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Đặt vấn đề

Ung thư phổi là bệnh có tỷ lệ mắc và tử vong hàng đầu 
trong số các loại ung thư trên thế giới. Theo ghi nhận của 
Globocan năm 2018 [1], số ca mới mắc ung thư phổi trên 
toàn thế giới là 2,1 triệu ca, chiếm 11,6% tổng số ca mắc 
ung thư; số ca tử vong do ung thư phổi là 1,76 triệu ca, 
chiếm 18,4% số ca tử vong do ung thư. Tại Việt Nam, theo 
Globocan năm 2018 [2], tỷ lệ mới mắc ung thư phổi xếp 
thứ hai đối với nam giới (chiếm 18,4%, sau ung thư gan) và 
xếp thứ ba đối với nữ giới (chiếm 9,4%, sau ung thư vú, ung 
thư đại trực tràng), có 164.671 ca mắc mới ung thư phổi và 
114.871 người tử vong vì căn bệnh này. Trong bối cảnh đó, 
việc phát triển các phương pháp điều trị mới cũng như phối 
hợp các phương pháp điều trị nhằm nâng cao hiệu quả, cải 
thiện chất lượng sống, thời gian sống thêm không bệnh và 
sống thêm toàn thể với bệnh nhân ung thư phổi là điều hết 
sức có ý nghĩa.

Trên thế giới, liệu pháp tế bào miễn dịch tự thân sử dụng 
tế bào lympho γδT được phát triển để điều trị nhiều loại 
ung thư, bao gồm cả ung thư phổi đã cho những kết quả 
ban đầu hứa hẹn [3, 4]. Tế bào γδT có thể nhận biết trực 
tiếp các phối tử không phải bản chất peptide mà không cần 
sự có mặt của phức hệ phù hợp mô chính (MHC). Nhiều 
nghiên cứu đã chỉ ra rằng, tế bào γδT của người có thể nhận 
biết các phối tử được biểu hiện bởi các tế bào khối u và thể 
hiện độc tính mạnh với nhiều dòng tế bào ung thư [5]. Liệu 

pháp miễn dịch sử dụng tế bào γδT tự thân đã được thử 
nghiệm và mang lại một số kết quả khả quan. Trong liệu 
pháp này, tế bào miễn dịch được tách từ máu ngoại vi của 
người bệnh, nuôi cấy tăng sinh, hoạt hóa trong môi trường 
đặc biệt rồi truyền trở lại vào cơ thể của chính bệnh nhân. 
Trong những nghiên cứu trước đây, một số kháng nguyên 
phospho đã được sử dụng để hoạt hóa tế bào γδT. Kháng 
nguyên tổng hợp bromophydrin pyrophosphate (BrHPP) và 
2-methyl-3-butenyl-1-pyrophosphate (2M3B1PP) đã được 
ứng dụng thành công trong việc tăng sinh tế bào γδT, được 
thử nghiệm lâm sàng trên bệnh nhân ung thư biểu mô thận. 
Những thử nghiệm lâm sàng pha I cho thấy, liệu pháp miễn 
dịch tự thân sử dụng tế bào γδT cho những kết quả khả quan, 
hứa hẹn sẽ phát triển thành một liệu pháp điều trị ung thư 
có hiệu quả [6]. 

Hiện tại, Việt Nam vẫn đang trong giai đoạn tiếp cận với 
liệu pháp tế bào miễn dịch tự thân trong điều trị ung thư và 
chưa có nhiều công trình nghiên cứu được công bố trong 
lĩnh vực này. Do đó, nghiên cứu này được tiến hành với 
mục tiêu hoàn thiện quy trình phân lập, nuôi cấy hoạt hóa 
tế bào γδT trên bệnh nhân ung thư phổi. Trong nghiên cứu 
này, chúng tôi lựa chọn sử dụng zoledronate và IL-2 để hoạt 
hóa, tăng sinh tế bào γδT in vitro bởi vì hai hóa chất này đã 
được biết đến là có khả năng hoạt hóa, tăng sinh tế bào γδT 
cũng như đã được cấp phép sử dụng trong các thử nghiệm 
lâm sàng. 

Nuôi cấy hoạt hóa, tăng sinh tế bào gamma delta T 
trên bệnh nhân ung thư phổi

Nguyễn Quý Linh1*, Tạ Thành Đạt1, Lê Văn Toàn2, 
Trần Vân Khánh1, Hoàng Thị Mỹ Nhung3, Trần Huy Thịnh2
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Tóm tắt:

Liệu pháp miễn dịch sử dụng tế bào lympho tự thân là một trong những liệu pháp điều trị kết hợp an toàn và khá 
hiệu quả cho nhiều loại ung thư hiện nay, trong đó có ung thư phổi. Mục đích của nghiên cứu là hoàn thiện quy trình 
tách chiết, nuôi cấy hoạt hóa tế bào gamma delta T (γδT) trên bệnh nhân ung thư phổi. 10 bệnh nhân ung thư phổi 
được lựa chọn vào nghiên cứu, mỗi bệnh nhân được thu thập 10 ml máu, tiến hành tách chiết, nuôi cấy hoạt hóa, 
tăng sinh, đánh giá hoạt tính miễn dịch. Kết quả cho thấy, số lượng tế bào γδT tách từ 10 ml máu ngoại vi của bệnh 
nhân ung thư phổi là 1,96x104 tế bào. Sau 14 ngày nuôi cấy, số lượng tế bào lympho thu được trung bình là 2,93x108, 
tỷ lệ sống trung bình đạt 90%, trong đó, tế bào γδT chiếm 83,2% quần thể tế bào thu được. Tế bào γδT sau nuôi 
cấy thể hiện các hoạt tính miễn dịch như khả năng gây độc cho tế bào ung thư và tăng tiết các cytokine như IFNγ. 

Từ khóa: liệu pháp miễn dịch tự thân, tế bào gamma delta T (γδT), ung thư phổi.

Chỉ số phân loại: 3.1

*Tác giả liên hệ: Email: quylinh@hmu.edu.vn
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Đối tượng và phương pháp

Đối tượng

10 bệnh nhân ung thư phổi được lựa chọn vào nghiên cứu. 
Bệnh nhân trên 18 tuổi, chỉ số toàn trạng ECOG (thang điểm của 
Nhóm hợp tác ung thư Đông Âu - Eastern Cooperative Oncology 
Group) ≤ 3. Bệnh nhân được khám tại Bệnh viện Đại học Y Hà 
Nội.

Các bệnh nhân có bệnh lý tự miễn, dùng thuốc ức chế miễn 
dịch, bệnh lý mạn tính kết hợp, bệnh lý ác tính dòng tế bào lympho 
T sẽ bị loại trừ khỏi nghiên cứu này. 

Phương pháp

Phương pháp thu thập mẫu: 10 ml máu ngoại vi của bệnh nhân 
ung thư phổi được lấy vào ống chống đông heparin, bảo quản ở 
nhiệt độ phòng và được xử lý trong vòng 6 giờ.

Các kỹ thuật sử dụng trong nghiên cứu:

Kỹ thuật phân tách tế bào lympho từ máu ngoại vi: các tế bào 

miễn dịch được tách bằng phương pháp ly tâm thay đổi tỷ trọng sử 
dụng Ficoll 1.077.

Kỹ thuật nuôi cấy hoạt hóa tế bào γδT: sau khi phân lập, các 
tế bào được nuôi cấy trong môi trường AIM-V chứa 10% huyết 
thanh của bệnh nhân có bổ sung thêm cytokine IL-2 (600 IU/ml) 
và zoledronate (5 mM). Khi các tế bào ổn định, đạt mật độ nuôi 
cấy cần thiết (70-80%) sẽ được chuyển sang các điều kiện nuôi cấy 
tăng sinh số lượng lớn. Tổng thời gian nuôi cấy và hoạt hóa tế bào 
lympho γδT là 14 ngày. 

Phương pháp xác định tỷ lệ tế bào sống sử dụng Trypan blue: tế 
bào sau khi phân lập từ máu ngoại vi và sau nuôi cấy được nhuộm 
với Trypan blue để đếm số lượng và xác định tỷ lệ tế bào sống. 

Kỹ thuật phân loại tế bào nuôi cấy bằng Flow cytometry: dựa 
trên biểu hiện của các marker đặc hiệu trên bề mặt tế bào tương ứng 
với mỗi giai đoạn hoạt hóa và biệt hóa của mỗi loại tế bào lympho. 
Các marker được sử dụng là CD3, CD4, CD8, CD19, CD56. Các 
tế bào lympho được nhuộm với kháng thể kháng marker đặc hiệu 
cho từng loại tế bào và được đếm trên máy đếm dòng chảy tế bào 
BD FACS Canto II.

Kỹ thuật Realtime PCR xác định mức độ biểu hiện của gen 
IFNγ, Vγ9: RNA tổng số được tách chiết từ tế bào γδT bằng kit 
RNeasy mini kit (Qiagen), sau đó được tổng hợp cDNA bằng 
Revert first strand cDNA synthesis kit (Thermo fisher scientific, 
USA) để sử dụng làm khuôn cho phản ứng Realtime PCR sử dụng 
cặp mồi và probe đặc hiệu của gen IFNγ và gen Vγ9 (Thermo 
fisher scientific, USA) trên hệ thống máy QuantStudio3 (Thermo 
fisher scientific, USA). 

Kỹ thuật ELISA đánh giá khả năng tiết IFNγ ra môi trường 
nuôi cấy: kỹ thuật này dựa trên nguyên lý của phản ứng kết hợp 
giữa kháng nguyên và kháng thể, đồng thời sử dụng kháng thể gắn 
enzyme và chất phát màu mà qua đó có thể xác định được nồng 
độ của protein cần biết trong mẫu phân tích (ở đây chính là môi 
trường nuôi cấy). Nồng độ IFNγ trong môi trường nuôi cấy được 
định lượng bằng kỹ thuật ELISA sử dụng IFNγ human ELISA kit 
(Thermo fisher scientific, USA). 

Kỹ thuật xác định khả năng gây độc của tế bào: tế bào ung thư 
phổi H640 được nhuộm với chất huỳnh quang Calcein-AM, sau 
đó rửa sạch. Tế bào ung thư được nuôi cấy với số lượng 1x104 sẽ 
được đồng nuôi cấy với tế bào miễn dịch γδT với các tỷ lệ lần lượt 
là 1:1, 1:10, 1:30 trong 2 giờ. Hoạt tính gây độc sẽ được xác định 
bằng tín hiệu huỳnh quang giải phóng ra môi trường, được đo bằng 
hệ thống Terascan VPC (Minerva Tech, Nhật Bản).

Xử lý số liệu: các số liệu được nhập và xử lý bằng phần mềm 
thống kê SPSS 20.0. Thống kê phân tích sử dụng t-test độc lập so 
sánh giữa hai nhóm.

Đạo đức nghiên cứu

Nghiên cứu này thuộc đề tài cấp nhà nước “Nghiên cứu sử 
dụng tế bào miễn dịch tự thân gamma delta T (γδT) và diệt tự nhiên 
(NK) trong điều trị ung thư phổi” đã được Hội đồng đạo đức của 
Trường Đại học Y Hà Nội đồng ý thông qua giai đoạn thử nghiệm 
trên người tình nguyện khoẻ mạnh và bệnh nhân ung thư.

Activation culture 
and proliferation of γδT cells

from lung cancer patients
Quy Linh Nguyen1*, Thanh Dat Ta1, Van Toan Le2, 

Van Khanh Tran1, Thi My Nhung Hoang3, Huy Thinh Tran2

1Center for Gene and Protein Research, Hanoi Medical University
2Department of Biochemistry, Hanoi Medical University

3Department of Cell Biology, University of Science, 
Vietnam National University, Hanoi

Received 5 September 2019; accepted 4 November 2019

Abstract:

Autologous γδT lymphocyte-based immunotherapy is 
currently an efficacious and safe treatment method for 
various types of cancer, including lung cancer. The study 
was conducted on 10 lung cancer patients, and the γδT 
cells were isolated, activated, proliferated, and evaluated 
from 10 ml of blood of each patient. The number of γδT 
cells isolated from 10 ml peripheral blood was 1.96x104 
cells. The number of cells after 14-day culture was 
2.93x108, and the cell survival rate was 90%. 83.2% of 
the cultured lymphocytes was γδT cells. The cultured 
γδT cells exhibited immune activities, such as cytotoxic 
activity and increased cytokine secretion. 

Keywords: autologous immunotherapy, gamma delta T 
(γδT) cells, lung cancer.

Classification number: 3.1
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Kết quả

Chuẩn hóa quy trình nuôi cấy hoạt hóa, tăng sinh tế bào 
γδT trên bệnh nhân ung thư phổi

Sử dụng các nồng độ zoledronate và IL-2 khác nhau, lần 
lượt là 2,5 mM - 300 IU, 2,5 mM - 600 IU, 5 mM - 300 IU và 5 
mM - 600 IU, tiến hành nuôi cấy và xác định tốc độ tăng trưởng 
của tế bào γδT tại một số thời điểm nuôi cấy. Kết quả được thể 
hiện ở hình 1. Số lượng tổng số tế bào thu được sau 14 ngày 
nuôi cấy tăng sinh đạt cao nhất tại nồng độ zoledronate - IL-2 là 
5 mM - 600 IU. Số lượng tế bào đạt trên 2,6x108 tế bào là thỏa 
mãn yêu cầu cần đạt được. Tế bào lympho T đạt tỷ lệ cao nhất 
với 96,6% ở nồng độ zoledronate và IL-2 là 5 mM và 600 IU, 
trong đó tỷ lệ tế bào γδT ở cả 3 điều kiện nuôi cấy tăng sinh, hoạt 
hóa đều đạt trên 95% tổng số tế bào T thu được. Như vậy, nồng 
độ zoledronate và IL-2 tối ưu cho nuôi cấy tăng sinh, hoạt hóa tế 
bào γδT lần lượt là 5 mM và 600 IU.

Hình 1. Đường cong sinh trưởng của tế bào γδT ở các 
nồng độ zoledronate/IL-2 khác nhau.

Số lượng tế bào lympho thu được sau tách 
chiết từ máu ngoại vi bệnh nhân ung thư phổi
Bảng 1. Đặc điểm tế bào thu được sau phân lập từ máu 
ngoại vi.

Số lượng tế bào Tỷ lệ sống Tỷ lệ tế bào γδT

BN01 1,5x104 95% 5,1%

BN02 1,8x104 94% 6,2%

BN03 1,9x104 96% 5%

BN04 1,2x104 95% 6,3%

BN05 1,4x104 90% 6,4%

BN06 2,4x104 98% 6,2%

BN07 2,6x104 95% 6,1%

BN08 1,9x104 92% 5,8%

BN09 2,2x104 96% 6,5%

BN10 2,7x104 97% 5,8%

TB 1,96x104 94,8% 5,94%

TB: trung bình.

Bảng 1 cho thấy, số lượng tế bào lympho tách 
được từ 10 ml máu ngoại vi ở bệnh nhân ung thư 
phổi trung bình là 1,96x104. Trong đó, tế bào γδT 
chiếm tỷ lệ trung bình 5,94%. Tỷ lệ tế bào sống đạt 
94,8%.

Số lượng tế bào lympho γδT tách từ bệnh nhân ung 
thư phổi thu được sau nuôi cấy hoạt hóa, tăng sinh
Bảng 2. Đặc điểm tế bào thu được sau nuôi cấy hoạt hóa.

Số lượng tế bào Tỷ lệ sống Tỷ lệ tế bào γδT
BN01 1,5x108 91% 81%
BN02 4,5x108 89% 83%
BN03 1,1x108 92% 86%
BN04 1,6x108 93% 87%
BN05 4,8x108 97% 84%
BN06 2,5x108 96% 82%
BN07 2,8x108 90% 83%
BN08 3,7x108 78% 80%
BN09 3,2x108 90% 85%
BN10 3,6x108 90% 81%
TB 2,93x108 90,6% 83,2%

TB: trung bình.

Bảng 2 cho thấy, số lượng tế bào trung bình thu được sau 
14 ngày nuôi cấy hoạt hóa, tăng sinh là 2,93x108, tỷ lệ tế bào 
γδT trung bình đạt 83,2% (hình 2). Quần thể tế bào thu được 
sau 14 ngày nuôi cấy biểu hiện ở mức độ cao gen Vγ9 mã hóa 
cho thụ thể bề mặt Vγ9 đặc trưng cho tế bào γδT (hình 2C). 
Kết quả này chứng minh quần thể tế bào thu được sau nuôi cấy 
chiếm tỷ lệ lớn là tế bào γδT. Tỷ lệ sống đạt 90,6%. So sánh 
với trước khi nuôi cấy, tế bào nhân lên trung bình 14.949 lần. 

Hình 2. Tỷ lệ tế bào γδT thu được trước và sau nuôi cấy. (A) Tỷ lệ tế bào γδT 
thu được trước nuôi cấy; (B) Tỷ lệ tế bào γδT sau nuôi cấy; (C) Biểu hiện của gen 
mã hóa cho thụ thể Vγ9 ở tế bào αβT, tế bào γδT trước và sau nuôi cấy. *: p<0,05.
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Đánh giá hoạt tính miễn dịch của tế bào γδT tách từ bệnh 
nhân ung thư phổi sau nuôi cấy

Hoạt tính gây độc cho tế bào ung thư H460 của tế bào 
γδT sau 14 ngày nuôi cấy được thực hiện trên hệ thống 
Terascan VPC. Tế bào γδT thu được từ người tình nguyện 
khỏe mạnh thể hiện độc tính khá cao với dòng tế bào ung 
thư phổi H460, đạt 42,6% ở tỷ lệ E/T 10:1 và 51,7% ở tỷ lệ 
E/T 30:1. Hình 3 cho thấy, tế bào γδT từ bệnh nhân ung thư 
phổi cũng thể hiện độc tính tương tự với dòng tế bào H460, 
đạt 38,8% ở tỷ lệ E/T 10:1 và 43,7% ở tỷ lệ E/T 30:1. Không 
có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa độc tính đối với 
dòng tế bào ung thư H460 của tế bào γδT sau nuôi cấy hoạt 
hóa tăng sinh thu từ người tình nguyện khỏe mạnh và bệnh 
nhân ung thư phổi. 

Hình 3. Hoạt tính gây độc của tế bào γδT sau 14 ngày nuôi cấy.

Thêm vào đó, chúng tôi cũng tiến hành kiểm tra khả 
năng tiết cytokine của tế bào γδT sau nuôi cấy bằng kỹ thuật 
Realtime PCR. Mức độ biểu hiện của gen IFNγ trong tế bào 
γδT sau khi nuôi cấy của bệnh nhân ung thư phổi cao hơn 
2,40 lần so với trước khi nuôi cấy (hình 4A).                                             

 

Hình 4. Mức độ biểu hiện của mRNA IFNγ trên tế bào γδT trước 
và sau nuôi cấy. (A) Biểu hiện ở mức độ mRNA IFNγ, (B) Khả năng 
tiết protein IFNγ. *: p<0,05.

Không chỉ ở mức độ mRNA, nồng độ IFNγ do tế bào 
miễn dịch tiết vào môi trường nuôi cấy sau 14 ngày nuôi 
cấy hoạt hóa, tăng sinh tăng cao hơn rõ rệt so với ngày 
đầu, đạt trung bình 1.217,29 pg/ml, so với trung bình 
79,27 pg/ml trong môi trường nuôi cấy của tế bào trước nuôi 
cấy (hình 4B).

Bàn luận

Trước đây, phương pháp điều trị ung thư phổ biến được 
sử dụng bao gồm phẫu thuật, hóa trị và xạ trị. Đối với một 
số loại ung thư (như ung thư phổi), điều trị bằng thuốc trúng 
đích đang được đánh giá là có hiệu quả tốt. Trong những 
năm gần đây, liệu pháp miễn dịch nổi lên như một phương 
pháp điều trị ung thư có triển vọng. Liệu pháp sử dụng tế 
bào miễn dịch tự thân nhận biết ung thư không phải dựa 
trên đặc điểm giải phẫu hay khả năng phân chia của tế bào 
ung thư mà dựa vào cơ chế của tế bào miễn dịch dùng để 
phân biệt mô lành và mô bệnh. Liệu pháp miễn dịch tự thân 
sử dụng tế bào lympho T là phương pháp hiệu quả để điều 
trị ung thư dựa vào sự truyền lại cơ thể bệnh nhân tế bào 
lympho đặc hiệu khối u.

Liệu pháp miễn dịch điều trị ung thư sử dụng tế bào 
lympho T có những ưu điểm sau: 1) Đáp ứng miễn dịch của 
tế bào lympho T rất đặc hiệu, do đó có khả năng phân biệt mô 
lành và mô ung thư; 2) Tế bào lympho T có thể nhân lên với 
số lượng lớn, gấp hàng nghìn lần sau khi được hoạt hóa; 3) 
Đáp ứng miễn dịch của tế bào lympho T có thể di chuyển đến 
vị trí của kháng nguyên, có thể ứng dụng để điều trị những 
khối u đã di căn; 4) Tế bào lympho T có khả năng ghi nhớ, 
duy trì hiệu quả điều trị trong nhiều năm sau lần điều trị đầu 
tiên [7]. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra vai trò của tế bào γδT 
trong giám sát miễn dịch khối u. Những kết quả nghiên cứu 
trên chuột cho thấy, chuột thiếu hụt tế bào γδT nhạy cảm cao 
đối với các tác nhân gây ung thư da [8]. Trong các nghiên cứu 
lâm sàng, tế bào γδT cho thấy có khả năng thâm nhiễm vào 
nhiều loại khối u, bao gồm ung thư phổi, ung thư thận, ung 
thư tinh hoàn và ung thư vú. Trên quy mô phòng thí nghiệm 
(in vitro), nhiều nghiên cứu đã chỉ ra tế bào γδT thể hiện 
tính độc đối với các dòng tế bào ung thư, có khả năng tiết 
cytokine và tiêu diệt các tế bào ung thư vú, ung thư gan, ung 
thư buồng trứng hay ung thư đại trực tràng [9-12].	

Số lượng tế bào bạch cầu tách được từ 10 ml máu ngoại 
vi ở bệnh nhân ung thư phổi trung bình là 1,96x104. Điều 
này được giải thích là do tất cả bệnh nhân trong nghiên cứu 
đều đang trong giai đoạn bệnh ổn định và chưa hoặc đã 
dừng điều trị bằng phóng xạ hay hóa chất. Tất cả các mẫu 
đều đạt tỷ lệ sống của tế bào trên 90%, trung bình 94,8%. 
Kết quả này tương đồng với những nghiên cứu tăng sinh 
hoạt hóa tế bào γδT sử dụng biphosphonate kết hợp với 
cytokine đã được công bố trước đây. Burjanadzé và cộng 
sự (2007) [13] sử dụng phosphotism hoặc zoldronate kết 
hợp với IL-2 để nuôi cấy hoạt hóa và tăng sinh γδT trên 
bệnh nhân u tủy, sau 14 ngày nuôi cấy, thu được 88% tế bào 
là γδT, số lượng tế bào γδT đạt 2,5x106, mức độ tăng sinh 
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gấp 300 lần so với ngày đầu nuôi cấy. Tương tự nghiên cứu 
này, Kondo và cộng sự (2011) [14] cũng sử dụng 5 mM 
zoledronate và 1.000 IU/ml IL-2, thu được 93,8% tế bào 
γδT, sau 14 ngày nuôi cấy thu được 2,2x108 tế bào, tăng 
13.750 lần so với ngày đầu nuôi cấy. Tanaka và cộng sự 
(2018) [15] đã sử dụng PTA thay cho zoledronate để hoạt 
hóa, tăng sinh tế bào γδT trên tế bào ung thư vú và ung thư 
tuyến tiền liệt. Kết quả cho thấy, sử dụng PTA thu được 
5,6x108 tế bào, trong đó 95,6% là tế bào γδT, tăng gấp 7.085 
lần so với ngày đầu nuôi cấy. So sánh với các nghiên cứu 
tương tự trên thế giới cho thấy, quy trình tách chiết, hoạt hóa 
tăng sinh tế bào γδT áp dụng trong nghiên cứu này có hiệu 
quả tương đương và chất lượng đảm bảo để thực hiện những 
nghiên cứu tiếp theo. 

Để kiểm tra khả năng gây độc của tế bào γδT sau nuôi 
cấy hoạt hóa, tăng sinh, chúng tôi đã sử dụng phương pháp 
đo độc tính tế bào [16]. Đồng thời nuôi cấy tế bào γδT thu 
được với dòng tế bào ung thư phổi H460 theo tỷ lệ số lượng 
tế bào miễn dịch và tế bào ung thư lần lượt là 1:1, 1:10 và 
1:30. Kết quả cho thấy, tế bào γδT sau nuôi cấy có khả năng 
ly giải tế bào ung thư khi số lượng tế bào miễn dịch γδT 
nhiều hơn số lượng tế bào ung thư từ 10 lần trở lên. Kết 
quả này tương đồng với nghiên cứu của Kondo và cộng sự 
(2008) [5] khi nghiên cứu hoạt hóa, tăng sinh số lượng lớn 
tế bào γδT. Thêm vào đó, kết quả phân tích cho thấy, sau 
14 ngày nuôi cấy hoạt hóa, tăng sinh, biểu hiện gen IFNγ 
ở mức độ mRNA cũng như khả năng tiết cytokine IFNγ ra 
môi trường nuôi cấy tăng đáng kể so với ngày đầu nuôi cấy. 
Kết quả này tương đồng với nghiên cứu của Kondo và cộng 
sự (2011) [14] nhận thấy biểu hiện gen IFNγ tăng mạnh 
trong tế bào γδT sau nuôi cấy. Điều này chứng tỏ tế bào γδT 
sau nuôi cấy hoạt hóa, tăng sinh có khả năng thể hiện hoạt 
tính miễn dịch, kháng tế bào ung thư tương tự với tế bào 
γδT trong cơ thể. 

Kết luận

Nghiên cứu đã hoàn thiện quy trình tách chiết, nuôi cấy 
hoạt hóa, tăng sinh tế bào γδT tách từ bệnh nhân ung thư 
phổi. Tế bào thu được sau nuôi cấy đảm bảo đủ số lượng, 
chất lượng cũng như thể hiện được hoạt tính miễn dịch 
tương tự như tế bào miễn dịch trong cơ thể. 
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Đặt vấn đề

SMA là bệnh thần kinh cơ di truyền lặn do đột biến gen 
SMNt nằm trên nhiễm sắc thể số 5. Trong đó, 95% bệnh nhân 
bị bệnh SMA do mất đồng hợp exon 7 gen SMNt, 5% do đột 
biến điểm trên gen SMNt. Tỷ lệ mắc bệnh SMA là 1/10.000 
trẻ đẻ sống và tần suất người mang gen trong cộng đồng là 
1/50 [1, 2]. Trẻ bị bệnh SMA thường mất sớm ở lứa tuổi đi 
học do những biến chứng suy hô hấp. Hiện nay, phương pháp 
điều trị bệnh SMA rất hạn chế và giá thành quá cao đối với 
các gia đình có con bị bệnh trên thế giới, còn ở Việt Nam hiện 
chưa có thuốc điều trị mà chỉ điều trị triệu chứng là chủ yếu 
nên mỗi trẻ em mắc bệnh SMA ra đời là gánh nặng cho gia 
đình cả về tâm lý và tài chính [3]. Do vậy, vấn đề dự phòng 
bệnh này là rất cần thiết. Trong đó, phương pháp chẩn đoán 
di truyền trước chuyển phôi là phương pháp dự phòng bệnh 
hiệu quả nhất, bởi có thể chọn được phôi lành ngay từ trước 
khi cấy phôi vào tử cung của người mẹ [4-9]. 

Sau khi xây dựng được quy trình chẩn đoán di truyền 
trước chuyển phôi bệnh SMA, chúng tôi bước đầu ứng dụng 
vào chẩn đoán di truyền trước chuyển phôi cho các gia đình 
có bố mẹ mang gen đột biến gây bệnh SMA đã sinh con bị 
bệnh và có nguyện vọng sinh con khỏe mạnh tại Học viện 
Quân y. Chúng tôi thực hiện nghiên cứu này với mục tiêu 
đánh giá kết quả ban đầu ứng dụng quy trình chẩn đoán di 
truyền trước chuyển phôi bệnh SMA.

Đối tượng, hóa chất và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu

19 mẫu máu của 6 gia đình gồm bố, mẹ là người mang 
gen và con bị bệnh SMA (con bị bệnh SMA đã được Viện 
Nhi trung ương chẩn đoán do mất đồng hợp exon 7 gen 
SMNt được sử dụng làm đối chứng), 33 mẫu phôi sinh thiết 
từ các phôi thụ tinh trong ống nghiệm phát triển đến ngày 3 
và ngày 5 của các gia đình này (trong đó có gia đình SMA18 
làm chẩn đoán di truyền 2 lần: lần 1 đã sinh được 1 bé khỏe 
mạnh, lần 2 đã chuyển phôi, đang mang thai chờ sinh). Bố, 
mẹ lấy 5 ml máu cho vào ống chống đông bằng EDTA, phôi 
ngày 3 sinh thiết 1-2 tế bào và phôi ngày 5 sinh thiết 3-5 tế 
bào rửa nhiều lần bằng PBS1X đặt trong ống 0,2 ml.

Hóa chất

-	 Hóa chất nhân toàn bộ gen: bộ kít GenomePlex® 
Single Cell Whole Genome Amplification của Hãng Sigma.

-	 Hóa chất cho PCR-RFLP: PCR Reaction mix, DNA 
Polymerase, primers; enzym HinfI.

-	 Thiết bị: máy ly tâm văng, kính hiển vi soi nổi 32X, 
buồng thao tác PCR(Mỹ), máy PCR ABI 9700 (Applied 
biosystem), hốt ủ hóa chất (Hàn Quốc).

Kết quả bước đầu ứng dụng quy trình chẩn đoán 
di truyền trước chuyển phôi bệnh teo cơ tủy 

tại Học viện Quân y
Nguyễn Đình Tảo1*, Nguyễn Thị Thanh Nga1, Trần Văn Khoa1, Nguyễn Thị Hồng Vân2, 

Triệu Tiến Sang1, Nguyễn Thanh Tùng1, Nguyễn Ngọc Khánh3

1Học viện Quân y
2Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia Hà Nội

3Viện Nhi Trung ương

Ngày nhận bài 6/9/2019; ngày chuyển phản biện 9/9/2019; ngày nhận phản biện 7/10/2019; ngày chấp nhận đăng 30/10/2019

Tóm tắt:

Từ tháng 2/2015 tới 11/2019, Học viện Quân y đã nghiên cứu xây dựng và áp dụng thành công quy trình chẩn đoán 
di truyền trước chuyển phôi bệnh teo cơ tủy (spinal muscular atrophy - SMA). Nghiên cứu bước đầu ứng dụng quy 
trình này được thực hiện trên 6 cặp gia đình mang đột biến mất đồng hợp exon 7 gen SMNt gây bệnh SMA. Máu 
ngoại vi bố, mẹ được tách ADN, sinh thiết 1-2 tế bào từ các phôi thụ tinh trong ống nghiệm phát triển đến ngày 3 
hoặc ngày 5 của các cặp gia đình này, nhân toàn bộ gen các mẫu phôi sinh thiết, phát hiện đột biến gây bệnh trên 
máu bố mẹ và phôi bằng phương pháp PCR-RFLP, chọn phôi lành chuyển vào người mẹ để sinh ra trẻ khỏe mạnh.

Từ khóa: bệnh teo cơ tủy, chẩn đoán trước chuyển phôi, mất đồng hợp exon 7 gen SMNt, tế bào phôi.

Chỉ số phân loại: 3.2

*Tác giả liên hệ: Email: dinhtao1955@gmail.com
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Phương pháp nghiên cứu

Các bước phát hiện đột biến mất đồng hợp exon 7 gen 
SMNt gây bệnh SMA từ mẫu máu toàn phần của bố mẹ: 
thu mẫu máu toàn phần từ 19 người tham gia nghiên cứu, 
tách ADN, tiến hành kỹ thuật PCR-RFLP được xây dựng do 
nhóm nghiên cứu của đề tài thực hiện để phát hiện đột biến 
gen SMNt gây bệnh SMA.

Kỹ thuật PCR-RFLP:

+ Trình tự mồi nhân exon 7 gen SMNt: 

F-5’-cttccttttattttccttacagggatt-3’

R-5’-gtagggatgtagattaaccttttatct-3’

+ Chu trình nhiệt: 960C trong 5 phút; [940C trong 1 phút, 
540C trong 1 phút, 720C trong 1 phút] x 35 chu kỳ; 720C 
trong 10 phút. Ủ sản phẩm PCR với enzym HinfI để phân 
biệt exon 7 SMNt với exon 7 SMNc. Điện di gel agarose 3% 
kiểm tra kết quả (hình 1).

Hình 1. Hình ảnh minh họa kết quả điện di trên gel agarose 3% 
của exon 7 SMNt sau khi ủ với enzym HinfI.

 Tuy nhiên, với việc chẩn đoán di truyền trước chuyển 
phôi bệnh SMA thì điều đó vẫn chưa đủ vì SMA là bệnh 
di truyền lặn, nên nếu trong quá trình sinh thiết phôi hoặc 
thao tác kỹ thuật không tốt có thể bị nhiễm ADN từ ngoài 
vào (bố, mẹ hoặc kỹ thuật viên thao tác) thì sẽ chẩn đoán 
phôi bệnh thành phôi thường, dẫn đến hậu quả cấy chuyển 
phôi bệnh. Để tránh nhược điểm đó, chúng tôi lựa chọn 3 
polymorphic marker D5S1977, D5S629, D5S641 để đánh 
giá nhiễm ADN ngoại lai bởi chúng có tính đa hình và đặc 
trưng cho cá thể cao nên có thể dễ dàng phân tích phôi sinh 
thiết được có tính di truyền từ bố và mẹ hay không. Chọn ra 
loại polymorphic marker dị hợp với bố, mẹ.

Các bước phát hiện đột biến mất đồng hợp exon 7 gen 
SMNt gây bệnh SMA từ tế bào phôi sinh thiết của các gia 
đình: nuôi phôi ngày 3 hoặc ngày 5 thì tiến hành sinh thiết; sau 
đó nhân toàn bộ bộ gen từ các mẫu tế bào phôi sinh thiết theo 
các bước hướng dẫn của bộ kít GenomePlex® Single Cell 
Whole Genome Amplification (Hãng Sigma); lấy sản phẩm 
sau khi tiến hành nhân toàn bộ bộ gen làm mẫu để thực hiện 
hai bước sau:

+ Thực hiện kỹ thuật PCR-RFLP phát hiện đột biến mất 
đồng hợp exon 7 gen SMNt gây bệnh SMA.

+ Nhân polymorphic marker đã chọn (đã biết dị hợp với 
bố mẹ) để đánh giá khả năng nhiễm ADN ngoại lai của các 
mẫu tế bào phôi sinh thiết.

Kết quả nghiên cứu và bàn luận

Trong nghiên cứu này, chúng tôi thực hiện bằng kỹ thuật 
RFLP-PCR và STR cho tất cả các gia đình nghiên cứu để 
chẩn đoán đột biến trên phôi. Dưới đây xin minh họa kết 
quả cụ thể của gia đình SMA1. Các gia đình khác có kết quả 
tương tự được thống kê ở bảng 1. 

Initial result of using preimplantation 
genetic diagnosis protocol 

for spinal muscular atrophy disease 
in the Military Medical University
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Abstract:

The preimplantation genetic diagnosis protocol for 
spinal muscular atrophy disease in the Military 
Medical University was successfully built and applied 
from 2/2015 to 11/2019. The study was carried out 
on 6 couples who are carriers of the disease. DNA of 
carriers were isolated from the whole blood. One or two 
blastomere(s) was/were biopsied from 3-day or 5-day 
embryos of these couples, and then the whole genome 
of biopsied blastomeres was duplicated. PCR-RFLP 
and minisequencing methods were performed to detect 
mutations and select unaffected embryos for transfer.

Keywords: blastomere, homozygous deletions in exon 7 of 
the survival motor neurone (SMN) gene, preimplantation 
genetic diagnosis, spinal muscular atrophy.

Classification number: 3.2
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Kết quả phát hiện đột biến gen SMNt từ máu toàn 
phần của bố mẹ

Kết quả phát hiện đột biến mất đồng hợp exon 7 gen 
SMNt gây bệnh SMA: kết quả phát hiện đột biến mất exon 7 
gen SMNt gây bệnh SMA bằng kỹ thuật PCR-RFLP của gia 
đình SMA1 thể hiện ở hình 2.

Hình 2. Kết quả điện di trên gel agarose 3% sản phẩm nhân exon 
7 gen SMNt từ máu toàn phần gia đình SMA1. B1: bố bệnh nhân 1; 
M1: mẹ bệnh nhân 1; C1: bệnh nhân 1.

Kết quả trên hình 2 cho thấy, con C1 chỉ có hai băng của 
exon 7 gen SMNc nên là người mắc bệnh SMA. Bố B1 và 
mẹ M1 đều có ba băng, nghĩa là họ có cả exon 7 gen SMNt 
và exon 7 gen SMNc, điều đó có nghĩa họ là người mang 
gen. 

Kết quả chọn polymorphic marker dị hợp với bố, mẹ gia 
đình SMA1: nhân 3 polymorphic marker D5S629, D5S641, 
D5S1977 từ máu toàn phần gia đình SMA1. Kết quả B1 và 
M1 có sản phẩm nhân D5S1977 dị hợp, thể hiện trên hình 3.

Hình 3. Kết quả nhân D5S1977 từ máu ngoại vi của gia đình SMA1. 
B1: bố 1 dị hợp với hai alen 1 và 2; M1: mẹ 1 dị hợp với hai alen 3 và 
4; C1 di truyền nhận alen 3 của mẹ và alen 2 của bố.

Kết quả tiến hành trên tế bào phôi sinh thiết 

Kết quả nhân gen phát hiện đột biến mất đồng hợp exon 
7 gen SMNt gây bệnh SMA: gia đình SMA1 đã sinh thiết 
được 5 mẫu tế bào phôi ngày 3. Tiến hành nhân toàn bộ bộ 
gen theo bộ kít GenomePlex® Single Cell Whole Genome 
Amplification của Hãng Sigma. Sau đó, tiến hành nhân gen 
phát hiện đột biến mất đồng hợp exon 7 gen SMNt bằng kỹ 
thuật PCR-RFLP, kết quả thể hiện ở hình 4.

Hình 4. Kết quả điện di trên gel 3% sản phẩm nhân exon 7 gen 
SMNt từ tế bào phôi sinh thiết của gia đình SMA1. (+): mẫu đối 
chứng dương là người không bị bệnh; (-): mẫu chứng âm là người bị 
bệnh; P1, P2, P4, P5: phôi 1, 2, 4, 5 có cả exon 7 gen SMNt và SMNc- 
phôi lành; P3: phôi 3 chỉ có exon 7 gen SMNc- phôi bệnh.

Hình 4 cho thấy, trong 5 phôi của gia đình SMA1 có phôi 
3 chỉ có hai băng tương ứng kích thước 160 bp và 102 bp của 
exon 7 gen SMNc, nghĩa là phôi 3 bị mất đồng hợp exon 7 gen 
SMNt nên sẽ bị bệnh SMA, còn bốn phôi còn lại (phôi 1, 2, 
4, 5) có xuất hiện 3 băng nên có mặt exon 7 gen SMNt, do đó 
phôi sẽ phát triển bình thường, không bị bệnh SMA. Vì vậy, 
có phôi 1, 2, 4, 5 đủ tiêu chuẩn để chuyển vào tử cung mẹ.

Đánh giá nhiễm ADN ngoại lai của các mẫu tế bào phôi 
sinh thiết: nhân D5S1977 (đã chọn) từ mẫu các tế bào phôi 
sinh thiết của gia đình SMA1, kết quả thể hiện ở hình 5.

Hình 5 cho thấy, phôi 1 được di tryền alen 3 của mẹ và 1 
của bố, phôi 2 được di truyền alen 3 của mẹ và 2 của bố, phôi 
3 được di truyền alen 4 của mẹ và alen 1 của bố, phôi 4 được 
di truyền alen 3 của mẹ và alen 2 của bố, phôi 5 được di truyền 
alen 3 của mẹ và 2 của bố. Như vậy, cả 5 phôi sinh thiết được 
đều không bị nhiễm ADN ngoại lai. Do vậy, chọn cấy chuyển 
2 phôi không bị bệnh SMA vào tử cung mẹ, kết quả M1 đã 
sinh được 1 em bé khỏe mạnh. Em bé sau khi ra đời được 
dùng mẫu dây rốn để kiểm tra lại gen SMN cho thấy bé sinh 
ra hoàn toàn không bị bệnh. 

Thực hiện các bước tương tự với các gia đình còn lại, thu 
được kết quả thống kê trong bảng 1. Các gia đình SMA1, SMA2, 
SMA18, SMA19 được chuyển phôi sau ngày 3 (các em bé được 
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sinh ra khỏe mạnh, trừ gia đình SMA2 phôi không phát triển); các 
gia đình SMA395, SMA18_2, SMA007 được chuyển phôi sau 
ngày 5 (hiện đang chờ sinh).

Các gia đình đã sinh được lấy mẫu tế bào dây rốn và thực 
hiện lại kỹ thuật chẩn đoán trên mẫu sau sinh và cho kết quả 
các bé sinh ra đều không bị bệnh. Kết quả trùng khớp với mẫu 
phôi được chẩn đoán trước đó. Trong đó, gia đình SMA18 
làm lần thứ nhất sinh được 1 bé gái khỏe mạnh; lần 2 có 6 
phôi ngày 5 và chẩn đoán có 3 phôi bình thường, chuyển 1 
phôi khỏe mạnh, đang chờ sinh.
Bảng 1. Kết quả chẩn đoán di truyền trước chuyển phôi của các 
gia đình tham gia nghiên cứu.

Kết luận

Đã xây dựng thành công quy trình chẩn đoán di truyền 
trước chuyển phôi bệnh SMA trên các phôi thụ tinh trong 
ống nghiệm tại Học viện Quân y và xây dựng được quy 

trình chẩn đoán bệnh SMA trên mẫu máu sau sinh.

Từ kết quả của nghiên cứu này cũng mở ra hướng áp 
dụng chẩn đoán trước chuyển phôi của nhiều bệnh di truyền 
khác trên các gia đình có tiền sử sinh con bị bệnh di truyền.
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Hình 5. Kết quả nhân D5S1977 từ 5 mẫu tế bào phôi của gia đình SMA1. B1: bố 1 dị hợp với hai alen 1 và 2; M1: mẹ 1 dị hợp với hai alen 3 
và 4; P1: phôi 1; P2: phôi 2; P3: phôi 3; P4: phôi 4; P5: phôi 5.

STT Số noãn Phôi 
ngày 3

Phôi 
ngày 5

Phôi bình 
thường

Số tế bào 
phôi chuyển Kết quả

SMA1 10 5 4 2 Sinh 1 em bé 
khỏe mạnh

SMA2 5 Phôi không phát triển

SMA18
(làm lần thứ nhất) 9 4 1 1 Sinh 1 em bé 

khỏe mạnh

SMA19 8 3 2 2 Sinh 1 em bé 
khỏe mạnh

SMA395 15 13 10 5 2 Đang chờ sinh

SMA18_2 
(gia đình SMA18 
làm lần thứ 2)

12 9 6 3 1 Đang chờ sinh

SMA007 8 8 5 1 1 Đang chờ sinh
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Đặt vấn đề

Tăng sản thượng thận bẩm sinh thể thiếu 21-hydroxylase 
là bệnh gây nên do đột biến gen CYP21A2, dẫn đến sự mất 
hoặc thiếu hụt enzym 21-hydroxylase, một enzym then chốt 
tham gia vào quá trình tổng hợp cortisol, dẫn đến hậu quả là 
không tổng hợp hoặc giảm tổng hợp cortisol, tăng tổng hợp 
testosterone, với hình ảnh lâm sàng suy thượng thận cấp, 
nam hóa đơn thuần ở trẻ gái và dậy thì sớm ở trẻ trai [1]. Các 
nghiên cứu trên thế giới đã ước tính tần suất mắc bệnh từ 
khoảng 1/10.000 đến 1/20.000 trẻ sinh ra [2]. Mức độ nặng 
của bệnh phụ thuộc vào hoạt độ enzyme 21-hydroxylase 
còn lại của bệnh nhân. Tùy thuộc vào biểu hiện lâm sàng và 
mức độ thiếu hụt enzyme mà chia ra thành 3 thể chính của 
tăng sản thượng thận bẩm sinh, gồm: thể mất muối, thể nam 
hóa đơn thuần và thể không cổ điển. Các nghiên cứu trên 
quần thể người châu Á đã chỉ ra thể mất muối chiếm tỷ lệ 

cao nhất trong số các ca mắc tăng sản thượng thận bẩm sinh 
với 75%, thể nam hóa đơn thuần chiếm tỷ lệ thấp hơn (20-
25%) và thể không cổ điển hiếm gặp hơn (<5%) [3]. 

