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NGHIÊN CỨU TÁI SINH CHỒI CÂY NHÂN TRẦN CÁT 

(Adenosma indianum (Lour.) Merr.)  

THÔNG QUA NUÔI CẤY CALLUS 

Hoàng Tấn Quảng1,*, Trần Thị Diệu2, Lê Thị Lệ Quyên3, Phạm Thị Diễm Thi1,  

Trương Thị Hồng Hải1, Trần Quốc Dung3 

1 Viện Công nghệ sinh học, Đại học Huế, Tỉnh lộ 10, Phú Thượng, Phú Vang, Thừa Thiên Huế 
2 Trường đại học Nông Lâm, Đại học Huế, 102 Phùng Hưng, tp. Huế 

3 Trường đại học Sư phạm, Đại học Huế, 32 Lê Lợi, tp. Huế 

Tóm tắt. Nhân trần cát (Adenosma indianum (Lour.) Merr.) là một loại cây dược liệu có giá trị 

phân bố ở một số vùng đất cát ven biển nhưng hiện nay đã không còn phổ biến. Để duy trì 

nguồn giống loại cây này, chúng tôi đã tiến hành nghiên cứu tái sinh chồi in vitro cây nhân 

trần cát thông qua sự phát sinh callus. Kết quả nghiên cứu cho thấy thời gian thích hợp để 

khử trùng mẫu lá, thân cây nhân trần cát là 10 phút, mẫu cuống lá là 6 phút với tỷ lệ mẫu 

nhiễm lần lượt là 18,52 %; 7,04 % và 0,00 %. Môi trường thích hợp để tạo callus từ lá là MS cơ 

bản có bổ sung 0,30 mg/l NAA, tạo callus từ cuống lá 0,20 mg/l IBA và từ đoạn thân là 0,50 

mg/l NAA; tỷ lệ tạo callus lần lượt là 80,55 %, 66,67 % và 76,39 %. Môi trường MS cơ bản bổ 

sung 0,50 mg/l BAP và 0,10 mg/l NAA thích hợp để tạo chồi từ callus, tỷ lệ tạo chồi là 43,52 % 

và số chồi/callus là 3,43. 

Từ khóa: Adenosma indianum, callus, cây dược liệu, khử trùng, tái sinh chồi 

1 Đặt vấn đề 

Cây nhân trần cát (Adenosma indianum (Lour.) Merr.), tên thường gọi là chè nội, chè cát, chè 

tạng, bồ bồ, nhân trần ta... là một loài thực vật có hoa trong họ hoa mõm sói (Scrophulariaceae). 

Đây là một loại dược liệu có vị cay, hơi đắng, mùi thơm, tính ôn nhẹ, có tác dụng diệt giun, gây 

tăng tiết mật, tăng cường chức năng thải chất độc ở gan. Bên cạnh đó, cây còn có tác dụng kháng 

viêm, kháng khuẩn, ức chế sự phát triển của các khuẩn Shigella dysenteriae, Sh. shigae, 

Staphylococcus aureus 209P và Streptococcus hemolyticcus S84, giảm sự phân tiết dịch vị, giảm độ 

acid tự do và acid toàn phần ở dạ dày. Cây này cũng được dùng để chữa sốt, cảm cúm, viêm gan 

vàng da, tiêu hóa kém, viêm ruột, đau bụng, thuốc kích thích ăn ngon cho phụ nữ sau khi sinh 

[1, 4, 6]. 

Cây nhân trần cát trước đây khá phổ biến trên đất nước ta, thường gặp ở bờ ruộng, các 

rừng thưa cây rụng lá, nơi đất trống có cát và cỏ, trong các đầm lầy và đất ẩm. Tuy nhiên, trong 

những năm gần đây, số lượng cây này giảm mạnh do một số hoạt động của con người như mở 
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rộng đất canh tác, chuyển đổi cây trồng… đã làm mất đi môi trường sống của cây. Nhân trần cát 

trở thành một loại dược liệu cần được bảo vệ để tránh nguy cơ trở nên khan hiếm [3].  

