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reductase 
 

DNA Deoxyribonucleic acid  
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Deoxynucleoside 

triphosphate 
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Enzyme-linked 

immunosorbent assay 
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F3’H Flavonoid 3’-hydroxylase  
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dinucleotide phosphate 
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dinucleotide phosphate-
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Ori Origin  

PCR Polymerase chain reaction Phản ứng chuỗi polymerase 

Ri-plasmid Root inducing- plasmid Plasmid tạo rễ tơ 
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Taq DNA 

polymerase 

Thermus aquaticus DNA 

polymerase 
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T-DNA Transfer DNA 
Đoạn DNA đƣợc chuyển 

vào mô thực vật 

Ti-plasmid Tumor inducing - plasmid Plasmid gây khối u 
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Vùng biên trái đoạn DNA 
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TR-DNA Transfer right -DNA 
Vùng biên phải đoạn DNA 

đƣợc chuyển vào thực vật 

UFGT 
UDP-glucose flavonoid 3-O-

glucosyl tranferase 

Enzyme xúc tác phản ứng 

O-glycosyl hóa 

Vir Virus interferon resistance Gen vir 

WT Wild type Cây không biến nạp gen 
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MỞ ĐẦU 

 

1. Đặt vấn đề  

Trong những n m qua, kinh nghiệm và tri thức sử dụng cây thuốc để chữa 

bệnh của ngƣời dân vùng núi cao đã đóng vai trò quan trọng trong việc bảo vệ sức 

khoẻ cộng đồng. Do áp lực khai thác không bền vững để đáp ứng nhu cầu ngày càng 

t ng cao về dƣợc phẩm nguyên, nhiều cây thuốc quý bị đe dọa và đang có nguy cơ bị 

tuyệt chủng. Việc thực hiện chủ trƣơng chuyển dịch cơ cấu kinh tế nông nghiệp theo 

hƣớng sản xuất hàng hoá đa canh và bền vững, nhiều loại giống cây trồng đƣợc đƣa 

vào sản xuất nông nghiệp bằng những kỹ thuật mới đã và đang đƣợc ngƣời dân ủng 

hộ và đón nhận. Trong đó, nghiên cứu nhân giống và phát triển các loài cây dƣợc 

liệu có giá trị kinh tế cao đang là hƣớng đi mới, không những góp phần t ng thêm 

thu nhập, mà còn đóng góp vào công tác phòng và bảo vệ sức khỏe cộng đồng, đồng 

thời bảo tồn, phát triển đƣợc tri thức bản địa quý giá của các dân tộc thiểu số về sử 

dụng các loài cây thuốc Nam, trong đó có cây Ô đầu.   

Ô đầu, Phụ tử chứa những thành phần có độc tính cao nhƣng vẫn đƣợc cho là 

những vị thuốc quý, đƣợc dùng phổ biến trong y dƣợc học cổ truyền phƣơng Đông. 

Vị thuốc Ô đầu là củ mẹ và Phụ tử là củ con của một số loài thuộc chi Aconitum [1], 

[3]. Hiện nay trên thế giới đang có nhiều nghiên cứu về chi Aconitum nhằm phát 

triển các sản phẩm theo hƣớng nâng cao hiệu quả sử dụng các loài thuộc chi này 

trong phòng và trị bệnh. Ở Việt Nam, cây Ô đầu (Aconitum carmichaelii Debx.) 

đƣợc tìm thấy mọc hoang ở vùng núi cao phía Bắc Việt Nam, nhƣ Yên Bái, Lào Cai, 

Lai Châu [3] và sau đó cây Ô đầu đã đƣợc đƣa vào trồng ở Hà Giang, Lào Cai, Lai 

Châu từ những n m 70 thế kỷ XX. Hiện nay, cây Ô đầu đƣợc trồng nhiều ở huyện 

Quản Bạ, Đồng V n, tỉnh Hà Giang và đƣợc ngƣời dân địa phƣơng sử dụng theo 

kinh nghiệm làm thuốc chữa các loại bệnh về xƣơng khớp hoặc nấu cháo  n để t ng 

cƣờng sức khoẻ. N m 2013, Thủ tƣớng Chính phủ đã phê duyệt quy hoạch tổng thể 

phát triển dƣợc liệu đến n m 2020 và định hƣớng đến n m 2030, theo đó cây Ô đầu 
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đƣợc quy hoạch trồng tại tỉnh Hà Giang [19]. Để phát triển nguồn dƣợc liệu Ô đầu, 

ngoài chiến lƣợc mở rộng vùng trồng, t ng n ng suất và sản lƣợng, việc ứng dụng 

công nghệ sinh học trong mục đích t ng sinh khối rễ và củ Ô đầu thông qua nuôi cấy 

rễ tơ phục vụ thu nhận các hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học mang tính thời sự 

và đang đƣợc quan tâm nghiên cứu.  

Flavonoid là các hợp chất thứ cấp chính đóng vai trò quan trọng trong việc 

duy trì cân bằng oxy hóa khử trong tế bào thực vật. Nhiều loại flavonoid có đặc tính 

kháng khuẩn, chống oxy hóa và chống ung thƣ [12]. Flavonoid trong chi Aconitum 

đƣợc quan tâm trong nghiên cứu phát triển dƣợc phẩm hiện đại, và flavonoid 3'5'-

hydroxylase (F3'5'H) là một enzyme chìa khóa xúc tác các phản ứng cuối cùng trong 

quá trình sinh tổng hợp các hợp chất flavonoid ở cây Ô đầu.  

F3′5′H, một thành viên của họ Cytochrome P450, liên kết với phần màng 

microomal, phụ thuộc vào NADPH và O2, và nhạy cảm với chất ức chế [139], [106]. 

F3'5'H tham gia phản ứng chuyển naringenin thành flavonoid [5], [106], [139], [178]. 

Sự hydro hóa vị trí 5' bởi F3'5'H là một phản ứng quan trọng vì nó quyết định sản 

phẩm cuối cùng trong quá trình sinh tổng hợp flavonoid của thực vật [97], [178], do 

đó, việc t ng cƣờng biểu hiện gen F3 5 H sẽ làm t ng nồng độ và hoạt tính của 

enzyme F3’5’H và dẫn đến t ng tích lũy flavonoid trong thực vật. Cho đến nay, đã 

có một số báo cáo về phân tích biểu hiện của gen F3'5'H của một số loài thực vật 

khác nhau, nhƣ Dạ yến thảo [82], Bạch quả [170], Trà [95], [178]...tuy nhiên, chƣa 

có báo cáo nào về kết quả phân tích biểu hiện gen F3 5 H của cây Ô đầu.  

Nhƣ vậy, hai cách tiếp cận làm t ng hàm lƣợng các chất có hoạt tính sinh học 

đƣợc lựa chọn là ứng dụng công nghệ nuôi cấy mô tế bào thực vật làm t ng sinh khối 

và kỹ thuật biểu hiện gen chìa khóa làm t ng tích lũy hàm lƣợng hợp chất thứ cấp 

trong cây chuyển gen. Xuất phát từ những lý do trên chúng tôi đã lựa chọn và tiến 

hành đề tài luận án: ―Nghiên cứu nuôi cấy in vitro và biểu hiện flavonoid 3’5’-

hydroxylase nhằm tăng cƣờng tổng hợp flavonoid ở cây Ô đầu (Aconitum 

carmichaelii Debx.)”.  
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2. Mục tiêu nghiên cứu 

2.1. Xác định đƣợc một số điều kiện thích hợp trong nuôi cấy in vitro và cảm ứng tạo 

rễ tơ ở cây Ô đầu. 

2.2. Chứng minh đƣợc sự biểu hiện của gen mã hóa Flavonoid 3’5’ hydroxylase của 

cây Ô đầu (Aconitum carmichaelii Debx.) làm t ng sự tích lũy flavonoid trong cây 

chuyển gen. 

3. Nội dung nghiên cứu 

1) Nghiên cứu định danh loài từ các mẫu Ô đầu thu tại một số địa phƣơng của tỉnh 

Hà Giang bằng phƣơng pháp hình thái so sánh và mã vạch DNA. 

Thu thập mẫu Ô đầu từ hai huyện Hoàng Su Phì và Quản Bạ (Hà Giang), 

trồng tại vƣờn thí nghiệm làm vật liệu nghiên cứu. Định danh loài Ô đầu (A. 

carmichaelii Debx.) bằng phƣơng pháp hình thái so sánh và tra cứu trên cơ sở dữ liệu 

thực vật quốc tế, kết hợp với một số chỉ thị phân tử DNA nhƣ ITS, matK, rpoC1, 

rpoB2. 

2) Nghiên cứu thiết lập hệ thống nuôi cấy in vitro và tạo rễ tơ ở cây Ô đầu. 

 Tạo nguyên liệu khởi đầu trong nuôi cấy in vitro từ đoạn thân cây Ô đầu. Cảm 

ứng tạo đa chồi và cây Ô đầu in vitro qua nghiên cứu ảnh hƣởng của BAP và kinetin, 

ảnh hƣởng của α-NAA và IBA, ảnh hƣởng của giá thể. Nghiên cứu lựa chọn vật liệu 

nuôi cấy tạo rễ tơ và điều kiện thích hợp cho cảm ứng tạo rễ tơ cây Ô đầu. Khảo sát 

môi trƣờng nhân nuôi t ng sinh khối rễ tơ cây Ô đầu. 

3) Thiết kế vector biểu hiện gen mã hóa Flavonoid 3’5’hydroxylase và tạo chủng 

Agrobacterium tumefaciens mang vector chuyển gen thực vật. 

 Phân lập, tách dòng và xác định trình tự gen A F3 5 H từ cây Ô đầu (A. 

carmichaelii). Thiết kế vector biểu hiện gen thực vật mang gen A F3 5 H từ cây Ô 

đầu và tạo vi khuẩn A. tumefaciens tái tổ hợp chứa vector chuyển gen A F3 5 H.  

4) Nghiên cứu biến nạp và biểu hiện gen A F3 5 H ở cây Thuốc lá. 
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 Biến nạp di truyền gen A F3 5 H vào mô lá Thuốc lá và tạo cây Thuốc lá 

chuyển gen. Phân tích biểu hiện gen A F3 5 H của cây Ô đầu trên cây Thuốc lá 

chuyển gen, cụ thể là xác nhận sự có mặt và sự phiên mã, dịch mã của gen chuyển 

A F3 5 H trong cây chuyển gen; so sánh hàm lƣợng flavonoid giữa cây chuyển gen 

và cây không chuyển gen.  

5) Nghiên cứu biến nạp và biểu hiện gen A F3 5 H ở cây Ô đầu. 

Nghiên cứu về ảnh hƣởng của các yếu tố đến hiệu quả chuyển gen cây Ô đầu 

thông qua biến nạp gen chỉ thị uidA vào cây Ô đầu. Biến nạp di truyền gen A F3 5 H 

vào chồi Ô đầu thông qua A. tumefaciens và tạo cây Ô đầu chuyển gen. Phân tích 

biểu hiện gen A F3 5 H ở cây Ô đầu chuyển gen thông qua phân tích PCR, RT-PCR, 

Western blot và ELISA. Đánh giá sự tích lũy hàm lƣợng flavonoid trong cây chuyển 

gen. 

4. Những đóng góp mới của luận án 

Luận án là công trình nghiên cứu có hệ thống, từ định danh các mẫu Ô đầu thu 

thập ở Hà Giang đến thiết lập hệ thống tái sinh in vitro phục vụ chuyển gen đến cảm 

ứng tạo rễ tơ và nhân nuôi t ng sinh khối rễ tơ ở loài Ô đầu. Từ tách dòng phân tử 

gen A F3 5 H từ cây Ô đầu và thiết kế vector biểu hiện gen ở thực vật đến nghiên 

cứu biến nạp di truyền và phân tích biểu hiện gen A F3 5 H ở cây chuyển gen. 

Những đóng góp mới cho khoa học của luận án thể hiện cụ thể là: 

1) Các mẫu Ô đầu thu tại huyện Quản Bạ và Hoàng Su Phì, tỉnh Hà Giang, Việt Nam 

thuộc cùng loài A. carmichaelii, chi Aconitum, họ Hoàng Liên (Ranunculaceae) đƣợc 

định danh bằng sự kết hợp giữa phƣơng pháp hình thái so sánh và mã vạch DNA. 

2) Xác định đƣợc điều kiện thích hợp cho nuôi cấy in vitro và tạo đƣợc các dòng rễ 

tơ từ rễ cây Ô đầu in vitro làm vật liệu phục vụ chọn dòng rễ tơ chuyển gen.  

3) Lần đầu tiên trên thế giới gen A F3 5 H từ cây Ô đầu đƣợc biến nạp và biểu hiện 

thành công trên cây thuốc lá và cây Ô đầu. Sự biểu hiện mạnh của gen A F3 5 H đã 

làm t ng hàm lƣợng flavonoid trong cây chuyển gen.  

Kết quả nghiên cứu của luận án là báo cáo đầu tiên trên thế giới và ở Việt Nam 

về phân tích biểu hiện gen A F3 5 H của cây Ô đầu. 
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5. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài luận án 

Cách tiếp cận cải thiện hàm lƣợng flavonoid bằng kỹ thuật chuyển gen mã 

hóa enzyme chìa khóa A F3 5 H trong quá trình tổng hợp flavonoid và tạo dòng 

rễ tơ in vitro ở cây Ô đầu có ý nghĩa về khoa học và thực tiễn.  

Về mặt khoa học 

Kết quả phân tích biểu hiện gen trên cây Thuốc lá và cây Ô đầu là cơ sở cho 

các nghiên cứu t ng cƣờng biểu hiện gen A F3 5 H ở các loài dƣợc liệu khác trong 

mục đích làm t ng sự tích lũy flavonoid trong các bộ phận của thực vật. Gen 

A F3 5 H  từ cây Ô đầu đƣợc nghiên cứu trong công trình này có thể đƣợc coi là một 

ứng cử viên để t ng cƣờng tích lũy flavonoid trong thực vật bằng công nghệ gen. 

Kết quả nghiên cứu nuôi cấy in vitro và cảm ứng tạo rễ tơ là cơ sở ứng dụng 

công nghệ này vào việc nâng cao hàm lƣợng và hiệu quả thu nhận các hợp chất có 

hoạt tính sinh học ở cây Ô đầu và một số loại cây dƣợc liệu khác. 

Về mặt thực tiễn 

Các dòng rễ tơ và dòng cây Ô đầu chuyển gen làm vật liệu cho chọn giống Ô 

đầu có hàm lƣợng flavonoid cao. Kết quả của nghiên cứu đã mở ra triển vọng ứng 

dụng kỹ thuật tạo dòng rễ tơ và kỹ thuật biểu hiện gen vào việc nâng cao hàm lƣợng 

các hợp chất có hoạt tính sinh học trong cây dƣợc liệu. 

Các bài báo đ ng tải trên các tạp chí khoa học quốc tế và quốc gia cùng với các 

trình tự gen công bố trên Ngân hàng Gen là những tƣ liệu có giá trị tham khảo trong 

nghiên cứu và giảng dạy sinh học, công nghệ sinh học. 
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Chƣơng 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 

1.1. CÂY Ô ĐẦU  

1.1.1. Đặc điểm sinh học của cây Ô đầu 

Ô đầu có tên khoa học là Aconitum carmichaelii Debx., thuộc chi Aconitum 

L., họ Hoàng liên (Ranunculaceae) đƣợc xếp vào danh sách thuốc độc bảng A, 

nhƣng cũng là một vị thuốc quý đứng thứ 4 trong "tứ đại danh dƣợc" (sâm, nhung, 

quế, phụ) sau khi đƣợc bào chế cẩn thận. Phần rễ củ của Ô đầu còn đƣợc gọi củ ấu 

tàu hay ấu tẩu. Cây thƣờng mọc hoang ở các vùng núi cao [3], [8], [12].  

Chi Aconitum thuộc họ Ranunculaceae, bao gồm khoảng 400 loài phân bố ở 

các vùng ôn đới của bán cầu bắc, với một nửa trong số chúng phân bố ở Trung Quốc 

[123]. Các loài thuộc chi Aconitum có thân thảo, sống một n m hoặc nhiều n m. Lá 

của các loài thuộc chi Aconitum có màu xanh đậm và không có lá kèm, hình bàn tay 

chia thùy hoặc thùy sâu với 5-7 phần. Mỗi phần lại chia thành 3 thùy với hình r ng 

cƣa. Lá sắp xếp xoắn ốc, lá ở dƣới có cuống dài. Hoa mọc thẳng đứng, có thể có các 

màu: xanh đậm, tím, trắng, vàng, hồng với nhiều nhị hoa. Hoa đƣợc phân biệt bởi có 

một trong n m đài hoa, hoa có hình mũ. Hoa có 2-10 cánh hoa. Hai cánh hoa trên to 

và đặt dƣới các đài thân dài. Hoa có túi rỗng ở đỉnh chứa mật hoa. Những cánh hoa 

khác nhỏ hoặc không hình thành, có 3-5 lá noãn đƣợc hợp nhất một phần. Quả là một 

tổ hợp các nang, mỗi nang chứa nhiều hạt. Số loài thuộc chi Aconitum đã đƣợc ghi 

nhận đến nay trên thế giới là 948 loài, tuy nhiên do có sự trùng lặp về cách đặt tên 

các loài tại các quốc gia, các vùng khác nhau nên thực chất chỉ có 331 loài đƣợc chấp 

nhận [72]. 

Cây Ô đầu ở Việt Nam có dạng thân thảo, sống nhiều n m, thân mọc thẳng, 

cao 0,6-1 m. Rễ củ hình nón, mọc thành chuỗi, có củ cái và các củ con. Dƣới thân 

cây, rễ cái phình thành củ giống nhƣ củ đậu, gọi là củ mẹ. Cạnh cổ rễ cái, mọc ra 

những củ con. Trên đầu củ con có một búp mang lá ngầm. Sau khi cây nở hoa, củ mẹ 

sẽ héo và tiêu dần. Củ mẹ thƣờng nhẹ, rỗng, ở giữa màu xám; củ con thì nặng, chắc 
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hơn và lõi màu vàng. Lá cây con hình tim, gần nhƣ tròn, tựa nhƣ lá ngải cứu, mép lá 

có r ng cƣa to, lá xẻ thành 3 thùy không đều, mép các thùy có r ng cƣa nhọn. Hoa 

không đều, lƣỡng tính, màu xanh hoặc màu xanh lơ thẫm, mọc thành chùm ở ngọn 

thân, có 5 đài, trong có 1 khum hình mũ. Quả có 5 đại mỏng nhƣ giấy, hạt có vảy 

trên mặt [11] (Hình 1.1).  

 

Hình 1.1. Hình ảnh cây Ô đầu (A. carmichaelii Debx.). A, B: Cây Ô đầu trồng tại 

vƣờn và trong chậu ở nhà lƣới; C, E: Mặt dƣới và mặt trên lá Ô đầu; G: Củ Ô đầu 

gồm củ mẹ và củ con; H: Hoa Ô đầu; K: Quả và hạt Ô đầu (Ản   o tá    ả   ụp tạ  

vườn t í n    m). 

Theo nghiên cứu của Vũ Đức Lợi và cs (2014), cây Ô đầu trồng tại Quản Bạ, 

Hà Giang có đặc điểm thân thảo, sống nhiều n m, cao khoảng 0,6-1 m hoặc cao hơn, 

phần thân trên mặt đất, lụi hàng n m. Rễ củ gồm củ mẹ ở giữa và các củ con mọc 

xung quanh, có hình con quay, hình nón thuôn, đƣờng kính 1-4 cm, dài 3-9 cm. Thân 

khí sinh mọc thẳng ít phân cành, phần thân non và ngọn có lông đơn bào cong. Lá 

đơn, mọc so le, phiến lá có dạng gần hình tim tròn hoặc xẻ 3 thùy sâu, hai thùy bên 

xẻ tiếp thành 5 thùy không đều nhau, mép khía r ng cƣa to, gân lá 5 hình chân vịt, 
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cuống lá, mặt trên có lông tơ. Cụm hoa dạng chùm đơn, mọc ở ngọn thân và kẽ lá, 

dài 10-30 cm gồm nhiều hoa màu xanh tím. Cuống hoa dài 2-6 cm, cuống hoa và 

cụm hoa có lông tơ dày cong, các lá bắc ở phần dƣới cụm hoa chia 3 thùy hình mác, 

2 lá bắc con nhỏ dài 4-8 mm, rộng 1-2,5 mm, 2 mặt có lông tơ. Hoa không đều lƣỡng 

tính, 5 lá đài mặt ngoài có lông tơ ngắn, lá đài trên hình mũ cao, hơi dẹt trùm lên 2 lá 

đài bên và 2 cánh hoa dài 2-3cm, rộng 1,8-2,5 cm. Hai lá đài bên hình trứng dài 1,7-

2,2 cm, rộng 1,8-2,6 cm. Hai lá đài dƣới thuôn dài 1,3-2 cm, rộng không đều nhau. 

Tràng hoa gồm 2 cánh hoa tiêu giảm, nhẵn, dài 1,8-2,1 cm nằm trong lá đài trên, hai 

bên cuộn vào thành hình trụ. Nhị nhiều (40-46) không có lông, dài 9-12 mm, chỉ nhị 

rộng có cánh ở dƣới, bao phấn 2 ô đính gốc hình cầu hoặc elip nứt dọc. Bầu trên dài 

5-12 mm, có lông nhỏ rải rác. Lá noãn 5, rời, mỗi lá noãn có nhiều noãn, đính bên. 

Vòi nhụy ngắn hơn bầu nhụy. Quả gồm 5 đại hình elip dài 1,5-2,5 cm, đƣờng kính 

0,5 cm, có mỏ ngắn, đài không tồn tại. Trong mỗi đại chứa 10-20 hạt dẹt, dài 4-5 

mm, rộng 2-3 mm, có cánh mỏng [12]. 

Ô đầu là cây dƣợc liệu có độc, tất cả các phần của cây đều chứa chất gây độc, 

nhiều nhất là ở củ. Củ Ô đầu rất độc, lƣợng độc trong củ có thể làm cho ngƣời tê 

cứng chân tay, tắc nghẽn mạch máu, đông máu và chết. Trong dƣợc thƣ Việt Nam, 

củ nhỏ đƣợc gọi là Phụ tử, còn củ lớn đƣợc gọi là Ô đầu. Phụ tử có độc tính kém hơn 

Ô đầu [8].  

Ô đầu là cây của vùng ôn đới ẩm, mọc trên cạn và chỉ có ở vùng núi cao. Cây 

trồng ở Việt Nam thích nghi cao với điều kiện khí hậu ẩm mát của vùng nhiệt đới núi 

cao, đƣợc quy hoạch trồng ở các vùng trồng dƣợc liệu nhƣ Lào Cai (Sa Pa), Lai Châu 

(Sìn Hồ), Hà Giang (Đồng V n, Quản Bạ) [19]. Diện tích trồng cây Ô đầu đang đƣợc 

phát triển góp phần đa dạng hóa loại cây dƣợc liệu và cây đặc sản ở vùng núi phía 

Bắc, dẫn đến nhiều triển vọng lớn cho ngành y học nói riêng và nền kinh tế nói 

chung. 

1.1.2. Thành phần dƣợc chất và giá trị dƣợc học ở cây Ô đầu 

Về mặt hóa học, các loài thuộc chi Aconitum chứa các hợp chất thuộc nhóm 

alkaloid, flavonoid, steroid và glycoside, trong đó thành phần có hoạt tính sinh học 
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chính là các alkaloid diterpenoid và flavonoid [123]. Những n m gần đây các nhà 

khoa học trên thế giới còn quan tâm tới nhóm chất flavonoid trong chi Aconitum. 

Nhiều flavonoid đã đƣợc phân lập và thử nghiệm hoạt tính sinh học [46], [61]. Các 

flavonoid này đƣợc chia thành 2 nhóm chính là: dẫn chất quercetin và dẫn chất 

kaempferol. Các flavonoid đã phân lập đƣợc từ chi Aconitum có đặc điểm chung là 

phần nhóm thế, thƣờng thế vào vị trí số 3 hoặc số 7, hoặc thế vào cả vị trí số 3 và số 

7 trong nhân quercetin hoặc kaempferol. Trong các phân tử đƣờng thế vào nhân 

quercetin hoặc kaempferol thƣờng gặp đó là rhamnose, glucose, galactose [50]. Vai 

trò chủ yếu của các dẫn chất flavonoid trong chi Aconitum là chống oxy hóa và loại 

bỏ các gốc tự do [38]. Hoạt động chống oxy hóa đƣợc nghiên cứu và chứng minh ở 

loài A. burnatii Gayer, A. variegatum L. [160], A. anthora L. [103], và A. napellus 

sp. Lusitanicum [71] … 

Cây Ô đầu trồng ở Sa Pa, Lào Cai có hàm lƣợng alkaloid toàn phần ở củ mẹ 

0,36-0,8%, củ con 0,78-1,17%. Trong thành phần alkaloid có aconitin và 

hypaconitin. Aconitin dễ bị thủy phân thành acetic acid và benzoylaconin. Độ độc 

benzoylaconin chỉ bằng 1/400-1/500 aconitin. Thủy phân tiếp benzoylaconin cho 

một phân tử acetic acid và aconin, độ độc của aconin bằng 1/10 benzoylaconin. 

Trong các bộ phận của cây nhƣ: Thân cây, củ, lá, hoa, quả và hạt đều có các hợp chất 

alkaloid, axit hữu cơ, đƣờng tự do, amino acid. Các chất nhƣ karacolin, neolin, 

benzoylmesaconitin (nhóm alkaloid), benzoic acid, ß-sitosterol đƣợc phân lập từ Phụ 

tử và hàm lƣợng alkaloid tổng số là 0,91-1,1 % [4]. 

Cây Ô đầu trồng ở Quản Bạ, Hà Giang có thành phần chính là alkaloid có 

trong củ, thân, hoa, lá, hạt; flavonoid có chủ yếu trong lá; polysaccharid có chủ yếu 

trong củ. Ngoài 3 thành phần hóa học chính này, cây Ô đầu trồng ở tỉnh Hà Giang 

còn có axit béo, amino acid, đƣờng tự do, sterol, carotenoid. Hàm lƣợng alkaloid 

toàn phần trong Phụ tử là 0,93%, trong Ô đầu là 0,70%. Nhƣ vậy hàm lƣợng alkaloid 

toàn phần trong Ô đầu thấp hơn Phụ tử. Điều này có thể do alkaloid trong Ô đầu một 

phần chuyển sang Phụ tử, một phần bị chuyển hóa thành hợp chất khác hoặc một 

phần tự phân hủy [12]. Hàm lƣợng flavonoid toàn phần trong lá tính theo quercetin 
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bằng phƣơng pháp đo quang là 1,60% và 16 hợp chất có trong cây gồm: 5 alkaloid, 4 

flavonoid, 2 sitosterol và 5 chất nhóm axit béo, este. Trong đó, từ Phụ tử và Ô đầu 

đều phân lập đƣợc 10 hợp chất, gồm 4 hợp chất lần đầu tiên phân lập từ chi 

Aconitum là: axit 9-chlorooctadecanoic, axit 3-chloroicosanoic, axit 8-

chlorohexadecanoic, 3-hydroxypropane-1,2-diyl dihenicosanoat; hợp chất lần đầu 

phân lập từ loài A. carmichaelii là: delcosin; 5 hợp chất khác là fuzilin, karacolin, 

benzoylmesaconitin, hokbusin A, daucosterol. Từ lá phân lập đƣợc 7 hợp chất, gồm 

2 chất mới là: 5,7,3-trimethoxyquercetin 3-O-β-D-fructofuranosid và (Z)-3 

hydroxypentan-2-yl-10-aminooctacos-9-enoat, 3 hợp chất lần đầu tiên phân lập từ 

chi Aconitum là 7,4′-O-dimethylluteolin 5-O-[α-L-arabinofuranosyl-(1→6)-β-D-

glucopyranosid], quercetin 3-O-α-L-rhamnopyranosid, quercetin 3-O-β-D-

galactopyranosid và stigmast-4-ene-3,6-dion, daucosterol [11]. 

Về giá trị dƣợc học, Ô đầu có tác dụng giảm đau [87], t ng cƣờng miễn dịch, 

chống oxy hóa, chống t ng sinh tế bào, chống ung thƣ [54], [172], tác dụng trên tim 

mạch [87], [70], chống viêm [87], [122], [147] chống tiêu chảy [165]. Thành phần 

chính có hiệu quả của cây Aconitum là alkaloid diterpenoid. Đƣợc chia thành C18 -, 

C19 -, C20- và bis-diterpenoid alkaloids. Đây là một trong những hợp chất tự nhiên, có 

triển vọng nhất trong điều trị ung thƣ. Các alkaloid diterpenoid đƣợc phân lập từ các 

loài thuộc chi Aconitum đã cho thấy tính chất chống ung thƣ hiệu quả trong các dòng 

tế bào ung thƣ khác nhau. Những đặc tính này bao gồm ức chế sự phát triển của tế 

bào, gây ra apoptosis, can thiệp vào chu kỳ tế bào và thay đổi tình trạng kháng đa 

kháng sinh [172]. N m hợp chất bao gồm oxonitine, deoxyaconitine, hypaconitine, 

mesaconitine và crassicauline A đƣợc tìm thấy trong A. carmichaelii cho thấy các 

hoạt động gây độc tế bào rõ ràng chống lại các bệnh ung thƣ khác nhau nhƣ ung thƣ 

bạch cầu, ung thƣ vú và ung thƣ gan [54]. 

Tổng cộng, 76 loài Aconitum đã đƣợc sử dụng làm thuốc thảo dƣợc ở các 

nƣớc nhƣ Ấn Độ, Việt Nam, Hàn Quốc, Nhật Bản và Trung Quốc [174]. A. 

carmichaelii là một trong những dƣợc liệu truyền thống đƣợc liệt kê chính thức trong 

Dƣợc điển Trung Quốc và đƣợc sử dụng nhiều trong các vị thuốc chữa bệnh của 
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Trung Quốc nhƣ điều trị bệnh thấp khớp, đau thần kinh và các bệnh về tim trong 

hàng ngàn n m [70]. Trong y học cổ truyền Trung Quốc, rễ thứ cấp của A. 

carmichaelii là một loại thảo dƣợc quan trọng đƣợc sử dụng để bào chế thuốc tim, 

thuốc giảm đau, chống viêm và thuốc lợi tiểu để điều trị cảm lạnh, tiêu chảy, suy tim 

và phù [165]. Trong điều trị viêm khớp, thuốc bào chế từ A. carmichaelii có tác dụng 

ng n ngừa thoái hóa khớp, giảm mật độ xƣơng và điểm Mankin, thúc đẩy sự t ng sinh tế 

bào sụn và ức chế mono-iodoacetate tổn thƣơng tế bào sụn [147]. Dịch chiết từ rễ của A. 

carmichaelii đƣợc sử dụng để điều trị một số bệnh nhƣ sốt, thấp khớp, đau khớp, viêm 

dạ dày, viêm ruột, tiêu chảy, hen phế quản và phù [122]. Trong đông y, Ô đầu đƣợc 

dùng để chữa các chứng phong tê, chân tay nhức mỏi, tê bại... [8], [17]. 

1.1.3. Nghiên cứu định danh cây Ô đầu  

Cây Ô đầu là loại cây thảo dƣợc mọc tự nhiên phân bố rải rác khắp vùng ôn 

đới Bắc bán cầu, Ấn Độ, Trung Quốc, Nhật Bản, Hàn Quốc… Ở Việt Nam, cây Ô 

đầu có nguồn gốc nhập từ nƣớc ngoài từ 2 nguồn; thứ nhất, Ô đầu do ngành Y tế 

chính thức nhập giống từ Trung Quốc, đƣợc trồng đầu tiên ở Sa Pa, Lào Cai từ đầu 

những n m 70 của thế kỷ trƣớc, sau đó đƣợc trồng ở Bắc Hà, Lào Cai và Sìn Hồ,  Lai 

Châu; và nguồn thứ hai, Ô đầu do cộng đồng ngƣời Hoa ở huyện Quản Bạ và Đồng 

V n, Hà Giang tự động nhập từ bên kia biên giới về trồng ở vƣờn nhà và nƣơng rẫy. 

Có tài liệu cho rằng, cây Ô đầu Việt Nam mọc hoang ở Nghĩa Lộ (Yên Bái), Hà 

Giang, Lào Cai, Lai Châu, Cao Bằng [2], [3], [4]. Cây Ô đầu trồng ở Việt Nam, đƣợc 

ghi nhận bởi hai tên là: A. fortunei Hemsl và A. carmichaelii Debx.. Theo nghiên cứu 

của Bùi Hồng Cƣờng thì tên khoa học cây Ô đầu trồng ở Sa Pa, Lào Cai là 

A.carmichaelii Debx. [4]. Trƣớc đây, để nhận diện các loài trong chi Aconitum chủ 

yếu dựa vào phƣơng pháp hình thái so sánh [90]. Phƣơng pháp phân loại này dựa vào 

sự khác biệt về hình thái của các cơ quan trên cơ thể thực vật để nhận diện các loài 

trong cùng chi. Từ giữa những n m 1990, với sự phát triển mạnh mẽ của sinh học 

phân tử, phân loại học phân tử là phƣơng pháp mới đang đƣợc ứng dụng rộng rãi và 

hiệu quả trong lĩnh vực phân loại học. Phƣơng pháp phân loại học phân tử sử dụng 

trong định danh loài dựa trên các dữ liệu thông tin về hệ gen nhân hoặc hệ gen lục 
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lạp, hay các sản phẩm của chúng, cho mức độ chính xác cao và đặc biệt hữu dụng 

với các loài có quan hệ gần gũi mà những quan sát hình thái, sinh trƣởng và phát 

triển chƣa đủ cơ sở để định danh hoặc phân biệt loài [57]. 

Một chỉ thị DNA lý tƣởng để định danh loài cần thỏa mãn những yêu cầu sau: 

(1) Đoạn DNA chỉ thị phải đủ độ biến thiên để phân biệt giữa các loài nhƣng cũng 

phải không khác nhau quá mức giữa cá thể cùng loài; (2) Hệ thống định danh bằng 

DNA phải đƣợc chuẩn hóa, với cùng một vùng DNA có thể đƣợc sử dụng cho các 

nhóm phân loại khác nhau; (3) Đoạn DNA chỉ thị cần chứa đủ thông tin loài để có 

thể dễ dàng định danh loài vào các nhóm phân loại; (4) Có khả n ng áp dụng với 

mẫu vật thô, với vị trí nhân gen có độ bảo thủ cao, dễ dàng thực hiện phản ứng 

khuếch đại và đọc trình tự DNA; (5) Đoạn DNA chỉ thị cần có chiều dài vừa phải 

(400-800 bp) có thể đƣợc khuếch đại từ DNA khuôn là các DNA bị đứt gãy [164]. 

Mã vạch DNA đƣợc đặc trƣng bằng cách sử dụng một hoặc một vài đoạn DNA để 

phân biệt các loài khác nhau [12]. Một số mã vạch DNA đã đƣợc nghiên cứu và ứng 

dụng trong việc nhận dạng cây dƣợc liệu nhƣ ITS, matK, rpoC1, rpoB... ITS là trình 

tự không mã hóa nằm ở hai bên của trình tự mã hóa ribosome 5,8 S bao gồm có 

ITS1, ITS2. Để đánh giá phát sinh loài và phân loại lại chi Aconitum Lycoctonum (họ 

Ranunculaceae), Hong và cs (2017) đã sử dụng nhiều vùng gen trong hệ gen nhân 

(ITS và ETS) và hệ gen lục lạp (ndh F- trn L, psb A- trn H, psb D- trn T, và trn T- trn 

L) [65]. Sharma và cs (2002) đã sử dụng trình tự vùng ITS để đánh giá đa dạng di 

truyền trong các giống lúa mạch và giữa các giống lúa mạch với loài lúa mạch hoang 

dại [132]. Rowena và cs (2012) đã phân biệt đƣợc các loài trong cùng một chi và 

96% các giống trong cùng loài từ 78 loài khác nhau nhờ việc sử dụng mã vạch ITS 

[131]. Chen và cs (2010) đã so sánh hiệu quả sử dụng 7 mã vạch DNA (psbA-trnH, 

matK, rbcL, rpoC1, ycf5, ITS2 và ITS) để nhận diện một số loài cây dƣợc liệu, kết 

quả cho thấy, vùng ITS2 có thể sử dụng nhƣ một mã vạch DNA chuẩn với tỷ lệ thành 

công là 92,7% [127]. Trong số các gen lục lạp, matK là một trong những gen tiến hoá 

nhanh nhất, có mặt ở hầu hết các loài thực vật, có kích thƣớc khoảng 1550 bp và mã 

hóa cho maturase liên quan đến quá trình loại bỏ các intron sau phiên mã, đƣợc sử 
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dụng nhƣ một chỉ thị trong nghiên cứu mối quan hệ giữa các loài và phát sinh loài ở 

thực vật. Đã có rất nhiều công trình nghiên cứu sử dụng gen matK để định danh một 

số loài nhƣ Cỏ biển [163], Bạch tật lê (Tribulus terrestris), Aerva javanica, 

Haplophyllum robustum, Tribulus pentandrus, Tamarix aucherana... [120]. Gen 

rpoB, rpoC1 mã hóa hai trong 4 tiểu đơn vị của RNA polymerase lục lạp. Gen rpoB 

đƣợc sử dụng nhiều trong nghiên cứu phát sinh loài và xác định các loài vi khuẩn, 

đặc biệt nghiên cứu các chủng có quan hệ gần gũi. Khi nghiên cứu họ 

Dipterocarpaceae, Tsumura và cs (1996) đã nhận thấy gen rpoB thích hợp sử dụng 

trong nghiên cứu phát sinh loài. Cùng với gen 16S rRNA, rpoB đƣợc sử dụng trong 

nhiều nghiên cứu để xác định loài vi khuẩn mới, do vậy gen này đƣợc đề xuất là chỉ 

thị DNA barcode độc lập hoặc kết hợp với một số gen khác [173]. Madesis và cs 

(2012) khi nghiên cứu phân loại 25 giống cây họ Đậu ở Địa Trung Hải bằng việc sử 

dụng gen rpoC1 và một số gen khác đã có nhận xét rằng, khi sử dụng kết quả phân 

tích gen rpoC1 có khả n ng xác định đƣợc 72% trong tổng số giống cây họ Đậu 

nghiên cứu [113].  

