm (HIV, tiểu đường) và 
loại thuốc chống lao đang sử dụng. 

Thu thập mẫu máu và phân tích dược động học: mẫu 
máu tĩnh mạch được lấy vào ngày điều trị thứ 10-14. Bệnh 
nhân được uống thuốc vào buổi sáng như điều trị thường 
quy sau khi ăn sáng 2h trước sự chứng kiến của nghiên cứu 
viên lấy mẫu máu. Thời điểm lấy mẫu được phân bố dưới 2 
nhóm theo 2 chế độ khác nhau: (1) trước khi dùng thuốc và 
1, 4, 6 h sau dùng thuốc; và (2) trước khi dùng thuốc và 2, 
5, 8 h sau khi dùng thuốc (mỗi mẫu 3 ml máu). Thời điểm 
lấy mẫu trước khi dùng thuốc (0 h) trùng với thời điểm uống 
thuốc của ngày trước đó để đảm bảo thời điểm 0 h trùng 
với thời điểm 24 h sau khi uống thuốc của 1 ngày trước lấy 
mẫu. Mẫu máu được bảo quản lạnh ngay sau khi lấy và ly 
tâm trong vòng 15 phút sau khi lấy để tách huyết tương. Các 
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Abstract:

Objectives: Rifampicin is a key drug to kill M. tuberculosis 
and prevent recurrence in tuberculosis management. This 
research aims to determine pharmacokinetic (PK) and 
pharmacodynamic (PD) properties of Rifampicin in non-
multidrug-resistant  tuberculosis (non-MDRTB) patients 
and the proportion of patients who achieve the proposed 
target of AUC/MIC.
Methods: venus blood samples were collected at certain 
time points of 135 new cases or retreatment non-MDRTB 
patients to measure the concentration of Rifampicin in 
plasma by HPLC-MS/MS. In addition, patients’ sputum 
samples were collected to isolate M. tuberculosis strains 
for the determination of MIC to Rifampicin. Population 
pharmacokinetic model and estimated individual parameter 
values were built by Monolix2018R1 and the R package 
Simulx. The MIC was determinated by proportional 48-well 
microplate in Middlebrook 7H11. Finally, individual AUC/
MIC were compared with the target of AUC/MIC>271. 
Results and conclusions: one-compartment population PK 
model characterised by transit compartment absorption was 
built. The mean and median AUC values of population were 
50.565 and 45.99 mg.h/l, respectively. The MIC values of 123 
patients were almost in range of 0.25-1 µg/ml. Only 16/123 
patients achieved the proposed target of AUC/MIC>271; 
the ratio lowered significantly in patients with MIC over 
0.25 µg/ml and dropped to 0% in those with MIC of 
1 µg/ml and higher. PK and PD properties of Rifampicin 
showed large variability between patients; however, the 
exposure can be deemed as suboptimal, thus leading the 
need to adjust dose and regimen of Rifampicin in pulmonary 
tuberculosis treatment. 

Keywords: MIC, pharmacodynamic, pharmacokinetic, 
Rifampicin, tuberculosis.

Classification number: 3.4
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mẫu huyết tương được dán nhãn có mã số theo từng bệnh 
nhân và được bảo quản trong tủ lạnh sâu -700C. Thời điểm 
uống thuốc của ngày lấy mẫu máu và ngày trước lấy mẫu 
được ghi nhận chính xác thời gian thực vào phiếu thông tin 
lấy mẫu dược động học. Nồng độ thuốc trong huyết tương 
được định lượng tại Viện Kiểm nghiệm thuốc Trung ương 
bằng kỹ thuật LC-MS/MS, phương pháp định lượng đã 
được chúng tôi xây dựng và thẩm định các tiêu chuẩn theo 
quy định của FDA [7].

Thu thập mẫu đờm và phân tích dược lực học: mẫu đờm 
ở thời điểm trước điều trị của từng bệnh nhân được thu thập 
(theo quy trình hướng dẫn của Chương trình chống lao quốc 
gia) để nuôi cấy vi khuẩn lao bằng MGIT tại các khoa vi 
sinh của từng bệnh viện, các mẫu có kết quả dương tính 
được chuyển về Bệnh viện Phổi Trung ương để định danh, 
phân lập vi khuẩn M. tuberculosis và làm kháng sinh đồ 
(tại Labo vi khuẩn lao chuẩn quốc gia - Bệnh viện Phổi 
Trung ương). Các chủng M. tuberculosis phân lập được của 
từng bệnh nhân được chuyển về Labo vi khuẩn lao của Viện 
Vệ sinh Dịch tễ Trung ương để xác định nồng độ ức chế 
tối thiểu (MIC) của Rifampicin với M. tuberculosis. Giá trị 
MIC Rifampicin trong khoảng nồng độ từ 0,03125-32 µg/
ml xác định bằng kỹ thuật vi phiến tỷ lệ 46 giếng trong môi 
trường M7H11.

Xây dựng mô hình dược động học quần thể của 
Rifampicin: trên cơ sở dữ liệu nồng độ Rifampicin trong 
huyết tương của các bệnh nhân ở các thời điểm sau uống 
thuốc, mô hình dược động học quần thể được xây dựng 
dựa trên mô hình ảnh hưởng hỗn hợp phi tuyến (non-linear 
mixed effect model) bằng phần mềm Monolix 2018R1; giá 
trị AUC được tính bằng phần mềm R đi kèm với Monolix 
là Simulx. 

Bên cạnh việc xây dựng mô hình dược động học, một số 
yếu tố dự đoán đối với các tham số dược động học được đưa 
vào khảo sát ảnh hưởng, bao gồm: tuổi, giới tính, cân nặng, 
cân nặng trừ mỡ (Fat-free mass - FFM), thể lao (mới hoặc 
tái trị), tình trạng nhiễm HIV, tình trạng mắc tiểu đường, 
loại thuốc sử dụng. Yếu tố FFM ảnh hưởng tới thể tích 
và độ thanh thải được đưa vào mô hình, theo lý thuyết về 
“allometric scaling” của Anderson và Holford [8]. Tóm tắt 
kết quả mô hình dược động học quần thể của Rifampicin 
xây dựng được như sau:

Mô hình dược động học quần thể phù hợp nhất với dữ 
liệu nồng độ - thời gian là mô hình một ngăn. Các tham số 
dược động học tuân theo phân phối log chuẩn; mô hình sai 
số phù hợp nhất là mô hình sai số tỷ lệ. Ảnh hưởng của FFM 
đối với tham số thể tích (V) và độ thanh thải (Cl) thể hiện 
thông qua phương trình:

4 
 

thuốc của ngày lấy mẫu máu và ngày trước lấy mẫu được ghi nhận chính xác thời gian 
thực vào phiếu thông tin lấy mẫu dược động học. Nồng độ thuốc trong huyết tương được 
định lượng tại Viện Kiểm nghiệm thuốc Trung ương bằng kỹ thuật LC-MS/MS, phương 
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Thu thập mẫu đờm và phân tích dược lực học: mẫu đờm ở thời điểm trước điều trị 
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quốc gia) để nuôi cấy vi khuẩn lao bằng MGIT tại các khoa vi sinh của từng bệnh viện, 
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từng bệnh nhân được chuyển về Labo vi khuẩn lao của Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương 
để xác định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của Rifampicin với M. tuberculosis. Giá trị 
MIC Rifampicin trong khoảng nồng độ từ 0,03125-32 �g/ml xác định bằng kỹ thuật vi 
phiến tỷ lệ 46 giếng trong môi trường M7H11. 

Xây dựng mô hình dược động học quần thể của Rifampicin: trên cơ sở dữ liệu nồng 
độ Rifampicin trong huyết tương của các bệnh nhân ở các thời điểm sau uống thuốc, mô 
hình dược động học quần thể được xây dựng dựa trên mô hình ảnh hưởng hỗn hợp phi 
tuyến (non-linear mixed effect model) bằng phần mềm Monolix 2018R1; giá trị AUC 
được tính bằng phần mềm R đi kèm v ới Monolix là Simulx.  

Bên cạnh việc xây dựng mô hình dược động học, một số yếu tố dự đoán đối với các 
tham số dược động học được đưa vào khảo sát ảnh hưởng, bao gồm: tuổi, giới tính, cân 
nặng, cân nặng trừ mỡ (Fat-free mass - FFM), thể lao (mới hoặc tái trị), tình trạng nhiễm 
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Anderson và Holford [8]. Tóm tắt kết quả mô hình dược động học quần thể của 
Rifampicin xây dựng được như sau: 

Mô hình dược động học quần thể phù hợp nhất với dữ liệu nồng độ - thời gian là mô 
ối log chuẩn; mô hình sai số 

đối với tham số thể tích (V) và 

Log V = log Vpop+β_V_tFFM . log ( , ) +ηV 

Log Cl = log Clpop+β_Cl_tFFM . log ( , )+ηCl  
t ở mức 1 và 0,75 theo lý 
tích phân bố và độ thanh 

thải đại diện cho cá thể có FFM = 41,10 kg trong quần thể. Trong nghiên cứu này, Vpop = 
31,1 L và Clpop= 10,1 l/h. ηV là hệ số dao động của thể tích phân bố cá thể so với thông số 
quần thể; ηCl  là hệ số dao động của độ thanh thải thuốc cá thể so với thông số quần thể. 

Phân tích tỷ lệ đạt đích dược động học - dược lực học của Rifampicin ở quần thể 
bệnh nhân: trên cơ sở dữ liệu dược động học và dược lực học, giá trị AUC và MIC của 
từng bệnh nhân được đưa vào để tính tỷ lệ phần trăm số bệnh nhân đạt mục tiêu đích dược 
động học - dược lực học là AUC/MIC >271 [9].  

Kết quả nghiên cứu  

trong đó: giá trị β_V_tFFM và β_Cl_tFFM được cố định 
lần lượt ở mức 1 và 0,75 theo lý thuyết của Anderson và 
Holford. Vpop và Clpop là thông số thể tích phân bố và độ 
thanh thải đại diện cho cá thể có FFM = 41,10 kg trong quần 
thể. Trong nghiên cứu này, Vpop = 31,1 l và Clpop= 10,1 l/h. 
ηV là hệ số dao động của thể tích phân bố cá thể so với 
thông số quần thể; ηCl là hệ số dao động của độ thanh thải 
thuốc cá thể so với thông số quần thể.

Phân tích tỷ lệ đạt đích dược động học - dược lực học 
của Rifampicin ở quần thể bệnh nhân: trên cơ sở dữ liệu 
dược động học và dược lực học, giá trị AUC và MIC của 
từng bệnh nhân được đưa vào để tính tỷ lệ phần trăm số 
bệnh nhân đạt mục tiêu đích dược động học - dược lực học 
là AUC/MIC >271 [9]. 

Kết quả nghiên cứu

Đặc điểm mẫu nghiên cứu

Đặc điểm của 135 bệnh nhân nghiên cứu được trình bày 
trong bảng 1.

Bảng 1. Đặc điểm mẫu nghiên cứu.

Đặc điểm Số bệnh nhân (%)

Giới tính Nam
Nữ

99 (73,3%)
36 (26,7%)

Tuổia 46 [33-58]; 16-93

Cân nặnga 49 [44-55]; 32-73

BMIa 18,68 [16,81-20,34]; 
10,82-24,30

FFMa 41,10 [35,03-46,17]; 
25,30-57,21

Thể lao Lao mới
Lao tái trị

80 (59,3%)
55 (40,7%)

Bệnh mắc kèm
HIV(+) 1 (0,7%)

Tiểu đường 16 (11,9%)

Loại thuốc
sử dụng

3FDC(RMP150+INH75+PZA400 mg)
2FDC (RMP150+INH 100 mg) 
Viên đơn hoạt chất (RMP 150 mg)

110 (81,5%)
24 (17,8%)
1 (0,7%)

Chế độ liều 
RMP mg/ngày

300 mg
450 mg
525 mg
600 mg
750 mg

9 (6,7%)
90 (66,7%)
1 (0,7%)
34 (25,2%)
1 (0,7%)

Trung bình liều theo cân nặng (mg/kg)b 9,69+0,92; 7,89-11,54

a: biến liên tục trình bày dưới dạng: trung vị [khoảng tứ phân vị]; giá trị 
nhỏ nhất - giá trị lớn nhất; b: biến liên tục trình bày dưới dạng: giá trị 
trung bình+độ lệch chuẩn; giá trị nhỏ nhất - giá trị lớn nhất.

Trong số 135 bệnh nhân, nam chiếm 73,3%; độ tuổi 
trung vị 46 tuổi (độ tuổi nhỏ nhất là 16 và lớn nhất là 93). Đa 
số bệnh nhân uống Rifampicin liều 450 mg (90/135 bệnh 
nhân); mức liều tối đa ghi nhận được là 750 mg (1 bệnh 
nhân). Mức liều trung bình theo cân nặng là 9,69 mg/kg 
(liều thấp nhất 7,89 và cao nhất 11,54 mg/kg).
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Khoa học Y - Dược

Đặc điểm dược động học quần thể của bệnh nhân lao

Trên cơ sở mô hình dược động học quần thể xây dựng 
được từ nồng độ Rifampicin đo được của từng cá thể tại các 
thời điểm khác nhau, các thông số PK của quần thể được 
tính toán. AUC là thông số PK được phân tích trong nghiên 
cứu này (bảng 2). 

Bảng 2. AUC của quần thể bệnh nhân và các nhóm bệnh nhân 
trong nghiên cứu.

Phân nhóm Trung bình AUC
[95% CI] (mg.h/l)

Trung vị 
(mg.h/l) p-value

Tổng (n=135) 50,56 [46,12-55,00] 45,99

Giới tính Nam (n=99)
Nữ (n=36)

48,62 [43,33-53,91]
55,91 [47,68-64,15]

44,69
48,03 0,064

Khoảng cân 
nặng

25-39 kg (n=10)
40-54 kg (n=88)
55-70 kg (n=36)
>70 kg (n=1)

46,39 [29,09-63,69]
46,40 [43,03-49,78]
61,46 [47,73-75,18]
66,32**

41,16
43,98
51,51

0,091

FFM <42,2 (n =68)
>42,2 (n=67)

51,99 [47,01-56,97]
49,12 [41,61-56,63]

47,13
42,96 0,059

Thể lao Lao mới (n=80)
Lao tái trị (n=55)

50,23 [43,88-56,63]
51,01 [45,04-56,98]

44,95
46,31 0,395

Bệnh tiểu 
đường

Mắc tiểu đường (n=16)
Không tiểu đường (n=119)

42,90 [33,94-51,85]
51,59 [46,70-56,49]

42,26
46,14 0,244

Loại thuốc có 
Rifampicin sử 
dụng

3FDC (n=96)
2FDC (n=23)
Viên đơn hoạt chất (n=1)

49,69 [44,61-54,77]
51,63 [44,10-59,16]
121,25**

44,85
47,86

0,133

Note: p-value được kiểm định Mann-Whitney và kiểm định Kruskal-
Wallis; **: giá trị của một cá thể (phân nhóm chỉ có 1 cá thể).

Đặc điểm dược lực học của M. tuberculosis đối với 
Rifampicin ở bệnh nhân lao

MIC đối với Rifampicin của từng chủng M. tuberculosis 
phân lập được từ đờm của mỗi bệnh nhân trước điều trị 
là thông số dược lực học được phân tích trong nghiên cứu 
dược động học - dược lực học. Trong số 135 bệnh nhân lao, 
dữ liệu MIC thu được của 123 bệnh nhân. Phân bố MIC của 
các chủng M. tuberculosis thể hiện ở hình 1.

Hầu hết chủng M. tuberculosis phân lập từ mẫu đờm của 
bệnh nhân có MIC đối với Rifampicin≤1 µg/ml; trong đó, 
phần lớn MIC là 0,5 µg/ml (50/123 chủng) và 0,25 µg/ml 
(39/123 chủng). Mặc dù đã loại trừ những trường hợp 
kháng Rifampicin bằng GenXpertMTB/RIF và kháng 
sinh đồ nhưng 2 bệnh nhân có chủng M. tuberculosis MIC 
Rifampicin>1. 

Tỷ lệ đạt đích dược động học/dược lực học 

Mục tiêu của chỉ số PK/PD là đạt đích AUC/MIC>271. 
Phân bố tỷ lệ đạt đích như trong hình 2.

Hình 2. Tỷ lệ bệnh nhân đạt đích PK/PD (AUC/MIC>271) đối 
với mỗi nhóm giá trị MIC.

Tỷ lệ đạt đích AUC/MIC>271 đối với nhóm bệnh nhân 
có MIC 0,0625 và 0,125 µg/ml là 100%. Tuy nhiên, tỷ lệ này 
hạ xuống còn rất thấp kể từ mức MIC 0,25 µg/ml (7,69%) 
và có xu hướng giảm dần. Khi MIC≥1, tỷ lệ đạt đích là 0%.

Bàn luận

Mô hình một ngăn là mô hình mô tả tốt nhất dữ liệu nồng 
độ thuốc - thời gian thu được trên bệnh nhân nghiên cứu. 
Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu khác về dược động 
học quần thể của Rifampicin ở bệnh nhân lao phổi trên thế 
giới. Mô hình hấp thu ngăn chuyển tiếp mô phỏng quá trình 
hấp thu từ điểm hấp thu vào ngăn trung tâm thông qua nhiều 
ngăn chuyển tiếp giả định; qua đó tốc độ hấp thu được mô 
phỏng tăng dần thay vì đột ngột tăng lên từ mức 0 [10]. 

Giá trị AUC của mỗi cá thể được tính thông qua gói phần 
mềm Simulx của R. So sánh giữa các phân nhóm (bảng 2) 
cho thấy không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa 
AUC của một số phân nhóm như: thể lao, tình trạng tiểu 
đường, loại thuốc sử dụng và khoảng cân nặng. Điều này 
đồng nhất với kết quả khảo sát các yếu tố ảnh hưởng tới các 
thông số dược động học khi xây dựng mô hình. Tuy nhiên, 
từ kết quả, chúng tôi cũng nhận thấy giá trị AUC của phân 
nhóm 55-70 kg cao hơn so với hai phân nhóm còn lại. Thực 
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Mô hình một ngăn là mô hình mô tả tốt nhất dữ liệu nồng độ thuốc - thời gian thu 
được trên bệnh nhân nghiên cứu. Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu khác về dược 
động học quần thể của Rifampicin ở bệnh nhân lao phổi trên thế giới. Mô hình hấp thu 
ngăn chuyển tiếp mô phỏng quá trình hấp thu từ điểm hấp thu vào ngăn trung tâm thông 
qua nhiều ngăn chuyển tiếp giả định; qua đó tốc độ hấp thu được mô phỏng tăng dần thay 
vì đột ngột tăng lên từ mức 0 [10].  

Giá trị AUC của mỗi cá thể được tính thông qua gói phần mềm Simulx của R. So 
sánh giữa các phân nhóm (bảng 2) cho thấy không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 
giữa AUC của một số phân nhóm như: thể lao, tình trạng tiểu đường, loại thuốc sử dụng 
và khoảng cân nặng. Điều này đồng nhất với kết quả khảo sát các yếu tố ảnh hưởng tới 
các thông số dược động học khi xây dựng mô hình. Tuy nhiên, từ kết quả, chúng tôi cũng 
nhận thấy giá trị AUC của phân nhóm 55-70 kg cao hơn so với hai phân nhóm còn lại. 
Thực tế, tình trạng lượng thuốc trong máu của bệnh nhân có cân nặng thấp thấp hơn so 
với nhóm bệnh nhân có cân nặng cao hơn đã được ghi nhận trong các nghiên cứu khác 
[11, 12]. Điều này gợi ý rằng chế độ liều dựa theo cân nặng hiện tại không cho phép 
lượng thuốc trong máu tương đương nhau giữa các cá thể thuộc các nhóm cân nặng khác 
nhau; các đại lượng khác đại diện cho kích cỡ cơ thể như cân nặng trừ mỡ (FFM) có mối 
quan hệ chặt chẽ hơn với độ thanh thải ở một số thuốc thải trừ chủ yếu qua gan. Đồng 
thời, giá trị AUC ở nữ cao hơn nam, tuy sự chênh lệch không có ý nghĩa thống kê. Ảnh 
hưởng của giới tính đối với đặc điểm dược động học của Rifampicin vẫn còn chưa được 
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Thực tế, tình trạng lượng thuốc trong máu của bệnh nhân có cân nặng thấp thấp hơn so 
với nhóm bệnh nhân có cân nặng cao hơn đã được ghi nhận trong các nghiên cứu khác 
[11, 12]. Điều này gợi ý rằng chế độ liều dựa theo cân nặng hiện tại không cho phép 
lượng thuốc trong máu tương đương nhau giữa các cá thể thuộc các nhóm cân nặng khác 
nhau; các đại lượng khác đại diện cho kích cỡ cơ thể như cân nặng trừ mỡ (FFM) có mối 
quan hệ chặt chẽ hơn với độ thanh thải ở một số thuốc thải trừ chủ yếu qua gan. Đồng 
thời, giá trị AUC ở nữ cao hơn nam, tuy sự chênh lệch không có ý nghĩa thống kê. Ảnh 
hưởng của giới tính đối với đặc điểm dược động học của Rifampicin vẫn còn chưa được 
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 Nữ (n=36) 55,91 [47,68-64,15] 48,03 
Khoảng cân 
nặng 
 

25-39 kg (n=10) 
40-54 kg (n=88) 
55-70 kg (n=36) 
>70 kg (n=1) 

46,39 [29,09-63,69] 
46,40 [43,03-49,78] 
61,46 [47,73-75,18] 
66,32** 

41,16 
43,98 
51,51 0,091 

FFM 
 

<42,2 (n =68) 
>42,2 (n=67) 

51,99 [47,01-56,97] 
49,12 [41,61-56,63] 

47,13 
42,96 0,059 

Thể lao 
 

Lao mới (n=80) 
Lao tái trị (n=55) 

50,23 [43,88-56,63] 
51,01 [45,04-56,98] 

44,95 
46,31 0,395 

Bệnh tiểu 
đường 

Mắc tiểu đường (n=16) 
Không tiểu đường (n=119) 

42,90 [33,94-51,85] 
51,59 [46,70-56,49] 

42,26 
46,14 0,244 

Loại thuốc có 
Rifampicin 
sử dụng 

3FDC (n=96) 
2FDC (n=23) 
Viên đơn hoạt chất (n=1) 

49,69 [44,61-54,77] 
51,63 [44,10-59,16] 
121,25** 

44,85 
47,86 0,133 

Note: p-value được kiểm định Mann-Whitney và kiểm định Kruskal-Wallis; **: giá trị của một cá thể 
(phân nhóm chỉ có 1 cá thể). 
 

Đặc điểm dược lực học của M. tuberculosis đối với Rifampicin ở bệnh nhân lao 
 MIC đối với Rifampicin của từng chủng M. tuberculosis phân lập được từ đờm của 
mỗi bệnh nhân trước điều trị là thông số dược lực học được phân tích trong nghiên cứu 
dược động học - dược lực học. Trong số 135 bệnh nhân lao, dữ liệu MIC thu được của 
123 bệnh nhân. Phân bố MIC cuả các chủng M. tuberculosis thể hiện ở hình 1. 

 
Hình 1. Phân bố MIC của các chủng M. tiberculosis phân lập từ mẫu đờm. 
 

Hầu hết chủng M. tuberculosis phân lập từ mẫu đờm của bệnh nhân có MIC đối với 
Rifampicin≤1 g/ml; trong đó, phần lớn MIC là 0,5 g/ml (50/123 chủng) và 0,25 g/ml 
(39/123 chủng). Mặc dù đã loại trừ những trường hợp kháng Rifampicin bằng 
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tế, tình trạng lượng thuốc trong máu của bệnh nhân có cân 
nặng thấp thấp hơn so với nhóm bệnh nhân có cân nặng cao 
hơn đã được ghi nhận trong các nghiên cứu khác [11, 12]. 
Điều này gợi ý rằng chế độ liều dựa theo cân nặng hiện tại 
không cho phép lượng thuốc trong máu tương đương nhau 
giữa các cá thể thuộc các nhóm cân nặng khác nhau; các đại 
lượng khác đại diện cho kích cỡ cơ thể như cân nặng trừ mỡ 
(FFM) có mối quan hệ chặt chẽ hơn với độ thanh thải ở một 
số thuốc thải trừ chủ yếu qua gan. Đồng thời, giá trị AUC ở 
nữ cao hơn nam, tuy sự chênh lệch không có ý nghĩa thống 
kê. Ảnh hưởng của giới tính đối với đặc điểm dược động 
học của Rifampicin vẫn còn chưa được thống nhất giữa các 
tài liệu khác nhau trong y văn. Nguyên nhân có thể do sự 
khác biệt về một số đặc điểm sinh lý giữa hai giới (cân nặng, 
lượng nước, lượng máu, hoạt động của enzym chuyển hóa... 
ở nam giới có xu hướng lớn hơn) hoặc do sự chênh lệch về 
sinh khả dụng dẫn tới thay đổi về Cl/F và V/F [13, 14].

Giá trị MIC với Rifampicin của từng chủng M. 
tuberculosis phân lập từ mẫu đờm của bệnh nhân (hình 1) 
khác nhau giữa các cá thể và phần lớn có MIC≤0,5 mg/ml. 
Vì chỉ chọn các chủng có kết quả kháng sinh đồ bằng 
phương pháp Lowenstein-Jensen nhạy cảm với Rifampicin, 
nên hầu hết các chủng có MIC≤ 1, tuy nhiên có 2/123 chủng 
có MIC >1 mg/ml.  

Tỷ lệ đạt đích AUC/MIC của quần thể bệnh nhân (hình 
2) cho thấy: tỷ lệ đạt đích PK/PD rất thấp đối với các giá trị 
MIC từ 0,25 trở đi, đặc biệt là 0% tại giá trị MIC=1 mg/ml. 
Thông số AUC/MIC>271 thể hiện khả năng tiêu diệt 1 log 
đơn vị khuẩn lạc in vivo; thông số này có ý nghĩa trong việc 
dự đoán hiệu quả điều trị cũng như khả năng phát sinh kháng 
thuốc của Rifampicin. Với tỷ lệ đạt mục tiêu như trên, có 
thể thấy: chế độ liều Rifampicin hiện tại cho khả năng diệt 
khuẩn tối ưu rất thấp, đặc biệt đối với vi khuẩn có MIC>1. 
Kết quả tương tự cũng đã được phát hiện trong nghiên cứu 
của Chirehwa và cộng sự [11] trên bệnh nhân lao phổi tại 
Nam Phi, cũng như trong nghiên cứu của Goutelle [9] đối 
với người khỏe mạnh. Kết quả này cũng phản ánh tình trạng 
lượng thuốc Rifampicin trong cơ thể thấp dưới mức điều 
trị khi sử dụng chế độ liều hiện tại, gây ra giảm khả năng 
diệt khuẩn và tiệt khuẩn trong tổn thương, dẫn tới nguy cơ 
kháng thuốc và tái phát bệnh lao cũng như kéo dài thời gian 
điều trị. Từ kết quả nghiên cứu này có thể đề xuất tăng liều 
Rifampicin để đạt kết quả điều trị tốt hơn. Nghiên cứu của 
Boeree (2015) [15] thực hiện trên bệnh nhân lao phổi tại 
Nam Phi với các mức liều Rifampicin cao hơn mức hiện 
hành (20, 25, 30 và 35 mg/kg) đã cho thấy tín hiệu tích cực 
với hiệu quả cao hơn (thể hiện ở độ giảm lượng vi khuẩn lớn 
hơn) cũng như khả năng dung nạp tốt của bệnh nhân với các 
mức liều cao nêu trên.

Kết luận

Nghiên cứu dược động học và dược lực học của 
Rifampicin ở bệnh nhân lao phổi không đa kháng thuốc điều 
trị bằng thuốc chống lao hàng một, chúng tôi rút ra những 
kết luận sau: 

1. Mô hình dược động học quần thể của Rifampicin xây 
dựng dựa trên nồng độ Rifampicin định lượng được là mô 
hình một ngăn, hấp thu theo chu trình có ngăn chuyển tiếp, 
thải trừ tuyến tính bậc một. Giá trị AUC trung bình và trung 
vị là 50,565 và 45,99 mg.h/l và không có sự khác biệt giữa 
các phân nhóm. 

2. MIC của Rifampicin ở bệnh nhân không đa kháng 
thuốc hầu hết trong khoảng 0,25-1 µg/ml, tuy nhiên 2/123 
bệnh nhân có MIC Rifampicin 2 µg/ml và 8 µg/ml.

3. Với chế độ liều hiện tại, tỷ lệ bệnh nhân đạt đích 
AUC0-24/MIC>271 chỉ có 13% (16/123 bệnh nhân), tỷ lệ 
đạt đích rất thấp khi MIC≥0,125 và tỷ lệ đạt đích 0% nếu 
MIC≥1 µg/ml. 

Kết quả nghiên cứu này cho thấy, chế độ liều Rifampicin 
8-12 mg/kg cân nặng trong điều trị cho bệnh nhân lao có thể 
còn quá thấp và không đạt mục tiêu điều trị, do đó cần hiệu 
chỉnh liều Rifampicin để đảm bảo hiệu quả điều trị và phòng 
tái phát sau điều trị.
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Đặt vấn đề

Cây Nhàu (Morinda citrifolia L.) thuộc họ Rubiaceae 
được dân gian dùng trong chữa cao huyết áp; quả giúp nhuận 
tràng, lợi tiểu, chữa đái đường, ho, sốt, kinh nguyệt không 
đều; lá dùng chữa mụn nhọt, sốt rét, kiết lỵ, đầy hơi, đau 
bụng [1]. Các nghiên cứu về thành phần hóa học cho thấy 
gần 200 hợp chất đã được xác định và tách chiết từ những 
phần khác nhau của loài Morinda citrifolia và thể hiện 
nhiều tác dụng như kháng khuẩn, kháng viêm, kháng nấm, 
kháng oxy hóa, kháng ung thư, giảm đau, điều hòa miễn 
dịch, làm lành vết thương, các tác dụng trên xương… [2]. 
Các nghiên cứu trước đây chủ yếu về bộ phận quả, rễ. Tuy 
nhiên, một số nghiên cứu trên lá Nhàu cho thấy chúng có 
chứa steroid, glycosid, phenolic, tannin, terpenoid, alkaloid, 
carbohydrat, flavonoid, đường khử, saponin, anthroquinon. 
Trong đó, thành phần flavonoid được cho là có đóng góp 
vào các tác dụng của lá Nhàu. Một số hợp chất đã được phân 
lập như rutin, quercetin 3,7-O-dimethylether, quercetin 
3-O-methylether, kaempferol 3,4’-O-dimethylether, 
kaempferol 5,7-O-diarabinosid, apigenin [3, 4]. 

