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TÓM TẮT
Sâm Ngọc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) là cây dược liệu quý và đặc hữu của Việt Nam. Việc 

nghiên cứu tạo giống sâm Ngọc Linh đa bội với hàm lượng dược chất và khả năng sinh trưởng gia tăng có 

ý nghĩa rất quan trọng đối với sản xuất. Tuy nhiên, việc kiểm tra đa bội ở sâm Ngọc Linh hiện vẫn chưa 

được thống nhất về mặt phương pháp. Nghiên cứu này tiến hành thử nghiệm và đánh giá một số phương 

pháp kiểm tra đa bội để phục vụ cho việc sàng lọc cây sâm Ngọc Linh đa bội. Mẫu sâm Ngọc Linh (lá, rễ, 

thân rễ và phôi) sau khi xử lý đa bội được sử dụng cho kiểm tra thông qua phân tích (1) số lượng lục lạp, 

kích thước và mật độ khí khổng, (2) số lượng nhiễm sắc thể (NST) tế bào đầu rễ và (3) hàm lượng ADN tế 

bào. Kết quả cho thấy tất cả các phương pháp phân tích đều có thể xác định được mẫu sâm Ngọc Linh đa 

bội. Số lượng lục lạp trong tế bào và kích thước khí khổng tăng trong khi mật độ khí khổng giảm ở mẫu tứ 

bội so với lưỡng bội. Số lượng nhiễm sắc thể đầu rễ ở mẫu tứ bội (48 NST) tăng 2 lần so với mẫu lưỡng bội 

(24 NST). Sự gia tăng hàm lượng ADN của mẫu tứ bội (9.41 ± 0.05 pg) so với lưỡng bội (4.73 ± 0.04 pg) đạt 

tỷ lệ tương ứng với mức độ đa bội. 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ

Sâm Ngọc Linh (Panax vietnamensis Ha et 

Grushv.) là cây dược liệu quý, có chứa khoảng 52 

hợp chất saponin [1], trong đó thành phần M-R2 

(thuộc nhóm ocotillol saponin) chiếm tới 50% 

tổng hàm lượng saponin [2]. Sâm Ngọc Linh đã 

được sử dụng trong y học cổ truyền từ rất lâu và 

hiện đang nhận được sự quan tâm lớn của cả nhà 

khoa học và cơ quan quản lý. Tuy nhiên, do đặc 

điểm sinh trưởng chậm, sản lượng sâm Ngọc Linh 

thu nhận được vẫn còn rất hạn chế. Vì vậy, việc 

nghiên cứu tạo ra giống sâm Ngọc Linh có những 

đặc điểm được cải thiện về dược chất và sinh 

trưởng là vấn đề cấp thiết.

Quá trình đa bội hóa đã và đang diễn ra phổ biến 

trên thực vật theo con đường tự nhiên và nhân 

tạo [3]. Các dòng đa bội, có nhiều hơn hai bộ 

nhiễm sắc thể trong tế bào, xuất hiện phổ biến ở 

nhiều loài thực vật [4-6], mang lại nhiều lợi ích 

như cơ hội tiến hóa, khả năng thích nghi và những 

tính trạng ưu việt [5, 7, 8]. Kết quả nghiên cứu đa 

bội hóa trên sâm Panax ginseng C.A. Meyer đã 

cho thấy có sự gia tăng sinh khối và tích lũy 

ginsenoside ở rễ bất định [9, 10]. Trên đối tượng 

sâm Ngọc Linh, Diem et al., (2022) cũng đã thực 

hiện nghiên cứu đa bội và thu được cây sâm Ngọc 

Linh đa bội với sự thay đổi về kiểu hình. Trong đó, 

việc xác định đa bội được thực hiện chủ yếu thông 

qua đếm nhiễm sắc thể đầu rễ và quan sát sự thay 

đổi khí khổng [11].  

