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NGHIÊN C U NHÂN GI NG IN VITRO CÂY PHÒNG PHONG 
(Saposhnikovia divaricata (Turcz.) Schischk) 

Nghiên c u c ti n hành góp ph n xây d ng quy trình nhân gi ng in vitro cây phòng phong t  
ch i nh. M u phòng phong c kh  trùng b ng HgCl2 0,1% trong th i gian 12 phút cho t  l  
nhi m th p, t  l  m u s ng, s ch cao t 60,7%,  m u tái sinh t o ch i t t. Môi tr ng MS có b  
sung 0,5 mg/L BAP là môi tr ng thích h p nh t  tái sinh ch i. Môi tr ng nhân nhanh ch i 
phòng phong t t nh t là môi tr ng MS có b  sung 1 mg/L BAP cho h  s  nhân ch i t cao 
nh t 8,56 ch i/m u, chi u cao t 6,1 cm, ch t l ng ch i t t sau 8 tu n nuôi c y. Môi tr ng MS 
có b  sung 0,5 mg/L α-NAA là môi tr ng ra r  thích h p nh t cho ch i phòng phong v i t  l  ra 
r  t 68,33%, s  r  11,67 r  và chi u dài r  3,43 cm sau 10 tu n nuôi c y. 

: Nhân gi ng in vitro, quy trình, ch i nh, phòng phong. 

1. T V N 6  

Phòng phong (Saposhnikovia divaricata 
(Turcz.) Schischk.) là loài duy nh t trong chi 
Saposhnikovia Schischk. (Umbelliferae), phân b  
r ng rãi  Trung Qu c [1]. R  khô ch a nhi u ch t 
có ho t tính sinh h c khác nhau nh : Chromone, 
coumarin, polyacetylenes và polysacarit, trong ó 
chromone và coumarin là nh ng thành ph n chính 
[1, 2, 3] có tác d ng trong i u tr  s t, th p kh p, 
nh c u, chóng m t, au nh c toàn thân, co gi t, 

au kh p và các tri u ch ng viêm [4, 5].  Trung 
Qu c, phòng phong là trong nh ng cây thu c 
hoang dã c a vào danh sách th c v t b o v  
c p  III qu c gia [6]. Tuy nhiên, trong nh ng 
n m g n ây, v i s  gia t ng nhu c u th  tr ng, 
tài nguyên hoang dã này ngày càng tr  nên khan 
hi m. Vì v y, vùng và di n tích tr ng phòng phong 
d n d n c m  r ng [6, 7] và tr  thành i 
t ng chính trên th  tr ng. 

Là m t lo i th o d c có nhi u giá tr  v  y 
h c c ng nh  kinh t  cao. Tuy nhiên, ph n l n 
các công b  khoa h c trên th  gi i ch  y u t p 
trung nghiên c u v  tách chi t các h p ch t sinh 
h c và tác d ng d c lý c a chúng. Trong khi ó 
các nghiên c u v  canh tác, ch n gi ng và nhân 
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gi ng còn nhi u h n ch .  Vi t Nam, cho n 
nay v n ch a có công trình nào nghiên c u v  i 
t ng này. D c li u phòng phong c s  d ng 

 n c ta ch  y u v n nh p kh u t  Trung Qu c, 
ch a có ngu n g c rõ ràng. i u này làm h n ch  
tính ch  ng ngu n nguyên li u và làm t ng giá 
thành. Vì v y  có th  ch  ng ngu n cung c p 
d c li u phòng phong, áp ng nhu c u s  d ng 
trong n c, c ng nh  phát tri n ngu n gen quý 
này là v n  r t c n thi t.  

