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TÓM TẮT 
Phương pháp phân loại học phân tử được xây dựng dựa trên sự nhận biết các gen đặc hữu của các 

taxon sinh vật và các kỹ thuật dựa trên phân tích DNA là phương pháp có hiệu quả cao trong việc 

định loại và giám định loài. Hiện nay, trình tự vùng ITS của nhân tế bào được xem là một chỉ thị 

phân tử hữu ích để đánh giá sự phát sinh và mối quan hệ di truyền của các loài thực vật bậc cao. 

Bài báo này trình bày kết quả sử dụng trình tự vùng ITS để định loại mẫu cây Bảy lá một hoa thu 

thập tại Lào Cai. Vùng ITS phân lập từ cây Bảy lá một hoa thu thập tại Sapa, Lào Cai có kích 

thước 676 bp và cây Bảy lá một hoa ở Lào Cai có quan hệ gần nhất với loài Paris vietnamensis, 

với độ tương đồng đạt 99%. Mẫu cây Bảy lá một hoa thu tại Sapa, Lào Cai thuộc loài Paris 

vietnamensis. 

Từ khóa: chỉ thị DNA, giám định loài, Paris, Paris vietnamensis, vùng ITS 

 

MỞ ĐẦU
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Phân loại học truyền thống sử dụng chủ yếu 

dựa vào đặc điểm hình thái, đặc biệt là hình 

thái cơ quan sinh sản, vì cơ quan này ít biến 

đổi hơn so với cơ quan sinh dưỡng khi điều 

kiện môi trường thay đổi. Những thực vật 

càng gần nhau càng có nhiều đặc điểm chung 

về hình thái. Do vậy, phương pháp phân loại 

này hiện nay vẫn được sử dụng phổ biến. Tuy 

nhiên, các tính trạng hình thái thường biến đổi 

rất phức tạp, nên đôi khi việc xác định sự 

tương đồng gặp nhiều khó khăn. Trong 

trường hợp các mẫu vật cần giám định không 

còn nguyên vẹn, biến dạng thì việc định loại 

càng khó khăn hơn. Mặt khác, trong phân loại 

các loài dược liệu quý hiếm bằng phương 

pháp truyền thống còn gặp nhiều khó khăn 

khi trong tự nhiên tồn tại nhiều dạng trung 

gian của các loài thực vật dẫn đến việc dễ gây 

nhầm lẫn. 

Sự ra đời của kỹ thuật giải trình tự DNA đã 

mở ra một hướng ứng dụng to lớn cho phân 

loại học phân tử. Phân loại học phân tử dựa 

trên nguyên lý mỗi sinh vật sống đều mang 

các phân tử DNA, các sinh vật có quan hệ họ 

hàng gần gũi thì có mức độ tương đồng cao 

trong cấu trúc phân tử DNA, ngược lại những 

sinh vật có quan hệ xa nhau sẽ có những đặc 
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điểm cấu trúc khác biệt. Dựa vào mức độ đột 

biến của những đoạn DNA bảo thủ trong phân 

tử DNA mà có thể xây dựng được cây phát 

sinh và xác định được khoảng cách di truyền 

của các đối tượng nghiên cứu. Do lợi thế 

trong nghiên cứu biến đổi tiến hoá nhỏ nên dữ 

liệu phân tử có giá trị cao trong phân tích 

quan hệ phát sinh chủng loại giữa các taxon ở 

bậc phân loại thấp cũng như đa dạng di truyền 

quần thể [4]. 

Cây Bảy lá một hoa là thảo dược quý được sử 

dụng để chữa bệnh. Nhu cầu về nguồn dược 

liệu này rất lớn [1]. Khai thác nguồn gen cây 

Bảy lá một hoa không có kế hoạch cùng với 

sự hủy hoại môi trường sống làm giảm 

nghiêm trọng số lượng cá thể của quần thể 

trong tự nhiên. Bảy lá một hoa đã được đưa 

vào Sách Đỏ Việt Nam từ năm 1996 ở cấp 

đánh giá ở mức hiếm (Bậc R), cần có biện 

pháp khai thác hợp lí nguồn thuốc, đồng thời 

đưa vào trồng để bảo vệ nguồn gen [2].  