Thông thường, mức độ đa bội có thể  được xác 

định gián tiếp qua các thay đổi (kích thước, số 

lượng lục lạp, mật độ) ở khí khổng [12-14] hay 

trực tiếp qua số lượng nhiễm sắc thể trong tế bào 

đầu rễ [15]. Ngoài ra, mức độ đa bội còn có thể 

được xác định qua việc đo hàm lượng ADN bằng 

phương pháp dòng chảy tế bào [16]. Tùy thuộc 

vào điều kiện, đối tượng và mục đích nghiên cứu, 

nhà nghiên cứu sẽ thử nghiệm và sử dụng 
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phương pháp kiểm tra phù hợp cho việc xác định 

mức độ đa bội. Nghiên cứu này tiến hành khảo 

sát và đánh giá các phương pháp xác định đa bội 

dựa trên sự thay đổi về khí khổng, số lượng 

nhiễm sắc thể và hàm lượng DNA nhằm chọn lọc 

phương pháp phù hợp cho việc xác định mức độ 

đa bội phục vụ cho nghiên cứu đa bội hoá Sâm 

Ngọc Linh.

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Vật liệu
Cây sâm Ngọc Linh in vitro (có lá, thân, rễ) và phôi 
(lưỡng bội và đa bội) được sử dụng làm mẫu cho 
xác định đa bội. Lá thu nhận từ cây in vitro (2 tuần 
tuổi, nẩy mầm từ hạt) của đậu nành (Glycine max 
(L.) Merr.) và đậu Hà Lan (Pisum sativum L.) được 
sử dụng làm mẫu đối chứng do có hàm lượng ADN 
đã được xác định với giá trị tương ứng là 2.5 pg 
[17] và 9.56 pg [18].

Mẫu phôi sâm Ngọc Linh (đã xử lý đa bội bằng 
colchichin ở các nồng độ 0.025% - 0.4%, trong 48 
giờ và nuôi cấy 8 tuần) được sử dụng cho kiểm tra 
đa bội bằng phương pháp dòng chảy tế bào.

2.2. Phương pháp
2.2.1. Xác định số lượng lục lạp, kích thước và 
mật độ khí khổng
Số lượng lục lạp, kích thước và mật độ khí khổng 
được xác định theo Ordoñez et al. (2017) [15]. 
Mẫu lá được cắt từ cây sâm Ngọc Linh in vitro 
(lưỡng bội và đa bội) và đặt trên đĩa Petri có lót 
giấy ẩm. Sử dụng nhíp nhọn, tách biểu bì ở gần gân 
lá đặt lên lam kính có chứa 1 giọt thuốc nhuộm 
Lugol, đậy lamen lên trên mẫu và quan sát dưới 
kính hiển vi quang học tích hợp máy ảnh (Carl 
Zeiss Primo tích hợp Carl Zeiss Microscopy GmbH 
-Axicam 105, Đức) ở độ phóng đại 100 và 1000 
lần. Số lượng lục lạp và kích thước khí khổng được 
xác định trên 20 khí khổng trong ba lần lặp lại. Mật 
độ khí khổng được xác định trong vi trường (FOV) 
với độ phóng đại 200 lần trên 10 vi trường trong 
ba lần lặp lại. Mẫu sâm Ngọc Linh được xác định 
đa bội khi có số lượng lục lạp, kích thước khí 
khổng tăng và mật độ khí khổng giảm so mẫu 
lưỡng bội.  

2.2.2. Xác định số lượng nhiễm sắc thể tế bào 
đầu rễ 
Đầu rễ (2 cm) từ cây sâm Ngọc Linh in vitro được 

cô lập và ngâm trong dung dịch 8-Hydroxyquinol 
º

0.002 M ở 4 C trong thời gian 3 - 5 giờ trước khi 

rửa với nước (3 lần). Sau đó, mẫu được ngâm 

trong dung dịch Carnoy (3 methanol: 1 acid 

acetic) trong vòng 24 trước khi loại bỏ Carnoy 

bằng cách rửa với nước (3 lần). Cuối cùng, mẫu 

được thủy phân trong dung dịch HCl 1.0 N trong 
º10 phút ở 60 C, rửa lại với nước (3 lần) và ngâm 

