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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  20/7/2023 Ficus simplicissima Lour plant contains some biologically active 

substances with anti-oxidant, anti-cancer, and anti-diabetic effects. 

Identifying F. simplicissima species has encountered many difficulties 

due to its morphological and anatomical characteristics similar to 

some species of the Ficus genus. Therefore, it is necessary to use 

DNA markers that support species identification of F. simplicissima. 

In this study, the ITS region was isolated from F. simplicissima 

sample collected in Thai Nguyen by PCR, nucleotide sequencing and 

phylogenetic analysis of species of the Ficus genus. The results show 

that the ITS region sequence of the sample F. simplicissima collected 

in Thai Nguyen has a size of 814 bp, with a high similarity rate 

(97.46%) compared with that of Ficus hirta. Phylogenetic analysis 

based on the nucleotide sequence of the ITS region has shown that the 

ITS sequence is a potential DNA barcode candidate that can be used 

to distinguish species of the Ficus genus. 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  20/7/2023 Cây Vú bò (Ficus simplicissima Lour.) chứa một số chất có hoạt tính 

sinh học có tác dụng chống oxy hoá, chống ung thư, trị bệnh tiểu 

đường… Hiện nay, việc nhận diện loài Vú bò (F. simplicissima) còn 

gặp nhiều khó khăn do đặc điểm hình thái, giải phẫu tương tự một số 

loài thuộc chi Ficus. Vì vậy, việc sử dụng chỉ thị DNA hỗ trợ định 

danh loài F. simplicissima là rất cần thiết. Trong nghiên cứu này, 

vùng ITS phân lập từ mẫu Vú bò thu thập tại Thái Nguyên bằng 

phương pháp PCR, giải trình tự nucleotide và phân tích phát sinh 

chủng loại của các loài thuộc chi Ficus. Kết quả cho thấy trình tự 

vùng ITS của mẫu Vú bò thu tại Thái Nguyên có kích thước 814 bp, 

có tỷ lệ tương đồng cao (97,46%) so với loài Ficus hirta. Phân tích 

sự phát sinh chủng loại dựa trên trình tự nucleotide của vùng ITS đã 

cho thấy trình tự ITS là ứng cử viên mã vạch DNA tiềm năng có thể 

được sử dụng để phân biệt các loài thuộc chi Ficus. 
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1. Giới thiệu 

Chi sung (Ficus) là một trong 50 chi thực vật hạt kín lớn nhất gồm khoảng 850 loài phân bố 

rộng rãi ở các vùng ôn đới, nhiệt đới và bán nhiệt đới như: F. abutilifolia; F. aguaraguensis; F. 

albert-smithii; F. albipila; F. benghalensis…; có giá trị sinh thái và cảnh quan cao. Các loài 

thuộc chi Ficus có cấu tạo hình thái rất đa dạng, có thể là cây thân gỗ, bụi, leo… [1].  

Vú bò hay còn gọi là Thổ hoàng kỳ, Vú bò sẻ, Vú chó, Vú lợn, Ngải phún, Sung ba thùy... có 

tên khoa học là Ficus simplicissima Lour. [2]. Loài Vú bò phân bố rộng khắp trên thế giới, đặc 

biệt ở vùng có khí hậu ẩm ướt như nhiệt đới, chúng phát triển mạnh mẽ trong tự nhiên ở các nước 

như: Bangladesh, Campuchia, Nam Trung Quốc, Đông Nam Trung Quốc, Đông Himalaya, Hải 

Nam, Jawa, Lào, Malaya, Myanmar, Nepal, Thái Lan, Việt Nam… [1]. Cây Vú bò chứa một số 

thành phần hoá học quan trọng như phenol, flavonoid, alcaloid, tannin… Các thành phần chính 

và nồng độ các hợp chất hoá học có thể khác nhau tùy thuộc vào loài cây Vú bò cụ thể và điều 

kiện môi trường. Một số hoạt tính sinh học được công bố bao gồm chất chống oxy hóa, trị đái 

tháo đường, chống viêm, chống ung thư, chống khối u và chống tăng sinh, chống đột biến, kháng 

khuẩn, chống giun sán, bảo vệ gan, chữa lành vết thương, chống đông máu, hoạt động điều hòa 

miễn dịch, chống căng thẳng và nghiên cứu độc tính. Các nhà máy cũng được sử dụng như thuốc 

chống côn trùng [1]-[3]. Các nghiên cứu về cây Vú bò cho thấy cây có nhiều loài khác nhau mặc 

dù chúng có hình thái tương đối giống nhau [1]-[3]. Vì vậy, việc sử dụng các phương pháp để phân 

loại cây Vú bò là cần thiết. 

