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TÓM TẮT: Bài báo này trình bày kết quả nghiên cứu về tạo và nuôi nhân mô sẹo có khả năng sinh phôi 
soma từ mô sẹo lá trong môi trường lỏng; tạo mô phôi soma từ mô sẹo có khả năng sinh phôi, sự phát sinh 
hình thái chồi/rễ của mô phôi soma trong nuôi cấy và nuôi nhân phôi soma Sâm ngọc linh trong môi 
trường lỏng. Mục đích của nghiên cứu là tạo kết quả tiền đề cho nghiên cứu nhân sinh khối quy mô lớn hai 
loại mô có khả năng sản sinh hàm lượng hợp chất thứ cấp cao do chúng đã mang ít nhiều trạng thái biệt 
hóa. Mảnh lá (0,5 x 0,5 cm) được nuôi cấy trên môi trường tạo mô sẹo MS có 2 mg/l 2,4-D. Mô sẹo được 
cấy chuyển sang môi trường MS + 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l NAA + 0,2 mg/l kinetin + 10% nước dừa để tạo 
mô sẹo có khả năng sinh phôi và môi trường MS½ + 0,2 mg/l 2,4-D + 10% nước dừa để tạo mô phôi. Mô 
sẹo có khả năng sinh phôi tăng nhanh sinh khối qua nuôi cấy trong môi trường lỏng MS + 0,5 mg/l 2,4-D 
+ 0,5 mg/l NAA. Mô phôi có khả năng tăng sinh nhanh trong môi trường lỏng MS½ + 0,2 mg/l NAA + 
0,2 mg/l BA. Tùy môi trường nuôi cấy ban đầu và ở các giai đoạn tiếp theo, mô phôi phát triển theo hướng 
tạo chồi hoặc rễ tạo quần thể chồi hoặc rễ. Các loại mô nói trên hiện đang được nghiên cứu nuôi lắc nhân 
sinh khối trong bình tam giác dung tích lớn và bioreactor. 
Từ khóa: Panax vietnamensis, huyền phù tế bào, mô phôi soma, mô sẹo có khả năng sinh phôi.  

 
MỞ ĐẦU 

Ngoài hiện tượng phát sinh phôi soma 
(somatic embryogenesis) trực tiếp (không qua 
giai đoạn mô sẹo), tạo mô sẹo có khả năng sinh 
phôi (embryogenic) và điều khiển đến mức có 
thể sự hình thành, phát triển và trưởng thành 
phôi soma là hai quá trình gắn liền với nhau 
trong nghiên cứu nuôi cấy mô thực vật in vitro. 
Kết quả nghiên cứu hai quá trình nói trên, với 
ưu điểm vốn có của mỗi loại hệ thống mô nuôi 
cấy, đều góp phần quan trọng trong công tác 
nhân giống, tạo giống và sản xuất hợp chất thứ 
cấp [13, 25, 27, 31].    

Trong nghiên cứu sự hình thành và sản xuất 
hợp chất thứ cấp, mô sẹo nói chung và mô sẹo có 
khả năng sinh phôi nói riêng với hình dạng, kết 
cấu và đặc tính các tế bào cấu thành đặc trưng, 
đặc biệt mô sẹo mang sắc tố (xanh lục, tím) luôn 
được các nhà khoa học quan tâm nghiên cứu, bởi 
vì loại mô này thường hàm chứa hợp chất thứ 
cấp cao hơn mô sẹo không có sắc tố do kết quả 
hiện tượng quang hợp làm thay đổi sâu sắc và 

theo hướng tích cực trạng thái sinh lý hóa sinh 
của vật liệu và tương tự, loại mô nuôi cấy ít 
nhiều ở trạng thái biệt hóa như chồi, rễ và mô 
phôi soma cũng thường có hoạt động sinh tổng 
hợp hợp chất thứ cấp cao hơn loại mô chưa biệt 
hóa [5, 10, 14, 15, 17, 28].  

Đối với Sâm ngọc linh, cây dược liệu quan 
trọng đặc hữu của Việt Nam, đến nay đã ghi 
nhận được khá nhiều công trình công bố kết quả 
nghiên cứu của một số tác giả trong nước về tạo 
mô sẹo và tái sinh chồi, rễ từ mô sẹo thông qua 
con đường phát sinh phôi soma và con đường 
phát sinh chồi, rễ bất định (organogenesis); nuôi 
tế bào trong môi trường lỏng; tạo và nuôi cấy rễ 
bất định ở một số quy mô và phương thức nuôi 
cấy khác nhau nhưng chưa ghi nhận được công 
bố kết quả nghiên cứu nuôi nhân mô sẹo có khả 
năng sinh phôi (có ít nhiều sắc tố xanh lục) 
trong môi trường lỏng, nuôi mô phôi soma trong 
môi trường thạch và lỏng theo hai hướng phát 
sinh hình thái chồi và rễ kể cả nuôi nhân sinh 
khối loại mô quan trọng này.   



