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TÓM TẮT 

Trong củ tam thất (Panax notoginseng) có chứa các hợp chất saponin thuộc nhóm ginsenoside nên được 

sử dụng để phòng trị nhiều loại bệnh ở người, bao gồm cả những bệnh nan y như ung thư. Hiện nay, bột củ tam 

thất bắc đang bị trộn lẫn với bột củ của một số loài tam thất khác như tam thất khương (Stahlianthus involucratus) 

để giảm giá thành và tăng lợi nhuận. Trong nghiên cứu này, 12 mẫu bột tam thất bắc, bao gồm 11 mẫu xác thực, 

1 mẫu đối chứng dương được xác thực dựa vào kỹ thuật PCR sử dụng cặp mồi atpHF và atpIR để nhân bản đoạn 

bảo thủ không mã hóa (CNS) giữa gen lạp thể atpH và atpI của 2 loài. Kết quả nhân bản bằng PCR, khẳng định 

bằng phân tích chủng loại và mức tương đồng về trình tự DNA của sản phẩm PCR cho thấy đoạn CNS dài 1222bp 

là chỉ thị đặc hiệu cho tam thất bắc và đoạn 1345bp cho tam thất khương. Trên cây chủng loại, đa hình trình tự 

DNA đoạn 1222bp nhóm trình tự của 11 mẫu bột tam thất bắc xác thực với mẫu đối chứng dương và trình tự tham 

chiếu của tam thất bắc thành 1 nhánh với khoảng cách di truyền thấp (51-65%), các trình tự này cách xa các trình 

tự tham chiếu của các loài khác trong chi sâm tới 77%. Trong khi đoạn 1345bp nhóm trình tự của 4 mẫu xác thực 

và trình tự tham chiếu của tam thất khương thành 1 nhánh khác với khoảng cách di truyền 35-57%. Giữa 2 nhánh 

có khoảng cách di truyền tới 99%. Mức tương đồng về trình tự DNA đoạn 1222bp giữa 11 mẫu xác thực, mẫu đối 

chứng dương và mẫu tham chiếu của tam thất bắc cao tới 99,8-100% và mức tương đồng đoạn 1345bp của 4 mẫu  

xác thực và mẫu tham chiếu tới 99,9-100%. Như vậy, đa hình chiều dài sản phẩm PCR của đoạn CNS giữa gen 

atpH và atpI là chỉ thị để xác thực 11 mẫu bột tam thất bắc. Trên agarose gel, 7 mẫu chỉ có 1 sản phẩm PCR dài 

1222bp là các mẫu bột tam thất bắc không bị trộn, trong khi 4 mẫu có 2 vạch 1222bp và 1345bp là mẫu bị trộn 

với bột tam thất khương. 

Từ khóa: Xác thực, bột tam thất bắc, bột tam thất khương, PCR, trình tự bảo thủ không mã hóa, gen lạp 

thể atpH và atpI 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Tam thất bắc  (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) thuộc chi sâm (Panax L.) trong 

họ Ngũ gia bì (Araliaceae). Củ tam thất bắc là dược thảo để phòng trị nhiều loại bệnh ở người, 

bao gồm cả những bệnh nan y (Đỗ Huy Bích và CS., 2004; Đỗ Tất Lợi, 2004). Trong củ tam 

thất có chứa các hợp chất saponin thuộc nhóm ginsenoside như Rc, Rd, Re, Rb1 và Rg1… 

(Dong et al., 2003; Lei et al., 2007). Sau khi thu hoạch củ tam thất bắc chủ yếu được sấy khô, 

xay thành bột và sử dụng theo một số bài thuốc cổ truyền để phòng trị các bệnh ung thư, đông 

máu, tiểu đường… (Đỗ Tất Lợi, 2004; Kar-Wah & Alice, 2010; Rosette et al., 2014). Mỗi năm 

hàng trăm tấn củ và bột tam thất bắc được sản xuất và xuất khẩu từ các tỉnh phía nam Trung 

Quốc sang nhiều nước trên thế giới, trong đó có Việt Nam. Theo một số nhà chế biến và kinh 

doanh tam thất bắc, do giá trị y học và thương mại cao, bột từ củ tam thất bắc đang bị trộn lẫn 

với bột của một số loài tam thất khác như tam thất khương thuộc chi Stahlianthus để giảm giá 

thành và thu lợi nhuận cao. Nhiều loài tam thất khương cũng đang được trồng với diện tích lớn 

