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A. tãm t¾t kÕt qu¶ næi bËt cña ®Ò tµi 

 
 1. KÕt qu¶ chÝnh 

+ §· x©y dùng ®−îc quy tr×nh nh©n nhanh in vitro c©y ba kÝch tõ l¸t 
c¾t ®èt th©n vµ ngän chåi víi hÖ sè nh©n 204/n¨m, tû lÖ ra rÔ in 
vitro ®¹t >90%, tû lÖ ra rÔ ex vitro ®¹t 100%, tû lÖ sèng sau khi 
ra bÇu ®¹t 70-80%. 

+ §· x©y dùng ®−îc quy tr×nh nh©n nhanh in vitro c©y ng−u tÊt tõ ®èt 
th©n vµ ngän chåi, víi hÖ sè nh©n 69/n¨m, tû lÖ ra rÔ in vitro 
®¹t 90%, tû lÖ sèng sau khi ra bÇu ®¹t 70-90% tuú thêi vô. 

+ §· t¹o ®−îc m« sÑo c©y ng−u tÊt tõ gèc th©n vµ trôc d−íi l¸ mÇm. 

+ §µo t¹o: 2 kü s− ®· tèt nghiÖp (Tr−¬ng ThÞ Duyªn, T¨ng B¸ D−¬ng, 
§HNNI) vµ 1 cao häc ®ang viÕt (Vò Hoµi S©m, §HKHTN 
HN). 

+ §· cã 2 bµi b¸o ®−îc ®¨ng {1. Vò Hoµi S©m et al. Nghiªn cøu nh©n 
nhanh in vitro c©y ba kÝch. B¸o c¸o khoa häc, Héi nghÞ CNSH 
toµn quèc 2003, NXB KH&KT, tr, 795-798. 2. Vu Hoai Sam et 
al. In vitro propagation of Morinda officinalis How 
(Rubiaceae). The Fifth Princess Chulabhorn International 
Science Congress: Evolving Genetics and Its Global Impact, 
Aug 16-20, 2004, Bangkok. Amarin Printing and Publishing 
Public Company Limited, Bangkok, Thailand. Vol. II, p. 141}. 

2. §¸nh gi¸ thùc hiÖn ®Ò tµi ®èi chiÕu víi ®Ò c−¬ng nghiªn cøu ®· ®−îc 
duyÖt 

a. TiÕn ®é thùc hiÖn 

 §· triÓn khai thùc hiÖn tÊt c¶ c¸c néi dung nghiªn cøu ®óng tiÕn ®é lµ 
36 th¸ng. 

 b. Thùc hiÖn c¸c môc tiªu ®Ò ra 

 +§èi víi c©y ba kÝch: ®· hoµn thµnh môc tiªu lµ x©y dùng ®−îc quy 
tr×nh nh©n nhanh in vitro. 

+§èi víi c©y ng−u tÊt: míi hoµn thµnh kho¶ng 40% môc tiªu. Cô thÓ, 
®· x©y dùng ®−îc quy tr×nh nh©n nhanh b¶o toµn (true-to-type) vµ t¹o ®−îc 
m« sÑo tõ c¸c bé phËn kh¸c nhau (gèc th©n, hypocotyl); ch−a chän ®−îc 



dßng tÕ bµo vµ t¸i sinh thµnh c©y. Lý do: m« sÑo ng−u tÊt t¹o tõ c¸c nguyªn 
liÖu cã tuæi sinh lý kh¸c nhau ®Òu bÞ browning; mÆc dï ®· xö lý b»ng nhiÒu 
c¸ch nh−ng vÉn ch−a kh¾c phôc ®−îc.    

c. §¸nh gi¸ vÒ sö dông kinh phÝ 

Tæng kinh phÝ ®−îc cÊp: 120 triÖu VND 

§· quyÕt to¸n: 110 triÖu (cßn 10 triÖu kinh phÝ 2004 s¾p quyÕt to¸n) 

ViÖc chi tiªu vµ thanh quyÕt to¸n ®· tu©n thñ ®óng c¸c quy ®Þnh hiÖn 
hµnh. Tuy nhiªn, kinh phÝ ®−îc cÊp so víi khèi l−îng c«ng viÖc lµ qu¸ nhá, 
c¸c môc ng©n s¸ch ®−îc ph©n bæ l¹i kh«ng c©n ®èi, g©y nhiÒu trë ng¹i trong 
viÖc chi tiªu.  

d. §Ò xuÊt liªn quan ®Õn ®Ò tµi 

+Quy tr×nh nh©n nhanh in vitro c©y ba kÝch lµ c«ng tr×nh lÇn ®Çu tiªn 
®−îc x©y dùng ë ViÖt Nam (chóng t«i ch−a t×m ®−îc tµi liÖu nµo c«ng bè 
trªn thÕ giíi vÒ vÊn ®Ò nµy) vµ cã thÓ øng dông vµo s¶n xuÊt. §Ò nghÞ ®−îc 
thö nghiÖm trong khu«n khæ mét dù ¸n P trong thêi gian tíi ®Ó hoµn thiÖn vµ 
kh¼ng ®Þnh 

+§èi víi c©y ng−u tÊt, vÊn ®Ò giµ ho¸ cña gièng lµ mét hiÖn t−îng ®Æc 
thï cña ViÖt Nam (do di thùc tõ vïng «n ®íi) vµ v× vËy ch−a ®−îc nghiªn cøu 
ë n−íc ngoµi. §Ò nghÞ cÇn cã nh÷ng nghiªn cøu c¬ b¶n s©u h¬n vÒ c«ng 
nghÖ tÕ bµo vµ cã thÓ øng dông c¶ c«ng nghÖ gien nh»m t¹o ra mét gièng 
ng−u tÊt phï hîp víi ®iÒu kiÖn khÝ hËu cña n−íc ta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



B. Néi dung b¸o c¸o kÕt qu¶ 

 
§Æt vÊn ®Ò 

 

1. C©y ba kÝch 

Theo y häc cæ truyÒn, ba kÝch lµ vÞ thuèc cã t¸c dông bæ trÝ n·o, trî 
d−¬ng, Ých tinh, m¹nh g©n cèt, ch÷a c¸c bÖnh vÒ t×nh dôc, ng−êi giµ mÖt mái, 
kÐm ¨n, Ýt ngñ nh−ng kh«ng cã biÓu hiÖn vÒ bÖnh lý. §Æc biÖt, tuy gióp b×nh 
th−êng ho¸ vµ c¶i thiÖn t×nh dôc nh−ng ba kÝch kh«ng kÝch dôc, kh«ng cã t¸c 
dông kiÓu androgen vµ kh«ng ®éc [9]. GÇn ®©y, thµnh phÇn ho¸ häc [11] vµ 
nhiÒu t¸c dông d−îc lý míi cña ba kÝch ®· ®−îc ph¸t hiÖn nh− chèng stress 
[4], chèng trÇm c¶m [5,12] vµ chèng oxy ho¸ [8]. 

Víi ph−¬ng ch©m “phßng bÖnh h¬n ch÷a bÖnh” cña ngµnh y tÕ, viÖc 
nghiªn cøu s¶n xuÊt c¸c lo¹i thuèc bæ ®Ó t¨ng c−êng søc khoÎ th−êng xuyªn 
cña céng ®ång, gãp phÇn ng¨n ngõa bÖnh tËt ngµy cµng t¨ng ®−îc ®Èy m¹nh. 
Trong bèi c¶nh ®ã, ba kÝch ®ang trë thµnh mét trong nh÷ng c©y thuèc b¶n 
®Þa ®éc ®¸o cña n−íc ta. MÆt kh¸c, ba kÝch l¹i lµ c©ychØ thÝch hîp ®Ó trång 
xen ë ®Êt ®åi, kh«ng c¹nh tranh vÒ ®Êt víi c¸c c©y trång kh¸c, v× vËy, nã cã ý 
nghÜa to lín cho viÖc t¨ng thu nhËp cho ®ång bµo vïng cao. 