trong dung dịch cồn 70% để sử dụng cho đếm 

nhiễm sắc thể [15]. Để chuẩn bị tiêu bản và đếm 

nhiễm sắc thể, đầu rễ (1-2 mm) được nhuộm với 

acetocarmine 2% (1 giọt) trên lam kính trong 10 

phút trước khi bổ sung thêm acetic acid 45% (1 

giọt) và đậy lamen lên. Sau đó, đặt giấy Whatman 

lên trên lamen, dùng ngón tay cái ép mạnh lên 

giấy để làm dẹt tế bào và loại bỏ thuốc nhuộm 

thừa. Quan sát và đếm nhiễm sắc thể trên kính 

hiển vi quang học tích hợp máy ảnh (Carl Zeiss 

Primo tích hợp Carl Zeiss Microscopy GmbH -

Axicam 105, Đức) dưới vật kính 100X.

2.2.3. Xác định hàm lượng ADN tế bào
Mẫu lá, rễ, thân rễ và phôi in vitro của sâm Ngọc 

Linh, lá đậu nành và lá đậu Hà Lan được cô lập và 
º

lưu trữ ở 4 C trong 12 giờ trước khi tiến hành phân 
2  

tích. Sau đó, cắt mẫu lá (0.5 cm )cho vào đĩa Petri 

có chứa 500 µL dung dịch Nuclei Extraction Buffer 

và cắt mẫu trong 15 - 30 giây để làm vỡ tế bào. Hỗn 

hợp sau khi cắt được lọc qua phin lọc 50 µL 

(CellTric®filter) vào ống ống 5 mL để loại bỏ mảnh 

vỡ tế bào. Cho thêm 2 mL dung dịch PI vào tube 

chứa dịch lọc và đặt ống vào đá lạnh trong 5 phút 

trước khi sử dụng cho phân tích bằng máy đo 

dòng chảy tế bào (BD FACS, Mỹ). Mẫu lá đậu nành 

và đậu Hà Lan được sử dụng làm đối chứng để 

hiệu chuẩn máy. Hàm lượng DNA được xác định 

dựa theo công thức trong nghiên cứu của Sharma 

et al., (2007) [19]. 

Hàm lượng AND (pg) = (F/F )*N0 0

Trong đó:

F: Giá trị huỳnh quang của mẫu khảo sát

F : Giá trị huỳnh quang của mẫu đối chứng0

N : Hàm lượng ADN của mẫu đối chứng 0

Mức bội thể được xác định dựa trên hàm lượng 

ADN, trong đó thể tứ bội có hàm lượng ADN gấp 

đôi thể lưỡng bội, thể khảm khi hàm lượng ADN 

được thể hiện ở hai giá trí lưỡng bội và tứ bội.  
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Bên cạnh mẫu lá, rễ, thân rễ và phôi (đã biết trước 

đa bội), việc xác định hàm lượng DNA cũng được 

thực hiện trên 30 mẫu phôi sâm Ngọc Linh đã 

được xử lý đa bội bằng colchicin (chưa biết mức 

bội thể, được mô tả phần vật liệu). 

Tất cả dữ liệu được phân tích ANOVA một chiều và 

phân hạng Turkey's test (p < 0.05) bằng phần mềm 

GraphPad Prism 5.0.

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. Xác định số lượng lục lạp, kích thước và mật 
độ khí khổng
Kết quả quan sát cho thấy có sự thay đổi rõ rệt về 

số lục lạp trong tế bào khí khổng, kích thước và 

mật độ khí khổng giữa mẫu sâm Ngọc Linh tứ bội 

và lưỡng bội (Hình 1). Trong đó, mẫu tứ bội có số 

lượng lục lạp và kích thước khí khổng tăng trong 

khi mật độ khí khổng giảm so với mẫu lưỡng bội 

(Bảng 1). Phù hợp với kết quả này, kết quả 

nghiên cứu trên khoai tây (Solanum tuberosum 

L.) [20] và hạ khô thảo (Prunella vulgaris for. 