để thu hoạch củ, sơ chế thành bột và thương mại ở nhiều tỉnh miền núi phía bắc của Việt Nam, 

phía nam của Trung Quốc, phía bắc Lào, phía bắc Thái Lan… Củ cuar nhiều loài tam thất 

khương cũng là dược thảo nhưng không chứa các hợp chất saponin (Li et al., 2015; Nguyen et 

al., 2020) nên giá trị thương mại thấp. Bằng mắt thường, người tiêu dùng không thể phân biệt 

được bột tam thất bắc bị pha trộn với bột tam thất khương. Vì vậy, việc áp dụng các chỉ thị, 
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trong đó có chỉ thị DNA là một trong những giải pháp để xác thực sản phẩm bột tam thất bắc 

nhằm bảo vệ quyền lợi người tiêu dùng.  

Đến nay đã có nhiều công bố áp dụng các chỉ thị hóa học là hàm lượng hoặc thành phần 

đặc thù một số chất thuộc nhóm saponin có trong sản phẩm của nhiều loài thuộc chi Panax, 

trong đó có tam thất bắc (Wang et al., 2009; Yang et al., 2016). Tuy nhiên, bên cạnh các yêu 

cầu về thiết bị và hóa chất đắt tiền, đòi hỏi lượng mẫu lớn cũng là hạn chế để áp dụng chỉ thị 

trên. Vì vậy chỉ thị DNA có thể là công cụ để khắc phục hạn chế của các chỉ thị hóa học vì cần 

lượng mẫu ít và có thể áp dụng ở nhiều phòng thử nghiệm có năng lực thử nghiệm trung bình 

ở nhiều vùng trong cả nước. Trong hệ gen thực vật, một số vùng gen trên hệ gen lạp thể đã và 

đang được được áp dụng hiệu quả như những chỉ thị để xác thực nhiều loại dược thảo. Đa hinh 

chiều dài và đa hình trình tự DNA trên vùng không mã hóa protein (intron) của gen atpF là chỉ 

thị để phân biệt các lát củ hà thủ ô đỏ bị trộn với củ nâu sấy khô (Cao et al., 2018; Raman et 

al., 2019; Nguyễn Tường Vân và CS., 2020a). Ngoài ra, trong hệ gen lạp thể còn chứa các trình 

tự bảo thủ không mã hóa protein (conserved noncoding sequences, CNSs) nối giữa 2 gen khác 

nhau (Li et al., 2020). Các trình tự này đã được chứng mình có đa hình chiều dài và trình tự 

đặc thù cho từng loài (Turco et al., 2013; Hettiarachchi et al., 2014) nên có thể sử dụng như 

những chỉ thị DNA để định loài thực vật (Li et al., 2020). Gần đây, toàn bộ hệ gen lạp thể của 

loài tam thất bắc, P. notoginseng  (Wang et al., 2019) và loài tam thất khương, Stahlianthus 

involucratus (Li et al., 2019) đã được giải trình tự DNA, phân tích và công bố trên Ngân hàng 

gen, làm cơ sở để xác định các chỉ thị phân biệt sản phẩm của tam thất bắc và tam thất khương. 

Trong hệ gen lạp thể của 2 loài, giữa vùng gen atpH và atpI (atpH-I) đều có CNSs. Kết quả 

phân tích cho thấy CNSs giữa 2 vùng gen của loài S. involucratus và P. notoginseng có đa hình 

chiều dài tới 123bp (Wang et al., 2019; Li et al., 2019), nên có thể là những chỉ thị sử dụng kỹ 

thuật PCR để phân biệt bột tam thất bắc nếu bị trộn lẫn với bột của tam thất khương.  

Trong nghiên cứu này, các mẫu bột tam thất bắc thành phẩm do khách hàng cung cấp 

được xác thực dựa vào 1) phân tích đa hình chiều dài sản phẩm PCR của các đoạn CNS giữa 2 

vùng gen atpH-I của 2 loài; 2) khẳng định sản phẩm PCR là chỉ thị để xác thực các mẫu bột 

tam thất bắc không bị pha trộn và các mẫu bị pha trộn với tam thất khương dựa vào phân tích 

chủng loại và mức tương đồng về trình tự DNA của các CNS giữa 2 vùng gen của 2 loài. 