Tr−íc nh÷ng n¨m 1970, nguån ba kÝch chØ dùa vµo viÖc khai th¸c tù 
nhiªn tõ rõng thuéc mét sè tØnh phÝa B¾c nh− Tuyªn Quang, Yªn B¸i, Phó 
Thä, L¹ng S¬n, Hµ B¾c, Qu¶ng Ninh, Hoµ B×nh vµ Hµ T©y [2]. Do nhu cÇu 
trong n−íc vµ thÕ giíi ngµy cµng t¨ng nªn ba kÝch mäc hoang bÞ khai th¸c 
ngµy cµng kiÖt quÖ. MÆt kh¸c, rõng ë vïng ph©n bè cña ba kÝch bÞ tµn ph¸ 
nghiªm träng khiÕn c©y l©m vµo t×nh tr¹ng gÇn nh− tuyÖt chñng vµ bÞ liÖt vµo 
s¸ch ®á ViÖt Nam [1]. V× vËy, viÖc nghiªn cøu trång c©y ba kÝch lµ con 
®−êng duy nhÊt ®Ó duy tr× vµ ph¸t triÓn nguån thuèc quý nµy. 

Nh−ng hiÖn nay, viÖc nh©n gièng lµ mét tån t¹i, c¶n trë  viÖc më réng 
diÖn tÝch  trång ba kÝch. C©y trång sau 15 th¸ng míi cã 3,5% sè c©y ra hoa 
vµ sau 22 th¸ng míi cã 1,2% sè c©y ®Ëu qu¶. Sau 3 n¨m, tý lÖ nµy còng chØ 
®¹t kho¶ng 30% vµ hÖ sè nh©n gièng b»ng h¹t chÝ ®¹t 1,1/n¨m. Ba kÝch còng 
cã thÓ nh©n gièng b»ng cµnh gi©m, nh−ng hÖ sè nh©n cña ph−¬ng ph¸p nµy 
chØ ®¹t 0,61/n¨m, mÆc dï ®· sö dông c¸c chÊt kÝch thÝch sinh tr−ëng [3]. 
Tãm l¹i, c¸c ph−¬ng ph¸p nh©n gièng truyÒn thèng nh− gieo h¹t, gi©m cµnh 
kh«ng thÓ ®¸p øng nhu cÇu vÒ c©y gièng ®Ó ph¸t triÓn trång ba kÝch, Ýt nhÊt 
trong vßng 15 - 20 n¨m tíi, ch−a kÓ ®Õn nh÷ng h¹n chÕ cña ph−¬ng ph¸p nµy 
®èi víi sù sinh tr−ëng, ph¸t triÓn, n¨ng suÊt vµ chÊt l−îng cña c©y trång. V× 



vËy, viÖc sö dông c«ng nghÖ tÕ bµo thùc vËt ®Ó nh©n nhanh ba kÝch lµ yªu 
cÇu rÊt cÊp b¸ch.  

2. C©y ng−u tÊt 

RÔ cñ ng−u tÊt lµ vÞ thuèc quan träng vµ phæ biÕn trong y häc cæ 
truyÒn, rÊt c«ng hiÖu ®èi víi c¸c bÖnh cã c¨n nguyªn tõ gan, thËn, ®au l−ng, 
mái gèi, viªm thÊp ®a khíp, ch©n tay co qu¾p, b¹i liÖt...Ng−u tÊt cã mÆt 
trong hµng tr¨m bµi thuèc ®«ng y kh¸c nhau vµ ®· ®−îc bµo chÕ thµnh c¸c  
d¹ng thuèc l−u hµnh réng r·i trªn thÞ tr−êng nh− viªn Bidentin dïng ®Ó ch÷a 
t¨ng cholesterol m¸u, rèi lo¹n lipoprotein m¸u, cao huyÕt ¸p, viªn Dentonin 
ch÷a viªm lîi vµ viªm quanh r¨ng [10]. 

Lµ mét c©y di thùc (1960) ®· trë thµnh c©y b¶n ®Þa, ng−u tÊt ®−îc 
trång trªn quy m« lín ë ®ång b»ng vµ trung du B¾c bé trong c¬ cÊu c©y trång 
vô ®«ng víi s¶n l−îng hµng ngµn tÊn, ®¹t hiÖu qu¶ cao h¬n nhiÒu c©y rau 
mµu vô ®«ng kh¸c. Tuy nhiªn, mÊy n¨m gÇn ®©y, trong khi nhu cÇu trong 
n−íc vµ thÕ giíi ngµy cµng t¨ng th× diÖn tÝch trång ng−u tÊt l¹i dÇn bÞ thu 
hÑp. Nguyªn nh©n dÉn ®Õn t×nh tr¹ng nµy lµ gièng ng−u tÊt bÞ tho¸i ho¸ theo 
chiÒu h−íng ra hoa sím, cñ nhá, nhiÒu x¬, n¨ng suÊt gi¶m vµ v× vËy lµm n¶n 
lßng ng−êi trång do hiÖu qu¶ kinh tÕ thÊp. 

B×nh th−êng, ng−u tÊt gieo trång vµo th¸ng 9-10, ®Õn khi s¾p thu 
ho¹ch (th¸ng 4-5 n¨m sau ) míi ra hoa. Nh−ng hiÖn nay, c©y trång sau 2-3 
th¸ng ®· ra hoa (th¸ng 12-1) thËm chÝ cã n¨m c©y ra hoa vµo th¸ng 11. ViÖc 
phôc tr¸ng vµ thiÕt lËp mét hÖ thèng s¶n xuÊt h¹t gièng ng−u tÊt cã chÊt 
l−îng cao lµ mét nhu cÇu bøc xóc. Cho ®Õn nay, ch−a cã c«ng tr×nh nµo 
nghiªn cøu ®Ó gi¶i quyÕt vÊn ®Ò nµy mét c¸ch triÖt ®Ó ®Ó øng dông vµo s¶n 
xuÊt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



§èi t−îng vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

 

1. §èi t−îng nghiªn cøu: 

Gièng ba kÝch (3 n¨m tuæi) ®−îc lÊy tõ v−ên gièng ë Thanh Ho¸ thuéc 
®Ò tµi KHYD 02-21R do Bé Y tÕ qu¶n lý. Gièng ng−u tÊt ®−îc lÊy tõ Trung 
t©m nghiªn cøu trång vµ chÕ biÕn c©y thuèc Hµ Néi – ViÖn D−îc liÖu. Gièng 
nµy ®ang ®−îc dïng trong s¶n xuÊt d−îc liÖu ë ®ång b»ng vµ trung du B¾c 
bé.  

2. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu: 

Lµ nh÷ng ph−¬ng ph¸p  phæ biÕn trong nu«i cÊy m« - tÕ bµo thùc vËt. 

a. Ba kÝch: Ngän chåi vµ ®èt th©n (dµi 1-1,5 cm) lÊy tõ c©y ba kÝch 3 
n¨m tuæi trång ngoµi ®ång ®−îc röa s¹ch b»ng n−íc xµ phßng lo·ng, ng©m 
thuèc diÖt n¨m vµ khö trïng bÒ mÆt b»ng HgCl2 0,07% trong 10 phót, tr¸ng 
l¹i nhiÒu lÇn b»ng n−íc cÊt v« trïng, råi cÊy vµo m«i tr−êng dinh d−ìng 
Murashige vµ Skoog (MS) [6]. C¸c chÊt ®iÒu hoµ sinh tr−ëng ®−îc bæ sung 
vµo m«i tr−êng c¬ b¶n víi c¸c tæ hîp vµ nång ®é kh¸c nhau. Nång ®é th¹ch 
®−îc dïng ë 6,5 g/l. TÊt c¶ c¸c m«i tr−êng ®Òu ®−îc ®iÒu chØnh ®Õn pH=5,8 
tr−íc khi cho th¹ch vµ hÊp v« trïng ë 116 Co, ¸p suÊt 0,8kg/cm2 trong 40 
phót. Mçi c«ng thøc thÝ nghiÖm ®−îc quan s¸t Ýt nhÊt 12 mÉu.  

b. Ng−u tÊt: §o¹n gèc th©n (th−êng gäi lµ vïng m¾t cua) ®−îc lÊy 
tr−íc khi mÇm ngñ ph¸t ®éng, khö trïng vµ nu«i cÊy t−¬ng tù nh− ba kÝch. 
Riªng hypocotyl ®−îc t¹o ra nh− sau: H¹t ng−u tÊt ®−îc cho n¶y mÇm trªn 
giÊy Èm trong ®Üa petri ®Æt trong tèi hoµn toµn. Khi c©y con dµi 1,5-2 cm, 
t¸ch lÊy c¸c ®o¹n hypocotyl, mçi ®o¹n dµi 0,3-0,4 cm, khö trïng bÒ mÆt vµ 
cÊy vµo m«i tr−êng dinh d−ìng.  

c. Phßng nu«i: §−îc duy tr× ë nhiÖt ®é 25-270C, ®é Èm ≤ 70%, c−êng 
®é chiÕu s¸ng 2000 lux víi chu kú chiÕu s¸ng 14 giê/ngµy. Sè liÖu ®−îc xö 
lý theo Microsoft Excel (Anova). 