Để nhân giống cây nhân trần cát, một số nơi đã bắt đầu trồng thử nghiệm bằng các phương 

pháp nhân giống truyền thống như gieo hạt, giâm cành… nhưng thường cho tỷ lệ sống của cây 

con không cao và nhiễm bệnh. Hơn nữa, sự hạn chế về nguồn giống cũng góp phần làm giảm 

hiệu quả của các phương pháp nhân giống truyền thống. Đối với cây nhân trần cát, việc nhân 

giống bằng kỹ thuật nuôi cấy mô tế bào chưa có nhiều nghiên cứu được công bố. Trên các đối 

tượng nhân trần khác, Tu và cs. đã thành công khi nhân giống in vitro cây nhân trần A. glutinosum 

thông qua giai đoạn callus [7]. Do đó, chúng tôi thực hiện nghiên cứu này nhằm xác định khả 

năng nhân giống cây nhân trần cát thông qua giai đoạn callus. 

2 Đối tượng và phương pháp 

2.1 Đối tượng liệu 

Đối tượng nghiên cứu của chúng tôi là cây nhân trần cát (A. indianum) được thu thập tại 

vùng đất cát Hải Dương, Hải Lăng, Quảng Trị (Hình 1).  

Mẫu vật sử dụng trong nghiên cứu là lá, cuống lá và đoạn thân từ cây tự nhiên khỏe mạnh. 

2.2 Phương pháp 

Ảnh hưởng của thời gian khử trùng mẫu đến tỷ lệ sống của cây nhân trần cát 

Lá, cuống lá và đoạn thân (1–2 cm) của cây nhân trần cát được rửa nhiều lần dưới vòi nước 

chảy, cắt bỏ lá bị hỏng và những phần không cần thiết, chỉ lấy lá, cuống lá và đoạn thân dài 1–2 

cm cho vào bình. Rửa sạch bằng nước cất 3 lần, 1 lần/2 phút. Tiếp tục khử trùng bằng HgCl2 0,10 

% 5–10 phút. Rửa sạch bằng nước cất vô trùng 3–4 lần trước khi cấy vào môi trường cơ bản MS 

(Murashige và Skoog) [5] có bổ sung các chất điều hòa sinh trưởng theo từng công thức thí 

nghiệm cụ thể. Tỷ lệ mẫu nhiễm được đánh giá sau 1 tuần nuôi cấy. 

Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng lên khả năng cảm ứng tạo callus 

Lá, cuống lá và đoạn thân sau khi được khử trùng được đặt lên giấy thấm vô trùng, dùng 

dụng cụ vô trùng cắt bỏ phần bị tổn thương do hóa chất. Cấy mẫu lên môi trường dinh dưỡng 

cơ bản MS bổ sung IBA nồng độ 0,10–0,50 mg/l; NAA nồng độ 0,10–0,50 mg/l riêng lẻ hoặc phối 

hợp với BAP nồng độ 0,50 mg/l để thăm dò khả năng tạo callus của mẫu nuôi cấy [7]. Khả năng 

tạo callus được đánh giá sau 8 tuần nuôi cấy. 

Các loại môi trường sử dụng cho nuôi cấy được điều chỉnh pH đến 5,8 và khử trùng ở 

nhiệt độ 121 °C, áp suất 1 atm trong 15 phút. Các thí nghiệm nuôi cấy được thực hiện ở 25±2 °C, 

cường độ chiếu sáng khoảng 2000 lux và thời gian chiếu sáng 10–12 giờ/ngày.  
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Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi từ callus 

Callus có nguồn gốc từ lá (khoảng 0,5 cm) được cấy chuyển lên môi trường MS bổ sung 

BAP nồng độ 0,50 mg/l và NAA ở các nồng độ 0,10–0,50 mg/l [7]. Số chồi tái sinh được ghi nhận 

sau 8 tuần nuôi cấy. 

Xử lý số liệu 

Các thí nghiệm được bố trí theo kiểu hoàn toàn ngẫu nhiên, mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 

lần. Kết quả thí nghiệm được tính trung bình và phân tích ANOVA với Duncan’s test (p < 0,05) 

bằng phần mềm SPSS 17.0. 

