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TÓM TẮT 
Lan Kim tuyến là loài cây dược liệu quý hiếm. Hiện nay ở nước ta được biết đến 12 loài lan Kim 

tuyến, trong đó có loài Anoectochilus setaceus. Do khai thác quá mức mà hiện nay các loài lan 

Kim tuyến có nguy cơ tuyệt chủng, chính vì vậy việc thu thập, định danh làm cơ sở cho việc lưu 

giữ, nhân giống góp phần bảo tồn và phát triển nguồn gen loài Lan Kim tuyến là rất cấp thiết. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi trình bày kết quả định danh loài lan Kim tuyến thu tại Thuận 

Châu, Sơn La (LKT-SL) bằng mã vạch DNA dựa trên trình tự vùng ITS và đoạn gen rpoC1. Vùng 

ITS và đoạn gen rpoC1 phân lập từ mẫu LKT-SL có kích thước lần lượt là 666 bp và 628 bp. Trên 

cơ sở trình tự nucleotide của vùng ITS và đoạn gen rpoC1, bằng phần mềm BLAST trong NCBI, 

mẫu LKT-SL được xác định là loài Anoectochilus setaceus. Trình tự vùng ITS và đoạn gen rpoC1 

của mẫu LKT-SL và các trình tự trên GenBank có tính bảo thủ cao, chỉ sai khác ở 2 vị trí 

nucleotide. Khoảng cách di truyền giữa mẫu LKT-SL và các mẫu trên GenBank dựa vào trình tự 

vùng ITS và đoạn gen rpoC1 thấp, ở mức 0,2%. Trình tự vùng ITS và đoạn gen rpoC1 có thể sử 

dụng làm mã vạch DNA để định danh loài Lan kim tuyến (Anoectochilus setaceus). 
Từ khóa: Anoectochilus setaceus, gen rpoC1, mã vạch DNA, Sơn La, vùng ITS. 
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ABSTRACT 

Anoectochilus setaceus is a rare medicinal orchids. Currently, in Viet Nam is known 12 species of 

Anoectochilus genus, including an Anoectochilus setaceus. Been excessively exploited, that can 

result in the extinction of Anoectochilus setaceus. Therefore, the collection and species 

identification to create a basis for storage and propagation contribute to the conservation and 

development of the Anoectochilus setaceus is very urgent. In this study, we present the results of 

species identification of Anoectochilus sample collected in Thuan Chau, Son La (LKT-SL) by 

DNA barcodes based on the sequence of ITS region and rpoC1 gene fragment. ITS region and 

rpoC1 gene fragment isolated from genome DNA of the Anoectochilus sample LKT-SL are 666 bp 

and 628 bp in length, respectively. Based on nucleotide sequence of ITS region and rpoC1 gene 

fragment and by BLAST software in NCBI, results showed that the Anoectochilus sample LKT-SL 

was identified as Anoectochilus setaceus species. The sequence of ITS region and the rpoC1 gene 

fragment of the Anoectochilus sample LKT-SL and the sequences on GenBank are highly 

conservative, only different at two nucleotide positions. The genetic distance between the 

Anoectochilus sample LKT-SL and the samples on GenBank based on the sequence of ITS and 

rpoC1 gene fragment was low, at 0.2%. The sequence of ITS region and rpoC1 gene fragment can 

be used as DNA barcodes to identify Anoectochilus setaceus species. 
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1. Giới thiệu 

Lan Kim tuyến (Anoectochilus setaceus 

Blume) hay lan Gấm là thảo dược đặc biệt 

quý hiếm của vùng núi phía Bắc, Việt Nam. 

Lan kim tuyến được biết đến do có nhiều ứng 

dụng trong y dược học và là dược liệu quý 

được sử dụng trong các bài thuốc cổ truyền 

của các dân tộc. Lan Kim tuyến chứa hợp 

chất chuyển hoá thứ cấp có tác dụng kháng 

virus, chống viêm, bảo vệ gan, chống tăng 

lipase máu và liên quan đến chức năng tim 

mạch    [1-4]. Lan Kim tuyến có số lượng ít, 

phân bố rộng, rải rác; nhưng do khai thác quá 

mức cho nên Lan Kim tuyến có nguy cơ bị 

tuyệt chủng. Hiện nay, Lan Kim tuyến được 

đưa vào danh mục các loài nguy cấp (EN A1 

a,c,d) trong Sách Đỏ Việt Nam 2007 [5]. 