Đối với bệnh nhân thể mất muối, thiếu hụt hoàn toàn 
hoạt độ enzym gây nguy hiểm đến tính mạng và tử vong 
do mất nước, hạ natri máu (cơn suy thượng thận cấp), và 
các trẻ gái mắc thể nặng thiếu 21-hydroxylase có biểu hiện 
nam hoá bộ phận sinh dục ngoài từ thời kỳ bào thai và được 
phát hiện ngay sau sinh. Thể nam hóa đơn thuần có các biểu 
hiện lâm sàng kín đáo hơn, do vậy khó phát hiện tại thời kỳ 
sơ sinh. Bệnh nhân nữ thể nam hóa đơn thuần có các bất 
thường về bộ phân sinh dục ngoài ở các mức độ khác nhau; 
bệnh ở trẻ nam thường có biểu hiện dậy thì sớm ngoại biên 
từ thời điểm 2-4 tuổi. Bệnh nhân thể cổ điển thường không 
có biểu hiện lâm sàng rõ rệt mà chỉ biểu hiện bất thường về 
các đặc điểm giới tính [4]. 

Phân loại thể bệnh lâm sàng bệnh tăng sản thượng thận 
bẩm sinh thể thiếu 21-hydroxylase 

ở bệnh nhi điều trị tại Bệnh viện Nhi Trung ương
Trần Huy Thịnh1, Trần Vân Khánh1, Ngô Thị Thu Hương1, Tạ Thành Văn1, Vũ Chí Dũng1, 2*

1Trường Đại học Y Hà Nội
2Bệnh viện Nhi Trung ương

Ngày nhận bài 26/7/2019; ngày chuyển phản biện 30/7/2019; ngày nhận phản biện 27/8/2019; ngày chấp nhận đăng 4/9/2019

Tóm tắt:

Tăng sản thượng thận bẩm sinh thể thiếu 21-hydroxylase là bệnh gây nên do đột biến gen CYP21A2, dẫn đến sự 
mất hoặc thiếu hụt enzym 21-hydroxylase, một enzym then chốt tham gia vào quá trình tổng hợp cortisol, hậu quả 
là không tổng hợp hoặc giảm tổng hợp cortisol, tăng tổng hợp testosterone, đưa đến hình ảnh lâm sàng suy thượng 
thận cấp, nam hóa đơn thuần ở trẻ gái và dậy thì sớm ở trẻ trai. Bệnh có biểu hiện lâm sàng đa dạng và được phân 
loại thành 3 thể bệnh chính: mất muối, nam hóa đơn thuần, không cổ điển. Việc phân loại thể bệnh và theo dõi đặc 
điểm lâm sàng ở bệnh nhân tăng sản thượng thận bẩm sinh có ý nghĩa quan trọng trong chẩn đoán và điều trị bệnh. 
Nghiên cứu được thực hiện với mục tiêu xác định tỷ lệ các thể bệnh và đặc điểm lâm sàng của bệnh nhân tăng sản 
thượng thận bẩm sinh do thiếu hụt enzym 21-hydroxylase. 209 bệnh nhân đã được phân tích và đánh giá đặc điểm 
lâm sàng tại Bệnh viện Nhi Trung ương. Kết quả cho thấy, 77% bệnh nhân thể mất muối, 21% thể nam hóa đơn 
thuần và 2% thể không cổ điển. Bệnh nhân thể mất muối và thể không cổ điển được chẩn đoán sớm hơn (32 ngày 
và 18,5 ngày) so với bệnh nhân thể nam hóa đơn thuần (1.590 ngày) (p<0,001). Thể bệnh mất muối có tỷ lệ nam/nữ 
gần tương đương nhau (nam 53,4% và nữ 46,6%). Thể nam hóa đơn thuần có tỷ lệ bệnh nhân nữ cao hơn (81,8% 
nữ và 18,2% nam). Mơ hồ giới tính ở bệnh nhân nữ với cả 3 thể mất muối, nam hóa đơn thuần và không cổ điển là 
tương đương nhau (lần lượt là 96, 97 và 100%). Cơn suy thượng thận cấp chỉ xuất hiện ở bệnh nhân thể mất muối 
với tỷ lệ ở nam là 91,8, ở nữ là 78,6%.

Từ khóa: đặc điểm lâm sàng, tăng sản thượng thận bẩm sinh, thể bệnh, 21-hydroxylase.

Chỉ số phân loại: 3.2

*Tác giả liên hệ: Email: dungvu@nch.org.vn
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Tiêu chuẩn để phân loại kiểu hình dựa trên các triệu 
chứng lâm sàng: nam hóa bộ phận sinh dục ngoài ở trẻ gái 
được đánh giá theo các mức độ của Prader để chẩn đoán 
thể cổ điển (bao gồm cả ở thể mất muối hoặc nam hóa đơn 
thuần). Ở thể mất muối, các bệnh nhân có các biểu hiện sụt 
cân hoặc chậm tăng cân sau đẻ, nôn, dấu hiệu mất nước hoặc 
sốc giảm thể tích, Natri huyết tương hạ <130 mmol/l hoặc 
130-135 mmol/l, kết hợp với K >5,5 mmol/l [5]. Thể nam 
hóa đơn thuần có biểu hiện ở nữ là mơ hồ giới tính khi sinh 
và ở nam là dậy thì sớm giả và tăng phát triển chiều cao, 
tuổi xương. Việc phân loại thể bệnh và theo dõi đặc điểm 
lâm sàng ở bệnh nhân tăng sản thượng thận bẩm sinh có ý 
nghĩa quan trọng trong chẩn đoán và điều trị bệnh. Do vậy, 
chúng tôi thực hiện đề tài này với mục tiêu: nghiên cứu tỷ lệ 
các thể bệnh và đặc điểm lâm sàng của bệnh nhân tăng sản 
thượng thận bẩm sinh do thiếu hụt enzym 21-hydroxylase. 

Đối tượng và phương pháp

Đối tượng 

209 bệnh nhân tăng sản thượng thận bẩm sinh thiếu 
enzym 21-hydroxylase được chẩn đoán và điều trị tại Khoa 
Nội tiết - Chuyển hóa - Di truyền, Bệnh viện Nhi Trung 
ương từ năm 2014 đến 2018.

Tiêu chuẩn chẩn đoán:

+ Trẻ gái: có nam hóa được phát hiện khi sinh hoặc nam 
hóa sau sinh, tăng trưởng sớm chiều cao và tuổi xương.

+ Trẻ trai: dậy thì sớm giả, tăng sớm chiều cao và tuổi 
xương.

+ Cả hai giới: có biểu hiện mất muối những tuần đầu sau 
sinh: mất nước, hạ natri và clo, tăng kali huyết thanh.

+ Tăng 17-OHP huyết thanh vào lúc sáng sớm: trẻ sơ 
sinh ≥1 ng/ml (bình thường <1 ng/ml) (P.W. Speiser và P.C. 
White, 2003); sau tuổi sơ sinh: ≥2 ng/ml.  

Phương pháp

Phương pháp nghiên cứu là mô tả loạt ca bệnh.

Kiểu hình lâm sàng: được thu thập tại Khoa Nội tiết - 
Chuyển hóa - Di truyền, Bệnh viện Nhi Trung ương, mỗi 
bệnh nhân có hồ sơ nghiên cứu riêng: vẽ phả hệ gia đình, 
hỏi tiền sử, bệnh sử, khám lâm sàng toàn diện: phát hiện 
các triệu chứng sạm da, mất nước; khám bộ phận sinh dục 
ngoài, gồm: phân loại mức độ nam hóa theo Prader, đánh 
giá các giai đoạn dậy thì (các giai đoạn phát triển lông mu 
ở cả hai giới; các giai đoạn phát triển tuyến vú ở bệnh nhân 
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Abstract:

21-hydroxylase-deficient congenital adrenal hyperplasia 
is a disease caused by the mutation in CYP21A2 
gene, which results in the loss or deficiency of the 
21-hydroxylase enzyme, a key enzyme involved in the 
synthesis of cortisol, and then resulting in reducing 
cortisol synthesis and increasing testosterone synthesis, 
and thereby leading to the clinical manifestations of 
acute adrenal failure, virilisation in girls, and early 
puberty in boys. The clinical manifestations of the 
disease is various and classified into three major 
disease categories: salt wasting, simple virilisation, 
and non-classical. Classification of disease phenotypes 
and clinical characteristics in patients with congenital 
adrenal hyperplasia is important in the diagnosis and 
treatment of the disease. The study aims to determine 
the incidence and clinical characteristics of patients with 
congenital adrenal hyperplasia due to 21-hydroxylase 
deficiency. 209 patients admited to the National Children 
Hospital were analysed and evaluated clinically. Results 
showed that 77%, 21%, and 2% of patients were 
classified as salt wasting, simple virilisation, and non-
classical, respectively. Patients in the salt wasting and 
non-classical groups were diagnosed earlier (32 days 
and 18.5 days) than those in the simple virilisation group 
(1,590 days) (p<0.001). The proportion of males/females 
were nearly equal in the salt wasting group (53.4% males 
and 46.6% females). The simple virilisation group had 
a higher proportion of female patients (81.8% females 
and 18.2% males). The incidences of gender ambiguity 
in female patients in all three categories of salt wasting, 
simple virilisation, and non-classical were similar (96%, 
97%, and 100%, respectively). Acute adrenal failure 
was found only in patients with salt wasting with 91.8% 
in males and 78.6% in females.

Keywords: classification, clinical characteristic, 
congenital adrenal hyperplasia, 21-hydroxylase.

Classification number: 3.2
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nữ; đo chiều dài và chu vi dương vật; đo thể tích tinh hoàn; 
phát hiện các biểu hiện khác như: giọng ồm, ria mép ở bệnh 
nhân nữ; cơ bắp phát triển, trứng cá ở cả hai giới).

Các xét nghiệm sinh hóa: được thực hiện tại Khoa 
Sinh hóa - Bệnh viện Nhi Trung ương, bệnh phẩm 2 ml 
máu ngoại vi chống đông bằng heparin được thu thập trước 
khi điều trị hormon thay thế, bao gồm: điện giải đồ huyết 
thanh (nồng độ Na+, K+ và Cl-) theo phương pháp điện cực 
chọn lọc ion gián tiếp, sử dụng máy tự động Beckman 
Coulter AU2700/AU 680. Định lượng các hormon ACTH, 
cortisol, testosterone, androstenedione được tiến hành với 
các kit thương mại. Định lượng 17-OHP bằng phương pháp 
ELISA, kit của Hãng DRG và máy đọc Elx808.

Đạo đức nghiên cứu trong y học: nghiên cứu tuân thủ 
tuyệt đối các quy định về đạo đức trong nghiên cứu y sinh. 
Bệnh nhân hoàn toàn tự nguyện tham gia vào nghiên cứu. 
Bệnh nhân hoàn toàn có quyền rút lui khỏi nghiên cứu khi 
không đồng ý tiếp tục tham gia vào nghiên cứu. Bệnh nhân 
sẽ được thông báo về kết quả xét nghiệm gen để giúp cho 
các bác sỹ tư vấn di truyền hoặc lựa chọn phác đồ điều trị 
phù hợp. Các thông tin cá nhân sẽ được đảm bảo bí mật.

Kết quả

Trong số 209 bệnh nhân được nghiên cứu có 97 trẻ nam 
(46,4%) và 112 trẻ nữ (53,6%). Bệnh nhân thể mất muối 
và thể không cổ điển được chẩn đoán sớm hơn (32 ngày và 
18,5 ngày) so với bệnh nhân thể nam hóa đơn thuần (1.590 
ngày) (p<0,001). Mơ hồ giới tính ở bệnh nhân nữ ở cả 3 thể 
mất muối, nam hóa đơn thuần và không cổ điển là tương 
đương nhau (lần lượt là 96, 97 và 100%). Cơn suy thượng 
thận cấp chỉ xuất hiện ở bệnh nhân thể mất muối với tỷ lệ ở 
nam là 91,8, ở nữ là 78,6% (bảng 1).

Bảng 1. Đặc điểm chung của đối tượng nghiên cứu (n=209).

Đặc điểm n (%)
Phân loại thể bệnh 

Mất muối
n=161

Nam hóa đơn thuần
n=44

Không cổ điển
n=4

Giới tính n (%) Nam
86 (53,4%)

Nữ
75 (46,6%)

Nam
8 (18,2%)

Nữ
36 (81,8%)

Nam
3 (75%)

Nữ
1 (25%)

P (test nhị phân) 0,4 <0,001 0,6

Tuổi chẩn đoán (ngày)
trung vị (min-max)

32
(1-4.740)

1.590
(4-11.220)

18,5
(1-570)

P (test Kruskal-Wallis) <0,001

Mơ hồ giới tính - 72 (96%) - 35 (97%) - 1 (100%)

Suy thượng thận cấp 79 (91,8%) 59 (78,6%) 0 0 0 0

Mất 
muối
77%

NHĐT
21%

Không 
cổ điển

2%

Hình 1. Tỷ lệ các thể bệnh. NHĐT: nam hóa đơn thuần.

Hình 1 mô tả tỷ lệ các thể bệnh trong nghiên cứu. Trong 
đó, thể mất muối chiểm tỷ lệ cao nhất (77%), thể nam hóa 
đơn thuần chiếm 21% và thể không cổ điển chỉ chiếm 2%.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mất muối Nam hóa đơn thuần Không cổ điển

54,4 

18,2

75

46,6 

81,8

25

Nam Nữ

Hình 2. Tỷ lệ phân bố giới tính theo thể bệnh lâm sàng.

Tỷ lệ phân bố giới tính của các thể bệnh được biểu diễn 
ở hình 2. Thể bệnh mất muối có tỷ lệ nam/nữ gần tương 
đương nhau (nam 46,6% và nữ 54,4%). Thể nam hóa đơn 
thuần có tỷ lệ bệnh nhân nữ cao (81,8%). Thể không cổ điển 
có tỷ lệ bệnh nhân nữ thấp hơn (25%).

Bàn luận

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã đánh giá các đặc 
điểm lâm sàng và phân loại thể bệnh của các bệnh nhân tăng 
sản thượng thận bẩm sinh thể thiếu enzym 21-hydroxylase. 
Kết quả cho thấy, thể bệnh có tỷ lệ cao nhất là thể mất muối 
(77%), chiếm tỷ lệ thấp hơn là thể nam hóa đơn thuần (21%) 
và không cổ điển (2%). Kết quả này phù hợp với các nghiên 
cứu [6-8] đánh giá trên 155 bệnh nhân tăng sản thượng thận 
phát hiện thể cổ điển mất muối chiếm 59,4% (92/155); thể 
nam hóa đơn thuần chiếm 33,5% (52/155) và không cổ điển 
7,1% (11/155). Các nghiên cứu ở các chủng tộc khác [3] thì 
thể không cổ điển chiếm tỷ lệ cao hơn nhiều, như: Tây Ban 
Nha - 63,2%; Hy Lạp - 54,7% và Ý - 24,6%. Sự khác nhau 
này có thể do cỡ mẫu và tiêu chuẩn lựa chọn mẫu trong 
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nghiên cứu khác nhau và có thể liên quan tới yếu tố chủng 
tộc.

Tuổi chẩn đoán của bệnh nhân thể nam hóa đơn thuần 
(1.590 ngày), cao hơn nhiều so với bệnh nhân thể mất muối 
(32 ngày). Kết quả này có thể được giải thích bởi các triệu 
chứng lâm sàng của bệnh nhân thể nam hóa đơn thuần 
thường kín đáo hơn và không xảy ra các cơn suy thượng 
thận cấp như bệnh nhân thể mất muối. Bệnh nhân thể nam 
hóa đơn thuần chỉ được phát hiện khi trẻ nam có các biểu 
hiện dậy thì sớm hoặc trẻ nữ có các bất thường bộ phận sinh 
dục rõ rệt hơn. Mơ hồ giới tính ở trẻ nữ được ghi nhận ở 
phần lớn bệnh nhân trong nghiên cứu (thể mất muối 96%, 
nam hóa đơn thuần 97%, không cổ điển 100%), kết quả cho 
thấy rằng bất kỳ mức độ ảnh hưởng nào đến hoạt độ enzyme 
21-hydroxylase đều gây ảnh hưởng đến phát triển giới tính 
ở trẻ nữ.

Cơn suy thượng thận cấp chỉ được ghi nhận ở các bệnh 
nhân thể mất muối, trong đó tần suất xuất hiện ở nam cao 
hơn ở nữ (91,8% so với 78,6%). Điều này được lý giải do 
trẻ nữ thể mất muối khi sinh ra có biểu hiện sinh lý ngoài 
bất thường bộ phận sinh dục, do vậy sẽ được chẩn đoán sớm 
hơn và nhiều khả năng dự phòng được cơn suy thượng thận 
cấp hơn so với trẻ nam. 

Tỷ lệ giới tính có sự khác biệt nhau giữa các thể bệnh, 
trong đó mất muối có tỷ lệ nam/nữ gần tương đương nhau 
(nam 53,4% và nữ 46,6%); thể nam hóa đơn thuần có tỷ lệ 
bệnh nhân nữ cao (81,8%) hơn so với nam (18,2%). Bệnh 
tăng sản thượng thận là bệnh di truyền lặn nhiễm sắc thể 
thường, do đó về lý thuyết tỷ lệ mắc bệnh ở nam và nữ là 
tương đương nhau. Giải thích cho sự chênh lệch này ở thể 
nam hóa đơn thuần là do trẻ nam thể nam hóa đơn thuần 
không có các biểu hiện lâm sàng rõ rệt ngoài dậy thì sớm, 
do vậy thường không được coi là bất thường và ít được tiếp 
cận chẩn đoán hơn so với trẻ nữ.

Kết luận

Qua nghiên cứu đặc điểm lâm sàng của 209 bệnh nhân 
tăng sản thượng thận bẩm sinh thiếu enzym 21-hydroxylase 
cho thấy: phát hiện được 77% bệnh nhân mắc thể mất muối, 
21% thể nam hóa đơn thuần và 2% mắc thể không cổ điển. 
Bệnh nhân thể mất muối và thể không cổ điển được chẩn 
đoán sớm hơn (32 ngày và 18,5 ngày) so với bệnh nhân thể 
nam hóa đơn thuần (1.590 ngày) (p<0,001). Thể bệnh mất 

muối có tỷ lệ nam/nữ gần tương đương nhau (nam 53,4% 
và nữ 46,6%). Thể nam hóa đơn thuần có tỷ lệ bệnh nhân nữ 
cao hơn (81,8% nữ và 18,2% nam).

LỜI CẢM ƠN

Nghiên cứu được thực hiện với sự hỗ trợ kinh phí của đề 
tài cấp Bộ Y tế: “Nghiên cứu quy trình phát hiện người mang 
gen bệnh và chẩn đoán trước sinh bệnh tăng sản thượng thận 
bẩm sinh bằng kỹ thuật sinh học phân tử” (2014-2018) và 
sự giúp đỡ của các cán bộ Trung tâm Nghiên cứu Gen - 
Protein, Bộ môn Nhi, Trường Đại học Y Hà Nội; Khoa Nội 
tiết - Chuyển hóa - Di truyền, Bệnh viện Nhi Trung ương. 
Chúng tôi xin trân trọng cảm ơn.
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Đặt vấn đề

ĐQ là nguyên nhân hàng đầu dẫn đến mất chức năng kéo 
dài ở người trưởng thành trên thế giới. Kể cả khi được điều 
trị phục hồi chức năng (PHCN) với vật lý trị liệu và hoạt 
động trị liệu thì gần một nửa số bệnh nhân sống sót vẫn bị 
ảnh hưởng nhiều đến chức năng sống [1].

YHCT nói chung và châm cứu nói riêng đã có những 
đóng góp tích cực trong PHCN vận động sau ĐQ. Nhiều 
công bố đã cho thấy, châm cứu kết hợp vật lý trị liệu có kết 
quả đáng khích lệ trong phục hồi di chứng vận động của 
bệnh nhân sau ĐQ [2, 3], trong đó phương pháp châm cứu 
cải tiến đã được nghiên cứu, áp dụng nhằm nâng cao hiệu 
quả và rút ngắn thời gian điều trị cho bệnh nhân [2, 4, 5]. 

Việc ứng dụng phương pháp châm cứu cải tiến kết hợp với 
vật lý trị liệu và những loại thuốc có tác dụng hành khí hoạt 
huyết, tăng tuần hoàn não (như Bổ dương hoàn ngũ thang 
đã được chứng minh có khả năng bảo vệ tế bào nơron qua 
nhiều cơ chế cũng như tác động lên nhiều loại tế bào khác 
của hệ thần kinh trung ương [6, 7]) để điều trị phục hồi các 
di chứng vận động của bệnh nhân sau ĐQ là điều cần thiết 
và rất đáng quan tâm. Theo tác giả B.B. Johansson [8], phục 
hồi sau ĐQ cần thiết phải có sự tham gia của nhiều chuyên 
khoa khác nhau để có thể hỗ trợ bệnh nhân tham gia tích 
cực.

Có một đặc điểm mà nhiều công trình nghiên cứu trong 
và ngoài nước đã ghi nhận: bệnh nhân có thời gian từ khi 
ĐQ đến lúc điều trị càng lâu thì khả năng phục hồi di chứng 

Đánh giá kết quả cải thiện các triệu chứng thận âm hư và phục hồi vận động 
trên bệnh nhân đột quỵ sau 3 tháng của phác đồ phối hợp châm cứu cải tiến, 

vật lý trị liệu, Bổ dương hoàn ngũ thang và Lục vị
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Tóm tắt:

Đột quỵ (ĐQ) là nguyên nhân hàng đầu dẫn đến mất chức năng kéo dài ở người trưởng thành. Nhiều phương pháp 
của y học cổ truyền (YHCT) đã được chứng minh có hiệu quả trong điều trị phục hồi sau ĐQ như châm cứu cải tiến, 
dùng Bổ dương hoàn ngũ thang... Tuy nhiên, các nghiên cứu trước đây hầu hết chỉ tập trung điều trị sau ĐQ giai 
đoạn sớm và chưa chú trọng điều trị hội chứng bệnh theo YHCT. Thận âm hư (TAH) là một trong các hội chứng 
YHCT thường gặp nhất sau ĐQ và Lục vị là một bài thuốc cổ điển thường được dùng trong điều trị hội chứng này. 
Nghiên cứu này nhằm mục tiêu trả lời câu hỏi: nếu sử dụng bài thuốc Lục vị phối hợp với châm cứu cải tiến + vật lý 
trị liệu + Bổ dương hoàn ngũ thang thì mức độ cải thiện các triệu chứng TAH như thế nào, qua đó có làm tăng hiệu 
quả phục hồi vận động trên bệnh nhân ĐQ đến trễ sau 3 tháng thuộc hội chứng này hay không? Nghiên cứu được 
thực hiện từ tháng 1/2013 đến tháng 9/2019 trên 152 bệnh nhân liệt 1/2 người sau ĐQ trên 3 tháng có hội chứng 
TAH, được phân thành hai nhóm: nhóm 1 được điều trị phối hợp châm cứu cải tiến, vật lý trị liệu và Bổ dương hoàn 
ngũ thang; nhóm 2 được điều trị phối hợp châm cứu cải tiến, vật lý trị liệu, Bổ dương hoàn ngũ thang và Lục vị. 
Thời gian điều trị là 40 ngày (10 ngày/liệu trình). Kết quả cho thấy, sau điều trị, nhóm điều trị Lục vị phối hợp với 
châm cứu cải tiến, vật lý trị liệu và Bổ dương hoàn ngũ thang có sự cải thiện các triệu chứng của TAH trong YHCT, 
ngoài ra còn giúp tăng chỉ số Barthel, tăng số vòng trung bình bỏ được trong 1 phút và giảm thời gian trung bình đi 
10 m nhiều hơn so với nhóm không sử dụng Lục vị (p<0,05). Như vậy có thể kết luận: phối hợp Lục vị với châm cứu 
cải tiến, vật lý trị liệu và Bổ dương hoàn ngũ thang giúp cải thiện đáng kể các triệu chứng TAH và qua đó làm tăng 
phục hồi vận động trên bệnh nhân ĐQ đến trễ sau 3 tháng có hội chứng TAH.

Từ khóa: Bổ dương hoàn ngũ thang, châm cứu cải tiến, Lục vị, test khéo tay, thang điểm Barthel, thời gian đi bộ 10 
m, vật lý trị liệu.
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vận động càng kém, quá trình phục hồi chủ yếu chỉ xảy ra 
trong vòng 3 tháng đầu, sau thời gian này khả năng phục hồi 
không đáng kể [2-5, 9]. Tỷ lệ bệnh nhân phục hồi vận động 
tốt, khá (xếp loại theo điểm Barthel) bằng phương pháp 
châm cứu cải tiến kết hợp vật lý trị liệu ở nhóm bị ĐQ trước 
3 tháng là 68,63%, gấp 3,7 lần so với nhóm sau 3 tháng, chỉ 
chiếm 18,63% [5]. Do vậy, việc làm thế nào để có thể tăng 
khả năng phục hồi di chứng vận động ở bệnh nhân bị ĐQ 
sau 3 tháng là mong muốn của nhiều bệnh nhân và gia đình, 
đồng thời cũng là thách thức đối với người thầy thuốc trong 
việc kết hợp giữa YHCT và y học hiện đại, vì số bệnh nhân 
có di chứng vận động do ĐQ sau 3 tháng đến điều trị tại các 
cơ sở YHCT hiện nay chiếm tỷ lệ khá cao.

Bên cạnh đó, trong điều trị YHCT, chẩn đoán hội chứng 
bệnh là một bước quan trọng nhằm đưa ra một liệu trình 
điều trị đúng và đem lại kết quả tốt trên bệnh nhân [10]. 
Trong đó, TAH là một trong các hội chứng lâm sàng YHCT 
thường gặp nhất ở bệnh nhân sau ĐQ [11-13]. Việc sử dụng 
Bổ dương hoàn ngũ thang trong điều trị bệnh nhân sau ĐQ, 
ngoài tác dụng bổ khí, hành khí, hoạt huyết, vốn đã góp 
phần làm giảm các triệu chứng TAH như ra mồ hôi trộm 
(Huỳnh kỳ), đau lưng (Xuyên khung), táo bón (Đương quy, 
Đào nhân), nóng về đêm, mặt má đỏ, môi khô (Địa long), 
mất ngủ (Địa long, Đương quy)… Tuy nhiên, nếu phối hợp 
thêm bài thuốc Lục vị - một trong các bài thuốc cổ điển 
thường dùng nhất trong điều trị hội chứng này [14-17] liệu 
có làm tăng thêm hiệu quả cải thiện các triệu chứng TAH 
hay không, vì các yếu tố này có liên quan đến cải thiện chức 
năng vận động sau ĐQ [18]. Câu hỏi nghiên cứu của chúng 
tôi là: nếu sử dụng bài thuốc Lục vị phối hợp với châm cứu 
cải tiến + vật lý trị liệu + Bổ dương hoàn ngũ thang thì mức 
độ cải thiện các triệu chứng TAH như thế nào và qua đó có 
làm tăng hiệu quả phục hồi vận động trên bệnh nhân ĐQ 
đến trễ sau 3 tháng có hội chứng TAH hay không?

Đối tượng, phương pháp nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu

Ước tính cỡ mẫu theo công thức:
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trị mong muốn đạt được trong nghiên cứu này, p2 = 45% = 0,45. Tính được cỡ mẫu ≥74 
(người). 

Thiết kế nghiên cứu: thử nghiệm lâm sàng, sắp xếp ngẫu nhiên, có nhóm chứng, đa 
trung tâm, thực hiện từ tháng 1/2013 đến tháng 9/2019 tại Cơ sở chẩn trị YHCT Thiên 
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thần kinh trung ương [6, 7]) để điều trị phục hồi các di chứng vận động bệnh nhân sau ĐQ 
là điều cần thiết và rất đáng quan tâm. Theo tác giả B.B. Johansson [8], phục hồi sau ĐQ 
cần thiết phải có sự tham gia của nhiều đội chuyên khoa khác nhau để có thể hỗ trợ bệnh 
nhân tham gia tích cực. 

Có một đặc điểm mà nhiều công trình nghiên cứu trong và ngoài nước đã ghi nhận: 
bệnh nhân có thời gian từ khi ĐQ đến lúc điều trị càng lâu thì khả năng phục hồi di chứng 
vận động càng kém, quá trình phục hồi chủ yếu chỉ xảy ra trong vòng 3 tháng đầu, sau 
thời gian này khả năng phục hồi không đáng kể [2-5, 9]. Tỷ lệ bệnh nhân phục hồi vận 
động tốt, khá (xếp loại theo điểm Barthel) bằng phương pháp châm cứu cải tiến kết hợp 
vật lý trị liệu ở nhóm bị ĐQ trước 3 tháng là 68,63%, gấp 3,7 lần so với nhóm sau 3 
tháng, chỉ chiếm 18,63% [5]. Do vậy, việc làm thế nào để có thể tăng khả năng phục hồi 
di chứng vận động ở bệnh nhân bị ĐQ sau 3 tháng là mong muốn của nhiều bệnh nhân và 
gia đình, đồng thời cũng là thách thức của người thầy thuốc trong việc kết hợp giữa 
YHCT và y học hiện đại, vì số bệnh nhân có di chứng vận động do ĐQ sau 3 tháng đến 
điều trị tại các cơ sở YHCT hiện nay chiếm tỷ lệ khá cao. 

Bên cạnh đó, trong điều trị YHCT, chẩn đoán hội chứng bệnh là một bước quan trọng 
nhằm đưa ra một liệu trình điều trị đúng và đem lại kết quả tốt trên bệnh nhân [10]. Trong 
đó, TAH là một trong các hội chứng lâm sàng YHCT thường gặp nhất ở bệnh nhân sau 
ĐQ [11-13]. Việc sử dụng Bổ dương hoàn ngũ thang trong điều trị bệnh nhân sau ĐQ, 
ngoài tác dụng bổ khí, hành khí, hoạt huyết, vốn đã góp phần làm giảm các triệu chứng 
TAH như ra mồ hôi trộm (Huỳnh kỳ), đau lưng (Xuyên khung), táo bón (Đương quy, Đào 
nhân), nóng về đêm, mặt má đỏ, môi khô (Địa long), mất ngủ (Địa long, Đương quy)… 
Tuy nhiên, nếu phối hợp thêm bài thuốc Lục vị - một trong các bài thuốc cổ điển thường 
dùng nhất trong điều trị hội chứng này [14-17] liệu có làm tăng thêm hiệu quả cải thiện 
các triệu chứng TAH hay không, vì các yếu tố này có liên quan đến cải thiện chức năng 
vận động sau ĐQ [18]. Câu hỏi nghiên cứu của chúng tôi là: nếu sử dụng bài thuốc Lục vị 
phối hợp với châm cứu cải tiến + vật lý trị liệu + Bổ dương hoàn ngũ thang thì mức độ cải 
thiện các triệu chứng TAH như thế nào và qua đó có làm tăng hiệu quả phục hồi vận động 
trên bệnh nhân ĐQ đến trễ sau 3 tháng có hội chứng TAH hay không? 
Đối tượng, phương pháp nghiên cứu 
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Abstract:

Stroke is the leading cause of long-term disability in 
adults worldwide. Traditional medicine has been shown 
to make a positive contribution to motor rehabilitation 
after stroke such as modified acupuncture and Bu yang 
huang wu tang. However, the majority of studies have 
been carried out in patients after stroke at the early stage 
and have not really paid attention to treat syndromes by 
traditional medicine syndrome. After stroke, kidney yin 
deficiency syndrome is really common and often treated 
by a classic decoction - Liu wei di huang. This study was 
conducted to investigate the effectiveness of symptom 
improvement and motor recovery in patients after 
stroke more than 3 months with kidney yin deficiency 
by combining Liu wei di huang with Bu yang huang 
wu tang, modified acupuncture and physiotherapy. A 
multi-center, randomised controlled clinical trial was 
conducted from January 2013 to September 2019 on 152 
patients after 3 months of stroke, who had been classified 
as kidney yin deficiency, divided into 2 groups: using 
(group 2) and not using Liu wei di huang (group 1). And 
both the groups received the treatment of Bu yang huang 
wu tang, modified acupuncture and physiotherapy for 
40 days. The results exhibited that after treatment, 
most of the observed indexes had positive changes with 
statistical significance in the group 2 (p<0.05). When 
comparing the effects between the two groups, indexes in 
the group 2 were improved better than that of the group 
1 (p<0.05). In conclusion, combining Liu wei di huang 
with Bu yang huang wu tang, modified acupuncture and 
physiotherapy could improve symptoms significantly as 
well as increase motor recovery in patients after stroke 
more than 3 months with kidney yin deficiency.

Keywords: Bu yang huang wu tang, Liu wei di huang 
wan, modified acupuncture, physiotherapy, the Barthel 
score, 10 hole test, 10 m walk test.
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lệ đáp ứng điều trị mong muốn đạt được trong nghiên cứu 
này, p2=45%=0,45. Tính được cỡ mẫu ≥74 (người).

Thiết kế nghiên cứu: thử nghiệm lâm sàng, sắp xếp ngẫu 
nhiên, có nhóm chứng, đa trung tâm, thực hiện từ tháng 
1/2013 đến tháng 9/2019 tại Cơ sở chẩn trị YHCT Thiên 
Nam - Khánh Hòa, Cơ sở YHCT Ngô Hành - Khánh Hòa và 
Phòng khám đa khoa Nhân đạo Kinh 7 - Kiên Giang.

Tiêu chuẩn chọn: tất cả bệnh nhân liệt nửa người do ĐQ 
sau 3 tháng có hội chứng TAH, và có các tiêu chuẩn sau: 
tỉnh táo, hợp tác với thầy thuốc điều trị, chỉ số Barthel ≤60 
(nhóm trung bình, yếu và kém), không thể đi được 10 mét 
mà không cần dụng cụ hoặc người hỗ trợ.

Tiêu chuẩn loại trừ: liệt nửa người do chấn thương; liệt 
nửa người nhưng quá suy kiệt hoặc bị lở loét, viêm nhiễm 
nhiều, đang dùng các thuốc trong phác đồ điều trị (thuốc y 
học hiện đại trong phác đồ điều trị được xem là các thuốc 
có tác dụng tăng tuần hoàn não, thuốc YHCT trong phác đồ 
điều trị là Bổ dương hoàn ngũ thang, Lục vị hoặc các bài 
thuốc có tác dụng tương tự), hoặc bệnh nhân đã dùng nhưng 
thời gian ngưng thuốc chưa tới 15 ngày.

Tiêu chuẩn ngưng nghiên cứu: phát hiện tiêu chuẩn loại 
trừ, bệnh nhân từ chối không tiếp tục điều trị, diễn tiến nặng 
hơn.

Phương pháp nghiên cứu

Phân nhóm nghiên cứu: chọn 152 bệnh nhân liệt nửa 
người do ĐQ sau 3 tháng có đủ tiêu chuẩn chọn bệnh và tiêu 
chuẩn loại trừ, được bốc thăm ngẫu nhiên vào hai nhóm: 
nhóm 1 gồm 76 bệnh nhân liệt nửa người do ĐQ sau 3 tháng 
có đủ tiêu chuẩn chẩn đoán TAH [19] được điều trị bằng 
châm cứu cải tiến, vật lý trị liệu, kết hợp với Bổ dương hoàn 
ngũ thang; nhóm 2 gồm 76 bệnh nhân liệt nửa người do ĐQ 
sau 3 tháng có đủ tiêu chuẩn chẩn đoán TAH được điều trị 
bằng châm cứu cải tiến, vật lý trị liệu, kết hợp với Bổ dương 
hoàn ngũ thang và Lục vị. Các bệnh nhân được khám và 
theo dõi theo 1 mẫu bệnh án thống nhất. Các đánh giá và 
theo dõi được thực hiện sau mỗi liệu trình 10 ngày, thời gian 
theo dõi và điều trị liên tục trong 40 ngày (4 liệu trình).

Phương pháp phân ngẫu nhiên: những bệnh nhân có 
đủ tiêu chuẩn chẩn đoán TAH được phân ngẫu nhiên vào 
2 nhóm. Phương pháp phân ngẫu nhiên đơn được sử dụng, 
152 số được ghi sẵn từ 1 đến 152 và bỏ vào bì thư kín. Các 
bệnh nhân bốc thăm ngẫu nhiên, bệnh nhân bốc thăm số lẻ 
được xếp vào nhóm 1, bệnh nhân bốc thăm số chẵn được 
xếp vào nhóm 2.

Châm cứu cải tiến: chọn huyệt dựa trên loại cơ hiện đang 
yếu liệt, trong đó các huyệt được chọn nằm trên các đường 
kinh ở vùng bị bệnh nhưng ở hai đầu nguyên ủy và bám tận 
của cơ. Sử dụng máy điện châm Thera-Pulse PB3, tần số từ 
4-50 Hz, cường độ từ 2-10 mA; độ nông sâu từ 0,5-1,5 thốn, 
ngoại trừ Kiên Ngung (2-3 thốn) và Trật biên (3-5 thốn) tuỳ 
theo vị trí của huyệt; châm thay đổi các huyệt ở trên (không 
quá 20 cây/lần châm); thời gian lưu kim là 20 phút, trong 
đó 10 phút đầu với tần số thấp, cường độ cao (kích thích co 
cơ), 10 phút sau với tần số cao, cường độ nhẹ (xoa bóp cơ). 
Mỗi ngày châm một lần, mỗi liệu trình điều trị là 10 ngày, 
thời gian theo dõi và điều trị liên tục 40 ngày (4 liệu trình).

Vật lý trị liệu: tùy vào tình trạng bệnh nhân mà tập thụ 
động hoặc chủ động, các phương pháp thực hiện bao gồm: 
tập vận động chân tay yếu liệt ở tư thế nằm, tư thế ngồi, vận 
động ở tư thế đứng để tập dồn trọng lượng lần lượt lên hai 
chân, tập đi với dụng cụ hỗ trợ… Mỗi lần tập 45 phút, mỗi 
động tác khoảng 3-5 lần, mỗi ngày tập 1 lần.

Lục vị: sử dụng thuốc chế phẩm có thành phần: Thục địa 
240 mg, Hoài sơn 120 mg, Sơn thù 90 mg, Mẫu đơn bì 90 
mg, Trạch tả 90 mg, Phục linh 90 mg cho mỗi viên nang; 
liều dùng: ngày uống 3 lần, mỗi lần 2 viên. 

Bổ dương hoàn ngũ thang: sử dụng thuốc chế phẩm có 
thành phần: Huỳnh kỳ 12 g, Đương quy 11 g, Xuyên khung 
9 g, Xích thược 9 g, Hồng hoa 7 g, Đào nhân 7 g, Địa long 
3,5 g; liều dùng: ngày uống 3 lần, mỗi lần uống 15 viên.

Các chỉ số theo dõi:

• Đánh giá hiệu quả cải thiện các triệu chứng của TAH 
dựa vào sự thay đổi tỷ lệ các triệu chứng có trong 3 hội 
chứng: Thần kinh kích thích (gồm 7 triệu chứng: nhức đầu, 
đầu choáng, mắt hoa, mất ngủ, bứt rứt, kinh hãi, hồi hộp), 
Tăng quá trình dị hóa (gồm 11 triệu chứng: nóng về đêm, 
mạch tế sác, lòng bàn tay chân nóng, mồ hôi trộm, mặt má 
đỏ, môi khô, lưỡi ráo, lưỡi đỏ, khô miệng, táo bón, tiểu sẻn), 
Suy kém nuôi dưỡng (gồm 3 triệu chứng: gầy yếu, đau lưng, 
răng lung lay) [19]. Bệnh nhân có đủ tiêu chuẩn chẩn đoán 
TAH khi có đủ 3 hội chứng trên và mỗi hội chứng phải có ít 
nhất 2 triệu chứng.

• Đánh giá sự PHCN vận động dựa theo thang điểm 10 
chức năng Barthel, đánh giá PHCN vận động của tay liệt 
dựa theo bảng theo dõi Test khéo tay, đánh giá PHCN vận 
động của chân liệt dựa theo bảng theo dõi thời gian bệnh 
nhân đi được 10 m có hoặc không có dụng cụ hỗ trợ. 

• Việc theo dõi và đánh giá được tiến hành sau mỗi liệu 



1762(2) 2.2020

Khoa học Y - Dược

trình điều trị 10 ngày và liên tục 4 liệu trình (40 ngày).

Định nghĩa các biến số:

• Test khéo tay: khả năng bệnh nhân sử dụng tay bị yếu 
liệt bỏ vòng vào cột, không có bất kỳ sự trợ giúp nào. Đánh 
giá bằng cách đếm số vòng bệnh nhân bỏ được vào các cột 
trong 1 phút. Bệnh nhân làm được Test khéo tay là bỏ được 
ít nhất từ 1 vòng trở lên.

• Thời gian bệnh nhân đi 10 m (có hoặc không có dụng 
cụ hỗ trợ): là thời gian bệnh nhân tự mình đi được 10 m, 
không có bất kỳ sự hỗ trợ nào hoặc có sử dụng dụng cụ hỗ 
trợ như gậy, khung tập đi.

Xử lý số liệu: dùng phần mềm STATA để phân tích kết 
quả. Trong phần nghiên cứu kết quả trước và sau điều trị, 
phương pháp thống kê áp dụng là phép kiểm định t bắt cặp 
so sánh trung bình và độ lệch chuẩn, kiểm định z so sánh sự 
khác biệt tỷ lệ trước và sau điều trị. Các kiểm định chi bình 
phương, kiểm định Fisher, kiểm định t với phương sai bằng 
nhau hoặc phương sai không bằng nhau so sánh sự khác biệt 
giữa 2 nhóm.

Nghiên cứu đã được chấp thuận bởi Hội đồng đạo đức 
trong nghiên cứu y sinh học của Trường Đại học Y dược TP 
Hồ Chí Minh, theo Quyết định số 412/ĐHYD-HĐĐĐ.

Kết quả nghiên cứu

Đặc điểm đối tượng nghiên cứu

Tuổi trung bình của nhóm 1 là 61,1±8,5, nhỏ nhất là 45 và 
lớn nhất là 83 tuổi. Tuổi trung bình của nhóm 2 là 60,3±9,7, 
nhỏ nhất là 39 và lớn nhất là 82 tuổi. Tuổi trung bình giữa 
hai nhóm khác biệt không ý nghĩa thống kê (p>0,05). Số 
lượng nam nhiều hơn nữ ở cả hai nhóm. Nhóm 1, nam nhiều 
hơn nữ là 20 người (hơn 26,4%) và nhóm 2 là 16 người (hơn 
21%). Số lượng nam nữ giữa hai nhóm khác nhau không ý 
nghĩa thống kê (p>0,05). Hầu hết bệnh nhân có bệnh kèm 
theo, trong đó bệnh lý gặp nhiều nhất là tăng huyết áp, tiếp 
theo là các bệnh lý xơ vữa động mạch, đái tháo đường và ít 
nhất là thiếu máu cơ tim. So sánh bệnh kèm theo giữa hai 
nhóm khác biệt không ý nghĩa thống kê (p>0,05).

Về đặc điểm ĐQ, đa số bệnh nhân không có hôn mê, 
thời gian hôn mê thường <24 giờ, thời gian ĐQ 3-6 tháng 
chiếm chủ yếu và đa số là ĐQ lần 1. So sánh sự chênh lệch 
số lượng bệnh nhân trong các biến giữa hai nhóm ghi nhận 
kết quả khác biệt không ý nghĩa thống kê (p>0,05).

Hiệu quả cải thiện bệnh cảnh TAH
Bảng 1. Hiệu quả cải thiện bệnh cảnh TAH qua các liệu trình điều 
trị của nhóm 1 (không sử dụng Lục vị).