Nghiên cứu lần đầu tiên được công bố để xác thực bột tam thất bắc thành phẩm đang lưu hành 

trên thị trường nước ta. Nghiên cứu nhằm đưa ra công cụ để kiểm soát gian lận thương mại 

trong sản xuất và tiêu thụ dược thảo, trong đó có bột tam thất bắc, sản phẩm “kim bất hoán” có 

giá trị y học cao ở Việt Nam. 

2. NGUYÊN VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP  

2.1. Nguyên vật liệu 

Mười hai mẫu bột tam thất bắc (khoảng 60 gam/mẫu) do khách hàng cung cấp, bao gồm 

11 mẫu yêu cầu xác thực (S1-S11) và 01 mẫu tam thất bắc đối chứng dương (S0). Mỗi mẫu 

được chia thành 3 phần để thử nghiệm, để khách hàng lưu và để lưu tại phòng thử nghiệm. Cặp 

mồi nhân atpHF và atpIR được thiết kế chung cho cả 2 chi Panax và Stahlianthus trên phần 

mềm DNAMAN4.15 (Lynnon BioSoft). Mồi atpHF (5’- GCCAATCCAG CAGCAATAAC 

GG-3’) và mồi atpIR (5’- CGCGGCTTAT ATAGGTGAAT CC-3’) lần lượt được thiết kế trên 

trình tự DNA ở đầu 3’ vùng mã hóa (exon) của gen atpH và đầu 5’ vùng exon của gen atpI để 

nhân bản đoạn CNS giữa 2 gen. Các mồi nhân được đặt mua và sử dụng theo hướng dẫn của 

Sigma® PCR Primers Set.  Ký hiệu các trình tự theo mẫu, danh sách và mã truy cập các vùng 

từ đầu 3’ của gen atpH đến đầu 5’ của gen atpI tham chiếu trên ngân hàng gen của một số loài 

thuộc hai chi Panax và Stahlianthus được thể hiện ở Hình 2. 

2.2. Phương pháp  
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DNA tổng số của các mẫu được tách theo hướng dẫn của Qiagen Dneasy plant extraction 

Kit. Đoạn CNS giữa gen atpH và atpI của tam thất bắc dài khoảng 1220bp và tam thất khương 

khoảng 1350bp, được nhân bản bằng kit PCR của hãng Fermentas (Đức) giữa DNA tổng số 

của các mẫu và cặp mồi nhân atpHF- atpIR. Chu trình PCR gồm 1 chu kỳ biến tính ban đầu 

96oC trong 2 phút, tiếp tục 30 chu kỳ: 95oC -0,5 phút, 54oC -1 phút, 72oC – 1 phút; chu kỳ cuối 

72oC – 10 phút. Sản phẩm PCR được chạy trên agaroza gel 1%, nhuộm bằng ethidium Bromide, 

quan sát bằng tia UV. Chỉ thị xác thực bột tam thất được xác định bằng chiều dài sản phẩm 

PCR giữa các mẫu xác thực sau khi so sánh với mẫu đối chứng dương và thang DNA chuẩn 

(GeneRulerTM 1kb DNA Ladder). Trên agarose gel, các mẫu có 1 sản phẩm PCR dài 1220bp 

là các mẫu tam thất bắc không bị pha trộn và mẫu có cả vạch 1220bp và 1345bp là mẫu bột bị 

trộn giữa tam thất bắc và tam thất khương.  

Để khẳng định các chỉ thị trên đặc trưng cho tam thất bắc và tam thất khương, các sản 

phẩm PCR chỉ thị được giải trình tự, phân tích chủng loại và so sánh mức tương đồng về trình 

tự DNA với cùng đoạn tham chiếu của 2 loài. Cụ thể, các sản phẩm PCR của từng mẫu được 

tinh sạch, gắn vào vector, nhân dòng trong vi khuẩn, tách dòng và gửi sang Công ty Macrogen 

(Korea) để giải trình tự DNA hai chiều dựa vào cặp mồi M13 có sẵn trong trình tự của vector. 