Vùng Internal trancribed spacer (ITS) là một 

đoạn đệm nằm giữa gen mã hóa RNA tiểu 

phần nhỏ và RNA tiểu phần lớn của ribosome 

(rRNA). Trình tự vùng ITS có chứa các cấu 

trúc lặp ngắn, có mức độ biến đổi ngoại loài 

cao, nhưng lại có tính bảo thủ rất cao trong 

cùng một loài, vì vậy sử dụng kỹ thuật so 

sánh trình tự ITS được sử dụng khá rộng rãi 

và hiệu quả trong phân loại sinh vật [3], [5], 
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[7,], [8], [9]...  đó là lý do vùng ITS được lựa 

chọn để định loại mẫu cây Bảy lá một hoa thu 

thập tại Lào Cai. 

V T L ỆU V  PH  NG PH P 

Mẫu cây Bảy lá một hoa thu thập tại Sa Pa 

(ký hiệu là LC7) được sử dụng làm vật liệu 

nghiên cứu (Hình 1A). Tách chiết DNA tổng 

số từ lá cây Bảy lá một hoa  theo phương 

pháp của Doyle và cs [6]. DNA tổng số sau 

khi tách chiết được điện di kiểm tra trên gel 

agarose 1%, trong đệm TAE 1X, ở hiệu điện 

thế 90 V. Nồng độ và độ tinh sạch của DNA 

tổng số được kiểm tra qua phương pháp đo 

quang phổ hấp phụ ở bước sóng 260 nm và 

280 nm.  

Nhân bản vùng ITS từ DNA tổng số bằng kỹ 

thuật PCR với cặp mồi ITS-12F/ITS-12R 

(Bảng 1). 

Bảng 1. Thông tin về cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu  

Tên mồi 

 

T  nh    mồi 

 

Nhiệ  độ 

gắn mồi 

Kích  hước 

d  kiến 

ITS-12F 5’-ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG-3’ 
56

o 
C Gần 700 bp ITS-12R  5’-TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC-3’ 

Thành phần phản ứng PCR gồm master mix (2X) – 12,5 μl, mồi xuôi (10 pmol/μl) - 0,5 μl, mồi 

ngược (10 pmol/μl) - 0,5 μl, DNA khuôn (10 ng/μl)- 1 μl, H2O – 9,5 μl và tổng thể tích phản ứng 

là 25 μl. Chu trình nhiệt của phản ứng: 94 
o
C/  phút  lặp lại 35 chu kì với (94 

o
C/30 giây, 56 

o
C/30 giây, 72 

o
C/45 giây); 72 

o
C/10 phút và giữ ở   

o
C. 

Trình tự nucleotide của vùng ITS được xác định bằng máy giải trình tự AB  PR SM® 3100 

Avant Genetic Analyzer, sử dụng bộ Kit Gen JET PCR Purification của hãng Thermo Scientific. 

Trình tự nucleotid của vùng ITS được phân tích và xây dựng cây phát sinh chủng loại bằng các 

phần mềm BLAST, BioEdit và DNAstar. 

K T  U  V  TH O LU N 

Kế  quả  ách chiế  và khuếch đại    nh    nucleo ide của vùng ITS từ cây Bảy lá mộ  hoa 

DNA tổng số tách chiết từ cây Bảy lá một hoa được kiểm tra chất lượng bằng phương pháp điện 

di và đo quang phổ hấp phụ. Kết quả cho thấy DNA thu được đảm bảo chất lượng cho các phân 

tích tiếp theo.  

Sử dụng kỹ thuật PCR với cặp mồi ITS-12F/ITS-12R khuếch đại vùng ITS, nhiệt độ bắt cặp mồi 

đặc hiệu ở 56
o 
C. Kết quả điện di kiểm tra sản phẩm PCR được thể hiện trên hình 1C cho thấy 

băng DNA đặc hiệu có kích thước đúng như tính toán lý thuyết, gần 700 bp (Hình 1). 