Theo Phạm Hoàng Hộ (2000) [6], ở Việt 

Nam, lan Kim tuyến có 12 loài, trong đó loài 

lan Kim tuyến (Anoectochilus setaceus 

Blume; tên khác Anoectochilus roxburghii 

Wall. ex Lindl). Loài lan Kim tuyến là thảo 

dược quý đang được quan tâm nghiên cứu, 

chính vì vậy việc thu thập, định danh làm cơ 

sở cho việc lưu giữ, nhân giống góp phần bảo 

tồn và phát triển nguồn gen loài Lan Kim 

tuyến là vấn đề cấp thiết. Phân loại học phân 

tử dựa trên các dữ liệu DNA, đặc biệt là các 

gen hoặc đoạn DNA có tính bảo thủ cao. Căn 

cứ vào mức độ đột biến phân tử mà có thể xác 

định được quan hệ di truyền gần hay xa giữa 

các mẫu nghiên cứu. Hebert (2003) đã đề xuất 

"mã vạch DNA" (DNA Barcode) như là một 

phương pháp để định danh loài [7]. Các gen 

rDNA mã hóa các phân từ RNA ribosome, có 

tính bảo thủ và tính đa dạng thích hợp để 

phân biệt các loài gần gũi. Trong tế bào, 

rDNA được sắp xếp như các đơn vị được lặp 

lại ngẫu nhiên bao gồm DNA mã hóa 

ribosome 18S; 5,8S; 28S và xen giữa các 

trình tự không mã hóa ITS1, ITS2 (internal 

transcribed spacers) nằm ở hai bên của gen 

5,8S; trong đó vùng mã hóa của ba gen rDNA 

có mức độ bảo thủ cao hơn ITS1, ITS2. DNA 

lục lạp ở thực vật bậc cao chứa các gen có tính 

bảo thủ cao, trong đó có gen rpoC1 mã hóa tiểu 

đơn vị của RNA polymerase lục lạp cũng 

được cho là thích hợp để nghiên cứu phát sinh 

loài thực vật bậc cao [8]. Trong nghiên cứu 

này, chúng tôi trình bày kết quả phân lập, giải 

trình tự và sử dụng vùng ITS, đoạn gen rpoC1 

để định danh loài lan Kim tuyến 

(Anoectochilus setaceus Blume) thu tại huyện 

Thuận Châu, tỉnh Sơn La, Việt Nam. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu 

Mẫu lan Kim tuyến thu tại xã Co Mạ, huyện 

Thuận Châu, tỉnh Sơn La (Hình 1) là vật liệu 

để tách chiết DNA, phân lập vùng ITS và gen 

rpoC1 và định danh loài bằng mã vạch DNA.

 

Hình 1. Mẫu lan Kim tuyến thu tại xã Co Mạ, huyện Thuận Châu, tỉnh Sơn La 

A, B: Cây lan Kim tuyến; C, D: Mặt trên và mặt dưới lá lan Kim tuyến; E: Hoa lan Kim tuyến 

(Ảnh chụp của nhóm tác giả) 
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2.2. Phương pháp 

DNA tổng số được tách chiết theo phương 

pháp của Shanghai Maroof và cộng sự (1984) 

[9] và được kiểm tra bằng điện di trên gel 

agarose 0,8%, bằng quang phổ hấp thụ. Nhân 

bản vùng ITS và gen rpoC1 bằng PCR với các 

cặp mồi ITS-F/ITS-R, rpoC1-F/rpoC1-R 

(Bảng 1) được tổng hợp theo  Kress và cộng 

sự (2005) [10]. 

Chu trình nhiệt của PCR đối với hai cặp mồi 

rpoC1-F/rpoC1-R là 94
o
 trong 1 phút, lặp lại 

40 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 40 chu kỳ là 

bước kết thúc ở 72
o
C trong 5 phút, lưu giữ ở 

4
o
C. Đối với cặp mồi ITS-F/ITS-R, chu trình 

nhiệt của PCR là 94
o
 trong 5 phút, lặp lại 40 chu 

kỳ và ở mỗi chu  kỳ, biến tính ở 94
o
C trong 1 

phút, gắn mồi ở 58
o
C trong 1 phút và tổng hợp 

ở 72
o
C trong 1 phút. Sản phẩm PCR được kiểm 

tra bằng điện di trên gel agarose 1%.  