Số BN có biểu hiện 
triệu chứng/bệnh 
cảnh TAH

Trước 
điều trị

Sau điều trị 
10 ngày

Sau điều trị 
20 ngày

Sau điều trị 
30 ngày

Sau điều trị 
40 ngày

N N p N p N p N p

Hội chứng thần kinh 
kích thích 76 76 76 75 0,316 71 0,023

Nhức đầu 58 56 0,708 46 0,036 32 <0,001 28 <0,001

Đầu choáng 43 42 0,870 34 0,144 31 0,052 32 0,074

Mắt hoa 42 41 0,871 31 0,074 24 0,003 23 0,002

Mất ngủ 62 61 0,837 59 0,546 56 0,243 53 0,089

Bứt rứt 57 58 0,850 51 0,283 44 0,026 42 0,011

Kinh hãi 9 7 0,597 5 0,262 0 0,002 0 0,002

Hồi hộp 15 13 0,676 10 0,274 6 0,034 4 0,007

Hội chứng tăng quá 
trình dị hóa 76 76 76 75 0,316 74 0,155

Nóng về đêm 50 48 0,735 44 0,316 41 0,136 37 0,033

Mạch tế sác 34 34 1,000 34 1,000 33 0,870 31 0,623

Lòng bàn tay chân 
nóng 26 26 1,000 26 1,000 26 1,000 23 0,603

Mồ hôi trộm 16 14 0,684 11 0,289 7 0,042 7 0,042

Mặt má đỏ 28 21 0,224 11 0,002 8 <0,001 8 <0,001

Môi khô 46 42 0,511 27 0,002 22 <0,001 22 <0,001

Lưỡi ráo 30 28 0,738 28 0,738 25 0,399 20 0,084

Lưỡi đỏ 51 51 1,000 49 0,732 48 0,610 47 0,498

Khô miệng 38 34 0,516 27 0,071 17 <0,001 16 <0,001

Táo bón 53 52 0,861 46 0,234 43 0,093 34 0,002

Tiểu sẻn 20 20 1,000 20 1,000 18 0,708 16 0,445

Hội chứng suy kém 
nuôi dưỡng 76 75 0,316 70 0,012 67 0,002 59 <0,001

Gầy yếu 48 48 1,000 46 0,738 44 0,507 41 0,249

Đau lưng 70 69 0,772 66 0,290 61 0,034 55 0,002

Răng lung lay 38 38 1,000 38 1,000 41 0,626 40 0,746

Bệnh cảnh TAH 76 75 0,316 70 0,012 66 0,001 56 <0,001

Kiểm định z so sánh sự khác biệt tỷ lệ trước và sau can thiệp.

Bảng 1 cho thấy, sau 40 ngày điều trị, có 12/21 triệu 
chứng thuyên giảm có ý nghĩa thống kê (p<0,05). Trong 
đó, ở hội chứng Thần kinh kích thích giảm 5/7 triệu chứng 
(nhức đầu, mắt hoa, bứt rứt, kinh hãi và hồi hộp); hội chứng 
Tăng quá trình dị hóa giảm 6/11 triệu chứng (nóng về đêm, 
mồ hôi trộm, mặt má đỏ, môi khô, khô miệng và táo bón); 
hội chứng Suy kém nuôi dưỡng giảm 1/3 triệu chứng (đau 
lưng). Hội chứng Thần kinh kích thích giảm từ 76 xuống 
còn 71 trường hợp, hội chứng Suy kém nuôi dưỡng giảm 
từ 76 xuống còn 59 trường hợp, sự thuyên giảm của 2 hội 
chứng này trước và sau 40 ngày điều trị có ý nghĩa thống kê 
(p<0,05). Bệnh cảnh TAH giảm 20 trường hợp (từ 76 xuống 
còn 56), sự khác biệt trước và sau điều trị của bệnh cảnh 
TAH có ý nghĩa thống kê (p<0,001).
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Bảng 2. Hiệu quả cải thiện bệnh cảnh TAH qua các liệu trình điều 
trị của nhóm 2 (có sử dụng Lục vị).

Số BN có biểu 
hiện triệu chứng/
bệnh cảnh TAH

Trước 
điều 
trị

Sau điều trị 
10 ngày

Sau điều trị 
20 ngày

Sau điều trị 
30 ngày

Sau điều trị 
40 ngày

N N p N p N p N p

Hội chứng thần 
kinh kích thích 76 76 72 0,043 56 <0,001 35 <0,001

Nhức đầu 59 55 0,454 42 0,004 23 <0,001 15 <0,001

Đầu choáng 45 38 0,254 24 <0,001 16 <0,001 13 <0,001

Mắt hoa 41 31 0,104 19 <0,001 13 <0,001 13 <0,001

Mất ngủ 68 67 0,797 58 0,031 49 <0,001 37 <0,001

Bứt rứt 62 59 0,546 51 0,041 39 <0,001 27 <0,001

Kinh hãi 11 11 1,000 8 0,462 1 0,003 0 <0,001

Hồi hộp 16 12 0,403 6 0,021 2 <0,001 2 <0,001

Hội chứng tăng 
quá trình dị hóa 76 76 70 0,012 56 <0,001 48 <0,001

Nóng về đêm 52 45 0,237 33 0,002 19 <0,001 13 <0,001

Mạch tế sác 37 34 0,626 31 0,328 25 0,048 24 0,034

Lòng bàn tay chân 
nóng 21 21 1,000 15 0,252 10 0,027 9 0,015

Mồ hôi trộm 19 20 0,853 13 0,233 9 0,036 7 0,010

Mặt má đỏ 22 14 0,127 8 0,004 4 <0,001 4 <0,001

Môi khô 42 40 0,745 29 0,035 17 <0,001 16 <0,001

Lưỡi ráo 38 34 0,516 25 0,032 17 <0,001 8 <0,001

Lưỡi đỏ 58 56 0,708 46 0,036 37 <0,001 37 <0,001

Khô miệng 39 36 0,627 19 <0,001 7 <0,001 5 <0,001

Táo bón 52 51 0,862 42 0,095 17 <0,001 9 <0,001

Tiểu sẻn 21 19 0,713 15 0,252 12 0,077 11 0,047

Hội chứng suy 
kém nuôi dưỡng 76 71 0,023 60 <0,001 39 <0,001 29 <0,001

Gầy yếu 41 41 1,000 38 0,626 29 0,051 27 0,022

Đau lưng 72 67 0,147 57 <0,001 42 <0,001 33 <0,001

Răng lung lay 44 44 1,000 44 1,000 44 0,870 43 0,870

Bệnh cảnh TAH 76 71 0,023 56 <0,001 32 <0,001 20 <0,001

 Kiểm định z so sánh sự khác biệt tỷ lệ trước và sau can thiệp.

Bảng 2 cho thấy, sau 40 ngày điều trị, có 20/21 triệu 
chứng thuyên giảm có ý nghĩa thống kê (p<0,05) ngoại trừ 
triệu chứng răng lung lay (thuộc hội chứng Suy kém nuôi 
dưỡng). Cả 3 hội chứng Thần kinh kích thích, Tăng quá 
trình dị hóa và Suy kém nuôi dưỡng đều thuyên giảm có ý 
nghĩa thống kê (p<0,001). Bệnh cảnh TAH giảm 56 trường 
hợp (từ 76 xuống còn 20), sự khác biệt này có ý nghĩa thống 
kê (p<0,001).

Bảng 3. So sánh hiệu quả cải thiện bệnh cảnh TAH qua các liệu 
trình điều trị của nhóm 1 (N1) và nhóm 2 (N2).

Số BN có biểu 
hiện triệu 
chứng/bệnh 
cảnh TAH

Trước 
điều trị

Sau điều trị 
10 ngày

Sau điều trị 
20 ngày

Sau điều trị 
30 ngày

Sau điều trị 
40 ngày

N1 N2 N1 N2 p N1 N2 p N1 N2 p N1 N2 p

Hội chứng thần 
kinh kích thích 76 76 76 76 76 72 0,12* 75 56 <0,001 71 35 <0,001

Nhức đầu 58 59 56 55 0,855 46 42 0,511 32 23 0,129 28 15 0,019

Đầu choáng 43 45 42 38 0,516 34 24 0,095 31 16 0,008 32 13 0,001

Mắt hoa 42 41 41 31 0,104 31 19 0,038 24 13 0,038 23 13 0,056

Mất ngủ 62 68 61 67 0,182 59 58 0,847 56 49 0,219 53 37 0,008

Bứt rứt 57 62 58 59 0,847 51 51 1,000 44 39 0,415 42 27 0,015

Kinh hãi 9 11 7 11 0,315 5 8 0,384 0 1 1,000* 0 0

Hồi hộp 15 16 13 12 0,827 10 6 0,290 6 2 0,276* 4 2 0,681*

Hội chứng 
tăng quá trình 
dị hóa

76 76 76 76 76 70 0,028* 75 56 <0,001 74 48 <0,001

Nóng về đêm 50 52 48 45 0,618 44 33 0,074 41 19 <0,001 37 13 <0,001

Mạch tế sác 34 37 34 34 1,000 34 31 0,623 33 25 0,182 31 24 0,237

Lòng bàn tay 
chân nóng 26 21 26 21 0,380 26 15 0,044 26 10 0,002 23 9 0,005

Mồ hôi trộm 16 19 14 20 0,243 11 13 0,656 7 9 0,597 7 7 1,000

Mặt má đỏ 28 22 21 14 0,177 11 8 0,462 8 4 0,229 8 4 0,229

Môi khô 46 42 42 40 0,745 27 29 0,737 22 17 0,353 22 16 0,261

Lưỡi ráo 30 38 28 34 0,322 28 25 0,610 25 17 0,147 20 8 0,012

Lưỡi đỏ 51 58 51 56 0,374 49 46 0,615 48 37 0,072 47 37 0,103

Khô miệng 38 39 34 36 0,745 27 19 0,158 17 7 0,026 16 5 0,010

Táo bón 53 52 52 51 0,862 46 42 0,511 43 17 <0,001 34 9 <0,001

Tiểu sẻn 20 21 20 19 0,853 20 15 0,335 18 12 0,221 16 11 0,289

Hội chứng 
suy kém nuôi 
dưỡng

76 76 75 71 0,209* 70 60 0,021 67 39 <0,001 59 29 <0,001

Gầy yếu 48 41 48 41 0,249 46 38 0,192 44 29 0,015 41 27 0,022

Đau lưng 70 72 69 67 0,597 66 57 0,063 61 42 0,001 55 33 <0,001

Răng lung lay 38 44 38 44 0,329 38 44 0,329 41 44 0,624 40 43 0,625

Bệnh cảnh TAH 76 76 75 71 0,209* 70 56 0,003 66 32 <0,001 56 20 <0,001

*Kiểm định Fisher.

Bảng 3 cho thấy, sau 10 ngày điều trị, không có sự khác 
biệt về tỷ lệ các triệu chứng của bệnh cảnh TAH giữa nhóm 
1 và nhóm 2 (p>0,05). Sự cải thiện của 3 hội chứng Thần 
kinh kích thích, Tăng quá trình dị hóa, Suy kém nuôi dưỡng 
và tỷ lệ bệnh cảnh TAH giữa nhóm 1 và nhóm 2 cũng không 
khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05).
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- Sau 20 ngày điều trị, chỉ có 2/21 triệu chứng có sự 
khác biệt giữa nhóm 1 và nhóm 2 là mắt hoa và lòng bàn tay 
chân nóng (p<0,05). Sự cải thiện hội chứng Tăng quá trình 
dị hóa, Suy kém nuôi dưỡng và tỷ lệ bệnh cảnh TAH giữa 
nhóm 1 và nhóm 2 khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05).

- Sau 30 ngày điều trị, có 8/21 triệu chứng có sự khác 
biệt giữa nhóm 1 và nhóm 2 (p<0,05). Trong đó, ở hội 
chứng Thần kinh kích thích khác biệt 2/7 triệu chứng (đầu 
choáng và mất ngủ); hội chứng Tăng quá trình dị hóa khác 
biệt 4/11 triệu chứng (nóng về đêm, lòng bàn tay chân nóng, 
khô miệng và táo bón); hội chứng Suy kém nuôi dưỡng khác 
biệt 2/3 triệu chứng (gầy yếu và đau lưng). Sự cải thiện của 
3 hội chứng Thần kinh kích thích, Tăng quá trình dị hóa, 
Suy kém nuôi dưỡng và tỷ lệ bệnh cảnh TAH giữa nhóm 1 
và nhóm 2 khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,001).

- Sau 40 ngày điều trị, có đến 12/21 triệu chứng có sự 
khác biệt giữa nhóm 1 và nhóm 2 (p<0,05), ngoại trừ các 
triệu chứng mắt hoa và hồi hộp (thuộc hội chứng Thần kinh 
kích thích), các triệu chứng mạch tế sác, mồ hôi trộm, mặt 
má đỏ, môi khô, lưỡi đỏ, tiểu sẻn (thuộc hội chứng Tăng quá 
trình dị hóa) và triệu chứng răng lung lay (thuộc hội chứng 
Suy kém nuôi dưỡng). Sự cải thiện của 3 hội chứng này và 
tỷ lệ bệnh cảnh TAH giữa nhóm 1 và nhóm 2 đều khác biệt 
có ý nghĩa thống kê (p<0,001).

Hiệu quả cải thiện vận động dựa vào tỷ lệ tốt + khá 
theo xếp loại Barthel

Bảng 4. Hiệu quả điều trị dựa vào tỷ lệ tốt + khá theo xếp loại 
Barthel.

Xếp loại 
Barthel

Chung
(n=152)

Nhóm 1
(n=76)

Nhóm 2
(n=76) Giá trị p

N % N % N %

Tốt + khá 73 48,1 31 40,8 42 55,3 0,074

Không đạt 79 51,9 45 59,2 34 44,7

Kiểm định Chi bình phương.

Bảng 4 cho thấy, trước điều trị tất cả bệnh nhân đều có 
chỉ số Barthel ≤60 (xếp loại trung bình, yếu và kém). Sau 
40 ngày điều trị, tỷ lệ bệnh nhân đạt tốt + khá theo xếp loại 
Barthel ở cả 2 nhóm đều tăng lên, trong đó nhóm 2 tăng 
lên 42 người (tăng 55,3%), nhóm 1 chỉ tăng 31 người (tăng 
40,8%). Tuy nhiên, sự khác biệt về tỷ lệ đạt tốt + khá theo 
xếp loại Barthel giữa nhóm 1 và nhóm 2 không có ý nghĩa 
thống kê (p>0,05). 

Hiệu quả cải thiện vận động dựa vào chỉ số Barthel, 
Test khéo tay, thời gian đi 10 m
Bảng 5. Hiệu quả điều trị dựa vào chỉ số Barthel, Test khéo tay, 
thời gian đi 10 m.

Chung
(n=152)

Nhóm 1
(n=76)

Nhóm 2
(n=76) Giá trị p

TB ĐLC TB ĐLC TB ĐLC

Chỉ số Barthel

Trước điều trị 40,5 13,3 40,3 13,1 40,7 13,7 0,832*

Liệu trình 1 46,8 15,6 44,9 14,6 48,7 16,4 0,138*

Liệu trình 2 53,8 16,9 51,2 15,9 56,3 17,6 0,061*

Liệu trình 3 59,1 18,0 55,7 17,1 62,5 18,4 0,02*

Liệu trình 4 62,4 18,4 58,4 17,8 66,4 18,2 0,007*

Giá trị p <0,001*** <0,001*** <0,001***

Test khéo tay

Trước điều trị 0,76 1,48 0,64 1,33 0,88 1,61 0,325*

Liệu trình 1 1,76 2,85 1,32 2,54 2,20 3,08 0,056*

Liệu trình 2 3,22 4,66 2,37 3,89 4,08 5,20 0,023**

Liệu trình 3 4,80 6,44 3,5 5,19 6,11 7,29 0,012**

Liệu trình 4 6,16 7,62 4,55 6,12 7,78 8,62 0,009**

Giá trị p <0,001*** <0,001*** <0,001***

Thời gian đi 10 m (giây)

Trước điều trị 78,61 19,61 78,95 19,56 78,26 19,95 0,883*

Liệu trình 1 68,48 24,34 69,51 25,35 67,53 23,63 0,709*

Liệu trình 2 56,53 21,09 58,64 22,60 54,62 19,67 0,356*

Liệu trình 3 46,94 23,76 49,23 21,10 44,91 25,98 0,366*

Liệu trình 4 37,70 17,59 42,92 21,15 33,05 12,07 0,005**

Giá trị p <0,001*** <0,001*** <0,001***

TB: trung bình, ĐLC: độ lệch chuẩn; *: kiểm định t với phương sai bằng nhau; 
**: kiểm định t với phương sai không bằng nhau; ***: kiểm định t bắt cặp so 
sánh trước và sau điều trị.

Bảng 5 cho thấy, sau 4 liệu trình điều trị, chỉ số Barthel ở 
cả 2 nhóm đều tăng có ý nghĩa thống kê, cụ thể từ 40,3±13,1 
tăng lên 58,4±17,8 ở nhóm 1 và từ 40,7±13,7 lên 66,4±18,2 
ở nhóm 2 (p<0,001). Trước điều trị, chỉ số Barthel giữa hai 
nhóm khác nhau không ý nghĩa thống kê (p>0,05), nhưng 
sau liệu trình 4, chỉ số Barthel ở nhóm 2 tăng 25,7 điểm 
trong khi nhóm 1 chỉ tăng 18,1 điểm, sự khác biệt này có ý 
nghĩa thống kê (p<0,05). 

Đối với Test khéo tay, sau 4 liệu trình điều trị, số vòng 
bỏ được trong 1 phút tăng từ 0,64±1,33 lên 4,55±6,12 vòng 
ở nhóm 1, và từ 0,88±1,61 lên 7,78±8,62 vòng ở nhóm 2 
(p<0,001). So sánh số vòng bỏ được trong 1 phút giữa hai 
nhóm, trước điều trị số vòng bỏ được trong 1 phút ở hai 
nhóm tương đương, và khi kết thúc điều trị, số vòng trung 
bình bỏ được trong 1 phút ở nhóm 2 tăng 6,9 vòng trong khi 
nhóm 1 chỉ tăng 3,91 vòng (p<0,05).
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Sau 4 liệu trình điều trị, thời gian trung bình đi 10 m 
đều giảm ở cả 2 nhóm, cụ thể giảm từ 78,95±19,56 còn 
42,92±21,15 giây ở nhóm 1, và từ 78,26±19,95 còn 
33,05±12,07 giây ở nhóm 2 (p<0,001). So sánh giữa hai 
nhóm, có thể thấy trước can thiệp thời gian trung bình đi 
được 10 m ở hai nhóm tương đương, và sau điều trị thời 
gian trung bình ở ở nhóm 2 giảm 45,21 giây trong khi nhóm 
1 chỉ giảm 36,03 giây (p<0,05).

Bàn luận

Về đặc điểm của mẫu nghiên cứu

So sánh những đặc điểm về mẫu nghiên cứu của chúng 
tôi với những nghiên cứu trước đây có sử dụng phương thức 
trị liệu tương đối giống (gồm châm cứu cải tiến kết hợp vật 
lý trị liệu và thuốc hỗ trợ YHCT), chúng tôi thấy những đặc 
điểm này là tương tự nhau, chỉ có một điểm khác biệt là thời 
gian đến điều trị sau khi ĐQ trễ hơn đáng kể.

Về hiệu quả điều trị hội chứng TAH

Chẩn đoán hội chứng bệnh đóng vai trò quan trọng 
trong YHCT, giúp người thực hành lâm sàng đưa ra phương 
pháp can thiệp đúng và tăng cá thể hóa điều trị [10, 20]. 
Nhiều bằng chứng cho thấy TAH là một trong các hội chứng 
thường gặp và có mối liên quan đến một số bệnh lý như trầm 
cảm, sa sút trí tuệ… sau ĐQ [6, 11-13]. Theo khảo sát của 
nhóm tác giả Chang và cộng sự [6], Lục vị địa hoàng là một 
trong 10 bài thuốc sử dụng nhiều nhất trong điều trị phục 
hồi sau ĐQ tại Đài Loan, đặc biệt trên bệnh nhân có đái tháo 
đường. Tuy nhiên, hầu hết các nghiên cứu chỉ tập trung vào 
các chỉ số cải thiện theo y học hiện đại như Barthel, các test 
vận động tay, test đi bộ… mà chưa tập trung vào nghiên cứu 
sự cải thiện các triệu chứng theo YHCT - một trong những 
yếu tố có liên quan trong cải thiện chất lượng sống của bệnh 
nhân.

Trong nghiên cứu của chúng tôi, các triệu chứng của 
TAH được phân ra thành 3 hội chứng, gồm Thần kinh kích 
thích, Tăng quá trình dị hóa và Suy kém nuôi dưỡng. Trong 
đó, hầu hết các triệu chứng sau can thiệp ở nhóm sử dụng 
Lục vị giảm có ý nghĩa thống kê (trừ triệu chứng răng lung 
lay) (p<0,05), trong khi nhóm không sử dụng Lục vị chỉ 
giảm 12/21 triệu chứng (p<0,05). 

So sánh hiệu quả cải thiện các triệu chứng ở hai nhóm, 
chúng tôi thấy số triệu chứng ở nhóm có sử dụng Lục vị 
giảm nhiều hơn so với nhóm không sử dụng Lục vị, cụ thể 
là các triệu chứng nhức đầu, mất ngủ, bứt rứt, hồi hộp ở hội 
chứng Thần kinh kích thích; triệu chứng nóng về đêm, lòng 
bàn tay bàn chân nóng, lưỡi ráo, khô miệng, táo bón ở hội 
chứng Tăng quá trình dị hóa; và triệu chứng gầy yếu, đau 
lưng ở hội chứng Suy kém nuôi dưỡng (p<0,05). 

Do vậy, có thể thấy sử dụng phối hợp các phương pháp 
châm cứu cải tiến, Bổ dương hoàn ngũ thang và vật lý trị 
liệu vẫn có thể giúp cải thiện các triệu chứng của TAH, việc 
cải thiện này có lẽ nhờ vào tác dụng của một số vị thuốc 
trong Bổ dương hoàn ngũ thang (như đã trình bày trên đây) 
cũng như tác dụng kép của một số huyệt trong kỹ thuật 
châm cứu cải tiến. Tuy nhiên, việc bổ sung thêm bài thuốc 
Lục vị trong điều trị sẽ làm tăng đáng kể hiệu quả này.

Về hiệu quả phục hồi vận động ở bệnh nhân ĐQ đến 
trễ sau 3 tháng

Phục hồi sau đột qụy cần thiết phải có sự tham gia của 
nhiều chuyên khoa khác nhau để có thể hỗ trợ bệnh nhân 
một cách tích cực [8]. Một trong nhiều thách thức của việc 
phục hồi vận động sau ĐQ là thời gian từ lúc xảy ra ĐQ 
đến khi người bệnh được điều trị phục hồi sớm hay trễ. Các 
nghiên cứu trước đây thường tập trung khảo sát việc điều trị 
trong giai đoạn sớm (thường là 3 tháng đầu) vì khả năng hồi 
phục nhiều nhất [4, 9].

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi đã cho thấy, trên các 
trường hợp liệt do ĐQ đến trễ sau 3 tháng điều trị với phác 
đồ phối hợp châm cứu cải tiến, vật lý trị liệu, Bổ dương 
hoàn ngũ thang kèm hoặc không kèm Lục vị đều cho kết 
quả cải thiện tích cực. So sánh với kết quả nghiên cứu của 
tác giả Phan Quan Chí Hiếu và cộng sự [4] ở thời điểm sau 
30 ngày điều trị, hiệu quả phục hồi vận động của những 
bệnh nhân trong nghiên cứu của chúng tôi kém hơn (điểm 
Barthel chỉ tăng thêm 15,4 ở nhóm 1 và 21,8 ở nhóm 2, 
trong khi nhóm so sánh là 46,08; số vòng bỏ được trong 1 
phút chỉ tăng 2,86 vòng ở nhóm 1 và 5,23 ở nhóm 2, trong 
khi ở nhóm so sánh là 10,56; thời gian trung bình đi bộ chỉ 
giảm 29,72 ở nhóm 1 và 33,35 ở nhóm 2, trong khi nhóm 
so sánh là 38,13 giây). Điều này cũng phù hợp với đặc điểm 
của bệnh lý yếu liệt sau vận động. Đó là càng phục hồi sớm 
thì hiệu quả sẽ càng tốt hơn. Tuy nhiên, kết quả nghiên cứu 
của chúng tôi cũng cho thấy việc phục hồi vận động vẫn có 
kết quả đáng khích lệ dù người bệnh đã đến trễ sau 3 tháng. 
Hơn nữa, có thể thấy phối hợp thêm bài thuốc Lục vị có 
thể tăng hiệu quả phục hồi. Điều này cũng là động lực giúp 
chúng tôi tiếp tục tìm hiểu trong các nghiên cứu tiếp theo 
như trên đối tượng bệnh nhân ĐQ đến trễ sau 6 tháng, trên 
1 năm, cũng như quan sát thêm sự cải thiện các bệnh lý đi 
kèm như thể Đàm thấp, Thể Thận dương hư…, và một số 
yếu tố có liên quan đến phục hồi vận động khác.

Kết luận

Sau 40 ngày điều trị trên bệnh nhân ĐQ đến trễ sau 3 
tháng có hội chứng TAH, nhóm điều trị Lục vị phối hợp 
với châm cứu cải tiến, vật lý trị liệu và Bổ dương hoàn ngũ 
thang có sự cải thiện các triệu chứng của TAH trong YHCT, 
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ngoài ra còn giúp tăng chỉ số Barthel, tăng số vòng trung 
bình bỏ được trong 1 phút và giảm thời gian trung bình đi 
10 m nhiều hơn so với nhóm không sử dụng bổ sung Lục vị.
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Đặt vấn đề

Theo báo cáo của Tổ chức Y tế thế giới (WHO), lao là 
một trong mười nguyên nhân gây tử vong hàng đầu trên thế 
giới. Nếu chỉ xét riêng trong các bệnh truyền nhiễm, lao 
chiếm số ca tử vong hàng đầu. Mặc dù đã có những cải thiện 
đáng kể trong chăm sóc và quản lý, bệnh lao vẫn là một 
vấn đề sức khỏe đáng lo ngại tại Việt Nam. Phác đồ điều trị 
kéo dài, phức tạp và các tác dụng không mong muốn, độc 
tính của thuốc là những nguyên nhân dẫn đến tình trạng tái 
nhiễm và kháng thuốc đang ngày càng gia tăng hiện nay [1].

Giống như các thuốc kháng lao hàng thứ nhất khác, 
ethambutol hấp thu tốt qua đường tiêu hóa. Tuy nhiên, sự 
phân bố dược chất vào mô không chọn lọc, bao gồm cả 
phổi, thận và hồng cầu. Bên cạnh đó, quá trình đào thải 
ethambutol nhanh, khoảng 80% bị thải trừ qua thận trong 
vòng 24 giờ. Tác dụng không mong muốn cũng là một yếu 
tố cản trở hiệu quả điều trị của ethambutol [2]. Do đó, việc 
nghiên cứu các dạng bào chế thuốc kháng lao thay thế tối 

ưu hơn, đặc biệt cho ethambutol là cần thiết để giải quyết 
những vấn đề này.

Trong nhiều năm qua, công nghệ nano được ứng dụng 
rộng rãi trong lĩnh vực dược phẩm. Tiểu phân nano có khả 
năng cải thiện độ tan của các dược chất kém tan, làm tăng 
diện tích tiếp xúc của tác nhân trị liệu với môi trường sinh 
học. Bên cạnh đó, khả năng tích điện bề mặt của tiểu phân 
nano còn góp phần tăng tính kháng khuẩn thông qua việc 
ảnh hưởng đến điện tích màng tế bào vi khuẩn [3]. Mặt 
khác, tiểu phân nano còn đóng vai trò như một hệ phân phối 
thuốc với khả năng kiểm soát sự phóng thích dược chất theo 
thời gian, giúp duy trì nồng độ thuốc hằng định trong thời 
gian dài [4].

Nhằm góp phần xây dựng một hướng đi mới trong điều 
trị lao đạt hiệu quả tốt hơn, giảm thấp nhất độc tính cho 
bệnh nhân, đề tài thực hiện nghiên cứu điều chế tiểu phân 
nano mang thuốc kháng lao ethambutol.

Tối ưu hóa các yếu tố ảnh hưởng đến việc điều chế 
tiểu phân nano poly-(D,L-lactid-co-glycolid) tải ethambutol

Nguyễn Thái Dương, Phạm Đình Duy*

Khoa Dược, Trường Đại học Y dược TP Hồ Chí Minh

Ngày nhận bài 26/8/2019; ngày chuyển phản biện 29/8/2019; ngày nhận phản biện 30/9/2019; ngày chấp nhận đăng 4/10/2019

Tóm tắt:

Mục đích của nghiên cứu là thiết kế và tối ưu hóa công thức tiểu phân nano tải ethambutol. Phương pháp: thiết kế 
mô hình thực nghiệm Taguchi L16 (4^5) bằng phần mềm Design-Expert phiên bản 10.0.7 gồm 16 thực nghiệm với 5 
biến số độc lập (tỷ lệ ethambutol/poly-(D,L-lactid-co-glycolid); tỷ lệ ethyl acetat/dicloromethan; mức độ siêu âm giai 
đoạn 1; mức độ siêu âm giai đoạn 2; áp suất cô quay), mỗi yếu tố khảo sát 4 mức. Thông qua phân tích phương sai 
các biến phụ thuộc (kích thước tiểu phân trung bình; chỉ số phân tán; hiệu suất mang dược chất; khả năng tải dược 
chất) và sự ảnh hưởng của các biến độc lập lên biến phụ thuộc mà phần mềm đưa ra các công thức tối ưu với các 
chỉ số mong muốn (desirability) khác nhau. Kết quả cho thấy, phần mềm Design-Expert đã thiết lập thực nghiệm tối 
ưu với chỉ số mong muốn cao nhất (0,897). Các giá trị tối ưu của các biến độc lập bao gồm: tỷ lệ ethambutol/poly-
(D,L-lactid-co-glycolid) là 1:1; tỷ lệ ethyl acetat/dicloromethan là 0:10; mức độ siêu âm giai đoạn 1 là 150 W; mức 
độ siêu âm giai đoạn 2 là 150 W; áp suất cô quay là 150 mbar. Thực nghiệm kiểm chứng (n=3) thu được các giá trị 
phân tích có tính lặp lại cao và tương đồng với các số liệu dự đoán từ phần mềm. Kết luận: các yếu tố ảnh hưởng 
đến việc điều chế tiểu phân nano poly-(D,L-lactid-co-glycolid) tải ethambutol được tối ưu hóa thành công với sự trợ 
giúp của phần mềm Design-Expert.

Từ khóa: Design-Expert, ethambutol, thuốc kháng lao, tiểu phân nano.

Chỉ số phân loại: 3.4
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Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

Nguyên liệu

Ethambutol hydroclorid độ tinh khiết ≥99%, đạt tiêu 
chuẩn nhà sản xuất (Sigma Aldrich, Mỹ); poly-(D,L-
lactid-co-glycolid) với tỷ lệ lactid:glycolid 75:25 có Mw 
76.000-115.000 (Sigma Aldrich, Mỹ); poly(vinyl alcol) 
thủy phân 87-90% có Mw 30.000-70.000 (Sigma Aldrich, 
Mỹ); natri clorid (Merck, Đức); ethyl acetat (Merck, Đức), 
dicloromethan (Scharlau, Tây Ban Nha), nước cất 2 lần 
(Việt Nam) đạt tiêu chuẩn phân tích.

Phương pháp nghiên cứu

Bào chế tiểu phân nano tải ethambutol (ETB): tiểu 
phân nano tải ETB được bào chế bằng phương pháp bốc 
hơi dung môi từ nhũ tương: poly-(D,L-lactid-co-glycolid) 
(PLGA) được hòa tan trong 10 ml các dung môi khác nhau 
[ethyl acetat (EA); dicloromethan (DCM) hoặc hỗn hợp 
EA:DCM]. Nhũ hóa 1 ml dung dịch ETB (1 mg/ml) vào 
dung dịch trên bằng siêu âm (Topt-500, Toption Instrument, 
Trung Quốc) trong thời gian 1 phút ở tần số 20 kHz, mức 
siêu âm thay đổi tùy từng thực nghiệm (giai đoạn 1). Tiền 
nhũ tương được nhũ hóa tiếp trong 10 ml dung dịch chứa 
1% (khối lượng/thể tích) poly(vinyl alcol) và 0,5% (khối 
lượng/thể tích) natri clorid bằng siêu âm trong thời gian 3 
phút ở tần số 20 kHz, mức siêu âm thay đổi tùy từng thực 
nghiệm (giai đoạn 2). Dung môi hữu cơ được loại bằng thiết 
bị cô quay (Heidolph laborota 4001 efficient, Heidolph, 
Đức) với tốc độ 150 vòng/phút. 

Thiết kế và tối ưu hóa thực nghiệm: mô hình Taguchi 
L16 (4^5) được thiết kế bằng phần mềm Design-Expert 
phiên bản 10.0.7 (Stat-Ease Inc., Mỹ) gồm 16 thực nghiệm 
với 5 biến số độc lập gồm 4 mức (bảng 1). Các biến số phụ 
thuộc là những đặc tính tiêu biểu của tiểu phân nano như 
kích thước tiểu phân trung bình (nm), chỉ số phân tán, hiệu 
suất mang dược chất (%) và khả năng tải dược chất (%). 
Bảng 1. Các mức của biến độc lập trong mô hình Taguchi L16 
(4^5).

Biến số độc lập
Mức

1 2 3 4

Tỷ lệ ETB/PLGA 1:1 1:2 1:3 1:4

Tỷ lệ EA/DCM 10:0 7:3 3:7 0:10

Mức độ siêu âm với tần số 
20 kHz

Giai đoạn 1 (W) 50 100 150 200

Giai đoạn 2 (W) 100 150 200 250

Áp suất cô quay (mbar) 100 150 200 250

Optimisation of the factors affecting 
the preparation of ethambutol-loaded 

poly-(D,L-lactide-co-glycolide) nanoparticles
Thai Duong Nguyen, Dinh Duy Pham*

Faculty of Pharmacy, University of Medicine and Pharmacy 
at Ho Chi Minh City

Received 26 August 2019; accepted 4 October 2019

Abstract:

The aim of this study was to design and optimize 
ethambutol-loaded nanoparticles. Methods: a Taguchi 
L16 (4^5) experimental model was designed by Design-
Expert software v.10.0.7 including 16 experiments. 
Five independent variables were ethambutol/
poly-(D,L-lactide-co-glycolide) ratio, acetate ethyl/
dichloromethane ratio, amplitude of first-stage 
(W), amplitude of second-stage (W), pressure of 
evaporation (mbar). Each independent variable was 
studied at four levels. Dependent variables were 
size, polydispersity index, entrapment efficacy, drug 
loading. Based on ANOVA results and the influence 
of independent variables on dependent variables, 
Design-Expert software offered optimal formulas with 
different desirability values. Results exhibited that, the 
experiment with the highest desirability value (0.897) 
was selected; optimized parameters of independent 
variables included: ethambutol/poly-(D,L-lactide-co-
glycolide) ratio was 1:1; acetate ethyl/dichloromethane 
ratio was 0:10; amplitude of first-stage was 150 (W); 
amplitude of second-stage was 150 (W). Verification 
experiments (n=3) obtained highly repeatable analytical 
values and were similar to the predicted data from 
the software. Conclusion: the factors that affect the 
preparation of ethambutol-loaded poly-(D,L-lactide-co-
glycolide) nanoparticles were successfully optimised by 
Design-Expert software.

Keywords: anti-tuberculosis drugs, Design-Expert, 
ethambutol, nanoparticles.

Classification number: 3.4
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Phần mềm Design-Expert xác định những biến độc lập 
quan trọng ảnh hưởng đến từng biến phụ thuộc thông qua 
phân tích phương sai (ANOVA). Từ đó, phần mềm đưa ra 
phương trình hồi quy của các biến phụ thuộc. Thực nghiệm 
tối ưu được lựa chọn là thực nghiệm có chỉ số mong muốn 
cao nhất được đưa ra từ phần mềm Design-Expert. Việc lựa 
chọn dựa vào chỉ số mong muốn nhằm đảm bảo khả năng 
thu được thực nghiệm tối ưu cho tiểu phân nano có các tính 
chất gần với dự đoán nhất.

Khảo sát các tính chất của tiểu phân nano tải ethambutol:

Kích thước tiểu phân trung bình (nm) và chỉ số phân tán 
(polydispersity index - PDI): được xác định dựa vào cơ chế 
tán xạ ánh sáng động trên thiết bị ZetaPALs (Brookhaven 
Instruments Corporation, Mỹ). Kết quả được xác định là giá 
trị trung bình của 3 lần đo lặp lại. Để đạt được mật độ tiểu 
phân phù hợp, mẫu được pha loãng 100 lần bằng nước cất 
2 lần trước khi đo. Tiến hành đo ở nhiệt độ 25oC, góc tán xạ 
cố định 90o.

Thế zeta: cũng được xác định trên thiết bị ZetaPALs, dựa 
vào cơ chế tán xạ ánh sáng điện di. Kết quả được xác định là 
giá trị trung bình của 3 lần đo lặp lại. Mẫu được pha loãng 
50 lần bằng dung dịch KCl 0,1 M trước khi đo. Tiến hành 
đo ở nhiệt độ 25oC, góc tán xạ cố định 90o.

Hiệu suất mang dược chất (Entrapment efficacy - EE) 
và khả năng tải dược chất (Drug loading - DL): giá trị EE 
và DL giúp đánh giá lượng dược chất được bắt giữ vào tiểu 
phân nano. Các giá trị này được tính gián tiếp thông qua xác 
định lượng dược chất tự do. Phần dược chất không được 
bắt giữ vào tiểu phân nano được tách ra bằng cách rửa 2 
lần với nước cất 2 lần kết hợp ly tâm 4.000 vòng/phút trong 
30 phút, sử dụng ống ly tâm lọc có giới hạn trọng lượng 
phân tử lọc (MWCO) là 100 kDa (Pall Laboratory, Mỹ). 
Tiến hành tạo phức màu với đỏ tía bromo cresol và định 
lượng bằng quang phổ UV-Vis (Beckman DU530, Beckman 
Instruments, Mỹ) ở bước sóng 407 nm. Các giá trị EE và DL 
được tính dựa vào công thức:

 

5 
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EE ( )   
 Tổng lượng dược chất ban đầu (mg)   lượng dược chất tự do (mg)

Tổng lượng dược chất ban đầu (mg)  100  

DL ( )   
 Tổng lượng dược chất ban đầu (mg)   lượng dược chất tự do (mg)
Tổng lượng polymer (mg)  lượng dược chất được bắt giữ (mg)

 100  

 

Kết quả và bàn luận 

Ở nghiên cứu này, mô hình thực nghiệm Taguchi L16 (4^5) được thiết kế với 5 

biến độc lập đã được đề cập như trên, các thông số còn lại được giữ cố định. Dữ liệu 

liệu thực nghiệm của 16 công thức được trình bày ở bảng 2.  

Bảng 2. Dữ liệu thiết kế thực nghiệm Taguchi L16 (4^5). 

TN A B C D E R1 (n=3) R2 (n=3) R3 R4 

1 1:1 3:7 150 200 200 142,37±1,46 0,49±0,10 36,26 24,79 

2 1:2 3:7 200 100 150 141,30±8,07 0,50±0,07 36,26 14,73 

3 1:1 10:0 50 100 100 130,47±1,67 0,67±0,08 5,88 5,08 

4 1:2 10:0 100 200 250 121,53±8,91 0,41±0,12 4,86 2,26 

Kết quả và bàn luận

Ở nghiên cứu này, mô hình thực nghiệm Taguchi L16 
(4^5) được thiết kế với 5 biến độc lập đã được đề cập như 
trên, các thông số còn lại được giữ cố định. Dữ liệu liệu thực 
nghiệm của 16 công thức được trình bày ở bảng 2. 

Bảng 2. Dữ liệu thiết kế thực nghiệm Taguchi L16 (4^5).

TN A B C D E R1 (n=3) R2 (n=3) R3 R4

1 1:1 3:7 150 200 200 142,37±1,46 0,49±0,10 36,26 24,79

2 1:2 3:7 200 100 150 141,30±8,07 0,50±0,07 36,26 14,73

3 1:1 10:0 50 100 100 130,47±1,67 0,67±0,08 5,88 5,08

4 1:2 10:0 100 200 250 121,53±8,91 0,41±0,12 4,86 2,26

5 1:4 3:7 100 250 100 168,00±8,40 0,17±0,03 2,39 0,58

6 1:4 7:3 150 100 250 142,70±6,94 0,22±0,05 10,09 2,40

7 1:3 3:7 50 150 250 154,17±13,27 0,24±0,09 8,08 2,54

8 1:3 0:10 100 100 200 151,37±5,75 0,47±0,10 16,67 5,10

9 1:3 7:3 200 200 100 90,73±23,38 1,05±0,15 31,03 9,10

10 1:2 7:3 50 250 200 127,47±4,68 0,36±0,13 3,33 1,56

11 1:1 0:10 200 250 250 78,07±15,21 0,90±0,64 6,02 5,19

12 1:3 10:0 150 250 150 136,43±0,91 0,31±0,05 7,14 2,25

13 1:4 0:10 50 200 150 169,60±12,08 0,31±0,05 46,46 10,18

14 1:2 0:10 150 150 100 167,10±10,05 0,49±0,15 42,84 16,94

15 1:1 7:3 100 150 150 185,73±30,49 0,99±0,06 36,67 25,00

16 1:4 10:0 200 150 200 118,67±12,20 0,61±0,03 13,72 3,24

Ghi chú: A: tỷ lệ ETB/PLGA, B: tỷ lệ EA/DCM, C: mức độ siêu âm giai đoạn 1 
(W), D: mức độ siêu âm giai đoạn 2 (W), E: áp suất cô quay (mbar), R1: kích 
thước tiểu phân trung bình (nm), R2: chỉ số phân tán, R3: hiệu suất mang dược 
chất (%), R4: khả năng tải dược chất (%).

Từ dữ liệu thực nghiệm thu được (bảng 2), tiến hành 
phân tích phương sai nhằm xác nhận ý nghĩa thống kê của 
mô hình phân tích (bảng 3). Các thông số đánh giá bao 
gồm trị số p-value, R2, R2 hiệu chỉnh (Adjusted R2), R2 dự 
đoán (Predicted R2) và độ chính xác thích hợp (Adequate 
precision).

Phân tích phương sai
Bảng 3. Phân tích ANOVA các biến R1, R2, R3 và R4.

R1 R2 R3 R4

p-value 
(Prob>F)

Tổng hợp 0,0471 0,0010 0,0017 0,0208

A: Tỷ lệ ETB/PLGA 0,0007 0,0142

B: Tỷ lệ EA/DCM 0,0030 0,0027

C: Mức độ siêu âm giai 
đoạn 1

0,0471 0,0007 0,0449

D: Mức độ siêu âm giai 
đoạn 2

0,0022 0,0216

E: Áp suất cô quay 0,0046 0,0200

R2 0,471 0,991 0,988 0,999

R2 hiệu chỉnh 0,3396 0,9710 0,9612 0,9992

R2 dự đoán 0,0608 0,8867 0,8577 N/A

Độ chính xác thích hợp 4,280 20,496 16,705 105,546

N/A: not applicable (không áp dụng).
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Kết quả phân tích phương sai các biến phụ thuộc được 
trình bày trong bảng 3. Trị số p-value <0,05 cho thấy sự ảnh 
hưởng có ý nghĩa về mặt thống kê của các biến độc lập lên 
biến phụ thuộc. 

Giá trị R2 thể hiện mối liên quan giữa sự biến thiên của 
biến độc lập và biến phụ thuộc. Giá trị này cho biết các biến 
độc lập ảnh hưởng bao nhiêu phần trăm đến sự biến thiên 
của biến phụ thuộc. R2 của các biến R2, R3 và R4 đều đạt 
0,99 chứng tỏ 99% sự thay đổi của các biến này là do các 
biến độc lập gây nên. R2 của biến R1 chỉ đạt 0,47 cho thấy 
chỉ khoảng 50% sự thay đổi kích thước tiểu phân là do biến 
C (mức độ siêu âm ở giai đoạn 1) gây ra, còn lại là do ảnh 
hưởng của các biến số ngoài mô hình và sai số ngẫu nhiên.

R2 hiệu chỉnh cung cấp thông tin tương tự R2, tuy nhiên 
giá trị này loại trừ được ảnh hưởng của số lượng mẫu đến 
kết quả phân tích. Trong khi đó, R2 dự đoán phản ánh khả 
năng dự đoán của mô hình. R2 hiệu chỉnh và R2 dự đoán lệch 
nhau 0,2 thì mô hình được xem là phân tích và dự đoán hợp 
lý. Trong các biến phụ thuộc, biến R1 có R2 hiệu chỉnh  và 
R2 dự đoán thấp, đồng thời hai giá trị này lệch nhau >0,2. 
Nguyên nhân có thể do vấn đề ở dữ liệu thực nghiệm hoặc 
mô hình phân tích. Tuy nhiên, với kết quả kiểm chứng thực 
nghiệm thu được (trình bày ở phần “Thực nghiệm kiểm 
chứng”), kết quả thu được tương đồng với kết quả dự đoán 
(lệch 0,85%). Các biến R2, R3 và R4 đều có R2 hiệu chỉnh và 
R2 dự đoán  trên 85%, riêng biến R4 xấp xỉ 1 nên không xác 
định trong thống kê.