750 bp

500 bp


M       LC7

 
Hình 1. Hình ảnh cây Bảy lá một hoa (A), kết quả điện di DNA tổng số (B) và sản phẩm PCR nhân bản vùng  

ITS của mẫu lá Bảy lá một hoa (C). M: thang DNA 1kb; LC7: mẫu Bảy lá một hoa thu tại Sa Pa, Lào Cai 

Kế  quả xác định    nh    nucleo ide vùng ITS của cây Bảy lá mộ  hoa LC7  
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Trình tự nucleotide của vùng ITS được xác định trực tiếp từ sản phẩm PCR không qua giai đoạn 

tạo dòng phân tử. Sử dụng trình tự của các loài thuộc chi Paris: Paris vietnamensis, Paris axialis, 

Paris forrestii, Paris dunniana, Paris undulate có mã số trên GenBank lần lượt là LT853587, 

KX1 6562, D  86020, D  8601 , AY192533 để so sánh với trình tự của mẫu LC7. Kết quả 

phân tích được trình bày trong hình 2. 

 

Hình 2. Kết quả giải trình tự nucleotide của vùng ITS và so sánh với một số trình tự được công bố  

trên GenBank  
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Kết quả cho thấy trình tự nucleotide của vùng ITS phân lập được từ mẫu Bảy lá một hoa LC7 có 

kích thước 676 bp (như trên hình 2). Dựa trên trình tự nucleotide của vùng ITS, bằng phần mềm 

DNAstar, bảng ma trận về hệ số tương đồng di truyền và hệ số phân ly được thiết lập (Bảng 2). 

Bảng 2. Độ tương đồng và phân ly về trình tự nucleotide của vùng ITS phân lập từ mẫu LC7 và các trình 

tự ITS công bố trên GenBank 

 

Hệ số tương đồng về trình tự nucleotide của vùng ITS ở mẫu LC7 và các trình tự gen đã công bố 

trên GenBank dao động từ 91,3% đến 99,0%  hệ số phân ly dao động từ 0,8% đến 9,2%. Như 

vậy, trình tự nucleotide vùng  TS của mẫu LC7 có độ tương đồng với các trình tự vùng ITS của 

Paris vietnamensis là 99,0%, với Paris axialis là 93,5%, với Paris undulata là 93,5%.  Mối quan 

hệ di truyền về trình tự nucleotide của vùng ITS thể hiện trên sơ đồ hình cây (hình 3). 

 
H nh 3. Sơ đồ hình cây được xây dựng dựa trên trình tự nucleotide của vùng  ITS phân lập từ mẫu Bảy lá 

một hoa LC7 và các trình tự trên GenBank 

Kết quả xây dựng cây phân loại cho thấy, các 

mẫu so sánh được phân thành hai nhánh lớn. 

Nhánh thứ nhất gồm bốn giống Paris 

dunniana, Paris undulate, Paris axialis, Paris 

forrestii. Nhánh thứ hai gồm hai giống LC7 

và Paris vietnamensis. Khoảng cách giữa hai 

nhánh chính là  ,2 %. Như vậy, LC7 thu tại 

Sapa, Lào Cai có quan hệ di truyền gần nhất 

và cùng loài với Paris vietnamensis.   

K T LU N 

Vùng ITS của mẫu Bảy lá một hoa LC7 thu 

tại Lào Cai đã được khuếch đại thành công có 

kích thước 676 bp. Dựa trên trình tự 

nucleotide của vùng ITS, mẫu Bảy lá một hoa 

LC7 có mối quan hệ gần nhất với loài Paris 

vietnamensis, hệ số tương đồng là 99%. Mẫu 

Bảy lá một hoa LC7 thu tai Sapa, Lào Cai 

thuộc loài Paris vietnamensis. 
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SUMMARY 

THE CHARACTERISTICS OF ITS GENE REGION ISOLATED  

FROM PARIS PLANTS  
 

Vu Thi Thu Thuy
*
, Ta Thi Thu Thuong, Chu Hoang Mau 

University of Education - TNU 

 
Methodology molecular classification is established based on the identification of the endemic 

genes of the taxon and techniques based on DNA analysis method is highly effective in the 

classification and identification of the species. Currently, the ITS region of the genome is 

considered to be a useful molecular marker for assessing the emergence and genetic relationships 

of higher plant species. This article presents the results of the use of nucleotide sequences of the 

ITS region to identify the Paris sample collected in Lao Cai. The ITS region from the Paris LC7 

collected in Sapa, Lao Cai successfully amplified and is 676 bp in length and the Paris plants in 

Lao Cai is closely related to Paris vietnamensis, with a similarity of 99%. Sample Paris LC7 

collected in Sapa, Lao Cai is Paris vietnamensis species.  

Keywords: DNA marker , ITS region, Paris,  Paris vietnamensis, species identification 
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