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TÓM TẮT 

Nghiên cứu được tiến hành nhằm cảm ứng tạo dòng rễ tơ cây đan sâm (Salvia miltiorrhiza Bunge) nhờ vi khuẩn 
Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 và bước đầu khảo sát một số yếu tố ảnh hưởng đến sự tăng sinh khối rễ tơ. 
Trong ba loại vật liệu lây nhiễm với vi khuẩn (lá, cuống lá và đoạn thân), mô lá là vật liệu thích hợp nhất để cảm ứng 
rễ tơ đan sâm. Mật độ vi khuẩn cho tỷ lệ mô lá cảm ứng tạo rễ đạt cao nhất (53,85%) tương ứng với giá trị mật độ 
quang OD600 = 0,2. Kết quả kiểm tra sự có mặt của gen rolA bằng phương pháp PCR khẳng định 4 dòng rễ tơ đã 
được cảm ứng thành công. Các dòng rễ tơ có khả năng tăng trưởng nhanh và ổn định khi nuôi cấy trong môi trường 
không bổ sung chất điều tiết sinh trưởng. Tốc độ tăng trưởng của dòng rễ tơ A5.14 khi nuôi cấy trên môi trường B5 
cao hơn khi nuôi cấy trên môi trường MS. Trong bốn phương thức nuôi cấy thử nghiệm gồm môi trường B5 đặc, 
lỏng, bán lỏng và phân lớp, khối lượng rễ tơ tăng so với khối lượng rễ ban đầu đạt cao nhất (7,67 lần) sau 4 tuần khi 
nuôi cấy rễ tơ trên môi trường B5 đặc. 

Từ khóa: Agrobacterium rhizogenes, đan sâm, rễ tơ. 

Hairy Root Induction and Culture of Salvia miltiorrhiza Bunge  

ABSTRACT 

This study was carried out to induce the hairy roots of Salvia miltiorrhiza Bunge using Agrobacterium rhizogenes 
and investigate factors affecting growth of hairy root in culture. Among three explants (leaf, petiole and stem), leaf 
was found to be the most efficient explant for transforming and inducing hairy roots. Inoculation of leaf explants with 
concentration of ATCC 15834 strain at optical densiy of 600nm (OD600) = 0.2 indicated maximum percentage 
(53,85%) of root induction. PCR analysis using specific primers for rolA gene confirmed the presence of the rolA gene 
in four hairy root lines. These hairy root lines showed fast and stable growth on hormone-free B5 medium. Between 
two media tested, B5 medium sustained better hairy root growth of A5.14 line than MS medium. Hairy root growth in 
B5 solid medium yielded maximum root biomass (7,67- fold higher) in 4-weeks compared to liquid, semi-liquid and 
double layered medium. 

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, hairy root, Salvia miltiorrhiza Bunge. 
 

1.  ĐẶT VẤN ĐỀ 

Đan sâm (Salvia miltiorrhiza Bunge) là cây 
thuốc quý trong y học cổ truyền. Người xưa có 
câu “Nhất vị Đan sâm, cộng đồng tứ vật thang”, 
nghĩa là một vị đan sâm công dụng bằng bốn vị 
đương quy, địa hoàng, xuyên khung, bạch thược 

- vốn là bài thuốc bổ huyết kinh điển của Đông 
y. Bên cạnh đó, các nghiên cứu dược lý hiện đại 
cũng cho thấy đan sâm đặc biệt tốt cho tim 
mạch. 

Trên thị trường Việt Nam, dược liệu của cây 
đan sâm phải nhập 100% từ Trung Quốc, giá 
thành trong nước từ 250-300 nghìn đồng/kg 
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khô. Giá trị và nhu cầu đan sâm tăng cao như 
vậy nhưng thời gian để thu hoạch được rễ đan 
sâm trồng trên đồng ruộng phải mất tới hai năm 
khi gieo trồng bằng hạt. Hơn nữa, việc phòng 
trừ các loại dịch bệnh, xử lý tồn dư của thuốc 
bảo vệ thực vật hoặc kim loại nặng cũng là một 
vấn đề khó khăn. Mặt khác, hàm lượng sản 
phẩm mục tiêu là các chất có hoạt tính sinh học 
lại phụ thuộc nhiều vào điều kiện sinh thái, 
trồng trọt nên giá thành tăng lên. Nuôi cấy rễ tơ 
cảm ứng nhờ vi khuẩn Agrobacterium 
rhizogenes để thu nhận các hợp chất có hoạt 
tính sinh học là một giải pháp hiệu quả, có thể 
khắc phục được những hạn chế của phương 
pháp nhân giống truyền thống, đồng thời có 
những ưu điểm vượt trội như nâng cao hàm 
lượng hoạt chất mục tiêu, chủ động quá trình 
sản xuất, tối ưu hóa quy trình chiết xuất hợp 
chất mục tiêu (Zhao et al., 2010; Gupta et al., 
2010; Kai et al., 2011). 