Công nghệ chiết xuất dược liệu chú trọng đến các yếu tố 

như hiệu suất chiết, điều kiện chiết hay quy trình (an toàn 
và kinh tế), khả năng triển khai ở quy mô sản xuất. Để nâng 
cao hiệu quả của cao chiết bán thành phẩm từ dược liệu, các 
yếu tố ảnh hưởng đến quá trình chiết xuất thường được tối 
ưu hoá. Thông thường, các nhà khoa học dùng phương pháp 
cổ điển là luân phiên từng biến để thay đổi các thông số 
khảo sát trong quá trình tối ưu hoá. Tuy nhiên, phương pháp 
này không thể hiện rõ ràng sự tương tác hay ảnh hưởng giữa 
các biến với nhau và tổng số thí nghiệm thực hiện tăng lên 
nhiều khi số lượng biến khảo sát tăng. Do đó, hiện nay trong 
nghiên cứu, các nhà khoa học thường sử dụng phương pháp 
đáp ứng bề mặt (Response Surface Methodology - RSM) 
để tối ưu hoá các thông số trong quá trình chiết. Phương 
pháp này được phát triển dựa trên các kỹ thuật toán học và 
thống kê, dựa trên sự phù hợp và liên quan giữa kết quả thu 
được từ mô hình thực nghiệm và thiết kế thí nghiệm [5, 6]. 
Phương pháp RSM đã được ứng dụng trong tối ưu hoá điều 
kiện chiết xuất hoạt chất tự nhiên, tổng hợp hóa học hay 
tối ưu hóa các quá trình hóa học khác [7, 8]. Điều này cho 
thấy phương pháp RSM có vai trò quan trọng trong lĩnh vực 
nghiên cứu để thay thế các phương pháp khác, giúp nâng 
cao hiệu quả quá trình tối ưu hóa các thông số. Do đó, trong 

Khảo sát tối ưu hóa điều kiện chiết xuất 
cao lá Nhàu (Morinda citrifolia L.) 
bằng phương pháp đáp ứng bề mặt

Lý Hải Triều1, Nguyễn Thùy Diễm Thảo2, Phùng Thị Thu Hường3, 
Trần Bá Hiếu4, Lê Văn Minh1∗

1Trung tâm Sâm và Dược liệu TP Hồ Chí Minh, Viện Dược liệu
2Trường Đại học Bách khoa, Đại học Quốc gia TP Hồ Chí Minh

3Viện Kỹ thuật công nghệ cao NTT, Trường Đại học Nguyễn Tất Thành
4Trung tâm Thử nghiệm lâm sàng và Tương đương sinh học, Viện Nghiên cứu Y - Dược học Quân sự

Ngày nhận bài 1/4/2019; ngày chuyển phản biện 3/4/2019; ngày nhận phản biện 24/5/2019; ngày chấp nhận đăng 3/6/2019

Tóm tắt:

Lá Nhàu chứa nhiều hợp chất flavonoid với các hoạt tính sinh học khác nhau, từ lâu đã được dân gian sử dụng trong 
chữa bệnh. Nghiên cứu này thực hiện tối ưu hóa điều kiện chiết cao lá Nhàu bằng phương pháp đáp ứng bề mặt với 
4 yếu tố: dung môi, nhiệt độ, thời gian và tỷ lệ dược liệu/dung môi. Với 3 tiêu chí về hàm lượng flavonoid, hoạt tính 
kháng khuẩn và hoạt tính kháng viêm, điều kiện chiết tối ưu được xác định là nồng độ ethanol 70%, ở 60oC, trong 95 
phút, tỷ lệ dược liệu/dung môi là 1/25 (g/ml). Cao chiết thu được ở điều kiện này có hàm lượng flavonoid toàn phần 
là 2,227 mg RU/g chất khô, thể hiện hoạt tính kháng khuẩn (đường kính vòng kháng 11,5 mm ở nồng độ 100 mg/ml 
đối với chủng Pseudomonas aeruginosa) và hoạt tính kháng viêm (IC50=70,21 µg/ml). Kết quả nghiên cứu cho thấy, 
cao lá Nhàu có hàm lượng hoạt chất và hoạt tính cao được chiết ở điều kiện tương đối ôn hòa, cho thấy tính kinh tế 
và có thể ứng dụng rộng rãi ở quy mô công nghiệp. 

Từ khóa: đáp ứng bề mặt, flavonoid, kháng khuẩn, kháng viêm, Nhàu (Morinda citrifolia L.), tối ưu hóa.

Chỉ số phân loại: 3.4

*Tác giả liên hệ: Email: levanminh05@gmail.com
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nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng RSM để tối ưu hoá các 
thông số trong quá trình chiết cao lá Nhàu, góp phần tạo ra 
cao chiết tiềm năng cho các nghiên cứu sau này.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu

Lá Nhàu được thu tại Vườn bảo tồn gen và giống cây 
thuốc các tỉnh phía Nam (TP Hồ Chí Minh) vào tháng 3/2018. 
Mẫu được ThS Nguyễn Quốc Đạt - Viện Sinh thái học miền 
Nam xác định tên khoa học là Morinda citrifolia L.. Mẫu lá 
tươi được làm sạch, phơi sấy khô (độ ẩm: 7,80±0,06%) và 
xay thành bột để nghiên cứu. Mẫu dược liệu  được bảo quản 
trong túi nilon kín và lưu giữ tại Trung tâm Sâm và Dược 
liệu TP Hồ Chí Minh (mã số lưu mẫu: MCL-TTS-001). 

Hóa chất, dụng cụ

Ethanol 96% (Công ty Cổ phần dược phẩm OPC), 
Rutin (Sigma, Aldrich Co. Ltd, USA), Methanol (Merck), 
Diclofenac sodium (Sigma, Aldrich Co. Ltd, USA), Albumin 
trứng (HIMEDIA), viên amoxicilin 500 mg (Công ty Cổ 
phần dược phẩm DOMESCO), môi trường Luria-Bertani 
(LB), các chủng vi khuẩn được sử dụng trong thử nghiệm bao 
gồm Escherichia coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 
27853) và Staphylococcus aureus (ATCC 29213). Bình chiết 
hồi lưu, bình lắng gạn, bình hút ẩm, cu-vet thạch anh, đĩa 
petri và một số dụng cụ, hóa chất khác.

Phương pháp nghiên cứu

Khảo sát nồng độ ethanol chiết xuất: nồng độ ethanol 
được khảo sát là 45, 70 và 96%, sử dụng phương pháp chiết 
đun hồi lưu với điều kiện chiết như sau: khối lượng nguyên 
liệu đem chiết là 5 g; nhiệt độ chiết là 80oC; thời gian chiết 
là 120 phút; tỷ lệ dược liệu: dung môi là 1:20 (g/ml). Tiêu 
chí đánh giá dựa vào (1) hàm lượng flavonoid toàn phần, (2) 
hoạt tính kháng khuẩn và (3) hoạt tính kháng viêm in vitro 
(sơ đồ 1).

Sơ đồ 1. Thiết kế thí nghiệm tối ưu hóa điều kiện chiết cao lá 
Nhàu.
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Abstract:

Noni leaves have long been used as a traditional herb 
for the treatment of different ailments. Noni leaves have 
a high content of flavonoids with various biological 
activities. This study was carried out to optimise the 
extraction conditions of noni leaves using the response 
surface methodology with four factors, including solvent 
concentration, temperature, time, and material-solvent 
ratio. With the three criteria as total flavonoid content, 
antibacterial activity, and anti-inflammatory activity, 
the optimal extraction conditions of noni leaves were 
determined as follows: ethanol concentration of 70%, 
temperature of 60oC, time of 90 mins, and material-
solvent ratio of 1/25 (g/ml). The extract obtained at these 
conditions had the total flavonoid content of 2.227 mg 
RU/g dry matter, exhibited antibacterial activity (zones 
of inhibition = 11.5 mm, at the concentration of 100 mg/
ml against P. aeruginosa) and anti-inflammatory activity 
(IC50=70.21 µg/ml). The study results showed that 
the noni leaf extract contains high levels of bioactive 
compound content and biological activities, can be 
extracted at relatively moderate conditions. This shows 
the economic advantages and wide applicability on an 
industrial scale.

Keywords: antibacterial, anti-inflammatory, flavonoid, 
Noni (Morinda citrifolia L.), optimisation, response 
surface methodology.

Classification number: 3.4
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dung m i là 1:20 (g/ml). Tiêu ch  đánh giá d a vào (1) hàm lượng flavonoid toàn phần, 
(2) ho t tính kháng khuẩn và (3) ho t tính kháng viêm in vitro (sơ đồ 1). 

 
Sơ đồ 1. Thiết kế thí nghiệm tối ưu hoá điều kiện chiết cao lá Nhàu. 

Bố trí thí nghiệm tối ưu hóa: thí nghiệm tối ưu hoá điều kiện chiết xuất cao lá Nhàu sử 
dụng phương pháp chiết đun hồi lưu d a trên các tiêu chí bao gồm: (1) hàm lượng 
flavonoid toàn phần, (2) ho t tính kháng khuẩn và (3) ho t tính kháng viêm invitro sử 
dụng RSM (sơ đồ 1). Thí nghiệm được bố trí theo kiểu tr c tâm quay (Rotatable Central 
Composite Design) và ma trận thí nghiệm được xây d ng bằng phần mềm Design-Expert 
11.0. 

Phân tích thống kê mô hình biểu diễn s  phụ thuộc của hàm mục tiêu vào các nhân tố 
được mã hóa là một phương trình đa thức bậc hai có d ng: 

 
Trong đó: Y là hiệu suất d  đoán hàm mục tiêu; bo là hệ số hồi quy bậc 0; Xi là nhân tố 

độc lập thứ i ảnh hưởng đến hàm mục tiêu Y; bi là hệ số hồi quy bậc 1 mô tả ảnh hưởng 
của nhân  tố Xi với Y; bii là hệ số hồi quy tương tác m  tả ảnh hưởng của yếu tố Xi với Y; 
bij là hệ số hồi quy tương tác m  tả ảnh hưởng đồng thời Xi và Xj với Y.  

Bột nguyên liệu 

Khảo sát nồng độ ethanol 

Tối ưu hoá điều kiện chiết xuất 

(1) Nhiệt độ 
(2) Thời gian 
(3) Tỷ lệ dược liệu/dung môi 

(1) Hàm lượng flavonoid toàn phần 
(2) Ho t tính kháng khuẩn 
(3) Ho t tính kháng viêm 

Phương pháp 
c  điển 

Phương pháp 
đáp ứng bề mặt 

Ethanol 45% 
Ethanol 70% 
Ethanol 96% 

Tiêu chí đánh giá 

Phương pháp 
chiết đun hồi lưu 
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Bố trí thí nghiệm tối ưu hóa: thí nghiệm tối ưu hóa điều 
kiện chiết xuất cao lá Nhàu sử dụng phương pháp chiết 
đun hồi lưu dựa trên các tiêu chí bao gồm: (1) hàm lượng 
flavonoid toàn phần, (2) hoạt tính kháng khuẩn và (3) hoạt 
tính kháng viêm invitro sử dụng RSM (sơ đồ 1). Thí nghiệm 
được bố trí theo kiểu trực tâm quay (Rotatable Central 
Composite Design) và ma trận thí nghiệm được xây dựng 
bằng phần mềm Design-Expert 11.0.

Phân tích thống kê mô hình biểu diễn sự phụ thuộc của 
hàm mục tiêu vào các nhân tố được mã hóa là một phương 
trình đa thức bậc hai có dạng:

Trong đó: Y là hiệu suất dự đoán hàm mục tiêu; bo là hệ 
số hồi quy bậc 0; Xi là nhân tố độc lập thứ i ảnh hưởng đến 
hàm mục tiêu Y; bi là hệ số hồi quy bậc 1 mô tả ảnh hưởng 
của nhân  tố Xi với Y; bii là hệ số hồi quy tương tác mô tả ảnh 
hưởng của yếu tố Xi với Y; bij là hệ số hồi quy tương tác mô 
tả ảnh hưởng đồng thời Xi và Xj với Y. 

Bài toán tối ưu được lập dựa trên phương trình hồi quy 
xác định bằng phương pháp quy hoạch thực nghiệm là hàm 
mô tả sự phụ thuộc của các hàm mục tiêu vào các nhân tố 
nhiệt độ, thời gian và thể tích. Điều kiện ràng buộc là giới 
hạn của vùng nghiên cứu. 

Trong nghiên cứu, 3 yếu tố được lựa chọn có ảnh hưởng 
đến quá trình chiết xuất là nhiệt độ chiết (X1), thời gian chiết 
(X2) và tỷ lệ dược liệu/dung môi hay thể tích dung môi (X3). 
Giá trị biên của các nhân tố chiết được trình bày ở bảng 1. 
Số thí nghiệm N = 2k +  2k + 6 (N=20 với k=3). Trong đó, 
k là số biến số độc lập và 2k là số thực nghiệm bổ sung tại 
điểm sao. Khoảng cách từ tâm đến điểm sao α=2k/4 (α=1,68 
với k=3). Tất cả các nghiên cứu được thực hiện ở 5 mức (–α, 
–1, 0, +1, +α). Như vậy, trong nghiên cứu này 20 thí nghiệm 
sẽ được thực hiện với 23 số thí nghiệm của quy hoạch toàn 
phần, 6 thí nghiệm lặp lại tại tâm để đánh giá sai số và 6 
thí nghiệm bổ sung tại điểm sao nằm cách vị trí tâm thực 
nghiệm một khoảng ±α. Các hàm mục tiêu bao gồm hàm 
lượng flavonoid toàn phần (Y1), đường kính vòng kháng 
khuẩn (Y2), IC50 kháng viêm (Y3).

Bảng 1. Mã hóa các yếu tố và giá trị thực của yếu tố khảo sát.

Tên biến Mức nghiên cứu

Biến thực Biến mã hóa -α -1 0 +1 +α

X1: nhiệt độ (oC) U1 50 60 75 90 100

X2: thời gian (phút) U2 60 95 150 205 240

X3: thể tích (ml) U3 235 300 400 500 600

Ghi chú: a=2, Umax, Umin là giá trị cận trên (+1) và cận dưới (-1) của biến 
độc lập; U0 = (Umin + Umax)/2 là giá trị trung bình của cận trên và cận dưới.

Trong tất cả thí nghiệm, dịch chiết thu được sau quá 
trình chiết được cô quay dưới áp suất giảm bằng thiết bị 
cô quay. Cao chiết được trữ ở 2-8oC và hoà trong dung môi 
thích hợp cho từng thí nghiệm. 

Phương pháp định lượng flavonoid toàn phần: xác định 
hàm lượng flavonoid toàn phần bằng phương pháp UV-Vis 
theo chuẩn rutin. Hỗn hợp phản ứng gồm 1 ml dịch chiết (từ 
phân đoạn ethyl acetat), 8 ml methanol và 1 ml AlCl3 2% 
được lắc đều. Tiến hành đo độ hấp thu ở bước sóng 431 nm. 
Hàm lượng flavonoid toàn phần được tính bằng mg đương 
lượng rutin có trong 1 g mẫu thử (mg RU/g) [9].

Phương pháp đánh giá hoạt tính kháng khuẩn in vitro: 
các chủng vi khuẩn thử nghiệm sau khi hoạt hoá có mật 
độ 1×106-1×108 CFU/ml được trải đều lên đĩa thạch Luria-
Bertani bằng que trải vô trùng. Tạo giếng thạch có đường 
kính 6 mm. Cho vào mỗi giếng 100 µl dịch cao chiết thử 
nghiệm ở nồng độ 100 mg/ml. Ủ các đĩa thạch ở 37°C trong 
24 giờ. Sự khuếch tán của cao chiết ra môi trường thạch sẽ 
ức chế sự tăng trưởng của các chủng vi sinh vật khảo sát 
tạo thành vòng kháng khuẩn xung quanh giếng thạch. Xác 
định đường kính vòng (ĐKV) kháng khuẩn (mm) theo công 
thức ĐKV = ĐKVmẫu thử - ĐKVchứng âm. Amoxicilin được sử 
dụng làm chứng dương, còn DMSO 10% được sử dụng như 
chứng âm. Khảo sát lặp lại 3 lần và lấy giá trị trung bình 
[10].

Phương pháp đánh giá hoạt tính kháng viêm in vitro: 
hoạt tính kháng viêm của mẫu thử  được đánh giá bằng 
phương pháp biến tính protein theo mô tả trước nhưng có 
một số sửa đổi nhỏ như sau: hỗn hợp phản ứng bao gồm 2 
ml mẫu thử hoặc thuốc đối chiếu ở các nồng độ khác nhau 
và 2,9 ml dung dịch đệm PBS (pH=6,4) được trộn với 0,1 
ml albumin trứng, ủ hỗn hợp ở 37±1°C trong 15 phút. Sự 
biến tính được tạo ra bằng cách giữ hỗn hợp phản ứng ở 
70°C trong nước trong 10 phút. Làm mát và đo độ hấp thụ 
quang ở bước sóng 660 nm. Sử dụng nước cất 2 lần làm mẫu 
trắng. Diclofenac sodium, thuốc chống viêm không steroid 
được sử dụng làm thuốc đối chiếu. Mỗi thí nghiệm được 
thực hiện 3 lần và lấy trung bình. Tỷ lệ ức chế sự biến tính 
protein được tính bằng công thức sau:

I(%) = (ODc - ODt)/ODc

Trong đó: ODc là độ hấp thụ của mẫu chứng âm; ODt là 
độ hấp thụ của mẫu có chứa chất thử. Xác định giá trị IC50 
để đánh giá % ức chế của mẫu khảo sát [11].

Xử lý số liệu: các số liệu được biểu thị bằng trị số trung 
bình: Mean±SEM. Số liệu được xử lý bằng phần mềm MS 
Excel 2016, xử lý thống kê dựa vào phép kiểm tra t-test. Số 
liệu được phân tích bằng phần mềm Design-Expert 11.0 để 
xây dựng mô hình toán học của quá trình chiết cũng như xác 
định các giá trị tối ưu.
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Kết quả và bàn luận

Ảnh hưởng của nồng độ ethanol đến hàm lượng 
flavonoid toàn phần, hoạt tính kháng khuẩn và kháng 
viêm

Trong các nghiên cứu hiện nay, dung môi methanol hay 
ethanol thường được sử dụng để chiết xuất cao chiết tổng 
vì dung môi này có khả năng xuyên thấm qua màng tế bào 
thực vật, cũng như có thể tạo nối hydrogen liên phân tử 
với các nhóm phân cực khác, được xem là dung môi đa 
năng có thể chiết được nhiều hợp chất có độ phân cực khác 
nhau. Tuy nhiên, ethanol được ưu tiên sử dụng trong ngành 
dược và thực phẩm do an toàn và kinh tế hơn methanol. 
Trong nghiên cứu này, ethanol ở các nồng độ 45, 70 và 96% 
được lựa chọn để khảo sát, khối lượng nguyên liệu chiết là 
5 g, nhiệt độ là 80oC, thời gian chiết là 120 phút, tỷ lệ dược 
liệu/dung môi là 1/20 (g/ml). Kết quả phân tích hàm lượng 
flavonoid toàn phần, hoạt tính kháng khuẩn và kháng viêm 
in vitro được trình bày ở bảng 2. Nhìn chung không có sự 
khác biệt về hoạt tính kháng khuẩn giữa 3 loại cao chiết 
nhưng cao chiết ethanol 70% có hàm lượng flavonoid toàn 
phần và hoạt tính kháng viêm cao hơn so với 2 cao chiết còn 
lại. Do đó, chúng tôi chọn ethanol 70% là dung môi thích 
hợp để chiết xuất cao chiết tổng từ lá Nhàu.

Bảng 2. Hàm lượng flavonoid toàn phần, hoạt tính kháng khuẩn 
và kháng viêm của lá Nhàu khi được chiết bằng ethanol ở các 
nồng độ khác nhau.

Mẫu Flavonoid 
(mg/g)

ĐKV (mm) Kháng 
viêm IC50 
(µg/ml)S. aureus P. aeruginosa E. coli

MCL45 2,156±0,098 14,33±0,33 11,00±0,58 19,17±0,17 74,91

MCL70 3,152±0,041 16,33±0,88 9,50±0,50 20,50±0,29 62,98

MCL96 2,814±0,276 15,17±0,17 13,50±0,29 20,50±0,50 71,78

Amox - 14,83±0,17 11,17±0,17 19,17±0,17 -

DS - - - - 168,81

Ghi chú: MCL45, MCL70 và MCL96 lần lượt là cao chiết ethanol 45, 
70 và 96%; Amox là chứng dương Amoxicilin (50 μg/ml) đối với thực 
nghiệm kháng khuẩn; DS là chứng dương Diclofenac sodium đối với thực 
nghiệm kháng khuẩn.

Tối ưu hoá điều kiện chiết xuất cao lá Nhàu

Xác định miền khảo sát các yếu tố: 

Nghiên cứu tiến hành khảo sát tiền tối ưu điều kiện chiết 
để xác định miền khảo sát của các thông số (nhiệt độ, thời 
gian, tỷ lệ chiết) khi đưa dữ liệu đầu vào trên phần mềm với 
điều kiện chiết như sau: khối lượng nguyên liệu đem chiết 
là 5 g; nhiệt độ khảo sát là nhiệt độ phòng (25oC), 50, 75 và 
100oC; thời gian chiết là 30, 60, 120 và 240 phút; tỷ lệ dược 
liệu/dung môi khảo sát là 1/10, 1/20 và 1/30 (g/ml); nồng 
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Thông qua kết quả từ bảng 2 cho thấy, hàm lượng 
flavonoid toàn phần và hoạt tính kháng viêm có sự khác biệt 

điển hình hơn so với hoạt tính kháng khuẩn. Do đó, nghiên 
cứu chọn hàm lượng flavonoid toàn phần và hoạt tính kháng 
viêm làm tiêu chí chính để khảo sát giai đoạn tiền tối ưu.

Hình 1. Khảo sát dự đoán miền tối ưu của tỷ lệ chiết (A), nhiệt 
độ chiết (B) và thời gian chiết (C).

Kết quả nghiên cứu cho thấy, khi tỷ lệ chiết tăng thì khối 
lượng cao chiết và hàm lượng flavonoid toàn phần tăng; 
hoạt tính kháng viêm tăng từ tỷ lệ chiết 1/10 đến 1/20 và 
không có sự khác biệt ở tỷ lệ 1/30 so với 1/20 (hình 1A). 
Điều này có thể lý giải là mặc dù khi tăng tỷ lệ chiết sẽ 
chiết được nhiều thành phần flavonoid hơn, nhưng có thể 
có những thành phần không thể hiện hoạt tính theo hướng 
kháng viêm. Khi nhiệt độ chiết tăng từ nhiệt độ phòng lên 
đến 75oC thì khối lượng cao chiết, hàm lượng flavonoid toàn 
phần và hoạt tính kháng viêm cũng tăng lên. Tuy nhiên, khi 
tăng nhiệt độ lên đến 100oC thì cả 3 tiêu chí này đều giảm 
(hình 1B). Điều này có thể là do khi nhiệt độ tăng cao thì 
các hợp chất có hoạt tính kháng viêm bị phân huỷ. Kết quả 
khảo sát thời gian chiết cho thấy, sau 30 phút chiết thì cả 3 

(B)
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(B)

tiêu chí đều cho kết quả thấp, có thể 30 phút chưa đủ để lấy 
hết các chất chiết được bao gồm cả những chất có hoạt tính 
kháng viêm trong dược liệu. Khối lượng cao chiết thu được 
tăng liên tục khi tăng thời gian chiết từ 30 đến 120 phút và 
giảm khi tăng thời gian lên gấp đôi (240 phút), tuy nhiên sự 
thay đổi này là không đáng kể. Hàm lượng flavonoid toàn 
phần và hoạt tính kháng viêm tăng từ 30 lên 60 phút chiết 
và có xu hướng giảm dần khi tăng thời gian chiết (hình 1C). 
Điều này có thể do chiết ở nhiệt độ cao trong thời gian dài 
có thể làm tác động bất lợi đến các hợp chất có hoạt tính 
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Từ các khảo sát trên, chúng tôi chọn miền khảo sát các 
yếu tố như sau: tỷ lệ chiết là 1/10-1/30 (g/ml), nhiệt độ chiết 
là 50-100oC và thời gian chiết là 60-240 phút.

Ảnh hưởng của các yếu tố đến hàm lượng flavonoid toàn 
phần, hoạt tính kháng khuẩn và kháng viêm in vitro:

Bảng 3. Bảng ma trận thực nghiệm và kết quả hàm lượng 
flavonoid toàn phần, hoạt tính kháng khuẩn và kháng viêm của 
cao lá Nhàu.

Nghiệm 
thức

Biến thực Biến mã hoá Hàm mục tiêu

X1 X2 X3 U1 U2 U3 Y1 Y2 Y2

1 60 205 500 -1 +1 +1 0,61±0,01 0,00±0,00 77,75

2 90 95 500 +1 -1 +1 2,46±0,12 13,50±0,50 57,81

3 90 95 300 +1 -1 -1 1,55±0,04 14,00±0,00 96,37

4 60 95 300 -1 -1 -1 3,58±0,12 20,00±0,00 76,13

5 90 205 300 +1 +1 -1 1,51±0,02 20,00±1,00 87,60

6 60 95 500 -1 -1 +1 2,58±0,04 21,50±1,50 83,54

7 90 205 500 +1 +1 +1 2,90±0,30 11,00±0,00 101,81

8 60 205 300 -1 +1 -1 2,34±0,07 10,50±0,00 103,75

9* 50 150 400 -2 0 0 1,68±0,04 10,00±0,00 93,10

10* 100 150 400 +2 0 0 0,72±0,03 16,00±0,00 96,26

11* 75 60 400 0 -2 0 1,68±0,05 0,00±0,00 89,92

12* 75 240 400 0 +2 0 1,46±0,02 15,00±0,00 98,60

13* 75 150 235 0 0 -2 1,57±0,14 14,00±0,00 85,23

14* 75 150 600 0 0 +2 2,72±0,12 22,50±0,50 75,11

15c 75 150 400 0 0 0 3,04±0,12 0,00±0,00 89,77

16c 75 150 400 0 0 0 2,11±0,12 18,50±1,50 87,96

17c 75 150 400 0 0 0 1,39±0,01 20,50±0,50 86,97

18c 75 150 400 0 0 0 2,25±0,07 21,50±3,50 103,90

19c 75 150 400 0 0 0 2,72±0,02 21,00±3,00 97,38

20c 75 150 400 0 0 0 2,09±0,09 15,00±0,00 73,87

Ghi chú: (*) thí nghiệm được tiến hành tại điểm sao; (c) thí nghiệm được 
tiến hành tại điểm tâm. Kháng khuẩn: cao chiết có nồng độ 100 mg/ml 
trên chủng P. aeruginosa.

Sau khi khảo sát các điều kiện chiết xuất được thiết 
kế trên phần mềm Design-Expert 11.0 và tiến hành thực 
nghiệm thu được kết quả như bảng 3. Từ kết quả bảng 3 có 
được phương trình hồi quy tương thích với thực nghiệm cho 
hàm lượng flavonoid toàn phần (1), hoạt tính kháng khuẩn 
(2) và kháng viêm (3) có dạng:

Y1= 2,05 - 0,1688X1 - 0,2327X2 + 0,1093X3 + 0,4502X1X2 

+ 0,6289X1X3 - 0,0290X2X3 			    (1)

Y2 = 14,22 					      (2)

Y3= 88,14 + 0,5663X1 + 5,25X2 - 4,39X3 	  (3)

Phương trình hồi quy (1) cho thấy, hàm lượng flavonoid 
toàn phần chịu ảnh hưởng bậc 1 của cả 3 yếu tố nhiệt độ 
(X1), thời gian (X2), thể tích dung môi (X3); không chịu ảnh 
hưởng bậc 2 của yếu tố nhưng đồng thời chịu ảnh hưởng của 
tương tác giữa 2 yếu tố. Cụ thể, trong 3 yếu tố khảo sát, 2 
yếu tố X1 và X2 ảnh hưởng đến hàm mục tiêu theo hàm bậc 
1 với hệ số âm (-0,1688; -0,2327). Yếu tố X3 ảnh hưởng đến 
hàm mục tiêu với hệ số dương của hàm bậc 1 là 0,1093. Hai 
yếu tố X1X2 tương tác với nhau và ảnh hưởng đến hàm mục 
tiêu theo hệ số dương (0,4502). Hai yếu tố X1X3 tương tác 
với nhau và ảnh hưởng đến hàm mục tiêu theo hệ số dương 
(0,6289); còn 2 yếu tố X2X3 tương tác với nhau có sự ảnh 
hưởng không đáng kể với hệ số âm là -0,0290. 

Đối với hoạt tính kháng khuẩn theo phương trình (2) cho 
thấy, hoạt tính này không chịu sự ảnh hưởng bậc 1, 2 của các 
yếu tố X1, X2, X3, cũng như sự tương tác của chúng.

Đối với hoạt tính kháng viêm theo phương trình (3) cho 
thấy, hoạt tính này chỉ chịu ảnh hưởng bậc 1 của cả 3 yếu tố  
X1, X2, X3 nhưng không chịu ảnh hưởng bậc 2 của 3 yếu tố 
X1, X2, X3 đồng thời cũng không chịu ảnh hưởng của tương 
tác giữa chúng.

Theo mục tiêu nghiên cứu đặt ra, chọn các điều kiện phù 
hợp với hàm lượng flavonoid toàn phần cao nhất, hoạt tính 
kháng khuẩn và kháng viêm cao nhất. Kết quả giá trị tối ưu 
các điều kiện trong quá trình chiết xuất cao chiết từ lá Nhàu 
bằng RSM được thể hiện trong bảng 4. 

Bảng 4. Kết quả giá trị tối ưu hóa theo các yếu tố đáp ứng.

Yếu tố khảo sát
Yếu tố đáp ứng

Flavonoid (mg/g) ĐKV (mm) IC50 (μg/ml )

X1: nhiệt độ (oC) 60 75 90

X2: thời gian (phút) 95 150 95

X3: thể tích (ml) 300 600 500

Từ kết quả hình 2 và 4A cho thấy, hàm lượng flavonoid 
toàn phần có xu hướng giảm giá trị khi yếu tố nhiệt độ chiết 
X1 và thời gian chiết X2 thay đổi. Đối với yếu tố thể tích 
dung môi X3 thì hàm lượng flavonoid toàn phần thể hiện xu 
hướng tăng trong vùng khảo sát. Từ kết quả hình 3B và 4C 
cho thấy, hoạt tính kháng viêm có xu hướng tăng khi yếu tố 
X2 thay đổi trong vùng khảo sát. Đối với yếu tố X3 thì hoạt 
tính kháng viêm thể hiện xu hướng giảm. Từ hình 3A và 4B 
cho thấy, hoạt tính kháng khuẩn không thay đổi khi các yếu 
tố thay đổi trong vùng khảo sát.
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Hình 2. Đồ thị 3D biểu diễn sự ảnh hưởng của 2 yếu tố đến hàm 
lượng flavonoid toàn phần bao gồm thời gian và nhiệt độ (A); thể 
tích và nhiệt độ (B); thời gian và thể tích (C).

Hình 3. Đồ thị 3D biểu diễn sự ảnh hưởng của 2 yếu tố bao gồm 
thời gian và nhiệt độ đến hoạt tính kháng khuẩn (A) và kháng 
viêm (B).

Từ các kết quả phân tích, các điều kiện chiết xuất được 
lựa chọn để chiết cao chiết tiềm năng từ lá Nhàu cho các 
khảo sát tiếp theo như sau: nhiệt độ chiết là 60oC; thời gian 
chiết là 95 phút; thể tích dung môi là 500 ml, tức tỷ lệ dược 
liệu/dung môi là 1/25 (g/ml).

Đánh giá hiệu quả quá trình tối ưu hóa

Để kiểm tra tính tương thích của kết quả phương trình 
hồi quy từ phần mềm đối với thực nghiệm, tiến hành thực 
hiện lại quy trình chiết xuất với điều kiện tối ưu đã lựa chọn, 
thí nghiệm được thực hiện 3 lần và kết quả được trình bày 
ở bảng 5.

Bảng 5. Kiểm tra độ lặp lại của mô hình tối ưu hóa.

TT  X1 (
oC)  X2 

(phút) X3 (ml) Flavonoid 
(mg/g) ĐKV (mm) IC50 (μg/ml)

1 60 95 500 2,105 11,00 70,21

2 60 95 500 2,391 12,00 70,20

3 60 95 500 2,184 11,50 70,21

Trung bình 2,227±0,085 11,50±0,29 70,21±0,003

Sai số hàm lượng flavonoid toàn phần giữa kết quả sử 
dụng phần mềm và thực nghiệm:

11 
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Trung bình 2,227±0,085 11,50±0,29 70,21±0,003 

Sai số hàm lượng flavonoid toàn phần giữa kết quả sử dụng phần mềm và th c nghiệm: 

                 
      × 100% =                   × 100% = 7,5% 

Sai số ho t tính kháng khuẩn giữa kết quả sử dụng phần mềm và th c nghiệm: 

                 
      × 100% =                      × 100% = 19,156% 

Sai số ho t tính kháng viêm giữa kết quả sử dụng phần mềm và th c nghiệm: 

                 
      × 100% =                        × 100% = 9,9% 

(A) (B) (C) 
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Hình 4.  ự đoán sự thay đổi hàm lượng flavonoid toàn phần (A); hoạt tính kháng 
khuẩn (B) và hoạt tính kháng viêm (C) theo sự thay đổi của các yếu tố. 

Từ các kết quả phân t ch, các điều kiện chiết xuất được l a chọn để chiết cao chiết tiềm 
năng từ lá Nhàu cho các khảo sát tiếp theo như sau: nhiệt độ chiết là 60oC; thời gian chiết 
là 95 phút; thể tích dung môi là 500 ml, tức tỷ lệ dược liệu/dung môi là 1/25 (g/ml). 

Đánh giá hiệu quả quá trình tối ưu hoá 

Để kiểm tra t nh tương th ch của kết quả phương trình hồi quy từ phần mềm đối với 
th c nghiệm, tiến hành th c hiện l i quy trình chiết xuất với điều kiện tối ưu đã l a chọn, 
thí nghiệm được th c hiện 3 lần và kết quả được trình bày ở bảng 5. 