 

 

 

 

 

 

 



KÕt qu¶ nghiªn cøu 

I. C©y ba kÝch 

1. T¸i sinh chåi s¬ cÊp in vitro  

Kh«ng cã ngän chåi nµo lÊy tõ c©y in vivo 3 n¨m tuæi sèng sãt sau khi 
khö trïng ë c¸c nång ®é HgCl2 vµ thêi gian kh¸c nhau. ChØ cã 20-30% sè ®èt 
th©n (single-node stem cuttings) sèng vµ t¸i sinh ®−îc 1-2 chåi n¸ch trong 
m«i tr−êng MS cã agar chøa 0.5 mg/l kinetin (Kin) (¶nh 1). M«i tr−êng nµy 
®−îc sö dông ®Ó t¹o ra sè chåi s¬ cÊp ®ñ lín ®Ó phôc vô cho c¸c nghiªn cøu 
tiÕp theo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

¶nh 1. Chåi ba kÝch s¬ cÊp t¸i sinh tõ l¸t c¾t ®èt th©n trªn m«i tr−êng  
MS + 0,5 mg/l Kin. ¶nh chôp 4 tuÇn sau khi cÊy. 

2. Nh©n nhanh chåi 

Ngän chåi vµ ®èt th©n dµi kho¶ng 1 cm lÊy tõ chåi in vitro ®−îc cÊy 
vµo m«i tr−êng dinh d−ìng gåm kho¸ng, vitamin, ®−êng, th¹ch theo MS cã 
bæ sung BAP víi c¸c nång ®é 0,5; 1; 2; 3 vµ 5 mg/l. KÕt qu¶ theo dâi 75 
ngµy sau khi cÊy ®−îc tr×ng bµy ë b¶ng 1. 

 

 

 

 



B¶ng 1: ¶nh h−ëng cña BAP ®Õn kh¶ n¨ng t¸i sinh côm chåi cña ngän chåi 
vµ ®èt th©n ba kÝch in vitro trong m«i tr−êng MS cã th¹ch 

BAP (mg/l) Tû lÖ h×nh thµnh côm 
chåi (%) Sè chåi/l¸t c¾t  §é dµi chåi 

(cm) 
Ngän chåi 

0,5 100 6,92 ±3,58 a 5,50±2,61 
1,0 100 9,75 ±4,45 b 4,64±2,86 
2,0 100 8,38 ±4,96 a 4,04±2,15 
3,0 100 18,80 ±8,99 c 3,76±1,93 
5,0 100 9,69 ±6,96 b 3,35±2,37 

L¸t c¾t ®èt th©n 
0,5 100 8,87 ±4,12a 5,62±2,01 
1,0 100 12,22 ±4,89b 4,54±1,94 
2,0 100 10,60 ±4,72ab 4,10±1,76 
3,0 100 23,52 ±9,26c 3,68±1,32 
5,0 100 14,00 ±6,71b 3,21±2,08 

C¸c sè trung b×nh trong cïng mét cét ®−îc ®¸nh dÊu b»ng cïng mét ch÷ c¸i kh¸c nhau kh«ng cã 
ý nghÜa thèng kª ë møc x¸c suÊt 5% theo Duncan’s multiple range test.  

Côm chåi h×nh thµnh ë tÊt c¶ c¸c m«i tr−êng nu«i cÊy sau kho¶ng 20 
ngµy nu«i cÊy. Lóc ®Çu, mét khèi m« sÑo nhá xuÊt hiÖn ë mÆt d−íi cña l¸t 
c¾t, sau ®ã nhiÒu chåi b¾t ®Çu h×nh thµnh tõ n¸ch cña l¸t c¾t ®èt th©n hoÆc 
n¸ch thÊp nhÊt cña ngän chåi. Sau ®ã, chåi còng ®−îc t¸i sinh tõ nh÷ng chåi 
phô trong khèi m« sÑo (adventitious shoots). Nh− vËy, chåi ®−îc h×nh thµnh 
c¶ b»ng con ®−êng trùc tiÕp tõ chåi n¸ch vµ con ®−êng gi¸n tiÕp th«ng qua 
moo sÑo. Sè chåi/l¸t c¾t cao nhÊt (18.80 ± 8.99 chåi tõ ngän chåi vµ 23.52 ± 
9.26 chåi tõ l¸t c¾t ®èt th©n) ®¹t ®−îc ë m«i tr−êng MS chøa 3.0 mg/l BAP. 
Ngän chåi tá ra kÐm h¬n l¸t c¾t ®èt th©n trong viÖc t¸i sinh chåi (¶nh 2). 
§iÒu nµy cã thÓ do ngän chåi cßn chÞu ¶nh h−ëng cña −u thÕ ngän. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

¶nh 2. Côm chåi ba kÝch t¸i sinh tõ ®èt th©n (hµng trªn) vµ tõ ngän chåi 
(hµng d−íi) trong m«i tr−êng MS + 3,0 mg/l BAP.  

¶nh chôp 60 ngµy sau khi cÊy. 

Khi t¨ng nång ®é BAP lªn ng−ìng tèi −u (3mg/l), chiÒu cao cña chåi 
gi¶m dÇn, nh−ng vÉn ®¹t chiÒu cao cÇn thiÕt cho viÖc t¸ch chåi ®Ó cÊy 
truyÒn. V−ît qu¸ ng−ìng nµy, c¶ sè chåi/mÉu lÉn chiÒu cao cña chåi ®Òu 
gi¶m vµ b¾t ®Çu cã hiÖn t−îng mäng n−íc (vitrification). C¨n cø vµo kÕt qu¶ 
thÝ nghiÖm nµy, chóng t«i ®· chän m«i tr−êng MS + 3mg/l BAP ®Ó t¹o côm 
chåi ba kÝch. ë m«i tr−êng nµy, tuy hÖ sè nh©n chåi ®¹t cao nhÊt nh−ng ®é 
biÕn ®éng gi÷a c¸c mÉu t−¬ng ®èi lín, thÓ hiÖn ë ®é lÖch chuÈn cao. Thùc tÕ 
cã nh÷ng mÉu cho ®Õn 40 chåi, nh−ng cã mÉu chØ ®¹t 5-7 chåi. Muèn t¨ng 
hÖ sè nh©n, cÇn nghiªn cøu t¨ng ®é ®ång ®Òu cña mÉu.    

Sau khi thu ho¹ch tÊt c¶ c¸c ®èt th©n vµ ngän chåi, phÇn gèc cßn l¹i 
cña côm còng ®−îc cÊy truyÒn ë mçi lÇn cÊy. §¸ng chó ý lµ khèi m« nµy 
ngµy cµng to vµ cho nhiÒu chåi h¬n. Côm chåi t¸i sinh tõ c¸c gèc nµy th−êng 
sinh tr−ëng nhanh, khoÎ, l¸ to h¬n so víi chåi t¸i sinh tõ ®èt th©n vµ ngän 
chåi (¶nh 3). 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
¶nh 3. Côm chåi ba kÝch t¸i sinh tõ ngän chåi (tr¸i), ®èt th©n (gi÷a) vµ phÇn 

gèc (ph¶i) trong m«i tr−êng MS + 3,0 mg/l BAP.  
¶nh chôp 60 ngµy sau khi cÊy. 

3. T¹o rÔ 

   C¸c chåi ®¬n (®Òu kh«ng cã rÔ) dµi  Ýt nhÊt 3 cm, cã 3 ®«i l¸ trë lªn 
®−îc t¸ch tõ côm chåi in vitro ®Ó nghiªn cøu t¹o rÔ. 

a/ T¹o rÔ in vitro  

T¸c dông cña c¸c chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng: Trong m«i tr−êng MS cß 
th¹ch, c¶ α-naphthaleneacetic acid (NAA) vµ indole 3-butyric acid (IBA) 
®Òu øc chÕ sù ra rÔ cña ba bÝch tuú thuéc vµo nång ®é (b¶ng 2). Phèi hîp c¶ 
hai auxin còng cã t¸c dông t−¬ng tù (b¶ng 3). HiÖn t−îng d−êng nh− tr¸i quy 
luËt nµy ®−îc kh¼ng ®Þnh th«ng qua viÖc bæ sung mét l−îng nhá kinetin, khi 
tû lÖ ra rÔ ®−îc c¶i thiÖn (hai tæ hîp cuèi b¶ng 3).  §iÒu nµy cã thÓ do l−îng 
cytokinin néi sinh cña chåi ba kÝch in vitro kh¸ cao. Trong m«i tr−êng MS 
kh«ng chøa auxin, tû lÖ ra rÔ ®¹t cao nhÊt, nh−ng còng chØ n»m trong kho¶ng 
50-60%. 

