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xi 

 

HMBC 
Heteronuclear Multiple Bond 

Correlation 
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National Center for Biotechnology 
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VLC Vacuum Liquid Chromatography Sắc ký lỏng chân không 
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MỞ ĐẦU 

 

1. Đặt vấn đề  

Lan tai cáo (Hoya verticillata var. verticillata hoặc Hoya parasitica (Rox) Wall 

ex Traill) là loài thực vật sống phụ sinh lâu năm ở rừng ẩm nhiệt đới thuộc chi Hoya. 

Hoya là một chi thực vật có hoa trong họ Apocynaceae, hầu hết là những cây dây leo có 

lá mọng nước và cụm hoa hấp dẫn. Lan tai cáo được tìm thấy ở khu vực từ Đông Ấn Độ 

đến Nam Trung Quốc và một số nước Đông Nam Á như Philippines, Indonesia, Lào, 

Myanmar, Campuchia, Thái Lan và Việt Nam.  

Trong thực tế, Lan tai cáo rất đa dạng và có nhiều đặc điểm hình thái tương tự 

một số loài trong chi Hoya, đặc biệt khi cây ở trạng thái không còn nguyên vẹn hoặc ở 

dạng bột, việc xác định loài gặp nhiều khó khăn hoặc dễ nhầm lẫn Lan tai cáo với các 

loài khác cùng chi nếu chỉ dựa vào hình thái. Chính vì vậy, việc giải trình tự DNA lục 

lạp và tìm kiếm vùng DNA trong hệ gene lục lạp làm chỉ thị hỗ trợ phân biệt loài Lan 

tai cáo (H. verticillata var. verticillata) với các loài khác trong chi Hoya là cần thiết và 

mang tính thời sự. 

Nghiên cứu hệ gene lục lạp của thực vật đã đạt được những thành tựu đáng kể và 

có ý nghĩa rất quan trọng, góp phần nâng cao nhận thức của con người về quá trình 

quang hợp, phân loại thực vật và tiến hóa. Những kết quả phân tích DNA lục lạp 

(chloroplast DNA-cpDNA) đã được chứng minh là có giá trị trong việc tìm hiểu sự tiến 

hóa, tính đa dạng và mối quan hệ phát sinh chủng loại của thực vật. Những tiến bộ trong 

công nghệ giải trình tự thế hệ mới, đã thúc đẩy mạnh mẽ quá trình hình thành cơ sở dữ 

liệu cpDNA. Cơ sở dữ liệu chuyên dụng, các công cụ Tin sinh học phát triển đã góp 

phần nâng cao hiệu quả quản lý và phân tích khối lượng ngày càng tăng của trình tự 

DNA lục lạp.   

Một số nghiên cứu cho thấy Lan tai cáo được sử dụng làm thuốc chống suy thận 

cấp tính, chữa trị và làm lành các vết thương. Một số nghiên cứu bước đầu đã ghi nhận 

các loài thuộc chi Hoya, trong đó có Lan tai cáo chứa các hợp chất flavonoid, phenolic, 

saponin. Tuy nhiên, nghiên cứu thành phần hóa học, tìm kiếm các chất mới và khảo sát 

hoạt tính sinh học của chúng làm cơ sở đề xuất sử dụng trong y học còn ít được quan 
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tâm nghiên cứu. Vấn đề đặt ra là, Lan tai cáo (H. verticillata var. verticillata) chứa các 

chất có hoạt tính sinh học nào và có thể ứng dụng các chất này trong y học hay không? 

là những câu hỏi tiếp theo cần được làm sáng tỏ. 

Từ những lý do trên chúng tôi thực hiện đề tài luận án: “Nghiên cứu đặc điểm 

hệ gene lục lạp và phân tích hoạt tính của saponin phân lập từ cây Lan tai cáo 

(Hoya verticillata var. verticillata)”. 

2. Mục tiêu nghiên cứu 

Phân tích đặc điểm hệ gene lục lạp, thiết lập được sơ đồ cây phát sinh chủng loại 

của loài Lan tai cáo và các loài khác thuộc chi Hoya. 

Phân lập và xác định được cấu trúc hợp chất saponin tách chiết từ Lan tai cáo và 

phân tích hoạt tính sinh học in silico của các saponin đã phân lập. 

3. Nội dung nghiên cứu 

3.1. Nghiên cứu giải trình tự hệ gene lục lạp của loài Lan tai cáo. 

i) Thu thập mẫu cây, phân loại tạo nguyên liệu cho phân tích sinh học phân tử và phân 

tích thành phần hóa học Lan tai cáo. 

ii) Định danh loài Lan tai cáo (H. verticillata var. verticillata) bằng phương pháp hình 

thái so sánh. 

iii) Giải trình tự nucleotide của DNA lục lạp và thiết lập sơ đồ cấu trúc hệ gene lục lạp 

cây Lan tai cáo. Mô tả đặc điểm hệ gene lục lạp của Lan tai cáo. 

3.2. Phân tích sự phát sinh chủng loại, khảo sát một số chỉ thị DNA có độ đa dạng 

nucleotide cao từ hệ gene lục lạp của loài Lan tai cáo và đề xuất mã vạch tiềm năng cho 

loài/chi. 

i) Xác định và thu thập dữ liệu trình tự hệ gene lục lạp của các loài thuộc chi Hoya trên 

GenBank. Phân tích tiến hóa phân tử dựa trên trình tự DNA lục lạp của các loài này. 

ii) Xác định và thu thập một số trình tự DNA có độ đa dạng nucleotide cao, xây dựng 

sơ đồ phát sinh chủng loại dựa trên dữ liệu về các trình tự khai thác được từ GenBank, 

đề xuất mã vạch tiềm năng sử dụng trong định danh loài và chi Hoya.  
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3.3. Nghiên cứu phân lập, xác định cấu trúc và phân tích hoạt tính sinh học của một số 

saponin từ cây Lan tai cáo. 

i) Đánh giá hoạt tính sinh học của cao chiết phân đoạn chứa saponin từ lá Lan tai cáo. 

ii) Phân lập saponin và xác định cấu trúc của các saponin đã phân lập. 

iii) Phân tích hoạt tính gây độc tế bào ung thư của các saponin phân lập từ Lan tai cáo 

thông qua mô hình tương tác phân tử và phân tích động học phân tử in silico. 

4. Những đóng góp mới của luận án 

4.1. Luận án là công trình nghiên cứu mới về đặc điểm của hệ gene lục lạp hoàn chỉnh 

của loài Lan tai cáo (H. verticillata var. verticillata). Đề xuất được mã vạch DNA tiềm 

năng hỗ trợ phân biệt loài và nhận diện chi Hoya. 

4.2. Phân lập và xác định được cấu trúc của hai saponin mới từ lá Lan tai cáo là 3β,20-

dihydroxy-pregn-5-ene-3-O-β-D-fucopyranoside 20-O-β-D-glucopyranoside và 3β,20-

dihydroxy-pregn-5 ene-3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-β-D-fucopyranoside-20-O-

β- D-glucopyranoside 

4.3. Đánh giá được khả năng tương tác và mô phỏng động học phân tử in silico của các 

saponin phân lập từ Lan tai cáo và xác định được parasiticoside B (3β,20-dihydroxy-

pregn-5 ene-3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-β-D-fucopyranoside-20-O-β-D-

glucopyranoside) có hoạt tính gây độc cao nhất chống lại protein ung thư Bcl-2. 

Parasiticoside B là ứng viên tiềm năng cho nghiên cứu thực nghiệm hoạt tính chống lại 

protein Bcl-2 trong ung thư. 

5. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài luận án 

Kết quả đạt được của luận án có giá trị khoa học và thực tiễn trong tiếp cận nghiên 

cứu tiến hóa phân tử dựa trên trình tự hệ gene lục lạp và phân lập, xác định hoạt tính của 

các saponin phục vụ trong nghiên cứu và ứng dụng dược phẩm từ cây Lan tai cáo. 

Về mặt khoa học 

Kết quả nghiên cứu góp phần làm sáng tỏ cấu trúc hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của 

loài Lan tai cáo và cấu trúc hệ gene lục lạp đặc trưng của các loài thuộc chi Hoya. 
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Kết quả bước đầu xây dựng được sơ đồ phát sinh chủng loại thực vật dựa trên 

trình tự hệ gene hoặc các vùng gene lục lạp, là cơ sở để đánh giá mối quan hệ gần gũi 

và mức độ tiến hóa phân tử của các loài trong chi Hoya. 

Hai saponin mới phân lập được từ Lan tai cáo là dữ liệu bổ sung cho nghiên cứu 

sàng lọc chất có hoạt tính sinh học ứng dụng trong nghiên cứu sinh dược học. 

Về mặt thực tiễn 

Trình tự DNA lục lạp hoàn chỉnh của Lan tai cáo (H. verticillata var. verticillata) 

đã bổ sung nguồn dữ liệu phục vụ phân tích tiến hóa phân tử của chi Hoya. Mã vạch 

DNA tiềm năng có thể sử dụng hỗ trợ định danh chi Hoya và loài Lan tai cáo. 

Các bài báo đăng tải trên các tạp chí khoa học công nghệ quốc tế và trong nước 

cùng với cấu trúc hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của loài Lan tai cáo công bố trên GenBank 

là những tư liệu có giá trị tham khảo trong thực tiễn nghiên cứu và đào tạo. 
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Chương 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 

1.1. ĐẶC ĐIỂM HỆ GENE LỤC LẠP CỦA THỰC VẬT VÀ CHI HOYA 

1.1.1. Hệ gene lục lạp ở thực vật bậc cao   

Những nghiên cứu khoa học đầu tiên đã chứng minh rằng lục lạp cũng có khả 

năng lưu trữ thông tin di truyền dưới dạng DNA. Công bố của Tewari và Wildman 

(1970) là nghiên cứu tiên phong về hàm lượng DNA và tổ chức của lục lạp, đánh dấu 

một cột mốc quan trọng trong lĩnh vực sinh học phân tử thực vật. Tewari và Wildman 

đã định lượng DNA có trong lục lạp và so sánh với hàm lượng DNA trong nhân, chỉ ra 

rằng DNA lục lạp có cấu trúc hình vòng và mô tả một số gene của DNA lục lạp có chức 

năng chủ yếu là mã hóa các protein liên quan đến quá trình quang hợp (thành phần của 

chuỗi vận chuyển điện tử quang hợp và các enzyme cần thiết cho quá trình cố định 

carbon). Nghiên cứu này đặt nền móng cho các nghiên cứu tiếp theo về hệ gene lục lạp, 

bao gồm nỗ lực giải trình tự và so sánh hệ gene giữa các loài thực vật khác nhau. Nghiên 

cứu đã nhấn mạnh những đặc điểm độc đáo của DNA lục lạp và tầm quan trọng trong 

sinh học và tiến hóa thực vật [152]. 

Năm 1972, Sager và Lane đã nghiên cứu các đặc điểm và chức năng của lục lạp 

ở tảo xanh Chlamydomonas reinhardtii, trong đó tiến hành nghiên cứu rộng về các đột 

biến của Chlamydomonas có ảnh hưởng đến cấu trúc và chức năng của lục lạp [124]. 

Kung và cs (1977) cũng cho rằng DNA lục lạp có dạng vòng và bản đồ hệ gene lục lạp 

đã được ông mô tả. Nghiên cứu đã làm sáng tỏ thêm về tổ chức của hệ gene lục lạp bằng 

cách xác định các vùng cụ thể và vị trí tương đối của chúng trong phân tử DNA lục lạp. 

Đồng thời, cung cấp phương pháp nghiên cứu và những thông tin rất quan trọng để làm 

rõ cấu trúc di truyền và ý nghĩa chức năng của DNA lục lạp. Trên cơ sở lập bản đồ gene 

lục lạp của các loài thực vật khác nhau, Kung và cs (1977) đã phân tích và so sánh để 

khám phá mối quan hệ tiến hóa của các loài thực vật [76]. 

 Nghiên cứu năm 1978 của Kirk và Tilney-Bassett tập trung vào phân tích về quá 

trình sao chép và cơ chế di truyền của hệ gene lục lạp ở thực vật, bao gồm thời gian, các 

enzyme liên quan và các yếu tố điều hòa kiểm soát quá trình sao chép DNA lục lạp. Một 

phát hiện quan trọng của nghiên cứu này là đã xác nhận, lục lạp chủ yếu được di truyền 
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từ mẹ ở hầu hết các loài thực vật, phát hiện này rất quan trọng để có những hiểu biết sâu 

sắc về cơ sở của sự di truyền các bào quan ở thực vật cũng như sinh lý thực vật [73]. 

Gillham và cs (1978) đã tiến hành các nghiên cứu lập bản đồ di truyền để mô tả 

hệ gene lục lạp của Chlamydomonas reinhardtii. Các tác giả đã xác định và lập bản đồ 

các gene khác nhau trong DNA lục lạp, đặc biệt là những gene liên quan đến quá trình 

quang hợp và các quá trình trao đổi chất thiết yếu khác. Nghiên cứu này đã xác định 

được các cơ chế biểu hiện và điều hòa gene trong lục lạp. Nghiên cứu của Gillham cung 

cấp những hiểu biết sâu sắc về cách các gene lục lạp được phiên mã, hoàn chỉnh và dịch 

mã để tạo ra các protein chức năng cần thiết cho quá trình quang hợp và chuyển hóa tế 

bào. Nhóm của Gillham đã sử dụng các chủng Chlamydomonas đột biến có khiếm 

khuyết cụ thể trong hệ gene lục lạp để nghiên cứu chức năng của các gene này cũng như 

vai trò của chúng trong các quá trình sinh học và chức năng của lục lạp. Nghiên cứu 

phát triển kỹ thuật di truyền để đưa các gene ngoại lai vào hệ gene lục lạp nhằm nghiên 

cứu chức năng gene và xử lý lục lạp cho các ứng dụng công nghệ sinh học [42], [49]. 

Mô hình cấu trúc hệ gene hoàn chỉnh đầu tiên được xây dựng là trình tự nucleotide 

hoàn chỉnh của cây thuốc lá được Shinozaki và cs công bố năm 1986. Công trình nghiên 

cứu của Shinozaki và cs đã tìm ra được cách thức thực vật điều chỉnh biểu hiện gene trong 

lục lạp dưới áp lực của điều kiện môi trường khác nhau như hạn hán, nhiệt độ khắc nghiệt 

[131]. 

Năm 2017, Zhang và cs đã phát triển Thư viện tiêu chuẩn tham khảo về trình tự 

hệ gene lục lạp (GenomeTrakrCP) trên NCBI nhằm xây dựng cơ sở dữ liệu toàn diện về 

trình tự hệ gene lục lạp hoàn chỉnh nhằm giúp tăng cường khả năng định danh, hỗ trợ 

các nghiên cứu về gene, về sự phát sinh chủng loại và tiến hóa của thực vật [175]. Đến 

tháng 12 năm 2018, đã có 3654 hệ gene lục lạp hoàn chỉnh được công bố, kết quả này 

đã nâng cao đáng kể sự hiểu biết của chúng ta về quá trình tiến hóa thực vật, cung cấp 

một bức tranh khá chi tiết về hệ gene lục lạp ở các loài thực vật từ đó đánh giá được 

mức độ đa dạng và ý nghĩa của nó đối với thích nghi theo thời gian của thực vật. Những 

hiểu biết sâu sắc này có ý nghĩa quan trọng đối với các lĩnh vực như phân loại học, tiến 

hóa phân tử, sinh học thực vật, nông nghiệp, bảo tồn thực vật để ứng dụng trong y học 

[172]. Đến năm 2020, cơ sở dữ liệu về các vùng gene và trình tự đầy đủ về hệ gene lục 



 

 

7 
 

lạp của 3823 loài thực vật thuộc 1527 chi và 256 họ đã được công bố [134]. Trên cơ sở 

những tiến bộ về công nghệ giải trình tự hiệu suất cao và sự quan tâm ngày càng tăng 

đối với hệ gene của thực vật, đến năm 2024, đã có hơn 6.000 hệ gene lục lạp hoàn chỉnh 

được công bố trên cơ sở dữ liệu NCBI [160]. 

Đặc điểm đáng nổi bật của hệ gene lục lạp thực vật hạt kín là đều có cấu trúc 4 

vùng, vùng sao chép đơn lớn (Large single-copy-LSC), vùng sao chép đơn nhỏ (Small 

single-copy-SSC), hai vùng lặp lại đảo ngược (Inverted repeats-IR). Những nỗ lực giải 

trình tự hệ gene lục lạp đã tạo điều kiện thuận lợi cho sự phát triển của nhiều lĩnh vực 

nghiên cứu khác nhau, bao gồm nghiên cứu chức năng hệ gene thực vật, nghiên cứu tiến 

hóa phân tử và phân tích phát sinh chủng loại. Sự sẵn có ngày càng tăng của trình tự 

DNA lục lạp trong các cơ sở dữ liệu đã cho phép phân tích so sánh toàn diện, tiết lộ 

những hiểu biết sâu sắc về quá trình tiến hóa của hệ gene lục lạp và của thực vật. 

1.1.2. Hệ gene lục lạp của các loài thuộc chi Hoya  

1.1.2.1. Chi Hoya và loài Hoya verticillata var. verticillata  

Chi Hoya có 562 loài (Plants of the World Online: POWO) và là chi lớn nhất 

trong họ Apocynaceae, các loài trong chi này là loại cây bụi hoặc dây leo, sống biểu 

sinh, phân bố ở vùng nhiệt đới và cận nhiệt đới từ dãy Himalaya đến Okinawa, Nam và 

Đông Nam Á, Úc và quần đảo Fiji [43], [146]. Hoya là chi trong tông Marsdenieae (gồm 

17 chi), cụ thể là Hoya, Dischidia, Lygisma, Sarcolobus, pseudosarcolobus, Spirella, 

Gymnemopsis, Harmandiella, Gymnema, Dischidanthus, Marsdenia, Dregea, 

Cosmostigma, Telosma, Campestigma, Pentasacme, Heterostemma [166].   

Theo POWO, trong 562 loài của chi Hoya, H. verticillata có 32 tên đồng nghĩa 

dị loại (heterotypic synonyms), trong đó có nhiều đơn vị dưới loài (variety) ví dụ như 

H. verticillata var. verticillata, H. parasitica (Roxb.) Wall. ex Wight), H. 

pottsii var. angustifolia, H. parasitica var. geoffrayi Costantin, …  Dựa vào hệ thống 

phân loại của S. Liede và F. Albert (1994), chi Hoya thuộc họ Apocynaceae ở Việt Nam 

gồm 31 loài, trong đó có loài Lan tai cáo [2]. Về phân loại ở Việt Nam, Lan tai cáo (Dây 

lưỡi lợn, Cẩm cù) có tên khoa học là (H. verticillata var. verticillata là một trong 31 loài 

thuộc chi Hoya được tìm thấy ở Việt Nam, chúng là những loài thực vật phụ sinh. Lan 

https://scholar.google.com/scholar?hl=vi&as_sdt=0,5&qsp=1&q=large+single-copy+lsc&qst=ib
https://scholar.google.com/scholar?hl=vi&as_sdt=0,5&qsp=2&q=ssc+small+single-copy&qst=ib
https://scholar.google.com/scholar?hl=vi&as_sdt=0,5&qsp=2&q=ssc+small+single-copy&qst=ib
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:874577-1
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:874577-1
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:77278936-1
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tai cáo (H. verticillata var. verticillata) là loài thảo dược dùng làm thuốc uống có tác 

dụng lợi sữa, dùng để đắp rịt vết thương chống mất máu và nhiễm khuẩn vết thương, 

đồng thời còn được dùng để làm cây cảnh (Hình 1.1) [2].  

 

Hình 1.1. Hình ảnh loài Lan tai cáo (H. verticillata var. verticillata). A, B, C: Mẫu ép 

của H. verticillata var. verticillata. 

(https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:77173117-1); D, E, G: 

Cây và cành mang hoa, quả của loài Lan tai cáo (Ảnh tác giả chụp) 

 

Lan tai cáo được tìm thấy ở nhiều địa phương của Việt Nam như: Tuyên Quang, 

Thái Nguyên, Quảng Ninh (Tiên Yên), Thành phố Hà Nội, Thành phố Hải Phòng (Vườn 

quốc gia Cát Bà), Hà Nam (Võ Xá, Ninh Bình cũ), Thành phố Hồ Chí Minh (Bà Rịa: 

Núi Đinh) … Loại cây dạng dây leo phụ sinh. Lá mọc đối, nạc, dày, nhiều hình thái khác 

nhau như: hình trứng, bầu dục hay hình mác; cỡ 5-18 × 3-7 cm; đầu nhọn, có mũi; gốc 

tròn hay nêm; nhẵn 2 mặt; gân gốc 3-5, gân bên 2 cặp, rõ; cuống mập, dài 6-20 mm. 

Cụm hoa hình tán, nhiều hoa; cuống cụm hoa dài 5-10 cm, đỉnh hình trụ và dày, cỡ 3-5 

× 0,5 cm, nhiều sẹo. Cuống hoa dài 1,5-2 cm, nhẵn hay có lông. Nụ hoa hình con quay, 

5 cạnh. Hoa màu trắng hay vàng, đôi khi ở đỉnh có màu da cam, hồng hay tím, thơm. 

Thuỳ đài hình trứng. Tràng hình bánh xe, nạc, tiền khai hoa van; thuỷ tràng hình trứng-

tam giác, ngắn hơn 4 mm. Vây tràng phụ ngắn hơn 3 mm, cạnh ngoài nhọn. Chỉ nhị dính 

nhau; bao phấn 2 ô, có phần phụ chất màng mỏng ở đỉnh; hạt phấn dính thành khối phấn 

và có sáp bao bên ngoài vách khối phấn, khối phấn không có mỏm ở đỉnh; cơ quan 

truyền phấn có gót đính và 2 chuôi; khối phấn hướng lên, dài khoảng 500 µm; chỉ có 

một khối phấn trong mỗi ô phấn. Quả đại, cỡ 14 × 0,4 cm. Hạt cỡ 3-4 × 1 mm, có mào 

lông ở đỉnh. Mùa hoa tháng 7-8 [2].  

https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:77173117-1
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1.1.2.2. Đặc điểm hệ gene lục lạp của các loài thuộc chi Hoya 

Những nghiên cứu về phân loại trước đây đối với các loài trong chi Hoya chủ 

yếu dựa trên đặc điểm hình thái như thân, lá, hoa, nhựa mủ [2], [17], [117]. Tuy nhiên, 

việc phân loại như vậy chưa đảm bảo độ tin cậy trong trường hợp các loài trong chi 

Hoya có nhiều các đặc điểm hình thái tương tự nhau hoặc các cơ quan sinh dưỡng bị 

biến dạng. Dữ liệu của nhiều hệ gene lục lạp hoàn chỉnh được giải trình tự và những 

phần mềm chuyên dụng đã cung cấp nguồn vật liệu có giá trị cũng như các phương tiện 

hiện đại trong nghiên cứu tiến hóa, phân loại.   

Trình tự hệ gene lục lạp hoàn chỉnh đầu tiên của các loài trong chi Hoya được 

nghiên cứu, giải trình tự, công bố năm 2018 là của hai loài H. pottsii Traill và H. liangii 

Tsiang (lấy mẫu từ Hải Nam, Trung Quốc (110,111°Đ, 19,897°N)) [146]. Hệ gene lục 

lạp của H. pottsii và H. liangii được phát hiện có tổng chiều dài lần lượt là 161.565 bp 

và 162.989 bp. Cả 2 hệ gene lục lạp trên đều có cấu trúc 4 vùng điển hình của hệ gene 

lục lạp thực vật hạt kín, chứa 2 vùng lặp lại đảo ngược (IR) là 24.657 bp (H. pottsii) và 

24.841 bp (H. liangii), 1 vùng sao chép đơn lớn (LSC) là 92.532 bp (H. pottsii) và 93.292 

bp (H. liangii), 1 vùng sao chép đơn nhỏ (SSC) gồm 19.719 bp (H. pottsii) và 20.015 bp 

(H. liangii). Hệ gene lục lạp của loài H. pottsii và H. liangii chứa 115 gene, bao gồm 81 

gene mã hóa protein (7 gene trong vùng IR), 30 gene tRNA (7 trong vùng IR) và 4 gene 

rRNA; 5 gene giả (rpoC1, accD, ycf2, ndhH, ycf1) ở H. pottsii và 6 gene giả (rpoC2, 

accD, ycf2, ycf1, ndhH, ycf1) ở H. liangii, 14 gene chứa một intron và 3 gene (ycf3, clpP, 

rps12) chứa 2 intron. Gene rps12 được phát hiện là có tính chất vận động, đặc trưng của 

thực vật hạt kín. Hàm lượng A/T tổng thể trong hệ gene lục lạp của H. pottsii là 62,40%, 

trong đó giá trị tương ứng của vùng LSC, SSC và IR lần lượt là 64,10; 68,20 và 56,80%. 

Hàm lượng A/T tổng trong hệ gene lục lạp của H. liangii là 62,30%, trong đó giá trị 

tương ứng của vùng LSC, SSC và IR lần lượt là 64,10; 68,20 và 56,80%. 

Rodda và Niissalo (2021) đã phân tích tương đối đầy đủ về sự tiến hóa trong tổ 

chức hệ gene lục lạp của các loài trong chi Hoya, ngoài ra có thêm những phân tích so 

sánh giữa hệ gene lục lạp và hệ gene ty thể để có những thông tin chính xác trong những 

kết luận của mình. Nghiên cứu chỉ ra rằng, trong mỗi tế bào có nhiều bản sao hệ gene 

lục lạp. Tổng chiều dài của các hệ gene lục lạp hoàn chỉnh thay đổi từ 175.405 bp 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rodda+M&cauthor_id=34267257
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Niissalo+MA&cauthor_id=34267257
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(Dischidia milnei Hemsl) đến 178.525 bp (H. omlorii) và từ 161.660–161.700 bp ở các 

nhóm ngoài. Độ dài của các vùng IR hoàn chỉnh thay đổi từ 41.272 (D. milnei) đến 

42.069 bp (H. exilis Schltr.), từ 26.117–28.287 bp ở các nhóm ngoài. Vùng sao chép 

đơn lớn (LSC) hoàn chỉnh của các nhóm có độ dài khác nhau từ 90.248 bp (H. ignorata) 

đến 92.364 bp (H. megagalaster Warb. ex K.Schum. & Lauterb.), vùng sao chép đơn 

nhỏ (SSC) hoàn chỉnh thay đổi từ 2.285 bp (H. diversifolia) đến 2.304 bp (H. omlorii), 

nghiên cứu cũng đã chỉ ra vùng SSC ở nhóm Hoya trở thành vùng ngắn nhất được biết 

đến trong thực vật hạt kín [17], [118]. Cấu trúc hệ gene lục lạp ở tất cả các loài trong 

nhóm Hoya được đặc trưng bởi sự gia tăng lớn về kích thước của các trình tự lặp lại đảo 

ngược so với các nhóm bên ngoài; ranh giới IR/SSC đã chuyển từ ycf1 sang ndhF. Loài 

ở nhóm ngoài có quan hệ gần gũi nhất với nhóm Hoya là Marsdenia flavescens A. Cunn 

[118].   

Nghiên cứu năm 2022 của Odago và cs về 31 hệ gene mới được giải trình tự 

(Dischidia australis, D. griffithii, D. nummularia, D. ruscifolia, H. 

angustifolia (pottsii), H. ariadna, H. caudata, H. chinghungensis, H. commutata, H. 

dimorpha, H. griffithii, H. kerrii, H. lacunosa, H. lanceolata subs. Bella, H. liangii, H. 

longifolia, H. meliflua subs. fraterna, H. ovalifolia, H. pandurata, H. pottsii, H. 

pubicalyx, H. radicalis, H. rigida, H. sylvatica, H. sp. 11 ZCF6107, H. sp. 2 

ZCF6006, H. sp. 3 ZCF6076, H. sp. 4 ZCF6004, H. sp. 8 ZCF6076, H. thomsonii và H. 

volubilis) và so sánh với những hệ gene lục lạp của chi Hoya đã được công bố nhằm làm 

rõ mối quan hệ tiến hóa giữa các loài Hoya và các loài liên quan khác [104]. Nghiên cứu 

đã xác định các vùng có độ biến đổi cao (ndhF, ycf1, rpl22, matK, trnT-trnL và trnL-

trnF) và các vùng lặp lại (-mono, -tri, -penta và -hexanucleotide) được xác định là có 

tiềm năng với vai trò là chỉ thị phân tử cho phát sinh chủng loại. Những nghiên cứu phân 

tích phát sinh chủng loại đối với các loài thuộc nhóm Hoya đều hỗ trợ mạnh mẽ, góp 

phần làm sáng tỏ mối quan hệ giữa các loài trong chi. Các kết quả và dữ liệu được trình 

bày trong nghiên cứu này cung cấp cái nhìn sâu sắc về mối quan hệ tiến hóa và lịch sử 

địa sinh học của các loài thuộc nhóm Hoya. 

Nghiên cứu của Wang và cs năm 2023 đã tập hợp được 101 hệ gene lục lạp hoàn 

chỉnh bao gồm 35 hệ gene lục lạp mới được giải trình tự, 24 hệ gene lục lạp từ dữ liệu 
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thô đã được công bố và phần còn lại là từ cơ sở dữ liệu NCBI (GenBank), đại diện cho 

26 trong số 27 tông trong họ Apocynaceae, được sử dụng để phân tích, so sánh. Các 

phân tích phát sinh chủng loại được tiến hành bằng cách sử dụng ma trận dữ liệu gene 

lục lạp kết hợp của 77 gene mã hóa protein từ 162 đơn vị phân loại, bao gồm tất cả 41 

trong số 49 phân tông của họ Apocynaceae. Chiều dài hệ gene lục lạp dao động từ 

150.897 bp ở loài Apocynum venetum đến 178.616 bp ở H. exilis. Các nghiên cứu đã 

xác định được 6 loại ranh giới giữa vùng lặp lại đảo ngược (IR) và vùng LSC. Kích 

thước vùng lặp lại đảo ngược (IR) mở rộng trên các vùng SSC với mức độ khác nhau đã 

được tìm thấy ở 3 tông bao gồm Alyxieae, Ceropegieae và Marsdenieae trong họ 

Apocynaceae. Các vùng IR của tông Marsdenieae đã phát triển theo hai cách: Mở rộng 

sang vùng sao chép đơn lớn (LSC) ở Lygisma, Stephanotis, Ruehssia, Gymnema (Nhánh 

Cosmopolitan) và mở rộng sang cả vùng LSC và SSC ở Dischidia-Hoya và Marsdenia 

(nhánh châu Á-Thái Bình Dương). Có 6 gene mã hóa và 5 vùng không mã hóa được xác 

định là có tính biến đổi cao bao gồm accD, ccsA-ndhD, clpP, matK, ndhF, ndhG-ndhI, 

trnG (GCC)-trnfM (CAU), trnH (GUG)-psbA, trnY (GUA)-trnE (UUC), ycf1 và ycf2. 

Khả năng tối đa và các phân tích phát sinh chủng loại Bayes đã dẫn đến cấu trúc các cây 

gần như giống hệt nhau và tạo ra một cây phát sinh tốt nhất chia Thiên lý thành 15 

nhánh. Phân họ Periplocoideae được xếp vào lớp Apocynoid và là chị em với nhánh 

Echiteae-Odontadenieae-Mesechiteae với giá trị tin cậy cao. Ba tông (Melodineae, 

Vinceae và Willughbeieae), phân tông Amphineuriinae và 4 chi (Beaumontia, 

Ceropegia, Hoya và Stephanotis) không được coi là đơn ngành. Công trình nghiên cứu 

đã làm sáng tỏ các mối quan hệ phát sinh chủng loại cơ bản trong họ Apocynaceae và 

cung cấp những hiểu biết sâu sắc về sự tiến hóa của các hệ gene lục lạp của họ 

Apocynaceae thông qua việc sử dụng dữ liệu hệ gene lục lạp được lấy mẫu nhiều nhất 

cho đến nay [162]. 