Phòng phong ch  y u c nhân gi ng b ng 
h t, tuy nhiên kh  n ng phân ly tính tr ng cao. 
Nhân gi ng vô tính b ng ph ng pháp nuôi c y in 
vitro có nhi u u th  h n so v i các ph ng pháp 
nhân gi ng truy n th ng nh  duy trì c nh ng 
tính tr ng quý c a cây m , h  s  nhân gi ng cao, 
cây con s ch b nh và c tr  hóa nên có ti m 
n ng, n ng su t và ch t l ng cao, phát tri n l n  
quy mô công nghi p. Trên th  gi i ã có nhi u 
nghiên c u nhân gi ng in vitro thành công cây 
phòng phong t  các ngu n v t li u khác nhau (r , 
lá, o n thân) [8, 9]. Tuy nhiên, nh c i m c a 
vi c nhân gi ng gián ti p là có kh  n ng t o bi n 
d  cao. Nghiên c u này c th c hi n nh m kh o 
sát kh  n ng nhân gi ng in vitro cây phòng phong 
t  ch i nh, góp ph n thi t l p quy trình vi nhân 
gi ng làm c  s  cho vi c cung c p cây gi ng  th  
tr ng d c li u Vi t Nam. 
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2. V T LI U VÀ PH NG PHÁP NGHIÊN C U  

Ch i nh c a cây phòng phong ang trong 
giai o n sinh tr ng phát tri n t t, kh e m nh, 
không b  sâu, b nh c tr ng t i Tr m Nghiên 
c u D c li u Tam o, Vi n D c li u. 

2.2.1. Kh  trùng và nuôi c y kh i ng  
Ch i nh c r a s ch d i vòi n c ch y 

kho ng 10 phút, sau ó m u c ngâm trong 
dung d ch xà phòng loãng 0,01%, l c u 2 - 3 l n 
trong 10 phút r i r a l i b ng n c c t vô trùng (3 
- 5 l n). Trong box c y, m u c kh  trùng b ng 
dung d ch th y ngân clorua (HgCl2 0,1%) v i các 
kho ng  th i gian khác nhau (6, 9, 12, 15 phút). 
Sau giai o n kh  trùng v i hóa ch t, m u c 
r a s ch v i n c c t vô trùng 5 l n. M u c y sau 
khi kh  trùng c c y vào môi tr ng MS [10]  
phát sinh t o ch i. ánh giá thí nghi m sau 4 tu n, 
các ch  tiêu theo dõi: T  l  m u s ng (%), t  l  m u 
nhi m (%), t  l  m u ch t (%). 

2.2.2. Tái sinh ch i  
Ch i t  giai o n nuôi c y kh i ng c 

tách ra và chuy n sang môi tr ng tái sinh c m 
ch i  t o ngu n nguyên li u in vitro cho quá 
trình nhân nhanh. Ch i c nuôi c y trên môi 
tr ng MS có b  sung benzylaminopurine (BAP: 
0,0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 mg/L)  l a ch n n ng  
thích h p nh t. ánh giá thí nghi m sau 8 tu n, 
các ch  tiêu theo dõi: T  l  tái sinh ch i (%), s  
ch i/m u (ch i), chi u cao ch i (cm), ch t l ng 
ch i. 

2.2.3. Nhân nhanh ch i 
Ch i phòng phong in vitro (1 - 1,5 cm) c 

nuôi c y trên môi tr ng MS có b  sung riêng r  
benzylaminopurine (BAP: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 
mg/L), kinetin (Kin: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/L), 
k t h p BAP (1,0 mg/L) v i IBA (0,0; 0,25; 0,5 
mg/L) ho c α-NAA (0,0; 0,25; 0,5 mg/L)  l a 
ch n n ng  ch t i u ti t sinh tr ng t i u 
nhân nhanh ch i. ánh giá thí nghi m sau 8 tu n, 
các ch  tiêu theo dõi: T  l  t o ch i (%), s  
ch i/m u (ch i), chi u cao ch i (cm), ch t l ng 
ch i. 

2.2.4. T o cây hoàn ch nh  
Các ch i in vitro (1 - 1,5 cm) tách t  c m ch i 
c c y chuy n sang môi tr ng MS b  sung 

riêng r  indole-3-butyric axit (IBA: 0,0; 0,25; 0,5; 
0,75; 1,0 mg/L) và 1-Naphthaleneacetic axit (α-
NAA: 0,0; 0,25; 0,50; 0,75; 1 mg/L)  kích thích ra 
r . ánh giá thí nghi m sau 10 tu n, các ch  tiêu 
theo dõi: T  l  ch i ra r  (%), s  r  (cái), chi u dài 
r  (cm). 