Chủng loại của các loài thuộc chi Panax và Stahlianthus được phân tích theo phương pháp 

Neigbor Joining trên phần mềm Mega 3.1 với khoảng cách di truyền tin cậy giữa các mẫu dựa 

vào giá trị bootstrap (≥70%) trên cây chủng loại (Kumar et al., 2004). Mức tương đồng (99,5-

100%) về trình tự DNA trên đoạn đích CNS của các mẫu được so sánh với cùng đoạn của mẫu 

đối chứng dương và các trình tự tham chiếu trên Ngân hàng gen, sử dụng phần mềm 

DNAMAN4.15 (Lynnon BioSoft). 

3. KẾT QUẢ 

3.1. Xác định chỉ thị xác thực bột tam thất bắc dựa vào đa hình chiều dài sản phẩm 

PCR 

Kết quả PCR (Hình 1) cho thấy, sản phẩm PCR của 7 mẫu, bao gồm S1-S4, S6 và S9-10 

gồm 1 vạch với chiều dài sau khi giải trình tự là 1222bp tương đương với mẫu tam thất bắc đối 

chứng dương (S0). Trong khi, 4 mẫu S5, S7-S8 và S11 lại có sản phẩm PCR gồm 2 đoạn với 

chiều dài sau khi giải trình tự lần lượt là 1222bp và 1345bp. Như vậy, 7 mẫu  S1-S4, S6 và S9-

10 có thể là bột tam thất bắc không bị pha trộn và 4 mẫu S5, S7-S8 và S11 là bột tam thất bắc 

bị trộn với bột củ tam thất khương.  

 

 
 

Hình 1. Sản phẩm PCR giữa DNA tổng số của 12 mẫu bột tam thất với cặp mồi nhân 

atpHF và atpIR. S0: ký hiệu mẫu bột tam thất bắc không bị trộn làm đối chứng dương. S1-S11: 

ký hiệu các mẫu tam thất bắc yêu cầu xác thực; L: thước DNA chuẩn; N: đối chứng âm 
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Trên bản agarose gel có thể xác định được chỉ thị cho các mẫu bột tam thất bắc gồm một 

vạch với chiều dài sản phẩm PCR là 1222bp, tượng tự như mẫu tam thất bắc là đối chứng 

dương (S0). Trong khi, chỉ thị cho các mẫu bột tam thất bắc bị trộn với bột củ tam thất khương 

có sản phẩm PCR gồm 2 vạch với chiều dài là 1222bp và 1345bp. Như vậy, đoạn CNS giữa 2 

gen atpH và atpI (atpH-I) có chiều dài 1345bp có thể là chỉ thị của loài trong chi tam thất 

khương. 

3.2. Xác định chủng loại các mẫu dựa vào đa hình trình tự DNA của các sản phẩm 

PCR 

Sau khi giải trình tự, so sánh với cùng đoạn DNA tham khảo của các loài thuộc chi sâm 

(Panax) và thuộc chi tam thất khương (Stahlianthus) trên Ngân hàng gen, đoạn CNS ngắn giữa 

2 gen lạp thể atpH và atpI (atpH-I) của 12 mẫu (S0-S12) và đoạn CNS dài trong 4 mẫu (S5, 

S7-S8 và S11) có chiều dài lần lượt là 1222bp và 1345bp. Các đoạn atpH-I được ký hiệu theo 

tên mẫu từ S0_1222bp đến S11_1222bp và S5_1345bp, S7_1345bp, S8_1345bp và 

S11_1345bp. Đa hình trình tự DNA của đoạn atpH-I đã nhóm các mẫu tam thất bắc xác thực, 

mẫu đối chứng dương và các trình tự tham chiếu thành hai nhánh 1 và 2 trên cây chủng loại 

với khoảng cách di truyền tin cậy giữa hai nhánh là 99% (Hình 2). 

 

Hình 2. Cây phát sinh chủng loại được xây dựng bằng phương pháp Neighbor Joining 

dưa vào đa hình trình tự DNA các đoạn atpH-I có chiều dài 1222bp và 1345bp của 12 mẫu bột 

tam thất bắc và cùng đoạn tham chiếu trên Ngân hàng gen của một số loài thuộc chi Panax (P) 

và Stahlianthus (S). S1-S11: các mẫu bột tam thất bắc xác thực. S0: mẫu bột tam thất bắc là 

đối chứng dương. MK408955-MK262725: mã truy cập trên Ngân hàng gen. 