Mai Truong et al. 

146 

Vì vậy, nghiên cứu tạo và nuôi nhân hai loại 
mô vừa đề cập trên là vấn đề cần được quan tâm 
nghiên cứu nhằm mục đích dài hạn nuôi nhân 
sinh khối quy mô lớn phục vụ sản xuất hợp chất 
thứ cấp dùng trong lĩnh vực mỹ phẩm và y 
dược. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Giống cây 
Cây Sâm ngọc linh (Panax vietnamensis), 

được lấy mẫu từ tỉnh Kontum. 
Khử trùng mẫu, chuẩn bị mẫu cấy 

Lá chét cây sâm 6 tháng tuổi (từ củ) ở vườn 
ươm trước hết được rửa sạch bằng nước máy 
trong 10 phút; sau đó được khử trùng lần lượt 
bằng bằng cồn 70% trong 1 phút, nước Javel 
thương mại 20% (v/v, có bổ sung Tween 20) 
trong 10 phút và dung dịch HgCl2 0,1% (w/v) 
trong 5 phút. Lá được cắt thành các mảnh kích 
thước 5 × 5 mm và cấy vào môi trường tạo mô 
sẹo. 
Môi trường và điều kiện nuôi cấy 
Môi trường 
Tạo và nuôi nhân mô sẹo  

Tạo mô sẹo từ mảnh lá: môi trường MS [19] 
có 2 mg/l 2,4-D (30 g/l đường saccharose). 

Tạo mô sẹo có khả năng sinh phôi (KNSP): 
MS + 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l NAA + 0,2 mg/l 
kinetin + 10% nước dừa (30 g/l đường 
saccharose). 

Nuôi nhân mô sẹo có KNSP trong môi 
trường lỏng: môi trường MS + 0,5 mg/l 2,4-D + 
0,5 mg/l NAA (30 g/l đường saccharose). 
Tạo huyền phù tế bào 

Tạo huyền phù mô tế bào theo hướng không 
tạo phôi soma từ mô sẹo có KNSP: MS + 2 mg/l 
2,4-D (30 g/l đường saccharose). 

Tạo huyền phù mô tế bào theo hướng tạo 
phôi soma từ mô sẹo có KNSP: môi trường B5 
[11] + 3 mg/l NAA (30 g/l đường saccharose). 
Tạo và nuôi mô phôi soma 

Khái niệm ‘mô phôi soma’ sử dụng trong 
bài này được định nghĩa là mô phôi từ giai đoạn 
phôi dạng cầu đến giai đoạn có lá mầm. 

Tạo mô phôi từ mô sẹo/mô sẹo có KNSP: 
MS½ (1/2 khoáng đa lượng và vi lượng) + 0,2 
mg/l 2,4-D + 10% nước dừa (30 g/l đường 
saccharose). 

Tạo phôi/cụm phôi có lá mầm phát triển trên 
môi trường thạch: môi trường White [32] (50 g/l 
đường saccharose). 

Nuôi mô phôi trong môi trường lỏng theo 
hướng tạo chồi: MS½ + 2 mg/l NAA + 0,1 mg/l 
BA (20 g/l đường saccharose). 

Tạo phôi trưởng thành, tạo chồi từ phôi: 
MS½ + 0,5 mg/l BA + 1 mg/l GA3 (20 g/l 
đường saccharose).  

Nuôi chồi và cây con có nguồn gốc từ phôi: 
MS½ + 0,5 mg/l BA (20 g/l đường saccharose). 
Nuôi mô phôi trong môi trường lỏng theo 
hướng tạo rễ: MS½ + 2 mg/l NAA (20 g/l 
đường saccharose). 

Nuôi nhân rễ có nguồn gốc từ mô phôi qua 
nuôi cấy trong môi trường lỏng: B5 + 3 mg/l 
NAA (50 g/l đường saccharose).  

Tạo và nuôi rễ từ cụm phôi trên môi trường 
thạch: B5 + 5 mg/l IBA (50 g/l đường 
saccharose). 

Nuôi nhân mô phôi trong môi trường lỏng: 
MS½ + 0,2 mg/l NAA + 0,2 mg/l BA (20 g/l 
đường saccharose). 