Mã vạch DNA đã mang lại nhiều tiềm năng trong nghiên cứu sinh học, hỗ trợ trong công tác 

phân loại và xác định loài. Đặc điểm ổn định và khả năng phân biệt giữa các loài đã mang lại lợi 

ích lớn trong giám định, phát hiện loài mới và theo dõi di truyền của sinh vật [4].  

DNA mã vạch có thể là những đoạn DNA phân bố ở trong nhân như: 18S, 5,6S, 26S, 5,8S 

spacer…và vùng ITS; nằm ở ty thể như: Cytb và vùng kiểm soát; nằm ở lục lạp 

như: matK, rcbL, atpβ, ndnF, 16S… [4]-[9].  

Vùng gene ITS có tỷ lệ biến đổi cao, tức là có sự khác biệt trong chuỗi nucleotide giữa các 

loài thực vật khác nhau. Điều này có thể nghiên cứu sử dụng vùng ITS để phân loại và phân tích 

quan hệ họ hàng giữa các loài thực vật. Vùng ITS chứa thông tin phân loại quan trọng, đặc biệt 

trong cấp độ thấp như chi và loài. Sự biến đổi trong vùng ITS cho phép nhận dạng và phân loại 

các loài thực vật, đồng thời xác định quan hệ họ hàng và tiến hóa của chúng [10]-[12]. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu 

Mẫu cây Vú bò (F. simplicissima) thu thập tại xã Hùng Sơn, huyện Đại Từ, tỉnh Thái Nguyên 

được sử dụng làm vật liệu nghiên cứu. Mẫu cây đã được xác định và mô tả các đặc điểm về hình 

thái, giải phẫu theo nghiên cứu trước đây của Vũ Thị Thu Thủy và cộng sự [13]. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

* Tách chiết DNA tổng số 

DNA tổng số được tách chiết theo phương pháp CTAB của Doyle và cộng sự (1987) [14]. 

Các bước cơ bản gồm: Làm mịn khoảng 150-200 mg lá với nitơ lỏng; Bổ sung 700µL đệm rửa 

lắc mạnh trong 40 giây, ly tâm (10000 vòng/phút, 4°C, 15 phút), loại dịch nổi; Bổ sung 700 µL 

đệm chiết, đảo đều và giữ 65oC trong 60 phút, giữ mẫu trong nhiệt độ phòng 5 phút. Bổ sung 700 

µL dung dịch chloroform/isoamyl alcohol (24:1), đảo đều trong 15 phút. Ly tâm 10000 

vòng/phút trong 15 phút. Hút 600 µL dịch nổi sang ống eppendorf, bổ sung thêm 600 µL dung 

dịch phenol: chlorofrom: isoamyl alcohol (25:24:1), đảo đều ống trong 15 phút. Ly tâm 10000 

vòng/phút trong 15 phút ở 4oC. Hút 500 µL dung dịch sang ống eppendorf mới, thêm 50 µL 

isoamyl alcohol, đặt ở -20oC khoảng 2 giờ. Ly tâm 7000 vòng/phút trong 15 phút ở 4oC. Loại 
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dịch nổi, rửa DNA bằng cách thêm 500 µL cồn 70%, ly tâm với tốc độ 7000 vòng/phút trong 15 

phút ở 4oC. Hòa tan trong 50 µL nước cất. Kiểm tra DNA tổng số trên gel argarose 0,8%. 

* Phương pháp khuếch đại vùng ITS  

Nhân bản vùng ITS bằng kỹ thuật PCR với cặp mồi có đặc điểm được trình bày ở bảng 1. 

Bảng 1. Thông tin và trình tự cặp mồi được sử dụng trong nghiên cứu 

Mồi Trình tự mồi Kích thước dự kiến Tham khảo 

ITS-12F 5’- ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG -3’ 
800bp 

Lepcha C. và 

Sharma B. (2021) [7] ITS-12R 5’- TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC -3’ 

Thành phần để phản ứng PCR: master mix (2X): 7,5 μL; mồi xuôi (10 μmol/μL): 0,5 μL; mồi 

ngược (10 μmol/μL): 0,5 μL; DNA khuôn (10 ng/μL): 0,5 μL và H2O: 6 μL. Tổng thể là 15μL. 

