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TÓM TẮT 

Thành ngạnh (Cratoxylum pruniflorum Kurz) thuộc loài cây mọc hoang dại và phổ biến 

khắp các vùng trên lãnh thổ nước ta, đặc biệt ở các tỉnh miền núi phía Bắc. Chúng được sử 

dụng để làm thuốc và nước uống khá phổ biến trong phạm vi dân gian. Gần đây các nhà khoa 

học phát hiện trong dịch chiết của thành ngạnh có chứa nhiều hợp chất có hoạt tính sinh học 

như các xanthone trong vỏ và rễ cây, các epigallocatechin gallate và epicatechin gallate trong 

lá, ngoài ra còn có các tannin, terpenoids và saponins, v.v. có hoạt tính kháng khuẩn, kháng 

oxy hoá và hoạt tính gây độc đối với các dòng tế bào ung thư. Trong nghiên cứu này, cuống 

lá in vitro cây thành ngạnh được chuyển gen hình thành rễ tơ thông qua vi khuẩn 

Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 với mật độ vi khuẩn 4.104 CFU/mL trong điều kiện 

bổ sung 100 µM acetosyringone. Thời gian đồng nuôi cấy trong 72 giờ cho tỷ lệ hình thành rễ 

tơ cao nhất đạt 4,66% trên môi trường SH không bổ sung chất điều hoà sinh trưởng. Hai dòng 

rễ tơ R1 và R2 được chọn lọc thông qua kỹ thuật PCR, trong đó dòng R2 tăng trưởng tốt trên 

môi trường lỏng SH với khối lượng tươi đạt 582,08 mg, tăng 2,19 lần so với khối lượng ban 

đầu nuôi cấy. Kết quả trên là cơ sở cho những nghiên cứu sâu hơn sau này trên cây thành 

ngạnh. 

Từ khoá: Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834, acetosyringone, Cratoxylum pruniflorum, 

môi trường SH, rễ tơ, thành ngạnh. 

1.  MỞ ĐẦU 

Cây thành ngạnh (C. pruniflorum Kurz) chứa tannin pyrocatechic, anthocyanoside, 

flavonoid, v.v. và các flavonoid có tác dụng hoạt hoá hệ thần kinh, trong đó có hệ thần kinh 

thực vật. Ngoài ra dịch chiết cây có tác dụng chống oxy hoá mạnh [1]. Một số nghiên cứu về 

hoạt tính sinh học của các thành phần hợp chất có trong rễ cây thành ngạnh: về thành phần 

hoạt chất từ dịch chiết rễ, các nghiên cứu trước đây đã cho thấy các hợp chất xanthone trong 

rễ có hoạt tính kháng khuẩn và kháng nấm; một số nghiên cứu về hoạt tính sinh học của 

xanthone và anthraquinone được phân tách từ rễ và vỏ cây cho thấy hoạt tính kháng khuẩn và 

hoạt tính gây độc đối với các dòng tế bào ung thư [2]. 

Ứng dụng công nghệ sinh học để nhân giống và nhân nuôi sinh khối cây dược liệu là 

hướng nghiên cứu có thể mang lại nhiều ứng dụng thực tiễn và có tính thương mại cao. Nhân 

giống vô tính in vitro có nhiều ưu điểm như hệ số nhân giống cao, cây giống giữ nguyên được 

các đặc tính của cây mẹ, đồng đều, sạch bệnh, sức sống cao khi đưa ra môi trường tự nhiên… 
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nên đã và đang được ứng dụng rộng rãi vào sản xuất nhiều loại cây trồng, trong đó có cây dược 

liệu. Chúng tôi đã tiến hành nghiên cứu quy trình nhân giống in vitro cây thành ngạnh. Kết 

quả đã tạo được cây in vitro sạch bệnh và bước đầu đã xác định được môi trường nuôi cấy 

thích hợp cho sinh trưởng cây thành ngạnh in vitro [3]. 

Hiện nay việc sản xuất các hợp chất thứ cấp có nguồn gốc từ thực vật được chú trọng vì 

chúng an toàn đối với sức khoẻ con người. Tuy nhiên nguồn dược liệu trong tự nhiên đang bị 

suy giảm nhanh chóng cả về lượng và chất do tình trạng khai thác quá mức như hiện nay, đi 

kèm với các tác động do biến đổi khí hậu gây ra như thời tiết ngày càng khắc nghiệt, lũ quét 

sạt lở xảy ra với mức độ thường xuyên hơn. Điều này dẫn đến nhiều loài dược liệu quý bị đe 

doạ nghiêm trọng, một số loài có nguy cơ tuyệt chủng làm ảnh hưởng lớn đến nguồn cung cấp 

dược liệu cho con người. Sản xuất sinh khối thông qua nuôi cấy rễ tơ chuyển gen đang là một 

hướng đi mới nhằm có thể đáp ứng nhu cầu về sản xuất hợp chất thứ cấp từ thực vật nói chung 

và cây thành ngạnh nói riêng [3]. 