Độ chính xác thích hợp thể hiện tỷ lệ giữa “tín hiệu” và 
“ nhiễu”. Hay nói cách khác, giá trị này là tỷ số giữa khoảng 
giá trị dự đoán (xung quanh giá trị dự đoán) và sai số dự 
đoán trung bình. Trị số này >4 được xem là phù hợp, chứng 
tỏ “tín hiệu” tạo ra là thích hợp. Tất cả các biến đều thỏa 
mãn yêu cầu này. Giá trị R2 của biến R1 nhỏ, tuy nhiên giá 
trị độ chính xác thích hợp thỏa mãn >4 nên vẫn có thể chấp 
nhận được.

Phân tích ảnh hưởng của các biến độc lập lên biến 
phụ thuộc

Sự ảnh hưởng của biến độc lập lên biến kích thước tiểu 
phân được thể hiện ở hình 1. Trong các biến số độc lập, kích 
thước tiểu phân nano ethambutol bị chi phối bởi mức độ 
siêu âm ở giai đoạn 1 (=0,0471). Khi mức siêu âm vượt quá 
150 W, kích thước tiểu phân giảm đáng kể. 

Ở một nghiên cứu khác, tác giả Sonia Iurian và cộng sự 
khảo sát ảnh hưởng của các thông số quy trình siêu âm đến 
kích thước tiểu phân nano. Thông số ảnh hưởng lớn nhất lên 
kích thước là thời gian và mức độ siêu âm. Hai thông số này 
càng lớn thì kích thước hạt càng giảm [5]. 

Sự gia tăng mức độ siêu âm đồng thời làm gia tăng nhiệt 
độ môi trường phân tán. Để tránh bị tác động của nhiệt độ, 
tiểu phân nano được duy trì nhiệt độ cố định 8-10oC. 

Hình 2. Ảnh hưởng của các biến độc lập lên chỉ số phân tán.

Sự ảnh hưởng của các biến số độc lập lên chỉ số phân tán 
không có sự nhất quán chung (hình 2). Khi lượng polymer 
tăng, nhìn chung chỉ số phân tán giảm, với tỷ lệ ETB/PLGA 
là 1:2 và 1:4 thì chỉ số phân tán thấp nhất, tiểu phân nano 
có sự đồng nhất cao (p=0,0007). Kết quả này có sự tương 
đồng với Kabiru Dauda và cộng sự khi nghiên cứu tiểu phân 
nano PLGA tải artesunat bằng phương pháp nhũ tương kép 
kết hợp bay hơi dung môi. Khi tỷ lệ artesunat:PLGA thay 
đổi từ 1:5 xuống 1:10 thì PDI lần lượt là 1,000±0,000 và 
0,355±0,040 [6]. 

Loại dung môi sử dụng để hòa tan polymer cũng ảnh 
hưởng đến PDI. Sử dụng DCM làm dung môi hòa tan PLGA 
thu được các tiểu phân nano đồng nhất hơn so với sử dụng 
EA (p=0,0030). Điều này có thể giải thích là do tốc độ bay 
hơi của DCM nhanh hơn EA, khiến DCM được loại nhanh 
chóng và tiểu phân nano hình thành dễ dàng hơn với cỡ hạt 

Hình 1. Ảnh hưởng của biến độc lập lên kích thước tiểu phân 
trung bình.
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đồng nhất hơn [7]. Tuy nhiên, điều này còn tùy thuộc vào 
phương pháp loại dung môi hữu cơ. Ở một nghiên cứu khác, 
Phạm Đình Duy và cộng sự đã nghiên cứu tiểu phân nano tải 
pyrazinamid sử dụng DCM, EA và hỗn hợp EA/DCM làm 
dung môi hòa tan PLGA; và các dung môi này được loại bỏ 
bằng cách bay hơi tự nhiên. Khi đó, sử dụng EA giúp thu 
được tiểu phân nano có độ đồng nhất cao hơn [8]. 

Mức độ siêu âm ở giai đoạn 1 thay đổi cũng ảnh hưởng 
đến chỉ số phân tán của tiểu phân nano, sự thay đổi chỉ số 
phân tán không tuyến tính theo sự thay đổi mức độ siêu âm 
(p=0,0007). Về mặt lý thuyết, khi mức độ siêu âm tăng thì 
khả năng nhũ hóa tăng, đồng thời lực phân tán mạnh sẽ tạo 
ra tiểu phân nano có kích thước nhỏ, đồng nhất. Tuy nhiên, 
khi lực phân tán càng mạnh, nhiệt độ môi trường càng cao 
thì các tiểu phân nano có kích thước nhỏ tạo thành có năng 
lượng bề mặt lớn sẽ chuyển động hỗn loạn, dễ dẫn đến tình 
trạng kết tập, làm tăng PDI.

Hình 3. Ảnh hưởng của các biến độc lập lên hiệu suất mang dược 
chất.

Các biến độc lập và xu hướng ảnh hưởng đến hiệu suất 
mang dược chất được thể hiện ở hình 3. Giá trị EE có sự 
thay đổi đáng kể khi sử dụng các dung môi hữu cơ khác 
nhau (p=0,003). Khi dung môi được loại nhanh chóng sẽ 
giúp tiểu phân nano dễ hình thành hơn, khi đó khả năng bắt 
giữ dược chất hiệu quả hơn [7]. Do đó, khi sử dụng DCM 
sẽ tác động tích cực hơn đến giá trị EE so với sử dụng riêng 
EA hoặc phối hợp 2 loại dung môi. 

Tương tự, mức độ siêu âm ở giai đoạn 2 cũng có ảnh 
hưởng mạnh đến giá trị EE (p=0,002). Khả năng nhũ hóa 

tăng khi mức độ siêu âm tăng dần, tuy nhiên, cấu trúc nhũ 
tương đã được tạo thành có khả năng bị phá vỡ khi sự siêu 
âm diễn ra ở cường độ quá cao, dẫn đến thất thoát dược chất.

Trong khi mức độ siêu âm giai đoạn 2 tỷ lệ thuận với 
EE thì áp suất cô quay loại dung môi tác động ngược lại. 
Áp suất cô quay càng nhỏ thì sự loại dung môi hữu cơ hiệu 
quả hơn. Do vậy, khi tăng áp suất cô quay, giá trị EE có xu 
hướng giảm (p=0,005).

Hình 4. Ảnh hưởng của các biến độc lập lên khả năng tải dược 
chất.

Các biến độc lập và xu hướng ảnh hưởng đến khả năng 
tải dược chất được thể hiện ở hình 4. Giá trị DL giảm mạnh 
khi tỷ lệ ETB/PLGA tăng lên, nguyên nhân là do khi tăng 
lượng polymer làm tổng lượng chất rắn trong công thức 
tăng, trong khi lượng dược chất được bắt giữ không tăng 
theo tương ứng. Đây cũng là biến số ảnh hưởng lớn nhất lên 
DL (p=0,014).

Trong khi đó, giá trị DL không có sự thay đổi đáng kể 
khi mức độ siêu âm ở giai đoạn 1 thay đổi (p=0,045). Sự 
thay đổi mức độ siêu âm ở giai đoạn 2 cũng ảnh hưởng gần 
như tương tự lên giá trị DL, tuy nhiên, khi tăng đến 250 W 
giá trị DL có sự giảm sâu (p=0,02). Mức độ siêu âm quá lớn 
ở giai đoạn này có thể làm phá vỡ cấu trúc nhũ tương đã 
hình thành, gây ra thất thoát dược chất ra ngoài pha ngoại, 
dẫn đến làm giảm EE và DL.

Tương tự như đối với EE, áp suất cô quay cũng ảnh 
hưởng tỷ lệ nghịch với khả năng tải dược chất. Áp suất cô 
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quay càng nhỏ thì sự loại dung môi hữu cơ càng hiệu quả 
hơn. Do vậy, khi tăng áp suất cô quay, giá trị DL có xu 
hướng giảm (p=0,02).

Hình 5. Mối tương quan giữa EE và DL.

Giữa EE và DL có mối tương quan thuận, mức độ tương 
quan chặt chẽ với hệ số tương quan là 0,822. Hai thông số 
này cùng giúp đánh giá lượng dược chất được bắt giữ vào 
tiểu phân nano. EE biểu thị phần trăm lượng dược chất mà 
tiểu phân tải được, DL biểu thị tỷ lệ dược chất đã được bắt 
giữ so với tổng lượng chất rắn có trong công thức. Ở nghiên 
cứu này, EE và DL cùng bị chi phối bởi mức độ siêu âm giai 
đoạn 2 và áp suất cô quay giai đoạn loại dung môi hữu cơ. 
Ngoài ra, DL còn bị tác động bởi tỷ lệ ETB/PLGA. Chính 
tỷ lệ ETB/PLGA thay đổi làm tổng lượng chất rắn thay đổi 
nên giá trị DL không tuyến tính tuyệt đối so với EE (hệ số 
tương quan 0,822). Mối tương quan giữa EE và DL được 
thể hiện ở hình 5. 

Tối ưu hóa

Dựa vào dữ liệu thực nghiệm, phần mềm Design-Expert 
tiến hành phân tích phương sai nhằm đánh giá ảnh hưởng 
của biến độc lập lên biến phụ thuộc (bảng 3). Kết hợp với 
điều kiện ràng buộc cho các biến độc lập và phụ thuộc, các 
thực nghiệm tối ưu với các chỉ số mong muốn (Desirability 
value) khác nhau được phần mềm đề xuất. Chỉ số mong 
muốn càng cao phản ánh khả năng tái lặp càng cao khi so 
sánh giữa các dữ liệu được đề xuất bởi phần mềm và các dữ 
liệu thực nghiệm kiểm chứng. Thực nghiệm có chỉ số mong 
muốn cao nhất (0,897) được thể hiện trong bảng 4.

Bảng 4. Thông số công thức và quy trình của công thức tối ưu.

Thông số Giá trị Ghi chú

Tỷ lệ ETB/PLGA 1:1

Tỷ lệ EA/DCM 0:10

Mức độ siêu âm giai đoạn 1 (W) 150 1 phút

Mức độ siêu âm giai đoạn 2 (W) 150 3 phút

Áp suất cô quay (mbar) 150 150 vòng/phút

Thực nghiệm kiểm chứng

Tiến hành lặp lại 3 lần thực nghiệm tối ưu đã được đề 
xuất. Dữ liệu đánh giá được thể hiện trong bảng 5.
Bảng 5. Kết quả kiểm chứng công thức tối ưu (n=3).

Size (nm) PDI EE (%) DL (%)

Dự đoán 147,15±23,12 0,41±0,05 46,92±3,07 29,50±0,23

Khoảng tin 
cậy 95% 
cho giá trị 
dự đoán

Giới hạn 
trên 172,33 0,56 53,97 32,43

Giới hạn 
dưới 121,97 0,27 39,86 26,58

Thực nghiệm 148,40±8,22 0,39±0,03 44,94±0,61 29,00±0,28

Kết quả thực nghiệm kiểm chứng thu được các thực 
nghiệm tối ưu có tính lặp lại cao. Đồng thời, giá trị thực 
nghiệm có sự tương đồng cao với giá trị dự đoán bởi phần 
mềm.

Các tiểu phân nano tải ethambutol có kích thước trung 
bình 148,40±8,22 nm (hình 6). Các tiểu phân có kích thước 
dưới 150 nm bị thanh thải ở phổi chậm hơn sao với các tiểu 
phân lớn hơn, do đó duy trì hiệu lực điều trị lâu hơn [9]. Chỉ 
số phân tán là 0,39±0,03, kiểu phân bố một đỉnh. Hiệu suất 
bắt giữ và khả năng tải dược chất lần lượt là 44,94±0,61% 
và 29,00±0,28%. Hiệu suất này ở mức chấp nhận được do 
phương pháp nhũ tương kép kết hợp bay hơi dung môi (DE) 
dễ làm thất thoát dược chất ra pha ngoại [10]. So sánh với 
các phương pháp khác khi bào chế cùng một dược chất, 
phương pháp DE cho hiệu suất mang dược chất cũng thấp 
hơn [11].

Hình 6. Đồ thị phân bố kích thước tiểu phân của công thức kiểm 
chứng.

Khoa học Y - Dược
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Thế zeta

Kết quả xác định thế zeta từ 3 lô kiểm chứng được trình 
bày ở 6.
Bảng 6. Thế zeta các công thức kiểm chứng.

Lô Thế zeta (mV)

1 (n=10) - 29,91±2,90

2 (n=10) - 30,97±5,53

3 (n=10) - 30,88±3,45

Hình 7. Đồ thị thế zeta của công thức kiểm chứng.

Các tiểu phân nano PLGA thường có thế zeta âm, trị số 
khác nhau tùy thuộc vào thành phần công thức và phương 
pháp bào chế [8, 11, 12]. Thế zeta của công thức kiểm chứng 
có giá trị trung bình là -0,59±0,59 mV (hình 7). Trị số này 
giúp tiểu phân nano tránh bị kết tập và bền vững trong quá 
trình bảo quản nhờ tạo sự ổn định tĩnh điện học do lực đẩy 
của các tiểu phân tích điện cùng dấu [13]. Sự tích điện bề 
mặt không những ảnh hưởng đến tính bền về mặt hóa lý, mà 
còn ảnh hưởng đến điện tích màng tế bào vi khuẩn. Điều 
này lại càng có ý nghĩa khi ethambutol thể hiện tác dụng 
thông qua quá trình tác động đến màng tế bào trực khuẩn 
lao [2].

Kết luận

Tối ưu hóa thành công các yếu tố ảnh hưởng đến việc 
điều chế tiểu phân nano poly-(D,L-lactid-co-glycolid) tải 
ethambutol bằng phương pháp nhũ tương kép kết hợp bay 
hơi dung môi với sự trợ giúp của phần mềm Design-Expert. 
Các giá trị tối ưu của các biến độc lập bao gồm: tỷ lệ ETB/

PLGA là 1:1; tỷ lệ EA/DCM là 0:10; mức độ siêu âm giai 
đoạn 1 là 150 W; mức độ siêu âm giai đoạn 2 là 150 W; áp 
suất cô quay là 150 mbar.
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Đặt vấn đề

Trên thế giới, cỏ dại luôn là mối quan tâm hàng đầu của 
nông dân trồng lúa, tổng thiệt hại do cỏ dại gây ra trên cây 
trồng lớn hơn nhiều so với côn trùng và bệnh hại, có thể làm 
giảm tới 60% năng suất lúa [1]. Ở Việt Nam, nhiều yếu tố 
làm ảnh hưởng đến năng suất cây trồng, trong đó thiệt hại 
do cỏ dại là một trong những yếu tố chính, trung bình năng 
suất giảm do cỏ dại trên lúa sạ khoảng 46% [2]. Thêm vào 
đó, hạt cỏ lẫn trong lúa sau thu hoạch làm giảm chất lượng 
và giá trị lúa gạo. Sự giảm mạnh năng suất lúa do cỏ dại 
gây ra dẫn đến tình trạng người nông dân gia tăng sử dụng 
thuốc trừ cỏ hóa học, vì có thể mang lại hiệu quả phòng 
trừ cao, ít tốn công và tiết kiệm thời gian. Tuy nhiên, việc 

lạm dụng thuốc trừ cỏ hóa học quá mức thông qua việc áp 
dụng thuốc quá liều liên tục qua nhiều năm có thể gây ra 
những rủi ro cho con người, môi trường và gây ra tình trạng 
cỏ kháng thuốc. Tại Đồng bằng sông Cửu Long (ĐBSCL), 
thuốc trừ cỏ được sử dụng rất cao dựa trên kinh nghiệm cá 
nhân và thói quen, ước tính 3,1-7,0 kg hoạt chất/ha/năm. 
Nguồn nhập khẩu thuốc bảo vệ thực vật và nguyên liệu chủ 
yếu từ Trung Quốc (chiếm tới 53,4% tổng giá trị của mặt 
hàng này). Trong đó, thuốc trừ cỏ chiếm 48% (19.000 tấn), 
còn thuốc trừ sâu và trừ bệnh chiếm khoảng 32% (16.400 
tấn), ngoài ra còn một lượng thuốc điều hòa sinh trưởng 
khoảng 900 tấn [3].

Trong quá trình chuyển hóa vật chất, cây lúa tạo ra 
hơn một trăm sản phẩm thứ cấp có phân tử thấp, bao gồm 

Đánh giá khả năng đối kháng của một số giống lúa 
(Oryza sativa L.) với 3 loại cây cỏ gây hại chính trong ruộng lúa

ở Đồng bằng sông Cửu Long
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Tóm tắt:

Nghiên cứu được thực hiện nhằm xác định khả năng đối kháng trực tiếp của các giống lúa OM (4498, 3536, 5930, 
2395, 6976, 7347, 5451 và N406) với cỏ lồng vực nước, cỏ đuôi phụng, cỏ chác, cải bẹ xanh và cải xoong trong điều 
kiện phòng thí nghiệm. 10 hạt lúa nứt nanh được đặt cho nảy mầm trên đĩa petri trong 48 giờ. Sau đó, 10 hạt cỏ lồng 
vực nước, cỏ đuôi phụng, cỏ chác, cải bẹ xanh hoặc cải xoong đã ngâm ủ vừa nứt nanh được đưa vào trồng chung xen 
kẽ với cây lúa mầm trong buồng nuôi cây (25°C, 80-100 μE m-2 s-1) có điều chỉnh 12 giờ sáng tối xen kẽ trong 48 giờ 
tiếp theo. Phần trăm ức chế chiều dài thân và rễ của các loại cây thử nghiệm khi trồng chung với các giống lúa khác 
nhau được ghi nhận. Kết quả cho thấy, các giống lúa OM nêu trên đều cho hiệu quả ức chế đối với sự sinh trưởng 
của các loại cây thử nghiệm ở các mức độ khác nhau. Trong đó, giống OM 5930 ức chế trung bình cao nhất (47,0%) 
đối với chiều dài thân và rễ của các loại cây thử nghiệm so với các giống lúa còn lại. Cụ thể là cỏ lồng vực nước (28,9 
và 40,4%), cỏ đuôi phụng (47,1 và 48,7%), cỏ chác (49,8 và 57,5%), cải bẹ xanh (45,0 và 46,6%), cải xoong (44,8 và 
58,3%). Kết quả đã chỉ ra là tất cả các giống lúa thử nghiệm đều ít nhiều có chứa chất đối kháng thực vật, những 
chất này đã rỉ ra từ rễ cây lúa và gây ảnh hưởng đến sinh trưởng, phát triển của hạt mầm các loài cây thử nghiệm 
bao gồm cỏ lồng vực nước, cỏ đuôi phụng và cỏ chác. Việc nghiên cứu ứng dụng các giống lúa này trong chương 
trình phòng trừ sinh học các loài cỏ dại trên thông qua hiện tượng đối kháng cỏ trong cây lúa là rất khả thi và hứa 
hẹn nhiều thành công trong tương lai.

Từ khóa: cải bẹ xanh (Brassica juncea), cải xoong (Lepidium sativum), cỏ chác (Fimbristylis miliacea L.), cỏ đuôi 
phụng (Leptochloa chinensis L.), cỏ lồng vực nước (Echinochloa crus-galli (L.) Beauv), đối kháng trực tiếp, lúa 
(Oryza sativa L.).

Chỉ số phân loại: 4.1
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alkaloids, alkylresorcinols, cyclohexenone và các dẫn xuất 
ure, flavonoid và glucosides, diterpenoids và triterpenes. 
Các hợp chất ban đầu được tìm và phân lập trong cây lúa 
dưới dạng phytoalexin và là chất đối kháng thực vật mạnh 
trong cây lúa. Bên cạnh đó, một loạt các acid phenolic, 
terpen dễ bay hơi và các loại hợp chất khác cũng được xác 
định từ cây lúa mầm. Việc nghiên cứu, chọn tạo các giống 
lúa có khả năng xử lý hoặc hạn chế sự phát triển của cỏ dại 
dựa trên hiện tượng đối kháng thực vật đã và đang được các 
nhà quản lý, nhà khoa học, các doanh nghiệp và nông dân 
quan tâm. Nhiều công trình nghiên cứu trên thế giới đã công 
bố những giống lúa có khả năng phát triển lấn át cỏ dại nhờ 
vào cơ chế đối kháng thực vật, bằng cách tiết ra các chất hóa 
sinh được gọi là chất đối kháng (CĐK - allelochemicals) có 
thể hạn chế sự sinh trưởng, phát triển của quần thể cỏ dại 
[4].

Hiện nay, các tỉnh/thành phố ĐBSCL đang đẩy mạnh 
việc thực hiện chủ trương tái cơ cấu ngành nông nghiệp theo 
hướng nâng cao giá trị gia tăng, phát triển bền vững, trong 
đó cây lúa là một trong các loại cây trồng rất quan trọng. Vì 
vậy, việc quản lý cỏ dại dựa vào tiềm năng đối kháng thực 
vật của cây lúa là rất cần thiết, vì hạn chế tình trạng kháng 
thuốc, an toàn và thân thiện với môi trường. Nghiên cứu 
này được tiến hành với mục tiêu xác định được khả năng 
đối kháng thực vật trực tiếp của các giống OM (5930, 4498, 
3536, 2395, 5451, 7347, 6976 và N406) đối với 3 loài cỏ 
gây hại chính trong ruộng lúa nước (cỏ lồng vực nước, cỏ 
đuôi phụng và cỏ chác) và 2 loại cây trồng (cải bẹ xanh và 
cải xoong). Trên cơ sở đó, lựa chọn giống lúa cho hiệu quả 
đối kháng trực tiếp cao nhất để tiếp tục nghiên cứu sâu hơn 
trong việc ứng dụng giống lúa này để kiểm soát cỏ dại bằng 
biện pháp sinh học trong tương lai.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu 

Đối tượng nghiên cứu

Các giống lúa (Oryza sativa L.) bao gồm OM 5930, OM 
4498, OM 3536, OM 2395, OM 5451, OM 7347, OM 6976 
và OM N406 được lai tạo tại Viện Lúa ĐBSCL và hiện được 
trồng phổ biến ở ĐBSCL. Hạt cỏ lồng vực (Echinochloa 
cruss-galli L.), cỏ đuôi phụng (Leptochloa chinensis L.) và 
cỏ chác (Fimbristylis miliacea L.) được thu trong ruộng lúa 
tại ĐBSCL. Hạt cải xoong (Lepidium sativum) được mua từ 
Công ty Bamert Seed, Muleshoe, TX 79.347, Hoa Kỳ. Hạt 
cải bẹ xanh (Brassica juncea) được mua tại Công ty TNHH 
MTV hạt giống Rạng Đông.

Phương pháp nghiên cứu

Hạt lúa được phá vỡ miên trạng bằng cách sấy ở nhiệt độ 

Evaluation of direct resistance 
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Abstract:

The experiment was carried out to determine the direct 
antagonistic ability (donor - receiver bioassay) of OM rice 
varieties (4498, 3536, 5930, 2395, 6976, 7347, 5451, and N406) 
on the growth of barnyardgrass, red sprangletop, grasslike 
fimbry, mustard green, and watercress in laboratory 
conditions. Ten germinated rice seeds were placed on petri 
dishes for 48 hours. After that, 10 just-germinated seeds of 
barnyardgrass, red sprangletop, grasslike fimbry, mustard 
green, and watercress were put into intercropping with the 
rice seedlings in the breeding chamber (25°C, 80-100 μE 
m-2 s-1) for 12 hours of photosynthesis in the next 48 hours. 
The inhibition percentage on the shoot and root length of 
the tested plants when grown together with different rice 
varieties were recorded. The results showed that OM rice 
varieties (4498, 3536, 5930, 2395, 6976, 7347, 5451, and 
N406) addressed the inhibitory effect on the growth of tested 
plants at different levels. In particular, OM 5930 caused the 
inhibition at the highest average (47.0%) on the shoot and 
root length of the tested plants compared with the remaining 
rice varieties, specifically, barnyardgrass (28.9 and 40.4%), 
red sprangletop (47.1 and 48.7%), grasslike fimbry (49.8 and 
57.5%), mustard green (45.0 and 46.6%), and watercress 
(44.8 and 58.3%), respectively. The results exhibited that 
all tested rice varieties might contain allelochemicals, which 
released from the roots of rice and affected the growth 
and development of the tested germinated seeds, including 
invasive weeds as barnyardgrass, red sprangletop, and 
grasslike fimbry. The application of these rice varieties in 
the weed biological control program via allelopathy in rice 
is very useful and promising in the future.

Keywords: barnyardgrass (Echinochloa crus-galli (L.) 
Beauv), direct antagonistic ability, grasslike fimbry 
(Fimbristylis miliacea L.), mustard green (Brassica juncea), 
red sprangletop (Leptochloa chinensis L.), rice (Oryza sativa 
L.), watercress (Lepidium sativum).
Classification number: 4.1
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40°C trong 48 giờ, sau đó ngâm trong nước ấm khoảng 24 
giờ và ủ ở nhiệt độ 35°C trong 24 giờ. Khi hạt lúa nứt nanh 
tiến hành đặt 10 hạt lúa vào mỗi đĩa petri (đường kính 55 
mm) có lót giấy thấm đã qua tiệt trùng và làm ẩm với 2 ml 
dung dịch 0,05% Tween 20. Các đĩa petri chứa hạt lúa được 
đặt trong buồng nuôi cây (25°C, 80-100 μE m-2 s-1) có điều 
chỉnh 12 giờ sáng tối xen kẽ trong 48 giờ. Sau 48 giờ, đặt 10 
hạt cỏ lồng vực nước, cỏ đuôi phụng, cỏ chác, cải bẹ xanh 
hoặc cải xoong đã được ngâm ủ nứt nanh vào xen kẽ với cây 
lúa mầm và để phát triển trong buồng nuôi cây (25°C, 80-
100 μE m-2 s-1) có điều chỉnh 12 giờ sáng tối xen kẽ trong 48 
giờ tiếp theo. Thí nghiệm bố trí theo thể thức hoàn toàn ngẫu 
nhiên với ba lần lặp lại. Đối với nghiệm thức đối chứng 
cũng được thực hiện theo quy trình trên nhưng không có sự 
hiện diện của cây lúa. Phương pháp đánh giá khả năng đối 
kháng trực tiếp của cây lúa mầm với sự sinh trưởng của ba 
loài cỏ và hai loài cây trồng thử nghiệm được thực hiện dựa 
trên việc tính tỷ lệ chiều dài thân và rễ của cỏ dại và cây 
trồng thử nghiệm so với nghiệm thức đối chứng [5].

Phân tích thống kê

Công thức tính tỷ lệ % ức chế thông qua số liệu về chiều 
dài thân và rễ tiến hành trong phòng thí nghiệm:

I = [(L1 - L2)/L1] × 100

Trong đó: I là tỷ lệ % ức chế; L1 là chiều dài trung bình 
của rễ hoặc thân của cây đối chứng; L2 là chiều dài trung 
bình của rễ hoặc thân của cây được xử lý. 

Các số liệu thu được từ các thí nghiệm được nhập và 
xử lý bằng phần mềm Excel, thống kê số liệu bằng chương 
trình SPSS. Sử dụng ký hiệu chữ để so sánh sự khác nhau 
giữa kết quả trung bình của tất cả các nghiệm thức qua phép 
thử Duncan (Duncan Multiple Range Test).

Kết quả và thảo luận

Đánh giá hiệu quả đối kháng trực tiếp của 8 giống 
lúa OM với sự sinh trưởng của cỏ lồng vực nước, cỏ đuôi 
phụng, cỏ chác, cải bẹ xanh và cải xoong trong điều kiện 
phòng thí nghiệm

Kết quả ghi nhận ở bảng 1 cho thấy, hiệu quả ức chế 
trung bình của 8 giống lúa đối với chiều dài thân và rễ cỏ 
lồng vực nước lần lượt là 17,9 và 32,5%. Giống OM 5930 
cho hiệu quả ức chế chiều dài thân cao nhất đạt 28,9% và 
thấp nhất là giống OM 7347 với hiệu quả ức chế đạt 10,6%. 
Tương tự, các giống lúa cho hiệu quả ức chế chiều dài thân 
giảm dần theo thứ tự lần lượt là OM 6976 (23,0%), OM 
3536 (21,8%), OM N406 (18,4%), OM 5451 (15,1%) và 
OM 4498 (13,4%).

Bảng 1. Hiệu quả đối kháng trực tiếp của 8 giống lúa OM với sự 
sinh trưởng của cỏ lồng vực nước.

Giống lúa
Độ hữu hiệu (%) - Cỏ lồng vực nước

Trung bình (%)
Chiều dài thân Chiều dài rễ

OM 4498 13,4e 28,3c 20,8

OM 3536 21,8b 40,3a 31,0

OM 5930 28,9a 40,4a 34,6

OM 2395 12,2f 22,8d 17,5

OM 6976 23,0b 41,0a 32,0

OM 7347 10,6g 11,7e 11,1

OM 5451 15,1d 35,6b 25,4

OM N406 18,4c 40,1a 29,2

Trung bình 
(%) 17,9 32,5 -

Mức ý nghĩa ** ** -

CV (%) 2,0 0,7 -

Ghi chú: các giá trị trong cùng một cột có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì 
khác biệt không có ý nghĩa thống kê qua phép kiểm định Duncan; **: khác biệt 
ở mức ý nghĩa 1%.

Hiệu quả ức chế chiều dài rễ dao động từ 11,7 đến 
41,0%, cao gấp 1,7 lần so với hiệu quả ức chế chiều dài thân 
của cỏ lồng vực nước. Do trong quá trình sinh trưởng, rễ hút 
nước và khoáng chất cho quá trình trao đổi chất trong cây 
nên rễ bị ảnh hưởng trực tiếp và biểu hiện triệu chứng rõ 
hơn so với biểu hiện ở thân (hình 1). Trong đó, 4 giống lúa 
OM (3536, 5930, 6976 và N406) cho hiệu quả ức chế cao 
nhất, dao động từ 40,1 đến 41,0% so với các giống lúa còn 
lại, giống OM 7347 cho hiệu quả ức chế chiều dài rễ thấp 
nhất (11,7%).  

Hình 1. Hiệu quả ức chế của 8 giống lúa OM đối với sự sinh 
trưởng của cỏ lồng vực nước.

Theo kết quả ghi nhận, hiệu quả ức chế trung bình của 
các giống lúa đối với chiều dài thân và rễ của cỏ lồng vực 
nước ở bảng 1 lần lượt là OM 4498 (20,8%), OM 3536 
(31,0%), OM 5930 (34,6%), OM 2395 (17,5%), OM 6976 
(32,0%), OM 7347 (11,1%), OM 5451 (25,4%) và OM 
N406 (29,2%). Như vậy, giống OM 5930 cho hiêu quả ức 
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chế cao nhất đối với chiều dài thân và rễ của cỏ lồng vực 
nước (34,6%), cao gấp 3 lần so với giống cho hiệu quả ức 
chế thấp nhất là OM 7347 (11,1%) qua phân tích thống kê 
ở mức ý nghĩa 1%.

Bảng 2. Hiệu quả đối kháng trực tiếp của 8 giống lúa OM với sự 
sinh trưởng của cỏ đuôi phụng.	

Giống lúa
Độ hữu hiệu (%) - Cỏ đuôi phụng

Trung bình (%)
Chiều dài thân Chiều dài rễ

OM 4498 21,6g 23,2e 22,4

OM 3536 32,4d 34,3c 33,3

OM 5930 47,1a 48,7a 47,9

OM 2395 34,3c 36,6c 35,5

OM 6976 44,1b 45,2b 44,7

OM 7347 17,6h 22,5e 20,1

OM 5451 29,4e 36,6c 33,0

OM N406 26,5f 29,6d 28,0

Trung bình (%) 31,6 34,6 -

Mức ý nghĩa ** ** -

CV (%) 1,5 2,0 -

Ghi chú: các giá trị trong cùng một cột có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì 
khác biệt không có ý nghĩa thống kê qua phép kiểm định Duncan; **: khác biệt 
ở mức ý nghĩa 1%.

Tương tự, thí nghiệm cũng được khảo sát trên cỏ đuôi 
phụng và ghi nhận hiệu quả ức chế cao đối với cả chiều 
dài thân và rễ của cỏ đuôi phụng (bảng 2). Hiệu quả ức chế 
trung bình của 8 giống lúa OM đối với chiều dài thân và rễ 
của cỏ đuôi phụng lần lượt là 31,6 và 34,6% qua phân tích 
thống kê ở mức ý nghĩa 1%. Đối với chiều dài thân của cỏ 
đuôi phụng, 8 giống lúa OM cho hiệu quả ức chế dao dộng 
từ 17,6 đến 47,1%. Trong đó, giống OM 5930 cho hiệu quả 
ức chế chiều dài thân cao nhất (đạt 47,1%) và khác biệt so 
với các nghiệm thức còn lại. Kế đến là các giống OM (6976, 
2395, 3536, 5451, N406 và 4498) cho hiệu quả ức chế giảm 
dần trong khoảng từ 44,1 xuống 21,6%. Cuối cùng là giống 
OM 7347 cho hiệu quả ức chế thấp nhất (17,6%) đối với 
chiều dài thân của cỏ đuôi phụng. Bên cạnh đó, hiệu quả ức 
chế của 8 giống lúa đối với chiều dài rễ từ 22,5 đến 48,7%, 
tương đối cao và khác biệt thống kê ở mức ý nghĩa 1%. 
Trong đó, giống OM 5930 cho hiệu quả ức chế chiều dài 
rễ cao nhất là 48,7% và 2 giống OM 7347 và OM 4498 cho 
hiệu quả ức chế thấp tương đương nhau, lần lượt là 22,5 và 
23,2%. Ngoài ra, giống OM 5930 cho hiệu quả ức chế cao 
đối với cả chiều dài thân và rễ của cỏ đuôi phụng, lần lượt 
là 47,1 và 48,7%. Ngược lại, giống OM 4498 và OM 7347 
cho hiệu quả ức chế thấp đối với sự sinh trưởng của cỏ đuôi 
phụng so với các giống lúa còn lại.

Bảng 3. Hiệu quả đối kháng trực tiếp của 8 giống lúa OM với sự 
sinh trưởng của cỏ chác.

Giống lúa
Độ hữu hiệu (%) - Cỏ chác

Trung bình (%)
Chiều dài thân Chiều dài rễ

OM 4498 17,5g 29,8f 23,6

OM 3536 31,5d 39,7d 35,6

OM 5930 49,8a 57,5a 53,7

OM 2395 25,9e 31,7f 28,8

OM 6976 37,4c 44,0c 40,7

OM 7347 22,1f 26,7g 24,4

OM 5451 42,6b 49,5b 46,0

OM -N406 21,0f 35,3e 28,2

Trung bình 
(%) 31,0 39,3 -

Mức ý nghĩa ** ** -

CV (%) 1,9 1,9 -

Ghi chú: các giá trị trong cùng một cột có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì 
khác biệt không có ý nghĩa thống kê qua phép kiểm định Duncan; **: khác biệt 
ở mức ý nghĩa 1%.	

Kết quả bảng 3 cho thấy, 8 giống lúa OM cho hiệu quả 
ức chế trung bình đối với chiều dài thân và rễ của cỏ chác 
dao động từ 23,6 đến 53,7%. Hiệu quả ức chế trung bình đối 
với chiều dài thân và rễ lần lượt là 31,0 và 39,3%. Trong đó, 
giống OM 5930 cho hiệu quả ức chế cao đối với chiều dài 
thân và rễ của cỏ chác, lần lượt là 49,8 và 57,5%. Hiệu quả 
ức chế đối với chiều dài thân và rễ giảm dần đối với từng 
giống lúa như OM 5451 (42,6 và 49,5%), OM 6976 (37,4 
và 44,0%), OM 3536 (31,5 và 39,7%), OM 2395 (25,9 và 
31,7%), OM N406 (21,0 và 35,3%). Hai giống OM 4498 
(17,5 và 29,8%) và OM 7347 (22,1 và 26,7) đều cho hiệu 
quả ức chế thấp so với các giống lúa còn lại qua phép thống 
kê ở mức ý nghĩa 1%. 

Olofsdotter (2001) [6] ghi nhận cây xà lách (Lactuca 
sativa L.), cải củ (Raphanus sativus) và cải xoong được sử 
dụng như cây chỉ thị vì có độ mẫn cảm cao với nồng độ chất 
ức chế thấp. Vì vậy, cải bẹ xanh và cải xoong cũng được sử 
dụng tương tự cây chỉ thị trong thí nghiệm. Do đó, bên cạnh 
việc khảo sát hiệu quả ức chế của 8 giống lúa đối với cỏ lồng 
vực nước, cỏ đuôi phụng và cỏ chác thì thí nghiệm còn được 
khảo sát đối với sự sinh trưởng của cải bẹ xanh và cải xoong 
trong điều kiện phòng thí nghiệm (bảng 4 và 5).
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Bảng 4. Hiệu quả đối kháng trực tiếp của 8 giống lúa OM với sự 
sinh trưởng của cải bẹ xanh.

Giống lúa
Độ hữu hiệu (%) - Cải bẹ xanh

Trung bình (%)
Chiều dài thân Chiều dài rễ

OM 4498 36,9c 43,2b 40,1

OM 3536 32,7d 39,7d 35,3

OM 5930 45,0a 47,1a 46,0

OM 2395 30,9e 41,0bc 36,0

OM 6976 40,7b 41,3bc 41,0

OM 7347 23,1g 24,9f 24,0

OM 5451 27,5f 39,1cd 33,3

OM N406 23,6g 33,6e 28,6

Trung bình (%) 32,6 38,5 -

Mức ý nghĩa ** ** -

CV (%) 1,1 1,8 -

Ghi chú: các giá trị trong cùng một cột có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì 
khác biệt không có ý nghĩa thống kê qua phép kiểm định Duncan; **: khác biệt 
ở mức ý nghĩa 1%.

8 giống lúa OM cho hiệu quả ức chế trung bình lên sự 
sinh trưởng của cải bẹ xanh dao động trong khoảng 24,0-
46,0%. Trong đó, giống OM 5930 cho hiệu quả ức chế chiều 
dài thân cao nhất đạt 45,0% so với các giống còn lại, kế đến 
là giống OM 6976 (40,7%), OM 4498 (36,9%), OM 3536 
(32,7%), OM 2395 (30,9%), OM 5451 (27,5%), OM N406 
(23,6%) và OM 7347 (23,1%). Bên cạnh đó, hiệu quả ức 
chế đối với rễ cao hơn 5,9% so với thân của cải bẹ xanh 
(hình 2). Cụ thể, giống OM 5930 cho hiệu quả ức chế rễ cao 
nhất (47,1%) và giống OM 7347 cho hiệu quả ức chế thấp 
nhất (24,9%). 

Hình 2. Hiệu quả ức chế của 8 giống lúa OM đối với sự sinh 
trưởng của cải bẹ xanh.

Tương tự đối với cải bẹ xanh, hiệu quả ức chế trung 
bình của các giống lúa đối với sự sinh trưởng của cải xoong 
tương đối cao hơn khi so sánh với hiệu quả trên cỏ dại, dao 

động từ 20,9 đến 52,0% (bảng 5). Trong đó, hiệu quả ức 
chế trung bình chiều dài thân và rễ của cải xoong lần lượt 
là 30,9 và 41,0%. Giống OM 5930 cho hiệu quả ức chế cao 
nhất đối với thân và rễ của cải xoong (45,8 và 58,3%) so 
với các nghiệm thức còn lại qua phân tích thống kê mức ý 
nghĩa 1%. Hiệu quả ức chế trung bình giảm dần ở các giống 
lúa OM (N406, 6976, 5451, 3536, 4498, 2395, 7347), từ 45 
xuống 20,9%.
Bảng 5. Hiệu quả đối kháng trực tiếp của 8 giống lúa OM với sự 
sinh trưởng của cải xoong.

Giống lúa
Độ hữu hiệu (%) - Cải xoong

Trung bình (%)
Chiều dài thân Chiều dài rễ

OM 4498 25,0f 29,3f 27,2

OM 3536 32,7d 38,6d 35,7

OM 5930 45,8a 58,3a 52,0

OM 2395 20,5g 31,9e 26,2

OM 6976 36,3c 46,8c 41,5

OM 7347 17,5h 24,2g 20,9

OM 5451 29,4e 48,9bc 39,1

OM -N406 40,1b 49,9b 45,0

Trung bình (%) 30,9 41,0 -

Mức ý nghĩa ** ** -

CV (%) 1,9 1,9 -

Ghi chú: các giá trị trong cùng một cột có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì 
khác biệt không có ý nghĩa thống kê qua phép kiểm định Duncan; **: khác biệt 
ở mức ý nghĩa 1%.

Hình 3. Tỷ lệ phần trăm ức chế trung bình của 8 giống lúa đối với 
chiều dài thân và rễ của các loại cây thử nghiệm.

Trong quá trình trao đổi chất của cây, việc phóng thích 
các hợp chất sinh hóa có thể ảnh hưởng có lợi hoặc bất lợi 
đối với cây khác, kể cả cây trồng và các loài cỏ dại với các 
chất sinh hóa được tiết ra từ rễ, sự bay hơi, sự phân hủy xác 
bã thực vật và tiến trình khác từ các bộ phận của cây trong 
tự nhiên và hệ thống nông nghiệp [7]. Theo Lee và cs (2003) 
[8], các hợp chất sinh hóa được tiết ra từ rễ lúa có ảnh hưởng 
lớn đến sự nảy mầm của hạt cỏ trong đất. Thông qua kết quả 
ghi nhận khả năng đối kháng của 8 giống lúa OM (4498, 
3536, 5930, 2395, 6976, 7347, 5451 và N406) với chiều dài 
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Bảng 5. Hiệu quả đối kháng trực tiếp của 8 giống lúa OM với sự sinh trưởng của cải 
xoong.  

Giống lúa 
Độ hữu hiệu (%) - Cải xoong 

Trung bình (%) 
Chiều dài thân Chiều dài rễ 

OM 4498 25,0f 29,3f 27,2 
OM 3536 32,7d 38,6d 35,7 
OM 5930 45,8a 58,3a 52,0 
OM 2395 20,5g 31,9e 26,2 
OM 6976 36,3c 46,8c 41,5 
OM 7347 17,5h 24,2g 20,9 
OM 5451 29,4e 48,9bc 39,1 
OM -N406 40,1b 49,9b 45,0 
Trung bình (%) 30,9 41,0 - 
Mức ý nghĩa ** ** - 

CV (%) 1,9 1,9 - 

Ghi chú: các giá trị trong cùng một cột có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì khác biệt 
không có ý nghĩa thống kê qua phép kiểm định Duncan; **: khác biệt ở mức ý nghĩa 1%. 
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thân và rễ của cỏ lồng vực nước, cỏ đuôi phụng, cỏ chác, 
cải bẹ xanh và cải xoong cho hiệu quả ức chế trung bình 
khác nhau (hình 3). Giống OM 5930 cho hiệu quả ức chế 
trung bình đối với chiều dài thân và rễ của các loài cây thử 
nghiệm cao nhất đạt 43,4 và 50,5%; thấp nhất là giống OM 
7347 (18,3 và 21,9%). Bên cạnh đó, hiệu quả ức chế trung 
bình của các giống lúa theo thứ tự giảm dần đối với các 
loại cây thử nghiệm như sau: OM 6976 (36,2 và 43,7%), 
OM 5451 (30,1 và 42,3%), OM 3536 (29,9 và 37,8%), OM 
N406 (25,9 và 37,5%) và OM 4498 (22,7 và 30,8%).

So sánh hiệu quả ức chế trung bình giữa các loại cây 
thử nghiệm (cỏ lồng vực nước, cỏ đuôi phụng, cỏ chác, cải 
bẹ xanh và cải xoong) trong điều kiện phòng thí nghiệm

Trên từng đối tượng khảo sát khác nhau bao gồm cỏ lồng 
vực nước, cỏ đuôi phụng, cỏ chác, cải bẹ xanh và cải xoong 
thì mức độ ức chế cũng khác nhau (hình 4). Kết quả ghi 
nhận 8 giống lúa OM thí nghiệm cho hiệu quả đối kháng 
thực vật cao và ức chế chiều dài thân và rễ của cỏ lồng vực 
nước (17,9 và 32,4%), cỏ đuôi phụng (31,6 và 34,6%), cỏ 
chác (31,0 và 39,2%), cải bẹ xanh (32,4 và 38,5%) và cải 
xoong (30,9 và 41,0%). 

Hình 4. Tỷ lệ phần trăm ức chế trung bình của 8 giống lúa đối với 
sự sinh trưởng của các loại cây thử nghiệm.