Cho đến nay, trên thế giới chƣa có công trình nghiên cứu sử dụng mã vạch 

DNA để định danh mẫu Ô đầu. Theo báo cáo của Gao và cs (2016), hệ gen lục lạp 

hoàn chỉnh của cây Ô đầu (A. carmichaelii) có kích thƣớc 154.776 bp, trong đó có 

gen matK, rpoC1 và rpoB2. Phân tích phát sinh loài với toàn bộ trình tự nucleotide 

của bộ gen lục lạp Aconitum chỉ ra rằng A. carmichaelii có mối quan hệ di truyền gần 

gũi hơn với A. kusnezoffii [55]. Kết quả này làm cơ sở thiết lập mã vạch DNA để 

định danh mẫu Ô đầu. Ở Việt Nam, Vũ Đức Lợi và cs (2014) đã tiến hành phân lập 

đoạn ITS1-5,8S-ITS2 của cây Ô đầu Hà Giang, sau khi giải trình tự thu đƣợc vùng 

gen ITS gồm ITS1-5,8S-ITS2 gồm 640 bp đƣợc đƣa vào để so sánh với trình tự công 

bố, kết quả cho thấy trình tự gen thu đƣợc tƣơng đồng với trình tự loài A. 

carmichaelii Debx. đã công bố với số nucleotide tƣơng đồng là 606/609 (tƣơng ứng 

tỷ lệ tƣơng đồng 99%) [12]. Tuy nhiên, hiện chƣa có công trình nghiên cứu về ứng 

dụng mã vạch DNA (matK, rpoC1, rpoB2) để định danh các mẫu Ô đầu. Chính vì 
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vậy, chúng tôi kết hợp cả phƣơng pháp hình thái so sánh và phƣơng pháp phân loại 

học phân tử để nhận diện mẫu Ô đầu thu thập tại một số huyện của Hà Giang. 

1.2. NUÔI CẤY IN VITRO VÀ CẢM ỨNG TẠO RỄ TƠ Ở CÂY DƢỢC LIỆU  

1.2.1. Hệ thống tái sinh đa chồi ở cây dƣợc liệu  

Nhân giống in vitro là kỹ thuật tạo ra các cây hoàn chỉnh thông qua nuôi cấy 

tế bào và mô thực vật sử dụng môi trƣờng nuôi cấy dinh dƣỡng và kiểm soát các điều 

kiện vô trùng đối với sự phát triển của tế bào thực vật, mô và cơ quan [47]. Việc bắt 

đầu các nghiên cứu in vitro về tế bào thực vật và nuôi cấy mô bắt nguồn từ n m 

1902, khi Gottlieb Haberland đƣa ra giả thuyết ―tính toàn n ng của tế bào‖ rằng mỗi 

tế bào chứa một hệ gen bao gồm toàn bộ thông tin di truyền cần thiết để tạo ra một 

cây hoàn chỉnh. Các tế bào đã biệt hóa ở thực vật có thể quay trở lại chu kỳ tế bào, 

t ng sinh và tái tạo các mô và cơ quan, thậm chí trở thành một cây hoàn chỉnh. Một 

số báo cáo đã chứng minh tính toàn n ng của tế bào thực vật mà qua đó cây có thể 

đƣợc tái sinh, do đó nó đƣợc sử dụng rộng rãi trong một số nghiên cứu cơ bản nhƣ 

trong vi nhân giống, bảo tồn nguồn gen và hình thành cây biến đổi gen [36]. Các 

mẫu cấy đƣợc nuôi trên môi trƣờng dinh dƣỡng tối ƣu, trong điều kiện vô trùng bao 

gồm nƣớc, chất dinh dƣỡng đa lƣợng và vi lƣợng, một số nguồn carbon (thƣờng là 

carbohydrate ở dạng sucrose hoặc glucose), vitamin, chất điều hòa sinh trƣởng 

(auxin, cytokinin và gibberellin) và chất làm thay đổi trạng thái môi trƣờng (trong 

trƣờng hợp của môi trƣờng rắn) [44]. Kỹ thuật nuôi cấy in vitro hiện nay không thể 

thiếu để sản xuất cây không bệnh, nhân lên nhanh chóng các kiểu gen thực vật quý 

hiếm, biến đổi bộ gen thực vật và sản xuất các chất chuyển hóa có nguồn gốc thực 

vật có giá trị thƣơng mại quan trọng [47]. Ƣu điểm chính của vi nhân giống là nó 

đảm bảo cung cấp nhanh chóng và liên tục để sản xuất hàng loạt các cây khỏe mạnh, 

giống hệt nhau về mặt di truyền và sạch bệnh quanh n m; có thể kiểm soát hoặc thay 

đổi điều kiện môi trƣờng nuôi cấy cho phù hợp từng loại thực vật; nguồn mẫu vật 

nuôi cấy có quanh n m; có thể thu nhận đƣợc các chất chuyển hóa thứ cấp… [44].  

Một số yếu tố có thể ảnh hƣởng đến sự nhân chồi nhƣ lựa chọn mẫu cấy, loại 

môi trƣờng, nồng độ các chất điều hòa sinh trƣởng thực vật và nguồn n ng lƣợng 
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carbon duy trì khả n ng thẩm thấu. Kiểu mẫu và tuổi của mẫu cấy, các thành phần và 

loại môi trƣờng ảnh hƣởng đến hiệu quả tái sinh chồi của thực vật, và điều quan 

trọng là phải tối ƣu hóa loại môi trƣờng và nồng độ thích hợp để thiết lập quy trình 

tái sinh thành công. Một số nghiên cứu cho thấy rằng, môi trƣờng MS (Murashige và 

Skoog) đƣợc sử dụng tốt nhất cho mục đích tái sinh chồi in vitro và nuôi cấy mô. 

Các chất điều hòa sinh trƣởng thực vật đóng vai trò quan trọng trong quá trình biệt 

hóa, phân chia và kéo dài tế bào. Hiệu quả của quá trình tái sinh chồi cũng bị ảnh 

hƣởng bởi nguồn carbon. Sucrose đã đƣợc chứng minh là đóng vai trò quan trọng 

trong việc cải thiện sự phát triển của cây và tỷ lệ tái sinh chồi, trong khi glucose và 

maltose đóng một vai trò nhỏ trong việc tạo chồi [30]. 

Việc nuôi cấy in vitro có thể sử dụng các loại mẫu vật khác nhau nhƣng phổ 

biến và cho hiệu quả cao đó là nuôi cấy đỉnh sinh trƣởng. Yêu cầu quan trọng nhất 

trong nhân giống in vitro là khả n ng phân chia mạnh của mô phân sinh, do đó nuôi 

cấy đỉnh sinh trƣởng là kĩ thuật đƣợc ứng dụng nhiều nhất trong nông nghiệp [130]. 

Đoạn thân mang mắt chồi bên là loại mẫu vật đƣợc th m dò nhiều nhất trong nuôi 

cấy đỉnh sinh trƣởng, cho hiệu quả đa chồi cao ở phần lớn các loài thực vật trong đó 

có cây dƣợc liệu nhƣ Ba kích (Bacopa monnieri L.) [99], cây Cà dại quả đỏ 

(Solanum surattense Bum.) [100], cây Bần tràng (Hemidesmus indicus) [133]… Các 

nghiên cứu cho thấy môi trƣờng cho hiệu quả tái sinh đa chồi cao phù hợp với nhiều 

loài cây dƣợc liệu là MS cơ bản có bổ sung BAP với các nồng độ khác nhau [142]. 

Có những cây dƣợc liệu môi trƣờng nuôi cấy chỉ cần bổ sung nồng độ BAP thấp đã 

cho hiệu quả đa chồi cao. Ở cây Ba kích (B. monnieri  L.) nghiên cứu cảm ứng tạo đa 

chồi bằng đoạn thân mang mắt chồi bên cho thấy chồi phát sinh trên môi trƣờng 

không bổ sung chất kích thích sinh trƣởng hoặc bổ sung với nồng độ thấp BAP 1,0 

mg/l [99]. Ở cây Cà dại quả đỏ (S. surattense Bum.), môi trƣờng tái sinh đa chồi hiệu 

quả nhất là môi trƣờng MS cơ bản có bổ sung nồng độ BAP 0,5mg/l đã cho số chồi 

trung bình đạt đƣợc là 58,2 chồi/mẫu [100]. Tƣơng tự, cây Lƣu ly Ấn Độ 

(Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng.) cũng cho hiệu quả tái sinh đa chồi tốt 

trong môi trƣờng MS bổ sung nồng độ BAP 0,4 mg/l [29]. Cảm ứng tạo đa chồi từ 

đoạn thân mang mắt chồi bên trong môi trƣờng MS có bổ sung nồng độ BAP 1,5mg/l 
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ở cây Thuốc hen (Tylophora asthmatica), BAP 1,0 mg/l ở cây Đuôi chồn màu 

(Uraria picta) [157], BAP 2 mg/l ở cây Vả (Ficus carica) [94] đã cho tỉ lệ tạo chồi 

cao. Nghiên cứu khả n ng cảm ứng tạo đa chồi của cây Điều nhuộm (Bixa orellana 

L.) trên môi trƣờng MS có bổ sung các chất điều hòa sinh trƣởng lần lƣợt là BAP, 

zeatin, isopentenyl adenine (2-iP), kinetin, hoặc thidiazuron (TDZ) cho thấy hiệu quả 

đa chồi tốt nhất ở môi trƣờng MS bổ sung BAP 1,0 mg/l, với các chất còn lại hiệu 

quả không cao [26]. Tuy nhiên, ở một số cây dƣợc liệu hiệu khác, cảm ứng đa chồi 

từ đoạn thân mang mắt chồi bên cho hiệu quả khi môi trƣờng nuôi cấy bổ sung các 

chất điều hòa sinh trƣởng ở nồng độ cao nhƣ ở cây Râu mèo (Orthosiphon stamineus 

Benth.) bổ sung BAP 6,7 mg/l [88]; cây Ngƣ mộc (Crataeva magna Lour.) bổ sung 

BAP 8,8 mg/l [22]; cây Điền thanh hoa vàng (Sesbania drummondii) bổ sung BAP 

22,2 mg/l [33]. Việc kết hợp BAP với một số chất kích thích sinh trƣởng khác cũng 

cho hiệu quả tái sinh đa chồi cao. Ở cây Bần tràng (Hemidesmus indicus) đoạn thân 

mang mắt chồi bên có khả n ng tạo nhiều chồi nhất (9,37 chồi/mẫu trong 4 tuần) trên 

môi trƣờng ½ MS bổ sung BAP 2,22 mg/l + NAA 1,07 mg/l [133]. Loài Cỏ ngọt 

(Stevia rebaudiana Bert.) có hiệu quả đa chồi tốt nhất (5,16 chồi/mẫu) trên môi 

trƣờng MS bổ sung BAP 1,0 mg/l + kinetin 1,0 mg/l [59]. Hiệu quả tái sinh đa chồi 

từ đoạn thân mang mắt chồi bên còn phụ thuộc vào môi trƣờng cơ bản nhƣ ở cây 

Bạch tật lê (Tribulus terrestris Linn.) môi trƣờng WPM có bổ sung BAP 4 mg/l cho 

hiệu quả đa chồi tốt nhất 7 chồi/mẫu cấy sau 4 tuần nuôi cấy [158]; phụ thuộc vào 

kích thƣớc của đoạn thân nhƣ ở cây Điều nhuộm (Bixa oreliana L.) với kích thƣớc 

đoạn thân là 0,5 cm cho số lƣợng đa chồi lớn nhất trên môi trƣờng B5 có bổ sung 

isopentenyl adenine 4,9 mg/l [129]; hay phụ thuộc vào nồng độ sắt trong môi trƣờng 

nuôi cấy nhƣ ở cây Lá móng (Lawsonia inermis) [27]… 

 Bên cạnh đoạn thân mang mắt chồi bên thì sử dụng mẫu vật là lá mầm cũng 

cho hiệu quả tái sinh đa chồi ở cây dƣợc liệu hai lá mầm. Cây Cà tím (Solanum 

melongena L.) là một loại cây trồng quan trọng về mặt kinh tế trên toàn thế giới, 

đƣợc nghiên cứu kỹ lƣỡng về các đặc tính dƣợc liệu, giá trị dinh dƣỡng. Nghiên cứu 

cảm ứng tạo chồi từ mẫu cấy lá mầm của cà tím cho thấy cả BAP và kinetin đều có 

thể tạo ra mô sẹo từ mẫu cấy lá mầm. Trên môi trƣờng cơ bản MS bổ sung Kinetin 



17 

 

2,0 mg/l tạo chồi thành công với 1,50 chồi/mẫu, còn BAP thích hợp cho cảm ứng mô 

sẹo [52]. Nghiên cứu hệ thống tái sinh đa chồi in vitro ở cây Giáng hƣơng 

(Pterocarpus marsupium Roxb.) sử dụng mẫu cấy là lá mầm cấy trên môi trƣờng MS 

bổ sung BAP 5mg/l + IAA 0,25 mg/l cho hiệu quả đa chồi đạt 4,16 chồi/mẫu sau 5-6 

tuần nuôi cấy [98]. Tƣơng tự, hệ thống tái sinh đa chồi ở cây Bầu nâu (Aegle 

marmelos L.) đã đƣợc xây dựng khi sử dụng mẫu cấy là lá mầm cấy trên môi trƣờng 

MS bổ sung BAP (0-8,8 mg/l), kinetin (0-9,4 mg/l) và IAA (0-1,14 mg/l). Sau 7 tuần 

nuôi cấy, kết quả cho thấy số chồi cao nhất đạt đƣợc là 48,75 chồi/mẫu trên môi 

trƣờng MS bổ sung BAP 6,6 mg/l + IAA 1,14 mg/l [114]. Sự tái sinh in vitro từ mẫu 

cấy một lá mầm của cây Vừng (Sesamum indicum L.) ở các công thức khác nhau của 

môi trƣờng MS bổ sung BAP, thidiazuron và axit indole-3-acetic cho thấy hiệu suất 

tái sinh tối đa (25,93%) thu đƣợc trong môi trƣờng MS bổ sung BAP 33,33 mg/l + 

IAA 2,85 mg/l trong 6 tuần nuôi cấy [43]. Nghiên cứu tái sinh đa chồi ở cây Mù tạt 

(Salvadora persica) là một cây thuốc quan trọng ở vùng sa mạc với mẫu cấy là lá 

mầm sau 20 ngày gieo hạt, đƣợc cấy trên môi trƣờng MS cơ bản có bổ sung chất 

kích thích sinh trƣởng thuộc nhóm auxin (NAA, IAA và 2,4-D) và cytokinins (BAP 

và kinetin). Kết quả đạt đƣợc số chồi lớn nhất là 17,5 chồi/mẫu trên môi trƣờng MS 

có bổ sung BAP 2,0 mg/l kết hợp với IAA 0,5 mg/l [128].  

 Việc sử dụng mẫu vật là đoạn thân mang mắt chồi bên và lá mầm mang lại 

hiệu quả đa chồi cao ở rất nhiều các loài cây dƣợc liệu, tuy nhiên trong một số 

trƣờng hợp, hiệu quả đa chồi lại đạt đƣợc từ mẫu lá. Nghiên cứu hệ thống tái sinh đa 

chồi từ mẫu vật là đoạn thân mang mắt chồi bên và mẫu lá ở cây Tầm bóp (Physalis 

peruviana L.) cấy trên môi trƣờng MS bổ sung chất kích thích sinh trƣởng BAP, GA3 

và 2,4-D. Kết quả cho thấy với mẫu vật là đoạn thân mang mắt chồi bên cho số chồi 

tối đa là 15,4 chồi/mẫu ở môi trƣờng bổ sung BAP 2,0 mg/l + GA3 1,0 mg/l + 2,4-D 

1,0 mg/l; còn với mẫu vật là lá thì cho số chồi tối đa là 15,3 chồi/mẫu ở môi trƣờng 

bổ sung BAP 3,0 mg/l + GA3 1,0 mg/l + 2,4-D 1,0 mg/l [80]. Tái sinh cây trực tiếp 

từ các mẫu lá đƣợc phân loại trong ống nghiệm của cây thuốc Hypericum spectabile 

thuộc họ Bứa cho thấy rằng sự hình thành chồi cao nhất bằng cách sử dụng cấy lá, 

thu đƣợc trên môi trƣờng MS chứa BAP 1 mg/l và kinetine 1 mg/l [48]. Nghiên cứu 
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tạo chồi ở cây Chanh dây (Passiflora edulis) sử dụng đĩa lá từ nguyên liệu lá non 

tƣơi cho thấy tần số cảm ứng chồi cao nhất (14,85%) đạt đƣợc trên môi trƣờng MS 

có bổ sung BAP 8,9 mg/l [151]. Ở cây Cà hôi (Solanum pubescens) từ mẫu lá cấy 

trên môi trƣờng MS bổ sung chất kích thích sinh trƣởng BAP, NAA, GA3. Số chồi 

lớn nhất đạt đƣợc là 3,5 chồi/mẫu ở nồng độ BAP 3,0 mg/l + GA3 1,0 mg/l [154]. 

 Đối với chi Aconitum, kết quả nghiên cứu về nuôi cấy in vitro trong báo cáo 

của Rawat và cs (2013) cho thấy hệ thống tái sinh in vitro có khả n ng tái sinh ở loài 

Aconitum violaceum đƣợc phát triển từ các đoạn thân. Cảm ứng đa chồi đạt đƣợc trên 

môi trƣờng MS ban đầu đƣợc bổ sung BAP 0,5 mg/l và NAA 0,1 mg/l với tỷ lệ tái 

sinh thành công khoảng 85,43% [76]. Singh và cs (2020) đã đƣa ra báo cáo đầu tiên 

về nhân giống in vitro từ đoạn rễ của loài Aconitum ferox, một loại cây thuốc có 

nguy cơ tuyệt chủng trên dãy Himalaya. Các đoạn chóp rễ A. ferox đƣợc sử dụng để 

tạo mô sẹo, và sau đó các chồi phát triển từ mô sẹo đƣợc chuyển sang môi trƣờng 

MS có bổ sung BAP [96].  

Nhƣ vậy, trong ba loại mẫu vật đã tổng kết để tạo đa chồi ở cây dƣợc liệu, thì 

đoạn thân mang mắt chồi bên và lá mầm là loại mẫu vật đƣợc sử dụng nhiều, mang 

lại hiệu quả đa chồi cao, còn mẫu lá thì ít đƣợc sử dụng hơn vì hiệu quả đa chồi 

không cao. Môi trƣờng đƣợc sử dụng phổ biến để tạo đa chồi đó là môi trƣờng MS 

cơ bản có bổ sung các loại chất kích thích sinh trƣởng, chủ yếu là BAP ở các nồng độ 

khác nhau, có thể kết hợp với các chất kích thích sinh trƣởng khác nhƣ IBA, NAA, 

2,4-D… Hiện nay, đã có một số tác giả tiếp cận nghiên cứu để xây dựng hệ thống tái 

sinh của một số loài thuộc chi Aconitum. Tuy nhiên, trên thế giới cũng nhƣ ở Việt 

Nam chƣa thấy nghiên cứu nào công bố về hệ thống tái sinh phục vụ chuyển gen ở 

cây Ô đầu (Aconitum carmichaelii Debx.). 

1.2.2. Nghiên cứu nuôi cấy rễ tơ ở cây dƣợc liệu  

1.2.2.1. Cảm ứng tạo rễ tơ thông qua vi khuẩn Rhizobium rhizogenes  

Vi khuẩn Rhizobium rhizogenes (trƣớc đây gọi là Agrobacterium rhizogenes) 

là họ hàng của vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens và có thể đƣợc sử dụng để tạo ra 
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rễ có tên là ―rễ tơ‖ khi mẩu lá hoặc đoạn thân cây bị thƣơng và nhiễm khuẩn. Một 

gen mục tiêu có thể đƣợc chuyển và kết hợp vào hệ gen của cây chủ bằng cách lây 

nhiễm vi khuẩn R. rhizogenes có chứa một plasmid Ri biến đổi, dẫn đến tạo ra các rễ 

có lông tơ chuyển gen. Dựa trên cơ chế này, một ứng dụng công nghệ sinh học có giá 

trị đã đƣợc khai thác, đƣợc gọi là nuôi cấy rễ tơ [105]. Trong những n m gần đây, hệ 

thống nuôi cấy rễ tơ qua xử lý bằng R. rhizogenes đã đƣợc chọn làm phƣơng pháp 

thay thế khả thi để sản xuất hợp chất dƣợc phẩm từ cây thuốc. Nuôi cấy rễ tơ mang 

lại cơ hội sản xuất ổn định nhiều loại chất chuyển hóa thứ cấp của thực vật so với 

nuôi cấy tế bào/mô sẹo thực vật chƣa biệt hóa. Rễ tơ cũng mang lại những lợi thế 

nhƣ tốc độ t ng trƣởng nhanh hơn không phụ thuộc vào hormone, ổn định di truyền 

và sinh hóa, khả n ng sinh tổng hợp hiệu quả so với rễ cây bản địa, bảo quản lâu dài 

và sản xuất sinh khối lớn [34].  

Rễ tơ (hairy root) là tên gọi dùng để chỉ các rễ nhỏ đƣợc sản sinh ra mạnh mẽ 

tại vị trí bị nhiễm bởi vi khuẩn R. rhizogenes qua các vết thƣơng. Rễ tơ do R. 

rhizogenes đƣợc đánh giá là phù hợp để sản xuất các chất chuyển hóa thứ cấp ở thực 

vật. Với sự biến nạp gen của R. rhizogenes vào tế bào, rễ tơ có khả n ng tổng hợp ra 

nhiều loại hợp chất tự nhiên với hiệu suất cao mà các tế bào không phân hóa và các 

rễ bất định không chuyển gen không tổng hợp đƣợc hay tổng hợp với hàm lƣợng 

không đáng kể [9]. Khi các vi khuẩn R. rhizogenes nhiễm vào vết thƣơng của thực 

vật thì chúng sẽ chuyển gen của chúng vào các tế bào thực vật tại vị trí đó. Các gen 

đƣợc chuyển từ R. rhizogenes vào trong hệ gen của tế bào thực vật đƣợc gọi tên là T-

DNA. Vùng T-DNA này nằm trong một plasmid lớn của R. rhizogenes và plasmid 

này đƣợc đặt tên là Ri-plasmid [39]. Vi khuẩn bị thu hút về mặt hóa học đối với thực 

vật bằng cách nhận ra các phân tử phenolic, đặc biệt là acetosyringone, đƣợc giải 

phóng bởi các mô cây bị thƣơng. Khi R. rhizogenes tiếp xúc với vị trí vết thƣơng, nó 

chuyển và tích hợp một đoạn plasmid gây cảm ứng rễ (Ri-plasmid) của nó mang gen 

locus rễ (rolA, rolB và rolC) vào hệ gen thực vật, dẫn đến sự phát triển của rễ nhiều 

nhánh, nhiều lông tại vị trí nhiễm bệnh [35]. Ri-plasmid bao gồm các vùng nhƣ vùng 

gây độc (gọi tắt là vùng vir), vùng chuyển gen (T-DNA), vùng ori, vùng phiên mã... 

Chỉ có đoạn T-DNA của plasmid mới đƣợc chuyển vào hệ gen của thực vật thông 
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qua sự hỗ trợ bởi các đoạn gen trong vùng vir của Ri-plasmid. Trong Ri-plasmid 

vùng vir chiếm khoảng 35 kb và mã hóa sáu locus phiên mã (vir A, B, C, D, E, G), có 

tác dụng kích thích cho sự cắt đoạn T-DNA (tại vùng bờ trái và bờ phải) để gắn vào 

genom thực vật trong quá trình chuyển gen [155]. T-DNA chứa hai vùng trình tự độc 

lập, lần lƣợt là vùng biên trái TL-DNA và vùng biên phải TR-DNA. TL-DNA và 

TR-DNA thƣờng đƣợc chuyển độc lập và tích hợp ổn định vào bộ gen của cây chủ 

[56]. Vùng TR-DNA đóng vai trò cho quá trình khởi tạo rễ vì nó mang gen mã hóa 

các enzyme kiểm soát sinh tổng hợp auxin (aux1 và aux2), ngoài ra TR-DNA cũng 

mang gen mã hóa tổng hợp opine. Vùng TL-DNA mang các gen rol chịu trách nhiệm 

về các kiểu hình rễ tơ, bao gồm 18 khung đọc (ORFs), trong đó có 4 locus 10, 11, 12 

và 15 tƣơng ứng mã hóa cho các gen rolA, rolB, rolC và rolD [153]. Sự biểu hiện 

của các gen rol dẫn đến sự hình thành rễ ở thực vật bị tổn thƣơng, tuy nhiên mỗi gen 

có sự khác nhau về mức độ biểu hiện của nó và gen rolB có khả n ng gây cảm ứng 

kiểu hình rễ tơ mạnh nhất. Trong một nghiên cứu về sự mất chức n ng, ngƣời ta đã 

phát hiện ra rằng việc bất hoạt gen rolB không tạo đƣợc kiểu hình rễ tơ. Ngoài 

ra, gen rolB có liên quan đến các con đƣờng ức chế gen sau phiên mã thông qua sự 

biểu hiện quá mức của microRNA. Gen rolB của R. rhizogenes có liên quan đến việc 

kích hoạt các yếu tố phiên mã của hầu hết các chất chuyển hóa chuyên biệt trong 

nuôi cấy rễ tơ cũng nhƣ vào sự biểu hiện của các protein loại chaperone [56]. 

1.2.2.2. Tình hình nghiên cứu nuôi cấy rễ tơ ở cây dược liệu  

 Cây dƣợc liệu tạo ra một nhóm đa dạng các hợp chất thực vật nhƣ 

anthraquinon, alkaloid, anthocyanins, flavonoid, saponin và terpen đƣợc sử dụng 

trong ngành dƣợc phẩm, nƣớc hoa, mỹ phẩm, thuốc nhuộm và hƣơng liệu. Công 

nghệ sinh học có một vai trò quan trọng trong việc sản xuất các chất chuyển hóa thứ 

cấp có giá trị cao. Bằng cách kết hợp các phƣơng pháp công nghệ sinh học, có thể 

quản lý các con đƣờng sinh tổng hợp của thực vật để t ng cƣờng sản xuất hợp chất 

thứ cấp trong thực vật đang đƣợc quan tâm trong ngành dƣợc phẩm. Nuôi cấy huyền 

phù tế bào thực vật, chồi, rễ bất định và rễ lông đƣợc coi là các phƣơng pháp thay thế 

để sản xuất hợp chất có hoạt tính sinh học quan trọng. Các phƣơng pháp này có thể 

kiểm soát đƣợc, bền vững và khắc phục một số bất tiện cho sản xuất chất chuyển hóa 
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thứ cấp quy mô lớn. Hiện nay, nghiên cứu về nuôi cấy rễ tơ cảm ứng nhờ vi khuẩn R. 

rhizogenes để sản xuất hợp chất có hoạt tính sinh học có giá trị đã đƣợc quan tâm rất 

nhiều [125]. Rễ tơ phát triển nhanh hơn nhiều so với nuôi cấy tế bào thực vật và 

không cần bổ sung hormon sinh trƣởng vào môi trƣờng nuôi cấy. Rễ tơ có khả n ng 

sinh tổng hợp chất chuyển hóa thứ cấp cao hơn nhiều lần so với cây mẹ, có sự phân 

nhánh bên và ổn định về mặt di truyền [9].  

 Các chủng vi khuẩn đƣợc sử dụng và mật độ của vi khuẩn cũng có ảnh hƣởng 

tới quá trình lây nhiễm. Chủng vi khuẩn hoang dại R. rhizogenes chứa Ri-plasmid 

thuộc loại agropine thƣờng đƣợc sử dụng tạo rễ tơ ở cây dƣợc liệu đó là A4, 15834, 

1855, LBA 9402 [24]. Thực nghiệm đã chứng minh rằng hiệu quả chuyển gen của 

chủng R. rhizogenes A8196 cao hơn R. rhizogenes NCPPB 1855 [67]. 

Việc lựa chọn cẩn thận loại và chất lƣợng của các nguyên liệu thực vật đƣợc 

sử dụng để biến nạp là rất quan trọng, quyết định đến hiệu suất chuyển gen. Các 

nguyên liệu thực vật thƣờng đƣợc sử dụng để lây nhiễm vi khuẩn Agrobacterium và 

thiết lập hệ thống biến nạp là phôi trƣởng thành, phôi chƣa trƣởng thành hoặc mô sẹo 

từ mẫu cấy của lá, rễ, lá mầm, đoạn thân và các mô khác. Các tế bào thực vật của các 

cơ quan này có xu hƣớng phân chia mạnh mẽ hoặc sắp phân chia và có thể tái sinh dễ 

dàng. Các protein liên quan đến bộ máy tái tạo và sửa chữa DNA đƣợc thể hiện rất rõ 

trong các tế bào đang phân chia tích cực này và đóng vai trò quan trọng trong việc 

thiết lập các phƣơng pháp biến nạp thành công. Trong nghiên cứu tạo rễ tơ cây B ng, 

Hwang và cs (2019) đã cho thấy 92% cây B ng chuyển gen 3 ngày tuổi có biểu hiện 

gen chuyển ở trong mô rễ và lá mầm sau khi bị nhiễm R. rhizogenes [67]. 

Thời gian lây nhiễm thay đổi đáng kể tùy theo sự lựa chọn của mẫu cấy và 

loài thực vật. Do đó, việc xác định thời gian lây nhiễm tối ƣu có thể rất quan trọng để 

nâng cao hiệu quả chuyển đổi của cây trồng cụ thể đó [34]. Một yếu tố quan trọng 

khác có thể góp phần vào sự thành công của thử nghiệm biến nạp tạm thời và ổn định 

là nồng độ vi khuẩn nuôi cấy. Nồng độ vi khuẩn quá cao có thể gây ra quá nhiều tổn 

thƣơng mô thực vật và chết tế bào do nhiễm vi khuẩn và nồng độ quá thấp có thể 

không tạo ra đủ T-DNA và protein Vir để biến nạp hiệu quả [67]. Konieczny và cs 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hwang%20HH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30617933
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(2011) báo cáo rằng mật độ nuôi cấy R. rhizogenes tối ƣu để biến nạp ở cây B ng là 

OD600 = 2 (khoảng 2 × 10
9
 cfu/ml) và nồng độ vi khuẩn cao hơn sẽ làm giảm đáng kể 

hiệu suất biến nạp [119]. 

Acetosyringone, một hợp chất phenol đơn vòng, đóng một vai trò quan trọng 

trong việc kích hoạt gen vir và chuyển T-DNA, nó cần thiết cho hoạt động sinh học 

và duy trì biểu hiện gen vir trong tế bào chủ [34]. Hiệu suất biến nạp ở cà rốt của hai 

chủng R. rhizogenes MTCC 2364 và R. rhizogenes MTCC 532 phụ thuộc nhiều vào 

nồng độ acetosyringone. Việc bổ sung acetosyringone 100 µM vào môi trƣờng đồng 

nuôi cấy đã nâng cao tỷ lệ cảm ứng rễ tơ và t ng số lƣợng của rễ/rễ bên đối với cả 

hai chủng khi so sánh với đối chứng [167]. Ở B. Aristata, môi trƣờng đồng nuôi cấy 

có chứa acetosyringone 100 μM đƣợc phát hiện là có hiệu quả nhất đối với việc cảm 

ứng rễ lông từ mẫu lá bị nhiễm R. rhizogenes MTCC 532 [85].  

Ở trên thế giới, đã có rất nhiều công trình nghiên cứu tạo rễ tơ và nhân nuôi 

sinh khối rễ tơ để t ng cƣờng sản xuất các chất chuyển hóa thứ cấp tự nhiên có trong 

rễ. Cây hạnh phúc (Camptotheca acuminata) và một số loài khác thuộc họ 

Apocynaceae, Olacaceae và Rubiaceae đƣợc biết đến là cây trị ung thƣ do trong cây 

có chứa hợp chất camptothecin (CPT) là một hợp chất điều trị ung thƣ và kháng 

virus. Nghiên cứu sản xuất CPT bằng việc nuôi cấy huyền phù tế bào đã đƣợc tiến 

hành, tuy nhiên sản lƣợng thu đƣợc thấp. Lorence và cs (2004) đã tiến hành nuôi cấy 

rễ tơ của cây trị ung thƣ từ lá mầm, lá thật đƣợc lây nhiễm bởi chủng vi khuẩn R. 

rhizogenes ATCC 15834 và R-1000. Kết quả hình thành các rễ tơ có hàm lƣợng CPT 

và 10-hydroxycamptothecin (HCPT) tƣơng đối cao lần lƣợt là 1,0 và 0,15 mg/g trọng 

lƣợng khô đối với CPT và HCPT [23]. Le Flem-Bonhomme và cs (2004) đã nghiên 

cứu t ng hàm lƣợng alkaloid tổng số ở cây Thuốc phiện (Papaver somniferum L.) 

bằng phƣơng pháp cảm ứng tạo rễ tơ. Hai chủng R. rhizogenes (15834, LBA 9402) 

và một chủng A. tumefaciens [GV 3101 (PMP90RK, p35SGUS-2)] cùng với 4 môi 

trƣờng nuôi cấy đã đƣợc thử nghiệm và so sánh với khả n ng cảm ứng tạo rễ tơ từ 

đoạn trụ dƣới lá mầm của cây Thuốc phiện. Sau n m tuần lây nhiễm với R. 

rhizogenes LBA 9402 cho kết quả rễ tơ xuất hiện trên 80% mẫu cấy và có 6 dòng rễ 

tơ đƣợc chuyển gen thành công. Khi phân tích hiệu quả sản xuất alkaloid của một 
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trong 6 dòng rễ tơ cho thấy hàm lƣợng alkaloid tổng số trong dòng rễ tơ chuyển gen 

(0,46%) cao hơn trong rễ không chuyển gen (0,32%). Rễ chuyển gen tích lũy codeine 

(0,18%) nhiều gấp ba lần so với rễ không chuyển gen (0,05%) [156]. Sara Sharifi và 

cs (2014) đã nghiên cứu biến nạp tạo rễ tơ cho cây Bạch tật lê (Tribulus 

terrestris L.), một loại cây thuốc quan trọng, sử dụng các chủng vi khuẩn R. 

rhizogenes AR15834 và GMI9534 với mục đích sản xuất β-carboline. Rễ tơ đƣợc 

hình thành trực tiếp từ các mép cắt của mẫu lá 10–14 ngày sau khi cấy vi khuẩn R. 

rhizogenes với tần số biến nạp cao nhất là 49%, đạt đƣợc khi sử dụng vi khuẩn R. 

rhizogenes AR15834 trên môi trƣờng MS không có hormone sau 28 ngày cấy. Rễ 

biến đổi có đặc điểm sinh trƣởng nhanh và phân nhánh bên cao so với rễ không biến 

đổi. Khi phân tích hàm lƣợng alkaloid β-carboline đạt đƣợc là 1,7 μg/g trọng lƣợng 

khô của các mẫu cấy rễ tơ chuyển gen vào cuối 50 ngày nuôi cấy [137]. Shirin 

Yousefian và cs (2020) tiến hành nghiên cứu cảm ứng rễ tơ ở mẫu lá và thân của cây 

Bạc hà (Mentha spicata L.) thông qua 5 chủng vi khuẩn R. rhizogenes (A13, R318, 

A4, GMI 9534 và ATCC15834) để sản xuất acid phenolic. Việc biến nạp bằng 

phƣơng pháp tiêm trực tiếp các chủng đƣợc kiểm tra vào mẫu cấy đều có hiệu 

quả. Tất cả các phần khác nhau của thân cây đều cảm ứng với R. rhizogenes. Trong 

số các chủng khác nhau, chủng R. rhizogenes  A13 thể hiện hiệu quả lây nhiễm cao 

nhất (gần 75% số mẫu cấy). Rễ tơ bị nhiễm R. rhizogenes  A13 và R318 có sản 

lƣợng sinh khối cao nhất (gần 60 mg/bình), còn rễ tơ nhiễm R. rhizogenes  GMI 

9534 tạo ra hàm lƣợng axit phenolic cao nhất. Sự gia t ng đáng kể sự phát triển của 

rễ và sự tích tụ axit phenolic đạt đƣợc sau khi xử lý IBA 0,3 mg/l và MeJA 100 µM 

tƣơng ứng [177]. Để sản xuất gypenosides nhƣ một giải pháp thay thế saponin nhân 

sâm Chang và cs (2005) đã nghiên cứu cảm ứng tạo rễ tơ ở cây Giảo cổ lam 

(Gynostemma pentaphyllum Thunb.). Sử dụng mẫu lá non để lây nhiễm với R. 

rhizogenes ATCC 15834 có bổ sung thêm acetosyringone 20 µM. Rễ tơ xuất hiện ở 

các mẫu cấy sau khi lây nhiễm 2 tuần. Sinh khối rễ tơ khô phát triển trong môi 

trƣờng MS trong 49 ngày là 7,3 g/l với hàm lƣợng gypenoside là 38 mg/g khối lƣợng 

khô [79]. Ngoài ra còn rất nhiều các công trình nghiên cứu tạo sinh khối rễ tơ để cải 

thiện hàm lƣợng các chất chuyển hóa thứ cấp tự nhiên có trong các cây dƣợc liệu nhƣ 

sản xuất hợp chất verbascoside trong rễ tơ ở cây Lõi thọ (Gmelina arborea Roxb.), 
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t ng hàm lƣợng glycyrhizin tổng số trong rễ tơ của cây Cam thảo (Glycyrrhiza 

glabra), t ng hàm lƣợng plumbagine trong rễ tơ cây Plumbago rosea, t ng hàm 

lƣợng saponin trong rễ tơ của Rau đắng biển (Bacopa monnieri), t ng hàm lƣợng 

anthraquinones tổng số trong rễ tơ cây Hà thủ ô đỏ (Polygonum multiflorum Thunb.) 

và t ng hàm lƣợng polyphenols tổng số trong rễ tơ cây Mƣớp đắng (Momordica 

charantia) [9]. 