Nuôi cấy sinh khối rễ tơ nhờ vi khuẩn Agrobacterium rhizogenes (A. rhizogenes) là một giải 

pháp hữu hiệu, có thể khắc phục được những hạn chế của phương pháp nhân giống truyền thống 

(dễ nhiễm dịch bệnh, tồn dư thuốc bảo vệ thực vật …) và phương pháp nuôi cấy tạo sinh khối tế 

bào thực vật (do tồn dư của các chất điều hoà sinh trưởng thực vật trong tế bào trong quá trình nuôi 

cấy gây ảnh hưởng trực tiếp đến sức khoẻ người sử dụng). Tusevski và cộng sự đã thực hiện nghiên 

cứu về rễ tơ của Hypericum perforatum L. (Hypericaceae) cho thấy rễ tơ có khả năng sản xuất các 

flavonol glycosides quercetin 6-C-glycoside, rutin và isorhamnetin O-hexoside; phân tích thành 

phần hợp chất trong rễ tơ bằng HPLC đã xác định được sự có mặt của kaempferol thuộc nhóm 

flavonoid aglycones; đồng thời kết quả nghiên cứu cho thấy hàm lượng catechin và epicatechin 

trong rễ chuyển gen cao hơn so với rễ không chuyển gen [4]. Từ đó nuôi cấy rễ tơ cây dược liệu là 

một phương pháp hữu ích cho việc sản xuất các hơp chất có hoạt tính sinh học cao. Ở Việt Nam, 

tạo dòng rễ tơ từ thực vật và đặc biệt ở cây thành ngạnh còn rất mới mẻ. Do đó, nghiên cứu này 

được thực hiện nhằm xác định một số yếu tố ảnh hưởng đến hiệu quả chuyển gen tạo rễ tơ cây 

thành ngạnh (C. pruniflorum) thông qua vi khuẩn A. rhizogenes ATCC 15834, trên cơ sở đó chọn 

lọc được dòng rễ tơ có khả năng sinh trưởng tốt, làm cơ sở cho những nghiên cứu sâu hơn sau này. 

2.  NGUYÊN VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Nguyên vật liệu 

Cây thành ngạnh in vitro từ phòng Thực nghiệm cây trồng - Trung tâm Công nghệ Sinh 

học Tp. HCM, kế thừa từ nghiên cứu của Nguyễn Trần Phước Huy và cộng sự về nhân giống 

in vitro cây thành ngạnh (C. pruniflorum) [3]. Về chủng vi sinh vật, dòng vi khuẩn A. rhizogene 

ATCC 15834 chứa plasmid pRi (Ri: root inducing) mang gen rol A, B và C, được mua từ ngân 

hàng chủng vi sinh vật của Trường Đại học Khoa học Tự nhiên - Đại học Quốc gia Thành phố 

Hồ Chí Minh. Các hoá chất sử dụng trong nghiên cứu gồm môi trường SH (Schenk & 

Hildebrandt, 1972 - Duchefa biochemie, Hà Lan), môi trường WPM (Lloyd G. & McCown, 

1980 - Duchefa biochemie, Hà Lan), môi trường Yeast Mannitol Broth - YMB (Himedia, Ấn 

Độ), Benzyl amino purine - BAP (Duchefa biochemie, Hà Lan). 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Khảo sát vật liệu thích hợp cho hình thành rễ tơ 

Các mẫu lá, cuống lá và đoạn thân cây thành ngạnh in vitro được sử dụng làm vật liệu 

nghiên cứu. Mẫu lá in vitro được cắt bỏ mép lá và giữ nguyên vẹn đường gân chính, mẫu 

cuống lá được cắt thành những đoạn 1 cm không chứa phần lá, mẫu đoạn thân được cắt thành 

đoạn 1,5 cm chứa nách lá. Các mẫu sau khi cắt được lây nhiễm với vi khuẩn A. rhizogenes 

ATCC 15834 theo quy trình của Bulgakov và cộng sự [5]. Sau khi lây nhiễm, các mẫu được 
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đồng nuôi cấy trên môi trường SH thạch rắn trong điều kiện tối, nhiệt độ nuôi cấy 25 ± 2 °C 

theo nhiệt độ quy định của phòng nuôi cấy mô tế bào thực vật. Theo dõi tỷ lệ mẫu hình thành 

rễ tơ (%) sau 6 tuần nuôi cấy. 