 ảng 5. Kiểm tra độ lặp lại của mô hình tối ưu hoá. 
TT  X1 (oC)  X2 (phút) X3 (ml) Flavonoid (mg/g) ĐKV (mm) IC50 (μg/ml) 

1 60 95 500 2,105 11,00 70,21 

2 60 95 500 2,391 12,00 70,20 

3 60 95 500 2,184 11,50 70,21 

Trung bình 2,227±0,085 11,50±0,29 70,21±0,003 

Sai số hàm lượng flavonoid toàn phần giữa kết quả sử dụng phần mềm và th c nghiệm: 

                 
      × 100% =                   × 100% = 7,5% 

Sai số ho t tính kháng khuẩn giữa kết quả sử dụng phần mềm và th c nghiệm: 

                 
      × 100% =                      × 100% = 19,156% 

Sai số ho t tính kháng viêm giữa kết quả sử dụng phần mềm và th c nghiệm: 

                 
      × 100% =                        × 100% = 9,9% 

(A) (B) (C) 

Hình 4. Dự đoán sự thay đổi hàm lượng flavonoid toàn phần (A); hoạt tính kháng khuẩn (B) và hoạt tính kháng viêm (C) theo sự 
thay đổi của các yếu tố.
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Tính toán kết quả sai số trung bình sau 3 lần thực hiện thí 
nghiệm của hàm lượng flavonoid toàn phần, hoạt tính kháng 
khuẩn và kháng viêm cho thấy, sai số thấp và mô hình tối ưu 
có độ lặp lại tốt.

Sau khi đưa ma trận kết quả về hàm lượng flavonoid 
toàn phần, hoạt tính kháng khuẩn và kháng viêm của 20 
thí nghiệm thực nghiệm vào phần mềm Design-Expert 11.0, 
thu được kết quả phân tích phương sai và giá trị các hệ số 
của mô hình như bảng 6 và hình 5.

Bảng 6. Phân tích phương sai (ANOVA) ảnh hưởng của các nhân 
tố chiết đến hàm mục tiêu Y1 (hàm lượng flavonoid toàn phần) 
và Y3 (hoạt tính kháng viêm).

Hàm 
mục tiêu

Nguồn
biến thiên

Tổng
bình phương

Bậc 
tự do

Trung bình
bình phương

Giá 
trị F

Giá 
trị P

X1 0,389 1 0,389 0,99 0,338

X2 0,739 1 0,739 1,88 0,193

X3 0,163 1 0,163 0,42 0,531

   Y1             X1X2                           1,620                     1 1,620 4,13 0,063

X1X3 3,160 1 3,160 8,05 0,014

X2X3 0,007 1 0,007 0,02 0,898

Tổng sai số 11,19 19

CV=30,60%, R2=0,544

Y3

X1 4,38 1 4,38 0,036 0,853

X2 375,90 1 375,90 3,050 0,100

X3 263,11 1 263,11 2,140 0,163

Tổng sai số 2614,28 19

CV=12,59%, R2=0,246

Đối với hàm mục tiêu Y1: kết quả cho thấy, các biến đơn 
X1, X2, X3 không có ảnh hưởng đáng kể đến hàm mục tiêu 
(p>0,05), nhưng tương tác bậc hai (X1X3) của biến này có 
ảnh hưởng đáng kể nên biến X1, X3 được giữ lại để phân 
tích tối ưu. Riêng biến đơn X2 không có ảnh hưởng đáng 
kể nên không được giữ lại phân tích tối ưu sau này. Kết 
quả phân tích cho thấy, các yếu tố tương tác với hàm mục 

tiêu hàm lượng flavonoid toàn phần với giá trị mức ý nghĩa 
R2=0,544 và độ tin cậy là 74%. Hệ số xác định R (coefficient 
of determination) cho biết 54,4% sự biến đổi của hàm lượng 
flavonoid toàn phần là do ảnh hưởng của các biến độc lập 
như hàm nhiệt độ, thời gian chiết và thể tích dung môi, có 
45,6% sự thay đổi là do các yếu tố không xác định được gây 
ra (sai số ngẫu nhiên). Bên cạnh đó, hệ số biến thiên CV 
(coefficient of variation) cao chứng tỏ rằng các thí nghiệm 
được thực hiện chính xác và độ lặp lại thấp. Giá trị p của 
kiểm định sự không tương thích của mô hình là 0,393, lớn 
hơn 0,05. Như vậy, sự khác biệt giữa dự đoán của phần mềm 
và thực nghiệm không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. Do 
đó, mô hình hồi quy trên tương thích với thực nghiệm.  

Đối với hàm mục tiêu Y3: kết quả cho thấy, các biến đơn 
X1, X2, X3 không có ảnh hưởng đáng kể đến hàm mục tiêu 
(p>0,05) nên không được giữ lại để phân tích tối ưu sau 
này. Kết quả phân tích cho thấy, các yếu tố tương tác với 
hàm mục tiêu hoạt tính kháng viêm với giá trị mức ý nghĩa 
R2=0,246 và độ tin cậy là 49,6%. Hệ số xác định R cho biết 
24,6% sự biến đổi của hoạt tính kháng viêm là do ảnh hưởng 
của các biến độc lập như hàm nhiệt độ, thời gian chiết và thể 
tích dung môi, có 75,4% sự thay đổi là do các yếu tố không 
xác định được gây ra (sai số ngẫu nhiên). Bên cạnh đó, hệ số 
biến thiên CV cao chứng tỏ rằng các thí nghiệm được thực 
hiện chính xác và độ lặp lại thấp. Giá trị p của kiểm định 
sự không tương thích của mô hình là 0,422, lớn hơn 0,05. 
Như vậy, sự khác biệt giữa dự đoán của phần mềm và thực 

nghiệm không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. Do đó, mô 
hình hồi quy trên tương thích với thực nghiệm.  

Kết luận

Nghiên cứu đã xây dựng được mô hình toán học mô tả 
ảnh hưởng của 3 nhân tố chiết (nhiệt độ, thời gian, tỷ lệ 
dược liệu/dung môi) đến hàm lượng flavonoid toàn phần, 

Hình 5. So sánh hàm lượng flavonoid toàn phần (A) và hoạt tính kháng viêm (B) từ thực nghiệm và từ mô hình được xây dựng.



2861(9) 9.2019

Khoa học Y - Dược

hoạt tính kháng khuẩn và kháng viêm từ lá Nhàu. Kết hợp 
giữa phương pháp truyền thống và sự hỗ trợ của phần mềm 
thu được các giá trị tối ưu để chiết cao lá Nhàu như sau: 
dung môi chiết ethanol 70%, nhiệt độ chiết 60oC, thời gian 
chiết 95 phút và tỷ lệ dược liệu/dung môi 1/25 (g/ml). Cao 
chiết tại điều kiện chiết này có hàm lượng flavonoid toàn 
phần là 2,227 mg RU/g chất khô, thể hiện hoạt tính kháng 
khuẩn với ĐKV kháng khuẩn là 11,5 mm ở nồng độ 100 
mg/ml đối với chủng P. aeruginosa, hoạt tính kháng viêm 
với giá trị IC50 là 70,21 µg/ml. Từ kết quả nghiên cứu cho 
thấy, việc áp dụng phương pháp truyền thống với sự hỗ trợ 
của phần mềm thông minh trong quy trình chiết xuất giúp 
giảm chi phí, công sức và rút ngắn thời gian nghiên cứu. 
Đây là bước đầu thành công để tạo ra cao chiết tiềm năng từ 
lá Nhàu cho các nghiên cứu và ứng dụng. 
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Đặt vấn đề

Trực khuẩn mủ xanh (Pseudomonas aeruginosa) là 
một căn nguyên thường gặp trong nhiễm khuẩn bệnh viện, 
chiếm tỷ lệ khoảng 10% gây ra các bệnh viêm phổi, nhiễm 
trùng huyết, nhiễm trùng đường tiết niệu, nhiễm trùng vết 
mổ, ảnh hưởng đến sức khỏe của bệnh nhân cũng như gia 
tăng các gánh nặng về chi phí chăm sóc và điều trị [1-3]. 
Nhiều nghiên cứu đã được tiến hành trên thế giới cho thấy, 
các chủng P. aeruginosa đa kháng thuốc có rất nhiều cơ chế 
kháng đặc biệt như sản xuất các enzym β-lactamase, ức chế 
các gen porin hoặc tăng cường sự biểu hiện của các bơm đẩy 
kháng sinh efflux pump. Có nhiều chủng P. aeruginosa được 
phân lập có khả năng sản xuất enzym β-lactamase phổ rộng, 
trong đó có VEB-1 enzym (Vietnamese extended spectrum 
β-lactamase) được phát hiện lần đầu tiên ở Escherichia coli 
trên một bệnh nhân người Việt Nam vào năm 1996 nhưng 
sau đó phân lập được ở P. aeruginosa trên một bệnh nhân 
người Thái Lan [4, 5]. Ngoài ra, các chủng P. aeruginosa 
phân lập được có MBLs đã được báo cáo ở nhiều nơi trên 

thế giới bao gồm: IMP, VIM, SPM, GIM và mới đây nhất 
là DIM (Dutch  imipenemase). β-lactamase DIM-1 có khả 
năng thủy phân các cephalosporin phổ rộng, carbapenem, 
trước đây được báo cáo ở Hà Lan [6]. Nhiều nghiên cứu trên 
lâm sàng cũng cho thấy bệnh nhân nhiễm P. aeruginosa tăng 
sản xuất AmpC có tỷ lệ không đáp ứng thuốc cao hơn 67,5 
lần các trường hợp nhiễm trùng P. aeruginosa không tăng 
sản xuất AmpC [7, 8]. Sự đa dạng trong cơ chế kháng và các 
loại gen đề kháng giúp P. aeruginosa trở thành một trong 
những căn nguyên gây bệnh nguy hiểm. Tuy nhiên, tại Việt 
Nam, các nghiên cứu về P. aeruginosa chủ yếu tập trung mô 
tả thực trạng kháng kháng sinh để đưa ra các cảnh báo cho 
bác sĩ điều trị, chưa có nhiều nghiên cứu xác định các gen 
liên quan đến kháng thuốc. Kỹ thuật PCR là kỹ thuật có độ 
nhạy và độ đặc hiệu cao được sử dụng để phát hiện các gen 
kháng kháng sinh ở P. aeruginosa. Trong nghiên cứu này, 
chúng tôi phát triển kỹ thuật multiplex PCR để phát hiện 
đồng thời các gen kháng kháng sinh VEB, DIM và AmpC 
trên các chủng P. aeruginosa phân lập tại 2 Bệnh viện: Xanh 
Pôn và Thanh Nhàn.

Ứng dụng kỹ thuật multiplex PCR phát hiện các gen VEB, DIM 
và AmpC của các chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa 

phân lập tại Bệnh viện Xanh  Pôn và Bệnh viện Thanh Nhàn 
Ngô Thị Hồng Hạnh1, Phạm Duy Thái1, Trần Thị Vân Phương1, 

Hoàng Thị Hằng2, Trần Huy Hoàng1*

1Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương
2Trường Đại học Kỹ thuật Y tế Hải Dương

Ngày nhận bài 30/5/2019; ngày gửi phản biện 3/6/2019; ngày nhận phản biện 9/7/2019; ngày chấp nhận đăng 15/7/2019

Tóm tắt:

Pseudomonas aeruginosa  là một trong những căn nguyên phổ biến gây nhiễm trùng bệnh viện, nhiễm trùng cơ hội. 
Với các cơ chế đề kháng kháng sinh đa dạng như sinh β-lactamase phổ rộng, tăng cường sự biểu hiện của các gen 
mã hóa bơm đẩy, ức chế kênh porin, thay đổi tính thấm của màng…, P. aeruginosa đã gây ra rất nhiều khó khăn 
cho các bác sĩ lâm sàng trong việc lựa chọn phương pháp điều trị thích hợp. Trong nghiên cứu này, các tác giả sử 
dụng kỹ thuật multiplex PCR để phát hiện các gen mã hóa ESBL (blaVEB), MBL (blaDIM) và AmpC ở các chủng 
P. aeruginosa phân lập tại Bệnh viện Xanh Pôn và Bệnh viện Thanh Nhàn từ năm 2010 đến năm 2015. Trong tổng 
số 216 chủng nghiên cứu, kết quả cho thấy có 40 (18,51%) chủng mang gen blaVEB, 1 (0,46%) chủng mang gen 
blaDIM, 193 (89,35%) chủng mang gen AmpC. Trong số này, có 1 (0,46%) chủng mang đồng thời cả 2 gen DIM - 
AmpC và 38 (17,59%) chủng mang đồng thời cả 2 gen VEB - AmpC. Kết quả này đã nhấn mạnh sự đa dạng gen 
kháng kháng sinh của các chủng P. aeruginosa trong nghiên cứu cũng như chỉ ra tầm quan trọng của hoạt động kiểm 
soát nhiễm khuẩn tại bệnh viện để ngăn chặn sự lan truyền các tác nhân này và đem lại hiệu quả điều trị.

Từ khóa: AmpC, DIM, mPCR, P. aeruginosa, VEB.

Chỉ số phân loại: 3.5

*Tác giả liên hệ: Email: thh@nihe.org.vn
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Phương pháp nghiên cứu

Chủng vi khuẩn 

Nghiên cứu sử dụng 216 chủng P. aeruginosa được phân 
lập tại 2 Bệnh viện Xanh Pôn và Thanh Nhàn trong giai 
đoạn 2010-2015. Các chủng được lưu trữ trong Ngân hàng 
chủng của Phòng thí nghiệm kháng sinh, Khoa Vi khuẩn, 
Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương.

Trước khi tiến hành nghiên cứu, các chủng vi khuẩn 
được nuôi cấy trên môi trường thạch Mueller - Hinton Agar 
(MHA) và sau đó được định danh lại bằng MALDI - TOF. 
Việc định danh lại các chủng vi khuẩn được thực hiện tại 
Đơn vị nghiên cứu lâm sàng Đại học Oxford - Hà Nội.

Địa điểm tiến hành nghiên cứu

Nghiên cứu được thực hiện tại Phòng thí nghiệm kháng 
sinh, Khoa Vi khuẩn, Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương.

Kỹ thuật multiplex PCR (mPCR)

Tách chiết AND: ADN khuôn được tách chiết bằng 
nhiệt: P. aeruginosa được xác định là chủng thuần và được 
nuôi cấy trên môi trường thạch dinh dưỡng MHA, ủ ở 370c. 
Lấy 3-5 khuẩn lạc P. aeruginosa, hòa đều vào 200 µl nước 
cất vô trùng đựng trong ống eppendorf 1,5 ml. Ống hòa 
khuẩn được vortex đều và để ở nhiệt độ 950c trong vòng 10 
phút và loại bỏ cặn, thu nước nổi làm khuôn mẫu ADN cho 
phản ứng mPCR. ADN khuôn được lưu giữ ở -200c cho đến 
khi thực hiện phản ứng mPCR.

Phản ứng PCR: các cặp mồi sử dụng trong nghiên 
cứu này đã được thiết kế trong nghiên cứu trước đó của 
Nadagopal Murugan [9] (bảng 1).

Bảng 1. Trình tự các cặp mồi sử dụng.

Nhóm thuốc Mồi Trình tự mồi 5’---3’
Nhiệt độ 
gắn mồi 
(ᵒC)

Kích thước 
đoạn khuếch 
đại

Betalactamase VEB F CCCGATGCAAAGCGTTATGA

60

576
VEB R ACCCCAACATCATTAGTGGC

DIM F TAACGACGAGGTACCTGAGC
410

DIM R ACCACACCACTACGTTGTCT

AmpC F GATGAAGGCCAATGACATTCCG
742

AmpC R CATGTCGCCGACCTTGTAGTAA

Thành phần của phản ứng mPCR bao gồm:  12,5 µl Go 
Taq Green Master Mix (Promega) đã bao gồm: 2X Green 
GoTaq® Reaction Buffer (pH 8,5), 400 µM dATP, 400 µM 
dGTP, 400 µM dCTP, 400 µM dTTP và 3 mM MgCl2, 0,2 
µl mồi ngược và mồi xuôi mỗi loại (10 µM), 1 µl ADN 
khuôn (1-10 ng/µl) và 10,3 µl nước Nuclease free. Tổng thể 
tích là 25 µl. Phản ứng được thực hiện trên máy luân nhiệt 
Thermo-cycler (Applied Biosystems, Veriti) theo chương 
trình:
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Abstract:

Pseudomonas aeruginosa is one of the most common 
agents causing nosocomial infections, opportunistic 
infections. There are a variety of antibiotic resistance 
mechanisms in P. aeruginosa such as: extended spectrum 
beta-lactamase (ESBL) production, overexpression of 
efflux pump genes, inhibitions of porin channels, and 
changes in membrane permeability. P. aeruginosa has 
caused a lot of difficulties for clinicians in choosing 
appropriate treatment methods. In this study, we used 
multiplex PCR technique to detect ESBL (blaVEB), 
MBL (blaDIM) and AmpC coding genes in the strains 
of P. aeruginosa isolated at Saint Paul and Thanh Nhan 
Hospitals from 2010 to 2015. A total of 216 strains 
were studied, and the results showed that 40 (18.51%) 
strains had the blaVEB gene, 1 (0.46%) strain carried 
the blaDIM gene, 193 (89.35%) strains carried the 
AmpC gene. Out of them, 1 (0.46%) strain carried 
both the DIM and AmpC genes, and 38 (17.59%) 
strains simultaneously carried both VEB-AmpC genes. 
These results highlighted the antibiotic resistance gene 
diversity of P. aeruginosa strains in the study as well as 
pointed out the importance of infection control activities 
in hospitals to prevent the spread of these agents and 
achieve treatment effectiveness.

Keywords: AmpC, DIM, mPCR, Pseudomonas 
aeruginosa, VEB.

Classification number: 3.5
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Giai đoạn khởi động 940c trong 5 phút, giai đoạn biến 
tính ở 940c/30 giây, gắn mồi ở 600c/30 giây, kéo dài ở 
720c/1,5 phút. Tổng số chu kỳ là 35. Giai đoạn kết thúc: 
720c/7 phút.

 Điện di 10 µl sản phẩm phản ứng PCR trên thạch 
agarose 1,5% và nhuộm bằng Red safe. Quan sát và phân 
tích kết quả trên hệ thống máy chụp gel.

Phân tích và quản lý số liệu

Phần mềm excel được sử dụng để quản lý và phân tích 
số liệu.

Kết quả nghiên cứu

Biểu đồ 1. Tỷ lệ các chủng P. aeruginosa có mang gen kháng 
kháng sinh (KKS) được phát hiện tại Bệnh viện Xanh Pôn và 
Thanh Nhàn.

Biểu đồ 1 cho thấy tỷ lệ các chủng P. aeruginosa có 
mang gen kháng kháng sinh trong nghiên cứu này chiếm 
tỷ lệ rất cao, 90,18% tại Bệnh viện Xanh Pôn và 88,68% tại 
Bệnh viện Thanh Nhàn.

Bảng 2. Các chủng P. aeruginosa có mang gen kháng thuốc được 
phát hiện bằng kỹ thuật multiplex PCR.

 
 

VEB DIM AmpC

Dương 
tính

Âm 
tính

Dương 
tính

Âm 
tính

Dương 
tính

Âm 
tính

Bệnh viện Xanh Pôn 32 131 1 162 146 17

Bệnh viện Thanh Nhàn 8 45 0 53 47 6

Tổng 40 176 1 215 193 23

Kết quả multiplex PCR trên 216 chủng ở bảng 2 cho 
thấy, có 40 (18,51%) chủng có mang gen blaVEB, 1 (0,46%) 
chủng có mang gen blaDIM, 193 (89,35%) chủng có mang 
gen AmpC.

Trong số này, có 1 (0,46%) chủng mang đồng thời cả 2 

gen DIM-AmpC và 38 (17,59%) chủng mang đồng thời cả 
2 gen VEB-AmpC; không có chủng nào mang đồng thời cả 
2 gen VEB-DIM  hay cả 3 gen VEB-DIM-AmpC (bảng 3, 
hình 1).

Bảng 3. Các chủng P. aeruginosa  mang 2-3 loại gen kháng thuốc.

  VEB-DIM DIM-AmpC VEB-AmpC VEB-DIM-AmpC

Bệnh viện Xanh Pôn 0 1 31 0

Bệnh viện Thanh Nhàn 0 0 7 0

Tổng 0 1 38 0

Hình 1. Kết quả multiplex PCR khuyếch đại các gen VEB-DIM-
AmpC. Ladder 100 bp (Bioline-100 bp). (A) Các vị trí 1, 2, 3, 4, 
7: AmpC dương tính; vị trí 6: AmpC và DIM dương tính; vị trí 7: 
AmpC và VEB dương tính; vị trí PC: chứng dương với cả 3 gen 
AmpC-VEB-DIM; vị trí NC: chứng âm. (B) Các vị trí 1, 2, 3, 4, 
5, 6, 8, 9, 10: AmpC dương tính; vị trí 7, 11, 12, 13, 14: AmpC 
và VEB dương tính; vị trí PC: chứng dương với cả 3 gen AmpC-
VEB-DIM; vị trí NC: chứng âm.

Bàn luận 

P. aeruginosa một trong những căn nguyên chính gây 
nhiễm trùng bệnh viện có tỷ lệ kháng thuốc tăng cao và ngày 
càng đa dạng. Do đó, vi khuẩn đã gây ra những khó khăn 
cho bác sĩ lâm sàng trong việc lựa chọn liệu pháp kháng 
sinh thích hợp đề điều trị cho bệnh nhân. Trong nghiên cứu 
này, tỷ lệ các chủng P. aeruginosa có mang ít nhất 1 loại gen 
kháng thuốc trong 3 gen blaVEB, blaDim và AmpC chiếm 
tỷ lệ rất cao, lần lượt là 90,18% tại Bệnh viện Xanh Pôn và 
88,68% tại Bệnh viện Thanh Nhàn. 

Giống như một số vi khuẩn Gram âm khác, P. aeruginosa  

 

 

xuôi mỗi loại (10 µM), 1 µl ADN khuôn (1-10 ng/µl) và 10,3 µl nước Nuclease free. 
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dương tính; vị trí PC: chứng dương với cả 3 gen AmpC-VEB-DIM; vị trí NC: chứng âm. 
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có chứa một gen gây cảm ứng thuốc nằm trên nhiễm sắc 
thể - blaAmpC, mã hóa một loại enzym β-lactamase phổ 
rộng thuộc lớp C [2]. Enzyme này góp phần vào sức đề 
kháng tự nhiên của vi sinh vật đối với các phân tử không 
bền và gây cảm ứng, như aminopenicillins, cephalosporin 
thế hệ thứ nhất và thứ hai [3]. Quan trọng hơn, khi được 
sản xuất quá mức do đột biến làm thay đổi quá trình phục 
hồi peptidoglycan, AmpC trở thành nguyên nhân chính gây 
ra sự kháng thuốc đối với các penicillin antipseudomonal 
(ticarcillin và piperacillin), monobactams (aztreonam), 
cephalosporin thế hệ thứ tư (cefepime) [10, 11] và có khả 
năng chống lại tác dụng ức chế của clavulanate, sulbactam 
và tazobactam [12]. Trong nghiên cứu này, tỷ lệ các chủng 
P. aeruginosa có mang gen AmpC chiếm tỷ lệ rất cao 
(89,35%). Kết quả kháng sinh đồ cho thấy tỷ lệ các chủng 
kháng với cefepime là 85,24%. Như vậy, với sự xuất hiện 
của kiểu gen cùng những đặc điểm kiểu hình có thể nghi ngờ 
rằng các chủng trong nghiên cứu này có khả năng sản xuất 
AmpC ở mức cao. Để khẳng định chắc chắn cần thiết tiến 
hành nghiên cứu xác định mức độ biểu hiện gen AmpC hay 
khả năng sinh AmpC ở mức độ cao hoặc xác định các đột 
biến dẫn đến tăng sản xuất quá mức AmpC. Nhiều nghiên 
cứu trên thế giới đã được tiến hành và chỉ ra các đột biến 
được gọi là đột biến giải phóng phổ biến trong lâm sàng và 
chiếm tỷ lệ lớn ở các chủng kháng ceftazidime và cefepime 
trong các nghiên cứu khác nhau [8, 10-12]. Tình trạng đáng 
lo ngại này đã thúc đẩy sự phát triển của các loại β-lactam 
mới như ceftolozane và các chất ức chế AmpC mới như 
avibactam cho thấy các triển vọng trong công tác phòng 
chống loại đột biến này [13].

Bên cạnh đó, các chủng P. aeruginosa trong nghiên cứu 
này có mang gen blaVEB với tỷ lệ là 18,52%, thấp hơn 
nhiều so với nghiên cứu của Neil Woodford tại một bệnh 
viện ở Anh (2008-80%) nhưng cao hơn một chút so với 
nghiên cứu của Nandagopal Murugan tại Ấn Độ (2018-
11,50%) và của Sahar Amirkamali tại Iran (2017-13,3%) [9, 
13, 14] . Kết quả kháng sinh đồ tại Bệnh viện Xanh Pôn và 
Thanh Nhàn cho thấy, các chủng P. aeruginosa nêu trên có 
tỷ lệ đề kháng ceftazidime và cefepime cao (CAZ -72,68%, 
FEP-85,24%). Trong khi blaVEB được phát hiện khá phổ 
biến ở P. aeruginosa phân lập tại nhiều nước trên thế giới 
thì blaDIM là gen mới phát hiện trong giai đoạn hiện nay. 
Trên thế giới, các chủng mang gen blaDIM được báo cáo 
ở một vài trường hợp tại Hà Lan (1 trường hợp), Ấn Độ 
(5%), Sierra Leone (40%) [6, 9, 15] và trong nghiên cứu này 
chúng tôi đã phát hiện có một chủng mang gen blaDIM. Vi 
khuẩn có enzyme β-lactamase DIM-1 có khả năng ly giải 
cephalosphorin phổ rộng và carbapenem [4, 6]. Các chủng 
P. aeruginosa trong nghiên cứu này có tỷ lệ kháng IMP và 
MEM rất cao, lần lượt là 97,63% và 95%. Do vậy, rất cần 
thiết phải tìm hiểu thêm về sự lan truyền và xuất hiện của 

chủng vi khuẩn mang gen blaDIM tại Việt Nam.  

Nghiên cứu cũng cho thấy một tỷ lệ không nhỏ (39/216-
18,05%) chủng P. aeruginosa có đồng thời 2 loại gen kháng 
thuốc giúp làm tăng khả năng đề kháng kháng sinh, gây khó 
khăn rất lớn cho bác sĩ điều trị trong việc lựa chọn kháng 
sinh phù hợp. Điều này cũng cho thấy các chủng vi khuẩn 
mang gen kháng thuốc đang ngày càng đa dạng, một chủng 
vi khuẩn có thể mang một hoặc nhiều loại gen kháng thuốc 
khác nhau. Đây chính là hậu quả của việc lạm dụng kháng 
sinh trong điều trị nhiễm khuẩn - một tình trạng hiện đang 
rất phổ biến tại Việt Nam - sử dụng kháng sinh bừa bãi, 
không tuân thủ theo phác đồ điều trị, liều lượng kháng sinh 
sử dụng không đúng. Ngoài ra, khả năng lan truyền gen 
kháng kháng sinh trong cùng loài hoặc giữa 2 loài vi khuẩn 
thông qua plasmid, transposons và intergrons cũng giúp khả 
năng đề kháng của vi khuẩn đa dạng hơn. Do đó, tại các 
bệnh viện, việc thực hiện công tác kiểm soát nhiễm khuẩn 
là rất cần thiết để ngăn chặn sự lan truyền của các vi khuẩn 
kháng thuốc, từ đó có thể đưa ra phác đồ điều trị hiệu quả 
cho bệnh nhân.

Kết luận

Tỷ lệ các chủng P. aeruginosa có mang ít nhất 1 loại gen 
kháng thuốc trong 3 gen blaVEB, blaDim và AmpC chiếm 
tỷ lệ rất cao, lần lượt là 90,18% tại Bệnh viện Xanh Pôn 
và 88,68% tại Bệnh viện Thanh Nhàn. Trong đó, 193/216 
(89,35%) chủng P. aeruginosa mang gen AmpC, 40/216 
(18,51%) mang gen VEB và 1/216 (0,46%) mang gen DIM.

Các chủng P. aeruginosa có sự đa dạng về kiểu gen 
kháng thuốc khi có 38/216 (17,59%) mang đồng thời cả 2 
gen kháng kháng sinh, cho thấy khả năng đề kháng đa dạng 
của vi khuẩn này, từ đó có thể gây ra nhiều khó khăn cho 
bác sĩ lâm sàng trong việc lựa chọn phương pháp điều trị 
thích hợp.
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Đặt vấn đề

Lúa (Oryza sativa L.) là cây lương thực quan trọng cung 
cấp nhu cầu dinh dưỡng cho nửa triệu người trên thế giới 
và rất dễ bị ảnh hưởng bởi điều kiện khô hạn [1]. Hạn là 
một trong những yếu tố ảnh hưởng nghiêm trọng đến sản 
xuất lúa và đang trở thành vấn đề ngày càng nghiêm trọng ở 
nhiều nơi trên thế giới [2]. Ở khu vực Đồng bằng sông Cửu 
Long, đợt hạn hán năm 1998 đã khiến gần 247.850 ha lúa bị 
ảnh hưởng, trong đó 32.000 ha bị mất trắng. Từ năm 2000 
đến nay, tình trạng hạn hán đã liên tục xảy ra vào các năm 
2002, 2004, 2005, 2006, 2009, 2015 và 2016 [3]. Tuy nhiên, 
đợt hạn hán và xâm nhập mặn vào mùa khô năm 2016 gây 
ảnh hưởng lớn nhất, toàn vùng Đồng bằng sông Cửu Long 
đã có đến 208.000 ha lúa bị thiệt hại, trong đó 60% bị thiệt 
hại nặng và nhiều vùng bị mất trắng. Người ta đã hoạch định 
một thứ tự ưu tiên cho đầu tư nghiên cứu tính chống chịu 
khô hạn, chịu mặn và chịu ngập úng trong lĩnh vực cải tiến 
giống cây trồng trên toàn thế giới [4]. Do đó, việc cải tiến 
giống và kỹ thuật canh tác đã và đang được đặt ra, việc sử 
dụng giống lúa có khả năng thích nghi và chống chịu cao là 

một biện pháp tiết kiệm nước hữu hiệu nhất. Giống như các 
loài khác, sức chống chịu của lúa rất kém trong điều kiện 
khan hiếm nước, đặc biệt là trong giai đoạn sinh trưởng. Sự 
thiếu hụt nước có ảnh hưởng rất lớn đến sự khác biệt về: 
hình thái, sinh hóa trong vòng đời cây trồng (đặc biệt ở lúa), 
thiếu nước ảnh hưởng đến cả giai đoạn sinh trưởng lẫn sinh 
sản [5]. Nhiều nghiên cứu về sự thích ứng của cây lúa trong 
điều kiện hạn đã được thực hiện, như sự thay đổi hàm lượng 
chlorophyll, đường tổng số, proline trong lá, ảnh hưởng của 
hạn đến các đặc tính lá, rễ [6-8]. Cây trồng khi gặp stress 
hạn sẽ điều chỉnh áp suất thẩm thấu bằng cách tổng hợp các 
chất có vai trò thẩm thấu như proline, đường tổng số... Mặt 
khác, những giống lúa mùa là những giống truyền thống 
được người dân trồng suốt nhiều năm qua cũng chịu ảnh 
hưởng nghiêm trọng của hạn hán. Để nâng cao chất lượng 
và ổn định sản lượng lúa trong điều kiện khô hạn, nhằm 
giảm thiểu thiệt hại do hạn hán gây ra, việc chọn tạo giống 
lúa có khả năng chịu hạn là yêu cầu cấp thiết hiện nay. Kế 
thừa kết quả thí nghiệm trên bộ giống lúa mùa đã thanh lọc 
hạn sơ bộ trong năm 2017 cho thấy có 6 giống lúa có khả 
năng chịu hạn tốt [9].