Đến thời điểm hiện tại đã có khoảng gần 50 hệ gene lục lạp của các loài thuộc 

chi Hoya được công bố trên NCBI. Các nghiên cứu về hệ gene lục lạp của các loài trong 

chi Hoya đã góp phần làm sáng tỏ những đặc điểm cấu trúc độc đáo và những hiểu biết 

sâu sắc về tiến hóa của chúng. Hệ gene lục lạp của loài thuộc chi Hoya và các chi liên 

quan cho thấy sự mở rộng của các vùng lặp lại đảo ngược, dẫn tới vùng sao chép đơn 
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nhỏ bị thu hẹp đáng kể, khiến nó trở thành một trong những chi có vùng sao chép đơn 

nhỏ ngắn nhất được biết đến trong thực vật hạt kín [104], [118], [167]. Sự mở rộng này 

đã dẫn đến hầu hết các gene của vùng SSC tồn tại dạng cặp đôi [167] hoặc chỉ còn lại 1 

gene ndhF. Hàm lượng và tổ chức gene tổng thể ở các loài Hoya phần lớn được bảo tồn, 

tuy nhiên cũng có những thay đổi nhỏ (ví dụ như mất gene hoặc tạo gene giả) [79]. Phân 

tích dữ liệu hệ gene lục lạp hoàn chỉnh đã được công bố là cơ sở cho việc giải quyết các 

mối quan hệ giữa các loài trong nhóm Hoya [104]. Thông qua một số gene và vùng gene 

có khả năng biến đổi cao sẽ đề xuất được các chỉ thị phân tử DNA tiềm năng để xác 

định loài và nghiên cứu phát sinh chủng loại [79], [104]. Những phát hiện này bổ sung 

vào sự hiểu biết của chúng ta về quá trình tiến hóa hệ gene lục lạp của Hoya và cung 

cấp nguồn thông tin cần thiết cho những nghiên cứu trong tương lai. 

1.1.3. Nhận xét chung  

Hệ gene lục lạp của thực vật hạt kín nói chung và của chi Hoya nói riêng có cấu 

trúc điển hình gồm bốn vùng: Một vùng sao chép đơn lớn (LSC), một vùng sao chép 

đơn nhỏ (SSC) và hai vùng lặp đảo ngược (IR). Ở các loài thuộc chi Hoya, vùng IR 

thường có xu hướng mở rộng, dẫn đến sự thu hẹp đáng kể của vùng SSC, khiến Hoya 

trở thành một trong những chi thực vật hạt kín có vùng SSC ngắn nhất được ghi nhận 

cho đến nay. 

Tính đến nay, đã có hơn 50 hệ gene lục lạp của các loài Hoya được giải trình tự 

và công bố trên các cơ sở dữ liệu quốc tế, góp phần quan trọng trong việc làm sáng tỏ 

đặc điểm cấu trúc hệ gene, cũng như hỗ trợ các nghiên cứu về phân loại học và tiến hóa 

của chi này. Tuy nhiên, so với mức độ đa dạng loài rất cao của Hoya, số lượng hệ gene 

lục lạp hoàn chỉnh đã được công bố vẫn còn tương đối hạn chế, cho thấy nhu cầu cấp 

thiết phải tiếp tục bổ sung dữ liệu hệ gene cho các loài và đơn vị phân loại còn thiếu. 

Đáng chú ý, trong số các đơn vị dưới loài của H. verticillata, hiện mới chỉ có hệ 

gene lục lạp của H. pottsii var. angustifolia được công bố, trong khi các biến thể khác, 

bao gồm H. verticillata var. verticillata (Lan tai cáo), vẫn chưa có bất kỳ dữ liệu hệ gene 

lục lạp hoàn chỉnh nào được báo cáo. Vì vậy, việc giải trình tự và phân tích hệ gene lục 

lạp của H. verticillata var. verticillata là hết sức cần thiết, không chỉ nhằm bổ sung dữ 
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liệu di truyền cho chi Hoya, mà còn góp phần làm rõ mối quan hệ phát sinh chủng loại 

và vị trí phân loại của nhóm này trong họ Apocynaceae. 

1.2. PHÂN TÍCH SỰ PHÁT SINH CHỦNG LOẠI DỰA TRÊN TRÌNH TỰ DNA 

LỤC LẠP   

1.2.1. Phát sinh chủng loại học phân tử 

Phát sinh chủng loại phân tử liên quan đến việc suy luận mối quan hệ tiến hóa 

giữa các loài, các bậc phân loại trên loài bằng cách sử dụng dữ liệu phân tử. Thông qua 

mô hình hóa các thay đổi ở cấp độ phân tử trong chuỗi protein và DNA theo thời gian, 

thông qua đó tái tạo lịch sử tiến hóa của các loài, đồng thời đánh giá mức độ tin cậy của 

các suy luận. Các suy luận phát sinh chủng loại phân tử không chỉ hỗ trợ cho các phát 

sinh chủng loài truyền thống mà còn đóng vai trò quan trọng trong việc giải quyết một 

số vấn đề khó liên quan đến các sự phân nhánh trong hướng tiến hóa. Do cơ sở dữ liệu 

thông tin trình tự phân tử ngày càng tăng, lĩnh vực này có nhiều tiềm năng và sẽ là chìa 

khóa quan trọng để hiểu lịch sử và mối quan hệ của các dạng sống [19]. 

Thuyết trung tính cho rằng, phần lớn những thay đổi và tiến hóa ở cấp độ phân 

tử là do sự cố định ngẫu nhiên (do sự trôi dạt lấy mẫu ngẫu nhiên trong các quần thể hữu 

hạn) của các đột biến trung tính có chọn lọc. Thuyết này cũng khẳng định rằng hầu hết 

các biến dị di truyền của các loài ở cấp độ phân tử (như đa hình protein và DNA) là 

trung tính và chúng được duy trì trong quá trình phát triển của loài. Thuyết trung tính 

dựa trên các giả định đơn giản, cho phép phát triển các lý thuyết toán học dựa trên di 

truyền quần thể để phân tích sự tiến hóa và biến dị phân tử theo các thuật ngữ định lượng 

[72]. Sự tiến bộ không ngừng trong những nghiên cứu trong lĩnh vực sinh học phân tử 

tạo điều kiện thuận lợi cho việc áp dụng lý thuyết di truyền quần thể vào phân tích dữ 

liệu thực tế. Thông tin di truyền được lưu trữ trong các chuỗi DNA được di truyền ổn 

định từ thế hệ này sang thế hệ khác, tuy nhiên vẫn xảy ra quá trình biến đổi và tích lũy 

biến đổi đối với vật chất di truyền. Người ta cũng có thể so sánh các cấu trúc bậc hai, 

bậc ba của protein và nucleic acid từ nhiều nguồn khác nhau cho thấy hầu hết các thay 

đổi tiến hóa ở cấp độ phân tử là do trôi dạt di truyền ngẫu nhiên của các đột biến trung 

tính có chọn lọc hoặc gần trung tính chứ không phải do chọn lọc tự nhiên [105]. Kimura 
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đưa ra giả thuyết đồng hồ phân tử cho rằng các đột biến (đặc biệt là đột biến trung tính) 

tích tụ trong chuỗi DNA hoặc protein với tốc độ gần như không đổi theo thời gian, cho 

phép các nhà khoa học ước tính thời điểm phân kỳ tiến hóa giữa các loài [72].   

Xây dựng cây phát sinh chủng loại là một công cụ quan trọng trong các nghiên 

cứu tiến hóa phân tử, cho phép các nhà nghiên cứu hình dung và phân tích các mối quan 

hệ tiến hóa giữa các sinh vật. Có nhiều phương pháp và phần mềm khác nhau đã được 

ứng dụng để xây dựng sơ đồ phát sinh chủng loại, bao gồm các phương pháp dựa trên 

khoảng cách, dựa trên ký tự và khả năng tối đa [107]. Các phần mềm thường được sử 

dụng để xây dựng sơ đồ phát sinh chủng loại gồm: Phylip, PAUP, PAML, TreePuzzle, 

PhyML, MyBayes, MEGA, DNASTAR… 

Mối quan hệ di truyền giữa các sinh vật có thể được ước lượng từ mô hình thay 

đổi của các nucleotide trong trình tự DNA. Vấn đề đầu tiên đặt ra là cần phải chọn một 

gene, vùng gene hoặc hệ gene làm vật liệu di truyền/chỉ thị phân tử phù hợp cho nghiên 

cứu, phân tích. Việc lựa chọn, sử dụng đoạn DNA đã được xác định làm chỉ thị phân tử 

để định danh loài sinh vật gọi là mã vạch DNA (DNA barcoding, chỉ thị DNA). Các lựa 

chọn phổ biến ở thực vật bao gồm hệ gene lục lạp hoặc các thành phần của hệ gene lục 

lạp, gene RNA ribosome nhân hoặc gene nhân. Vấn đề thứ hai là cần phải lựa chọn 

phương pháp phù hợp sử dụng để phân tích, so sánh, phân kỳ trình tự DNA từ đó xây 

dựng bản đồ mô tả đặc điểm của phân tử DNA đang được nghiên cứu. Các nghiên cứu 

thực nghiệm chỉ ra rằng việc phân tích những vị trí nhất định trên phân tử DNA lục lạp 

cung cấp độ phân giải tốt cho những nghiên cứu hệ thống phân loại ở cấp độ loài, chi, 

họ. Do đó việc giải trình tự DNA, trình tự gene hoặc vùng DNA lục lạp quan tâm có vai 

trò rất quan trọng, cung cấp dữ liệu lớn giúp phân tích mối quan hệ di truyền và tiến hóa 

sâu sắc hơn [29]. 

1.2.2. Phân tích sự phát sinh chủng loại ở thực vật  

Phân tích sự phát sinh chủng loại dựa trên hệ gene lục lạp đã nâng cao đáng kể 

sự hiểu biết về quá trình tiến hóa của thực vật, cung cấp những thông tin về nguồn gốc, 

sự đa dạng và chiều hướng tiến hóa thích nghi của các loài thực vật. Phát sinh chủng 

loại dựa trên trình tự DNA lục lạp liên quan đến việc sử dụng thông tin di truyền có 

trong lục lạp của thực vật để suy ra mối quan hệ tiến hóa giữa các loài khác nhau. Sử 
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dụng trình tự gene lục lạp để phân tích phát sinh chủng loại là một công cụ mạnh mẽ và 

hiệu quả. Hệ gene lục lạp có tính bảo tồn cao khiến chúng đặc biệt hữu ích cho mục đích 

này [157]. Các vùng khác nhau của hệ gene lục lạp, bao gồm cả các gene mã hóa (ví dụ: 

rbcL, matK) và các vùng không mã hóa (ví dụ: intron, spacers), có thể được sử dụng cho 

các nghiên cứu phát sinh chủng loại ở các cấp độ phân loại khác nhau [153]. Trong khi 

các gene mã hóa thường có nhiều thông tin hơn để giải quyết các mối quan hệ ở cấp độ 

phân loại cao hơn, thì những vùng không mã hóa thường hữu ích hơn ở các cấp độ phân 

loại thấp hơn do tốc độ tiến hóa của chúng nhanh hơn [153].  

Những tiến bộ gần đây trong công nghệ giải trình tự gene thế hệ mới đã cho phép 

phân tích trình tự hệ gene lục lạp hoàn chỉnh từ DNA tổng số, cung cấp một phương 

pháp hiệu quả để xác định thực vật và thiết lập các mối quan hệ di truyền. Phương pháp 

này đã được áp dụng thành công cho các loài cây cỏ và xác định chính xác mối quan hệ 

phát sinh chủng loại của chúng. Những nghiên cứu phân tích quy mô lớn sử dụng hệ 

gene lục lạp đã cung cấp rất nhiều cây phát sinh có độ phân giải tốt cho hầu hết các họ 

thực vật có hoa [81]. Việc sử dụng phân tích dữ liệu gene nhân đã bổ sung thêm những 

hiểu biết về các mối quan hệ nhánh chính và thời gian phân kỳ của các sơ đồ phát sinh 

chủng loại [174]. Việc tích hợp các loại dữ liệu đa dạng, phương pháp phân tích tiếp tục 

hoàn thiện góp phần nâng cao sự hiểu biết về phát sinh chủng loại thực vật hạt kín, cung 

cấp nền tảng vững chắc cho các nghiên cứu tiến hóa. Tuy nhiên, một số mối quan hệ 

giữa các nhánh phân loại chính vẫn chưa được làm sáng tỏ, cần tiếp tục có thêm những 

nghiên cứu giải trình tự gene và phát triển, hoàn thiện các phương pháp nghiên cứu tiến 

hóa hiện có [81]. 

Các nghiên cứu gần đây sử dụng hệ gene lục lạp hoàn chỉnh để nghiên cứu phát 

sinh chủng loại của chi Sinodielsia và các chi liên quan của họ Apiaceae (Họ Hoa tán), 

qua phân tích 39 hệ gene lục lạp đã xác định được 6 vùng gene là những vùng có khả 

năng đột biến cao trong chi Sinodielsia [168]. Gou và cs (2020) đã nghiên cứu hệ gene 

lục lạp của 8 loài trong các chi Hansenia, Haplosphaera và Sinodielsia, là cơ sở để cung 

cấp những hiểu biết về phát sinh chủng loại và cung cấp mã vạch DNA tiềm năng phục 

vụ định danh loài trong các chi này [50]. Cả hai nghiên cứu đều nhận thấy các vùng 

ndhF-rpl32 và ycf1 rất đa dạng và hữu ích cho các phân tích phát sinh chủng loại. Các 
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nghiên cứu về phát sinh thực vật dựa trên chỉ thị phân tử là vùng gene, gene, hệ gene 

lục lạp chỉ ra rằng một số gene, đặc biệt là những gene liên quan đến quá trình quang 

hợp, có dấu hiệu tiến hóa thích nghi đáp ứng với môi trường sống đa dạng [50] do đó dễ 

biến đổi hơn và có ý nghĩa quan trọng trong nghiên cứu phát sinh chủng loại [54]. 

Li và cs (2021) đã đề xuất cây phân tích con đường phát sinh chủng loại (PPA 

II), là một sơ đồ phát sinh chủng loại mở rộng có nguồn gốc từ việc phân tích một tập 

dữ liệu lớn về hệ gene lục lạp. Sơ đồ này nhằm mục đích giải quyết các mối quan hệ 

tiến hóa của thực vật hạt kín (thực vật có hoa) ở cấp độ họ trở lên. Cây PPA II trong 

nghiên cứu này được xây dựng dựa trên một tập dữ liệu mở rộng bao gồm 4792 trình tự, 

trong đó 4627 mẫu đại diện cho 4498 loài thực vật hạt kín trong tất cả các họ và bộ thực 

vật hạt kín đã được công bố. Phạm vi nghiên cứu có độ bao phủ đáng kể đối với các chi 

và loài, cung cấp một cái nhìn tổng quan toàn diện về sự đa dạng của thực vật hạt kín 

[81]. Orton và cs (2021) đã phân tích 313 hệ gene lục lạp của họ Poaceae (Họ Hòa thảo) 

nhằm có thêm những thông tin về mối quan hệ giữa phân họ Pooideae (Phân họ Hòa 

thảo), gồm 164 đại diện với các loài khác trong họ (164 Pooideae, 40 Bambusoideae, 15 

Oryzoideae, 44 Panicoideae, 20 Chloridoideae, 6 Danthonioideae, 6 Arundinoideae, 5 

Micrairoideae, 6 Aristidoideae, 1 Pueloideae, 4 Pharoideae và 2 Anomochlooideae). 

Tổng cộng, 47 hệ gene lục lạp đã được giải trình tự và lắp ráp hoàn chỉnh cho nghiên 

cứu này. Đây là nghiên cứu lớn nhất thuộc loại này bao gồm dữ liệu ở cấp độ hệ gene, 

không chỉ tăng cường bổ sung dữ liệu phân tử mà còn là cơ sở cho phân loại và xây 

dựng sơ đồ phát sinh tiến hóa BEAST2 (Cây lấy mẫu phân tích tiến hóa Bayes) phục vụ 

cho các nghiên cứu tiến hóa và phát sinh chủng loại [106]. 

Nghiên cứu của Gao và cs đối với chi Rosa (Hoa hồng) dựa trên trình tự hệ gene 

lục lạp hoàn chỉnh đã cho thấy các vùng lặp lại đơn lớn (có số lượng từ 100-116 bp hoặc 

từ 78-90 bp) cùng một số vùng đệm giữa các gene (ycf3-trnS, trnT-trnL, psbE-petL và 

ycf1) được xác định là những ứng cử viên chỉ thị phân tử để phân biệt các loài trong chi 

Rosa. Nghiên cứu chỉ ra mối quan hệ giữa các hệ gene lục lạp được chọn lọc, phân tích 

phát sinh chủng loại trong chi Rosa góp phần nhận biết và bảo tồn những loài hoa hồng 

hoang dã, quý hiếm [47]. 
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Năm 2023, Su và cs đã giải trình tự, chú thích đầy đủ hệ gene lục lạp của 13 loài 

thuộc tông Datureae (Cà độc dược) và 2 hệ gene từ loài Solanaceae được lấy từ cơ sở 

dữ liệu NCBI. Nghiên cứu cho thấy hệ gene lục lạp có kích thước dao động từ 154.686 

đến 155.979 bp và từ 155.497 đến 155.919 bp tương ứng đối với các loài Datura và 

Brugmansia. Đối với Datura và Brugmansia, tổng cộng đã xác định được lần lượt là 

128 và 132 gene, trong đó 83 và 87 gene mã hóa protein, 37 gene tRNA và 8 gene rRNA. 

Phân tích các trình tự lặp lại chỉ ra rằng số lượng và loại khác nhau giữa các loài đối với 

trình tự lặp lại trình tự đơn giản (SSR), lặp lại trình tự dài (LSR) và lặp lại song song 

lần lượt có số lượng từ 53 đến 59, 98 đến 99 và 22 đến 30. Phân tích phát sinh chủng 

loại dựa trên hệ gene lục lạp đã hỗ trợ mối quan hệ đơn ngành giữa Datura, Brugmansia 

và Trompettia, đồng thời giải quyết mối quan hệ phát sinh chủng loại giữa các loài [139]. 

Chen và cs (2024) đã giải trình tự hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của 8 loài cúc trong 

chi Aster (Cúc tây) bằng cách sử dụng bộ dữ liệu giải trình tự thế hệ tiếp theo. Kết quả 

cho thấy các hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của Aster có cấu trúc 4 phần. Những hệ gene 

này có chiều dài 152.045–152.729 bp và chứa 132–133 gene, bao gồm 87 gene mã hóa 

protein, 37–38 gene tRNA và 8 gene rRNA. Sự mở rộng hoặc thu hẹp của các vùng lặp 

lại đảo ngược, sao chép đơn lớn, sao chép đơn nhỏ cũng được phát hiện ở 8 loài chi 

Aster. Ngoài ra, các phân tích trong nghiên cứu cho thấy trình tự lặp lại đơn giản phong 

phú nhất là mononucleotide A/T và 14 vùng có tính biến đổi cao đã được phát hiện bằng 

cách phân tích các vùng giáp ranh, phân kỳ trình tự và các điểm nóng.  

Các phân tích phát sinh chủng loại chỉ ra rằng 27 loài trong Astereae được tập 

hợp thành 6 nhánh, gồm các nhánh từ A đến D và các loài ngoài nhóm, giả thuyết ủng 

hộ rằng các chi Heteropappus, Kalimeris và Heteroplexis có quan hệ gần gũi với chi 

Aster. Kết quả các nhánh B đến D cho thấy có thể các nhánh này được coi là chi. Ước 

tính thời gian phân kỳ cho thấy các nhánh A, B, C và D phân kỳ lần lượt ở mức 23,15 

Mya, 15,13 Mya, 24,29 Mya và 21,66 Mya (Mya-Triệu năm trước, là đơn vị thời gian 

thường được sử dụng trong phân tích phân tử để ước tính thời gian phân tách của các 

nhánh trong sơ đồ phát sinh chủng loại). Những kết quả nghiên cứu này đã làm sáng tỏ 

mối quan hệ phát sinh chủng loại của chi Aster và cung cấp thông tin hữu ích về việc 

xác định loài trong chi Aster và các chi khác có quan hệ gần gũi [26]. 
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Hình 1.2. Sơ đồ phát sinh chủng loại có độ chính xác tối đa (ML) được suy ra từ 27 hệ gene 

lục lạp hoàn chỉnh của loài Aster (giá trị bootstrap được thể hiện trên các nhánh) [24]. 

Hệ gene lục lạp đã trở thành dữ liệu quan trọng và phân tích hệ gene lục lạp là 

công cụ mạnh mẽ trong việc làm sáng tỏ lịch sử tiến hóa của thực vật có hoa, cung cấp 

những hiểu biết sâu sắc về phát sinh chủng loại, tiến hóa thích nghi và định dạng loài. 

Những nghiên cứu này nhấn mạnh tầm quan trọng của việc tích hợp dữ liệu hệ gene lục 

lạp với dữ liệu hình thái và phân tử khác để có kết quả phân tích tiến hóa đầy đủ và toàn 

diện hơn. 

1.2.3. Phân tích sự phát sinh chủng loại ở chi Hoya 

Năm 2006, Wanntorp và cs là nhóm nghiên cứu tiên phong trong phân tích phát 

sinh chủng loại trong chi Hoya dựa trên hệ gene, tác giả xác định rằng các nhóm loài 

chính trong chi Hoya dựa trên phân tích, so sánh các vùng đệm atpB-rbcL lục lạp, gene 

trnL lục lạp kết hợp với vùng ITS (DNA ribosome nhân) [163], [165].  

 Nghiên cứu cho thấy, sơ đồ phát sinh chủng loại có độ phân giải tốt dựa trên trình 

tự của các vùng đệm hệ gene lục lạp là trnH-psbA, trnT-trnL, các vùng ITS và 5′-ETS 

Nhóm ngoài 

Nhánh D 

Nhánh C 

Nhánh B 

Nhánh A 

Nhánh Bắc Mỹ 
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gene mã hóa vùng nhân của 154 loài. Nghiên cứu cũng đã phân chia các loài thuộc chi 

Hoya thành 6 dòng chính (Nhánh I–VI) có sự phân bố địa lí rộng khắp, các nhóm biểu 

sinh phân kỳ sớm nhất của Nhánh I được giới hạn ở lục địa châu Á cận nhiệt đới hoặc 

vùng nhiệt đới đến cận nhiệt đới châu Úc (Nhánh IV), trong khi họ hàng sống trên đất 

chỉ giới hạn ở các vùng nhiệt đới Indo-Malaysia (Nhánh II/III) và châu Úc (Nhánh II) 

của Quần đảo Ấn-Úc. Nhánh V (vùng nhiệt đới Indo-Malaysia và châu Úc) và Nhánh 

VI với các đại diện đầu tiên ở dãy Himalaya, Nhật Bản và khắp châu Úc, đại diện cho 

giai đoạn đa dạng hóa thứ hai ở Hoya. Tác giả đã đưa ra giả thuyết rằng Hoya có nguồn 

gốc từ vùng nhiệt đới đến cận nhiệt đới Ấn Độ-Miến Điện/Himalaya và đặc điểm chung 

là phụ sinh có liên quan đến sự khởi đầu của khí hậu gió mùa trong quá trình nâng cao 

của dãy Himalaya [164].  

Năm 2018, Tan và cs đã giải trình tự và chú thích đầy đủ đối với hệ gene lục lạp 

của H. pottsii Traill (MH678667), H. liangii Tsiang (MH678666), cùng với 17 trình tự 

hệ gene lục lạp hoàn chỉnh đã được công bố trên NCBI (Cynanchum wilfordii 

NC_029459.1, Asclepias nivea NC_022431.1, Oncinotis tenuiloba NC_025657.1, 

Beaumontia murtonii NC_037934.1, Streptoechites chin ensis NC_037931.1, 

Stripecoma peltigera NC_037933.1, Pentalinon luteum NC_025658.1, Echites 

umbellatus NC_025655.1, Pachypodium baronii NC_037929.1, Alafia barteri 

NC_037930.1, Nerium oleander NC_025656.1, Carissa macrocarpa NC_033354.1, 

Rhazya stricta NC_024292.1, Tonduzia stenophylla NC_037935.1, Catharanthus 

roseus NC_021423.1, Vinca Major NC_037928.1, Genetiana veitchiorum 

NC_037985.1), các tác giả đã sử dụng phần mềm RAxML để xây dựng sơ đồ phát sinh 

chủng loại của 19 loài, trong đó 2 loài thuộc chi Hoya được xếp ở cùng một nhóm và 

cho kết quả giá trị bootstrap 100 [146]. Wei và cs (2020) trên cơ sở công bố giải trình 

tự hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của H. carnosa, kết hợp với 18 hệ gene lục lạp hoàn chỉnh 

đã được công bố trên NCBI của các chi trong họ Apocynaceae và 2 loài được sử dụng 

ở nhóm ngoài gồm Genetiana straminea (Genetianaceae), Coffea arabica (Rubiaceae) 

đã xây dựng được cây phát sinh chủng loại tối đa, cây phát sinh chủng loại cho thấy H. 

Carnosa, H. liangii và H. pottsii là 3 loài trong chi Hoya tạo thành một nhánh duy nhất 

[167]. 
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Nghiên cứu của Rodda và cs công bố 20 hệ gene lục lạp được giải trình tự của 

các loài trong nhóm Hoya, chỉ ra mối liên hệ giữa chi Hoya với các chi khác trong tông 

Mardenieae. Cơ sở của nghiên cứu phát sinh chủng loại này dựa trên tập hợp hai bộ dữ 

liệu locus lục lạp trnT-trnL-trnF từ 110 loài; 3 locus gene lục lạp (trnT-trnL-trnF, atpB-

psbA spacer và matK) và 2 locus gene nhân từ 54 loài. Kết quả nghiên cứu đã xây dựng 

được sơ đồ phát sinh chủng loại tối đa và cho thấy Hoya có quan hệ gần gũi với ngành 

Anatropanthus, Dischidia và Oreosparte; có 3 loài mới có hình thái giống Oreosparte và 

giống với các loài thuộc chi Hoya được đề xuất là chi mới PapuaHoya [118], [119].  

Odago và cs (2022) đã giải trình tự 31 hệ gene lục lạp của các loài thuộc chi Hoya 

của Trung Quốc bằng cách sử dụng dữ liệu quét hệ gene và thực hiện nhiều phân tích 

để tìm hiểu sự biến đổi trong hệ gene nhằm phát hiện những vị trí tiềm năng sử dụng 

trong phân tích phát sinh chủng loại. Nghiên cứu đã sàng lọc các điểm nóng tiềm năng 

(vùng DNA có độ đa dạng nucleotide cao, Pi) trnT-trnL-trnF, psba-trnH, trnG-UCC, 

ndhF, ycf1, matK, rps16 và accD có thể được sử dụng làm chỉ thị phân tử DNA để hỗ 

trợ xác định loài. Sử dụng khả năng tối đa (ML) và suy luận Bayes (BI) xây dựng được 

sơ đồ phát sinh chủng loại. Hệ gene lục lạp mới được lắp ráp cho thấy đặc điểm cấu trúc 

của Hoya và Dischidia điển hình gồm 3 vùng, trong đó vùng SSC ngày càng được thu 

hẹp và 2 vùng IR được mở rộng. Kích thước hệ gene dao động từ 175.404 bp ở H. 

lacunosa đến 179.069 bp ở H. ariadna. Vùng LSC dao động từ 80.795 bp (H. liangii) 

đến 92.072 bp (H._sp2_ZCF6006). Các vùng IR được mở rộng mạnh, vùng SSC được 

thu hẹp lại còn một gene duy nhất là ndhF. Nghiên cứu đã xác định được 235 điểm lặp 

lại phân bố dài (LDR) và 10 điểm có độ phân kỳ cao trong 31 hệ gene lục lạp của chi 

Hoya, có thể được sử dụng làm mã vạch DNA để nhận dạng loài. Phát sinh chủng loại 

cho thấy Clemensiella tồn tại như một chi riêng biệt. H. ignorata được coi là họ hàng 

với các loài trong Nhánh VI (Nhánh số VI chỉ bao gồm các loài trong chi Hoya). Nghiên 

cứu này đã đánh giá được những lợi ích của việc sử dụng dữ liệu hệ gene lục lạp đã được 

giải trình tự để nghiên cứu tiến hóa và phân tích mối quan hệ phát sinh chủng loại [104]. 

 

 



 

 

21 
 

1.2.4. Nhận xét chung  

Trong bối cảnh khoa học và công nghệ sinh học phát triển mạnh mẽ, các chỉ thị 

phân tử đã trở thành công cụ then chốt trong nghiên cứu phát sinh chủng loại và phân 

loại sinh vật. Việc phân tích dựa trên các chỉ thị DNA (gene, vùng gene, vùng đệm, 

intron) hoặc toàn bộ hệ gene, đặc biệt là hệ gene lục lạp, cho phép tiếp cận một cách 

khách quan và có độ tin cậy cao hơn trong việc làm sáng tỏ lịch sử tiến hóa của sinh vật 

nói chung, cũng như các loài thuộc chi Hoya và các chi trong họ Apocynaceae nói riêng. 

Đồng thời, việc xác định các vùng DNA có tiềm năng sử dụng làm chỉ thị mã vạch phân 

tử (DNA barcoding) phục vụ định danh loài đang trở thành một hướng nghiên cứu quan 

trọng, có ý nghĩa khoa học và thực tiễn sâu sắc. 

Tuy nhiên, cho đến nay, số lượng loài thuộc chi Hoya đã được giải trình tự hệ 

gene lục lạp vẫn còn hạn chế so với mức độ đa dạng rất cao của chi này, dẫn đến cơ sở 

dữ liệu phục vụ phân tích phát sinh chủng loại còn chưa đầy đủ và tính đại diện chưa 

cao. Điều này phần nào làm giảm độ tin cậy và độ phân giải của các cây phát sinh chủng 

loại đã công bố. Mặc dù các công cụ và phương pháp tin sinh học hiện đại ngày càng 

hoàn thiện, cho phép phân tích dữ liệu ở quy mô lớn và với độ chính xác cao, nhưng 

hiệu quả của các phân tích này vẫn phụ thuộc chặt chẽ vào sự đầy đủ và chất lượng của 

dữ liệu hệ gene nền. 

Đáng chú ý, cho đến thời điểm hiện tại, chưa có công trình nào công bố kết quả 

phân tích phát sinh chủng loại dựa trên hệ gene lục lạp của các loài Hoya phân bố tại 

Việt Nam, đồng thời cũng chưa có dữ liệu giải trình tự hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của 

H. verticillata var. verticillata. Đây là một khoảng trống dữ liệu quan trọng, hạn chế khả 

năng đánh giá đầy đủ vị trí phân loại và mối quan hệ tiến hóa của nhóm này trong họ 

Apocynaceae. 

Vì vậy, việc tiến hành giải trình tự hệ gene lục lạp của H. verticillata var. 

verticillata, kết hợp phân tích phát sinh chủng loại và sàng lọc các vùng DNA có tiềm 

năng làm chỉ thị phân tử phục vụ định danh loài, là hết sức cần thiết và mang tính cấp 

thiết trong bối cảnh hiện nay. Nghiên cứu này không chỉ góp phần bổ sung dữ liệu di 
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truyền cho chi Hoya mà còn cung cấp cơ sở khoa học vững chắc cho công tác phân loại, 

bảo tồn và khai thác bền vững nguồn tài nguyên thực vật ở Việt Nam. 

1.3. THÀNH PHẦN HÓA HỌC, HOẠT TÍNH SINH HỌC CỦA MỘT SỐ LOÀI 

THUỘC CHI HOYA 

1.3.1. Các hợp chất hóa học ở thực vật hạt kín và chi Hoya 

Các nghiên cứu về hợp chất thứ cấp trong thực vật đã phát hiện nhiều nhóm chất 

hữu cơ có hoạt tính sinh học. Alkaloid là nhóm hợp chất chứa nitrogen phổ biến ở 

khoảng 20% loài thực vật, thường liên quan đến hoạt tính sinh học mạnh. Terpenes và 

terpenoid là nhóm chất chuyển hóa lớn nhất, có cấu trúc đa dạng và vai trò sinh học 

quan trọng như tiền chất steroid, truyền tín hiệu và chuyển hóa tế bào. Một số terpen 

như vitamin A còn có giá trị chữa bệnh [74], [173]. 

Phenolic là nhóm hợp chất thứ cấp dồi dào trong thực vật, bao gồm phenol đơn 

giản, phenolic acid, flavonoid, tannin và lignin [69]. Trong đó, flavonoid là nhóm nổi 

bật với hơn 5.000 loại, chia thành sáu phân nhóm chính: Flavonol, anthocyanidin, 

isoflavone, flavan-3-ols, flavones và flavanone [41]. 

Glycoside là các hợp chất có trong nhiều họ thực vật, với hoạt tính sinh học đa 

dạng. Một số loại phổ biến gồm glucosinolate, glycoside cyanogene, glycoalkaloid, 

saponin và cardenolide [129]. 

Saponin là nhóm hợp chất phân cực lưỡng tính, xuất hiện rộng rãi ở hơn 90 họ 

thực vật [58], phân bố trong rễ, lá và hạt. Về cấu trúc, chúng gồm aglycone steroid hoặc 

triterpenoid liên kết với chuỗi đường (sapogenin) [126]. Saponin có hoạt tính sinh học 

mạnh như chống viêm, hạ cholesterol, điều hòa miễn dịch, nhưng cũng có thể ảnh hưởng 

tiêu cực đến vi sinh vật dạ cỏ và sức khỏe vật nuôi [5], [145]. Hàm lượng saponin biến 

đổi theo giống, tuổi cây, trạng thái sinh lý và vị trí địa lý [58]. 