Chau và cs (2008) [9] đã tiến hành đánh giá khả năng 
cạnh tranh thực vật của dịch trích nước từ 19 giống lúa được 
trồng phổ biến nhất ở ĐBSCL và cho thấy, chỉ có giống lúa 
AS 996 kích thích chiều dài rễ (32,8%) của rau diếp, trong 
khi hầu hết các giống còn lại là ức chế. Trong đó, các giống 
lúa OM 5930, OM 4498, OM 5900, OM 3536, OM 4900, 
OM 4059, OM 2395, OM 4887 cho kết quả đối kháng thực 
vật cao và gây giảm chiều dài rễ lần lượt là rau diếp (50,7 
và 51,6%), cải xoong (40,1 và 81,5%) và lúa cỏ (79,4 và 
81,5%). Tuy đối tượng thử nghiệm khác, nhưng lấy kết quả 
của cải xoong (40,1 và 81,5%) so với kết quả thí nghiệm ghi 
nhận ở hình 4 cho hiệu quả ức chế của 8 giống lúa OM đối 
với sự sinh trưởng của cải xoong (30,9 và 41,0%) tương đối 
thấp. Điều này có thể giải thích do khả năng đối kháng thực 
vật bằng cách sử dụng dịch trích cây lúa bao giờ cũng cao 
hơn khi sử dụng cây trồng thử nghiệm cho nảy mầm trong 
cùng một môi trường trực tiếp với cây lúa.

Kết luận

Các giống lúa OM (4498, 3536, 5930, 2395, 6976, 7347, 
5451 và N406) cho khả năng đối kháng trực tiếp khác nhau 
với sự sinh trưởng của các loại cây thử nghiệm. Trong đó, 
giống OM 5930 cho hiệu quả ức chế cao nhất đối với chiều 
dài thân và rễ của cỏ lồng vực nước (28,9 và 40,4%), cỏ 
đuôi phụng (47,1 và 48,7%), cỏ chác (49,8 và 57,5%), cải bẹ 
xanh (45,0 và 47,1%) và cải xoong (45,8 và 58,3%). Ngược 
lại giống OM 7347 cho hiệu quả ức chế thấp nhất đối với 
chiều dài thân và rễ của cỏ lồng vực nước (10,6 và 11,7%), 
cỏ đuôi phụng (17,6 và 22,5%), cỏ chác (22,1 và 26,7%), 
cải bẹ xanh (23,1 và 24,9%) và cải xoong (17,5 và 24,2%). 
Hiệu quả ức chế trung bình của các giống lúa đối với sự 
sinh trưởng của cỏ lồng vực nước (17,9 và 32,4%) thấp hơn 
so với cỏ đuôi phụng (31,6 và 34,6%) và cỏ chác (31,0 và 
39,2%). Kết quả đã chỉ ra nhóm 4 giống lúa OM theo thứ tự 
ưu tiên từ cao đến thấp (5930, 6976, 5451 và 3536) có thể sử 
dụng để nghiên cứu sâu hơn trong chương trình phòng trừ 
cỏ dại trong ruộng lúa bằng biện pháp sinh học.
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(4498, 3536, 5930, 2395, 6976, 7347, 5451 và N406) với chiều dài thân và rễ của cỏ lồng 
vực nước, cỏ đuôi phụng, cỏ chác, cải bẹ xanh và cải xoong cho hiệu quả ức chế trung 
bình khác nhau (hình 3). Giống OM 5930 cho hiệu quả ức chế trung bình đối với chiều 
dài thân và rễ của các loài cây thử nghiệm cao nhất đạt 43,4 và 50,5%; thấp nhất là giống 
OM 7347 (18,3 và 21,9%). Bên cạnh đó, hiệu quả ức chế trung bình của các giống lúa 
theo thứ tự giảm dần đối với các loại cây thử nghiệm như sau: OM 6976 (36,2 và 43,7%), 
OM 5451 (30,1 và 42,3%), OM 3536 (29,9 và 37,8%), OM N406 (25,9 và 37,5%) và OM 
4498 (22,7 và 30,8%). 

So sánh hiệu quả ức chế trung bình giữa các loại cây thử nghiệm (cỏ lồng vực 
nước, cỏ đuôi phụng, cỏ chác, cải bẹ xanh và cải xoong) trong điều kiện phòng thí 
nghiệm 

Trên từng đối tượng khảo sát khác nhau bao gồm cỏ lồng vực nước, cỏ đuôi phụng, 
cỏ chác, cải bẹ xanh và cải xoong thì mức độ ức chế cũng khác nhau (hình 4). Kết quả ghi 
nhận 8 giống lúa OM thí nghiệm cho hiệu quả đối kháng thực vật cao và ức chế chiều dài 
thân và rễ của cỏ lồng vực nước (17,9 và 32,4%), cỏ đuôi phụng (31,6 và 34,6%), cỏ chác 
(31,0 và 39,2%), cải bẹ xanh (32,4 và 38,5%) và cải xoong (30,9 và 41,0%).  

 
Hình 4. Tỷ lệ phần trăm ức chế trung bình của 8 giống lúa đối với sự sinh trưởng 
của các loại cây thử nghiệm. 

Chau và cs (2008) [9] đã tiến hành đánh giá khả năng cạnh tranh thực vật của dịch 
trích nước từ 19 giống lúa được trồng phổ biến nhất ở ĐBSCL và cho thấy, chỉ có giống 
lúa AS 996 kích thích chiều dài rễ (32,8%) của rau diếp, trong khi hầu hết các giống còn 
lại là ức chế. Trong đó, các giống lúa OM 5930, OM 4498, OM 5900, OM 3536, OM 
4900, OM 4059, OM 2395, OM 4887 cho kết quả đối kháng thực vật cao và gây giảm 
chiều dài rễ lần lượt là rau diếp (50,7 và 51,6%), cải xoong (40,1 và 81,5%) và lúa cỏ 
(79,4 và 81,5%). Tuy đối tượng thử nghiệm khác, nhưng lấy kết quả của cải xoong (40,1 
và 81,5%) so với kết quả thí nghiệm ghi nhận ở hình 4 cho hiệu quả ức chế của 8 giống 
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Mở đầu

Lúa (Oryza Sativa L.) là cây lương thực chính của hơn 
nửa số dân trên trái đất và là cây lương thực quan trọng nhất 
của nước ta. Việt Nam là nước có nghề trồng lúa từ lâu đời 
và được coi là trung tâm đa dạng về cây lúa trồng. Năm 
2018, diện tích trồng lúa của cả nước là hơn 7.700 nghìn ha, 
trong đó tỉnh Sơn La có 51 nghìn ha (Tổng cục Thống kê 
năm, 2017). Lúa không chỉ có ý nghĩa về mặt an ninh lương 
thực mà còn có ý nghĩa kinh tế với đa số nông dân, nhất là 
các dân tộc miền núi.

Hạn là yếu tố ảnh hưởng lớn nhất đến an ninh lương 
thực thế giới, có thể làm giảm tới 70% năng suất cây trồng 
nói chung, trong khi lúa được xếp vào nhóm chịu hạn kém 
nhất [1, 2].

Cùng với lúa nước, lúa cạn ở Việt Nam có ý nghĩa quan 
trọng trong đời sống của người dân miền núi, tuy năng suất 
có thấp hơn nhưng khả năng chịu hạn tốt, thích nghi cao với 
điều kiện khí hậu khó khăn, đồng thời có chất lượng gạo tốt, 
cơm dẻo, thơm, phù hợp với thị hiếu người tiêu dùng và có 
thể phục vụ cho xuất khẩu [3, 4]. Hiện nay do việc canh tác 
còn phân tán, tự phát, chưa có khoanh vùng và định hướng 
phát triển nên nhiều giống lúa cạn có chất lượng bị mất dần, 
diện tích trồng lúa cạn bị thu hẹp. Vì vậy, việc tuyển chọn 
các giống lúa cạn có chất lượng tốt, khả năng chịu hạn cao 

Đánh giá khả năng chịu hạn ở giai đoạn nảy mầm
của một số mẫu giống lúa cạn địa phương 

thu thập tại tỉnh Sơn La
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Tóm tắt:

Với cây trồng nói chung, hạn có thể làm giảm tới 70% năng suất, trong khi cây lúa được xếp vào nhóm chịu hạn 
kém nhất nên ảnh hưởng của hạn càng trở nên nặng nề hơn. Bài báo trình bày kết quả đánh giá một số chỉ tiêu liên 
quan đến khả năng chịu hạn ở giai đoạn nảy mầm của 5 mẫu giống lúa cạn địa phương thu thập tại tỉnh Sơn La, 
làm cơ sở cho việc lựa chọn các giống lúa có khả năng chịu hạn tốt, phổ biến vào sản xuất. Kết quả nghiên cứu cho 
thấy, mẫu giống SM2 có khả năng chịu hạn tốt nhất, tiếp đến là các mẫu giống YC, SM1, MS2 và thấp nhất là MS1. 
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Abstract:

Drought that can generally reduce up to 70% of crop yield, 
whereas rice is considered to have the worst droughty 
tolerance, so the impact of drought on it is more serious. 
In this study, the assessment on the drought tolerance 
of five local rice varieties collected in Son La province 
at the germination stage was implemented through the 
indicators related. Results from the study showed that, 
SM2 varieties had the best drought tolerance, followed 
by YC, SM1, MS2 and MS1 ones. The results could be 
a good basis for screening the droughty tolerant rice 
cultivars in the future.

Keywords: α-amylase, drought tolerance, germination, 
protease, rice, Son La.
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làm vật liệu ban đầu phục vụ cho công tác chọn tạo giống 
lúa có khả năng chịu hạn trở thành một vấn đề cấp thiết. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

Sử dụng 5 giống lúa cạn địa phương thu thập tại tỉnh Sơn 
La, với đặc điểm hình thái và kích thước của các mẫu được 
trình bày ở bảng 1 và hình 1 theo phương pháp cho điểm 
của IRRI [5]. 

Bảng 1. Các giống lúa cạn sử dụng làm vật liệu nghiên cứu.

TT
Ký 
hiệu 
mẫu

Tên địa 
phương

Màu sắc vỏ 
trấu (điểm)

Độ phủ lông 
vỏ trấu
(điểm)

Độ dài râu 
đầu hạt 
(điểm)

Khối lượng 
1000 hạt 
(g)

Địa điểm thu 
mẫu

1 MS1 Khaurualon 10 (trắng) 2 (có lông 
bao phủ)

4 (râu dài 
đến 4 mm) 33,8±0,132

Xã Chiềng 
Kheo, huyện 
Mai Sơn, tỉnh 
Sơn La

2 MS2 Khautan
6 (chấm tím 
trên nền vàng 
rơm)

1 (nhẵn) 0 (không có 
râu) 34,8±0,263

Xã Mường 
Chanh, huyện 
Mai Sơn, tỉnh 
Sơn La

3 YC Khautanhay
1 (có vành 
và rãnh màu 
vàng trên nền 
vàng rơm)

2 (có lông 
bao phủ)

9 (râu rất 
dài: 9-20 
mm)

34,3±0,423
Xã Tú Nang, 
huyện Yên 
Châu, tỉnh 
Sơn La

4 SM1 Khautanlanh 5 (đỏ đến tím 
nhạt) 1 (nhẵn) 0 (không có 

râu) 36,7±0,274
Xã Chiềng 
Cang, huyện 
Sông Mã, tỉnh 
Sơn La

5 SM2 Khaule
6 (có rãnh 
nâu trên nền 
vàng rơm)

1 (nhẵn) 5 (râu dài 
đến 5 mm) 34,7±0,381

Xã Chiềng 
Sơ, huyện, 
Sông Mã, tỉnh 
Sơn La

Hình 1. Hình thái hạt của các mẫu giống lúa nghiên cứu.

Phương pháp nghiên cứu

Chuẩn bị mẫu: hạt của các mẫu giống lúa nghiên cứu 
được xử lý nhiệt 600C trong 15 phút, ngâm nước trong 24h, 
sau đó ủ trong dung dịch MS chứa sorbitol 5% (để gây hạn 
sinh lý). Hạt nảy mầm sau các thời gian ủ 3, 5, 7 và 9 ngày 
được sử dụng để xác định hoạt độ của α-amylase, hàm lượng 
đường tan, hoạt độ của protease và hàm lượng protein tan.

Xác định hoạt độ α-amylase: i) Định lượng hoạt độ 
α-amylase: hoạt độ α-amylase theo phương pháp của Heilken 
được mô tả bởi Nguyễn Lân Dũng (1979) [6]; ii) Định tính 
hoạt độ α-amylase (để có hình ảnh trực quan hơn): cho hỗn 
hợp dịch gồm thạch agar 2%, tinh bột 1% và nước cất vào 
bình tam giác, đun cách thuỷ cho tan thạch, đổ vào đĩa petri 
dày 4 mm để nguội, đục lỗ đường kính 9 mm. Nhỏ 100 µl 
dịch chiết chứa enzyme vào mỗi lỗ, để tủ lạnh qua đêm để 
enzyme khuyếch tán, chuyển sang tủ ấm ở 300C trong 24h. 
Nhuộm bằng lugol 5 phút và tráng lại bằng NaCl 1 N.

Xác định hàm lượng đường tan: hàm lượng đường được 
xác định theo phương pháp vi phân tích được mô tả bởi 
Phạm Thị Trân Châu và cs (1997) [7].

Xác định hoạt độ protease: i) Định lượng hoạt độ 
protease: hoạt độ protease xác định theo phương pháp 
Anson được mô tả bởi Nguyễn Văn Mùi (2001) [8]; ii) Định 
tính hoạt độ protease: tiến hành tương tự như định tính hoạt 
độ α-amylase, cơ chất là gelatin 1%.

Xác định hàm lượng protein tan: hàm lượng protein tan 
được xác định theo phương pháp Lowry được mô tả bởi 
Phạm Thị Trân Châu và cs (1997) [7].

Kết quả và thảo luận

Ảnh hưởng của hạn sinh lý đến hoạt độ của α-amylase 
của các mẫu giống lúa ở giai đoạn nảy mầm

Amylase là enzyme phân giải tinh bột, xúc tác cho phản 
ứng thủy phân liên kết 1-4 glucozit của tinh bột và một số 
polysacarit khác. Sự gia tăng hoạt độ của α-amylase làm 
tăng hàm lượng đường do tinh bột bị thủy phân cung cấp 
năng lượng cho quá trình nảy mầm của hạt. Khi hoạt độ 
α-amylase tăng lên, hàm lượng đường tăng theo nên áp suất 
thẩm thấu của tế bào tăng, nhờ đó mà thực vật có khả năng 
chống lại sự mất nước ở giai đoạn nảy mầm. Đây là điều rất 
có ý nghĩa đối với quá trình nảy mầm của hạt, vì nó đảm 
bảo cho sự phát triển của mầm và cây non trong điều kiện 
thiếu nước. Trên cơ sở đó, chúng tôi tiến hành đánh giá khả 
năng chịu hạn của các giống lúa thông qua sự thay đổi hoạt 
độ của α-amylase và biến động hàm lượng đường tan ở giai 
đoạn nảy mầm trong điều kiện gây hạn sinh lý bằng cách bổ 
sung sorbitol 5%.

Hoạt độ α-amylase được xác định thông qua hàm lượng 
tinh bột bị thuỷ phân ở 300C trong 30 phút, dựa vào đồ thị 
chuẩn tinh bột với giá trị OD đo ở bước sóng 560 nm. Kết 
quả phân tích được trình bày ở bảng 2 và hình 2.
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Bảng 2. Hoạt độ α-amylase của các mẫu giống lúa nghiên cứu ở 
các thời điểm gây hạn bởi sorbitol 5%.

Ký hiệu mẫu
Hoạt độ enzyme α-amylase  (ĐVHĐ/mg hạt nảy mầm)

Trước hạn 3 ngày tuổi 5 ngày tuổi 7 ngày tuổi 9 ngày tuổi

MS1 2,90±0,217 3,57±0,614 4,19±0,177 5,75±0,334 3,87±0,820

MS2 2,71±0,293 3,07±0,134 4,69±0,236 5,48±0,118 4,11±0,194

YC 2,41±0,166 3,57±0,525 5,91±0,156 7,18±0,298 6,07±0,845

SM1 2,13±0,352 3,04±0,115 4,86±0,375 5,89±0,427 4,08±0,654

SM2 2,35±0,081 4,01±0,826 5,97±0,464 7,44±0,236 5,17±0,512

ĐVHĐ: đơn vị hoạt độ.

Hình 2. Đồ thị biểu hiện hoạt độ α-amylase của các mẫu giống lúa 
nghiên cứu ở các thời điểm gây hạn bởi sorbitol 5%.

Số liệu bảng 2 và hình 2 cho thấy, hoạt độ α-amylase 
khác nhau ở các mẫu giống lúa và thời gian gây hạn khác 
nhau. Xu hướng chung của sự biến động này là hoạt độ 
α-amylase tăng dần trong 7 ngày gây hạn và cao nhất ở 
ngày hạn thứ 7, sau đó giảm dần ở 9 ngày. Tại thời điểm 7 
ngày tuổi hoạt độ của α-amylase cả 5 giống đều tăng so với 
thời điểm trước gây hạn sinh lý bằng sorbitol, trong đó mẫu 
giống SM2 có hoạt độ α-amylase tăng 3,17 lần so với trước 
thời điểm gây hạn sinh lý, tiếp đến là mẫu giống YC (tăng 
2,98 lần), mẫu giống SM1 (tăng 2,77 lần), mẫu giống MS2 
(tăng 2,02 lần) và tăng thấp nhất là giống MS1 (1,98 lần). 
Để khẳng định thêm và trực quan hơn về sự biến động của 
hoạt độ α-amylase, chúng tôi tiến hành định tính hoạt độ 
α-amylase của các mẫu giống lúa, kết quả thể hiện ở hình 3. 

Các kết quả trên đây cho thấy, sorbitol có tác động đến 
hoạt độ của α-amylase ở giai đoạn nảy mầm và sự ảnh 
hưởng này có sự khác nhau giữa các mẫu giống lúa,  phụ 
thuộc vào khả năng chịu hạn của từng giống. 

Ảnh hưởng của hạn sinh lý đến hàm lượng đường của 
các mẫu giống lúa ở giai đoạn nảy mầm

Hàm lượng đường tan trong tế bào đóng vai trò quan 
trọng trong việc điều chỉnh áp suất thẩm thấu của dịch bào 
khi cây gặp điều kiện ngoại cảnh bất lợi. Vì vậy, chúng tôi 
khảo sát hàm lượng đường ở giai đoạn nảy mầm với mục 
đích tìm mối liên quan đến khả năng chịu hạn của các giống 
lúa. Kết quả được trình bày ở bảng 3. 

Bảng 3. Hàm lượng đường tan của các mẫu giống lúa nghiên cứu 
ở các thời điểm gây hạn bởi sorbitol 5%.

Ký hiệu 
mẫu

Hàm lượng đường tan (%)

Trước hạn 3 ngày tuổi 5 ngày tuổi 7 ngày tuổi 9 ngày tuổi

MS1 4,02±0,241 6,08±0,125 6,91±0,243 7,15±0,191 6,19±0,425

MS2 4,35±0,312 6,11±0,656 7,78±0,186 8,56±0,633 7,23±0,324

YC 3,79±0,623 6,33±0,236 7,17±0,875 9,17±0,513 6,93±0,184

SM1 4,07±0,134 6,52±0,177 7,03±0,033 8,87±0,180 6,39±0,413

SM2 3,87±0,285 6,39±0,185 7,67±0,363 9,82±0,542 6,43±0,530

Kết quả bảng 3, hình 4 cho thấy, trong quá trình hạt nảy 
mầm, hàm lượng đường tan ở các mẫu thí nghiệm có chung 
quy luật là tăng từ 3 ngày tuổi đến 7 ngày tuổi và tăng cao 
nhất ở thời điểm 7 ngày tuổi, sau đó bắt đầu giảm vào giai 
đoạn 9 ngày tuổi. Sự biến động hàm lượng đường tan giữa 
các giống có sự khác nhau tương đối rõ. Tại thời điểm 7 
ngày tuổi, hàm lượng đường tan của mẫu giống SM2 cao 
nhất (9,82%),  tiếp đến là YC, SM1, MS2 và thấp nhất là 
MS1 với 7,15%. Sự biến động của hàm lượng đường tan ở 
thời điểm cao nhất so với trước hạn của giống SM2 lớn nhất 
(tăng 2,54 lần), tiếp sau là các giống YC (2,42 lần), SM1 
(2,18 lần), MS2 (1,97 lần) và thấp nhất là giống MS1 (tăng 
1,78 lần).

Hình 4. Đồ thị biểu hiện hàm lượng đường tan của các mẫu giống 
lúa nghiên cứu ở các thời điểm gây hạn bởi sorbitol 5%.

Hình 3. Hình ảnh định tính hoạt độ α-amylase của các mẫu giống 
lúa nghiên cứu ở các thời điểm gây hạn bởi sorbitol 5%. 3: 3 ngày 
tuổi; 5: 5 ngày tuổi; 7: 7 ngày tuổi; 9: 9 ngày tuổi.
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Khi tế bào mất nước, các chất hòa tan được tích lũy trong 
tế bào nhằm làm tăng khả năng giữ nước của chất nguyên 
sinh. Đây là một phương thức thích nghi của thực vật với 
stress của môi trường [9]. Kết quả nghiên cứu về hàm lượng 
đường tan trong giai đoạn nảy mầm của các giống lúa khi 
gây hạn sinh lý bằng sorbitol 5% phù hợp với những nhận 
định trên.

Hoạt độ của α-amylase càng cao thì hàm lượng đường tan 
càng lớn, cung cấp cho quá trình nảy mầm của hạt, sự sinh 
trưởng của mầm và điều chỉnh áp suất thẩm thấu của tế bào 
trong điều kiện cực đoan. Giữa các mẫu giống có sự thay đổi 
về hoạt độ của α-amylase và hàm lượng đường tan khác nhau 
liên quan đến khả năng chống chịu của từng giống. 

Ảnh hưởng của hạn sinh lý đến hoạt độ của protease 
của các giống lúa ở giai đoạn nảy mầm

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của hạn sinh lý đến hoạt 
độ của protease ở giai đoạn nảy mầm của các mẫu giống lúa 
nghiên cứu được trình bày ở bảng 4, hình 5 và 6.

Bảng 4. Hoạt độ protease của các mẫu giống lúa nghiên cứu ở 
các thời điểm gây hạn bởi sorbitol 5%.

Ký hiệu 
mẫu

Hoạt độ của enzymne protease (ĐVHĐ/mg)

Trước hạn 3 ngày tuổi 5 ngày tuổi 7 ngày tuổi 9 ngày tuổi

MS1 0,24±0,551 0,32±0,342 0,51±0,173 0,62±0,114 0,39±0,715

MS2 0,19±0,309 0,33±0,219 0,40±0,838 0,51±0,067 0,37±0,566

YC 0,24±0,268 0,37±0,314 0,47±0,148 0,66±0,510 0,50±0,074

SM1 0,25±0,823 0,36±0,865 0,42±0,267 0,68±0,282 0,31±0,814

SM2 0,26±0,182 0,31±0,115 0,52±0,376 0,74±0,093 0,41±0,645

Qua số liệu bảng 4, hình 5 chúng ta thấy, hoạt độ của 
protease của mỗi giống biểu hiện khác nhau. Sự biến động hoạt 
độ của các giống tuân theo quy luật, tăng dần theo thời gian ở 
giai đoạn từ 3 đến 7 ngày, sau đó giảm cho đến 9 ngày sau khi 
gây hạn nhân tạo. Tại thời điểm 7 ngày tuổi hoạt độ protease 
của giống SM2 đạt cao nhất (0,74 ĐVHĐ/mg), thấp nhất là 
giống MS2 (0,51 ĐVHĐ/mg). Nhưng nếu xét về tỷ lệ tăng  so 
với trước khi gây hạn sinh lý, giống SM2 xếp hàng đầu (tăng 
2,85 lần), tiếp đến là giống YC (tăng 2,75 lần), SM1 (2,72 lần), 
MS2 (2,68 lần) và thấp nhất là giống MS1 (2,58 lần). Sự biến 
động này cũng thể hiện ở hình 6.

Hình 5. Đồ thị biểu hiện hoạt độ protease của các mẫu giống lúa 
nghiên cứu ở các thời điểm gây hạn bởi sorbitol 5%.

Hình 6. Hình ảnh định tính hoạt độ protease của các mẫu giống 
lúa nghiên cứu ở các thời điểm gây hạn bởi sorbitol 5%. 3: 3 ngày 
tuổi; 5: 5 ngày tuổi; 7: 7 ngày tuổi; 9: 9 ngày tuổi.

Trong giai đoạn nảy mầm, khi xử lý hạn sinh lý thì sự 
biến động hoạt độ của protease sẽ làm tăng áp suất thẩm 
thấu của tế bào thông qua các phân tử chất tan do protein bị 
phân giải, qua đó làm tăng tính chống chịu của cây trồng.

Ảnh hưởng của hạn sinh lý đến hàm lượng protein tan 
của các giống lúa ở giai đoạn nảy mầm

Protein dự trữ trong hạt là nguồn cung cấp các chất cho 
hạt nảy mầm và cây sinh trưởng, phát triển. Phân tích sự 
biến động protein của các giống lúa tại thời điểm 3, 5, 7 và 9 
ngày tuổi gây hạn ở giai đoạn nảy mầm, chúng tôi thu được 
kết quả ở bảng 5 và hình 7.

Bảng 5. Hàm lượng protein tan của các mẫu giống lúa nghiên cứu 
ở các thời điểm gây hạn bởi sorbitol 5%.

Ký hiệu 
mẫu

Hàm lượng protein của các giống lúa (%)

Trước hạn 3 ngày tuổi 5 ngày tuổi 7 ngày tuổi 9 ngày tuổi

MS1 1,83±0,131 2,08±0,314 2,83±0,173 3,11±0,113 2,01±0,715

MS2 1,86±0,021  2,04±0,180 2,91±0,833 3,18±0,061  2,11±0,565

YC 1,97±0,124  2,11±0,328 3,01±0,144 3,60±0,512 2,78±0,174

SM1 2,03±0,926  2,69±0,184 3,11±0,265 3,57±0,286  2,95±0,074

SM2 1,94±0,127  2,12±0,812 3,19±0,375 3,89±0,095  2,78±0,640

Số liệu bảng 5 và hình 7 cho thấy, hàm lượng protein của 
các giống lúa tăng từ giai đoạn 3 đến 7 ngày tuổi, ở 9 ngày 
tuổi hàm lượng protein bắt đầu giảm. Giống có hàm lượng 
protein tăng cao nhất ở giai đoạn nảy mầm là SM2 với hàm 
lượng protein tương ứng của trước hạn và 3, 5, 7 ngày tuổi 
lần lượt là 1,94 và 2,12, 3,19, 3,89% và giảm ở 9 ngày tuổi 
2,78%. Ở 7 ngày tuổi so với trước hạn, giống SM2 có hàm 
lượng protein tăng từ 1,94 đến 3,89% (tăng 2,0 lần). Giống 
có hàm lượng tăng thấp nhất là MS1 từ 1,83 lên 3,11% (tăng 
1,7 lần). Có thể xếp thứ tự tăng hàm lượng protein của các 
giống như sau: SM2>YC>SM1>MS2>MS1.
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Hình 7. Đồ thị biểu hiện hàm lượng protein các mẫu giống lúa 
nghiên cứu ở các thời điểm gây hạn bởi sorbitol 5%.

Như vậy, khi xử lý hạn sinh lý bằng dung dịch sorbitol 
5%, hoạt độ của protease và hàm lượng protein cũng chỉ 
đạt đến một giới hạn nhất định tùy thuộc vào khả năng chịu 
hạn của giống. Hàm lượng protein tan tăng dẫn tới tăng áp 
suất thẩm thấu của tế bào, làm tăng khả năng chống chịu 
của cây. Hoạt độ protease càng cao thì lượng protein được 
hình thành do quá trình phân giải proetin dự trữ càng nhiều 
và cung cấp cho quá trình nảy mầm của hạt cũng như điều 
chỉnh áp suất thẩm thấu của tế bào trong điều kiện mất nước 
cực đoan.

Kết luận	

Gây hạn nhân tạo bằng sorbitol 5% đã làm thay đổi hoạt 
độ α-amylase, hàm lượng đường tan, hoạt độ protease, hàm 
lượng protein trong giai đoạn nảy mầm của các giống lúa 
cạn thu thập tại Sơn La và sự thay đổi này có sự khác nhau 
tương đối rõ giữa các giống, phụ thuộc vào khả năng chịu 
hạn của chúng.

Trong 5 mẫu giống nghiên cứu, mẫu giống SM2 thu thập 
tại huyện Sông Mã (huyện nóng nhất của tỉnh Sơn La) có 
khả năng chịu hạn cao nhất, tiếp đến là các mẫu giống YC, 
SM1, MS2 và thấp nhất là mẫu giống MS1. 
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Mở đầu

Đông trùng hạ thảo (Cordyceps militaris) là một loại 
nấm dược liệu, được sử dụng lâu đời trong y học Trung 
Hoa. Nhiều hợp chất sinh học đã được tách chiết từ nấm 
C. militaris, như: polysacarit, cordycepin, adenosine, axit 
amin, ergosterol, superoxide effutase (SOD), selen hữu cơ 
và vitamin tổng hợp [1, 2]. Các nghiên cứu cho thấy C. 
militaris có nhiều chức năng dược lý như: chống viêm [3], 
chống xơ hóa [4], ức chế tăng trưởng của các tế bào ung 
thư bạch cầu U937 [5], điều hòa miễn dịch [6], cải thiện 
bài tiết insulin [7], tăng cường chức năng gan [8], thận [9], 
phổi [10].

Hiện nay, sản lượng khai thác nấm C. militaris trong tự 
nhiên không đủ đáp ứng nhu cầu thị trường. Các phương 
pháp nuôi trồng nhân tạo để thu sinh khối hay lên men dịch 
thể nhằm thu hồi hoạt chất được áp dụng mạnh mẽ [11]. Tuy 
nhiên, sự hình thành quả thể không ổn định đang là rào cản 
đối với quá trình nuôi trồng nấm C. militaris. Thành phần 
môi trường dinh dưỡng có vai trò quan trọng trong quá trình 
trao đổi chất, cung cấp năng lượng cho các hoạt động sống 
của tế bào, từ đó ảnh hưởng trực tiếp tới chất lượng của 
giống. Vladimir (2012) khẳng định carbon là thành phần 

chủ yếu trong môi trường nhân giống C. Militaris, đảm bảo 
sự sinh trưởng và tổng hợp các hợp chất sinh học cần thiết, 
còn nitơ có vai trò trong quá trình sinh tổng hợp các enzyme 
cần thiết cho quá trình chuyển hóa sơ cấp và thứ cấp của 
nấm [12]. Tuy nhiên, các nghiên cứu sâu rộng về mối quan 
hệ giữa điều kiện dinh dưỡng nuôi trồng giống cấp 1 tới 
năng suất tạo quả thể nấm C. militaris còn khiêm tốn. Với 
mục tiêu phục vụ công tác nghiên cứu, phát triển công nghệ 
nuôi trồng nấm C. militaris, chúng tôi đã nghiên cứu ảnh 
hưởng của môi trường nhân giống cấp 1 tới khả năng hình 
thành quả thể của nấm C. militaris.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

Giống gốc C. militaris nhập khẩu từ Trung tâm Tài 
nguyên sinh vật NITE, Nhật Bản, được hoạt hóa trên môi 
trường thạch PDA và nuôi ở điều kiện 23oC, trong 14 ngày, 
sau đó bảo quản ở 4oC.

Phương pháp nuôi cấy

Môi trường nhân giống cấp 1: 5 loại môi trường nhân 
giống cấp 1 được chia ra thành 3 nhóm môi trường: môi 

Nghiên cứu ảnh hưởng của môi trường nhân giống cấp 1 
tới khả năng hình thành quả thể 
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Tóm tắt:

Cordyceps militaris là một loại nấm dược liệu có nhiều tác dụng sinh học quý. Sự hình thành quả thể không ổn định 
là một rào cản đối với sản xuất ở quy mô công nghiệp. Trong nghiên cứu này, các điều kiện nuôi trồng nấm trên môi 
trường thạch agar được khảo sát để tìm ra môi trường nhân giống cấp 1 tốt nhất. Kết quả cho thấy, môi trường PDA 
có bổ sung 10 g/l pepton cho khả năng sinh trưởng tốt nhất: tốc độ tăng trưởng đạt 4,8 mm/ngày, đường kính khuẩn 
lạc đạt 9,74 cm sau 20 ngày nuôi cấy. Nuôi trồng thử nghiệm trên môi trường nhân tạo thể rắn cho thời gian ăn kín 
cơ chất 9,12 ngày, thời gian xuất hiện mầm quả thể 15,37 ngày, số lượng đạt 36,51 quả thể/bình, chiều dài trung bình 
quả thể là 68,24 mm, năng suất sinh học đạt 12,43%.

Từ khóa: Cordyceps militaris, môi trường nhân giống cấp 1, nấm Đông trùng hạ thảo, PDA.

Chỉ số phân loại: 4.1

* Tác giả liên hệ: Email: vuhoainam.tuaf@gmail.com
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trường nghèo dinh dưỡng, môi trường dinh dưỡng trung 
bình, môi trường giàu dinh dưỡng. Cân chính xác thành 
phần dinh dưỡng của các môi trường (bảng 1) pha với 1 lít 
nước và được hấp khử trùng ở 121oC trong 30 phút, dịch 
dinh dưỡng được chia đều vào các đĩa peptri đường kính 10 
cm (15 ml/đĩa), làm nguội và bảo quản ở nhiệt độ phòng. 
Chủng giống gốc sau khi hoạt hóa, được cắt thành các ô 
vuông cạnh 0,5 cm chứa hệ sợi nấm và đặt vào đĩa peptri. 
Sau đó, các đĩa môi trường nhân giống cấp 1 được nuôi ở 
23oC, trong điều kiện không chiếu sáng. 

Bảng 1. Các loại môi trường nhân giống cấp 1.

Phân loại Môi trường Thành phần dinh dưỡng Tác giả

Nghèo dinh 
dưỡng Water agar (WA) Agar 20 g/l [13]

Dinh dưỡng 
trung bình

Malt extract - Yeast extract 
- Peptone Dextrose agar 
(MYPS)

Dextrose 10 g/l, glucose 4 g/l, 
pepton 6 g/l, cao nấm men 4 
g/l, agar 20 g/l

[13]

Giàu dinh dưỡng

Sabouraud Dextrose agar 
plus Yeast Extract (SDAY)

Dextrose 10 g/l, peptone 2,5 
g/l, cao nấm men 5 g/l, agar 
20 g/l

[14]

Potato - Dextrose agar 
(PDA)

Dịch chiết khoai tây 200 g/l, 
dextrose 20 g/l, agar 20 g/l [15]

Sabouraud Maltose 
agar plus Yeast Extract 
(SMAY)

Maltose 40 g/l, peptone 10 
g/l, cao nấm men 10 g/l, agar 
20 g/l

[14]

Chuẩn bị giống dịch thể và cấy giống: để khảo sát ảnh 
hưởng của các môi trường nhân giống cấp 1 tới sự hình thành 
quả thể nấm trên môi trường nhân tạo, các đĩa giống cấp 1 
sau 15 ngày nuôi được bổ sung 50 ml nước cất đã khử trùng. 
Dịch huyền phù chứa bào tử nấm được lọc qua băng gạc 
tiệt trùng trước khi cho vào bình tam giác chứa 200 ml môi 
trường dinh dưỡng (20 g/l sucrose, 20 g/l peptone, 0,5 g/l 
MgSO4, 1 g/l K2HPO4), và được nuôi ở điều kiện nhiệt độ 
20oC, tốc độ lắc 200 vòng/phút trong 7 ngày.

Môi trường giá thể 20 g gạo lức pha với 32 ml dung dịch 
dinh dưỡng (20 g/l sucrose, 10 g/l peptone, 0,1 g/l MgSO4, 
0,1 g/l KH2PO4) đựng trong bình thủy tinh 500 ml, hấp khử 
trùng ở 121oC trong 30 phút, làm lạnh ở nhiệt độ phòng trước 
khi được cấy 5 ml dung dịch giống. Nấm sau khi cấy trên 
các loại môi trường, chuyển vào nuôi trong điều kiện không 
chiếu sáng để phát sinh sợi nấm. Sau khi các bình nấm có hệ 
sợi phát triển kín bề mặt, chuyển sang môi trường 12h chiếu 
sáng - 12h tối ở nhiệt độ 20oC, độ ẩm >80% để tạo quả thể.

Phương pháp thống kê và xử lý số liệu

Thí nghiệm được thiết kế theo kiểu khối ngẫu nhiên 
hoàn toàn với 3 lần nhắc lại.

+ Giai đoạn nhân giống cấp 1: mỗi công thức thí nghiệm 
được thực hiện với 10 đĩa/lần nhắc lại. Các yếu tố theo dõi 
bao gồm: tốc độ phát triển hệ sợi (mm/ngày), hình thái hệ 
sợi và mật độ hệ sợi.

+ Giai đoạn ươm tạo quả thể: mỗi công thức thí nghiệm 
bố trí 30 lọ cơ chất cho 1 lần nhắc lại. Các chỉ tiêu theo dõi 
bao gồm: thời gian phát triển hệ sợi/ngày, thời gian xuất 
hiện mầm quả thể/ngày, số lượng quả thể (quả thể/bình), 
chiều dài quả thể (cm), năng suất sinh học (%).

 Chỉ tiêu năng suất sinh học (BE) được tính bằng công thức:

4 
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  Các thí nghiệm được thống kê, loại bỏ các giá trị bất thường bằng phương 
pháp Duncan. Phân tích giá trị ANOVA bằng chương trình IRISTART 4.0 và phần 
mềm Excel 2013. 
Kết quả và thảo luận 
  Kết quả khảo sát các môi trường nhân giống cấp 1 

 Kết quả khảo sát ảnh hưởng của 5 loại môi trường cấp 1 được thể hiện ở hình 
1. 

 
 
Hình 1. Tốc độ sinh trưởng của hệ sợi nấm C. militaris trên môi trường nhân 
giống cấp 1. 

 Kết quả hình 1 cho thấy, trong giai đoạn nhân giống cấp 1, các loại môi 
trường dinh dưỡng khác nhau ảnh hưởng khác nhau đến sự sinh trưởng hệ sợi nấm 
C. militaris. Nhìn chung trên các loại môi trường đều có sự thích nghi của hệ sợi 
nấm. Trên môi trường nghèo dinh dưỡng, hệ sợi phát triển kém và gần như không 
có sự gia tăng về kích thước khuẩn lạc. Trên 2 nhóm môi trường dinh dưỡng trung 
bình và giàu, hệ sợi phát triển mạnh, mọc dài, thẳng, tròn đều về các phía và bông 
xốp (hình 2). Tốc độ sinh trưởng tốt nhất ở môi trường PDA, đường kính khuẩn lạc 
đạt 8,22 cm sau 20 ngày nuôi cấy (tốc độ tăng trưởng đường kính trung bình 4,11 
mm/ngày).  
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Các thí nghiệm được thống kê, loại bỏ các giá trị bất 
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Abstract:

Cordyceps militaris  is a type of medicinal mushroom 
with many precious biological effects. However, unstable 
formation of fruiting bodies is considered a barrier for 
industrial production. In this study, the mushroom 
cultivating conditions on agar have been investigated in 
order to find out the best level 1 propagation medium. 
The results showed that, the PDA culture medium with 
supplement of 10 g/l peptone provided the best growth: 
growth rate achieved 4.8 mm/day, and colony diameter 
got 9.74 cm after 20 days of cultivation. The trials on 
solid medium exhibited that the time of mechanical 
covering substrates was 9.12 days, the duration of 
appearance of fruiting body germs was 15.37 days, 
the number reached 36.51 fruiting bodies/bottle, the 
average length of fruiting bodies was 68.24 mm, and the 
biological efficiency was 12.43%.

Keywords: Cordyceps militaris, level 1 propagation 
medium, mushroom, PDA.

Classification number: 4.1
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thường bằng phương pháp Duncan. Phân tích giá trị ANOVA 
bằng chương trình IRISTART 4.0 và phần mềm Excel 2013.

Kết quả và thảo luận

Kết quả khảo sát các môi trường nhân giống cấp 1

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của 5 loại môi trường cấp 1 
được thể hiện ở hình 1.

4 
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  Các thí nghiệm được thống kê, loại bỏ các giá trị bất thường bằng phương 
pháp Duncan. Phân tích giá trị ANOVA bằng chương trình IRISTART 4.0 và phần 
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Hình 1. Tốc độ sinh trưởng của hệ sợi nấm C. militaris trên môi trường nhân 
giống cấp 1. 

 Kết quả hình 1 cho thấy, trong giai đoạn nhân giống cấp 1, các loại môi 
trường dinh dưỡng khác nhau ảnh hưởng khác nhau đến sự sinh trưởng hệ sợi nấm 
C. militaris. Nhìn chung trên các loại môi trường đều có sự thích nghi của hệ sợi 
nấm. Trên môi trường nghèo dinh dưỡng, hệ sợi phát triển kém và gần như không 
có sự gia tăng về kích thước khuẩn lạc. Trên 2 nhóm môi trường dinh dưỡng trung 
bình và giàu, hệ sợi phát triển mạnh, mọc dài, thẳng, tròn đều về các phía và bông 
xốp (hình 2). Tốc độ sinh trưởng tốt nhất ở môi trường PDA, đường kính khuẩn lạc 
đạt 8,22 cm sau 20 ngày nuôi cấy (tốc độ tăng trưởng đường kính trung bình 4,11 
mm/ngày).  
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Hình 1. Tốc độ sinh trưởng của hệ sợi nấm C. militaris trên môi 
trường nhân giống cấp 1.

Kết quả hình 1 cho thấy, trong giai đoạn nhân giống cấp 
1, các loại môi trường dinh dưỡng khác nhau ảnh hưởng 
khác nhau đến sự sinh trưởng hệ sợi nấm C. militaris. Nhìn 
chung trên các loại môi trường đều có sự thích nghi của hệ 
sợi nấm. Trên môi trường nghèo dinh dưỡng, hệ sợi phát 
triển kém và gần như không có sự gia tăng về kích thước 
khuẩn lạc. Trên 2 nhóm môi trường dinh dưỡng trung bình 
và giàu, hệ sợi phát triển mạnh, mọc dài, thẳng, tròn đều về 
các phía và bông xốp (hình 2). Tốc độ sinh trưởng tốt nhất 
ở môi trường PDA, đường kính khuẩn lạc đạt 8,22 cm sau 
20 ngày nuôi cấy (tốc độ tăng trưởng đường kính trung bình 
4,11 mm/ngày). 

  

  

Hình 2. Hệ sợi nấm C. militaris trên các môi trường nhân giống 
cấp 1 sau 10 ngày nuôi cấy.

Về mật độ hệ sợi, mặc dù có thể nhận thấy ở các nhóm môi 
trường giàu dinh dưỡng nấm đều có sự phát triển tốt, nhưng 
cũng có sự khác biệt giữa các loại môi trường. Mật độ hệ sợi 

phát triển dày đặc trên môi trường SDAY, hệ sợi phát triển 
mạnh, đan xen chặt chẽ vào nhau, rất khó có thể quan sát 
được các nhánh hệ sợi riêng rẽ. Mật độ hệ sợi bắt đầu giảm 
dần theo thứ tự từ môi trường SDAY>MYPS>SMAY>PDA. 
Một giả thuyết thú vị được đặt ra là mật độ hệ sợi phụ thuộc 
vào hàm lượng nitơ tổng số của môi trường. Nitơ đóng vai 
trò trong quá trình chuyển hóa sơ cấp và thứ cấp của nấm. 
Cũng trong một nghiên cứu khác, Vladimir nhận thấy, việc 
bổ sung nguồn nitơ không phù hợp dẫn tới những ức chế về 
sự phát triển của hệ sợi nấm [12]. Do đó, để kiểm định giả 
thuyết này đối với chủng nấm của Trung tâm Tài nguyên 
sinh vật NITE (Nhật Bản), chúng tôi lựa chọn môi trường 
PDA có tốc độ phát triển tốt nhất và bổ sung thêm các hàm 
lượng nitơ khác nhau.

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của hàm lượng pepton 
đến sự phát triển của hệ sợi nấm C. militaris trên môi 
trường nhân giống cấp 1

Để xác định sự ảnh hưởng của pepton đến sự sinh trưởng 
của hệ sợi nấm C. militaris, chúng tôi tiến hành bổ sung 
pepton với các tỷ lệ khác nhau, gồm: 5, 10 và 15 g/l trên 
nền môi trường PDA tương ứng với các công thức PDA5, 
PDA10, PDA15. Kết quả thử nghiệm được thể hiện ở bảng 
2 và hình 3.
Bảng 2. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của hàm lượng nitơ đến sự 
phát triển của hệ sợi nấm C. militaris.