2.2.2. Khảo sát mật độ vi khuẩn và thời gian đồng nuôi cấy đến hiệu quả chuyển gen tạo rễ tơ in vitro 

Vi khuẩn A. rhizogenes ATCC 15834 được lấy từ tủ âm sâu (-80 oC) và hoạt hoá trên môi 

trường Yeast Mannitol Broth (YMB) thạch rắn. Theo quy trình chuyển gen tạo rễ tơ trên cây sâm 

Ngọc Linh của Hà Thị Loan và cộng sự, khuẩn lạc đơn được nuôi cấy tăng sinh trên môi trường 

YMB lỏng lắc ở 25-26 oC, 120-150 rpm, nuôi cấy tăng sinh trong 16-20 giờ [6]. Mật độ vi khuẩn 

đạt 104 - 105 CFU/mL được sử dụng cho lây nhiễm. Trong nghiên cứu này, dung dịch vi khuẩn đã 

nuôi ở trên sau khi đạt được dung dịch vi khuẩn ở một số nồng độ tế bào khác nhau từ 3.102 - 

6,3.106 CFU/mL được đưa vào bình tam giác, ủ với mẫu trong thời gian từ 45 phút, lắc nhẹ trong 

bóng tối sau đó vớt ra thấm bằng giấy lọc vô trùng, đặt lên môi trường SH thạch rắn, theo dõi mẫu 

trong 12 tuần và ghi nhận tỷ lệ mẫu tạo rễ tơ (%), số rễ tơ (rễ/mẫu) và chiều dài rễ tơ (cm). 

Để xác định thời gian đồng nuôi cấy thích hợp, các mẫu cây thành ngạnh sau khi chuyển 

gen được đặt trên môi trường đồng nuôi cấy SH có bổ sung acetosyringone (AS) 100 µM trong 

khoảng thời gian khảo sát từ 24-96 giờ, đặt mẫu trong buồng tối, nhiệt độ 25 oC và ghi nhận 

tỷ lệ hình thành rễ tơ (%). 

2.2.3. Kiểm tra rễ tơ chuyển gen bằng phương pháp PCR 

DNA khuôn của vi khuẩn A. rhizogenes và rễ tơ C. pruniflorum được thu nhận bằng 

phương pháp CTAB [7]. Tiến hành PCR khuếch đại đoạn gen rolC bằng cặp mồi rolCF/rolCR 

và đoạn gen virD2 với cặp mồi virDF/virDR, kích thước sản phẩm PCR lần lượt là 520 bp và 

338 bp. Trình tự primer của gen rolC và gen virD2 như Bảng 1 [8]. 

Bảng 1. Trình tự primer của gen rolC và gen virD2 

Gene Primer Trình tự primer (5’ – 3’) Kích thước sản phẩm PCR (bp) 

rolC 
rolCF ATGGCTGAAGACGACCTGTG 

520 
rolCR TTAGCCGATTGCAAACTTGCA 

virD2 
virDF ATGCCCGATCGAGCTCAAG 

338 
virDR GACCCAAACATCTCGGCTG 

Phản ứng PCR được thực hiện bằng máy SimpliAmp (ThermoFisher Scientific, Mỹ). 

Chu kỳ PCR khuếch đại gen rolC gồm: biến tính ở 95 °C trong 5 phút, sau đó là 35 chu kỳ ở 

(1) biến tính 95 °C 30 giây; (2) bắt cặp, 54 °C, 30 giây; (3) kép dài, 72 °C, 60 giây và bước 

cuối cùng là 72 °C trong 5 phút. Chu trình PCR khuếch đại gen virD2 gồm biến tính ở 94 °C 

trong 5 phút, sau đó là 30 chu kỳ ở (1) biến tính, 94 °C, 60 giây; (2) bắt cặp, 62 °C, 30 giây; 

(3) kéo dài, 72 °C, 60 giây và và bước cuối cùng là 72 °C trong 10 phút. Các sản phẩm PCR 

được được diên trên gel agarose 1% trong đệm TAE 1X. Sau đó, được tiến hành tinh sạch sản 

phẩm PCR trên gel agarose bằng bộ Kit Dneasy Plant Extraction (Qiagen, Mỹ). 