Môi trường có pH 5,8; bổ sung hoặc không 
bổ sung agar (9 g/l) tùy thí nghiệm. 
Điều kiện nuôi cấy 

Để tối ở nhiệt độ 25-28C đối với nuôi cấy 
mô sẹo chưa sinh phôi, huyền phù tế bào và 
nuôi cấy tạo rễ; để tối hoặc ngoài sáng (10 giờ 
chiếu sáng/ngày; cường độ sánh sáng  3.000 
lux) tùy thí nghiệm đối với nuôi cấy mô phôi 
(trình bày cụ thể dưới đây); điều kiện sáng và 
nhiệt độ như trên đối với nuôi cấy mô sẹo sinh 
phôi, chồi, cây. Nuôi mô lắc ở điều kiện sáng 
hoặc tối (tùy trường hợp như trên), tốc độ lắc 
110 vòng/phút. 
Quan sát hình thái mô tế bào 

 Quan sát cụm tế bào, phôi soma nuôi 
cấy trong môi trường lỏng/thạch bằng kính hiển 
vi soi ngược Olympus (Nhật Bản), kính hiển vi 
soi nổi Leica (Đức) ở vật kính 10X và 20X.  
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Nhuộm mô phôi bằng thuốc nhuộm carmine 
iodine: ngâm mô trong thuốc nhuộm carmine 
iodine trong 15 phút, rửa bằng nước cất; đặt mô 
lên phiến kính lớn (lame) và quan sát mô dưới 
kính hiển vi soi ngược sau khi ép nhẹ mô bằng 
phiến kính nhỏ (lamelle). 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Tạo và nuôi nhân mô sẹo  
Sau khử trùng, lá chét (hình 1a) được cắt 

thành các mảnh (hình 1b) và nuôi cấy trên môi 
trường tạo mô sẹo MS có 2 mg/l 2,4-D. Theo 
cách khử trùng lá như đã nêu, nhận thấy tỷ lệ 
mẫu nhiễm không đáng kể. Sau khoảng 1 tháng 
nuôi, nhận thấy mô sẹo hình thành ở mép cắt (vị 
trí gần cuống lá), có cụm mô hình thành trên bề 
mặt phiến lá (hình 1c). Mô sẹo hình thành gần 
như trên toàn bộ bề mặt phiến lá sau khoảng 2,5 
tháng nuôi (hình 1d). Trong nước, mô lá sâm đã 
được một số tác giả sử dụng như vật liệu ban 
đầu để nghiên cứu tạo mô sẹo với kết quả tốt [7, 
8, 9]; có nghiên cứu dùng mô củ [20, 21, 30], 
mô cuống lá [9], mô rễ chính (main root) cây 

cấy mô [23, 24] để tạo nguồn vật liệu mô sẹo. 
Theo chúng tôi, lá là loại vật liệu có khả năng 
đáp ứng thuận lợi với điều kiện khử trùng và 
nuôi cấy tạo mô sẹo và kết quả thí nghiệm này 
phù hợp với kết quả nghiên cứu tạo mô sẹo 
dùng vật liệu lá của các tác giả đã nêu. Mô sẹo 
sau đó được cắt thành các mảnh nhỏ và cấy 
chuyển sang môi trường mới để tiếp tục nghiên 
cứu.  

Khi được nuôi cấy trên môi trường MS có 
nồng độ 2,4-D giảm (1 mg/l 2,4-D) và có bổ 
sung 1 mg/l NAA, 0,2 mg/l kinetin,10% nước 
dừa và để mô ở điều kiện sáng, mô sẹo lá 
chuyển sang trạng thái cứng (compact) hơn, có 
sự hình thành diệp lục tố do để ở điều kiện sáng, 
có khả năng sinh phôi (hình 1e) và sau đó có 
khả năng bước vào giai đoạn hình thành phôi 
soma dạng cầu (global) (hình 1f). Nếu tiếp tục 
cấy chuyền mô sẹo sang môi trường chỉ có 2,4-
D (2 mg/l) trong thời gian dài nhận thấy kết cấu 
mô sẹo xốp dần, ghi nhận có trường hợp màu 
hơi vàng (hình 1g) và đôi khi có sự hình thành 
cụm mô với kết cấu tơi xốp, trắng (hình 1h). 

  

 
Hình 1. Sự hình thành mô sẹo từ lá và các loại mô sẹo lá qua nuôi cấy. 

a. Lá chét cây giai đoạn vườn ươm; b. Mảnh lá dùng nuôi cấy; c, d. Sự hình thành mô sẹo lá sau khoảng 1 
tháng và 2 tháng nuôi cấy; e. Mô sẹo có khả năng sinh phôi sau 1,5 tháng nuôi cấy mô sẹo có nguồn gốc 

mảnh lá; f. Mô sẹo ở giai đoạn ban đầu hình thành phôi soma; g. Cụm mô sẹo xốp; h. Cụm mô sẹo rất xốp. 
 