Môi trường
Đường kính khuẩn lạc của hệ sợi sau các ngày nuôi (cm)

5 ngày 10 ngày 15 ngày 20 ngày

PDA 3,5 5,8 7,5 8,9

PDA5 3,7 6,01 8,2 9,15

PDA10 3,8 6,25 8,65 9,74

PDA15 3,8 6,15 8,26 9,31

 

    

  PDA (đối chứng)               PDA5                    PDA10                   PDA15

Hình 3. Hệ sợi nấm C. militaris ở môi trường PDA có bổ sung các 
nồng độ pepton khác nhau sau 15 ngày.

Từ kết quả trên cho thấy, môi trường nhân giống PDA 
bổ sung pepton có ảnh hưởng tới màu sắc, mật độ và tốc 
độ phát triển của hệ sợi. Mật độ hệ sợi và khả năng sinh 
sắc tố càng tăng khi tăng nồng độ pepton. Tuy nhiên, khi 
tăng nồng độ pepton lên ngưỡng 15 g/l, tốc độ phát triển hệ 
sợi nấm có xu hướng giảm so với mức tối ưu là 10 g/l. Do 
đó, chúng tôi lựa chọn môi trường PDA có bổ sung 10 g/l 
pepton làm môi trường nhân giống cấp 1 nấm C. militaris.
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Kết quả khảo sát mối liên hệ giữa môi trường nhân 
giống cấp 1 tới năng suất tạo quả thể nấm C. militaris trên 
môi trường nhân tạo thể rắn

Để khảo sát mối liên hệ giữa môi trường nhân giống cấp 1 
tới khả năng hình thành quả thế nấm trên môi trường nhân tạo 
thể rắn, chúng tôi lựa chọn hai loại môi trường: môi trường 
PDA10 (cho chất lượng giống cấp 1 tốt nhất) và môi trường 
PDA (đối chứng). Kết quả được thể hiện ở bảng 3, hình 4.
Bảng 3. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của môi trường 
nhân giống cấp 1 tới khả năng hình thành quả thể nấm C. 
militaris.

CT Môi 
trường

Thời gian 
phát triển hệ 
sợi (ngày)

Thời gian 
hình thành 
mầm (ngày)

Số lượng quả 
thể (quả thể/
bình)

Chiều dài 
quả thể 
(mm)

BE
(%)

1 PDA 10,71 16,47 35,23 45,66 5,76

2 PDA10 9,12 15,37 36,51 68,24 12,43
     

Hình 4. Năng suất tạo quả thể nấm C. militaris trên môi trường 
nhân tạo khi sử dụng 2 loại môi trường nhân giống cấp 1 khác 
nhau.

Từ kết quả trên cho thấy có sự khác biệt về khả năng 
thích nghi và sinh trưởng của nấm C. militaris trên môi 
trường nhân tạo thể rắn. Khả năng thích nghi, thời gian mọc 
kín cơ chất và nảy mầm quả thể của nấm C. militaris khi 
sử dụng môi trường giống cấp 1 PDA10 nhanh hơn so với 
môi trường PDA cơ bản. Về năng suất nhận thấy cũng có sự 
khác biệt khi sử dụng hai loại môi trường nhân giống này. 
Mặc dù không có sự khác biệt về số lượng quả thể/bình nuôi 
trồng, nhưng chiều dài quả thể khi sử dụng giống trên môi 
trường PDA10 cao hơn vượt trội so với môi trường PDA 
thông thường. Do đó, năng suất sinh học cũng cao hơn hẳn.

Kết luận

Từ các nghiên cứu trên cho thấy, môi trường nhân giống 
cấp I có ảnh hưởng tới năng suất tạo quả thể trên môi trường 
nhân tạo thể rắn. Trong các loại môi trường được khảo sát, 
môi trường PDA có bổ sung 10 g/l pepton cho tốc độ sinh 

trưởng tốt nhất. Kết quả khảo sát mối tương quan chất lượng 
giống cấp 1 và khả năng tạo quả thể cũng cho thấy môi 
trường PDA10 cho năng suất cao hơn hẳn so với môi trường 
PDA thông thường: thời gian mọc kín cơ chất 9,12 ngày, 
thời gian xuất hiện mầm quả thể 15,37 ngày, số lượng quả 
thể/bình đạt 36,51 quả thể, chiều dài trung bình quả thể là 
68,24 mm, năng suất sinh học đạt 12,43%.
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Đặt vấn đề

Tây Thanh Hóa - Nghệ An là một trong những vùng sinh 
thái miền núi đặc trưng, có nhiều tiềm năng để trồng các 
loại cây ăn quả và dược liệu có giá trị kinh tế cao. Do đó, 
việc hình thành và ổn định vùng chuyên canh cây ăn quả 
và cây dược liệu đóng vai trò quan trọng trong định hướng 
phát triển kinh tế - xã hội của vùng [1, 2]. Từ đó, tạo ra các 
sản phẩm hàng hóa có tính đặc thù và cạnh tranh. Nếu như 
các loại cây ăn quả như cam, bưởi, dứa, chuối… từ lâu được 
biết đến là đặc sản nổi tiếng của tây Thanh Hóa - Nghệ 
An, thì trồng cây dược liệu được xác định là mô hình giảm 
nghèo bền vững, thân thiện và phù hợp với điều kiện chăm 
sóc của đồng bào dân tộc thiểu số những năm gần đây. Lợi 
ích của việc trồng xen cây dược liệu ưa bóng dưới tán rừng 
đã được khẳng định, đó là: gắn chặt mối quan hệ giữa hoạt 
động kinh tế của người dân miền núi với hoạt động sản xuất 
lâm nghiệp; phát triển và bảo vệ được rừng gỗ lớn, gỗ quý 
có chu kỳ kinh doanh dài; tận dụng nguồn năng lượng ánh 
sáng dồi dào do cấu trúc nhiều tầng tán khi trồng xen cây 
dược liệu dưới tán rừng; tăng khả năng thấm nước, giữ nước 
và chống xói mòn đất rừng [3].

Nghiên cứu phát triển sản xuất nông, lâm nghiệp, đặc 
biệt là ở miền núi, ngoài yếu tố kinh tế còn phải dựa trên 
nền tảng của khí hậu, đất đai và địa hình. Trong đó, đất và 

hệ thống cây trồng có mối quan hệ chặt chẽ, vì đất vừa là 
yếu tố hình thành, có vai trò quan trọng trong quá trình sinh 
trưởng của cây trồng, đồng thời chịu ảnh hưởng trực tiếp 
của hệ thống cây trồng thông qua đặc điểm dinh dưỡng của 
đất như: hàm lượng chất hữu cơ, độ chua đất, hàm lượng 
N, P, K…

Do đó, nghiên cứu này được tiến hành với mục đích: (i) 
Đánh giá một số tính chất dinh dưỡng của đất trồng cây ăn 
quả và cây dược liệu vùng tây Thanh Hóa - Nghệ An; (ii) 
Cơ sở khoa học để đề xuất cải thiện và nâng cao chất lượng 
đất trồng cây ăn quả và cây dược liệu; (iii) Cơ sở dữ liệu 
để đánh giá diễn biến tính chất đất trong quá trình sản xuất.

Phương pháp và phạm vi nghiên cứu

Phương pháp nghiên cứu

Phương pháp điều tra, khảo sát thu thập mẫu: các mẫu 
đất được lựa chọn đại diện cho đất trồng cây ăn quả (cây có 
múi, chuối, chanh leo) và đất trồng cây dược liệu (ba kích, 
sa nhân tím, hương bài, nghệ, quế) điển hình của vùng tây 
Thanh Hóa - Nghệ An. Nghiên cứu đã thu thập 14 mẫu đất 
tầng mặt (0-20 cm). Quy trình lấy mẫu theo “Sổ tay điều tra, 
phân loại đánh giá đất” do Lê Thái Bạt và cs công bố năm 
2015 [4]. Các điểm lấy mẫu được thống kê trong bảng 1.

Hàm lượng dinh dưỡng 
trong đất trồng cây ăn quả và cây dược liệu 

vùng tây Thanh Hóa - Nghệ An
Hoàng Thị Huyền Ngọc*, Nguyễn Mạnh Hà, Vũ Thị Thu Hường

Viện Địa lý, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam

Ngày nhận bài 17/6/2019; ngày gửi phản biện 20/6/2019; ngày nhận phản biện 22/7/2019; ngày chấp nhận đăng 30/7/2019

Tóm tắt:

Hình thành và ổn định vùng chuyên canh cây ăn quả đặc sản chất lượng cao và cây dược liệu bản địa là định hướng 
quan trọng trong phát triển kinh tế - xã hội vùng tây Thanh Hóa - Nghệ An. Nghiên cứu đã sử dụng kết quả phân 
tích tính chất lý, hóa học của 14 mẫu đất để đánh giá chất lượng của đất trồng cây ăn quả và cây dược liệu. Kết quả 
nghiên cứu cho thấy: đối với đất trồng cây ăn quả, hàm lượng chất hữu cơ ở mức thấp (0,28-1,26% OM), đạm (N) 
tổng số, lân (P) tổng số và kali (K) tổng số chủ yếu ở mức nghèo. Đất trồng cây dược liệu có các chỉ tiêu dinh dưỡng 
đất cao hơn so với đất trồng cây ăn quả nhưng giá trị không cao. Vì vậy, để cải thiện chất lượng đất trong canh tác 
cây ăn quả và cây dược liệu vùng tây Thanh Hóa - Nghệ An cần tiến hành các biện pháp cải tạo phù hợp.

Từ khóa: dinh dưỡng đất, đất trồng cây ăn quả, đất trồng cây dược liệu, tây Thanh Hóa - Nghệ An.

Chỉ số phân loại: 4.1

* Tác giả liên hệ: Email: ngoc.hoanghuyen@gmail.com
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Phương pháp phân tích trong phòng thí nghiệm: các mẫu đất 
được xử lý và phân tích tại Phòng phân tích thí nghiệm tổng hợp 
địa lý, Viện Địa lý, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt 
Nam. Các chỉ tiêu và phương pháp phân tích bao gồm:

+ Thành phần cơ giới phân tích theo TCVN 8567:2010.
+ Độ chua đất (pH) phân tích theo TCVN 5979:2007. 
+ Hàm lượng chất hữu cơ (OM): được tính bằng cac bon hữu 

cơ (OC) x 1,724.
+ Phương pháp xác định OC: TCVN 8941-2011.

+ Hàm lượng N tổng số (N%) phân tích theo TCVN 8498:1999.
+ Hàm lượng P tổng số (P2O5%) phân tích theo TCVN 

8940:2011.
+ Hàm lượng K tổng số (K2O%) phân tích theo TCVN 

8660:2011.
+ Hàm lượng P dễ tiêu phân tích theo TCVN 5256:2009.
+ Hàm lượng K dễ tiêu phân tích theo TCVN 8662:2011.
+ Tổng cation trao đổi (CEC) phân tích theo TCVN 8568:2010.
Đánh giá chất lượng đất: chất lượng đất của khu vực nghiên 

cứu được đánh giá bằng cách so sánh số liệu phân tích của 14 
mẫu đất tầng mặt với thang đánh giá về hàm lượng N tổng số và 
dễ tiêu, P tổng số và dễ tiêu, K tổng số và dễ tiêu của Hội Khoa 
học đất Việt Nam [5]. Hàm lượng chất hữu cơ (OM) được so sánh 
với Thang đánh giá của Siderius đề xuất năm 1992 áp dụng cho 
đất đồi núi [6].

Phạm vi nghiên cứu

Nghiên cứu được thực hiện trong phạm vi hành chính gồm 
22 huyện/thị xã phía tây của các tỉnh Thanh Hóa - Nghệ An. Về 
phạm vi khoa học, nghiên cứu tập trung vào việc phân tích, đánh 
giá chất lượng đất tầng mặt (tầng canh tác) của 2 loại hình sử dụng 
đất điển hình của vùng. Thứ nhất là đất trồng cây ăn quả bao gồm 
cây có múi (cam, bưởi) và một số cây ăn quả đang được phát triển 

Soil nutrient status for the cultivation 
of fruit trees and medicinal plants

in the western of Thanh Hoa 
and Nghe An provinces
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Abstract:

Forming and stabilizing the region of high quality 
speciality fruit trees and indigenous medicinal plants 
is an important orientation in the socio-economic 
development of the western of Thanh Hoa and Nghe 
An provinces. The study used the analyses of the 
physical and chemical properties of 14 soil samples to 
assess the quality of soils for planting fruit trees and 
medicinal plants. The results showed that: for fruit tree 
soils, organic matter (OM) was low (0.28-1.26% OM), 
total nitrogen was average, and total phosphorus and 
potassium were poor. These indicators of medicinal 
plant soils were higher than that of fruit tree soils though 
the values were not considerable. Therefore, in order 
to improve the quality of soils for cultivating fruit and 
medicinal crops in the western of Thanh Hoa and Nghe 
An provinces, it is necessary to implement appropriate 
rehabilitation measures. 

Keywords: fruit tree soil, medicinal plant soil, soil 
nutrition, western of Thanh Hoa and Nghe An provinces.

Classification number: 4.1

Bảng 1. Vị trí các điểm lấy mẫu.

Ký hiệu Hiện trạng Loại đất Địa điểm lấy mẫu

Đất trồng cây ăn quả

NA1 Cam V2 năm 
thứ 4

Đất đỏ vàng biến đổi do 
trồng lúa (Fl) Yên Khê, Con Cuông

NA2 Cam Xã Đoài, 3 
tháng

Đất đỏ vàng trên đá vôi 
(Fv) Yên Khê, Con Cuông

NA3 Cam năm thứ 2 Đất phù sa ngòi suối (Py) Yên Khê, Con Cuông

NA6 Chuối tiêu hồng Đất phù sa ngòi suối (Py) Tam Thái, Tương Dương

NA8 Chanh leo đang 
thu hoạch

Đất đỏ vàng biến đổi do 
trồng lúa (Fl) Tri Lễ, Quế Phong

NA10 Bưởi năm thứ 3 Đất nâu đỏ trên đá bazan 
(Fk) Nghĩa Tiến, Thái Hòa

TH4 Chuối tiêu hồng 
năm thứ 3

Đất vàng nhạt trên đá 
cát (Fq) Kỳ Tân, Bá Thước

TH7 Thanh Long vừa 
thu hoạch

Đất đỏ vàng trên đá phiến 
sét (Fs) Kỳ Tân, Bá Thước

Đất trồng cây dược liệu

NA4 Ba kích dưới tán 
rừng

Đất vàng nhạt trên đá 
cát (Fq) Yên Khê, Con Cuông

NA7 Hương bài Đất vàng nhạt trên đá 
cát (Fq) Tân Lạc, Quỳ Châu

NA9 Sa nhân tím dưới 
tán rừng

Đất vàng đỏ trên đá 
mácma axit (Fa) Nậm Nhoóng, Quế Phong

TH2 Ba kích dưới 
tán keo

Đất vàng đỏ trên đá 
mácma axit (Fa)

Ngọc Phụng, Thường 
Xuân

TH3 Quế bắt đầu thu 
hoạch

Đất vàng đỏ trên đá 
mácma axit (Fa)

Ngọc Phụng, Thường 
Xuân

TH9 Nghệ vàng Đất đỏ vàng trên đá phiến 
sét (Fs) Thạch Quảng, Thạch Thành
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trong vùng như: chuối tiêu hồng, chanh leo, thanh long. Thứ hai là 
đất trồng cây dược liệu gồm: ba kích, sa nhân tím, quế, nghệ vàng. 
Ngoài ra, trong quá trình điều tra khảo sát thấy rằng: cây hương 
bài - một loài cây thảo mộc dùng để làm hương thắp, không phải 
là cây dược liệu được trồng khá phổ biến, vì vậy trong nghiên cứu 
này gộp hương bài vào nhóm cây dược liệu để đánh giá thêm.

Kết quả và thảo luận

Tính chất vật lý của đất

Tính chất vật lý của đất nói chung và thành phần cơ giới nói 
riêng gắn liền với tính chất của đá mẹ, mẫu chất. Trong mối quan 
hệ phát sinh học đất (pedology), mỗi loại đá mẹ, mẫu chất có 
thành phần thạch học, cấu trúc khác nhau sẽ quyết định sự khác 
nhau về thành phần cơ giới của loại đất hình thành. Có thể thấy, 
các mẫu đất được lấy đại diện cho các vùng trồng cây ăn quả ở tây 
Thanh Hóa - Nghệ An chủ yếu là đất phát triển trên mẫu chất phù 
sa, dọc theo các thung lũng sông nhỏ hẹp, tương đối bằng phẳng, 
thoát nước. Một số diện tích cây ăn quả được trồng trên đất đỏ 
vàng phong hóa từ đá phiến sét, đá cát, đá bazan, có tầng đất dày 
(trên 100 cm), địa hình dốc thoải. Trong khi đó, các loài cây dược 
liệu được trồng ở vùng núi cao và dốc hơn, dưới tán rừng sản xuất, 
chủ yếu trên đất vàng nhạt của đá cát (Fq) hoặc đất vàng đỏ của 
đá mácma axit (Fa). Do đó, thành phần cơ giới của lớp đất tầng 
mặt trong các mẫu đất có sự khác nhau đáng kể, thể hiện ở bảng 
2 và hình 1.

Bảng 2. Thành phần cơ giới đất tầng mặt.

Ký hiệu Loại đất
% cấp hạt đường kính

<0,002 mm 0,002-0,02 mm >0,02 mm

Đất trồng cây ăn quả

NA1 Đất đỏ vàng biến đổi do trồng lúa (Fl), dốc 3-8o 29,43 49,55 21,02

NA2 Đất đỏ vàng trên đá vôi (Fv), dốc 8-15o 50,83 38,97 10,20

NA3 Đất phù sa ngòi suối (Py), dốc dưới 3o 27,91 41,33 30,76

NA6 Đất phù sa ngòi suối (Py), dốc dưới 3o 22,19 14,39 63,42

NA8 Đất đỏ vàng biến đổi do trồng lúa (Fl), dốc 3-8o 51,07 13,37 35,56

NA10 Đất nâu đỏ trên đá bazan (Fk), dốc dưới 3o 54,33 19,97 25,70

TH4 Đất vàng nhạt trên đá cát (Fq), dốc 8-15o 32,09 31,17 36,74

TH7 Đất đỏ vàng trên đá phiến sét (Fs), dốc 8-15o 49,33 22,81 27,86

Đất trồng cây dược liệu

NA4 Đất vàng nhạt trên đá cát (Fq), dốc trên 25o 31,23 44,89 23,88

NA7 Đất vàng nhạt trên đá cát (Fq), dốc 20-25 o 21,29 16,83 61,88

NA9 Đất vàng đỏ trên đá mácma axit (Fa), dốc trên 25o 29,87 31,47 38,66

TH2 Đất vàng đỏ trên đá mácma axit (Fa), dốc trên 25o 39,37 21,41 39,22

TH3 Đất vàng đỏ trên đá mácma axit (Fa), dốc trên 25o 40,93 23,69 35,38

TH9 Đất đỏ vàng trên đá phiến sét (Fs), dốc 8-15o 30,67 40,71 28,62

Đất trồng cây ăn quả trên mẫu chất phù sa hoặc đá cát có thành 
phần cơ giới chủ yếu là thịt nhẹ, với tỷ lệ cấp hạt cát (>0,02 mm) 
khá cao, tỷ lệ cấp hạt sét (<0,002 mm) thấp. Trong khi vùng trồng 
cây ăn quả trên đất đỏ vàng điển hình phong hóa từ đá bazan, đá 

phiến sét có thành phần cơ giới từ thịt trung bình đến thịt nặng với 
tỷ lệ cấp hạt sét trên 40% (bảng 2). Cây ăn quả nói chung nhạy cảm 
với sự thay đổi độ ẩm trong đất, đồng thời đòi hỏi đất phải thoát 
nước, thoáng khí [7]. Để đáp ứng được điều này, đất cần có kết cấu 
tốt với thành phần cấp hạt hợp lý, đất quá nhiều sét sẽ gây bí chặt, 
đất nhiều cát lại dễ thấm nước và thoát nước nhanh. Do đó, các loại 
cây ăn quả thích hợp canh tác trên đất thịt nhẹ đến thịt trung bình, 
có thể thấy thành phần cơ giới của nhóm đất phù sa hoặc đất đỏ 
vàng đều đáp ứng được điều kiện này.

Trong khi đó, các loài cây dược liệu chủ yếu có nguồn gốc tự 
nhiên, ngưỡng sinh thái rộng, có thể sinh trưởng và phát triển trên 
nhiều loại đất đồi núi, kể cả đất nghèo kiệt. Ở tây Thanh Hóa - 
Nghệ An, cây dược liệu trồng dưới tán rừng sản xuất trên đất dốc 
(20-25o), đất có thành phần cơ giới chủ yếu là thịt nhẹ (bảng 2). Đất 
có thành phần cơ giới là thịt nhẹ do 2 nguyên nhân: 1) Ở độ dốc 
trên 20o, quá trình rửa trôi các hạt sét mịn trên bề mặt và theo chiều 
sâu tầng đất xảy ra mạnh, để lại trong đất tầng mặt phần lớn hạt cát, 
thô; 2) Bản thân đá mẹ (đá cát và đá mácma axit) hình thành đất 
cũng đã chứa tỷ lệ cấp hạt cát cao. Theo nhiều nghiên cứu, nhóm 
cây dược liệu thân thảo (ba kích, nghệ, sa nhân…) không ưa đất 
thịt nặng vì sẽ dư ẩm và quá chặt khi khô, rễ cây không phát triển 
được. Thành phần cơ giới đất thích hợp là thịt nhẹ. 

(A) (B)
Hình 1. Thành phần cơ giới tầng đất mặt của đất trồng cây ăn quả 
(A) và đất trồng cây dược liệu (B).

Hàm lượng dinh dưỡng trong đất

Dinh dưỡng trong đất trồng cây ăn quả: quá trình feralit điển 
hình ở vùng đồi núi tây Thanh Hóa - Nghệ An trên sản phẩm của 
các đá mẹ phong hóa triệt để khiến đất đều có phản ứng chua. 
Ngoài ra, giá trị pH thấp trong đất trồng cây ăn quả còn do các 
nguyên nhân sau: bón nhiều phân hóa học mà chủ yếu là N và K 
chứa các gốc axit, quá trình rửa trôi cation kiềm và kiềm thổ, phân 
giải chất hữu cơ trong đất và sự hô hấp của hệ thống rễ cây. Kết quả 
phân tích cho thấy: đất tầng mặt của 5/8 điểm khảo sát trồng cây 
ăn quả ở ngưỡng chua (pHKCl=4,0-4,5), 3/8 mẫu đất ở ngưỡng chua 
vừa đến chua ít (hình 2). Đây chính là một trong những yếu tố hạn 
chế quan trọng đối với canh tác cây ăn quả, đặc biệt là cây có múi. 
Bởi vì, độ chua đất được cho là lý tưởng để trồng cây có múi trong 
khoảng pH=6-7 [7]. Như vậy, đất trồng cây ăn quả vùng tây Thanh 
Hóa - Nghệ An cần điều chỉnh, cải thiện độ chua đất cho phù hợp 
với yêu cầu sinh thái của các loại cây ăn quả.
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Hình 2. Độ chua (pHKCl) trong đất trồng cây ăn quả và cây dược liệu.

Hàm lượng chất hữu cơ biến động rất lớn giữa các loại đất, 
nhìn chung các loại đất nông nghiệp ở nước ta có hàm lượng chất 
hữu cơ không cao. Hơn nữa, đất đồi núi thường có hàm lượng chất 
hữu cơ nghèo. Hàm lượng OM trong đất, bao gồm cả các mẫu đất 
trồng cây ăn quả, ở mức thấp đến rất thấp, dao động từ 0,28-1,26% 
OM, trung bình là 0,72% OM (bảng 3). Điều này có thể lý giải do 
việc thâm canh liên tục trong nhiều năm và bón phân hữu cơ không 
cân đối đã làm cho đất phần nào bị thoái hóa, suy giảm độ phì. Mặt 
khác, đất có thành phần cơ giới thịt nhẹ cũng hạn chế quá trình 
hình thành và tích lũy hữu cơ trong đất, bởi vì hàm lượng chất hữu 
cơ có quan hệ chặt chẽ với khả năng trao đổi cation CEC và tỷ lệ 
cấp hạt sét trong đất.                               

CEC chịu ảnh hưởng rất lớn bởi bản chất, hàm lượng khoáng 
sét và keo hữu cơ hiện diện trong đất. Các loại đất có hàm lượng 
sét và chất hữu cơ cao sẽ có khả năng trao đổi CEC cao hơn đất 
cát và đất có hàm lượng chất hữu cơ thấp. Đồng thời, CEC càng 
cao thì càng có lợi cho sinh trưởng, phát triển của cây trồng do 
tăng khả năng hấp thụ hóa lý các chất dinh dưỡng của đất. Kết 
quả phân tích cho thấy, 5/8 mẫu đất trồng cây ăn quả có CEC thấp 
(8-12 me/100 g đất) và điều này cũng phù hợp với đất có thành 
phần cơ giới nhẹ hoặc trung bình và nghèo hữu cơ. Do đó, trong 
quá trình canh tác cây ăn quả ngoài việc chú trọng cung cấp chất 
dinh dưỡng, cần phải cải thiện khả năng trao đổi cation và độ tơi 
xốp của đất.

N đặc biệt quan trọng với cây ăn quả trong giai đoạn phát triển 
bộ rễ, đâm chồi và quyết định năng suất khi ra quả. N từ đất cũng 
dễ dàng bị mất đi và khá tốn kém để cung ứng. Hàm lượng N tổng 
số trong các mẫu đất hầu hết đều ở mức trung bình, dao động từ 
0,105-0,186% N, các giá trị không chênh lệch nhau quá nhiều. 
Có 1 mẫu NA2 nghèo N tổng số (0,067% N), mẫu đất TH4 trồng 
chuối tiêu hồng năm thứ 3 có N tổng số cao nhất (0,217% N).

Tác động của P đối với đất và cây trồng được thể hiện qua hàm 
lượng P tổng số và dễ tiêu. Hàm lượng P tổng số trong các mẫu 
đất dao động từ nghèo đến giàu (dao động từ 0,02-0,13% P2O5); có 
4/8 mẫu hàm lượng P tổng số ở mức nghèo; 2/8 mẫu ở mức giàu 
>0,1% P2O5, các mẫu còn lại đều ở mức trung bình. Hàm lượng 
P dễ tiêu là chỉ tiêu phản ánh trực tiếp khả năng cung cấp P của 
đất cho cây trồng vì P dễ tiêu ở dạng cây trồng trực tiếp hấp thu 
được. Trong 8 mẫu đất trồng cây ăn quả khảo sát, có 4/8 mẫu đất 
có P dễ tiêu ở mức trung bình, 2 mẫu ở mức nghèo. Cá biệt có mẫu 
NA3 - đất trồng cam năm thứ 2 có mức P dễ tiêu cao 24,94 mg 
P2O5/100 g đất. 

Giống như hàm lượng P tổng số, hàm lượng K tổng số trong 
các mẫu đất trồng cây ăn quả chủ yếu ở mức nghèo. Hàm lượng K 
dễ tiêu trong đất ở các loại hình cây ăn quả khác nhau có sự dao 
động khá lớn từ 2,14-31,72 mg K2O/100 g đất ở tầng 0-20 cm. 
Đáng chú ý, ở mẫu NA3 - trồng cam năm thứ 2 và TH7 - trồng 
thanh long mới thu hoạch đều có hàm lượng P và K dễ tiêu cao gấp 
nhiều lần so với các mẫu còn lại. Có thể do đất vừa được bón bổ 
sung P và K theo chu kỳ sinh trưởng của cây trồng.

Dinh dưỡng trong đất trồng cây dược liệu: đất trồng cây 
dược liệu trong khu vực nghiên cứu chủ yếu có phản ứng rất chua 
(pHKCl<4,0) đến chua (pHKCl=4,0-4,5), cảnh báo suy thoái hóa học 
đất (hình 2). Kết quả phân tích ở bảng 4 cho thấy: các mẫu đất 
trồng cây dược liệu dưới tán rừng đều có hàm lượng chất hữu cơ 
thấp đến rất thấp, dao động từ 0,52-1,35% OM. Tuy mức trung 
bình là 1,01%, cao hơn trong đất trồng cây ăn quả, nhưng cũng cho 
thấy sự tích lũy hữu cơ tầng mặt ở rừng sản xuất có trồng xen cây 
dược liệu không cao. Một mặt, do tầng mặt của đất rừng nhận được 
lượng lớn các vật liệu rơi rụng (thân, cành, lá cây) trong điều kiện 
nhiều tầng tán, độ che phủ tương đối kín, nên hàm lượng chất hữu 
cơ tầng mặt được tích lũy cao hơn đất sản xuất nông nghiệp. Mặt 
khác, do thành phần cơ giới của đất nhiều cấp hạt cát ảnh hưởng 
đến khả năng tích lũy chất dinh dưỡng, một phần cũng bị rửa trôi 

Bảng 3. Đánh giá dinh dưỡng đất trong các tầng đất mặt trồng 
cây ăn quả.

Chỉ tiêu Cấp
đánh giá

Thang 
giá trị NA1 NA2 NA3 NA6 NA8 NA10 TH4 TH7

OM
(%)

Rất giàu >8
Giàu 4-8
Trung bình 2-4
Thấp 1-2 1,26 1,2 1,06
Rất thấp <1 0,43 0,28 0,49 0,56 0,46

Tổng N
(%)

Giàu >0,2 0,217
Trung bình 0,1-0,2 0,109 0,105 0,109 0,175 0,116 0,186
Nghèo <0,1 0,067

Tổng P
(%)

Giàu >0,1 0,11 0,13
Trung bình 0,06-0,1 0,07 0,07
Nghèo <0,06 0,02 0,05 0,03 0,05

Tổng K
(%)

Giàu >2 3,11 7,76 3,58
Trung bình 1-2 1,81
Nghèo <1 0,78 0,34 0,99 0,3

P dễ tiêu
(mg P2O5/100 
g đất)

Giàu >10 24,94 11,74
Trung bình 5-10 8,9 6,58 5,55 9,85
Nghèo <5 1,6 2,12

K dễ tiêu
(mg K2O/100 
g đất)

Giàu >20 31,72 20,45
Trung bình 10-20 10,45
Nghèo <10 4,39 2,14 5,45 2,32 7,71

CEC
(me/100 g đất)

Cao >16
Trung bình 12-16 13,45 14,15
Thấp 8-12 9,05 9,25 8,15 11,05 11,35
Rất thấp <8 7,8
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theo bề mặt do độ dốc lớn của địa hình nên hàm lượng chất hữu cơ 
chỉ đạt mức thấp. Ứng với các mẫu đất TH2, TH9 có hàm lượng 
OM cao hơn các mẫu còn lại, khả năng trao đổi cation CEC cũng 
đạt mức cao (16,45-18,55 me/100 g đất).
Bảng 4. Đánh giá dinh dưỡng đất trong các tầng đất mặt trồng 
cây dược liệu.

Chỉ tiêu Cấp đánh giá Thang giá trị NA4 NA7 NA9 TH2 TH3 TH9

OM
(%)

Rất giàu >8
Giàu 4-8
Trung bình 2-4
Thấp 1-2 1,35 1,01 1,26
Rất thấp <1 0,52 0,98 0,94

Tổng N
(%)

Giàu >0,2
Trung bình 0,1-0,2 0,154 0,105 0,175 0,147 0,14 0,189
Nghèo <0,1

Tổng P
(%)

Giàu >0,1
Trung bình 0,06-0,1 0,1
Nghèo <0,06 0,04 0,03 0,03 0,04 0,02

Tổng K
(%)

Giàu >2 3,65 4,15 4,18
Trung bình 1-2 1,54 1,74 1,92
Nghèo <1

P dễ tiêu
(mg P2O5/100 g đất)

Giàu >10 12,54
Trung bình 5-10 8,64
Nghèo <5 2,49 2,23 4,58 2,83

K dễ tiêu
(mg K2O/100 g đất)

Giàu >20
Trung bình 10-20 10,18
Nghèo <10 4,46 3,28 9,34 4,94 4,13

CEC
(me/100 g đất)

Cao >16 16,45 18,55
Trung bình 12-16 13,55 15,75
Thấp 8-12 9,1
Rất thấp <8 6,9

Nhìn chung, hàm lượng N tổng số và K tổng số trong đất trồng 
cây dược liệu có giá trị cao hơn trong đất trồng cây ăn quả. Trong 
tất cả các mẫu, đất trồng nghệ (TH9) có hàm lượng dinh dưỡng 
cao nhất, còn đất trồng hương bài (NA7) có hàm lượng thấp nhất. 
Theo kết quả điều tra khảo sát, cây hương bài là cây thân thảo 
nhưng hấp thụ nhiều dinh dưỡng từ đất, vì vậy chất lượng đất sẽ bị 
giảm nhanh sau vài chu kỳ canh tác nếu không bổ sung phân bón. 
N tổng số trong tất cả các mẫu đều ở ngưỡng trung bình, K tổng số 
đạt mức trung bình đến giàu (bảng 4). Hàm lượng K dễ tiêu gồm 
K hoà tan trong nước và K trao đổi của đất. Đây là những dạng K 
cây trồng sử dụng được nhưng cũng dễ bị rửa trôi, dẫn đến vấn đề 
thường thiếu hụt K trong đất so với nhu cầu của cây. Với các mẫu 
đất trồng cây dược liệu đã thu thập cũng vậy, hàm lượng K dễ tiêu 
chủ yếu ở mức nghèo dưới 10 mg/100g (5/6 mẫu).

Hàm lượng P tổng số cũng như P dễ tiêu trong đất trồng cây 
dược liệu đều không cao, chủ yếu là nghèo, một số ít mẫu đạt mức 
trung bình. Hơn nữa, do tất cả các mẫu đất đều rất chua nên P dễ bị 
cố định lại, làm hàm lượng P dễ tiêu thấp, phần nào không đáp ứng 
đủ nhu cầu thiết yếu của cây dược liệu.

Kết luận

Đất trồng cây ăn quả vùng tây Thanh Hóa - Nghệ An có thành 
phần cơ giới tầng đất mặt chủ yếu là thịt nhẹ đến thịt trung bình, 

tỷ lệ các cấp hạt cát, sét, limon thay đổi tương ứng do mẫu chất 
hình thành đất khác nhau: phù sa, phiến sét, bazan… Trong khi đó, 
thành phần cơ giới của đất trồng cây dược liệu là đất thịt nhẹ, hàm 
lượng sét thấp. Đất thịt nhẹ được cho là thích hợp với cây ăn quả 
và cây dược liệu do tính chất tơi xốp và thoát nước, tuy nhiên cũng 
hạn chế quá trình hình thành mùn và tích lũy hữu cơ trong đất.

Dinh dưỡng của đất trồng cây ăn quả được đánh giá như sau: 
hàm lượng mùn OM ở mức thấp đến rất thấp, khiến cho CEC ở 
mức thấp đến trung bình, N tổng số hầu hết ở mức trung bình, P 
tổng số chủ yếu ở mức nghèo, P dễ tiêu ở mức trung bình. Đất 
nghèo hàm lượng K tổng số trong khi K dễ tiêu có sự dao động lớn 
giữa các loại hình cây ăn quả khác nhau.

Đất trồng cây dược liệu, đặc biệt là dưới tán rừng, có hàm 
lượng mùn, N tổng số, K tổng số trung bình cao hơn trong đất 
trồng cây ăn quả. N tổng số đạt ngưỡng trung bình, K tổng số ở 
ngưỡng trung bình đến giàu. Hàm lượng P tổng số cũng như P dễ 
tiêu trong đất trồng cây dược liệu đều không cao.

Đáng chú ý, đất trồng cây ăn quả và cây dược liệu vùng tây 
Thanh Hóa - Nghệ An đều có giá trị pH thấp, đây là một trong 
những dấu hiệu của suy thoái đất. Vì vậy, dựa trên kết quả phân 
tích và đánh giá dinh dưỡng đất, để nâng cao và duy trì chất lượng 
đất trồng cây ăn quả và cây dược liệu vùng này cần: (1) áp dụng 
quy trình bón phân hợp lý theo nhu cầu của từng loại cây trồng và 
tính chất đất đai; (2) cải thiện độ chua của đất; (3) tăng cường che 
phủ đất để hạn chế quá trình rửa trôi.
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Đặt vấn đề

Khô hạn, xâm nhập mặn tại nhiều tỉnh ở vùng Đồng 
bằng sông Cửu Long, trong đó có tỉnh Bến Tre đã gây ảnh 
hưởng nghiêm trọng đến sinh trưởng, phát triển và năng 
suất của nhiều loại cây ăn quả như bưởi, sầu riêng. Bên 
cạnh đó, việc lạm dụng quá nhiều phân bón vô cơ diễn ra 
liên tục trong nhiều năm đã góp phần làm cho đất bị nhiễm 
mặn. Đất bị nhiễm mặn có hàm lượng muối tan cao, dẫn 
đến áp suất thẩm thấu của dung dịch đất tăng cao, natri trao 
đổi ở mức độ cao, dẫn đến tính chất vật lý của đất rất xấu, 
hàm lượng dễ tiêu của một số chất dinh dưỡng cần thiết 
rất thấp. Vi sinh vật phân giải lân là các vi sinh vật có khả 
năng chuyển hoá lân khó tan thành dạng dễ tiêu cho cây 
trồng sử dụng [1, 2]. Ngoài ra, vi sinh vật phân giải lân cũng 
đóng vai trò kích thích sinh trưởng thực vật như tổng hợp 
indole acetic acid (IAA), gibberellic axit (GA), cytokinin, 
ethylene, hydro cyanide (HCN), cố định nitơ và đối kháng 
nấm gây bệnh cây có nguồn gốc từ đất [3]. Trong tự nhiên, 
lượng lân khó tan thông thường chiếm 95-99% lân tổng số 
[4]. Các axít hữu cơ được vi sinh vật tiết ra trên môi trường 
là tác nhân chủ yếu phân giải lân khó tan, khoáng hóa các 
hợp chất lân hữu cơ tạo nguồn lân dễ tiêu cung cấp cho đất 

và cây trồng, giúp cho quá trình photphorin hóa, tổng hợp 
protein, lipit, phytohocmon diễn ra liên tục trong cây, giúp 
cây có thể trao đổi nước, chất khoáng trong điều kiện đất bị 
nhiễm mặn [5, 6].

Nghiên cứu này được thực hiện nhằm phân lập, xác định 
được các chủng vi khuẩn chịu NaCl, có hoạt tính sinh học 
phân giải lân vô cơ nhằm sản xuất được chế phẩm vi sinh 
vật, giúp phục hồi cây bưởi Da xanh sinh trưởng phát triển 
trong điều kiện đất đã bị nhiễm mặn tại tỉnh Bến Tre nói 
riêng, Đồng bằng sông Cửu Long nói chung.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

Các mẫu đất trồng cây bưởi Da xanh bị nhiễm mặn ở 
tỉnh Bến Tre. 

Địa điểm và thời gian nghiên cứu

Mẫu đất được thu thập vào tháng 10/2017. Các thí 
nghiệm phân lập, định danh, đánh giá hoạt tính sinh học của 
chủng vi khuẩn phân lập được thực hiện trong năm 2018 tại 
Bộ môn Công nghệ vi sinh, Viện Di truyền Nông nghiệp.

Phân lập, định danh chủng vi khuẩn chịu mặn, 
có hoạt tính phân giải lân vô cơ 

cho vùng Đồng bằng sông Cửu Long
Nguyễn Đức Thành1*, Nguyễn Thế Quyết1, Hà Viết Cường2, Phạm Xuân Hội1 

1Viện Di truyền Nông nghiệp
2Khoa Nông học, Học viện Nông nghiệp Việt Nam

Ngày nhận bài 16/9/2019; ngày chuyển phản biện 19/9/2019; ngày nhận phản biện 28/11/2019; ngày chấp nhận đăng 9/12/2019

Tóm tắt:

Vi khuẩn phân giải lân có vai trò quan trọng trong sản xuất nông nghiệp. Mục đích của nghiên cứu này nhằm phân 
lập, tuyển chọn và định danh vi khuẩn có hoạt tính phân giải lân vô cơ trên môi trường PVK có bổ sung muối NaCl 
≥1% từ các mẫu đất trồng cây bưởi bị nhiễm mặn ở tỉnh Bến Tre. Kết quả đã xác định được mẫu T2917 và T3602 
có hoạt tính phân giải lân vô cơ cao nhất trên môi trường PVK. Khuẩn lạc mẫu T2917 có hình tròn, lồi, sinh tiết sắc 
tố màu vàng nhạt, tế bào dạng hình que ngắn, có khả năng di động, nhuộm gram âm, chịu NaCl 5%. Mẫu phân lập 
T3602 không sinh tiết sắc tố, màu trắng đục, tế bào có dạng hình cầu, hình ovan, có khả năng di động, nhuộm gram 
âm và có khả năng chịu NaCl 3%. Phản ứng PCR đã nhân được đoạn gen 16S ARN ribosomecủa vi khuẩn có kích 
thước khoảng 1.500 bp. Phân tích phả hệ gen 16S ARN ribosome đã định danh được mẫu T2917 gần nhất với loài 
Pseudomonas oryzihabitans, chi Pseudomonas và mẫu T3602 gần nhất với loài Burkholderia sp., chi Burkholderia.

Từ khóa: bưởi Da xanh, chịu mặn, vi khuẩn phân giải lân.

Chỉ số phân loại: 4.1

* Tác giả liên hệ: Email: thanhnguyen.at@gmail.com
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Phương pháp nghiên cứu

Môi trường nuôi cấy: môi trường PVK (Pikovskaya 
medium) dùng để phân lập, xác định đặc điểm hình thái vi 
khuẩn có khả năng phân giải lân khó tan chứa nguồn lân 
vô cơ là Ca3(PO4)2, gồm: glucose 10,0 g, Ca3(PO4)2 5,0 g, 
(NH4)2SO4 0,5 g, KCl 0,2 g, MgSO4.7H2O 0,1 g, MnSO4 
0,002 g, FeSO4 0,002 g, cao nấm men 0,5 g, agar 20,0 g và 
nước cất 1.000 ml.

Phương pháp thu thập mẫu: thu thập mẫu đất trồng cây 
bưởi Da xanh tại 2 huyện Chợ Lách và Châu Thành của tỉnh 
Bến Tre, mỗi huyện lấy 6 mẫu đã bị nhiễm mặn. Mẫu đất 
được lấy ở độ sâu tầng đất 0-30 cm, 0,5 kg đất/mẫu, cho vào 
lọ nhựa sạch, ghi thông tin mẫu thu thập.

Phương pháp phân lập: cân 10 g mẫu đất thu thập, 
nghiền nhỏ rồi cho vào bình tam giác loại 250 ml có chứa 
100 ml nước cất vô trùng, lắc trên máy lắc (100 vòng/phút 
trong thời gian 20 phút). Tiếp tục pha loãng mẫu theo dãy 
thập phân liên tiếp cho đến khi dung dịch mẫu có nồng độ 
pha loãng 10-6. Ở mỗi một nồng độ pha loãng, dùng pipét 
hút lấy 0,1 ml dung dịch sang đĩa petri chứa môi trường 
đặc hiệu PVK có bổ sung thêm NaCl 1%. Dùng que cấy vô 
trùng chang đều, sau đó đặt đĩa nuôi cấy ở điều kiện nhiệt 
độ 30°C trong 4-7 ngày. Trên mỗi mẫu phân lập, chủng vi 
khuẩn có hoạt tính phân giải lân hình thành vòng phân giải 
(hay vòng tròn trong suốt) bao quanh khuẩn lạc trên môi 
trường PVK, sau đó chủng vi khuẩn được cấy chuyển sang 
các đĩa petri chứa môi trường PVK khác để làm thuần.

Phương pháp xác định một số đặc điểm hình thái: hình 
thái khuẩn lạc và tế bào, nhuộm gram, khả năng di động của 
vi khuẩn được tiến hành phân tích theo các phương pháp 
của Nguyễn Xuân Thành và cs (2007) [7].

Đường kính vòng phân giải lân Ca3(PO4)2 được xác định 
theo công thức:

k = D - d (cm)

Trong đó: k là hệ số phân giải; D là đường kính vòng 
phân giải (cm); d là đường kính lỗ đục (cm).

Phương pháp xác định danh tính vi khuẩn bằng PCR và 
giải trình tự:

Tách chiết ADN tổng số: ADN tổng số của vi khuẩn 
được chiết bằng NaOH có cải tiến theo phương pháp của 
Wang và cs (1993) [8]. Khuẩn lạc thuần (30 mg) trên môi 
trường PVK được cho vào ống eppendorf loại 2,0 ml có 
chứa 50 µl NaOH 0,5 M, nghiền mẫu bằng đầu típ xanh. 
ADN tổng số được hòa trong 50 µl đệm Tris 0,1 M, pH 8,0 
và được bảo quản ở điều kiện -20oC cho đến khi sử dụng.