Bảng 2. Thành phần phản ứng PCR 

Thành phần phản ứng 1 phản ứng (µL) 

H2O 18,85 

Dream buffer (Mg2+ ) 1,5 

dNTPs (2 mM) 2,0 

F (10 pM) 0,2 

R (10 pM) 0,2 

Taq (1 u/µL) 1,25 

DNA  1,0 

Tổng thể tích  25 
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2.2.4. Đánh giá khả năng sinh trưởng của một số dòng rễ  

Các dòng rễ tơ có chứa gen rolC được nuôi cấy trên môi trường SH lỏng theo quy trình 

của Hà Thị Loan và cộng sự [6]. Tốc độ sinh trưởng của các dòng rễ tơ được đánh giá sau mỗi 

tháng nuôi cấy và liên tục trong 5 tháng theo các chỉ tiêu hệ số tăng trưởng sinh khối rễ tơ (lần) 

và khối lượng sinh khối tươi rễ tơ (mg). 

Hệ số tăng trưởng sinh khối rễ tơ  (lần) =
Khối lượng tươi mẫu cấy thu được (mg)

Khối lượng tươi mẫu cấy ban đầu (mg)
 

2.3. Thu thập, xử lý số liệu 

Các thí nghiệm được bố trí theo kiểu hoàn toàn ngẫu nhiên, lặp lại 3 lần. Số liệu thí 

nghiệm được thu tập, tính toán và xử lý thô trên phần mềm Microsoft Excel 2010 để thu giá 

trị trung bình, phân tích Duncan’s test bằng phần mềm Statgraphics Centurion XV với mức độ 

tin cậy p ≤ 0,5. 

3.  KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Khảo sát vật liệu thích hợp cho hình thành rễ tơ 

Chồi cây thành ngạnh in vitro được chuyển vào môi trường WPM bổ sung 2 mg/L BA 

và nuôi cấy trong 8 tuần nhằm gia tăng số lượng mẫu cho chuyển gen tạo rễ tơ. Mẫu mô lá, 

cuống lá và đoạn thân in vitro được sử dụng để khảo sát vật liệu chuyển gen tạo rễ tơ. Kết quả 

Bảng 3 cho thấy sau 6 tuần quan sát, mô lá và cuống lá cho dấu hiệu cảm ứng tạo rễ tơ tương 

đồng nhau, không có sự khác biệt về mặt thống kê, thấp nhất là đoạn thân mang mắt chồi bên 

cho tỷ lệ mẫu có dấu hiệu cảm ứng tạo rễ tơ là 3,3%. Ở các mô lá và cuống lá in vitro có sự 

hình thành mô sẹo tại vị trí lây nhiễm, trong khi mẫu đoạn thân in vitro không có dấu hiệu 

khác biệt so với trạng thái ban đầu.  

Bảng 3. Kết quả khảo sát vật liệu thích hợp tạo rễ tơ in vitro cây thành ngạnh 

Loại mô Tỷ lệ mẫu có dấu hiệu tạo rễ tơ (%) Mô tả hình thái 

Cuống lá in vitro 14,8a ± 0,4 Hình thành sẹo ở vị trí lây nhiễm 

Lá in vitro 14,2a ± 2,2 Hình thành sẹo ở mép lá 

Đoạn thân in vitro 3,3b ± 0,2 Không có dấu hiệu tại vị trí lây nhiễm 

CV (%) 19,1  

*Các giá trị theo sau bởi chữ cái khác nhau trong cùng một cột biểu hiện sự khác biệt có ý nghĩa về 

mặt thống kê ở mức độ tin cậy p ≤ 0,05. 

 

Hình 1. Kết quả khảo sát vật liệu thích hợp tạo rễ tơ in vitro cây thành ngạnh sau 6 tuần  

A - cuống lá in vitro; B - mô lá in vitro; C - đoạn thân in vitro 

Kết quả khảo sát 03 loại vật liệu (mô lá, cuống lá và đoạn thân in vitro) cho sự lây nhiễm 

hình thành rễ tơ đã xách định mô lá và cuống lá là cơ quan được chọn để chuyển gen tạo rễ tơ 

A B C 1 cm 1 cm 1 cm 
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cây thành ngạnh. Kết quả phù hợp với nghiên cứu của Rahimi và cộng sự đã chỉ ra mẫu lá và 

cuống lá của cây Valeriana sisymbriifolium sau khi lây nhiễm với vi khuẩn A. rhizogenes cho tỷ 

lệ mẫu tạo rễ tóc cao hơn so với mẫu trụ hạ diệp [9], Hoàng Thị Thanh Minh và cộng sự cũng 

nhận thấy sự cảm ứng tạo rễ tóc từ mẫu lá cây đậu phộng cao hơn so với các mẫu khác [10]. Như 

vậy, mô lá và cuống lá in vitro sau 6 tuần nuôi cấy đều thích hợp cho tạo rễ tơ ở cây thành ngạnh. 