Ở Việt Nam, đã có một số công trình đạt đƣợc nhiều thành tựu trong nghiên 

cứu cảm ứng tạo rễ tơ để thu sinh khối và chất chuyển hóa thứ cấp ở các loài dƣợc 

liệu [9]. Phí Thị Cẩm Miện và cs (2020) đã nghiên cứu cảm ứng t ng sinh khối rễ tơ 

thành công cây Xáo tam phân (Paramignya trimera) là một loài dƣợc liệu quý ở Việt 

Nam, chứa hàm lƣợng hoạt chất sinh học chống ung thƣ cao nhƣ coumarin, otruthin, 

saponin nhờ vi khuẩn R. rhizogenes K599. Vật liệu thích hợp nhất lây nhiễm cảm 

ứng tạo rễ tơ là rễ cây con in vivo với mật độ vi khuẩn tƣơng ứng với giá trị mật độ 

quang OD600 = 0,6 trong thời gian lây nhiễm là 30 phút. Các dòng rễ tơ có khả n ng 

t ng trƣởng nhanh, ổn định và hiệu quả hình thành rễ tơ cao nhất khi nuôi cấy trong 

môi trƣờng WPM/2 không bổ sung chất điều tiết sinh trƣởng ở điều kiện tối trong 6 

ngày và đã đƣợc kiểm chứng nhờ kỹ thuật PCR với cặp mồi nhân gen rolC [13]. Vũ 

Thị Nhƣ Trang và cs (2017) đã nghiên cứu nuôi cấy mô tạo dòng rễ tơ t ng sinh khối 

nhằm mục đích t ng cƣờng hàm lƣợng flavonoid trong cây Thổ nhân sâm (Talinum 

paniculatum Gaertn.) thông qua lây nhiễm R. rhizogenes. Trong 3 loại vật liệu lây 

nhiễm với R. rhizogenes (lá mầm, đoạn thân mang mắt chồi bên, mô lá) thì mô lá là 

vật liệu thích hợp cho tạo rễ tơ với các điều kiện: mật độ vi khuẩn tƣơng ứng với giá 

trị OD600 = 0,6; nồng độ AS 100 μmol/l; thời gian nhiễm khuẩn 10 phút; thời gian 

đồng nuôi cấy 2 ngày; nồng độ cefotaxime 500 mg/l. Sự t ng trƣởng rễ tơ đạt hiệu 

quả cao trong môi trƣờng MS ở trạng thái lỏng, không bổ sung chất điều hòa sinh 

trƣởng, nuôi trong điều kiện lắc [20]. Trà Đông Phƣơng và cs (2016) đã nghiên cứu 

cảm ứng tạo rễ tơ cây Cát cánh (Platycodon grandiflorum Jacq.) nhằm tạo nguồn 

nguyên liệu ban đầu ổn định, có khả n ng t ng sinh nhanh (trong môi trƣờng không 

có hormone) và sản xuất nhiều hợp chất thứ cấp thông qua lây nhiễm bốn chủng R. 

rhizogenes. Kết quả nghiên cứu cho thấy hai chủng R. rhizogenes ATCC 15834 và 
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C34 có khả n ng cảm ứng tạo rễ tơ cát cánh. Hai gen rolB và rolC chịu trách nhiệm 

cảm ứng tạo rễ tơ khi đƣợc kiểm tra đã sát nhập thành công vào bộ gen rễ tơ Cát 

cánh. Lá Cát cánh là nguyên liệu đƣợc cảm ứng tốt nhất với 100 % số mẫu có khả 

n ng tạo rễ tơ. Quy trình đƣợc tối ƣu hóa thời gian ngâm mẫu và thời gian đồng nuôi 

cấy với kết quả tốt nhất tƣơng ứng là 10 và 15 phút (10 phút cho chủng R. rhizogenes 

ATCC 15834 và 15 phút cho chủng R. rhizogenes C34) và 72 giờ [16]. Ninh Thị 

Thảo và cs (2015) đã tiến hành nghiên cứu cảm ứng tạo dòng rễ tơ cây Đan sâm 

(Salvia miltiorrhiza Bunge) nhằm mục đích t ng sinh khối rễ tơ nhờ vi khuẩn R. 

rhizogenes ATCC 15834. Kết quả kiểm tra sự có mặt của gen rolA bằng phƣơng 

pháp PCR khẳng định 4 dòng rễ tơ đã đƣợc cảm ứng thành công. Các dòng rễ tơ có 

khả n ng t ng trƣởng nhanh và ổn định khi nuôi cấy trong môi trƣờng không bổ sung 

chất điều tiết sinh trƣởng và khối lƣợng rễ tơ t ng so với khối lƣợng rễ ban đầu đạt 

cao nhất (7,67 lần) sau 4 tuần khi nuôi cấy rễ tơ trên môi trƣờng B5 đặc [18]. Phan 

Trung Hải và cs (2016) cũng đã tiến hành nghiên cứu cảm ứng và nuôi cấy rễ tơ cây 

Hoa móng tay (Impatiens balsamina L.) là một loài cây đƣợc trồng phổ biến ở Việt 

Nam và đang đƣợc sử dụng nhiều trong các bài thuốc dân gian cổ truyền từ mƣời 

bốn chủng R. rhizogenes. Kết quả đã chọn lọc đƣợc ba chủng vi khuẩn (C02, C18 và 

C26) cho tỷ lệ cảm ứng hình thành rễ tơ cao trên cây Hoa Móng tay và khảo sát đƣợc 

một số yếu tố ảnh hƣởng lên khả n ng tạo rễ tơ từ các chủng chọn lọc. Trong đó mô 

lá là vật liệu thích hợp để cảm ứng tạo rễ tơ trên cây Hoa Móng tay khi xâm nhiễm 

với mật độ khuẩn tƣơng ứng với giá trị OD600 = 1,0 với thời gian gây nhiễm là 5 - 15 

phút và thời gian đồng nuôi cấy là 72 giờ. Qua kết quả kiểm tra gen rolB bằng 

phƣơng pháp PCR, các dòng rễ đều mang gen chuyển. Môi trƣờng B5 là môi trƣờng 

thích hợp cho sự t ng sinh khối rễ tơ. Dòng rễ tơ đƣợc cảm ứng từ chủng R. 

rhizogenes  C02 cho khả n ng sinh trƣởng nhanh nhất [6]. Phạm Bích Ngọc và cs 

(2012) cũng đã nghiên cứu thành công khả n ng tạo rễ tơ của cây Bá bệnh thông qua 

vi khuẩn R. rhizogenes. Kết quả đã thu đƣợc các dòng rễ tơ cây Bá bệnh phát triển 

nhanh và phân nhánh nhiều [14]. Ngoài ra, Nguyễn Nhƣ Nhứt và cs (2016) đã tiến 

hành nghiên cứu thành công quy trình cảm ứng và nuôi cấy rễ tơ cây Dừa cạn 

(Catharanthus roseus) [15], Hà Thị Loan và cs (2014) cũng đã tiến hành nghiên cứu 
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thành công quy trình cảm ứng và nuôi cấy rễ tơ cây Sâm ngọc linh (Panax 

vietnamensis) [10]. 

Tóm lại, các loại cây dƣợc liệu là một kho báu của các loại thuốc với các hợp 

chất thứ cấp tiềm n ng và trong những n m gần đây con ngƣời đã nhận thức ngày 

càng rõ ràng hơn về tầm quan trọng của cây dƣợc liệu. Chính vì vậy có rất nhiều các 

công trình nghiên cứu đã xác định đƣợc điều kiện tối ƣu về chủng vi khuẩn, mật độ 

vi khuẩn, loại mẫu cấy, nồng độ AS, thành phần môi trƣờng và các yếu tố tác động 

nhƣ tác nhân vật lí hay hóa học…phù hợp với từng loài dƣợc liệu để tạo dòng rễ tơ, 

nhân nuôi sinh khối rễ tơ để thu nhận các hợp chất có giá trị dƣợc học. Sự thành công 

trong nuôi cấy sinh khối rễ tơ và t ng cƣờng sản xuất các hợp chất thứ cấp, sản xuất 

các protein tái tổ hợp từ rễ tơ của cây dƣợc liệu sẽ đóng góp nhiều cho công tác ch m 

sóc và bảo vệ sức khỏe cộng đồng.  

1.3. FLAVONOID VÀ NGHIÊN CỨU BIỂU HIỆN GEN FLAVONOID 3’5’ 

HYDROXYLASE 

1.3.1. Đặc điểm về cấu trúc hóa học và vai trò của flavonoid 

1.3.1.1. Cấu trúc hóa học của flavonoid 

 Flavonoid là một trong những hợp chất phong phú và đa dạng nhất trong thiên 

nhiên. Những tiến bộ trong nghiên cứu flavonoid đã dẫn đến việc phát hiện ra nhiều 

flavonoid khác, mở đƣờng cho việc xác định đặc điểm cấu trúc và hoạt động sinh học 

của chúng. Hiện nay, có hơn 9000 hợp chất flavonoid đã đƣợc xác định từ các nguồn 

thực vật và có phần lớn ở các bộ phận của các loài thực vật bậc cao [28]. Flavonoid 

bao gồm một nhóm lớn các hợp chất polyphenol có cấu trúc benzo- γ -pyrone và có 

mặt ở tất cả các cơ quan, bộ phận của thực vật. Flavonoid là các chất phenol đã 

hydroxyl hóa, chúng đƣợc tổng hợp bằng con đƣờng phenylpropanoid. Bản chất hóa 

học của flavonoid phụ thuộc vào lớp cấu trúc của chúng, mức độ hydroxyl hóa, mức 

độ trùng hợp, các nhóm thế và liên kết khác [83]. 

 Flavonoid là các chất thuộc nhóm hợp chất phenolic đa vòng. Phần lớn các 

flavonoid có màu vàng, ngoài ra còn có những chất màu xanh, tím, đỏ hoặc không 

màu [115]. Các flavonoid có khối lƣợng phân tử thấp (500–4000 Da). Về cấu trúc 

hóa học, flavonoid có khung cơ bản, gồm 15 nguyên tử carbon theo kiểu C6-C3-C6 
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(2 vòng benzene A và B nối với nhau qua một mạch 3 carbon). Cấu trúc hóa học của 

flavonoid đƣợc đặc trƣng bởi sự hiện diện của một số nhóm hydroxyl phenolic 

(polyphenol) khác [104]. Các lớp flavonoid khác nhau khác nhau về mức độ oxy hóa 

và kiểu thay thế vòng C, trong khi các hợp chất riêng lẻ trong một lớp khác nhau ở 

kiểu thay thế vòng A và B [83]. 

Flavonoid có cấu trúc chung là một khung xƣơng diphenylpyranes bao gồm 

vòng phenyl-benzopyran liên kết với vòng aryl (vòng B) có thể ở các vị trí 2, 3 hoặc 

4 của vòng benzopyran (Hình 1.2A, B). Trong  đa  số  trƣờng  hợp  ở  một  đầu  

mạch  3  carbon  có  một  nhóm  chức carbonyl,  chúng  đƣợc  xem  là  dẫn  xuất  

1,3-diphenylpropan-1-one,  hợp  chất  này đƣợc gọi là dihydrochalcone đƣợc phân 

lập từ nấm Stinkhorn (Hình 1.2C); hoặc 3 carbon đóng vòng với vòng A và tạo nên 

dị vòng có oxi (vòng C), dị vòng C có thể là dihydropyran, γ-pyron, dihydro- γ-

pyron, pyrilium (Hình 1.2D). 

 

 

Hình 1.2. Sơ đồ cấu trúc hóa học của flavonoid. A: Cấu trúc chung của flavonoid; B: 

Khung cơ bản của flavonoid; C: Khung cơ bản của hợp chất chalcone; D: Các dạng 

của dị vòng C [83]. 

Flavonoid xuất hiện dƣới dạng aglycone, glycoside và các dẫn xuất methyl hóa. 

Cấu trúc flavonoid cơ bản là aglycone. Flavonoid đƣợc chia thành hai nhóm chính dựa 
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trên vị trí của nhóm thế benzenoid là 2-phenylchromans (flavonoid) và 3-

phenylchromans (isoflavonoid) [83]. Nhóm 2-phenylchromans bao gồm các phân lớp 

của flavanones, flavon, flavonols, flavan-3-ols, và anthocyanidins; trong khi 3-

phenylchromans bao gồm các phân lớp của isoflavon, isoflavans và pterocarpans [28].  

Họ flavone là một nhóm phụ của flavonoid đƣợc tổng hợp phụ thuộc vào việc 

glycosyl hóa C- hoặc O- và hydroxyl hóa vòng B. Các hợp chất này đƣợc đặc trƣng 

bởi một liên kết đôi giữa C-2 và C-3 và một C-2 trong vòng B. Flavone có các hoạt 

động chống oxy hóa do khả n ng loại bỏ các loại oxy phản ứng [75]. Flavonols bao 

gồm nhiều đơn vị cấu trúc phenol, ví dụ về nhóm này là quercetin, kaempferol, rutin 

và myricetin [178]. Flavanone có đặc điểm là thiếu liên kết đôi giữa C-2 và C-3 trong 

vòng C của khung flavonoid. Do đó, trong các hợp chất này, C-2 mang một nguyên 

tử hydro bên cạnh vòng phenol B, và C-3 có hai nguyên tử hydro [104]. Các flavanol 

hoặc catechin, còn đƣợc gọi là flavan-3-ols, là các hợp chất không glycosyl hóa có 

trong thực vật ở dạng đơn phân (catechin). Nhóm hydroxyl liên kết với vị trí 3 của 

vòng C, và không có liên kết đôi giữa vị trí 2 và 3. Một đặc điểm quan trọng khác là 

tính nucleophil cao của các vòng A của chúng đối với HO
-
 và RO

-
 [116]. Sắc tố 

anthocyanin là một phân nhóm của flavonoid có một nhóm 
-
OH ở vị trí 3 nhƣng cũng 

có một liên kết đôi giữa nguyên tử carbon 3 và 4 của vòng C, hiện diện chủ yếu trong 

không bào của tế bào thực vật. Nhóm này là flavonoid chính chịu trách nhiệm về 

màu sắc cyanic (đỏ, tím và xanh lam) trong rau, hoa và trái cây [31]. Dựa vào các 

nhóm OH của vòng B, có ba nhóm anthocyanin chính đƣợc tìm thấy trong thiên 

nhiên là pelargonidin, cyaniding và delphinidin. Methyl hóa cyaniding và delphinidin 

tạo ra thêm ba nhóm anthocyanin bổ sung nữa là peonidin, petudin và malvidin. Các 

isoflavone thƣờng đƣợc gọi là ß-glucoside và có vòng B ở vị trí 3. Các hợp chất này 

có hoạt tính chống oxy hóa mạnh. Genistein và daidzein là hai isoflavone chính của 

đậu tƣơng, có tác dụng chính là ức chế quá trình peroxy hóa lipid [179]. 

Flavonoid có mặt trong tất cả các bộ phận của các loài thực vật bậc cao, đặc 

biệt là hoa, tạo cho hoa những sắc màu rực rỡ để quyến rũ các loại côn trùng giúp 
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cho sự thụ phấn của cây. Trong cây, flavonoid giữ vai trò là chất bảo vệ, chống oxy 

hóa, bảo tồn axit ascorbic trong tế bào, ng n cản một số tác nhân gây hại cho cây, 

một số còn có tác dụng điều hòa sự sinh trƣởng của thực vật [5]. Hàm lƣợng 

flavonoid trong thực vật thay đổi tùy thuộc vào nhiều yếu tố nhƣ loài, cơ quan, giai 

đoạn phát triển và điều kiện môi trƣờng [28]. Ngoài ra, flavonoid cũng là một nhóm 

hoạt chất lớn trong cây dƣợc liệu, các vị thuốc nam, các đồ uống cổ truyền. Những 

n m gần đây, flavonoid là một trong những hợp chất đƣợc đặc biệt quan tâm bởi các 

kết quả nghiên cứu cho thấy flavonoid có tác dụng to lớn đối với sức khỏe con 

ngƣời, trong đó tác dụng nổi bật là khả n ng chống oxy hóa mạnh [5]. Theo Vũ Đức 

Lợi, flavonoid thuộc nhóm chất quercetin của các loài thuộc chi Aconitum gồm 19 

hợp chất và thuộc nhóm chất kaempferol có 13 hợp chất [12].  

1.3.1.2. Vai trò của flavonoid 

Vai trò của flavonoid đối với thực vật 

Flavonoid có chức n ng quan trọng trong việc bảo vệ thực vật, chúng có thể ức 

chế sự phát triển của các đối thủ cạnh tranh. Flavonoid cũng có thể hoạt động nhƣ 

các hợp chất báo hiệu cho vi khuẩn [42]. Trong thực vật, flavonoid hoạt động nhƣ 

chất chống oxy hóa để loại bỏ các gốc tự do và hỗ trợ t ng trƣởng và phát triển của 

cơ thể; một số flavonoid tham gia vào quá trình bảo vệ, chống lại các loài vi khuẩn 

gây bệnh [5].  

 Flavonoid từ lâu đã đƣợc báo cáo với nhiều chức n ng trong thực vật, nhƣ 

t ng khả n ng kháng stress oxy hóa. Quá trình sinh tổng hợp flavonoid trong thực vật 

hầu nhƣ chỉ đƣợc t ng cƣờng do stress oxy hóa [83]. Các nhóm hydroxyl phản ứng 

mạnh nhất (7-OH của flavon hoặc 3-OH của flavonoid) trong flavonoid thƣờng đƣợc 

glycosyl hóa. Glycosyl hóa làm t ng khả n ng hòa tan của flavonoid trong môi 

trƣờng nƣớc của tế bào, bảo vệ các nhóm hydroxyl phản ứng khỏi quá trình tự oxy 

hóa, và cho phép vận chuyển các flavonoid từ lƣới nội chất đến các ng n tế bào khác 

nhau và bài tiết của chúng vào màng sinh chất và thành tế bào [83]. Khi gặp áp lực 

ánh sáng cao, việc loại bỏ các ROS (reactive oxygen species) và tác dụng chống oxy 
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hóa của flavonoid giúp cây có thể thích nghi và tồn tại [181]. Flavonoid còn là các 

chất chống oxy hóa, loại bỏ các gốc tự do và các kim loại độc hại cho cây. Ở thực vật 

bậc cao, flavonoid và các dẫn xuất phenylpropanoid khác (nhƣ este sinapate) tích tụ 

với số lƣợng lớn trong không bào của tế bào biểu bì, làm giảm hiệu quả thành phần 

tia cực tím của ánh sáng mặt trời với những ảnh hƣởng tối thiểu đến vùng nhìn thấy 

của quang phổ [51]. Các flavonoid hoạt động nhƣ các phân tử tín hiệu trong sự cộng 

sinh giữa vi sinh vật và thực vật. Isoflavone là chất kích hoạt hoạt động của vi khuẩn 

cộng sinh t ng khả n ng cố định đạm ở các loài cây họ Đậu [62]. Các flavonoid, 

chẳng hạn nhƣ luteolin và chrysin đƣợc tiết ra từ cây họ Đậu, nhƣ một tín hiệu để vi 

khuẩn Rhizobium bắt đầu cộng sinh với rễ cậy họ đậu. Naringenin có thể kích thích 

sự xâm chiếm rễ lúa mì của Azorhizobium caulinodans [108]. Flavonoid cũng hoạt 

động nhƣ phytoalexin, hợp chất kháng khuẩn đƣợc tổng hợp tại vị trí nhiễm trùng để 

phản ứng lại sự tấn công của vi sinh vật. Ở Lúa và Cao lƣơng, chúng góp phần kháng 

lại nấm Magnaporthe grisea và Colletotrichum spp. [68]. Các flavonoid cũng rất 

quan trọng trong việc hình thành mối quan hệ cộng sinh giữa thực vật và nấm ở các 

mô vỏ của rễ. Sự sinh tổng hợp flavonoid t ng cao trong quá trình phát triển nấm rễ 

đƣợc tìm thấy ở Cỏ ba lá trắng (Trifolium repens), rễ Mƣớp và Medicago truncatula. 

Sự hình thành nấm rễ đã thay đổi thành phần flavonoid trong chất chiết xuất từ rễ 

bằng cách sửa đổi sự biểu hiện của các gen liên quan đến sinh tổng hợp 

phenylpropanoid. Các flavonoid nhƣ quercetin, quercetin galactoside và kaempferol, 

có tác động tích cực đến sự phát triển của sợi nấm và sự nảy mầm của bào tử nấm rễ. 

Rutin đƣợc tìm thấy trong cây Bạch đàn xanh (Eucalyptus globulus spp. Bicostata) 

có vai trò thúc đẩy sợi nấm Pisolithus sp. phát triển [108]. 

 Các sắc tố tạo màu cho hầu hết các loại hoa, quả và hạt là flavonoid. 

Flavonoid đƣợc tổng hợp trong tất cả các bộ phận của cây, vai trò tạo màu sắc, 

hƣơng thơm và mùi vị cho quả, hoa và hạt, khiến chúng trở thành chất hấp dẫn côn 

trùng, chim hoặc động vật có vú, giúp truyền phấn hoa hoặc phát tán hạt giống [108]. 

Anthocyanin là các phân tử tạo ra màu sắc cho hoa để thu hút côn trùng thụ phấn qua 

đó giữ vai trò trong sự sinh sản của cây. Trên thực tế, màu sắc của hoa cung cấp các 
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dấu hiệu thị giác dẫn dắt các loài thụ phấn đến những bông hoa chứa đầy mật hoa và 

thu hút các chất phát tán hạt vào quả chín [40]. Proanthocyanidine (PA), một loại 

polyme flavonoid đƣợc tạo ra từ sự ngƣng tụ của các đơn vị flavan-3-ol, đƣợc liên 

kết với lớp vỏ hạt màu nâu. Chúng hỗ trợ bảo vệ các mô thực vật, để duy trì trạng 

thái ngủ cũng nhƣ tuổi thọ của hạt trong quá trình bảo quản [92]. 

 Flavonoid đóng một vai trò quan trọng trong việc bảo vệ thực vật chống lại 

côn trùng  n thực vật và động vật  n cỏ. Mặc dù các hợp chất flavonoid có thể hoạt 

động nhƣ chất dẫn dụ hoặc chất kích thích  n/t ng trƣởng đối với một số loài côn 

trùng nhất định, nhƣng chúng có liên quan cao đối với cơ chế bảo vệ thực vật. Sự 

hiện diện của flavonoid trong thực vật có thể làm giảm giá trị dinh dƣỡng, giảm khả 

n ng tiêu hóa hoặc thậm chí hoạt động nhƣ chất độc đối với côn trùng. Một nghiên 

cứu về hỗn hợp flavonoid từ cây Cistus ladanifer thuộc họ Hoa hồng đá có chứa 

apigenin và 3,7-di-O-methylkaempferol đã đƣợc chứng minh rằng chúng có thể ảnh 

hƣởng đến ATPase phụ thuộc canxi trong lƣới cơ xƣơng và dẫn đến suy giảm khả 

n ng giãn cơ [140]. Một số flavonoid phản ứng với côn trùng, ví dụ, vitexin trong lá 

cây Mồng tơi (Basella alba) ức chế sự phát triển của ấu trùng Spodoptera litura 

[143] và schaftoside ức chế sự phát triển của rầy nâu bằng cách tƣơng tác với protein 

kinase 1 phụ thuộc cyclin nội sinh [60]. Một số loài côn trùng đã đƣợc chứng minh là 

nhạy cảm với các hợp chất flavonoid trong các thử nghiệm cho  n. Rutin và 

quercetin-3-glucoside có trong loài Pinus bankiana thuộc họ Thông kìm hãm sự phát 

triển và t ng tỷ lệ chết của côn trùng Bƣớm đêm (Lymantria dispar). Các nghiên cứu 

trên Đậu phộng cho thấy lƣợng glycoside quercetin và rutin có liên quan đến việc 

t ng tỷ lệ chết của sâu Vẽ bùa (Spodoptera litura) [102].  

 Flavonoid rất quan trọng trong việc chống lại vi khuẩn và nấm gây bệnh cho 

cây trồng. Tác dụng chống lại mầm bệnh của flavonoid phụ thuộc vào cấu trúc của 

chúng. Các hợp chất flavonoid đƣợc vận chuyển đến vị trí nhiễm bệnh và tạo ra phản 

ứng, đây là cơ chế bảo vệ sớm nhất mà cây nhiễm bệnh sử dụng và làm chết tế bào 

theo chƣơng trình. Flavonoid có thể góp phần thắt chặt các cấu trúc và mô thực vật 

bằng cách điều chỉnh hoạt động của auxin (IAA), có thể dẫn đến sự khác biệt của các 

mô, thúc đẩy sự hình thành mô sẹo và đóng hệ thống mạch để ng n ngừa sự lây 
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nhiễm mầm bệnh. Chúng cũng có thể tham gia trực tiếp vào việc ức chế các enzyme 

của mầm bệnh, đặc biệt là các enzyme tiêu hóa thành tế bào thực vật, bằng cách tạo 

ion hóa các kim loại cần thiết cho hoạt động của chúng [149]. Vòng B của flavonoid 

có thể xen kẽ hoặc hình thành liên kết hydro với sự xếp chồng của các gốc axit 

nucleic và tiếp tục dẫn đến sự ức chế tổng hợp DNA và RNA ở vi khuẩn và ảnh 

hƣởng đến hoạt động của DNA gyrase [166]. Các nghiên cứu trên Lúa mạch đột biến 

cho thấy proanthocyanidin hoặc thậm chí một lƣợng nhỏ dihydroquercetin có liên 

quan đến việc bảo vệ chống lại nấm Fusarium sp. Điều này có thể xuất phát từ một 

số cơ chế hoạt động, liên quan đến liên kết chéo của các enzyme vi sinh vật, ức chế 

cellulase của mầm bệnh, xylanase và pectinase, loại bỏ các ion kim loại liên quan 

đến hoạt động của enzyme hoặc thắt chặt thành tế bào, dẫn đến hình thành hàng rào 

vật lý chống lại sự tấn công của mầm bệnh [108]. Flavonoid cũng có thể điều chỉnh 

hoạt động của IAA-oxidase, với các tác dụng khác nhau tùy thuộc vào cấu trúc hóa 

học của chúng [108]. Flavonoid sunfat tham gia sự ức chế dòng chảy auxin do 

quercetin gây ra. Do đó, quercetin 3-sulphat sẽ kích thích sự vận chuyển auxin từ các 

mô đỉnh [145]. 

 Bên cạnh các chức n ng bảo vệ, flavonoid có thể làm t ng sự sẵn có của các 

nguyên tố dinh dƣỡng. Trong thời kỳ có ít dinh dƣỡng, flavonoid đƣợc giải phóng 

vào đất, nơi chúng có thể liên kết các kim loại cần thiết cho sự phát triển của cây. 

Isoflavonoid đƣợc bài tiết bởi rễ Cỏ linh l ng (Medicago sativa) làm t ng các cation 

sắt và anion phosphat. Genistein, quercetin và kaempferol khử Fe
3+

 thành Fe
2+

 từ các 

oxit sắt [41]. 

Vai trò của flavonoid đối với con người 

 Flavonoid là một loại chất chống oxy hóa có nhiều trong chế độ  n uống của 

con ngƣời và phổ biến trong thực vật. Các nghiên cứu về flavonoid từ chế độ  n 

uống đã thu hút sự quan tâm lớn vì các hoạt tính sinh học của chúng nhƣ hoạt tính 

chống oxy hóa, hoạt động ức chế enzyme, hoạt động chống khối u… Hầu hết các 

hoạt tính sinh học của chúng về cơ bản liên quan đến khả n ng chống oxy hóa. Sự 

khác biệt về cấu trúc của flavonoid ảnh hƣởng đáng kể đến sự hấp thụ, chuyển hóa 

và hoạt động trong cơ thể sống [144]. Vai trò của flavonoid đối với con ngƣời đƣợc 
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thể hiện ở hoạt động chống oxy hóa [42], bảo vệ gan [182], hoạt tính kháng khuẩn 

[148], chống viêm [107], chống ung thƣ [21] và kháng virus [180]. 

 Khi đƣa flavonoid vào trong cơ thể, chúng có khả n ng giải phóng các điện tử 

trên mạch vòng của nhân thơm (vòng B) và hệ thống nối đôi liên hợp, làm triệt tiêu 

các gốc tự do hoạt động đƣợc hình thành trong quá trình bệnh lý (viêm nhiễm, ung 

thƣ, lão hóa…) do đó không tham gia vào dây chuyền phản ứng oxy hóa tiếp theo. 

Kết quả là hạn chế quá trình bệnh lý (ung thƣ, rối loạn tim mạch, hô hấp, viêm khớp 

và lão hóa sớm) do cắt đứt dây chuyền phản ứng oxy hóa [21]. Silymarin là một 

flavonoid có ba thành phần cấu trúc silibinin, silydianine và silychristine đƣợc chiết 

xuất từ hạt và quả của cây Kế sữa (Silybum marianum). Silymarin đã đƣợc báo cáo là 

t ng cƣờng tổng hợp RNA ribosom và t ng sinh tế bào giúp tái tạo gan ở những phân 

gan bị tổn thƣơng. Silymarin làm t ng sinh các tế bào gan để đáp ứng với FB1 

(Fumonisin B1, một loại độc tố đƣợc tạo ra bởi nấm mốc Fusarium verticillioides) 

gây ra chết tế bào mà không điều chỉnh sự t ng sinh tế bào ở gan bình thƣờng. Các 

đặc tính dƣợc lý của silymarin liên quan đến tính thấm của màng tế bào, sự ức chế 

leukotrien, thu nhận oxy phản ứng, bất hoạt kinase protein, và sản xuất collagen [63]. 

Silymarin có ứng dụng lâm sàng trong điều trị xơ gan, tổn thƣơng do thiếu máu cục 

bộ và viêm gan nhiễm độc do các chất độc khác nhau gây ra [134]. Một số flavonoid 

bao gồm apigenin, galangin, flavone, flavonol glycoside, isoflavone, flavanone và 

chalcone đã đƣợc chứng minh có hoạt tính kháng khuẩn mạnh [148]. Chúng có khả 

n ng kháng nhiều loại vi khuẩn khác nhau nhƣ E. coli, Salmonella typhy, anti-

bacterium… nhờ khả n ng ức chế và tiêu diệt. Cơ chế hoạt động chống vi khuẩn của 

flavonoid có thể liên quan đến khả n ng làm bất hoạt các chất kết dính vi khuẩn, 

enzyme, các protein vận chuyển của màng tế bào... Các flavonoid lipophilic cũng có 

thể phá vỡ các màng tế bào vi khuẩn [83]. Apigenin thuộc phân họ Flavones thƣờng 

đƣợc phân lập nhiều nhất từ họ Cúc có hoạt tính chống lại HSV-1, poliovirus loại 2 

và virus viêm gan C [73]. Tƣơng tự, apigenin đƣợc phân lập từ cây Húng quế ngọt 

(Ocimum basilicum) cho thấy có hoạt tính kháng virus mạnh đối với adenovirus 

(ADV) và virus viêm gan B [91]. Một số flavonoid là chất ức chế sản xuất 

prostaglandin và leukotrien thông qua ức chế enzyme cyclooxygenase lipooxygenase, 

https://vi.wikipedia.org/wiki/Prostaglandin
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do đó làm giảm các triệu chứng viêm [83]. Gần đây, các nghiên cứu đã chỉ ra rằng 

một số phân lớp flavonoid có khả n ng làm giảm nguy cơ mắc các loại ung thƣ khác 

nhau, chẳng hạn nhƣ catechin và flavonols đối với ung thƣ tuyến tiền liệt, epicatechin 

đối với ung thƣ vú, proanthocyanidins đối với ung thƣ phổi, flavon đối với ung thƣ 

đại trực tràng và flavonoid tổng số đối với ung thƣ dạ dày [124] 

Tóm lại, flavonoid là hợp chất hoá học phổ biến ở thực vật đóng vai trò quan 

trọng trong việc bảo vệ và nâng cao sức khoẻ con ngƣời. Flavonoid có ở tất cả các bộ 

phận của cây, chúng là nguồn cung cấp chất chống oxy hoá tự nhiên có trong khẩu 

phần  n của con ngƣời. Flavonoid nói chung có vai trò phòng ngừa oxy hóa chất béo, 

bảo vệ vitamin và enzyme, làm trung hòa tác hại của các gốc tự do, do đó góp phần 

chống lại bệnh. Flavonoid có các tính chất sinh học phong phú do đó t ng cƣờng sức 

khoẻ cho con ngƣời và giảm nguy cơ mắc bệnh. 

1.3.2. Con đƣờng tổng hợp flavonoid ở thực vật 

Flavonoid (đặc biệt là anthocyanin và proanthocyanidins) đƣợc tổng hợp theo 

con đƣờng phenylpropanoid nói chung nhờ hoạt động của phức hợp đa enzyme 

cytosolic, còn đƣợc gọi là chất chuyển hóa flavonoid, liên kết lỏng lẻo với mặt tế bào 

chất của mạng nội chất (ER). Đặc biệt, một số enzyme này thuộc họ Cytochrome-

P450 và có khả n ng liên kết với màng. Mặt khác, một số enzyme tham gia vào con 

đƣờng sinh tổng hợp đƣợc liên kết lỏng lẻo với màng của các bào quan khác nhau, 

chẳng hạn nhƣ không bào, plastid và nhân [117]. 

Con đƣờng sinh tổng hợp flavonoid (Hình 1.3) bao gồm sự hình thành lõi (ion 

flavylium), bộ xƣơng cơ bản của tất cả các flavonoid, bắt đầu từ ba phân tử malonyl-

CoA và 4-coumaroyl-CoA. CHS chalcone synthase (CHS) và chalcone isomerase 

(CHI) là các enzyme tham gia vào quá trình ngƣng tụ hai bƣớc, tạo ra một flavanone 

không màu có tên naringenin. Quá trình oxy hóa hợp chất thứ hai bởi flavanone 3-

hydroxylase (F3H) tạo ra dihydrokaempferol (dihydroflavonol không màu) mà sau 

đó có thể đƣợc hydroxyl hóa ở vị trí 3′ hoặc 5′ của vòng B, bởi F3′H hoặc flavonoid 

3′5′-hydroxylase (F3′5′H) để tạo ra dihydroquercetin hoặc dihydromyricetin.  
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Hình 1.3. Con đƣờng sinh tổng hợp flavonoid ở thực vật (đƣợc vẽ lại từ Zabala và 

cs, 2006 [53]; Czemmel và cs, 2009 [126]). CHS, chalcone synthase; CHI, chalcone 

isomerase; F3H, flavone 3-hydroxylase; F3′H, flavonoid 3′-hydroxylase; F3′5′H, 

flavonoid 3′5′-hydroxylase; FLS, flavonol synthase; FST, flavonol 4-

sulfotransferase. 

Naringenin cũng có thể đƣợc hydroxyl hóa trực tiếp bởi F3′H hoặc F3′5′H để tạo 

thành các chất tƣơng ứng là eriodictyol và pentahydroxy-flavanone, chúng lại đƣợc 

hydroxyl hóa thành dihydroquercetin và dihydromyricetin. Ba dihydroflavonols đƣợc 

tổng hợp sau đó đƣợc chuyển thành anthocyanidins (chất màu có màu nhƣng không ổn 

định) bằng hai phản ứng đƣợc xúc tác bởi dihydroflavonol reductase (DFR) và 

leucoanthocyanidin oxidase (LDOX). DFR chuyển đổi dihydroquercetin, 

dihydrokaempferol và dihydromyricetin thành leucocyanidin, leucopelargonidin và 

leucodelphinidin (flavan-3,4-cis-diols không màu), tƣơng ứng. Sau đó, LDOX xúc tác 
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quá trình oxy hóa leucocyanidin, leucopelargonidin và leucodelphinidin thành 

cyanidin (anthocyanidin đỏ - đỏ tƣơi), pelargonidin (anthocyanidin màu cam) và 

delphinidin (anthocyanidin màu tím hoa cà), tƣơng ứng. Bƣớc cuối cùng để sản xuất 

các hợp chất có màu và ổn định (anthocyanin) bao gồm quá trình glycosyl hóa 

cyanidin, pelargonidin và delphinidin bởi enzym UDP-glucose flavonoid 3-O-glucosyl 

transferase (UFGT). Cuối cùng, chỉ cyanidin-3-glucoside và delphinidin-3-glucoside 

có thể đƣợc metyl hóa thêm bởi methyltransferase (MTs), để đƣợc chuyển đổi thành 

peonidin-3-glucoside và petunidin- hoặc malvidin-3-glucoside, tƣơng ứng [117]. 

Các enzyme chính xúc tác cho các giai đoạn của con đƣờng phenylpropanoid 

nhƣ: chalcone synthase, chalcone isomerase (CHI), flavanone-3-hydroxylase (F3H), 

flavonoid 3′-hydroxylase (F3’H), flavonoid 3′5′-hydroxylase (F3’5’H), UDP-glucose 

flavonoid 3-O-glucosyl transferase (UFGT), dihydroxyflavonol 4-reductase (DFR), 

leucoanthocyanidin oxygenase (LDOX) [86]. 