2.2.5. Môi tr ng và i u ki n nuôi c y  
T t c  môi tr ng c b  sung 6 g/L agar và 

30 g/L ng sucrose, pH i u ch nh n 5,8 - 6,0 
(b ng KOH). Môi tr ng, d ng c  c h p kh  
trùng  1210C, áp su t 1 atm trong 20 phút. Các 
m u c nuôi c y trong i u ki n in vitro: Th i 
gian chi u sáng 14 gi /ngày, c ng  ánh sáng 
2.000 lux, nhi t  24±20C,  m t ng i: 70%. 

2.2.6. B  trí thí nghi m và x  lý s  li u  
Các thí nghi m c b  trí theo ki u ng u 

nhiên hoàn toàn (RCD) v i 3 l n l p l i, s  d ng 
bình tam giác 250 ml, m i bình ch a 80 ml môi 
tr ng (10 bình/công th c, 3 m u/bình). S  li u 

c x  lý th ng kê b ng ph n m m IRRISTAT 
5.0 và Microsoft Excel 2010. 

Nghiên c u c th c hi n t  tháng 01 n 
tháng 11 n m 2023 t i Phòng thí nghi m nuôi c y 
mô t  bào th c v t, Trung tâm Nghiên c u Ngu n 
gen và Gi ng d c li u Qu c gia, Vi n D c li u. 

3. K T QU  NGHIÊN C U VÀ TH O LU N  

Giai o n t o v t li u kh i u là ti n  quan 
tr ng quy t nh s  thành công c a quá trình nuôi 
c y in vitro. Do ó, tr c khi a vào nuôi c y, 
m u c n ph i c kh  trùng. Giai o n này c n 

m b o t  l  m u nhi m th p, t  l  m u s ng cao, 
mô t n t i, phân hoá sinh tr ng t t và t o ch i 
phát tri n kh e m nh. Th i gian kh  trùng có nh 
h ng l n n kh  n ng vô trùng m u.  th i gian 
kh  trùng ng n (6 phút), 100% m u b  nhi m  - th i 
gian kh  trùng ng n hóa ch t ch a k p th m th u 
vào sâu  làm s ch các mô c  quan bên trong. 
Khi t ng th i gian kh  trùng lên 12 - 15 phút, t  l  
m u nhi m gi m nhanh, tuy nhiên kéo dài th i 
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gian kh  trùng thì t  l  m u ch t c ng t ng lên 
áng k . S  d ng HgCl2 v i th i gian kh  trùng 

kéo dài (15 phút) s  ng m vào mô th c v t, làm 
h ng và gây c cho m u làm cho m u c y b  
thâm en và ch t nhi u v i t  l  m u ch t t 
35,5%. 

Nh  v y v i th i gian kh  trùng 12 phút là th i 
gian thích h p nh t  kh  trùng m u phòng 
phong trong kho ng th i gian th m dò, cho t  l  
m u s ng t cao nh t (60,7%), m u tái sinh t o 
ch i t t. 

Ch t kh  trùng 
Th i gian 

(phút) 
T  l  m u nhi m 

(%) T  l  m u ch t (%) 
T  l  m u s ng 

và s ch (%) 

6 100 0 0 

9 85 0 15,0 

12 34 5,3 60,7 

 

 

HgCl2 (0,1%) 

 

15 20 35,5 44,5 

CV% 1,0 0,8 0,5 

LSD0,05 0,81 0,19 0,25 

Trên môi tr ng không b  sung BAP, m u 
v n có kh  n ng t o ch i, tuy nhiên t  l  tái sinh 
ch i, s  ch i/m u không cao ch  t 66,67% và t o 

c 1 - 2 ch i.  n ng  0,5 mg/L BAP s  

ch i/m u t cao nh t 5,6 ch i, chi u cao trung 
bình ch i t 6,05 cm. Khi t ng lên n ng  cao 
h n, s  ch i/m u và chi u cao ch i có xu h ng 
gi m ng th i ch t l ng ch i c ng kém h n 
ch i nh , lá nh  có màu xanh nh t. 