3.2. Khảo sát mật độ vi khuẩn và thời gian đồng nuôi cấy đến hiệu quả chuyển gen tạo 

rễ tơ in vitro 

Mật độ A. rhizogenes là một trong những thành tố có ảnh hưởng lớn đến hiệu quả cảm ứng 

tạo rễ tơ của thực vật. Trong chu kì sinh trưởng, vi khuẩn phát triển và có sức sống mạnh nhất ở 

pha tăng trưởng, do đó chúng được sử dụng để lây nhiễm với mẫu vật [11]. Để xác định được 

ảnh hưởng của mật độ vi khuẩn đến hiệu quả biến nạp vào mô lá và cuống lá cây thành ngạnh 

sau 12 tuần nuôi cấy in vitro, tiến hành nhiễm khuẩn mẫu cuống lá trong 45 phút, bổ sung AS 

100 µM ở các mật độ vi khuẩn khác nhau để xác định mật độ tối ưu. Kết quả ở Bảng 4 cho thấy 

sự khác nhau về tỷ lệ mẫu cảm ứng tạo rễ tơ sau khi mô lá và cuống lá được lây nhiễm 

A. rhizogenes ở các mật độ khác nhau tương ứng với khác giá trị 3,0.102 - 6,3.106 CFU/mL.  

Bảng 4. Kết quả ảnh hưởng của mật độ vi khuẩn A. rhizogenes đến hiệu quả chuyển gen 

tạo rễ tơ từ mô cuống lá thành ngạnh in vitro 

Nghiệm thức 
Mật độ khuẩn 

(CFU/mL) 

Tỷ lệ mẫu cảm ứng 

tạo rễ tơ (%) 
Số rễ/mẫu Chiều dài rễ (cm) 

M1 3,0.102 2,34a ± 0,11 2,32b ± 0,23 1,82b ± 0,18 

M2 3,7.103 3,46c ± 0,22 1,89a ± 0,19 1,59a ± 0,25 

M3 4,0.104 6,59e ± 0,12 3,45c ± 0,25 3,25c ± 0,19 

M4 5,2.105 4,34d ± 0,12 2,16b ± 0,24 1,70b ± 0,19 

M5 6,3.106 2,94b ± 0,13 1,39a ± 0,16 1,17a ± 0,21 

CV (%)  11,60 13,23 11,25 

*Các giá trị theo sau bởi chữ cái khác nhau trong cùng một cột biểu hiện sự khác biệt có ý nghĩa về 

mặt thống kê ở mức độ tin cậy p ≤ 0,05. 

Tỷ lệ mô lá cảm ứng tạo rễ tơ đạt cao nhất khi mật độ vi khuẩn đạt 4.104 CFU/mL 

(6,59%), có trung bình 3,45 rễ/mẫu, rễ dài trung bình 3,25 cm. Ở mật độ vi khuẩn thấp hơn 

(3.102 CFU/mL và 3,7.103 CFU/mL) hay cao hơn (5,2.105 CFU/mL và 6,3.106 CFU/mL) cho 

các kết quả tỷ lệ mẫu cảm ứng tạo rễ tơ, số rễ/mẫu và chiều dài rễ thấp hơn. Ở mô cuống lá 

không nhận thấy có sự cảm ứng tạo rễ tơ với các mật độ vi khuẩn khác nhau.  

 

Hình 2. Kết quả mẫu mô lá được lây nhiễm với vi khuẩn ở mật độ 4.104 CFU/mL 

Mật độ vi khuẩn cho chuyển gen trên cây thành ngạnh (4.104 CFU/mL) thấp hơn so với 

kết quả của chủng A. rhizogenes ATCC 15834 dùng cảm ứng trên cây sâm Ngọc Linh [6], hay 

của chủng A. rhizogenes ATCC 15834 dùng cảm ứng rễ tơ trên cây Kim sa [12]. Theo Bivadi 

1 cm 
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et al. (2014), sự khác nhau này có thể là do tính nhạy của thực vật chủ với chủng vi khuẩn xâm 

nhiễm [13] . Theo đó, có thể mô lá cây thành ngạnh nhạy với chủng A. rhizogenes ATCC 

15834 đã dẫn đến mật độ vi khuẩn cần thiết để gây nhiễm thấp. Như vậy, mật độ vi khuẩn 

4.104 CFU/mL là thích hợp để cảm ứng tạo rễ tơ . 

Quá trình đồng nuôi cấy đóng vai trò quan trọng trong quá trình biến nạp của vi khuẩn 

Agrobacterium vào tế bào chủ. Thời gian đồng nuôi cấy là thời gian vi khuẩn đã bám vào mẫu 

ở quá trình nhúng mẫu vào dịch vi khuẩn, có điều kiện tăng sinh số lượng trên môi trường rắn. 