Các nghiên cứu hóa học trên các loài Hoya cho thấy sự đa dạng của các hợp chất 

hữu cơ, đặc biệt là triterpenoid và sterol. Các dẫn xuất phổ biến gồm: β-amyrin và α-

amyrin được tìm thấy ở H. multiflora, H. diversifolia, H. cumingiana, H. paziae; β-
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amyrin cinnamate có ở H. wayetii, H. buotii, H. madulidii; lupeol xuất hiện trong nhiều 

loài như H. mindorensis, H. multiflora, H. cagayanensis; α-amyrin cinnamate ở H. 

buotii, H. madulidii; lupenone trong H. mindorensis, H. pubicalyx, H. cagayanensis; 

squalene có trong H. mindorensis, H. buotii, H. madulidii và nhóm sterol như β-

sitosterol, stigmasterol có mặt ở hầu hết các loài kể trên [95]. 

Thành phần terpenoid chiếm 39,51% trong hoa H. cagayanensis, H. lacunosa, H. 

coriacea và là thành phần chính tạo hương thơm [18]. Từ sáp của lá già của H. lacunosa 

phân lập được β-amyrin, taraxerol, α-amyrin và taraxasterol [12]. H. naumanii chứa 

khoảng 50% triterpenol (β-amyrin, lupeol, α-amyrin), 25% n-hydrocarbon (n-C31, n-

C33) và 20% acid hữu cơ có nguồn gốc từ dihydronyctanthic acid [14]. Các nghiên cứu 

chỉ ra ở loài H. australis có chứa australinal A–D (triterpene mới), δ-amyrin, β-amyrin, 

lupeol và α-amyrin [15]. 

Từ thân H. carnosa đã phân lập các oligosaccharide, ở loài H. parasitica phân 

lập được hoyasterone (androstanoid), acid 15-bulnesolic (sesquiterpene) và hợp chất 

phenolic đặc trưng [122]. 

Phân tích dịch chiết rễ, thân, lá loài H. mindorensis thu được lupeol, lupenone 

(trong rễ); squalene (trong lá), botulin (trong thân) [35]. H. multiflora chứa nhiều hợp 

chất như lupeol, α/β-amyrin, bauerenol, lutein, squalene, β-sitosterol và stigmasterol 

[36]. H. buotii chứa taraxerone, taraxerol, hỗn hợp α/β-amyrin cinnamate, β-sitosterol, 

stigmasterol với thành phần các chất thay đổi tùy theo cơ quan được dùng để phân tích 

[37]. Từ dịch chiết của loài H. cagayanensis phân lập được lupeol, lupenone, 

dihydrocanaric acid, các hydrocarbon bão hòa và 2-hydroxyethyl benzoate [113]. Chiết 

xuất lá H. madulidii có hỗn hợp lupeol cinnamate, amyrin cinnamate (2:2:1), lupeol, β-

sitosterol và stigmasterol (5:1), cùng các hydrocarbon không bão hòa [23]. 

Dịch chiết H. meliflua thu được squalene và hỗn hợp β-amyrin, α-amyrin, lupeol, 

oleanone, ursenone, lupenone, các dẫn xuất cinnamate và hỗn hợp sterol với tỉ lệ đặc 

trưng [95]. 
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Thành phần hóa học của các loài trong chi Hoya đã được nhiều tác giả nghiên 

cứu và các hợp chất hữu cơ thu được từ các bộ phận của các loài trong chi Hoya được 

mô tả tại Bảng 1.1 [121]. 

Bảng 1.1. Thành phần hóa học của một số loài trong chi Hoya.[121] 

Loài/bộ phận Thành phần hóa học  Tác giả 

 H. buotii 

Kloppenb (Hoa) 

Taraxerone, taraxerol, β-sitosterol, stigmasterol, 

α-amyrin, β-amyrin cinnamate, squalene 

(Ebajo và cs 

2015b) 

H. carnosa (Lá) Flavonoids, tannins, phenols, and alkaloids (Rahayu 2019) 

H. diversifolia 

Blume (Lá) 

β-amyrin cinnamate, squalene, β-sitosterol, α-

amyrin, β- amyrin, lupeol 

(Panajon và cs 

2016) 

H. mindorensis 

(Lá) 

Squalene, β-sitosterol (Ebajo và cs 

2014) 

H. multiflora 

Blume (Lá) 

Bauerenol, squalene, lutein, β-sitosterol, 

stigmasterol 

(Ebajo và cs 

2015c) 

H. parasitica (Lá) Reducing sugar, tannin, flavonoid, gum, saponin (Reza và cs 

2007) 

 H. wayetii 

Kloppenb (Lá) 

Triglycerides, chlorophyll a, β-sitosterol, 

stigmasterol 

(Ebajo và cs 

2015a) 

 H. wightii ssp. 

Palniensis (Lá) 

Alkaloids, phenolics, steroids, flavonoids, 

triterpenoids, saponins, xanthoproteins 

(Lakshmi và cs 

2014) 

 H. diversifolia 

Blume (Thân) 

 Taraxerol, lupeol cinnamate, stigmasterol (Panajon và cs 

2016) 

 H. kerrii (Thân)  Lupeol acetate, taraxerol, lupeol, sitosterol, 

stigmasterol, p- hydroxybenzaldehyde, scopoletin, 

lariciresinol 

(Seeka và cs 

2017) 

 H. mindorensis 

(Thân) 

Betulin (Ebajo và cs 

2014) 

 H. multiflora 

Blume (Thân) 

 Lupeol, α-amyrin, β-amyrin, lupeol acetate, α-

amyrin acetate, β-amyrin acetate 

(Ebajo và cs 

2015c) 
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H. parasitica (Thân) Tannin, flavonoid, alkaloid, steroid (Khatun và cs 

2014) 

 H. wayetii 

Kloppenb (Thân) 

β-amyrin cinnamate, taraxerol (Ebajo và cs 

2015a) 

 H. wightii ssp. 

Palniensis (Thân) 

Alkaloids, phenolics, steroids, flavonoids, 

triterpenoids, xanthoproteins 

(Lakshmi và cs 

2014) 

H. mindorensis 

(Rễ) 

Lupenone, lupeol (Ebajo và cs 

2014) 

 

1.3.2. Hoạt tính sinh học của thực vật và một số loài Hoya 

Các hợp chất có hoạt tính sinh học từ thực vật ngày càng được quan tâm nhờ tiềm 

năng trong phòng ngừa và điều trị nhiều loại bệnh như ung thư, viêm mạn tính, rối loạn 

chuyển hóa [135]. Chúng đóng vai trò quan trọng trong việc khám phá và phát triển 

thuốc thông qua quy trình sàng lọc, đánh giá sinh học – hóa học và thử nghiệm lâm sàng 

[25], [111]. 

Trong điều trị ung thư, nhiều hợp chất có nguồn gốc từ thực vật như curcumin, 

vincristine, vinblastine, paclitaxel và lycopene đã chứng minh hiệu quả thông qua các 

cơ chế như ức chế tăng sinh, cảm ứng apoptosis và chống oxy hóa [68], [140]. Một số 

chất có khả năng tăng cường hiệu quả của hóa trị đồng thời giảm tác dụng phụ, bảo vệ 

tế bào bình thường trong khi ức chế tế bào ung thư. 

Với các rối loạn thần kinh, phytochemical thể hiện khả năng bảo vệ thần kinh 

thông qua chống oxy hóa, chống viêm và ngăn ngừa chết tế bào thần kinh [53]. Nhiều 

sản phẩm tự nhiên từ Rhodiola rosea, Ginkgo biloba và Morinda lucida đã cho thấy hiệu 

quả trong cải thiện triệu chứng của các bệnh thoái hóa thần kinh như Alzheimer hoặc 

Parkinson. 

Trong lĩnh vực tim mạch, các hợp chất như flavonoid, phenolic và carotenoid có 

tác dụng hạ huyết áp, chống viêm, chống oxy hóa và điều hòa lipid máu. Isoflavone, 

resveratrol, và quercetin đã được ghi nhận giúp giảm nguy cơ mắc bệnh tim mạch [133]. 

Tuy nhiên, khả năng hòa tan và hấp thụ kém của chúng là hạn chế lớn trong điều trị bệnh 
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tim mạch. Công nghệ nano như liposome, hạt nano polymer hoặc nano bạc đang được 

nghiên cứu để tăng cường hiệu quả sinh học và tính ổn định của các hợp chất hóa học 

thực vật ứng dụng trong y dược [133]. 

Về khả năng chống viêm và điều hòa miễn dịch, polyphenol từ trà xanh, 

curcumin, resveratrol và boswellic acid có khả năng ức chế quá trình viêm, điều chỉnh 

biểu hiện cytokine và gene miễn dịch [161], [149]. Các chất này được nghiên cứu như 

lựa chọn thay thế cho thuốc điều trị viêm khớp, viêm ruột mạn tính. 

Trong bối cảnh kháng kháng sinh gia tăng, các chất tự nhiên như alkaloid, 

flavonoid và terpenoid có tiềm năng lớn trong điều trị nhiễm khuẩn, nấm và virus [62], 

[85], [127], [138]. Một số triterpenoid cho thấy khả năng ức chế coronavirus, trong khi 

flavonoid đã chứng minh hiệu quả kháng SARS-CoV-2. Nhiều hướng tiếp cận như hệ 

dẫn nano đang được nghiên cứu nhằm cải thiện độ bền và khả năng hấp thụ tế bào của 

các hợp chất này [138]. 

Đối với rối loạn chuyển hóa và nội tiết, các hợp chất trong trái cây, rau củ và ngũ 

cốc như epigallocatechin gallate từ Camellia sinensis (trà xanh) có hiệu quả trong điều 

trị đái tháo đường và béo phì [125]. Hợp chất ở các loài như Citrullus colocynthis (Dưa 

đắng), Silybum marianum (Cúc gai) và Aloe vera (Lô hội) có tác dụng hạ đường huyết. 

Ngoài ra, Nhân sâm, Mướp đắng, Ma hoàng cũng được nghiên cứu trong kiểm soát cân 

nặng và hội chứng chuyển hóa. Tuy nhiên, việc ứng dụng hiệu quả đòi hỏi các nghiên 

cứu chuẩn hóa và thử nghiệm lâm sàng nghiêm ngặt [51]. 

Trong điều trị bệnh gan, các liệu pháp truyền thống còn nhiều hạn chế và gây tác 

dụng phụ. Một số hợp chất thực vật như silymarin, andrographolide, curcumin và 

glycyrrhizin đã cho thấy tác dụng bảo vệ gan thông qua việc giảm stress oxy hóa và ức 

chế con đường viêm [93], [128]. 

Phytochemical cũng có tiềm năng lớn trong lĩnh vực mỹ phẩm và dược phẩm nhờ 

hoạt tính kháng oxy hóa, kháng viêm và kháng khuẩn. Các chất như aloin, ginsenoside 

và curcumin giúp trung hòa gốc tự do, giảm mất nước, tăng cường khả năng chống nắng 
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và làm chậm quá trình lão hóa [86], [92]. Chúng có thể kích hoạt cơ chế tự thực bào, 

sửa chữa DNA và điều hòa chuyển hóa tế bào. 

Nghiên cứu của Pandey và cs (2004) đã chỉ ra rằng các loài Hoya chứa lipid, 

flavanol, sterol, triterpenes, sesquiterpenes và disaccharides, với hoạt tính chống sốt rét, 

gây độc tế bào, chống dị ứng và điều hòa miễn dịch. Các hợp chất từ Hoya được sử dụng 

điều trị hen suyễn mạn tính, các bệnh viêm nhiễm, đồng thời ứng dụng trong vai trò như 

thuốc trừ sâu [108]. 

Tania và cs (2016) đã chiết xuất lá Lan tai cáo bằng methanol, ethanol và 

chloroform và đánh giá hoạt tính sinh học ban đầu. Kết quả cho thấy cả ba dung môi 

đều tạo ra chiết xuất có giá trị IC50 tương đương ascorbic acid chuẩn. Chất chiết 

chloroform thể hiện khả năng khử mạnh, chống tan máu; trong khi chiết ethanol ổn định 

màng hồng cầu. Các thử nghiệm in vivo cho thấy chiết methanol và ethanol làm tăng 

nhu động ruột rõ rệt [148]. 

Nguyen, H. D. (2023), dựa trên nghiên cứu y học cổ truyền về cách sử dụng Lan 

tai cáo điều trị các bệnh như thấp khớp, vàng da, rối loạn tiết niệu, sốt, táo bón và đau, 

đã thực hiện chiết xuất lá bằng n-hexane và ethyl acetate, đồng thời đánh giá hoạt tính 

thông qua thần kinh trung ương thông qua các thí nghiệm trên động vật. Kết quả cho 

thấy các chiết xuất này có đặc tính an thần, chống lo âu và ức chế thần kinh trung ương. 

Tuy nhiên, chúng cũng thể hiện độc tính tế bào, đặt ra yêu cầu nghiên cứu sâu hơn để 

xác định hợp chất hoạt động chính xác, từ đó phát triển các sản phẩm an toàn và hiệu 

quả [99]. 

1.3.3. Saponin  

Saponin là những glycoside có khối lượng phân tử lớn, thường gặp trong nhiều 

loài thực vật. Saponin có tính hoạt động bề mặt mạnh, khi hoà tan vào nước có tác dụng 

làm giảm sức căng bề mặt của dung dịch, tạo nhiều bọt, có tính chất phá huyết, độc đối 

với động vật máu lạnh nhất là đối với cá, tạo thành phức với cholesterol, có vị hắc và 

làm hắt hơi mạnh. Phân tử saponin của nó có hai phần: Phần không phải saccharide của 

https://vi.wikipedia.org/wiki/N%C6%B0%E1%BB%9Bc
https://vi.wikipedia.org/wiki/Cholesterol
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phân tử saponin được gọi là genin hay sapogenin (hay aglycone) và phần đường được 

liên kết với nhau bằng liên kết glycosidic được thể hiện trong Hình 1.3 [90].   

 

Hình 1.3. Cấu trúc của saponin (Moghimipour và Handali, 2015) [90] 

1.3.3.1. Saponin thực vật 

Con đường sinh tổng hợp saponin (được thể hiện trong Hình 1.4) bắt đầu với 

acetyl-CoA, chất này thông qua con đường mevalonate được chuyển hóa thành tiền chất 

squalene mạch thẳng 30 carbon (màu vàng). Squalene được oxy hóa thành 2,3-

oxidosqualene, chất này được vòng hóa thành aglycone cycloartane, tiền chất chuyên 

biệt cho quá trình sinh tổng hợp sterol ở thực vật (màu xanh lá cây). Cholesterol là tiền 

chất chuyên biệt cho quá trình tổng hợp saponin steroid (màu tím) và glycoalkaloid 

steroid (màu xanh lam). Các saponin triterpenoid (màu cam) được tổng hợp từ 2,3-

oxidosqualene được vòng hóa thành các aglycone triterpene chuyên biệt. Tên enzyme 
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và con đường sinh tổng hợp được in nghiêng. Mũi tên nét đứt biểu thị nhiều bước trong 

con đường sinh tổng hợp [91]. 

 

Hình 1.4. Sinh tổng hợp saponin thực vật [91] 
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Một số nghiên cứu đã chứng minh hệ gene lục lạp tổng hợp các protein tham gia 

vào quá trình điều hòa sản xuất isoprenoid trong lục lạp là cơ sở quan trọng để tổng hợp 

các hợp chất và hormone thiết yếu liên quan đến quang hợp [46].  

Sapogenin của saponin triterpenoid là một dẫn xuất triterpenoid bao gồm 30 

nguyên tử carbon và khung cơ bản gồm 6 đơn vị isopren. Sapogenin - saponin 

triterpenoid được chia thành triterpenoid tetracycle và pentacycle. Các loại triterpenoid 

4 vòng bao gồm lanostane, euphane, loại dadamane [101], ankan cucurbitacin, loại 

cycloxylane, meliacanes, ...; các loại triterpenoid 5 vòng bao gồm loại oleanane [78], 

ursane, lupane, friedelanes và các loại khác. Sapogenin của saponin steroid là dẫn xuất 

steroid thường chứa 27 nguyên tử carbon và có khung cơ bản là spirostane và furostane. 

Saponin steroid được chia thành các loại spirostanol, isospirostanol, furostanol và 

spirostanol biến dạng. Saponin được phân bố rộng rãi trong tự nhiên và thường được 

tìm thấy trong rễ, thân, lá, hoa (quả) và hạt của thực vật có hoa trên cạn [5]. Saponin 

triterpenoid phân bố chủ yếu ở các họ Leguminosae (Đậu), Araliaceae (Nhân sâm), 

Umbelliferae (Hoa tán), Polygalaceae (Nghể) và các họ thực vật khác. Saponin steroid 

chủ yếu được tìm thấy trong các họ thực vật một lá mầm, như các họ thực vật 

Dioscoreaceae (Họ Củ nâu), Liliaceae (Họ Loa kèn) và Scrophulariaceae (Họ Huyền 

sâm). Saponin là một trong những thành phần chính của nhiều loại thuốc thảo dược 

Trung Quốc, chẳng hạn như nhân sâm, xương cựa, bupleurum, Ophiopogon japonicus, 

notoginseng và cam thảo [112].   

1.3.3.2. Hoạt tính sinh học của saponin thực vật 

Saponin được nghiên cứu rộng rãi vì hoạt tính sinh học đa dạng của chúng, bao 

gồm tác dụng kháng khuẩn, kháng nấm, kháng virus, gây độc tế bào ung thư, chống 

viêm, chống oxy hóa, hạ cholesterol và điều hòa miễn dịch. Nghiên cứu gần đây đã nhấn 

mạnh tiềm năng của chúng như là sự thay thế hữu hiệu cho các chất hoạt động bề mặt 

tổng hợp và tác nhân dược lý [64]. Saponin đã cho thấy nhiều tiềm năng trong việc nâng 

cao hiệu quả của thuốc chống ung thư và kháng sinh khi được sử dụng trong các liệu 

pháp kết hợp. Sự đa dạng về cấu trúc của chúng góp phần tạo ra nhiều ứng dụng công 

nghiệp khác nhau trong lĩnh vực dược phẩm, mỹ phẩm và thực phẩm. Tuy nhiên, vẫn 
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cần có những nghiên cứu sâu về cấu trúc, hoạt tính sinh học, tiềm năng trong phòng và 

trị bệnh, nâng cao sức khỏe, kéo dài tuổi thọ [64]. 

Hoạt tính kháng khuẩn: Saponin chiết xuất từ loài Glycyrrhiza glabra (Cam thảo nhẵn) 

và Quillaja saponaria có tác dụng kháng khuẩn đối với cả vi khuẩn Gram dương và 

Gram âm. Saponin của loài Glycyrrhiza glabra có khả năng ức chế mạnh đối với 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa và Proteus 

mirabilis [90]. Glabridin được phân lập từ Glycyrrhiza glabra có hoạt tính kháng vi 

khuẩn lao (chủng Mycobacterium tuberculosis). Saponin của loài Quillaja saponaria có 

tác dụng kháng khuẩn, tuy nhiên ở nồng độ thấp lại cho thấy khả năng tăng cường sinh 

trưởng của E. coli [10] và ở nồng độ cao lại gây độc tính đối với tế bào nhân thực. Những 

phát hiện này chứng minh rằng saponin là hợp chất kháng khuẩn tự nhiên. Cơ chế tác 

động của saponin dựa trên cấu trúc lưỡng tính, dẫn tới sự tương tác của chúng với các 

thành phần cấu trúc của màng như cholesterol và phospholipid [84] từ đó có thể phá vỡ 

màng tế bào và gây nên sự phân hủy tế bào. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng saponin có 

thể làm nhiễu loạn màng sinh học, làm giảm sức căng bề mặt trong dung dịch nước và 

tạo thành micelle. Saponin của loài Quillaja saponaria có thể gây ra sự phân hủy tế bào 

ở các chủng nấm men công nghiệp [21]. Saponin oleanane cho thấy có tác dụng thẩm 

thấu khác nhau trên màng tế bào và lysosome ở nồng độ thấp, trong khi đó chúng làm 

tan máu ở nồng độ cao [48]. Hoạt tính phá vỡ màng tế bào của saponin có tiềm năng 

ứng dụng trong điều trị ung thư, tuy nhiên cần có thêm những nghiên cứu để hạn chế tác 

dụng làm tan máu của chúng [84]. 

Hoạt tính kháng nấm: Saponin của loài Medicago sativa (Cỏ linh lăng) có hoạt tính 

kháng nhiều loài nấm, trong đó có loài Candida albicans. Một số nghiên cứu đã chỉ ra 

rằng các phân đoạn giàu saponin từ Medicago sativa ức chế sự phát triển của Candida 

albicans thông qua ức chế hình thành chồi, sự phát triển của sợi nấm, sự bám dính và 

hình thành màng [123]. Hoạt tính của saponin chiết xuất từ loài Medicago sativa còn 

được chứng minh trên các loại nấm men và vi khuẩn khác, đặc biệt là các loài Gram 

dương.     

Hoạt tính kháng virus: Nghiên cứu chỉ ra rằng saponin có thể ức chế sự nhân lên của 

các loại virus như HIV (Human Immunodeficiency Virus) và HSV (Herpes Simplex 

https://www.bing.com/ck/a?!&&p=9cc3c2e549067c348cbe3a7513bd90771334e6e6372ada471b77ce2df43635fbJmltdHM9MTc0OTI1NDQwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=3dad9a8e-cfdd-6a3d-147d-8ed1cebb6b04&psq=E.+coli&u=a1aHR0cHM6Ly9teS5jbGV2ZWxhbmRjbGluaWMub3JnL2hlYWx0aC9kaXNlYXNlcy8xNjYzOC1lLWNvbGktaW5mZWN0aW9u&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=86023ace9858ac514dc5c7847f6f10b1c25cea632ecb204526db8d8c57496f68JmltdHM9MTc0OTI1NDQwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=3dad9a8e-cfdd-6a3d-147d-8ed1cebb6b04&psq=P.+aeruginosa&u=a1aHR0cHM6Ly93d3cuY2RjLmdvdi9wc2V1ZG9tb25hcy1hZXJ1Z2lub3NhL2Fib3V0L2luZGV4Lmh0bWw&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=1e017da3b12720f6dab9bbe230b92d9e90cd781f01c9dcb46ffa90d978c73ceaJmltdHM9MTc0OTI1NDQwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=3dad9a8e-cfdd-6a3d-147d-8ed1cebb6b04&psq=P.+mirabilis&u=a1aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvUHJvdGV1c19taXJhYmlsaXM&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=1e017da3b12720f6dab9bbe230b92d9e90cd781f01c9dcb46ffa90d978c73ceaJmltdHM9MTc0OTI1NDQwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=3dad9a8e-cfdd-6a3d-147d-8ed1cebb6b04&psq=P.+mirabilis&u=a1aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvUHJvdGV1c19taXJhYmlsaXM&ntb=1
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Virus). Chúng can thiệp vào cấu trúc lớp vỏ của virus, ngăn chặn virus xâm nhập vào tế 

bào vật chủ. Saponin triterpenoid cho thấy hoạt tính kháng virus đối với HSV-1 bằng 

cách ức chế tổng hợp DNA và tổng hợp protein vỏ. Tiềm năng kháng virus của saponin 

còn được chứng minh trên các loại virrus khác như SARS-CoV, rotavirus và poliovirus 

[130]. Trong thời kỳ hậu COVID-19, saponin cho thấy triển vọng như các tác nhân 

kháng virus SARS-CoV-2 [89]. Những phát hiện này làm nổi bật vai trò của saponin 

như các tác nhân kháng virus tự nhiên có nguồn gốc từ thực vật với tác dụng phụ tối 

thiểu, là cơ sở để thực hiện những nghiên cứu sâu hơn nữa để đưa saponin vào các liệu 

pháp điều trị kháng virus. 

Gây độc tế bào ung thư: Saponin từ Panax ginseng (Nhân sâm) gây ra hiện tượng chết 

theo chương trình ở nhiều dòng tế bào ung thư khác nhau, bao gồm ung thư vú, ruột kết 

và phổi thông qua nhiều con đường truyền tín hiệu như PI3K/Akt, NF-κB, EGFR [71], 

[171]. Chiết xuất nhân sâm đã cho thấy hoạt động chống tăng sinh của các tế bào ung 

thư phổi A549, điều chỉnh các gene liên quan đến truyền tín hiệu tế bào, chuyển hóa và 

điều hòa hình thành khung xương tế bào [70]. Saponin, bao gồm cả saponin từ nhân 

sâm, ức chế sự phát triển của tế bào khối u bằng cách gây ra sự ngừng chu kỳ tế bào và 

hiện tượng chết theo chương trình, như vậy nghiên cứu cho thấy tiềm năng của saponin 

nhân sâm trong liệu pháp điều trị ung thư [71]. Nghiên cứu về chiết xuất các hợp chất 

từ loài Dioscorea villosa (khoai mỡ dại) đã cho thấy tác dụng chống lại các tế bào ung 

thư vú. Một glycoside spirostanol được phân lập từ khoai mỡ dại đã chứng minh hoạt 

tính gây độc đối với nhiều dòng tế bào ung thư [59]. Chiết xuất saponin từ khoai mỡ dại 

ở nồng độ dưới mức gây chết có gây độc tế bào, kích thích các gene miễn dịch và ức 

chế các gene liên quan đến chu kỳ tế bào [40], [88]. Dioscin là một saponin steroid từ 

khoai mỡ dại có tiềm năng chống các tế bào ung thư vú xâm lấn bằng cách tăng cường 

biểu hiện GATA3, thúc đẩy các đặc điểm biểu hiện thành tế bào biểu mô và làm giảm 

xâm lấn tế bào [11]. Các nghiên cứu chỉ ra rằng saponin có hoạt tính kháng tế bào ung 

thư thông qua nhiều cơ chế khác nhau, mặc dù các nghiên cứu này chứng minh tiềm 

năng của saponin trong điều trị ung thư, nhưng điều quan trọng là những nghiên cứu này 

mới chủ yếu tập trung vào các tế bào ung thư vú nên cần phải có thêm nhiều nghiên cứu 

để đánh giá tác dụng cụ thể của nó đối với các dòng tế bào ung thư khác nhau [39]. 



 

 

33 
 

Chống viêm: Saponin từ loài Glycyrrhiza uralensis (Cam thảo) đã được chứng minh có 

tác dụng chống viêm bằng cách ức chế sản xuất cytokine tiền viêm (gây viêm). Các 

nghiên cứu đã chỉ ra rằng chiết xuất từ loài Glycyrrhiza uralensis tác động đến đại thực 

bào, ức chế hoạt động giải phóng các chất trung gian gây viêm như NO, IL-1β và TNF-

α [83]. Saponin tổng số từ loài Glycyrrhiza uralensis ức chế các enzyme chính trong 

con đường chuyển hóa arachidonic acid, làm giảm tổng hợp PGE2 [83] hoặc ức chế hoạt 

hóa NLRP3 inflammasome, ức chế sản xuất caspase-1 và IL-1β trong các đại thực bào 

và mô mỡ. Nhiều thành phần khác nhau trong saponin của loài Glycyrrhiza uralensis 

bao gồm isoliquiritigenin, isoliquiritin và liquiritigenin, đã được phát hiện có tác dụng 

ức chế sản xuất NO thông qua cơ chế tác động ức chế biểu hiện enzyme xúc tác chuyển 

hóa sản suất NO có thể gây ra ở các tế bào gan được xử lý bằng IL-1β [147]. Trong khi 

glycyrrhizin là thành phần chính của Glycyrrhiza uralensis cho thấy tác dụng chống 

viêm, các thành phần phụ lại có tác dụng cao hơn trong việc ức chế các chất trung gian 

gây viêm [147]. Saponin của loài Hedera helix (cây Thường xuân) có đặc tính chống 

viêm trong cả mô hình viêm cấp tính và mãn tính [141]. Lá của cây chứa nhiều hợp chất 

có hoạt tính sinh học khác nhau, bao gồm: Saponin, flavonoid và terpenoid [132], [8]. 

Các chất này có hoạt tính đa dạng như chống viêm, giảm đau, long đờm và kháng khuẩn 

[8]. Saponin, đặc biệt là α-hederin, β-hederin và hederacoside C là những chất chính 

trong điều trị viêm [150]. Các thử nghiệm của các sản phẩm chiết xuất saponin thô và 

chiết xuất saponin tinh khiết của loài Hedera helix thể hiện tác dụng chống viêm mạnh 

mẽ, trong đó chiết xuất thô thể hiện hoạt động chống viêm cấp tính mạnh hơn và chiết 

xuất tinh khiết thể hiện tác dụng chống viêm mãn tính lớn hơn [141]. Những phát hiện 

này hỗ trợ cho việc sử dụng tiềm năng chiết xuất Hedera helix trong điều trị các tình 

trạng viêm và bệnh về đường hô hấp. Những nghiên cứu gần đây đã làm rõ các đặc tính 

chống viêm của saponin liên quan đến các cơ chế như điều hòa con đường NF-κB và ức 

chế enzyme COX/LOX [170]. 

Chống oxy hóa: Chiết xuất từ loài Tribulus terrestris (Bạch tật lê) đã được chứng minh 

hoạt động chống oxy hóa đáng kể trong các thử nghiệm in vitro. Các nghiên cứu đã chỉ 

ra rằng cả sản phẩm chiết xuất ethanol thô và chiết phân đoạn giàu saponin đều thể hiện 

đặc tính chống lại các gốc tự do như DPPH, ABTS, nitric oxide, hydroxyl và hydrogen 
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peroxide. Phân đoạn giàu saponin thường thể hiện hoạt tính chống oxy hóa mạnh hơn 

so với chiết xuất thô. Các chế phẩm từ loài Tribulus terrestris cũng cho tác dụng chống 

oxy hóa, khử sắt và ức chế quá trình peroxy hóa lipid. Các nghiên cứu in vivo trên chuột 

đã chứng minh được mức độ tăng lên của glutathione, ascorbic acid và superoxide 

dismutase tăng lên [61].   

Hạ cholesterol: Saponin có tác dụng hạ cholesterol. Nghiên cứu đã chỉ ra rằng các 

saponin chiết xuất từ rễ như karaya, quillaja và sapindin làm giảm đáng kể nồng độ 

cholesterol trong huyết thanh của chuột cống và chuột nhắt [6], [159]. Dựa trên cơ chế 

tác động dịch chuyển các phân tử cholesterol khỏi các micelle muối mật đã tạo ra các 

cholesterol bị kết tủa (cholesterol kết tủa không thể đi qua lớp niêm mạc của ruột, nên 

không xảy ra sự hấp thụ chất này ở ruột) là cơ sở giúp cơ thể kiểm soát tình trạng tăng 

cholesterol máu, giảm nguy cơ mắc các bệnh tim mạch [159]. 

Điều hòa miễn dịch: Một số nghiên cứu đã chứng minh saponin có khả năng tăng cường 

phản ứng miễn dịch [27], [32]. Các hợp chất này có thể kích thích cả phản ứng miễn 

dịch Th1 và sản xuất tế bào lympho T gây độc, đây là cơ sở cho nhiều loại vaccine khác 

nhau, bao gồm vaccine chống lại các tác nhân gây bệnh nội bào cũng như vaccine điều 

trị ung thư [142]. Tác dụng bổ trợ của saponin liên quan đến cấu trúc hóa học của chúng, 

nhờ đó chúng kích thích khả năng miễn dịch bẩm sinh thông qua tiết cytokine. Các 

nghiên cứu gần đây về saponin đã cho thấy về tiềm năng sử dụng qua đường hô hấp giúp 

làm tăng cường phản ứng miễn dịch, nghiên cứu này mở ra hướng phát triển các loại 

vaccine qua đường hô hấp [27]. 

Như vậy, saponin thực vật có cấu trúc đa dạng, có hoạt tính sinh học phong phú 

và có tiềm năng trong y học như: Chống viêm, kháng tế bào ung thư, kháng virus, điều 

hòa miễn dịch … Mặc dù có nhiều triển vọng trong việc phát triển các loại thuốc dựa 

trên hoạt tính của saponin thì vẫn còn những lo ngại về độc tính của chúng, do đó cần 

tiếp tục có những nghiên cứu đầy đủ hơn nữa về cơ chế tác động của saponin và cách 

thức tối ưu hóa tiềm năng điều trị của chúng. 