Các cụm mô sẹo có KNSP được dùng nuôi 
cấy trong môi trường lỏng MS bổ sung 0,5 mg/l 
2,4-D và 0,5 mg/l NAA để nhân sinh khối. Kết 
quả bước đầu cho thấy mô tăng sinh khối tươi, 
gấp khoảng 3 lần sau 2 tháng nuôi cấy lắc trong 
bình tam giác 250 ml chứa 50 ml môi trường 

(cấy 2 g mô sẹo/bình) và hiện mô đang được 
nhân sinh khối trong bình tam giác 500 ml chứa 
200 ml môi trường.   

Trên thế giới mô sẹo có KNSP của sâm 
Panax ginseng đã được quan tâm sử dụng nuôi 
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lỏng trong nghiên cứu hiện tượng phát sinh phôi 
soma, nhân phôi soma hướng mục đích nhân 
giống [2, 16, 34] cũng như nghiên cứu nhân 
sinh khối quy mô lớn loại mô này dùng chiết 
xuất hợp chất thứ cấp [3, 27].  
Tạo huyền phù tế bào 

Vật liệu sử dụng để nuôi cấy tạo huyền phù 
tế bào là mô sẹo có KNSP, kích thước các cụm 
mô nuôi cấy khoảng 0,5 cm, khối lượng mô 
nuôi cấy khoảng 3 g/50 ml môi trường trong 
bình tam giác 250 ml. Sự hình thành huyền phù 
mô tế bào tăng sinh không theo hướng tạo phôi 
hoặc theo hướng tạo phôi tùy thuộc vào môi 
trường nuôi cấy. Trong nước, chưa ghi nhận 
được công trình công bố đề cập sử dụng mô sẹo 
có KNSP trong nghiên cứu tạo huyền phù tế 
bào. Các tác giả Nguyễn Trung Thành và nnk. 
(2007) [22]; Lê Kim Cương và nnk. (2012) [18] 
đã sử dụng mô sẹo “xốp” trong nghiên cứu tạo 
huyền phù tế bào do mô sẹo “xốp” khá dễ bị 
phân mảnh thành các cụm tế bào nhỏ dưới tác 
động cơ học (nghiền ép nhẹ, lắc) so với mô có 

kết cấu “chặt”. Trong nghiên cứu này, mô sẹo 
có KNSP được sử dụng có kết cấu không quá 
“chặt” - khác với kết cấu “chặt” của mô đã bước 
vào giai đoạn hình thành phôi (hình 1f) nên 
chúng có thể tăng sinh tạo nhiều cụm tế bào nhỏ 
trong quá trình nuôi lắc. 

Khi nuôi mô sẹo có KNSP dùng môi trường 
MS bổ sung 2 mg/l 2,4-D; mô tăng sinh, tế bào 
phân chia theo hướng không tạo phôi. Trong 
quá trình thay môi trường mới cho mô (15 
ngày/lần), các cụm mô có kích thước to, chuyển 
sang nâu được loại bỏ và sau khoảng 3-4 tháng 
nuôi quần thể mô nhận được bao gồm các cụm 
tế bào có kích thước trung bình (2-3 mm) và 
nhỏ ( 0,5-1 mm). Sự hình thành các cụm tế bào 
nói trên do tế bào mô sẹo phân chia, tăng sinh 
tạo các cụm tế bào mới với kết cấu gồm các tế 
bào đẳng kính (isodiametric) rất đặc trưng (hình 
2). Huyền phù cụm tế bào mịn dần theo thời 
gian nuôi cấy. Loại huyền phù này có thể được 
duy trì dài hạn, tăng sinh khối nhưng mất dần 
khả năng tái sinh thành phôi.  

 

 
Hình 2. Sự tăng sinh của tế bào nuôi cấy trong môi trường lỏng  

theo hướng không tạo phôi soma (quan sát dưới kính hiển vi soi ngược). 
a, b, c. Sự tăng sinh theo thời gian tạo cụm đa bào với kết cấu tế bào dạng cầu, đẳng kính đặc trưng;  

d, e, f. Sự hình thành theo thời gian cụm đa bào to vào cuối giai đoạn nuôi cấy (hình a, b, c: quan sát mẫu 
dùng vật kính 20X; quan sát các mẫu còn lại dùng vật kính 10X). 