3 Kết quả và thảo luận 

3.1 Ảnh hưởng của thời gian khử trùng mẫu đến tỷ lệ sống của cây nhân trần cát 

Mẫu (lá, cuống lá, đoạn thân) của cây nhân trần cát được cấy lên môi trường cơ bản MS bổ 

sung 0,10–0,50 mg/l IBA và 0,10–0,50 mg/l NAA để tạo callus. Sau 1 tuần theo dõi với các khoảng 

thời gian khử trùng khác nhau, chúng tôi đã thu được kết quả về tỷ lệ nhiễm của mẫu. Kết quả 

nghiên cứu ảnh hưởng của thời gian khử trùng mẫu được trình bày Bảng 1. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy tỷ lệ mẫu nhiễm ở lá ở 5 phút cao nhất (61,11 %), giảm đáng 

kể khi tăng thời gian khử trùng lên 6 phút và có tỷ lệ nhiễm thấp nhất khi được khử trùng trong 

10 phút (18,52 %), lúc này mẫu bắt đầu có dấu hiệu chết (chiếm 5,56 %). Đối với mẫu thân, kết 

quả tốt nhất cũng thu được sau 10 phút khử trùng, tỷ lệ mẫu nhiễm thấp (7,40 %) và không có 

mẫu chết. Đối với cuống lá, thời gian khử trùng 6 phút là phù hợp. 

Bảng 1. Ảnh hưởng thời gian khử trùng mẫu đến tỷ lệ sống của cây nhân trần cát 

Thời gian 

khử 

trùng 

(phút) 

Lá Thân Cuống lá 

Tỷ lệ mẫu 

nhiễm (%) 

Tỷ lệ mẫu 

chết (%) 

Tỷ lệ mẫu 

nhiễm (%) 

Tỷ lệ mẫu 

chết (%) 

Tỷ lệ mẫu 

nhiễm (%) 

Tỷ lệ mẫu 

chết (%) 

5 61,11a 0,00a 55,56a 0,00 11,11a 0,00b 

6 24,07b 0,00a 31,48b 0,00 0,00b 0,00b 

8 21,30bc 0,00a 27,78b 0,00 0,00b 0,00b 

10 18,52c 5,56a 7,40c 0,00 0,00b 13,89a 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau trên cùng một cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê của các trung bình mẫu với                     

p < 0,05 (Duncan’s test). Các chú thích này dùng chung cho các bảng 2–5. 
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3.2 Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng lên khả năng hình thành callus 

Ảnh hưởng của các loại chất điều hòa sinh trưởng riêng lẻ 

Sau khi khử trùng mẫu bằng HgCl2, mẫu được cấy lên môi trường MS chứa các chất điều 

hòa sinh trưởng nhóm auxin là IBA và NAA có nồng độ là 0,10–0,50 mg/l để thăm dò khả năng 

tạo callus. Kết quả trình bày ở Bảng 2 và 3 cho thấy ở tất cả các môi trường thử nghiệm callus đều 

bắt đầu hình thành sau gần 3 tuần cảm ứng. Callus ban đầu xuất hiện tại các vết cắt, có màu vàng 

nhạt sau đó chuyển sang màu xanh lục (Hình 1). 

So với IBA, NAA có khả năng cảm ứng tạo callus ở cây nhân trần cát tốt hơn. Đối với mẫu 

lá, tỷ lệ tạo callus lên tới 80,55 % (NAA nồng độ 0,30 mg/l), mẫu cuống lá là 58,93 % và mẫu thân 

là 76,39 % (NAA nồng độ 0,50 mg/l). 

Như vậy, ở môi trường MS có bổ sung 0,30 mg/l NAA cho tỷ lệ tạo callus tốt nhất đối với 

lá và đoạn thân, môi trường có 0,3 mg/l IBA tạo callus tốt nhất đối với mẫu cuống lá. 

Bảng 2. Ảnh hưởng của nồng độ IBA lên khả năng cảm ứng tạo callus  

Nồng độ IBA (mg/l) 
Tỷ lệ tạo callus (%) 

Lá Cuống lá Thân 

0,10 33,33b 50,00c 41,67b 

0,20 44,44ab 63,89a 44,44b 

0,30 59,72a 66,67a 35,00b 

0,40 56,94a 61,11a 38,89b 

0,50 51,39ab 58,33b 66,67a 

Đối với chất điều hòa sinh trưởng là IBA, mẫu lá cho tỷ lệ tạo callus cao nhất là 59,72 % ở 

nồng độ IBA 0,30 mg/l, mẫu cuống lá là 66,67 % ở nồng độ 0,30 mg/l trong khi mẫu thân cũng là 

66,67 % ở nồng độ 0,50 mg/l. 