Nghiên cứu khả năng chịu hạn 
của 6 giống lúa mùa ở giai đoạn sinh dưỡng

trong điều kiện hạn nhân tạo
Lưu Hoài Nam*, Nguyễn Hoài Thanh, Võ Công Thành

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

Ngày nhận bài 6/5/2019; ngày chuyển phản biện 10/5/2019; ngày nhận phản biện 19/6/2019; ngày chấp nhận đăng 26/6/2019

Tóm tắt:

Nghiên cứu được tiến hành nhằm tìm hiểu sự thích ứng về biểu hiện sinh hóa của 6 giống lúa mùa 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 6 giống lúa: Nàng Quớt, Nàng Chá Rằn, Huyết Rồng, Bông Hường, Trắng Tép và Một Bụi Đỏ 
(giống Nàng Keo Chùm 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. Bài báo nghiên cứu về sự thay đổi các đặc tính sinh hoá trong điều kiện hạn so với 
đủ nước. Kết quả cho thấy, để thích ứng trong điều kiện hạn, 6 giống lúa có sự tích lũy cao hàm lượng chlorophyll, 
đường tổng số và proline trong lá. Hàm lượng chlorophyll a giảm 1,36 lần, chlorophyll b tăng 1,79 lần, chlorophyll 
tổng tăng 1,36 lần, đường tổng số tăng 1,70 lần, proline tăng 4,44 lần. Hai giống (Một Bụi Đỏ và Nàng Quớt) có hàm 
lượng đường tổng số và proline cao nhất ở điều kiện hạn. Đường tổng số và proline có hệ số tương quan thuận, proline 
là yếu tố quyết định khả năng chịu hạn.

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

Chỉ số phân loại: 4.1
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Nghiên cứu này được tiến hành nhằm tiếp tục tìm hiểu 
biểu hiện về chỉ tiêu sinh hóa của 6 giống lúa nêu trên đáp 
ứng trong điều kiện khô hạn giai đoạn sinh trưởng dinh 
dưỡng (giai đoạn nảy chồi tích cực).

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

 Hạt của 6 giống lúa mùa (bảng 1) nhận từ Bộ môn Di 
truyền và Chọn giống cây trồng - Trường Đại học Cần Thơ, 
giống đối chứng Nàng Keo Chùm được trồng từ tháng 
4/2018 tại nhà lưới có mái che thuộc Bộ môn Di truyền và 
Chọn giống cây trồng.

Bảng 1. Danh sách các giống lúa được sử dụng.

Giống Nguồn

Nàng Quớt Tiền Giang

Nàng Chá Rằn Tiền Giang

Huyết Rồng Cà Mau

Bông Hường Trà Vinh

Trắng Tép Bến Tre

Một Bụi Đỏ Bạc Liêu

Nàng Keo Chùm Bến Tre

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, các chậu sau đó được làm 
ẩm bằng cách tưới một lượng nước đồng nhất.

Bố trí thí nghiệm theo phương pháp Uga (2012) [10]. 
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 6 giống, 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 P205 - 60 K2O/ha, bón vào thời điểm bón lót trước 
khi gieo. Ở điều kiện hạn, không tưới nước từ ngày cấy vào 
chậu cho đến khi có biểu hiện hạn.

Chỉ tiêu theo dõi: đo độ ẩm đất, thế năng nước, phân tích 
hàm lượng chlorophyll, đường tổng số, proline trong lá ngay 
khi cây có biểu hiện hạn.

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

- Hàm lượng chlorophyll: phân tích theo phương pháp 
Gross (1991) [11]. Hàm lượng chlorophyll được 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 số: phân tích theo phương pháp 
Cagampang và Rodriguez (1980) [12].

- Hàm lượng proline: phân tích theo phương pháp Bates, 
et al. (1973) [13].

The adaptability of six seasonal 
rice varieties at the growth stage 
in artificial drought conditions

Hoai Nam Luu*, Hoai Thanh Nguyen, Cong Thanh Vo
Department of Genetics and Plant Breeding,
College of Agriculture, Can Tho University

Received 6 May 2019; accepted 26 June 2019

Abstract:

This study was conducted to investigate the biochemical 
adaptability of six rice varieties under drought stress 
during the growth stage. Experiment units were arranged 
according to the two-factor randomized complete block 
design: the first factor was six rice varieties (Nang Quot, 
Nang Cha Ran, Huyet Rong, Bong Huong, Trang Tep, 
and Mot Bui Do), and the other was irrigation conditions 
(irrigated, drought stress); the study was carried out 
with three replications. The Nang Keo Chum was used as 
the drought-sensitive control. The results showed a high 
accumulation of chlorophyll, total sugar, and proline 
in leaves of the six rice varieties to adapt well to the 
drought conditions. “Chlorophyll a” content decreased 
by 1.36 times, “chlorophyll b” content increased by 1.79 
times, total chlorophyll content increased by 1.36 times, 
total sugar content increased by 1.70 times, and proline 
content increased by 4.4 times. In particular, the two 
varieties Mot Bui Do and Nang Quot had the highest 
total sugar and proline accumulation. Total sugar and 
proline showed a positive correlation coefficient, and 
proline was the key factor to determine the a drought 
tolerance.

Keywords: biochemical, drought tolerance, growth stage, 
heritability.

Classification number: 4.1
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- Đánh giá độ cuộn lá ở 42 ngày sau khi gieo theo phương 
pháp IRRI (1996) [14].

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%.

Kết quả và thảo luận

Diễn biến độ ẩm đất và khả năng chịu hạn của 6 giống 
lúa

Kết quả theo dõi độ ẩm đất ở nghiệm thức hạn nhân tạo 
(bảng 2) cho thấy, ở 42 ngày sau khi gieo độ ẩm đất giảm 
xuống thấp còn 10%, với độ ẩm này cả 6 giống lúa không 
hút được nước trong đất, cây bị mất nước, lá bắt đầu cuộn 
lại. So với giống Nàng Keo Chùm thì hai giống Một Bụi Đỏ 
và Nàng Quớt 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 [3]. Bốn giống 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) [15].

Bảng 2. Sự thay đổi độ ẩm đất (%), thế năng nước (kPa) và pH ở 
nghiệm thức hạn nhân tạo.

Chỉ tiêu
21 ngày 
sau gieo

28 ngày 
sau gieo

35 ngày 
sau gieo

42 ngày 
sau gieo

Độ ẩm 80 73,3 40 10

Thế năng nước -4,67 -8,16 -15,16 -19,67

pH 4,63 5,03 5,23 5,3

Thế năng nước của đất ở mức -9 kPa được đánh giá là 
ngưỡng bước vào stress hạn của thực vật, ảnh hưởng đến 
khả năng sinh trưởng của cây. Năng suất lúa thường giảm 
khi thế năng nước của đất duy trì trong khoảng -10 kPa đến 
-40 kPa. Qua kết quả cho thấy, giai đoạn từ 35 đến 42 ngày 
sau gieo trung bình thế năng nước từ  -15,16 kPa đến -19,67 
kPa nằm trong mức gây hại cho cây lúa.

Kết quả đánh giá độ cuộn lá cho thấy, từ 35-40 ngày sau 
khi gieo 6 giống lúa bị hạn biểu hiện ở những cấp độ khác 
nhau, 3 giống Nàng Keo Chùm, Bông Hường, Nàng Quớt 
có biểu hiện hạn sớm nhất ở cấp 3 lá gấp sâu hình chữ V, 
trong khi đó giống Một Bụi Đỏ chưa có biểu hiện cho đến 
một tuần sau ở cấp 5 có lá hình chữ U.

Cuộn lá là một trong những cơ chế giúp cây thoát khỏi 
hạn hán [16] 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 [17]. Điều này cho thấy, giống Một 
Bụi Đỏ có khả năng chống chịu hạn tốt hơn so với giống 
Nàng Keo Chùm do điều chỉnh tiềm năng nước trong lá để 

hấp thụ nước trong đất tốt hơn. Cuộn lá là một tiêu chí đánh 
giá khả năng chịu hạn [18], do đó có thể sử dụng chỉ tiêu này 
để sàng lọc nhanh chóng hàng trăm dòng lúa [19].

Ảnh hưởng của hạn đến hàm lượng chlorophyll trong lá

Kết quả phân tích hàm lượng chlorophyll (bảng 3) cho 
thấy, ở 42 ngày sau khi gieo hàm lượng chlorophyll a, b và 
chlorophyll tổng tăng ở điều kiện hạn so với điều kiện đủ 
nước.

Khi cây lúa bị hạn, nhìn chung hàm lượng chlorophyll a 
giảm, trong khi đó hàm lượng chlorophyll  b và chlorophyll 
tổng gia tăng so với điều kiện đủ nước. Khi cây bị hạn, có sự 
giảm đi hàm lượng chlorophyll a trong lá từ 1,13 đến 1,90 
lần trong điều kiện hạn so với đủ nước. Giảm nhiều nhất 
là giống đối chứng Nàng Keo Chùm (1,90 lần), tiếp đến là 
Nàng Quớt (1,54 lần), Nàng Chá Rằn (1,41 lần), Trắng Tép 
(1,33 lần), Huyết Rồng (1,18 lần), Một Bụi Đỏ (1,14 lần) và 
ít nhất là Bông Hường giảm 1,13 lần.

Khi cây bị hạn, có sự tăng lên của hàm lượng chlorophyll 
b trong lá từ 1,25 đến 2,92 lần trong điều kiện hạn so với 
đủ nước. Giống tăng nhiều nhất là Trắng Tép (2,92 lần), 
tiếp đến là Nàng Chá Rằn (2,80 lần), Nàng Quớt (2,33 lần), 

Bảng 3. Hàm lượng chlorophyll a,  b và tổng (mg/g) trong lá ở hai 
điều kiện tại thời điểm 42 ngày sau khi gieo.

Điều kiện Giống Chl a Chl b Chl tổng

Đủ nước

Nàng Quớt 0,60b 0,15hi 0,94d

Nàng Chá Rằn 0,38f 0,10j 0,41j

Huyết Rồng 0,39f 0,23f 0,59i

Bông Hường 0,44d 0,18gh 0,64h

Trắng Tép 0,40e 0,13ij 0,57i

Một Bụi Đỏ 0,50c 0,21fg 0,77g

Nàng Keo Chùm 0,74a 0,32de 1,16a

Hạn

Nàng Quớt 0,39ef 0,35b-d 0,92d

Nàng Chá Rằn 0,27i 0,28e 0,82f

Huyết Rồng 0,33g 0,34cd 1,00c

Bông Hường 0,39ef 0,36a-c 1,08b

Trắng Tép 0,30h 0,38ab 0,87e

Một bụi đỏ 0,44d 0,28e 0,96d

Nàng Keo Chùm 0,39f 0,40a 1,18a

FA * * *

F B * * *

F AxB * * *

CV (%) 2,14% 11,29% 3,71%

Chl a: chlorophyll a; Chl b: chlorophyll b; Chl tổng: chlorophyll tổng. 
Trong cùng một cột, những số có chữ số theo sau giống nhau thì khác biệt 
không có ý nghĩa thống kê; *: khác biệt với mức ý nghĩa 5%.
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Bông Hường (2,00 lần), Huyết Rồng (1,48 lần), Một Bụi Đỏ 
(1,33 lần) và ít nhất là Nàng Keo Chùm tăng 1,25 lần.

Khi cây có biểu hiện hạn, 5 giống (Huyết Rồng, Một Bụi 
Đỏ, Trắng Tép, Bông Hường, Nàng Chá Rằn) có sự gia tăng 
hàm lượng chlorophyll tổng trong lá ở điều kiện hạn so với 
đủ nước, kết quả có khác biệt thống kê ở mức ý nghĩa 5%. 
Giống Nàng Quớt và Nàng Keo Chùm kết quả không có 
khác biệt thống kê. Giống tăng nhiều nhất là Nàng Chá Rằn 
(2,00 lần), tiếp theo là Bông Hường và Huyết Rồng (1,69 
lần), Trắng Tép (1,53 lần) và Một Bụi Đỏ (1,25 lần).

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 
quang hợp, liên quan trực tiếp đến quá trình tăng trưởng của 
cây [20]. Trong điều kiện hạn nhân tạo, lá của 6 giống lúa có 
sự gia tăng hàm lượng chlorophyll so với điều kiện đủ nước, 
kết quả này phù hợp với nhận xét hàm lượng chlorophyll 
tăng khi cây bị stress hạn [21], hàm lượng chlorophyll trong 
lá tăng cao đã tăng cường tính chịu hạn của cây, giúp cây 
nhanh phục hồi sau hạn [22]. 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) trong lá được tăng cường, giúp cây thích nghi 
với điều kiện khô hạn.

Ảnh hưởng của hạn đến sự tích lũy hàm lượng đường 
tổng số 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 số 
và proline cũng được phân tích. Kết quả cho thấy ở 42 ngày 
sau khi gieo, hàm lượng đường tổng số trong lá tăng cao 
khác biệt với mức ý nghĩa thống kê 5% so với điều kiện đủ 
nước (bảng 4).

Có sự tích lũy đường tổng số trong lá khi độ ẩm đất 
giảm còn 40-45% và tăng cao khi cây bị hạn. Khi bị hạn, 
hàm lượng đường tổng số trong lá tăng 1,70 lần so với điều 
kiện đủ nước. Một Bụi Đỏ có hàm lượng đường tổng số 
cao nhất trong điều kiện hạn (2,03%). Nàng Keo Chùm có 
sự tích lũy đường tổng số trong lá tăng cao nhất (2,60 lần), 
tiếp đến là Nàng Quớt (2,19 lần), Bông Hường (1,84 lần), 
Trắng Tép (1,82 lần), Một Bụi Đỏ (1,75 lần) và thấp nhất là 
Huyết Rồng (1,26 lần). Giống Nàng Chá Rằn có hàm lượng 
đường tổng số trong lá khác biệt không có ý nghĩa thống kê 
ở 2 điều kiện.

Trong điều kiện hạn, sự tích lũy các loại đường sẽ tăng 

lên [23], sự gia tăng hàm lượng đường là một trong những 
chỉ số đánh giá về khả năng chịu hạn [24]. Các giống có khả 
năng chống chịu hạn thông qua việc tích lũy đường tổng số 
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 [25], chính vì vậy hoạt 
động của các cơ quan và tế bào chất diễn ra với tốc độ bình 
thường [26]. Như vậy, trong điều kiện hạn, 6 giống lúa có sự 
gia tăng hàm lượng đường tổng số trong lá, giúp điều hòa áp 
suất thẩm thấu, tăng khả năng chống chịu hạn.

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

Kết quả phân tích hàm lượng proline cho thấy, khi cây bị 
hạn hàm lượng proline trong lá tăng với mức ý nghĩa thống 
kê 5% so với điều kiện đủ nước (bảng 4).

Hàm lượng proline trong lá tăng cao khi cây bị hạn, tăng 
4,44 lần so với điều kiện đủ nước. Một Bụi Đỏ có hàm lượng 
proline trong điều kiện hạn cao nhất (hàm lượng proline 
lên đến 0,52%). Hàm lượng proline của các giống tăng từ 

Bảng 4. Hàm lượng đường tổng số và proline (mg/g Weight fresh) 
trong lá ở 2 điều kiện.

Điều kiện Giống Đường tổng số Proline

Đủ nước

Nàng Quớt 0,57g 0,127f

Nàng Chá Rằn 1,04e 0,002i

Huyết Rồng 0,81f 0,028h

Bông Hường 0,64fg 0,004i

Trắng Tép 0,74fg 0,025h

Một Bụi Đỏ 1,16cd 0,176e

Nàng Keo Chùm 0,60g 0,087g

Hạn

Nàng Quớt 1,25cd 0,286c

Nàng Chá Rằn 1,12de 0,305b

Huyết Rồng 1,02e 0,210d

Bông Hường 1,18cd 0,129f

Trắng Tép 1,35c 0,309b

Một Bụi Đỏ 2,03c 0,520a

Nàng Keo Chùm 1,56b 0,289c

FA * *

F B * *
F AxB * *

CV (%) 10,13% 4,11%

Trong cùng một cột, những số có chữ số theo  sau giống nhau thì khác biệt 
không có ý nghĩa thống kê, *: khác biệt với mức ý nghĩa 5%.
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2,25-152,5 lần trong điều kiện hạn so với đủ nước, trong đó 
giống Nàng Chá Rằn tăng nhiều nhất (152,5 lần), tiếp đến 
là Bông Hường (32,25 lần), Trắng Tép (12,36 lần), Huyết 
Rồng (7,50 lần), Nàng Keo Chùm (3,32 lần), Một Bụi Đỏ 
(2,95 lần) và tăng ít nhất là Nàng Quớt (2,25 lần). 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 [27, 28].

Proline là một trong những chỉ số về khả năng chống 
chịu hạn [29, 30]. Sự tích lũy proline trong điều kiện stress 
ở nhiều loài tương quan với khả năng chống chịu [31]. Ở 
thực vật, tổng hợp proline diễn ra trong bào tương và trong 
plastid. Chất proline được hình thành từ glutamate, sau đó 
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) 
[32]. Các biểu hiện của gen này giúp tăng cường đáng kể 
hàm lượng proline nội sinh và làm tăng khả năng chịu hạn 
[30, 33]. 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. 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 [34]. 
Như vậy, 6 giống lúa có sự tích lũy cao hàm lượng proline 
trong lá để tăng khả năng chống chịu hạn.

Hệ số tương quan giữa các chỉ tiêu sinh hóa

Qua kết quả phân tích tương quan (bảng 5) ta thấy, hàm 
lượng chlorophyll tổng không có mối tương quan với hàm 
lượng đường tổng số và proline. Hàm lượng đường tổng số 
và hàm lượng proline có mối tương quan thuận với nhau. 
Khi tăng tích luỹ đường tổng số sẽ làm gia tăng hàm lượng 
proline trong lá. Đường hoạt động giống như hợp chất hoà 
tan điều chỉnh áp suất thẩm thấu, góp phần gia tăng tích luỹ 
proline, giúp 6 giống lúa (kể cả giống đối chứng) tăng khả 
năng thích nghi với điều kiện hạn. Do vậy, hàm lượng proline 
là yếu tố quyết định khả năng chịu hạn của các giống lúa.

Bảng 5. Hệ số tương quan giữa các đặc tính sinh hóa.

Biến Chl a Chl b Chl tổng Đường tổng Proline

Chl a 1 0,727 0,945** 0,196 0,419

Chl b 0,727 1 0,889** -0,110 -0,059

Chl tổng 0,945** 0,889** 1 0,016 0,184

Đường tổng số 0,196 -0,110 0,016 1 0,865*

Proline 0,419 -0,059 0,184 0,865* 1

Ghi chú: * khác biệt mức ý nghĩa 5%, ** khác biệt mức ý nghĩa 1%

Kết luận và đề nghị

Kết luận

Nghiên cứu cho thấy, hàm lượng đường tổng số và 
proline có mối tương quan thuận với nhau, trong đó hàm 
lượng proline là yếu tố quyết định khả năng chịu hạn của 
các giống lúa.

 Để thích ứng trong điều kiện hạn, 6 giống lúa có sự tích 
lũy cao hàm lượng chlorophyll, đường tổng số và proline 
trong lá. Hàm lượng chlorophyll tổng tăng 1,36 lần, hàm 
lượng đường tổng số tăng 1,70 lần, hàm lượng proline tăng 
4,44 lần. So với Nàng Keo Chùm, hai giống Một Bụi Đỏ và 
Nàng Quớt có hàm lượng đường tổng số, proline trong điều 
kiện hạn cao nhất.

Đề nghị

Bài báo này đã nghiên cứu hạn trong giai đoạn nảy chồi 
tích cực (42 ngày sau khi gieo) trước khi giai đoạn phân 
hoá đồng xảy ra, do đó cần tiến hành nghiên cứu tiếp tục 
khả năng chịu hạn ở các giai đoạn khác của cây lúa như giai 
đoạn sinh sản, từ lúc phân hoá mầm hoa đến trổ, từ trổ đến 
chín thu hoạch cũng như khả năng phục hồi khi stress xảy 
ra. Bên cạnh đó, cần nghiên cứu dấu chỉ thị phân tử DNA 
trên hai giống lúa mùa Nàng Quớt và Một Bụi Đỏ. Đây là 
lần đầu nghiên cứu hạn trên giống lúa mùa nên sử dụng 
giống Nàng Keo Chùm làm đối chứng hạn để phân tích ở 
mức sinh học phân tử.
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Đặt vấn đề

Cordyceps militaris là loài nấm thuộc họ Cordycipitaceae, 
giống Cordyceps. Loài này được Carl Linnaeus mô tả vào 
năm 1753 với tên gọi Clavaria militaris [1]. C. militaris là 
một loài nấm ký sinh trên côn trùng và ấu trùng của côn 
trùng. Loài này chủ yếu lây nhiễm ở giai đoạn nhộng của 
các loài bướm khác nhau, rồi nhân lên trong cơ thể ký chủ 
vào mùa đông. Bào tử nấm theo gió dı́nh vào bên ngoài 
ký chủ, sau đó từ bào tử hı̀nh thành các ống, nảy mầm có 
các thể bám. Các ống này tiết ra các enzyme như lipase, 
chitinase, protease làm tan vỏ ngoài của ký chủ và xâm nhập 
vào bên trong cơ thể. Sau đó, hệ sợi nấm hút dinh dưỡng và 
sinh trưởng mạnh mẽ chiếm toàn bộ cơ thể và gây chết ký 
chủ. Đến mùa hè quả thể nhô ra ngoài để phát tán bào tử vào 
không khí [1]. 

Các hợp chất dược liệu của nấm C. militaris đã được ứng 
dụng trong điều trị bệnh và nâng cao sức khỏe con người. 
Hợp chất cordycepin (3′-deoxyadenosine) từ nấm cho thấy 
có hoat tính kháng vi sinh vật, ung thư, ngừa di căn, điều hòa 
miễn dịch [2]. Hợp chất CM-hs-CPS2 có tính kháng DPPH, 

hoạt tính khử và tạo phức ở nồng độ (8 mg/ml) là 89% [3]. 
Acidic polysaccharide (APS) có khả năng ứng dụng trong 
điều trị cúm A và góp phần điều hòa hoạt động miễn dịch 
của các đại thực bào [4]. Protein (CMP) có kı́ch thước 12 
kDa, pI 5,1 và có hoạt tính trong khoảng pH 7÷9, ức chế 
nấm Fusarium oxysporum và gây độc đối với tế bào ung 
thư bàng quang [5]. Hợp chất cordycepin có khả năng 
kháng vi khuẩn Clostridium. Các hợp chất dẫn xuất từ nấm 
được ứng dụng trong điều trị các bệnh nhiễm khuẩn đường 
ruột [6]. Cordycepin ngăn sự biểu hiện của gen T2D chịu 
trách nhiệm điều hòa bệnh tiểu đường thông qua việc ức 
chế các đáp ứng phản ứng viêm phụ thuộc NF-κB, hy vọng 
sẽ ứng dụng được như một chất điều hòa miễn dịch dùng 
trong điều trị các bệnh về miễn dịch [7]. Enzyme tiêu sợi 
huyết tách chiết từ nấm C. militaris có hoạt tính gắn fibrin, 
xúc tiến việc phân hủy fibrin. Enzyme này có khả năng sử 
dụng trong điều trị tan huyết khối tương tự như các enzym 
fibrinolytic mạnh khác như nattokinase và enzyme chiết từ 
giun đất. Khi enzyme này có thể sản xuất ở quy mô lớn sẽ là 
một giải pháp thay thế hữu hiệu cho các enzym fibrinolytic 
giá thành cao hiện đang được sử dụng cho bệnh tim lão hóa 

Xác định môi trường và kỹ thuật phân lập 
giống gốc nấm Đông trùng hạ thảo (Cordyceps militaris)
thu thập tại Vườn quốc gia Hoàng Liên Sơn (Lào Cai)
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Tóm tắt:

Trong bài báo này, các tác giả đã nghiên cứu kỹ thuật phân lập giống gốc và nhân giống nấm Đông trùng hạ thảo 
(Cordyceps militaris) trong môi trường nhân tạo. Từ quả thể nấm Đông trùng hạ thảo thu nhận tại Vườn quốc gia 
Hoàng Liên Sơn, đã phân lập được 24 chủng giống gốc và tiến hành nhân giống cấp 1 và 2 các chủng giống trong 
môi trường nhân tạo. Kết quả cho thấy, công thức khử trùng quả thể nấm cho tỷ lệ mẫu sạch cao nhất (92,86%) là 
dùng cồn 70% trong 1 phút và cefotaxim 0,4 mg/ml trong 1 phút. Môi trường nhân giống cấp 1 hiệu quả là: agar 10 
g/l + dịch chiết khoai tây (1 g khoai tây/1 ml dịch chiết) 200 ml/l + đường sucrose 20 g/l + KH2PO4 0,5 g/l + K2HPO4 
0,5 g/l + KNO3 1 g/l + Pepton 5 g/l + cao nấm men 5 g/l. Môi trường gồm đường glucose 10 g/l + nhộng tằm 100 g/l 
+ KH2PO4  0,5 g/l + K2HPO4 0,5 g/l + KNO3 1 g/l + CaCl2.2H2O 0,1 g/l + Pepton 5 g/l + cao nấm men 10 g/l + vitamin 
B1 0,2 g/l + vitamin B8 0,2 g/l phù hợp để nhân giống cấp 2 nấm Đông trùng hạ thảo. Kết quả là cơ sở khoa học quan 
trọng, tạo tiền đề cho sản xuất giống nấm Đông trùng hạ thảo phục vụ nhu cầu về giống nấm chất lượng cao ngày 
một lớn hiện nay.   

Từ khóa: Cordyceps militaris, nấm Đông trùng hạ thảo, nhân giống, phân lập giống gốc.

Chỉ số phân loại: 4.1

*Tác giả liên hệ: Email: lmsat@most.gov.vn



4161(9) 9.2019

Khoa học Nông nghiệp

ở người [8]. Dịch chiết từ quả thể nấm C. militaris (CMWE) 
được thử nghiệm về tác dụng kiểm soát lipopolysaccharide 
(LPS) (chịu trách nhiệm kích thích việc sản xuất nitric 
oxide), việc phóng thích yếu tố hoại tử khối u α (TNF-α) và 
interleukin-6 (IL-6) của tế bào RAW 264,7. Các đại thực bào 
được xử lý với nồng độ CMWE khác nhau làm giảm đáng 
kể LPS, TNF-α, IL-6 và mức độ giảm theo nồng độ của dịch 
chiết. Những ̣kết quả này cho thấy, CMWE có tác dụng ức 
chế mạnh đến việc sản xuất các chất trung gian gây viêm 
của tế bào [9]. Các polysaccharide CPS-1 và CPS-2 được 
tách chiết từ nấm C. militaris có thành phần từ các đơn phân 
là các đường monosaccharide, mannose và galactose. Hai 
polysaccharide này có khả năng phục hồi các tổn thương 
gan do ethanol và tác dụng này tăng lên khi tăng liều dùng 
chiết xuất [10]. C. militaris đã được trồng ở quy mô lớn do 
nó có dược tính rất tốt và có thời gian sản xuất ngắn. Tuy 
nhiên, các nghiên cứu về phân lập giống gốc và nhân giống 
nấm Đông trùng hạ thảo ở Việt Nam còn nhiều hạn chế so 
với các nước trên thế giới. Mục đích của nghiên cứu nhằm 
xác định được công thức khử trùng trong phân lập giống gốc 
nấm, môi trường nhân giống cấp 1 và nhân giống cấp 2 hiệu 
quả, có thể áp dụng vào sản xuất đại trà tại Việt Nam. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu 

Quả thể nấm Đông trùng hạ thảo (C. militaris) thu nhận 
tại Vườn quốc gia Hoàng Liên Sơn (Lào Cai) ở các vị trí 
và cơ chất khác nhau, được ký hiệu thành 26 dòng riêng 
biệt. Hình 1 là một số vật liệu nghiên cứu được thu thập tại 
Vường quốc gia Hoàng Liên Sơn.

Hình 1. Quả thể nấm Đông trùng hạ thảo (C. militaris) dùng để 
phân lập giống gốc.
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Abstract:

We have researched techniques for isolation and 
propagation of Cordyceps militaris in artificial culture 
media. From the fruit bodies of the fungus collected in 
the Hoang Lien National Park, 24 strains were isolated 
and rapidly multiplied in the artificial culture medium. 
The results showed that the highest percentage of fungal 
isolates (92.86%) was gained using 70% alcohol for  1 
minute and cefotaxime 0.4 mg/ml for 1 minute. The 
effective medium for level 1 propagation included: Agar 
10 g/l + Potato extracts (1 g potatoes/1 ml extract) 200 
ml/l + sucrose 20 g/l + KH2PO4 0.5 g/l + K2HPO4 0.5 g/l + 
KNO3 1 g/l + Pepton 5 g/l + Yeast 5 g/l. And the culture 
medium which included: Glucose 10 g/l + silkworm 100 
g/l + KH2PO4 0.5 g/l + K2HPO4 0.5 g/l + KNO3 1 g/l + 
CaCl2.2H2O 0.1 g/l + Pepton 5 g/l + Yeast extract 10 g/l 
+ Vitamin B1 0.2 g/l + Vitamin B8 0.2 g/l was suitable 
for level 2 propagation of C. militaris. This finding is an 
important scientific evidence to create a premise for the 
production of C. militaris seedlings to serve the demand 
of high quality mushroom.

Keywords: Cordyceps militaris, isolation, mushroom, 
propagation.

Classification number: 4.1
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hữu hiệu cho các enzym fib in  y ic gi   hành cao hiện đ ng đ ợc s  dụng cho bệnh 
 i   ã  h   ở ng ời  8]. Dịch chiết từ  uả  hể nấm C. militaris    WE  đ ợc th  
nghiệm về tác dụng kiểm soát lipopolysaccharide (LPS) (chịu      ch nhiệm kích thích 
việc sản xuất nitric oxide), viêc phóng thích yếu t  hoại t  kh i u α  TNF-α   à 
interleukin-6 (IL-6) c    ế bà    W 264 7    c đại thực bà  đ ợc x       i nồng độ 
  WE  h c nh u  à  giả  đ ng  ể      TNF-α  à   -6  à   c độ giả   he  nồng 
độ c   dịch chiết. Những   ết quả này ch   hấy, CMWE có tác dụng  c chế mạnh đến 
việc sản xuất các chấ    ung gi n g y  i   c    ế bà   9].   c p  y  cch  ide    -1 
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Khoai tây, đường sucrose, KH2PO4, K2HPO4, KNO3, 
CaCl2.2H2O; Pepton, cao nấm men (Yeast extract), vitamin 
B1, vitamin B8, cồn tuyệt đối, cefotaxime.    

Phương pháp nghiên cứu

Chuẩn bị môi trường phân lập giống gốc, nhân giống 
cấp 1: khoai tây gọt vỏ, rửa sạch, thái mỏng, cho vào nồi 
(định lượng 200 g khoai tây/1 lít môi trường). Cho nước 
vào nồi, đun khoai tây cho đến khi sôi; giảm lửa, đun tiếp 
cho đến khi khoai chín nhừ; tắt bếp, đổ chắt lấy nước dịch 
chiết khoai tây. Cho đường sucrose và các chất (KH2PO4, 
K2HPO4, KNO3, Pepton, cao nấm men, vitamin B1, vitamin 
B8) vào dịch chiết khoai và khuấy cho đường và các chất 
tan hoàn toàn. Dẫn nước cất vào trong cốc đong chứa hỗn 
hợp môi trường dinh dưỡng đến vạch 1.000 ml. Môi trường 
được chuẩn pH đến 7,0 bằng dung dịch NaOH 1N hoặc HCl 
1N. Cho hỗn hợp môi trường dinh dưỡng vào nồi, đun đến 
nhiệt độ 60oC (có bọt lăn tăn dưới đáy nồi) thì cho từ từ 
agar vào nồi, cho đến đâu thì khuấy cho agar tan đến đấy. 
Tiếp tục đun cho đến khi nồi dịch môi trường tan hoàn toàn, 
tạo thành dịch đồng nhất. Rót môi trường vào trong bình 
500 ml, đậy nắp bình và cho vào nồi hấp thanh trùng 118oC 
trong 20 phút. Khử trùng xong, để bình môi trường nguội 
đến 40oC rồi rót môi trường vào đĩa petri (15 ml/đĩa), để môi 
trường đông đặc, đậy nắp đĩa petri. Bảo quản đĩa môi trường 
ở nhiệt độ phòng (≤25oC), sử dụng trong vòng 7 ngày.