Chu trình nhiệt cho phản ứng nhân trình tự vùng ITS: 94oC/4 phút; lặp lại 35 chu kì 

với 94oC/30 giây, 54oC/40 giây, 72oC/40 giây); 72oC/10 phút, giữ ở 4oC. 

Xác định trình tự vùng ITS bằng phương pháp Sanger trên máy giải trình tự ABI3500 (Hãng 

Applied Biosystem) tại Công ty TNHH T & N Biosolution, thành phố Hồ Chí Minh. 

Phân tích, so sánh và xây dựng sơ đồ phát sinh chủng loại bằng các chương trình BioEdit và 

MEGAX theo hướng dẫn của Chu Hoàng Mậu và cộng sự (2019) [15]. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Kết quả phân lập và xác định trình tự nucleotide vùng gene ITS của cây Vú bò 

Sau khi tách chiết và tinh sạch DNA, cặp mồi ITS-12F/ITS-12R được sử dụng để khuếch đại 

vùng gene ITS của cây Vú bò. Sản phẩm PCR được làm sạch bằng bộ kit GeneJET Genomic 

DNA Purification của hãng Thermo Fisher và giải trình tự tự động trên máy ABI3500 (hãng 

Applied Biosystem), kết quả trình tự nucleotid thu được trình bày trên hình 1.  

 
Hình 1. Trình tự nucleotid của vùng ITS của cây Vú bò (F. simplicissima) 

Hình 1 cho thấy số lượng và thứ tự của 814 nucleotide vùng ITS của cây Vú bò (F. 

simplicissima) thu thập tại Thái Nguyên.  

3.2. Đặc điểm trình tự nucleotid vùng ITS của cây Vú bò 
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So sánh vùng ITS của mẫu F. simplicissisma thu thập được với những công bố trên NCBI 

bằng phần mềm BLAST. Kết quả phân tích thông qua các số liệu về điểm cao nhất (Max core), 

tổng điểm (Total score), tỷ lệ bao phủ (Query cover) và mức độ tương đồng (Per. Ident). Theo đó, 

max core là điểm cao nhất khi BLAST trình tự muốn nghiên cứu với các trình tự trên cơ sở dữ 

liệu của NCBI; Total score là tổng điểm khi BLAST, được sinh ra khi hai đoạn có tương đồng; 

Query cover là tỷ lệ bao phủ tính qua độ dài của hai đoạn trình tự; Per. Ident (Percentage 

Identity) là mức độ tương đồng giữa hai trình tự [16].  

Vùng ITS của mẫu F. simplicissisma thu thập tại Thái Nguyên có tổng điểm (1345) và độ che 

phủ (96%) là cao nhất đối với vùng ITS của loài F. hirta, có mã số gene AY730127.1. Nghiên cứu 

của Ronsted và cộng sự (2006) cho biết, vùng ITS của loài F. hirta có kích thước 788 bp, được 

chia làm 5 phần: đoạn thứ nhất mã hóa gen 18S của ribosome kích thước 125 bp (từ vị trí 1-125), 

phần thứ 2 là đoạn chèn thứ nhất (ITS1) có 206 bp (từ vị trí 126 đến 331), đoạn thứ 3 là phần mã 

hóa gen 5,8S có 164 bp (từ vị trí 332 đến 495), phần thứ 4 là đoạn chèn thứ hai (ITS2) có 237 bp 

(từ vị trí 496 đến 732), đoạn thứ 5 mã hóa gene 28S có 56 bp (từ vị trí 733 đến 788) [16].  

Sử dụng phần mềm BioEdit, xác định được cấu trúc vùng ITS của mẫu F. simplicissisma thu 

thập tại Thái Nguyên gồm đoạn 18S từ vị trí 11 đến 135; đoạn ITS1 từ vị trí 136 đến 341; đoạn 

5,8S từ vị trí 342 đến 505; đoạn ITS2 từ 506 đến 742 và đoạn 28S từ vị trí 743 đến 798. Các đoạn 

được ngăn cách nhau bởi gạch đỏ trên hình 2. Bên cạnh đó, các điểm khác biệt của F. 

simplicissima và Ficus hirta cũng được thể hiện ở hình 2. 