Bảng 3. Ảnh hưởng của nồng độ NAA lên khả năng cảm ứng tạo callus  

Nồng độ NAA 

(mg/l) 

Tỷ lệ tạo callus (%) 

Lá Cuống lá Thân 

0,10 72,22a 45,44q 38,08b 

0,20 74,45a 48,61a 44,44ab 

0,30 80,55a 48,61a 51,11ab 

0,40 78,89a 51,81a 56,94ab 

0,50 49,44b 58,93a 76,39a 
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Hình 1. Cây nhân trần cát tự nhiên (A) và callus hình thành trên các môi trường tối ưu (B. từ đoạn thân, C. 

từ mảnh lá, D. từ cuống lá). 

Ảnh hưởng của sự phối hợp các chất điều hòa sinh trưởng 

Tu và cs. đã nghiên cứu khả năng tạo callus của cây nhân trần A. glutinosum. Kết quả nghiên 

cứu cho thấy môi trường MS bổ sung BAP nồng độ 0,50 mg/l và NAA ở 2 nồng độ 0,10 mg/l và 

0,50 mg/l có tỷ lệ cảm ứng callus đạt 98,90 %, bổ sung 0,50 mg/l BAP và NAA ở nồng độ 0,30 mg/l 

tỷ lệ cảm ứng đạt 100 % [7]. Trong khi đó, He và cs. nhận thấy BAP kết hợp với IBA cho kết quả 

tốt trong quá trình nhân giống in vitro cây nhân trần A. glutinosum [2]. Dựa trên các kết quả này, 

chúng tôi đã tiến hành nghiên cứu khả năng cảm ứng tạo callus khi kết hợp giữa BAP 0,50 mg/l 

với NAA và IBA ở các nồng độ khác nhau, kết quả được trình bày ở Bảng 4. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy khả năng cảm ứng tạo callus khi kết hợp các chất điều hòa 

sinh trưởng thấp hơn khi sử dụng riêng lẻ. Trong các loại mẫu nuôi cấy, mẫu lá có khả năng tạo 

callus nhiều nhất, đạt cao nhất khi kết hợp giữa BAP 0,50 mg/l và NAA 0,20 mg/l, tỷ lệ tạo callus 

là 42,86 %. Mẫu thân cũng có khả năng tạo callus cao, tuy nhiên chỉ có 2 công thức tạo callus. 
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Bảng 4. Ảnh hưởng của sự kết hợp giữa BAP với NAA và IBA lên khả năng cảm ứng tạo callus  

Chất điều hòa sinh trưởng (mg/l) Tỷ lệ tạo callus (%) 

BAP NAA IBA Lá Cuống lá Thân 

0,50 0,10 – 41,18a 16,67b 37,50b 

0,50 0,20 – 42,86a 0,00c 50,00a 

0,50 0,30 – 23,53b 0,00c 0,00c 

0,50 0,50 – 20,00b 0,00c 0,00c 

0,50 – 0,10 16,67b 27,27a 0,00c 

0,50 – 0,30 0,00c 0,00c 0,00c 

0,50 – 0,50 0,00c 0,00c 0,00c 

So với nghiên cứu của Tu và cs. [7], tỷ lệ cảm ứng callus của cây A. glutinosum khi nuôi cấy 

trên môi trường MS cơ bản bổ sung BAP 0,50 mg/l và NAA 0,10–0,50 mg/l cao hơn ở cây                    

A. indianum trong nghiên cứu của chúng tôi. 

3.3 Tái sinh chồi từ callus có nguồn gốc từ lá 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi nhận thấy lá là mẫu có tỷ lệ tạo callus cao nhất, vì vậy, chúng tôi tiếp 

tục sử dụng callus có nguồn gốc từ lá để tái sinh chồi in vitro. Callus được tạo thành trong quá trình nuôi cấy 

in vitro được cấy lên môi trường dinh dưỡng cơ bản MS, bổ sung BAP với nồng độ 0,50 mg/l và NAA có 

nồng độ 0,10–0,50 mg/l để khảo sát sự tái sinh chồi từ callus. Kết quả nuôi cấy sau 8 tuần được trình bày ở 

Bảng 5. 