Chuẩn bị môi trường nhân giống cấp 2: cân chính 
xác các loại hóa chất cần thiết (đường glucose, KH2PO4, 
K2HPO4, KNO3, CaCl2.2H2O, Pepton, cao nấm men, vitamin 
B1, vitamin B8) rồi cho từng chất vào cốc chứa nước sạch; 
khuấy cho tan hoàn toàn. Dẫn nước cất vào trong cốc đong 
chứa hỗn hợp môi trường dinh dưỡng đến vạch 1.000 ml. 
Môi trường được chuẩn pH đến 7,0 bằng dung dịch NaOH 
1N hoặc HCl 1N. Rót môi trường vào trong bình trụ (200 
ml/bình), đậy nắp bình và cho vào nồi hấp thanh trùng 118oC 
trong 20 phút. Khử trùng xong, để bình môi trường nguội 
đến nhiệt độ phòng (≤25oC), sử dụng trong vòng 7 ngày.

Phân lập giống gốc nấm: quả thể nấm Đông trùng hạ 
thảo được mang về phòng thí nghiệm dùng bông tăm thấm 
nước cất đã khử trùng để rửa đất, bụi bẩn bám bên ngoài. 
Sau đó, ngâm quả thể nấm trong ống đựng cồn 70% trong 
vòng 30 giây đến 1 phút. Loại bỏ cồn, rửa mẫu bằng nước 
cất vô trùng 2 lần. Tiếp theo, ngâm quả thể nấm trong ống 
đựng dung dịch cefotaxim (4 mg/ml) từ 30 giây đến 2 phút. 
Loại bỏ dung dịch cefotaxim, rửa mẫu bằng nước cất vô 
trùng 2 lần. Thấm khô mẫu bằng giấy thấm vô trùng. Dùng 
dao vô trùng cắt mẫu thành những phần 2x2 mm, rồi dùng 
panh vô trùng kẹp lấy mẫu cấy đặt trên bề mặt đĩa môi 
trường phân lập mẫu (2÷3 mảnh mẫu/đĩa petri). Dán kín 

mép đĩa petri, đặt nuôi đĩa mẫu ở điều kiện nhiệt độ ≤25oC 
và không có ánh sáng.

Kỹ thuật nhân giống cấp 1: dùng dao cấy vô trùng cắt 1 
mảnh thạch mang hệ sợi giống gốc nấm (5x5 mm) trên bề 
mặt đĩa; dùng panh kẹp vô trùng để lấy mảnh thạch mang 
hệ sợi giống gốc nấm cấy đặt lên đĩa môi trường nhân giống 
cấp 1 (1 mảnh thạch mang hệ sợi giống gốc/đĩa petri). Dán 
kín mép đĩa petri, đặt nuôi đĩa mẫu ở nhiệt độ ≤25oC và 
không có ánh sáng.

Kỹ thuật nhân giống cấp 2: dùng dao cấy vô trùng cắt 1 
mảnh thạch mang hệ sợi giống cấp 1 (1x1 cm); dùng panh 
kẹp vô trùng để lấy mảnh thạch mang hệ sợi giống cấp 1 thả 
vào bình môi trường nhân giống cấp 2. Đóng chặt nắp bình 
và để lên trên khay kẹp bình mẫu của máy lắc nuôi mẫu. 
Nuôi mẫu ở điều kiện nhiệt độ ≤25oC, cường độ ánh ánh 
yếu (<500 lux), độ ẩm 62-65%, vận tốc máy lắc mẫu 180-
200 vòng/phút cho hệ sợi nấm ăn lan trong bình môi trường 
nhân giống cấp 2.

Kỹ thuật bảo quản giống gốc nấm: dùng dao cấy cắt 1 
mảnh thạch mang hệ sợi giống gốc nấm (2x2 mm) trên bề 
mặt đĩa; dùng panh kẹp để lấy phần hệ sợi giống gốc nấm 
phía trên mặt thạch cho vào trong ống eppendorf chứa môi 
trường dinh dưỡng; dùng pipet hút 500 µl glycerol 10% cho 
lên phía trên ống eppendorf đã cấy giống; đóng chặt nắp ống 
eppendorf. Cho các ống giống nấm vào phích, đổ nitơ lỏng 
vào phích sao cho lượng nitơ lỏng làm ngập các ống giống 
nấm, nắp phích lại và chờ cho đến khi lượng nitơ lỏng trong 
phích bay hơi hết; dùng kẹp gắp các ống giống gốc nấm xếp 
vào hộp bảo quản ống eppendorf; xếp hộp bảo quản ống 
eppendorf có chứa các ống giống gốc nấm đã xử lý với nitơ 
lỏng vào trong tủ lạnh sâu (-20÷-80oC) để bảo quản.

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

Kết quả và thảo luận

Kết quả phân lập giống gốc nấm Đông trùng hạ thảo

Từ 26 chủng quả thể (260 mẫu), thực hiện 4 công thức 
khử trùng khác nhau, kết quả chúng tôi thu được 24 chủng 
(216 mẫu) giống gốc nấm Đông trùng hạ thảo. Trong đó, 
công thức khử trùng KT3 với cồn 70% trong 60 giây và 
cefotaxim (4 mg/ml) trong 1 phút cho hiệu quả tạo giống 
gốc cao nhất (92,86%), cụ thể: tỷ lệ mẫu sạch đạt 92,86% 
và 100% mẫu sạch bung sợi nấm sau 24÷36 giờ phân lập. 
Kết quả cho thấy, thời gian khử trùng quả thể bằng cồn 70% 
từ 30 lên 60 giây cho hiệu quả khử trùng tăng lên, chứng tỏ 
thời gian khử trùng có ảnh hưởng đến hiệu quả tạo giống 
gốc nấm Đông trùng hạ thảo. Các công thức khử trùng đều 
cho thời gian mẫu bắt đầu bung sợi nấm từ 24÷36h sau khi 
phân lập giống (bảng 1, hình 2 và 3).       
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Bảng 1. Hiệu quả tạo giống gốc nấm Đông trùng hạ thảo.

CTTN

Thời gian khử trùng

Tỷ lệ  
mẫu sạch 
(%)

Tỷ lệ mẫu  
sạch bung 
sợi (%)

Hiệu quả 
 tạo giống 
gốc (%)

Thời gian 
mẫu 
 bắt đầu 
bung sợi (h)

Cồn 
70% 
(giây)

Cefotaxim  
(4 mg/ml) 
(phút)

KT1 30 1 70,00±0,15a 100,00±0,00b 70,00±0,12c 24÷36

KT2 30 2 73,33±0,08a 100,00±0,00b 73,33±0,06c 24÷36

KT3 60 1 92,86±0,10a 100,00±0,00b 92,86±0,10c 24÷36

KT4 60 2 92,86±0,19a 92,31±0,08b 85,71±0,14c 24÷36

Ghi chú: a, b, c chỉ sự khác nhau có ý nghĩa về mặt thống kê p<0,05.

Hình 2. Mẫu sạch và mẫu bung sợi nấm Đông trùng hạ thảo sau 
phân lập bằng công thức khử trùng KT2. A: mẫu ban đầu; B: mẫu 
sau 24h; C: mẫu sau 48h và D: mẫu sau 72h nuôi cấy.

Hình 3. Mẫu sạch và mẫu bung sợi nấm Đông trùng hạ thảo sau 
phân lập bằng công thức khử trùng KT3. A: mẫu ban đầu; B: mẫu 
sau 24h; C: Mẫu sau 48h; D: mẫu sau 72h nuôi cấy.

Kết quả nhân giống cấp 1 nấm Đông trùng hạ thảo

Giống gốc nấm, sau 7 ngày nuôi, đủ tiêu chuẩn để cấy 
chuyển sang môi trường nhân giống cấp 1. Chúng tôi bố trí 
6 công thức nghiên cứu ảnh hưởng của KNO3 và pepton đến 
khả năng nhân giống cấp 1 nấm Đông trùng hạ thảo. 6 công 
thức này đều có chung các chất: agar 10 g/l + dịch chiết 
khoai tây (1 g khoai tây/1 ml dịch chiết) 200 ml/l + đường 
sucrose 20 g/l + KH2PO4 0,5 g/l + K2HPO4 0,5 g/l + cao nấm 
men 5 g/l. Sử dụng dòng giống gốc có ký hiệu CM làm vật 
liệu cho nghiên cứu này. Kết quả ở bảng 2 và hình 4 cho 
thấy, nồng độ chất dinh dưỡng khác nhau có ảnh hưởng rất 
rõ đến khả năng ăn lan hệ sợi giống cấp 1 trên môi trường 
nhân giống. Công thức môi trường G4 cho hệ sợi giống cấp 
1 ăn lan nhanh nhất, hệ sợi khỏe, ăn lan đồng đều khắp bề 

mặt đĩa môi trường nhân giống. Độ vượt hệ sợi của công 
thức này sau 3 ngày là 1,2 cm; sau 5 ngày là 2,1 cm; sau 7 
ngày là 2,2 cm và sau 9 ngày là 1,8 cm. Kết quả cũng cho 
thấy, tốc độ ăn lan hệ sợi nhanh nhất là sau 5-7 ngày cấy 
giống vào môi trường nhân giống cấp 1.

Bảng 2. Hiệu quả nhân giống cấp 1 nấm Đông trùng hạ thảo.

CTTN KNO3  
(g/l)

Pepton  
(g/l)

Đường kính vòng khuẩn lạc sau các ngày nuôi cấy (cm)
Đặc điểm  
hệ sợi nấm

0 ngày 3 ngày 5 ngày 7 ngày 9 ngày

G1 0,5 3,0 0,5 1,0±0,05a 2,2±0,07b 4,0±0,09c 5,5±0,08d
Hệ sợi mảnh, 
ăn lan chậm, sợi 
bông xù

G2 0,5 5,0 0,5 1,2±0,07a 2,5±0,08b 4,5±0,08c 6,0±0,06d
Hệ sợi mảnh, 
ăn lan chậm, sợi 
bông xù

G3 1,0 3,0 0,5 1,5±0,08a 3,3±0,10b 5,8±0,09c 7,6±0,05d Hệ sợi khỏe, ăn 
lan đồng đều 

G4 1,0 5,0 0,5 1,7±0,04a 3,8±0,05b 6,0±0,07c 7,8±0,04d Hệ sợi khỏe, ăn 
lan đồng đều

G5 1,5 3,0 0,5 1,4±0,06a 2,6±0,08b 4,4±0,08c 6,1±0,05d Hệ sợi khỏe, ăn 
lan đồng đều

G6 1,5 5,0 0,5 1,3±0,05a 2,6±0,10b 4,2±0,09c 5,7±0,07d Hệ sợi khỏe, ăn 
lan đồng đều

Hình 4. Giống nấm cấp 1 Đông trùng hạ thảo trong các môi 
trường nhân giống. A: môi trường G2; B: môi trường G4.

Kết quả nhân giống cấp 2 nấm Đông trùng hạ thảo

Nghiên cứu thực hiện với 6 công thức thí nghiệm, thay 
đổi hàm lượng đường glucose và cao nấm men bổ sung vào 
môi trường nhân giống cấp 2 nấm Đông trùng hạ thảo. Các 
công thức môi trường đều có chung hàm lượng các chất 
dinh dưỡng khác: nhộng tằm 100 g/l + KH2PO4  0,5 g/l + 
K2HPO4 0,5 g/l + KNO3 1 g/l + CaCl2.2H2O 0,1 g/l + Pepton 
5 g/l + vitamin B1 0,2 g/l + vitamin B8 0,2 g/l. Kết quả ở 
bảng 3 cho thấy, khi tăng hàm lượng đường glucose từ 5 đến 
10 g/l và tăng hàm lượng cao nấm men từ 5 đến 10 g/l cho 
hiệu quả nhân giống nấm cấp 2 thay đổi rõ rệt. 

Công thức NG4 phù hợp nhất để nhân giống cấp 2. Môi 
trường này cho mật độ pellet cao nhất (82 pellet/10 ml môi 
trường), dịch giống sánh, pellet có tua gai, ít phân nhánh 
(hình 5).	
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c ờng độ ánh ánh yếu  <500  u    độ  m 62-65%, vận t c máy l c mẫu 180-200 
vòng/phút cho hệ sợi nấ  ăn   n    ng bình   i    ờng nhân gi ng cấp 2. 

 Kỹ thuật bảo quản giống gốc nấm: dùng dao cấy c t 1 mảnh thạch mang hệ sợi 
gi ng g c nấm (2x2 mm) trên bề mặ  đĩ ; dùng panh kẹp để lấy ph n hệ sợi gi ng g c 
nấm phía trên mặt thạch cho vào trong  ng eppendorf ch     i    ờng dinh d  ng; 
dùng pipet hút 500 µl glycerol 10% cho lên phía trên  ng eppend  f đã cấy gi ng; 
đóng chặt n p  ng eppendorf. Cho các  ng gi ng nấ   à  ph ch  đổ ni     ng vào 
ph ch     ch    ợng ni     ng làm ngập các  ng gi ng nấm, n p phích lại và chờ cho 
đến  hi   ợng ni     ng    ng ph ch b y h i hết; dùng kẹp g p các  ng gi ng g c nấm 
xếp vào hộp bảo quản  ng eppendorf; xếp hộp bảo quản  ng eppendorf có ch a các 
 ng gi ng g c nấ  đã    lý v i ni     ng vào trong t  lạnh sâu (-20÷-80oC  để bảo 
quản. 

 Xử lý số liệu: dùng ph n mềm Microsoft Excell (2007). 

Kết quả và thảo luận 
Kết quả phân lập giống gốc nấm Đông trùng hạ thảo 

Từ 26 ch ng quả thể (260 mẫu), thực hiện 4 công th c kh  trùng khác nhau, kết 
quả ch ng   i  hu đ ợc 24 ch ng (216 mẫu) gi ng g c nấm   ng    ng hạ thảo. Trong 
đ   c ng  h c kh  trùng KT3 v i cồn 70% trong 60 giây và cefotaxim (4 mg/ml) trong 
1 phút cho hiệu quả tạo gi ng g c cao nhất (92,86%), cụ thể: tỷ lệ mẫu sạch đạt 
92,86% và 100% mẫu sạch bung sợi nấm sau 24÷36 giờ ph n  ập  Kế   uả ch   hấy  
 hời gi n  h     ng  uả  hể bằng cồn 70%  ừ 30   n 60 gi y ch  hiệu  uả  h     ng 
 ăng   n  ch ng     hời gi n  h     ng c  ảnh h ởng đến hiệu  uả  ạ  gi ng g c nấ  
  ng    ng hạ thảo. Các công th c kh     ng đều cho thời gian mẫu b   đ u bung sợi 
nấm từ 24÷36h   u  hi ph n  ập gi ng  bảng 1, hình 2 và 3).        

Bảng 1. Hiệu quả tạo giống gốc nấm Đông trùng hạ thảo. 

CTTN 

Thời gian khử trùng 
Tỷ lệ  
mẫu sạch (%) 

Tỷ lệ mẫu  
sạch bung sợi 
(%) 

Hiệu quả 
 tạo giống gốc 
(%) 

Thời gian mẫu 
 bắt đầu bung 
sợi (h) 

Cồn 
70% 
(giây) 

Cefotaxim  
(4 mg/ml) 
(phút) 

KT1 30 1 70,00±0,15a 100,00±0,00b 70,00±0,12c 24÷36 

KT2 30 2 73,33±0,08a 100,00±0,00b 73,33±0,06c 24÷36 

KT3 60 1 92,86±0,10a 100,00±0,00b 92,86±0,10c 24÷36 
KT4 60 2 92,86±0,19a 92,31±0,08b 85,71±0,14c 24÷36 

Ghi chú: a, b, c chỉ sự khác nhau có ý nghĩa về mặt thống kê p<0,05. 
 

 

 

 

A B C D 
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Hình 2. Mẫu sạch và mẫu bung sợi nấm Đông trùng hạ thảo sau phân lập bằng 
công thức khử trùng KT2. A: mẫu b n đ u; B: mẫu sau 24h; C: mẫu sau 48h và D: 
mẫu sau 72h nuôi cấy. 

 

 

 

 

 

Hình 3. Mẫu sạch và mẫu bung sợi nấm Đông trùng hạ thảo sau phân lập bằng 
công thức khử trùng KT3. A: mẫu b n đ u; B: mẫu sau 24h; C: Mẫu sau 48h; D: 
mẫu sau 72h nuôi cấy. 

Kết quả nhân giống cấp 1 nấm Đông trùng hạ thảo 
 Gi ng g c nấ     u 7 ngày nu i  đ  tiêu chu n để cấy chuyển   ng   i    ờng 
nhân gi ng cấp 1. Chúng tôi b  trí 6 công th c nghiên c u ảnh h ởng c a KNO3 và 
pepton đến khả năng nh n gi ng cấp 1 nấ    ng    ng hạ thảo. 6 công th c này đều 
có chung các chất: agar 10 g/l + dịch chiết khoai tây (1 g khoai tây/1 ml dịch chiết) 
200   /  + đ ờng sucrose 20 g/l + KH2PO4 0,5 g/l + K2HPO4 0,5 g/l + cao nấm men 5 
g/l. S  dụng dòng gi ng g c có ký hiệu CM làm vật liệu cho nghiên c u này. Kết quả 
ở bảng 2 và hình 4 cho thấy, nồng độ chấ  dinh d  ng khác nhau có ảnh h ởng rất rõ 
đến khả năng ăn   n hệ sợi gi ng cấp 1    n   i    ờng nhân gi ng. Công th c môi 
   ờng G4 cho hệ sợi gi ng cấp 1 ăn   n nh nh nhất, hệ sợi kh e  ăn   n đồng đều kh p 
bề mặ  đĩ    i    ờng nhân gi ng.  ộ   ợt hệ sợi c a công th c này sau 3 ngày là 1,2 
cm; sau 5 ngày là 2,1 cm; sau 7 ngày là 2,2 cm và sau 9 ngày là 1,8 cm. Kết quả cũng 
cho thấy, t c độ ăn   n hệ sợi nhanh nhất là sau 5-7 ngày cấy gi ng  à    i    ờng 
nhân gi ng cấp 1. 
Bảng 2. Hiệu quả nhân giống cấp 1 nấm Đông trùng hạ thảo. 

CTTN KNO3  
(g/l) 

Pepton  
(g/l) 

Đường kính vòng khuẩn lạc sau các ngày nuôi cấy (cm) Đặc điểm  
hệ sợi nấm 0 ngày 3 ngày 5 ngày 7 ngày 9 ngày 

G1 0,5 3,0 0,5 1,0±0,05a 2,2±0,07b 4,0±0,09c 5,5±0,08d  ệ  ợi  ảnh  ăn   n 
chậ    ợi b ng    

G2 0,5 5,0 0,5 1,2±0,07a 2,5±0,08b 4,5±0,08c 6,0±0,06d  ệ  ợi  ảnh  ăn   n 
chậ    ợi b ng    

G3 1,0 3,0 0,5 1,5±0,08a 3,3±0,10b 5,8±0,09c 7,6±0,05d  ệ  ợi  h e  ăn   n 
đồng đều  

G4 1,0 5,0 0,5 1,7±0,04a 3,8±0,05b 6,0±0,07c 7,8±0,04d Hệ sợi khỏe, ăn lan 
đồng đều 

G5 1,5 3,0 0,5 1,4±0,06a 2,6±0,08b 4,4±0,08c 6,1±0,05d  ệ  ợi  h e  ăn   n 
đồng đều 

G6 1,5 5,0 0,5 1,3±0,05a 2,6±0,10b 4,2±0,09c 5,7±0,07d  ệ  ợi  h e  ăn   n 
đồng đều 
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Hình 4. Giống nấm cấp 1 Đông trùng hạ thảo trong các môi trường nhân giống. 
A: m i    ờng G2; B: m i    ờng G4. 

Kết quả nhân giống cấp 2 nấm Đông trùng hạ thảo 
Nghiên c u thực hiện v i 6 công th c thí nghiệ    h y đổi hà    ợng đ ờng 

glucose và cao nấm men bổ  ung  à    i    ờng nhân gi ng cấp 2 nấ    ng    ng hạ 
thảo. Các công th c   i    ờng đều c  chung hà    ợng các chấ  dinh d  ng khác: 
nhộng tằm 100 g/l + KH2PO4  0,5 g/l + K2HPO4 0,5 g/l + KNO3 1 g/l + CaCl2.2H2O 
0,1 g/l + Pepton 5 g/l + vitamin B1 0,2 g/l + vitamin B8 0,2 g/l. Kết quả ở bảng 3 cho 
thấy,  hi  ăng hà    ợng đ ờng glucose từ 5 đến 10 g/   à  ăng hà    ợng cao nấm 
men từ 5 đến 10 g/l cho hiệu quả nhân gi ng nấm cấp 2  h y đổi rõ rệt.  

Công th c NG4 phù hợp nhấ  để nhân gi ng cấp 2    i    ờng này cho mậ  độ 
pellet cao nhấ   82 pe  e /10      i    ờng), dịch gi ng sánh, pellet có tua gai, ít phân 
nhánh (hình 5).  
Bảng 3. Hiệu quả nhân giống cấp 2 nấm Đông trùng hạ thảo. 

CTTN 
Đường 
glucose 
(g/l) 

Cao 
nấm 
men 
(g/l) 

Mật độ pellet  
(số pellet/10 ml 
môi trường)  

Đường kính  
pellet (mm)  Đặc điểm dịch giống 

NG1 5 5 57±0,96a 3,47±0,05b  ịch gi ng   ng  pe  e   h ng c  hình dạng 
nhấ  định 

NG2 5 10 61±1,14a 5,74±0,04b  ịch gi ng   nh  pe  e   h ng c  hình dạng 
nhấ  định 

NG3 10 5 58±1,22a 3,69±0,08b  ịch gi ng   nh  pe  e  hình thành nhánh, có 
nhiều  u  g i 

NG4 10 10 82±1,18a 1,92±0,02b Dịch giống sánh, pellet có tua gai, ít phân 
nhánh. 

NG5 15 5 72±0,92a 2,84±0,05b  ịch gi ng   nh  pe  e   h ng c  hình dạng 
nhấ  định 

NG6 15 10 66±1,24a 5,3±0,16b  ịch gi ng   nh  pe  e  hình thành nhánh, có 
nhiều  u  g i 
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Bảng 3. Hiệu quả nhân giống cấp 2 nấm Đông trùng hạ thảo.

CTTN
Đường 
glucose 
(g/l)

Cao nấm 
men (g/l)

Mật độ pellet  
(số pellet/10 ml 
môi trường) 

Đường kính  
pellet (mm) Đặc điểm dịch giống

NG1 5 5 57±0,96a 3,47±0,05b Dịch giống lỏng, pellet không có 
hình dạng nhất định

NG2 5 10 61±1,14a 5,74±0,04b Dịch giống sánh, pellet không có 
hình dạng nhất định

NG3 10 5 58±1,22a 3,69±0,08b Dịch giống sánh, pellet hình thành 
nhánh, có nhiều tua gai

NG4 10 10 82±1,18a 1,92±0,02b Dịch giống sánh, pellet có tua gai, ít 
phân nhánh.

NG5 15 5 72±0,92a 2,84±0,05b Dịch giống sánh, pellet không có 
hình dạng nhất định

NG6 15 10 66±1,24a 5,3±0,16b Dịch giống sánh, pellet hình thành 
nhánh, có nhiều tua gai

Hình 5. Giống nấm cấp 2 Đông trùng hạ thảo trong các môi 
trường nhân giống khác nhau. A: môi trường NG1; B: môi trường 
NG2; C: môi trường NG4; D: môi trường NG6.

Kết luận

Đã phân lập thành công 24 chủng (216 mẫu) giống gốc 
nấm Đông trùng hạ thảo từ quả thể nấm mọc tự nhiên thu 
nhận tại Vườn quốc gia Hoàng Liên Sơn. Công thức khử 
trùng KT3 với cồn 70% trong 60 giây và cefotaxim (4 
mg/ml) trong 1 phút cho hiệu quả tạo giống gốc cao nhất 
(92,86%).

Môi trường nhân giống cấp 1 hiệu quả là: agar 10 g/l + 
dịch chiết khoai tây (1 g khoai tây/1 ml dịch chiết) 200 ml/l 
+ đường sucrose 20 g/l + KH2PO4 0,5 g/l + K2HPO4 0,5 g/l 
+ KNO3 1 g/l + Pepton 5 g/l + cao nấm men 5 g/l. Hệ sợi 
giống cấp 1 ăn lan nhanh nhất, hệ sợi khỏe, ăn lan đồng đều 
khắp bề mặt đĩa môi trường nhân giống.

Môi trường nhân giống cấp 2 tốt nhất là: đường glucose 
10 g/l + nhộng tằm 100 g/l + KH2PO4 0,5 g/l + K2HPO4 0,5 
g/l + KNO3 1 g/l + CaCl2.2H2O 0,1 g/l + Pepton 5 g/l + cao 
nấm men 10 g/l + vitamin B1 0,2 g/l + vitamin B8 0,2 g/l. 

Mật độ pellet cao nhất (82 pellet/10 ml môi trường), dịch 
giống sánh, pellet có tua gai, ít phân nhánh.

Như vậy, kỹ thuật phân lập giống gốc và nhân giống nấm 
Đông trùng hạ thảo đã được xây dựng. Kỹ thuật này có khả 
năng áp dụng vào thực tiễn sản xuất giống nấm để cung cấp 
giống nấm Đông trùng hạ thảo. 
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Hình 5. Giống nấm cấp 2 Đông trùng hạ thảo trong các môi trường nhân giống 
khác nhau. A: m i    ờng NG1; B: m i    ờng NG2; C: m i    ờng NG4; D: môi 
   ờng NG6. 
 
Kết luận 

 ã ph n  ập thành công 24 ch ng (216 mẫu) gi ng g c nấm   ng    ng hạ thảo 
từ quả thể nấm mọc tự nhiên thu nhận tại V ờn qu c gia Hoàng Liên   n. Công th c 
kh  trùng KT3 v i cồn 70% trong 60 giây và cefotaxim (4 mg/ml) trong 1 phút cho 
hiệu quả tạo gi ng g c cao nhất (92,86%). 

  i    ờng nhân gi ng cấp 1 hiệu quả là: agar 10 g/l + dịch chiết khoai tây (1 g 
khoai tây/1 ml dịch chiế   200   /  + đ ờng sucrose 20 g/l + KH2PO4 0,5 g/l + 
K2HPO4 0,5 g/l + KNO3 1 g/l + Pepton 5 g/l + cao nấm men 5 g/l. Hệ sợi gi ng cấp 1 
ăn   n nh nh nhất, hệ sợi kh e  ăn   n đồng đều kh p bề mặ  đĩ    i    ờng nhân 
gi ng. 

  i    ờng nhân gi ng cấp 2 t t nhất là: đ ờng glucose 10 g/l + nhộng tằm 100 
g/l + KH2PO4 0,5 g/l + K2HPO4 0,5 g/l + KNO3 1 g/l + CaCl2.2H2O 0,1 g/l + Pepton 5 
g/l + cao nấm men 10 g/l + vitamin B1 0,2 g/l + vitamin B8 0,2 g/l. Mậ  độ pellet cao 
nhấ   82 pe  e /10      i    ờng), dịch gi ng sánh, pellet có tua gai, ít phân nhánh. 

Nh   ậy, kỹ thuật phân lập gi ng g c và nhân gi ng nấm   ng    ng hạ thảo 
đã đ ợc xây dựng. Kỹ thuật này có khả năng  p dụng vào thực tiễn sản xuất gi ng 
nấ  để cung cấp gi ng nấ    ng    ng hạ thảo.  
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Đặt vấn đề

Nấm rễ dài Oudemansiella raphanipes (Beck.) Pegler & 
T.W.K. Young thuộc họ Tricholomataceae, bộ Agaricales, 
ngành nấm đảm Basidiomycota có nhiều đặc tính dược liệu 
quý, chứa các hợp chất kháng nấm bệnh quan trọng như 
Mucidin (strobilurin A) và Oudemansin, được sử dụng để 
kiểm soát các bệnh về nấm mốc trên các loại thực vật khác 
nhau. Chất Oudemansin được chiết xuất từ nấm rễ dài không 
chỉ chứa hoạt tính kháng nấm mà còn có tác dụng ức chế đối 
với sarcoma 180 và ung thư biểu mô Erhrlich trên chuột 
[1] cũng như có tác dụng hỗ trợ điều trị huyết áp cao và tác 
dụng ức chế trên Pyricularia oryzae gây bệnh đạo ôn [2].

Nhiều nghiên cứu về kỹ thuật nhân giống và nuôi trồng 
nấm rễ dài đã được công bố trên thế giới. Theo Sang Beom 
Kim và cs (2005) [3], môi trường Lilly (2 g asparagine, 10 
g maltose, 0,5 g MgSO4, 1 g KH2PO4) là môi trường nhân 
giống cấp I phù hợp cho nấm rễ dài phát triển ở nhiệt độ 
250C và pH=6. Nguồn cacbon và nitơ tối ưu cho sự sinh 
trưởng và phát triển của sợi nấm rễ dài là xylose và alanin, 
tỷ lệ C/N 20:1 với glucose 3% (w/v). Nghiên cứu của Miles 
(1993) [4] khẳng định, trong thời gian lan sợi nấm gần như 
không cần ánh sáng, ánh sáng quá mạnh có thể kìm hãm sự 
sinh trưởng của sợi nấm.

Mặc dù có nhiều giá trị dinh dưỡng và giá trị dược liệu 
nhưng nấm rễ dài hiện vẫn là đối tượng mới ở Việt Nam. 
Với mục tiêu đa dạng hóa nguồn gen sinh học, tạo cơ sở cho 
sự phát triển của nấm rễ dài cũng như nâng cao năng suất 

Nghiên cứu kỹ thuật nhân giống đầu dòng nấm rễ dài 
Oudemansiella raphanipes (Beck.) Pegler & T.W.K. Young
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Tóm tắt:

Nấm rễ dài Oudemansiella raphanipes (Beck.) Pegler & T.W.K. Young được biết đến nhiều trên thế giới do có giá trị 
dược liệu và giá trị dinh dưỡng cao. Nhằm xác định những điều kiện phù hợp cho sợi nấm rễ dài sinh trưởng trong 
môi trường nhân giống đầu dòng, các tác giả đã tiến hành nghiên cứu và xác định được môi trường nuôi cấy phù hợp 
nhất là Lilly và Glucose - peptone. Nhiệt độ và pH tối ưu cho sự sinh trưởng của nấm rễ dài trong điều kiện nhân 
giống đầu dòng là 25±10C và pH=7 với nguồn carbon và nitơ là D-fructose và cao nấm men (yeast extract).

Từ khóa: giống đầu dòng, nấm rễ dài.
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Abstract:
Oudemansiella raphanipes (Beck.) Pegler & T.W.K. 
Young has been known popularly due to its great medical 
and nutritional values. The aim of this study was to 
acquire basic data regarding the suitable conditions 
for Oudemansiella raphanipes (Beck.) Pegler & T.W.K. 
Young mycelial growth in culture medium. The results 
of the study illustrated that Lilly and glucose-peptone 
were selected as the most suitable culture media for 
cultivation of Oudemansiella raphanipes (Beck.) Pegler 
& T.W.K. Young. The optimal temperature and pH 
for the mycelial growth of Oudemansiella raphanipes 
(Beck.) Pegler & T.W.K. Young were 25±10C and pH=7, 
respectively. The carbon and nitrogen sources for the 
optimal mycelial growth were D-fructose and yeast 
extract, respectively. 
Keywords: long root, master spawn. 
Classification number: 4.1
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và chất lượng các chủng nấm mới, chúng tôi tiến hành đánh 
giá một số yếu tố ảnh hưởng đến sự sinh trưởng và phát triển 
của nấm rễ dài trong môi trường nhân giống đầu dòng (hay 
còn gọi là giống cấp I).    

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

Giống nấm rễ dài Oudemansiella raphanipes (Beck.) 
Pegler & T.W.K. Young ký hiệu TM được Trung tâm Nghiên 
cứu và phát triển nấm nhập từ Trung tâm Nghiên cứu nấm 
châu Á - Thái Bình Dương (Phúc Kiến, Trung Quốc).

Phương pháp nghiên cứu

pH môi trường nhân giống: giống gốc nấm rễ dài 10 
ngày tuổi có kích thước 5x5 mm được cấy chuyển sang cấp I 
trên môi trường PGA đặt ở giữa đĩa peptri. Môi trường nhân 
giống cấp I đã được điều chỉnh pH trong phạm vi pH=4-9 
với NaOH hoặc HCl và nuôi trong điều kiện tối trong 10 
ngày ở 25oC. 