Ở nhánh 1, Các đoạn atpH-I có chiều dài 1222bp của các mẫu xác thực S1-S11 

(S1_1222bp đến S11_1222bp) cùng nhánh với mẫu tam thất bắc đối chứng dương S0 

(S0_1222bp), 01 trình tự tham chiếu của tam thất bắc P. notoginseng (có mã truy cập là 

MK408955) và của 5 loài khác cùng chi sâm (Panax) với khoảng cách di truyền 51-73%. Trong 

khi, ở nhánh 2, các đoạn atpH-I có chiều dài 1345bp của các mẫu S5, S7, S8 và S11 

(S5_1345bp, S7_1345bp, S8_1345bp và S11_1345bp) lại cùng nhánh với loài tam thất khương 

S. involucratus (có mã truy cập là MK262725) với khoảng cách di truyền 35-57%. Trong nhánh 

1, đa hình trình tự DNA của các đoạn atpH-I_1222bp của 11 mẫu bột tam thất bắc xác thực 

(S1-S11), mẫu tam thất bắc đối chứng dương (S0) và mẫu tham chiếu của loài tam thất bắc 
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trong cùng nhánh phụ 1.1 có khoảng cách di truyền tin cậy tới 73% với các mẫu tham chiếu 

trong nhánh phụ 1.2 của các loài khác trong chi AtpH-I, cho thấy 11 mẫu (S1-S11) đều có bột 

tam thất bắc. Tương tự, đa hình trình tự DNA của đoạn atpH-I_1345bp của 4 mẫu xác thực 

(S5, S7, S8 và S11) và mẫu tham chiếu của loài tam thất khương trong cùng nhánh 2 với khoảng 

cách di truyền thấp (35-57%)  cho thấy 4 mẫu S5, S7, S8 và S11 có cả bột tam thất vắc và tam 

thất khương. Như vậy, kết quả phân tích chủng loại phù hợp với kết quả PCR (Hình 1). Các 

đoạn atpH-I_1222bp có thể là chỉ thị để xác thực bột tam thất bắc P. notoginseng và đoạn 

atpH-I_1345bp đặc trưng cho bột tam thất khương thuộc chi Stahlianthus. Trong 11 mẫu xác 

thực, 7 mẫu  S1-S4, S6, S9-S10 là bột tam thất bắc không bị trộn và 4 mẫu bột tam thất bắc S5, 

S7, S8 và S11 bị trộn với bột tam thất khương. 

3.3. Phân tích mức tương đồng và sai khác di truyền dựa vào đa hình trình tự DNA 

của các sản phẩm PCR chỉ thị 

Kết quả phân tích mức tương đồng trình tự DNA và khoảng cách di truyền giữa các đoạn 

1222bp và 1345bp trên vùng gen atpH-I của các mẫu tam thất  bắc xác thực, mẫu tam thất bắc 

đối chứng dương, với cùng đoạn của mẫu tam thất bắc và tam thất khương tham chiếu được 

thể hiện ở Bảng 1. Trình tự DNA sản phẩm PCR có chiều dài 1222bp (S1_1222-S11_1222bp) 

của 11 mẫu tam thất bắc được xác thực (S1-S11) so sánh với cùng đoạn của mẫu tam thất bắc 

đối chứng dương (S0) và của trình tự tham chiếu của Panax notoginseng trên ngân hàng gen 

cho mức tương đồng cao từ 99,8-100% và sai khác di truyền thấp từ 0,000-0,002. Như vậy cả 

11 mẫu đều có bột tam thất bắc. Trong khi, sai khác di truyền thấp (0.000-0,001) và mức tương 

đồng cao (99,9-100%) khi so sánh trình tự sản phẩm PCR có chiều dài 1345bp (S5_1345bp, 

S7_1345 bp, S8_1345 bp, S11_1345 bp) của 4 mẫu xác thực (S5, S7, S8 và S11) với cùng đoạn 

tham chiếu của tam thất khương cho thấy 4 mẫu này có chứa bột của tam thất khương S. 

involucratus. Giữa các đoạn CNS dài 1222bp là chỉ thị cho tam thất bắc và 1345bp cho tam 

thất khương có mức tương đồng thấp (51,2-51,3%) và khoảng cách di truyền cao (0,487-0,488). 