Kết quả trình bày ở Bảng 5 cho thấy callus ở tất cả các công thức thí nghiệm đều có khả năng tái sinh 

thành chồi. Môi trường bổ sung 0,50 mg/l BAP và 0,10 mg/l NAA có khả năng tạo chồi từ callus cao hơn hẳn 

so với các môi trường còn lại: tỷ lệ là 43,52 %, số chồi/callus là 3,43. Chồi tạo thành sinh trưởng tốt, lá có màu 

xanh đậm (Hình 2). Các môi trường có nồng độ NAA cao hơn cho khả năng tái sinh chồi thấp hơn, nồng độ 

NAA càng cao khả năng tái sinh càng thấp, chồi sinh trưởng kém, lá màu xanh nhạt. 

Bảng 5. Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng lên khả năng tái sinh chồi từ callus  

Chất điều hòa sinh trưởng (mg/l) Khả năng tái sinh chồi 

BAP NAA Tỷ lệ mẫu tạo chồi (%) Số chồi/callus (chồi) 

0,50 0,10 43,52a 3,43a 

0,50 0,20 22,22ab 1,83ab 

0,50 0,30 13,89b 1,60ab 

0,50 0,50 6,48b 0,49b 
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Hình 2. Chồi tái sinh trên môi trường MS bổ sung 0,50 mg/l BAP và 0,10 mg/l NAA (A) hay 0,30 mg/l 

NAA (B) 

Trong nghiên cứu trên cây nhần trần A. glutinosum của mình, Tu và cs. nhận thấy công thức bổ sung 

0,50 mg/l BAP và 0,01 mg/l NAA thu được 7,2 chồi/callus, cao gấp đôi nghiên cứu của chúng tôi [7]. Như vậy, 

có thể thấy trong cùng điều kiện nuôi cấy, khả năng nhân giống in vitro của cây A. glutinosum cao hơn cây A. 

indianum. 

4.  Kết luận 

Chúng tôi đã thành công trong việc tái sinh chồi cây nhân trần cát thông qua giai đoạn 

callus. Thời gian thích hợp để khử trùng mẫu lá, thân cây nhân trần cát là 10 phút, mẫu cuống lá 

là 6 phút. Môi trường thích hợp để tạo callus từ lá là MS cơ bản có bổ sung 0,30 mg/l NAA, tạo 

callus từ cuống lá 0,20 mg/l IBA và từ đọan thân là 0,50 mg/l NAA. Môi trường MS cơ bản bổ 

sung 0,50 mg/l BAP và 0,10 mg/l NAA thích hợp để tạo chồi từ callus. 
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IN VITRO SHOOT REGENERATION OF Adenosma indianum 

(Lour.) Merr. THROUGH CALLUS INDUCTION 

Hoang Tan Quang1,*, Tran Thi Dieu2, Le Thi Le Quyen3, Pham Thi Diem Thi1,  

Truong Thi Hong Hai1, Tran Quoc Dung3 
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Abstract. Adenosma indianum (Lour.) Merr. is a valuable medicinal plant distributed in coastal 

sandy areas but is no longer popular. This paper presents the results of in vitro shoot regener-

ation of Adenosma indiana (Lour.) Merr. through callus induction. The samples (leaf pieces, 

petioles and stems) were sterilized with HgCl2 0.1 % from 5 to 10 minutes. The suitable effec-

tive sterilization time is 10 min for leaves and stems and 6 min for petioles with the contami-

nation rate of 18.52 %, 7.04 % and 0.00 %, respectively. The medium for callus formation from 

leaves was basal MS supplemented with 0.30 mg/l NAA, from petioles was 0.20 mg/l IBA and 

from stems was 0.50 mg/l NAA with the ratio of callus formation of 80.55 %, 66.67 % and 76.39 

%, respectively. The basal MS medium supplemented with 0.50 mg/l BAP and 0.10 mg/l NAA 

was suitable for shoot generation from callus. The shoot forming ratio was 43.52 % with an 

average of 3.43 shoots/callus. 

Keywords: Adenosma indianum, callus, medicinal plant, shoot regeneration, sterilization 
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