Chalcone synthase là enzyme xúc tác sự ngƣng tụ lặp đi lặp lại và quá trình 

tuần hoàn nội phân tử tiếp theo của một p-coumaroyl-CoA với ba gốc axetat từ các 

phân tử malonyl-CoA để tạo thành chalcone [45]. Chalcone isomerase (CHI) hoặc 

chalcone-flavanone isomerase là enzyme chìa khóa cho sinh tổng hợp flavonoid bằng 

việc xúc tác cho phân tử naringenin chalcone mạch hở đƣợc đóng vòng để hình thành 

các naringenin. Sau đó, hợp chất này sẽ đƣợc chuyển hóa thành nhiều loại flavonoid 

chính nhƣ: flavanone, flavonol và anthocyanin [45].  

Flavanone-3-hydroxylase (F3H) là một enzyme quan trọng giữ vị trí đầu tiên 

của nhánh tổng hợp flavonol bằng cách chuyển đổi flavanone (2S)-naringenin thành 

(2R, 3R)-dihydrokaempferol và (2S)-eriodictyol thành (2R, 3R)-dihydroquercetin 

[86]. F3′H và F3′5′H lần lƣợt xúc tác quá trình hydroxyl hóa vị trí C3′ và C3′/C5′ của 

dihydrokaempferol [176]. Dihydroxyflavonol 4-reductase (DFR) xúc tác quá trình 

khử dihydroflavonols thành leucoanthocyanidin, chúng tiếp tục đƣợc chuyển thành 

anthocyanidin bởi leucoanthocyanidin dioxygenase/anthocyanidin tổng hợp 

(LDOX/ANS) [176]. Leucoanthocyanidin oxygenase (LDOX) có vai trò xúc tác 

chuyển đổi leucoanthocyanidin không màu để tạo anthocyanidin có màu. Trong sinh 
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tổng hợp anthocyanin ở thực vật, đây là bƣớc quan trọng quy định sự hình thành các 

chất chuyển hóa có màu [45].  

UDP-glucose flavonoid 3-O-glucosyl transferase (UFGT) tham gia vào bƣớc 

cuối trong quá trình sinh tổng hợp anthocyanin, chuyển gốc glucosyl từ UDP-glucose 

thành nhóm 3-hydroxyl của các phân tử nhận trong phản ứng xúc tác 

glucosyltransferase [111]. 

Trong con đƣờng sinh tổng hợp flavonoid, kiểu hydroxyl hóa của vòng B đƣợc xác 

định bởi hai monooxygenase phụ thuộc cytochrome P450 (P450): flavonoid 3′-

hydroxylase (F3′H) và flavonoid 3′5′-hydroxylase (F3′5′H). Hydroxyl hóa vị trí 5' bởi 

F3'5'H là một bƣớc đặc biệt quan trọng, xác định sản phẩm cuối cùng tri-hydroxyl 

flavonoid vòng B (EGCG hoặc delphinidin) đƣợc hình thành trong thực vật  [178]. 

1.3.3. Enzyme flavonoid 3’5’-hydroxylase (F3’5’H) 

 Flavonoid 3’5’-hydroxylase (F3’5’H) là một protein enzyme, gồm 506 

amino acid, đƣợc phân lập từ hầu hết các loài thực vật bậc cao. F3’5’H có cấu trúc 

gồm 18 chuỗi xoắn α và 9 phiến gấp β [124]. Cấu trúc tổng thể của F3’5’H của cây 

Aconitum carmichaelii Debx. giống nhƣ một bó hoa lộn ngƣợc với một phiến gấp β 

lớn đƣợc tạo nên bởi n m phiến gấp β nhỏ đó là β5, β6, β7, β8, β9 và mƣời tám 

chuỗi α (α1-α18) đóng vai trò là lõi enzyme. Hai phiến gấp β nhỏ (β3, β4) ở phía đối 

diện của tấm β lớn, nối tiếp phiến gấp β3 là phiến gấp β2 và nối tiếp phiến gấp β4 là 

phiến gấp β1 (Hình 1.4).  

 F3′5′H là một enzyme cytochrome P450 chứa heme (Fe 
3+

) hydroxylat hóa các 

vị trí 3′ và 5′ của vòng β của naringenin hoặc dihydrokaempferol, sau đó dẫn đến sự 

hình thành các sắc tố anthocyanin dựa trên delphinidin. Sáu vị trí nhận biết cơ chất 

chức n ng (SRS) gần nhóm heme đƣợc bảo tồn trong các enzyme F3′5'H là cần thiết 

cho tính đặc hiệu của cơ chất và các hoạt động 3'5'-hydroxylase. Nhóm heme của 

F3′5'H chịu trách nhiệm cho phản ứng xúc tác đƣợc bao quanh bởi các vùng SRS 

đƣợc chỉ định. Đột biến của các amino acid riêng lẻ tại các vị trí SRS này có thể ảnh 

hƣởng đến chức n ng của enzyme [139].  
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Hình 1.4. Cấu trúc không gian và vị trí hoạt động của F3’5’H. A: Cấu trúc không 

gian của protein F3’5’H đƣợc thiết lập từ trình tự amino acid của protein F3’5’H 

mang mã số AEY80043.1 trên GenBank với ID: 148b1295a36759eb và của protein 

suy diễn từ gen A F3 5 H phân lập từ cây Ô đầu Hà Giang với ID: 

b46952f11eae6b43. B: Cấu trúc không gian của vị trí hoạt động F3'5'H bao gồm các 

miền SRS, heme (xanh lá cây) và flavone (vàng) 

 Menting và cs (1994) khi nghiên cứu đặc điểm enzyme F3’5’H ở cây Dạ yến 

thảo (Petunia hybrid) đã cho thấy, F3’5’H hoạt động phụ thuộc vào NADPH và oxy 

phân tử, phụ thuộc ít vào NADH. Enzyme F3’5’H xúc tác quá trình hydroxyl hóa 

5,7,4’-trihydroxyflavonone ở vị trí 3’ và 5’, xúc tác quá trình hydroxyl hóa 5,7,3’,4’-

tetrahydroxyflavonone và dihydroquercetin ở vị trí 5’. Hoạt động hydroxylase bị ức 

chế bởi các chất điều hòa sinh trƣởng thực vật (1-aminobenzotriazole và tetcyclacis), 

CO, N-ethylmaleimide, diethyldithiocarbamate, và cytochrome c. Hoạt tính enzyme 

không bị ảnh hƣởng bởi diethylpyrocarbonate hoặc phenylmethylsulfonyl fluoride, 

nhƣng đƣợc t ng cƣờng bởi 2-mercaptoethanol [106]. Wang và cs (2014) đã chỉ ra 

rằng F3’5’H là enzyme quan trọng trong tổng hợp flavan-3-ol và xúc tác cho sự 

chuyển đổi của flavon, flavanone, dehydroflavonols, flavonol thành các dẫn xuất 

3’,4,5-hydroxylated ở cây trà [178]. 

1.3.4. Biểu hiện gen mã hóa flavonoid 3’5’ hydroxylase 

1.3.4.1. Gen mã hóa flavonoid 3’5’ hydroxylase 
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Alexander và cs (2019) đã phân lập gen F3 5 H từ cây Lúa mạch (Hordeum 

vulgare L.), kết quả xác định đƣợc 4 gen F3 5 H đó là F3 5 H1, F3 5 H2, F3 5 H3, 

F3 5 H4 có kích thƣớc 2209 bp nằm trên nhiễm sắc thể 1HL, 6HL, 6HS và 7 HS tƣơng 

ứng. Trong đó, gen F3 5 H1 có 3 exon còn các gen F3 5 H2, F3 5 H3, F3 5 H4 đều có 

2 exon. Gen F3 5 H1 có chuỗi amino acid suy diễn tƣơng đồng cao 97,1% với F3 5 H 

của các cây không phải cùng loài nhƣng có mức độ tƣơng đồng thấp 82,6%, 83,0%, 

63,0% với F3 5 H2, F3 5 H3 và F3 5 H4 tƣơng ứng [159]. Wang và cs (2014) đã phân 

lập gen CsF3 5 H từ mRNA của cây Trà (Camellia sinensis) có kích thƣớc 1533 bp mã 

hóa cho 510 amio acid và so sánh phát sinh loài cho thấy CsF3 5 H thuộc phân họ 

CYP75A [178]. Gen F3'5'H của Cà chua đƣợc Olsen và cs (2010) nhân bản và giải trình 

tự đƣợc đặt tên là CYP75A31 có kích thƣớc 3133 bp bao gồm 3 exon và 2 intron. Cây 

phát sinh loài cho thấy CYP75A31 thuộc phân họ CYP75A và có quan hệ gần với cây 

Khoai tây và cây Cà tím thuộc chi Solanum [82]. Wu và cs (2020) đã phân lập gen 

G F3 5 H1 của cây Bạch quả (Ginkgo biloba L.) có kích thƣớc là 1959 bp, chứa khung 

đọc mở (ORF) là 1527 bp, mã hóa 509 amino acid, với 2 exon và 1 intron. Protein 

GbF3′5′H1 chứa 48,92% xoắn alpha, trong đó 35,36% là cuộn ngẫu nhiên, 10,61% là 

sợi kéo dài và 5,11% là vòng beta [170]. Trong ngân hàng gen quốc tế (GenBank) trình 

tự gen F3 5 H phân lập từ mRNA của cây Ô đầu (Aconitum carmichaelii Debx.) đã 

đƣợc Ma và cs công bố n m 2012 có kích thƣớc 1720 bp, mã hóa cho 506 amino acid, 

mã số trên NCBI là JN635708 [89]. 

 F3 5 H là gen đích thông dụng nhất cho sự điều khiển quá trình sinh tổng hợp 

anthocyanin. Zifkin M và cs (2012) nghiên cứu các gen có liên quan đến sinh tổng 

hợp flavonoid và điều khiển quá trình chín của quả Việt quất đã chỉ ra rằng enzyme 

F3’5’H do gen F3 5 H quy định là enzyme chìa khóa trong cả hai quá trình trên [97]. 

Carol Moreau và cs (2012) cho rằng anthocyanins là các sắc tố chính trong cây Đậu 

(Pisum sativum). Chúng đƣợc tạo ra thông qua quá trình sinh tổng hợp flavonoid do 

gen F3 5 H điều khiển. Để kiểm tra giả định của mình Carol Moreau và cs đã tiến 

hành gây đột biến gen F3 5 H sau đó kiểm tra các dòng mang gen đột biến. Kết quả 

cho thấy, ở những dòng cây mang gen đột biến thiếu quá trình sinh tổng hợp 
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delphinidin và petunidin, các sắc tố chính trong cây. Điều này chứng tỏ F3 5 H có 

giá trị quan trọng trong sinh tổng hợp anthocyanin dẫn đến sự thay đổi các sắc tố 

trong loài cây họ Đậu [109]. Khi nghiên cứu về loài thảo dƣợc Dâm dƣơng hoắc lá 

mác (Epimedium sagittatum), Huang và cs (2012) đã thấy rằng flavonoid là thành 

phần có hoạt tính sinh học chính trong các loài thảo dƣợc này, trong đó hai gen F3 H 

và F3 5 H quy định chính cho quá trình sinh tổng hợp các thành phần hoạt tính sinh 

học trong Dâm dƣơng hoắc lá mác [161]. Olsen KM và cs (2010) đã nghiên cứu cây 

Dạ yến thảo và cây Khoai tây cho thấy F3’5’H là enzyme chức n ng quan trọng 

trong quá trình tổng hợp flavonol và anthocyanin do gen F3 5 H quy định [82]. Một 

nghiên cứu khác của Liu và cs (2015) cũng cho thấy gen F3 5 H có liên quan mật 

thiết đến quá trình tổng hợp catechin thông qua con đƣờng phenylpropanoid, nó làm 

ảnh hƣởng đến sự tích lũy catechin trong cây Trà [95]. Nhƣ vậy, có thể thấy rằng gen 

F3 5 H và enzyme F3’5’H có chức n ng quan trọng trong quá trình sinh tổng hợp 

anthocyanin, delphinidin và quyết định sắc tố ở cây.   

1.3.4.2. Nghiên cứu biểu hiện gen F3’5’H ở thực vật  

Gen F3 5 H đã đƣợc các nhà khoa học phân lập và tiến hành chuyển vào một 

số loài thực vật để nghiên cứu sự biểu hiện của gen chuyển trong cây trồng. Ishiguro 

và cs (2012) đã phân lập các gen F3'H và F3'5'H từ thƣ viện cDNA của loài hoa 

Mõm chó (Antirrhinum kelloggii), và phân tích biểu hiện ở cây Dạ yến thảo chuyển 

gen cho thấy rằng sự biểu hiện của các gen này làm t ng hàm lƣợng cyanidin và 

delphinidin cũng nhƣ anthocyanidin. Sự gia t ng tích lũy anthocyanidin cũng làm 

thay đổi màu hoa ở cây chuyển gen [77]. 

Theo hƣớng phân tích về sự biểu hiện quá mức của gen F3 5 H, Wu và cs 

(2020) cho thấy rằng gen G F3′5′H1 trong cây Bạch quả (G. biloba L.) có chức n ng 

trong quá trình sinh tổng hợp các chất chuyển hóa liên quan đến flavonoid và sự biểu 

hiện quá mức của gen G F3′5′H1 đã làm t ng hàm lƣợng 4′,5-dihydroxy-7-

glucosyloxyflavanone, epicatechin và gallocatechin trong cây chuyển gen cao hơn 

đáng kể so với cây không chuyển gen [170]. Murray R Boase và cs (2010) đã phân 
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lập gen  pF3 5 H từ mô giống hoa Anh thảo. Phân tích amino acid và phát sinh học 

chỉ ra  pF3 5 H mã hóa cho enzyme F3’5’H. Khi chuyển gen mang cấu trúc 

 pF3 5 H vào hoa Anh thảo đã thấy có sự thay đổi nồng độ flavonoid đƣợc tích lũy 

trong cây. Cụ thể, hàm lƣợng anthocyanin giảm 80% và có sự gia t ng nhỏ trong 

hàm lƣợng flavonoid trong các dòng chuyển gen [37]. Chandler SF và cs (2013) đã 

chuyển F3 5 H vào hoa Cẩm chƣớng (Dianthus caryophyllus), kết quả đã làm thay 

đổi màu sắc của hoa do F3 5 H điều chỉnh t ng quá trình t ng tích lũy anthocyanin 

và delphinidin ở cánh hoa [136]. Tƣơng tự, ở cây Trà (Camellia sinensis L.), phân 

tích biểu hiện gen F3 H và F3 5 H của Wei và cs (2015) cho thấy bốn gen F3′H và 

F3′5′H chính (bao gồm CsF3′5′H1, CsF3′H1, CsF3′H2 và CsF3′H3) có tƣơng quan 

chặt chẽ với tỷ lệ dihydroxyl hóa thành catechin trihydroxyl hóa [78]. Castellarin và 

cs (2000) báo cáo rằng sự biểu hiện của F3′5′H ảnh hƣởng trực tiếp đến sự tích tụ 

của các anthocyanin và delphinidin trong vỏ quả mọng của Nho, xác định sự biến đổi 

màu sắc giữa các giống nho. F3 5 H biểu hiện mạnh khi quả chuyển sang giai đoạn 

chín chuyển từ màu xanh sang màu đỏ, cụ thể sự tích lũy delphinidin trong vỏ quả 

t ng gấp 50 lần [135]. 

Một số công trình nghiên cứu chức n ng sinh học của F3 5 H ở một số loài thực 

vật bằng kỹ thuật biểu hiện gen đã đƣợc công bố. Ở cây Cỏ tranh (Pericallis × hybrida) 

thuộc họ Cúc, Sun và cs (2013) đã phân lập gen F3 5 H và chuyển vào cây Thuốc lá. Sự 

biểu hiện của gen chuyển F3 5 H trong cây Thuốc lá chuyển gen làm t ng hàm lƣợng 

các dẫn xuất cyanidin và dẫn đến màu hoa chuyển xanh và đỏ ở cây thế hệ T0 [169]. 

Che Yu Liang và cs (2020) đã chuyển đồng thời D F3 5 H và PeMYB2 (phân lập từ lan 

Delphinium grandiflorum) vào lan Hồ điệp trắng (Phalaenopsis Sogo Yukidian V3). Sự 

biểu hiện quá mức của DgF3'5'H và PeMYB2 trong lan Hồ điệp trắng gây ra sự tích tụ 

delphinidin cao nhất (t ng 53,6%) và màu hoa chuyển từ trắng sang xanh tím [93]. Yun 

Sheng Wang và cs (2014) đã phân lập CsF3 5 H từ hệ gen của cây Trà (C. sinensis) và 

chuyển vào cây Thuốc lá. Sự biểu hiện quá mức của CsF3′5′H đã tạo ra các dẫn xuất 
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delphinidin mới và làm t ng hàm lƣợng dẫn xuất cyanidin của cây Thuốc lá chuyển gen, 

dẫn đến màu hoa của cây chuyển gen đậm hơn [178].  

Tuy nhiên, nghiên cứu biểu hiện các gen mã hóa enzyme liên quan đến tổng 

hợp flavonoid, trong đó có F3 5 H của cây Ô đầu còn rất mới mẻ và cho đến nay 

chƣa tìm thấy công bố nào về phân tích biểu hiện A F3 5 H từ cây Ô đầu.  
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Chƣơng 2. V T LIỆU VÀ PHƢƠNG PH P NGHIÊN CỨU 

 

2.1. V T LIỆU, HÓA CHẤT, THI T BỊ NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Vật liệu nghiên cứu 

 Củ Ô đầu đƣợc thu thập từ tỉnh Hà Giang, đƣợc trồng tại Vƣờn thực nghiệm 

Khoa Sinh học, Trƣờng Đại học Sƣ phạm - Đại học Thái Nguyên (Hình 2.1) để định 

danh loài, tách chiết DNA và làm nguyên liệu nuôi cấy in vitro.  

 

Hình 2.1. Ô đầu (Aconitum carmichaelii Debx.) thu từ tỉnh Hà Giang, đƣợc trồng tại 

Vƣờn thực nghiệm. A: Cây Ô đầu trồng tại vƣờn thí nghiệm; B: Cây Ô đầu non; C: 

Cây Ô đầu trồng trong chậu; E: Củ Ô đầu; G: Cành hoa Ô đầu; H: Cánh hoa, nhị và 

nhụy; K: Quả và hạt Ô đầu (Ản   o tá    ả   ụp). 

Giống Thuốc lá K326 (Nicotiana tabacum) in vitro đƣợc lƣu giữ tại Phòng 

Công nghệ tế bào thực vật, Khoa Sinh học, Trƣờng Đại học Sƣ phạm - Đại học Thái 

Nguyên đƣợc sử dụng trong chuyển gen và phân tích biểu hiện gen trên cây Thuốc lá.  
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Các vector và chủng vi khuẩn sử dụng trong nghiên cứu do Phòng Công nghệ 

tế bào thực vật, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ 

Việt Nam cung cấp, bao gồm: vector tách dòng pBT, vector pRTRA7/3 chứa 

promoter 35S và đuôi cmyc, vector chuyển gen pCB301; Chủng vi khuẩn E.coli 

DH5α sử dụng trong tách dòng, chủng vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens CV58 

và Agrobacterium rhizogens ATTC 15834 sử dụng trong chuyển gen và chủng A. 

tumefaciens CV58 mang gen chuyển uidA. 

Các cặp mồi PCR đƣợc sử dụng trong nghiên cứu đƣợc thể hiện ở bảng 2.1. 

Bảng 2.1. Các trình tự mồi sử dụng trong nghiên cứu 

Cặp mồi Trình tự nucleotide 5’    3’ 

Kích thƣớc 

đoạn DNA 

nhân bản 

dự kiến (bp) 

ITS-F/ITS-R 
ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG 

630 
TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC 

rpoC1-F/ 

rpoC1-R 

GTGGATACACTTCTTGATAATGG 
543 

TGAGAAAACATAAGTAAACGGGC 

rpoB2-F/ 

rpoB2-R 

AAGTGCATTGTTGGAACTGG 
471 

GATCCCAGCATCACAATTCC 

matK-F/ 

matK-R 

CGATCTATTCATTCAATATTTC 
822 

TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT 

F3 5 H-NcoI-

F/F3 5 H-NotI-R 

AGCCATGGATGTTGTCTACCAGAGAACTTG

TCGCTGCAGCGATCATTTTTTTCATT  1536 

ATGCGGCCGCGACTACATAAGCAGAGGGTG 

F3 5 H-NcoI-

F/F3 H-SacI-R 

AGCCATGGATGTTGTCTACCAGAGAACTTG

TCGCTGCAGCGATCATTTTTTTCATT  1611 

TAGAGCTCCGCTGATGTATTCGTCTCCCAC 

2.1.2. Hóa chất 

Kít GeneElute
TM

 Total RNA Miniprep - tách chiết RNA tổng số; kít 

Maxima® First Strand cDNA Synthesis - tổng hợp cDNA; kít GenJET PCR 
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Purification - tinh sạch sản  phẩm PCR; kít Plasmid Extraction - tách chiết plasmid từ 

vi khuẩn đƣợc mua từ  hãng Fermentas và Bio-Neer. Các enzyme sử dụng đƣợc mua 

của hãng Fermentas gồm: BamHI, NotI, NcoI, HindIII, SacI, T4 ligase...   

Các hoá chất: bacto pepton, yeast extract, agarose, sucrose, glucose, trypton, 

X-gal, KCl, Tris HCl, EDTA, NaOH, MgSO4, MgCl2, Glycerol, CaCl2; các loại 

kháng sinh kanamycine, rifamycine, cefotaxime, carbenicilline,... của các hãng 

Fermentas, Invitrogen, Sigma, Amersham và một số hãng khác. 

2.1.3. Thiết bị 

 Máy PCR System 9700 (Appied Biosystem, Mỹ), máy điện di Powerpac300 

(Bio-Rad, Mỹ), máy soi DNA (Mini-transllumminatior, Bio-Rad, Mỹ), máy Voltex 

(Mimishaker, IKA, Đức), máy ly tâm, máy xung điện Plulser, máy xác định hàm 

lƣợng nucleic acid NanoDrop, thiết bị giải trình tự nucleotide tự động ABI PRISM@ 

3100 Advant Gentic Analyzer (Applied Biosystem), cùng với các thiết bị hiện đại 

khác. 

2.2. PHƢƠNG PH P NGHIÊN CỨU 

Các mẫu Ô đầu thu tại hai huyện Hoàng Su Phì và Quản Bạ (Hà Giang) đƣợc 

định danh loài trƣớc khi sử dụng làm vật liệu cho tách dòng phân tử, nuôi cấy in vitro 

và biến nạp di truyền.  

2.2.1. Nhóm phƣơng pháp định danh loài Ô đầu 

 Các mẫu Ô đầu đƣợc định danh bằng phƣơng pháp hình thái so sánh theo 

Phạm Hoàng Hộ (1999) [7], Đỗ Tất Lợi (2005) [11] và trang web của Tropicos 

[183]. Đồng thời, các mẫu Ô đầu cũng đƣợc xác định bằng phƣơng pháp phân loại 

học phân tử dựa trên mã vạch DNA với trình tự nucleotide của vùng ITS và đoạn gen 

matK, rpoC1, rpoB2.  

P ươn  p áp  ìn  t á  so sán   

 Tại mỗi huyện, thu 5 cây Ô đầu non và thu củ của 5 cây Ô đầu khác đem 

trồng tại vƣờn Thực nghiệm khoa Sinh học, trƣờng Đại học Sƣ phạm, Đại học Thái 

Nguyên. Đặc điểm hình thái của cây Ô đầu đƣợc quan sát trực tiếp và mô tả đặc 
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điểm rễ, thân lá, hoa, quả, hạt. Nhận diện mẫu cây Ô đầu theo mô tả của Phạm 

Hoàng Hộ (1999) [7], Đỗ Tất Lợi (2004) [11] và tra cứu trên trang web của Tropicos 

[135] tại Bộ môn Thực vật học, khoa Sinh học, trƣờng Đại học Sƣ phạm, Đại học 

Thái Nguyên. 

P ươn  p áp p ân  oạ   ọ  p ân tử  

Phƣơng pháp phân loại học phân tử dựa vào một số mã vạch DNA nhƣ vùng 

ITS, đoạn gen matK, rpoC1, rpoB2. DNA tổng số đƣợc chiết xuất từ lá non của cây 

Ô đầu theo Saghai-Maroof và cs (1984) [101].  

Trình tự nucleotide của các cặp mồi matK-F/matK-R, ITS-F/ITS-R, rpoC1-

F/rpoC1-R, rpoB2-F/rpoB2-R sử dụng trong PCR đƣợc tổng hợp theo Kress và cs 

(2005) [164] đƣợc thể hiện ở bảng 2.1.   

Chu trình nhiệt của PCR đối với hai cặp mồi rpoC1-F/rpoC1-R và rpoB2-

F/rpoB2-R là 94
o
C trong 1 phút, lặp lại 35 chu kỳ và ở mỗi chu kỳ, biến tính ở 94

o
C 

trong 30 giây, gắn mồi ở 53
o
C trong 40 giây và tổng hợp ở 72

o
C trong 40 giây; sau 

35 chu kỳ là bƣớc kết thúc ở 72
o
C trong 5 phút, lƣu giữ ở 4

o
C [164]. Chu trình nhiệt 

của PCR đối với cặp mồi ITS-F/ITS-R là 94
o
C trong 4 phút, lặp lại 35 chu kỳ và ở 

mỗi chu kỳ, biến tính ở 94°C trong 30 giây, gắn mồi ở 57°C trong 60 giây và tổng 

hợp ở 72°C trong 60 giây; sau 35 chu kỳ là bƣớc kết thúc ở 72°C trong 10 phút. Chu 

trình nhiệt của PCR với cặp mồi matK-F/matK-R là 94°C trong 1 phút, lặp lại 35 chu 

kỳ và ở mỗi chu kỳ, biến tính ở 94°C trong 30 giây, gắn mồi ở 53°C trong 40 giây và 

tổng hợp ở 72°C trong 40 giây; sau 35 chu kỳ là bƣớc kết thúc ở 72°C trong 5 phút.  

Các sản phẩm PCR đƣợc phát hiện bằng điện di gel agarose 1,0% và đƣợc 

tinh sạch bằng cách sử dụng kít GenJET PCR Purification của hãng Fermentas. Các 

trình tự nucleotide của vùng ITS và đoạn gen matK, rpoC1, rpoB2 đã đƣợc giải trình 

tự và phân tích bằng BLAST trong NCBI [164]. Trình tự DNA sau khi đọc đƣợc hiệu 

chỉnh với sự trợ giúp của phần mềm Bioedit v7.0.5.2. Xây dựng cây phát sinh chủng 

loại bằng phƣơng pháp Maximum Likelihood trong phần mềm MEGA X [84].  

2.2.2. Nhóm phƣơng pháp nuôi cấy in vitro và cảm ứng tạo rễ tơ in vitro  

2.2.2.1. Phương pháp nghiên cứu hệ thống tái sinh in vitro phục vụ chuyển gen 
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Các thí nghiệm đƣợc đặt trong phòng nuôi cấy ở nhiệt độ 25 ± 2°C, cƣờng độ 

chiếu sáng 2000 lux, độ ẩm 60-80%, thời gian chiếu sáng 16 giờ/ngày. Mỗi thí 

nghiệm tạo mẫu in vitro cấy 30 mẫu, bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên với 3 lần lặp lại.  

Tạo mẫu sạ    n v tro từ đoạn t ân m n  mắt n ủ  ủ   ây Ô đầu 

Các bƣớc thí nghiệm đƣợc tiến hành nhƣ sau: 

Đoạn thân mang mắt ngủ ngâm xà phòng loãng trong 15-30 phút sau đó rửa 

sạch dƣới vòi nƣớc. 

(1) Đƣa mẫu vào bình sạch, rửa lại mẫu bằng nƣớc cất khử trùng. 

(2) Khử trùng mẫu bằng cồn 70% (1-2 phút). Rửa mẫu bằng nƣớc cất khử 

trùng. 

(3) Khử trùng mẫu bằng HgCl2 0,1% ở các mức thời gian (3; 5; 7; 9 và 11 

phút). 

(4) Rửa sạch mẫu bằng nƣớc cất khử trùng 3 lần.  

  Đoạn thân mang mắt ngủ sau khi đƣợc khử trùng tiến hành cấy vào môi 

trƣờng MS cơ bản. 

Để thấy đƣợc ảnh hƣởng của loại mẫu cấy đến khả n ng phát sinh chồi sau 

khử trùng. Đánh giá kết quả sau 2 tuần, 4 tuần. Chỉ tiêu theo dõi: Tỉ lệ mẫu nảy chồi 

nhiễm (%); Tỉ lệ mẫu nảy chồi không bị nhiễm (%), Chất lƣợng chồi.  

Chồi tốt: Chồi mập, dài, xanh bình thƣờng (++) 

Chồi kém: Chồi nhỏ, ngắn, vàng (+) 

Các bƣớc khử trùng đƣợc thực hiện trong môi trƣờng vô trùng. 

P ươn  p áp tạo đ    ồ  từ n uồn mẫu sạ   t u đượ  

Ản   ưởn  r  n  rẽ  ủ    ất kí   t í   s n  trưởn  t uộ  n  m  ytok n n đến k ả 

năn  p át s n    ồ  

Để th m dò ảnh hƣởng riêng rẽ của chất kích thích sinh trƣởng đến sự phát 

sinh đa chồi ở cây Ô đầu, Các công thức môi trƣờng nuôi cấy đều sử dụng môi 

trƣờng MS cơ bản có bổ sung sucrose 30 g/l + agar 9,0 g/l và các chất kích thích sinh 
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trƣởng có hàm lƣợng thay đổi. Công thức đối chứng sử dụng là môi trƣờng MS cơ 

bản + sucrose 30 g/l + agar 9,0 g/l không bổ sung các chất kích thích sinh trƣởng. Ở 

mỗi công thức nuôi cấy tiến hành trên 6 bình (30 mẫu cấy). 

(1) Các đoạn thân mang đốt đƣợc cấy trên môi trƣờng MS cơ bản + sucrose 

30g/l + agar 9,0g/l + bổ sung BAP với nồng độ 0,5 mg/l; 1 mg/l; 1,5 mg/l; 2,0 mg/l; 

tƣơng ứng với các công thức từ 1-4. 

(2) Các đoạn thân mang chồi nách đƣợc cấy trên môi trƣờng MS cơ bản + 

sucrose 30g/l + agar 9,0g/l + bổ sung kinetin với nồng độ 0,5 mg/l; 1 mg/l; 1,5 mg/l; 

2,0 mg/l tƣơng ứng với các công thức từ 1 - 4. 

Kết quả đánh giá khả n ng sinh trƣởng ở cây Ô đầu sau các thời gian: 2 tuần, 

4 tuần, 6 tuần, 8 tuần nuôi cấy qua các chỉ tiêu theo dõi sau: Số chồi/mẫu; Chiều cao 

chồi (cm); Chất lƣợng chồi. 

Chồi sinh trƣởng tốt: Chồi mập, lá to màu xanh đậm (+++) 

Chồi sinh trƣởng trung bình: Chồi nhỏ, lá nhỏ màu xanh nhạt (++) 

Chồi sinh trƣởng kém: Chồi nhỏ, lá nhỏ màu vàng (+) 

P ươn  p áp tạo  ây  oàn   ỉn  

Khi các chồi cây Ô đầu đạt chiều cao 3-4 cm và có 3-5 lá đƣợc cấy chuyển 

sang môi trƣờng ra rễ. Mỗi công thức thí nghiệm đƣợc tiến hành trên 30 mẫu. Môi 

trƣờng thí nghiệm th m dò là MS cơ bản + sucrose 30 g/l + agar 9 g/l + α-NAA nồng 

độ 0,3; 0,5; 0,7; 0,9 mg/l hoặc IBA nồng độ 0,3; 0,5; 0,7; 0,9 mg/l. Theo dõi, đánh 

giá kết quả sau 4 tuần, 6 tuần, 8 tuần. Các chỉ tiêu theo dõi: Số rễ/chồi; Chiều dài rễ 

(cm); Chất lƣợng rễ 

Rễ tốt: Rễ mập, dài, phân nhánh nhiều, màu trắng sữa hoặc trắng xanh (+++) 

Rễ trung bình: Rễ nhỏ, dài, ít phân nhánh, màu trắng xanh (++) 

Rễ kém: Rễ nhỏ, ngắn, không phân nhánh, màu vàng nâu (+) 

Đư   ây r  vườn ươm 
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Thí nghiệm ngoài vƣờn ƣơm đƣợc bố trí 3 lần lặp lại, mỗi công thức giá thể 

đƣợc tiến hành trên 30 mẫu. 

G    đoạn  ầu đất 

Các chồi đơn đạt chiều cao 4-5 cm, mọc 4-5 lá, có 2-3 rễ, chiều dài rễ đạt 3-4 

cm, rễ mập đủ tiêu chuẩn đƣa cây ra ngoài vƣờn ƣơm. 

Cách bố trí thí nghiệm: th m dò trên 3 loại giá thể: 

(1) Đất phù sa 

(2) Đất phù sa + trấu hun + xơ dừa (tỉ lệ 2:1:2) 

(3) Đất thịt trung bình. 

Hai tuần đầu tiên để cây ở điều kiện phòng. Tuần thứ ba bắt đầu đƣa cây ra 

nhà lƣới. Tƣới phun dƣới dạng sƣơng mù vào lúc sáng sớm. Theo dõi, đánh giá tỉ lệ 

sống sót và chất lƣợng cây sau 2 tuần, 4 tuần. 

G    đoạn vườn ươm 

Những cây Ô đầu trong bầu đất đạt chiều cao hơn 5 cm, hình thành thêm lá 

mới, lá xanh, chiều dài rễ đạt 3-4 cm, khỏe sẵn sàng chuyển cây ra ngoài môi trƣờng 

tự nhiên. Tuần đầu tiên phủ bằng ni lông. Tƣới nƣớc vào buổi chiều. Theo dõi, đánh 

giá kết quả sau 2 tuần, 4 tuần. Chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ sống (%), Chất lƣợng cây. 

Cây sinh trƣởng tốt: Cây to, cao, phiến lá rộng, lá xanh đậm (+++) 

Cây sinh trƣởng trung bình: Cây thấp, lá xanh đậm (++) 

Cây sinh trƣởng kém: Cây nhỏ, thấp, lá nhỏ, lá xanh nhạt (+). 

2.2.2.2. Phương pháp cảm ứng tạo rễ tơ in vitro 

C uẩn  ị mẫu và  ị   k uẩn R. rhizogenes 

 Cuống lá, lá và đoạn rễ tách từ cây Ô đầu in vitro sử dụng làm vật liệu lây 

nhiễm để cảm ứng tạo rễ tơ. 

  Vi khuẩn R. rhizogenes ATTC 15834 gốc đƣợc cấy ria trên môi trƣờng LB 

(Luria Bertani) đặc nuôi trong tủ ấm 28
o
C trong 48 giờ. Nuôi hoạt hóa bằng cách 
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nuôi trải trên môi trƣờng LB đặc trong 48 giờ ở 28
o
C trong điều kiện tối. Sau đó, một 

khuẩn lạc đơn đƣợc chuyển sang nuôi cấy trong môi trƣờng LB lỏng, lắc 200 

vòng/phút ở 28
o
C trong 16 giờ. Dịch khuẩn đƣợc ly tâm thu sinh khối ở tốc độ 4.000 

vòng/phút ở 4
o
C trong 15 phút. Sinh khối vi khuẩn sau đó đƣợc hòa loãng trong môi 

trƣờng ½MS lỏng và xác định mật độ vi khuẩn bằng máy đo quang phổ ở bƣớc sóng 

600nm (OD600). 

Lây n  ễm mẫu vớ  v  k uẩn 

  Mẫu cấy (lá, cuống lá, đoạn rễ) đƣợc cắt và tạo vết thƣơng bởi dao cấy đƣợc 

ngâm trong dịch khuẩn R. rhizogenes trong 15 phút và và lắc nhẹ, sau đó chuyển 

sang môi trƣờng đồng nuôi cấy là môi trƣờng MS cơ bản + sucrose 30 g/l trong 2 

ngày ở điều kiện tối. 

D  t k uẩn và  ảm  n  rễ tơ 

 Kết thúc giai đoạn đồng nuôi cấy, mẫu cấy đƣợc chuyển sang môi trƣờng diệt 

khuẩn và tái sinh là môi trƣờng MS + sucrose 30 g/l + cefotaxim 500 mg/l trong điều 

kiện tối ở 28
o
C. Theo dõi sự hình thành rễ tơ sau 6 tuần. 

N ân nuô  rễ tơ 

 Rễ tơ chuyển gen đƣợc nuôi cấy trong môi trƣờng MS cơ bản với các trạng 

thái môi trƣờng khác nhau (đặc, lỏng, bán lỏng) để khảo sát khả n ng t ng trƣởng 

của rễ tơ cây Ô đầu. Môi trƣờng đặc là môi trƣờng chứa 0,9% agar, môi trƣờng bán 

lỏng chứa 0,45% agar. Môi trƣờng lỏng là môi trƣờng không có agar. Môi trƣờng 

nuôi cấy đƣợc điều chỉnh pH = 5,8 trƣớc khi hấp khử trùng ở nhiệt độ 121
o
C trong 

20 phút; 1,1 atm. Điều kiện nuôi cấy in vitro: 14 giờ sáng, cƣờng độ ánh sáng 2000-

2500 lux, nhiệt độ 25 ± 2
o
C. 

Xá  địn  k ố   ượn  rễ k ô 

 Rễ tơ sau khi thu sinh khối đƣợc sấy đến khối lƣợng không đổi để xác định 

khối lƣợng rễ khô (g khối lƣợng khô/bình). 
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2.2.3. Nhóm phƣơng pháp tách dòng gen và thiết kế vector chuyển gen 

2.2.3.1. Phân lập gen và tách dòng phân tử 

T  ết kế  ặp mồ  PCR và n ân  ản   n A F3 5 H 

Nghiên cứu thông tin về gen A F3 5 H và thiết kế cặp mồi để nhân gen  

A F3 5 H dựa trên trình tự gen F3 5 H của cây A. carmichaelii mang mã số  

JN635708.1 trên GenBank [89]. Cặp mồi F3 5 H-NcoI-F/F3 5 H-NotI-R đã đƣợc 

thiết kế nhân bản đoạn mã hóa của gen A F3 5 H. Kích thƣớc của đoạn DNA đƣợc 

nhân bản dự kiến là 1581 bp. 