Sự chuyển và sáp nhập T-DNA vào bộ gen tế bào thực vật xảy ra trong giai đoạn này. Hình 3 

cho thấy, ở các khoảng thời gian đồng nuôi cấy khác nhau, tỷ lệ mẫu cảm ứng tạo rễ tơ là khác 

nhau. Thời gian đồng nuôi cấy 72 giờ thu được tỷ lệ mô lá cảm ứng tạo rễ tơ cao nhất (4,66%), 

các rễ mảnh, màu trắng, có lông tơ xung quanh rễ chính. Ở thời gian đồng nuôi cấy thấp hơn 

(24 giờ, 48 giờ) hay cao hơn (96 giờ) cho tỷ lệ mẫu cảm ứng tạo rễ tơ thấp hơn, có thể do vi khuẩn 

xâm nhập vào ít nên quá trình biến nạp có thể không hoàn toàn, nhưng nếu thời gian đồng nuôi cấy 

dài hiệu quả chuyển gen lại giảm do lượng vi khuẩn phát sinh lớn sẽ gây hại trực tiếp đến mô lá 

thành ngạnh. Thời gian đồng nuôi cấy 72 giờ cho tỷ lệ mẫu cảm ứng tạo rễ tơ tốt nhất trên cây 

thành ngạnh, kết quả tương thích với thời gian đồng nuôi cấy trên cây sâm Ngọc Linh [6].  

 

Hình 3. Kết quả ảnh hưởng của thời gian đồng nuôi cấy đến hiệu quả chuyển gen tạo rễ 

tơ cây thành ngạnh 

Mỗi chủng vi khuẩn và mỗi loài thực vật chủ khác nhau sẽ có thời gian đồng nuôi cấy 

khác nhau. Với chủng A. rhizogenes ATCC 15834, thời gian đồng nuôi cấy thích hợp để thu 

nhận rễ tơ trên cây đậu phộng 14 và cây Dubiosia myoporoides là 48 giờ 15 trong khi trên cây 

Gynostemma pentaphyllum thì thời gian này là 2 tuần [16]. Nhiều nghiên cứu chỉ ra rằng nếu 

thời gian đồng nuôi cấy quá ngắn thì quá trình biến nạp có thể không hoàn toàn, trong khi đó 

thời gian đồng nuôi cấy quá dài có thể ảnh hưởng không tốt đến quá trình biến nạp do ái lực 

của vi khuẩn với tế bào thực vật sẽ giảm hoặc sẽ ức chế cạnh tranh [17], đồng thời làm sức 

sống của mô thực vật giảm [18]. 

Như vậy, thời gian đồng nuôi cấy trong 72 giờ là thích hợp để cảm ứng hình thành rễ tơ 

cây thành ngạnh. 

 

Hình 4. Mẫu mô lá thành ngạnh in vitro được đồng nuôi cấy với vi khuẩn A. rhizogenes 

trong 72 giờ 
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3.3. Kiểm tra rễ tơ chuyển gen bằng phương pháp PCR 

Sau thời gian nuôi cấy, các dòng rễ được chọn có các đặc điểm rễ trắng, đầu rễ không bị 

thâm đen, sinh trưởng tốt, sạch vi khuẩn. Sau khi tách chiết DNA của bộ gen rễ tơ thành ngạnh, 

phản ứng PCR được thực hiện với cặp primer rolCF và rolCR để khuếch đại đặc hiệu vùng 

520 bp của gen rolC và cặp primer gen virDF và virDR khuếch đại đặc hiệu vùng 338 bp của 

gen virD2. Kết quả điện di sản phẩm PCR của hai cặp primer gen rolC và virD2 cho thấy gen 

rolC và gen virD2 được khuếch đại ở mẫu đối chứng dương (pRi plasmid 15834). Các giếng 

chạy sản phẩm PCR của rễ tơ đều có sự hiện diện của gen rolC ở vị trí 520 bp (cùng vị trí với 

đối chứng dương gen rolC) và không thấy sự hiện diện của gen virD2 ở vị trí 338 bp. 

