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Mở đầu

Panax là một trong những chi quan 
trọng thuộc họ Araliaceae, bao gồm 
nhiều loài cây dược liệu có giá trị kinh 
tế cao. Một số loài cây dược liệu nổi 
tiếng trong chi Panax được biết đến 
như sâm Hàn Quốc (P. ginseng), tam 
thất (P. notoginseng), sâm Vũ Diệp 
(P. bipinnatifidus), sâm Nhật Bản (P. 
japonicus), sâm Mỹ (P. quinquefolius) 
và sâm Ngọc Linh (P. vietnamensis) 
thuộc nhánh Panax; giảm sâm (P. 
pseudoginseng) và tam thất hoang 
(P. stipuleanatus) thuộc nhánh 
Pseudoginseng. Nhìn chung, các loài 
sâm này có giá trị và tác dụng dược 
lý khác nhau, do đó có thể bị nhầm 
lẫn hoặc cố ý tráo đổi trong quá trình 
sử dụng. Vì vậy, vấn đề nhận dạng 
các loài sâm luôn được đặt lên hàng 
đầu, nhất là trong quá trình bào chế, 
gieo trồng, giao dịch hay liên quan 
đến công tác chọn giống sâm. Trước 
đây, một số nghiên cứu đã được tiến 
hành nhằm mô tả hình thái nhận dạng 
của từng giống sâm. Tuy nhiên, cách 

tiếp cận truyền thống này còn gặp rất 
nhiều vấn đề do ảnh hưởng của yếu tố 
môi trường. Sự ra đời của công cụ chỉ 
thị phân tử đã tỏ rõ ưu thế trong công 
tác phân loại và nhận dạng các giống 
sâm, bởi chúng không chịu ảnh hưởng 
từ điều kiện nuôi trồng, đồng thời có 
thể thao tác trên một số lượng lớn 
mẫu nhất định với độ chính xác cao. 
Trong bài viết này, nhóm tác giả tóm 
tắt những thành tựu quan trọng trong 
nghiên cứu ứng dụng công cụ chỉ thị 
phân tử nhằm kiểm định và phân tích 
đa dạng di truyền của các loài sâm 
trên thế giới cũng như những giống 
sâm Hàn Quốc.    

Thành tựu trong nhận dạng chi Panax 
bằng chỉ thị phân tử

Công cụ RFLP 
Phân tích đa hình chiều dài đoạn 

cắt giới hạn (Restriction fragment 
length polymorphism - RFLP) là 
một phương pháp nhận biết trình tự 
ADN cụ thể dựa trên sự khác nhau 
về chiều dài của các đoạn ADN được 

tạo ra nhờ enzyme cắt giới hạn. Đây 
là kỹ thuật khá đơn giản, không tốn 
nhiều thời gian và yêu cầu ít ADN, 
được sử dụng khá phổ biến để nhận 
biết và phân loại các loài. Được phát 
triển lần đầu tiên vào năm 1985, kỹ 
thuật RFLP đã được ứng dụng trên 
nhiều đối tượng thực vật. Năm 1997, 
RFLP lần đầu tiên được ứng dụng 
để so sánh các đoạn trình tự mã hóa 
18S rRNA, có kích thước khoảng 
500 bp của giống sâm Hàn Quốc (H. 
Fushimi 14), 2 giống P. japonicus (H. 
Fushimi 13 và 19), P. quinquefolius 
(H. Fushimi 15) và một số mẫu sản 
phẩm thương mại bào chế từ sâm 
(bảng 1) [1]. Sự sai khác của đoạn 
mã hóa 18S rRNA cũng được nghiên 
cứu trên P. ginseng trồng tại Trung 
Quốc và Hàn Quốc [2]. Từ lâu, việc 
hoán đổi các giống sâm và một số 
loài có hình thái tương tự, như hoa 
phấn (Mirabilis jalapa), thương lục 
(Phytolacca acinosa), thương lục 
Mỹ (P. americana) và cát cánh 
(Platycodon grandiflorus) đã diễn 
ra rất phổ biến trên thị trường [3, 4]. 