 
Ngược lại, khi dùng môi trường B5 bổ sung 

3 mg/l NAA, nhận thấy có hiện tượng hình 
thành phôi cầu trên bề mặt cụm mô sẹo (hình 
3a, b); sau đó các phôi này rơi vào môi trường 
(hình 3c, d). Nuôi lắc liên tục trong khoảng 4-5 

tháng, nhận thấy có khá nhiều phôi tròn treo 
trong môi trường; nuôi lắc càng lâu quần thể 
phôi nhận được càng nhiều và càng nhỏ; tuy 
nhiên, huyền phù phôi tăng sinh tương đối 
chậm. Phần lớn phôi có kích thước rất nhỏ (≤ 1 
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mm) và có các hình thái khác nhau như 
phôi/cụm phôi dạng cầu, phôi dạng tim (heart 
shape) và dạng thủy lôi (torpedo) (hình 3e). Các 
phôi này có thể phát triển thành phôi trưởng 
thành với đầy đủ hai cực (pole) chồi, rễ mầm và 

phát triển thành cây con hoàn chỉnh khi được 
cấy chuyển sang môi trường lần lượt là MS½ + 
0,5 mg/l BA + 1 mg/l GA3 và MS½ + 0,5 mg/l 
BA (hình 3f, g, h). 

  

 
Hình 3. Sự hình thành huyền phù phôi soma từ nuôi cấy mô sẹo  

có khả năng sinh phôi trong môi trường lỏng 
a. Các cụm mô sẹo có khả năng sinh phôi sau 1 tháng nuôi cấy trong môi trường lỏng; b. Cận cảnh cụm mô 
nuôi tạo phôi dạng cầu; c, d. Cận cảnh phôi soma dạng cầu ở giai đoạn sắp hoàn chỉnh và hoàn chỉnh (quan 
sát dưới kính hiển vi soi ngược); e. Quần thể phôi soma với một số dạng hình thái khác nhau; f, g, h. Quá 
trình phát triển tạo phôi soma trưởng thành và cây con từ phôi soma huyền phù.  
 
Tạo và nuôi mô phôi soma 

Để tạo mô phôi soma, mô sẹo/mô sẹo có 
khả năng sinh phôi được nuôi cấy trên môi 
trường MS½ + 0,2 mg/l 2,4-D + 10% nước dừa. 
Thời gian hình thành phôi soma nhanh hay 
chậm, từ 2 đến 3 tháng tùy thuộc loại mô sẹo sử 
dụng. Sau thời gian nuôi nhận thấy mô phôi 
soma, thường ở dạng khối tròn, hình thành trên 
khắp bề mặt mô sẹo (hình 4a); cũng có một số 
phôi ở trạng thái phân hóa cao hơn với phác thể 
lá mầm, thân phôi có hình dạng đặc trưng hơn 
(hình 4b, c, d). Nhìn chung, các thể phôi cầu, đã 
đi vào trạng thái biệt hóa có bề mặt trơn láng, 
khác với các khối mô sẹo thường gặp trong 
nhiều trường hợp cũng ở dạng cầu nhưng có bề 
mặt “sần sùi”. Khi được cấy chuyển sang môi 
trường White, các phôi cầu dần hình thành lá 

mầm đặc trưng (hình 4e, f) và có thể phát triển 
tiếp tục thành cây con khi được nuôi cấy, theo 
thứ tự, trên môi trường MS½ + 0,5 mg/l BA + 1 
mg/l GA3 và MS½ + 0,5 mg/l BA (hình 4g, h).  

Nuôi nhân mô phôi soma trong môi trường 
lỏng MS½ + 0,2 mg/l NAA + 0,2 mg/l BA đã 
được thực hiện nhằm tạo tiền đề cho nghiên cứu 
nuôi nhân sinh khối quy mô lớn để thu hoạt 
chất. Kết quả bước đầu cho thấy, mô phôi tăng 
nhanh sinh khối, có thể duy trì nuôi cấy trong 
thời gian dài hạn. Mô phôi tăng sinh, theo 
chúng tôi, trên cơ sở trong môi trường nuôi cấy 
nêu trên có sự hình thành các cụm mô phôi tròn 
nhỏ (“nốt phôi”) trên khắp bề mặt phôi cầu đơn 
và phôi cầu đôi (hình 5a, b), trên khắp phần 
thân và thậm chí trên rễ của phôi đơn và phôi 
đôi mang rễ (hình 5c, d). Hiện tượng đáp ứng 
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sinh phôi soma qua nuôi cấy mô trong môi 
trường lỏng ở loài Panax ginseng (Araliaceae) 

đã được ghi nhận trước đây bởi Kevers et al. 
(2000) [16].  