 

 

 

 



B¶ng 2. T¸c dông cña NAA vµ IBA ®èi víi qu¸ tr×nh ra rÔ in vitro cña  
ba kÝch  

Thµnh phÇn m«i tr−êng Tû lÖ ra rÔ (%),  
30 ngµy sau cÊy 

Tû lÖ ra rÔ (%),  
60 ngµy sau cÊy, 

MS 56,3 66,7 
MS + 0,1mg/l NAA 47,1 64,7 
MS + 0,5mg/l NAA 31,3 43,8 
MS + 0,1mg/l IBA 56,3 56,3 
MS + 0,5mg/l IBA 50,0 50,0 

B¶ng 3. KiÓm tra t¸c dông øc chÕ ra rÔ ba kÝch in vitro cña NAA vµ IBA  

Thµnh phÇn m«i tr−êng Tû lÖ ra rÔ (%), 
30 ngµy sau cÊy

MS 62,5 
MS + 0,05 mg/l NAA + 0,05 mg/l IBA 58,8 
MS + 0,05 mg/l NAA + 0,1 mg/l IBA 47,1 
MS + 0,1 mg/l NAA + 0,05 mg/l IBA 42,4 
MS + 0,1 mg/l NAA + 0,1 mg/l IBA 33,3 
MS + 0,1 mg/l NAA + 0,1 mg/l IBA + 0,05 mg/l Kin 42,1 

T¸c dông cña nång ®é kho¸ng: B¶ng 4 cho thÊy, trong m«i tr−êng 
kh«ng cã auxin, gi¶m nång ®é kho¸ng ®a l−îng lµm t¨ng tû lÖ ra rÔ mét c¸ch 
cã ý nghÜa thèng kª tuú theo nång ®é. ë m«i tr−êng 1/4MS ®· cã h¬n 90% 
sè chåi ra rÔ (¶nh 4). 

B¶ng 4. T¸c dông cña nång ®é kho¸ng ®èi víi qu¸ tr×nh ra rÔ ba kÝch in vitro  

Thµnh phÇn m«i 
tr−êng 

Tû lÖ ra rÔ (%, trung b×nh cña 4 lÇn thÝ nghiÖm), 
30 ngµy sau cÊy 

MS 78.8 ± 10.3 a

1/ 2 MS 85.3 ± 5.3 b

1/ 4 MS 94.5 ± 3.9 c

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

¶nh 4. T¹o rÔ in vitro chåi ba kÝch trong m«i tr−êng 1/4MS kh«ng bæ sung 
auxin. ¶nh chôp 30 ngµy sau khi cÊy. 

 

Sau khi röa s¹ch m«i tr−êng, c©y con in vitro ®−îc chuyÓn vµo bÇu 
nylon chøa hån hîp ®Êt mµu, trÊu hun vµ ph©n môc (6:2:1) vµ nu«i trong 
lång nylon tù t¹o cã phun s−¬ng víi tÇn suÊt 15 phót, giê. Trung b×nh, sè c©y 
sèng ®¹t 70 – 80% tuú theo thêi ®iÓm ra c©y, tõ th¸ng 3 ®Õn th¸ng 9 trong 
®iÒu kiÖn thêi tiÕt ë Hµ Néi.  

b/ T¹o rÔ ex vitro 

Chåi in vitro xö lý víi dung dÞch 1,000 mg/l IBA b»ng ph−¬ng ph¸p 
nhóng nhanh (quick-deep) ®−îc cÊy vµo bÇu nylon vµ nu«i trong ®iÒu kiÖn 
nh− trªn. Trong thêi gian tõ th¸ng 3 ®Õn th¸ng 5 ë Hµ Néi, 100% sè chåi ra 
rÔ chØ sau 7-10 ngµy vµ tiÐp tôc sinh tr−ëng, ph¸t triÓn tèt (¶nh 5). 

 

 

 

 

 
 
 
 



 
 
 

 

 

¶nh 5. C©y ba kÝch ra rÔ ex vitro vµ sinh tr−ëng trong bÇu. ¶nh chôp 90 
ngµy sau khi cÊy 

Quy tr×nh nh©n nhanh in vitro c©y ba kÝch 

Tõ nh÷ng kÕt qu¶ nghiªn cøu trªn ®©y, chóng t«i ®Ò xuÊt mét quy tr×nh 
nh©n nhanh in vitro c©y ba kÝch theo s¬ ®å sau: 

 

 
 
                                      Khö trïng 0,07% HgCl2, 10 phót 

L¸t c¾t ®èt th©n in vivo

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 

Theo tÝnh to¸n, hÖ sè n

T¸

Ra bÇu 

T¹o rÔ in vitro (vµo mïa 
1/4MS kh«ng cã aux

 

T¸i sinh chåi s¬ cÊp 
MS + 0,5 mg/l Kin
 

Nh©n nhanh côm chåi b»ng 

l¸t c¾t ®èt th©n vµ ngän chåi,
MS + 3,0 mg/l BAP
h©n cña quy tr×nh n

ch chåi ®¬n tõ côm chåi

®«ng)
in  
T¹o rÔ ex vitro trong bÇu 

(vµo mïa xu©n, hÌ vµ thu)
µy ®¹t trung b×nh 204/n¨m. 



II. C©y ng−u tÊt 

1. Nh©n nhanh in vitro b»ng ph−¬ng ph¸p t¸i sinh trùc tiÕp 

Ng−u tÊt lµ c©y cã nhiÒu h¹t vµ nh©n gièng kh¸ dÔ dµng b»ng h¹t. Môc 
tiªu cña chóng t«i lµ thiÕt lËp quy tr×nh nh©n nhanh in vitro kh«ng ph¶i ®Ó 
trång lÊy d−îc liÖu mµ ®Ó phôc vô cho viÖc nh©n nhanh c¸c c¸ thÓ ®Çu dßng 
®−îc chän t¹o sau nµy. C¸c c¸ thÓ nµy sÏ ®−îc trång ®Ó thu h¹t gièng, sau ®ã 
dïng h¹t gièng ®Ó trång lÊy d−îc liÖu theo c¸ch lµm th«ng th−êng.  

a. T¹o c©y in vitro s¬ cÊp 

§Ó t¹o c©y in vitro s¬ cÊp phôc vô cho nh÷ng thÝ nghiÖm nµy, chóng 
t«i ®· dïng ®o¹n gèc th©n (dµi 1-1,5 cm) cã chøa chåi ngñ (m¾t cua) lÊy tõ 
c©y in vivo tr−íc khi chåi ph¸t lé, khö trïng vµ cÊy vµo c¸c m«i tr−êng kh¸c 
nhau. KÕt qu¶ ®−îc tr×nh bµy trong b¶ng 5.   

B¶ng 5: Sù ph¸t sinh h×nh th¸i cña chåi gèc, 40 ngµy sau khi cÊy 

Thµnh phÇn m«i tr−êng Tû lÖ 
chåi 
(%) 

Tû lÖ 
rÔ (%)

Tû lÖ 
m« sÑo 

(%) 

Ghi chó 

MS + 0,1 mg/l IBA 100 100 20 
MS + 0,5 mg/l IBA 100 100 35 
MS + 1 mg/l IBA 100 100 60 
MS+1 mg/l IBA+0,2 mg/lBAP 90 80 100 
MS+1 mg/l IBA+0,5 mg/lBAP 75 40 100 

Chåi nhá dÇn 
theo nång ®é 
cña IBA vµ 
BAP 

B¶ng 5 cho thÊy:  

-IBA cã t¸c dông kÝch thÝch sinh tr−ëng cña chåi ngñ, t¸c dông nµy 
gi¶m theo nång ®é trong kho¶ng ®· thö. Kh«ng thÊy xuÊt hiÖn c¸c chåi míi 
mµ chØ cã c¸c chåi s½n cã ë gèc (m¾t cua) tiÕp tôc sinh tr−ëng víi møc ®é 
kh¸c nhau tuú theo nång ®é cña IBA.   