Ứng dụng chỉ thị phân tử trong phân biệt các loài sâm trên thế giới
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Chỉ thị phân tử là một trong những công cụ hữu ích trong lập bản đồ di truyền liên kết tính trạng và 
chọn giống phân tử ở cây trồng. Hiện nay, thông tin về genome tham chiếu chưa được cung cấp một 
cách đầy đủ ở các loài thực vật, do đó chỉ thị phân tử đang được coi là công cụ không thể thiếu để 
phân tích đa dạng di truyền và xác định chính xác ở mức độ loài hay dưới loài. Gần đây, nhu cầu chọn 
giống và kiểm định chi Panax nói riêng và các loài dược liệu nói chung ngày càng tăng. Tuy nhiên, 
nguyên lý, ứng dụng cũng như sự khác nhau giữa những công cụ chỉ thị phân tử đang được phát 
triển hiện nay cần phải được hiểu rõ; từ đó có thể lựa chọn loại chỉ thị phù hợp với mục tiêu nghiên 
cứu. Trong bài viết này, những thành tựu gần đây về việc ứng dụng chỉ thị phân tử để nghiên cứu 
sâm và các sản phẩm bào chế liên quan đến sâm sẽ được trình bày cũng như đưa ra một số điểm lưu 
ý trong việc ứng dụng công nghệ này cho đối tượng sâm Việt Nam.
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Một trong những nỗ lực đã được ghi 
nhận là ứng dụng RFLP trong phân 
tích vùng ITS1-5, 8S-ITS2 từ rễ khô 
của 6 mẫu sâm và so sánh với M. 
jalapa và P. acinosa [3]. Đoạn trình 
tự này được dùng khá phổ biến trong 
xác định các giống sâm Hàn Quốc 
với các loài thuộc chi Panax nhằm 
phục vụ công tác lai tạo [5]. Để phân 
biệt P. ginseng với P. americana và 
P. grandiflorus, các nhà khoa học 
Trung Quốc đã khuếch đại gen mục 
tiêu bằng kỹ thuật PCR-RFLP nhằm 
giúp xác định đột biến điểm và đánh 
giá sự sai khác của đoạn trình tự 5S 
rDNA [4] (bảng 1). Bên cạnh đó, một 
số gen lục lạp khác, điển hình như 
psbA và rbcL cũng được sử dụng để 
nhận biết các giống sâm [6] (bảng 1). 
Các nghiên cứu cho thấy, PCR-RFLP 
có thể nhận dạng giữa các loài Panax 
hoặc với một số loài tương tự sâm, 
tuy nhiên khả năng phân biệt giữa 
các giống cùng loài lại chưa hiệu quả 
[5, 7]. 

Công cụ RAPD
Kỹ thuật phân tích ADN đa hình 

nhân bản ngẫu nhiên (Random 
amplification of polymorphic ADN 
- RAPD) được phát triển dựa trên 
nguyên lý sử dụng mồi đơn chứa 9-12 
nucleotide ngẫu nhiên (tối thiểu là 4 
nucleotide) để nhân bản các đoạn 
ADN bổ sung bất kỳ trong genome. 
Trong giai đoạn trước, RAPD đã trở 
thành một công cụ phổ biến để phân 
tích đa dạng di truyền trong quần thể 
cây trồng hoặc giữa các giống với 
ưu điểm về thời gian, chi phí và chỉ 
đòi hỏi một lượng mẫu nhỏ. Từ năm 
1997, RAPD đã bắt đầu được sử dụng 
để nghiên cứu trên chi Panax nhằm 
phân biệt rễ P. ginseng khô thu thập 
từ 4 vùng sinh thái khác nhau tại Trung 
Quốc và Hàn Quốc [2]. Với mục tiêu 
phân tích đa dạng di truyền hỗ trợ công 
tác chọn tạo giống, một số lượng lớn 
chỉ thị RAPD đã được sử dụng để đánh 
giá các quần thể sâm P. quinquefolius 
tại Canada [8] và Trung Quốc [9]. Cho 

đến nay, rất nhiều quần thể P. ginseng 
từ nhiều khu vực khác nhau đã được 
thu thập để đánh giá đa dạng di truyền 
và sự khác biệt giữa các giống bằng 
chỉ thị RAPD [10]. 