1.3.3.3. Phân lập saponin từ một số loài Hoya 

Sắc ký lỏng cao áp (HPLC) và sắc ký khí khối phổ (GC-MS) là các kỹ thuật được 

sử dụng rộng rãi để xác định và phân tích saponin trong chiết xuất các hợp chất hóa học 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cancer-vaccine
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cancer-vaccine
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của thực vật. Sắc kí lỏng hiệu năng cao kết hợp với các cột pha đảo và các máy dò khác 

nhau, có hiệu quả trong việc tách và tinh chế các hỗn hợp saponin phức tạp [94]. Phương 

pháp quang phổ khối, bao gồm ion hóa phun điện tử (ESI-MS) và giải hấp thụ ion hóa 

bằng laser được hỗ trợ bởi ma trận hấp thụ năng lượng (MALDI), đã được sử dụng rộng 

rãi để xác định đặc điểm cấu trúc của saponin [126]. Sắc kí lỏng và phổ khối song song 

(LC/MS/MS) là công cụ phân tích hiệu quả để xác định các saponin đồng phân. Các 

phương pháp này tạo nên các các công cụ phân tích mạnh mẽ để sàng lọc nhanh và xác 

định cấu trúc của saponin trong chiết xuất thực vật [30]. Các phương pháp phân tích 

được kết hợp với nhau, chẳng hạn như GC-MS, LC-MS/MS và LC-SPE-NMR/MS, đã 

được sử dụng để sàng lọc và so sánh cấu hình saponin ở các loài thực vật khác nhau, 

cho phép xác định các hợp chất có hoạt tính sinh học [67]. Những kỹ thuật này đã nâng 

cao đáng kể hiệu quả phân tích saponin, khắc phục những thách thức đặt ra bởi sự đa dạng 

và phức tạp trong cấu trúc của chúng 

Các hợp chất đã được xác định ở H. lacunosa, bao gồm triterpenol tự do và hợp 

chất este hóa như β-amyrin, α-amyrin và lupeol [103]. Lá H. lacunosa chứa một số C-

glycosylflavonoid chính được xác định là: 6-C-arabinosyl 8-C-glucosylapigenein 

(isoschaftoside), 6-C-glucosyl 8-C-arabinosylapigenein (schaftoside-de) và 6,8-di-C-

arabinosylapigenein. Trong nhựa mủ, triterpenol được tìm thấy có ở cả dạng tự do và ở 

dạng este, trong đó β-amyrin, α-amyrin, lupeol, 24-methylenecycloartanol, obtusifoliol 

và cycloeucalenol được xác định có trong thành phần các rượu tự do. 

Trong nhựa mủ của loài H. bella người ta đã tìm thấy một số triterpenol, cả ở dạng 

tự do và dạng este. Các triterpenol chính là β-amyrin, cycloartenol, lupeol và isobauerenol 

với lượng nhỏ; một số este được xác định bao gồm cinnamic acid, propionic acid và 

isovaleric acid. Phân lập chất hữu cơ từ lá có sự xuất hiện của dạng acyl hóa flavonol 

glycoside và ferulic acid tự do; khi lá già nồng độ các chất này giảm xuống [13]. 

Thành phần mủ và phenolic trong lá, đặc biệt là flavon loại apigenein, được cho 

là đặc trưng cho từng loài và có khả năng hữu ích trong việc xác định phân loại các loài 

Hoya [16]. Nghiên cứu về khả năng sử dụng thành phần của latex triterpenes và 

phenolics từ lá của 25 loài Hoya đã được công bố cho thấy, cả phenolics (chủ yếu là 
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flavon loại apigenein) và latex triterpenes đều có tỷ lệ đặc trưng đối với các loài được 

nghiên cứu. Do tính ổn định, đặc trưng về thành phần các chất này nên có thể dùng 

chúng làm chất đánh dấu bổ sung trong việc xác định loài Hoya. 

Fumiko và cs (1999) đã công bố kết quả nghiên cứu về 11 hợp chất được phân 

lập từ hạt của H. carnosa, trong số này có 6 hợp chất là saponin, các tác giả đã xác định 

được cấu trúc của 19-acetoxydigipurpurogenein II và xác định đây là loại chất mới. 

Nghiên cứu cũng đề xuất cấu trúc của 20 tetraosides và pentaosides, được đặt tên từ H. 

carnosides A đến T, 3 hợp chất còn lại đã được biết đến từ các nghiên cứu khoa học 

trước đây [3]. 

Các nghiên cứu về saponin của các loài thực vật thuộc chi Hoya cho thấy có 

triterpen và sterol (ở nhiều loài khác nhau). Lá H. meliflua chứa hỗn hợp gồm β-amyrin, 

α-amyrin và lupeol, cùng với các dẫn xuất và sterol của chúng là β-sitosterol và 

stirysterol [95]. Nghiên cứu này là một phần trong nghiên cứu về thành phần hóa học 

của các loài trong chi Hoya bản địa của Philippine. Các hợp chất được phân lập bằng 

phương pháp sắc ký silica gel và được xác định bằng kỹ thuật quang phổ cộng hưởng từ 

hạt nhân NMR. Kết quả phân tích hóa học dịch chiết điện di chloromethane từ lá cây H. 

meliflua thu được squalene và hỗn hợp β-amyrin, α-amyrin và lupeol với tỷ lệ khoảng 

1:1:0,25; oleanon, ursenon và lupenon theo tỷ lệ khoảng 1:1:0,3; β-amyrin cinnamate 

(3a), α-amyrin cinnamate và lupenyl cinnamate theo tỷ lệ khoảng 0,5:0,3:1; β-sitosterol 

và stirysterol theo tỷ lệ khoảng 5:1. 

Cinnamate triterpenoid, acetate và palmitate là các chất được phân lập từ lá H. 

kerrii [75]. Hai loại cinnamate triterpenoid mới, đó là 3β-O-D-friedours-11α,12α-

epoxy-14-enyl cinnamate và 3β-O-29-nor-20-oxolupanyl cinnamate, bổ sung vào dữ 

liệu 13 hợp chất đã được phân lập từ chiết xuất hexan lá của H. kerrii. Việc làm sáng tỏ 

cấu trúc hóa học của các hợp chất được thực hiện bằng phương pháp quang phổ. Một số 

cinnamate triterpenoid, cinnamate lupeol được cho là có đặc tính chống viêm mạnh. Sự 

hiện diện của các este 3β-O-D-friedours-11α,12α-epoxy-14-enyl và 3β-O-D-

friedoolean-11α,12α-epoxy-14-enyl chỉ được tìm thấy ở một số loài trong họ 

Apocynaceae. Các nghiên cứu chứng minh saponin triterpenoid có tiềm năng trong điều 

trị các bệnh rối loạn chuyển hóa và bệnh về mạch máu [38].  
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Basir và cs (2022) trên cơ sở sử dụng kỹ thuật vi chiết pha rắn HS-SPME và sắc 

kí khí kết hợp với phổ khối GC-MS để đánh giá khả năng bay hơi các hợp chất của hoa 

H. cagayanensis, H. lacunosa và H. coriacea. Nghiên cứu góp phần làm sáng tỏ quá 

trình sinh tổng hợp các chất chuyển hóa thứ cấp, đặc biệt là terpenoid trong các loài 

Hoya. Nghiên cứu xác định được 23 chất chuyển hóa có ở H. cagayanensis, 14 chất có 

ở H. lacunosa và 36 chất ở H. coriacea. Nhiều chất chuyển hóa được xác định là riêng 

biệt cho mỗi loài, với 15 chất ở H. cagayanensis, 6 chất ở H. lacunose và có 28 chất ở 

H. coriacea. Chỉ có 6 chất được phát hiện là β-ocimene, (Z)-3-hexen-1-ol, 1-octen-3-ol, 

butanoic acid (Z)-2-methyl-3-hexenyl ester, (Z)-butyric acid- 3-hexenyl ester và methyl 

salicylate chuyển hóa từ terpenoid, rượu, este và nhóm benzenoid được phát hiện ở cả 3 

loài được nghiên cứu [18]. 

Đối với loài Lan tai cáo (H. verticillata) có rất ít nghiên cứu về định tính thành 

phần hóa học và đánh giá hoạt tính sinh học. Reza và cs (2007) nghiên cứu dịch chiết 

ethanol từ lá H. verticillata chứa flavonoid, đường khử, tannin và saponin. Dịch chiết từ 

lá có hoạt tính kháng khuẩn, chống lại cả vi khuẩn gram dương và gram âm, đồng thời 

có khả năng ức chế khối u ở chuột [114]. Ngoài ra, dịch chiết từ lá của Lan tai cáo cũng 

được đánh giá có hoạt tính chống oxy hóa. Như vậy có thể thấy rằng, đối với loài Lan 

tai cáo việc phân tích thành phần hóa học và phát hiện các hợp chất thứ cấp có giá trị 

dược học, đánh giá hoạt tính sinh học của các hợp chất đó là vấn đề cần được tiếp tục 

làm sáng tỏ. Nghiên cứu về saponin thuộc chi Hoya đã xác định được một số saponin 

mới. Từ dữ liệu quang phổ và phép đo phổ khối (HR-ESI-MS), cấu trúc của 3 glycoside 

steroid được phân lập từ cây H. parasitica (Wall. ex Hornem.) Wight đã được làm sáng 

tỏ. Đó là các saponin 3β,4α-dihydroxy-5β-spirost-(25)27-en-1β-yl O-α-L-

arabinopyranoside; 3β-hydroxy-5β-spirost-25(27)- en-1β-yl O-α-L-rhamnopyranosyl-

(1→2)-β-D-xylopyranoside; và (23S,24S,25S)-3β,4α,23,24-tetrahydroxy-5β-spirostan -

1β-yl O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-β-D-fucopyranoside [155].  

1.3.4. Mô phỏng tương tác phân tử và động học phân tử   

Tương tác phân tử (Molecular Docking) là mô hình tính toán của các phức hợp, 

được hình thành từ sự ghép nối dẫn đến tương tác của hai hoặc nhiều phân tử. Phương 
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pháp này cho phép dự đoán cấu trúc ba chiều của các chất cộng hợp, dựa trên các đặc 

tính liên kết của phối tử tham gia và các phân tử mục tiêu. Mô phỏng tương tác phân tử 

tạo ra các cấu trúc ứng viên có thể khác nhau, được xếp hạng và nhóm lại với nhau bằng 

cách sử dụng hàm tính điểm trong phần mềm của công cụ ghép nối phân tử. Mô phỏng 

tương tác dự đoán cấu trúc đồng dạng được ghép nối tối ưu dựa trên tổng năng lượng 

của hệ thống [7].  

Dựa trên quá trình sắp xếp của phân tử nghiên cứu với một phối tử hoặc phân tử 

thụ thể để tạo ra một phức hợp ổn định (dự đoán ái lực liên kết, cường độ liên kết giữa 

phối tử và protein). Ái lực và hoạt động của một chất hóa học được dự đoán bởi tương 

tác chất nghiên cứu-thụ thể, điều này quan trọng trong việc khám phá và thiết kế thuốc. 

Việc tìm kiếm và phát triển các loại thuốc mới là một quá trình phức tạp và nhiều khó 

khăn. Các loại thuốc mới được khám phá bằng cách sử dụng phương pháp in silico, thiết 

kế thuốc dựa trên máy tính cần được tăng cường sử dụng để đẩy nhanh quá trình khám 

phá thuốc. Mô phỏng tương tác phân tử cho phép dự đoán hướng ưa thích mà hai phân 

tử sẽ thực hiện khi chúng tương tác với nhau để tạo thành một hợp chất ổn định theo mô 

hình hóa phân tử. Có thể dự đoán mức độ tham gia hoặc ái lực liên kết giữa hai phân tử 

bằng cách sử dụng hướng quay được chọn trong quá trình truyền tín hiệu, tương tác giữa 

các thành phần tương tự về mặt hóa học, chẳng hạn như protein, peptide, nucleic acid, 

carbohydrate và lipid. Do đó những ghép nối hữu ích để có thể dự đoán được cả hiệu 

lực và bản chất của tín hiệu. Do khả năng dự đoán cách các phối tử phân tử nhỏ sẽ gắn 

vào vị trí liên kết mục tiêu lý tưởng, tương tác phân tử là một trong những kỹ thuật được 

sử dụng nhiều nhất trong thiết kế thuốc dựa trên cấu trúc. Xác định hiệu suất liên kết 

đóng vai trò quyết định cho việc lập kế hoạch phát triển thuốc và để hiểu ý nghĩa của 

các quá trình sinh hóa cơ bản [34]. 

Rebeiro và cs nghiên cứu acetylcholinesterase và các alkaloid được phân lập từ 

cây Tetrapterys mucronata, kết quả ghép nối cho kết quả tích cực, là cơ sở cho những 

đề xuất thực nghiệm về khám phá và phát triển dược phẩm. Nghiên cứu đóng góp tích 

cực về lý thuyết liên quan đến các sản phẩm tự nhiên này trong việc phòng chống các 

bệnh thoái hóa thần kinh [115]. 
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Nghiên cứu về chứng đau do viêm là một trong những lĩnh vực nghiên cứu được 

phát triển và mở rộng nhanh nhất trong những năm gần đây. Các nghiên cứu từ phòng 

thí nghiệm đã chứng minh tiềm năng điều chỉnh cơn đau mãn tính của loài Phyllanthus 

amarus và khả năng tương tác của chúng với nhiều chất trung gian gây viêm liên quan 

đến các enzyme như COX-2 và PGE synthase, các cytokine như TNF-alpha và IL-1 beta 

và với thụ thể NMDA (Các thụ thể NMDA là các protein dẫn truyền các xung động thần 

kinh liên quan đến trí nhớ, ngôn ngữ và thần kinh tự chủ như nhịp tim, nhịp thở). Các 

chất trung gian gây viêm đóng vai trò quan trọng trong chứng tăng đau viêm mãn tính 

và tác động đến quá trình điều chỉnh, các chất này được lựa chọn và đánh giá tương tác 

của chúng với 86 thành phần thực vật có cấu trúc đa dạng được xác định từ loài 

Phyllanthus amarus. Phân tích tương tác các protein mục tiêu với các hợp chất hữu cơ 

thực vật được thực hiện bằng phần mềm VLifeMDS (Molecular Design Suite một công 

cụ phần mềm được sử dụng trong hóa học tính toán, khám phá thuốc và mô hình hóa 

phân tử do VLife Sciences phát triển). Thông qua các điểm ghép nối và phân tích tương 

tác của các hợp chất với các protein mục tiêu cho thấy các hợp chất quan trọng như 

lupeol, phyllanthin, hypopyllanthin, corilagin, epicatechin và hầu hết các hợp chất khác 

có khả năng liên kết với nhiều mục tiêu liên quan đến chứng tăng đau do viêm [28].   

Với mục tiêu phát triển các liệu pháp an toàn hơn với ít tác dụng phụ hơn trong 

điều trị ung thư, nghiên cứu về các chất chiết xuất từ thực vật có ý nghĩa rất lớn. Các 

loài Erythroxylum (thuộc chi Coca) là nguồn cung cấp rộng rãi các hợp chất hữu cơ thực 

vật khác nhau, đặc biệt là terpenoid. Thực hiện các nghiên cứu mô hình tương tác một 

số terpenoid trên các mục tiêu đã được xác nhận như EGFR, VEGFR, CDK, protein 

tubulin (được biểu hiện quá mức trong nhiều loại ung thư) qua đó ước tính các đặc tính 

dược động học của các phân tử này bằng các kỹ thuật in silico. Các hợp chất cho thấy 

ái lực liên kết tốt và xác định được hằng số ức chế đối với tất cả các mục tiêu nghiên 

cứu [156]. 

Động học phân tử (MD-Molecular dynamics) là phương pháp mô phỏng bằng 

máy tính, giúp khám phá các nguyên lý của nhiều quá trình khác nhau thông qua mô 

phỏng chuyển động vĩnh cửu thực tế của các nguyên tử do lực giữa chúng gây ra. Trong 

https://www.bing.com/ck/a?!&&p=473f01a9a3c43e2e942d4542cc4b2154ac6e4b767f219e0c320900def7dfd4f3JmltdHM9MTc0OTM0MDgwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=3dad9a8e-cfdd-6a3d-147d-8ed1cebb6b04&psq=th%e1%bb%a5+th%e1%bb%83+NMDA&u=a1aHR0cHM6Ly93d3cudmlubWVjLmNvbS92aWUvYmFpLXZpZXQvdmllbS1uYW8tdHUtbWllbi12aQ&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=473f01a9a3c43e2e942d4542cc4b2154ac6e4b767f219e0c320900def7dfd4f3JmltdHM9MTc0OTM0MDgwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=3dad9a8e-cfdd-6a3d-147d-8ed1cebb6b04&psq=th%e1%bb%a5+th%e1%bb%83+NMDA&u=a1aHR0cHM6Ly93d3cudmlubWVjLmNvbS92aWUvYmFpLXZpZXQvdmllbS1uYW8tdHUtbWllbi12aQ&ntb=1


 

 

40 
 

phân tích động học phân tử, các lực được thể hiện thông qua các hàm phân tích và các 

tham số liên quan, thường được gọi là trường lực. Tác động của các lực lên chuyển động 

của các nguyên tử được xác định bởi định luật thứ hai của Newton. Phương pháp nghiên 

cứu này có ưu điểm nổi bật đó là có thể theo dõi chính xác quỹ đạo của các nguyên tử 

tương tác với nhau nhờ sự biến đổi không gian của chúng theo thời gian từ cấu hình xác 

định ban đầu. Hệ thống có thể được mô tả và phân tích quỹ đạo tương tác bằng các biểu 

thức toán thống kê, liên hệ các trạng thái vi mô với các đặc tính vĩ mô có liên quan đến 

vấn đề đang xem xét. Động học phân tử là một công cụ tính toán được sử dụng thành 

công để khám phá các nguyên lý của nhiều quá trình khác nhau ở cấp độ nguyên tử. Nhờ 

những tiến bộ gần đây trong mô phỏng máy tính, động học phân tử có thể đạt đến thang 

thời gian mili giây, do đó đây là một phương pháp thay thế quan trọng bổ sung cho các 

phương pháp thực nghiệm trong sinh học. Hiệu quả tính toán của các thuật toán động 

học phân tử tiếp tục được nghiên cứu, bổ sung và nâng cấp. Một số phương pháp chuyên 

biệt bắt nguồn từ động học phân tử (MD) cho phép nghiên cứu nhiều quá trình khác 

nhau của các phân tử sinh học như: Động học phân tử trao đổi bản sao (REMD) động 

học phân tử mục tiêu (TMD), động học phân tử định hướng (SMD) [169]. 

Mô phỏng động học phân tử có vai trò quan trọng trong nhiều ngành khoa học, 

như vật lí, hóa học, khoa học vật liệu và sinh học. Phương pháp này đã chứng minh được 

sự liên quan sâu sắc trong việc mô tả chi tiết các hệ thống phân tử sinh học, bổ sung dữ 

liệu cho thực nghiệm, tối ưu hóa thiết kế thực nghiệm, giúp dự đoán các đặc tính có liên 

quan cho các hệ thống hóa học đắt tiền hoặc khó xử lý bằng thực nghiệm, được sử dụng 

trong các giai đoạn đầu của quá trình thiết kế và phát triển thuốc. Ứng dụng của mô 

phỏng động học phân tử vào việc mô tả các hệ thống phân tử sinh học rất rộng, bao gồm 

mô tả cấu trúc và tổ chức màng, tính thấm của màng, tương tác lipid với protein, tương 

tác lipid với thuốc, tương tác protein với hợp chất, động học của protein [45]. 

1.3.5. Nhận xét chung 

Tổng quan tài liệu cho thấy các nghiên cứu hiện nay về thực vật chủ yếu tập trung 

vào việc xác định, định lượng và phân tích thành phần hóa học, cũng như đánh giá một 

số hoạt tính sinh học cơ bản của các hợp chất tự nhiên. Số lượng loài thực vật được khai 
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thác nhằm nghiên cứu thành phần hóa học và tiềm năng ứng dụng ngày càng gia tăng. 

Trong đó, các hợp chất hữu cơ có nguồn gốc thực vật nói chung và từ các loài thuộc chi 

Hoya nói riêng đã được nghiên cứu ở những mức độ khác nhau. Tuy nhiên, các nghiên 

cứu chuyên sâu và có hệ thống về hoạt tính sinh học của các loài thuộc chi Hoya vẫn 

còn khá hạn chế, đặc biệt là đối với nhóm hợp chất saponin, một nhóm chất có nhiều 

tiềm năng dược lý quan trọng. 

Đáng chú ý, cho đến nay hầu như chưa có công trình nào tập trung vào việc phân 

lập, xác định cấu trúc và đánh giá hoạt tính sinh học của saponin từ Lan tai cáo (H. 

verticillata var. verticillata). Do đó, việc nghiên cứu phân lập và đặc trưng hóa các hợp 

chất, đặc biệt là saponin, từ loài này, kết hợp với đánh giá bước đầu về hoạt tính sinh 

học của chúng, là một hướng nghiên cứu có ý nghĩa khoa học và thực tiễn rõ rệt, đồng 

thời góp phần khai thác hợp lý tiềm năng nguồn dược liệu bản địa. 

Bên cạnh đó, cho đến nay chưa có công trình nào công bố việc áp dụng các 

phương pháp in silico như mô phỏng docking phân tử (molecular docking) và mô phỏng 

động học phân tử (molecular dynamics) để đánh giá cơ chế tương tác giữa các hợp chất 

hữu cơ của H. verticillata var. verticillata, đặc biệt là saponin, với các protein đích liên 

quan đến quá trình chết theo chương trình của tế bào (apoptosis), một cơ chế sinh học 

then chốt gắn liền với sự hình thành và phát triển ung thư. Việc tích hợp các phương 

pháp tính toán hiện đại này với nghiên cứu thực nghiệm sẽ góp phần làm sáng tỏ cơ chế 

tác động ở mức độ phân tử, đồng thời nâng cao giá trị khoa học và định hướng ứng dụng 

của các kết quả nghiên cứu thu được. 
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Chương 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. VẬT LIỆU NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Vật liệu thực vật 

Mẫu H. verticillata var. verticillata (Mẫu chứng từ HOYP202302TQ1) được thu 

thập tại xã Sơn Dương, tỉnh Tuyên Quang, Việt Nam vào tháng 2 năm 2023 tại tọa độ 

địa lí 21°41'04” N, 105°29'03” E và Mẫu chứng từ HOYP202305TN được thu thập tại 

khu vực Hang Trai, xã Quang Sơn, tỉnh Thái Nguyên, Việt Nam, ở tọa độ 21°43'34” N, 

105°50'52” E. Hai mẫu HOYP202302TQ1 và HOYP202305TN được xác định thuộc 

loài H. verticillata var. verticillata. Việc định danh mẫu H. verticillita var. verticillata 

được thực hiện tại Bộ môn Thực vật học bởi PGS.TS. Sỹ Danh Thường và sau đó mẫu 

vật được lưu giữ tại Phòng Tiêu bản thực vật của Khoa Sinh học, Trường Đại học Sư 

phạm, Đại học Thái Nguyên. Lá Lan tai cáo được sử dụng để chiết rút cao chiết, phân 

lập saponin, tách DNA tổng số. Việc thu thập mẫu vật tuân thủ theo các quy định có liên 

quan, các hướng dẫn và luật pháp của Việt Nam và quốc tế.  

 

  

A B 

Hình 2.1. Mẫu cây Lan tai cáo (H. verticillata var. verticillata). A: Cây Lan tai cáo mọc 

trong môi trường tự nhiên tại khu vực Hang Trai, xã Quang Sơn, tỉnh Thái Nguyên, Việt 

Nam; B: Cành Lan tai cáo mang hoa trên giá thể.   
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2.1.2. Các chủng vi khuẩn kiểm định  

Vi khuẩn kiểm định sử dụng trong nghiên cứu để xác định hoạt tính kháng khuẩn 

gồm: Escherichia coli (ATCC25922), Staphylococcus aureus (ATCC13709), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC15442), Bacillus subtilis (ATCC6633).    

Các chủng vi khuẩn do Bảo tàng chủng giống vi sinh vật, Bệnh viện Đa khoa 

Trung ương Thái Nguyên và Bộ môn Vi sinh, Trường Đại học Y - Dược, Đại học Thái 

Nguyên cung cấp. Các chủng vi khuẩn được nuôi cấy và lưu giữ tại Khoa Sinh học, 

Trường Đại học Sư phạm - Đại học Thái Nguyên để tiến hành thử nghiệm. Vi khuẩn 

kiểm định sử dụng trong nghiên cứu đều là những loài gây bệnh ở người, trong đó vi 

khuẩn S. aureus, B. subtilis thuộc nhóm Gram dương, các chủng vi khuẩn còn lại thuộc 

nhóm Gram âm. Các thực nghiệm được tiến hành trong phòng thí nghiệm và tuân thủ 

đầy đủ các quy tắc an toàn trong phòng thí nghiệm. 

2.1.3. Các dòng tế bào ung thư  

Các dòng tế bào thử nghiệm được sử dụng trong nghiên cứu gồm: Tế bào ung 

thư phổi ở người (TA549); Tế bào ung thư vú ở người (MCF7); Tế bào ung thư gan ở 

người (HepG2). Các dòng tế bào do GS.TS. J. M. Pezzuto, Trường Đại học Long-Island, 

US và GS. Jeanette Maier, Trường Đại học Milan, Italia cung cấp, được lưu giữ tại 

Phòng Thử nghiệm sinh học, Viện Sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt 

Nam. 

2.1.4. Dữ liệu    

Sử dụng dữ liệu hệ gene lục lạp và trình tự các vùng DNA của hệ gene lục lạp từ 

các loài đã được công bố trên GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/); dữ 

liệu thông tin và cấu trúc protein trên Ngân hàng dữ liệu protein (https://www.rcsb.org/). 

2.2. HÓA CHẤT, THIẾT BỊ 

2.2.1. Hóa chất 

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ascorbic acid (Vitamin C), DMSO 

(Dimethyl sulfoxide), SRB (Sulforhodamine B), Acetic acid; Enzyme -glucosidase 

chiết xuất từ nấm men, p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside (pNPG), 4-Nitrophenol, 

Ellipticine, sulforhodamine B, trichloracetic acid, acetic acid, đệm tris base, đệm 

phosphate, enzyme α-glucosidase (CAS No 9001-42-7, Sigma), p-Nitrophenyl-a-D-

https://www.rcsb.org/
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glucopyranoside (CAS No 3767-28-0, Sigma), 4-Nitrophenol (CAS No 100-02-7. 

Sigma), dimethyl sulfoxide (CAS No 67-68-5), DMEM (Dulbecco s Modified Eagle 

Medium), MEME (Minimum Esental Medium with Eagle salt), L-glutamine, sodium 

pyruvat, NaHCO3,  penicillin/streptomycin, 10% FBS (Fetal Bovine Serum), Trypsin-

EDTA (0.05%) do Hãng Sigma, Mỹ cung cấp. 

Silica gel pha thường (230-400 mesh), silica gel pha đảo RP-18 (150 µm), 

Sephadex LH-20, nhựa trao đổi ion Diaion HP-20 (Nhật Bản). 

2.2.2. Thiết bị 

Thiết bị sử dụng trong thí nghiệm đều mới, hiện đại và có độ chính xác cao thuộc 

các phòng thí nghiệm của Khoa Sinh học, Trường Đại học Sư phạm - Đại học Thái 

Nguyên; Viện Sinh học thuộc Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam; Trung 

tâm Nghiên cứu Vật liệu Sinh học Quốc tế (IBMRC), Viện Nghiên cứu Khoa học Sinh 

học và Công nghệ sinh học Hàn Quốc (KRIBB). 

2.3. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.3.1. Nhóm phương pháp nghiên cứu hệ gene lục lạp 

2.3.1.1. Tách chiết DNA tổng số và giải trình tự hệ gene lục lạp 

DNA tổng số được chiết xuất từ lá Lan tai cáo khô bằng phương pháp sử dụng 

CTAB (cetyl trimethylammonium bromide), CTAB là phương pháp được sử dụng rộng 

rãi để phân lập nucleic acid từ thực vật giàu polysaccharide [82]. Phương pháp đo huỳnh 

quang (Qubit, Invitrogen) và điện di trên gel được sử dụng để đánh giá chất lượng và độ 

tinh khiết của DNA. DNA tổng số đảm bảo chất lượng được sử dụng để phân lập hệ 

gene lục lạp, quy trình được thực hiện như sau, từ 100ng DNA tổng số được phân mảnh 

bằng sóng siêu âm trên thiết bị Qsonica 800 R2 tạo ra các đoạn 350 bp, các đoạn này 

được nối với bộ chuyển đổi của Illumina và được khuếch đại bằng PCR. Các đoạn có từ 

500-600 bp là kích thước phù hợp để thiết lập thư viện mẫu. Thư viện mẫu được định 

lượng bằng thiết bị TapeStation 4200 (Agilent Technologies) và Bộ định lượng thư viện 

KAPA (KK4824, Kapa Biosystems). Các thư viện tinh khiết thu được được gắn với các 

đoạn mồi trên chip giải trình tự và được khuếch đại thành cụm phân tử giống hệt nhau 

(khuếch đại dòng vô tính), công nghệ giải trình tự sử dụng dNTP được gắn thuốc nhuộm 

huỳnh quang với mạch bổ sung nhờ DNA polymerase (máy giải trình tự Illumina 
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NovaSeq 6000), dNTP không liên kết sẽ bị rửa trôi. Máy giải trình tự Illumina dựa trên 

hình ảnh bước sóng phát xạ và cường độ huỳnh quang của nucleotide hợp nhất từ đó xác 

định trình tự của các đoạn mẫu. 

2.3.1.2. Lắp ráp và chú thích hệ gene 

Khoảng 5 GB dữ liệu thô thu được được lắp ráp để xây dựng một hệ gene hoàn 

toàn mới từ rất nhiều đoạn trình tự ngắn nhờ máy NOVOPlasty v4.3.1 [33], dựa trên 

trình tự tham chiếu là hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của loài H. angustifolia (OL754669.1). 

Quá trình lắp ráp, căn chỉnh, chuẩn hóa dữ liệu hệ gene nhờ phần mềm Geneious Prime 

v. 2023.2.1 [66], BBDuk v. 38.84 và BBNorm v. 38.84 mà không cần sử dụng hệ gene 

tham chiếu. Một hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của loài H. verticillata var. verticillata được 

tạo ra bằng cách sử dụng các vùng tiếp giáp thu được bằng hai phương pháp: Vùng mã 

hóa protein của các gene, các gene mã hóa rRNA và tRNA được xác định bằng công cụ 

tìm kiếm trong Geneious; các gene tRNA được chú thích lại trong máy chủ web 

tRNAscan-SE v. 2.0.12. Bản đồ hệ gene lục lạp dạng vòng được xây dựng bằng 

OrganellarGenomeDRAW (OGDRAW) v. 1.3.1 [52], [63]. Độ bao phủ của hệ gene lục 

lạp hoàn chỉnh là 1843,9×. 

2.3.1.3. Phân tích hệ gene 

Các yếu tố lặp lại trong hệ gene của H. verticilata var. verticillata được tìm thấy 

bằng hai phương pháp, các đoạn lặp lại trình tự đơn giản (SSR) được phát hiện bằng 

Phobos v. 3.3.12 [20], [80], [87], bao gồm đơn vị lặp lại cho mono-, di-, tri-, tetra- và 

penta-nucleotide; các đoạn lặp lại trình tự lớn (LSR) được nghiên cứu bằng REPuter [77]. 

Thu thập và sử dụng thêm 5 hệ gene lục lạp có sẵn của các loài H. carnosa 

(OK539590), H. kerrii (OL754673), H. lyi (MW719055), H. meliflua (OL754674) và 

H. ovalifolia (OL754666) từ GenBank trên NCBI để làm tham chiếu. Toàn bộ trình tự 

hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của 6 loài thuộc chi Hoya đã được căn chỉnh và trực quan 

hóa bằng cách sử dụng căn chỉnh Mauve với thuật toán progressiveMauve. Sử dụng 

IRscope (irscope.shinyapps.io/irapp/) để hiển thị trực quan và so sánh các ranh giới của 

các vùng LSC, SSC và IR của sáu loài Hoya [9]. Thực hiện sự phân kỳ trình tự của 29 

loài thuộc chi Hoya thông qua phân tích cửa sổ trượt tính toán (hệ số Pi) giữa các hệ 

gene lục lạp nhờ phần mềm phân tích đa hình trình tự DNA (DnaSP v. 6.12.03) [9], 
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[120]. Đối với phân tích sự phân kỳ thì trình tự được áp dụng có kích thước cửa sổ là 

600 bp và kích thước bước là 200 bp. 