-Khi bæ sung BAP vµo m«i tr−êng cã IBA, chåi kh«ng nh÷ng kh«ng 
sinh tr−ëng m¹nh thªm mµ cã chiÒu h−íng gi¶m ®i. §iÒu nµy cho thÊy t¸c 
dông kÝch thÝch sinh tr−ëng chåi cña IBA thùc chÊt lµ hÖ qu¶ cña viÖc kÝch 
thÝch h×nh thµnh rÔ. §Çu tiªn, IBA ph¸t ®éng sù h×nh thµnh rÔ (tõ khèi m« 
sÑo), sau ®ã c¸c rÔ nµy tæng hîp nªn cytokinin néi sinh ®Ó kÝch thÝch sinh 
tr−ëng cña chåi. Quy luËt cã vÎ bÊt th−êng nµy còng ®· ®−îc quan s¸t thÊy 
trªn c¸c ®èi t−îng kh¸c nh− Dioscorea floribunda [], Solanum hainanense [].  

-IBA còng cã t¸c dông kÝch thÝch h×nh thµnh m« sÑo. Nh−ng m« sÑo 
thùc chÊt ®−îc h×nh thµnh tõ gian ®èt (internode) ë phÇn gèc. Bæ sung thªm 
BAP, m« sÑo h×nh thµnh vµ ph¸t triÓn m¹nh h¬n. §©y lµ t¸c dông céng 



h−ëng (synergic action) gi÷a hai nhãm auxin vµ cytokinin ®èi víi qu¸ tr×nh 
ph¸t sinh m« sÑo. 

Tãm l¹i, chåi trong c¸c m«i tr−êng nãi trªn ®Òu ®−îc t¸i sinh trùc tiÕp 
tõ nh÷ng chåi ngñ s½n cã trong m« cÊy nªn vÒ nguyªn t¾c, c¸c chåi nµy ®Òu 
true-to-type. Tuy nhiªn, m«i tr−êng thÝch hîp nhÊt ®Ó t¹o chåi s¬ cÊp lµ MS 
+ 0,1mg/l IBA. ë m«i tr−êng nµy, chåi sinh tr−ëng m¹nh nhÊt vµ Ýt m« sÑo 
nhÊt. 

b. Nh©n nhanh 

Ngän chåi vµ ®èt th©n cña c©y ng−u tÊt in vitro (dµi 1-1,5 cm) ®−îc cÊy 
vµo c¸c m«i tr−êng chøa IBA ë nh÷ng nång ®é kh¸c nhau. Th«ng th−êng, ®é 
mÉn c¶m ®èi víi chÊt §TST cña m« thùc vËt t¨ng lªn trong qu¸ tr×nh nu«i 
cÊy. V× vËy, ë giai ®o¹n nµy chóng t«i ®· gi¶m nång ®é cña IBA nh»m h¹n 
chÕ kh¶ n¨ng h×nh thµnh m« sÑo. KÕt qu¶ thÝ nghiÖm ®−îc tr×nh bµy ë b¶ng 
6. 

B¶ng 6: Sù ph¸t sinh h×nh th¸i cña ®èt th©n vµ ngän chåi lÊy tõ c©y ng−u tÊt 
in vitro s¬ cÊp (quan s¸t 40 ngµy sau khi cÊy) 

M«i tr−êng 
Tû lÖ ra 
rÔ (%) 

ChiÒu 
cao c©y 

(cm) 

Sè 
mÇm/c©y

Sè 
®èt/c©y 

Tû lÖ 
m« sÑo 

(%) 
§èt th©n 
MS + 0,05 mg/l IBA 
MS + 0,025 mg/l IBA 
MS 

100 
100 
90 

- 
- 

7,65±0,6

2 
2 
2 

- 
- 

6,0±0,8 

100 
100 

0 
Ngän chåi 
MS + 0,05 mg/l IBA 
MS + 0,025 mg/l IBA 
MS 

100 
100 
90 

- 
- 

9,65±0,7

1 
1 
1 

- 
- 

3,2±0,5 

100 
100 

0 

B¶ng 6 cho thÊy ®Ó nh©n nhanh in vitro ng−u tÊt, tèt nhÊt chØ nªn dïng 
m«i tr−êng MS kh«ng cã chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng. ë m«i tr−êng nµy, tuy tû 
lÖ ra rÔ chØ ®¹t 90% nh−ng c©y hoµn toµn kh«ng cã m« sÑo (¶nh 6). §©y lµ 
yªu cÇu quan träng nhÊt trong viÖc nh©n b¶o toµn c¸c tÝnh tr¹ng ban ®Çu cña 
gièng. C©y nh©n trong m«i tr−êng nµy kh«ng cÇn ph¶i qua giai ®o¹n t¹o rÔ 
vµ cã thÓ chuyÓn th¼ng ra bÇu. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

¶nh 6. C©y ng−u tÊt in vitro nh©n tõ ®èt th©n trong m«i tr−êng  
MS kh«ng cã chÊt §TST. ¶nh chôp 20 ngµy sau khi cÊy. 

 

c. ChuyÓn c©y ra v−ên −¬m 

Sau 30 ngµy nu«i trong èng 
nghiÖm, c©y ng−u tÊt con ®−îc 
chuyÓn ra v−ên −¬m theo ph−¬ng 
ph¸p nh− sau: C©y con ®−îc röa s¹ch 
khái m«i tr−êng b¸m trªn rÔ, sau ®ã 
trång trªn gi¸ thÓ gåm c¸t + ®Êt + 
ph©n môc (1:1:1) trong khay vµ ®¹t 
trong nhµ l−íi, t−í Èm hµng ngµy. 

          Sau 7-8 ngµy, c©y b¾t ®Çu håi 
xanh, ra rÔ míi vµ tiÕp tôc sinh 
tr−ëng b×nh th−êng. Ngay c¶ khi ®−a 
c©y vµo thêi ®iÓm (mïa hÌ) kh«ng 
phï hîp víi thêi vô b×nh th−êng cña 
ng−u tÊt nh−ng c©y vÉn sèng víi tû lÖ 
>70%, chøng tá c©y nh©n theo 
ph−¬ng ph¸p tr×nh bµy trªn ®©y cã 
søc sèng rÊt tèt (¶nh 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

¶nh 7. C©y ng−u tÊt in vitro ngoµi 
v−ên −¬m ( 75 ngµy tuèi) 



 2. Nghiªn cøu t¹o m« sÑo ng−u tÊt  

a/ Tõ gian ®èt th©n 

§o¹n gi÷a ®èt th©n (gian ®èt, internode) kh«ng chøa chåi n¸ch dµi 
0,3-0,5cm lÊy tõ phÇn gèc c©y ngoµi ®ång ruéng tr−íc giai ®o¹n “mÊt cua” 
®−îc cÊy vµo c¸c m«i tr−êng kh¸c nhau ®Ó t¹o m« sÑo. KÕt qu¶ ®−îc tr×nh 
bµy ë b¶ng 7 vµ ¶nh 8. 

B¶ng 7. ¶nh h−ëng cña c¸c chÊt §TST ®Õn sù h×nh thµnh m« sÑo tõ 
gian ®èt th©n ng−u tÊt (30 ngµy sau cÊy) 

Thµnh phÇn m«i tr−êng Tû lÖ h×nh thµnh m« sÑo 
(%) 

Ghi chó 

MS+1mg/lNAA 100 Xèp 

MS+1mg/lNAA+0,2mg/lBAP 100 R¾n, næi côc 

MS+1mg/l 2,4-D 100 Mäng n−íc 

MS+1mg/l 2,4-D+0,2mg/lBAP 100 Xèp 

 

          KÕt qu¶ cho thÊy c¶ 4 m«i 
tr−êng trªn ®Òu cã t¸c dông kÝch 
thÝch h×nh thµnh m« sÑo. Víi môc 
®Ých t¹o ra m« sÑo ®Ó t¸i sinh thµnh 
c©y sau nµy, chóng t«i ®· chän m«i 
tr−êng MS + 1 mg/l NAA +0,2 mg/l 
BAP. ë m«i tr−êng nµy, m« sÑo r¾n 
h¬n vµ cã nh÷ng cÊu tróc d¹ng côc. 
Theo kinh nghiÖm, ®©y lµ d¹ng m« 
sÑo cã kh¶ n¨ng t¸i sinh cao.  