Như vậy, kết quả phân tích mức tương đồng (Bảng 1) dựa vào đa hình trinh tự DNA đoạn CNS 

giữa 2 gen atpH và atpI lạp thể phù hợp với kết quả phân tích dựa vào đa hình chiều dài sản 

phẩm PCR (Hình 1) và phân tích chủng loại (Hình 2). Sản phẩm PCR trên CNS có chiều 

dài1222bp và 1345bp lần lượt là những chỉ thị đặc thù cho tam thất bắc và tam thất khương. 

Trong 11 mẫu xác thực, 7 mẫu chỉ có bột tam thất bắc (S1-S4, S6, S9-S10) với chỉ thị là sản 

phẩm PCR với 1 vạch có chiều dài 1222bp trên bản gel và 4 mẫu (S5, S7, S8 và S11) có lẫn cả 

bột tam thất bắc và tam thất khương với 2 vạch 1222bp và 1345bp trên bản gel (Hình 1). 

Bảng 1. Mức tương đồng trình tự DNA và khoảng cách di truyền giữa các đoạn 1222bp và 

1345bp trên vùng gen atpH-I của các mẫu bột tam thất  bắc xác thực với cùng đoạn của mẫu 

tam thất bắc đối chứng dương, tam thất bắc và tam thất khương tham chiếu. 
 

# 
Mẫu 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

 
Homo 

                  

1 Pn_MK408955   0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.000 0.488 0.488 0.488 0.488 0.488 

2 
S5_1222bp 100.0   0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.000 0.488 0.488 0.488 0.488 0.488 

3 
S0_1222bp 99.9 99.9   0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.001 0.488 0.488 0.488 0.488 0.489 

4 
S1_1222bp 99.9 99.9 99.8   0.000 0.000 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.001 0.488 0.488 0.488 0.488 0.488 

5 
S2_1222bp 99.9 99.9 99.8 100.0   0.000 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.001 0.488 0.488 0.488 0.488 0.488 

6 
S3_1222bp 99.9 99.9 99.8 100.0 100.0   0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.001 0.488 0.488 0.488 0.488 0.488 

7 
S4_1222bp 99.9 99.9 99.8 99.8 99.8 99.8   0.000 0.000 0.002 0.002 0.002 0.001 0.488 0.488 0.488 0.488 0.488 

8 
S6_1222bp 99.9 99.9 99.8 99.8 99.8 99.8 100.0   0.000 0.002 0.002 0.002 0.001 0.488 0.488 0.488 0.488 0.488 

9 
S10_1222bp 99.9 99.9 99.8 99.8 99.8 99.8 100.0 100.0   0.002 0.002 0.002 0.001 0.488 0.488 0.488 0.488 0.488 

10 
S7_1222bp 99.9 99.9 99.8 99.8 99.8 99.8 99.8 99.8 99.8   0.000 0.000 0.001 0.488 0.488 0.488 0.488 0.488 
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11 
S8_1222bp 99.9 99.9 99.8 99.8 99.8 99.8 99.8 99.8 99.8 100.0   0.000 0.001 0.488 0.488 0.488 0.488 0.488 

12 
S9_1222bp 99.9 99.9 99.8 99.8 99.8 99.8 99.8 99.8 99.8 100.0 100.0   0.001 0.487 0.487 0.487 0.487 0.487 

13 
S11_1222bp 100.0 100.0 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9   0.487 0.487 0.487 0.487 0.487 

14 
S5_1345bp 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.3 51.3 51.3 51.3   0.000 0.001 0.001 0.001 

15 
Si_MK262725 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.3 51.3 51.3 51.3 100.0   0.001 0.001 0.001 

16 
S7_1345bp 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.3 51.3 51.3 51.3 99.9 99.9   0.000 0.001 

17 
S11_1345bp 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.3 51.3 51.3 51.3 99.9 99.9 100.0   0.001 

18 
S8_1345bp 51.2 51.2 51.1 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 99.9 99.9 99.9 99.9   

 