Nghiên cứu tạo rễ tơ và nhân nuôi sinh khối 
rễ tơ cây đan sâm đã được tiến hành bởi một số 
nhà khoa học trên thế giới. Gupta và cộng sự 
(2011) cảm ứng thành công rễ tơ cây đan sâm nhờ 
vi khuẩn A. rhizogenes BCRC 15010 với tỷ lệ mô 
lá tạo rễ đạt 78%. Thông qua tối ưu các thành 
phần môi trường nuôi cấy, sinh khối rễ tơ đan sâm 
và các hoạt chất tích lũy như tanshione, salvinolic 
acid tăng lên đáng kể (Yan et al., 2005). Tại Việt 
nam, có thể nói nghiên cứu này là một trong 
những công trình đầu tiên sử dụng thành công vi 
khuẩn A. rhizogenes để cảm ứng tạo các dòng rễ 
tơ, đồng thời bước đầu thiết lập qui trình nhân 
nuôi sinh khối rễ đan sâm. Nghiên cứu này có ý 
nghĩa lớn trong việc góp phần mở ra một hướng đi 
mới trong sản xuất sinh khối dược liệu phục vụ 
cho việc khai thác các hợp chất thứ cấp có hoạt 
tính sinh học phục vụ công tác điều trị và bảo vệ 
sức khỏe cộng đồng.  

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 
Hạt đan sâm Salvia miltiorrhiza Bunge 

nhập từ tỉnh Tứ Xuyên – Trung Quốc; Chủng vi 
khuẩn Agrobacterium rhizogenes ATCC 
(American  Type Culture Collection) 15834 chứa 

plasmid pRi mang các gen rol (root loci) như 
rolA, rolB, rolC trên vùng T-DNA được cung cấp 
bởi Trung tâm Công nghệ sinh học Thành phố 
Hồ Chí Minh. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Chuẩn bị mẫu lây nhiễm 
Hạt đan sâm sau khi rửa sạch bằng nước và 

khử trùng bằng cồn 70% trong 30 giây được gieo 
trên môi trường MS (Murashige vand Skoog, 
1962) bổ sung 1,0 mg/l GA3 để kích thích hạt 
nảy mầm. Lá, cuống lá và đoạn thân tách ra từ 
cây đan sâm in vitro sau nuôi cấy 2 tuần được 
sử dụng làm vật liệu lây nhiễm. 

2.2.2. Chuẩn bị dịch khuẩn Agrobacterium 
rhizogenes 

Vi khuẩn A. rhizogenes ATCC 15834 bảo 
quản ở -80oC được hoạt hóa bằng cách nuôi trải 
trên môi trường YM đặc trong 48h ở 28oC trong 
điều kiện tối. Sau đó, một khuẩn lạc đơn được 
chuyển sang nuôi cấy trong môi trường YM 
lỏng, lắc 200 vòng/phút ở 28oC trong 16h. Dịch 
khuẩn được ly tâm thu sinh khối ở tốc độ 4.000 
vòng/phút ở 4oC trong 15 phút. Sinh khối vi 
khuẩn sau đó được hòa loãng trong môi trường 
MS lỏng và xác định mật độ vi khuẩn bằng máy 
đo quang phổ ở bước sóng 600nm (OD600).  

2.2.3. Lây nhiễm mẫu với vi khuẩn 
Mẫu cấy (lá, cuống lá, đoạn thân) được cắt 

và tạo vết thương bởi dao cấy đã nhúng vào dịch 
khuẩn A. rhizogenes và cấy trên môi trường 
đồng nuôi cấy là môi trường MS + 30 g/l sucrose 
trong 5 ngày trong điều kiện tối. 