Chỉ thị RAPD được sử dụng rất phổ 
biến trong phân tích đa dạng di truyền 
giữa Panax spp. do ưu điểm về giá 
thành, không đòi hỏi trình tự genome 
của đối tượng và có thể phân tích trên 
số lượng mẫu lớn. Tuy nhiên, gần như 
tất cả các chỉ thị RAPD đều là chỉ thị 
di truyền trội, rất khó để xác định đoạn 
ADN được nhân là dị hợp (1 bản copy) 
hay đồng hợp (2 bản copy), nghĩa là 
không có khả năng phân biệt được cá 
thể đồng và dị hợp tử. Vì vậy, việc phân 
biệt giữa các giống thuộc cùng một loài 
Panax bằng chỉ thị RAPD vẫn còn có 
những hạn chế [7].  

Công cụ STS
Kỹ thuật xác định vị trí dán nhãn 

trình tự (Sequence tagged site - STS) 
được thực hiện dựa trên việc nhân 
bản các đoạn ADN ngắn (200-500 
bp) của các vị trí đã xác định trên 
genome bằng PCR. Chỉ thị đồng trội 
STS cho phép nhân bản cả locus 
bằng cách sử dụng cặp mồi PCR có 
trình tự đặc trưng cho locus đó. Chính 
vì thế, để phân tích genome giữa các 
Panax spp., thư viện cDNA cần phải 
được thiết lập để xác định và thiết kế 
các cặp mồi STS đặc hiệu [11]. Cụ 
thể, mẫu lá từ 6 giống P. ginseng (Hàn 
Quốc), 2 loài P. quinquefolius (Hoa Kỳ) 
và P. notoginseng (Trung Quốc) được 
sử dụng để tách chiết và xây dựng thư 
viện cDNA [11]. Trên tổng số 214 cặp 
mồi STS thiết kế theo Primer 3, 4 cặp 
chỉ thị, bao gồm UFGp163, MFGp108, 
MFGp81A và UFGp156A đã được xác 
định có thể phân biệt được một cách 
chính xác kiểu gen của các mẫu tại 4 vị 
trí locus [11]. Kết quả của nghiên cứu 
này đã đặt nền móng cơ bản cho việc 
tối ưu hóa bộ chỉ thị này thành kit PCR 
đa mồi (multiplex PCR) nhằm phân 
biệt các mẫu Panax. 

Công cụ SSR
Trong thực vật, hiện tượng lặp lại 

Bảng 1. Một số thành tựu nổi bật trong ứng dụng RFLP để phân biệt các giống sâm 
và một số loài liên quan.
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một trật tự nucleotide (1-10 bp) đơn 
giản diễn ra rất phổ biến. Dựa trên các 
trình tự này, kỹ thuật phân tích trình 
tự lặp đơn (Simple sequence repeats 
- SSR) cho phép phát hiện được sự 
đa hình về kích thước giữa các trình 
tự lặp đơn giản, từ đó xây dựng bản 
đồ liên kết tính trạng mong muốn [7]. 
Năm 2004, nhóm nghiên cứu Hàn 
Quốc đã xây dựng thành công thư 
viện nhiễm sắc thể nhân tạo vi khuẩn 
cho sâm Hàn Quốc để thiết kế các 
chỉ thị SSR đặc hiệu trong phân biệt 
các giống sâm Hàn Quốc [12]. Tiếp 
tục sàng lọc trên thư viện genome, rất 
nhiều chỉ thị SSR đã được xác định, 
trong đó bao gồm các chỉ thị SSR cho 
kết quả đa hình giữa các giống sâm 
Hàn Quốc và một số chỉ thị SSR đặc 
hiệu cho phép phân biệt các giống 
sâm Hàn Quốc với P. quinquefolius 
đã được đề xuất [13-15]. Ở giai đoạn 
tiếp theo, công cụ SSR tỏ ra rất hiệu 
quả trong những vấn đề liên quan đến 
bảo hộ sản phẩm sâm Hàn Quốc [7]. 
Kim và cộng sự (2012) đã xây dựng 
bộ 19 chỉ thị SSR để đánh giá 9 giống 
sâm đã đăng ký tại Hàn Quốc [16]. Kết 
quả của nghiên cứu này còn cho phép 
xác định được con lai F1 giữa 2 giống, 
tạo tiền đề quan trọng cho công tác 
lai tạo giống sâm chất lượng cao [16]. 
Tại Trung Quốc, nhu cầu kiểm định 
các giống sâm cũng gặp một số khó 
khăn tương tự. Một số nghiên cứu bước 
đầu đã xây dựng được hệ thống chỉ thị 
SSR để phân loại các giống P. ginseng 
hoặc phân biệt giữa P. notoginseng, P. 
stipuleanatus, P. bipinnatifidus với một 
số loài có quan hệ gần với chi Panax 
[17, 18]. Tuy nhiên, nhược điểm cơ bản 
của phân tích SSR là thời gian và đòi 
hỏi kỹ năng kiểm tra sản phẩm điện di 
trên polyacrylamide [7]. 