RNA tổng số đƣợc tách bằng kít GeneElute
TM

 Total RNA Miniprep của hãng 

Sigma. cDNA đƣợc tổng hợp từ RNA tổng số bằng kít SuperScript™ VILO™ 

cDNA Synthesis. 

Nhân bản gen A F3 5 H đƣợc thực hiện bằng PCR với cặp mồi đã thiết kế 

F3 5 H-NcoI-F/F3 5 H-NotI-R. Thành phần phản ứng PCR đƣợc trình bày ở bảng 

2.2. 

Bảng 2.2. Thành phần phản ứng PCR  

STT Thành phần Nồng độ Thể tích (µl) 

1 PCR Master Mix 2X 12,5 

2 F3 5 H-NcoI-F 10 pmol/µl 1,5 

3 F3 5 H-NotI-R 10 pmol/µl 1,5 

4 DNA hoặc cDNA khuôn 500 ng/µl 3,0 

5 Nƣớc khử ion - 6,5 

Tổng thể tích 25 

PCR nhân gen A F3 5 H đƣợc thực hiện theo chu trình nhiệt là 94
o
C trong 3 

phút; lặp lại 30 chu kì (94
o
C/30 giây, 58

o
C/30 giây, 72

o
C/1 phút 30 giây); 72

o
C/7 

phút và lƣu giữ ở 4
o
C. 

Sản phẩm PCR đƣợc điện di trên gel agarose 1,0% và đƣợc tinh sạch theo kít 

GenJET PCR Purification của hãng Fermentas.  
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Tá    òn  và xá  địn  trìn  tự   n A F3 5 H 

 Kỹ thuật tách dòng gen đƣợc thực hiện theo Sambrook và Russell (2001) [69].  

Sản phẩm PCR đƣợc tinh sạch bằng kít Gen JET PCR Purification, sau đó gắn 

vào vector pBT để tạo plasmid tái tổ hợp. Thành phần và điều kiện phản ứng mô tả ở 

bảng 2.3. 

Bảng 2.3. Thành phần phản ứng gắn gen A F3 5 H vào vector tách dòng 

STT Thành phần Nồng độ Thể tích (µl) 

1 T4 DNA Ligase Buffer 10X 2,0 

2 T4 DNA Ligase 5 u/µl 1,0 

3 A F3 5 H 100 ng/µl 12,0 

4 pBT 100 ng/µl 3,0 

5 Nƣớc khử ion - 2,0 

Tổng thể tích 20 

Đ ều k  n p ản  n : 20
o
C tron  3   ờ 

Hỗn hợp gồm 5 µl vector tái tổ hợp và 50 µl dịch tế bào khả biến đặt trong 

nƣớc đá 20 phút, sau đó chuyển ngay vào bể ổn nhiệt ở 42
o
C trong thời gian 1 phút 

30 giây rồi đƣa ngay vào nƣớc đá trong thời gian 10 phút. Sau khi sốc nhiệt bổ sung 

150-300 µl LB lỏng để nuôi phục hồi ở 37
o
C, lắc 200 rpm trong vòng 1 giờ. Cấy trải 

150-250 µl dịch khuẩn lên môi trƣờng LB đặc có bổ sung ampicillin 50 mg/l, X-gal 

30 mg/l và IPTG 100 µM và nuôi ở 37
o
C trong vòng 16 giờ. Thành phần môi trƣờng 

nuôi cấy vi khuẩn thể hiện ở phụ lục 11 

Chọn dòng khuẩn lạc chứa vector tái tổ hợp dựa trên kiểu hình khuẩn lạc và 

bằng colony-PCR với cặp mồi F3 5 H-NcoI-F/F3 5 H-NotI-R. 

Tách chiết plasmid bằng kít Plasmid Extraction theo chỉ dẫn của nhà sản xuất. 

Các plasmid tái tổ hợp mang gen A F3 5 H đƣợc xác định bằng phƣơng pháp giải 

trình tự DNA tự động, trong đó mỗi loại dideoxynucleotide đƣợc đánh dấu bằng 1 

chất huỳnh quang (fluouchrome) có màu khác nhau trên máy đọc trình tự tự động 
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ABI PRISM 3100 Avant Gentic Analyzer. Trình tự nucleotide của gen đƣợc phân 

tích, so sánh trên phần mềm BLAST và BioEdit. 

2.2.3.2. Thiết kế vector biểu hiện gen 

Tạo  ấu tr   độ    p m n    n   uy n A F3 5 H 

Xử lý đồng thời vector tái tổ hợp pBT_A F3 5 H và vector pRTRA7/3 bằng 

NcoI/NotI, sau đó chọn và tinh sạch đoạn DNA theo chỉ dẫn của kit GenJET PCR 

Purification để thu nhận đoạn gen A F3 5 H và vector mở vòng pRTA7/3. Trộn gen 

A F3 5 H với vector pRTRA7/3 bổ sung T4 DNA ligase xúc tác cho quá trình ghép 

nối tạo đƣợc vector tái tổ hợp pRTRA7/3_A F3 5 H mang cấu trúc 

C MV35S_A F3 5 H_ my _po yA. 

 

Hình 2.2. Sơ đồ thí nghiệm thiết kế vector chuyển gen pCB301_A F3 5 H 

 

Vector tái tổ hợp pRTRA7/3_A F3 5 H đƣợc nhân dòng trong E. coli DH5α và 

chọn dòng bằng colony-PCR với cặp mồi đặc hiệu F3 5 H-NcoI-F/F3 5 H-NotI-R. 

Tạo v  tor   uy n   n pCB301_A F3 5 H 
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Xử lý đồng thời vector pRTRA7/3_A F3 5 H và vector pCB301 với HindIII, 

sau đó chọn và tinh sạch các b ng DNA điện di theo kích thƣớc để thu nhận các 

thành phần cần cho việc tạo vector chuyển gen gồm: cấu trúc 

C MV35S_A F3 5 H_ my _po yA; vector mở vòng pCB301. Trộn cấu trúc 

C MV35S_A F3 5 H_ my _po yA tinh sạch với vector pCB301 đã mở vòng, bổ 

sung T4 DNA ligase để xúc tác cho quá trình ghép nối tạo đƣợc vector chuyển gen 

thực vật pCB301_A F3 5 H. Vector tái tổ hợp đƣợc nhân dòng trong E. coli DH5α. 

Tiến hành chọn dòng bằng colony - PCR với cặp mồi F3 5 H-NcoI-F/F3 5 H-NotI-R. 

2.2.3.3. Tạo Agrobacterium tumefaciens tái tổ hợp 

Biến nạp vector pCB301-A F3 5 H vào tế bào khả biến A. tumefaciens CV58 

bằng xung điện với thông số 400Ω, 2,5 kV, 2,5 μF rồi đƣa ngay vào nƣớc đá, sau 5 

phút bổ sung 200 µl LB lỏng và đảo nhẹ. Chuyển hỗn dịch đã xung điện sang ống 

Eppendorf 2 ml, nuôi phục hồi khuẩn sau biến nạp ở 28
o
C, lắc 200 rpm trong 2 giờ. 

Cấy trải trên môi trƣờng LB lỏng có kháng sinh kanamycin 50 mg/l và rifamycin 50 

mg/l, ủ ở 28
o
C trong 48 giờ. Tiến hành chọn dòng vi khuẩn mang vector tái tổ hợp 

pCB301_A F3 5 H bằng colony-PCR và dòng A. tumefaciens dƣơng tính sẽ đƣợc 

lƣu giữ phục vụ cho chuyển gen vào cây đích. 

2.2.4. Nhóm phƣơng pháp chuyển gen và phân tích cây chuyển gen 

2.2.4.1. Biến nạp di truyền ở cây thuốc lá 

C uẩn  ị v  k uẩn  ây n  ễm 

Vi khuẩn A. tumefaciens mang gen chuyển A F3 5 H đƣợc nuôi chọn lọc 

trong 15 ml môi trƣờng LB lỏng bổ sung kháng kanamycin 50 mg/l và rifamycin 50 

mg/l ở 28
o
C lắc 200 rpm, 48 giờ. Chuyển 10 ml dịch huyền phù tế bào trên vào 50 

ml LB lỏng không kháng sinh để nuôi phục hồi 28
o
C, lắc 200 rpm đến khi OD600 = 

0,6-0,8 là đạt số lƣợng tế bào tối ƣu để biến nạp. Ly tâm toàn bộ dịch tế bào ở 4
o
C, 

5000 rpm, 15 phút. Hoà tan tế bào lắng vào 40 ml dung dịch ½MS + AS 50 μl đặt 

trong nƣớc đá lạnh. 

C uy n   n A F3 5 H vào cây T uố   á t ôn  qu  A. tumefaciens 
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Biến nạp cấu trúc mang gen chuyển A F3 5 H thông qua lây nhiễm A. 

tumefaciens tái tổ hợp vào mảnh lá và tái sinh cây Thuốc lá chuyển gen đƣợc thực 

hiện nhƣ mô tả của Topping (1998) [74]. Môi trƣờng nuôi cấy lá Thuốc lá chuyển 

gen đƣợc trình bày ở phụ lục 12. 

Lá Thuốc lá đƣợc cắt thành các mảnh nhỏ có kích thƣớc 1×1 cm, sau đó các 

mảnh lá đƣợc ngâm trong dịch khuẩn A. tumefaciens tái tổ hợp trong 30 phút. Chuyển 

các mảnh lá nhiễm khuẩn sang môi trƣờng cảm ứng chồi GM (MS + BAP 1,0 mg/l + 

sucrose 30g/l + agar 9 g/l) bổ sung kháng sinh chọn lọc kanamycin 50 mg/l + 

cefotaxime 500 mg/l. Sau 4 tuần biến nạp, các cụm chồi đƣợc cắt ra khỏi mẫu và cấy 

chuyển sang môi trƣờng nuôi chồi đƣợc bổ sung kanamycin 50 mg/l. Chồi đạt chiều cao 

2-3 cm đƣợc chuyển vào môi trƣờng tạo rễ RM (MS + IBA 0,1 mg/l + sucrose 30 g/l + 

agar 9 g/l) bổ sung kanamycin 50 mg/l để hình thành cây hoàn chỉnh. Các cây chuyển 

gen in vitro phát triển rễ và 3-4 lá, chúng đƣợc ra trồng trong chậu chứa trấu hun: cát 

theo tỷ lệ 1:1, những cây sống sót sau đó đƣợc chuyển sang điều kiện nhà lƣới. 

2.2.4.2. Biến nạp và biểu hiện gen AcF3’5’H trong cây Ô đầu 

Tạo n uy n    u   ến nạp   n 

Các chồi in vitro có kích thƣớc khoảng 1-2 cm đƣợc sử dụng làm vật liệu 

nhận gen A F3 5 H thông qua A. tumefaciens. Chủng A. tumefaciens mang gen uidA 

và A F3 5 H đƣợc nuôi cấy chọn lọc trong môi trƣờng LB lỏng bổ sung kanamycin 

50 mg/l và rifamycin 50 mg/l ở 28°C với lắc ở 200 vòng/phút trong 48 giờ. 10 ml 

huyền phù tế bào trên đƣợc chuyển vào 50 ml LB lỏng không có kháng sinh để thu 

hồi ở 28°C và lắc ở 200 vòng/phút cho đến khi mật độ A. tumefaciens là OD600 = 0,8. 

Toàn bộ huyền phù tế bào đƣợc ly tâm ở 4°C và 5000 vòng/phút trong 15 phút để thu 

sinh khối lắng cặn. Các tế bào lắng đƣợc hòa tan trong 50 ml dung dịch ½ MS + 

acetosyringone 100 μl trong nƣớc đá. 

Thiết l p thí nghi m chuy n gen thông qua chuy n gen chỉ thị uidA ở  ây Ô đầu 

Quy trình chuyển gen ở cây Ô đầu đƣợc xây dựng thông qua chuyển gen uidA 

với việc khảo sát mật độ vi khuẩn A. tumefaciens, nồng độ AS, thời gian nhiễm và 

nồng độ kháng sinh chọn lọc kanamycin làm cơ sở cho chuyển gen đích vào cây Ô 
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đầu. Sau 4 tuần biến nạp gen uidA, các mẫu tạo chồi đƣợc chuyển sang môi trƣờng 

MS + sucrose 30 g/l + agar 8 g/l + MES 0,59 g/l + muối B5 3 g/l + BAP 0,5 mg/l để 

kéo dài chồi. Chồi đạt chiều cao 2 - 3 cm đƣợc chuyển sang môi trƣờng tạo rễ MS + 

sucrose 30 g/l + agar 8 g/l + BAP 0,5 mg/l + IBA 0,4 mg/l bổ sung kanamycin. Sau 

đó, cây in vitro đƣợc chuyển trồng trong chậu trong điều kiện nhà lƣới. Phân tích 

biểu hiện uidA tuân theo quy trình nhuộm hóa mô GUS (β-glucuronidase) theo 

Jefferson và cs (1987) [121]. 

B ến nạp  ấu tr   C MV35S_AcF3 5 H_ my _polyA vào  ây Ô đầu 

 Sự biến nạp trung gian qua vi khuẩn Agrobacterium thông qua hệ thống tái sinh 

cây và chồi Ô đầu in vitro đƣợc thực hiện theo phƣơng pháp của Olhoft và cs (2007) 

[118]. Môi trƣờng nuôi cấy chồi Ô đầu chuyển gen đƣợc trình bày ở phụ lục 13. 

Chồi in vitro đƣợc tách từ các cụm đa chồi và ngâm trong dịch A. tumefaciens tái 

tổ hợp có chứa vectơ chuyển gen pCB301_A F3 5 H trong 15 phút, sau đó đƣợc cấy 

trên môi trƣờng đồng nuôi cấy (Môi trƣờng CCM bao gồm MS cơ bản + muối B5 0,42 

g/l + MES 3,5 g/l + sucrose 30 g/l + agar 12 g/l; bổ sung vitamin B5 1,0 mg/l + AS 100 

µmol/l + L-cysteine 400 mg/l + BAP 1,5 mg/l) và đƣợc đặt trong tối trong 3 ngày. Các 

mẫu biến nạp đƣợc rửa trong dung dịch ½MS bổ sung cefotaxime 500 mg/l, sau đó 

đƣợc chuyển sang môi trƣờng SIM cảm ứng tạo chồi có bổ sung BAP và kháng sinh 

kanamycin chọn lọc để tái sinh chồi trong sáu tuần. Môi trƣờng cảm ứng tạo chồi SIM 

đầu tiên bao gồm MS cơ bản + muối B5 3,20 g/l + MES 1,0 g/l + sucrose 30 g/l + agar 

12 g/l; bổ sung vitamin B5 1 mg/l + BAP 1,5 mg/l + kanamycin 50 mg/l. Sau hai tuần, 

các mẫu biến nạp đƣợc chuyển sang môi trƣờng SIM lần thứ hai. Môi trƣờng cảm ứng 

tạo chồi SIM thứ hai bao gồm MS cơ bản + muối B5 3,20 g/l + MES 1,0 g/l + sucrose 

30 g/l + agar 12 g/l; bổ sung vitamin B5 1 mg/l + BAP 1,5 mg/l + kanamycin 75 mg/l. 

Sau bốn tuần, các chồi cao 1-2 cm đƣợc chuyển sang môi trƣờng kéo dài chồi SEM (MS 

cơ bản + MES 1,0 g/l + sucrose 30 g/l + agar 12 g/l; bổ sung với vitamin B5 1 mg/l + L-

asparagine 75 mg/l + L-pyroglutamic acid 100 mg/l + GA3 1,0 mg/l + IAA 0,1 mg/l + 

kanamycin 50 mg/l). Sự kéo dài chồi trong SEM kéo dài trong sáu tuần. Khi chồi 

chuyển gen cao khoảng 2-4 cm, các chồi phát triển tốt đƣợc chọn và chuyển sang môi 

trƣờng tạo rễ RM có bổ sung IBA và sàng lọc bằng kanamycin. Môi trƣờng tạo rễ RM 
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bao gồm MS cơ bản + MES 1,0 g/l + sucrose 30 g/l + agar 12 g/l + nƣớc dừa 100 ml/l 

bổ sung IBA 0,5 mg/l và kanamycin 50 mg/l. Khi cây chuyển gen in vitro phát triển rễ 

và 3-4 lá, chúng đƣợc trồng trên giá thể với tỷ lệ 2 đất phù sa: 1 trấu hun: 2 xơ dừa trong 

điều kiện nhà kính.  

2.2.4.3. Phân tích cây chuyển gen 

Phân tích cây T uố   á   uy n   n 

Cây Thuốc lá chuyển gen trồng trong nhà lƣới đƣợc sử dụng để phân tích sự 

hiện diện và biểu hiện của gen chuyển trong cây chuyển gen bằng PCR, RT-PCR, 

Western blot và ELISA.  

DNA tổng số đƣợc phân lập từ lá non dựa trên phƣơng pháp của Saghai-

Maroof và cs (1984) [101]. Tách chiết RNA tổng số từ lá cây Thuốc lá chuyển gen  

bằng kít GenElute
TM

 Total RNA Miniprep (Sigma). Tổng hợp cDNA đƣợc thực hiện 

bằng kít First-Strand cDNA synthesis (Fermentas).  

PCR đƣợc thực hiện để xác nhận sự hiện diện của gen chuyển AcF3'5'H trong 

cây Thuốc lá chuyển gen. Phân tích biểu hiện gen A F3 5 H ở cấp độ phiên mã đƣợc 

thực hiện bằng cách sử dụng RT-PCR. Cặp mồi F3 5 H-NcoI-F/F3 5 H-NotI-R 

(Bảng 2.1) đƣợc sử dụng để phân tích PCR và RT-PCR.  

Cây Thuốc lá chuyển gen đƣợc xác nhận dƣơng tính với RT-PCR đƣợc sử 

dụng để phân tích biểu hiện của protein tái tổ hợp AcF3'5'H (recombinant AcF3’5’H 

= rAcF3'5'H) bằng Western blot và ELISA. Protein tổng số chiết xuất từ lá Thuốc lá 

đƣợc phân tích bằng điện di trên gel 10% SDS-PAGE nhƣ mô tả của Laemmli [152]. 

Phân tích Western blot để xác định sự biểu hiện protein tái tổ hợp đƣợc thực hiện 

theo mô tả của Sun và cs [64]. Hàm lƣợng của protein rAcF3’5’H đƣợc xác định 

bằng ELISA [64]. Hàm lƣợng của protein rAcF3'5'H (µg/µl) đƣợc xác định theo 

công thức sau: Y = 0,0019X + 0,0562, trong đó Y là hàm lƣợng của protein 

rAcF3'5'H và R (hệ số tƣơng quan) = 0,9993.  

P ân tí    ây Ô đầu   uy n   n 
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Cây Ô đầu chuyển gen trồng trong nhà kính đƣợc sử dụng để phân tích sự 

hiện diện và biểu hiện của gen chuyển trong cây chuyển gen bằng PCR, RT-PCR, 

Western blot và ELISA. Tách chiết DNA tổng số từ lá Ô đầu chuyển gen và cây đối 

chứng không chuyển gen theo Saghai-Maroof và cs (1984) [101]. Tách chiết RNA 

tổng số từ lá cây Ô đầu bằng kít GenElute
TM

 Total RNA Miniprep (Sigma). Tổng 

hợp cDNA đƣợc thực hiện bằng kít First-Strand cDNA synthesis (Fermentas).  

Sự hiện diện của gen chuyển A F3 5 H trong bộ gen của cây chuyển gen Ô đầu 

ở thế hệ T0 đƣợc xác định bằng PCR. Phân tích sự biểu hiện của gen chuyển A F3 5 H 

ở mức độ phiên mã đƣợc thực hiện bằng cách sử dụng RT-PCR. Cặp mồi F3 5 H-NcoI-

F/F3 5 H-SacI-R (Bảng 2.1) đƣợc sử dụng để phân tích PCR và RT-PCR.  

Protein tổng số chiết xuất từ lá Ô đầu chuyển gen đƣợc biến tính và phân tích 

bằng điện di trên gel 10% SDS-PAGE nhƣ mô tả của Laemmli và cs (1970) [152] và 

sau đó đƣợc chuyển sang màng nitrocellulose. Các màng đã bị chặn bằng sữa tách 

béo 5% trong PBS-T qua đêm. Các màng chứa protein đƣợc ủ với kháng thể c-myc 

trong 3 giờ, lắc ở nhiệt độ phòng và ủ với các kháng thể thứ cấp (kháng IgG-HRP) 

trong 2 giờ. Kết quả đƣợc xác định bằng cách sử dụng TMB (3,3', 5,5'-tetramethyl 

benzidine). Hàm lƣợng của protein tái tổ hợp AcF3’5’H (rAcF3’5’H) đƣợc xác định 

bằng ELISA theo Sun và cs (2006) [64]. Protein tổng số đƣợc pha loãng đến nồng độ 

200 µg/ml. Protein H5 đƣợc gắn đuôi cmyc của virus cúm A/H5N1 đƣợc sử dụng 

làm đối chứng. Việc xây dựng đƣờng chuẩn dựa trên nồng độ của protein H5 pha 

loãng. Hàm lƣợng của protein rAcF3'5'H (µg/µl) đƣợc xác định theo công thức sau: 

Y = 0,0019X + 0,0562, trong đó Y là hàm lƣợng của protein rAcF3'5'H và R (hệ số 

tƣơng quan) = 0,9993. 

2.2.4.4. Xác định hàm lượng flavonoid tổng số trong cây Thuốc lá và Ô đầu bằng 

kỹ thuật quang phổ hấp thụ 

Flavonoid từ lá cây Thuốc lá và lá cây Ô đầu đƣợc chiết bằng methanol, sau 

đó cho phản ứng với AlCl3 rồi đem đo quang phổ ở bƣớc sóng 415 nm theo Kalita và 

cs (2013) [112]. Đƣờng chuẩn quercetin đƣợc xây dựng bằng cách phân tích dãy 

chuẩn có nồng độ từ 10 µg/ml đến 100 µg/ml, ở cây Thuốc lá Y = 0,0059X - 0,0075 

(hệ số tƣơng quan R2
 = 0,9999), ở cây Ô đầu Y = 0,0061X - 0,0029 (hệ số tƣơng 
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quan R
2
 = 0,9998), trong đó Y là hàm lƣợng của Quercetin (hình 2.3). Đƣờng chuẩn 

mô tả sự phụ thuộc của độ hấp thụ phân tử (trục tung) vào nồng độ dung dịch chuẩn 

tƣơng ứng (µg/ml). Mẫu lá tƣơi (cây Thuốc lá, Ô đầu) đƣợc nghiền mịn, trộn đồng 

nhất. Cân một lƣợng khoảng 0,1 - 0,5 g mẫu (tƣơng đƣơng 10 mg quercetin). Lắc 

đều, siêu âm 30 phút và định mức bằng methanol đến vạch của bình định mức 100 

ml. Lấy chính xác 0,5 ml dịch chiết hoặc dãy chuẩn; 1,5 ml MeOH; 0,1 ml dung dịch 

AlCl3 0,1 %; 0,1 ml dung dịch kali acetat 1M; 2,8 ml nƣớc cất, lắc đều rồi tiến hành 

đo quang phổ tại bƣớc sóng 415 nm trên máy UV-VIS. 

Kết quả đƣợc tính toán theo công thức: 

Cm = c

m

A

A

. Cc . k m

V

 

Trong đó: Cm: nồng độ của mẫu phân tích đƣợc tính bằng µg đƣơng lƣợng 

quercetin/g mẫu tƣơi (µg/g); Cc: nồng độ quercetin trong dung dịch chuẩn làm việc 

(µg/ml); Am; Ac: độ hấp thụ của mẫu và của dung dịch chuẩn; V: thể tích cuối (ml); 

m: khối lƣợng mẫu (g); k: hệ số pha loãng.  

 

Hình 2.3. Đồ thị đƣờng chuẩn xác định flavonoid toàn phần theo quercetin. A: Đồ 

thị đƣờng chuẩn xác định flavonoid toàn phần theo quercetin trong cây Thuốc lá; B: 

Đồ thị đƣờng chuẩn xác định flavonoid toàn phần theo quercetin trong cây Ô đầu. 

2.2.5. Xử lý số liệu thống kê 

Các số liệu đƣợc xử lý bằng phần mềm Microsoft Excel và phần mềm 

Statistical Package for the Social Science (SPSS) để xác định các trị số thống kê nhƣ: 



60 

 

giá trị trung bình, phƣơng sai, độ lệch chuẩn, sai số trung bình mẫu. Sự khác biệt 

giữa các giá trị trung bình đƣợc kiểm tra bằng Duncan với P < 0,05; 0,01; 0,001. 

2.3. ĐỊA ĐIỂM VÀ THỜI GIAN NGHIÊN CỨU 

Các thí nghiệm đƣợc thực hiện từ tháng 8/2016 đến tháng 12/2020. 

Các thí nghiệm nuôi cấy in vitro và chuyển gen vào cây Thuốc lá, cây Ô đầu 

đƣợc thực hiện tại Phòng thí nghiệm Công nghệ tế bào thực vật, Khoa Sinh học, 

Trƣờng Đại học Sƣ phạm - Đại học Thái Nguyên. 

Các thí nghiệm phân tích cây chuyển gen đƣợc tiến hành tại phòng Công nghệ 

ADN ứng dụng, phòng Công nghệ Tế bào thực vật và Phòng thí nghiệm trọng điểm 

Công nghệ gen thuộc Viện Công nghệ sinh học - Viện Hàn lâm Khoa học và Công 

nghệ Việt Nam.  

Các thí nghiệm phân tích hàm lƣợng flavonoid tổng số trong lá cây Thuốc lá, 

cây Ô đầu đƣợc thực hiện tại Phòng Công nghệ Thực phẩm – Viện kiểm nghiệm và 

vệ sinh an toàn thực phẩm Quốc gia, Bộ Y tế. 

Luận án đƣợc hoàn thành tại Bộ môn Di truyền học và Công nghệ sinh học, 

Khoa Sinh học, Trƣờng Đại học Sƣ phạm - Đại học Thái Nguyên. 
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Chƣơng 3. K T QUẢ VÀ THẢO LU N 

 

3.1. K T QUẢ ĐỊNH DANH LOÀI Ô ĐẦU (Aconitum carmichaelii) 

3.1.1. Đặc điểm hình thái các mẫu Ô đầu thu ở Hà Giang 

 Kết quả so sánh hai mẫu Ô đầu thu từ các loài thuộc huyện Hoàng Su Phì và 

Quản Bạ, tỉnh Hà Giang cho thấy các mẫu Ô đầu giống nhau về hình thái, gồm rễ, 

thân, lá, hoa (Hình 3.1 A- E).  

 

Hình 3.1. Cây Ô đầu. A: Hình vẽ Ô đầu theo Đỗ Tất Lợi (2004) [11]; B: Ô đầu gồm 

rễ và hình thành củ; C: Cây Ô đầu gồm củ mẹ, củ con; D: Lá Ô đầu và cuống lá; E: 

Cành mang hoa và hoa Ô đầu; G: Các bộ phận của hoa Ô đầu; H: Quả Ô đầu; I: Quả 

khô và hạt Ô đầu (B, C, D, E, G, H, I: Ản   o tá    ả   ụp). 
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 Ô đầu là cây thân thảo mọc thẳng đứng, sống một n m hoặc nhiều n m, cao 

khoảng 0,6-1 m, thân màu xanh, ít phân cành, có lông ngắn (Hình 3.1 A). Rễ cây Ô 

đầu là rễ chùm, từ củ mọc ra nhiều rễ con với độ dài khác nhau trung bình dài từ 1-

15 cm, rễ mọc thẳng không cong queo, trên rễ có nhiều lông nhỏ. Rễ có màu nâu 

vàng, đâm sâu xuống đất và phát triển theo chiều ngang (đối với củ phụ tử), phát 

triển theo chiều dọc đối với củ có hình con quay. Củ có hình nón, dài 3-5 cm, đƣờng 

kính 1-2,5 cm mọc thành chùm trong đó có củ mẹ và nhiều củ con. Củ mẹ là do rễ 

cái phình thành ngay ở dƣới thân cây, củ mẹ có đặc điểm là nhẹ, rỗng và ở giữa có 

màu xám. Củ con đƣợc mọc ra từ cạnh cổ rễ cái, củ con thì chắc, nặng, phía trên đầu 

củ con có mang lá ngầm. Rễ củ thu hái vào tháng 7-10, trƣớc khi cây ra hoa, là lúc củ 

có kích thƣớc to nhất. Rễ cây Ô đầu có vị nhạt, sau hơi chát và tê lƣỡi. (Hình 3.1 B, 

C). Lá đơn nguyên, 3 thùy, mỗi thùy lại chẻ thành nhiều thùy không đều nhau (2 hoặc 

3 thùy), mép lá hình r ng cƣa, mọc tròn xung quanh củ, không có lá kèm, xanh đậm, 

nhẵn và có lông ở mép lá. Mặt trên có màu đậm hơn mặt dƣới. Ngoài ra còn có một số 

lá có hình dạng khác nhƣ: lá không có hình r ng cƣa, lá chẻ 2 thùy gân lá dạng bản. Lá 

cây con hình tim, gần nhƣ tròn, tựa nhƣ lá ngải cứu. Lá cây Ô đầu mọc so le và sắp 

xếp theo hình xoắn ốc. Cuống lá dài, trung bình từ 1- 4 cm, có màu xanh hoặc màu tím 

đậm, trên cuống cũng có lông nhỏ.  Phiến lá rộng khoảng từ 5-12 cm, gân lá hình lông 

chim, nhẵn hai mặt, có màu sắc giống với phiến lá. (Hình 3.1 A, D). Đầu ngọn thân 

hoặc kẽ lá xuất hiện cụm hoa mọc thành chùm dày nhiều hoa to màu xanh tím, dài 10-

20 cm, cuống hoa dài 2-6 cm, dƣới cụm hoa có lá bắc nhỏ chia 3 thùy hình mác (Hình 

3.1 E). Hoa lƣỡng tính, không đều, có 5 đài gồm 1 lá đài trên hình mũ hơi dẹt, 2 lá đài 

bên hình trứng và 2 lá đài dƣới hình thuôn, có lông tơ trên mặt ngoài, có túi rỗng ở 

đỉnh để chứa mật hoa. Tràng hoa nằm trong lá đài trên, nhị nhiều (45-50 nhị), chỉ nhị 

rộng có cánh ở dƣới, bao phấn nứt dọc hình cầu hoặc elip, vòi nhụy ngắn hơn bầu 

nhụy. Hoa nở vào tháng 10-11 (Hình 3.1 E, F). Quả Ô đầu thuộc dạng quả nang, màu 

xanh, có mỏ ngắn gồm 5 đại mỏng hình elip, đƣờng kính 0,3-0,5 cm, dài khoảng 1,5-

2,7 cm, có cuống dài 2-6 cm (Hình 3.1 G). Trong mỗi đại chứa 10- 25 hạt dẹt, màu nâu 

đen, dài 3-5 mm, rộng 2-3 mm, trên mặt có vảy (Hình 3.1 H). 
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 Sau khi đối chiếu các đặc điểm hình thái quan sát đƣợc ở các mẫu Ô đầu với 

các đặc điểm cây Ô đầu theo mô tả của Phạm Hoàng Hộ (1999) [7], Đỗ Tất Lợi 

(2004) [11] và đồng thời tra cứu trên trang web của Tropicos [183] cho thấy các mẫu 

Ô đầu thu tại huyện Hoàng Su Phì và Quản Bạ, tỉnh Hà Giang thuộc chi Ô đầu 

(Aconitum L), họ Hoàng Liên (Ranunculaceae), bộ Hoàng Liên (Ranunculales), phân 

lớp Hoàng Liên (Ranunculidae), lớp Hai lá mầm (Magnoliopsida), ngành Thực vật 

có hoa, Mộc lan, Hạt kín (Magnoliophyta).  

 Tuy nhiên, sử dụng phƣơng pháp hình thái so sánh rất khó xác định đƣợc mẫu 

Ô đầu khi cây đang trong giai đoạn phát triển (chƣa ra hoa) và dễ nhầm lẫn với loài 

thuộc chi Aconitum. Vì vậy, để có thể tránh đƣợc sự nhầm lẫn với các loài gần gũi 

mà những quan sát hình thái sinh trƣởng và phát triển chƣa đủ để định danh loài và 

phân biệt loài hoặc mẫu cây đã bị biến dạng, cần kết hợp phƣơng pháp hình thái so 

sánh với việc sử dụng mã vạch DNA (trình tự vùng ITS, đoạn gen matK, rpoC1, 

rpoB2) trong nhận diện loài Ô đầu. 

3.1.2. Đặc điểm trình tự nucleotide của vùng ITS và các đoạn gen matK, rpoC1, 

rpoB2 

3.1.2.1. Đặc điểm trình tự vùng ITS   

 DNA tổng số đƣợc tách chiết từ lá non của 2 mẫu Ô đầu đƣợc sử dụng để thực 

hiện phản ứng PCR với cặp mồi ITS-F/ITS-R. Kết quả kiểm tra sản phẩm PCR trên 

gel agarose 0,8% cho thấy ở cả 2 làn chạy chỉ xuất hiện một b ng duy nhất với kích 

thƣớc khoảng hơn 600 bp, tƣơng ứng với kích thƣớc dự kiến của vùng ITS (Hình 

3.2).  

 Kết quả giải trình tự nucleotide đã xác định đƣợc vùng ITS có kích thƣớc 630 

bp (Phụ lục 1). Vùng ITS đƣợc phân lập từ loài Ô đầu (A .carmichaelii) bao gồm một 

phần của đoạn gen 18S rDNA, đoạn không mã hóa ITS1 và gen 5,8S rDNA, đoạn 

không mã hóa ITS2 và một phần của đoạn gen 28S rDNA đƣợc mô tả ở hình 3.3. 

 

http://www.tropicos.org/Name/26200178
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Hình 3.2. Điện di đồ sản phẩm PCR nhân vùng ITS. M: Marker 1 kb; 1: Mẫu Ô đầu 

Hoàng Su Phì (HSP); 2: Mẫu Ô đầu Quản Bạ (QB) 

  

 

Hình 3.3. Sơ đồ vùng ITS của mẫu Ô đầu 

 Bằng phần mềm BLAST trong NCBI cho thấy vùng ITS phân lập từ 2 mẫu 

nghiên cứu Ô đầu Hà Giang, Việt Nam (ITS-QB, ITS-HSP) có tỷ lệ tƣơng đồng là 

98,41%, 98,25 % (đối với ITS phân lập từ mẫu QB), và 97,94%, 97,78% (đối với ITS 

phân lập từ mẫu HSP) với hai trình tự ITS của A. carmichaelii (mã số trên GenBank 

là AY571352 và MH922985) (Phụ lục 2). Kết quả này đã khẳng định trình tự 

nucleotide phân lập đƣợc là vùng ITS thuộc loài A. carmichaelii. Trình tự vùng ITS 

của 2 mẫu nghiên cứu (ITS-HSP, ITS-QB) đã đƣợc GenBank chấp nhận và công bố 

với các mã số lần lƣợt là MH410519.1, MH410520.1. 

3.1.2.2. Đặc điểm trình tự đoạn gen matK 

PCR nhân bản đoạn gen matK với cặp mồi matK-F/matK-R từ DNA tổng số 

và kết quả kiểm tra sản phẩm PCR trên gel agarose 0,8 % cho thấy ở cả 2 làn chạy 

chỉ xuất hiện một b ng duy nhất với kích thƣớc khoảng hơn 800 bp tƣơng ứng với 
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kích thƣớc dự kiến của đoạn gen matK (Hình 3.4). Kết quả giải trình tự nucleotide đã 

xác định đƣợc đoạn gen matK có kích thƣớc là 822 bp (Phụ lục 3). 

 

 

 

Hình 3.4. Điện di đồ sản phẩm PCR nhân đoạn gen matK. M: Marker 1 kb; 1: matK-

QB, 2: matK-HSP 

  

Kết quả phân tích BLAST dựa trên trình tự nucleotide của đoạn gen matK của 

các mẫu Ô đầu đƣợc thể hiện ở Phụ lục 4. Tỷ lệ tƣơng đồng của các chuỗi matK 

đƣợc phân lập từ các mẫu Ô đầu Hà Giang, Việt Nam là 98,30% so với hai trình tự 

matK của A. carmichaelii (mã số trên GenBank là KY407560 và KX347251). Do đó, 

những kết quả này đã chứng minh rằng đoạn DNA phân lập từ các mẫu ở Hoàng Su 

Phì và Quản Bạ, Hà Giang, Việt Nam là đoạn gen matK của các loài A. carmichaelii. 

Trình tự đoạn gen matK của 2 mẫu nghiên cứu (matK-QB, matK-HSP) đã đƣợc 

GenBank chấp nhận và công bố với các mã số lần lƣợt là LS398143.1 và 

LS398144.1. 

3.1.2.3. Đặc điểm trình tự đoạn gen rpoC1 và rpoB2 

Kết quả khuếch đại đoạn gen rpoC1 bằng PCR với cặp mồi rpoC1-F/rpoC1-R 

thu đƣợc đoạn DNA có kích thƣớc hơn 0,55 kb (Hình 3.5A). Kích thƣớc của đoạn 

DNA nhân bản đƣợc đúng nhƣ kích thƣớc dự kiến của đoạn gen rpoC1. 