2.2.4. Diệt khuẩn và cảm ứng rễ tơ 
Kết thúc giai đoạn đồng nuôi cấy, mẫu cấy 

được chuyển sang môi trường diệt khuẩn và tái 
sinh là môi trường MS + 30 g/l sucrose + 400 
mg/l cefotaxim trong điều kiện tối. Theo dõi sự 
hình thành rễ tơ sau 4 tuần. 

2.2.5. Xác định rễ tơ chuyển gen bằng kỹ 
thuật PCR 

DNA tổng số của các mẫu rễ tơ được tách 
chiết theo Kit tách chiết của Qiagen. Phương 
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pháp PCR được thực hiện để khuếch đại gen 
rolA bằng cặp mồi rolAF 
(CAGAATGGAATTAGCCGGACTA) và rolAR 
(ΤΤΑΑΤCCCGTAGGTTTGTTTCG) và kiểm tra 
sự có mặt của vi khuẩn A. rhizogenes bằng cặp 
mồi virDF (GAAGAAAGCCGAAATAAAGAG) 
và virDR (TTGAACGTATAGTCGCCGATA). 
Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng phương 
pháp điện di trên gel agrose 1%. Gel agarose 
được quan sát dưới ánh sáng tử ngoại. 

2.2.6. Nhân nuôi rễ tơ 
Rễ tơ chuyển gen được nuôi cấy trong môi 

trường MS/B5 với các trạng thái môi trường khác 
nhau (đặc, lỏng, bán lỏng và phân lớp) để khảo sát 
khả năng tăng trưởng của rễ tơ đan sâm.  

Môi trường đặc là môi trường chứa 0,7%  
agar, môi trường bán lỏng chứa 0,35% agar. Môi 
trường phân lớp là môi trường có pha đặc (25ml) 
ở dưới và pha lỏng (25ml) ở trên. 

Môi trường nuôi cấy được điểu chỉnh pH = 
5,8 trước khi hấp khử trùng ở nhiệt độ 121oC 
trong 20 phút, 1,1atm. Điều kiện nuôi cấy in 
vitro: 14h sáng, cường độ ánh sáng 2000-2500 
lux, nhiệt độ 25 ± 2oC 

2.2.7. Xác định khối lượng rễ khô  
Rễ tơ sau khi thu sinh khối được sấy ở nhiệt 

độ 45oC đến khối lượng không đổi để xác khối 
lượng rễ khô (Ge et al., 2005). 

2.2.8. Bố trí thí nghiệm và xử lý số liệu 
Các thí nghiệm nhân được bố trí nhắc lại 3 

lần mỗi công thức, mồi lần 10-20 mẫu tùy từng 
thí nghiệm. Các chỉ tiêu được theo dõi và đo đếm 
sau 4 tuần. 

Số liệu được xử lý thống kê theo chương 
trình Excel và IRRISTAT 5.0. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Khả năng tạo rễ tơ cây đan sâm 

3.1.1. Ảnh hưởng của loại mô thực vật khi 
lây nhiễm với vi khuẩn A. rhizogenes đến 
khả năng tạo rễ tơ cây đan sâm 

Sau 4 tuần lây nhiễm với vi khuẩn A. 
rhizogenes tại mật độ vi khuẩn tương ứng với 

giá trị mật độ quang OD600 = 0,2, đoạn thân và 
cuống lá đan sâm hoàn toàn không tạo rễ. Trong 
khi đó, vật liệu mô lá cảm ứng tạo rễ tơ với tỷ lệ 
53,85%, số rễ trung bình đạt 8,54 rễ/mẫu (Bảng 
1). Quan sát hình thái cho thấy, mẫu mô lá cảm 
ứng tạo rễ tại vị trí gây vết thương, mẫu cuống 
lá và đoạn thân có hiện tượng hóa nâu và tạo 
callus tại vị trí cắt (Hình 1).  