albiflora Nakai) [21]cũng cho thấy có sự thay đổi 

rõ ràng số lục lạp tế bào khí khổng giữa cây lưỡng 

bội và tứ bội. Ngoài ra, nghiên cứu Khrolenko et 

al., 2012 đã xác định số lục lạp 35-52 trong tế 

bào [22]. Xác định mức độ bội thể dựa vào số 

lượng lục lạp trong tế bào khí khổng đã trở thành 

phương pháp được sử dụng phổ biến ở khoai tây 

[20, 23] và bắt đầu triển khai trên nhân sâm 

(Panax ginseng) [22]. Nghiên cứu của Diem et 

al. (2002) trên sâm Ngọc Linh cũng ghi nhận có 

sự tăng số lượng lục lạp, kích thước tế bào và 

giảm mật độ khí khổng của mẫu tứ bội so với 

lưỡng bội. Những kết quả này cho thấy có thể sử 

dụng phương pháp kiểm tra sự thay đổi về khí 

khổng để xác định mức độ bội thể của sâm Ngọc 

Linh, tuy nhiên cần cân nhắc khi áp dụng vì 

những hạn chế về mẫu lá (cây in vitro tăng 

trưởng chậm nên có lá ít và nhỏ) sử dụng cho 

phân tích khí khổng. 

Hình 1. Sự thay đổi số lượng lục lạp, kích thước và
mật độ khí khổng giữa sâm Ngọc Linh lưỡng bội

(A, C) và tứ bội (B, D)
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3.2. Xác định số lượng nhiễm sắc thể tế bào 

đầu rễ 
Kết quả chuẩn bị tiêu bản và quan sát đã ghi 

nhận được hình ảnh nhiễm sắc thể tương đối rõ 

ràng, thể hiện được sự khác biệt ở hai trường 

hợp mẫu lưỡng bội và tứ bội (Hình 2). Trong đó, 

mẫu tứ bội có 48 nhiễm sắc thể, gấp hai lần số 

nhiễm sắc thể (24) của mẫu lưỡng bội. Số lượng 

nhiễm sắc thể của  sâm Ngọc Linh lưỡng bội và 

tứ bội xác định được trong trường hợp này cũng 

phù hợp với kết quả được công bố bởi Diem et al. 

(2022) [11] và Shi et al., 2015 [24]. Mặc dù được 

xem là phương pháp chính xác nhất để kiểm tra 

trực tiếp mức độ đa bội, tuy nhiên việc xác định 

số lượng nhiễm sắc thể của tế bào đầu rễ thường 

bị giới hạn về thời gian và lượng mẫu rễ cần cho 

phân tích đối với các loại cây tăng trưởng chậm 

và khó tạo rễ như sâm Ngọc Linh. Ngoài ra, việc 

đếm nhiễm sắc thể tế bào đầu rễ cũng sẽ không 

khả thi khi cần sàng lọc nhanh mức độ đa bội 

trên một lượng lớn các loại mô, cơ quan khác mô 

rễ. Do đó, việc thử nghiệm thêm phương pháp 

thay thế trong những trường hợp này là điều có 

ý nghĩa quan trọng và thật sự cần thiết.

3.3. Xác định hàm lượng ADN tế bào
Biểu đồ tương quan hàm lượng ADN và cường độ 

huỳnh quang thu được khi phân tích mẫu sâm Ngọc 

Linh lưỡng bội cho thấy các mẫu đối chứng đậu 

nành, đậu Hà Lan, và mẫu sâm Ngọc Linh có cường 

độ huỳnh quang rõ ràng tập trung tại một vị trí, tín 

hiệu nhiễu rất thấp. Trong đó, giá trị huỳnh quang 

của mẫu sâm Ngọc Linh đạt mức 450 (so với đối 

chứng đậu nành - 230) và 480 (so với đối chứng đậu 

Hà Lan- 950) (Hình 3). Kết quả tính toán dựa trên giá 

trị huỳnh quang thu được cho thấy hàm lượng ADN 

của mẫu sâm Ngọc Linh lưỡng bội gần như không 

thay đổi giữa hai trường hợp sử dụng đối chứng 

khác nhau. Cụ thể, hàm lượng ADN đạt mức 4.87 ± 

0.25 pg và 4.85 ± 0.11 pg tương ứng cho hai trường 

hợp sử dụng đối chứng đậu nành và đậu Hà Lan. 