N ng  BAP 
(mg/L) 

T  l  tái sinh 
ch i (%) 

S  ch i/m u 
(ch i) 

Chi u cao ch i 
(cm) 

Ch t l ng 
ch i 

0,00 ( C) 66,67 1,67 5,76 ++ 

0,25 100 4,16 4,78 +++ 

0,50 100 5,60 6,05 +++ 
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0,75 100 4,13 5,16 ++ 

1,00 100 3,83 4,33 + 

CV% 2,30 1,50  

LSD0,05 0,16 0,14  

Ghi chú: + Ch i nh , lá nh  màu xanh nh t; ++ Ch i nh , lá to màu xanh m; +++ Ch i to, lá to màu 
xanh m; C là i ch ng 

3.3.1. nh h ng c a BAP và kinetin n kh  
n ng nhân nhanh ch i in vitro phòng phong 

Môi tr ng không b  sung ch t i u ti t sinh 
tr ng cho h  s  nhân ch i th p. Khi b  sung 
BAP ho c kinetin, h  s  nhân ch i t ng lên rõ r t, 
100% m u t o ch i. Môi tr ng có b  sung BAP 
cho hi u qu  kích thích m u t o ch i t t h n so 
v i kinetin  cùng n ng  kh o sát:  n ng  1 
mg/L BAP, h  s  nhân ch i t cao nh t v i 8,56 

ch i/m u, trong khi kinetin ch  t 5,86 
ch i/m u. Khi t ng n ng  cytokinin lên t  1,5 - 
2 mg/L, h  s  nhân ch i có xu h ng gi m. 
Trong môi tr ng in vitro, hàm l ng cytokinin 
cao s  làm gi m s  l ng ch i/c m ch i c ng 
nh  ch t l ng ch i, trong nhi u tr ng h p d n 

n hi n t ng th y tinh hóa c a c m ch i [11]. 
 môi tr ng có b  sung kinetin thì ch i th ng 

nh  h n nh ng chi u cao l i cao h n so v i môi 
tr ng b  sung BAP. 

Cytokinin  N ng  
(mg/L) 

T  l  t o ch i 
(%) 

S  ch i/m u 
(ch i) 

Chi u cao  

ch i (cm) 

Ch t l ng 
ch i 

0,00  80 2,23 6,0 ++ 

0,50 100 6,67 5,8 +++ 

1,00 100 8,56 6,1 +++ 

1,50 100 5,75 5,5 ++ 

BAP 

2,00 100 4,53 4,8 + 

CV% 2,5 3,1  

LSD0,05 0,26 0,32  

Kin 0,00  80 2,23 6,0 ++ 
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0,50 100 5,14 7,2 ++ 

1,00 100 5,86 6,8 ++ 

1,50 100 4,67 6,5 + 

2,00 100 3,33 6,1 + 

CV% 3,2 2,2  

LSD0,05 0,25 0,26  

Ghi chú: + Ch i nh , lá nh  màu xanh nh t; ++ Ch i nh , lá to màu xanh m; +++ Ch i to, lá to màu 
xanh m 

3.3.2. nh h ng k t h p c a BAP và IBA/α-
NAA n kh  n ng nhân nhanh ch i in vitro 
phòng phong  

H u h t  c  th  sinh v t, các ch t i u ti t 
sinh tr ng th ng t ng tác v i nhau  t o ra 
nh ng nh h ng cu i cùng trong m i quá trình 
sinh tr ng, phát tri n [12]. Vi c ph i k t h p gi a 
BAP và IBA/α-NAA vào môi tr ng nuôi c y 
không có tác d ng tích c c n s  nhân nhanh 
ch i in vitro cây phòng phong so v i vi c b  sung 

BAP n l . B  sung auxin vào môi tr ng ã làm 
gi m h  s  nhân ch i t  7,68 ch i/m u xu ng ch  
còn 4,16 - 4,33 ch i/m u, chi u cao c ng nh  ch t 
l ng ch i gi m m t cách rõ r t. Các ch i có xu 
h ng hình thành c m nh , ch i y u và th p, lá 
nh  màu xanh nh t và b t u có hi n t ng xo n 

 mép lá, hình thành callus  g c ch i  môi 
tr ng có b  sung 1 mg/L BAP và 0,5 mg/L 
IBA/α-NAA. 