Như vậy, vật liệu thích hợp để cảm ứng tạo 
rễ tơ cây đan sâm là mô lá của cây in vitro. Kết 
luận này cũng trùng với kết quả của một số 
nghiên cứu trước đây. Hao và cộng sự (2012) ghi 
nhận tỷ lệ mẫu lá đan sâm Salvia miltiorrhiza 
Bunge tạo rễ tơ (73%) cao hơn so với đoạn thân 
khi lây nhiễm hai loại vật liệu này với chủng vi 
khuẩn A. rhizogenes ACCC 10066. Gupta và 
cộng sự (2011) sử dụng mô lá làm vật liệu lây 
nhiễm để cảm ứng tạo rễ tơ đan sâm với hiệu 
quả chuyển gen đạt 75-80%. Theo Pavar và 
Maheshvari (2004), có sự khác nhau về tỷ lệ các 
vật liệu cảm ứng tạo rễ tơ là do phản ứng của 
các mô thực vật khác nhau với sự xâm nhiễm 
của vi khuẩn A. rhizogenes là khác nhau và phụ 
thuộc rất lớn vào trạng thái sinh lý của mô. 

Bảng 1. Ảnh hưởng của vật liệu lây nhiễm 
đến khả năng tạo rễ tơ đan sâm sau 4 tuần 

Vật liệu Tỷ mẫu tạo rễ (%) Số rễ/mẫu 

Mô lá 53,85 8,54 

Cuống lá 0 0 

Đoạn thân 0 0 

3.1.2. Ảnh hưởng của mật độ vi khuẩn A. 
rhizogenes đến khả năng tạo rễ tơ từ mô lá 
đan sâm  

Mật độ vi khuẩn A.rhizogenes là một trong 
những yếu tố có ảnh hưởng rõ đến hiệu quả cảm 
ứng tạo rễ tơ của thực vật. Kiana  và cộng sự 
(2012) khảo sát khả năng cảm ứng tạo rễ tơ từ 
mô lá cây Portulaca oleracea tại bốn mật độ vi 
khuẩn A. rhizogenes ATCC15834 tương ứng với 
giá trị OD600 = 0,2; 0,4; 0,6 và 0,8 và nhận thấy 
mật độ vi khuẩn tương ứng với giá trị OD600 =  
0,6 cho tỷ lệ mẫu cảm ứng tạo rễ tơ đạt cao nhất 
(70%), trong khi mật độ vi khuẩn ở giá trị OD600 
cao hoặc thấp hơn 0,6 cho tỷ lệ mẫu tạo rễ tơ chỉ 
đạt 30-50%. 
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Hình 1. Sự hình thành rễ tơ từ mô lá (A), cuống lá (B) và đoạn thân (C) cây đan sâm 

Kết quả bảng 2 cho thấy sự khác nhau về tỷ 
lệ mẫu tạo rễ và số rễ/mẫu khi lây nhiễm mô lá 
đan sâm với vi khuẩn ở các mật độ khác nhau 
tương ứng với các giá trị OD600 = 0,05; 0,1; 0,2 và 
0,3. Tỷ lệ mô lá cảm ứng tạo rễ (53,85%) và số 
rễ/mẫu (8,54 rễ) đạt cao nhất khi mật độ vi 
khuẩn ở giá trị OD600 = 0,2. Ở mật độ vi khuẩn 
thấp hơn (OD600 = 0,05; 0,1) hay cao hơn (OD600 
= 0,3) cho tỷ lệ mẫu cảm ứng tạo rễ và số rễ/mẫu 
thấp hơn. Do vậy, mật độ vi khuẩn tương ứng 
với giá trị OD600 = 0,2 là thích hợp để cảm ứng 
tạo rễ tơ đan sâm.  

3.1.3. Xác định dòng rễ tơ chuyển gen bằng 
phương pháp PCR 

Như đã biết, tác nhân gây bệnh lông rễ là 
do sự có mặt của plasmid Ri (root-inducing). T-
DNA ở Ri-plasmid của nhóm agropine A. 
rhizogenes bao gồm hai vùng chính là vùng bờ 
trái TL-DNA và bờ phải TR-DNA. Vùng TR-DNA 
mang các gen mã hóa tổng hợp auxin, vùng TL-
DNA gồm 18 khung đọc mở trong đó có bốn 
locus mã hóa cho 4 gen rolA, rolB, rolC và rolD. 
Các gen rolA, rolB và rolC đóng vai trò quan 