Nhiệt độ nhân giống: nhân giống cấp 1 nấm rễ dài trên 
môi trường PGA ở các ngưỡng nhiệt độ khác nhau (15, 20, 
25, 30 và 35oC) với pH là 6. Sự tăng trưởng sợi nấm được 
theo dõi theo phương pháp của Shim và cs (1997) [5].

Môi trường nhân giống cấp I nấm rễ dài được thể hiện 
ở bảng 1.

Bảng 1. Thành phần môi trường nhân giống cấp I nấm rễ dài.

                 Môi trường

Thành phần 
(g/l)

PGA MY Lilly PG(M) Glucose-
peptone

Mushroom-
complete

Asparagine - - 2 - -

Glucose 20 10 - 20 10 -

Yeast extract - 3 - - 10 2

Peptone - 5 - - 10 2

Malt extract 3 - 5 15 20

Maltose 10 - -

MgSO4 - - 0,5 - - 0,5

KH2PO4 - - 1 - - 0,5

K2HPO4 - - - 1

Potatoes 200 - - 200 - -

Agar 20 20 20 20 20 20

pH 6 6 6 6 6 6

Ghi chú: “-“ không xác định.

Ảnh hưởng của nguồn carbon: môi trường nhân giống 
được tạo từ peptone 5 g + MgSO4 0,05 g + KH2PO4 0,46 g + 
K2HPO4 1,0 g + thiamine-HCl 120 µg + agar 20 g, bổ sung 
nước cất cho đủ 1.000 ml. Mỗi nguồn cacbon được thêm 
vào môi trường cơ bản ở nồng độ 0,1M trên 1.000 ml và 
được trộn đều [5].

Ảnh hưởng của nguồn nitơ: môi trường nhân giống được 
tạo từ: glucose 20 g + MgSO4 0,05 g + KH2PO4 0,46 g + 
K2HPO4 1,0 g + thiamine-HCl 120 µg + agar 20 g, bổ sung 
nước cất cho đủ 1.000 ml, sau đó được bổ sung với 6 nguồn 
nitơ. Các nguồn nitơ được thêm vào môi trường nhân giống 
ở nồng độ 0,02M [5]. 5 nguồn cacbon và 6 nguồn nitơ được 
sử dụng trong nghiên cứu này bao gồm: 

Công thức Nguồn cacbon Nguồn nitơ

CT1 D-fructose NaNO3

CT2 Glucose NH4NO3

CT3 Sucrose Yeast

CT4 Maltose Peptone

CT5 Manose (NH4)2SO4

CT6 - (NH4)2HPO4

Đặc điểm sinh trưởng, phát triển hệ sợi giống cấp I nấm 
rễ dài: chỉ tiêu đánh giá đặc điểm sinh trưởng hệ sợi gồm 
đường kính sinh trưởng hệ sợi và mật độ hệ sợi. Mật độ sợi 
được đánh giá theo Kadiri (1998) [6] gồm các mức: 

+: mật độ hệ sợi rất thưa ++++: mật độ hệ sợi dày

++:  mật độ hệ sợi thưa +++++: mật độ hệ sợi dày đặc

+++: mật độ hệ sợi trung bình

Đường kính hệ sợi (mm): hệ sợi được đo trong 10 ngày.

Phương pháp xử lý số liệu 

Mỗi thí nghiệm được tiến hành lặp lại 3 lần. Số liệu được 
xử lý bằng phần mềm thống kê Excel 2010 và IRRISTAT 
5.0.

Kết quả và thảo luận

Ảnh hưởng của môi trường nhân giống

6 loại môi trường đang được sử dụng phổ biến hiện nay 
trong nhân giống nấm gốc và giống cấp I là: PGA, MY, 
PG(M), Lilly, Glucose - peptone, Mushroom - complete. Căn 
cứ vào chỉ tiêu theo dõi, kết quả ghi nhận ở bảng 2 cho thấy, 
2 môi trường Lilly và Glucose - peptone phù hợp cho sợi 
nấm rễ dài phát triển. Mật độ hệ sợi dày đặc, phát triển dạng 
tỏa tròn đều, lan nhanh và có màu trắng đặc trưng của giống. 
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Bảng 2. Ảnh hưởng của các môi trường khác nhau đến sinh 
trưởng hệ sợi nấm rễ dài trong giai đoạn nhân giống cấp I.

Công 
thức Môi trường Đường kính 

hệ sợi (mm)
Mật độ 
hệ sợi Đặc điểm hệ sợi 

CT1 PGA 65,9 ++++ Hệ sợi dày mượt, có màu 
trắng đặc trưng.

CT2 MY 51,0 +++++ Hệ sợi dày, lan chậm, có 
màu trắng đặc trưng.

CT3 Lilly 69,3 +++++ Hệ sợi dày đặc, mượt và có 
màu trắng đặc trưng

CT4 PG(M) 63,6 ++++ Hệ sợi dày, mượt, có màu 
trắng đặc trưng.

CT5 Glucose - 
peptone 67,1 +++++ Hệ sợi dày đặc, mượt và có 

màu trắng đặc trưng.

CT6 Mushroom - 
complete 56,3 +++ Hệ sợi trung bình, mượt và 

có màu trắng đặc trưng.

LSD 1,4

CV% 3,1

Hình 1. Ảnh hưởng của môi trường nhân giống đến sinh trưởng 
hệ sợi nấm rễ dài.

Dựa vào kết quả nghiên cứu, có thể thấy sợi nấm rễ dài có 
khả năng thích nghi trên nhiều loại môi trường nhân giống 
khác nhau. Trong các môi trường được chúng tôi tiến hành 
theo dõi thì môi trường Lilly và Glucose - pepton là 2 loại 
môi trường cho sự sinh trưởng hệ sợi nhanh nhất và mật độ 
hệ sợi dày mượt hơn cả (hình 1). Theo Sang Beom Kim và cs 
(2005) [3], môi trường phù hợp cho nấm rễ dài phát triển là 
môi trường Lilly và Hamada (Dextrose 10 g/l, Ebiose 5 g/l, 
Hyponex 3 g/l, Yeast extract 3 g/l, agar 20 g/l). 

Ảnh hưởng của pH

pH là nhân tố ảnh hưởng đến sinh khối, khả năng hấp 
phụ chất dinh dưỡng, hình thái và cấu trúc tế bào, độ tan của 
muối và trạng thái ion của cơ chất, hoạt động của enzyme 
[7]. Với kết quả nghiên cứu về pH, 6 giá trị pH được chúng 

tối tiến hành đánh giá là: 4, 5, 6, 7, 8 và 9. Kết quả thí nghiệm 
ở bảng 3 cho thấy, hệ sợi nấm rễ dài rất mảnh, thưa và yếu ở 
ngưỡng pH=4, tốc độ lan sợi cũng thấp nhất (61,4 mm); môi 
trường có pH=7,0-8,0 hệ sợi sinh trưởng tốt, tốc độ phát triển 
nhanh, mật độ sợi dày đặc, sợi bông và mượt, tốc độ mọc sợi 
nhanh nhất. Ở pH=5,0 hoặc pH=9,0 tốc độ sinh trưởng của 
hệ sợi chậm hơn, mật độ hệ sợi ở mức trung bình. Như vậy 
sợi nấm rễ dài có khả năng sinh trưởng tốt trong môi trường 
có ngưỡng pH rộng từ 5 đến 9 (hình 2).

Bảng 3. Ảnh hưởng của pH đến sinh trưởng hệ sợi nấm rễ dài 
trong giai đoạn nhân giống cấp I. 

Công 
thức pH Đường kính 

hệ sợi (mm) Mật độ hệ sợi Đặc điểm hệ sợi 

CT1 4 61,4 ++ Sợi mảnh, yếu, lan chậm

CT2 5 69,2 +++ Sợi mỏng

CT3 6 72,6 ++++ Sợi dày 

CT4 7 81,1 +++++ Sợi dày đặc, bông và mượt, 
lan nhanh

CT5 8 75,5 +++++ Sợi dày, mượt và lan nhanh

CT6 9 63,8 +++ Sợi mỏng

LSD 1,5

CV% 3,0

Hình 2. Ảnh hưởng của pH đến sinh trưởng hệ sợi nấm rễ dài.

Ảnh hưởng của nhiệt độ

Theo Vladimir (2012) [8], dải nhiệt độ từ 25 đến 280C là 
phù hợp nhất để hầu hết các loài nấm nhân sinh khối. Để tìm 
ra nhiệt độ phù hợp cho sự hình thành và phát triển của hệ sợi 
nấm rễ dài, chúng tôi đã nghiên cứu đánh giá sự sinh trưởng 
hệ sợi nấm ở 6 ngưỡng nhiệt độ: 10±10C, 15±10C, 20±10C, 
25±10C, 30±10C và 35±10C. Kết quả thu được (bảng 4) cho 
thấy, nhiệt độ 25±10C phù hợp nhất cho nấm rễ dài phát triển, 
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hệ sợi màu trắng đặc trưng của giống, phát triển nhanh dạng 
tỏa tròn đều, đường kính hệ sợi 68,5 mm. Ở ngưỡng 10±10C 
sợi nấm phát triển rất kém, hệ sợi mỏng, ở 300C hệ sợi phát 
triển nhanh nhất nhưng mật độ hệ sợi thưa hơn. Đặc biệt, sợi 
nấm rễ dài không thể phát triển trong điều kiện nhiệt độ 350C 
(hình 3). Do đó, ngưỡng 25±10C là nhiệt độ thích hợp cho 
công tác nhân giống cấp I nấm rễ dài. Kết quả này tương đồng 
với các nghiên cứu đã được công bố trước đó. 

Bảng 4. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới sinh trưởng hệ sợi nấm rễ dài.

Công 
Thức

Nhiệt độ 
(0C)

Đường kính 
hệ sợi (mm)

Mật độ 
hệ sợi Đặc điểm hệ sợi

CT1 10±1oC 5,2 + Sợi rất mảnh, yếu

CT2 15±1oC 15,2 +++ Sợi trung bình, lan chậm

CT3 20±1oC 52,7 +++++ Sợi rất dày, bông và mướt

CT4 25±1oC 68,5 +++++ Sợi rất dày, bông và mướt

CT5 30±1oC 71,4 +++ Sợi trung bình, lan nhanh

CT6 35±1oC - - -

LSD 1,6

CV% 4,1

Hình 3. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh trưởng hệ sợi nấm rễ dài.

Ảnh hưởng của nguồn cacbon và nitơ

Cacbon và nitơ là hai nhân tố cơ bản cho sự sinh trưởng 
của vi sinh vật. Nguồn cacbon ảnh hưởng đến quá trình 
sinh trưởng và chuyển hóa của vi sinh vật. Giống nấm rễ 
dài đã được nhân giống trong môi trường chứa các nguồn 
cacbon khác nhau (D-fructose, glucose, manose, maltose và 
sucrose). Kết quả cho thấy, không có sự khác nhau về đặc 
điểm hệ sợi tại các công thức; trong các nguồn cacbon được 
khảo sát, D- Fructose cho mật độ hệ sợi dày, mượt và đường 
kính hệ sợi lớn nhất (68,3 mm) (hình 4, bảng 5). 

Hình 4. Ảnh hưởng của nguồn cacbon đến sinh trưởng hệ sợi 
nấm rễ dài.

Bảng 5. Ảnh hưởng của các nguồn cacbon và nitơ đến sinh 
trưởng hệ sợi nấm rễ dài.

Công 
thức 

Nguồn 
cacbon

Đường kính 
hệ sợi (mm)

Mật độ 
hệ sợi Nguồn nitơ Đường kính 

hệ sợi (mm)
Mật độ 
hệ sợi

CT1 D-fructose 68,3 +++++ NaNO3 57,2 ++

CT2 Glucose 66,0 +++++ NH4NO3 62,1 +++

CT3 Sucrose 55,7 ++++ Yeast 61,7 +++++

CT4 Maltose 59,2 +++++ Peptone 60,5 ++++

CT5 Manose 62,4 +++++ (NH4)2SO4 54,1 +++

CT6 - - - (NH4)2HPO4 51,3 ++

LSD 1,2 1,7

CV% 4,2 3,8

Nitơ là nhân tố cần thiết trong tổng hợp enzyme trong 
cả quá trình chuyển hóa sơ cấp và thứ cấp. 6 nguồn nitơ đã 
được khảo sát lần lượt gồm: NaNO3, NH4NO3, yeast, peptone, 
(NH4)2SO4  và (NH4)2HPO4. Kết quả (bảng 5) cho thấy, các 
nguồn nitơ khác nhau có ảnh hưởng rõ rệt đến sự sinh trưởng 
hệ sợi cũng như mật độ hệ sợi của nấm rễ dài. Dựa vào mật độ 
hệ sợi cũng như tốc độ lan sợi (hình 5), chúng tôi nhận định có 
thể sử dụng cao nấm men (yeast) để cung cấp nguồn nitơ cho 
nấm rễ dài trong môi trường nhân giống cấp 1. Theo nghiên 
cứu của Myoung Jun Jang và cs (2009) [9] thì nguồn nitơ hữu 
cơ cho hiệu quả nhân giống tốt hơn so với nguồn nitơ vô cơ 
(NaNO3, NH4NO3 và NH4Cl).
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Hình 5. Ảnh hưởng của nguồn nitơ đến sinh trưởng hệ sợi nấm 
rễ dài.

Kết luận

Từ kết quả nghiên cứu thu được, nhóm tác giả kiến nghị 
nên sử dụng môi trường nhân giống cấp 1 cho nấm rễ dài 
là môi trường Lilly (2 g asparagine + 10 g maltose + 0,5 g 
MgSO4 + 1 g KH2PO4 + 20 g agar) hoặc Glucose - peptone 
(10 g glucose + 10 g yeast extract + 10 g peptone + 15 g 
Malt extract + 20 g agar). Nhiệt độ, pH tối ưu cho sự sinh 
trưởng của giống nấm rễ dài lần lượt là 25±10C, pH=7 với 
nguồn carbon và nitơ lần lượt là D-fructose và yeast extract.

Tiếp tục các nghiên cứu để nhân giống và nuôi trồng nấm 
rễ dài ở quy mô lớn hơn.
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Giới thiệu 

Khô dầu đậu nành, sản phẩm của quá trình tách chiết 
dầu từ hạt đậu nành, là nguồn cung cấp protein rất tốt cho 
vật nuôi do có hàm lượng các axít amin không thay thế cao. 
Tuy nhiên, việc sử dụng khô dầu đậu nành trong khẩu phần 
thức ăn cho gia súc, gia cầm non có hệ tiêu hóa chưa hoàn 
thiện bị hạn chế, hiệu quả không cao do khô dầu đậu nành 
chứa một số protein gây dị ứng, làm tăng nhu động và sự bài 
tiết nước của ruột non, dẫn đến tăng tỷ tiêu chảy ở heo con, 
giảm hấp thụ dinh dưỡng, giảm năng suất [1-4]. Hai protein 
gây dị ứng chủ yếu trong đậu nành là glycinin (globulin 
11S) và β-conglycinin (globulin 7S), chiếm hơn 50% lượng 
protein trong hạt đậu nành [5]. Chúng có khả năng bền nhiệt 
và kháng hầu hết các enzyme trong hệ tiêu hóa do có liên 
kết disulfua khá bền [6].

Lên men bán rắn là phương pháp lên men trên cơ chất 
rắn và hầu như chứa rất ít hay không có nước tự do. Tuy 
nhiên, hàm lượng ẩm phải đủ để cung cấp môi trường thuận 
lợi cho sự trao đổi chất và phát triển của vi sinh vật. Gần 
đây, lên men bán rắn đã thu hút nhiều sự chú ý do chi phí 

vận hành thấp và đơn giản hơn so với các phương pháp 
lên men khác [7]. Phương pháp lên men bán rắn nhằm loại 
bỏ các protein gây dị ứng trong khô dầu đậu nành đã được 
nghiên cứu và ứng dụng trong thực tiễn sản xuất trên thế 
giới nhằm sản xuất khô dầu đậu nành sử dụng trong chế biến 
thức ăn chăn nuôi [8-10]. Trong đó, phương pháp lên men 
sử dụng vi khuẩn Bacillus tỏ ra có nhiều lợi thế hơn so với 
các vi khuẩn khác, nấm men hay nấm mốc do sản phẩm khô 
dầu đậu nành sau lên men có lượng protein hòa tan cao hơn, 
khả năng phân giải các protein gây dị ứng tốt hơn và sinh 
trưởng nhanh hơn [11]. Tuy nhiên, hầu như không có bất kỳ 
nghiên cứu dạng này được công bố tại Việt Nam.

Phương pháp đáp ứng bề mặt giờ đây đã được sử dụng 
phổ biến để nghiên cứu tối ưu hóa các quy trình công nghệ 
sinh học hay quy trình sản xuất công nghiệp [12]. Tối ưu 
hóa quy trình lên men bằng phương pháp đáp ứng bề mặt 
(response surface methodology - RSM) là cách tiếp cận hiệu 
quả hơn so với phương pháp nghiên cứu truyền thống khảo 
sát từng yếu tố (one-factor-at-a-time) [13]. Phương pháp 
RSM gồm các kỹ thuật toán học, thống kê để mô hình hóa 

Tối ưu hóa điều kiện lên men bán rắn khô dầu đậu nành 
nhằm nâng cao khả năng sinh protease của chủng Bacillus subtilis N6 

bằng phương pháp đáp ứng bề mặt quy mô pilot
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Tóm tắt:

Khô dầu đậu nành là nguồn cung cấp protein rất tốt cho vật nuôi do có hàm lượng các axít amin không thay thế cao. 
Tuy nhiên, khô dầu đậu nành lại chứa một số protein gây dị ứngnhư glycinin và β-conglycinin. Các loại protein này 
bền nhiệt, kháng các enzyme trong hệ tiêu hóa của vật nuôi, gây kích ứng miễn dịch ở động vật non, tăng nhu động 
ruột non, dẫn đến tăng tỷ lệ tiêu chảy ở heo con, giảm hấp thụ dinh dưỡng. Nghiên cứu này tập trung vào tối ưu hóa 
điều kiện lên men bán rắn khô dầu đậu nành sử dụng vi khuẩn Bacillus subtilis N6 nhằm nâng cao khả năng sản sinh 
protease, góp phần phân giải các loại protein gây dị ứng trong khô dầu đậu nành. Các yếu tố ảnh hưởng đến khả 
năng sản sinh protease của chủng vi khuẩn B. subtilis N6 được sàng lọc bằng thiết kế thí nghiệm Plackett-Burman. 
Trong các điều kiện lên men khảo sát thì nhiệt độ, độ dày cơ chất và thời gian lên men là ba yếu tố tác động đáng kể 
nhất (p<0,05). Thí nghiệm được thiết kế theo phương pháp đáp ứng bề mặt (response surface methodology - RSM). 
Kết quả cho thấy, điều kiện lên men thích hợp cho quá trình sinh tổng hợp protease là: nhiệt độ 35oC, độ dày cơ 
chất lên men là 1 cm và thời gian lên men là 35 giờ. Sau lên men 35 giờ, hoạt tính protease lên đến 632 U/g, cao hơn 
trước khi tối ưu 1,65 lần (382 U/g).

Từ khóa: Bacillus subtillis, đáp ứng bề mặt, khô dầu đậu nành, lên men bán rắn, tối ưu hóa.
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và phân tích các vấn đề (thiết kế, phát triển, tối ưu quy trình 
hay sản phẩm) [14]. Do được tích hợp các kỹ thuật hồi quy, 
ANOVA nên RSM làm giảm đáng kể số thí nghiệm phải tiến 
hành, từ đó làm giảm chi phí và thời gian nghiên cứu. Sử 
dụng RSM để thiết kế tối ưu bao gồm ba bước: sàng lọc các 
yếu tố ảnh hưởng chính, xác định khoảng tối ưu của từng 
yếu tố, và ước lượng mô hình đáp ứng bằng thiết kế phức 
tạp như Box-Behnken (box-behnken design - BBD) nhằm 
xác định tổ hợp tối ưu giá trị của các yếu tố đầu vào.

Mục tiêu của nghiên cứu này là sử dụng mô hình 
Plackett-Burman (PB) để sàng lọc các yếu tố ảnh hưởng tới 
hoạt tính protease của chủng B. subtilis N6, sau đó các điểm 
tối ưu của từng yếu tố mà tại đó hoạt tính protease đạt giá trị 
cao nhất được xác định bằng mô hình Box-Behnken nhằm 
phân giải tối đa các protein gây dị ứng, cải thiện chất lượng 
khô dầu đậu nành.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

Vật liệu

Chủng B. subtilis N6 lấy từ bộ sưu tập của Bộ môn Sinh 
hóa - Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia 
TP Hồ Chí Minh. Khô dầu đậu nành nhập khẩu từ Argentina 
do Công ty TNHH Việt Hưng cung cấp.

Thời gian và địa điểm nghiên cứu

Nghiên cứu được thực hiện tại Phòng thí nghiệm của 
Phân viện Chăn nuôi Nam Bộ từ tháng 01 đến 12/2018.

Phương pháp nghiên cứu

Xác định hoạt tính protease: dịch tăng sinh chủng B. 
subtilis trên môi trường cao thịt sau 24 giờ được cấy vào cơ 
chất khô dầu đậu nành ẩm độ 40% với tỷ lệ 3% và ủ ở 37ºC. 
Khô dầu đậu nành sau khi lên men được lắc với dung dịch 
đệm Sorensen pH 7,6 (theo tỷ lệ 5 g khô dầu đậu nành lên 
men + 25 ml đệm Sorensen), ly tâm thu dịch nổi để xác định 
hoạt tính protease theo phương pháp Anson cải tiến [14]. Cụ 
thể, hút 5 ml dung dịch 0,65% casein vào ống nghiệm, thêm 
1 ml dịch enzyme thu nhận, ủ ở 35,5ºC. Sau 30 phút bổ sung 
5 ml dung dịch tricloro acetic 10%. Lọc lấy 1 ml dịch, thêm 
vào 2 ml NaOH 0,5N và 0,6 ml thuốc thử Folin. Đo độ hấp 
thụ ở bước sóng 660 nm. Dựa vào đường chuẩn hàm lượng 
tyrosin và độ hấp thụ quang để xác định lượng tyrosin sinh 
ra trong phản ứng. Một đơn vị hoạt độ protease được định 
nghĩa 1 μg tyrosin được tạo ra trong 1 phút dưới tác dụng 
của 1 ml enzyme.

Điện di polyacrylamide: để đánh giá mức độ phân hủy 
các protein kháng dinh dưỡng, mẫu khô đậu nành lên men 
được tách chiết protein và thực hiện điện di SDS-PAGE 
trên separating gel 12,5% polyacrylamide, gel stacking 4% 
polyacrylamide [15].

Định lượng glycinin và β-conglycinin: hàm lượng 
glycinin và β-conglycinin trong khô dầu đậu nành được 
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Abstract:

Soybean meal is a major protein source in the animal diet 
owing to its excellent amino acid components. However, 
soybean meal still contains some proteins (glycinin and 
β-conglycinin) that cause allergies for young animals. 
These proteins have the high heat-stable ability, 
digestive enzyme resistance, which leads to the increase 
in immunological responses, intestinal peristalsis, and 
diarrhea and the decrease in nutrition absorption. This 
research focuses on the optimisation of the semi-solid-
state fermentation conditions to improve the protease 
production of B. subtilis N6 in the soybean meal medium. 
The factors that affected the protease production of B. 
subtilis N6 would be screened by the Plackett-Burman 
design. Out of five screened factors, three factors that 
have the great effects were temperature, substrate 
thickness, and fermentation time (p<0.05). Optimisation 
experiment was designed by the response surface 
methodology. The results showed that, the optimised 
temperature, soybean thickness, and fermentation time 
were 35oC, 1 cm, and 35h, respectively. These optimum 
conditions resulted in the enhancement in protease yield 
to 632 U/g with 1.65 fold increase.

Keywords: Bacillus subtillis, optimisation, response 
surface methodology, semi-solid-state fermentation, 
soybean meal.
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phân tích bằng phương pháp ELISA sử dụng bộ glycinin 
ELISA Kit và β-conglycinin ELISA Kit của Hãng Wuhan 
Unibiotest Co., Ltd, Trung Quốc. 

Tối ưu hóa và thiết kế thí nghiệm: sàng lọc yếu tố thí 
nghiệm bằng thiết kế Plackett-Burman [13]: sau khi có được 
kết quả của các thí nghiệm đơn yếu tố để làm cơ sở chọn lựa 
khoảng biến thiên giá trị phù hợp cho từng yếu tố, bố trí thí 
nghiệm sàng lọc các yếu tố bằng thiết kế Plackett-Burman 
nhằm xác định được 3 trong 5 yếu tố có tác động lớn tới quá 
trình sản sinh protease khi lên men khô dầu đậu nành với B. 
subtilis N6.  

Thiết kế Plackett-Burman cho phép đánh giá mức ảnh 
hưởng của các yếu tố đến sinh tổng hợp protease, mỗi yếu 
tố được kiểm tra ở hai cấp độ: mức thấp (-1) và mức cao 
(+1). Các yếu tố được chọn cho nghiên cứu này là nhiệt độ 
lên men, độ dày lên men, thời gian lên men, tỷ lệ giống, 
pH (bảng 1). Thiết kế ma trận Plackett-Burman được trình 
bày trong bảng 2. Kết quả nghiên cứu được phân tích 
bằng chương trình “Design Expert® 11.0” Stat-Ease, Inc., 
Minneapolis, Hoa Kỳ.

Bảng 1. Các biến trong ma trận Plackett-Burman.

Yếu tố Đơn 
vị

Ký 
hiệu

Mức Mức độ ảnh hưởng
Thấp 
(-1)

Cao 
(+1)

Ảnh 
hưởng P value

Nhiệt độ lên men ºC X1 30 50  -57,83a  0,0048
Độ dày lên men cm X2 1 5  -136,83a  <0,0001
Thời gian lên men giờ X3 24 72  -77,00a  0,0012
Tỷ lệ giống % X4 1 5  -30,67b  0,0606
pH - X5 6 9  -3,17b  0,8197

aCó ý nghĩa ở độ tin cậy p≤0,05; bKhông có ý nghĩa ở độ tin cậy p>0,05.

Bảng 2. Ma trận thiết kế thí nghiệm Plackett-Burman.

Thí 
nghiệm

Các biến Hoạt tính protease (U/g)

X1 X2 X3 X4 X5 Thực nghiệm Mô hình

1 -1 1 1 -1 1 84  110,00

2 -1 -1 1 -1 1 398  383,67

3 -1 -1 -1 -1 -1 506  544,00

4 1 -1 1 1 -1 198  213,00

5 1 -1 -1 -1 1 437  422,00

6 1 1 1 -1 -1 70  0,67

7 -1 1 -1 1 1 234  202,67

8 1 -1 1 1 1 188  206,67

9 -1 1 1 1 -1 31  55,00

10 1 1 -1 -1 -1 120  154,67

11 1 1 -1 1 1 71  87,00

12 -1 -1 -1 1 -1 525  482,67

Tối ưu hóa bằng phương pháp đáp ứng bề mặt: 3 yếu tố 
chính từ kết quả sàng lọc sẽ được xác định giá trị tối ưu và 
được nghiên cứu ở 3 mức (-1, 0 và +1) (bảng 3) với 15 thí 
nghiệm, trong đó có 3 thí nghiệm trung tâm (bảng 4).

Bảng 3. Các yếu tố sử dụng trong Box-Behnken.

Yếu tố Đơn vị Ký hiệu 
Mức

-1 0 1

Nhiệt độ lên men ºC   X1  30 40 50 

Độ dày lên men cm   X2  1 3 5 

Thời gian lên men giờ   X3  24 48 72 

Hàm đáp ứng được chọn là hoạt tính protease (Y, U/g 
canh trường nuôi cấy). Mô hình hóa được biểu diễn bằng 
phương trình bậc 2: Y = B0 + B1X1 + B2X2 + B3X3 + B12X1X2 
+ B13X1X3 + B23X2X3 + B11X1

2 + B22X2
2+ B33X3

2. 

Trong đó B1, B2, B3 là các hệ số bậc 1; B11, B22 và B33 
là hệ số bậc 2; B12, B23 và B13 là các hệ số tương tác của 
từng cặp yếu tố; X1, X2, X3, X11, X22, X33, X12, X23 và X13 là 
các biến độc lập. Số liệu được phân tích bằng chương trình 
“Design Expert® 11.0” Stat-Ease, Inc., Minneapolis, Hoa 
Kỳ. Từ kết quả phân tích xác định mức tối ưu của các yếu tố 
khảo sát cho hoạt tính protease cao nhất.

Bảng 4. Thiết kế Box-Behnken.

Thí nghiệm
Các biến Hoạt tính protease (U/g)

X1 X2 X3 Thực hiện Mô hình

1 -1 -1 0 508 517,38

2 0 1 -1 139 143,38

3 1 0 1 36 15,75

4 -1 0 1 108 103,00

5 1 0 -1 33 38,00

6 0 0 0 412 403,33

7 1 1 0 57 47,63

8 1 -1 0 132 156,62

9 0 -1 1 362 357,63

10 0 0 0 401 403,33

11 -1 1 0 32 7,38

12 0 -1 -1 620 590,38

13 0 1 1 156 185,63

14 -1 0 -1 251 271,25

15 0 0 0 397 403,33

Kết quả và thảo luận

Sàng lọc các yếu tố ảnh hưởng đến hoạt lực protease 
của B. subtilis N6

Tiến hành thí nghiệm theo ma trận Plackett-Burman với 
các yếu tố: nhiệt độ lên men, độ dày lên men, thời gian lên 



5361(9) 9.2019

Khoa học Nông nghiệp

men, tỷ lệ giống, pH cơ chất với hai mức thấp và cao. Phân 
tích kết quả bằng phần mềm Design expert 11 cho thấy có 3 
yếu tố ảnh hưởng tới hoạt lực protease là nhiệt độ lên men, 
thời gian lên men và độ dày khối cơ chất lên men (p-value 
<0,05). Tuy nhiên, cả ba yếu tố đều ảnh hưởng âm. Thời 
gian và nhiệt độ lên men là các yếu tố ảnh hưởng rất lớn 
đến việc sản sinh protease ở Bacillus [16, 17]. S. Mhamdi 
và cộng sự (2012) [18] cũng xác định thời gian là một trong 
những yếu tố ảnh hưởng tới hoạt tính protease do chủng 
Bacillus sp. sinh ra. Từ kết qua sàng lọc này, chúng tôi chọn 
các yếu tố nhiệt độ lên men, thời gian lên men và độ dày 
khối cơ chất lên men cho thiết kế thí nghiệm theo phương 
pháp đáp ứng bề mặt Box-Behnken.

Tối ưu hóa giá trị các yếu tố ảnh hưởng đến hoạt tính 
protease của B. subtilis N6

Sau khi xác định được 3 yếu tố ảnh hưởng tới khả năng 
sinh protease trong quá trình lên men khô dầu đậu nành bằng 
B. subtilis N6, bố trí thí nghiệm theo thiết kế BBD nhằm 
xác định giá trị tối ưu nhất của 3 yếu tố chính cho quá trình 
lên men. Trong ma trận thiết kế BBD mỗi yếu tố sẽ được 
đánh giá ở 3 mức (-1, 0 và +1). Các yếu tố đầu vào bao gồm 
X1: nhiệt độ lên men, X2: độ dày khối cơ chất lên men và 
X3: thời gian lên men. Ma trận thiết kế thí nghiệm gồm 12 
nghiệm thức, mỗi nghiệm thức được lặp lại 3 lần. Quá trình 
lên men được thực hiện trong khay inox 1x0,5x0,15 m (dài 
x rộng x cao). Hàm mục tiêu là hoạt tính protease của B. 
subtilis N6 trong khối môi trường khô dầu đậu nành lên men.

Kết quả ANOVA (bảng 5) cho thấy mô hình có ý nghĩa 
thống kê (p=0,0004), hệ số hồi quy R2=0,9862>0,75 chứng 
tỏ mô hình tương thích với thực nghiệm. Giá trị R2 dự đoán 
là 0,7802 phù hợp với R2 điều chỉnh là 0,9615 (độ lệch 
0,1813<0,2), tỷ lệ tín hiệu so với nhiễu là 18,614>4 thể hiện 
tín hiệu đã đầy đủ.

Bảng 5. Kết quả ANOVA.