2.3.2. Nhóm phương pháp phân tích phát sinh chủng loại  

2.3.2.1. Phương pháp phân tích phát sinh chủng loại trình tự hệ gene lục lạp 

Sơ đồ phát sinh chủng loại được xây dựng dựa trên 79 trình tự gene mã hóa 

protein từ 50 trình tự hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của họ Apocynaceae, bao gồm 49 trình 

tự hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của họ Apocynaceae từ cơ sở dữ liệu GenBank và của Lan 

tai cáo. Mỗi hệ gene được căn chỉnh bằng chương trình căn chỉnh MAFFT v. 7.490 [65] 

trong Geneious v. 2023.2.1 và được nối lại, bộ dữ liệu dài 75.302 bp được đưa vào 

jModeltest (mô hình phát sinh chủng loại) trong cổng thông tin khoa học CIPRES 

(phylo.org) để xác định mô hình phù hợp nhất [31], [87]. Mô hình phù hợp nhất là 

GTR+I+G, sơ đồ phát sinh loài với khả năng tối đa ML được xây dựng bằng cách sử 

dụng RAxML-HPC2 trên XSEDE trong Cổng thông tin khoa học CIPRES với hệ số 

bootstrap là 1000 [137] và được trực quan hóa bằng Geneious v. 2023.2.1. 

2.3.2.2. Phương pháp phân tích phát sinh chủng loại dựa trên trình tự một số vùng 

DNA lục lạp 

 Dữ liệu hệ gene lục lạp của loài Lan tai cáo (H. verticillata var. verticillata) lưu 

giữ trên GenBank mang mã số OR475244.1. Trình tự nucleotide của các gene, vùng 

đệm của hệ gene lục lạp được nhận diện và tải từ dữ liệu hệ gene lục lạp của Lan tai cáo 

trên GenBank.  

Sử dụng BLAST để phân tích sự tương đồng đối với mỗi trình tự vùng đệm của 

H. verticilata var. verticillata với các loài khác trên GenBank. Chọn các trình tự có tổng 

điểm và độ che phủ cao làm dữ liệu cho phân tích phát sinh chủng loại. 

Phân tích phát sinh chủng loại dựa trên trình tự vùng đệm bằng MEGA11 [144], 

theo phương pháp Maximum Likelihood (ML) và mô hình Tamura-Nei [143], với hệ số 

bootstrap được suy ra từ 1000 lần lặp lại [44]. 

2.3.3. Nhóm phương pháp phân tích hoạt tính sinh học, phân lập, xác định chất  

Sơ đồ thí nghiệm nghiên cứu phân lập, xác định chất saponin mới và phân tích 

hoạt tính sinh học được mô tả khái quát ở Hình 2.2. 
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Hình 2.2. Sơ đồ thí nghiệm phân lập và xác định saponin từ lá của Lan tai cáo 

 

2.3.3.1. Định tính các hợp chất hữu cơ có trong Lan tai cáo 

Mẫu lá Lan tai cáo sau khi được thu hái rửa sạch, loại bỏ mẫu hỏng, phơi/sấy khô 

tới khối lượng không đổi và nghiền thành bột mịn. Lấy 50 mg bột khô cho vào bình tam 

giác, sau đó thêm 100 ml dung môi EtOH/H2O theo tỷ lệ 70:30, sử dụng phương pháp 

chiết có sử dụng sóng siêu âm hỗ trợ, chiết trong thời gian 30 phút ở nhiệt độ 50°C. Lọc 

dịch chiết thu được dịch chiết của lá Lan tai cáo [1]. 

Tiến hành xác định thành phần alkaloid bằng cách nhỏ lần lượt vào ống nghiệm 

có chứa 2ml dịch chiết lá Lan tai cáo từ 1-2 giọt thuốc thử Wagner, Dragendorff, Mayer; 

quan sát kết tủa các ống nghiệm so với đối chứng (không nhỏ thuốc thử).   

Sử dụng phản ứng Shinoda để xác định thành phần flavonoid: Nhỏ vào ống 

nghiệm chứa dịch chiết lá Lan tai cáo 2-3 giọt HCl đậm đặc và thêm bột magnesium 

(Mg), kết quả dung dịch có màu từ vàng nhạt, nếu kết luận trong ống nghiệm có 

flavonoid.   

Dung dịch sắt chloride (FeCl3) được sử dụng để định tính tannin; tiến hành nhỏ 

vào thêm vào ống nghiệm vài giọt FeCl3 5%, nếu kết quả có kết tủa màu xanh (lá cây) 

đen, kết luận trong ống nghiệm có tannin. 
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Phản ứng Liebermann – Burchardt được sử dụng để định tính steroid; thêm vào 

ống nghiệm 1 mL chloroform, để nghiêng ống 450 rồi cho từ từ từng giọt H2SO4 đậm 

đặc, nếu dung dịch trong ống nghiệm có màu xanh lá, chứng tỏ trong dịch chiết lá cây 

có steroid. 

Định tính glycoside tim bằng phản ứng Keller-Kiliani, thêm 2 mL glacial acetic 

acid vào ống nghiệm, sau đó nhỏ từng giọt H2SO4 đậm đặc theo thành ống nghiệm. Quan 

sát có lớp chất lỏng màu xanh nhạt xuất hiện, kết luận ống nghiệm có glycoside tim. 

Sử dụng NaOH để định tính coumarin, tiến hành thêm 3 mL NaOH 10% vào ống 

nghiệm chứa dịch Lan tai cáo, đun sôi ống nghiệm, để nguội. Quan sát thấy hiện tượng 

có kết tủa màu vàng chứng tỏ trong ống nghiệm có coumarin.  

Định tính saponin bằng phản ứng tạo bọt, lắc mạnh ống nghiệm chứa dịch lá Lan 

tai cáo, sau đó để yên trong năm phút, quan sát thấy có bọt bền vững chứng tỏ trong 

dung dịch có chứa saponin. 

2.3.3.2. Phương pháp tạo cao chiết 

Lá Lan tai cáo được rửa sạch và sấy khô ở nhiệt độ 50ºC (độ ẩm < 6%) và đem 

nghiền nhỏ thành bột. Bột lá được ngâm chiết bằng phương pháp có sự hỗ trợ siêu âm 

sử dụng dung môi EtOH/H2O (tỷ lệ 70:30) ở điều kiện: 200 W, 60°C, 45 phút bằng máy 

siêu âm Elmasonic S10H (Elma, Thụy Sĩ), 500 mL mỗi lần × 2 lần. Sau khi lọc và bay 

hơi, thu được cao chiết tổng số.  

2.3.3.3. Phương pháp xác định hoạt tính sinh học  

Phương pháp thử hoạt tính kháng khuẩn   

Khảo sát khả năng kháng vi sinh vật kiểm định của cao chiết tổng số bằng phương 

pháp khuếch tán đĩa thạch [24]. Các loài vi khuẩn kiểm định được hoạt hóa từ 4-8 giờ 

trong môi trường LB lỏng ở 28°C, lắc 200 vòng/phút trước khi tiến hành thử nghiệm. 

Hút 70 µL dịch nuôi mỗi loài vi khuẩn kiểm định đã được hoạt hóa và cấy trải lên đĩa 

chứa môi trường LB đặc. Dùng khoan nút chai tạo năm giếng có đường kính 1 cm trên 

đĩa thạch. Sau đó, hút 100 µL mẫu nghiên cứu ở các nồng độ 100; 200 và 400 µg/mL 

(cao chiết được pha trong DMSO 1%), kháng sinh amoxicillin nồng độ 200 µg/mL (đối 

chứng dương) và DMSO 1% (đối chứng âm) vào các giếng thạch. Các đĩa petri đã bổ 

sung mẫu nghiên cứu được đặt vào tủ lạnh 4°C khoảng 1-2 giờ rồi đặt vào tủ ấm nuôi ở 
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28°C từ 18-24 giờ. Đo đường kính vòng kháng khuẩn, chụp hình và ghi lại kết quả, mỗi 

thí nghiệm được lặp lại ba lần.  

Khả năng kháng vi sinh vật kiểm định của cao chiết được xác định dựa trên đường 

kính vòng ức chế vi sinh vật của cao chiết. Công thức tính đường kính vòng ức chế vi sinh 

vật = D – d, trong đó D là đường kính vòng ức chế vi sinh vật, d là đường kính đục lỗ.  

Phương pháp thử hoạt tính kháng oxy hóa  

Hoạt tính chống oxy hóa của phân đoạn chứa saponin được tiến hành theo phương 

pháp của Abramovič và cs (2018) [4] có chỉnh sửa cho phù hợp với điều kiện của phòng 

thí nghiệm, cụ thể như sau: Mẫu thử được tạo thành bằng cách pha dung dịch chiết trong 

methanol (100%) nồng độ 0,25 µM, sau đó được pha thành dải nồng độ từ 0,8-100 

µg/mL với nước cất khử ion. L-ascorbic acid được sử dụng như đối chứng và được pha 

thành dải nồng độ từ 0,8-100 µg/mL với nước cất khử ion; DPPH pha trong methanol 

(100%) nồng độ 0,25 µM. Hút mẫu nghiên cứu (100 µL) đã pha ở các nồng độ vào các 

giếng của đĩa 96 giếng. Thêm dung dịch DPPH đã chuẩn bị ở trên vào các giếng đã có 

sẵn mẫu nghiên cứu (tỉ lệ 1:1), giếng đối chứng không có mẫu thử chỉ có 100 µL nước 

và 100 µL DPPH. Ủ ở nhiệt độ phòng trong 30 phút, sau đó xác định độ hấp thụ (OD) 

của dung dịch sau phản ứng tại bước sóng 517 nm. Khả năng trung hòa gốc oxy hóa tự 

do (Scavenging Activities - SA) sinh ra từ DPPH của mẫu thử được tính theo công thức 

sau: 

% SA = (ODđối chứng – ODmẫu thử)*100/ODđối chứng  (%) 

Trong đó:  ODđối chứng = OD tại giếng không chứa chất thử - OD giếng trắng 

           ODmẫu thử   = OD tại giếng chứa chất thử - OD giếng trắng 

Giá trị SC50 (Scavenging Concentration at 50% - nồng độ trung hòa được 50% 

gốc tự do của DPPH) sẽ được xác định nhờ vào phần mềm máy tính TableCurve 2Dv4. 

Phương pháp thử hoạt tính ức chế enzyme α-glucosidase   

Hoạt tính ức chế enzyme α-glucosidase của phân đoạn chứa saponin được thực 

hiện như sau: Chất thử được hòa tan trong DMSO 100% để có dung dịch gốc (20 

mg/mL) và pha loãng trong dung dịch đệm phosphate 10 mM (pH 6.8) để tạo dải nồng 

độ. Tiếp theo, sử dụng 50 L mẫu đã pha loãng được đưa vào các giếng của khay 96 

giếng để chuẩn bị thử nghiệm; 20 µL α-glucosidase (0,5U/mL) và 130 µL đệm 
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phosphate 100 mM (pH 6.8) được thêm vào mỗi giếng, trộn đều và ủ ở 37oC trong 15 

phút [154]. Như vậy, nồng độ mẫu thử đạt được cuối cùng trong giếng lần lượt là 500-

100-20-4 g/mL; 50 µL p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside (pNPG) nồng độ 5 mM 

được đưa tiếp vào từng giếng thí nghiệm rồi ủ tiếp ở 37oC trong 60 phút. Giếng thí 

nghiệm có mẫu thử, đệm đệm phosphate và pNPG được sử dụng làm đối chứng trắng 

(blank). Giếng có DMSO 10%, đệm phosphate, enzyme và pNPG được sử dụng làm đối 

chứng. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần/khay để đảm bảo sự chính xác. Dừng thí nghiệm 

bằng cách thêm vào 80 µL Na2CO3 0,2M và đo OD (Optical Density - đo mức độ hấp 

thụ ánh sáng của mẫu) ở bước sóng 405 nm bằng máy đo ELISA Plate Reader (Biotek). 

Khả năng ức chế α-glucosidase của mẫu thử được xác định theo công thức sau: 

                      % ức chế = 100 - [(ODmẫu thử/ ODđối chứng) x 100] 

Trong đó:  ODđối chứng  = ODđối chứng - ODblank 

   ODmẫu thử = ODmẫu thử - ODblank  

Giá trị IC50 (nồng độ ức chế 50%) sẽ được xác định nhờ vào phần mềm máy tính 

TableCurve2Dv4.  

Phương pháp thử hoạt tính gây độc tế bào ung thư 

Phương pháp xác định hoạt tính gây độc tế bào (cytotoxic assay) ung thư của 

phân đoạn chứa saponin đối với tế bào nuôi cấy dạng đơn lớp: Phương pháp thử độ độc 

tế bào in vitro được Viện Ung thư Quốc gia Hoa Kỳ (National Cancer Institute – NCI) 

xác nhận là phép thử độ độc tế bào chuẩn nhằm sàng lọc, phát hiện các chất có khả năng 

kìm hãm sự phát triển hoặc diệt tế bào ung thư ở điều kiện in vitro. Phép thử này được 

thực hiện theo phương pháp của Skekan [136]. Phép thử tiến hành xác định hàm lượng 

protein tế bào tổng số dựa vào mật độ quang học đo được khi thành phần protein của tế 

bào được nhuộm bằng sulforhodamine B (SRB). Giá trị OD máy đo được tỷ lệ thuận 

với lượng SRB gắn với phân tử protein, do đó lượng tế bào càng nhiều (lượng protein 

càng nhiều) thì giá trị OD càng lớn. Phép thử được thực hiện trong điều kiện cụ thể như 

sau: 

i) Trypsin hóa tế bào thí nghiệm để làm rời tế bào và đếm trong buồng đếm để điều 

chỉnh mật độ cho phù hợp với thí nghiệm. Tiến hành đưa 190 µL tế bào vào đĩa 96 giếng 

để thử nghiệm. 
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ii) Mẫu thử được hòa tan trong DMSO 100% để có nồng độ ban đầu (stock) là 20 mM. 

Tiến hành pha loãng mẫu trên đĩa 96 giếng bằng môi trường nuôi cấy tế bào (không có 

FBS- fetal bovine serum) thành 4 dãy nồng độ từ cao xuống thấp. Chất thử đã pha loãng 

ở các nồng độ (10 L) được đưa vào các giếng của đĩa 96 giếng đã chuẩn bị tế bào ở 

trên. Giếng không có chất thử nhưng có tế bào ung thư (190 L) + DMSO 1% (10 L) 

sẽ được sử dụng làm đối chứng ngày 0. Sau 1 giờ, giếng đối chứng ngày 0 tế bào sẽ 

được cố định bằng trichloracetic acid (TCA) 20%. 

iii) Ủ trong tủ ấm 72 giờ. Sau 72 giờ, tế bào được cố định bằng TCA trong 1 giờ, được 

nhuộm bằng SRB trong 30 phút ở 37 oC, sau đó rửa 3 lần bằng  acetic acid rồi để khô ở 

nhiệt độ phòng.  

iv) 10 mM dung dịch đệm (Tris base) để hòa tan lượng SRB, lắc nhẹ trong 10 phút rồi 

đọc kết quả OD ở bước sóng 540 nm trên máy ELISA Plate Reader (BioTek). 

v) Phần trăm ức chế sự phát triển của tế bào khi có mặt chất thử sẽ được xác định thông 

qua công thức sau:  

% ức chế = 100 −
𝑂𝐷(𝑚ẫ𝑢) − 𝑂𝐷(𝑛𝑔à𝑦0)

𝑂𝐷(𝐷𝑀𝑆𝑂) − 𝑂𝐷(𝑛𝑔à𝑦0)
× 100 

vi) Phép thử được lặp lại 3 lần để đảm bảo tính chính xác. Ellipticine ở các nồng độ 10 - 2 

- 0,4 - 0,08 g/mL được sử dụng như là chất đối chứng tham khảo.  

DMSO 1% luôn được sử dụng như đối chứng âm (nồng độ cuối cùng trong giếng 

thử là 0,05%). Giá trị IC50 (nồng độ ức chế 50% sự phát triển) sẽ được xác định nhờ vào 

phần mềm máy tính TableCurve 2Dv4. Theo tiêu chuẩn của Viện ung thư quốc gia Hoa 

Kỳ (NCI), cặn chiết được coi có hoạt tính tốt với IC50  20 μg/ml, trong khi chất tinh 

khiết được coi có hoạt tính tốt khi IC50  5 μM [60]. 

2.3.3.4. Phân lập saponin từ lá của Lan tai cáo 

 Các thí nghiệm phân lập saponin từ Lan tai cáo được thực hiện theo sơ đồ ở Hình 2.3. 

(1) Phương pháp phân lập saponin 

Từ cao chiết tổng số của Lan tai cáo và các phân đoạn chứa saponin được tách 

bằng sắc kí VLC và MPLC được sử dụng để phân lập saponin theo sơ đồ khái quát ở 

Hình 2.3. 
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Hình 2.3. Sơ đồ phân lập saponin từ Lan tai cáo 

 (2) Phương pháp sắc ký 

Việc tinh chế các hợp chất được thực hiện trên hệ thống sắc ký lỏng chân không 

trên silica gel RP-18 (75-200 µm, Silicycle, Canada) và silica gel 60 (63-200 µm, Sigma 

Aldrich, Pháp). Việc phân lập và tinh chế thêm saponin từ các phân đoạn được thực hiện 
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trên hệ thống sắc ký lỏng trung áp (MPLC) sử dụng pha tĩnh trên Merck silica gel 60, 

cỡ hạt 15-40 µm (Đức) bằng máy bơm Gilson M 305 và máy thu thập phân đoạn 

(Biopharmacia). Cột thủy tinh Büchi (460 mm × 25 mm, 110 mm × 15 mm) đã được sử 

dụng trong hệ thống MPLC. Sắc ký lớp mỏng (TLC) và sắc ký lớp mỏng hiệu năng cao 

(HPTLC) được thực hiện trên Merck silica gel 60F254 (Đức), với dung môi CHCl3-

MeOH-H2O-AcOH (70:30:5:1). Các vết TLC và HPTLC được xác định bằng cách phun 

lên các đĩa hỗn hợp EtOH H2SO4 (50:1), đun nóng ở 1000C trong 10 phút. Độ quay 

quang học được xác định trên máy đo phân cực tự động AA-10R (Anh). Phổ khối ion 

hóa phun điện tử có độ phân giải cao (HR-ESI-MS) được thực hiện trên máy quang phổ 

khối Bruker micrOTOF II (Bruker, Đức) ở chế độ ion dương. Sắc ký khí (GC) được 

thực hiện trên thiết bị sắc ký khí ThermoQuest Trace (Thermo Scientific, Hoa Kỳ) sử 

dụng OV-17 trên cột Silanox (0,3 mm × 50 m) [1], [96].  

Bột lá khô được tách chiết bằng phương pháp có sự hỗ trợ siêu âm sử dụng dung 

môi EtOH/H2O (75:25) ở điều kiện 200 W, 60°C, 45 phút, thu được 500 mL cho mỗi 

lần tách chiết. Cao chiết tổng số được tách tiếp bằng VLC silica gel RP-18 và rửa giải 

lần lượt bằng H2O 100%, EtOH/H2O 50:50, EtOH 100%, các phân đoạn thu được được 

phân tích bằng sắc kí lớp mỏng TLC (Thin Layer Chromatography). Các phân đoạn thu 

được được sử dụng để tách phân đoạn bằng sắc ký MPLC silica gel 60 

(CHCl3/MeOH/H2O 80:20:2, 75:25:3, v/v/v), gel 60 (CHCl3/MeOH/H2O 75:25:3, 

v/v/v), tiến hành tách phân đoạn nhiều lần và kiểm tra bằng sắc kí lớp mỏng để tạo đơn 

chất. 

 (3) Phương pháp xác định đơn chất 

Quá trình thủy phân 3 mg mỗi glycoside được thực hiện với 5 mL dung dịch 2N. 

CF3COOH (4 mL) và nước (1 mL) trong 3 giờ ở 95°C. Hỗn hợp phản ứng sau đó được 

pha loãng trong nước (10 mL) và được chiết bằng 5 mL CH2Cl2 (3 lần). Lớp CH2Cl2 

được làm bay hơi bằng MeOH cho đến khi dung môi trở nên trung tính để tạo ra cặn 

đường và được sắc ký tiếp bằng TLC trên silica gel sử dụng hệ rửa giải 

CHCl3/MeOH/H2O 8:5:1 bằng cách so sánh với các mẫu xác thực. Hỗn hợp 

monosacharide được pha loãng với 100 µL pyridin khan và xử lý với 0,06 mol/L 

HSCH2CH(NH2)COOCH3·HCl ở 60°C trong 1 giờ, sau đó thêm 150 µL HMDS-TMCS 

https://www.google.com/search?q=S%E1%BA%AFc+k%C3%BD+l%E1%BB%9Bp+m%E1%BB%8Fng+%28TLC+-+Thin+Layer+Chromatography%29&oq=s%E1%BA%AFc+k%C3%AD+b%E1%BA%A3n+m%C3%B2ng+tlc&gs_lcrp=EgZjaHJvbWUyBggAEEUYOTIJCAEQIRgKGKAB0gEINTgwN2owajeoAgCwAgA&sourceid=chrome&ie=UTF-8&mstk=AUtExfAsIwSE87REW7ZqO33TemVk2WRU0yA7u5BfStFFiGVLg4qxAeNdKc-hZ434t651ryS_SmKGBhUofTEuELwnivLlUJmgtj0VPNeHDQ4aAMYCPJOCp1tK011LzMv7IvCbPSMhOz5dKmePkUF6F5d95g19CuJDw4yiC53nN57FiN6LnyQ&csui=3&ved=2ahUKEwj79ZCenaOSAxW-ZfUHHfgjBHAQgK4QegQIARAB
https://www.google.com/search?q=S%E1%BA%AFc+k%C3%BD+l%E1%BB%9Bp+m%E1%BB%8Fng+%28TLC+-+Thin+Layer+Chromatography%29&oq=s%E1%BA%AFc+k%C3%AD+b%E1%BA%A3n+m%C3%B2ng+tlc&gs_lcrp=EgZjaHJvbWUyBggAEEUYOTIJCAEQIRgKGKAB0gEINTgwN2owajeoAgCwAgA&sourceid=chrome&ie=UTF-8&mstk=AUtExfAsIwSE87REW7ZqO33TemVk2WRU0yA7u5BfStFFiGVLg4qxAeNdKc-hZ434t651ryS_SmKGBhUofTEuELwnivLlUJmgtj0VPNeHDQ4aAMYCPJOCp1tK011LzMv7IvCbPSMhOz5dKmePkUF6F5d95g19CuJDw4yiC53nN57FiN6LnyQ&csui=3&ved=2ahUKEwj79ZCenaOSAxW-ZfUHHfgjBHAQgK4QegQIARAB
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(3:1) ở 60°C trong 30 phút. Sau khi dừng phản ứng bằng cách thêm 2 mL H2O, phần 

đường còn lại được chiết bằng 0,1 mL n-hexan. Lớp n-hexan được thu hồi và sau đó 

thành phần đường được phân tích (1 µL) bằng sắc kí khí. Việc xác định đường được 

thực hiện bằng cách so sánh thời gian lưu của chúng với thời gian lưu của đường tiêu 

chuẩn (Sigma-Aldrich) [96]. Thời gian lưu (phút): 11,07 (rhamnose), 13,82 (fucose) và 

17,51 (glucose). 

(4) Phương pháp phân tích phổ cộng hưởng từ hạt nhân 

Các hợp chất được xác định cấu trúc hóa học trên cơ sở sử dụng các phương pháp 

đo phổ bằng các thiết bị hiện đại đồng thời kết hợp với phân tích và tra cứu tài liệu tham 

khảo. Các phương pháp đo phổ được sử dụng gồm:  

i) Phổ khối lượng phân giải cao (HR-ESI-MS) được đo trên máy Agilent 6530 

Accurate-Mass Q-TOF LC/MS (Agilent Technologies, Mỹ) tại Viện Hóa sinh biển, 

Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.  

ii) Phổ cộng hưởng từ hạt nhân (NMR) được đo trên máy Bruker AM500 FT-

NMR (Bruker, Đức) tại Viện Hóa học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

Hợp chất chuẩn đã được thiết lập để hiệu chuẩn phổ 1H và 13C là tetramethylsilane 

(TMS). Các kỹ thuật phổ cộng hưởng từ hạt nhân được sử dụng bao gồm: Phổ cộng 

hưởng từ hạt nhân một chiều (1H-NMR, 13C-NMR và DEPT); phổ cộng hưởng từ hạt 

nhân hai chiều (HSQC, HMBC, COSY và NOESY). Dung môi sử dụng bao gồm 

DMSO-d6, CD3OD, CDCl3 (việc lựa chọn dung môi đo phụ thuộc vào bản chất của từng 

mẫu, theo nguyên tắc dung môi phải hòa tan hoàn toàn mẫu đo và không che lấp các tín 

hiệu phân tích).  

iii) Phổ sắc ký khí (GC) được đo trên máy GCMS-QP2010 Plus (Shimadzu, Nhật 

Bản) tại Viện Hóa học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

(5) Phương pháp xác định chất mới 

Sử dụng thư viện SciFinder là một nguồn tài nguyên từ Chemical Abstracts 

Service (www.cas.org) để tìm kiếm tài liệu và tìm thông tin cơ bản về cấu trúc hóa học, 

tính chất và phản ứng của chất. SciFinder hỗ trợ tìm kiếm trực tiếp các chất và phản ứng 

hóa học, trên cơ sở công thức và một số tính chất trong cấu trúc hóa học chất đã được 
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xác định. Trên cơ sở nguồn dữ liệu tham khảo sẽ xác định cấu trúc không gian, xác định 

các liên kết giữa các nguyên tử của hợp chất cần nghiên cứu. Các tệp cấu trúc từ các bản 

ghi SciFinder hiện có có thể được nhập vào ChemDraw, để chia sẻ với những người 

khác để tra cứu và tìm kiếm cấu trúc của chất. 

 2.3.3.5. Phân tích tương tác phân tử và động học phân tử in silico 

Nghiên cứu về tiềm năng, cơ chế và ái lực liên kết của saponin steroid phân lập 

từ Lan tai cáo (H. verticillata var. verticillata) với Bcl-2 (B-cell lymphoma 2). Bcl-2 là 

loại protein đóng vai trò quan trọng trong việc điều hòa chu trình sống của tế bào. Bcl-

2 thúc đẩy ung thư bằng cách ngăn chặn quá trình chết theo chương trình (apoptosis) 

của tế bào. Kỹ thuật mô phỏng quá trình tương tác phân tử và động học phân tử in silico 

được sử dụng để phân tích hoạt tính gây độc tế bào ung thư của saponin phân lập được 

từ Lan tai cáo.  

(1) Mô phỏng tương tác phân tử 

Chuẩn bị protein 

Cấu trúc protein mục tiêu Bcl-2 (ID: 6GL8 là cấu trúc ba chiều của protein mục 

tiêu Bcl-2) được thu thập từ Ngân hàng dữ liệu protein (https://www.rcsb.org/). Biovia 

Discovery Studio Visualizer v24.1 (Dassault Systemes BIOVIA, Hoa Kỳ) là phần mềm 

giúp hình ảnh hóa 3D phân tử nghiên cứu. Các hướng liên kết và cấu hình thích hợp của 

phân tử được thực hiện bằng AutoDock Tools v1.5.7. Việc xác nhận giao thức tương tác 

phân tử thông qua tính độ lệch bình phương căn bậc hai (RMSD- root mean square 

deviation). Xác định tương tác giữa các phân tử nghiên cứu và thụ thể của protein Bcl-

2 được thực hiện bằng phần mềm Biovia Discovery Studio Visualizer.   

Mô tả saponin 

Có tổng số 5 saponin từ H. verticillata var. verticillata gồm 3 saponin trong các 

nghiên cứu trước và 2 saponin trong nghiên cứu này [155]. Parasiticoside A và 

parasiticoside B có công thức phân tử là C33H54O11 và C39H64O15, khối lượng phân tử lần 

lượt là 626,3666 và 772,4245 m/z. 3 saponin steroid đã được nghiên cứu trước đây là 
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3β,4α-dihydroxy-5β-spirost-(25)27-en-1β-yl O-α-L-arabinopyranoside (1), 3β-hydroxy-

5β-spirost-25(27)-en-1β-yl O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-β-D-xylopyranoside (2), 

(23S,24S,25S)-3β,4α,23,24-tetrahydroxy-5β-spirostan-1β-yl O-α-L-rhamnopyranosyl-

(1→2)-β-D-fucopyranoside (3), có công thức phân tử là C32H50O9, C38H60O12, C39H64O15 

và khối lượng phân tử là lần lượt là 578,3455; 708,4085; 772,4245 m/z. 

Chuẩn bị phối tử 

Cấu trúc 2D của saponin được chuẩn bị ở định dạng *sdf bằng phần mềm 

ChemDraw Prime v23.1 (Perkin Elmer, Hoa Kỳ) và được chuyển đổi thành cấu trúc 3D 

ở định dạng *pdb bằng phần mềm Biovia Discovery Studio Visualizer. Các loại liên kết 

gồm: Liên kết hydrogen phân cực, điện tích riêng phần và tất cả các lực xoắn được thực 

hiện bằng AutoDock Tools. Cấu trúc 2D của Navitoclax được lấy từ cơ sở dữ liệu 

PubChem ở định dạng *sdf (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) và được tối ưu hóa cấu 

trúc 3 chiều bằng phần mềm Avogadro v1.2.0 [56]. 

(2) Mô phỏng động học phân tử 

Thực hiện việc ghép nối phân tử giữa các hợp chất và thụ thể bằng ứng dụng 

AutoDock Tools. Thuật toán di truyền Lamarckian được sử dụng để xác định các cấu 

hình liên kết giữa các phân tử theo hướng có lợi nhất về mặt năng lượng. Tất cả các 

tham số được đặt mặc định và Navitoclax được chọn làm hợp chất kiểm soát, đối chứng. 

Mô phỏng động học phân tử để xác nhận khả năng duy trì ghép nối tốt nhất với 

protein 6GL8 được thực hiện trong 10 ns bằng phần mềm GROMACS v2024. Protein 

được cố định cấu trúc để không làm thiếu đi một số nguyên tử thành phần và có thêm 

dư lượng khác bằng phần mềm Swiss-PdbViewer [55]. Swiss PARAM được sử dụng để 

tạo ra các cấu trúc của phối tử. Hệ thống cân bằng được thiết lập để chạy mô phỏng động 

phân tử lên đến 50000 bước trên 100 ps, sử dụng máy tính CPU Intel(R) Xeon(R) @ 

2,20 GHz được trang bị GPU NVIDIA Tesla T4 16GB GDDR6. Dữ liệu mô phỏng động 

phân tử được phân tích ở 100 ns bằng UCSF Chimera v1.17.3 và phần mềm Grace [109]. 

Dữ liệu mô phỏng được phân tích về số liên kết hydrogen trong mỗi khung theo thời 

gian, biến động bình phương trung bình gốc (RMSF) của mỗi phần tử trong cấu trúc và 

độ lệch bình phương trung bình căn bậc hai (RMSD) của cấu trúc đã cho theo thời gian. 
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2.3.4. Phương pháp phân tích số liệu   

Các phần mềm Tin sinh học được sử dụng trong phân tích hệ gene như MEGA11, 

BioEdit, BLAST trong NCBI. 

Các số liệu được phân tích bằng phần mềm SPSS (Statistical software suite) của 

Windows phiên bản 29.0.2.0. So sánh sự khác biệt bằng kiểm định kiểm định Duncan ở 

mức ý nghĩa α = 0,05. 

2.4. ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU VÀ HOÀN THÀNH LUẬN ÁN 

Phân tích Tin sinh học và một số phân tích hóa sinh được thực hiện tại các phòng 

thí nghiệm thuộc Bộ môn Di truyền học&Công nghệ sinh học, Khoa Sinh học, Trường 

Đại học Sư phạm - Đại học Thái Nguyên. Phân tích hoạt tính sinh học và hóa học thực 

vật được thực hiện tại Viện Sinh học thuộc Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt 

Nam. Giải trình tự DNA lục lạp và phân tích hệ gene lục lạp của Lan tai cáo được thực 

hiện tại Trung tâm nghiên cứu vật liệu sinh học quốc tế (International Biological 

Materials Reserch Center - IBMRC), Viện nghiên cứu khoa học sinh học và công nghệ 

sinh học Hàn Quốc (Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology - 

KRIBB), Hàn Quốc (Republic of Korea). 

 Luận án được hoàn thành tại Bộ môn Di truyền học & Công nghệ sinh học, Khoa 

Sinh học, Trường Đại học Sư phạm - Đại học Thái Nguyên. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.bing.com/ck/a?!&&p=a7892d9ad0e9e7721cf7d6a25b73f6fecd9f80909863ffa6c7dcb723b76f98b9JmltdHM9MTc0OTM0MDgwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=3dad9a8e-cfdd-6a3d-147d-8ed1cebb6b04&psq=C%c3%a1c+s%e1%bb%91+li%e1%bb%87u+%c4%91%c6%b0%e1%bb%a3c+ph%c3%a2n+t%c3%adch+b%e1%ba%b1ng+ph%e1%ba%a7n+m%e1%bb%81m+SPSS+cho+Windows+phi%c3%aan+b%e1%ba%a3n+29.0.2.0&u=a1aHR0cHM6Ly93d3cuaWJtLmNvbS9zcHNz&ntb=1
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Chương 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 

 

3.1. ĐẶC ĐIỂM HỆ GENE LỤC LẠP CỦA LOÀI LAN TAI CÁO  

3.1.1. Cấu trúc hệ gene   

Hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của Lan tai cáo (H. verticillata var. verticillata) có 

kích thước 176.429 bp (Hình 3.1). Bốn vùng điển hình của phân tử DNA dạng vòng, 

bao gồm vùng sao chép đơn lớn LSC (91.020 bp), sao chép đơn nhỏ SSC (2.297 bp) và 

2 vùng lặp lại đảo ngược IR, mỗi vùng IR có kích thước 41.556 bp, trong đó hàm lượng 

GC chiếm 37,1% (Bảng 3.1). 