Công th c  
S  ch i/m u  

(ch i) 

Chi u cao ch i 
(cm) 

Ch t l ng  

ch i 

1 mg/L BAP  7,68 5,8 +++ 

1 mg/L BAP + 0,25 mg/L IBA 5,45 5,0 ++ 

1 mg/L BAP + 0,50 mg/L IBA 4,16 4,3 + 

CV% 2,7 2,8  

LSD0,05 0,31 0,28  

Ghi chú: + Ch i nh , y u, lá nh  màu xanh nh t; ++ Ch i nh , lá to màu xanh m; +++ Ch i to, lá to 
màu xanh m 
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α

Công th c  
S  ch i/m u  

(ch i) 
Chi u cao ch i 

(cm) 
Ch t l ng  

ch i 

1 mg/L BAP 7,68 5,8 +++ 

1 mg/L BAP + 0,25 mg/L α-NAA 5,86 5,2 ++ 

1 mg/L BAP + 0,50 mg/L α-NAA 4,33 4,6 + 

CV% 2,4 2,7  

LSD0,05 0,29 0,28  

Ghi chú: + Ch i nh , y u, lá nh  màu xanh nh t; ++ Ch i nh , lá to màu xanh m; +++ Ch i to, lá to 
màu xanh m 

Nh  v y, qua các thí nghi m v  vi c b  sung 
các hormone th c v t nh  BAP, kinetin n l  ho c 
k t h p gi a BAP (1 mg/L) v i IBA (0,25; 0,5 
mg/L) ho c α-NAA (0,25; 0,5 mg/L) v i nhau. K t 
qu  nghiên c u cho th y, vi c s  d ng BAP là phù 
h p nh t cho vi c nhân nhanh in vitro phòng 
phong, h  s  nhân t cao nh t 8,56 ch i/m u, 
chi u cao t 6,1 cm trên môi tr ng MS có b  
sung 1,0 mg/L BAP. 

Trong nuôi c y in vitro, auxin óng vai trò 
i u khi n s  hình thành r   h u h t các loài 

th c v t - thúc y s  phân chia giãn dài t  bào 
và phân hóa r . IBA và α-NAA là 2 lo i hormone 

c dùng ph  bi n trong nuôi c y mô kích thích 
s  ra r . 

Trên n n môi tr ng MS ã ti n hành b  sung 
vào môi tr ng nuôi c y IBA ho c α-NAA  các 
n ng  khác nhau  kh o sát s  hình thành ra 
r  c a ch i phòng phong. K t qu  thu c sau 10 
tu n nuôi c y c trình bày  b ng 6. 

α

Auxin N ng  (mg/L) T  l  ch i ra r  (%) S  r  (r ) Chi u dài r  (cm) 

0,00 0,00 0,00 0,00 

0,25 50,25 7,67 3,06 

0,50 68,33 11,67 3,43 

α-NAA 

0,75 35,86 8,54 1,63 
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1,00 15,54 5,13 1,24 

CV% 0,5 1,4 3,3 

LSD0.05 0,25 0,17 0,11 

0,00 0,00 0,00 0,00 

0,25 40,67 5,63 1,33 

0,50 46,50 7,34 1,63 

0,75 21,23 5,23 1,23 

IBA 

1,00 13,33 4,56 0,86 

CV% 0,4 1,8 6,6 

LSD0,05 0,16 0,15 0,12 

A. C m ch i phòng phong trên môi tr ng MS + 1 mg/L BAP; B. Ch i phòng phong in vitro ra r  
trên môi tr ng MS + 0,5 mg/L α-NAA; C. Cây phòng phong trong b u sau 6 tu n ra ngôi trên giá th  t 
phù sa 