 

¶nh 8. ¶nh h−ëng cña c¸c chÊt 
§TST ®Õn sù h×nh thµnh m« sÑo tõ 
gian ®èt th©n ng−u tÊt. Tõ tr¸i sang 
ph¶i: MS+1mg/lNAA; MS + 1 mg/l 
NAA + 0,2 mg/l BAP; MS+1mg/l 
2,4-D; MS + 1mg/l 2,4-D + 0,2 mg/l 
BAP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tuy nhiªn, m« sÑo ng−u tÊt nhanh chãng bÞ ho¸ n©u trong qu¸ tr×nh 
cÊy chuyÒn, mÆc dï ®· thö bæ sung c¸c chÊt chèng oxy ho¸ nh− acid 
ascorbic, acid citric, thay saccharose b»ng glucose vµ c¸c chÊt hÊp phô nh− 
than ho¹t vµ polyvinylpyrrolidon víi c¸c nång ®é kh¸c nhau. V× vËy, chóng 
t«i ®· thö t¹o m« sÑo tõ hypocotyl – lo¹i m« cã tÝnh chÊt ph«i sinh cao h¬n. 

b/ Tõ hypocotyl 

 H¹t ng−u tÊt ®−îc ñ n¶y mÇm trªn giÊy thÊm trong ®Üa petri ®Æt trong 
buång tèi. Sau 15 ngµy, khi c©y con dµi 2-2,5 cm, c¾t lÊy c¸c ®o¹n hypocotyl 
dµi 0,3-0,5 cm, xö lý v« trïng vµ cÊy vµo c¸c m«i tr−êng kh¸c nhau. Mçi 
c«ng thøc gåm 20 mÉu. KÕt qu¶ ®−îc tr×nh bµy ë b¶ng 8. 

B¶ng 8. T¸c dông cña IBA tíi qu¸ tr×nh h×nh thµnh m« sÑo tõ 
hypocotyl ng−u tÊt (30 ngµy sau khi cÊy). 

 Thµnh phÇn m«i tr−êng Tû lÖ h×nh thµnh 
m« sÑo (%) 

Ghi chó 

MS + 0,5mg/lIBA 100 Mµu n©u ®en, nhá nh− h¹t 
®Ëu 

MS +1mg/l IBA 100 Mµu vµng n©u, to b»ng h¹t 
l¹c, cã 1 mÉu t¸i sinh thµnh 
1 c©y 

MS +1,5mg/l IBA 100 Mµu nh¹t, to b»ng h¹t l¹c, 
h¬i mäng n−íc 

MS + 2mg/l IBA 100 Mµu sÇm, to b»ng h¹t l¹c, 
mäng n−íc, nhiÒu rÔ 

 

B¶ng 8 cho thÊy m«i tr−êng MS +1mg/l IBA lµ m«i tr−êng thÝch hîp 
nhÊt ®Ó t¹o m« sÑo tõ hypocotyl ng−u tÊt. Chóng t«i ®· dïng m«i tr−êng nµy 
®Ó t¹o ra m« sÑo phôc vô cho viÖc cÊy truyÒn. Nh−ng chØ sau 12-15 ngµy, c¸c 
khèi m« sÑo nµy ®Òu bÞ ho¸ n©u (¶nh 9). ¸p dông tÊt c¶ c¸c biÖn ph¸p nh− ®· 
dïng ®èi víi m« sÑo tõ gian ®èt th©n ®Òu kh«ng kh¾c phôc ®−îc hiÖn t−îng 
nµy.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

¶nh 9. M« sÑo ng−u tÊt tõ hypocotyl trong m«i tr−êng MS +1mg/l IBA  
(20 ngµy sau cÊy) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

KÕt luËn chung 

C©y ba kÝch 

1. Chåi in vitro t¸i sinh thuËn lîi nhÊt tõ l¸t c¾t ®èt th©n trong m«i tr−êng 
MS + 0,5 mg/l Kin. 

2. M«i tr−êng tèt nhÊt ®Ó nh©n nhanh côm chåi tõ ngän chåi vµ l¸t c¾t 
®èt th©n lµ MS + 3,0 mg/l BAP. 

3. Chåi in vitro ra rÔ in vitro tèt nhÊt (>90%) trong m«i tr−êng 1/4MS 
kh«ng chøa chÊt §TST. Tõ th¸ng 3 ®Õn th¸ng 5 ë ®iÒu kiÖn thêi tiÕt 
Hµ Néi, chåi in vitro cã thÓ xö lý cho ra rÔ ex vitro ®¹t 100%. 

4. C©y in vitro ®¹t tû lÖ sèng 70-80% tuú theo thêi ®iÓm ra c©y, c©y ra rÔ 
ex vitro ®¹t tû lÖ sèng 100%. 

C©y ng−u tÊt 

5. M«i tr−êng t¹o chåi in vitro s¬ cÊp tèt nhÊt lµ MS + 0,1 mg/l IBA. 

6. M«i tr−êng tèt nhÊt ®Ó nh©n nhanh vµ t¹o rÔ tõ l¸t c¾t ®èt th©n vµ ngän 
chåi lµ MS kh«ng cã chÊt §TST. ë m«i tr−êng nµy, tû lÖ ra rÔ chØ ®¹t 
90% nh−ng c©y khoÎ, kh«ng kÌm theo m« sÑo vµ ®¹t tû lÖ sèng 100% 
khi chuyÓn ra v−ên −¬m. 

7. Cã thÓ t¹o m« sÑo tõ gian ®èt th©n trong m«i tr−êng MS + 1mg/l NAA 
+ 0,2mg/l BAP vµ tõ hypocotyl trong m«i tr−êng MS +1mg/l IBA. 

8. M« sÑo ng−u tÊt tõ c¶ hai nguån nguyªn liÖu ®Òu bÞ ho¸ n©u trong qu¸ 
tr×nh cÊy chuyÒn. Ch−a t×m ®−îc biÖn ph¸p kh¾c phôc. 
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I - Giới thiệu chung 

 
 
1. Cây ba kích (Morinda officinalis. How – Rubiaceae) 
 
 Theo y học cổ truyền, ba kích là vị thuốc có tác dụng bổ trí não, trợ 
dương, ích tinh, mạnh gân cốt, chữa các bệnh về tình dục, người già mệt 
mỏi, kém ăn, ít ngủ nhưng không có biểu hiện về bệnh lý. Đặc biệt, tuy 
giúp bình thường hóa và cải thiện tình dục nhưng ba kích không kích dục, 
không có tác dụng kiểu androgen và không độc. Gần đây, thành phần hóa 
học và nhiều tác dụng dược lý mới của ba kích đã được phát hiện như 
chống stress, chống trầm cảm, và chống oxy hóa. 
 Với phương trâm “phòng bệnh hơn chữa bệnh” của ngành y tế, việc 
nghiên cứu sản xuất các loại thuốc bổ để tăng cường sức khỏe thường 
xuyên của cộng đồng, góp phần ngăn ngừa bệnh tật ngày càng được đẩy 
mạnh. Trong bối cảnh đó, ba kích đang trở thành một trong những cây 
thuốc bản địa độc đáo của nước ta. Mặt khác, ba kích lại là cây chỉ thích 
hợp để trồng xen ở đất đồi, không cạnh tranh về đất với các cây trồng khác, 
vì vậy, nó có ý nghĩa to lớn trong việc tăng thu nhập cho đồng bào vùng 
cao. 
 Trước những năm 1970, nguồn ba kích chỉ dựa vào việc khai thác tự 
nhiên từ rừng thuộc một số tỉnh phía Bắc như Tuyên Quang, Yên Bái, Phú 
Thọ, Lạng Sơn, Hà Bắc, Quảng Ninh, Hoà Bình và Hà Tây. Do nhu cầu 
trong nước và thế giới ngày càng tăng nên ba kích mọc hoang bị khai thác 
ngày càng kiệt quệ. Mặt khác, rừng ở vùng phân bố của ba kích bị tàn phá 
nghiêm trọng khiến cây lâm vào tình trạng gần như tuyệt chủng và bị liệt 
vào sách đỏ Việt Nam. Vì vậy, việc nghiên cứu trồng cây ba kích là con 
đường duy nhất để duy trì và phát triển nguồn thuốc quý này. 
 Nhưng hiện nay, việc nhân giống là một tồn tại, cản trở việc mở rộng 
diện tích trồng ba kích. Cây trồng sau 15 tháng mới có 3,5 % số cây ra hoa 
và sau 22 tháng mới có 1,2 % số cây đậu quả. Sau 3 năm, tỷ lệ này cũng chỉ 
đạt khoảng 30 % và hệ số nhân giống bằng hạt chỉ đạt 1,1/năm (thu hạt của 
1 ha đủ để trồng 1,1 ha). Ba kích cũng có thể nhân giống bằng cành giâm, 
nhưng hệ số nhân của phương pháp này chỉ đạt 0,61/năm (thu cành của 1 
ha đủ để trồng 0,65 ha), mặc dù đã sử dụng các chất kích thích sinh trưởng. 
Tóm lại, các phương pháp nhân giống truyền thống như gieo hạt, giâm 
cành không thể đáp ứng nhu cầu về cây giống để phát triển trồng ba kích, ít 
nhất trong vòng 15 – 20 năm tới, chưa kể đến những hạn chế của phương 
pháp này đối với sự sinh trưởng, phát triển, năng suất và chất lượng của cây 
giống. Vì vậy, việc sử dụng công nghệ tế bào thực vật để nhân nhanh ba 
kích là yêu cầu rất cấp bách. 
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2. Cây ngưu tất (Achyranthes bidentata Blume – Amaranthaceae) 
  