Kết quả hiển thị thông tin hệ gene lục lạp từ GeSeq và tRNAscan-SE cho thấy hệ 

gene lục lạp của Lan tai cáo có tổng cộng 144 gene, bao gồm 98 gene mã hóa protein, 

38 gene tRNA và 8 gene rRNA (Bảng 3.1). Các gene được phân loại thành ba nhóm 

chính dựa trên chức năng của chúng. Nhóm gene liên quan đến quang hợp có 44 gene, 

gồm các nhóm gene mã hóa các tiểu đơn vị của ATP synthase, phức hợp cytochrome, 

hệ thống quang hợp I và II, NADPH dehydrogenase và các tiểu đơn vị lớn của các 

enzyme tham gia vào quá trình quang hợp và tùy thuộc vào ánh sáng; 60 gene còn lại 

thuộc các nhóm chức năng liên quan đến phiên mã và dịch mã. Chín gene còn lại được 

phân thành các nhóm gene khác, bao gồm 5 gene có chức năng liên quan đến quá trình 

xử lý RNA (matK – tổng hợp protein tham gia vào quá trình cắt nối các intron khỏi các 

RNA thông tin), 4 gene bảo tồn khung đọc mở, tổng hợp cytochrome loại c (ccsA), tổng 

hợp acid béo (accD), chuyển hóa carbon (cemA) và phân giải protein. Trình tự hệ gene 

lục lạp của Lan tai cáo có chú thích đã được đăng kí trên GenBank mang mã truy cập là 

OR475244.1. 

Phân tích cấu trúc vùng IR của hệ gene lục lạp H. verticillata var. verticillata cho 

thấy 2 vùng này có số lượng và cấu trúc gene tương tự nhau nhưng theo hướng ngược 

nhau; mỗi vùng IR bao gồm 26 gene, cụ thể là 4 gene rRNA, 8 gene tRNA, 4 gene mã 

hóa protein ribosome, 7 gene mã hóa protein NADH-dehydrogenase, 2 gene bảo tồn 

khung đọc mở và 1 gene tiểu đơn vị quang hợp I. Các gene chứa 1 intron gồm ndhA, 

ndhB, rps12, trnA-UGC và trnI-GAU (Bảng 3.2). 
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Hình 3.1. Bản đồ hệ gene lục lạp của Lan tai cáo (Hoya verticillata var. verticillata) thu 

tại Việt Nam. Các gene ở bên trong vòng tròn ngoài được phiên mã theo chiều kim đồng 

hồ, các gene ở bên ngoài được phiên mã ngược chiều kim đồng hồ. Các gene thuộc các 

nhóm chức năng khác nhau được mã hóa màu. Vòng tròn đồng tâm bên trong chỉ ra cấu 

trúc bốn phần của hệ gene lục lạp, bao gồm các vùng LSC, SSC và IR. Vùng màu xám 

nhạt biểu thị hàm lượng AT và vùng màu xám đậm biểu thị hàm lượng GC. 
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Hệ gene lục lạp của thực vật hạt kín thường có thành phần và hàm lượng gene được 

bảo tồn cao. Hệ gene lục lạp của Lan tai cáo (H. verticillata var. verticillata) có 144 gene, 

trong đó 17 gene bao gồm 1 hoặc 2 intron (15 gene chứa 1 intron và 2 gene chứa 2 intron). 

Vùng SSC chỉ chứa 1 gene ndhF, không có intron. Vùng LSC có 10 gene chứa 1 intron, 

trong đó có 3 gene quan trọng trong việc tổng hợp tiểu đơn vị của phức hợp cytochrome 

là petB, petD và atpF (petD và atpF đều chứa 2 intron) (Bảng 3.2). 

Bảng 3.1. Tóm tắt hệ gene lục lạp của loài H. verticillata var. verticillata 

Thành phần Số lượng 

Kích thước hệ gene (bp) 176.429 

Kích thước vùng sao chép đơn lớn (LSC) (bp) 91.020 

Kích thước vùng sao chép đơn nhỏ (SSC) (bp) 2.297 

Kích thước vùng lặp lại đảo ngược IR (bp) 41.556 

Tỷ lệ GC (%) 37,1 

Tổng số gene 144 

Tổng số gene mã hóa protein  98 

Tổng số gene mã hóa tRNA 38 

Tổng số gene mã hóa rRNA 8 

 

Bảng 3.2. Thành phần gene của hệ gene lục lạp H. verticillata var. verticillata 

Loại gene Chức năng Tên gene 

Quang hợp  

(52 gene) 

Các tiểu đơn vị của 

ATP synthase 

atpA, atpB, atpE, atpFa, atpH, atpI 

Các tiểu đơn vị của 

NADH-dehydrogenase 

ndhAa (×2), ndhB (×2)a, ndhC, ndhD (×2), 

ndhE (×2), ndhF, ndhG (×2), ndhH (×2), ndhI 

(×2), ndhJ, ndhK 

Các tiểu đơn vị của 

phức hợp cytochrome 

b/f 

petA, petBa, petDa, petG, petL, petN 

Các đơn vị của hệ thống 

quang hợp I 

psaA, psaB, psaC (×2), psaI, psaJ 
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Các đơn vị của hệ thống 

quang hợp II 

psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH, 

psbI, psbJ, psbK, psbL, psbM, psbN, psbT, psbZ 

Tiểu phần nhỏ của 

rubisco 

rbcL 

Phiên mã và 

dịch mã (80 

gene) 

Đơn vị lớn của 

ribosome 

rpl14, rpl16a, rpl2 a, rpl20, rpl22, rpl23, rpl32 

(×2), rpl33, rpl36 

RNA polymerase rpoB, rpoA, rpoC1a, rpoC2 

Đơn vị nhỏ của protein 

ribosome 

rps11, rps12a (×2), rps14, rps15 (×2),  rps16a, 

rps18, rps19, rps2, rps3, rps4, rps7 (×2), rps8 

Các gene rRNA   rrn23 (×2), rrn16 (×2), rrn5 (×2), rrn4.5 (×2) 

Các gene tRNA   trnA-UGC a (×2), trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-

UUC a, trnF-GAA, trnfM-CAU, trnG-GCC, 

trnH-GUG, trnI-CAU (×2), trnI-GAU (×2), 

trnG-UCC, trnK-UUUa, trnL-CAA (×2), trnL-

UAAa, trnL-UAG (×2), trnM-CAU, trnN-GUU 

(×2), trnP-UGG, trnQ-UUG, trnR-ACG (×2), 

trnR-UCU, trnS-CGAa, trnS-GCU, trnS-GGA, 

trnS-GGA, trnS-UGA, trnT-GGU, trnT-UGU, 

trnV-GAC (×2), trnV-UAC, trnW-CCA, trnY-

GUA 

Yếu tố khởi đầu dịch 

mã 

infA 

Các gene khác 

(12 gene) 

Đơn vị phụ của Acetyl-

CoA-carboxylase (tổng 

hợp acid béo) 

accD 

Gene tổng hợp 

cytochrome loại c 

ccsA (×2) 

Vận chuyển hóa carbon cemA 

Protease clpPb 

Xử lý RNA   matK 

Bảo tồn khung đọc mở  ycf1 (×2), ycf2 (×2), ycf3b, ycf4 

(a): Gene chứa 1 intron, (b): Gene chứa 2 intron, (×2): Gene ở vùng lặp lại đảo ngược IR. 
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Tần suất sử dụng mã di truyền của 98 gene mã hóa protein đã được đánh giá trong 

Bảng 3.3. Tần suất sử dụng mã di truyền được tìm thấy trong các vùng mã hóa là 29.223, 

trong đó mã kết thúc bằng U- và A- được tìm thấy thường xuyên hơn G- và C-. AUU (mã 

hóa izoleusine) là mã di truyền được tìm thấy phổ biến nhất trong số 64 mã di truyền với 

tần suất RSCU là 4,27, tiếp theo là GAA (mã hóa glutamic acid) với RSCU là 4,24, AAA 

(mã hóa lysine) với RSCU là 4,19. Trong khi đó, hiếm nhất là các codon AUC, CUG, 

GUG với tần suất RSCU là 0,01. Tổng cộng có 37 codon được sử dụng thường xuyên hơn 

với tần suất RSCU > 1. Codon AUA được sử dụng một lần. 

Trình tự lặp lại của hệ gene lục lạp loài H. verticillata var. verticillata được xác 

định bao gồm các trình tự lặp lại mono-nucleotide với tần suất 34 lần (53,12%), trình tự 

lặp lại di-nucleotide là 14 lần (21,88%), trình tự lặp lại tri-nucleotide là 6 lần (9,38%), 

trình tự lặp lại tetra-nucleotide là 9 lần (14,06%), trình tự lặp lại penta-nucleotide là 1 

lần (1,56%). Do đó, các trình tự lặp lại mono-nucleotide phổ biến nhất là A/T, với tần 

suất 34 lần (53,12%), vì A và T bổ sung cho nhau (Hình 3.2). Trình tự lặp lại đơn giản 

gồm di-nucleotide như TA (6 lần), GA (1 lần); trình tự lặp lại tri-nucleotide như TTC (2 

lần) và GAA, ATT, TAT (1 lần), trình tự lặp lại tetra-nucleotide như AAAT, ATTA, 

AATT, CTTT, TATT, TTAG, TTTA (1 lần) và trình tự lặp lại pentanucleotide như 

TTTTA (1 lần). 

Tần suất lặp lại đơn giản ở các vùng khác nhau của hệ gene cũng có sự phân hóa 

rõ ràng, trong đó vùng LSC có tần suất 49 trình tự lặp lại, bao gồm 27 mono-nucleotide, 

11 di-nucleotide, 4 tri-nucleotide, 6 tetra-nucleotide, 1 penta-nucleotide; vùng IR có tần 

suất lặp lại là 15, trong đó có 7 mono-nucleotide, 3 di-nucleotide, 2 tri-nucleotide, 3 

tetra-nucleotide và không có trình tự lặp lại penta-nucleotide (Hình 3.2A); vùng SSC 

chỉ có một gene và không chứa trình tự lặp lại đơn (Hình 3.2B). Trong các vùng gene 

mã hóa (CDS), vùng đệm xen kẽ (IGS) và vùng không mã hóa (Intron), tần suất các 

trình tự lặp lại đơn giản chủ yếu tồn tại ở các vùng đệm với tần suất 43 lần (vùng CDS 

là 11, intron là 10). Vùng đệm xen kẽ IGS chủ yếu chứa các trình tự lặp lại 1 nucleotide 

với tần suất 24 lần, bao gồm 9 di-nucleotide, 2 tri-nucleotide, 7 tetra-nucleotide, 1 penta-

nucleotide; Vùng đệm và vùng intron có các trình tự lặp lại tương đương (Hình 3.2C). 
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Bảng 3.3. Tần số sử dụng codon đồng nghĩa tương đối (RSCU) cho các gene mã hóa 

protein ở H. verticillata var. verticillata. 

Codon AA ObsFreq RSCU Codon AA ObsFreq RSCU Codon AA ObsFreq RSCU 

UAA * 53 0,17 AUC I 488 1,59 CGC R 133 0,43 

UAG * 23 0,08 AUU I 1308 4,27 CGG R 167 0,55 

UGA * 21 0,07 AAA K 1284 4,19 CGU R 387 1,26 

GCA A 454 1,48 AAG K 419 1,37 AGC S 154 0,50 

GCC A 271 0,89 CUA L 492 1,61 AGU S 460 1,50 

GCG A 172 0,56 CUC L 209 0,68 UCA S 464 1,52 

GCU A 687 2,24 CUG L 214 0,70 UCC S 361 1,18 

UGC C 86 0,28 CUU L 723 2,36 UCG S 268 0,88 

UGU C 266 0,87 UUA L 1015 3,32 UCU S 695 2,27 

GAC D 258 0,84 UUG L 622 2,03 ACA T 499 1,63 

GAU D 1000 3,27 AUA M 1 0,00 ACC T 304 0,99 

GAA E 1298 4,24 AUC M 2 0,01 ACG T 167 0,55 

GAG E 399 1,30 AUG M 695 2,27 ACU T 582 1,90 

UUC F 580 1,89 CUG M 2 0,01 GUA V 605 1,98 

UUU F 1185 3,87 GUG M 2 0,01 GUC V 202 0,66 

GGA G 783 2,56 AAC N 325 1,06 GUG V 223 0,73 

GGC G 225 0,74 AAU N 1176 3,84 GUU V 585 1,91 

GGG G 382 1,25 CCA P 355 1,16 UGG W 520 1,70 

GGU G 645 2,11 CCC P 279 0,91 UAC Y 228 0,74 

CAC H 185 0,60 CCG P 191 0,62 UAU Y 906 2,96 

CAU H 483 1,58 CCU P 458 1,50     

AUA I 804 2,63 CAA Q 793 2,59     

Ghi chú: * codon kết thúc; AA: amino acid; ObsFreq: Số lượng codon; RCSU: Mức sử dụng 

codon tương đối. 
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Hình 3.2. Phân tích các trình tự lặp lại đơn giản (SSR) của hệ gene lục lạp hoàn chỉnh 

của H. verticillata var. verticillata. Trục hoành biểu thị các loại trình tự lặp lại đơn giản 

hoặc các vùng của hệ gene lục lạp, trục tung biểu thị số lượng. A: Số lượng các loại trình 

tự lặp lại đơn giản (Mono-đơn, Di-đôi, Tri-ba, Tetra-bốn, Penta-năm); B: Tần suất các 

loại lặp lại trong các vùng sao chép đơn lớn, sao chép đơn nhỏ, lặp lại đảo ngược; C: 

Tần suất các loại lặp lại trong các vùng của hệ gene gồm CDS là vùng mã hóa protein, 

IGS là vùng đệm giữa các gene, Intron là vùng không mã hóa của gene. 

Tần số lặp lại đơn giản SSR trong các vùng khác nhau của hệ gene cũng có sự 

phân hóa rõ rệt, trong đó vùng sao chép đơn lớn (LSC) có tần số 49 trình tự lặp lại 

(mono-nucleotide=27, di-nucleotide=11, tri-nucleotide=4, tetra-nucleotide=6, penta-

nucleotide=1); vùng lặp lại đảo ngược IR có tần số trình tự lặp lại là 15 (mono-

nucleotide=7, di-nucleotide=3, tri-nucleotide=2, tetra-nucleotide=3, không có trình tự 

lặp lại penta-nucleotide); vùng sao chép đơn nhỏ (SSC) chỉ có 01 gene và không chứa 

trình tự lặp lại đơn giản. 

Xác định số lần lặp lại xuôi (F), đối xứng (P) và ngược (R) được thực hiện bằng 

chương trình REPuter4, với kích thước lặp lại tối thiểu là 30 bp với mã Hamming là 

Loại trình tự 

Số 

lượng 
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332. Trong số 127 trình tự lặp lại lớn (LSR), có 85 lần lặp lại xuôi, 24 lần lặp lại đối 

xứng và 18 lần lặp lại ngược, như thể hiện trong Hình 3.3. 

 

Hình 3.3. Phân tích trình tự lặp lại lớn (LSR) trên quy mô hệ gene ở H. verticillata var. 

verticillata. Trục hoành là các trình tự lặp lại lớn (Forward-lặp xuôi, Reverse-lặp ngược, 

Palindromic- lặp đối xứng), trục tung là số lượng. 

 

3.1.2. So sánh hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của H. verticillata var. verticillata thu thập 

ở Việt Nam với các loài thuộc chi Hoya khác trên GenBank 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi phân tích hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của sáu 

loài, bao gồm H. verticillata var. verticillata (Lan tai cáo) trong nghiên cứu này và 5 hệ 

gene lục lạp đã công bố trên GenBank (H. carnosa-OK539590, H. ovaliflolia-

OL754666, H. kerrii-OL754673, H. meliflua-OL754674 và H. lyi-MW719055). Các 

trình tự được lựa chọn đều có chất lượng chú thích cao và đã được xác nhận rộng rãi, 

bảo đảm tính tin cậy cho việc so sánh cấu trúc bộ gene, biến đổi tại ranh giới vùng lặp 

lại đảo ngược (IR) và mức độ phân kỳ trình tự. Mặc dù gần đây có thêm một số loài 

thuộc chi Hoya được báo cáo, nhiều loài vẫn thiếu dữ liệu hệ gene lục lạp hoàn chỉnh 

hoặc chú thích chưa đầy đủ, điều này có thể làm giảm độ chính xác và tính nhất quán 

trong phân tích so sánh. 

Các hệ gene được căn chỉnh lại bằng thuật toán Mauve, trong đó các khối màu 

đại diện cho những vùng tương đồng giữa các loài (Hình 3.4). Kết quả cho thấy sáu hệ 

gene lục lạp của Hoya có mức độ bảo tồn cao, với các khối đồng dạng được sắp xếp 

Số 

lượng 

Loại trình tự 
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thẳng hàng rõ rệt. Các số đánh dấu trên sơ đồ thể hiện vị trí nucleotide, trong khi các 

khối màu biểu thị những đặc điểm đặc trưng của từng hệ gene. Đáng chú ý, các vùng 

lặp lại đảo ngược (IR) có sự mở rộng về phía vùng sao chép đơn lớn (LSC) và vùng sao 

chép đơn nhỏ (SSC). 

Phân tích cấu trúc cho thấy sáu hệ gene lục lạp có mức độ tương đồng rất cao; 

các gene được sắp xếp liên tục dọc toàn bộ chiều dài hệ gene, và hầu như không xuất 

hiện hiện tượng tái sắp xếp ở quy mô lớn như đảo đoạn hoặc chuyển đoạn. 

 

 

 

Hình 3.4. So sánh cấu trúc hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của sáu loài thuộc chi Hoya sử 

dụng phương pháp căn chỉnh Mauve. Sáu đường ngang biểu thị 6 hệ gene với tên loài ở 

đầu hàng; đối với mỗi hệ gene gồm có kích thước, số nucleotide và các gene tương ứng. 

 

So sánh tỷ lệ tương quan giữa các vùng trong cấu trúc hệ gene lục lạp của các 

loài thuộc chi Hoya có đặc trưng về mở rộng của vùng lặp lại đảo ngược IR ảnh hưởng 

đến cả vùng sao chép đơn lớn LSC và vùng sao chép đơn nhỏ SSC (Bảng 3.4). Tỷ lệ 

vùng IR tăng tương ứng với vùng LSC và SSC giảm. 

Độ đa dạng nucleotide (Pi) được tính bằng phân tích cửa sổ trượt được thực hiện 

trong DnaSP v. 6.12.03 (phần mềm mạnh mẽ để phân tích đa hình nucleotide từ dữ liệu 

trình tự DNA), sử dụng độ dài phân tích là 600 bp và kích thước bước là 200 bp. Kết 

quả phân tích cho thấy cả hai vùng sao chép đơn đều được xác định là có sự khác biệt 
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trình tự đáng kể hơn so với vùng lặp lại đảo ngược IR. Với giá trị giới hạn Pi là 0,03, 

tám vùng biến đổi cao đã được xác định gồm 6 vùng đệm giữa các gene (trnK-rps16, 

rps16-trnQ, psbI-atpA, psbZ-rps14, ndhC-trnV, rbcL-accD) và 2 vùng intron thuộc các 

gene rpl16, ndhF (Hình 3.5). Sáu vùng biến đổi cao thuộc về vùng LSC, một vùng nằm 

giữa vùng LSC và vùng IR và gene ndhF thuộc về vùng SSC. 

Bảng 3.4. Tỷ lệ phân bố các vùng trong hệ gene lục lạp của 6 loài thuộc chi Hoya 

Loài  
Tỷ lệ vùng 

LSC  

Tỷ lệ vùng 

SSC  
Tỷ lệ vùng IR  

H. carnosa (OK539590) 0,516729 0,013026 0,472893274 

H. verticillata var. verticillata  0,515902 0,013019 0,471079018 

H. ovaliflolia (OL754666) 0,516719 0,012945 0,470325318 

H. kerrii (OL754673) 0,517116 0,012912 0,46995536 

H. meliflua (OL754674) 0,517462 0,012996 0,469542144 

H. lyi (MW719055) 0,518905 0,012992 0,468086311 

 

Ranh giới LSC/IRB luôn có vị trí bên dưới gene rpl22 ở đầu 3' của gene rpl22; 

điểm nối vùng LSC/IRB nằm ở vị trí 29-31 bp của gene rpl22, điểm nối IRb/SSC nằm 

ở vị trí cách gene ndhF 26-35 bp. Điểm nối SSC/IRA nằm ở khoảng cách 89-97 bp từ 

vị trí gene ndhF, điểm nối IRA/LSC nằm ở khoảng cách rps19-trnH, sự khác biệt được 

thể hiện đối với khoảng cách rps19-trnH của H. verticillata var. verticillata là chứa gene 

rpl22 với khoảng 30 bp và điểm nối chồng lên nhau 1bp tại gene rpl22. Sự thu hẹp của 

vùng SSC và mở rộng của vùng IR trong hệ gene Hoya dẫn đến những thay đổi tương 

quan về chiều dài của 4 vùng cấu trúc và toàn bộ trình tự hệ gene lục lạp, tuy nhiên, sự 

thay đổi này là rất nhỏ (Hình 3.6). 
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Hình 3.5. Đồ thị so sánh các giá trị đa dạng nucleotide (Pi) thông qua phân tích cửa sổ 

trượt (chiều dài cửa sổ là 600 bp; kích thước bước là 200 bp) trên toàn bộ hệ gene lục 

lạp của 30 loài Hoya. Trục Y biểu thị giá trị Pi tại điểm giữa của cửa sổ trượt và trục X 

biểu thị vị trí nucleotide. Đường chấm màu xanh biểu thị giá trị ngưỡng Pi là 0,01. Các 

gene vượt quá ngưỡng này được dán nhãn phía trên các đỉnh của đồ thị. 

 

Hình 3.6. So sánh điểm nối các vùng LSC, SSC và hai vùng IR trên 6 hệ gene lục lạp 

hoàn chỉnh của Hoya. Các chữ viết tắt JLB, JSB, JSA và JLA lần lượt biểu thị các điểm 

nối giữa LSC/IRB, SSC/IRB, SSC/IRA và LSC/IRA. 

Giá 

trị Pi 

Vị trí nucleotide 
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Cho đến thời điểm nghiên cứu, 45 hệ gene lục lạp của chi Hoya đã được công bố 

trên GenBank, bao gồm một số loài được công bố một phần của hệ gene, ví dụ như H. 

latifolia, H. hamiltoniorum, H. insularis và H. coronaria…; một số hệ gene lục lạp 

không đầy đủ như ở một số loài: H. sp. 3 WO-2022, H. sp. 11 WO- 2022, H. sp. 8 WO-

2022, H. sp. 4 WO-2022 và H. sp. 2 WO-2022. Kết quả phân tích hệ gene lục lạp hoàn 

chỉnh của H. verticillata var. verticillata và 5 trình tự hệ gene lục lạp hoàn chỉnh khác 

của Hoya trên GenBank cho thấy cấu trúc có nhiều điểm tương đồng (Hình 3.4 và Hình 

3.6). Vùng SSC bị thu hẹp và vùng IR được mở rộng đáng kể. Tuy nhiên, sự khác biệt 

giữa các hệ gene lục lạp các loài này thể hiện rõ nhất ở kích thước hệ gene của chúng, 

dao động từ 175.404 bp ở H. lacunosa đến 179.069 bp ở H. ariadna, chủ yếu là do sự 

thay đổi chiều dài của vùng LSC (80.795 bp ở H. liangii đến 92.072 bp ở H. sp2 

ZCF6006). Vùng SSC chỉ bao gồm một gene duy nhất (ndhF), dao động từ 2.265 bp ở 

H. pandurata đến 2.306 bp ở H. caudata. Trong nghiên cứu này, hệ gene H. verticillata 

var. verticillata thu thập được ở Việt Nam có kích thước là 176.429 bp, vùng LSC dài 

91.020 bp, vùng SSC dài 2.297 bp. Vùng SSC cũng chỉ có 1 gene ndhF với kích thước 

1.182 bp. 

Về trình tự nucleotide, kết quả so sánh cấu trúc hệ gene lục lạp của H. verticillata 

var. verticillata (trong nghiên cứu của chúng tôi) với cấu trúc hệ gene đã công bố của 

29 loài khác [104], [119] thuộc chi Hoya cho thấy những điểm tương đồng cơ bản thể 

hiện ở thành phần, số lượng và sự phân bố các gene trong hệ gene. Điều này chứng tỏ 

mối quan hệ chặt chẽ giữa các loài thuộc chi Hoya (Hình 3.5). Theo Rodda và Niissalo 

(2021), trong các công bố trước đây về hệ gene lục lạp của nhóm Hoya còn chưa đầy 

đủ, hoặc hệ gene lục lạp được lắp ráp không chính xác, việc lắp ráp hệ gene lục lạp ở 

nhóm Hoya phức tạp hơn do sự mở rộng của hai vùng IR và sự thu hẹp của vùng SSC. 

Trong nghiên cứu này, trình tự gene và cấu trúc tổng thể của hệ gene lục lạp của H. 

verticillata var. verticillata tương tự như hệ gene lục lạp của H. carnosa [167]. Tuy 

nhiên, có những điểm khác biệt so với hệ gene lục lạp của H. verticillata trong báo cáo 

của Tan và cs (2018), nghiên cứu đã bỏ qua các vùng CDS của các gene accD, ndhH, 

ycf1 và ycf2 và những thay đổi ranh giới giữa các vùng trong hệ gene lục lạp [146]. 

Rodda và Niissalo (2021) cho rằng sự thay đổi ranh giới quan sát được là duy nhất chỉ 
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có ở nhóm Hoya (Rodda và Niissalo 2021) và H. verticillata cũng không ngoại lệ. Kết 

quả nghiên cứu của chúng tôi và kết quả của Odago và Niissalo (2021) là khác nhau vì 

trong nghiên cứu của chúng tôi, các phân tích dựa trên hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của 

H. verticillata var. verticillata (số truy cập: OR475244.1) [69], trong khi nghiên cứu của 

Odago và Niissalo, các phân tích dựa trên hệ gene lục lạp của H. verticillata chỉ được 

giải trình tự một phần (GenBank: MW719071.1). Cho đến nay, kết quả giải trình tự hệ 

gene lục lạp của Lan tai cáo trong nghiên cứu này là báo cáo đầy đủ đầu tiên được công 

bố [69]. 

Cấu trúc hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của H. verticillata var. verticillata đã được 

làm sáng tỏ dựa trên kết quả giải trình tự gene và phân tích cấu trúc của hệ gene. Hệ 

gene lục lạp của H. verticillata var. verticillata có cấu trúc điển hình như hệ gene lục 

lạp của các loài thực vật bậc cao khác, cấu trúc dạng vòng gồm 4 vùng (Sao chép đơn 

lớn, sao chép đơn nhỏ và 2 vùng lặp lại đảo ngược). Hệ gene có sự mở rộng đáng kể của 

vùng IR và vùng SSC bị thu hẹp mạnh (chỉ còn lại một gene là ndhF). Cấu trúc hệ gene 

lục lạp hoàn chỉnh của H. verticillata var. verticillata cho thấy tần số sử dụng codon 

đồng nghĩa tương đối, các đoạn lặp lại trình tự đơn giản, trình tự lặp lại lớn và xác định 

được độ đa dạng nucleotide (Pi). Sáu vùng biến đổi cao thuộc về vùng LSC, một vùng 

nằm giữa LSC và IR, và gene ndhF thuộc về SSC, đây là cơ sở để nghiên cứu tiến hóa 

phân tử và xác định sự phát sinh chủng loại của loài H. verticillata var. verticillata và 

chi Hoya. 

3.2. PHÂN TÍCH SỰ PHÁT SINH CHỦNG LOẠI DỰA TRÊN TRÌNH TỰ HỆ 

GENE LỤC LẠP VÀ MỘT SỐ VÙNG DNA THUỘC HỆ GENE LỤC LẠP 

3.2.1. Phân tích phát sinh chủng loại dựa trên hệ gene lục lạp hoàn chỉnh 

Trong nghiên cứu này, thay vì sử dụng toàn bộ trình tự hệ gene lục lạp, chúng tôi 

lựa chọn 79 gene mã hóa protein (protein-coding genes, PCGs) phổ biến và được bảo 

tồn cao để xây dựng cây phát sinh chủng loại. Cách tiếp cận này có cơ sở khoa học như 

sau: (i) PCG cung cấp tín hiệu phát sinh chủng loại mạnh mẽ và đáng tin cậy, đồng thời 

có chú thích chức năng rõ ràng; (ii) các vùng không mã hóa và khoảng cách giữa các 

gene thường chứa chèn/xóa, yếu tố lặp hoặc sai khác trong căn chỉnh, có thể tạo nhiễu 
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và làm giảm độ chính xác của phân tích; và (iii) bộ 79 PCG chuẩn hóa đã được áp dụng 

rộng rãi trong các nghiên cứu phát sinh loài ở thực vật, nhờ đó đảm bảo tính thống nhất 

và khả năng so sánh giữa các nghiên cứu. Do đó, việc sử dụng 79 PCG giúp nâng cao 

cả độ tin cậy lẫn tính ổn định của quá trình tái tạo quan hệ phát sinh loài. 

Dữ liệu phục vụ phân tích được thu thập từ GenBank, bao gồm trình tự DNA lục 

lạp của 50 hệ gene thuộc chi Hoya, họ Apocynaceae, cùng một số loài nhóm ngoài (Phụ 

lục PL1). Cây phát sinh chủng loại được xây dựng (Hình 3.7) cho thấy hai nhánh chính: 

Nhánh thứ nhất gồm ba loài thuộc phân họ Asclepiadeae, trong khi nhánh thứ hai bao 

gồm các loài thuộc chi Hoya cùng một số chi khác trong tông Marsdenieae. Đáng chú 

ý, các loài Hoya được chia thành hai cụm: Một cụm lớn gồm 26 loài và một cụm nhỏ 

gồm ba loài. Trong cụm lớn, H. verticillata var. verticillata (Lan tai cáo) hình thành một 

nhóm đơn ngành, có quan hệ gần gũi với các loài Hoya khác và nằm cùng nhánh với H. 

carnosa, với giá trị bootstrap đạt 100%. 

Để so sánh, phân biệt và xác định chính xác nguồn gốc của các loài trong chi 

Hoya, nhóm nghiên cứu đã bổ sung 3 loài khác là Vincetoxicum shaanxiense, 

Cynanchum wilfordii và Cynanchum sibiricum; nhánh tách ra sớm nhất là Lygisma 

inflexum, nhánh tách ra sớm thứ hai gồm 7 loài (Gymnema yunnanense, Gymnema 

sylvestre, Gymnema latifolium; Jasminathes maingayi, Dregea sinensis var. corrugata, 

Stephanotis volubilis, Gongronemopsis tenacissima), trong đó Gymnema yunnanense, 

Gymnema sylvestre, Gymnema latifolium có quan hệ gần gũi thể hiện giá trị bootstrap = 

100; nhánh thứ ba gồm 3 loài là Marsdenia tinctoria, Leichhardtia flavescens, 

Papuahoya urniflora; nhánh thứ tư gồm 10 loài và phân làm 2 lớp, Dischidia 7 loài 

(Dischidia nummularia 2, Dischidia nummularia 1, Dischidia milnei, Dischidia 

rusifolia, Dischidia australis, Dischidia griffithii, Dischidia erticil) và Hoya với 3 loài 

(H. omlorii, H. ariadna, H. lithophytica); nhánh thứ năm lớn nhất gồm có 26 loài Hoya 

(H. silvatica, H. pottsii, H. angustifolia, H. cummutata, H. lacunosa, H. caudata, H. 

monetteae, H. pubicalyx, H. carnosa, H. verticillata var. verticillata, H. ovalifolia, H. 

kerrii, H. meliflua, H. lyi, H. liangii, H. longifolia, H. griffithii, H. radicalis, H. 

pandurata, H. thomsonii, H. rigida, H. ignorata, H. megalaster, H. dimorpha, H. exilis, 

H. lanceolata).  
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Hình 3.7. Sơ đồ phát sinh chủng loại của 50 loài thuộc họ Apocynaceae dựa trên 79 

trình tự gene mã hóa protein. Trình tự được căn chỉnh có chiều dài 75.252 bp. Cây xác 

suất tối đa (ML) được xác định bằng phần mềm RaxML với giá trị -ln L = 

196716.416607. Giá trị của các nút trên biểu thị giá trị bootstrap. Các loài Cynanchum 

sibiricum, Cynanchum wilfordii và Vincetoxicum shaanxiense, thuộc họ Asclepiadeae, 

được đặt làm nhóm ngoài (không thuộc tông Marsdenieae). 