 

 
Hình 4. Quá trình phát triển phôi soma tạo từ mô sẹo lá 

a. Quần thể phôi cầu hình thành từ mô sẹo lá. b. Cận cảnh phôi soma dạng cầu và phôi với phác thể lá mầm; 
c, d. Phôi với lá mầm phát triển; e, f. Sự tăng sinh cụm phôi soma với lá mầm đặc trưng (nuôi trong tối);  

g, h. Cụm phôi và phôi đơn phát triển với rễ mầm đặc trưng và lá thật (nuôi ở điều kiện sáng). 
 

 
Hình 5. Sự hình thành các “nốt phôi” mới từ phôi soma nuôi trong môi trường lỏng 

a, b. Cận cảnh các “nốt phôi” mới hình thành trên bề mặt phôi cầu đơn và phôi cầu đôi nuôi trong môi trường 
lỏng; c, d. Cận cảnh các “nốt phôi” mới hình thành trên bề mặt phôi đơn và phôi đôi mang rễ nuôi trong môi 

trường lỏng. 
 

Sự tăng sinh mô phôi nuôi cấy trong môi 
trường thạch và lỏng, theo chúng tôi, là do hiện 
tượng sinh phôi thứ cấp nói chung (secondary 
somatic embryogenesis) bao gồm phôi thứ cấp 
cấp 1 (secondary), cấp 2 (tertiary) từ phôi sơ 
cấp (primary embryo) liên tục xảy ra trong quá 
trình nuôi dẫn đến sự hình thành cụm đa phôi 
(poly/multi-embryos); phôi thứ cấp có thể ở 
dạng cầu, hay mang phác thể lá mầm. Quá trình 

hình thành phôi thứ cấp từ phôi đơn, qua quan 
sát ghi nhận dùng kính hiển vi soi nổi và soi 
ngược, được trình bày ở hình 6. Kiểm tra hình 
thái, qua sử dụng thuốc nhuộm carmine iodine, 
cho thấy phôi đơn và phôi thứ cấp phát sinh có 
lớp biểu mô (epidermis) rất đặc trưng (hình 6 k, 
l). Theo chúng tôi, sự hình thành trực tiếp các 
phôi thứ cấp từ mô nuôi cấy ban đầu ở nghiên 
cứu này tương tự kết quả của các tác giả Nhut et 
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al. (2012a) [23] trên sâm Ngọc Linh, của Ahn et 
al. (1996) [1] trên sâm Triều tiên và của You et 
al. (2007) [33] trên sâm Panax japonicus. 

Nghiên cứu nhân giống qua khai thác hiện 
tượng phát sinh và nhân sinh khối phôi soma thứ 
cấp phục vụ cho các mục đích khác nhau đã được 

ghi nhận ở một số loài thuộc họ Nhân sâm 
(Araliaceae) như nhân sâm (Panax ginseng) [2, 
4, 27]; sâm siberi (Eleutherococcus senticosus) 
[6, 35], sâm bắc mỹ (Polyscias filicifolia) [29], 
Panax notoginseng [34] và Panax quinquefolius 
[36].

  

 
Hình 6. Quá trình hình thành phôi soma thứ cấp qua nuôi cấy 

a. Phôi đơn dạng cầu (sơ cấp); b. Sự hình thành bước đầu phôi thứ cấp; c, d, e, f. Sự hình thành nhiều phôi thứ 
cấp tạo cụm phôi dạng cầu; g. Sự hình thành đồng thời nhiều phôi thứ cấp (cấp 1) dạng cầu từ phôi sơ cấp; h. 
Sự hình thành phôi thứ cấp dạng cầu (cấp 1) và dạng có lá mầm từ  phôi sơ cấp; i. Sự hình thành phôi thứ cấp 
(cấp 2) dạng cầu từ phôi thứ cấp cấp 1; j. Phôi đơn dạng cầu quan sát dưới kính hiển vi ngược; k, l. Hình thái 
phôi dạng cầu sơ cấp và phôi thứ cấp với lớp biểu mô đặc trưng ghi nhận được qua xử lý thuốc nhuộm 
carmine iodine (hình j, k: Quan sát mẫu dùng vật kính 10X; hình l: Quan sát mẫu dùng vật kính 20X).   

 
Ngoài nghiên cứu tìm hiểu khả năng nhân 

sinh khối, mô phôi soma cũng đã được nghiên 
cứu về khả năng phát sinh hình thái chồi và rễ 
trong nuôi cấy lỏng.  