Nguồn 
biến thiên

Tổng bình 
phương 
(sum of 
squares)

Bậc tự do 
(degree of 
freedom)

Trung bình 
phương sai 
(average of 
squares)

Chuẩn 
fisher (F - 
value)

Giá trị P 
(Probability 
value > F)

Mô hình 514600 9 57182,67 68,52 0,0001

X1 51360,13 1 51360,13 61,54 0,0005

X2 191600 1 191600 299,55 <0,0001

X3 18145,13 1 18145,13 21,74 0,0055

X1X2 40200,25 1 40200,25 48,17 0,0010

X1X3 5329,00 1 5329,00 6,39 0,0527

X2X3 18906,25 1 18906,25 22,65 0,0051

X1
2 173300 1 173300 207,69 <0,0001

X2
2 72,03 1 72,03 0,0863 0,7807

X3
2 23434,26 1 23434,26 28,08 0,0032

Sai số 4172,92 5

Tổng 518800 14

R2=0,9920; CV=11,89%; R2 điều chỉnh=0,9775; R2 dự đoán=0,8745.

Hình 1. Mặt đáp ứng hoạt tính protease theo hai yếu tố: A. Nhiệt 
độ lên men (X1) - Độ dày cơ chất lên men (X2) với thời gian lên 
men là 30 giờ; B. Nhiệt độ lên men (X1) - Thời gian lên men 
(X3) với độ dày cơ chất lên men 1 cm; C. Độ dày cơ chất lên 
men (X2) - Thời gian lên men (X3) với nhiệt độ lên men 35ºC.

Từ những kết quả trên ta nhận được phương trình hồi quy 
hoạt tính protease (U/g) = 403,33 – 80,13X1 – 154,75X2 – 
47,63X3 + 100,25X1X2 + 36,50X1X3 – 216,67X1

2 – 79,67X3
2

Với ba đồ thị không gian ba chiều có trục Z là hoạt tính 
protease và lần lượt 2 biến độc lập trong 3 yếu tố khảo sát 
(hình 1) có thể thấy hoạt tính protease đạt cực đại khi độ dày 
khối cơ chất lên men ở mức thấp nhất. Hoạt tính protease 
cũng đạt mức cao khi nhiệt độ nằm trong vùng từ 30-40ºC, 
thời gian lên men từ 24-48 giờ. Với các dữ liệu thu được và 
phương trình hồi quy, mức tối ưu của các yếu tố khảo sát 
được xác định lần lượt là: nhiệt độ 35ºC, độ dày cơ chất lên 
men 1 cm, thời gian lên men là 30 giờ. Mô hình thí nghiệm 
dự đoán lượng protease tối ưu đạt được là 644,71 U/g. Thí 
nghiệm kiểm chứng các giá trị tối ưu của 3 yếu tố khảo sát 
cho kết quả hoạt tính protease thu được là 632 U/g. 

Mức độ phân giải các protein gây dị ứng trong khô dầu 
đậu nành sau lên men cũng đã được được kiểm chứng thông 
qua kết quả chạy SDS-PAGE và phân tích bằng bộ ELISA 
kit của mẫu khô đậu nành lên men với mức tối ưu của 3 
yếu tố khảo sát (hình 2). Sau khi lên men không còn thấy 
vạch của các tiểu phần hai protein gây dị ứng là glycinin và 
β-conglycinin trong kết quả chạy SDS-PAGE, các protein có 
trọng lượng phân tử lớn đã bị phân giải gần hết, chỉ còn lại 
các protein ở mức 20 kDa. Trong khi đó, kết quả định lượng 
glycinin và β-conglycinin trong khô dầu đậu nành sau khi 
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X3 18145,13 1 18145,13 21,74 0,0055 
X1X2 40200,25 1 40200,25 48,17 0,0010 
X1X3 5329,00 1 5329,00 6,39 0,0527 
X2X3 18906,25 1 18906,25 22,65 0,0051 
X1

2 173300 1 173300 207,69 <0,0001 
X2

2 72,03 1 72,03 0,0863 0,7807 
X3

2 23434,26 1 23434,26 28,08 0,0032 
Sai số 4172,92 5 

   Tổng 518800 14 
   R2=0,9920; CV=11,89%; R2-điều chỉnh=0,9775; R2-dự đoán=0,8745. 

 

 
Hình 1. Mặt đáp ứng hoạt tính protease theo hai yếu tố: A. Nhiệt độ lên men (X1) - Độ dày cơ 
chất lên men (X2) với thời gian lên men là 30 giờ; B. Nhiệt độ lên men (X1) - Thời gian lên men 
(X3) với độ dày cơ chất lên men 1 cm; C. Độ dày cơ chất lên men (X2) - Thời gian lên men (X3) 
với nhiệt độ lên men 35ºC. 

A B C 
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lên men cho thấy 94,94% glycinin và 97,33% β-conglycinin 
đã được phân giải trong quá trình lên men (bảng 6). Điều 
này cho thấy quá trình lên men đã phân giải các protein gây 
dị ứng, nâng cao giá trị dinh dưỡng của khô dầu đậu nành sử 
dụng trong thức ăn chăn nuôi.

Hình 2. Kết quả chạy SDS-PAGE với 3 mức tối ưu của 3 yếu tố 
khảo sát (giếng 1: thang protein chuẩn, giếng 2: mẫu khô dầu 
đậu nành chưa lên men, giếng 3: mẫu khô dầu đậu nành lên men 
bán rắn với B. Subtilis N6).

Bảng 6. Kết quả định lượng glycinin và β-conglycinin sau khi 
lên men.

Protein gây dị ứng
Khô dầu đậu 
nành chưa lên 
men

Khô dầu đậu 
nành lên men với 
B. subtilis N6

Glycinin (mg/g) 87,33 4,42

β-conglycinin  (mg/g) 121,56 3,25

Kết luận

Nghiên cứu đã tìm ra được các thông số tối ưu hóa khả 
năng sản sinh protease của Bacillus subtilis N6 trong quá 
trình lên men bán rắn khô dầu đậu nành áp dụng phương 
pháp đáp ứng bề mặt Box-Behnken. Hoạt tính protease tối 
đa đạt được là 632 U/g khi lên men ở 35ºC, độ dày cơ chất 
lên men 1 cm và thời gian lên men là 30 giờ. Điều kiện 
lên men này đã phân giải 94,94% glycininin và 97,33% 
β-conglycinin gây dị ứng trong khô dầu đậu nành.

LỜI CẢM ƠN
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Từ những kết quả trên ta nhận được phương trình hồi quy hoạt tính protease 

(U/g) = 403,33 – 80,13X1 – 154,75X2 – 47,63X3 + 100,25X1X2 + 36,50X1X3 – 
216,67X1

2 – 79,67X3
2 

Với ba đồ thị không gian ba chiều có trục Z là hoạt tính protease và lần lượt 2 
biến độc lập trong 3 yếu tố khảo sát (hình 1) có thể thấy hoạt tính protease đạt cực đại 
khi độ dày khối cơ chất lên men ở mức thấp nhất. Hoạt tính protease cũng đạt mức cao 
khi nhiệt độ nằm trong vùng từ 30-40ºC, thời gian lên men từ 24-48 giờ. Với các dữ 
liệu thu được và phương trình hồi quy mức tối ưu của các yếu tố khảo sát được xác 
định lần lượt là: nhiệt độ 35ºC, độ dày cơ chất lên men 1 cm, thời gian lên men là 30 
giờ. Mô hình thí nghiệm dự đoán lượng protease tối ưu đạt được là 644,71 U/g. Thí 
nghiệm kiểm chứng các giá trị tối ưu của 3 yếu tố khảo sát cho kết quả hoạt tính 
protease thu được là 632 U/g.  

Mức độ phân giải các protein gây dị ứng trong khô dầu đậu nành sau lên men 
cũng đã được được kiểm chứng thông qua kết quả chạy SDS-PAGE và phân tích bằng 
bộ ELISA kit của mẫu khô đậu nành lên men với mức tối ưu của 3 yếu tố khảo sát 
(hình 2). Sau khi lên men không còn thấy vạch của các tiểu phần hai protein gây dị ứng 
là glycinin và β-conglycinin trong kết quả chạy SDS PAGE, các protein có trọng lượng 
phân tử lớn đã bị phân giải gần hết, chỉ còn lại các protein ở mức 20 kDa. Trong khi 
đó, kết quả định lượng glycinin và β-conglycinin trong khô dầu đậu nành sau khi lên 
men cho thấy 94,94% glycinin và 97,33% -conglycinin đã được phân giải trong quá 
trình lên men (bảng 6). Điều này cho thấy quá trình lên men đã phân giải các protein 
gây dị ứng, nâng cao giá trị dinh dưỡng của khô dầu đậu nành sử dụng trong thức ăn 
chăn nuôi. 

 

β 
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Đặt vấn đề

Tuyên Quang là tỉnh miền núi phía Bắc có lợi thế mạnh về 
nuôi thủy sản với diện tích mặt nước trên 12.000 ha, trong đó 
có trên 8.400 ha diện tích mặt nước hồ thủy điện, số còn lại là 
diện tích mặt nước hồ thủy lợi và mặt sông có khả năng nuôi 
trồng thủy sản. Với lợi thế này, tỉnh Tuyên Quang đã thông 
qua Nghị quyết về quy hoạch phát triển thủy sản giai đoạn 
2016-2025, định hướng 2035 với mục đích phát triển thủy sản 
theo hướng sản xuất hàng hóa, tạo ra sản phẩm có năng suất, 
chất lượng, khả năng cạnh tranh cao, đáp ứng nhu cầu tiêu 
dùng trong và ngoài tỉnh, đồng thời tiến tới xuất khẩu. 

Cá Chiên là một trong số loài cá thuộc nhóm “ngũ quý” 
(cá Chiên, cá Lăng, cá Rầm xanh, cá Anh vũ và cá Bỗng), 
đây là loài có giá trị kinh tế cao, và tỉnh Tuyên Quang đã chủ 
động được nguồn giống cá này bằng sinh sản nhân tạo. Năm 
2018, Trung tâm Thủy sản Tuyên Quang đã sản xuất được 
17.800 con cá Chiên giống, tăng gần 9.000 con so với 2017 
và tăng 17.560 con so với 2015. Tuyên Quang có lợi thế về 
mặt nước nuôi thủy sản, chủ động được con giống, chủ động 
công nghệ, kỹ thuật nuôi, song còn hạn chế thông tin về bệnh 
cũng như quản lý phòng, trị bệnh ở cá Chiên trong suốt vụ 
nuôi. Một số loài cá như cá Tra, Basa, Lăng đã được nghiên 
cứu xác định nguyên nhân gây ra bệnh gan thận mủ, trắng 

đuôi và xuất huyết, lở loét [1], trong khi đó còn thiếu các 
nghiên cứu về bệnh của cá Chiên. Do đó, cán bộ địa phương 
cũng như hộ nuôi còn lúng túng và gặp nhiều khó khăn trong 
phòng trị bệnh, điều này ảnh hưởng đến năng suất thu hoạch 
và gây thiệt hại kinh tế cho hộ nuôi. Chính vì vậy, mục tiêu 
của nghiên cứu này nhằm xác định tác nhân gây bệnh cho cá 
Chiên nuôi lồng có biểu hiện bệnh lý xuất huyết, lở loét ở 
thân, làm cơ sở khoa học để tiếp tục nghiên cứu các giải pháp 
giảm thiểu thiệt hại do bệnh gây ra.

Địa điểm, thời gian và phương pháp nghiên cứu

Địa điểm và thời gian

Cá Chiên thu tại lồng nuôi ở 2 huyện Na Hang, Hàm 
Yên và TP Tuyên Quang, tỉnh Tuyên Quang. Mẫu cá được 
phân tích tại Trung tâm Quan trắc môi trường và bệnh thủy 
sản miền Bắc (CEDMA) thuộc Viện Nghiên cứu Nuôi trồng 
Thủy sản I. Thời gian thực hiện từ tháng 7-12 năm 2018.

Thí nghiệm gây nhiễm vi khuẩn lên cá Chiên được bố trí 
triển khai tại Phòng thí nghiệm ướt thuộc CEDMA.

Mẫu cắt kính hiển vi điện tử thực hiện tại Phòng thí 
nghiệm siêu cấu trúc - Trung tâm Nghiên cứu y sinh, Viện 
Vệ sinh Dịch tễ Trung ương.

Tác nhân gây bệnh xuất huyết ở cá Chiên (Bagarius yarrelli) 
nuôi lồng tại Tuyên Quang và đề xuất biện pháp phòng trị 

Trương Thị Mỹ Hạnh1*, Nguyễn Thị Hạnh1, Phạm Thị Yến1, Lê Thị Mây1, 
Nguyễn Quang Nghĩa2, Phan Thị Vân1, Phạm Thị Thanh1

1Viện Nghiên cứu Nuôi trồng Thủy sản I
2Trung tâm Thủy sản Tuyên Quang

Ngày nhận bài 23/4/2019; ngày chuyển phản biện 29/4/2019; ngày nhận phản biện 17/6/2019; ngày chấp nhận đăng 5/7/2019

Tóm tắt:

Cá Chiên (Bagarius yarrelli) là 1 trong số 5 loài cá quý (Chiên, Lăng, Rầm xanh, Anh vũ và Bỗng), có giá trị kinh 
tế cao, đồng thời là đối tượng nuôi lồng chủ lực tại Tuyên Quang nói riêng, một số tỉnh phía Bắc nói chung. Tuyên 
Quang có lợi thế về mặt nước nuôi thủy sản, chủ động con giống, công nghệ, kỹ thuật nuôi, song còn hạn chế thông 
tin về bệnh ở cá Chiên. Mục đích của nghiên cứu này nhằm xác định tác nhân gây bệnh xuất hiện phổ biến ở cá 
Chiên nuôi lồng tại địa phương. Phương pháp nuôi cấy, phân lập và gây nhiễm nhân tạo đã được áp dụng trong 
nghiên cứu. Kết quả cho thấy, Aeromonas hydrophila là tác nhân gây bệnh ở cá Chiên với biểu hiện bệnh lý như: 
đốm đỏ, loét, xuất huyết ở thân, ruột không có thức ăn, gan sưng huyết, ổ bụng chứa nhiều dịch. A. hydrophila có 
độc lực cao, gây chết cá 100% trong 3 ngày ở nồng độ gây nhiễm 104-106 cfu/ml. Ở nồng độ 103 cfu/ml, A. hydrophila 
gây chết cá thí nghiệm với biểu hiện loét phần bụng và gan thận sưng huyết, tỷ lệ chết cộng dồn tăng dần theo thời 
gian từ 47,6% ở ngày thứ 2, tăng lên 90,5% ở ngày thứ 4 và 100% ngày thứ 5.

Từ khóa: Aeromonas hydrophila, cá Chiên (Bagarius yarrelli), Tuyên Quang.

Chỉ số phân loại: 4.5

*Tác giả liên hệ: Email: truongmyhanh@gmail.com
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Phương pháp thu và phân tích mẫu

Phương pháp thu mẫu: mẫu cá Chiên nuôi lồng có biểu 
hiện xuất huyết, lở loét được thu để phân tích. Cá thu và phân 
tích ở giai đoạn nuôi thương phẩm có kích thước dao động từ 
0,05-1,5 kg, phụ thuộc vào thời điểm thả cá và chế độ chăm sóc 
cá của chủ lồng nuôi. Giải phẫu cá tại điểm thu và cấy mẫu gan, 
thận, lách lên môi trường nuôi cấy cơ bản Tryptic Soy Agar 
(TSA) và môi trường chọn lọc Rimler Shotts agar (RS).

Phương pháp phân tích vi khuẩn: đĩa môi trường nuôi cấy 
vi khuẩn từ mô gan, thận và lách của cá Chiên được chuyển về 
phòng thí nghiệm và ủ trong điều kiện nhiệt độ 28-290C trong 
24-36h. Vi khuẩn được phân lập định danh loài thông qua kết quả 
nhuộm gram, dãy phản ứng sinh hóa của bộ kít API 20E, kết quả 
được tra trên phần mềm Apiweb TM-API 20E (https://apiweb.
biomerieux.com/servlet/Authenticate?action=prepareLogin). 

Phương pháp thử khả năng kháng khuẩn: kháng sinh đồ 
được lập đối với vi khuẩn thu được từ mẫu cá Chiên bằng 
phương pháp kháng sinh đồ khuyếch tán trên đĩa thạch của 
Kirby-Bauer. Đo đường kính vòng vô khuẩn (mm): dựa vào 
chuẩn đường kính của vòng vô khuẩn theo tài liệu “The 
Clinical and Laboratory Standards Institute” [CLSI (former 
NCCLS M31-A2)] của Anonymous (2006) nhằm xác định loại 
kháng sinh nhạy, nhạy trung bình và kháng. Trong đó đường 
kính vòng vô khuẩn ≥16 mm là nhạy: S (sensitive), 12-15 
mm là nhạy trung bình: M (medium) và ≤11 mm là kháng: R 
(resistant).

Phương pháp kính hiển vi điện tử: mẫu cắt kính hiển vi 
điện tử được cố định trong dung dịch glutanum-andehyt 2,5%, 
pha trong dung dịch đệm cacodylat 0,1 M (pH=7,2-7,4) và bảo 
quản lạnh ở 40C trước khi chuyển đến phân tích tại Phòng thí 
nghiệm siêu cấu trúc, Trung tâm Nghiên cứu y sinh, Viện Vệ 
sinh Dịch tễ Trung ương.

Để khẳng định vi khuẩn thu được từ mẫu cá Chiên bị bệnh 
là tác nhân gây bệnh, tiến hành gây nhiễm vi khuẩn thu được 
từ cá bệnh lên cá khỏe, sau đó tái phân lập lại vi khuẩn ở cá 
gây nhiễm từ các lô thí nghiệm. Các bước gây nhiễm được mô 
tả ở hình 1.

The causative agent 
of hemorrhagic disease 

in giant devil catfish (Bagarius yarrelli) 
in cage culture at Tuyen Quang 

province and proposing preventive 
and treatment measures
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Abtract:

Giant devil catfish (Bagarius yarrelli) is one of the five 
precious fish species which bring high economic values 
and are popularly cultured in cage in the northern 
mountainous provinces as well. Tuyen Quang province 
has the advantages of water sources for aquaculture 
breed availability, technology, and farming techniques, 
but has limited information of pathogens in giant 
devil catfish. Therefore, this study aims to determine 
common pathogens in giant devil catfish during cage 
culture in this province. Bacterial culture, isolation, 
identification, and infection experiment were applied 
for this study. The results showed that Aeromonas 
hydrophila was the causative agent of hemorrhagic 
disease in giant devil catfish with such clinical signs as 
red spots, ulcers, hemorrhage in skin and liver, empty 
stomach, and abdomen containing fluids. A. hydrophila 
had high virulence, causing mortality upto 100% in 3 
days at the dose of 104-106 cfu/ml. At the concentration of 
103 cfu/ml, A. hydrophila can cause the death of 
experimental fish with signs of abdominal ulcer, liver and 
kidney hemorrhage. The mortality increases gradually 
over time from 47.6% at day 2 to 90.5% at day 4 and 
reached 100% at day 5 post challenge.

Keywords: Aeromonas hydrophila, giant devil catfish 
(Bagarius yarrelli), Tuyen Quang province.

Classification number: 4.5
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Để khẳng định vi khuẩn thu được từ mẫu cá Chiên bị bệnh là tác nhân gây bệnh, 
tiến hành gây nhiễm vi khuẩn thu được từ cá bệnh lên cá khỏe, sau đó tái phân lập lại vi 
khuẩn ở cá gây nhiễm từ các lô thí nghiệm. Các bước gây nhiễm được mô tả ở hình 1. 

 

Hình 1 . Sơ đồ các bước gây nhiễm vi khuẩn lên cá Chiên . 

 Cá trong mô hình thí nghiêm được nuôi thuần 7 ngày trước khi tiến hành gây nhiễm. 
Ở lô đối chứng, cá nuôi bình thường không có tác động nào của vi khuẩn. Ở lô thí nghiệm, 
sau 7 ngày nuôi thuần, cá được ngâm 2h trong các bể có mật độ vi khuẩn A. hydrophila 
khác nhau lần lượt từ 103-106, mỗi nồng độ chứa 7 cá thể. Sau 2h, chúng được chuyển vào 
bể thí nghiệm nuôi theo dõi bình thường. Thí nghiệm được bố trí trong điều kiện nhiệt độ 
25-270C, pH=7,3-7,5, có sục khí và nước luôn chảy tràn liên tục để tạo dòng chảy, không 
để xảy ra hiện tượng nước đứng trong quá trình thí nghiệm.  

 Theo dõi, ghi lại số cá có biểu hiện bất thường, chết ở các lô thí nghiệm. Song song 
với đó tiến hành thu mẫu cá tái phân lập vi khuẩn để xác định có hay không vi khuẩn thu 
được trùng với vi khuẩn đã pha vào nước ngâm cá; kiểm tra trên kính hiển vi điện tử mẫu 
gan cá xác định có hay không sự hiện diện của vi khuẩn. 

Kết quả nghiên cứu và th ảo luận 

Đặc điểm bệnh lý của cá nhi ễm khuẩn A. hydrophila 

 Kết quả quan sát dấu hiệu bệnh lý cá bệnh cho thấy: cá gi ảm ăn, yếu, bơi lờ đờ tầng 
mặt. Ở những mẫu cá nhiễm bệnh nặng trên thân xuất hiện các tổn thương như xuất huyết, 
loét đỏ với các đốm to nhỏ khác nhau. Tổn thương chủ yếu tập trung ở vùng miệng, đầu và 

Thí nghiệm Đối chứng 

Lặ
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Chuyển vào nuôi ở 5 lô khác nhau tương ứng 5 nồng độ 

Theo dõi ghi chép biểu hiện bệnh lý, tỷ lệ chết của cá thí nghiệm 

Thu mẫu, tái phân lập vi khuẩn 

Kết luận tác nhân gây bệnh 

Hình 1. Sơ đồ các bước gây nhiễm vi khuẩn lên cá Chiên.
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Cá trong mô hình thí nghiêm được nuôi thuần 7 ngày 
trước khi tiến hành gây nhiễm. Ở lô đối chứng, cá nuôi bình 
thường không có tác động nào của vi khuẩn. Ở lô thí nghiệm, 
sau 7 ngày nuôi thuần, cá được ngâm 2h trong các bể có mật 
độ vi khuẩn A. hydrophila khác nhau lần lượt từ 103-106, 
mỗi nồng độ chứa 7 cá thể. Sau 2h, chúng được chuyển vào 
bể thí nghiệm nuôi theo dõi bình thường. Thí nghiệm được 
bố trí trong điều kiện nhiệt độ 25-270C, pH=7,3-7,5, có sục 
khí và nước luôn chảy tràn liên tục để tạo dòng chảy, không 
để xảy ra hiện tượng nước đứng trong quá trình thí nghiệm. 

Theo dõi, ghi lại số cá có biểu hiện bất thường, chết ở 
các lô thí nghiệm. Song song với đó tiến hành thu mẫu cá 
tái phân lập vi khuẩn để xác định có hay không vi khuẩn thu 
được trùng với vi khuẩn đã pha vào nước ngâm cá; kiểm 
tra trên kính hiển vi điện tử mẫu gan cá để xác định có hay 
không sự hiện diện của vi khuẩn.

Kết quả nghiên cứu và thảo luận

Đặc điểm bệnh lý của cá nhiễm khuẩn A. hydrophila

Kết quả quan sát dấu hiệu bệnh lý cá bệnh cho thấy: cá 
giảm ăn, yếu, bơi lờ đờ tầng mặt. Ở những mẫu cá nhiễm 
bệnh nặng trên thân xuất hiện các tổn thương như xuất huyết, 
loét đỏ với các đốm to nhỏ khác nhau. Tổn thương chủ yếu 
tập trung ở vùng miệng, đầu và các gốc vây (hình 2). Biểu 
hiện nội tạng khi giải phẫu nhận thấy ruột không có thức 
ăn, gan sưng huyết, ổ bụng chứa nhiều dịch. Ghi nhận của 
cá bệnh trong nghiên cứu này trùng hợp với kết quả nghiên 
cứu biểu hiện bệnh lý của một số loài cá da trơn nhiễm A. 
hydrophila như cá Lăng (Ictalurus punctatus) [1-3], cá Tra 
(Pangasianodon hypophthalmus) [4], Lươn [5].
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các gốc vây (hình 2). Biểu hiện nội tạng khi giải phẫu nhận thấy ruột không có thức ăn, gan 
sưng huyết, ổ bụng chứa nhiều dịch. Ghi nhận của cá bệnh trong nghiên cứu này trùng hợp 
với kết quả nghiên cứu biểu hiện bệnh lý của một số loài cá da trơn nhiễm A. hydrophila như 
cá Lăng (Ictalurus punctatus) [1-3], cá Tra (Pangasianodon hypophthalmus) [4], Lươn [5]. 

  
Hình 2. Dấu hiệu bệnh lý của cá Chiên nhiễm khuẩn (A. hydrophila). (A) xuất hiện tổn 
thương xuất huyết, loét ở vùng đầu, miệng; (B) xuất huyết, loét ở gốc vây. 

Phân lập và định danh vi khuẩn ở mẫu cá Chiên bị bệnh   

Tổng số 84 mẫu cá Chiên được thu vào tháng 7, 8, 9, 11 và 12, trong đó có 48 mẫu 
cá có biểu hiện bất thường với dấu hiệu như ruột không có thức ăn, xuất huyết, loét đốm 
đỏ… và 36 mẫu cá Chiên không có biểu hiện bất thường (bảng 1).  

Bảng 1. Số mẫu và biểu hiện bệnh lý điển hình mẫu phân tích trong nghiên cứu. 
TT Dấu hiệu bệnh lý của mẫu thu phân tích Số mẫu thu Kết quả phân lập 

1 Ruột không có thức ăn, gốc vây xuất huyết 8 Aeromonas hydrophila 

2 Ruột không có thức ăn, trên thân xuất hiện các điểm 
xuất huyết, loét đốm đỏ ở thân, vùng đầu miệng 19 Aeromonas hydrophila 

3 Ruột không có thức ăn, khoang bụng chứa nhiều dịch, 
gan sưng huyết 9 Aeromonas hydrophila 

4 Ruột không có thức ăn, màu sắc gan không đồng đều, 
vùng sưng huyết đỏ, vùng nhợt nhạt 12 Aeromonas hydrophila 

5 Cá không có biểu hiện bất thường 36 - 

Tổng số mẫu thu phân tích 84  

Ghi chú: “-” mẫu có kết quả âm tính với chỉ tiêu phân tích vi khuẩn. 

 Kết quả nuôi cấy, phân lập vi khuẩn ở gan và thận của mẫu cá có biểu hiện mô tả 
tại bảng 1 cho thấy, đối với mẫu cá có dấu hiệu bất thường như ruột không có thức ăn, 
gốc vây xuất huyết, xuất hiện đốm loét đỏ hay xuất huyết ở thân, vùng đầu miệng, 
khoang bụng chứa nhiều dịch, gan sưng huyết hay màu sắc gan không đồng đều, đã phân 
lập được cùng 1 loài vi khuẩn trùng khớp đến 99,9% với A. hydrophila khi tra đặc điểm 

(A) (B) 

Hình 2. Dấu hiệu bệnh lý của cá Chiên nhiễm khuẩn (A. 
hydrophila). (A) xuất hiện tổn thương xuất huyết, loét ở vùng 
đầu, miệng; (B) xuất huyết, loét ở gốc vây.

Phân lập và định danh vi khuẩn ở mẫu cá Chiên bị 
bệnh  

Tổng số 84 mẫu cá Chiên được thu vào tháng 7, 8, 9, 11 
và 12, trong đó có 48 mẫu cá có biểu hiện bất thường với 
dấu hiệu như ruột không có thức ăn, xuất huyết, loét đốm 
đỏ… và 36 mẫu cá Chiên không có biểu hiện bất thường 
(bảng 1). 

Bảng 1. Số mẫu và biểu hiện bệnh lý điển hình mẫu phân tích 
trong nghiên cứu.

TT Dấu hiệu bệnh lý của mẫu thu 
phân tích

Số 
mẫu 
thu

Kết quả phân lập

1 Ruột không có thức ăn, gốc vây 
xuất huyết 8 Aeromonas hydrophila

2
Ruột không có thức ăn, trên thân 
xuất hiện các điểm xuất huyết, loét 
đốm đỏ ở thân, vùng đầu miệng

19 Aeromonas hydrophila

3 Ruột không có thức ăn, khoang bụng 
chứa nhiều dịch, gan sưng huyết 9 Aeromonas hydrophila

4
Ruột không có thức ăn, màu sắc gan 
không đồng đều, vùng sưng huyết 
đỏ, vùng nhợt nhạt

12 Aeromonas hydrophila

5 Cá không có biểu hiện bất thường 36 -

Tổng số mẫu thu phân tích 84

Ghi chú: “-” mẫu có kết quả âm tính với chỉ tiêu phân tích vi khuẩn.

Kết quả nuôi cấy, phân lập vi khuẩn ở gan và thận của 
mẫu cá có biểu hiện mô tả tại bảng 1 cho thấy, đối với mẫu 
cá có dấu hiệu bất thường như ruột không có thức ăn, gốc 
vây xuất huyết, xuất hiện đốm loét đỏ hay xuất huyết ở 
thân, vùng đầu miệng, khoang bụng chứa nhiều dịch, gan 
sưng huyết hay màu sắc gan không đồng đều, đã phân lập 
được cùng 1 loài vi khuẩn trùng khớp đến 99,9% với A. 
hydrophila khi tra đặc điểm sinh hóa từ kít API 20E trên 
phần mềm Apiweb TM-API 20E. Trong khi đó, các mẫu 
không có dấu hiệu bất thường đều cho kết quả âm tính với 
vi khuẩn. A. hydrophila là loài vi khuẩn xuất hiện phổ biến, 
thường trực trong môi trường nước ngọt nuôi thủy sản và 
có thể gây ra tổn thất lớn khi là tác nhân gây bệnh cho cá 
[6]. Cá nuôi bị bệnh do A. hydrophila gây ra được ghi nhận 
có 2 dạng phổ biến: xuất huyết cấp tính đặc trưng bởi phù 
nề toàn thân, xuất huyết, hoại tử có chiều hướng lan rộng 
bắt đầu từ 1 điểm nhỏ ban đầu và xuất huyết nội tạng (gan, 
lách, thận); và hội chứng loét mãn tính được đánh dấu bằng 
sự hình thành của loét ăn sâu từ da xuống cơ cá [7, 8].

Hình 3. Vi khuẩn A. hydrophila phân lập từ cá Chiên bị bệnh. 
(A) hình thái khuẩn lạc mọc trên TSA; (B) hình thái vi khuẩn 
nhuộm gram; (C) đặc điểm sinh hóa của vi khuẩn.
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sinh hóa từ kít API 20E trên phần mềm Apiweb TM-API 20E, . trong Trong khi đó các 
mẫu không có dấu hiệu bất thường đều cho kết quả âm tính với vi khuẩn. A. hydrophila 
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trưng bởi phù nề toàn thân, xuất huyết, hoại tử có chiều hướng lan rộng bắt đầu từ 1 điểm 
nhỏ ban đầu và xuất huyết nội tạng (gan, lách, thận); và hội chứng loét mãn tính được 
đánh dấu bằng sự hình thành của loét ăn sâu từ da xuống cơ cá [7, 8]. 

  

 
Hình 3. Vi khuẩn Aeromonas A. hydrophila phân lập từ cá Chiên bị bệnh. (A) hình thái 
khuẩn lạc mọc trên TSA; (B) hình thái vi khuẩn nhuộm gram; (C) đặc điểm sinh hóa của vi khuẩn. 