 

Hình 2. Trình tự vùng gene ITS phân lập từ cây Vú bò (F. simplicissima) và ITS thuộc loài F. hirta 

(AY730127.1) trên GenBank (Thanh dọc màu đỏ là điểm ngăn cách giữa các vùng) 

Hình 2 là vị trí đoạn tương đồng của vùng ITS (mẫu thu thập tại Thái Nguyên và loài F. 

hirta). Kết quả trên hình cũng cho thấy, có 20 vị trí sai khác, sự sai khác xảy ra trên 3 vùng: vùng 

ITS1 (có 11 vị trí, chiếm 5,34% sự sai khác), vùng 5,8S (có 5 vị trí, chiếm 3,05% sự sai khác), 

vùng ITS2 (có 3 vị trí, chiếm 1,27% sự sai khác). Các vị trí sai khác cụ thể gồm (1) vùng ITS1: vị 

trí 148 (T -> C), vị trí 149 (A -> G), vị trí 162 (T -> G), vị trí 202 (T -> C), vị trí 205 (G -> C), vị 

trí 208 (T -> C), vị trí 228 (A -> G), vị trí 247 (A -> G), vị trí 252 (A -> C), vị trí 294 (C -> A), vị 
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trí 336 (T -> C); (2) vùng 5,8S gồm: vị trí 379 (T -> A), vị trí 380 (T -> C), vị trí 386 (A -> G), vị 

trí 419 (T -> C), vị trí 476 (T -> C); (3) vùng ITS2: ở vị trí 530 (G -> C), vị trí 560 (C -> G), vị trí 

633 (T -> C). 

Từ kết quả so sánh trình tự nucleotide của vùng ITS phân lập từ loài F. simplicissima thu tại 

Thái Nguyên với loài F. hista trên GenBank, cấu trúc vùng ITS của loài Vú bò (F. simplicissima) 

có thể biểu diễn bằng sơ đồ ở hình 3.  

 
Hình 3. Sơ đồ cấu trúc của vùng ITS phân lập từ loài Vú bò (F. simplicissima L.) 

Nghiên cứu cũng cho thấy vùng ITS1 là vùng có thay đổi nhiều hơn so với hai vùng còn lại 

trên cây Vú bò (F. simplicissima). Kết quả này có nét tương tự như nghiên cứu của Mullineux T. 

và cộng sự (2009) và R. Henrik Nilsson và cộng sự (2008) khi sử dụng độc lập các tiểu phần 

ITS1 và ITS2 để xác định các loài trong nhiều dòng nấm và các tác giả cho rằng ITS1 thay đổi 

nhiều hơn ITS2 [11], [12]. 

Mười sáu trình tự ITS có tổng điểm, tỷ lệ bao phủ và mức độ tương đồng cao khi so sánh làm 

căn cứ để lựa chọn thiết lập sơ đồ mô tả sự tiến hóa phân tử giữa các loài thuộc chi Ficus. Thông 

tin của 16 trình tự được lựa chọn để nghiên cứu trình bày ở bảng 2. 

Bảng 2. Kết quả phân tích BLAST Nucleotide với trình tự gene ITS mẫu cây Vú bò  

STT Mã số gene Loài 

Tổng điểm 

(Total 

score) 

Độ che phủ 

(Quary 

cover) 

Độ tương 

đồng (Per. 

Ident) 

Kích 

thước 

(bp) 