Hình 2. Nhiễm sắc thể sâm Ngọc Linh
A. Sâm Ngọc Linh lưỡng bội (2n = 24), B. Sâm Ngọc Linh tứ bội (4n = 48)

Bảng 1. Số lượng lục lạp, kích thước và mật độ khí khổng của sâm Ngọc Linh lưỡng bội và tứ bội

Mức đa bội Số lượng lục lạp 
Chiều dài khí 
khổng (µm) 

Chiều rộng khí 
khổng (µm) 

Mật độ khí 
khổng/ FOV 

Lưỡng bội 19.06 ± 0.17 56.56 ± 0.29 49.49 ± 0.46 189.4 ± 1.1 

Tứ bội 32.52 ± 0.28*** 83.01 ± 0.44*** 65.27 ± 0.07*** 121.4 ± 0.4*** 

Số liệu có *** kèm theo biểu hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức p < 0.05
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Kết quả phân tích trên mẫu sâm Ngọc Linh tứ bội (sử dụng 
đối chứng đậu Hà Lan) thu được hàm lượng ADN đạt mức 

9.41 ± 0.05 pg, gấp đôi hàm lượng ADN (đạt mức 4.73 ± 
0.04 pg) của mẫu sâm Ngọc Linh lưỡng bội (Hình 4-A, B). 

Hình 3. Tương quan hàm lượng ADN và cường độ huỳnh quang của mẫu sâm Ngọc Linh lưỡng bội và
mẫu đối chứng. A. Đối chứng đậu nành (Glycine max), B. Đối chứng đậu Hà Lan (Pisum sa�vum)

Hình 4. Tương quan hàm lượng ADN và cường độ huỳnh quang của Sâm Ngọc Linh
A. Sâm lưỡng bội và đậu Hà Lan, B. Sâm tứ bội
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Việc phân tích trên các nguồn mẫu khác nhau 
(phôi, thân rễ, rễ và lá) đều thu được kết quả tương 
tự nhau (Hình 5-A, B, C, D). Điều này cho thấy 

phương pháp dòng chảy tế bào có thể giúp xác 
định mức độ bội thể trên nhiều loại mô khác nhau 
của Sâm Ngọc Linh. 

Hình 5. Tương quan hàm lượng ADN và cường độ huỳnh quang
của các loại mẫu sâm Ngọc Linh khác nhau. A. Phôi, B. Thân rễ, C. Rễ, D. Lá
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Kết quả áp dụng phương pháp đo dòng chảy tế 

bào trên các mẫu sâm Ngọc Linh được xử lý đa 

bội với colchicine đã xác định được 12 mẫu tứ bội 

(hàm lượng ADN dao động từ 9.45 ± 0.09 pg đến 

9.98 ± 0.12 pg) trong tổng số 30 mẫu được kiểm 

tra (Bảng 2). 

Xác định đa bội thông qua đo dòng chảy tế bào được 

đánh giá là một phương pháp hiệu quả và đáng tin 

cậy [16]. Phương pháp này cần lượng mẫu rất ít (0.5 
2

cm ), khả thi với nhiều loại mô khác nhau của cây 

như rễ, thân, lá hay thậm chí là phôi. Trái lại, các 

phương pháp khác như quan sát khí khổng hay đếm 

nhiễm sắc thể thường khá phức tạp vì phải có nguồn 

mẫu phù hợp như lá hoàn chỉnh với số lượng lớn 

cho quan sát khí khổng hay đầu rễ với tế bào đang ở 

kỳ giữa phân bào cho đếm nhiễm sắc thể. Mặt dù, 

phương pháp dòng chảy tế bào khó phân biệt 

trường hợp dị bội (2n + 1, 2n - 1), trường hợp này 

khó xảy ra khi xử lý đa bội trong quá trình nguyên 

phân. Những yếu tố này cho thấy đo dòng chảy tế 

bào là phương pháp phù hợp, có thể áp dụng cho 

việc phân tích mức độ đa bội trên sâm Ngọc Linh.

4. KẾT LUẬN 
Các phương pháp phân tích đa bội được thử 

nghiệm trong nghiên cứu này đều có thể xác định 

được mức độ đa bội ở sâm Ngọc Linh. Trong đó, 

phương pháp đo dòng chảy tế bào là phương 

pháp hiệu quả nhất vì có tính linh hoạt về nguồn 

vật liệu và thời gian nghiên cứu.