66 

 

A B 

Hình 3.5. Điện di đồ sản phẩm PCR nhân bản đoạn gen rpoC1 (A) và đoạn gen 

rpoB2 (B). M: Marker 1 kb; 1: HSP, 2: QB 

 

Kết quả giải trình tự nucleotide thu đƣợc đoạn gen rpoC1 phân lập từ cây Ô 

đầu Hà Giang có kích thƣớc gồm 543 nucleotide (Phụ lục 5), trong đó có 150 base 

loại A, 163 base loại T, 131 base loại G, 99 base loại C. Kết quả phân tích bằng 

BLAST trong NCBI cho thấy trình tự đoạn gen rpoC1 đƣợc phân lập từ cây Ô đầu 

Hà Giang có độ tƣơng đồng cao, 99% so với trình tự gen rpoC1 trong hệ gen lục lạp 

của cây Ô đầu mang mã số KX347251, KT820663, KT820666, KT820667, 

KT820668, KT820669, KT820670 trên GenBank. Nhƣ vậy có thể khẳng định đoạn 

gen phân lập từ cây Ô đầu Hà Giang là đoạn gen rpoC1 của Ô đầu. 

Kết quả phân tích mối quan hệ di truyền giữa các loài Ô đầu thuộc chi 

Aconitum dựa trên trình tự nucleotide của đoạn gen rpoC1 trên sơ đồ hình cây cho 

thấy từ các mẫu Ô đầu đƣợc chia làm hai nhánh chính (Phụ lục 6). Các trình tự mang 

mã số KT820663, KT820665, KT820666, KT820667, KT820668, KT820669, 

KT820670, KX347251 và rpoC1-HG thuộc nhánh I và trình tự mang mã số 

KT820664 thuộc nhánh II. Nhánh thứ nhất lại chia làm 2 nhánh phụ, trong đó trình tự 

mang mã số KX347251 và rpoC1-HG thuộc nhánh phụ thứ nhất và các trình tự còn 

lại thuộc nhánh phụ thứ hai. Khoảng cách di truyền giữa 2 nhánh chính I và II là 

0,2%. Trình tự đoạn gen rpoC1 phân lập từ cây Ô đầu Hà Giang (rpoC1-HG) và 
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trình tự mang mã số KX347251 cùng loài A. carmichaelii thuộc cùng một nhánh phụ 

của nhánh I. 

Kết quả khuếch đại đoạn gen rpoB2 bằng PCR với cặp mồi rpoB2-F/rpoB2-R 

thu đƣợc đoạn DNA có kích thƣớc gần 0,5 kb (Hình 3.5B). Kích thƣớc của đoạn 

DNA nhân bản đƣợc đúng nhƣ kích thƣớc dự kiến của đoạn gen rpoB2. Kết quả giải 

trình tự nucleotide cho thấy đoạn gen rpoB2 phân lập từ cây Ô đầu Hà Giang có kích 

thƣớc gồm 471 nucleotide (Phụ lục 7), gồm 142 base loại A, 132 base loại T, 113 

base loại G, 84 base loại C. Phân tích bằng BLAST từ NCBI cho kết quả trình tự 

đoạn gen rpoB2 đƣợc phân lập từ cây Ô đầu Hà Giang có độ tƣơng đồng 99% so với 

trình tự gen rpoB2 trong hệ gen lục lạp của cây Ô đầu mang mã số KX347251 trên 

GenBank. Kết quả phân tích bằng BLAST đã khẳng định đoạn gen phân lập từ cây Ô 

đầu Hà Giang là đoạn gen rpoB2 của Ô đầu. 

Kết quả phân tích mối quan hệ di truyền giữa các loài Ô đầu thuộc chi 

Aconitum dựa trên kết quả so sánh trình tự nucleotide của đoạn gen rpoB2 (Phụ lục 

8). Sơ đồ hình cây cho thấy 9 loài Ô đầu thuộc cùng chi Aconitum đƣợc phân thành 

hai nhánh chính, nhánh thứ nhất gồm 2 mẫu là A. carmichalii KX347251.1 và mẫu Ô 

đầu Hà Giang. Nhánh thứ hai gồm 8 mẫu và chia thành 2 nhánh phụ. Khoảng cách di 

truyền giữa hai nhánh chính I và II là 0,2%. Trình tự đoạn gen rpoB2 phân lập từ cây 

Ô đầu Hà Giang (rpoB2-HG) và trình tự mang mã số KX347251 cùng loài A. 

carmichaelii thuộc cùng một nhánh phụ của nhánh I. 

3.1.3. Thảo luận kết quả định danh mẫu Ô đầu  

Ô đầu (A. carmichaelii Debx.) là loài cây thảo dƣợc mọc tự nhiên hoặc đƣợc 

trồng để làm thuốc. Bằng phƣơng pháp hình thái so sánh, các mẫu Ô đầu đƣợc xác 

định có các đặc điểm cơ quan dinh dƣỡng, cơ quan sinh sản giống nhau và giống với 

các đặc điểm mô tả về cây Ô đầu theo Phạm Hoàng Hộ (1999) [7], Đỗ Tất Lợi 

(2004) [11]. Tuy nhiên, một số đặc điểm của các mẫu Ô đầu có nhiều điểm tƣơng 

đồng với các loài cùng chi Aconitum, nên chƣa thể nhận diện đƣợc các mẫu Ô đầu 

này thuộc cùng một loài hay khác loài. Do các loài thuộc chi Aconitum đƣợc đặt tên 

khác nhau và trƣớc kia không công bố rộng rãi nên một loài lại có thể có nhiều tên 
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khác nhau. Mặt khác c n cứ vào đặc điểm thực vật để phân loại cũng khó kh n, do 

đặc điểm giữa các loài khác nhau không nhiều, cùng một loài sống trong các điều 

kiện khác nhau, có thể có sự thay đổi về hình thái. Vì vậy, việc kết hợp phƣơng pháp 

hình thái so sánh với mã vạch DNA (vùng ITS, đoạn gen matK, rpoC1 và rpoB2) có 

thể giúp định danh ở mức độ loài đối với nhóm cây dƣợc liệu nói chung và cây Ô 

đầu nói riêng trong các trƣờng hợp khó phân biệt hai loài gần nhau khi chỉ dựa trên 

hình thái hoặc mẫu cây đã bị biến dạng ... Từ hệ gen mẫu Ô đầu, vùng ITS đƣợc phân 

lập có kích thƣớc 630 bp; ba đoạn gen matK, rpoC1 và rpoB2 có kích thƣớc tƣơng 

ứng là 822 bp, 543 bp và 471 bp. Bằng BLAST trong NCBI cho thấy trình tự đoạn 

gen matK, rpoC1 và rpoB2 của các mẫu nghiên cứu có tỷ lệ tƣơng đồng lần lƣợt là 

98%, 99%, 99% với trình tự gen lục lạp của loài A. carmichaelii do Jihai Gao và cs 

(2016) giải trình tự, mang mã số KY006977 trên GenBank [55]. Đồng thời, trình tự 

vùng ITS của 2 mẫu nghiên cứu có tỷ lệ tƣơng đồng 97% với trình tự vùng ITS ở loài 

A. carmichaelii do Luo và cs (2005) giải trình tự có mã số trên trên GenBank là 

AY571352 [171]. Kết quả này làm cơ sở để xác định các mẫu Ô đầu thu tại tỉnh Hà 

Giang, Việt Nam thuộc loài A. carmichaelii, chi Aconitum, họ Hoàng Liên 

(Ranunculaceae).  

Nghiên cứu này tập trung phân tích hai mã vạch matK và ITS để xác định chỉ 

thị đáng tin cậy trong định danh loài A. carmichaelii. Kết quả phân tích tiến hóa dựa 

trên trình tự đoạn gen matK bằng phần mềm MEGAX [84] đƣợc thể hiện ở hình 3.6. 

Lịch sử tiến hóa của các mẫu Ô đầu nghiên cứu dựa trên trình tự nucleotide của đoạn 

gen matK đƣợc suy luận bằng phƣơng pháp Maximum Likelihood (ML) và mô hình 

Tamura-Nei model [81]. Cây đồng thuận bootstrap suy luận từ 1000 lần lặp lại đƣợc 

lấy để đại diện cho lịch sử tiến hóa của đơn vị phân loại đƣợc phân tích [49]. Phân 

tích này liên quan đến 10 trình tự nucleotide và tất cả các trình tự đƣợc c n chỉnh, 

tổng cộng 722 vị trí trong bộ dữ liệu cuối cùng. 

Trên hình 3.6, hai mẫu Ô đầu thu từ Quản Bạ và Hoàng Su Phì (Hà Giang) 

phân bố cùng nhóm với hai mẫu Ô đầu có mã số KY407560 và KX347251 và thuộc 

cùng một loài A. carmichaelii với hệ số bootstrap từ 76-100%.  



69 

 

 

Hình 3.6. Cây phát sinh loài phân tử dựa trên trình tự nucleotide của gen matK đƣợc 

thiết lập theo phƣơng pháp Maximum Likelihood bằng phần mềm MEGAX. Hệ số 

bootstrap (1000 lần lặp lại) đƣợc hiển thị bên cạnh các nhánh. 1, 2, 3 ,6, 7, 8, 9, 10 là tên 

loài thuộc chi Aconitum cùng với mã số của trình tự gen matK trên GenBank. 4, 5 là loài 

Ô đầu Hoàng Su Phì và Quản Bạ cùng với mã số của trình tự gen matK trên GenBank. 

 

Hình 3.7. Cây phát sinh loài phân tử dựa trên trình tự nucleotide của vùng ITS đƣợc thiết 

lập theo phƣơng pháp Maximum Likelihood bằng phần mềm MEGAX. Các loài thuộc 

chi Aconitum đƣợc nhóm lại và hệ số bootstrap (1000 lần lặp lại) đƣợc hiển thị bên cạnh 

các nhánh. Tất cả các vị trí chứa khoảng trống và dữ liệu bị thiếu đã bị loại bỏ và có tổng 

cộng 610 vị trí nucleotide trong tập dữ liệu cuối cùng. 1, 2, 3 ,4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13 là 

tên loài thuộc chi Aconitum cùng với mã số của trình tự vùng ITS trên GenBank. 6, 7 là 

loài Ô đầu Quản Bạ và Hoàng Su Phì cùng với mã số của trình tự vùng ITS trên GenBank. 
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Trong khi đó cây phát sinh loài phân tử dựa trên trình tự nucleotide của vùng 

ITS ở hình 3.7, loài Ô đầu A. carmichaelii (bao gồm cả hai mẫu thu tại Quản Bạ và 

Hoàng Su Phì) phân bố ở cả hai nhánh và các nhánh phụ với hệ số bootstrap rất thấp, 

không đảm bảo độ tin cậy. 

Ở Việt Nam, Vũ Đức Lợi và cs (2014) [12] đã bƣớc đầu sử dụng trình tự vùng 

gen ITS trong nhận diện loài Ô đầu (A. carmichaelii), tuy nhiên kết quả nghiên cứu 

của chúng tôi cho thấy mã vạch ITS có độ tin cậy chƣa cao trong định danh loài A. 

carmichaelii (hình 3.7), vì thế chúng tôi cho rằng trình tự matK là một ứng cử viên 

mã vạch DNA tốt hơn để định danh loài Ô đầu (A. carmichaelii) và là giải pháp 

trong phân tích tiến hóa và phát sinh loài phân tử của chi Aconitum. 

3.2. K T QUẢ THI T L P HỆ THỐNG NUÔI CẤY IN VITRO VÀ TẠO RỄ 

TƠ Ở CÂY Ô ĐẦU  

3.2.1. Thiết lập hệ thống nuôi cấy in vitro phục vụ chuyển gen ở cây Ô đầu 

3.2.1.1. Tạo vật liệu khởi đầu cho nuôi cấy in vitro từ đoạn thân cây Ô đầu 

 Trong quá trình nuôi cấy in vitro ở thực vật, khử trùng mẫu là bƣớc đầu tiên 

và cũng là bƣớc quan trọng. Đối với bƣớc khử trùng mẫu, sự lựa chọn loại hóa chất, 

nồng độ và thời gian khử trùng sẽ ảnh hƣởng rất lớn đến hiệu quả khử trùng. Trong 

nghiên cứu này, dung dịch HgCl2 0,1% đƣợc sử dụng làm chất khử trùng bề mặt với 

thời gian xử lý khác nhau: 3 phút, 5 phút, 7 phút, 9 phút và 11 phút. Kết quả thể hiện 

ở bảng 3.1 và hình 3.8. 

Kết quả nghiên cứu về ảnh hƣởng của thời gian khử trùng bằng HgCl2 0,1% 

đến quá trình tạo vật liệu khởi đầu cho nuôi cấy in vitro từ đoạn thân cây Ô đầu cho 

thấy thời gian khử trùng t ng lên đã làm giảm khả n ng nhiễm của mẫu, cao nhất ở 

thời gian xử lý mẫu 9 phút cho tỷ lệ mẫu không bị nhiễm là 91,36 %, thấp nhất ở thời 

gian xử lý mẫu 3 phút cho tỷ lệ mẫu không bị nhiễm là 26,27%, chồi mập, dài và 

xanh bình thƣờng. Tuy nhiên, chất lƣợng chồi của mẫu lại tỷ lệ nghịch với thời gian 

khử trùng. Thời gian xử lý mẫu càng cao thì chồi mầm có sức sống giảm, chồi nhỏ, 

ngắn và màu vàng (trên 9 phút). Nhƣ vậy, trong thí nghiệm này, thời gian khử trùng 
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9 phút là thích hợp thể hiện ở tỷ lệ mẫu nảy chồi không bị nhiễm cao nhất và các 

chồi mầm có chất lƣợng tốt hơn so với các công thức còn lại. 

Bảng 3.1. Kết quả tạo vật liệu khởi đầu cho nuôi cấy in vitro từ đoạn thân cây Ô đầu 

(sau 4 tuần nuôi cấy) 

Công 

thức 

Thời gian khử 

trùng (phút) 

Tỷ lệ mẫu nảy 

chồi nhiễm (%) 

Tỷ lệ mẫu nảy chồi 

không bị nhiễm (%) 

Chất 

lƣợng chồi 

CT1 3 73,73
d
 26,27

a
 ++ 

CT2 5 43,88
c
 56,12

b
 ++ 

CT3 7 18,95
b
 81,05

c
 ++ 

CT4 9 8,64
a
 91,36

d
 ++ 

CT5 11 48,66
c
 51,34

b
 + 

Ghi chú: Chồi tốt là chồi m p,  à , x n   ìn  t ường (++);Chồi kém là chồi nhỏ, 

ngắn, vàng (+).Các chữ cái khác nhau trong các cột bi u thị sự khác bi t    ý n  ĩ  

thống kê (P <0,05) bằng Test Duncan; n = 30. 

 

Hình 3.8. Ảnh hƣởng của HgCl2 0,1% sau thời gian khử trùng 9 phút đến sự phát 

sinh chồi từ đoạn thân ở cây Ô đầu sau 4 tuần  

3.2.1.2. Cảm ứng đa chồi và tạo cây Ô đầu in vitro 

Ản   ưởng của BAP và kinetin đến phát sinh chồ   ây Ô đầu 

Các mẫu cấy là các đoạn thân mang đốt của cây Ô đầu đƣợc nuôi cấy trên môi 

trƣờng với các nồng độ cytokinin khác nhau (BAP hoặc kinetin dao động từ 0 đến 

2,0 mg/l).  
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Bảng 3.2. Ảnh hƣởng của BAP và kinetin đến cảm ứng tạo chồi từ đoạn thân cây Ô 

đầu 

Nồng 

độ 

(mg/l) 

BAP kinetin 

Số 

chồi/mẫu 

Chiều cao 

chồi (cm) 

Chất lƣợng 

chồi 

Số 

chồi/mẫu 

Chiều cao 

chồi (cm) 

Chất lƣợng 

chồi 

Sau 4 tuần 

0,0 1,07
a
 ± 0,05 0,95

a
 ± 0,07 + 1,13

a
 ± 0,06 1,02

a
 ± 0,05 + 

0,5 1,63
b
 ± 0,10 1,12

b
 ± 0,08 ++ 1,13

b
  ± 0,06 1,10

b
 ± 0,10 ++ 

1,0 1,93
c
 ± 0,12 1,45

c
 ± 0,15 ++ 2,50

c
  ± 0,12 1,82

d
 ± 0,15 +++ 

1,5 3,10
d
 ± 0,15 1,85

d
 ± 0,18 +++ 1,67

b
  ± 0,09 1,45

c
 ± 0,14 ++ 

2,0 2,07
c
 ± 0,10 1,55

c 
± 0,12 + 1,57

b
  ± 0,10 1,39

c
 ± 0,12 + 

Sau 6 tuần 

0,0 1,33
a
 ± 0,09 1,18

a
 ± 0,06 + 1,50

a
  ± 0,09 1,10

a
 ± 0,09 + 

0,5 2,00
b
 ± 0,12 1,43

b
 ± 0,10 + 2,10

b
  ± 0,11 1,36

b
 ± 0,19 + 

1,0 2,57
c
 ± 0,10 1,88

c
 ± 0,16 ++ 3,43

d
  ± 0,16 2,68

d
 ± 0,21 +++ 

1,5 3,60
d
 ± 0,13 2,80

d
 ± 0,21 +++ 2,70

c
  ± 0,10 1,68

c
 ± 0,17 ++ 

2,0 2,50
c
 ± 0,09 1,85

c
 ± 0,15 ++ 2,60

c
  ± 0,09 1,65

c
 ± 0,15 ++ 

Sau 8 tuần 

0,0 1,80
a
 ± 0,10 1,67

a
 ± 0,09 + 1,87

a
 ± 0,08 1,62

a
 ± 0,10 + 

0,5 2,67
b
 ± 0,10 2,13

b
 ± 0,11 + 2,57

b
 ± 0,10 2,07

b
 ± 0,13 + 

1,0 3,13
c
 ± 0,10 2,58

c
 ± 0,13 ++ 3,80

d
 ± 0,14 3,38

d
 ± 0,18 +++ 

1,5 4,57
d
 ± 0,14 3,50

d
 ± 0,16 +++ 3,20

c
 ± 0,09 2,35

c
 ± 0,15 ++ 

2,0 3,10
c
 ± 0,10 2,55

c
 ± 0,12 ++ 3,00

c
 ± 0,11 2,37

c
 ± 0,16 ++ 

Ghi chú: Chồ  s n  trưởng tốt là chồi m p, lá to màu xanh đ m (+++); Chồi sinh 

trưởng trung bình là chồi nhỏ, lá nhỏ màu xanh nhạt (++); Chồ  s n  trưởng kém là 

chồi nhỏ, lá nhỏ màu vàng (+). Các chữ cái khác nhau trong các cột bi u thị sự khác 

bi t    ý n  ĩ  t ống kê (P <0,05) bằng Test Duncan; n = 30. 
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Trong số 5 nồng độ đƣợc thử nghiệm, BAP ở 1,5 mg/l là hiệu quả nhất. Số 

chồi cao nhất trên mỗi mẫu sau 4, 6 và 8 tuần nuôi cấy lần lƣợt là 3,10 ± 0,15, 3,60 ± 

0,13 và 4,57 ± 0,14 (chồi/mẫu). Kết quả tái sinh chồi ở 5 nồng độ kinetin cho thấy số 

chồi cao nhất thu đƣợc khi sử dụng kinetin 1,0 mg/l sau 4, 6, và 8 tuần là 2,50 ± 0,12, 

3,43 ± 0,16 và 3,80 ± 0,14 (chồi/mẫu) (P <0,05). Do đó, nồng độ BAP 1,5 mg/l và 

kinetin 1,0 mg/l thích hợp cho tái sinh đa chồi in vitro từ mẫu cấy là đoạn thân mang 

đốt (p <0,05) (Bảng 3.2).  

 

 

Hình 3.9. So sánh khả n ng cảm ứng tạo chồi từ mô phân sinh của các mẫu cấy sau 8 

tuần. A: Môi trƣờng MS cơ bản + sucrose 30 g/l + agar 9 g/l + BAP 1,5 mg/l; B: Môi 

trƣờng MS cơ bản + sucrose 30 g/l + agar 9 g/l + kinetin 1,0 mg/l; C: Biểu đồ so 

sánh ảnh hƣởng của nồng độ BAP và kinetin. Các chữ cái khác nhau phía trên các 

cột chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P <0,05) đƣợc kiểm tra bằng Duncan 

(SPSS); n = 30.  
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Nhƣ vậy, môi trƣờng MS cơ bản đƣợc bổ sung sucrose 30 g/l, agar 9 g/l và 

BAP 1,5 mg/l cho số lƣợng chồi/mẫu cấy là cao nhất (4,57 ± 0,14; sau 8 tuần nuôi 

cấy). Trong số hai cytokinin đƣợc thử nghiệm thì BAP cho hiệu quả hơn so với 

kinetin trong cảm ứng tạo đa chồi và số lƣợng chồi đƣợc tạo cao hơn so với kinetin 

(P <0,05) (Hình 3.9). 

Ản   ưởng của α-NAA và IBA đến sự phát sinh rễ in vitro ở  ây Ô đầu  

 α- NAA và IBA là các chất kích thích sinh trƣởng nhóm auxin, đƣợc đƣa vào 

môi trƣờng nuôi cấy nhằm t ng cƣờng quá trình sinh tổng hợp và trao đổi chất, thúc 

đẩy sự sinh trƣởng của tế bào. Trong thí nghiệm này, chúng tôi nghiên cứu ảnh 

hƣởng của α- NAA và IBA đến sự phát sinh rễ ở cây Ô đầu. Sau khi đã tạo đƣợc đa 

chồi, chồi cao khoảng 2 - 3 cm đƣợc cắt bỏ bớt lá và cấy vào môi trƣờng tạo rễ. Chồi 

đƣợc cấy vào môi trƣờng MS cơ bản có bổ sung đồng đều sucrose 30 g/l, agar 9 g/l 

và bổ sung chất kích thích sinh trƣởng α-NAA và IBA 0,3; 0,5; 0,7; 0,9 (mg/l). Theo 

dõi sự phát sinh rễ và chất lƣợng rễ của các chồi sau 4, 6 và 8 tuần, kết quả đƣợc thể 

hiện ở bảng 3.3. 

Bảng 3.3 cho thấy α-NAA và IBA ảnh hƣởng khác nhau đến kết quả cảm ứng 

tạo rễ của cây in vitro. Sau 4, 6, 8 tuần nuôi cấy nồng độ α-NAA 0,7 mg/l và
 
IBA 0,5 

mg/l đều cho số rễ/chồi cao nhất. Trong số các nồng độ IBA khác nhau đƣợc thử 

nghiệm, khả n ng tạo rễ trong ống nghiệm tối đa của mỗi chồi với môi trƣờng MS bổ 

sung IBA 0,5 mg/l và cao nhất là 3,6 ± 0,16 rễ/chồi và rễ phát triển tốt, rễ dài, mập; 

trong khi đó, khả n ng tạo rễ in vitro tối đa của mỗi chồi trong môi trƣờng MS đƣợc 

bổ sung α-NAA 0,7 mg/l là 3,07 ± 0,07 (sau 8 tuần nuôi cấy). Một số ít rễ đã đƣợc 

quan sát thấy trong các chồi ở các nồng độ α-NAA và  IBA khác nhau, nhƣng ở công 

thức không bổ sung α-NAA và  IBA không quan sát thấy rễ phát sinh từ chồi sau 4, 

6, 8 tuần. Nhƣ vậy, từ các đoạn thân mang đốt của cây Ô đầu có thể tái sinh chồi, ra 

rễ và tạo cây in vitro trong ống nghiệm trên môi trƣờng MS có bổ sung chất điều hòa 

sinh trƣởng α-NAA và IBA (Hình 3.10). 
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Bảng 3.3. Ảnh hƣởng của α-NAA và IBA đến sự tạo rễ của chồi Ô đầu trên môi 

trƣờng MS cơ bản 

Nồng 

độ 

(mg/l) 

α-NAA IBA 

Số rễ/chồi 
Chiều dài 

rễ (cm) 

Chất 

lƣợng rễ 
Số rễ/chồi 

Chiều dài rễ 

(cm) 

Chất 

lƣợng rễ 

Sau 4 tuần 

0,0 0 0  0 0  

0,3 0,60
a
 ± 0,13 0,23

a
 ± 0,13 + 0,60

a
 ± 0,13 0,75

a
 ± 0,12 + 

0,5 1,13
b
 ± 0,13 0,77

b
 ± 0,12 ++ 1,87

c 
± 0,17 1,60

c
 ± 0,15 ++ 

0,7 1,40
c
 ± 0,16 1,22

c
 ± 0,16 +++ 1,20

b
 ± 0,17 1,38

b
 ± 0,14 + 

0,9 1,07
b
 ± 0,15 0,85

b
 ± 0,14 + 1,20

b
 ± 0,11 1,35

b
 ± 0,17 + 

Sau 6 tuần 

0,0 0 0  0 0  

0,3 1,07
a
 ± 0,12 1,13

a
 ± 0,13 ++ 1,20

a
 ± 0,20 1,57

a
 ± 0,11 ++ 

0,5 2,33
c
 ± 0,25 1,25

b
 ± 0,15 ++ 2,53

d
 ± 0,13 3,23

d
 ± 0,14 +++ 

0,7 2,40
c
 ± 0,13 1,80

c
 ± 0,11 +++ 1,47

b
 ± 0,19 2,15

c
 ± 0,16 ++ 

0,9 1,27
b 
± 0,12 1,17

a
 ± 0,11 + 1,93

c
 ± 0,15 2,04

b 
± 0,12 + 

Sau 8 tuần 

0,0 0 0  0 0  

0,3 1,53
a
 ± 0,17 2,05

a
 ± 0,15 ++ 1,73

a
  ± 0,21 1,90

a
 ± 0,14 ++ 

0,5 2,73
c
 ± 0,12 2,31

c
 ± 0,12 ++ 3,60

d
  ± 0,16 3,72

d
 ± 0,20 +++ 

0,7 3,07
d
 ± 0,07 2,98

d
 ± 0,15 +++ 2,27

b
  ± 0,15 2,32

c
 ± 0,14 ++ 

0,9 1,87
b
 ± 0,17 2,12

b
 ± 0,10 ++ 2,87

c
  ± 0,13 2,21

b
 ± 0,08 + 

Ghi chú: Rễ tốt là rễ m p,  à , p ân n án  n  ều, màu trắn  sữ   oặ  trắn  x n  

(+++); Rễ trun   ìn là rễ n ỏ, dài, ít phân nhánh, màu trắn  x n  (++); Rễ kém là rễ 

n ỏ, n ắn, không phân nhánh, màu vàng nâu (+). Các chữ cái khác nhau trong các cột 

bi u thị sự khác bi t c  ý n  ĩ  t ống kê (P <0,05) bằng Test Duncan; n = 30. 
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Hình 310. Hình ảnh cảm ứng đa chồi từ các đoạn thân và tạo cây Ô đầu in vitro trên 

môi trƣờng MS cơ bản bổ sung BAP 1,5 mg/l sau 8 tuần. A: Đoạn thân đã đƣợc khử 

trùng; B: Các mẫu cấy trên môi trƣờng đồng nuôi cấy; C: Đa chồi phát sinh từ đoạn 

thân; D: Cảm ứng tạo rễ in vitro trên môi trƣờng MS cơ bản bổ sung IBA 0,5 mg/l  

 

Ản   ưởng của giá th  đến tỷ l  sống của cây in vitro và sự s n  trưởng của cây con 

n oà  vườn ươm 

 Việc lựa chọn giá thể phù hợp để ra cây ngoài vƣờn ƣơm là khâu quan trọng 

ảnh hƣởng đến sự thành công của quá trình nuôi cấy in vitro. Giá thể phù hợp là giá 

thể cho tỷ lệ cây sống cao, sinh trƣởng phát triển tốt. Trong điều kiện in vitro, cây 

con đƣợc nuôi cấy trong môi trƣờng có đầy đủ chất dinh dƣỡng, ánh sáng nhân tạo 

và vô trùng. Kết quả khảo sát giá thể trồng cây in vitro đƣợc trình bày ở bảng 3.4 và 

hình 3.11. Các cây con in vitro đạt chiều cao từ 4-5 cm, mọc 4-5 lá, 2-3 rễ, chiều dài 

rễ đạt từ 2-3 cm, rễ mập đƣợc đƣa ra ngoài vƣờn ƣơm. Khi đƣa cây con in vitro ra 

khỏi môi trƣờng cần phải rửa sạch agar bám trên bề mặt rễ.  

Sử dụng 3 loại giá thể để trồng th m dò: Đất phù sa (CT1); đất phù sa + trấu 

hun + xơ dừa (tỷ lệ 2:1:2) (CT2); đất thịt trung bình (CT3). Kết quả theo dõi ảnh 

hƣởng của giá thể đến tỷ lệ sống và chất lƣợng cây Ô đầu sau 4 tuần cho thấy, các 

loại giá thể khác nhau cho tỷ lệ cây sống và chất lƣợng cây khác nhau rõ rệt (Bảng 

3.4).  
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Bảng 3.4. Ảnh hƣởng của giá thể đến tỷ lệ sống và chất lƣợng cây Ô đầu giai đoạn 

vƣờn ƣơm sau 4 tuần 

Giá thể Tỉ lệ sống (%) Chất lƣợng cây 

Đất phù sa 61,70
a
 + 

Đất phù sa + trấu hun + xơ dừa, 

tỷ lệ 2:1:2 
93,56

c
 +++ 

Đất thịt trung bình 79,23
b
 ++ 

Ghi chú: Cây s n  trưởn  tốt  à  ây to,   o, p  ến  á rộn ,  á x n  đ m (+++); Cây 

sinh trưởn  trun   ìn   à  ây t ấp,  á x n  đ m (++); Cây s n  trưởn  kém  à  ây 

n ỏ, t ấp,  á n ỏ,  á x n  n ạt (+).Các chữ cái khác nhau trong các cột bi u thị sự 

khác bi t    ý n  ĩ  t ống kê (P <0,05) bằng Test Duncan; n = 30. 
 

 

Hình 3.11. Cây Ô đầu chuyển ra trồng trên giá thể trong nhà lƣới sau 4 tuần 

Tỷ lệ cây sống ở các giá thể sau 4 tuần trồng dao động từ 61,70-93,56%. Trên giá 

thể đất phù sa + trấu hun + xơ dừa (tỷ lệ 2:1:2), tỷ lệ sống đạt 93,56%, cây sinh trƣởng 

phát triển tốt hơn so với các công thức khác, cây phát triển nhanh, cây hình thành thêm 

lá mới, có màu xanh đậm, không có hiện tƣợng rụng lá cũ. Những cây trồng trên giá thể 

đất thịt trung bình, tỷ lệ cây sống kém hơn đạt 79,23%, cây sinh trƣởng phát triển bình 

thƣờng, lá cây có màu xanh nhạt. Cây trồng trên giá thể đất phù sa, tỷ lệ cây sống thấp 

nhất chỉ đạt 61,70%, cây hầu nhƣ không phát triển trên giá thể này, không hình thành lá 

mới, lá cây có màu xanh nhạt, có hiện tƣợng rụng lá cũ. Vì vậy, giá thể đất phù sa + trấu 
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hun + xơ dừa (tỷ lệ 2:1:2) là phù hợp nhất để trồng cây Ô đầu con khi chuyển từ môi 

trƣờng nuôi cấy in vitro ra ngoài vƣờn ƣơm. 

3.2.2. Nuôi cấy tạo rễ tơ ở cây Ô đầu 

3.2.2.1. Cảm ứng tạo rễ tơ in vitro ở cây Ô đầu   

Hƣớng tiếp cận t ng sinh khối bằng công nghệ nuôi cấy rễ tơ nhằm thu nhận 

các hợp chất có hoạt tính sinh học từ cây dƣợc liệu hiện đang đƣợc quan tâm và ứng 

dụng có hiệu quả. Trong nghiên cứu này, bƣớc đầu khảo sát và xác định điều kiện 

thích hợp cho cảm ứng tạo rễ tơ và nhân nuôi t ng sinh khối rễ tơ từ cây Ô đầu tạo cơ 

sở cho các nghiên cứu tiếp theo nhằm khai thác có hiệu quả các hợp chất có giá trị 

dƣợc học từ cây Ô đầu. 

 

Hình 3.12. Hình ảnh kết quả khảo sát vật liệu cảm ứng tạo rễ tơ Ô đầu. A: Biểu đồ tỷ 

lệ tạo rễ tơ của mẫu cấy từ mảnh lá, cuống lá và đoạn rễ đƣợc lây nhiễm bởi chủng R. 

rhizogenes ATTC 15834 (OD600 = 0,6 và AS 100 μmol/l) trong 15 phút và đồng nuôi 

cấy trong 3 ngày. Các thanh dọc trên các cột thể hiện sai số tiêu chuẩn (SE); các số 

trên các cột là tỷ lệ tạo rễ tơ (% mẫu cấy). Các chữ cái khác nhau phía trên các cột 

chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P <0,05) đƣợc kiểm tra bằng Duncan; n = 30. 

B: Rễ tơ hình thành từ các mảnh lá; C: Rễ tơ hình thành từ cuống lá; D: Rễ tơ hình 

thành từ các đoạn rễ. 
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Sử dụng mảnh lá, cuống lá, các đoạn rễ của cây in vitro làm vật liệu cho cảm 

ứng tạo rễ tơ. Tiến hành lây nhiễm vật liệu bởi vi khuẩn R. rhizogenes với mật độ 

khuẩn tƣơng ứng với giá trị OD600 = 0,6; nồng độ AS 100 μmol/l; thời gian lây nhiễm 

15 phút, thời gian đồng nuôi cấy 3 ngày, nồng độ kháng sinh diệt khuẩn cefotaxime 

500 mg/l, kết quả khảo sát loại vật liệu thích hợp cho cảm ứng tạo rễ tơ đƣợc thể hiện 

ở hình 3.12.  

 

 

 

Hình 3.13. Cảm ứng tạo rễ tơ từ các đoạn rễ in vitro đƣợc lây nhiễm R. rhizogenes 

trong thời gian 6 tuần tại giá trị OD600 = 0,6 và AS 100 μmol/l trong 15 phút, đồng 

nuôi cấy trong 3 ngày. Các thanh dọc trên các cột thể hiện sai số chuẩn; các số trên 

các cột là tỷ lệ tạo rễ tơ (% mẫu cấy). Các chữ cái khác nhau phía trên các cột chỉ ra 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P <0,05) đƣợc kiểm tra bằng Duncan; n = 30. 

Nhƣ vậy, điều kiện thích hợp cho cảm ứng tạo rễ tơ ở cây Ô đầu từ các đoạn rễ 

in vitro thông qua lây nhiễm chủng R. rhizogenes ATTC 15834 là OD600 = 0,6, thời 

gian nhiễm là 15 phút sau đó đƣợc đồng nuôi cấy trong 3 ngày trên MS + sucrose 30 

g/l + cefotaxime 500 mg/l đƣợc bổ sung với AS 100 μmol/l.  

 Hình 3.14 mô tả tóm tắt quá trình cảm ứng tạo rễ tơ và nhân sinh khối rễ tơ. 
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Hình 3.14. Hình ảnh cảm ứng tạo rễ tơ từ đoạn rễ của cây Ô đầu in vitro trong môi 

trƣờng MS. A: Rễ cây Ô đầu in vitro A; B: Các đoạn rễ bị nhiễm R. rhizogenes trên 

môi trƣờng đồng nuôi cấy; C: Các dòng rễ tơ sau 6 tuần; D: Sinh khối rễ tơ Ô đầu 

sau 4 tuần trong môi trƣờng lỏng chứa cefotaxime 500 mg/l; E: Sinh khối rễ tơ Ô đầu 

sau 6 tuần trong môi trƣờng lỏng. 

3.2.2.2. Khảo sát môi trường nhân nuôi tăng sinh khối rễ tơ Ô đầu 

Tiến hành khảo sát ba trạng thái môi trƣờng nhân nuôi sinh khối rễ tơ Ô đầu, 

đó là môi trƣờng ở trạng thái rắn, bán lỏng và lỏng trong điều kiện lắc sau 6 tuần 

đƣợc trình bày ở bảng 3.5.  

Bảng 3.5. Sự sinh trƣởng của rễ tơ Ô đầu sau 6 tuần trên các loại môi trƣờng khác 

nhau  

Trạng 

thái môi 

trƣờng 

Khối lƣợng 

rễ tơ tƣơi 

ban đầu 

(g/bình) 

Sinh khối rễ tơ Ô đầu sau 6 tuần 

Khối lƣợng rễ tơ 

tƣơi (g/bình) 

Khối lƣợng rễ 

tơ tăng so với 

ban đầu (lần) 

Khối lƣợng rễ tơ 

khô (g/bình) 

Lỏng  0,55 3,22
a
 ± 0,33 5,85 0,339

A
 ± 0,013 

Bán lỏng 0,55 2,26
b
 ± 0,02 4,11 0,213

B
 ± 0,006 

Rắn 0,55 1,64
c
 ± 0,04 2,98 0,151

C
 ± 0,002 

Ghi chú: các chữ cái khác nhau phía trên các cột bi u thị sự khác bi t    ý n  ĩ  

thống kê (P <0,05) với kết quả Test bằng Duncan; n = 15. 

 

Bảng 3.5 cho thấy, rễ tơ nuôi trên môi trƣờng lỏng có sinh khối rễ cao nhất 

(3,22 g khối lƣợng tƣơi/bình), tiếp theo là môi trƣờng bán lỏng (2,26 g khối lƣợng 
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tƣơi/bình) và cuối cùng là môi trƣờng rắn (1,64 g khối lƣợng tƣơi/bình). So với khối 

lƣợng ban đầu, sau 6 tuần, khối lƣợng rễ tơ đƣợc tạo ra trong môi trƣờng lỏng, bán 

lỏng và rắn lần lƣợt t ng 5,85 lần, 4,11 lần và 2,98 lần. Khối lƣợng rễ tơ khô ở môi 

trƣờng nuôi lắc lỏng là 0,39 g, môi trƣờng lắc bán lỏng là 0,213 g và môi trƣờng rắn 

là 0,151 g. 