 

 Hình 5. Kết quả điện di kiểm tra sản phẩm PCR nhân đoạn gen rolC (A) và đoạn gen virD2 (B) 

M: Thang chuẩn 1 kb (Biorad); (-): nước cất; (+): sản phẩm PCR của Ri plasmid; 1. Rễ không chuyển 

gen; Các giếng 2, 3 (A): sản phẩm PCR nhân gen rolC của các dòng rễ tơ; R1, R2: các dòng rễ tơ 

mang gen rolC; Các giếng 2, 3 (B): sản phẩm PCR nhân gen virD2 của các dòng rễ tơ mang gen rolC. 

Từ kết quả trên có thể kết luận gen rolC từ Ri-plasmid của vi khuẩn A. rhizogenes 15834 

đã được chuyển vào rễ tơ thành ngạnh. Sự vắng mặt của gen virD2 trong những dòng rễ tơ 

đem phân tích cũng khẳng định vi khuẩn sau khi lây nhiễm với mô lá đã được khử sạch hoàn 

toàn và không còn sót lại trên bề mặt tế bào của rễ tơ. Như vậy, có thể khẳng định đã sàng lọc 

được 2 dòng rễ tơ thành ngạnh. 

 

Hình 6. Các dòng rễ tơ R1 và R2 cây thành ngạnh có chứa gen rolC 

3.4. Đánh giá khả năng sinh trưởng của một số dòng rễ tơ  

Dòng rễ tơ R1 có màu trắng, mảnh, phần gốc sự hóa nâu, ít phân nhánh thành các rễ thứ 

cấp. Dòng rễ tơ R2 có màu vàng nhạt, rễ kéo dài và phân nhánh nhiều tạo thành các rễ thứ cấp 

có màu trắng. Dựa vào các đặc điểm về hình thái và khả năng tăng trưởng phân nhánh, dòng rễ 

R2 được lựa chọn cho việc nhân nhanh trên môi trường lỏng nhằm làm tăng khối lượng rễ tơ. 

Dòng rễ tơ R2 sau khi chọn lọc đã được bố trí nuôi cấy trên môi trường lỏng SH. Khối 

lượng rễ tơ ban đầu nuôi cấy là 265,6 ± 6 mg. Sau 5 tháng nuôi cấy, kết quả tăng trưởng sinh 

khối rễ tơ được trình bày ở Hình 7. 

A B 

R1 R2 
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Hình 7. Khả năng tăng trưởng sinh khối của dòng rễ tơ R2 sau 5 tháng nuôi cấy 

Kết quả biểu đồ 2 cho thấy, sự sinh trưởng của rễ tơ qua các giai đoạn có sự khác biệt rõ 

rệt. Giai đoạn đầu từ 1-2 tháng, rễ sinh trưởng kém, có thể đây là giai đoạn khởi đầu của nuôi 

cấy, các tế bào rễ hấp thu chất dinh dưỡng tích lũy chuẩn bị cho quá trình phân chia tế bào nên 

chưa có sự tăng sinh khối mạnh mẽ, sinh khối tươi chỉ tăng 1,39 lần sau 2 tháng.  

Sang tháng thứ 3, rễ phát triển tốt, sinh khối tăng cao hơn so với 2 tháng trước đó với hệ số 

tăng sinh khối đạt 2,19 lần, khối lượng tươi đạt 582,08 mg (Hình 8). Giai đoạn tháng thứ 4-5 

sinh khối rễ dừng tăng trưởng hoặc bị giảm, rễ có thể bị chết, mềm, màu nâu, sinh khối bị giảm 

đi. Như vậy, có thể nhận thấy thời gian để các dòng rễ tơ sinh trưởng tốt nhất là 3 tháng kể từ 

khi bắt đầu nuôi cấy. 

 
Hình 8. Rễ tơ thành ngạnh trước và sau khi nuôi cấy 3 tháng nuôi cấy trên môi trường SH lỏng 

A. Rễ tơ trước khi nuôi cấy; B. Rễ tơ sau 3 tháng nuôi cấy 

Sử dụng mô lá và cuống lá, để lây nhiễm với vi khuẩn A. rhizogenes ở mật độ vi khuẩn 

4.104 CFU/mL trong 72 giờ cho kết quả hình thành 4 dòng rễ tơ được đặt tên lần lượt là R1, 

R2, R3 và R4. Sau khi sàng lọc bằng phương pháp PCR thu nhận được 2 dòng rễ tơ (R1 và 

R2) có chứa gen rolC. Tiến hành nhân nhanh rễ tơ trên môi trường lỏng SH sau 3 tháng cho 

khối lượng tươi rễ tơ đạt 582,08 mg, tăng gấp 2,18 lần so với khối lượng ban đầu trước khi 

nuôi cấy (265,6 mg). Mỗi loài thực vật khác nhau có khả năng sinh trưởng của rễ tơ khác nhau. 