Genetic 

distance 
                  

Chú thích: S0_1222bp, S1_1222bp – S11_1222bp: trình tự DNA các đoạn CNSs dài 

1222bp trong mẫu tam thất bắc đối chứng dương và  mẫu xác thực; S5_1345bp, S7_1345bp, 

S8_1345bp, S11_1345bp: trình tự DNA các đoạn CNSs dài 1345bp trong 04 mẫu xác thực; 

Pn: tam thất bắc, Panax notoginseng; Si: tam thất khương, Stahlianthus involucratus; 

MK408955, MK262725 mã truy cập trình tự DNA đoạn CNSs của Pn và Si trên Ngân hàng 

gen  

4. THẢO LUẬN 

4.1. Đa hình chiều dài của CNS giữa gen atpH và atpI là các chỉ thị để xác thực bột 

tam thất bắc 

Các trình tự bảo thủ không mã hóa (conserved noncoding sequences, CNS) giữa các gen 

trong hệ gen của thực vật đã được chứng mình có đa hình chiều dài và đa hình trình tự DNA 

đặc thù cho từng loài (Turco et al., 2013). Hettiarachchi et al., 2014) đã xác định được các CNS 

đặc thù làm cơ sở để định loại và phân tích chủng loại của trên 6000 loài thực vật. Gần đây, 

CNS còn được áp dụng hiệu quả như những chỉ thị đặc hiệu để phân biệt các loài thực vật có 

quan hệ gần nhau về di truyền (Li et al., 2020). Mức đa hình và tính bảo thủ cao của các CNS 

cũng được sử dụng để truy xuất nguồn gốc tổ tiên và mức độ tiến hóa làm cơ sở để chọn tạo 

giống của nhiều loài cây lương thực như lúa, kê, cao lương, ngô… (Turco et al., 2013). Đồng 

thười, CNS trong hệ gen lạp thể đã được áp dụng để xác thực một số loài và sản phẩm dược 

thảo có giá trị kinh tế cao và đang bị gian lận thương mại trên thị trường. Nguyễn Tường Vân 

và CS. (2020b) đã dựa vào đa hình trình tự DNA của CNS giữa các vùng gen trnC-rps16 và 

trnE-trnM để xác thực củ sâm Ngọc Linh (Panax vietnamensis)  khi bị trà trộn với củ của một 

số loài khác trong chi sâm. Tính đặc hiệu của chỉ thị CNS trong hệ gen lạp thể một lần nữa 

được khẳng định trong nghiên cứu này khi áp dụng để xác thực bột tam thất bắc bị pha trộn với 

bột tam thất khương. Với trên 120bp khác biệt về chiều dài sản phẩm PCR, đoạn CNS 1222bp 

và 1345bp giữa gen atpH và atpI lạp thể của tam thất bắc và tam thất khương lần lượt là các 

chỉ thị để nhận biết bột tam thất bắc không bị trộn hoặc bị trộn với tam thất khương (Hình 1). 

Đồng thời, các chỉ thị này đã được khằng định bằng kết quả phân tích chủng loại (Hình 2) và 

mức tương đồng (Bảng 1) dựa vào đa hình trình tự DNA đoạn CNS giữa gen atpH và atpI của 

chúng. 

4.2. Những ưu điểm và hạn chế của các chỉ thị CNS để xác thực bột tam thất bắc 
Áp dụng chỉ thị phân tử DNA để định danh loài có độ chính xác cao, tốn ít  thời gian, chi 

phí thấp, lượng mẫu nhỏ và từ hầu hết các bộ phận của nền mẫu (Teama, 2018). Trong đó, 

lượng mẫu nhỏ là đặc biệt quan trọng đối với những nền mẫu có giá trị thương mại cao như 

sâm Ngọc Linh (Nguyễn Tường Vân et al., 2020b). Xác nhận nền mẫu có thể dựa vào đa hình 

trình tự DNA hoặc đa hình chiều dài sản phẩm PCR, trong đó xác nhận nền mẫu dựa vào đa 

hình chiều dài sản phẩm PCR có ưu điểm cao hơn. Các phòng thử nghiệm đủ năng lực chỉ cần 

áp dụng các bước ở phần Phương pháp trong nghiên cứu này để nhân bản DNA tổng số của 

các mẫu với cặp mồi atpHF và atpIR là có thể xác nhận được sản phẩm của mình có bị pha trộn 
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hay không. Sau khi chạy sản phẩm PCR trên bản gel, các mẫu chỉ có 1 vạch 1222 bp là các 

mẫu bột tam thất bắc không bị trộn, trong khi các mẫu có 2 vạch 1222bp và 1345bp là các mẫu 

bột tam thất bắc bị trộn với bột tam thất khương.  