Rễ củ ngưu tất là vị thuốc quan trọng và phổ biến trong y học cổ 
truyền, rất công hiệu đối với các bệnh có căn nguyên từ gan, thận như đau 
lưng, mỏi gối, viêm thấp đa khớp, chân tay co quắp, bại liệt…Ngưu tất có 
mặt trong hàng trăm bài thuốc đông y khác nhau và đã được bào chế thành 
các dạng thuốc lưu hành rộng rãi trên thị trường như viên Bidentin dùng để 
chữa tăng cholesterol máu, rối loạn lipoprotein máu, cao huyết áp; viên 
Dentonin chữa viêm lợi và viêm quanh răng. 
 Là một cây di thực (1960) đã trở thành cây bản địa, ngưu tất được 
trồng trên quy mô lớn ở đồng bằng và trung du Bắc bộ trong cơ cấu cây 
trồng vụ đông với sản lượng hàng ngàn tấn, đạt hiệu quả cao hơn nhiều cây 
rau màu vụ đông khác. Tuy nhiên, mấy năm gần đây, trong khi nhu cầu 
trong nước và thế giới ngày càng tăng thì diện tích trồng ngưu tất lại giảm 
dần do cây bị thoái hóa theo chiều hướng ra hoa sớm, củ nhỏ, nhiều xơ, 
năng suất giảm và vì vậy, hiệu quả kinh tế thấp. 
 Bình thường, ngưu tất gieo trồng vào tháng 9 – 10, đến khi sắp thu 
hoạch (tháng 4-5 năm sau) mới ra hoa. Nhưng hiện nay, cây trồng sau 2-3 
tháng đã ra hoa (tháng 12-1) thậm chí có năm cây ra hoa vào tháng 11. 
Việc phục tráng và thiết lập một hệ thống sản xuất hạt giống ngưu tất có 
chất lượng cao là một nhu cầu bức xúc. Cho đến nay, chưa có công trình 
nào nghiên cứu để giải quyết vấn đề này một cách triệt để để ứng dụng vào 
sản xuất. 
 

II - Địa chỉ áp dụng 
  

Các đơn vị sản xuất giống, sản xuất dược liệu. Đặc biệt thích hợp với 
các phòng nuôi cấy mô của các tỉnh miền núi và trung du Việt Nam. 
 

III – Trang thiết bị, hoá chất 
 

1. Trang thiết bị: 
Trang thiết bị của một phòng nuôi cấy mô cơ bản gồm tủ cấy laminar, nồi 

hấp, máy cất nước, máy đo pH, ống nghiệm và bình tam giác thuỷ tinh chịu 
nhiệt, và các dụng cụ để thao tác khi pha môi trường (ống đong) và khi cấy  
mẫu trong tủ cấy (dao, kéo, panh, đĩa petri). 

Phòng nuôi được duy trì ở nhiệt độ 25-270C, độ ẩm ≤ 70 %, cường độ 
chiếu sáng 2000 lux với chu kỳ chiếu sáng 14 giờ/ngày. 
 
2. Thành phần môi trường: theo môi trường của Murashige và Skooge năm 
1962 (MS). 
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Chuẩn bị các dung dịch mẹ: Các chất khoáng được pha thành các dung 
dịch mẹ:  

 
MS1  NH4NO3   33 g 
   KNO3    38 g 
   CaCl2.2H2O   8,8 g    Pha trong 2 lít 
   MgSO4.7H2O  9,2 g 
   KH2PO4   3,4 g 
 
MS2  FeSO4.7H2O   2,785 g 
   EDTA   3,725 g Pha trong 0,5 lít 
 
MS3  H3BO3   310 mg 
   MnSO4           1115 mg 
   ZnSO4    430 mg 
   KI    41,5 mg Pha trong 0,5 lít 

  Na2MoO4   12,5 mg 
   CuSO4   1,25 mg 
   CoCl2    1,25 mg 
 
Các dung dịch mẹ được bảo quản trong tủ lạnh. Khi pha môi trường, đổ 
một lượng nước cất bằng 2/3 thể tích cần pha vào một cốc, bình thuỷ tinh 
hoặc nồi nhôm/inox, rồi cho thêm các dung dịch mẹ với lượng như sau:   
 
MS1: 100 ml 
MS2: 5 ml 
MS3: 10 ml   
   
Sau đó, cho vào mỗi lít môi trường các chất với nồng độ tương ứng dưới 
đây: 
 
Pyridoxin (VTM B6)  0,5 mg 
A. nicotinic    0,5 mg 
Thiamin (VTM B1)  0,1 mg   VTM 
Glicin        3 mg 
Adenin       5 mg 
Inositol             100 mg 
 
Đường sucrose  Tuỳ theo giai đoạn (sẽ ghi cụ thể ở phần sau).  
Các chất điều tiết sinh trưởng (với nồng độ tuỳ theo giai đoạn): 
 Cytokinin: 6- benzyladenin purin (BAP); kinetin (Kn) 
 Auxin: β-indol butiric acid (IBA); α-naphtyl acetic acid (α – NAA) 
Dùng dung dịch 0,1N HCl hoặc 0,1 KOH chỉnh độ pH đến 5,8.  
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Sau đó, thêm: 
Thạch (agar)   7 g/l 
Than hoạt tính (THT) 0,5 g/l. 
Đun sôi nhỏ lửa và khuấy thường xuyên đến khi tan hết thạch. Đổ môi 
trường vào ống nghiệm hoặc bình cấy với lượng theo yêu cầu, nút lại và 
khử trùng ở 116OC, áp suất 0,8 kg/cm2 trong 40 phút. Khi hết thời gian khử 
trùng, lấy môi trường ra khỏi nồi hấp, mang vào phòng cấy để cố định cho 
môi trường nguội dần và đông lại. 
 

 
 

IV – Qui trình 
1- Cây ba kích 

 
Bước 1: Lấy mẫu: 
 Chọn cành non, khoẻ, không bị sâu bệnh, bỏ lá. Nếu mang đi xa, phải 
nhúng vào nước sach, bọc trong giấy báo, bỏ vào túi nylon buộc kín để giữ cho cành 
không bi héo. Tránh làm giập nát cành. 
 
Bước 2: Trước khi khử trùng mẫu, cần khởi động tủ cấy (laminair) để máy 
làm việc ít nhất 30 phút. Các dụng cụ dùng để thao tác trong tủ cấy như cốc 
thuỷ tinh hoặc bình tam giác miệng rộng, dao, kéo, panh phải được hấp vô 
trùng.  
   
Khử trùng mẫu: 
 Lóng của ba kích khá dài, vì vậy, nên cắt cành thành những đoạn dài 
3-4cm, mỗi đoạn chứa một đốt ở khoảng giữa. Rửa sạch bụi đất bằng nước 
máy, ngâm trong nước xà phòng loãng từ 10 -12 phút và lắc đều, sau đó, 
tráng sạch bằng nước vô trùng. Đưa mẫu vào tủ cấy, chuyển sang cốc thuỷ 
tinh hoặc bình tam giác miệng rộng, tráng mẫu bằng cồn 75%, đổ dung 
dịch HgCl2 0,07 % vào và ngâm trong 10 phút, sau đó, tráng lại nhiều lần 
bằng nước cất vô trùng. Khi cấy, cắt bỏ hai đầu mẫu (và phần ngoài cọng lá, 
gần sát đến đốt thân), chỉ để lại một đoạn dài 1-1,5cm chứa đốt thân/mắt 
ngủ ở khoảng giữa rồi cấy vào môi trường dinh dưỡng. 
 
Bước 3: Cấy khởi động 
 Mẫu sau khi được khử trùng cấy vào môi trường :(BS1) 

MS + VTM + 30 g/l đường + 0,7 g/l thạch + 0,5 mg/l Kn + pH 5,8. 
     Sau 8 tuần , từ mỗi đốt thân phát  sinh ra 2 chồi nách ở 2 nách lá của đốt 
thân . Sau 16 tuần chồi đủ lớn để cấy truyền. 
 