3.2.3. Thảo luận kết quả thiết lập hệ thống nuôi cấy in vitro và tạo rễ tơ ở cây Ô 

đầu 

Quá trình biến nạp di truyền qua trung gian A. tumefaciens, hệ thống tái sinh 

in vitro có vai trò đặc biệt quan trọng trong việc quyết định sự thành công của quá 

trình chuyển gen vào mô và tái sinh cây chuyển gen và ở nghiên cứu này đoạn thân 

mang đốt của cây Ô đầu đã đƣợc chọn làm mẫu cấy để tái sinh chồi. Cách lựa chọn 

này phù hợp với các nghiên cứu ở một số loại cây trồng khác, vì các mẫu cấy chứa 

mô phân sinh [138] hoặc là vật liệu tái sinh từ mô sẹo [58]. Đối với chi Aconitum, 

báo cáo của Rawat và cs (2013) cho rằng hệ thống tái sinh in vitro từ cây Ô đầu đƣợc 

thực hiện từ mẫu cấy đoạn thân mang đốt. Cảm ứng đa chồi đạt đƣợc trên môi trƣờng 

MS có bổ sung BAP 0,5 mg/l và naphthalene acetic acid (NAA) 0,1 mg/l, với tỷ lệ 

tái sinh thành công khoảng 85,43% [76]. Singh và cs (2020) đã báo cáo về việc nhân 

giống in vitro từ đoạn rễ của Aconitum ferox, một loại cây thuốc có nguy cơ tuyệt 

chủng trên dãy Himalaya. Các ngọn rễ Aconitum ferox đƣợc sử dụng để tạo mô sẹo 

sau đó đƣợc chuyển sang môi trƣờng MS có bổ sung BAP để tái sinh chồi [96]. 

Trong nghiên này, môi trƣờng thích hợp để tạo đa chồi tái sinh từ các đoạn thân của 

cây Ô đầu là MS cơ bản đƣợc bổ sung BAP 1,5 mg/l hoặc kinetin 1,0 mg/l. Sau 8 

tuần, ở môi trƣờng MS cơ bản bổ sung BAP 1,5 mg/l tạo ra 4,57 ± 0,14 (chồi/mẫu), 

trong khi ở môi trƣờng MS cơ bản bổ sung kinetin 1,0 mg/l tạo ra 3,80 ± 0,14 

(chồi/mẫu). Do đó, môi trƣờng MS bổ sung BAP 1,5 mg/l đã đƣợc chọn cho hệ 

thống tái sinh cây Ô đầu phục vụ chuyển gen.  

Để t ng sinh khối và sản xuất các hoạt chất sinh học trong nuôi cấy rễ tơ của 

cây dƣợc liệu, các nghiên cứu lây nhiễm R. rhizogenes vào mô cây dƣợc liệu để tạo 

ra rễ tơ đã đƣợc quan tâm và nghiên cứu thành công với nhiều loài cây dƣợc liệu 
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khác nhau [58], [76], [96]. Một hệ thống cảm ứng rễ tơ hiệu quả cho loài 

Dracocephalum kotschy, một cây thuốc có nguy cơ tuyệt chủng, đã đƣợc phát triển 

thông qua trung gian R. rhizogenes. Báo cáo này cho thấy tần số biến nạp đã t ng lên 

khi môi trƣờng MS thiếu NH4NO3, KH2PO4, KNO3 và CaCl2, dẫn đến tần số cảm 

ứng tạo rễ tơ t ng từ 52,3% - 80,0% [25]. Đối với cây Thổ nhân sâm, rễ tơ đƣợc tạo 

từ mảnh lá lây nhiễm chủng R. rhizogenes LB510. Rễ tơ đƣợc nuôi cấy trong môi 

trƣờng MS lỏng không có chất điều hòa sinh trƣởng và nồng độ sucrose khác nhau 

ảnh hƣởng đến sự tích lũy sinh khối của rễ tơ và sinh khối tối đa đạt đƣợc của môi 

trƣờng MS đƣợc bổ sung sucrose 6%, cao hơn khoảng 3 lần so với đối chứng [20]. 

Một quy trình tối ƣu hóa cho sự biến nạp qua trung gian R. rhizogenes của đậu tƣơng 

và khởi phát sự phát triển rễ tơ trong ống nghiệm từ lá mầm đã đƣợc mô tả bởi Chen 

và cs (2018) [87]. Sau 10-12 ngày bị nhiễm khuẩn và đồng nuôi cấy, rễ tơ đƣợc tạo 

ra trong môi trƣờng nuôi cấy và 90-99 % mẫu cấy bị nhiễm khuẩn của 5 giống khác 

nhau đã tạo ra rễ tơ trong vòng một tháng. Đối với cây A. heterozygous, một loài 

thuộc chi Aconitum, cảm ứng tạo rễ tơ từ mô sẹo đã đƣợc nghiên cứu. Mô sẹo phôi bị 

nhiễm R. rhizogenes để tạo ra rễ tơ và sự phát triển tốt nhất của rễ tơ trên môi trƣờng 

¼MS với sucrose 30 g/l [110]. Gần đây, đã có nhiều nghiên cứu đƣợc công bố về kết 

quả của việc tạo ra rễ tơ từ các cây dƣợc liệu khác nhau, tuy nhiên, nghiên cứu về 

cảm ứng tạo rễ tơ ở các loài thuộc chi Aconitum rất hạn chế và chƣa có nghiên cứu 

nào đƣợc công bố về cảm ứng tạo rễ tơ từ loài A. carmichaelii. Trong nghiên cứu 

này, rễ tơ đƣợc tạo ra từ các đoạn rễ của cây Ô đầu in vitro bằng lây nhiễm R. 

rhizogenes. Các đoạn rễ in vitro bị nhiễm R. rhizogenes với OD600 = 0,6 trong 15 

phút, nuôi cấy trong 3 ngày trên môi trƣờng MS (MS + sucrose 30 g/l + cefotaxime 

500 mg/l) đƣợc bổ sung AS 100 μmol/l. Sau 6 tuần nuôi cấy, rễ tơ trong môi trƣờng 

lỏng, ở điều kiện rung lắc làm t ng sinh khối rễ tơ cao nhất (3,18 g khối lƣợng 

tƣơi/bình), khối lƣợng rễ tơ t ng gấp 5,85 lần so với khối lƣợng rễ tƣơi ban đầu. Các 

hoạt chất trong rễ và củ của cây Ô đầu có rất nhiều giá trị y học và dƣợc phẩm quan 

trọng, do đó, nghiên cứu t ng sinh khối rễ tơ là một hƣớng nghiên cứu đầy hứa hẹn 

để t ng thu nhận các hợp chất có hoạt tính sinh học từ cây Ô đầu. 
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3.3. K T QUẢ PHÂN L P GEN, THI T K  VECTOR BIỂU HIỆN GEN MÃ 

HÓA FLAVONOID 3’5’ HYDROXYLASE VÀ TẠO CHỦNG 

AGROBACTERIUM TUMEFACIENS MANG VECTOR CHUYỂN GEN 

THỰC V T 

3.3.1. Phân lập gen AcF3’5’H từ cây Ô đầu 

Mẫu lá non từ cây Ô đầu đƣợc sử dụng để tách chiết RNA tổng số và xử lý 

bằng DNase. Tổng hợp cDNA từ RNA tổng số bằng phản ứng phiên mã ngƣợc. 

Khuếch đại gen A F3 5 H (cDNA) bằng PCR với cặp mồi F3 5 H-NcoI-F/F3 5 H-

NotI-R, kết quả kiểm tra sản phẩm PCR nhân gen A F3 5 H thu đƣợc b ng DNA đặc 

hiệu có kích thƣớc khoảng 1,5 kb, đúng nhƣ tính toán theo lý thuyết (Hình 3.15A). 

Sản phẩm PCR nhân bản gen A F3 5 H tinh sạch đƣợc ghép nối vào vector tách 

dòng pBT (kích thƣớc 2705 bp) để tạo vector tái tổ hợp pBT_A F3 5 H. Vector tái tổ 

hợp đƣợc biến nạp vào E. coli DH5α, các khuẩn lạc đƣợc chọn lọc trên môi trƣờng 

chứa kháng sinh ampicillin, có chất cảm ứng IPTG và cơ chất X-Gal. Sáu dòng 

khuẩn lạc trắng đƣợc lựa chọn để tiến hành phản ứng colony-PCR nhằm kiểm tra sự 

có mặt của gen A F3 5 H. Kết quả điện di sản phẩm colony-PCR ở hình 3.15B cho 

thấy một b ng DNA có kích thƣớc khoảng 1,5 kb là kích thƣớc của gen A F3 5 H. 

Các dòng khuẩn lạc cho kết quả dƣơng tính với colony-PCR đƣợc nuôi t ng sinh và 

sử dụng để tách chiết plasmid phục vụ giải trình tự nucleotide. 

Kết quả giải trình tự đoạn DNA từ plasmid tái tổ hợp pBT_AcF3 5 H trên 

thiết bị tự động và phân tích đã thu đƣợc trình tự nucleotide có kích thƣớc 1521 bp. 

Kết quả phân tích bằng BLAST trong NCBI đã cho thấy đoạn DNA chính là trình tự 

nucleotide của đoạn mã hóa của gen A F3 5 H phân lập từ cây Ô đầu, có độ tƣơng 

đồng 99,47% so với trình tự gen mang mã số JN635708.1 trên GenBank (Trình tự 

gen sử dụng để thiết kế cặp mồi PCR F3 5 H-NcoI-F/F3 5 H-NotI-R). Kết quả phân 

tích BLAST bƣớc đầu kết luận đoạn gen phân lập từ cây Ô đầu thu tại huyện Quản 

Bạ, Hà Giang là gen AcF3 5 H mRNA của cây Ô đầu (Hình 3.16). 
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Hình 3.15. Kết quả điện di kiểm tra sản phẩm PCR trên gel agarose. A: Kiểm tra sản 

phẩm PCR nhân gen A F3 5 H từ cDNA (M: Marker 1 kb; QB: Sản phẩm PCR nhân 

gen A F3 5 H của cây Ô đầu thu tại Quản Bạ, Hà Giang); B: sản phẩm colony-PCR 

nhân bản gen A F3 5 H từ 6 dòng khuẩn lạc màu trắng (M: Marker 1 kb; Làn điện di 

từ số 1-6: sản phẩm colony-PCR) 

 

Hình 3.16. Kết quả phân tích BLAST gen A F3 5 H phân lập từ cây Ô đầu 

Trình tự đoạn mã hóa của gen A F3 5 H có kích thƣớc 1521 bp mã hóa 506 

amino acid. So với trình tự gen F3 5 H mang mã số JN635708, trình tự đoạn mã hóa 

của gen A F3 5 H phân lập từ loài Ô đầu thu từ huyện Quản Bạ, Hà Giang có 6 vị trí 

nucleotide sai khác, đó là các vị trí 96 (G  A), 736 (T  A), 839 (A  T), 973 (C 

 G), 1376 (G  C), 1513 (G  C) (Phụ lục 9). 

Kết quả so trình tự amino acid suy diễn từ gen gen A F3 5 H với protein suy 

diễn từ gen F3 5 H mang mã số JN635708.1 trên GenBank đƣợc thể hiện bảng 3.6 

và phụ lục 10.  
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Bảng 3.6. Những vị trí sai khác về trình tự amino acid suy diễn của gen A F3 5 H và 

trình tự gen mang mã số JN635708.1 

TT Vị trí nucleotide JN635708.1 AcF3’5’H 

1 246 F I 

2 280 N I 

3 317 E V 

4 325 L V 

5 459 G A 

6 481 F Y 

7 505 V L 

 

Bảng 3.6 cho thấy protein suy diễn từ đoạn mã hóa của gen A F3 5 H phân 

lập từ cây Ô đầu Quản Bạ, Hà Giang có sự sai khác ở 7 amino acid ở các vị trí 246, 

280, 317, 325, 459, 481, 505. Sự sai khác về trình tự amino acid suy diễn của gen 

A F3 5 H có ảnh hƣởng đến hoạt độ của enzyme F3’5’H hay không cần có những 

nghiên cứu sâu hơn để làm sáng tỏ mối liên hệ này. 

Từ dữ liệu trên NCBI và bằng chƣơng trình phân tích tƣơng đồng BLAST đã 

chọn đƣợc 15 trình tự gen F3 5 H trong 100 trình tự tốp đầu để phân tích. Kết quả so 

sánh 15 trình tự F3′5′H cho thấy trình tự F3′5′H đƣợc nhân bản từ A. carmichaelii có 

quan hệ gần với các loài thuộc chi Aconitum, và chiếm từ 99% đến 100% phạm vi 

truy vấn và mức độ liên quan đến các loài thuộc chi Aconitum, với tổng điểm là 2501 

đến 2765 và nhận dạng trình tự 96,38 đến 99,47% (Bảng 3.7).  

So với gen F3 5 H của các loài trong cùng họ Ranunculaceae, gen A F3′5′H 

gần gũi hơn với gen F3 5 H của các loài thuộc chi Delphinium và Clematis, và có 

phạm vi truy vấn từ 93% đến 94% và liên quan đến các loài thuộc chi Aconitum, với 

điểm tổng là 876 đến 1701 và độ tƣơng đồng là 86,52% đến 88,12%. Tuy nhiên, khi 

so sánh với các loài thuộc các họ khác, phạm vi truy vấn và điểm tổng thấp hơn 

nhiều, lần lƣợt là 2% đến 91% và điểm tổng là 54,7 đến 512. 
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Bảng 3.7. Các đối tƣợng thực vật có trình tự gen F3 5 H trong 100 trình tự xuất hiện 

nhiều nhất trong GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

 

TT Loài 
Mã số trên 

GenBank 

Phạm vi 

truy vấn 

(%) 

Điểm 

tổng 

Tỷ lệ 

tƣơng 

đồng 

(%) 

1 Aconitum carmichaelii 
Quan Ba, 

Viet Nam 
   

2 Aconitum carmichaelii JN635708 100% 2765 99,47% 

3 
Aconitum carmichaelii var. 

truppelianum 
KY272865 100% 2699 98,69% 

4 Aconitum vilmorinianum JQ806761 99% 2501 96,38% 

5 Delphinium chefoense KX825847 94% 1701 88,12% 

6 Delphinium grandiflorum AY856345 95% 1698 87,81% 

7 D. grandiflorum var. chinense AB818394 98% 1657 86,59% 

8 Delphinium grandiflorum AB819289 98% 1652 86,52% 

9 Clematis patens LC169756 93% 876 77,90% 

10 Epimedium sagittatum HM011055 91% 512 73,65% 

11 Catharanthus roseus AJ011862 80% 343 72,56% 

12 Solanum lycopersicum EU626067 85% 278 70,88% 

13 Solanum lycopersicum 
NM_001247

911 
85% 267 70,77% 

14 Solanum lycopersicum GQ904194 33% 200 73,89% 

15 Theobroma cacao 
XM_018120

633 
2% 54.7 92,11% 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Sự đa dạng của trình tự gen F3′5'H cũng đƣợc suy ra từ kết quả của phân tích 

tiến hóa phân tử bằng phần mềm MEGAX. Kết quả ở hình 3.17 cho thấy, gen 

A F3′5′H của loài A. carmichaelii nằm cách xa gen F3 5 H của các họ thực vật khác 

(Hình 3.17A), và protein F3′5′H của loài thuộc chi Aconitum cũng cho thấy sự khác 

biệt tƣơng tự (Hình 3.17B). 

Từ các kết quả phân tích BLAST trong NCBI và phân tích sự phát sinh phân tử 

của gen F3 5 H phân lập từ cây Ô đầu có thể khẳng định rằng đoạn gen phân lập từ 

cây Ô đầu thu tại Quản Bạ, Hà giang là gen A F3 5 H của loài Ô đầu A. 

carmichaelii. Trình tự gen A F3 5 H đã đƣợc đ ng ký trên GenBank với mã số 

MZ339222.1. 
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Hình 3.17. Phân tích tiến hóa phân tử của gen F3 5 H (A) và protein F3’5’H (B) 

theo phƣơng pháp Maximum Likelihood Method. Hệ số bootstrap (1000 lần lặp lại) 

đƣợc hiển thị bên cạnh các nhánh. A: Kết quả phân tích liên quan đến 15 trình tự 

nucleotide. Các vị trí mã hóa đƣợc bao gồm là 1st + 2nd + 3rd + Noncoding. Tất cả 

các vị trí chứa khoảng trống và dữ liệu bị thiếu đã bị loại bỏ. Có tổng cộng 1482 vị 

trí trong tệp dữ liệu cuối cùng. B: Kết quả phân tích liên quan đến trình tự 15 amino 

acid. Tất cả các vị trí chứa khoảng trống và dữ liệu bị thiếu đã bị loại bỏ. Có tổng 

cộng 488 vị trí trong tập dữ liệu cuối cùng. * Gen A F3′5′H và protein F3′5′H của A. 

carmichaelii.   

3.3.2. Thiết kế vector chuyển gen thực vật mang gen AcF3’5’H 

Để chuyển đƣợc gen A F3 5 H vào thực vật và có thể kiểm tra biểu hiện sản 

phẩm protein tái tổ hợp của gen, chúng tôi đã thiết kế vector biểu hiện gen thực vật 

pCB301 mang promoter CaMV35S để điều khiển biểu hiện gen A F3 5 H ở thực 

vật. Các thí nghiệm tạo vector chuyển gen pCB301_A F3 5 H đƣợc thực hiện theo 

các bƣớc nhƣ mô tả ở sơ đồ hình 2.2. 
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3.3.2.1. Tạo cấu trúc độc lập mang gen chuyển AcF3’5’H 

Vector pBT_A F3 5 H mang gen A F3 5 H phân lập từ cây Ô đầu thu tại 

huyện Quản Bạ, Hà Giang, vector trung gian pRTRA7/3 chứa promoter CaMV35S 

có chức n ng khởi động phiên mã, trình tự nucleotide xác định chuỗi peptide c-myc 

và trình tự nucleotide xác định đoạn KDEL phân lập từ virus gây khảm súp lơ.  

Tiến hành thí nghiệm xử lý song song vector tái tổ hợp pBT_A F3 5 H và 

vector pRTRA7/3 bằng cặp enzyme NcoI/NotI để nhận gen A F3 5 H và vector mở 

vòng pRTRA7/3 (Hình 3.18).  

 

Hình 3.18. Điện di đồ sản phẩm cắt mở vòng pBT_A F3 5 H và cắt pRTRA7/3 bằng 

cặp enzyme giới hạn NcoI/NotI. M: Marker 1 kb; 1: Sản phẩm cắt vector tái tổ hợp 

pBT_A F3 5 H bằng NcoI/NotI; 2: Sản phẩm cắt vector pRTRA7/3 bằng NcoI/NotI.  

 

Trên hình 3.18, ở làn điện di số 1 có hai b ng điện di có kích thƣớc 1,5 kb và 

2,7 kb (làn điện di số 1), trong đó, phân đoạn DNA 1,5 kb chính là gen A F3 5 H 

cần thu nhận. Sản phẩm cắt vector pRTRA7/3 bằng cặp enzyme NcoI/NotI ở hình 

3.12 (làn điện di số 2) cho thấy có 2 b ng DNA trong đó, phân đoạn 3,3 kb chính là 

đoạn pPTRA7/3 mở vòng mang các trình tự 35S_cmyc_KDEL chứa promoter 35S, 

trình tự nucleotide mã hóa peptide c-myc và trình tự nucleotide mã hóa peptide 

KDEL. Cấu trúc 35S_cmyc_KDEL sử dụng để thiết kế vector chuyển gen.  
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Ghép nối gen A F3 5 H với vector pRTRA7/3 mở vòng nhờ T4 DNA ligase tạo 

vector tái tổ hợp pRTRA7/3_A F3 5 H mang cấu trúc 

C MV35S_A F3 5 H_ my _KDEL_polyA. Nhân dòng vector tái tổ hợp 

pRTRA7/3_A F3 5 H trong E. coli DH5α và kiểm tra sự có mặt của gen chuyển 

A F3 5 H bằng colony-PCR với cặp mồi đặc hiệu F3 5 H-NcoI-F/F3 5 H-NotI-R (Hình 

3.19). 

 

Hình 3.19. Điện di đồ sản phẩm colony-PCR nhân bản gen A F3 5 H từ các dòng 

khuẩn lạc E. coli DH5α. M: Marker 1 kb; 1-3: Colony-PCR từ các dòng khuẩn lạc 

đƣợc biến nạp pRTRA7/3_A F3 5 H 

Kết quả điện di kiểm tra ở hình 3.19 cho thấy, cả 3 dòng khuẩn lạc đều xuất 

hiện một b ng DNA có kích thƣớc khoảng 1,5 kb tƣơng ứng với kích thƣớc của gen 

A F3 5 H. Nhƣ vậy, đã chọn đƣợc ba dòng vi khuẩn chứa plasmid tái tổ hợp mang 

gen A F3 5 H. Plasmid tái tổ hợp pRTRA_ A F3 5 H tách chiết và tinh sạch từ các 

khuẩn lạc dƣơng tính với colony-PCR đƣợc sử dụng để thu nhận cấu trúc mang gen 

chuyển A F3 5 H phục vụ tạo vector chuyển gen ở thực vật. 

3.3.2.2. Tạo vector chuyển gen pCB301_AcF3’5’H 

Sử dụng HindIII cắt vector pRTRA7/3_A F3 5 H để thu nhận cấu trúc mang gen 

chuyển CaMV35S_A F3 5 H_ my _KDEL_po yA (2,4 kb) và vector chuyển gen mở 

vòng pCB301 (5,5 kb) (Hình 3.20). Sử dụng T4 ligase để gắn cấu trúc 

C MV35S_A F3 5 H_ my _KDEL_po yA vào vector pCB301 tạo vector chuyển gen 
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pCB301_A F3 5 H. Cặp mồi F3 5 H-NcoI-F/F3 H-SacI-R đƣợc thiết kế cho PCR để 

nhân bản gen A F3 5 H có kích thƣớc 1536 bp. Trong vector pCB301_ A F3 5 H gen 

A F3 5 H có 1536 bp, gắn thêm trình tự nucleotide mã hóa peptid cmyc (33 bp), KDEL 

(12 bp) và đoạn DNA chứa vị trí cắt của enzyme SacI (30 bp), cho nên đoạn DNA 

A F3 5 H_ my _KDEL trong vector pCB301_A F3 5 H có 1611 bp (Hình 3.21). 

 

Hình 3.20. Điện di đồ sản phẩm cắt plasmid bằng HindIII. M: Marker 1 kb; 1: 

plasmid pCB301 đƣợc cắt bởi HindIII; 2: Plasmid pRTRA7/3_A F3 5 H đƣợc cắt bởi 

HindIII. 

 

Hình 3.21. Sơ đồ cấu trúc vector chuyển gen pCB301_A F3 5 H. RB: Bờ phải; Nos: 

Tổng hợp nopalin; nptII: gen kháng kanamycin; Ter: terminator; CaMV35S: 

promoter CaMV35S; A F3 5 H: gen Flavonoid 3’5’hydroxylase (A F3 5 H) phân 

lập từ cây Ô đầu; cmyc: trình tự nucleotide mã hoá peptid c-myc; KDEL: trình tự 

nucleotide mã hóa peptide KDEL; poly A: Chuỗi polyA; LB: Bờ trái; OriV: Vùng 

khởi động sao chép của A. tumefaciens; Các vị trí cắt của enzyme giới hạn HindIII, 

NotI, NcoI, SacI đƣợc hiện thị trên sơ đồ. 
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Biến nạp pCB301_A F3 5 H vào tế bào khả biến E. coli DH5α để nhân dòng 

và chọn dòng E. coli DH5α sau khi biến nạp nuôi trên môi trƣờng LB đặc bổ sung 

kháng sinh chọn lọc kanamycin. Thực hiện phân tích bằng colony-PCR từ một số 

khuẩn lạc với cặp mồi F3 5 H-NcoI-F/F3 5 H-NotI-R để lựa chọn dòng E. coli 

DH5α mang vector chuyển gen A F3 5 H (Hình 3.22).  

 

Hình 3.22. Điện di đồ sản phẩm colony-PCR nhân bản gen A F3 5 H từ khuẩn lạc 

E. coli tái tổ hợp. M: Marker 1 kb; 1-11: các dòng khuẩn lạc; (+): plasmid 

pBT_A F3 5 H. 

Kết quả điện di kiểm tra sản phẩm colony-PCR ở hình 3.22 đã xác nhận các 

dòng vi khuẩn chứa vector tái tổ hợp pCB301_ A F3 5 H. Kết quả chọn dòng cho 

thấy, trong 11 dòng khuẩn lạc đƣợc kiểm tra có 3 dòng dƣơng tính với colony-PCR. 

Những dòng khuẩn lạc dƣơng tính này đƣợc nuôi trong LB lỏng bổ sung kháng sinh 

chọn lọc (kanamycin) để nhân dòng vector tái tổ hợp cho biến nạp vào A. 

tumefaciens phục vụ chuyển gen. 

3.3.3. Tạo A. tumefaciens CV58 chứa vector chuyển gen pCB301_AcF3’5’H 

Plasmid pCB301_A F3 5 H tách chiết từ các dòng vi khuẩn E. coli dƣơng 

tính với colony-PCR đƣợc tinh sạch, sau đó biến nạp vào A. tumefaciens CV58. Nuôi 

trong 48 giờ ở nhiệt độ 28
o
C và khi các khuẩn lạc xuất hiện trên mặt thạch thì tiến 

hành kiểm tra bằng phản ứng colony-PCR cặp mồi đặc hiệu F3 5 H-NcoI-F/F3 5 H-

NotI-R để chọn dòng khuẩn lạc mang vector chuyển gen A F3 5 H (Hình 3.23). 

Hình ảnh điện di kiểm tra sản phẩm colony-PCR ở hình 3.23 cho thấy, trong 3 dòng 

khuẩn lạc đƣợc kiểm tra có 2 dòng cho kết quả dƣơng tính, trên gel điện di xuất hiện 
1       2      3      

M 
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một b ng DNA duy nhất với kích thƣớc khoảng 1,5 kb, tƣơng ứng với kích thƣớc 

của gen chuyển A F3 5 H. 

 

Hình 3.23. Điện di đồ sản phẩm colony-PCR với cặp mồi F3 5 H-NcoI-F/F3 5H-

NotI-R từ các dòng khuẩn lạc A. tumefaciens CV58. M: Marker 1 kb; 1, 2, 3: các 

dòng khuẩn lạc A. tumefaciens CV58 chứa vector pCB301_A F3 5 H. 

Nhƣ vậy, vector chuyển gen thực vật pCB301_A F3 5 H đã đƣợc thiết kế 

thành công và tạo đƣợc hai dòng A. tumefaciens tái tổ hợp mang vector chuyển gen 

pCB301_A F3 5 H. Các dòng A. tumefaciens chứa vector chuyển gen mang gen 

chuyển A F3 5 H đƣợc lƣu giữ phục vụ cho các thí nghiệm chuyển gen ở thực vật. 

3.3.4. Thảo luận kết quả thiết kế vector biểu hiện gen AcF3’5’H và tạo chủng A. 

tumefaciens mang vector chuyển gen thực vật 

Sinh tổng hợp flavonoid là một con đƣờng chuyển hóa thứ cấp quan trọng liên 

quan đến sự tham gia của nhiều enzyme, chẳng hạn nhƣ CHS, IFS, F3'H, F3′5′H, 

FLS và FST (Hình 1.3). Một số nghiên cứu về sự biểu hiện của các gen mã hóa các 

enzyme này làm t ng tích lũy flavonoid đã đƣợc thực hiện. Báo cáo của Hu và cs 

(2019) cho rằng, sự biểu hiện quá mức của CHS làm t ng sự tích lũy flavonoid trong 

thuốc lá và CHS là một gen ứng cử viên cho kỹ thuật di truyền để t ng cƣờng khả 

n ng chịu hạn của thực vật và cải thiện phản ứng của chúng đối với stress oxy hóa 

[32]. Vũ Thị Nhƣ Trang và cs (2018) đã chứng minh rằng sự biểu hiện của gen 

GmCHI từ đậu tƣơng cho phép cây Thổ nhân sâm cải thiện hàm lƣợng flavonoid 

tổng số [146]. Trong số các enzyme quan trọng của con đƣờng sinh tổng hợp 
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flavonoid, F3'5'H là enzyme quan trọng xúc tác cho các phản ứng hình thành 

flavonoid (Hình 1.3) [53], [126], [168]. Sự t ng hoạt động của F3'5'H cho phép tổng 

hợp anthocyanin và các loại flavonoid khác [178]. Vì vậy, t ng cƣờng biểu hiện gen 

F3 5 H sẽ làm t ng hàm lƣợng và hoạt tính enzyme F3’5’H và sẽ làm t ng tích lũy 

hàm lƣợng flavonoid trong thực vật. Chính vì vậy, gen Aconitum carmichaelii 

F3 5 H (A F3 5 H) đƣợc chọn làm đối tƣợng tác động và kỹ thuật chuyển gen đƣợc 

áp dụng nhằm làm t ng hàm lƣợng flavonoid trong chiến lƣợc tạo cây Ô đầu có hàm 

lƣợng dƣợc chất cao. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã xác định đƣợc vùng mã 

hóa của gen A F3 5 H có 1521 nucleotide, mã hóa cho 506 amino acid phân lập 

đƣợc từ cây Ô đầu (A. carmichaelii) thu tại tỉnh Hà Giang, Việt Nam phù hợp với 

công bố của Ma và cs (2012) [89]. Gen A F3 5 H của cây Ô đầu mã hóa protein 

enzyme AcF3’5’H là một trong hai enzyme chìa khóa tham gia vào quá trình tổng 

hợp flavonoid và isoflavonoid trong con đƣờng phenylpropanoid. Ở cây Ô đầu, hoạt 

động của gen A F3 5 H mạnh nhất ở các mô lá, do vậy lựa chọn promoter điều khiển 

hoạt động của gen chuyển A F3 5 H là rất quan trọng. Promoter CaMV35S (35S) là 

một promoter mạnh có nguồn gốc từ virus gây bệnh khảm lá súp lơ (Cauliflower 

Mosaic Virus - CaMV). Promoter 35S có thể  khởi động phiên mã cho gen trong tất 

cả các loại mô bào thực vật. Trong nghiên cứu của chúng tôi, promoter 35S đƣợc lựa 

chọn và là thành phần của cấu trúc mang gen chuyển (35S_ A F3 5 H_cmyc)  trong 

vector chuyển gen pCB301. Trong cấu trúc pCB301_A F3 5 H, promoter CaMV35S 

khởi động phiên mã của gen chuyển A F3 5 H, làm t ng tổng hợp enzyme 

AcF3’5’H trong cây chuyển gen. Trong vector chuyển gen, gen nptII đƣợc lựa chọn 

làm chỉ thị chọn lọc ở giai đoạn tái sinh in vitro. Gen nptII mã hóa protein có đặc 

tính kháng kháng sinh kanamycin. Kanamycin đƣợc bổ sung trong cả giai đoạn tái 

sinh chồi, kéo dài chồi và ra rễ của các cây Ô đầu đƣợc chuyển gen. Lúc này, cấu  

trúc mang gen chuyển có thêm đoạn DNA mã hóa kháng nguyên c-myc để làm cơ sở 

phát hiện và định lƣợng protein tái tổ hợp rAcF3’5’H trong cây chuyển gen bằng 

Western blot và ELISA. Nhƣ vậy, có thể thấy việc thiết kế cấu trúc hoàn chỉnh và 

phù hợp với tế bào chủ trong khâu thiết kế vector biểu hiện gen thực vật là cơ sở 

bƣớc đầu quyết định sự thành công của kỹ thuật tạo cây biến đổi gen. 
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3.4. PHÂN TÍCH BIỂU HIỆN GEN AcF3’5’H Ở CÂY THUỐC L   

3.4.1. Biến nạp di truyền và biểu hiện protein tái tổ hợp F3’5’H ở cây Thuốc lá 

chuyển gen AcF3’5’H 

Tiến hành biến nạp cấu trúc mang gen chuyển A F3 5 H thông qua lây nhiễm 

bởi A. tumefaciens vào mô lá Thuốc lá (Hình 3.24). Kết quả thí nghiệm biến nạp 

trình bày ở bảng 3.8 cho thấy, sau 3 lần biến nạp ở lô thí nghiệm thu đƣợc 81 mẫu 

tạo cụm chồi và qua chọn lọc bằng kháng sinh có 268 chồi sống sót. Ở môi trƣờng 

tạo rễ có 174 chồi ra rễ và chọn lọc đƣợc 96 cây để chuyển ra trồng trong bầu đất. 

Kết quả cuối cùng lựa chọn đƣợc 28 cây sống sót trong điều kiện nhà lƣới. Lô đối 

chứng là các mảnh lá Thuốc lá không biến nạp tái sinh trong môi trƣờng không có 

kháng sinh chọn lọc (ĐC0) và có kháng sinh (ĐC1). Lô ĐC0 chuyển 10 cây ra trồng 

trong chậu ở điều kiện nhà lƣới. Ở lô ĐC1, các mảnh lá không tái sinh chồi trong 

môi trƣờng chứa kanamycin. Các cây Thuốc lá chuyển gen và đối chứng không 

chuyển gen đƣợc sử dụng để phân tích sự có mặt và sự hoạt động của vector mang 

gen chuyển A F3 5 H.   

 

Hình 3.24. Hình ảnh biến nạp và tái sinh cây Thuốc lá chuyển gen A F3 5 H. A: 

Các mảnh lá Thuốc lá trong dịch khuẩn; B: Đồng nuôi cấy trên môi trƣờng CCM; 

C,D: Tái sinh đa chồi trong môi trƣờng chọn lọc chứa kanamycin; E: Kéo dài chồi; 

G: Ra rễ trên môi trƣờng RM; H: Cây Thuốc lá chuyển gen trồng trên giá thể. 
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Bảng 3.8. Kết quả biến nạp cấu trúc mang gen chuyển A F3 5 H vào Thuốc lá 

Thí nghiệm và đối 

chứng 

Số 

mẫu 

Số mẫu  

sống tạo 

cụm chồi 

Tổng 

số chổi 

Số chồi 

sống sót 

ra rễ 

Số cây 

ra bầu 

đất 

Số cây 

sống 

sót 

Thí 

nghiệm 

Lần biến nạp 1 30 29 96 63 35 11 

Lần biến nạp 2 30 27 87 57 30 8 

Lần biến nạp 3 30 25 85 54 31 9 

Tổng 90 81 268 174 96 28 

Đối chứng 0 (ĐC0) 30 30 95 57 41 10 

Đối chứng 1 (ĐC1) 30 0 0 0 0 0 

 

Ghi chú: ĐC1: Mẫu không chuy n   n được cấy tr n mô  trường tái sinh có bổ sung 

k án  s n . ĐC0: Mẫu không chuy n   n được cấy tr n mô  trường tái sinh không 

bổ sung kháng sinh 

 

Thu lá non của 28 cây Thuốc lá chuyển gen, tách chiết DNA tổng số và thực 

hiện phân tích sự có mặt của gen chuyển A F3 5 H bằng PCR với cặp mồi F3 5 H-

NcoI-F/F3 5 H-NotI-R. Kết quả cho thấy trong số 28 cây Thuốc lá chuyển gen 

AcF3'5'H, có 7 cây dƣơng tính theo PCR, tƣơng ứng với một b ng DNA có kích 

thƣớc xấp xỉ 1,5 kb xuất hiện ở các làn điện di 1, 3, 5, 14, 17, 19, và 22 (Hình 3.25 

A). Các cây chuyển gen dƣơng tính với PCR T01, T03, T05, T014, T017, T019 và T022 

đƣợc phân tích thêm bằng RT-PCR và kết quả phân tích cho thấy chỉ có các cây 

chuyển gen T01, T03, T05 và T014 mới có sản phẩm RT-PCR (Hình 3.25 B). 
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Hình 3.25. Điện di đồ kiểm tra sự có mặt và sự phiên mã của gen chuyển A F3 5 H 

trong cây chuyển gen. A: Hình ảnh điện di sản phẩm PCR khuếch đại gen chuyển 

A F3 5 H. (+): plasmid pCB301_AcF3'5'H; WT: cây Thuốc lá không chuyển gen; 

M: Marker 1 kb; 1-28: Cây Thuốc lá chuyển gen. B: Hình ảnh điện di sản phẩm RT-

PCR, khẳng định sự phiên mã của gen chuyển AcF3'5'H ở cây Thuốc lá chuyển gen. 

M: Marker 1 kb; (+): plasmid pCB301_AcF3'5'H; WT: cây Thuốc lá không chuyển 

gen; Các làn điện di 1, 3, 5, 14, 17, 19 và 22 là các cây chuyển gen đã dƣơng tính với 

PCR, tƣơng ứng với T01, T03, T05, T014, T017, T019 và T022. 

 

Sự biểu hiện của protein rAcF3’5’H từ cây chuyển gen T01, T03, T05 và T014 

đƣợc phân tích bằng phƣơng pháp điện di SDS-PAGE và Western blot, và kết quả 

thu đƣợc đƣợc thể hiện trong Hình 3.26A. Phân tích Western blot trong Hình 3.26A 

cho thấy tất cả các dòng chuyển gen T0 đều có dải màu với kích thƣớc xấp xỉ 57 kDa, 

tƣơng ứng với khối lƣợng phân tử của protein rAcF3'5'H, bao gồm trình tự amino 

acid của c-myc và KDEL. Kết quả phân tích hàm lƣợng protein rAcF3'5'H trong 

Hình 3.26B cho thấy hàm lƣợng protein rAcF3'5'H của cây chuyển gen dao động từ 

0,2033 μg/µl đến 0,3250 μg/µl (P <0,001). Do đó, khi bổ sung protein F3'5'H nội 

sinh, hàm lƣợng protein F3'5'H trong cây chuyển gen t ng từ 20,33% lên 32,50% so 

với cây WT. Những kết quả này chứng minh rằng gen chuyển AcF3'5'H đã đƣợc kết 

hợp vào bộ gen cây thuốc lá chuyển gen và biểu hiện tạo protein tái tổ hợp. 
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        A          B 

 

Hình 3.26. Sự biểu hiện của protein rAcF3’5’H ở cây Thuốc lá chuyển gen thế hệ 

T0. A: Phân tích sự biểu hiện của protein rAcF3’5’H bởi Western blot. M: Thang 

protein tiêu chuẩn; (+): Protein H5 của virus cúm A/H5N1 có gắn c-myc là đối 

chứng dƣơng tính; WT: cây Thuốc lá không biến nạp; T01, T03, T05 và T014: các cây 

Thuốc lá chuyển gen. B: Hàm lƣợng protein rAcF3’5’H (μg/µl) trong cây Thuốc lá 

chuyển gen T0. WT: cây Thuốc lá không chuyển gen; T01, T03, T05, T014: cây Thuốc 

lá chuyển gen. Các thanh dọc thể hiện sai số tiêu chuẩn. Các chữ cái khác nhau (a, b) 

phía trên các cột chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P <0,001) đƣợc kiểm tra 

bằng Duncan trong SPSS; n = 3. 