Bên cạnh những ưu điểm, các chỉ thị DNA nói chung, trong đó có chỉ thị CNS, cũng có 

một số hạn chế. Yêu cầu về trình tự DNA của các vùng gen tham chiếu cho các các nền mẫu 

trên ngân hàng gen là hạn chế lớn nhất khi áp dụng loại chỉ thị này. Đoạn DNA liên quan tham 

chiếu sẵn có trên Ngân hàng gen là cơ sở để thiết kế các cặp mồi nhân, để xác định chủng loại 

cũng như để so sánh mức tương đồng của các sản phẩm PCR chỉ thị. Trong nghiên cứu này, 

trình tự DNA đoạn CNS giữa atpH và atpI để tham chiếu cho các loài thuộc chi tam thất khương 

chỉ tìm thấy 1 trình tự đoạn CNS của loài S. involucratus với mã đăng nhập là MK262725 trên 

ngân hàng gen nên khó có thể kết luận chính xác bột tam thất khương của loài nào trong chi 

Stahlianthus. Ngoài ra, chỉ có vai trò định tính để xác thực bột tam thất bắc có bị pha trộn hay 

không cũng là một hạn chế của loại chỉ thị này. Thực tế, trên thị trường củ tam thất bắc còn bị 

tách chiết hầu hết các hợp chất saponin sau đó sấy khô và nghiền cùng với củ tam thất bắc 

không bị tách chiết. Cho mỗi mẫu trong nghiên cứu này, các chỉ thị CNS không thể xác định 

được chính xác tỷ lệ bột tam thất bắc đã bị tách chiết các hợp chất saponin và tỷ lệ pha trộn từ 

bột của tam thất khương. Để xác thực về định lượng, người tiêu dùng có thể gửi mẫu đến các 

phòng thử nghiệm đủ năng lực sử dụng các chỉ thị hóa học với các công nghệ phân tích hiện 

đại (Wang et al., 2009; Shin et al., 2010; Yao et al;., 2011). Trong bột tam thất bắc có chứa 

nhiều hợp chất saponin thuộc nhóm ginsenoside như Rc, Rd, Re, Rb1 và Rg1 (Dong et al., 

2003; Lei et al., 2007). Phân tích hàm lượng 1 hoặc một số chất trong các chất trên sử dụng các 

phương pháp hiện đại như HPLC, LC-MS/MS, UHPE… là những giải pháp hiệu quả để xác 

định tỷ lệ bột tam thất không bị pha trộn (Yang et al., 2021).  

5. KẾT LUẬN 

Các trình tự DNA bảo thủ không mã hóa (CNS) dài 1222bp và 1345bp giữa hai gen lạp 

thể atpH và atpI được xác định bằng phương pháp PCR là các chỉ thị để xác thực bột tam thất 

bắc. Trên bản gel, các mẫu chỉ có 1 sản phẩm PCR dài 1222bp là mẫu tam thất bắc không bị 

trộn, trong khi mẫu có cả 2 sản phẩm PCR dài 1222bp và 1345bp là mẫu bột bị trộn giữa tam 

thất bắc và tam thất khương. Các sản phẩm PCR được khẳng định bằng phân tích chủng loại 

và phân tích mức tương đồng về trình tự DNA của đoạn chỉ thị cho thấy trong 11 mẫu bột tam 

thất bắc của khách hàng yêu cầu xác thực có 7 mẫu không bị pha trộn và 4 mẫu bị pha trộn 

giữa bột tam thất bắc và tam thất khương. Kết quả nghiên cứu là bằng chứng ở mức phân tử 

DNA để xác thực bột tam thất bắc có giá trị y học cao đang bị gian lận thương mại trên thị 

trường. Phương pháp nghiên cứu có thể áp dụng để xác thực các sản phẩm khác của tam thất 

bắc như củ và nụ hoa của tam thất bắc.  
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