Sản phẩm PCR trên gel agarose được tinh 

sạch theo bộ Kit QIAquick Gel Extraction 

(của hãng QIAGEN). Trình tự DNA được xác 

định bằng máy phân tích trình tự nucleotide 

tự động ABI PRISM 3100 Avant Genetic 

Analyzer theo nguyên lí của Sanger với bộ kit 

BigDye Terminator v. 3.2 Cycle Sequencing 

(Macrogen Inc. Hàn Quốc).  

Trình tự DNA thu được xử lý và phân tích 

bằng phần mềm DNAstar. Nhận diện vùng 

ITS, đoạn gen rpoC1 và định danh loài lan 

Kim tuyến bằng BLAST trong NCBI; phân 

tích vùng ITS và đoạn gen rpoC1 bằng phần 

mềm BioEdit; thiết lập sơ đồ hình cây bằng 

phần mềm DNAstar. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Định danh loài lan Kim tuyến bằng mã 

vạch DNA dựa trên trình tự vùng ITS 

DNA tổng số tách chiết từ mẫu lan Kim tuyến 

được điện di trên gel agarose 0,8% và xác 

định độ sạch bằng máy đo NanoDrop 

(Thermo Scientific), kết quả DNA tổng số 

đảm bảo chất lượng cho phản ứng PCR và các 

phân tích DNA khác. 

Kết quả nhân bản vùng ITS từ DNA tách từ 

mẫu lan Kim tuyến bằng PCR với cặp mồi 

ITS-F/ITS-R thu được băng DNA có kích 

thước ước tính hơn 0,65 kb, đúng như kích 

thước dự kiến của vùng ITS (Hình 2). 

 
Hình 2. Kết quả kiểm tra sản phẩm PCR nhân bản 

vùng ITS từ mẫu lan Kim tuyến. 

M: thang DNA 1 kb; LKT: mẫu lan Kim tuyến thu 

tại Thuận Châu, tỉnh Sơn La, Việt Nam 

Sản phẩm PCR được tinh sạch và giải trình tự 

nucleotide. Trình tự nucleotide được xử lý, 

phân tích bằng phần mềm DNAstar và 

BLAST trong NCBI, kết quả đã xác định 

được đoạn DNA có kích thước 666 bp. Sử 

dụng chương trình BLAST trong NCBI để so 

sánh tương đồng, kết quả đã xác định được 

đoạn DNA phân lập được là vùng ITS và mẫu 

lan Kim tuyến thu thập tại xã Co Mạ, huyện 

Thuận Châu, tỉnh Sơn La, Việt Nam là loài 

Anoectochilus setaceus (Hình 3) 

Bảng 1. Trình tự nucleotide của các cặp mồi PCR sử dụng trong nhân bản các đoạn DNA 

Cặp mồi Trình tự nucleotide 5’    3’ Kích thước đoạn DNA 

(bp) dự kiến 

ITS-F/ITS-R 
ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG 

660 
TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTACT 

rpoC1-F/rpoC1-R 
GTGGATACACTTCTTGATAATGG 

600 
TGAGAAAACATAAGTAAACGGGC 
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Hình 3. Kết quả xác định vùng ITS và định danh loài Anoectochilus setaceus từ mẫu lan Kim tuyến bằng 

BLAST trong NCBI 

3.2. Định danh loài lan Kim tuyến bằng mã vạch DNA dựa trên trình tự vùng rpoC1 

Kết quả khuếch đại đoạn gen rpoC1 từ DNA của mẫu lan Kim tuyến bằng PCR với cặp mồi 

rpoC1-F/rpoC1-R có kích thước ước tính hơn 0,6 kb (Hình 4). Sản phẩm PCR được tinh sạch và 

giải trình tự nucleotide, kết quả thu được đoạn DNA có kích thước 628 bp. Sử dụng chương trình 

BLAST trong NCBI đã xác định được trình tự đoạn DNA là đoạn gen rpoC1 và mẫu lan Kim 

tuyến thu tại Thuận Châu, tỉnh Sơn La, Việt Nam là loài Anoectochilus setaceus (Hình 5). 