Theo hướng tạo chồi, mô phôi ở dạng đơn 
hoặc cụm đa phôi (2-3 phôi) (khoảng 200 mg) 
được nuôi cấy trong môi trường MS½ bổ sung 2 

mg/l NAA và 0,1 mg/l BA (chứa 20-30 ml/bình 
tam giác 100 ml). Sau khoảng 20-30 ngày nuôi 
cấy, nhận thấy một số cụm tạo rễ và sau 2 tháng 
nuôi, rễ hình thành ở hầu hết các phôi đơn (hình 
7b); các cụm đa phôi có khuynh hướng tăng 
sinh tạo phôi cầu treo vào môi trường và từ đó 
các phôi cầu này bắt đầu quá trình tạo rễ. Quan 
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sát dưới kính hiển vi, phôi đơn mang rễ điển 
hình, cực chồi hình thành nhưng phát triển chưa 
rõ nét, có màu xanh lá nhạt (hình 7c). Các phôi 
(có rễ) này có thể phát triển thành phôi trưởng 
thành, tạo chồi và thành cây con khi được cấy 
chuyển lần lượt sang các môi trường MS½ + 0,5 
mg/l BA + 1 mg/l GA3 và MS½ + 0,5 mg/l BA 
(hình 7d, e, f). Kết quả này tạo điều kiện cho 

nghiên cứu nhân giống tạo cây có rễ trụ (tap 
root) ở quy mô lớn, tương tự như cây phát triển 
từ phôi hợp tử.  

Kỹ thuật nuôi cấy và kết quả đạt được ở nội 
dung nghiên cứu này tương tự như kết quả công 
bố nuôi cấy nhân giống sâm Panax notoginseng 
quy mô bioreactor dùng mô phôi của You et al. 
(2012) [34]. 

 

 
Hình 7. Nuôi mô phôi dạng cầu trong môi trường lỏng  

theo hướng tạo phôi soma hoàn chỉnh và cây con 
a. Mô phôi cầu sau 15 ngày nuôi cấy; b. Quần thể phôi với cực rễ phát triển sau 2 tháng nuôi cấy; c. Cận cảnh 
phôi đơn hình thành trong môi trường lỏng với cực rễ phát triển và cực chồi phát triển chưa hoàn chỉnh; d. 
Cận cảnh phôi đơn phát triển cực chồi qua nuôi cấy trên môi trường thạch; e, f. Quá trình phôi phát triển tạo 
lá thật thành cây con trên môi trường thạch. 
 

Theo hướng tạo rễ, tương tự trường hợp tạo 
chồi nêu trên, mô phôi được nuôi cấy trong môi 
trường lỏng MS½ + 2 mg/l NAA. Mô phôi bước 
vào giai đoạn tạo rễ sau khoảng 30 ngày (hình 
8a) và rễ hình thành ở hầu hết các phôi sau 
khoảng 60 ngày nuôi cấy (hình 8b). Quan sát 
dưới kính hiển vi phôi có rễ phát triển dài 
nhưng cực chồi chưa phát triển và không có 
màu xanh lá (hình 8c); theo chúng tôi, do môi 
trường chỉ có NAA và không chứa BA như ở 
trường hợp nuôi tạo chồi. Tiếp tục nuôi cấy, rễ 
phôi tăng sinh dài hơn và do điều kiện nuôi lắc 

nên đã ghi nhận được hiện tượng rễ bị rối 
(tangled), tương tự trường hợp nuôi rễ sâm 
Panax ginseng của Paek (2002) [26] tạo “búi 
rễ” dạng cầu (hình 8d). Các “búi rễ” dạng cầu 
này tăng sinh khá nhanh do điều kiện môi 
trường tốt hơn khi được chuyển sang nuôi cấy 
trong môi trường B5 + 3 mg/l NAA  
(50 g/l đường) (hình 8e). Kết quả thí nghiệm 
này tương tự kết quả nghiên cứu tạo sinh khối  
rễ sâm Panax ginseng từ phôi cầu giai đoạn  
sớm (early globular staged embryo) của Gu 
(2003) [12]. 
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Hình 8. Nuôi mô phôi dạng cầu trong môi trường lỏng theo hướng tạo và nhân rễ 

a. Mô phôi bước đầu tạo rễ trong môi trường lỏng sau 30 ngày nuôi; b. Quần thể phôi với cực rễ phát triển sau 
2 tháng nuôi cấy; c. Cận cảnh phôi đơn với cực rễ hình thành trong môi trường lỏng; d. Rễ sau 3 tháng nuôi 
cấy với sự hình thành “búi rễ”; e. “Búi rễ” tăng sinh khối sau 2 tháng nuôi cấy riêng. 