 

3.4.2. Hàm lƣợng flavonoid tổng số trong lá của các dòng Thuốc lá chuyển gen 

Kết quả quan sát các cây Thuốc lá chuyển gen và cây WT cho thấy các cây 

chuyển gen có hình thái và sự sinh trƣởng bình thƣờng. Tuy nhiên, các dòng chuyển 

gen có chiều cao cây thấp hơn và tốc độ t ng trƣởng chậm hơn so với các cây WT. 

Ngoài ra, cánh hoa của các dòng chuyển gen có màu tím sẫm hơn so với cánh hoa 

của cây WT (Hình 3.27). 
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Hình 3.27. Hình thái của cây Thuốc lá WT và các dòng chuyển gen. A- Cây WT và 

dòng chuyển gen T03; B- Hoa của cây WT; C- Hoa của dòng chuyển gen T03;          

D- Cây WT và dòng chuyển gen T01, T05, T014. 

 

Hàm lƣợng flavonoid tổng số trong lá của 4 dòng Thuốc lá chuyển gen và cây 

WT đã đƣợc xác định và trình bày ở bảng 3.9. Kết quả phân tích cho thấy, bốn dòng 

chuyển gen, T01, T03, T05 và T014, có hàm lƣợng flavonoid từ 691,20 ± 2,02 đến 

907,83 ± 5,14 (µg/g) và cao hơn từ 169,23 đến 222,27 (%) so với các cây WT 

(408,43 ± 5,11 µg/g). Các kết quả phân tích này đã chứng minh rằng sự biểu hiện của 

gen AcF3'5'H ở 4 dòng Thuốc lá chuyển gen là T01, T03, T05 và T014 đã làm t ng 

hàm lƣợng flavonoid trong cây Thuốc lá chuyển gen.  
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Bảng 3.9. Hàm lƣợng flavonoid tổng số của các dòng Thuốc lá chuyển gen T01, T03, 

T05, T014 và cây đối chứng  

Mẫu nghiên cứu 
Hàm lƣợng flavonoid tổng số 

(µg/g) 

Tăng so với WT 

(%) 

WT 408,43
a
 ± 5,11 0 

T01 691,20
b
 ± 2,02 69,23 

T03 907,83
d
 ± 5,14 222,27 

T05 713,60
c
 ± 4,21 174,72 

T014 900,37
d
 ± 0,81 220,45 

Ghi chú: Ký hi u ± th  hi n sai số tiêu chuẩn. Các chữ cái khác nhau (a, b, c) chỉ ra 

sự khác bi t    ý n  ĩ  t ốn  k  (P <0,05) đượ  đo  ằng các thử nghi m của 

Duncan (SPSS); n = 3. 

 

Từ các kết quả phân tích trên cây Thuốc lá có thể rút ra nhận xét rằng vector 

chuyển gen pCB301_AcF3'5'H hoạt động tốt trong cây thuốc lá chuyển gen và có thể 

sử dụng để chuyển vào cây Ô đầu và các cây trồng khác. 

3.4.3. Thảo luận kết quả biến nạp và biểu hiện gen AcF3’5’H trong cây Thuốc lá  

Các nghiên cứu về sự biểu hiện của gen F3'5'H có nguồn gốc từ các loài thực 

vật khác nhau hoặc phân tích biểu hiện quá mức gen chức n ng đã đƣợc thực hiện. 

Theo hƣớng phân tích về sự biểu hiện quá mức của gen F3 5 H, Wu và cs (2020) 

cho thấy gen G F3′5′H1 có chức n ng trong quá trình sinh tổng hợp các chất chuyển 

hóa liên quan đến flavonoid và sự biểu hiện quá mức của gen G F3′5′H1 cải thiện 

hàm lƣợng epicatechin và gallocatechin trong cây Bạch quả [170]. Trong nghiên cứu 

của chúng tôi về cây Ô đầu, thân và lá của cây đƣợc xác định nhƣ một nguồn dƣợc 

liệu mới [175]. Lá và hoa của Ô đầu chứa carotenoid, sterol và flavonoid [12]. Nhƣ 

vậy, phân tích mối liên quan giữa sự biểu hiện của gen F3'5'H từ Ô đầu và sự tích tụ 

flavonoid trong các loài thực vật khác nhau là cần thiết. Thuốc lá đƣợc dùng làm cây 

mô hình nghiên cứu chức n ng của gen thực vật và thử nghiệm ứng dụng để cải thiện 
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một số đặc tính của cây trồng. Gen mã hóa F3'5'H của cây Dạ yên thảo biểu hiện ở 

cây Thuốc lá đã làm thay đổi quá trình tổng hợp sắc tố anthocyanin [168]. Gen 

CsF3'5'H của cây chè đƣợc biểu hiện mạnh mẽ trong chồi và biểu hiện ở mức độ 

thấp trong rễ. Kết quả phân tích biểu hiện gen CsF3'5'H ở cây Thuốc lá cho thấy sự 

biểu hiện quá mức của gen CsF3'5'H đã tạo ra dẫn xuất delphinidin mới và làm t ng 

hàm lƣợng dẫn xuất cyanidin của cây Thuốc lá chuyển gen [178]. Trong nghiên cứu 

này, gen AcF3'5'H phân lập từ cây Ô đầu đƣợc thiết kế tạo cấu trúc 

CaMV35S_AcF3'5'H_cmyc_KDEL_polyA đã đƣợc chuyển vào mô Thuốc lá và tạo 

cây Thuốc lá chuyển gen A F3 5 H và kết quả cho thấy protein tái tổ hợp rAcF3’5’H 

đƣợc biểu hiện trong bốn dòng Thuốc lá chuyển gen T01, T03, T05 và T014 (Hình 

3.26). Hàm lƣợng flavonoid trong lá của các dòng Thuốc lá chuyển gen T01, T03, 

T05, T014 lần lƣợt đạt 691,20 ± 2,02, 907,83 ± 5,14, 713,60 ± 4,21 và 900,37 ± 0,81 

(Bảng 3.9). So với ở cây không chuyển gen, hàm lƣợng flavonoid trong lá của các 

dòng Thuốc lá chuyển gen t ng từ 69,23% lên 222,27% (Hình 3.28).  

 

Hình 3.28. Hàm lƣợng favonoid tổng số (µg/g) của 4 dòng Thuốc lá chuyển gen T01, 

T03, T05, T014, và cây WT. WT: cây Thuốc lá không biến nạp; T01, T03, T05, T014: 

cây Thuốc lá chuyển gen T0. Các thanh dọc thể hiện sai số tiêu chuẩn. Các chữ cái 

khác nhau (a, b, c) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P <0,001) đƣợc kiểm tra 

bằng Duncan trong SPSS; n = 3. 

Trong phạm vi nghiên cứu này, hàm lƣợng flavonoid và hàm lƣợng protein tái 

tổ hợp rAcF3'5'H của 4 dòng Thuốc lá biến đổi gen có tƣơng quan thuận, với hệ số 
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tƣơng quan (R) = 99,09%; phƣơng trình hồi quy là Y = 1766,72X + 342,14, trong đó 

Y là hàm lƣợng flavonoid (µg/g) và X là hàm lƣợng protein rAcF3'5'H (µg/µL) (P 

<0,05). Nghiên cứu của chúng tôi là báo cáo đầu tiên về kết quả biểu hiện của gen 

AcF3'5'H phân lập từ cây Ô đầu trên cây Thuốc lá. Sự biểu hiện của protein tái tổ hợp 

rAcF3'5'H làm t ng hàm lƣợng flavonoid trong cây Thuốc lá chuyển gen. Do đó, gen 

AcF3'5'H từ cây Ô đầu đƣợc nghiên cứu trong công trình này đƣợc coi là một gen ứng 

cử viên cho kỹ thuật di truyền để t ng cƣờng tích lũy flavonoid trong thực vật. 

3.5. BI N NẠP DI TRUYỀN VÀ PHÂN TÍCH BIỂU HIỆN GEN AcF3’5’H Ở 

CÂY Ô ĐẦU 

3.5.1. Biến nạp gen uidA vào cây Ô đầu 

Gen uidA mã hóa protein Beta-glucuronidase (EC:3.2.1.31; GUS), từ E. coli, 

chủng K12 đƣợc sử dụng nhƣ một gen chỉ thị trong nghiên cứu chuyển gen. Vector 

chuyển gen pCB-gusplus chứa gen chỉ thị uidA đƣợc sử dụng trong thí nghiệm 

chuyển gen vào cây Ô đầu thông qua lây nhiễm vi khuẩn A. tumefaciens 

CV58/pGV2260 mang vector chuyển gen pCB-gusplus vào chồi Ô đầu in vitro. Thí 

nghiệm nghiên cứu về ảnh hƣởng của các yếu tố đến hiệu quả chuyển gen uidA, nhƣ 

mật độ A. tumefaciens, nồng độ AS và thời gian lây nhiễm, và nồng độ kháng sinh 

chọn lọc đã đƣợc thực hiện. Thí nghiệm đƣợc tiến hành với 90 mẫu đƣợc lây nhiễm 

và lặp lại ba lần. Sau 2 tuần thu đƣợc 18 mẫu tạo chồi (đạt 18,88%) và chọn đƣợc 56 

chồi chuyển sang môi trƣờng bổ sung kháng sinh chọn lọc để kéo dài chồi. Sau 4 

tuần, số chồi sống sót là 26 chồi đƣợc chuyển sang môi trƣờng ra rễ, trong đó có 15 

chồi ra rễ và chọn đƣợc 8 cây chuyển gen sống sót trong điều kiện nhà kính. Lá và rễ 

của tám cây đƣợc nhuộm bằng X-gluc để kiểm tra sự biểu hiện của gen uidA. Cả 8 

cây đều dƣơng tính, có màu xanh chàm đặc trƣng trên lá và rễ (Hình 3.29), cho hiệu 

suất chuyển gen là 8,88%. Hình 3.29 cho thấy, sự biến nạp gen uidA thông qua lây 

nhiễm A. tumefaciens ở cây Ô đầu đạt hiệu quả cao ở mật độ khuẩn tƣơng ứng với 

giá trị OD600 = 0,8; với nồng độ AS 100 μmol/l; thời gian lây nhiễm 30 phút, nồng độ 

kháng sinh diệt khuẩn là 50 mg/l. 

 



103 

 

 

Hình 3.29. Kết quả phân tích nhuộm mô hóa GUS in vitro ở Ô đầu với mật độ A. 

tumefaciens (OD) khác nhau. 1: Ô đầu không biến nạp; 2: OD600 = 0,4; 3: OD600 = 

0,6; 4: OD600 = 0,8. (A) Cây Ô đầu nhuộm GUS; (B) lá Ô đầu nhuộm GUS; (C) Các 

cuống lá Ô đầu nhuộm GUS; (D) thân củ Ô đầu nhuộm GUS. 

 

3.5.2. Biến nạp và biểu hiện gen AcF3’5’H  ở cây Ô đầu 

3.5.2.1. Biến nạp di truyền cấu trúc 35S_AcF3’5’H_cmyc vào cây Ô đầu 

Trên cơ sở kết quả chuyển gen chỉ thị uidA, cấu trúc mang gen chuyển 

A F3 5 H đƣợc biến nạp vào chồi Ô đầu in vitro thông qua sự lây nhiễm của A. 

tumefaciens tái tổ hợp (Hình 3.30).  

 

Hình 3.30. Hình ảnh biến nạp gen A F3 5 H và tái sinh in vitro của cây Ô đầu. (A) 

Các chồi riêng lẻ đƣợc ngâm trong dịch vi khuẩn A. tumefaciens mang vector 

pCB301_A F3 5 H. (B) Đồng nuôi cấy trên CCM. (C) Cảm ứng tạo đa chồi trên 

SIM1 và SIM2. (D) Các chồi đƣợc nuôi cấy trên môi trƣờng kéo dài chồi SEM; (E) 

Ra rễ trên môi trƣờng RM. (F) Cây Ô đầu chuyển gen đƣợc trồng trong giá thể. 



104 

 

Trên bảng 3.10, sau ba lần biến nạp, với 180 mẫu ở các nhóm thí nghiệm, thu 

đƣợc 86 cụm chồi và 215 chồi sống chuyển sang môi trƣờng SEM, bổ sung kháng 

sinh chọn lọc để kéo dài chồi và 95 chồi chuyển sang môi trƣờng ra rễ RM. Kết quả 

chọn đƣợc 54 cây chuyển gen trồng vào giá thể. Trong số này, 24 cây sống sót trong 

điều kiện nhà kính. Song song với thí nghiệm chuyển gen, hai lô đối chứng là ĐC0 

và ĐC1 cũng đƣợc thực hiện với 30 mẫu ở mỗi lô để so sánh. Ở lô đối chứng ĐC0, 

30 mẫu cấy chồi Ô đầu không biến nạp (WT) đƣợc tái sinh trong môi trƣờng không 

có kháng sinh, tạo ra 116 chồi. Từ 92 chồi đƣợc chuyển sang môi trƣờng ra rễ chọn 

đƣợc 30 cây chuyển gen đƣợc cấy vào bầu, trong đó có 10 cây sinh trƣởng bình 

thƣờng trong điều kiện nhà kính. Ở lô ĐC1, chồi Ô đầu không chuyển gen đƣợc cấy 

trên môi trƣờng tái sinh bổ sung kháng sinh, kết quả là các chồi không tạo cụm chồi. 

Các cây chuyển gen và cây WT đƣợc chuyển ra trồng trong chậu và sử dụng để phân 

tích sự có mặt và sự biểu hiện của gen chuyển A F3 5 H (Hình 3.31). 

Bảng 3.10. Kết quả biến nạp cấu trúc mang gen chuyển A F3 5 H vào Ô đầu 

Thí nghiệm và đối 

chứng 

Số 

mẫu 

Số mẫu  

sống tạo 

cụm chồi 

Tổng 

số chổi 

Số chồi 

sống sót 

ra rễ 

Số cây 

ra bầu 

đất 

Số cây 

sống 

sót 

Thí 

nghiệm 

Lần biến nạp 1 60 25 68 26 15 6 

Lần biến nạp 2 60 32 77 38 21 9 

Lần biến nạp 3 60 29 70 31 18 9 

Tổng 180 86 215 95 54 24 

Đối chứng 0 (ĐC0) 30 30 116 92 30 10 

Đối chứng 1 (ĐC1) 30 0 0 0 0 0 

Ghi chú: ĐC1: Mẫu không biến nạp cấy tr n mô  trường tái sinh có bổ sung kháng 

s n . ĐC0: Mẫu không biến nạp cấy tr n mô  trường tái sinh không bổ sung kháng sinh 

3.5.2.2. Phân tích biểu hiện của gen chuyển AcF3’5’H ở cây Ô đầu chuyển gen T0 

Mƣời l m cây chuyển gen phát triển tốt đƣợc chọn để phân tích PCR nhằm 

xác nhận sự hiện diện của gen chuyển A F3 5 H trong cây Ô đầu biến nạp. Các cây 
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ở thế hệ T0 đƣợc ký hiệu từ T0-1 đến T0-15. Kết quả phân tích PCR với cặp mồi 

F3 5 H-NcoI-F/F3 H-SacI-R cho thấy 8 cây dƣơng tính với gen chuyển; cụ thể là 

cây T0-3, T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-9, T0-13, và T0-15 (Hình 3.32A). Tám cây T0 

đƣợc xác định là dƣơng tính với PCR đƣợc tiếp tục phân tích bằng RT-PCR để xác 

nhận sự phiên mã của gen chuyển. Kết quả đƣợc thể hiện trong Hình 3.32 B. Kết quả 

RT-PCR cho thấy chỉ 3 trong số 8 cây (T0-4, T0-6 và T0-13) có b ng DNA với kích 

thƣớc xấp xỉ 1,6 kb tƣơng ứng với kích thƣớc của AcF3'5'H.  

 

 

 

Hình 3.31. Cây Ô đầu biến nạp ở thế hệ T0 (A) và cây WT (B) sau 2 tuần kể từ khi 

chuyển từ bình nuôi cấy sang chậu trong điều kiện nhà lƣới 
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Những cây T0-4, T0-6 và T0-13, đƣợc sử dụng để phân tích sự biểu hiện của 

protein rAcF3’5’H bằng điện di SDS-PAGE và phƣơng pháp Western blot. Trong 

Hình 3.33A, cây T0-4, T0-6 và T0-13 đều có b ng màu với kích thƣớc > 55 kDa 

tƣơng ứng với trọng lƣợng phân tử của protein rAcF3'5'H.  

 

 

 

Hình 3.32. Điện di đồ xác nhận sự hiện diện và sự phiên mã của gen chuyển 

AcF3'5'H. (A): PCR phát hiện sự hiện diện của gen chuyển AcF3'5'H trong cây Ô đầu 

chuyển gen và không chuyển gen; M: Marker 1 kb; (+): plasmid pCB301_AcF3'5'H; (-

): cây Ô đầu không chuyển gen (WT); Các làn điện di từ 1 đến 15 là các cây chuyển 

gen thế hệ T0. (B): RT-PCR xác nhận sự phiên mã gen chuyển AcF3'5'H ở cây Ô đầu. 

M: Marker 1 kb; (+): plasmid pCB301_AcF3'5'H; (-): cây Ô đầu không chuyển gen 

(WT); Các làn điện di 3, 4, 5, 6, 7, 9, 13, 15 là cây dƣơng tính với PCR, tƣơng ứng với 

T0-3, T0-4, T0-5, T0-6, T0-7, T0-9, T0-13 và T0-15. 

 

Nhƣ vậy, kết quả phân tích Western blot cho thấy gen chuyển AcF3'5'H đã 

đƣợc dịch mã biểu hiện thành protein AcF3'5'H tái tổ hợp trong ba dòng Ô đầu 
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chuyển gen ở thế hệ T0. Kết quả phân tích hàm lƣợng protein rAcF3'5'H từ ba cây 

chuyển gen bằng ELISA đƣợc thể hiện trong Hình 3.33B. Hàm lƣợng protein 

rAcF3'5'H của cây chuyển gen nằm trong khoảng từ 0,2083 đến 0,2507 μg/μl. Những 

kết quả này chứng minh gen chuyển AcF3'5'H đã đƣợc hợp nhất vào hệ gen cây Ô 

đầu chuyển gen, phiên mã và biểu hiện protein tái tổ hợp. 

 

Hình 3.33. Biểu hiện quá mức của protein rAcF3’5’H trong cây Ô đầu chuyển gen ở 

thế hệ T0. (A): Kết quả phân tích Western blot để xác nhận sự biểu hiện của protein 

rAcF3’5’H ở cây Ô đầu chuyển gen. M: Thang protein tiêu chuẩn; WT: cây không 

biến nạp (+): protein H5 của virus cúm A/H5N1 có gắn c-myc là đối chứng dƣơng 

tính; T0-4, T0-6, T0-13: cây Ô đầu chuyển gen. (B): So sánh hàm lƣợng protein 

rAcF3’5’H (μg/µl) trong cây Ô đầu chuyển gen T0. WT: cây không chuyển gen; T0-

4, T0-6, T0-13: Cây chuyển gen T0. Các thanh dọc thể hiện sai số tiêu chuẩn. Các chữ 

cái khác nhau (a, b) phía trên các cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P 

<0,01) đƣợc kiểm tra bằng Duncan (SPSS); n = 3. 
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3.5.2.3. Xác định hàm lượng flavonoid tổng số từ lá của dòng Ô đầu chuyển gen  

Các dòng Ô đầu chuyển gen ở thế hệ T0 và cây WT không có sự khác biệt về 

hình thái (Hình 3.34).  

 

Hình 3.34. Cây Ô đầu không chuyển gen (A) và cây Ô đầu chuyển gen ở thế hệ T0 

(B) sau 8 tuần kể từ khi chuyển từ bình nuôi cấy sang chậu trong điều kiện nhà lƣới 

 

Lá của ba loại cây chuyển gen và WT đƣợc sử dụng để phân tích hàm lƣợng 

flavonoid tổng số, kết quả đƣợc trình bày ở bảng 3.11. Ba dòng T0-4, T0-6 và T0-13 

có hàm lƣợng flavonoid cao lần lƣợt là 773,50 ± 12,87, 661,73 ± 2,85 và 761,61 ± 

9,10 (µg/g). Kết quả này cao hơn 39,13 đến 62,63% so với cây WT (475,62 ± 10,16 

µg/g). Những kết quả này đã chứng minh rằng sự biểu hiện quá mức của gen 

AcF3'5'H ở ba dòng Ô đầu chuyển gen (T0-4, T0-6 và T0-13) đã làm t ng hàm lƣợng 

flavonoid trong các dòng chuyển gen ở thế hệ T0. 

Bảng 3.11. Hàm lƣợng flavonoid tổng số của ba dòng Ô đầu chuyển gen (T0-4, T0-6, 

T0-13) và cây WT 

Cây WT và các 

dòng chuyển gen 

Hàm lƣợng flavonoid tổng 

số X  ± S x  (µg/g) 

Tỷ lệ tăng so với cây WT 

(%) 

WT 475,62 ±10,16
a 

0 

T0-4 773,50 ± 12,87
c 

62,63 

T0-6 661,73 ± 2,85
b 

39,13 

T0-13 761,61 ± 9,10
c
 60,13 

Ghi chú: Các chữ cái a, b, c chỉ ra sự khác bi t    ý n  ĩ  t ốn  k  (P <0,05) được 

test bằng Duncan (SPSS); n = 3. 
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3.5.3. Thảo luận kết quả biến nạp và biểu hiện mạnh gen AcF3’5’H ở cây Ô đầu  

Hiện nay, nghiên cứu t ng cƣờng tổng hợp các hoạt chất sinh học trong cây 

dƣợc liệu bằng kỹ thuật biểu hiện mạnh gen mã hóa enzyme chìa khóa trong quá 

trình sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp đang đƣợc quan tâm [66], [146], [150]. Cây 

dƣợc liệu Ô đầu chứa nhiều hợp chất có hoạt tính sinh học, nhƣ alkaloid, flavonoid 

và polysaccharid. Các alkaloid của cây thuốc này có hoạt tính kháng khuẩn, kháng 

virus và chống oxy hóa [141], [162]. Flavonoid đƣợc tìm thấy ở tất cả các bộ phận 

của thân, hoa, rễ và thân rễ, nhƣng hàm lƣợng thấp [12]. Để cải thiện hàm lƣợng 

flavonoid trong cây Ô đầu, nghiên cứu này đã chọn cách tiếp cận biểu hiện quá mức 

gen mã hóa enzyme quan trọng liên quan đến con đƣờng sinh tổng hợp flavonoid ở Ô 

đầu là F3’5’H.  

Kết quả thí nghiệm biến nạp gen chỉ thị uidA vào Ô đầu từ mẫu cấy là chồi in 

vitro thông qua lây nhiễm vi khuẩn A. tumefaciens cho thấy, mật độ A. tumefaciens 

thích hợp là OD600 = 0,8, nồng độ AS 100 µmol/l và thời gian nhiễm khuẩn là 30 

phút. Chọn lọc kháng sinh với kanamycin 50 mg/l, và hiệu suất chuyển gen đạt đƣợc 

là 8,88%. Kết quả này là cơ sở cho sự thành công trong biến nạp di truyền và tạo cây 

Ô đầu chuyển gen. 

Trong số các enzyme tham gia xúc tác các phản ứng của con đƣờng tổng hợp 

flavonoid ở thực vật, F3'H và F3'5'H tham gia vào các phản ứng cuối cùng để tạo 

thành các hợp chất flavonoid (Hình 1.3). Do đó, gen mã hóa enzyme F3’5’H đã đƣợc 

chọn để phân tích sự biểu hiện quá mức ở cây Ô đầu bằng phƣơng pháp biến nạp qua 

trung gian A. tumefaciens. Trong những n m qua, các nghiên cứu về phân lập và 

phân tích biểu hiện F3'5'H ở các loài thực vật đã đƣợc thực hiện nhằm xác định chức 

n ng gen. Ishiguro và cs (2012) đã phân lập F3'H và F3'5'H từ thƣ viện cDNA của 

A. kelloggii, và phân tích biểu hiện ở cây dã yên thảo chuyển gen cho thấy rằng sự 

biểu hiện của các gen này làm t ng hàm lƣợng cyanidin và delphinidin cũng nhƣ 

anthocyanidin [77]. Sự gia t ng tích lũy anthocyanidin cũng làm thay đổi màu hoa ở 

cây chuyển gen. Một nghiên cứu ở hoa Cẩm chƣớng (Dianthus caryophyllus), cây 

chuyển gen mang gen kháng thuốc diệt cỏ (gen đột biến mã hóa acetolactate synthase 
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-ALS) và gen mã hóa F3′5′H cho thấy sự gia t ng tích lũy delphinidin và 

anthocyanin so với cây hoang dã, nhƣng không gây hại cho sức khỏe của con ngƣời 

hoặc động vật [136]. Trong nghiên cứu này, gen AcF3'5'H đƣợc phân lập từ mRNA 

của cây Ô đầu với đoạn mã hóa AcF3'5'H có kích thƣớc 1521 bp, mã hóa 506 amino 

acid. Cấu trúc mang gen chuyển AcF3'5'H trong vector chuyển gen pCB301 chứa 

trình tự promoter 35S, c-myc và KDEL đƣợc A. tumefaciens chuyển vào chồi in vitro, 

và tạo ra cây Ô đầu chuyển gen. Protein rAcF3’5’H đƣợc biểu hiện và hàm lƣợng 

protein rAcF3’5’H ở cây chuyển gen t ng từ 20,83% lên 25,07% so với ở cây không 

chuyển gen. Sự gia t ng hàm lƣợng protein rAcF3'5'H đã làm t ng hàm lƣợng 

flavonoid tổng số trong các dòng chuyển gen T0-4, T0-6 và T0-13 từ 39,13% lên 

62,63% so với ở cây WT. Những kết quả này đã chứng minh rằng, sự biểu hiện quá 

mức của AcF3'5'H ở ba dòng Ô đầu chuyển gen (T0-4, T0-6, và T0-13) đã làm t ng 

hàm lƣợng flavonoid trong cây chuyển gen. Đây là báo cáo đầu tiên về sự biến nạp 

gen và phân tích sự biểu hiện quá mức của gen F3 5 H ở cây Ô đầu. 
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K T LU N VÀ ĐỀ NGHỊ  

Kết luận 

1. Bằng phƣơng pháp hình thái so sánh kết hợp với phân tích mã vạch DNA dựa trên 

trên trình tự vùng ITS, các đoạn gen matK, rpoC1, rpoB2 đã xác định các mẫu Ô đầu 

thu tại huyện Quản Bạ và Hoàng Su Phì, tỉnh Hà Giang, Việt Nam thuộc cùng loài A. 

carmichaelii, chi Aconitum, họ Hoàng Liên (Ranunculaceae). Trình tự matK là một 

ứng cử viên mã vạch DNA tốt để định danh loài Ô đầu (A. carmichaelii) và là giải 

pháp trong phân tích tiến hóa và phát sinh loài phân tử của chi Aconitum. 

2. Môi trƣờng thích hợp cảm ứng tạo đa chồi ở cây Ô đầu là MS cơ bản + sucrose 30 

g/l + agar 9 g/l + BAP 1,5 mg/l. Mô rễ là vật liệu thích hợp cho cảm ứng tạo rễ tơ ở 

cây Ô đầu. Lây nhiễm mô rễ bởi R. rhizogenes với OD600 = 0,6; AS 100 μmol/l; thời 

gian nhiễm khuẩn 15 phút; thời gian đồng nuôi cấy 3 ngày; nồng độ cefotaxime 500 

mg/l là những điều kiện thích hợp cho cảm ứng tạo rễ tơ ở cây Ô đầu. Môi trƣờng 

MS ở trạng thái lỏng không bổ sung chất điều hòa sinh trƣởng, nuôi lắc thích hợp 

cho sự t ng trƣởng rễ tơ ở cây Ô đầu.  

3. Vùng mã hóa của gen A F3 5 H đƣợc phân lập từ mRNA của cây Ô đầu có kích 

thƣớc 1521 nucleotide, mã hóa 506 amino acid. Vector chuyển gen thực vật 

pCB301_A F3 5 H với sự điều khiển của promoter 35S, chứa gen A F3 5 H phân 

lập từ cây Ô đầu, gắn thêm cấu trúc c-myc và KDEL đã đƣợc thiết kế thành công và 

tạo đƣợc hai dòng A. tumefaciens mang vector chuyển gen pCB301_A F3 5 H.  

4. Vector chuyển gen pCB301_A F3 5 H đƣợc biến nạp thành công vào mô lá Thuốc 

lá và tạo đƣợc cây Thuốc lá chuyển gen A F3 5 H. Gen chuyển A F3 5 H đã biểu 

hiện tạo protein tái tổ hợp rAcF3’5’H và làm t ng hàm lƣợng flavonoid trong cây 

Thuốc lá chuyển gen từ 691,20 ± 2,02 đến 907,83 ± 5,14 (µg/g) và cao hơn từ 69,23 

đến 222,27 (%) so với các cây WT (408,43 ± 5,11 µg/g). 

5. Mẫu biến nạp để nhiễm vi khuẩn Agrobacterium là chồi in vitro, mật độ A. 

tumefaciens thích hợp là OD600 = 0,8, nồng độ AS 100 µmol/l và thời gian nhiễm 
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khuẩn là 30 phút. Gen chuyển A F3 5 H đƣợc biến nạp thành công vào cây Ô đầu 

bằng lây nhiễm A. tumefaciens tái tổ hợp vào chồi in vitro, và đã tạo đƣợc 3 dòng Ô 

đầu chuyển gen ở thế hệ T0. Sự biểu hiện mạnh của gen chuyển A F3 5 H đã làm 

t ng hàm lƣợng enzyme F3’5’H và làm t ng hàm lƣợng flavonoid tổng số trong lá 

của các dòng chuyển gen T0-4, T0-6 và T0-13 từ 39,13% đến 62,63% so với cây WT. 

Đề nghị 

1. Tiếp tục phân tích và đánh giá 3 dòng Ô đầu chuyển gen nhằm chọn đƣợc dòng Ô 

đầu chuyển gen có hàm lƣợng flavonoid cao và ổn định. 

2. Tiếp tục phân tích thành phần hóa học, tìm kiếm hợp chất có giá trị dƣợc học và so 

sánh hàm lƣợng dƣợc chất của rễ tơ, rễ in vitro và rễ, củ Ô đầu trồng để làm cơ sở 

chọn dòng rễ tơ có hàm lƣợng các hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học cao. 
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Phụ lục 1. Trình tự vùng ITS phân lập từ hai mẫu Ô đầu HSP, QB và một số trình tự 

vùng ITS của loài Ô đầu (Aconitum carmichaelii Debx.), loài Aconitum japonicun và 

loài Aconitum kusnezoffii 
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Phụ lục 2. Kết quả phân tích bằng BLAST trong NCBI của vùng ITS phân lập từ 

mẫu Ô đầu thu tại huyện Quản Bạ (A) và huyện Hoàng Su Phì (B), tỉnh Hà Giang. 
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Phụ lục 3. Trình tự đoạn gen matK phân lạp từ hai mẫu Ô đầu HSP, QB và một số 

trình tự gen matK của loài Ô đầu (Aconitum carmichaelii Debx.), loài Aconitum 

japonicun và loài Aconitum kusnezoffii 
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Phụ lục 4. Kết quả phân tích bằng BLAST trong NCBI của đoạn gen matK phân lập 

từ mẫu Ô đầu thu tại huyện Hoàng Su Phì (A) và Quản Bạ (B), tỉnh Hà Giang 
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Phụ lục 5. Trình tự nucleotide đoạn gen rpoC1 phân lập từ cây Ô đầu Quản Bạ, Hà 

Giang và trình tự mang mã số KX347251 trên GenBank. 

 

Phụ lục 6. Sơ đồ hình cây mô tả mối quan hệ di truyền giữa các loài Ô đầu trong chi 

Aconitum dựa trên trình tự nucleotide của đoạn gen rpoC1 

 

 



145 

 

Phụ lục 7. Trình tự nucleotide đoạn gen rpoB2 phân lập từ mẫu Ô đầu Quản Bạ, Hà 

Giang và trình tự mang mã số KX347251 trên GenBank 

 

 

Phụ lục 8. Sơ đồ hình cây mô tả mối quan hệ di truyền giữa các loài Ô đầu trong chi 

Aconitum dựa trên trình tự nucleotide của đoạn gen rpoB2. 
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Phụ lục 9. Trình tự nucleotide của gen A F3 5 H phân lập từ cây Ô đầu và trình tự 

nucleotide của gen F3 5 H của Ô đầu mang mã số JN635708.1 trên GenBank 
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Phụ lục 10. Trình tự amino acid suy diễn từ đoạn mã hóa của gen F3 5 H mang mã số 

JN635708.1 trên GenBank và từ gen A F3 5 H của cây Ô đầu Quản Bạ, Hà Giang 
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Phụ lục 11. Thành phần môi trƣờng nuôi cấy vi khuẩn 

Môi trƣờng Thành phần 

LB lỏng Bacto pepton 10 g/l + Nacl 5 g/l + Yeast Extract 5 g/l, pH = 7 

LB đặc LB lỏng + agar 8 g/l 

 

 

Phụ lục 12. Thành phần môi trƣờng tái sinh cây thuốc lá chuyển gen  

Môi trƣờng Thành phần cho 1 lít dung dịch 

MS1 CaCl2 0,44 g 

MS2 KNO3 1,9 g + KH2PO4 0,17 g + NH4NO3 1,65 g + MgSO4.7H2O 0,37 g 

MS3 

H3BO3 6,2 mg + MnSO4.4H2O 22,3 mg + CoCl2.6H2O 0,025 mg + 

CuSO4.5H2O 0,025 mg + ZnSO4.7H2O 8,6 mg + Na2MOO4.2H2O 0,25 mg 

+ KI 0,83 mg 

MS4 FeSO4.7H2O 27,8 mg + Na2EDTA 37,3 mg 

MS5 
Myo-Inositol 100 mg + Thiamine HCl 0,1 mg + Pyridoxine HCl 0,5 mg + 

Nicotic acid 0,5 mg + Glycine 2 mg 

MS 
20 ml stock MS1 +20 ml stock MS2 + 5 ml stock MS3 + 5 ml stock 

MS4 + 5 ml stock MS5 

½MS 
10 ml stock MS1 + 10 ml stock MS2 + 2,5 ml stock MS3 + 2,5 ml stock 

MS4 + 2,5 ml stock MS5 

GM 
MS + BAP 1 mg/l + sucrose 30 g/l + agar 9 g/l 

Bổ sung kanamycin 50 mg/l + cefotaxime 500 mg/l 

RM 
MS + IBA 0,1 mg/l + sucrose 30 g/l + agar 9 g/l  

Bổ sung kanamycin 50 mg/l 

* G      : Cá  mô  trường đều được chuẩn pH = 5,6 và khử trùng. Thí nghi m được 

tiến hành ở nhi t độ 25 ± 2
o
C, thời gian chiếu sáng 16 giờ sáng/ngày 
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Phụ lục 13. Thành phần môi trƣờng tái sinh cây Ô đầu chuyển gen 

Kí hiệu Thành phần 

CCM 

MS + muối B5 0,42 g/l + MES 3,5 g/l + sucrose 30 g/l + agar 12 g/l 

Bổ sung: vitamin B5 1 mg/l + AS 100 µm/l + L-cysteine 400 mg/l + 

BAP 1,5 mg/l  

SIM1 
MS + muối B5 3,20 g/l + MES 1,0 g/l + sucrose 30 g/l + agar 12 g/l 

Bổ sung: vitamin B5 1 mg/l + BAP 1,5 mg/l + Kanamycin 50 mg/l 

SIM2 
MS + muối B5 3,20 g/l + MES 1,0 g/l + sucrose 30 g/l + agar 12 g/l 

Bổ sung: vitamin B5 1 mg/l + BAP 1,5 mg/l + Kanamycin 75 mg/l 

SEM 

MS +  MES 1,0 g/l + sucrose 30 g/l + agar 12 g/l 

Bổ sung: vitamin B5 1 mg/l + L-asparagine 75 mg/l + L-pyroglutamic 

acid 100 mg/l + GA3 1,0 mg/l + IAA 0,1 mg/l + Kanamycin 50 mg/l  

RM 
MS + MES 1,0 g/l + sucrose 30 g/l + agar 12 g/l + nƣớc dừa 100 ml/l 

Bổ sung: IBA 0,5 mg/l + Kanamycin 50 mg/l 

* G      : Cá  mô  trườn  đều được chuẩn pH = 5,6 và khử trùng. Thí nghi m được 

tiến hành ở nhi t độ 25 ± 2
o
C, thời gian chiếu sáng 16 giờ sáng/ngày. 

Phụ lục 14. Sơ đồ cấu trúc vector pBT, pRTRA7/3, pCB301 

Phụ lục 14.1. Sơ đồ cấu trúc vector tách dòng pBT 
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Phụ lục 14.2. Sơ đồ cấu trúc vector pRTRA7/3 

 

 

Phụ lục 14.3. Sơ đồ cấu trúc vector chuyển gen pCB301 

 