Nhóm ngoài 
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Lan tai cáo (H. verticillata var. verticillata) có đặc điểm giống và nằm chung 

nhánh với H. carnosa, có quan hệ gần gũi với H. ovalifolia, giá trị bootstrap là 100; 

trong khi đó H. lyi, H. meliflua, H. kerrii ở một nhánh riêng. Trong cây phát sinh chủng 

loại cho thấy ba loài H. omlorii, H. ariadna, H. lithophytica phân bố ở nhóm cận đơn 

ngành, chứng tỏ hệ gene của chúng đang trong quá trình tiến hóa. 

Trong nghiên cứu này, hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của Lan tai cáo (H. verticilata 

var. verticilata) thu thập tại Việt Nam đã được xác định với kích thước 176.429 bp, bao 

gồm có 4 vùng cấu trúc điển hình: LSC, SSC và hai vùng IR. Cấu trúc và số lượng gene 

của hệ gene lục lạp của các loài Hoya khác trong tông Marsdenieae (họ Apocynaceae) 

tương tự nhau và có tính bảo tồn cao. Hệ gene có sự mở rộng của hai vùng IR và sự thu 

hẹp của vùng SSC. Vùng gene ndhF có giá trị Pi cao là ứng cử viên mã vạch DNA tiềm 

năng để hỗ trợ nhận diện chi Hoya và phân biệt H. verticilata var. verticilata với các 

loài khác trong chi Hoya. Thông tin hệ gene lục lạp của H. verticillata var. verticilata 

và các phân tích so sánh trong nghiên cứu này rất hữu ích cho các nghiên cứu hệ gene 

lục lạp của các loài thuộc chi Hoya và khám phá các mối quan hệ phát sinh chủng loại 

trong họ Apocynaceae.  

3.2.2. Phân tích phát sinh chủng loại dựa trên một số vùng DNA của hệ gene lục lạp 

 Dữ liệu hệ gene lục lạp của loài Lan tai cáo (H. verticilata var. verticilata) được 

lưu giữ trên GenBank mang mã truy cập OR475244.1. Trong nghiên cứu này, một số 

gene và vùng đệm giữa các gene của của hệ gene H. verticilata var. verticilata có giá trị 

đa dạng nucleotide (Pi) cao như ndhF (vùng SSC), trnK-rps16, rps16-trnQ, psbI-atpA, 

psbZ-rps14, ndhC- trnV, rbcL-accD (vùng LSC) được sử dụng để phân tích sự phát sinh 

chủng loại. Đây là những vùng DNA tiềm năng có thể được sử dụng để lựa chọn làm 

mã vạch DNA. Trình tự nucleotide của vùng gene ndhF và các vùng đệm trnK-rps16, 

rps16-trnQ, ndhC-trnV, psbI-atpA, psbZ-rps14 và rbcL-accD của hệ gene lục lạp được 

nhận diện và tải từ dữ liệu hệ gene lục lạp của Lan tai cáo trên GenBank.  

Sử dụng BLAST để phân tích sự tương đồng đối với mỗi trình tự vùng gene và 

vùng đệm của H. verticilata var. verticillata với các loài khác trên GenBank. Chọn các 

trình tự có tổng điểm và độ che phủ cao làm dữ liệu cho phân tích phát sinh chủng loại. 
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3.2.2.1. Phát sinh chủng loại dựa trên một số vùng gene  

Trong số các vùng gene có giá trị Pi cao, ndhF, rpl16 và matK (mã vạch DNA 

phổ biến cho nhiều loài thực vật) đã được chọn để phân tích phát sinh chủng loại. Các 

trình tự vùng gene ndhF, matK và rpl16 được tải từ trình tự DNA lục lạp của Lan tai 

cáo (Mã số truy cập trên GenBank: OR475244.1). Trên cơ sở dữ liệu trình tự gene ndhF 

của các loài trên GenBank, cây phát sinh chủng loại dựa trên trình tự gene ndhF được 

thiết lập ở Hình 3.8.  

Trên Hình 3.8, Lan tai cáo (H. verticilata var. verticillata) và H. carnosa được 

phân cùng nhóm với giá trị bootstrap là 100%. Đối chiếu với Hình 3.7, trình tự hệ gene 

lục lạp và vùng gene ndhF của Lan tai cáo và H. carnosa của chi Hoya phân bố trong 

một nhóm có giá trị bootstrap là 100%. Ngược lại với trình tự vùng gene ndhF, tập dữ 

liệu gene matK và rpl16 của Lan tai cáo và H. carnosa (OK539590.1) có độ phân giải 

phát sinh chủng loại thấp, với giá trị bootstrap là 28-80% (matK) và 30-77% (rpl16) 

(Phụ lục PL3 và PL4). Vì vậy, trình tự gene ndhF có độ phân giải phát sinh chủng loại 

cao có thể được sử dụng để hỗ trợ phân biệt Lan tai cáo với các loài khác thuộc chi 

Hoya.  

 Việc xây dựng phát sinh chủng loại ở thực vật dựa trên hệ gene lục lạp hoàn 

chỉnh đã cung cấp thông tin đầy đủ và có tính thuyết phục trong việc phân loại ở các cấp 

phân loại thấp hơn [57]. Tuy nhiên, đối với mỗi vùng DNA, nghiên cứu cũng chỉ ra sự 

khác biệt về số lượng và thành phần nucleotide để thấy được các vùng gene trong hệ 

gene Hoya đang biến đổi.  Vì vậy, các vùng gene hoặc vùng đệm của DNA lục lạp có 

khả năng biến đổi cao có thể được sử dụng làm chỉ thị DNA để hỗ trợ phân biệt các loài 

khác nhau [100], [102].  

3.2.2.2. Phát sinh chủng loại dựa trên một số vùng đệm  

Dữ liệu về trình tự của 6 vùng đệm giữa các gene (trnK-rps16, rps16-trnQ, ndhC-

trnV, psbI-atpA, psbZ-rps14, rbcL-accD) (Phụ lục PL5) đã được sử dụng làm dữ liệu để 

phân tích sự phát sinh chủng loại bằng MEGA11 [144], theo phương pháp Maximum 

Likelihood (ML). Lịch sử tiến hóa được suy luận bằng phương pháp khả năng tối đa và 

mô hình Tamura-Nei [143] và kết quả phân tích phát sinh chủng loại với độ tin cậy cao 

nhất được suy ra từ 1000 lần lặp lại đã thể hiện lịch sử tiến hóa của các đơn vị phân loại 

được phân tích [44]. 
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Hình 3.8. Mối quan hệ phát sinh chủng loại được suy ra bằng phương pháp Maximum 

Likelihood dựa trên trình tự vùng gene ndhF. Lan tai cáo (H. verticillata var. 

verticillata) và H. carnosa nhóm phân bố trong cùng một nhóm với hỗ trợ bootstrap 

mạnh (100%). Các loài thuộc chi Marsdenia, Lygisma, Leichhardtia, Dregea, 

Stephanotis, Jasminanthes, Gymnema và Dischidia của họ Apocynaceae được đặt làm 

nhóm ngoài. Các số trên mỗi nút là giá trị hỗ trợ bootstrap. 
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Sơ đồ phát sinh chủng loại được xây dựng dựa trên trình tự vùng đệm của 24 loài 

(trnK-rps16), 44 loài (rps16-trnQ), 47 loài (ndhC-trnV), 46 loài (psbI- atpA), 33 loài 

(psbZ-rps14), và 34 loài (rbcL-accD) (Phụ lục PL6).  

Phân tích phát sinh chủng loại dựa trên trình tự vùng đệm trnK-rps16  

Sử dụng vùng đệm tham chiếu trnK-rps16 với 793 bp trong phân tích BLAST 

trực tuyến trên NCBI đã thu được 24 trình tự được lựa chọn để phân tích sự phát sinh 

chủng loại với tổng số điểm từ 848-1465 (đối với nhóm Hoya) và từ 889-1243 (nhóm 

ngoài Hoya), độ che phủ là 100%. Độ tương đồng 98,55-100% (Nhóm Hoya) và 87,77-

100% (nhóm ngoài Hoya). Cây phát sinh chủng loại được thiết lập dựa trên trình tự vùng 

đệm trnK-rps16 nhờ phần mềm MEGA11 cho thấy 12 loài thuộc chi Hoya có quan hệ 

rất gần với 10 loài thuộc các chi khác (nhóm ngoài) như Leichhardtia, Marsdenia, 

Cynamchum, Vincetoxicum, Stephanotis, Gongronemopsis, Lygisma, Dregea, 

Jasminanthes, Gymnema. Trong nhóm Hoya, loài Lan tai cáo phân bố cùng nhóm với 

loài H. carnosa, giá trị bootstrap là 100% (Hình 3.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.9. Cây phát sinh chủng loại sử dụng vùng đệm trnK-rps16 của hệ gene lục lạp 

H. verticillata var. verticillata và của các loài khác thuộc họ Apocynaceae 
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Phân tích phát sinh chủng loại dựa trên trình tự vùng đệm rps16-trnQ  

Sử dụng vùng đệm tham chiếu rps16-trnQ với 1328 bp trong phân tích BLAST 

trực tuyến trên NCBI đã thu được 44 trình tự được lựa chọn để phân tích sự phát sinh 

chủng loại với tổng số điểm từ 1443-2453 (đối với nhóm Hoya) và từ 889-1243 (nhóm 

ngoài Hoya), độ che phủ là 87-100%. Độ tương đồng 98,98-100% (Nhóm Hoya) và 

91,43-94,35% (nhóm ngoài Hoya). Cây phát sinh chủng loại được thiết lập dựa trên trình 

tự vùng đệm rps16-trnQ cho thấy 21 loài thuộc chi Hoya có quan hệ rất gần với 23 loài 

thuộc các chi khác (nhóm ngoài) như Leichhardtia, Marsdenia, Cynamchum, 

Vincetoxicum, Stephanotis, Gongronemopsis, Lygisma, Dregea, Jasminanthes, 

Gymnema. Trong nhóm Hoya, loài Lan tai cáo phân bố cùng nhóm với loài H. carnosa, 

giá trị bootstrap là 99% (Hình 3.10).  

Phân tích phát sinh chủng loại dựa trên trình tự vùng đệm ndhC-trnV  

Sử dụng vùng đệm tham chiếu ndhC-trnV với 1492 bp trong phân tích BLAST 

trực tuyến trên NCBI đã thu được 47 trình tự được lựa chọn để phân tích sự phát sinh 

chủng loại với tổng số điểm từ 867-2756 (đối với nhóm Hoya) và từ 774-1613 (nhóm 

ngoài), độ che phủ là 84-100%. Độ tương đồng 94,6-100% (Nhóm Hoya) và 88,79-

93.75% (nhóm ngoài). Cây phát sinh chủng loại được thiết lập dựa trên trình tự vùng 

đệm ndhC-trnV cho thấy 29 loài thuộc chi Hoya có quan hệ rất gần với 19 loài thuộc 

các chi khác (nhóm ngoài) như Leichhardtia, Dischidia, Marsdenia, Cynamchum, 

Stephanotis, Gongronemopsis, Lygisma, Dregea, Jasminanthes, Gymnema. Trong 

nhóm Hoya, loài Lan tai cáo phân bố cùng nhóm với loài H. carnosa, giá trị bootstrap 

là 99% (Hình 3.11).  

Phân tích phát sinh chủng loại dựa trên trình tự vùng đệm psbI-atpA  

Sử dụng vùng đệm tham chiếu psbI-atpA với 1878 bp trong phân tích BLAST 

trực tuyến trên NCBI đã thu được 46 trình tự được lựa chọn để phân tích phát sinh chủng 

loại với tổng số điểm từ 2285-3469 (đối với nhóm Hoya) và từ 2279-3022 (nhóm ngoài), 

độ che phủ là 98-100%. Độ tương đồng 97,27-100% (Nhóm Hoya) và 95,65-97,12% 

(nhóm ngoài). Cây phát sinh chủng loại được thiết lập dựa trên trình tự vùng đệm psbI-
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atpA cho thấy 24 loài thuộc chi Hoya có quan hệ rất gần với 12 loài thuộc các chi khác 

(nhóm ngoài) như Leichhardtia, Dischidia, Marsdenia, Stephanotis, Lygisma, Dregea, 

Jasminanthes, Gymnema, Vincetoxicum. Trong nhóm Hoya, loài Lan tai cáo phân bố 

cùng nhóm với loài H. carnosa, giá trị bootstrap là 100% (Hình 3.12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.10. Cây phát sinh chủng loại sử dụng vùng đệm rps16-trnQ của hệ gene lục lạp 

H. verticillata var. verticillata và của các loài khác thuộc họ Apocynaceae 
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Phân tích phát sinh chủng loại dựa trên trình tự vùng đệm rbcL-accD 

Sử dụng BLAST phân tích tương đồng giữa vùng đệm rbcL-accD trong hệ gene 

lục lạp của loài Lan tai cáo (H. verticilata var. verticillata) với các trình tự trên GenBank 

kết quả đã thu được 100 trình tự, trong đó có 34 trình tự được lựa chọn để phân tích sự 

phát sinh chủng loại với tổng điểm là 1274 - 1818 (nhóm Hoya) và 716 - 1092 (nhóm 

ngoài), độ che phủ là 98 - 100% (nhóm Hoya) và 77 - 82%. Cây phát sinh chủng loại 

được thiết lập dựa trên 34 trình tự vùng đệm rbcL-accD cho thấy 26 loài thuộc chi Hoya 

có quan hệ gần với 8 loài thuộc các chi khác (nhóm ngoài) như Leichhardtia, Marsdenia, 

Vincetoxicum, Lygisma, Gymnema, Stephanotis, Dregea, Synanchum với giá trị 

bootstrap là 77%. Trong nhóm Hoya, loài Lan tai cáo có quan hệ rất gần với loài H. 

carnosa (mã số NC_045868.1), giá trị bootstrap là 96%, với loài H. ovalifolia 

(NC_069563.1), giá trị bootstrap là 100% (Hình 3.13).  

Phân tích phát sinh chủng loại dựa trên trình tự vùng đệm psbZ-rps14  

Phân tích phát sinh chủng loại dựa trên trình tự các vùng đệm giữa các gene psbZ-

rps14 cho thấy H. verticilata var. verticillata có liên quan rất chặt chẽ với nhau và cùng 

nhóm với H. carnosa với giá trị bootstrap 76%. Trong khi đó kết quả phân loại các loài 

thuộc chi khác nhau như: Stephanotis, Jasminanthes, Gymnema, Lygisma, Dregea, 

Vincetoxicum, Marsdenia, Leichhardtia, Dischidia, Hoya cho giá trị bootstrap thấp, do 

đó độ tin cậy không cao (Phụ lục PL7).  

Như vậy, kết quả phân tích sự phát sinh chủng loại dựa trên 6 vùng đệm (trnK-

rps16, rps16-trnQ, psbI-atpA, ndhC-trnV, psbZ-rps14, rbcL-accD) đã cho thấy Lan tai 

cáo (H. verticillata var. verticillata) có quan hệ họ hàng rất gần và phân bố trong cùng 

nhóm với H. carnosa với giá trị Bootstrap là 75-100%. Trong số các trình tự vùng đệm 

trên, 5 trình tự trnK-rps16, rps16-trnQ, psbI-atpA, ndhC-trnV và rbcL-accD là những 

chỉ thị DNA tiềm năng có thể sử dụng để hỗ trợ phân biệt các loài thuộc chi Hoya. 
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Hình 3.11. Cây phát sinh chủng loại sử dụng vùng đệm ndhC-trnV của hệ gene lục lạp 

H. verticillata var. verticillata và của các loài khác thuộc họ Apocynaceae 
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Hình 3.12. Cây phát sinh chủng loại dựa trên vùng đệm psbI-atpA của hệ gene lục lạp 

H. verticillata var. verticillata và của các loài khác thuộc họ Apocynaceae 
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Hình 3.13. Cây phát sinh chủng loại dựa trên vùng đệm rbcL-accD của hệ gene lục lạp 

H. verticillata var. verticillata và của các loài khác thuộc họ Apocynaceae 

 

Tóm lại, kết quả phân tích phát sinh chủng loại dựa trên 3 vùng gene và 6 vùng 

đệm có hệ số đa dạng nucleotide cao của hệ gene lục lạp Lan tai cáo (H. verticillata var. 

verticillata) đã xác định được vùng gene ndhF và các vùng đệm trnK-rps16, rps16-trnQ, 

psbI-atpA, ndhC-trnV, rbcL-accD là những ứng cử viên mã vạch tiềm năng có thể sử 

dụng để hỗ trợ phân biệt các loài thuộc chi Hoya, phân biệt chi Hoya với các chi khác 

thuộc họ Apocynaceae. Như vậy, ngoài những gene đã được chứng minh là những ứng 

cử viên tiềm năng sử dụng để hỗ trợ phân biệt loài là matK, rbcL thì nghiên cứu này đã 

bổ sung thêm vùng gene ndhF và các vùng đệm trnK-rps16, rps16-trnQ, psbI-atpA, 

ndhC-trnV, rbcL-accD. Tuy nhiên, cần có những thực nghiệm tiếp theo để xác nhận các 

trình tự này là mã vạch DNA để có thể sử dụng trong thực tiễn. 
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3.3. PHÂN TÍCH HOẠT TÍNH SINH HỌC CỦA SAPONIN PHÂN LẬP TỪ 

LAN TAI CÁO 

3.3.1. Thành phần hóa học của Lan tai cáo 

Cao chiết tổng số thu được từ lá Lan tai cáo được sử dụng trong thí nghiệm khảo 

sát thành phần hóa học bằng thuốc thử (Phụ lục PL8), kết quả đã xác định được 5 hợp 

chất là flavonoid, steroid, cumarin, saponin và tannin (Bảng 3.5).  

Bảng 3.5. Kết quả định tính các nhóm hợp chất hữu cơ có trong Lan tai cáo 

STT Nhóm chất Phản ứng định tính Kết quả Nhận xét 

1 Alkaloid 

Thuốc thử Dragendorff - 

Không có Thuốc thử Wagner - 

Thuốc thử Mayer - 

2 Flavonoid Phản ứng Shinoda + Có 

3 Steroid Phản ứng Liebermann-Burchard + Có 

4 Glycoside tim Phản ứng Keller-Kilian - Không có 

5 Coumarin NaOH 10% + Có  

6 Saponin Phản ứng tạo bọt + Có 

7 Tannin FeCl3 5%. + Có 

 

3.3.2. Hoạt tính kháng khuẩn   

Cao chiết tổng số từ Lan tai cáo được thử nghiệm đánh giá hoạt tính sinh học 

thông qua phân tích khả năng kháng khuẩn. Các thang nồng độ cao chiết được sử dụng 

là 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL bằng phương pháp khuếch tán giếng thạch trên 4 

chủng vi khuẩn (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis). Sử dụng kháng sinh 

amoxicillin 50 mg/mL làm đối chứng. Kết quả phân tích hoạt tính kháng vi khuẩn của 

cao chiết Lan tai cáo được thể hiện ở Phụ lục PL9 và Bảng 3.6. 
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Bảng 3.6. Hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết tổng số từ Lan tai cáo 

Chủng 
Amoxicillin  

(50 mg/mL) 

Cao chiết Lan tai cáo 

100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL 

Vi khuẩn Đường kính kháng khuẩn (mm) 

E. coli 20,00b ± 0,58 27,00c ± 0,58 18,67b ± 0,88 15,00a ± 0,58 

S. aureus 21,00c ± 0,58 19,00b ± 0,58 19,00b ± 0,58 14,00a ± 0,58 

P. aeruginosa 21,00c ± 0,58  22,67c ± 0,88 18,00b ± 0,58 15,00a ± 0,58 

B. subtilis 24,33b ± 0,67 25,00b ± 0,58 17,00a ± 0,58 16,00a ± 0,58 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trong cùng một dòng biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê với p < 0,05. 

Kết quả Bảng 3.6 cho thấy, hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết Lan tai cáo phụ 

thuộc vào nồng độ. Nồng độ càng cao (100 mg/mL), vòng kháng khuẩn càng lớn. Phổ 

kháng khuẩn của cao chiết rộng, có tác dụng lên cả vi khuẩn Gram âm (E. coli, P. 

aeruginosa) và Gram dương (S. aureus, B. subtilis). Ở nồng độ 100 mg/mL, cao chiết 

có hiệu quả hơn kháng sinh Amoxicillin trong việc chống lại E. coli và có hiệu quả tương 

đương với kháng sinh để chống lại P. aeruginosa và B. subtilis. Hoạt tính kháng khuẩn 

của cao chiết thể hiện mạnh nhất đối với E. coli (p < 0,05). 

3.3.3. Hoạt tính sinh học của các phân đoạn chứa saponin từ cao chiết Lan tai cáo 

Trên cơ sở biểu hiện hoạt tính sinh học của cao chiết tổng số, tiến hành tách tiếp 

bằng sắc kí lòng chân không thu được 3 phân đoạn (A, B, C), Phân đoạn B được tách 

bằng sắc kí lỏng áp suất trung bình được 5 phân đoạn (B1-B5); dựa trên kích thước phân 

tử tương ứng lựa chọn Phân đoạn B2 và Phân đoạn B3 để thử nghiệm đánh giá khả năng 

kháng oxy hóa, gây độc dòng tế bào ung thư và khả năng ức chế enzyme -glucosidase. 

3.3.3.1. Hoạt tính chống oxy hóa  

Sử dụng 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), một gốc tự do có màu tím, có độ 

hấp thu cực đại ở bước sóng 517 nm để phân tích hoạt tính chống oxy hóa. Khi có mặt chất 

chống oxy hóa, DPPH sẽ bị khử thành 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazine (DPPH-H) có màu 
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vàng. Sử dụng phương pháp đo mức độ giảm độ hấp thu của DPPH ở bước sóng 517 nm 

để xác định khả năng khử của chất chống oxy hóa. Kết quả phân tích hoạt tính kháng oxy 

hóa thông qua phép thử trung hòa gốc tự do của DPPH được trình bày ở Bảng 3.7. 

Bảng 3.7. Hoạt tính trung hòa gốc tự do (DPPH) của các phân đoạn chứa saponin 

Nồng độ 

Phân đoạn 

1 (µg/mL) 

Tỷ lệ % trung hòa gốc tự do Nồng độ 

Phân đoạn 

2 (µg/mL) 

% trung hòa gốc 

tự do của L-

ascorbic acid 
Phân đoạn B2 Phân đoạn B3 

100 42,54 ± 1,83 60,28 ± 1,23 100 91,23 ± 1,58 

20 15,74 ± 1,07 15,74 ± 1,05 20 73,88 ± 1,22 

4 3,11 ± 0,34 4,75 ± 0,45 4 33,20 ± 1,29 

0,8 0,55 ± 0,07 1,12 ± 0,11 0,8 12,60 ± 0,81 

SC50 >100 79,92 ± 2,63 SC50 7,78 ± 0,38 

Kết quả cho thấy ở nồng độ 100 µg/mL, phân đoạn 2 đạt 60,28% trong khi phân 

đoạn B2 chỉ đạt 42,54%. Giá trị SC50 của phân đoạn 1 là  >100 µg/mL, có nghĩa là ngay 

cả ở nồng độ cao nhất (100 µg/mL), mẫu này vẫn không thể đạt được hiệu quả trung hòa 

50% do đó hoạt tính của nó rất yếu. Đối với phân đoạn B3 giá trị SC₅₀ là 79,92 ± 2,63 

µg/mL, vậy hiệu quả trung hòa 50% gốc tự do ở nồng độ ~80 µg/mL. Như vậy, phân 

đoạn B3 có hoạt tính chống oxy hóa mạnh hơn so với phân đoạn 1. Đối chứng ascorbic 

acid (Vitamin C) hoạt động ổn định trong thí nghiệm.  

3.3.3.2. Hoạt tính gây độc tế bào ung thư 

Các phân đoạn chứa saponin được thử nghiệm hoạt tính gây độc tế bào với nồng độ 

tối đa 500 µg/mL trên 3 dòng tế bào ung thư ở người gồm: Ung thư biểu mô phổi (A549), 

ung thư biểu mô gan (HepG2), ung thư vú (MCF7) và ellipticine được sử dụng làm đối chứng.  

Kết quả thí nghiệm được thể hiện trong Bảng 3.8 cho thấy cả 2 phân đoạn đã thể 

hiện hoạt tính ức chế sự phát triển của các dòng tế bào ung thư nghiên cứu với giá trị 

IC50 từ 153,26 – 482,83 µg/mL (Bảng 3.8). Phân đoạn B3 có hoạt tính gây độc tế bào 

ung thư mạnh hơn phân đoạn B2, trong đó biểu hiện mạnh đối với hoạt tính gây độc tế 

bào ung thư biểu mô gan (HepG2) và ung thư vú (MCF7). Chất đối chứng dương 

ellipticine hoạt động ổn định trong thí nghiệm. Như vậy, cả hai phân đoạn đều thể hiện 
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hoạt tính gây độc 3 dòng tế bào ung thư được sử dụng nghiên cứu với giá trị IC50 từ 

153,26 – 482,83 µg/mL, trong đó phân đoạn B3 thể hiện hoạt tính ức chế các dòng tế 

bào ung thư tốt hơn phân đoạn B2. 

Bảng 3.8. Khả năng gây độc tế bào ung thư của các phân đoạn chứa saponin 

Nồng độ 

phân đoạn 

B2 (µg/mL) 

Tỷ lệ % gây độc tế bào của phân đoạn B2 

A549 HepG2 MCF7 

500 51,61 ± 1,12  63,03 ± 2,53 51,43±1,78 

200 25,32 ± 1,02 31,58 ± 1,31 25,49±1,36 

100 14,41 ± 2,29 22,27 ± 1,18 16,39±0,86 

20 8,83 ± 0,44 15,32 ± 2,16 6,85±0,57 

4 2,43 ± 0,18 7,00 ± 0,67 2,11±0,12 

IC50 480,99 ± 12,62 379,03 ± 17,97 482,83 ± 21,81 

Nồng độ 

phân đoạn 

B3 (µg/mL) 

Tỷ lệ % gây độc tế bào của phân đoạn B3 

A549 HepG2 MCF7 

500 67,81 ± 1,82 97,07 ± 2,61 89,57 ± 1,65 

200 31,22 ± 0,93 58,70 ± 2,16 51,93 ± 1,39 

100 20,31 ± 1,02 38,63 ± 1,01 28,94 ± 1,41 

20 7,17 ± 0,52 15,71 ± 0,86 10,33 ± 1,06 

4 6,16 ± 0,48 1,56 ± 0,17 4,40 ± 0,41 

IC50 347,16 ± 10,52 153,26 ± 8,94 201,59 ± 8,71 

Nồng độ 

ellipticine 

(µg/mL) 

Tỷ lệ % gây độc tế bào của ellipticine 

A549 HepG2 MCF7 

10 94,17 ± 2,65 97,41 ± 2,09 99,05 ± 1,99 

2 78,60 ± 2,24 79,22 ± 1,70 80,13 ± 0,99 

0,4 50,24 ± 1,00 51,39 ± 0,95 50,18 ± 1,70 

0,08 21,13 ± 0,91 23,19 ± 0,86 22,98 ± 1,41 

IC50 0,37 ± 0,02 0,34 ± 0,02 0,35 ± 0,03 
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3.3.3.3. Hoạt tính ức chế α-glucosidase 

Trong cơ thể, màng tế bào ruột non tiết ra α-glucosidase thủy phân carbohydrate trong 

thức ăn thành các oligosaccharide, thuỷ phân oligosaccharide thành glucose và thẩm thấu vào 

máu qua màng ruột non để nuôi các tế bào của cơ thể. Khi cơ thể bị rối loạn chuyển hóa 

carbohydrate thì lượng đường trong máu cao sẽ dẫn đến bệnh đái tháo đường. Acarbose là 

một loại thuốc chống tiểu đường được sử dụng để điều trị bệnh tiểu đường typ 2, acarbose là 

chất ngăn chặn thủy phân tinh bột thông qua ức chế α-glucosidase. 

Tiến hành sử dụng cao chiết của 2 phân đoạn nghiên cứu ở những nồng độ khác 

nhau 4 µg/mL, 20 µg/mL, 100 µg/mL, 500 µg/mL nhằm đánh giá khả năng ức chế α-

glucosidase với tham chiếu là chất đối chứng acarbose. Kết quả thí nghiệm được trình 

bày ở Bảng 3.9.  

Bảng 3.9. Tác động ức chế α-glucosidase của các phân đoạn chứa saponin 

Nồng độ 

(µg/mL) 
Phân đoạn B2 Phân đoạn B3 Acarbose 

500 17,42 ± 1,41 97,85 ± 2,01 77,77 ± 2,39 

100 9,30 ± 0,56 33,98 ± 1,93 51,72 ± 1,05 

20 5,59 ± 0,36 10,25 ± 1,09 15,51 ± 0,95 

4 3,82 ± 0,03 6,93 ± 0,21 6,91 ± 0,18 

IC50 > 500 186,57 ± 11,35 122,80 ± 6,40 

Kết quả trên cho thấy phân đoạn B2 chưa thể hiện hoạt tính ức chế 50% α-

glucosidase (IC50) ngay cả với nồng độ 500 µg/mL; phân đoạn B3 đã thể hiện hoạt tính 

ức chế α-glucosidase với IC50 = 186,57 ± 11,35 µg/mL; chất đối chứng dương acarbose 

hoạt động ổn định trong thí nghiệm. 

Như vậy, các phân đoạn chứa saponin tách chiết từ lá Lan tai cáo (cao tổng số) 

đều có hoạt tính kháng khuẩn, ức chế α-gluclosidase, kháng oxy hóa, gây độc tế bào ung 

thư, trong đó hoạt tính của phân đoạn B3 biểu hiện hoạt tính mạnh hơn phân đoạn B2. 

Các phân đoạn này được sử dụng để phân tích xác định chất có hoạt tính sinh học mạnh 

là cơ sở đề xuất sử dụng chất trong y học. 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Anti-diabetic_medication
https://en.wikipedia.org/wiki/Diabetes_mellitus_type_2
https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-glucosidase_inhibitor
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3.3.4. Phân lập saponin  

3.3.4.1. Chiết xuất và phân lập saponin 

Bột lá khô (53,6 g) H. verticillata var. verticillata được tách chiết bằng phương 

pháp có sự hỗ trợ siêu âm sử dụng dung môi EtOH/H2O (75:25) ở điều kiện 200 W, 

60°C, 45 phút, thu được 500 mL cho mỗi lần tách chiết (có 2 lần tách chiết). Cao chiết 

tổng số được tách tiếp bằng VLC silica gel RP-18 và rửa giải lần lượt bằng H2O 100%, 

EtOH/H2O 50:50, EtOH 100%, thu được 3 phân đoạn (A-C) dựa trên phân tích TLC. 

Phân đoạn B (5,60 g) được tách phân đoạn bằng sắc ký MPLC silica gel 60 

(CHCl3/MeOH/H2O 80:20:2, 75:25:3, v/v/v) thu được 5 phân đoạn (B1-B5).  

Phân đoạn B2 (356,5 mg) được sắc ký bằng MPLC trên silica gel 60 

(CHCl3/MeOH/H2O 80:20:2, v/v/v) thu được 4 phân đoạn (B2.1-B2.4). Phân đoạn B2.2 

(42,3 mg) tiếp tục được tách phân đoạn bằng sắc ký MPLC trên silica gel 60 

(CHCl3/MeOH/H2O 75:25:3, v/v/v) thu được 5 phân đoạn (B2.2.1-B2.2.5). Phân đoạn 

B2.2.3 (15,3 mg) tiếp tục được tách phân đoạn bằng sắc ký MPLC trên silica gel 60 

(CHCl3/MeOH/H2O 75:25:3, v/v/v) thu được Hợp chất 1 (3,3 mg).  

Tiếp tục tách phân đoạn B3 (255,6 mg) bằng sắc ký MPLC trên silica gel 60 

(CHCl3/MeOH/H2O 75:25:3, v/v/v) thu được 4 phân đoạn (B3.1-B3.4). Phân đoạn B3.3 

(85,2 mg) được tách phân đoạn bằng sắc ký MPLC trên silica gel 60 (CHCl3/MeOH/H2O 

75:25:3, v/v/v) thu được 5 phân đoạn (B3.3.1-B3.3.5). Phân đoạn B3.3.3 (29,8 mg) được 

tách bằng sắc ký MPLC trên silica gel 60 (CHCl3/MeOH/H2O 70:30:5, v/v/v) thu được 

Hợp chất 2 (3,1 mg). 