trọng trong quá trình cảm ứng tạo rễ tơ ở mô tế 
bào thực vật. Khi lây nhiễm vi khuẩn A. 
rhizogenes với mô tế bào thực vật, vùng TL-DNA 
và TR-DNA của Ri-plasmid được chuyển vào vào 
hệ gen của tế bào thực vật. Do vậy, để xác định 
các dòng rễ tơ chuyển gen, gen rolA được khuếch 
đại bằng phương pháp PCR. Kết quả điện di sản 
phẩm PCR ở hình 3A cho thấy, trong 10 dòng rễ 
cảm ứng có 6 dòng rễ (giếng 1, 3, 4, 6, 9, 10 - 
Hình 3A) có sự xuất hiện vạch băng DNA kích 
thước 307bp trùng vị trí với đối chứng dương. 
Như vậy, 6 dòng rễ tơ này có thể là rễ tơ chuyển 
gen chứa gen rolA trong genome. 

Bảng 2. Ảnh hưởng của mật độ vi khuẩn  
A. rhizogenes đến khả năng tạo rễ tơ  

từ mô lá đan sâm 

OD600 Tỷ lệ mẫu tạo rê ̃ (%) Số rê ̃/mẫu 

0,05 18,18 0,52 
0,1 23,53 0,94 
0,2 53,85 8,54 
0,3 25,00 2,33 

 

Hình 2. Sự hình thành rễ tơ từ mô lá đan sâm ở các mật độ vi khuẩn lây nhiễm 

OD600 = 0,2 OD600 = 0,3 

A B C 
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Hình 3. Kết quả khuếch đại gen rolA (A) và gen virD (B) bằng phương pháp PCR 
Ghi chú: L: GenRuler 1kb DNA Ladder; (+): Đối chứng dương, sản phẩm PCR của Ri plasmid 15834; (-): Đối chứng âm, sản 
phẩm PCR của DNA genome rễ bất định đan sâm; H2O: Đối chứng âm, nước; Giếng 1-10 (A): Sản phẩm PCR của DNA genome 
10 dòng rễ tơ đan sâm; Giếng 1,3,4,6,9,10 (B): sản phẩm PCR với cặp mồi virDF và vir DR của 6 dòng rễ tơ có mang gen rolA 

Để loại trừ khả năng gen rolA có mặt trong 
sáu dòng rễ tơ là do vi khuẩn A. rhizogenes còn 
tồn tại trong rễ, phản ứng PCR với cặp mồi 
virDF và virDR được thực hiện để khuếch đại 
gen virD-một gen gây độc có mặt ở vùng gen vir 
của Ri-plasmid và không được chuyển vào 
genome thực vật trong quá trình lây nhiễm. Kết 
quả cho thấy, 2 dòng rễ tơ chứa gen rolA (giếng 
9, 10 - Hình 3B) xuất hiện vạch DNA có kích 
thước 560bp giống đối chứng dương và 4 dòng rễ 
(giếng 1, 3, 4, 6 - Hình 3B) không xuất hiện 
vạch băng tương ứng với kích thước của gen 
virD. Điều này chứng tỏ vi khuẩn A. rhizogenes 
vẫn còn có mặt trong 2 dòng rễ tơ (giếng 9, 10) 
và 4 dòng rễ tơ còn lại (giếng 1, 3, 4, 6) là bốn 
dòng rễ tơ chuyển gen. 

3.2. Các yếu tố ảnh hưởng đến sinh khối rễ 
tơ đan sâm 

3.2.1. Ảnh hưởng của thành môi phần môi 
trường đến sinh khối rễ tơ đan sâm dòng 
A5.14 

Trong số các dòng rễ tơ đã được cảm ứng 
thành công, dòng rễ tơ A5.14 có sự tăng sinh khối 
nhanh, ổn định trong môi trường nuôi cấy không 
bổ sung chất điều tiết sinh trưởng nên được sử 
dụng làm vật liệu nuôi cấy trên hai môi trường 
MS và B5 đặc. Tốc độ tăng trưởng của rễ tơ trên 
môi trường B5 cao hơn so với trên môi trường MS 
(Hình 4A, B). Sinh khối rễ đan sâm nuôi cấy trên 
môi trường B5 đạt cao hơn so với môi trường MS 
ở mức sai khác nhỏ nhất có ý nghĩa LSD 5%. Từ 
0,57g rễ nuôi cấy trên môi trường B5, sau 4 tuần, 
khối lượng rễ tăng 7,67 lần, đạt 4,34g khối lượng 
rễ tươi và 0,373g khối lượng rễ khô. Trong khi đó, 
khối lượng rễ tăng trên môi trường MS là 5,96 
lần, đạt 3,25g khối lượng tươi và 0,297g khối 
lượng khô từ 0,55g rễ ban đầu (Bảng 3). 