 

Hình 4. Kết quả điện di kiểm tra sản phẩm PCR nhân bản đoạn gen rpoC1 từ mẫu lan Kim tuyến 

M: thang DNA 1 kb; LKT: mẫu lan Kim tuyến thu tại huyện Thuận Châu, tỉnh Sơn La, Việt Nam 

 

 
 

Hình 5. Kết quả xác định đoạn gen rpoC1 và định danh loài Anoectochilus setaceus từ mẫu lan Kim tuyến 

bằng BLAST trong NCBI 

3.3. Đặc điểm của vùng ITS và đoạn gen rpoC1 phân lập từ loài lan Kim tuyến thu tại thuận 

châu, Sơn La 

Phân tích bằng BLAST trong NCBI thấy có 5 trình tự vùng ITS và 4 trình tự gen rpoC1 đã đăng 

ký trên GenBank, trong đó chỉ có một trình tự vùng ITS của mẫu lan Kim tuyến phân lập từ 

Indonesia, còn lại các trình tự ITS và rpoC1 phân lập từ mẫu lan Kim tuyến thu thập tại Thanh 

Hóa, Việt Nam (Bảng 2). 
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Bảng 2. Các trình tự vùng ITS cà đoạn gen rpoC1 sử dụng trong phân tích mối quan hệ di truyền giữa các 

mẫu lan Kim tuyến 

TT Trình tự vùng ITS và 

đoạn gen rpoC1 của 

mẫu/mã số trên GenBank 

Địa danh thu mẫu Tác giả Năm 

công 

bố 

Vùng ITS 

1 LKT-SL Sơn La, Việt Nam Thu và cs 2019 

2 KC237323.1 Indonesia Juswara et al 2015 

3 LT899899.1 Thanh Hóa, Việt Nam Le,C.D. and Nguyen,H.T. 2017 

4 LT899900.1 Thanh Hóa, Việt Nam Le,C.D. and Nguyen,H.T. 2017 

5 LT899901.1 Thanh Hóa, Việt Nam Le,C.D. and Nguyen,H.T. 2017 

6 LT899902.1 Thanh Hóa, Việt Nam Le,C.D. and Nguyen,H.T. 2017 

Đoạn gen rpoC1 

1 LKT-SL Sơn La, Việt Nam Thu và cs 2019 

2 LT900531.1 Thanh Hóa, Việt Nam Le,C.D. and Nguyen,H.T. 2017 

3 LT900532.1 Thanh Hóa, Việt Nam Le,C.D. and Nguyen,H.T. 2017 

4 LT900533.1 Thanh Hóa, Việt Nam Le,C.D. and Nguyen,H.T. 2017 

5 LT900534.1 Thanh Hóa, Việt Nam Le,C.D. and Nguyen,H.T. 2017 

Ở bảng 2, trình tự vùng ITS mang mã số 

KC237323.1 trên GenBank [11] phân lập từ 

mẫu Lan Kim tuyến ở Indonesia chỉ có 498 

bp, trong khi đó các trình tự còn lại đều có 

666 bp. Do vậy chúng tôi chỉ so sánh trình tự 

vùng ITS phân lập từ loài lan Kim tuyến thu 

tại Thuận Châu, Sơn La với 4 trình tự mang 

mã số LT899899, LT899900, LT899901, 

LT899902 [12-15]. Kết quả ở hình 6 cho thấy 

trình tự nucleotide của vùng ITS của mẫu Lan 

Kim tuyến Sơn La có 2 vị trí nucleotide sai 

khác, đó là vị trí 31 (T  C) và 133 (A  C). 

Các trình tự mang mã số LT899899, 

LT899900, LT899901, LT899902 trên 

GenBank được phân lập từ loài lan Kim tuyến 

thu tại Thanh Hóa (Việt Nam) đều có 666 bp 

và giống nhau hoàn toàn; còn trình tự ITS của 

mẫu lan Kim tuyến thu ở Thuận Châu (Sơn 

La) chỉ sai khác ở 2 vị trí nucleotide. Như vậy 

có thể nhận xét sơ bộ là vùng ITS của lan Kim 

tuyến thể hiện tính bảo thủ cao, có thể sử 

dụng để định danh loài lan Kim tuyến 

Anoectochilus setaceus.  