Tham 

khảo 

1 AY730127.1 F. hirta 1345 96 97,46% 788 [16] 

2 EU091646.1 F. glandulifera 1306 97 96,35% 793 [17] 

3 AY730126.1 F. chartacea 1253 93 95,96% 767 [18] 

4 AY730132.1 F. gul 1219 97 94,38% 794 [19] 

5 EU091659.1 F. ampelas 1214 97 94,26% 794 [20] 

6 EU091639.1 F. henryi 1208 97 94,33% 787 [21] 

7 EU091643.1 F. endopermifolia 1195 88 96,80% 714 [22] 

8 AY730122.1 F. ischnopoda 1195 96 94,18% 783 [23] 

9 EU091660.1 F. aspera 1192 96 93,95% 786 [24] 

10 AY730060.1 F. cordata 1192 97 93,84% 791 [25] 

11 EU091657.1 F. sarawakensis 1190 97 93,84% 788 [26] 

12 EU091677.1 F. subulata 1188 97 93,62% 799 [27] 

13 AY730119.1 F. pachystemon 1186 96 93,92% 783 [28] 

14 AY730131.1 F. coronata 1179 96 93,70% 787 [29] 

15 AY730124.1 F. oleifolia 1179 97 93,70% 786 [30] 

16 EU091572.1 F. vasculosa 1177 97 93,60% 789 [31] 

Qua bảng 2 cho thấy, 16 trình tự có tổng điểm từ 1177 đến 1345, kích thước từ 714 bp đến 
799 bp, tỷ lệ bao phủ từ 88% đến 97% và có độ tương đồng từ 93,60% đến 97,46%. Mười sáu 
trình tự thuộc 16 loài khác biệt trong chi Ficus, các loài đó là: F. hirta, F. glandulifera, F. 
chartacea, F. gul, F. ampelas, F. henryi, F. endopermifolia, F. ischnopoda, F. aspera, F. 
cordata, F. sarawakensis, F. subulata, F. pachystemon, F. coronata, F. oleifolia, và F. vasculosa. 

Trình tự nucleotide của vùng ITS của cây Vú bò (F. simplicissima L.) tiếp tục được sử dụng 
để thiết lập sơ đồ mô tả sự tiến hóa phân tử bằng phương pháp Maximum Likelihood theo mô 
hình Tamura và Nei (1993) [9], trong MEGAX [32]. Cây đồng thuận bootstrap được suy ra từ 
1000 lần lặp lại và dùng để biểu thị lịch sử tiến hóa của các đơn vị phân loại được phân tích. Tỷ 
lệ được hiển thị bên cạnh các nhánh là các đơn vị phân loại liên quan được nhóm lại với nhau 
trong thử nghiệm bootstrap (1000 lần lặp lại) [33].  
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Hình 4. Sơ đồ hình cây mô tả mối quan hệ của các mẫu trong chi Ficus dựa trên trình tự vùng ITS 

Hình 4 là kết quả phân tích liên quan đến 17 trình tự nucleotide của vùng ITS với tổng cộng 

683 vị trí trong bộ dữ liệu cuối cùng. Các phân tích tiến hóa đã được tiến hành trong MEGA X 

[32]. Kết quả nghiên cứu cho thấy cây phát sinh tách thành 2 nhóm lớn: nhóm I gồm 16 trình tự 

và nhóm II chỉ có 1 trình tự mang mã số EU091660.1 (F. aspera).  

Vùng ITS của F. aspera có kích thước 786 bp, có cấu trúc gồm 5 đoạn giống như vùng ITS  

của mẫu có mã số AY730127.1 (F. hirta). Tuy nhiên, có sự khác về vị trí và số lượng của các 

nucleotide trong các đoạn, cụ thể gồm: đoạn mã hóa gen 18S kích thước 125 bp (từ vị trí 1-125), 

đoạn ITS1 có 212 bp (từ vị trí 126 đến 337), đoạn mã hóa gen 5,8S có 166 bp (từ vị trí 335 đến 

500), đoạn ITS2 có 232 bp (từ vị trí 501 đến 732), đoạn mã hóa gene 28S có 53 bp (từ vị trí 733 

đến 786) [16]. Kết quả nghiên cứu tiếp tục khẳng định sự vừa bảo thủ và vừa khác biệt về vùng 

ITS của chi Ficus. 

Kết quả trên sơ đồ hình 4 cũng cho thấy, F. simplicissima có quan hệ gần với 2 loài có mã số 

AY730127.1 (F. hirta) và EU091643.1 (F. endospermifolia). Tuy nhiên, trong nhóm số thử 

nghiệm bootstrap nhỏ, đạt 52%. Vì vậy, kết quả nghiên cứu này là căn cứ để chúng tôi đề xuất 

vùng gene ITS là ứng cử viên tiềm năng có thể sử dụng để phân biệt các loài thuộc chi Ficus. 

4. Kết luận 

Trình tự gene ITS của Vú bò (F. simplicissima Lour.) thu thập tại Thái Nguyên có kích thước 

814 nucleotide, tương đồng đến 97,46% với loài F. hirta. Xây dựng cây phát sinh chủng loại dựa 

vào trình tự ITS bằng phần mềm MEGAX cho thấy loài Vú bò (F. simplicissima Lour). có quan 

hệ gần gũi với 2 loài gồm: F. hirta và F. endospermifolia, số thử nghiệm bootstrap là 52. Vùng 

gene ITS được đề xuất là ứng cử viên tiềm năng để phân biệt các loài thuộc chi Ficus. 
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