Trong nghiên cứu này, A. hydrophila thu được ở gan, thận cá Chiên bệnh có đặc 
điểm chính sau: khuẩn lạc mọc trên môi trường TSA sau 24h ủ ở nhiệt độ 28-290C với sự 
xuất hiện của khuẩn lạc tròn lồi, rìa nhẵn và màu trắng sữa (hình 3A), trong khi đó ở môi 
trường RS khuẩn lạc có hình dạng tròn, lồi, màu vàng. Kết quả này trùng hợp với các 
nghiên cứu trước đây khi chỉ ra khuẩn lạc của A. hydrophila có dạng hình tròn, màu trắng 
sữa trên môi trường dinh dưỡng TSA [9] và có màu vàng trên môi trường RS do chúng có 
khả năng lên men 2 loại đường sacrose và mantol [10]. Rõ ràng A. hydrophila phân lập 
được trong nghiên cứu này có tính chất lên men 2 loại đường sacrose và mantol với kết quả 
phản ứng màu vàng ở thanh kít API 20E (hình 3C). Bên cạnh đó, kỹ thuật nhuộm gram cho 
thấy hình thái vi khuẩn A. hydrophila có dạng trực khuẩn, thuộc nhóm vi khuẩn gram âm, 
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Trong nghiên cứu này, A. hydrophila thu được ở gan, 
thận cá Chiên bệnh có đặc điểm chính sau: khuẩn lạc mọc 
trên môi trường TSA sau 24h ủ ở nhiệt độ 28-290C với sự 
xuất hiện của khuẩn lạc tròn lồi, rìa nhẵn và màu trắng sữa 
(hình 3A), trong khi đó ở môi trường RS khuẩn lạc có hình 
dạng tròn, lồi, màu vàng. Kết quả này trùng hợp với các 
nghiên cứu trước đây khi chỉ ra khuẩn lạc của A. hydrophila 
có dạng hình tròn, màu trắng sữa trên môi trường dinh dưỡng 
TSA [9] và có màu vàng trên môi trường RS do chúng có 
khả năng lên men 2 loại đường sacrose và mantol [10]. Rõ 
ràng A. hydrophila phân lập được trong nghiên cứu này có 
tính chất lên men 2 loại đường sacrose và mantol với kết 
quả phản ứng màu vàng ở thanh kít API 20E (hình 3C). Bên 
cạnh đó, kỹ thuật nhuộm gram cho thấy hình thái vi khuẩn A. 
hydrophila có dạng trực khuẩn, thuộc nhóm vi khuẩn gram 
âm, với khả năng bắt màu hồng của thuốc nhuộm safranin 
(hình 3B), kết quả trùng khớp với nghiên cứu của Nicky 
B. Buller (2004) khi chỉ ra A. hydrophila có dạng hình que 
ngắn, thẳng, bắt màu hồng sau khi nhuộm gram với bộ 4 
loại thuốc lần lượt là 1-Crystal Violet, 2-Lugol, 3-Aceton và 
4-Safranin [11].

Khi cá nuôi nhiễm tác nhân gây bệnh là vi khuẩn, biện 
pháp trị bệnh thường áp dụng là kháng sinh, tuy nhiên để 
đưa ra loại thuốc nào có hiệu quả diệt khuẩn cao, cần áp 
dụng phương pháp lập kháng sinh đồ, tránh trường hợp sử 
dụng thuốc theo cảm tính, kinh nghiệm. Vấn đề này đã được 
khắc phục và thực hiện trong nghiên cứu này. Kết quả cho 
thấy, 7/8 loại kháng sinh thử đều không có khả năng kháng 
khuẩn hoặc có nhưng ở mức trung bình và yếu, chỉ có duy 
nhất kháng sinh Doxycycline có hiệu quả diệt khuẩn cao đối 
với vi khuẩn A. hydrophila thu được với đường kính vòng 
kháng khuẩn trung bình đạt 26,5±1,1 mm (bảng 2).

Bảng 2. Khả năng kháng khuẩn của kháng sinh đối với vi khuẩn 
A. hydrophila.

TT Tên thuốc kháng sinh Đường kính vòng 
kháng  khuẩn (mm)

Khả năng 
kháng khuẩn

1          Tetracyclin 12,6±2,9 M

2 Ornithin 0 R

3 Ampicycline 0 R

4 Novobiocin 5,5±1,8 R

5 Trimethoprin -  sulfamethoxazol 15,6±1,4 M

6 Doxycycline 26,5±1,1 S

7 Neomycin 7,5±1,7 R

8 Erythromycin 10,2±2,9 R

Gây nhiễm A. hydrophila lên cá Chiên 

Kết quả nghiên cứu chỉ rõ, A. hydrophila có độc lực cao 
đối với cá Chiên. Ở cả 3 nồng độ gây nhiễm 104, 105 và 106 

cfu/ml cá có tỷ lệ chết 100% ở ngày thứ 3 sau khi gây nhiễm, 
đặc biệt ở nồng độ 106 cfu/ml cá chết 100% ngay ở ngày thứ 
2. Ở nồng độ thấp hơn (103 cfu/ml) tỷ lệ chết kéo dài theo 

thời gian từ ngày thứ 2 đến ngày thứ 5 sau khi gây nhiễm 
(47,6-100%). Biểu hiện bệnh lý đã không được ghi nhận 
ở lô gây nhiễm 104-106 cfu/ml, điều này được lý giải do vi 
khuẩn có độc lực mạnh, cá chết nhanh khi chưa kịp có biểu 
hiện bệnh lý, nhận định này trùng hợp với nghiên cứu của 
Sarker và cs (2016) [12]. Tuy nhiên, ở lô thí nghiệm 103 cfu/
ml cá có biểu hiện loét phần bụng và gan thận sưng huyết 
(hình 4A), đồng thời kết quả tái phân lập A. hydrophila ở 
các lô gây nhiễm đều cho kết quả 100% là A. hydrophila. 
Trong khi đó, lô đối chứng âm (không gây nhiễm vi khuẩn) 
cá phát triển bình thường, phản xạ nhanh khi có tiếng động 
trong suốt 8 ngày thí nghiệm, kết quả phân lập vi khuẩn 
(bao gồm A. hydrophila) ở các ngày 3, 5 và 7 đều âm tính 
(bảng 3). 

Hình 4. Kết quả gây nhiễm A. hydrophila lên cá Chiên. (A) biểu 
hiện lở loét vùng thân, gan sưng huyết của cá gây nhiễm; (B) hình 
thái khuẩn lạc trên Rimler Shotts agar; (C) hình ảnh vi khuẩn 
dưới kính hiển vi điện tử; (D) đặc điểm sinh hóa của vi khuẩn.

Bảng 3. Tỷ lệ (%) mẫu tái phân lập A. hydrophila trong quá 
trình thí nghiệm.

TT Ngày thí 
nghiệm

Tỷ lệ A. hydrophila tái phân lập từ thí nghiệm gây 
nhiễm (%) - Mật đô vi khuẩn gây nhiễm (cfu/ml) Đối 

chứng
106 105 104 103

1 2 100 100 # # #

2 3 # # 100 100 0

3 5 # # # 100(1) 0

4 7 Kết thúc thí nghiệm ngày thứ 3 # 0

Ghi chú: #: không thu mẫu phân tích, số mẫu mỗi lần phân tích n=3; 
(1): thu mẫu cắt kính hiển vi điện tử.
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ngày thí nghiệm, kết quả phân lập vi khuẩn (bao gồm A. hydrophila) ở các ngày 3, 5 và 7 
đều âm tính (bảng 23).  
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Bảng 23. Tỷ lệ (%) mẫu tái phân lập A. hydrophila trong quá trình thí nghiệm. 

TT Ngày thí nghiệm 
Tỷ lệ A. hydrophila tái phân lập từ thí nghiệm gây nhiễm (%) - 
Mật đô vi khuẩn gây nhiễm (cfu/ml) Đối 

chứng 
106 105 104 103 

1 2 100 100 # # # 
2 3 # # 100 100 0 
3 5 # # # 100(1) 0 
4 7 Kết thúc thí nghiệm ngày thứ 3 # 0 

(A) 

(B) (C) 

(D) 
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Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã lựa chọn hình thức 
gây nhiễm là ngâm - phương pháp được xem là mô tả một 
cách hiệu quả và gần nhất với con đường lây nhiễm tự nhiên 
của vi khuẩn nói chung và A. hydrophila nói riêng lên cá 
Chiên nuôi, đây là phương pháp được nhiều tác giả ứng 
dụng [12, 13]. Kết quả thí nghiệm gây nhiễm cho thấy, tổn 
thương quan sát được ở cá Chiên trong thí nghiệm ngâm 
trong nước chứa A. hydrophila tương tự như biểu hiện bệnh 
lý đã ghi nhận được ở cá Chiên bị bệnh nuôi tại vùng nghiên 
cứu (tổn thương loét ở thân, sưng huyết gan thận) (hình 4A), 
bên cạnh đó cá có biểu hiện bất thường trong thí nghiệm 
được thu tái phân lập vi khuẩn cho kết quả 100% mẫu là A. 
hydrophila thông qua hình ảnh khuẩn lạc mọc trên RS, hình 
thái vi khuẩn nhuộm gram và phản ứng sinh hóa trong kít 
API 20E (bảng 3 và hình 4B, D).

A. hydrophila được biết đến là chủng vi khuẩn có độc 
lực cao đối với cá nuôi nước ngọt, đặc biệt cá da trơn. 
Các thí nghiệm gây nhiễm đã chỉ ra A. hydrophila có độc 
lực gây chết cá Lăng với tỷ lệ cao (>90%) ở nồng độ gây 
nhiễm 2x107 cfu/ml trong thời gian 48h ở điều kiện nhiệt độ 
27±10C, với tổn thương ở vùng thân dễ nhận thấy như xuất 
huyết, đỏ ở da, các gốc vây. Hơn nữa, thí nghiệm đã ghi 
nhận có tỷ lệ cá chết khác nhau (p<0,05) khi thời gian ngâm 
cá trong môi trường nước chứa vi khuẩn khác nhau (15 và 
60 phút) [13]. Một nghiên cứu khác đã chỉ ra, A. hydrophila 
gây chết 100% cá Nheo trong suốt 7 ngày gây nhiễm, trong 
khi đó các chủng vi khuẩn khác gây chết với tỷ lệ thấp, lần 
lượt A. sobria (0%), Plesiomonas shigelloides (20%) [14].

Ở ngày thứ 5, mẫu cá Chiên thí nghiệm có biểu hiện 
bệnh lý ở lô gây nhiễm 103 cfu/ml được thu tái phân lập A. 
hydrophila, đồng thời cắt kính hiển vi điện tử. Kết quả thu 
được hình ảnh vi khuẩn có kích thước dài 1,84 và rộng 0,59 
µm (hình 4C), đây là kích thước phù hợp nằm trong khoảng 
kích thước của A. hydrophila (0,3-1,0 µm rộng và 1,0-3,5 
µm dài) được nhiều nghiên cứu chỉ ra [11, 15].

Kết luận

Vi khuẩn A. hydrophila là tác nhân gây bệnh ở cá Chiên 
với biểu hiện bệnh lý ngoài điển hình như: đốm đỏ, loét, 
xuất huyết ở thân (đặc biệt vùng đầu, miệng, gốc vây) và 
biểu hiện trong nội tạng khi giải phẫu là ruột không có thức 
ăn, gan sưng huyết, ổ bụng chứa nhiều dịch.

A. hydrophila có độc lực cao, ở nồng độ 104-106 cfu/ml 
gây chết cá cấp tính, không có dấu hiệu bệnh lý trong 3 ngày. 
Ở nồng độ 103 cfu/ml, A. hydrophila gây chết cá thí nghiệm 
với biểu hiện loét phần bụng và gan thận sưng huyết, tỷ lệ 
chết cộng dồn tăng dần theo thời gian từ 47,6% ở ngày thứ 
2, tăng lên 90,5% ở ngày thừ 4 và 100% ngày thứ 5.

Kháng sinh Doxycycline có tác dụng diệt khuẩn cao đối 
với chủng A. hydrophila phân lập được ở cá Chiên thu tại 
lồng nuôi ở các huyện Na Hang, Hàm Yên và TP Tuyên 
Quang, tỉnh Tuyên Quang.

Kiến nghị cần tiếp tục nghiên cứu sử dụng các hợp chất 
hoạt tính sinh học tự nhiên có tác dụng diệt khuẩn nhằm 
đánh giá khả năng phòng bệnh, làm cơ sở khoa học cho việc 
xây dựng biện pháp phòng trị bệnh cho cá Chiên nuôi theo 
hướng thân thiện với môi trường. 
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Mở đầu

Hiện tượng lặp gen (gene duplication) được giả thuyết là 
cơ chế chính để nhân rộng các họ đa gen (multigene family) 
ở thực vật [1]. Cụ thể, khoảng 65% gen được giải mã trong 
genome thực vật đều có thể tìm thấy gen lặp của chúng [1]. 
Hiện tượng này được giải thích chủ yếu do sự trao đổi bất 
thường giữa những alen tương đồng tạo nên cặp gen lặp ở 
khoảng cách gần nhau và sự lặp của các vùng nhiễm sắc thể 
lớn (segmental duplication) [2]. Vì vậy, nghiên cứu về cơ 
chế nhân rộng của các họ gen có thể cho phép tìm hiểu về 
phân hóa chức năng cũng như cấu trúc của các gen này, đây 
là những dẫn liệu quan trọng nhằm đánh giá vai trò của gen 
liên quan đến đáp ứng bất lợi của môi trường. 

Ở thực vật, đường sucrose (đơn vị dự trữ năng lượng 
cơ bản trong tế bào) được vận chuyển chủ yếu nhờ nhóm 
protein SWEET. Trong đó, các gen mã hóa SWEET ở thực 
vật được chứng minh đóng vai trò trong nhiều quá trình 

quan trọng như trao đổi chất, đáp ứng bất lợi... [3]. Trước 
đây, họ gen gồm 21 thành viên, mã hóa protein SWEET đã 
được xác định ở đậu gà (Cicer arietinum) [3] - cây trồng 
quan trọng thứ hai trong họ Đậu được sử dụng phổ biến 
làm thực phẩm, thức ăn gia súc, nhiên liệu sinh học và cải 
tạo môi trường (cố định N2) [4-6]. Trong đó, hầu hết các 
gen CaSWEET đều có 6 exon [3]. Vì vậy, câu hỏi được đặt 
ra là họ gen CaSWEET được nhân rộng ra sao, và có tương 
tự như ở các loài thực vật khác hay không? Trong nghiên 
cứu này, cơ chế nhân rộng của họ gen CaSWEET ở Cicer 
arietinum đã được phân tích in silico. Cụ thể, các sự kiện lặp 
gen đã được dự đoán dựa trên sự tương đồng giữa các gen 
CaSWEET gần gũi. Sau đó, áp lực của chọn lọc tự nhiên và 
thời điểm xảy ra hiện tượng lặp gen đã được đánh giá. Cuối 
cùng, trình tự bảo thủ và các motif của họ SWEET đã được 
tìm hiểu. Kết quả của nghiên cứu này góp phần cung cấp 
những hiểu biết cơ bản về họ gen CaSWEET trong suốt quá 
trình tiến hóa của đậu gà. 

Dự đoán cơ chế lặp của họ gen mã hóa protein 
vận chuyển đường sucrose 

ở loài đậu gà (Cicer arietinum)
Chu Đức Hà1*, Chu Thị Bích Thủy1, 2, Phạm Thị Lý Thu1,

Phạm Phương Thu2, La Việt Hồng2

1Viện Di truyền nông nghiệp, VAAS
2Khoa Sinh - Kỹ thuật nông nghiệp, Trường Đại học Sư phạm Hà Nội 2

Ngày nhận bài 18/3/2019; ngày chuyển phản biện 22/3/2019; ngày nhận phản biện 2/5/2019; ngày chấp nhận đăng 3/6/2019

Tóm tắt: 

Ở thực vật, SWEET (sugars will eventually be exported transporter) là họ protein vận chuyển đường sucrose đóng 
vai trò quan trọng, tham gia vào nhiều quá trình sinh học thiết yếu trong tế bào. Trong nghiên cứu này, hiện tượng 
lặp của họ gen mã hóa SWEET ở cây đậu gà (Cicer arietinum) đã được phân tích thông qua các công cụ tin sinh học. 
Kết quả đã xác định được 6 sự kiện lặp trong họ gen CaSWEET ở đậu gà. 3/6 cặp gen lặp đều nằm trên các nhiễm 
sắc thể khác nhau, cho thấy hiện tượng lặp trên các vùng lớn của nhiễm sắc thể là cơ chế chính để nhân rộng họ gen 
CaSWEET tương tự như các loài thực vật khác. Phân tích cũng đã dự đoán rằng, sự sai khác trong cấu trúc của các 
gen lặp đã bị kìm hãm dưới áp lực của chọn lọc tự nhiên. Các sự kiện lặp được tính toán một cách tương đối xảy ra 
cách đây từ 23,06 đến 38,31 triệu năm trước. Vùng bảo thủ của họ CaSWEET đặc trưng bởi 7 domain TM và 7 trình 
tự motif. Kết quả của nghiên cứu đã cung cấp những dẫn liệu quan trọng về sự nhân rộng của họ gen CaSWEET, từ 
đó có thể đưa ra các giả thuyết về vai trò của các gen lặp đối với loài đậu gà.

Từ khóa: đậu gà, lặp gen, SWEET, tin sinh học.

Chỉ số phân loại: 4.6

*Tác giả liên hệ: Email: hachu_amser@yahoo.com
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Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

Genome và proteome của giống đậu gà kabuli ‘CDC 
Frontier’ [7] được khai thác trên Phytozome (https://
phytozome.jgi.doe.gov/) [8]. 

Trình tự protein, đoạn exon mã hóa (coding DNA 
sequence, CDS) và vùng gen (genomic sequence) của 21 
CaSWEET được khai thác từ nghiên cứu trước đây [3].

Phương pháp nghiên cứu

Phương pháp dự đoán sự kiện lặp gen: trình tự CDS 
(định dạng .fasta) của họ CaSWEET được sử dụng để so 
sánh trình tự tương đồng bằng công cụ ClustalX [9]. Mức 
độ tương đồng (%) của các trình tự CDS được tính toán 
bằng phần mềm BioEDIT [10]. Các bước tiến hành và thông 
số cài đặt được mô tả tương tự như trong nghiên cứu gần 
đây [11].   

Phương pháp xây dựng cây phân loại: trình tự protein 
(định dạng .fasta) của họ SWEET được khai thác để phân 
tích trình tự tương đồng và thiết lập cây quan hệ phát sinh 
bằng phần mềm MEGA [12]. Trong đó, cây phân loại được 
xây dựng trên phương pháp Neighbor-Joining (N-J), phân 
tích bootstrap với 1.000 lần lấy lại mẫu như trong nghiên 
cứu gần đây [11].   

Phương pháp xác định trị số thay thế đồng nghĩa và trái 
nghĩa: trị số thay thế đồng nghĩa (the number of synonymous 
substitutions per synonymous site - Ks) và trị số thay thế 
trái nghĩa (the number of nonsynonymous substitutions per 
non-synonymous site - Ka) của các sự kiện lặp gen của họ 
CaSWEET được dự đoán bằng cách truy vấn cặp CDS đã 
căn trình tự vào phần mềm DNAsp [13]. Thời điểm xảy 
ra sự kiện lặp gen (Y) được tính toán theo công thức Y = 
Ks/2λ, với λ = 6,5 × 10-9 (năm) [14].  

Phương pháp phân tích vùng bảo thủ và motif: vùng 
bảo thủ SWEET ở đậu gà được kết xuất từ phần mềm 
MEGA [12]. Kết quả minh họa trình tự tương đồng của họ 
CaSWEET được biểu diễn trên phần mềm BioEDIT [10]. 
Các motif đặc trưng được xác định bằng cách truy vấn trình 
tự protein (.fasta) trên phần mềm MEME [15]. Kích thước 
motif được giới hạn trong khoảng 6÷50 amino acid với tối 
đa 29 motif. 

Kết quả và thảo luận

Kết quả dự đoán hiện tượng lặp gen của họ gen 
CaSWEET ở đậu gà

Để dự đoán hiện tượng lặp trong họ gen CaSWEET ở 
đậu gà, trình tự CDS của các gen được căn trình tự trên 
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Abstract: 

In plants, SWEETs (sugars will eventually be exported 
transporters) are known as the major sucrose 
transporters that involve in various important biological 
processes. In this study, the gene duplication of the gene 
family encoding SWEETs in chickpea (Cicer arietinum) 
has been analysed based on the bioinformatics approach. 
As the results, a total of six duplication events occurring 
in the CaSWEET gene family in chickpea has been 
determined. Three (out of six) duplicated pairs were 
distributed on the distinct chromosomes, suggesting 
that the segmental duplication is considered as the 
major reason to explain the expansion of the CaSWEET 
gene family, as confirmed in many plant species. Our 
results also predicted that the purifying selection was 
appeared to maintain the preservation of SWEET 
proteins. These duplication events were calculated to 
approximately occur from 23.06 to 38.31 million years 
ago. Additionally, the conserved domain of CaSWEET 
consisted of seven TM units and seven specific motifs. 
Our study would provide a critical understanding of the 
expansion of CaSWEET genes, this could suggest the 
role of duplicated genes in chickpea plants. 

Keywords: bioinformatics, chickpea, gene duplication, 
SWEET.
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ClustalX [9] để đánh giá mức độ tương đồng bằng BioEDIT 
[10]. Trong nghiên cứu này, sự kiện gen lặp được định nghĩa 
là hai (hoặc nhiều gen) có trình tự nucleotide (CDS) tương 
đồng lớn hơn 70% như trong mô tả gần đây [16]. Kết quả đã 
xác định được 6 cặp gen lặp, có mức độ tương đồng cao hơn 
70% (bảng 1). Cụ thể, CaSWEET15 và CaSWEET17 là cặp 
gen lặp có mức độ tương đồng thấp nhất (đạt 72,6%), trong 
khi CaSWEET08 và CaSWEET09 là cặp gen lặp có tương 
đồng ở cấp độ nucleotide cao nhất (77,3%) (bảng 1). Trước 
đó, 6 cặp gen lặp đã được dự đoán trong họ MeSWEET ở 
sắn (Manihot esculenta) với mức độ tương đồng lớn hơn 
50% [11].  

Bảng 1. Hiện tượng lặp của họ gen CaSWEET ở đậu gà.

TT Cặp gen lặp Chr E H (%) Ka Ks Ka/Ks Y (mya)

1 CaSWEET01/CaSWEET21 Ca1/US - 73,5 0,246 0,450 0,547 34,58

2 CaSWEET06/CaSWEET07 Ca2/Ca2 T 75,6 0,199 0,382 0,520 29,41

3 CaSWEET08/CaSWEET09 Ca3/Ca3 T 77,3 0,231 0,300 0,770 23,06

4 CaSWEET10/CaSWEET12 Ca4/Ca5 S 74,8 0,243 0,388 0,626 29,83

5 CaSWEET11/CaSWEET16 Ca4/Ca5 S 73,3 0,244 0,498 0,490 38,31

6 CaSWEET15/CaSWEET17 Ca5/Ca6 S 72,6 0,292 0,420 0,695 32,33

TT: Số thứ tự, Chr: nhiễm sắc thể; US: vùng chưa chú giải; E: sự kiện lặp; 
T: lặp trong vùng lận cận trên cùng nhiễm sắc thể; S: lặp trong vùng lớn 
trên các nhiễm sắc thể; -: không xác định; H: mức độ tương đồng; Ka: giá 
trị thay thế trái nghĩa; Ks: giá trị thay thế đồng nghĩa; Y: thời điểm xảy ra 
hiện tượng lặp gen; mya: triệu năm về trước.

Phần lớn sự kiện lặp được dự đoán trong họ gen 
CaSWEET ở C. arietinum đều xảy ra trên các nhiễm sắc 
thể khác nhau (bảng 1). Cụ thể, 3 cặp gen lặp ‘CaSWEET10 
và CaSWEET12’, ‘CaSWEET11 và CaSWEET16’ lần 
lượt phân bố trên nhiễm sắc thể Ca4 và Ca5, trong khi 
‘CaSWEET15 và CaSWEET17’ nằm trên Ca5 và Ca6 (bảng 
1). 2 cặp gen khác là ‘CaSWEET06 và CaSWEET07’ và 
‘CaSWEET08 và CaSWEET09’ lần lượt cùng định vị trên 
nhiễm sắc thể Ca2 và Ca3, trong khi CaSWEET21 trong cặp 
gen lặp ‘CaSWEET01 và CaSWEET21’ chưa được chú giải 
trên genome của C. arietinum [7] như trong ghi nhận gần 
đây [3] (bảng 1). Có thể thấy rằng, cơ chế lặp của họ gen 
CaSWEET được diễn ra chủ yếu do hiện tượng lặp trên các 
vùng nhiễm sắc thể khác nhau (3/6 sự kiện lặp) (bảng 1). 
Trước đó, hiện tượng lặp trên các nhiễm sắc thể cũng được 
ghi nhận đóng vai trò chính trong sự nhân rộng của họ gen 
mã hóa SWEET ở sắn [11], đậu tương (Glycine max) [17], 
cao lương (Sorghum bicolor) [18], mía đường (Saccharum 
spp.) [19]. Điều này cho thấy hiện tượng lặp trên các nhiễm 
sắc thể là nguyên nhân chính cho sự nhân rộng của họ gen 
SWEET ở thực vật nói chung.  

Kết quả đánh giá vai trò của đột biến và chọn lọc tự 
nhiên đến quá trình lặp ở họ gen CaSWEET

Để đánh giá vai trò của đột biến và áp lực của chọn lọc 
tự nhiên đến quá trình lặp của họ gen CaSWEET, trị số Ka, 
Ks và tỷ lệ Ka/Ks giữa 6 cặp gen lặp đã được nghiên cứu. 
Cụ thể, tỷ lệ Ka/Ks<1, nghĩa là các đột biến điểm xảy ra 
trong cấu trúc gen bị kìm hãm, cặp gen có mức độ tương 
đồng cao, trong khi tỷ lệ này >1, cho thấy chọn lọc tự nhiên 
đã thúc đẩy sự hình thành gen mới. Kết quả phân tích giá trị 
Ka/Ks của 6 cặp gen lặp trên phần mềm DNAsp [13] được 
thể hiện ở bảng 1. 

Tất cả giá trị Ka/Ks của 6 sự kiện đều <1, cho thấy số 
lượng đột biến thay thế trái nghĩa (Ka) nhỏ hơn đột biến 
thay thế đồng nghĩa (Ks) trên các gen lặp (bảng 1). Kết quả 
cho thấy, hiện tượng đột biến điểm gây sai khác xảy ra trên 
CaSWEET đã bị kìm hãm dưới áp lực của chọn lọc tự nhiên, 
từ đó đảm bảo sự toàn vẹn trong cấu trúc của SWEET ở C. 
arietinum. Trước đây, giá trị Ka/Ks <1 cũng được ghi nhận 
ở 3/6 sự kiện lặp của họ MeSWEET ở sắn [11]. Ở đậu tương, 
vai trò kìm hãm sai khác của tiến hóa cũng được dự đoán ở 
phần lớn các sự kiện lặp (20/21) trong họ gen GmSWEET 
[17]. Những kết quả này đã chỉ ra rằng, trải qua quá trình 
tiến hóa, chọn lọc tự nhiên có thể đã gìn giữ sự toàn vẹn 
trong cấu trúc của họ gen SWEET nhằm đảm bảo chức năng 
của chúng ở phần lớn các loài thực vật.   

Cuối cùng, thời điểm xảy ra sự kiện lặp của họ gen 
CaSWEET được dự đoán một cách tương đối dựa trên công 
thức đã mô tả trước đây [14]. Các cặp gen CaSWEET lặp 
được xảy ra cách đây từ khoảng 23,06 (‘CaSWEET08 và 
CaSWEET09’) đến 38,31 triệu năm về trước (‘CaSWEET11 
và CaSWEET16’) (bảng 1). Điều này cho thấy, các cặp gen 
lặp của họ CaSWEET đều xảy ra sau sự kiện lặp genome 
ở phân họ đậu (Papilionoideae), được cho là diễn ra cách 
đây khoảng 58 triệu năm về trước [20]. Trong đó, nhóm 
Medicago truncatula, Lotus japonicus và C. arietinum tách 
biệt với nhánh Glycine max và đậu triều (Cajanus cajan) 
cách đây khoảng 54 triệu năm về trước [21].        

Kết quả phân tích vùng bảo thủ và trình tự motif đặc 
trưng của protein SWEET ở đậu gà

Trong nghiên cứu này, cấu trúc vùng bảo thủ và trình tự 
các motif đặc trưng của họ SWEET ở đậu gà lần lượt được 
phân tích trên MEGA [12] và MEME [15]. Kết quả xác định 
vùng bảo thủ và sự phân bố motif của họ SWEET được 
minh họa ở hình 1 và 2. 
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Dựa trên thuật toán căn trình tự tương đồng, vùng bảo thủ 
của họ SWEET ở đậu gà gồm 7 domain TM, trong đó có hai 
cặp lặp của 3 domain TM (‘TM1-TM2-TM3’ và ‘TM5-TM6-
TM7’) được xen kẽ bởi đoạn TM4 (hình 1). Đây là dạng cấu 
trúc đặc trưng của protein vận chuyển SWEET, đã được báo 
cáo trên đậu tương [17] và ở thực vật nói chung [22].

Phân tích cho thấy, họ SWEET ở đậu gà chứa rất đa 
dạng các vùng motif đặc trưng (hình 2A). Cụ thể, 7 motif 
đã được tìm thấy ở tất cả các SWEET ở đậu gà (hình 2A, 
B), trong khi một số motif khác xuất hiện ở các CaSWEET 
trong cùng nhánh phân loại (hình 2A). Trong khi đó, ở cải 
dầu (Brassica napus) chỉ ghi nhận 5 motif đặc trưng cho họ 

Hình 1. So sánh trình tự tương đồng của họ protein SWEET ở đậu gà.

Hình 2. Phân tích trình tự motif đặc trưng của họ SWEET ở đậu gà.
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BnSWEET [23]. Sự tương đồng về vùng bảo thủ (hình 1) và 
các trình tự motif đặc trưng (hình 2) của họ SWEET ở đậu 
gà có thể được giải thích do sự toàn vẹn về số lượng cũng 
như cấu trúc của các gen mã hóa (6 exon) đã được ghi nhận 
trong nghiên cứu trước đây [3].    

Kết luận

Đã xác định được 6 sự kiện lặp trong họ gen CaSWEET 
ở đậu gà. Phần lớn các cặp gen lặp nằm trên nhiễm sắc 
thể khác nhau, chứng tỏ quá trình lặp trên các nhiễm sắc 
thể là cơ chế chính giải thích cho sự nhân rộng của họ gen 
CaSWEET ở đậu gà.   

Tỷ lệ Ka/Ks của 6 sự kiện lặp ở họ gen CaSWEET nhỏ 
hơn 1, chứng tỏ chọn lọc tự nhiên đã kìm hãm sự sai khác 
trong cấu trúc của các gen lặp. Các sự kiện lặp được dự đoán 
xảy ra cách đây từ 23,06 đến 38,31 triệu năm về trước. 

Cấu trúc vùng bảo thủ của họ CaSWEET ở đậu gà chứa 
7 domain TM đặc trưng. Phân tích cũng đã chỉ ra 7 trình tự 
motif đặc trưng nhất cho các CaSWEET. 
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hoïc vaø söï caàn thieát cuûa vaán ñeà nghieân cöùu.

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

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

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

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

vaø baøn luaän.

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

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

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

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

xuaát caùc vaán ñeà tieáp tuïc nghieân cöùu.

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

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

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

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

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

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

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

Taïp chí.

3. Khoa hoïc y - döôïc

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

phaân loaïi lónh vöïc khoa hoïc

2. Khoa hoïc kyõ thuaät vaø coâng ngheä
2.1. 	 Kyõ thuaät daân duïng: kyõ thuaät kieán 

truùc; kyõ thuaät xaây döïng; kyõ thuaät 
keát caáu vaø ñoâ thò; kyõ thuaät giao 
thoâng vaän taûi; kyõ thuaät thuyû lôïi; kyõ 
thuaät ñòa chaát coâng trình

2.2. 	 Kyõ thuaät ñieän, kyõ thuaät ñieän töû, kyõ 
thuaät thoâng tin

2.3. 	 Kyõ thuaät cô khí, cheá taïo maùy
2.4. 	 Kyõ thuaät hoùa hoïc 
2.5. 	 Kyõ thuaät vaät lieäu vaø luyeän kim
2.6. 	 Kyõ thuaät y hoïc
2.7. 	 Kyõ thuaät moâi tröôøng
2.8. 	 Coâng ngheä sinh hoïc coâng nghieäp
2.9. 	 Coâng ngheä nano
2.10. Kyõ thuaät thöïc phaåm vaø ñoà uoáng
2.11. Caùc lónh vöïc khaùc cuûa khoa hoïc   

kyõ thuaät vaø coâng ngheä

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

nhieân

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

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

hội và nhân văn 
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