K t qu   b ng 6 cho th y, ã có s  phát sinh 
hình thành r   ch i phòng phong khi môi tr ng 
có b  sung ch t i u ti t sinh tr ng. Tuy nhiên,  
nh ng môi tr ng khác nhau s  t o r  c ng khác 
nhau. Trên môi tr ng MS không b  sung ch t 

i u ti t sinh tr ng, cây phát tri n v  chi u cao 
nh ng không có s  phát sinh r , khi b  sung auxin 
(α-NAA/IBA) vào môi tr ng v i n ng  t  0,25 
lên 0,5 mg/L t  l  ch i ra r , s  r  và chi u dài r  

u t ng: T  l  ra r  t cao nh t 68,33% trên môi 
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tr ng có b  sung 0,5 mg/L α-NAA, s  r  t 11,67 
r , chi u dài r  3,43 cm. Ti p t c t ng n ng  
auxin vào môi tr ng nuôi c y t  0,75 - 1 mg/L, 
b t u có s  c ch  kéo dài và gi m s  l ng r  
t o ra, t  l  ch i ra r  c ng có xu h ng gi m. So 
v i IBA thì α-NAA có nh h ng tích c c h n n 
kh  n ng ra r  c a ch i phòng phong c  v  t  l  ra 
r , s  r , chi u dài r  c ng nh  ch t l ng c a r : 
R  trên môi tr ng có b  sung α-NAA r  dài màu 
tr ng xanh, trong khi r  trên môi tr ng IBA r  
ng n màu tr ng có nhi u r  t  m nh r t d  gãy. 
K t qu  này c a nghiên c u này hoàn toàn phù 
h p v i k t qu  nghiên c u c a Tong và cs (2009) 
[8], Zhang và cs (2012) [9] khi s  d ng NAA là 
auxin thích h p cho quá trình ra r  in vitro trên 
cây phòng phong. Trong quá trình t o r , k t qu  
cho th y: Phòng phong là i t ng khó ra r  
trong i u ki n nuôi c y in vitro, th i gian ra r  
di n ra r t lâu, n kho ng tu n th  6, ch i m i 
b t u ra r  ng th i t  l  ra r  r t th p ch  t 
trong kho ng 10 - 60%, cao nh t t h n 68% sau 10 
tu n. So v i nghiên c u c a Zhang và cs (2012) [9] 
t  l  ra r  c ng ch  t 65% trên môi tr ng ½ MS 
+ 0,5 mg/L NAA + 0,1 mg/L BA, trong khi Tong và 
cs (2009) [8] l i cho th y, môi tr ng ra r  t t nh t 
là ½ MS + 0,5 mg/L NAA, nh ng không th y  
c p n t  l  ra r . 

4. K T LU N  
M u phòng phong c kh  trùng b ng HgCl2 

0,1% trong th i gian 12 phút cho t  l  nhi m th p, 
t  l  m u s ng, s ch cao t 60,7%, m u tái sinh 
t o ch i t t. Môi tr ng MS có b  sung 0,5 mg/L 
BAP là môi tr ng thích h p nh t  tái sinh ch i. 
Môi tr ng nhân nhanh ch i phòng phong t t 
nh t là môi tr ng MS có b  sung 1 mg/L BAP 
cho h  s  nhân ch i t cao nh t 8,56 ch i/m u, 
chi u cao t 6,1 cm, ch t l ng ch i t t - ch i to, 
lá to có màu xanh m sau 8 tu n nuôi c y. Môi 
tr ng MS có b  sung 0,5 mg/L α-NAA là môi 
tr ng ra r  thích h p nh t cho ch i phòng phong 
v i t  l  ra r  t cao nh t 68,33% sau 10 tu n, s  
r  t 11,67 r , chi u dài r  3,43 cm, r  dài ch c 
kh e, màu tr ng xanh. 
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The aim of this study was to establish a protocol for in vitro propagation of S. Divaricata from 
apical bud. The buds were best sterilized with 0.1% HgCl2 in 12 minutes. The most suitable 
medium for shoot regeneration is MS with 0.5 mg/L BAP. The highest shoot multiplication rate 
(8.56 shoot/explant; length of shoots 6.1 cm) was obtained on MS medium supplemented with 
1.0 mg/L BAP after 8 weeks of culture. 68.33% of the shoots produced roots within 10 weeks on 
MS medium containing 0.5 mg/L α-NAA. 

: Micropropagation, process, apical bud, Saposhnikovia divaricata (Turcz.) Schischk. 
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