Phản ứng PCR và giải trình tự: sử dụng cặp mồi 27F 

Isolation and characterisation 
of salt tolerant and inorganic 

phosphate solubilising bacteria 
from the Mekong River Delta

Duc Thanh Nguyen1*, The Quyet Nguyen1, 
Viet Cuong Ha2, Xuan Hoi Pham1 
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2Department of Agronomy, Vietnam National University of Agriculture
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Abstract:

Phosphorus solubilising bacteria play an important role 
in agricultural production. The purpose of this study 
was conducted to isolate, select, and identify bacteria 
with inorganic phosphorus solubilising activity on 
Pikovskaya (PVK) medium containing sodium chloride 
≥1% from pomelo cultivated soil samples under salt 
stress condition in Ben Tre province. The results showed 
that the T2917 and T3602 isolates exhibited the highest 
inorganic phosphorus solubilising activity on the PVK 
medium. The colony of T2917 isolate was round, pale 
yellow pigmented on the PVK medium, and the cell of 
this isolate was short rod-shaped, motile, gram-negative 
staining, and resistant to NaCl 5% level. Meanwhile, the 
colony of T3602 isolate did not produce pigments, milky 
colour on the PVK medium, and its cells was spherical, 
oval, motile, gram-negative staining, and resistant to 
NaCl 3% level. The PCR reaction amplified the 16S 
ribosomal RNA gene of the bacteria with approximately 
1,500 base pairs. Phylogenetic analysis of the 16S 
ribosomal RNA gene indicated that T2917 isolate belongs 
to Pseudomonas genus and the closest related species 
is Pseudomonas oryzihabitans; and T3602 isolate was 
closely related to Burkholderia sp., Burkholderia genus.

Keywords: Daxanh pomelo, phosphate solubilising 
bacteria, salt tolerance.

Classification number: 4.1
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(5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) và 1525R 
(5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) [9] để nhân vùng gen 
16S ARN ribosome của vi khuẩn. Cho vào mỗi tuýp PCR 
loại 0,5 ml với tổng thể tích phản ứng là 25 µl, trong đó có 
chứa 2,5 µl đệm PCR, 0,5 µl dNTPs, 1 µl mỗi loại mồi, 1 
µl ADN tổng số và 18,8 µl nước cất vô trùng, khử ion. Sản 
phẩm PCR được điện di trên gel agarose 1% trong đệm TAE 
1X với thời gian 20 phút.

Sản phẩm PCR được tinh sạch bằng PureLink Quick 
Gel Extraction Kit (Invitrogen) theo hướng dẫn của nhà sản 
xuất. Giải trình tự trực tiếp 2 chiều với bộ mồi dùng trong 
phản ứng PCR.

Phân tích phả hệ: dựa vào trình tự nucleotide thu được, 
tìm kiếm các trình tự gần gũi bằng chương trình trực tuyến 
BLAST search tại NCBI (National Center for Biotechnology 
Information, Hoa Kỳ) (bảng 1 và 2). Phương pháp phân 
tích trình tự và phả hệ được thực hiện với các phần mềm 
ClustalW2 [10] và MEGA 6.0 [11].
Bảng 1. Các loài vi khuẩn Pseudomonas spp. dùng trong phân 
tích phả hệ vùng gen 16S ARN ribosome.

Loài vi khuẩn Mã truy cập 
Ngân hàng gen

Nguồn gốc 
phân lập Quốc gia

P. oryzihabitans MG571765 Đất Ả rập Xê út

P. oryzihabitans* NR_117269 Không rõ Bỉ

P. lutea* NR_029103 Rễ cây Tây Ban Nha

P. lutea KJ997740 Đất Ấn Độ

P. rhizosphaerae* NR_029063 Đất Tây Ban Nha

P. graminis* NR_026395 Rễ cây Pháp

P. putida* NR_043424 Không rõ Nhật Bản

P. entomophila* NR_102854 Đất Pháp

P. entomophila* NR_115336 Không rõ Pháp

P. fragi* NR_024946 Không rõ Nhật Bản

Ghi chú: *: mẫu chuẩn của loài (type species).

Bảng 2. Các loài vi khuẩn Burkholderia spp. dùng trong phân tích 
phả hệ vùng gen 16S ARN ribosome.

Loài vi khuẩn Mã truy cập 
Ngân hàng gen

Nguồn gốc 
phân lập Quốc gia

Burkholderia sp. KF761524 Đất canh tác Côlômbia

Burkholderia sp. EF114423 Không rõ Ốtxtrâylia

Burkholderia sp. EF114419 Không rõ Ốtxtrâylia

Burkholderia sp. EF114409 Không rõ Ốtxtrâylia

Burkholderia sp. EF114418 Không rõ Ốtxtrâylia

Burkholderia sp. MH211376 Rễ cây lạc Việt Nam

Burkholderia cepacia* NR_029209 Không rõ Pháp

Burkholderia cepacia EU742139 Rễ cây bông Ấn Độ

Burkholderia lata* NR_102890 Đất Ấn Độ

Burkholderia lata AM905038 Hoa Braxin

Burkholderia ubonensis* NR_040830 Không rõ Nhật Bản

Burkholderia ubonensis* NR_116153 Không rõ Pháp

Burkholderia vietnamiensis* NR_041720 Rễ lúa Việt Nam

Burkholderia vietnamiensis AB568311 Rễ cây cọ Malayxia

Paraburkholderia kuru-
riensis* NR_024721 Nước ngọt Nhật Bản

Ghi chú: *: mẫu chuẩn của loài (type species).

Kết quả nghiên cứu và thảo luận

Một số đặc điểm hình thái

Từ 6 mẫu đất thu thập đã phân lập, tuyển chọn được 2 
mẫu phân lập có hoạt tính tốt nhất như chịu NaCl, có hoạt 
tính phân giải lân vô cơ được bảo quản trong ống thạch 
nghiêng để xác định đặc điểm hình thái và định danh đến 
mức loài. Một số đặc điểm hình thái của 2 mẫu phân lập 
được trình bày ở bảng 3.
Bảng 3. Đặc điểm hình thái của 2 mẫu phân lập tuyển chọn trên 
môi trường PVK.

Chỉ tiêu theo dõi Mẫu T2917 Mẫu T3602

Hình thái khuẩn lạc Hình tròn, lồi, sinh tiết 
sắc tố màu vàng nhạt

Hình tròn, lồi, trơn bóng, không 
sinh tiết sắc tố, màu trắng đục

Hình thái tế bào Hình que ngắn Hình cầu, hình ovan

Nhuộm gram Âm tính (−) Âm tính (−)

Khả năng di động Có Có

Đường kính vòng 
phân giải lân 
Ca3(PO4)2

3,7±0,16 cm 2,2±0,44 cm

Chịu NaCl 5% 3%

Ghi chú: đo kích thước sau 7 ngày nuôi cấy, nhiệt độ 30oC.

Khuẩn lạc mẫu phân lập T2917 có hình tròn, lồi, sinh tiết 
sắc tố màu vàng nhạt, còn mẫu T3602 không sinh tiết sắc 
tố, màu trắng đục.

Quan sát dưới kính hiển vi (80X), tế bào mẫu phân 
lập T2917 có dạng hình que ngắn, có khả năng di động, 
nhuộm gram âm, hình thành đường kính vòng phân giải lân 
Ca3(PO4)2 lớn (3,7±0,16 cm) và vẫn có thể sinh trưởng phát 
triển bình thường trên môi trường PVK có bổ sung NaCl 
5% (hình 1). Một số đặc điểm hình thái của mẫu T2917 
cũng tương tự như các báo cáo đã công bố [12, 13] thuộc 
chi Pseudomonas.



5262(2) 2.2020

Khoa học Nông nghiệp

Còn mẫu phân lập T3602 có dạng hình cầu, hình ovan, 
có khả năng di động, nhuộm gram âm và chịu được NaCl 
3% (hình 2). Một số báo cáo [14, 15] cũng đã mô tả đặc điểm 
hình thái của các chủng vi khuẩn thuộc chi Burkholderia có 
hoạt tính phân giải lân vô cơ giống với mẫu T3602 trong 
nghiên cứu này.

Hình 1. Vòng phân giải lân của mẫu T2917 (A) và đối chứng (B) 
trên môi trường PVK; hình thái khuẩn lạc (C) và hình thái tế bào 
(D) của mẫu T2917.

Hình 2. Vòng phân giải lân của mẫu T3602 (A) và đối chứng (B) 
trên môi trường PVK; hình thái khuẩn lạc (C) và hình thái tế bào 
(D) của mẫu T3602.

Định danh vi khuẩn bằng PCR và giải trình tự

Các mẫu phân lập trong nghiên cứu này đều có khả năng 
chịu NaCl 1%, có hoạt tính phân giải lân vô cơ trên môi 
trường PVK được xác định sơ bộ thuộc chi Pseudomonas 
và Burkholderia. Nhằm định danh đến tên loài, cặp mồi 
27F/1525R [9] đã được sử dụng trong phản ứng PCR để 
nhân đoạn gen 16S ARN ribosome của vi khuẩn.

Kết quả điện di sản phẩm PCR cho thấy, các mẫu T2917 
và T3602 tạo băng sản phẩm với kích thước khoảng 1.500 
bp tương ứng với kích thước cặp mồi sử dụng trong phản 
ứng PCR (hình không đưa ra). Tiếp theo, sản phẩm PCR từ 
các mẫu này được tinh sạch bằng kít tách chiết theo hướng 
dẫn của nhà sản xuất và được giải trình tự 2 chiều dùng cặp 
mồi giống như trong phản ứng PCR. Sau khi cắt bỏ các đoạn 
nhiễu, thu được trình tự nucleotide của mẫu T2917 là 1.426 
bp và mẫu T3602 là 1.429 bp. Các trình tự này đã được đăng 
ký lên Ngân hàng gen với mã truy cập MN272346 (mẫu 
T2917) và MN270338 (mẫu T3602).

Dựa trên trình tự nucleotide thu được, tiến hành tìm kiếm 
các chuỗi nucleotide gần gũi với trình tự của các mẫu phân 
tích bằng công cụ trực tuyến (BLAST search) trên Ngân 
hàng gen (bảng 4 và 5).

Bảng 4. Các trình tự gần gũi trên Ngân hàng gen của mẫu phân tích T2917.

STT Tên loài gần gũi nhất* Mã 
truy cập

Phần trăm 
đoạn so sánh (%)

Mức đồng nhất 
trình tự (%)

1 P. oryzihabitans 16S 
ribosomal RNA gene MG571765 100 99,93

2 Pseudomonas sp. Os24 
16S ribosomal RNA gene HQ728558 100 99,86

3 P. oryzihabitans 16S 
ribosomal RNA gene NR_117269 100 99,79

Ghi chú: *: chỉ trình bày 3 trình tự nucleotide.

Kết quả phân tích cho thấy, các trình tự nucleotide tìm 
được đều là các chuỗi mã hóa gen 16S ARN ribosome của 
vi khuẩn, trong đó mẫu T2917 (100% đoạn so sánh có mức 
đồng nhất trình tự 99,79-99,93%) gần gũi nhất với các mẫu 
phân lập thuộc loài P. oryzihabitans đã được công bố có 
hoạt tính phân giải lân vô cơ, phân giải hydrocacbon. Vi 
khuẩn P. oryzihabitans lần đầu được phát hiện trên rễ cây 
lúa tại Nhật Bản [12].

Các chuỗi nucleotide gần gũi với trình tự của mẫu phân 
tích T3602 được trình bày ở bảng 5.
Bảng 5. Các trình tự gần gũi trên Ngân hàng gen của mẫu phân 
tích T3602.

STT Tên loài gần gũi nhất* Mã 
truy cập

Phần trăm 
đoạn so sánh (%)

Mức đồng nhất 
trình tự (%)

1 Burkholderia sp. 2 PSB-69 16S 
ribosomal RNA gene KF761524 100 99,93

2 Burkholderia sp. MSMB33 16S 
ribosomal RNA gene EF114423 100 98,39

3 Burkholderia sp. MSMB13 16S 
ribosomal RNA gene EF114419 100 98,39

Ghi chú: *: chỉ trình bày 3 trình tự nucleotide.

Kết quả tìm kiếm các chuỗi tương đồng trên Ngân hàng 
gen cho thấy, 100% trình tự của mẫu T3602 có mức đồng 
nhất cao nhất (99,93%) với loài vi khuẩn Burkholderia sp. 
2 PSB-69 (mã truy cập KF761524) thuộc chi Burkholderia.

Cây phả hệ được xây dựng bằng phương pháp Neighbor-
Joining và độ tin cậy của các mối quan hệ phả hệ được tính 
toán bằng kỹ thuật “bootstrap” với 1.000 lần lặp. Quan hệ 
của mẫu T2917 được so sánh với đại diện các mẫu chuẩn 
của loài. Kết quả được trình bày ở hình 3.

Hình 3. Cây phả hệ dựa trên vùng 5’ của gen 16S ARN ribosome 
của các mẫu vi khuẩn Pseudomonas.
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Kết quả phân tích phả hệ cho thấy, mẫu T2917 nằm 
cùng nhánh với các mẫu phân lập đã được công bố là loài 
P. oryzihabitans. Dựa vào tài liệu đã công bố, vi khuẩn P. 
oryzihabitans có mức độ an toàn sinh học thuộc nhóm 2 
[16]. Quan hệ phả hệ của mẫu T3602 được phân tích với đại 
diện của các mẫu chuẩn của loài thuộc chi Burkholderia. 
Kết quả được trình bày ở hình 4.

Hình 4. Cây phả hệ dựa trên vùng 5’ của gen 16S ARN ribosome 
của các mẫu vi khuẩn Burkholderia.

Kết quả phân tích phả hệ cho thấy rằng, mẫu T3602 
nằm cùng nhánh với mẫu phân lập đã được công bố là loài 
Burkholderia sp. 2 PSB-69. Đây là loài vi khuẩn đã được 
công bố có hoạt tính phân giải lân vô cơ khó tan phân lập từ 
rễ cây cọ dầu tại Côlômbia [15]. Dựa vào tài liệu đã công 
bố, vi khuẩn Burkholderia sp. có mức độ an toàn sinh học 
thuộc nhóm 1 [16].

Nghiên cứu này đã xác định được chủng P. oryzihabitans 
T2917 và Burkholderia sp. T3602 có khả năng chịu NaCl 
≥1%, có hoạt tính phân giải lân vô cơ, đảm bảo an toàn sinh 
học, đều có tiềm năng sản xuất chế phẩm vi sinh vật sử dụng 
cho cây ăn quả tại các vùng đất bị nhiễm mặn.

Kết luận

Đã phân lập được 2 chủng vi khuẩn P. oryzihabitans 
T2917 và Burkholderia sp. T3602 từ vùng đất trồng bưởi 
Da xanh ở tỉnh Bến Tre có khả năng chịu nồng độ muối 
NaCl ≥3%, có hoạt tính phân giải lân vô cơ (Ca3(PO4)2 với 
đường kính vòng phân giải 3,7±0,16 và 2,2±0,44 cm). Hai 
chủng này có tiềm năng trong sản xuất chế phẩm vi sinh sử 
dụng trong nông nghiệp, đặc biệt ở vùng đất bị nhiễm mặn. 
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Đặt vấn đề 

Đồng bằng sông Cửu Long (ĐBSCL) trong các năm gần đây 
đã và đang phải đối mặt với nhiều tác động tiêu cực của biến đổi 
khí hậu, đó là tình trạng hạn, mặn diễn ra ngày càng nghiêm trọng 
trên diện rộng. Riêng về xâm nhập mặn, từ cuối năm 2015 đến cuối 
năm 2016, mặn đã ảnh hưởng đến 10/13 tỉnh ở ĐBSCL với tổng 
diện tích lúa bị thiệt hại 139.000 ha, trong đó 86.000 ha bị thiệt hại 
trên 70% năng suất và 43.000 ha thiệt hại từ 30-70% năng suất. 
Đồng thời, theo dự báo xu hướng nhiễm mặn ở ĐBSCL sẽ còn tiếp 
tục diễn ra khốc liệt hơn trong các năm tới. Chính vì thế, việc chọn 
tạo giống lúa có khả năng chống chịu mặn cao để chủ động trong 
việc ứng phó với biến đổi khí hậu đang diễn ra ngày càng phức tạp 
ở vùng ĐBSCL là rất cần thiết. Hơn nữa, tính chống chịu mặn do 
đa gen kiểm soát (9 trong 12 gen đồng kiểm soát) nên việc chọn 
tạo là mất thời gian và tốn kém.

Xuất phát từ những lý do trên, việc nghiên cứu chọn dòng lúa 
Nàng Tét mùa đột biến theo hướng ngắn ngày, chất lượng và chống 
chịu mặn bằng phương pháp sốc nhiệt được thực hiện nhằm góp 
phần trong công tác chọn lọc các dòng/giống lúa ưu tú, có khả 
năng thích nghi điều kiện biến đổi khí hậu, đặc biệt là tình trạng 
nhiễm mặn để giúp ổn định năng suất, sản lượng và an ninh lương 
thực.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

Giống: giống lúa Nàng Tét mùa ven biển thu thập ở huyện 

Thạnh Phú, tỉnh Bến Tre, được cung cấp bởi Bộ môn Di truyền và 
Chọn giống cây trồng, Khoa Nông nghiệp, Trường Đại học Cần 
Thơ. Giống lúa Nàng Tét mùa có một số đặc tính như trong bảng 1.
Bảng 1. Một số đặc tính của giống lúa Nàng Tét mùa [1].

Đặc tính giống Lúa Nàng Tét mùa 
Thời gian sinh trưởng Lúa mùa, chịu ảnh hưởng quang kỳ, 180 ngày
Chống chịu mặn 20 dS/m (12,8‰)
Hàm lượng amylose 20-25%
Hàm lượng protein 7,17%
Độ bền thể gel Cấp 3
Độ trở hồ Cấp 1
Chiều dài và hình dạng hạt Trung bình (6,3 mm)

Thiết bị: cân điện tử, máy đo độ ẩm hạt, tủ sấy, cân phân tích, 
Water Bath, Microwave, máy đo độ mặn Maxtini instruments Mi 
306, bộ nguồn điện di protein SDS-PAGE và một số dụng cụ khác.

Hóa chất: dung dịch Iod, HCl 30%, Ethanol 95%, NaOH 0,1N, 
NaOH 1N, KOH 1,7%, Folin 1N và một số dung dịch khác có liên 
quan.

Thời gian và địa điểm: thí nghiệm được thực hiện tại nhà lưới, 
phòng thí nghiệm, Bộ môn Di truyền và Chọn giống cây trồng, 
Khoa Nông nghiệp, Trường Đại học Cần Thơ từ tháng 12/2016 
đến tháng 2/2018.

Phương pháp nghiên cứu

Các bước tiến hành: thực hiện theo sơ đồ ở hình 1.

Nghiên cứu chọn dòng lúa Nàng Tét mùa đột biến theo hướng ngắn ngày, 
chất lượng và chống chịu mặn bằng phương pháp sốc nhiệt

Trần Thị Thanh Thúy1*, Võ Công Thành2, Phạm Thị Thanh2

1Trung tâm Khuyến nông và Dịch vụ Nông nghiệp Tiền Giang
2Khoa Nông nghiệp, Trường Đại học Cần Thơ

Ngày nhận bài 1/7/2019; ngày chuyển phản biện 5/7/2019; ngày nhận phản biện 23/8/2019; ngày chấp nhận đăng 30/8/2019

Tóm tắt:

Việc chủ động trong chọn tạo giống lúa ngắn ngày, chất lượng cao, có khả năng thích ứng tốt với điều kiện nhiễm mặn dưới 
tác động của biến đổi khí hậu ở vùng Đồng bằng sông Cửu Long là rất cần thiết trong bối cảnh hiện nay. Giống lúa mùa Nàng 
Tét ven biển đã được thu thập tại huyện Thạnh Phú (Bến Tre) để làm nguồn vật liệu nghiên cứu, gây đột biến trên 100 hạt 
đang nẩy mầm ở nhiệt độ 500C trong thời gian 5 phút. Các cá thể được chọn lọc từ thế hệ M1-M3 theo hướng ngắn ngày 
(<110 ngày), chất lượng (amylose <20%) và chịu mặn (12-14‰). Kết quả cho thấy, có 20 dòng/cá thể được chọn lọc bằng 
phương pháp xử lý đột biến sốc nhiệt ở 500C trong thời gian 5 phút ở giai đoạn hạt đang nảy mầm trên giống lúa Nàng 
Tét mùa qua các thế hệ M1-M3 với thời gian sinh trưởng ngắn (95-100 ngày), chống chịu mặn khá (cấp 3) ở độ mặn 12‰, trung 
bình (cấp 5) ở độ mặn 14‰ và chất lượng gạo được cải thiện (amylose 9,65-14,54%, độ trở hồ cấp 3, độ bền thể gel cấp 1) so với 
đối chứng Nàng Tét mùa không qua xử lý đột biến (thời gian sinh trưởng 180 ngày, chịu mặn trung bình cấp 5 ở độ mặn 12‰, 
nhiễm cấp 7 ở độ mặn 14‰, amylose 20-25%, độ trở hồ cấp 1, độ bền thể gel cấp 3). Trong đó, có 8 dòng/cá thể có triển vọng cho 
năng suất cao nhất (35,35-65,08 g/cây) so với đối chứng 33,69 g/cây. 

Từ khóa: chịu mặn, giống lúa đột biến, thời gian sinh trưởng ngắn.

Chỉ số phân loại: 4.6

* Tác giả liên hệ: Email: thuyttgtg@gmail.com
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Hình 1. Sơ đồ trình tự các nội dung nghiên cứu.

Phương pháp thu thập, đánh giá các chỉ tiêu và xử lý số liệu:

Thu thập các chỉ tiêu nông học, thành phần năng suất và năng 
suất lý thuyết.

Phân tích một số chỉ tiêu về phẩm chất gạo như: chiều dài, 
rộng, dạng hạt gạo; nhiệt trở hồ theo IRRI [2]; hàm lượng amylose 
theo IRRI [3]; độ bền thể gel theo Tang và ctv [4]; hàm lượng 
protein theo O.H. Lowry và ctv [5]; đánh giá khả năng chịu mặn 

của lúa trong dung dịch Yoshida theo IRRI [6]; điện di protein 
SDS-PAGE theo phương pháp Laemmli [7]. Xử lý số liệu bằng 
phần mềm Microsoft Exel.

Kết quả và thảo luận

Qua kết quả phân tích, đánh giá về độ bền thể gel thu được 
24/37 cá thể Nàng Tét đột biến (NTĐB) ở thế hệ M1. Giữa các cá 
thể có biểu hiện sự phân ly thay đổi khá nhiều về độ bền thể gel từ 
rất mềm đến rất cứng (cấp 1 đến cấp 9) so với đối chứng ban đầu 
có độ bền thể gel cấp 3 (bảng 2). Theo Nguyễn Ngọc Đệ [8], độ 
bền gel cứng có liên hệ chặt với tính cứng cơm và thường thấy rõ 
ở những giống có hàm lượng amylose cao. Dựa vào kết quả bảng 
2 chọn ra 19/24 cá thể có độ bền thể gel từ mềm đến rất mềm (cấp 
1-3) để tiếp tục theo dõi.

Chỉ tiêu nông học và thành phần năng suất của các cá thể 
lúa NTĐB ở thế hệ M2

Sau khi trồng 19 cá thể có độ bền thể gel (cấp 1-3) ở thế hệ 
M1 trong mùa nghịch, có 7/19 cá thể trổ sớm hơn so với đối chứng 
(không trổ), thời gian sinh trưởng (TGST) dao động từ 100-105 
ngày, trung bình 103 ngày. Chiều cao cây của các cá thể dao động 
từ 91-162 cm, trung bình 120 cm. Số bông/bụi của các cá thể cũng 
có sự dao dộng lớn, từ 2-17 bông. Số hạt chắc/bông giữa các cá thể 
biến thiên từ 39-119 hạt. Tỷ lệ hạt chắc dao động từ 42,37-73,10% 
(bảng 3).

Rice breeding for salt tolerance, short maturity duration, 
and with high grain quality after treating with high temperature

for seeds of Nang Tet variety
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Abstract:

 Breeding rice for salt tolerance, short maturity duration, high grain quality, and good adaption to climate change is the most 
important problem in the Mekong Delta. Nang Tet rice variety collected in Thanh Phu district, Ben Tre province was used as a 
source of research materials. 100 seeds at germination stage was treated at 50°C for 5 minutes. Subsequently, the treated seeds 
together with the control were propagated  from M1 to M3 generations in the green house condition; critical selection was based 
on short-maturity individuals (<110 days), amylose content <20% and salt tolerance in Yoshida media 12-14‰. Results showed 
that 20 induced useful dominant mutation individuals had good traits such as short-maturity duration (95-100 days), salt 
tolerance at 12‰ (level 3), and 14‰ (level 5); low amylose content (9.65-14.54%), gelatinisation  at level 3, gel consistency 
at level 1; those were better than that of the control (180 days, salt tolerance at 12‰ (level 3), and 14‰ (level 5), amylose 
content of 20-25%, gelatinisation at level 1, gel consistency at level 3). Among them, eight individuals that gave the 
highest potential yield (35.35-65.08 g/plant) compared with the control (33.69 g/plant) was selected as good candidates to 
develop salt tolerant and good quality rice varieties. 

Keywords: mutation rice variety, salt tolerance, short-maturity duration.
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Hình 1. Sơ đồ trình tự các nội dung nghiên cứu. 

Phương pháp thu thập, đánh giá các chỉ tiêu và xử lý số liệu: 

Thu thập các chỉ tiêu nông học, thành phần năng suất và năng suất lý thuyết. 

Phân tích một số chỉ tiêu về phẩm chất gạo như: chiều dài, rộng, dạng hạt gạo; 

nhiệt trở hồ theo IRRI [2]; hàm lượng amylose theo IRRI [3]; độ bền thể gel theo Tang 

và ctv. [4]; hàm lượng protein theo O.H. Lowry và ctv [5]; đánh giá khả năng chịu 

mặn của lúa trong dung dịch Yoshida theo IRRI [6]; điện di protein SDS-PAGE theo 

phương pháp Laemmli [7]. Xử lý số liệu bằng phần mềm Microsoft Exel. 

Kết quả và thảo luận 

Qua kết quả phân tích, đánh giá về độ bền thể gel thu được 24/37 cá thể Nàng 

Tét đột biến (NTĐB) ở thế hệ M1. Giữa các cá thể có biểu hiện sự phân ly thay đổi khá 

nhiều về độ bền thể gel từ rất mềm đến rất cứng (cấp 1 đến cấp 9) so với đối chứng 

ban đầu có độ bền thể gel cấp 3 (bảng 2). Theo Nguyễn Ngọc Đệ [8], độ bền gel cứng 

có liên hệ chặt với tính cứng cơm và thường thấy rõ ở những giống có hàm lượng 

amylose cao. Dựa vào kết quả bảng 2 chọn ra 19/24 cá thể có độ bền thể gel từ mềm 

đến rất mềm (cấp 1-3) để tiếp tục theo dõi. 

Xử lý sốc nhiệt 100 hạt lúa Nàng Tét mùa 

 

M2 

- Trồng vụ đông xuân 2016-
2017 
- Phân tích, đánh giá độ bền gel 
- 24/37 cá thể  

M3 

 - Trồng nghịch vụ 24/37 cá thể 
(hè thu 2017) 
  

 - Thu 07 cá thể có thời gian sinh 
trưởng ngắn (100-105 ngày) - 3 dòng chịu mặn cấp 3 ở 12-

14‰, trong đó 01 dòng triển 
vọng về năng suất 

 

- Thu 20 cá thể/dòng 
 

 - Nhân dòng NTĐB 4-18-2 
(đông xuân 2017-2018) 

Chọn dòng ưu tú  
ở thế hệ tiếp theo 

M1 

- Điện di protein SDS-PAGE 
- Thanh lọc mặn giai đoạn mạ ở 
12‰ và 14‰ 
 

- Đánh giá chỉ tiêu nông học, 
thành phần năng suất, năng 
suất và phân tích chất lượng. 
- Chọn 8 cá thể/dòng ở M3 
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Bảng 3. Một số chỉ tiêu nông học của 7 cá thể NTĐB trổ sớm chọn 
ở thế hệ M2.

TT Cá thể TGST (ngày) Cao cây (cm) Số bông/bụi Hạt chắc/bông Tỷ lệ hạt chắc (%)
1 NTĐB 4-9-1 105 98 4 39 48,75
2 NTLĐB 4-18-1 103 107 2 68 42,37
3 NTĐB 4-18-2 103 110 12 118 64,48
4 NTĐB 4-19-1 103 162 17 106 73,10
5 NTĐB 4-20-1 103 150 11 100 65,83
6 NTĐB 4-20-2 100 121 5 119 73,01
7 NTĐB 4-30-1 103 91 3 40 50,63

Trung bình±SD 103±1,46  120±26,58   7,71±5,64   84,29±34,97  59,74±12,38
Đối chứng Không trổ - - - -

Ghi chú: đối chứng là giống lúa Nàng Tét mùa.

Theo Yoshida và ctv [9], những giống lúa có TGST ở khoảng 
này là tương đối phù hợp để cây có đủ thời gian tích lũy chất khô 
và cho năng suất cao. Các cá thể NTĐB có thời gian sinh trưởng 
ngắn sẽ thuận lợi hơn so với các giống có TGST dài trong điều 
kiện canh tác ở ĐBSCL, tạo điều kiện tăng vụ trong năm, có thời 
gian cho đất nghỉ, đồng thời có thể điều chỉnh được lịch gieo trồng 
để tránh ảnh hưởng của xâm nhập mặn. Chiều cao cây là yếu tố 
quan trọng đối với một số giống lúa, quyết định phần lớn lượng đổ 
ngã và góp phần tăng năng suất [10]. Chiều cao cây lúa từ 90-100 
cm được xem là lý tưởng về mặt năng suất [11] và trung bình cao 
từ 80-110 cm là yêu cầu lý tưởng cho giống lúa năng suất cao ở 
Việt Nam [12]. Đẻ nhánh có ý nghĩa quan trọng đối với năng suất 
lúa khi thu hoạch vì trực  tiếp ảnh hưởng đến số bông trên đơn vị 
diện tích [13]. Đối với lúa cấy có số hạt chắc/bông từ 100-120 hạt 
là tốt nhất trong điều kiện canh tác ở ĐBSCL. Bên cạnh số hạt 
chắc/bông thì phần trăm hạt chắc cũng là một trong những thành 
phần giữ vai trò quan trọng trong giới hạn năng suất lúa, nhất là 
trong những điều kiện bất lợi [10]. Lúa trổ vào khoảng tháng 5 

dương lịch, ngay thời điểm đầu mùa mưa, ảnh hưởng lớn đến sự 
thụ phấn, là nguyên nhân dẫn đến tỷ lệ hạt chắc thấp trong thí 
nghiệm này. Với sự chênh lệch lớn về số bông/bụi (15 bông/bụi), 
số hạt chắc/bông (80 hạt/bông) giữa các cá thể cho thấy NTĐB còn 
chưa ổn định về mặt di truyền, cần theo dõi thêm ở các thế hệ sau. 

Thử nghiệm tính chống chịu mặn giai đoạn mạ của các dòng 
lúa NTĐB ở thế hệ M2 

Theo tiêu chuẩn đánh giá tính chống chịu mặn của IRRI [14] 
cho thấy, có 3 dòng lúa đột biến (NTĐB 4-9-1, NTĐB 4-18-1 và 
NTĐB 4-18-2) được đánh giá thể hiện tính chống chịu mặn khá 
(cấp 3) so với giống đối chứng chống chịu trung bình (cấp 5) ở 
nồng độ muối 12‰ và nhiễm (cấp 7) ở nồng độ muối 14‰ giai 
đoạn mạ sau 12 ngày thử mặn (bảng 4 và hình 2). Có rất nhiều báo 
cáo khác nhau về ảnh hưởng của mặn đến sinh trưởng của cây lúa. 
Tuy nhiên, hầu hết các giống lúa đều bị ảnh hưởng rõ rệt trong giai 
đoạn mạ [15].
Bảng 4. Khả năng chịu mặn ở nồng độ 12‰ và 14‰ của các dòng 
lúa NTĐB ở thế hệ M2.

 TT Cá thể 12‰  14‰
Cấp Đánh giá   Cấp Đánh giá

1 NTĐB 4-9-1 3 Chống chịu khá 5 Chống chịu trung bình
2 NTĐB 4-18-1 3 Chống chịu khá 5 Chống chịu trung bình
3 NTĐB 4-18-2 3 Chống chịu khá 5 Chống chịu trung bình
4 NTĐB 4-19-1 5 Chống chịu trung bình 9 Rất nhiễm
5 NTĐB 4-20-1 7 Nhiễm 9 Rất nhiễm
6 NTĐB 4-20-2 5 Chống chịu trung bình 7 Nhiễm
7 NTĐB 4-29-1 9 Rất nhiễm 9 Rất nhiễm
8 ĐC 1 (NTM) 5 Chống chịu trung bình 7 Nhiễm
9 ĐC 2 (IR28) 9 Rất nhiễm 9 Rất nhiễm

Ghi chú: ĐC 1: đối chứng 1 (Nàng Tét mùa); ĐC2: đối chứng 2 (IR28 chuẩn nhiễm).
Hình 2. Kết quả đánh giá lúa sau 12 ngày thanh lọc mặn ở giai 

đoạn mạ. (A): nồng độ muối 12‰; (B): nồng độ muối 14‰.
(ĐC: IR28; 1: NTĐB 4-9-1; 2: NTĐB 4-18-1; 3: NTĐB 4-18-2; 4: NTĐB 4-19-1; 5: NTĐB 4-20-
1; 6: NTĐB 4-20-2; 7: NTĐB 4-29-1).

Đánh giá dự đoán sớm chất lượng mềm cơm các dòng lúa 
NTĐB thế hệ M2 bằng kỹ thuật điện di Protein SDS-PAGE 

Kết quả phân tích protein tổng số của các dòng lúa NTĐB ở 
thế hệ M2 cho thấy, băng protein waxy 60 kDa ở các cá thể đa số 
đều ăn màu thuốc nhuộm, tuy nhiên độ đậm nhạt là khác nhau giữa 
các cá thể và giữa các hạt trong cùng một cá thể (hình 3). Theo 
Võ Công Thành [16], protein waxy có tương quan thuận với hàm 
lượng amylose nên việc phân tích bán định lượng waxy cũng góp 
phần dự đoán hàm lượng amylose. Từ kết quả trên cho thấy, các cá 
thể ở thế hệ M2 còn chưa ổn định về mặt di truyền. Do đó cần tiếp 
tục theo dõi ở thế hệ sau. 

Bảng 2. Chiều dài thể gel và năng suất của các cá thể sau xử lý 
đột biến ở M1.

TT Cá thể Chiều dài thể 
gel (mm) Cấp Đánh giá Năng suất 

(g/bụi)
1 NTĐB 4-1 33 9 Rất cứng 14
2 NTĐB 4-2 66 3 Mềm 20
3 NTĐB 4-3 85 1 Rất mềm 40
4 NTĐB 4-4 85 1 Rất mềm 41
5 NTĐB 4-5 85 1 Rất mềm 18
6 NTĐB 4-6 83 1 Rất mềm 37
7 NTĐB 4-8 78 3 Mềm 14
8 NTĐB 4-9 73 3 Mềm 17
9 NTĐB 4-12 85 1 Rất mềm 21
10 NTĐB 4-13 60 5 Trung bình 18
11 NTĐB 4-14 58 5 Trung bình 43
12 NTĐB 4-17 80 1 Rất mềm 19
13 NTĐB 4-18 66 3 Mềm 12
14 NTĐB 4-19 63 3 Mềm 13
15 NTĐB 4-20 61 3 Mềm 25
16 NTĐB 4-23 53 5 Trung bình 14
17 NTĐB 4-25 66 3 Mềm 39
18 NTĐB 4-28 81 1 Rất mềm 17
19 NTĐB 4-29 61 3 Mềm 20
20 NTĐB 4-30 61 3 Mềm 20
21 NTĐB 4-34 70 3 Mềm 15
22 NTĐB 4-35 35 7 Cứng 14
23 NTĐB 4-36 63 3 Mềm 16
24 NTĐB 4-37 65 3 Mềm 20
25 NT mùa (ĐC) 65 3 Mềm 14

Ghi chú: NTĐB 4-1 - NTĐB 4-37: các cá thể hạt M1; ĐC: đối chứng - giống lúa Nàng Tét mùa.
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Theo tiêu chuẩn đánh giá tính chống chịu mặn IRRI [14] cho thấy, có 3 dòng lúa đột 
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2 NTĐB 4-18-1 3 Chống chịu khá 5 Chống chịu trung bình 
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Hình 3. Kết quả chạy SDS-PAGE của cá thể ở thế hệ M2. (A) NTĐB 
4-18-1 và ( B) NTĐB 4-18-2.

Chỉ tiêu nông học, thành phần năng suất và năng suất của 
các cá thể lúa NTĐB ở thế hệ M3 

Ở thế hệ M3, 20 cá thể/dòng được thu thập theo hướng có 
TGST ngắn và phân tích chất lượng để chọn dòng ưu tú. Kết quả 
cho thấy, TGST của 20 cá thể/dòng dao động từ 95 đến 100 ngày, 
trung bình 97 ngày, thuộc nhóm A1 (bảng 5). TGST của các cá thể 
ở thế hệ M3 đã rút ngắn hơn rất nhiều, khoảng 80-85 ngày so với 
đối chứng Nàng Tét mùa (180 ngày). Với TGST ngắn, các cá thể 
NTĐB sẽ thuận lợi hơn so với các giống có TGST dài trong điều 
kiện canh tác ở ĐBSCL, tạo điều kiện tăng vụ trong năm, có thời 
gian cho đất nghỉ, đồng thời có thể điều chỉnh được lịch gieo trồng 
để tránh ảnh hưởng của xâm nhập mặn.

Chiều cao các cá thể dao động trong khoảng 115-126 cm, cho 
thấy có sự phân ly di truyền giữa các thế hệ. Theo Bùi Chí Bửu 
và ctv [17], có ít nhất 5 nhóm gen điều khiển tính trạng chiều cao 
cây lúa. Chiều dài bông của các cá thể dao động từ 21,2-24,8 cm, 
trung bình 22,9 cm, không thay đổi nhiều so với đối chứng (23 
cm). Số bông/bụi của các cá thể ở thế hệ M3 có sự thay đổi từ 5-21 
bông, cao nhất là NTĐB 4-18-2-14 (21 bông), thấp nhất là NTĐB 
4-18-2-9 và NTĐB 4-18-2-19 (5 bông). Số hạt chắc của các cá thể 
biến động từ 87-132 hạt. Khối lượng (KL) 1.000 hạt giữa các cá 
thể thay đổi từ 25,2-28,9 g, trung bình 27,0 g so với đối chứng 26,0 
g. Năng suất (NS) của 20 cá thể biến thiên từ 13,30 g/bụi (NTĐB 
4-18-2-9) đến 65,08 g/bụi (NTĐB 4-18-2-12), trung bình đạt 33,03 
g/bụi so với đối chứng 33,69 g/bụi. Trong đó có 8 cá thể/dòng có 
triển vọng cho năng suất cao (35,35-65,08 g/bụi) (bảng 5).
Bảng 5. Đặc tính nông học của các cá thể NTĐB  ở thế hệ M3.

TT Cá thể/dòng TGST 
(ngày)

Cao cây 
(cm)

Dài bông 
(cm) Bông/bụi Hạt chắc/

bông
KL 1.000 
hạt (g) NS (g/bụi)

1 NTĐB 4-18-2-1 95 121 23,5 12 110 27,6 36,46
2 NTĐB 4-18-2-2 95 115 24,0 13 94 28,9 35,35
3 NTĐB 4-18-2-3 96 124 22,5 15 123 26,5 48,83
4 NTĐB 4-18-2-4 95 122 23,8 15 125 26,7 50,11
5 NTĐB 4-18-2-5 98 126 24,8 10 117 26,7 31,20
6 NTĐB 4-18-2-6 95 121 23,2 9 98 27,2 23,93
7 NTĐB 4-18-2-7 95 120 21,3 8 108 26,8 23,18
8 NTĐB 4-18-2-8 100 118 22,8 6 99 27,9 16,55
9 NTĐB 4-18-2-9 98 116 21,2 5 98 27,2 13,30
10 NTĐB 4-18-2-10 96 121 23,0 7 99 25,6 17,73
11 NTĐB 4-18-2-11 95 126 21,5 6 87 28,3 14,75
12 NTĐB 4-18-2-12 98 120 23,0 19 128 26,8 65,08
13 NTĐB 4-18-2-13 96 121 24,7 11 100 26,5 29,19

14 NTĐB 4-18-2-14 98 125 22,4 21 106 27,4 61,07
15 NTĐB 4-18-2-15 100 121 23,7 13 132 26,6 45,71
16 NTĐB 4-18-2-16 96 116 23,5 18 115 25,2 52,13
17 NTĐB 4-18-2-17 100 119 22,6 10 103 28,8 29,61
18 NTĐB 4-18-2-18 96 122 22,2 9 93 26,4 22,10
19 NTĐB 4-18-2-19 96 126 23,2 5 101 28,2 14,22
20 NTĐB 4-18-2-20 100 123 21,8 12 98 25,6 30,06

Trung bình±SD 97±2,5 121±5,0 22,9±1,0 11,2±4,7 107±12,7 27,0±1,0 33,0±15,9
Đối chứng 180 120 23,0 12 108 26,0 33,69

Ghi chú: đối chứng là giống lúa Nàng Tét mùa.

Chỉ tiêu chất lượng gạo của các cá thể lúa NTĐB thế hệ M3 
Kết quả bảng 6 cho thấy, cả 20 cá thể đột biến thế hệ M3 có 

chiều dài hạt biến thiên từ 6,1-6,3 mm, tỷ lệ dài/rộng (2,4-2,6), 
thuộc dạng hạt trung bình. Độ bền thể gel trong khoảng 86-95 mm, 
được đánh giá rất mềm (cấp 1) so với đối chứng (cấp 3). Nhiệt trở 
hồ của 20 cá thể đột biến ở cấp 3 và có thay đổi so với đối chứng 
(cấp 1) (bảng 6). Từ kết quả thí nghiệm thấy rằng, hình dạng và 
kích thước hạt của các cá thể sau xử lý đột biến bằng sốc nhiệt 
không bị ảnh hưởng. Đây là tính trạng được cho là ổn định và ít 
chịu ảnh hưởng nhất bởi yếu tố môi trường. Theo Tang và ctv [4], 
các giống lúa có hàm lượng amylose như nhau có thể khác biệt về 
độ bền thể gel, giống có độ bền thể gel mềm hơn được ưa chuộng 
hơn. Chất lượng nấu nướng được xác định bởi hàm lượng amylose 
và nhiệt trở hồ (độ trở hồ), ít phụ thuộc vào hàm lượng protein. 
Gạo có nhiệt trở hồ cao ít nở, cần nhiều nước và thời gian nấu chín 
lâu hơn.
Bảng 6. Dạng hạt, độ bền thể gel và nhiệt trở hồ của các cá thể 
đột biến ở thế hệ M3.

TT Cá thể Dài hạt 
(mm)

Dài/
Rộng
hạt

Dạng hạt
Chiều dài 
thể gel 
(mm)

Độ bền 
thể gel
(cấp)

Nhiệt 
trở hồ 
(cấp)

1 NTĐB 4-18-2-1 6,2 2,5 Trung bình 90 1 3
2 NTĐB 4-18-2-2 6,2 2,4 Trung bình 90 1 3
3 NTĐB 4-18-2-3 6,3 2,6 Trung bình 90 1 3
4 NTĐB 4-18-2-4 6,2 2,5 Trung bình 87 1 3
5 NTĐB 4-18-2-5 6,1 2,4 Trung bình 88 1 3
6 NTĐB 4-18-2-6 6,3 2,5 Trung bình 95 1 3
7 NTĐB 4-18-2-7 6,2 2,6 Trung bình 90 1 3
8 NTĐB 4-18-2-8 6,3 2,5 Trung bình 86 1 3
9 NTĐB 4-18-2-9 6,3 2,5 Trung bình 95 1 3
10 NTĐB 4-18-2-10 6,2 2,5 Trung bình 90 1 3
11 NTĐB 4-18-2-11 6,2 2,6 Trung bình 95 1 3
12 NTĐB 4-18-2-12 6,2 2,5 Trung bình 90 1 3
13 NTĐB 4-18-2-13 6,2 2,6 Trung bình 90 1 3
14 NTĐB 4-18-2-14 6,2 2,5 Trung bình 90 1 3
15 NTĐB 4-18-2-15 6,2 2,5 Trung bình 90 1 3
16 NTĐB 4-18-2-16 6,1 2,5 Trung bình 90 1 3
17 NTĐB 4-18-2-17 6,1 2,4 Trung bình 90 1 3
18 NTĐB 4-18-2-18 6,2 2,5 Trung bình 90 1 3
19 NTĐB 4-18-2-19 6,3 2,6 Trung bình 95 1 3
20 NTĐB 4-18-2-20 6,2 2,6 Trung bình 90 1 3

Trung bình±S 6,2±0,1 2,5±0,1 - 90,6±4,0   -   -
Đối chứng 6,3 2,5 Trung bình 68   3   1
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 Đánh giá dự đoán sớm chất lượng mềm cơm các dòng lúa NTĐB thế hệ M2 

bằng kỹ thuật điện di Protein SDS-PAGE  

 Kết quả phân tích protein tổng số của các dòng lúa NTĐB ở thế hệ M2 cho thấy 

băng protein waxy 60 kDa ở các cá thể đa số đều ăn màu thuốc nhuộm, tuy nhiên độ 

đậm nhạt là khác nhau giữa các cá thể và giữa các hạt trong cùng một cá thể (hình 3). 