 
Bước 4: Giai đoạn nhân nhanh 
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 Cắt các chồi thu được ở giai đoạn khởi động thành từng ngọn và 
từng đốt thân riêng lẻ (khoảng 1cm), cấy cả 3 loại mẫu: ngọn, đốt và phần 
gốc còn lại vào môi trường BS2: 
    MS + VTM + 3 mg/l BAP + 30 g/l đường + 7mg/l thạch + pH 5,8 
 Sau 12 tuần nuôi cấy, trung bình mỗi mẫu cho khoảng 20 chồi, với 
chiều cao mỗi chồi từ 2-5cm.  
 
 
Bước 5: Giai đoạn tạo cây hoàn chỉnh 
 Tách các chồi đạt tiêu chuẩn từ 3-4 đốt thân trở lên cấy vào môi 
trường tạo rễ, (BS3): 
 1/4 MS + VTM + 0,5 g/l THT + 7 g/l thạch + pH 5,8 
 Nuôi ở giai đoạn này 1 – 1,5 tháng. 
 Các chồi không đạt tiêu chuẩn để tạo rễ tiếp tục được cấy chuyển vào 
môi trường nhân nhanh như bước 4. 
 
 
Bước 6: Giai đoạn đưa cây ra vườn ươm 
 Thường tiến hành vào mùa xuân, hè và thu rồi nuôi tiếp đến tháng 2 
năm sau. 
  Cho cây làm quen dần với môi trường tự nhiên bằng cách đưa bình 
nuôi ra khỏi phòng nuôi, đặt ở điều kiện nhiệt độ và ánh sáng phòng. 
 Có hai cách tạo cây giống ngoài vườn ươm, đó là: 

 
Cách 1: Tạo rễ ex vitro

 Tách các chồi in vitro có từ 4 đốt trở lên (≥ 4cm) khỏi cụm, rửa sạch 
môi trường bằng nước thường, nhúng nhanh (quick-deep) vào dung dịch 
IBA (1 mg/l), rồi cấy vào bầu nylon chứa hỗn hợp đất màu, trấu hun và 
phân mục (6:2:1) và nuôi ở điều kiện phun sương với tần suất 15 phút/giờ. 
Sau 7 –10 ngày các chồi hình thành rễ.  

 
Cách 2: Đưa cây con ra bầu

 Rút cây con in vitro ra khỏi bình, rửa sạch thạch bám ở rễ rồi cũng 
cấy vào bầu nylon và nuôi trong điều kiện môi trường như trên. Thời điểm 
thích hợp cho phương pháp này là từ tháng 3 đến tháng 5 trong điều kiện 
thời tiết ở Hà Nội. 
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Các bước tiến hành trên được mô tả bằng qui trình sau: 
 
 
 

14 l¸t c¾t ®èt th©n in vivo 

14 èng nghiÖm m«i tr−êng
BS1 (=210 ml BS1)

28 mÉu, cÊy vµo 28 b×nh tam gi¸c 
m«i tr−êng BS2 (=2100 ml BS2)

1680 mÉu, cÊy vµo 560 b×nh tam gi¸c 
m«i tr−êng BS2 (3 mÉu/b×nh; = 

42000 ml m«i tr−êng BS2)

T¸i sinh chåi s¬ cÊp

100800 chåi, cÊy vµo 20160 b×nh 
tam gi¸c m«i tr−êng BS3 (5 

chåi/b×nh; =1512000 ml m«i tr−êng)

100800 c©y con, chuyÓn ra bÇu ®Êt

Giai ®o¹n t¹o c©y
hoµn chØnh vµ ra c©y

Giai ®o¹n nh©n nhanh
(t¹o côm chåi)

 
 
 
 
 
 
 

Th¸ng thø 1 
 
 
 
 

Th¸ng thø 5 
 
 
 
 
 
 
 

Th¸ng thø 8 
 
 
 
 
 
 
 Th¸ng thø 11
 
 
 
 
 
 

Th¸ng thø 12 
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2. Cây ngưu tất 
 
a) Nhân nhanh in vitro bằng phương pháp tái sinh trực tiếp 
 
Bước 1: Lấy mẫu 
 Lấy đoạn gốc thân (thường được gọi là mắt cua) trước khi mầm ngủ 
phát động, dài 1- 1,5cm từ cây đã được chọn lọc. 
 
Bước 2: Khử trùng 
 Khử trùng các đoạn gốc thân trên tương tự như đồi với ba kích 
 
Bước 3: Cấy khởi động  (Tạo cây in vitro sơ cấp) 
 Các mẫu sau khi khử trùng được cấy vào môi trường NS1, bao gồm 
các thành phần sau: 
 MS + 0,1 mg/l IBA + VTM + 20 g/l đường + pH 5,8 (NS1) 
 Sau 40 ngày, 2 chồi ngủ phát sinh ở mắt cua, cao tới 11cm nhưng chỉ 
có trung bình 2-3 đốt. 
 
Bước 4: Nhân nhanh 
 Cắt ngọn chồi và đốt thân cây ngưu tất in vitro (dài 1- 1,5cm) cấy 
vào môi trường: 
  

MS + VTM + 20 g/l đường + 7g/l thạch + pH 5,8  (NS2) 
  
Cấy truyền nhiều lần để nhân được số cây cần thiết. Cứ sau mỗi 30 ngày 
cấy chuyển một lần. Cây nhân trong môi trường này không cần phải qua 
giai đoạn tạo rễ và có thể đưa thẳng ra bầu. 
 
Bước 5: Đưa cây ra vườn ươm (thường thực hiện vào tháng 9- tháng 10 
hàng năm) 
 Sau 30 ngày nuôi trong ống nghiệm, cấy ngưu tất con được chuyển 
ra vườn ươm theo phương pháp như sau: Cây con được rửa sạch khỏi môi 
trường nuôi cấy bám trên rễ, sau đó trồng vào bấu nylon chứa cát + đất + 
phân mục (1:1:1). Đặt các bầu này trong điều kiện vườn ươm và tưới ẩm 
hàng ngày. Sau 30 ngày đưa cây ra ruộng trồng để thu hạt. 
 
b) Nhân in vitro bằng con đường gián tiếp: 
 Mô sẹo tạo được từ gian đốt thân (internode) cây in vivo và từ 
hypocotyl đều bị hóa nâu trong quá trình cấy truyền. Chưa tìm được biện 
pháp khắc phục. 
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Quy trình nhân nhanh cây ngưu tất: 

 
 
 

Cây ngưu tất in vivo

Tái sinh chồi sơ cấp
(NS1) 

Nhân nhanh 
(NS2) 

Ra bầu 
Cát: đất:phân mục (1:1:1)

Cây con in vitro đốt thân và ngọn chồi 

30 ngày 

30 ngày 

40 ngày 

Khử trùng HgCl2 trong 10 phút

Ruộng 
(tháng 9-10 hàng năm)
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V- Một số điều cần lưu ý: 
 
1. Cây ba kích: 
 - Qui trình được hoàn thiện trong khoảng thời gian 1 đến 1,5 năm, 
với hệ số nhân là (3 x 20)4/ năm. 
 - Giai đoạn tạo rễ in vitro nên được thực hiện vào mùa đông để đến 
mùa xuân có thể đưa cây ra bầu. 
 - Để tạo ra 10 vạn cây một năm cần đưa vào khử trùng 14 mẫu từ in 
vivo, và cần 210 ml = 0,21 lít môi trường tái sinh (BS1); 44100 ml = 44,1 
lít môi trường nhân nhanh (BS2); 1512000 ml = 1.512 lít môi trường tạo rễ 
(BS3). 
 
2. Cây ngưu tất: 
 - Vì ngưu tất là cây có nhiều hạt và nhân giống khá dễ dàng bằng hạt, 
nên phương pháp này chỉ áp dụng cho việc nhân nhanh những cá thể đầu 
dòng đã được chọn lọc. Đó là những cá thể có thời gian sinh trưởng sinh 
dưỡng kéo dài, chậm ra hoa và cho năng suất củ cao. 
 - Vào thời vụ của ngưu tất (tháng 9- 10 hàng năm), tạo cây con in 
vitro để đưa ra ngoài. 
 - Qui trình nhân nhanh in vitro ngưu tất kéo dài trong 1 năm, với hệ 
số nhân là 129/năm. 
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