A L + H
2
O - 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

250bp 

307bp 

A 

500bp 

560bp 

B 

L 1 + - H
2
O 3 4 6 9 10 
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Bảng 3. Ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy  
đến sinh khối rễ tơ đan sâm dòng A5.14 sau 4 tuần nuôi cấy 

Môi trường Khối lượng rễ ban đầu (g) Khối lượng rễ tươi 
sau 4 tuần (g) 

Khối lượng rễ tăng 
(lần) 

Khối lượng rễ khô 
(g) 

MS 0,55 3,25a 5,96 0,297a 

B5 0,57 4,34b
 7,67 0,373b 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột chỉ sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p = 0,05) giữa các giá trị trung bình. 

Sự khác biệt này có thể giải thích là do sự 
khác nhau về thành phần dinh dưỡng của hai 
loại môi trường. Theo kết quả nghiên cứu của 
Sivakumar và cộng sự (2005), dinh dưỡng 
khoáng là một trong những yếu tố quan trọng 
ảnh hưởng đến sự sinh trưởng và tăng sinh khối 
rễ tơ cây nhân sâm. Bensaddek và cộng sự 
(2001) nhận thấy hàm lượng ammonium cao 
trong môi trường nuôi cấy rễ tơ cây A. 
belladonna làm giảm tốc độ tăng trưởng của rễ 
tơ, trong khi đó hàm lượng nitrate cao làm giảm 
sự sinh tổng hợp và tích lũy alkaloid. Trong 
trường hợp cây đan sâm ghi nhận xu hướng 
tương tự. Hàm lượng ammonium trong môi 
trường MS cao hơn 12 lần so với hàm lượng 
ammonium trong môi trường B5, do đó sinh 
khối rễ thu được trên môi trường MS thấp hơn 
so với môi trường B5. Trong năm môi trường 
nền khảo sát gồm WPM, B5, N6, MS, ½ MS, 
Hsia và cộng sự (2007) nhận thấy môi trường 
cho sinh khối rễ đan sâm đạt cao nhất là môi 
trường WPM, theo sau lần lượt là B5, MS, ½ MS 
và N6. Ở nghiên cứu này, trong hai môi trường 
khảo sát là MS và B5, môi trường B5 là thích 
hợp để nhân nuôi rễ tơ cây đan sâm. 

3.2.2. Ảnh hưởng của trạng thái môi trường 
đến sự tăng trưởng rễ tơ đan sâm dòng 
A5.14 

Trong bốn trạng thái môi trường thử 
nghiệm gồm đặc, bán lỏng, lỏng và nuôi cấy 
phân lớp với 25ml môi trường đặc ở dưới, 25ml 
môi trường lỏng ở trên, rễ tơ trên môi trường 
đặc cho tốc độ tăng trưởng cao nhất, theo sau là 

môi trường bán lỏng, lỏng, tĩnh và phân lớp với 
khối lượng rễ tăng lần lượt là 7,67; 3,67; 3,08 và 
2,83 lần so với khối lượng rễ ban đầu sau 4 tuần 
nuôi cấy (Bảng 4). Về mặt hình thái, rễ đan sâm 
trên môi trường đặc có màu vàng, trắng nhưng 
lại có xu hướng hóa đen trên môi trường bán 
lỏng, lỏng và phân lớp (Hình 4B, C, D, E). 