Theo Võ Công Thành [16], protein waxy có tương quan thuận với hàm lượng amylose 

nên việc phân tích bán định lượng waxy cũng góp phần dự đoán hàm lượng amylose. 

Từ kết quả trên cho thấy, các cá thể ở thế hệ M2 còn chưa ổn định về mặt di truyền. Do 

đó cần tiếp tục theo dõi ở thế hệ sau.  

 

 

 

 

 

 

                         

 

 

                                                                               

Hình 3. Kết quả chạy SDS-PAGE của cá thể ở thế hệ M2. (A) NTĐB 4-18-1 và ( B) 

NTĐB 4-18-2. 

 Chỉ tiêu nông học, thành phần năng suất và năng suất của các cá thể lúa 

NTĐB ở thế hệ M3  

 Ở thế hệ M3, 20 cá thể/dòng được thu thập theo hướng có TGST ngắn và phân 

tích chất lượng để chọn dòng ưu tú. Kết quả bảng 5 cho thấy, TGST của 20 cá 

thể/dòng dao động từ 95 đến 100 ngày, trung bình 97 ngày, thuộc nhóm A1 (bảng 5). 

TGST của các cá thể ở thế hệ M3 đã rút ngắn hơn rất nhiều, khoảng 80-85 ngày so với 

đối chứng Nàng Tét mùa (180 ngày). Với TGST ngắn, các cá thể NTĐB sẽ thuận lợi 

hơn so với các giống có TGST dài trong điều kiện canh tác ở ĐBSCL, tạo điều kiện 

tăng vụ trong năm, có thời gian cho đất nghỉ, đồng thời có thể điều chỉnh được lịch 

gieo trồng để tránh ảnh hưởng của xâm nhập mặn. 

Chiều cao các cá thể dao động trong khoảng 115-126 cm, cho thấy có sự phân ly 

di truyền giữa các thế hệ. Theo Bùi Chí Bửu và ctv [17], có ít nhất 5 nhóm gen điều 

khiển tính trạng chiều cao cây lúa. Chiều dài bông của các cá thể dao động từ 21,2-

βGlutein 22-23 kDa  
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Hàm lượng amylose của các cá thể đột biến dao động từ 9,65-
14,54%, thuộc phân nhóm từ thấp cho đến rất thấp. Hàm lượng 
protein của các cá thể đột biến biến thiên từ 5,90-9,80% (bảng 7). 
Theo Nguyễn Ngọc Đệ [8], gạo có hàm lượng amylose thấp sẽ cho 
cơm mềm, dẻo khi nấu chín và không khô khi để nguội, nhưng 
đối với gạo có hàm lượng amylose cao thì ngược lại. Hàm lượng 
amylose trong nội nhũ là chỉ số quyết định chất lượng gạo, do đó 
cải thiện hàm lượng amylose xuống mức thấp hay trung bình là 
một tiêu chí đặt ra cần quan tâm đối với các nhà chọn giống. Ngoài 
ra, trong công tác chọn giống, bên cạnh việc chọn ra những giống 
lúa mềm cơm thì hàm lượng protein trong hạt cao cũng là yếu tố 
được chú trọng.
Bảng 7. Hàm lượng amylose (%) và protein (%) của 20 cá thể 
NTĐB ở thế hệ M3.

TT Cá thể Amylose (%) Phân nhóm Phân loại Protein (%)
1 NTĐB 4-18-2-1 11,36 Thấp Gạo dẻo 6,00
2 NTĐB 4-18-2-2 11,32 Thấp Gạo dẻo 5,90
3 NTĐB 4-18-2-3 11,30 Thấp Gạo dẻo 6,10
4 NTĐB 4-18-2-4 10,05 Thấp Gạo dẻo 6,70
5 NTĐB 4-18-2-5 11,47 Thấp Gạo dẻo 9,10
6 NTĐB 4-18-2-6 10,30 Thấp Gạo dẻo 8,10
7 NTĐB 4-18-2-7 11,93 Thấp Gạo dẻo 8,20
8 NTĐB 4-18-2-8 12,48 Thấp Gạo dẻo 7,90
9 NTĐB 4-18-2-9 11,72 Thấp Gạo dẻo 8,00
10 NTĐB 4-18-2-10 10,86 Thấp Gạo dẻo 8,40
11 NTĐB 4-18-2-11 11,94 Thấp Gạo dẻo 8,50
12 NTĐB 4-18-2-12 9,65 Rất thấp Gạo dẻo 9,60
13 NTĐB 4-18-2-13 10,90 Thấp Gạo dẻo 9,60
14 NTĐB 4-18-2-14 10,86 Thấp Gạo dẻo 7,80
15 NTĐB 4-18-2-15 11,23 Thấp Gạo dẻo 9,00
16 NTĐB 4-18-2-16 14,54 Thấp Gạo dẻo 8,90
17 NTĐB 4-18-2-17 11,64 Thấp Gạo dẻo 6,80
18 NTĐB 4-18-2-18 10,49 Thấp Gạo dẻo 6,80
19 NTĐB 4-18-2-19 13,33 Thấp Gạo dẻo 9,80
20 NTĐB 4-18-2-20 13,90 Thấp Gạo dẻo 9,80

Trung bình ±Sd 11,56±2,45 - - 8,05±1,08
Đối chứng 20,86 Trung bình Mềm 8,01

Như vậy, qua nghiên cứu cho thấy phương pháp đột biến 
bằng sốc nhiệt ở giai đoạn hạt đang nảy mầm trên giống lúa 
Nàng Tét mùa đã tạo ra các cá thể/dòng đột biến theo hướng 
cải thiện một số đặc tính về TGST ngắn, tính chống chịu mặn và 
chất lượng gạo đặc biệt, như hàm lượng amylose, độ trở hồ, độ bền 
thể gel theo hướng chất lượng hơn so với đối chứng không qua xử 
lý (bảng 8). Kết quả này cũng đã được tìm thấy trong nghiên cứu 
về xử lý đột biến bằng phương pháp sốc nhiệt trên giống lúa Sỏi 
mùa [18].
Bảng 8: Một số đặc tính giống lúa được cải thiện sau xử lý đột 
biến so với giống đối chứng.

Đặc tính giống/dòng Lúa mùa Nàng Tét lùn (ĐC) Dòng sau xử lý đột biến
Thời gian sinh trưởng Lúa mùa (180 ngày) Ngắn ngày (93-96 ngày)

Chống chịu mặn Cấp 5 ở 18,75 dS/m (12‰)
Cấp 7 ở 21,86 dS/m (14‰)

Cấp 3 ở 18,75 dS/m (12‰)
Cấp 5 ở 21,86 dS/m (14‰)

Hàm lượng amylose Trung bình (20-25%) Rất thấp - Thấp (9,65-14,54%)
Hàm lượng protein 7,17% 5,90-9,80%
Độ bền thể gel Cấp 3 Cấp 1
Độ trở hồ Cấp 1 Cấp 3
Dài hạt, dạng hạt Trung bình (6,3 mm) Trung bình (6,2 mm)

Kết luận và kiến nghị

Bằng phương pháp xử lý đột biến sốc nhiệt ở 500C trong 
thời gian 5 phút ở giai đoạn hạt đang nảy mầm trên giống lúa 
Nàng Tét mùa đã cho kết quả trong việc tạo ra các cá thể đột 
biến qua các thế hệ M1-M3 theo hướng cải thiện một số đặc tính 
như thời gian sinh trưởng ngắn (100-105 ngày), chống chịu mặn 
cao hơn đối chứng (cấp 3 ở 12‰, cấp 5 ở 14‰) và chất lượng gạo 
như hàm lượng amylose (9,65-14,54%), độ trở hồ (cấp 3), độ bền 
thể gel (cấp 1) so với đối chứng không qua xử lý đột biến.

Cần tiếp tục thanh lọc mặn ở các thế hệ tiếp theo và phân tích 
để đánh giá gen liên quan đến tính chống chịu mặn.
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Đặt vấn đề

Xáo tam phân (Paramignya trimera) là một loài dược liệu quý 
ở Việt Nam, chứa hàm lượng hoạt chất sinh học chống ung thư 
cao như coumarin, otruthin, saponin. Những hợp chất này đã được 
chứng minh có tác dụng điều trị nhiều bệnh ung thư, đặc biệt là 
ung thư gan [1]. Ngoài tự nhiên, xáo tam phân phân bố chủ yếu ở 
bán đảo Hòn Hèo, thị xã Ninh Hòa, tỉnh Khánh Hòa. Tuy nhiên, 
việc nhân giống và bảo tồn xáo tam phân còn nhiều hạn chế do đặc 
tính khó nhân giống của loài dược liệu này. Thêm vào đó, rễ xáo 
tam phân thường chỉ có giá trị dược liệu cao sau 5 năm trồng. Vì 
vậy, việc áp dụng công nghệ sinh học vào sản xuất nhằm tăng sinh 
khối rễ là cần thiết. Trên thế giới, biến nạp gen sử dụng vi khuẩn 
Agrobacterium rhizogenes chứa gen rol mã hóa auxin nội sinh [2] 
để thay đổi thông tin di truyền đã được ghi nhận là công cụ có 
tiềm năng cải thiện sản xuất những hợp chất chuyển hóa thứ cấp 
có hoạt tính sinh học [3]. Rễ tơ được tạo ra do sự chuyển gen từ hệ 
thống vector tự nhiên của tác nhân “gây bệnh” hay “cộng sinh” là 
A. rhizogenes vào tế bào thực vật [4]. Nuôi cấy rễ tơ có ưu điểm 
là sinh trưởng mạnh, không hướng đất, không phụ thuộc vào chất 
điều hòa sinh trưởng ngoại sinh, bền vững về mặt di truyền và có 
khả năng tổng hợp các hoạt chất thứ cấp với hàm lượng cao hơn 
hoặc bằng cây mẹ [4]. Do vậy, trong nghiên cứu này, các điều kiện 
cảm ứng tạo rễ được khảo sát nhằm góp phần hoàn thiện quy trình 

thu nhận rễ tơ từ cây xáo tam phân để phục vụ cho nghiên cứu và 
sản xuất nguồn nguyên liệu thứ cấp, đáp ứng nhu cầu chữa bệnh 
hiện nay.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu

Hạt và cây con xáo tam phân được cung cấp bởi Công ty 
TNHH Bá Ninh, Ninh Hòa, Khánh Hòa, Việt Nam. 

Dòng vi khuẩn Agrobacterium K599 dùng cho việc chuyển 
gen vào cây xáo tam phân được cung cấp bởi Viện Công nghệ sinh 
học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.

Mồi được thiết kế theo trình tự gen rolC của vi khuẩn A. 
rhizogenes K599 vector Ri plasmid rolCF (5‟- CTC CTG ACA 
TCA AAC TCG TC-3‟) và rolCR (5‟-TGC TTC GAG TTA TGG 
GTA CA-3‟) (GenBank accession number is EF433766).

Phương pháp nghiên cứu 

Chuẩn bị vật liệu chuyển gen: vật liệu được sử dụng để chuyển 
gen là lá mầm, rễ cây con in vitro và in vivo xáo tam phân. Quả 
xáo tam phân được rửa sạch, lắc trong javel 7 phút, sau đó rửa 
sạch bằng nước lọc và ngâm cồn 70° trong 30 s rồi đưa vào buồng 

Nghiên cứu chuyển gen tạo rễ tơ 
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Tóm tắt:

Nghiên cứu được tiến hành nhằm cảm ứng tạo rễ tơ cây xáo tam phân (Paramignya trimera) nhờ vi khuẩn 
Agrobacterium rhizogenes K599 và khảo sát một số yếu tố ảnh hưởng đến sự tăng sinh khối rễ tơ. Ba loại vật liệu 
khác nhau là mô sẹo, lá mầm và  rễ cây con in vivo được sử dụng làm nguồn lây nhiễm cảm ứng tạo rễ tơ. Kết quả 
cho thấy, rễ cây con in vivo là loại vật liệu thích hợp để cảm ứng tạo rễ tơ cây xáo tam phân. Mật độ vi khuẩn cho tỷ 
lệ mô rễ cảm ứng tạo rễ cao nhất (42,7%) tương ứng với giá trị mật độ quang OD600=0,6 trong thời gian lây nhiễm 
là 30 phút. Các dòng rễ tơ có khả năng tăng trưởng nhanh, ổn định và hiệu quả hình thành rễ tơ cao nhất khi nuôi 
cấy trong môi trường WPM/2 không bổ sung chất điều tiết sinh trưởng ở điều kiện tối trong 6 ngày. Chiếu sáng 
bằng đèn huỳnh quang ức chế sự hình thành rễ tơ giai đoạn ủ cảm ứng nhưng thúc đẩy quá trình này khi áp dụng ở 
bước loại bỏ vi khuẩn. Các dòng rễ tơ chuyển gen đã được kiểm chứng nhờ kỹ thuật PCR với cặp mồi chuyên rolC.

Từ khóa: Agrobacterium rhizogenes, nhân nhanh, phytohormon, rễ tơ. 

Chỉ số phân loại: 4.6
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cấy vô trùng. Hạt xáo tam phân được lấy ra khỏi quả và được lắc 
trong jonhson 0,5% 3 phút, cấy vào môi trường WPM, bổ sung 
Gibberrellin (GA3) từ 0,1-0,6 mg/l, pH=5,7. Sau 2 tuần, các hạt 
bắt đầu nảy mầm, các lá mầm sẽ được cắt nhỏ và chuyển vào môi 
trường có bổ sung (IAA, 2,4D) với các nồng độ khác nhau để đánh 
giá khả năng tạo mô sẹo. Ba loại vật liệu lá mầm, mô sẹo và rễ cây 
con in vivo sẽ được nghiên cứu tiếp để tạo vật liệu chuyển gen tạo 
rễ tơ xáo tam phân.

Chuẩn bị vi khuẩn A. rhizogenes: chủng vi khuẩn K599 được 
chọn lọc và nuôi trong môi trường YMB, chỉnh pH đến 7,0 và khử 

trùng môi trường ở 121oC trong 15 phút. Sau đó chia thành 2 ống, 
ống 20 ml chứa môi trường nuôi khuẩn đặc trên đĩa petri và ống 50 
ml chứa môi trường nuôi khuẩn lỏng trong các ống falcon.

Chuẩn bị dung dịch để tạo huyền phù khuẩn: chủng vi khuẩn 
K599 được lấy từ ống giữ chủng, cấy vạch trên môi trường nuôi 
khuẩn đặc, đặt đĩa khuẩn trong tủ ổn nhiệt 28°C trong 48 h. Sau 
48 h, lấy một đĩa khuẩn lạc cấy trên môi trường nuôi khuẩn lỏng. 
Bình nuôi lỏng được đặt trong máy lắc tốc độ 200 vòng/phút, nhiệt 
độ 28oC, nuôi lắc 18-24 h để nhân sinh khối vi khuẩn. Ly tâm 5000 
vòng/phút trong thời gian 15 phút để thu tế bào khuẩn, hòa loãng 
sinh khối thu được trong 50 ml WPM lỏng để tạo huyền phù vi 
khuẩn và đo mật độ vi khuẩn ở bước sóng 600 nm để tiếp tục hòa 
loãng về mật độ OD600=0,2; 0,4; 0,6; 0,8.

Phương pháp chuyển gen: khi dung dịch vi khuẩn A. rhizogenes 
phát triển đến giữa pha tăng trưởng thì được sử dụng để lây nhiễm 
[3]. Lấy 30 mẫu mô sẹo, lá mầm hoặc 30 mẫu cây con chứa rễ 
trong điều kiện in vivo, tiến hành gây tổn thương rễ cây con in 
vivo, mô sẹo và lá mầm, sau đó lắc chung với 30 ml dịch vi khuẩn 
trong khoảng thời gian 30 phút (mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 
lần), trong thời gian này thỉnh thoảng lắc nhẹ. Sau đó mẫu được 
lấy ra, thấm khô bằng giấy lọc vô trùng rồi nuôi trên môi trường 
đồng nuôi cấy WPM, có bổ sung thêm 100 µM acetosyringone, 
đặt trong buồng tối từ 72 đến 144 h ở nhiệt độ 25oC. Các mẫu sau 
đó được chuyển sang môi trường cảm ứng tạo rễ tơ, khử khuẩn và 
tái sinh (WPM/2 + 30 g sucrose + 8 g agar + 500 mg/l cefotaxime 
và 400 mg/l carbenicilin, pH=5,8), các mẫu được đặt trong tối, ở 
nhiệt độ phòng 26±2oC. Định kỳ 7-10 ngày cấy chuyền một lần, 
quan sát mẫu và sự xuất hiện rễ cũng như tốc độ sinh trưởng của 
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Abstract:

The study was conducted to induce the hairy roots of 
Paramignya trimera by using Agrobacterium rhizogenes K599 
and investigate some factors affecting the growth of hairy roots. 
Three types of materials (calluses, cotyledons and in vivo roots) 
have been used as sources for hairy roots induction. The study 
results showed that, the in vivo roots was the most suitable 
material to induce the hairy roots. It was suggested that roots 
of the seedlings soaked in A. rhizogenes K599 suspension 
at the cell density of OD600=0.6 for 30 minutes yielded the 
highest rate of root induction (42.7%). The hairy roots grew 
rapidly and stably when cultured in WPM/2 medium without 
phytohormones supplement in dark conditions for 6 days. 
Illumination with white fluorescent light was found to inhibit 
hairy root formation during co-cultivation period but promote 
it during the bacterial elimination step. The transgenic hairy 
root lines were confirmed by polymerase chain reaction (PCR) 
using rolC specific primers.

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, hairy root, 
micropropagation, phytohormone.

Classification number: 4.6

Hình 1. Quy trình tóm tắt tạo rễ tơ cây xáo tam phân.
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nó để quyết định thời gian tách rễ và cấy chuyển. Mẫu đối chứng 
là những mảnh cắt được nuôi cấy không lây nhiễm với vi khuẩn 
cũng được nuôi cấy trên các môi trường tương tự. Sau một thời 
gian khử khuẩn và nuôi cấy, rễ tơ được sinh ra từ vết thương của 
mẫu lây nhiễm. Chỉ tiêu theo dõi là phần trăm số mẫu cảm ứng tạo 
rễ tơ và số rễ tơ tạo ra trên mỗi mẫu sau 5-7 tuần. Mẫu đối chứng 
là các mảnh mẫu được nuôi cấy không cho lây nhiễm với vi khuẩn, 
cũng được nuôi cấy trên các môi trường tương tự. Quy trình tạo rễ 
tơ của cây xáo tam phân được thể hiện trên hình 1.

Kiểm tra sự chuyển gen: PCR với các cặp mồi đặc hiệu của gen 
rolC được sử dụng để kiểm tra sự chuyển gen từ vi khuẩn vào tế 
bào thực vật [5]. ADN của rễ xáo tam phân và tế bào vi khuẩn được 
tách chiết theo quy trình của QIAGEN. Cặp mồi khuếch đại đoạn 
gen rolC là Ri plasmid rolCF (5‟-CTC CTG ACA TCA AAC TCG 
TC-3‟) và rolCR (5‟-TGC TTC GAG TTA TGG GTA CA-3‟) 
(GenBank accession number is EF433766). Mỗi phản ứng PCR 
được thực hiện với thể tích hỗn hợp là 25 µl gồm 1 µl ADN bộ 
gen (hay Ri plasmid), 2 µl dNTPs 2 mM, 1,25 µl DreamTaq DNA 
polymerase (1 unit/µl), 10 pmol với mỗi mồi, 1,5 µl DreamTaq 
buffer và bổ sung nước siêu sạch để đủ thể tích. Điều kiện cho phản 
ứng PCR khuếch đại gen rolC là biến tính ban đầu ở 95oC trong 
5 phút, 35 chu kỳ (95oC trong 30 s, 54oC trong 30 s và 72oC trong 
60 s) và 5 phút kéo dài ở 72oC. Sản phẩm khuếch đại PCR được 
phân tích và kiểm tra kích thước bằng phương pháp điện di trên gel 
agarose 1% trong đệm TAE 1X. Gel sau đó sẽ được ngâm với dung 
dịch nhuộm ethidium bromide và quan sát dưới đèn UV.

Phân tích số liệu 

Các số liệu được phân tích bằng Microsoft Excel 2007 và 
thống kê bằng phần mềm SPSS 16.0, phân hạng theo phương pháp 
Duncan với độ tin cậy p=0,05.

Kết quả và thảo luận

Tạo vật liệu chuyển gen

Ảnh hưởng của GA3 đến khả năng phát sinh chồi từ hạt xáo 
tam phân: các hạt sạch bệnh sau khử trùng được chuyển sang môi 
trường có bổ sung GA3 ở các nồng độ khác nhau để đánh giá khả 
năng nảy mầm. 
 Bảng 1. Ảnh hưởng của GA3 đến khả năng phát sinh chồi từ hạt 
xáo tam phân.

Nồng độ GA3 
(mg/l)

Tỷ lệ mẫu phát sinh 
chồi (%) Hình thái chồi

0 36,67±3,34d Chồi nhỏ, ngắn

0,1 47,78±1,92c Chồi nhỏ, ngắn

0,2 74,44±1,93b Chồi mập, ngắn

0,3 76,22±1,92b Chồi dài, nhỏ

0,4 92,22±1,92a Chồi dài, mập

0,5 96,7±1,73a Chồi dài, mập

0,6 94,1±1,98a Chồi dài, gầy

GA3 có ảnh hưởng trực tiếp tới khả năng phát sinh chồi 
và hình thái chồi từ hạt xáo tam phân sau 2 tuần nuôi cấy 
(bảng 1). Khi bổ sung GA3 với nồng độ 0,5 mg/l các mẫu hạt 

phát sinh chồi đạt tỷ lệ cao nhất là 96,7%, chồi bật lên mập, 
khỏe, có sức sống cao. Tuy nhiên, khi giảm nồng độ GA3 
xuống còn 0,3; 0,2 và 0,1 mg/l thì tỷ lệ bật phát sinh chồi 
giảm mạnh lần lượt là 76,22; 74,44 và 47,78%. Khi không 
bổ sung chất điều tiết sinh trưởng GA3 thì tỷ lệ mẫu phát 
sinh chồi cũng giảm mạnh chỉ là 36,67% (bảng 1, hình 2).

Hình 2. Chồi xáo tam phân phát sinh từ hạt trong môi trường có 
bổ sung GA3 sau 2 tuần nuôi cấy.

Ảnh hưởng của IAA, 2,4D tới khả năng tạo mô sẹo làm 
vật liệu chuyển gen tạo rễ tơ xáo tam phân: lá mầm (nội 
nhũ) được tách từ các chồi in vitro phát sinh từ hạt, có rễ 
hoàn chỉnh được cắt nhỏ và cấy vào các môi trường có bổ 
sung auxin (IAA, 2,4D) để tạo mô sẹo.

* Ảnh hưởng của IAA tới việc hình thành mô sẹo từ lá 
mầm in vitro: mô lá mầm được cắt nhỏ và cấy vào MTN 
(WPM + 30 g/l saccaroza + 8,0 g/l agar + 0,3 mg/l GA3) có 
bổ sung IAA (0-2,0 mg/l). Sau 6 tuần nuôi cấy, các mô sẹo 
được hình thành, trong đó môi trường MTN bổ sung 2,0 
mg/l IAA cho tỷ lệ hình thành mô sẹo cao nhất với 68,89% 
(bảng 2). Mô sẹo xuất hiện có màu trắng xanh, xốp đặc 
được hình thành trên các vết cắt tạo ra trong quá trình nuôi 
cấy (hình 3). 
Bảng 2. Ảnh hưởng của IAA tới việc hình thành mô sẹo từ lá mầm 
in vitro.

Nồng độ IAA (mg/l) Tỷ lệ mẫu sống (%) Tỷ lệ mẫu tạo mô sẹo (%)

0 63,70±2,57b 25,93±2,22c

0,5 68,89±2,22c 48,15±2,34a

1,0 75,56±2,23c 53,33±3,4b

1,5 83,70±3,4a 63,70±3.51b

2,0 88,89±3,51a 68,89±3,7a

Hình 3. Mô sẹo lá mầm in vitro xáo tam phân trong môi trường 
MTN có bổ sung 2,0 mg/l IAA sau 6 tuần nuôi cấy. A: đĩa mô sẹo 
sau 6 tuần nuôi cấy; B: hình ảnh chi tiết một mô sẹo xáo tam phân.
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* ảnh hưởng của 2,4D tới việc hình thành mô sẹo từ lá mầm in 
vitro: mô lá mầm sạch được cắt nhỏ và cấy vào MTN có bổ sung 
2,4D với nồng độ từ 0-2,0 mg/l. Sau 6 tuần nuôi cấy, các mẫu xuất 
hiện mô sẹo trên vết cắt. Ở nồng độ 2,0 mg/l 2,4D cho tỷ lệ mẫu 
sống cao nhất (90,37%), tỷ lệ mẫu sống thấp nhất là 73,33% ở 
nồng độ 0,5 mg/l 2,4D. Trên môi trường MS có bổ sung 2,0 mg/l 
2,4D cho tỷ lệ mô sẹo đạt cao nhất 70,74% (bảng 3). Mẫu mô sẹo 
tạo ra có màu vàng nhạt, dạng hạt nhỏ, xốp mềm, nằm ở rìa các vết 
cắt, sau đó phủ trên toàn bộ mẫu (hình 4).
Bảng 3. Ảnh hưởng của 2,4D tới việc hình thành mô sẹo từ lá 
mầm in vitro.

Nồng độ 2,4D (mg/l) Tỷ lệ mẫu sống (%) Tỷ lệ mẫu tạo mô sẹo (%)

0 69,63±2,25d 0

0,5 73,33±3,39c 28,52±3,85c

1,0 79,26±3,39c 46,66±3,39c

1,5 84,44±3,85b 61,85±4,62b

2,0 90,37±4,62a 70,74±5,59a

Hình 4. Mô sẹo lá mầm in vitro xáo tam phân trong môi trường MS 
có bổ sung 2,0 mg/l 2,4D sau 6 tuần nuôi cấy.

Nghiên cứu chuyển gen tạo rễ tơ xáo tam phân

Ảnh hưởng của vật liệu nuôi cấy tới khả năng kích tạo rễ tơ 
xáo tam phân: nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng nguồn vật liệu dùng 
cho lây nhiễm với vi khuẩn có khả năng cảm ứng chuyển gen khác 
nhau [6]. Ba loại mẫu là lá mầm, mô sẹo và rễ cây con in vivo được 
lây nhiễm trong thời gian 30 phút, tỷ lệ mẫu cảm ứng tạo rễ tơ, số 
rễ tơ tạo ra trên mỗi mẫu cấy được ghi nhận sau 5 và 6 tuần nuôi 
cấy (bảng 4). 
Bảng 4. Ảnh hưởng của loại mô lây nhiễm đến khả năng cảm ứng 
tạo rễ tơ xáo tam phân. 

Bộ phận lây nhiễm Tỷ lệ mẫu cảm ứng 
tạo rễ tơ (%) Số rễ tơ tạo ra (rễ/mẫu)

Mô sẹo 0b 0b

Lá mầm 11,2±0,4a 2,8±0,3a

Rễ cây con in vivo 13,2±0,6a 2,1±0,3a

Kết quả nghiên cứu sau 6 tuần cho thấy, chỉ có lá mầm, rễ 
cây con in vitro  có khả năng cảm ứng tạo rễ tơ ở vi khuẩn K599. 
Đối với mô sẹo hoàn toàn không hình thành rễ tơ. Tỷ lệ cảm ứng 

tạo rễ tơ và số rễ từ lá mầm và rễ cây con in vivo lần lượt là 11,2; 
13,2% và 2,8; 2,1 rễ/mẫu (bảng 4, hình 5). Kim (2008) đã chứng 
minh rằng chủng A. rhizogenes K599 cho tỷ lệ phần trăm số mẫu 
cảm ứng tạo rễ tơ trên lá lạc là 36,8% và số rễ tơ tạo ra từ vị trí bị 
thương là 2,3 rễ [7]. Còn trên mẫu từ trụ hạ diệp thì tỷ lệ cảm ứng 
tạo rễ tơ là 75,9% và 6,7 rễ. Trong thí nghiệm này, thời gian cảm 
ứng của mẫu rễ là 3-4 tuần. Qua kết quả thí nghiệm, có thể nhận 
xét rằng hiệu suất biến nạp gen phụ thuộc vào loại mô, cơ quan hay 
vị trí xâm nhiễm, nhận xét này phù hợp với nhận xét của Rahimi và 
cộng sự (2008) [8]. Tuy nhiên, tỷ lệ mẫu cảm ứng tạo rễ tơ và số rễ 
tơ tạo ra trên mỗi mẫu đối với xáo tam phân còn thấp hơn nhiều so 
với một số loài thực vật khác.

Hình 5. Hình ảnh rễ tơ được cảm ứng từ mô rễ in vivo. A: mẫu rễ 
tơ sau chuyển gen 4 tuần trong điều kiện in vivo từ rễ in vivo; B: mẫu 
cây con in vivo sau chuyển gen được tách ra khỏi bình nuôi cấy; C: 
mẫu rễ tơ chuyển gen từ lá mầm.

Ảnh hưởng của mật độ vi khuẩn tới khả năng tạo rễ tơ từ mô 
rễ xáo tam phân: mặc dù lá mầm có khả năng cảm ứng tạo rễ tơ, 
nhưng khả năng tăng sinh và sống sót của rễ tơ còn phản ứng 
chậm. Do đó, trong các thí nghiệm tiếp theo, vật liệu được sử dụng 
cho nghiên cứu cảm ứng tạo rễ tơ là rễ cây con in vivo. Mật độ vi 
khuẩn A. Rhizogenes là yếu tố có ảnh hưởng trực tiếp đến hiệu 
quả cảm ứng tạo rễ tơ của thực vật. Kiana và Pirian (2012) khảo 
sát khả năng cảm ứng tạo rễ tơ từ mô lá cây Portulaca oleracea 
tại bốn mật độ vi khuẩn A. rhizogenes K599 tương ứng với giá trị 
OD600=0,2; 0,4; 0,6; 0,8 và nhận thấy mật độ vi khuẩn tương ứng 
với giá trị OD600=0,8 cho tỷ lệ mẫu cảm ứng tạo rễ tơ đạt cao nhất 
(70%), trong khi mật độ vi khuẩn ở giá trị OD600 cao hoặc thấp hơn 
0,8 cho tỷ lệ mẫu tạo rễ tơ chỉ đạt 30-50% [9].

Nghiên cứu cũng cho thấy sự khác nhau về tỷ lệ mẫu tạo rễ 
và số rễ/mẫu khi lây nhiễm rễ cây con in vivo cây xáo tam phân 
với vi khuẩn ở các mật độ khác nhau tương ứng với các giá trị 
OD600=0,2; 0,4; 0,6 và 0,8 (bảng 5). Tỷ lệ mô rễ cảm ứng tạo rễ 
(56,25%) và số rễ/mẫu (6,56 rễ) đạt cao nhất khi mật độ vi khuẩn 
ở giá trị OD600=0,6. Ở mật độ vi khuẩn thấp hơn (OD600=0,8) cho 
tỷ lệ mẫu cảm ứng tạo rễ và số rễ/mẫu thấp hơn. Do vậy, mật độ 
vi khuẩn tương ứng với giá trị OD600=0,6 là thích hợp để cảm ứng 
tạo rễ tơ xáo tam phân.
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Bảng 5. Ảnh hưởng của mật độ vi khuẩn A. rhizogenes đến khả 
năng tạo rễ tơ.

Giá trị OD Tỷ lệ mẫu tạo rễ (%) Số rễ/mẫu (rễ)

0,2 16,17±1,8c 0,21±0,02d

0,4 26,51±2,1b 0,88±0,05c

0,6 56,25±3,2a 6,56±0,16a

0,8 23,12±1,8b 2,37±0,06b

Ghi chú: các giá trị trung bình trong cùng một cột có các chữ cái theo sau giống 
nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p=0,05.

Ảnh hưởng của thời gian lây nhiễm tới khả năng kích tạo 
rễ tơ xáo tam phân: xáo tam phân là loài thực vật thân gỗ 
nên việc chuyển gen còn gặp nhiều khó khăn do thân mầm 
hóa gỗ nhanh. Do vậy, ngoài mật độ tế bào trong huyền phù 
A. rhizogenes K599 thì nghiên cứu tối ưu hóa thời gian gây 
nhiễm mẫu thực vật với huyền phù vi khuẩn cũng như thời 
gian ủ cảm ứng sau đó cũng là những yếu tố có ảnh hưởng 
đến tỷ lệ mẫu hình thành rễ tơ [2]. Thời gian gây nhiễm là 
thời gian cần thiết để vi khuẩn có thể tiếp xúc với tế bào 
thực vật chủ ở vị trí bị tổn thương. Trong nghiên cứu này, 
mẫu rễ cây con in vivo cây xáo tam phân sau khi được tạo 
vết thương được gây nhiễm bằng cách ngâm trong huyền 
phù A. rhizogenes K599 có OD600 mật độ 0,6 với thời gian 
khác nhau. Kết quả thu được cho thấy, ảnh hưởng của thời 
gian gây nhiễm có sự tương đồng với ảnh hưởng của mật số 
tế bào lên sự cảm ứng tạo rễ tơ. Theo đó, khi tăng thời gian 
gây nhiễm từ 5 đến 30 phút, tỷ lệ mẫu đáp ứng cũng tăng 
theo. Tuy nhiên, thời gian gây nhiễm hơn 30 phút sẽ gây ra 
hiện tượng mẫu chết do sự phát triển quá mức của vi khuẩn 
sau đó (bảng 6).
Bảng 6. Ảnh hưởng của thời gian ngâm mẫu với huyền phù 
chủng A. rhizogenes K599 lên tỷ lệ mẫu hình thành rễ.

Thời gian lây nhiễm (phút) Tỷ lệ mẫu hình thành rễ (%)

5 22,6±1,8c

10 26,2±2,0c

15 30,4±2,6b

30 42,7±3,2a

45 36,6±3,0b

60 23,8±2,1c

Ghi chú: các giá trị trung bình trong cùng một cột có các chữ cái theo sau giống 
nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p=0,05.

Thời gian gây nhiễm thích hợp phụ thuộc vào chủng vi 
khuẩn cũng như loài thực vật. Cùng cảm ứng rễ tơ với chủng 
A. rhizogenes ATCC15834, thời gian gây nhiễm thích hợp 
trên cây đậu phộng là 5 phút nhưng thời gian gây nhiễm 
trên cây rau sam là 20 phút [9] hay trên cây Holostemma 
adakodien K. Schum là 30 phút [10]. Kết quả thu được trong 
nghiên cứu này cho thấy, thời gian gây nhiễm thích hợp cho 
cây xáo tam phân với chủng A. rhizogenes K599 là 30 phút 
cho tỷ lệ mẫu chuyển gen đạt 42,7%.

Ảnh hưởng của thời gian ủ cảm ứng tới khả năng hình 
thành rễ tơ: thời gian ủ cảm ứng là giai đoạn cần thiết trong 
phương pháp gây nhiễm trực tiếp A. rhizogene lên mô thực 
vật chủ [11]. Trong thời gian này sẽ xảy ra quá trình chuyển 
gen từ vi khuẩn vào tế bào chủ như chuyển T-ADN vào tế 
bào chủ và chèn T-ADN vào bộ gen tế bào chủ. Mỗi chủng 
vi khuẩn và mỗi loài thực vật chủ khác nhau sẽ có thời gian 
ủ cảm ứng cần thiết khác nhau. Với chủng A. rhizogenes 
ATCC15834, thời gian ủ cảm ứng thích hợp để thu nhận rễ 
tơ trên cây lạc và cây Duboisia myoporoides là 2 ngày [12], 
trong khi trên cây giảo cổ lam (Gynostemma pentaphyllum) 
thì thời gian này là 2 tuần [13]. 
Bảng 7. Ảnh hưởng của thời gian ủ cảm ứng đến tỷ lệ mẫu hình 
thành rễ tơ ở cây xáo tam phân.

Thời gian ủ cảm ứng (ngày) Tỷ lệ mẫu hình thành rễ (%)

1 15,1±1,2d

2 18,7±2,0c

3 20,8±2,1c

4 25,2±2,2b

5 29,6±3,0b

6 37,8±3,2a

7 32,1±3,0a

Ghi chú: các giá trị trung bình trong cùng một cột có các chữ cái theo sau giống 
nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p=0,05.

Để xác định thời gian ủ cảm ứng thích hợp tạo rễ tơ 
chuyển gen từ rễ cây con in vivo cây xáo tam phân bằng 
chủng A. rhizogenes K599, thí nghiệm được tiến hành thay 
đổi thời gian ủ cảm ứng từ 1 đến 7 ngày (bảng 7). Nhìn 
chung, kết quả thu được cho thấy tỷ lệ mẫu hình thành rễ tơ 
tăng theo thời gian ủ cảm ứng từ 1 đến 6 ngày. Thời gian ủ 
cảm ứng dài hơn 6 ngày không những không làm tăng tỷ lệ 
mẫu hình thành rễ mà mẫu còn có biểu hiện chết do sự phát 
triển quá mức của vi khuẩn, tương tự như báo cáo của Ho 
[14]. Ngoài ra, kết quả quan sát cũng cho thấy, một số mẫu 
rễ tơ cũng trở nên yếu hoặc chết khi kéo dài giai đoạn này. 
Như vậy, thời gian ủ cảm ứng thích hợp cho việc cảm ứng rễ 
tơ từ rễ cây con in vivo cây xáo tam phân là 6 ngày. 

Ảnh hưởng của cường độ chiếu sáng trong giai đoạn ủ 
cảm ứng: nhiều nghiên cứu cho thấy ánh sáng có ảnh hưởng 
đến sự hình thành rễ tơ thực vật với chủng A. rhizogenes. 
Với chủng A. rhizogenes ATCC15834, sự cảm ứng rễ tơ 
thích hợp trên cây dừa cạn là khi được ủ trong tối 24 giờ 
trước khi chiếu sáng 16 giờ/ngày trong 2 ngày [15]. Trong 
khi đó, chiếu sáng nhẹ lại là điều kiện thích hợp để thu nhận 
rễ chuyển gen từ mô thân cây dưa bở (Cucumis melo L.) 
bằng chủng A. rhizogenes ATCC8196. Qua đó cho thấy, 
cường độ chiếu sáng thích hợp để cảm ứng tạo rễ tơ có thể 
thay đổi đối với mỗi loài thực vật chủ và chủng vi khuẩn. 
Trong thí nghiệm này, cường độ chiếu sáng ở các bước sóng 
từ 500-2000 lux được bố trí để kích thích sự chuyển gen 
kích tạo rễ tơ với vi khuẩn A. rhizogenes K599. 



6462(2) 2.2020

Khoa học Nông nghiệp

Bảng 8. Ảnh hưởng của cường độ chiếu sáng trong thời gian ủ 
cảm ứng đến tỷ lệ mẫu hình thành rễ tơ.

Cường độ chiếu sáng (lux) Tỷ lệ mẫu hình thành rễ (%)

0 36,6±3,8a

500 24,2±2,6b

1000 16,6±1,8c

1500 14,6±1,2c

2000 7,6±0,8d

Ghi chú: các giá trị trung bình trong cùng một cột có các chữ cái theo sau giống 
nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p=0,05.

Mẫu sau khi gây nhiễm được chiếu sáng ở các cường độ khác 
nhau với thời gian 16 giờ/ngày trong suốt giai đoạn ủ cảm ứng. 
Kết quả cho thấy, tỷ lệ mẫu hình thành rễ đã bị giảm xuống ở tất 
các các chế độ chiếu sáng từ 500 đến 2000 lux (bảng 8) so với khi 
được ủ cảm ứng trong tối. Cường độ ánh sáng càng cao thì tỷ lệ 
mẫu hình thành rễ tơ càng giảm, tỷ lệ tạo rễ tơ giảm từ 36,6 xuống 
7,6% khi tăng cường độ ánh sáng từ 0-2000 lux.

Xác nhận rễ tơ bằng phương pháp PCR

Qua phân tích sản phẩm bằng kỹ thuật PCR (hình 6) cho thấy, 
các dòng rễ tơ được kiểm tra đều có chứa gen rolC tương ứng với 
đoạn ADN được khuếch đại với kích thước 539 bp.

Hình 6. Kết quả PCR xác nhận rễ chuyển gen của rễ xáo tam phân 
với chủng A. rhizogenes K599 xác nhận sự hiện diện của gen 
rolC. Giếng 1: thang chuẩn; giếng 2, 4: đối chứng âm; giếng 3: đối 
chứng dương; giếng 5: rễ cây chuyển gen.

Kết luận

Quá trình chuyển gen cảm ứng tạo rễ tơ cây xáo tam phân 
(Paramignya trimera) chịu ảnh hưởng của nhiều yếu tố khác nhau. 
Kết quả nghiên cứu cho thấy, Gibberrellin ở nồng độ 0,5 mg/l cho 
tỷ lệ mẫu nảy chổi cao nhất đạt 96,7%. Tỷ lệ mẫu tạo mô sẹo từ 
lá mầm in vitro xáo tam phân đạt 68,89% trong môi trường có bổ 
sung 2,0 mg/l IAA, mô sẹo có chất lượng tốt, xanh đậm và khỏe. 
Sự cảm ứng tạo rễ tơ cây xáo tam phân bằng chủng A. rhizogenes 
K599 chịu ảnh hưởng của các yếu tố: mật độ tế bào trong huyền 
phù vi khuẩn (OD600 nm), thời gian gây nhiễm, thời gian ủ cảm ứng, 
chế độ chiếu sáng và môi trường nuôi cấy. Điều kiện gây nhiễm 

thích hợp để thu nhận rễ tơ từ cây xáo tam phân bằng chủng A. 
rhizogenes K599 là OD600=0,6 với thời gian ngâm mẫu là 30 phút. 
Tỷ lệ mẫu hình thành rễ đạt cao nhất khi mẫu được ủ cảm ứng 6 
ngày trong tối và loại nhiễm vi khuẩn ở điều kiện tối.
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Toùm taét baèng tieáng Vieät vaø tieáng Anh. Neâu ñöôïc muïc ñích, phöông phaùp nghieân cöùu chính, keát quaû 

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

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

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

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

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

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

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

vaø baøn luaän.

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

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

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

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

xuaát caùc vaán ñeà tieáp tuïc nghieân cöùu.

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

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

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

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

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

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

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

Taïp chí.

3. Khoa hoïc y - döôïc

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

phaân loaïi lónh vöïc khoa hoïc

2. Khoa hoïc kyõ thuaät vaø coâng ngheä
2.1. 	 Kyõ thuaät daân duïng: kyõ thuaät kieán 

truùc; kyõ thuaät xaây döïng; kyõ thuaät 
keát caáu vaø ñoâ thò; kyõ thuaät giao 
thoâng vaän taûi; kyõ thuaät thuyû lôïi; kyõ 
thuaät ñòa chaát coâng trình

2.2. 	 Kyõ thuaät ñieän, kyõ thuaät ñieän töû, kyõ 
thuaät thoâng tin

2.3. 	 Kyõ thuaät cô khí, cheá taïo maùy
2.4. 	 Kyõ thuaät hoùa hoïc 
2.5. 	 Kyõ thuaät vaät lieäu vaø luyeän kim
2.6. 	 Kyõ thuaät y hoïc
2.7. 	 Kyõ thuaät moâi tröôøng
2.8. 	 Coâng ngheä sinh hoïc coâng nghieäp
2.9. 	 Coâng ngheä nano
2.10. Kyõ thuaät thöïc phaåm vaø ñoà uoáng
2.11. Caùc lónh vöïc khaùc cuûa khoa hoïc   

kyõ thuaät vaø coâng ngheä

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

nhieân

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

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

hội và nhân văn 
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