Bảng 2. Hàm lượng DNA (pg) trên mẫu lá sâm Ngọc Linh tái sinh sau khi xử lý colchicine	 

TT Mẫu 
Hàm lượng 

DNA (pg) 
Mức đa bội TT Mẫu 

Hàm lượng 
DNA (pg) 

Mức 
đa bội 

1 S0.025-2N-1 9.73 ± 0.16 4n 16 S0.1-2N-1 4.72 ± 0.03 4n 

2 S0.025-2N-2 4.67 ± 0.11 2n 17 S0.1-2N-2 4.80 ± 0.05 2n 

3 S0.025-2N-3 4.73 ± 0.08 2n 18 S0.1-2N-3 9.56 ± 0.12 4n 

4 S0.025-2N-4 4.53 ± 0.04 2n 19 S0.1-2N-4 9.36 ± 0.02 4n 

5 S0.025-2N-5 4.68 ± 0.27 2n 20 S0.1-2N-5 9.45 ± 0.25 4n 

6 S0.05-2N-1 4.63 ± 0.09 2n 21 S0.2-2N-1 4.91 ± 0.16 2n 

7 S0.05-2N-2 9.64 ± 0.07 4n 22 S0.2-2N-2 4.64 ± 0.07 2n 

8 S0.05-2N-3 4.67 ± 0.10 2n 23 S0.2-2N-3 4.74 ± 0.04 2n 

9 S0.05-2N-4 9.45 ± 0.09 4n 24 S0.2-2N-4 9.82 ± 0.08 4n 

10 S0.05-2N-5 9.50 ± 0.19 4n 25 S0.2-2N-5 4.90 ± 0.05 2n 

11 S0.075-2N-1 4.71 ± 0.10 2n 26 S0.4-2N-1 9.93 ± 0.17 4n 

12 S0.075-2N-2 4.73 ± 0.07 2n 27 S0.4-2N-2 9.98 ± 0.12 4n 

13 S0.075-2N-3 4.60 ± 0.14 2n 28 S0.4-2N-3 9.91 ± 0.11 4n 

14 S0.075-2N-4 4.72 ± 0.05 2n 39 S0.4-2N-4 4.62 ± 0.08 2n 

15 S0.075-2N-5 4.84 ± 0.07 2n 30 S0.4-2N-5 4.60 ± 0.21 2n 
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Surveying results of some polyploid testing methods on 

Ngoc Linh Ginseng (Panax vietnamensis Ha et Grushv.)

Pham Van Hieu, Nguyen Thi Kieu Linh, 
Tran Thanh Vy and Nguyen Xuan Dung

ABSTRACT 
Ngoc Linh ginseng (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) is a precious and endemic medicinal plant in 

Vietnam. Polyploidization of Ngoc Linh Ginseng aims to increase both medicinal content and 

growth ability is very important for production. However, the screening of Ngoc Linh ginseng 

polyploidized has not been unified in terms of methodology. This study tested and evaluated various 

polyploid testing methods on Ngoc Linh ginseng to serve the screening of Ngoc Linh ginseng 

polyploidized. The samples of Ngoc Linh Ginseng (leaves, roots, rhizomes and embryos) after 

polyploid treatment were used for testing through analysis of (1) the number of chloroplasts, 

stomatal size and density, (2) chromosome number on the root tip and (3) DNA content. The results 

show that all analytical methods can identify polyploid Ngoc Linh Ginseng samples. The number of 

chloroplasts and stomatal size increased while stomatal density decreased in tetraploid samples 

compared to diploid ones. The number of chromosomes on the root tip in tetraploid ginseng (48 

chromosomes) increased twice compared to diploid one (24 chromosomes). The DNA content 
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increased proportionally to the levels of ploidy between tetraploid (9.41 ± 0.05 pg) and diploid 

samples (4.73 ± 0.04 pg).

Keywords: Ngoc Linh ginseng, polyploidization, flow cytometry, stomata, chromosome, chloroplast
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