 

 
Hình 9. Tạo và nhân rễ từ cụm phôi soma 

a. Cụm phôi tạo rễ trên môi trường B5 bổ sung 5 mg/l IBA; b, c. Cận cảnh phôi đơn (từ cụm phôi) tạo rễ với 
các mức độ khác nhau trên môi trường; d. Mô mới hình thành ở gốc mô phôi mẹ (vị trí khoanh tròn) tạo điều 
kiện nhân sinh khối thể phôi tạo rễ; e. Cụm phôi tiếp tục tạo rễ trên môi trường B5 bổ sung 5 mg/l IBA sau 3 
tháng nuôi; f. Rễ (không có mô phôi mẹ) tiếp tục phát triển trên môi trường B5 như trên, sau 3 tháng nuôi. 
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Ngoài thí nghiệm tìm hiểu khả năng tạo rễ 
của mô phôi cầu trong môi trường lỏng, cụm 
phôi (kích thước khoảng 0,5 cm) mang lá mầm 
hình thành trên môi trường White (hình 4f) 
cũng đã được sử dụng nuôi cấy trên môi trường 
thạch nhằm tìm hiểu khả năng tạo rễ. Việc áp 
dụng môi trường B5 có bổ sung 5 mg/l IBA đã 
kích thích tạo rễ rất tốt đối với cụm phôi (hình 
9a), kết quả này phù hợp với kết quả môi trường 
khoáng và nồng độ chất điều hòa sinh trưởng 
nêu trên tạo rễ tốt nhất đối với đoạn cắt rễ bất 
định của Nguyễn Thị Liễu và nnk. (2011) [20]. 
Nhận thấy phôi trên môi trường có IBA nồng độ 
nói trên, phôi đơn cấu thành cụm phôi tạo nhiều 
rễ bất định và rễ nhánh khác ngoài rễ cọc/trụ 
điển hình (hình 9b, c). Không chỉ tạo rễ, cụm 
phôi còn gia tăng sinh khối tạo điều kiện có thể 
nhân dài hạn loại mô này đáp ứng nhu cầu 
nguồn vật liệu rễ dùng cho các nghiên cứu tiếp 
theo. Theo chúng tôi, nguyên nhân gây tăng 
sinh khối là do phôi có khả năng hình thành các 
cụm mô phôi/chồi mới từ gốc mô phôi mẹ 
(mother embryo) (hình 9d) trên môi trường có 
nồng độ auxin (IBA) kết hợp nồng độ đường 
cao (50 g/l) tương tự kết quả nhân mô phôi 
(embryoid) Panax giseng dùng môi trường có 
nồng độ đường cao (100 g/l) của Asaka et al. 
(1994) [2]. 

Rễ có mô mẹ hoặc không có mô mẹ khi được 
nuôi nhân tiếp tục dùng môi trường có nồng độ 
IBA nói trên đã tiếp tục tăng sinh khối tạo “đệm 
rễ” trên bề mặt môi trường (hình 9e, f). 

KẾT LUẬN 

Việc ứng dụng phương pháp nuôi cấy mô 
thực vật in vitro trên đối tượng Sâm ngọc linh, 
từ vật liệu ban đầu là lá cây ex vitro, đã thành 
công trong nghiên cứu tạo và nuôi nhân mô sẹo 
có khả năng sinh phôi soma; tạo huyền phù 
mô/tế bào theo hai hướng không sinh phôi và 
sinh phôi soma; tạo và nuôi mô phôi soma phát 
triển theo hai hướng phát sinh hình thái chồi và 
rễ kể cả nuôi nhân sinh khối loại mô này. Kết 
quả nuôi cấy thành công các loại mô nói trên 
tạo tiền đề cho việc nhân giống quy mô lớn 
phục vụ sản xuất hợp chất thứ cấp. 

Lời cảm ơn: Các tác giả xin chân thành cảm 
ơn Bộ Khoa học và Công nghệ, Sở Khoa học và 
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SUMMARY 
 

This paper presented the results on induction and multiplication of embryogenic calli in liquid medium; 
on induction of somatic embryo, shoot/root morphogenesis of somatic embryo through culture and on 
multiplication of somatic embryo tissue in liquid medium. 

The aim of this study is to lay out the basis for large scale multiplication of these two kinds of tissues 
with high capable of secondary metabolite production due to their more or less morphological differentiation 
status. 

Leaf disks (about 0.5 × 0.5 cm) were cultured on the MS medium with 2 mg/l 2,4-D for callus induction. 
Callus was subcultured on the MS medium with 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l NAA + 0.2 mg/l kinetin + 10% 
coconut water for  induction of somatic embryo tissue.  

The embryogenic callus was proliferated in the MS½ liquid medium with 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 
NAA. Depending on the initial medium and the subsequent media, the somatic embryo tissue was cultured for 
development, via two directions, into population of shoots or roots. The mentioned above tissues are being 
cultured on shaker in big flask/bioreactor for biomass propagation. 
Keywords: Panax vietnamensis, cell suspension, embryogenic callus, somatic embryo tissue. 
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