So sánh trình tự đoạn gen rpoC1 phân lập từ 

mẫu lan Kim tuyến thu tại Thuận Châu, Sơn 

La với 4 trình tự mang mã số LT900532.1; 

LT900531.1; LT900533.1; LT900534.1 [16-

19] trên GenBank ở hình 7 cho thấy có 2 vị trí 

nucleotide sai khác, đó là vị trí 56 (A  C) và 

vị trí 326 (T  A). Như vậy, các trình tự 

vùng gen rpoC1 cũng có tính bảo thủ cao và 

có thể sử dụng để định danh loài lan Kim 

tuyến ở Việt Nam. 

Các trình tự nucleotide của vùng ITS và của 

đoạn gen rpoC1 được sử dụng để thiết lập sơ 

đồ hình cây làm cơ sở phân tích mối quan hệ 

di truyền của mẫu lan Kim tuyến thu tại 

Thuận Châu, Sơn La với các mẫu có trình tự 

ITS và rpoC1 trên Gen Bank. 

Kết quả phân tích mối quan hệ di truyền giữa 

các mẫu lan Kim tuyến dựa trên trình tự 

nucleotitde của vùng ITS được thể hiện ở hình 

8. Các mẫu lan Kim tuyến phân bố ở hai 

nhánh, nhánh thứ nhất chỉ có trình tự ITS của 

mẫu lan Kim tuyến thu tại Thuận Châu, Sơn 

La, nhánh thứ hai gồm 4 trình tự mang mã số 

LT899899, LT899900, LT899901, 

LT899902. Khoảng cách di truyền giữa hai 

nhánh chính là 0,2%. 

Phân tích mối quan hệ di truyền của các mẫu 

lan Kim tuyến dựa trên trình tự nucleotide của 

đoạn gen rpoC1 cho thấy 5 mẫu lan kim 

tuyến phân bố ở hai nhánh, nhánh thứ nhất 

chỉ có mẫu lan Kim tuyến thu tại Thuận Châu, 

Sơn La và nhánh thứ hai có 4 mẫu thu tại 

Thanh Hóa có mã số LT900532.1; 

LT900531.1; LT900533.1; LT900534.1 trên 

GenBank. Khoảng cách di truyền giữa hai 

nhánh là 0,2% (Hình 9). 
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Hình 6. Trình tự nucleotide vùng ITS của mẫu lan Kim tuyến thu tại Thuận Châu, Sơn La và các trình tự 

mang mã số LT899899, LT899900, LT899901, LT899902 trên GenBank 
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Hình 7. Trình tự nucleotide đoạn gen rpoC1 của mẫu lan Kim tuyến thu tại Thuận Châu, Sơn La và các 

trình tự mang mã số LT900532.1; LT900531.1; LT900533.1; LT900534.1 trên GenBank 
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Hình 8. Sơ đồ hình cây thể hiện mối quan hệ di 

truyền giữa các mẫu thuộc loài lan Kim tuyến dựa 

trên trình tự nucleotide của vùng ITS 

 

Hình 9. Sơ đồ hình cây thể hiện mối quan hệ di 

truyền giữa các mẫu thuộc loài lan Kim tuyến dựa 

trên trình tự nucleotide của đoạn gen rpoC1 

4. Kết luận 

Vùng ITS và đoạn gen rpoC1 phân lập từ mẫu 

lan Kim tuyến tại huyện Thuận Châu, tỉnh 

Sơn La có kích thước lần lượt là 666 bp và 

628 bp. Dựa trên trình tự nucleotide của vùng 

ITS và đoạn gen rpoC1, bằng BLAST trong 

NCBI đã xác định mẫu lan Kim tuyến thu tại 

huyện Thuận Châu, tỉnh Sơn La thuộc loài 

Anoectochilus setaceus. Trình tự vùng ITS và 

đoạn gen rpoC1 phân lập từ mẫu lan Kim 

tuyến thu tại Thuận Châu, Sơn La và các trình 

tự trên GenBank được sử dụng phân tích có 

tính bảo thủ cao, chỉ sai khác ở 2 vị trí 

nucleotide. Khoảng cách di truyền dựa trên 

trình tự nucleotide của vùng ITS và của đoạn 

gen rpoC1 đều là 0,2%. Trình tự vùng ITS và 

đoạn gen rpoC1 là mã vạch DNA có thể sử 

dụng để định danh loài Lan kim tuyến. 
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