Hsia và cộng sự (2007) khảo sát ảnh hưởng 
của môi trường nuôi cấy đặc và lỏng, lắc 100 
vòng/phút đến sự tăng sinh khối rễ tơ đan sâm 
và nhận thấy rễ tơ nuôi cấy trên môi trường 
lo ̉ng, lắc cho khối lượng tươi cao gấp 3 lần và 
khối lượng khô cao gấp 6 lần so với rễ tơ nuôi 
câ ́y trên môi trươ ̀ng đặc. Tuy nhiên trong 
nghiên cứu này, môi trường đặc cho hiệu quả 
nuôi cấy rễ tơ đan sâm cao hơn so với ba phương 
thức nuôi cấy còn lại có thể do nuôi cấy trong 
môi trường bán lỏng, lỏng, tĩnh hay phân lớp; rễ 
tơ đan sâm ngập chìm trong môi trường, kết quả 
tạo ra sự nghèo thoáng khí, làm mẫu rễ bị chết, 
hoặc xảy ra hiện tượng trương nước làm ảnh 
hưởng đến tốc độ tăng trưởng của rễ tơ đan sâm. 
Môi trường đặc là thích hợp cho nhân nuôi sinh 
khối rễ tơ trong điều kiện hạn chế về trang thiết 
bị mà vẫn đảm bảo sự tăng sinh khối rễ cao  

Qua kết quả trên, có thể thấy các dòng rễ tơ 
đan sâm chuyển gen có tốc độ sinh trưởng 
nhanh nên có triển vọng ứng dụng thực tiễn cao. 
Cần tiếp tục nghiên cứu ảnh hưởng của một số 
yếu tố lý hóa để nâng cao sinh khối rễ cũng như 
hàm lượng hoạt chất có trong rễ, đồng thời thiết 
lập quy trình nuôi cấy sinh khối ở quy mô lớn 
(bioreactor) phục vụ sản xuất hợp chất thứ cấp 
dùng trong lĩnh vực y dược. 
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Bảng 4. Ảnh hưởng của trạng thái môi trường  
đến sinh khối rễ tơ đan sâm dòng A5.14 sau 4 tuần nuôi cấy 

Trạng thái 
 môi trường 

Khối lượng rễ ban đầu 
 (g) 

Khối lượng rễ tươi 
sau  4 tuần (g) 

Khối lượng rễ tăng 
(lần) 

Khối lượng rễ khô  
(g) 

Đặc 0,57 4,34a
 7,67 0,373a 

Bán lỏng 0,69 2,53b 3,67 0,14b 

Lỏng, tĩnh 0,73 2,25bc 3,08 0,11c 

Phân lớp  0,77 2,18cd 2,83 0,11c 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột chỉ sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p = 0,05) giữa các giá trị trung bình.  

 

Hình 4. Rễ tơ đan sâm sau 4 tuần nuôi cấy  
trên môi trường MS đặc (A), B5 đặc (B), B5 bán lỏng (C), B5 lỏng (D) và B5 phân lớp (E) 

4. KẾT LUẬN 

- Mô lá là vật liệu thích hợp để cảm ứng rễ 
tơ đan sâm nhờ vi khuẩn A. rhizogenes. Tỷ lệ mô 

lá cảm ứng tạo rễ đạt cao nhất (53,85%) khi lây 
nhiễm với vi khuẩn A. rhizogenes ở mật độ 
tương ứng với giá trị mật độ quang OD600 = 0,2. 

 

Rễ tơ cảm ứng từ mô lá 

Cảm ứng tạo rễ  

 

Nhân nuôi rễ tơ trên môi 
trường B5 

Chủng vi khuẩn  
A. rhizogenes ATCC 15834 

Cây đan sâm in vitro 

 
Kiểm tra rễ  

chuyển gen bằng 
phương pháp 

PCR 

 

 

A B C D E 
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- Qua kết quả kiểm tra gen rolA bằng 
phương pháp PCR, bốn dòng rễ tơ đan sâm 
chuyển gen được thu nhận. Các dòng rễ tơ có 
khả năng tăng sinh khối nhanh và ổn định khi 
được nuôi cấy trong môi trường không bổ sung 
chất điều tiết sinh trưởng. 

-  Môi trường B5 và trạng thái môi trường 
đặc là thích hợp cho sự tăng sinh khối rễ tơ đan 
sâm dòng A4.15, cho khối lượng rễ tươi tăng 
7,67 lần sau 4 tuần nuôi cấy. 

 Có thể tóm tắt quá trình cảm ứng và 
nhân nuôi rễ tơ cây đan sâm như sau: 
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