Có những loài hình thành các rễ tơ dễ cảm ứng với thành phần môi trường và khả năng tăng 

trưởng mạnh dẫn đến hệ số nhân nhanh rễ tơ cao gấp nhiều lần so với thành ngạnh như rễ tơ 

Đảng sâm tăng trưởng mạnh sau 30 ngày với hệ số nhân rễ đạt 32,07 lần [19], rễ tơ cây bá 

bệnh tăng trưởng 13,5-16 lần trong môi trường lỏng sau 2 tuần nuôi cấy [20]. Tuy nhiên, có 

những loài có hệ số tăng trưởng rễ tơ thấp tương đương với thành ngạnh như rễ tơ Đan Sâm 

tăng trưởng 3,08 lần trong môi trường lỏng [21].  
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4.  KẾT LUẬN 

Kết quả khảo sát các loại vật liệu chuyển gen (mô lá, cuống lá, đoạn thân in vitro) thông 

qua vi khuẩn A. rhizogenes ATCC 15834 đã xác định được mô cuống lá và lá in vitro là vật 

liệu nhận gen thích hợp cho chuyển gen ở cây thành ngạnh. Lây nhiễm mô lá bởi A. rhizogenes 

ATCC 15834 với mật độ 4.104 CFU/mL; nồng độ AS 100 μM; thời gian nhiễm khuẩn 45 phút, 

thời gian đồng nuôi cấy 72 giờ là những điều kiện thích hợp cho quá trình cảm ứng tạo rễ tơ 

cây thành ngạnh với tỷ lệ chuyển gen đạt 4,66%. Qua đánh giá và sàng lọc bằng kỹ thuật PCR 

đã thu nhận được hai dòng rễ tơ có chứa gen rolC (dòng R1 và R2). Dòng R2 sinh trưởng tốt 

trên môi trường lỏng SH với khối lượng tươi sinh khối đạt 582,08 mg, tăng gấp 2,19 lần so 

với khối lượng ban đầu. Qua các kết quả trên cho thấy tỷ lệ mẫu cảm ứng tạo rễ tóc và sinh 

khối rễ tạo ra trên các dòng rễ đối với thành ngạnh còn thấp hơn so với một số loài thực vật 

khác chứng tỏ thành ngạnh là một trong những loài khó để trong việc hình thành và nhân nhanh 

sinh khối rễ tơ. Cần tiếp tục nghiên cứu chuyển gen với số lượng lớn hơn và các chủng vi 

khuẩn khác nhau, thử nghiệm các loại môi trường dinh dưỡng và các dạng môi trường nuôi 

cấy khác nhau để chọn lọc ra các dòng rễ tối ưu. 
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ABSTRACT 

STUDY ON HAIRY ROOTS INDUCTION OF Cratoxylum pruniflorum Kurz  

VIA Agrobacterium rhizogenes 

Nguyen Tran Phuoc Huy1, 2*, Tran Nguyen Le Quyen1, Cao Hue Trinh1,  

Phan Diem Quynh1, Ha Thi Loan1, Nguyen Dang Quan1 

1Ho Chi Minh City Biotechnology Center 

2Center for Business Incubation of Agricultural High Technology 

*Email: ntphuy.snn@tphcm.gov.vn 

Cratoxylum pruniflorum Kurz is a wild plant that grows across our country, particularly 

in the northern mountainous provinces. In a popular folkway, it is used to make medicine and 

drinking water. Scientists recently discovered that C. pruniflorum Kurz contains a variety of 

biologically active compounds, including xanthones in the bark and roots, epigallocatechin 

gallate, and epicatechin gallate in the leaves, as well as tannins, terpenoids, saponins… have 

antibacterial, antioxidant, and cytotoxic properties against cancer cell lines. In this study, 

perfoliate tissue was transgenic for hairy roots induction in vitro using Agrobacterium 

rhizogenes ATCC 15834 with a bacterial density of 4.104 CFU/mL, acetosyringone (AS) 

concentration of 100 µM, and a co-culture period of 72 hours yielded the highest average rate 

of hairy roots induction at 4.66% on SH medium without growth regulators. Two hairy root 

lines R1 and R2 were selected through PCR, in which the hairy root line R2 grew well on SH 

liquid medium with a fresh weight of 582.08 mg, an increase of 2.19 times compared to the 

original weight. The above results are the basis for further studies on C. pruniflorum Kurz. 

Keywords: Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834, acetosyringone, Cratoxylum pruniflorum, 

hairy roots, SH medium. 