Công cụ SNP
Chỉ thị đa hình các nucleotide đơn 

(Single nucleotide polymorphism - 
SNP) là những điểm sai khác khi phân 
tích chi tiết các trình tự ADN nghiên 
cứu. Những thay đổi này có thể do 
hiện tượng đột biến điểm làm thêm, 
bớt hoặc thay thế các nucleotide tạo 

ra sự sai khác rất nhỏ giữa các cá 
thể trong quần thể. Vì vậy, SNP được 
sử dụng rất nhiều trong nghiên cứu 
sự khác biệt giữa các loài trong chi 
Panax, hoặc giữa những giống sâm 
Hàn Quốc. Trong đó, Chunpoong là 
một trong những giống sâm nổi tiếng 
của Hàn Quốc, là nguồn nguyên liệu 
tốt để tạo ra hồng sâm Hàn Quốc. 
Để phân biệt Chunpoong với một số 
giống khác như Yunpoong, Gopoong, 
Sunpoong, Sunwon, Sunweon, 
Sunhyang (phát triển từ dòng 
Jakyung), Chungsun (thuộc dòng 
Chungkyung) và Gumpoong (chọn từ 
dòng Hwangsook), các nhà khoa học 
Hàn Quốc đã xác định các SNP từ vùng 
intron 4 của gen nad7 trên ty thể mã 
hóa cho tiểu phần của phức hợp NADH 
dehydrogenase [19]. Tương tự, nhằm 
phân biệt Yunpoong với các giống sâm 
Hàn Quốc và P. quinquefolius, các 
SNP từ vùng exon của gen mã hóa 
enzyme glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase đã được xác định 
[20]. Kết hợp với phương pháp tách 
nhanh sử dụng NaOH-Tris và kỹ thuật 
Realtime-PCR với cặp mồi yunF/
yunR2 đã được chứng minh có thể 
sàng lọc ra Yunpoong từ một lượng 
lớn mẫu sâm kiểm định với độ chính 
xác cao [20]. Kỹ thuật Realtime-
PCR đã được phát triển với đoạn dò 
huỳnh quang (TaqMan-MGB probe) 
và những cặp mồi đặc hiệu đã được 
sử dụng rất phổ biến trong kiểm định 
các giống sâm Hàn Quốc phát triển từ 
dòng Jakyung [21]. Gần đây, rất nhiều 
các SNP đã được tìm thấy trên đoạn 
intron của nhãn xác định trình tự biểu 
hiện (EST, Expressed sequence tag) 
[22] dựa trên genome tham chiếu của 
giống Chunpoong. 

Thay lời kết

Có thể thấy rằng, các phương pháp 
nhận dạng hình thái truyền thống 
thường rất dễ nhầm lẫn bởi ảnh hưởng 
của điều kiện ngoại cảnh và sự giống 
nhau giữa các giống sâm. Chính vì 
vậy, để chuẩn bị cho việc mở cửa thị 
trường trao đổi tự do sâm và các sản 
phẩm từ sâm, chúng ta cần phải có và 

hoàn thiện ngay những hệ thống quản 
lý, giám định sâm và các sản phẩm 
bào chế từ sâm. Dưới góc độ nghiên 
cứu, một số điểm mấu chốt đã được rút 
ra từ nội dung bài viết như sau:

Thứ nhất, sử dụng chỉ thị phân tử 
không chỉ có ý nghĩa trong việc xác 
định mối quan hệ gần gũi giữa các loài 
mà còn đáp ứng mục tiêu lập bản đồ 
di truyền liên kết với tính trạng mong 
muốn phục vụ công tác chọn giống 
sâm chất lượng cao. Trong đó, một số 
loại chỉ thị không phù hợp cho phân loại 
giống trên một số lượng lớn cá thể. Chỉ 
thị RAPD dễ bị ảnh hưởng bởi sự thay 
đổi nhỏ trong phản ứng PCR, trong khi 
RFLP đòi hỏi thao tác phức tạp với các 
enzyme cắt giới hạn [7]. Các loại chỉ 
thị đồng trội, như STS, SSR và SNP 
cho phép phát hiện sự sai khác giữa 
các giống, vì vậy chúng được sử dụng 
nhiều trong phân biệt các giống sâm 
Hàn Quốc để có thể tránh sự nhầm lẫn 
trong công tác lai giống [22]. 

Thứ hai, những bước tiến mạnh mẽ 
từ công nghệ giải trình tự thế hệ mới 
(next-generation sequencing - NGS) 
đã cho phép các nhà khoa học nắm 
rõ được thông tin di truyền của các loài 
Panax. Gần đây, hệ gen lục lạp của 
sâm Ngọc Linh đã được giải mã một 
cách đầy đủ [23, 24]. Đây được xem 
là một bước tiến lớn để đi tới việc kiểm 
định sâm Ngọc Linh với các giống sâm 
khác nhờ hệ gen ngoài nhân. Một số 
nghiên cứu đã rất nhanh chóng được 
công bố nhằm phân biệt các loài sâm 
(trong đó có sâm Ngọc Linh) [25, 26]. 
Như vậy, trong thời gian tới, việc thiết 
lập bộ chỉ thị phân tử đặc trưng trên 
genome sẽ củng cố thêm những dữ liệu 
quan trọng để xác định sâm Ngọc Linh 
thật, giả nói riêng và các giống sâm 
nói chung. Bên cạnh đó, những dữ liệu 
trình tự từ NGS cũng giúp chúng ta có 
thể xác định nhanh chóng và dễ dàng 
các sai khác giữa các giống bằng SNP, 
SSR [7]. Vì vậy, bài toán này trên các 
đối tượng sâm Việt Nam, trong đó có 
sâm Ngọc Linh là hoàn toàn có khả thi. 

Thứ ba, sự phát triển của công 
nghệ thông tin đã tạo ra những lợi thế 
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rất lớn cho việc thiết lập cơ sở dữ liệu 
trực tuyến về sâm. Kể từ khi genome 
của giống sâm Chunpoong được giải 
mã hoàn chỉnh, dữ liệu về chú giải 
chức năng gen, hệ phiên mã được 
sử dụng để xây dựng cổng thông tin 
sâm Hàn Quốc (Ginseng Genome 
Database,vhttp://www.ginsengdb.
snu.ac.kr/) [27]. Đây được xem là một 
hệ tham chiếu quan trọng trong thiết 
kế các cặp chỉ thị đặc hiệu để nhận 
dạng loài Panax nói chung và sâm 
Việt Nam nói riêng.  

Cuối cùng, nhu cầu kiểm chứng 
sâm ngoài thực địa luôn là một bài toán 
cho các thử nghiệm sinh học phân tử 
trong phòng thí nghiệm. Việc thu thập, 
bảo quản, vận chuyển mẫu đến phòng 
thí nghiệm, tách chiết ADN và thao tác 
PCR mất nhiều thời gian sẽ làm giảm 
hiệu quả của công tác kiểm chứng, vì 
vậy đòi hỏi kỹ thuật sinh học phân tử 
đơn giản, hiệu quả và nhanh ngay trên 
hiện trường. Gần đây, kỹ thuật tách 
chiết và tinh sạch nucleic acid mới dựa 
trên cellulose [28] kết hợp với phương 
pháp khuếch đại đẳng nhiệt nhờ 
enzyme polymerase và recombinase 
[29] đã được phát triển nhằm xác định 
gen mục tiêu trong thời gian cực ngắn 
với độ chính xác cao mà không đòi hỏi 
những trang thiết bị hiện đại. Đây có 
thể được xem như một hướng hoàn 
toàn khả thi trong kiểm định mẫu sâm 
trên thực địa ?
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