3.3.4.2. Thủy phân acid và sắc kí khí 

Quá trình thủy phân 3 mg mỗi glycoside mới được thực hiện với 5 mL dung dịch 

2N.CF3COOH (4 mL) và nước (1 mL) trong 3 giờ ở 95°C. Hỗn hợp phản ứng sau đó 

được pha loãng trong nước (10 mL) và được chiết bằng 5 mL CH2Cl2 (3 lần). Lớp 

CH2Cl2 được làm bay hơi bằng MeOH cho đến khi dung môi trở nên trung tính để tạo 

ra cặn đường và được sắc ký tiếp bằng TLC trên silica gel sử dụng hệ rửa giải 

CHCl3/MeOH/H2O tỷ lệ 8:5:1. Hỗn hợp monosacharide được pha loãng với 100 µL 

pyridin khan và xử lý với 0,06 mol/L HSCH2CH(NH2)COOCH3·HCl ở 60°C trong 1 
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giờ, sau đó thêm 150 µL HMDS-TMCS (tỷ lệ 3:1) ở 60°C trong 30 phút. Sau khi dừng 

phản ứng tiến hành tách thêm 2 mL H2O, phần đường còn lại được chiết bằng 0,1 mL 

n-hexan. Lớp n-hexan được thu hồi và sau đó phần đường được phân tích (1 µL) bằng 

sắc ký khí (GC). Việc xác định đường được thực hiện bằng cách so sánh thời gian lưu 

của chúng với thời gian lưu của đường tiêu chuẩn (Sigma-Aldrich) [96]. Thời gian lưu 

(phút): 11,07 (rhamnose), 13,82 (fucose) và 17,51 (glucose). 

Trên cơ sở hoạt tính sinh học của cao chiết Lan tai cáo, tiến hành chiết phân đoạn 

để phân lập chất mới. Lấy kết quả sắc kí của phân đoạn B2, phân đoạn B3 tiếp tục chiết 

phân đoạn và tiến hành đo bằng máy phổ hạt nhân cộng hưởng từ hạt nhân được 2 hợp 

chất mới là: 

Parasiticoside A (Hợp chất 1): Bột trắng vô định hình, [∝] 25 = −380 (MeOH, c 

0,30). HR-ESI-MS: m/z 649.3563 [M+Na]+ (được xác định là C33H54NaO11, 649.3558). 

Dữ liệu NMR 1H và 13C được đưa ra trong Bảng 3.10. 

Parasiticoside B (Hợp chất 2): Bột trắng vô định hình, [∝] 25 = −450 (MeOH, c 

0,22). HR-ESI-MS: m/z 795.4142 [M+Na]+ (được xác định là C39H64NaO15, 795.4137). 

Dữ liệu NMR 1H và 13C được nêu trong Bảng 3.10. 

Bảng 3.10. Dữ liệu phổ 13C và 1H NMR của hợp chất 1 và 2 (dung môi pyridine-d5,    

δ tính bằng ppm, J tính bằng Hz) 

1 2 

Position δC δH Position δC δH 

1 37,5 1,06 m; 1,62 m 1 37,4 1,08 m; 1,66 m 

2 31,3 1,70 m; 2,14 m 2 32,3 1,75 m; 2,18 m 

3 78,1 3,93 ov 3 77,9 3,97 ov 

4 39,3 2,28 m; 2,72 m 4 39,2 2,40 m, 2,82 m 

5 140,9 - 5 140,9 - 

6 125,0 5,67 br s 6 125,0 5,72 br s 

7 32,1 1,40 m; 1,95 m 7 32,7 1,43 m; 1,97 m 

8 31,8 1,30 ov 8 32,2 1,35 ov 

9 50,3 0,80 m 9 50,3 0,87 m 

10 36,9 - 10 36,3 - 

11 21,0 1,27 m; 1,45 m 11 23,9 1,18 m; 1,48 m 

12 39,1 1,00 m; 1,82 m 12 39,3 1,11 m; 1,83 m 

13 40,5 - 13 40,6 - 

14 56,7 1,08 ov 14 56,7 1,09 ov 

15 28,0 1,91 m; 2,40 m 15 28,0 1,92 m; 2,48 m 

16 26,4 1,05 m; 1,53 m 16 26,8 1,09 m; 1,54 m 
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17 62,4 1,60 ov 17 62,3 1,64 ov 

18 16,9 0,85 s 18 16,9 0,91 s 

19 16,0 1,28 s 19 15,9 1,26 s 

20 81,3 3,98 ov 20 81,2 4,01 ov 

21 23,5 1,12 d (6,0) 21 23,6 1,28 d (6,0) 

Fuc-1 99,8 4,78 d (7,6) Fuc-1 99,9 4,80 d (7,6) 

2 74,2 4,52 dd (9,4; 7,6) 2 74,4 4,53 dd (9,4; 7,6) 

3 76,6 4,08 dd (9,4; 2,9) 3 76,4 4,12 dd (9,4; 2,9) 

4 72,9 3,93 br d (2,9) 4 73,1 3,96 br d (2,9) 

5 70,8 3,62 br q (6,4) 5 70,9 3,68 br q (6,4) 

6 17,0 1,46 d (6,4) 6 16,8 1,49 d (6,4) 

Glc-1 103,4 4,90 d (7,6) Glc-1 103,5 4,88 d (7,6) 

2 74,7 4,05 ov 2 74,6 4,06 ov 

3 78,0 4,26 ov 3 77,9 4,28 ov 

4 72,2 4,18 ov 4 72,3 4,18 ov 

5 78,1 3,96 m 5 78,1 3,96 m 

6 62,4 4,33 m; 4,54 m 6 62,3 4,30 m; 4,52 m 

   Rha-1 101,2 6,35 br s 
   2 72,1 4,79 br s 

   3 72,2 4,61 dd (9,4; 3,5) 

   4 73,8 4,35 dd (9,9; 9,4) 
   5 69,0 4,83 dq (9,9; 5,9) 

   6 18,7 1,78 d (5,9) 

ov: Overlapped signal (tín hiệu chồng chất) không xác định được bội số rõ ràng; 

br s: Broad singlet (tín hiệu đơn rộng) - thường gặp ở proton anomeric của một số đường 

hoặc proton olefinic; m: Multiplet (tín hiệu bội phức tạp); d, t, dd, dq, ..: Các bội số đã 

xác định được, với hằng số coupling J (Hz) trong ngoặc đơn. 

3.3.4.3. Xác định cấu trúc saponin 

Quá trình thủy phân bằng acid và phân tích phổ cộng hưởng từ hạt nhân 2D mở 

rộng của các Hợp chất 1 và 2 đã cho thấy các gốc đường được xác định là D-

fucopyranosyl (Fuc), D-glucopyranosyl (Glc) cho 1 và D-fucopyranosyl (Fuc), D-

glucopyranosyl (Glc) và α-rhamnopyranosyl (Rha) cho 2. Các monosacharide, bao gồm 

cả cấu hình tuyệt đối của chúng, được xác định bằng phân tích sắc kí khí là D cho Fuc 

và Glc cho 1, D cho Fuc và Glc, L cho Rha của hợp chất 2 (thời gian lưu là 11,07 phút 

đối với Rha, 13,82 phút đối với Fuc và 17,51 phút đối với Glc) [96]. Định hướng dị 

thường β của Fuc và đơn vị Glc được xác định bằng cách tính toán các giá trị 3JH-1,H-

2 tương đối lớn ở 7,6 Hz [97], [98]. Dạng pyranoid α xích đạo được đặt thành đơn vị 

Rha được chứng minh bằng 3JH-1,C-1 lớn, giá trị ở 166 Hz [99]. 
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Hợp chất 1 hiển thị đỉnh ion giả phân tử ở m/z 649,3563 [M+Na]+ (calcd. 

649,3558) trong phổ HR-ESI-MS (phương pháp quang phổ khối ion hóa phun điện tử 

độ phân giải cao để đo tỷ lệ oxygen và carbon trung bình trong các sol khí hữu cơ thứ 

cấp High-Resolution Electrospray Ionization Mass Spectrometry), do đó công thức phân 

tử được ấn định là C33H54O11 với trọng lượng phân tử là 626. Phổ 1H NMR của 1 cho 

thấy tín hiệu của 3 nhóm methyl ở δH 0,85 (s, H 18), 1,28 (s, H-19) và 1,12 (d, J = 6,0 

Hz, H-21), 1 proton olefinic ba thế ở δH 5,67 (br s, H-6) và 2 proton dị thường ở δH 

4,78 (d, J = 7,6 Hz) và 4,90 (d, J = 7,6 Hz). Phổ 13C NMR của 1 hiển thị cộng hưởng từ 

của 33 carbon được phân loại thành 4 methyl ở δC 16,9 (Me-18), 16,0 (Me-19), 23,5 

(Me-21) và 17,0 (C'-6), 9 methylene (37,5; 31,3; 39,3; 32,1; 21,0; 39,1; 28,0; 26,4; 62,4), 

17 methine (78,1; 125,0; 31,8; 50,3; 56,7; 62,4; 81,3; 99,8; 74,2; 76,6; 72,9; 70,8; 103,4; 

74,7; 78,0; 72,2; 78,1) và 3 nguyên tử carbon bậc bốn (140,9; 36,9; 40,5). Những tín 

hiệu này phù hợp tốt với những tín hiệu của diglycoside mới như được mô tả trong dữ 

liệu. Các đỉnh chéo ROESY của H-8 với H3-19 và H3-18 cho thấy các nhóm này là 

đồng mặt và được xác định là hướng β. Sự vắng mặt của các mối tương quan ROESY 

giữa H-8 và H-9/H-14/H-17 đã thiết lập định hướng α của các proton này. Cấu hình của 

C-20 không thể xác định được trên phổ ROESY do liên kết C-17 – C-20 quay tự do. 

Trong vùng đường, tín hiệu của hai đỉnh chéo trong phổ HSQC ở δH/δC 4,78 (d, 

J = 7,6 Hz)/99,8 và 4,90 (d, J = 7,6 Hz)/103,4, cho thấy sự hiện diện của hai đơn vị đường 

tương ứng là Fuc và Glc (Bảng 3.10). Đơn vị Fuc được xác định là có liên kết với vị trí 

C-3 của aglycone bằng tương quan HMBC ở δH/δC 4,78 (d, J = 7,6 Hz, Fuc H-1)/78,1 

(C-3), cùng với đỉnh chéo ROESY giữa δH 4,78 (d, J = 7,6 Hz, Fuc H-1) và δH 3,93 (m, 

H-3). Sự liên kết của đơn vị Glc với vị trí C-20 của aglycone được chứng minh bằng tương 

quan HMBC ở δH/δC 4,90 (d, J = 7,6 Hz, Glc H 1)/81.3 (C-20) và tương quan không gian 

ROESY ở δH/δH 4,90 (d, J = 7,6 Hz, Glc H-1)/3,98 (m, H-20). Do đó, cấu trúc của 1 

được xác định là 3β,20-dihydroxy-pregn-5-ene-3-O-β-D-fucopyranoside 20-O-β-D-

glucopyranoside và được đặt tên là parasiticoside A (Hình 3.14). 
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Hình 3.14. Cấu trúc liên kết (HMBC) và cấu hình không gian (ROESY) của hợp chất 1   

 

Phổ HR-ESI-MS của hợp chất 2 cho đỉnh ion giả phân tử [M+Na]+ ở m/z 

795,4142 (calcd. 795,4137), do đó công thức phân tử được xác định là C39H64O15 với 

trọng lượng phân tử là 772. Sự khác biệt giữa trọng lượng phân tử của 2 và 1 là 146 

amu, có thể tương ứng với nhóm 6-deoxyhexosyl bổ sung. Khi so sánh tín hiệu 13C NMR 

của 2 (Bảng 3.10), một tập hợp các tín hiệu bổ sung, tương ứng với đơn vị α-L-

rhamnopyranosyl cuối cùng đã xuất hiện. Liên kết glycoside giữa đơn vị Fuc và vị trí 

C-3 của aglycone được xác định bằng tương quan HMBC ở δH/δC 4,78 (d, J = 7,6 Hz, 

Fuc H-1)/78.1 (C-3) và tương quan ROESY ở δH/δH 4,80 (d, J = 7,6 Hz, Fuc H-1)/3,97 

(m, H-3). Đơn vị Rha đã được chứng minh là gắn ở vị trí C-2 của đơn vị Fuc bằng tương 

quan HMBC giữa δH 6,35 (br s, Rha H-1) và δC 74,4 (Fuc C-2) và tương quan ROESY 

giữa δH 6,35 (br s, Rha H-1) và δH 4,53 (dd, J = 9,4, 7,6 Hz, Fuc H-2). Glc đã được 

chứng minh là có liên kết với vị trí C-20 của aglycone bằng tương quan liên kết HMBC 

ở δH/δC 4,88 (d, J = 7,6 Hz, Glc H-1)/81,2 (C-20) và tương quan không gian ROESY ở 

δH/δH 4,88 (d, J = 7,6 Hz, Glc H-1)/4,01 (m, H-20). Tất cả các bằng chứng trên đã 

chứng tỏ 2 là 3β,20-dihydroxy-pregn-5 ene-3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-β-D-

fucopyranoside-20-O-β-D-glucopyranoside, được đặt tên là parasiticoside B (Hình 

3.15). 
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Hình 3.15. Cấu trúc liên kết (HMBC) và cấu hình không gian (ROESY) của hợp chất 2 

Kết quả phân tích sắc kí và quang phổ cộng hưởng từ hạt nhân xác định hợp chất 

1 là 3β,20-dihydroxy-pregn-5-ene-3-O-β-D-fucopyranoside 20-O-β-D-glucopyranoside 

và được đặt tên là parasiticoside A, hợp chất 2 là 3β,20-dihydroxy-pregn-5 ene-3-O-α-

L-rhamnopyranosyl-(1→2)-β-D-fucopyranoside-20-O-β- D-glucopyranoside, được đặt 

tên là parasiticoside B. Kết quả tìm kiếm trên thư viện dữ liệu cho thấy đây là 2 hợp chất 

mới. Việc xác định cấu trúc phân tử của 2 chất mới là cơ sở để xây dựng mô hình cấu 

trúc phân tử sử dụng trong các mô hình thực nghiệm. 

3.3.5. Nghiên cứu tương tác phân tử và động học phân tử in silico của saponin  

3.3.5.1. Nghiên cứu tương tác phân tử in silico 

Các nghiên cứu về các hợp chất hữu cơ thực vật trên một số loài thuộc chi Hoya 

đã cho thấy sự hiện diện của triterpenoid và saponin steroid có hoạt tính sinh học như 

chất kháng oxy hóa, gây độc tế bào ung thư. Là một tác nhân chống khối u, saponin 

steroid có nhiều cơ chế phân tử khác nhau, saponin steroid có thể gây apoptosis thông 

qua việc ức chế protein chống apoptosis Bcl-2. Các nghiên cứu in silico, bao gồm mô 

phỏng quá trình tương tác phân tử được thực hiện trên saponin steroid được phân lập từ 

H. verticillata var. verticillata như chất ức chế protein chống apoptosis Bcl-2 trong ung 

thư đại tràng để xác định cơ chế về hiệu lực chống ung thư của chúng trước khi tiến 

hành các thực nghiệm trong phòng thí nghiệm. Nghiên cứu mô phỏng quá trình gắn kết 

phân tử của 5 hợp chất tách chiết từ H. verticillata var. verticillata gồm Hợp chất 1 
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(Parasiticoside A), Hợp chất 2 (Parasiticoside B), Hợp chất 3 (3β,4α-dihydroxy-5β-

spirost-(25)27-en-1β-yl O-α-L-arabinopyranoside), Hợp chất 4 (3β-hydroxy-5β-spirost-

25(27)-en-1β-yl O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-β-D-xylopyranoside), Hợp chất 5 

((23S,24S,25S)- 3β,4α,23,24-tetrahydroxy-5β-spirostan-1β-yl O-α-L-

rhamnopyranosyl-(1→2)- β-D-fucopyranoside) và chất đối chứng là Navitoclax.  

Quá trình tương tác phân tử được thực hiện bằng cách ghép nối mô hình phân tử 

saponin phân lập từ H. verticillata var. verticillata (trong các nghiên cứu trước đây và 

của nghiên cứu này) với mô hình của thụ thể 6GL8 (Hình 3.16).  

Mỗi phức hợp tương tác được xác định dựa vào các giá trị năng lượng liên kết tối 

thiểu (kcal/mol). Mô phỏng tương tác của các phân tử với 6GL8 để hình thành phức hợp 

liên kết được thể hiện trong Bảng 3.11. Các gốc amino acid và vị trí tham gia vào các 

tương tác của chúng trong phức hợp đã được xác định. Liên kết hydrogen, tương tác 

Van der Waals, tương tác kỵ nước giữa protein và các phân tử đã được chứng minh 

thông qua tương tác phân tử. Mỗi tương tác phân tử cụ thể với các amino acid của 6GL8 

đã được chứng minh trong Hình 3.17. 

Bảng 3.11. Tương tác phân tử giữa saponin thử nghiệm với protein 6GL8 

Hợp 

chất 

Năng lượng 

liên kết 

(kcal/mol) 

Liên kết 

hydrogen 

Tương tác  

Van der Waals  

Tương tác kỵ 

nước 

1 -8.28 

Ala149, 

Arg107, 

Leu137, 

Tyr108 

Glu152, Gly145, 

Phe112, Phe150, 

Phe153, Tyr202, 

Val156 

Arg146, 

Met115, 

Phe104, 

Val133, 

Val148 

2 -8.87 

Arg107, 

Phe104, 

Tyr202, 

Val133 

Ala100, Arg146, 

Asp111, Glu136, 

Gly145, Leu137, 

Met115, Phe115, 

Phe153, Val148 

Ala149, 

Tyr108 

3 -9.29 

Ala149, 

Arg146, 

Tyr108 

Arg129, Gln118, 

Glu152, Leu119, 

Leu137, Phe104, 

Phe112 

His120, 

Met115, 

Phe153, 

Val133 
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4 -11.09 
Ala149, 

Gln118 

Arg129, Arg146, 

Asp111, Glu136, 

Glu152, Phe104, 

Phe112, Phe153 

His120, eu119, 

Leu137, et115, 

Val133 

5 -11.16 

Arg146, 

Asp140, 

Gln118, 

Glu136, 

Tyr108 

Ala149, Arg139, 

Asp111, Glu152, 

Met115, Phe104, 

Phe112, Phe152, 

Val133 

Leu137 

Navitoclax -8.34 

Gly203, 

Trp144, 

Tyr202 

Ala100, Arg107, 

Arg146, Asn143, 

Gln118, Glu136, 

Gly145, Leu201, 

Phe153, Tyr108 

Ala149, 

Asp103, 

Leu137, 

Phe104, 

Val133, 

Val148 
 

 

 

A 

 

B 

 

 

C 

 

 

D 

 

 

E 

 

F 

Hình 3.16. Cấu trúc 3D của các phân tử thử nghiệm. Các phân tử thử nghiệm gồm 05 

saponin: (A) Hợp chất 1; (B) Hợp chất 2; (C) 3β,4α-dihydroxy-5β-spirost-(25)27-en-

1β-yl O-α-L-arabinopyranoside (3); (D) 3β-hydroxy-5β-spirost-25(27)-en-1β-yl O-α-L-

rhamnopyranosyl-(1→2)-β-D-xylopyranoside (4); (E) (23S,24S,25S)-3β,4α,23,24-
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tetrahydroxy-5β-spirostan-1β-yl O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-β-D-fucopyranoside 

(5); và chất đối chứng là (F) Navitoclax. 

Hợp chất 1, 2, 3, 4, 5 và Navitoclax thể hiện tương tác phân tử yếu không giới 

hạn như tương tác Van der Waals. Các liên kết của Hợp chất 1 gồm tương tác Van der 

Waals với các gốc amino acid Glu152, Gly145, Phe112, Phe150, Phe153, Tyr202 và 

Val156 của 6GL8. Đối với Hợp chất 2 là Ala100, Arg146, Asp111, Glu136, Gly145, 

Leu137, Met115, Phe115, Phe153 và Val148. Hợp chất 3 cho thấy tương tác Van der 

Waals với các gốc amino acid Arg129, Gln118, Glu152, Leu119, Leu137, Phe104 và 

Phe112. Hợp chất 4 tương tác với 6GL8 thông qua tương tác Van der Waals với các gốc 

amino acid Arg129, Arg146, Asp111, Glu136, Glu152, Phe104, Phe112, Phe153. Hợp 

chất 5 là Ala149, Arg139, Asp111, Glu152, Met115, Phe104, Phe112, Phe152 và 

Val133. Navitoclax là phân tử so sánh, thể hiện tương tác Van der Waals đối với các 

gốc amino acid là Ala100, Arg107, Arg146, Asn143, Gln118, Glu136, Gly145, Leu201, 

Phe153 và Tyr108. Các tương tác Van der Waals là loại liên kết đóng vai trò quan trọng 

trong việc duy trì cấu trúc của các phân tử sinh học và đảm bảo chức năng của các phân 

tử này, góp phần phân biệt các cấu trúc tinh tế của hợp chất, xác định sự được phức hợp 

được hình thành và mức độ ổn định của phức hợp đó [22], [116]. 

 

A-1 

 

A-2 

A: Mô hình tương tác phân tử 2D và 3D của Hợp chất 1 với thụ thể 6CL8 
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B-1 

 

B-2 

B: Mô hình tương tác phân tử 2D và 3D của Hợp chất 2 với thụ thể 6CL8 

 

C-1 

 

C-2 

C: Mô hình tương tác phân tử 2D và 3D của Hợp chất 3 với thụ thể 6CL8 



 

 

98 
 

 

D-1 

 

D-2 

D: Mô hình tương tác phân tử 2D và 3D của Hợp chất 4 với thụ thể 6CL8 

 

E-1 

 

E-2 

E: Mô hình tương tác phân tử 2D và 3D của Hợp chất 5  với thụ thể 6CL8 



 

 

99 
 

 

F-1 

 

F-2 

F: Mô hình tương tác phân tử 2D và 3D của Navitoclax với thụ thể 6CL8 

Hình 3.17. Mô hình tương tác phân tử 2D 3D của Hợp chất 1 (A-1, A-2), Hợp chất 2 

(B-1, B-2), Hợp chất 3 (C-1, C-2), Hợp chất 4 (D-1, D-2), Hợp chất 5 (E-1, E-2) và 

Navitoclax (F-1, F-2) với thụ thể 6GL8. 

 

Bên cạnh lực Van der Waals, các tương tác phân tử có liên kết mạnh như liên kết 

hydrogen và tương tác kỵ nước cũng được thấy trong mỗi phức hợp hình thành. Các liên 

kết hydrogen được tìm thấy trong mô phỏng tương tác của Hợp chất 1 với các gốc amino 

acid Ala149, Arg107, Leu137, Tyr108 (Hình 3.17A); Hợp chất 2 với các amino acid 

Arg107, Phe104, Tyr202 và Val133 (Hình 3.17B). Hợp chất 3 thể hiện các liên kết 

hydrogen với các amino acid Ala149, Arg146, Tyr108 (Hình 3.17C); Hợp chất 4 với các 

amino acid Ala149, Gln118 (Hình 3.17D); Hợp chất 5 với các amino acid Arg146, 

Asp140, Gln118, Glu136, Tyr108 (Hình 3.17E). Navitoclax biểu hiện liên kết hydrogen 

với các amino acid Gly203, Trp144 và Tyr202 (Hình 3.17F). Ngoài ra, Hợp chất 1 hình 

thành tương tác kỵ nước với các amino acid Arg146, Met115, Phe104, Val133 và 

Val148; Hợp chất 2 với các amino acid Ala149, Tyr108. Hợp chất 3 biểu hiện tương tác 

với các amino acid His120, Met115, Phe153, Val133; Hợp chất 4 với các amino acid 

His120, Leu119, Leu137, Met115, Val133; Hợp chất 5 với các amino acid Leu137, 
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Tyr108. Navitoclax thể hiện tương tác kỵ nước với các amino acid Ala149, Asp103, 

Leu137, Phe104 và Val133. 

3.3.5.2. Nghiên cứu động học phân tử in silico 

Hầu hết các tương tác được hình thành trong quá trình nghiên cứu động học giữa 

protein gây bệnh với các hợp chất nghiên cứu (Hợp chất 1, Hợp chất 2, Hợp chất 3, Hợp 

chất 4, Hợp chất 5 và Navitoclax) là các liên kết hydrogen; các liên kết này đóng vai trò 

quan trọng trong việc ổn định phức hợp hợp chất - protein. Hợp chất 2 thể hiện 4 liên kết 

hydrogen với các amino acid Arg107, Phe104, Tyr202 và Val133 tại các vị trí hoạt động 

của 6GL8 (Hình 3.17B). Các liên kết hydrogen tạo nên độ ổn định của protein-phối tử, 

mang lại cho Hợp chất 2 độ ổn định liên kết tốt là -8,87 kcal/mol. Trong trường hợp của 

Hợp chất 1, 4 liên kết hydrogen được hình thành với Ala149, Arg107, Leu137 và Tyr108 

(Hình 3.17B); Ala149 là một amino acid tự nhiên không phân cực giống như Val133, có 

ý nghĩa trong việc làm cho Hợp chất 1 có độ ổn định liên kết tốt là -8,28 kcal/mol (Bảng 

3.11). Các amino acid cũng được xác định có hình thành liên kết với Hợp chất 3 và Hợp 

chất 4, dẫn đến độ ổn định liên kết tốt với thụ thể protein lần lượt là -9,29 và -11,09 

kcal/mol (Hình 3.17 C-2 và D-2). Mặt khác, Hợp chất 5 thể hiện 5 liên kết hydrogen với 

các amino acid Arg146, Asp140, Gln118, Glu136, Tyr108 và chỉ có tương tác pi-alkyl 

yếu với Leu137 dẫn đến độ ổn định liên kết tốt của 5 là -11,16 kcal/mol (Hình 3.17E). 

Navitoclax thể hiện 3 liên kết hydrogen khi tương tác với các amino acid Gly203, Trp144 

và Tyr202, 6 tương tác kỵ nước với các amino acid Ala149, Asp103, Leu137, Phe104, 

Val133, Val148 và có độ ổn định liên kết tốt là -8,34 kcal/mol (Hình 3.17F). 

Terefe và cs (2022) đã chứng minh rằng ái lực liên kết giữa thụ thể và phối tử 

càng cao thì ái lực liên kết càng âm [151]. Vì vậy, chất 3 tạo ra các liên kết ổn định hơn 

các saponin khác vì hợp chất này có tương tác phân tử mạnh hơn và có độ ổn định liên 

kết cao nhất. Tuy đã có một số nghiên cứu in silico về saponin, nhưng nghiên cứu của 

chúng tôi quan tâm đến các hợp chất được phân lập từ H. verticillata var. verticillata. 

Vì vậy, các nghiên cứu động học phân tử đã được thực hiện để hiểu rõ hơn về tương tác 

của các phối tử trong liên kết với protein mục tiêu. Các thí nghiệm tập trung vào đánh 

giá động học phân tử của Hợp chất 2  với 6GL8 trong đó nghiên cứu sự hình thành tương 
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tác của cấu trúc phức hợp hợp chất-protein, sử dụng mô phỏng động học phân tử của 

phức hợp giữa Navitoclax và 6GL8 để so sánh, đánh giá.  

Tổng năng lượng và giá trị thế năng thu được trong mô phỏng động học phân tử 

đối với Hợp chất 2 được tính lần lượt là -280.721 và -225.612 kJ/mol. So với Navitoclax 

tham chiếu, tổng năng lượng và giá trị thế năng thu được trong mô phỏng động học phân 

tử đối với Navitoclax được tính lần lượt là -225.955 và -280.962 kJ/mol. Hệ thống đã 

được cân bằng ở nhiệt độ nhiệt độ phòng (27°C), độ ổn định của khung protein đã được 

kiểm tra bằng cách đánh giá giá trị RMSD [158]. Có thể quan sát thấy rằng giá trị RMSD 

đối với phức hợp Hợp chất 2-6GL8 tăng dần từ 0,15 đến 0,22 nm trong các giai đoạn 

đầu của mô phỏng động học phân tử cho đến 2 ns hiệu chuẩn và sau đó ổn định, duy trì 

RMSD trung bình là 0,2 nm trong suốt phần còn lại của quỹ đạo động học phân tử. 

Trong trường hợp phức hợp Navitoclax-6GL8, giá trị RMSD khá giống với giá trị 

RMSD của phức hợp Hợp chất 2 với 6GL8 (Hình 3.18).  

 

Hình 3.18. Biểu đồ so sánh độ ổn định cấu trúc (RMSD) của phức hợp Hợp chất 2 

(Parasiticoside B) và Navitoclax trong 10 ns mô phỏng động học phân tử.  

Trục tung là độ lệch bình phương trung bình căn bậc hai (RMSD) tính bằng 

nanomet (nm) dao động từ 0 đến 0,25 nm; trục hoành là thời gian tính bằng nano giây 
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(ns) dao động từ 0 đến 10 ns. Đường dữ liệu thể hiện Hợp chất 2 màu đỏ, Navitoclax 

hiển thị màu xanh. Navitoclax (đường màu xanh) cho thấy giá trị RMSD cao hơn (trong 

khoảng từ 0,15 nm đến 0,2 nm) và dao động lớn hơn trong suốt quá trình mô phỏng, cho 

thấy có những thay đổi về cấu hình đáng kể và kém ổn định trong môi trường mô phỏng. 

Hợp chất 2 (đường màu đỏ) duy trì giá trị RMSD thấp hơn đáng kể và ổn định hơn nhiều 

(khoảng 0,05-0,1 nm) trong toàn bộ quá trình mô phỏng. Điều này cho thấy Hợp chất 2 

liên kết ổn định và chịu độ lệch cấu trúc tối thiểu, do đó có thể tạo thành một phức hợp 

mạnh hơn và ổn định hơn. Dựa trên phân tích giá trị RMSD, Hợp chất 2 thể hiện độ ổn 

định cấu trúc vượt trội so với Navitoclax, đây có thể là một chỉ số quan trọng về hiệu 

quả tiềm năng, là cơ sở để đề xuất thực nghiệm trong điều chế dược phẩm. 

Giá trị RMSF được phân tích để xác định các biến động tiềm ẩn của các gốc 

protein trong khung protein biểu hiện là 0,15 nm trong phức hợp Hợp chất 2 với 6GL8 

và 0,22 nm trong phức hợp Navitoclax-6GL8 (Hình 3.19).  

 

Hình 3.19. Biểu đồ so sánh dao động cấu trúc (RMSF) của phức hợp Hợp chất 2 

(Parasiticoside B) và Navitoclax trong mô phỏng động học phân tử.  
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Trục tung là biến động bình phương trung bình căn bậc hai tính bằng nano mét 

(nm), trục hoành là số đơn vị liên kết. Hợp chất 2  (đường màu đỏ), Navitoclax (đường 

màu xanh). Đồ thị động học phân tử của Hợp chất 2  và Navitoclax thể hiện sự tương 

đồng trong số liên kết được hình thành và giá trị biến động; đồ thị của Hợp chất 2  thể 

hiện sự ổn định trong cấu trúc phức hợp, dẫn đến độ linh hoạt thấp hơn (giá trị RMSF 

thấp hơn) trên hầu hết toàn bộ quá trình; Navitoclax tạo ra độ linh hoạt cao hơn trên hầu 

hết các protein, vì giá trị RMSF của nó luôn cao hơn giá trị của hệ thống liên kết 

Navitoclax. 

Liên kết hydrogen được quan sát thấy trong suốt quá trình mô phỏng, cho thấy 

1-6 liên kết hydrogen được hình thành liên tục trong phức hợp Hợp chất 2-6GL8 và 1-3 

liên kết hydrogen được hình thành liên tục trong phức hợp Navitoclax-6GL8. Những kết 

quả này chỉ ra rằng parasiticoside B vẫn nằm trong phức hợp liên kết trong toàn bộ quá 

trình mô phỏng và mạnh hơn Navitoclax (Hình 3.20). 

 

Hình 3.20. Biểu đồ so sánh sự thay đổi số liên kết hydrogen theo thời gian giữa Hợp 

chất 2 (Parasiticoside B) và Navitoclax trong mô phỏng động học phân tử.  
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Trục tung là số liên kết hydrogen được hình thành, trục hoành là thời gian tính 

bằng pico giây (ps). Tương tác của Hợp chất 2 với các liên kết của 6GL8 trước và sau 

khi mô phỏng động học phân tử (Hình 3.18, 3.19, 3.20). Sau 10000 ps (=10ns) mô phỏng 

động học phân tử, liên kết hydrogen và tương tác alkyl đã được thể hiện giữa Hợp chất 

2 và 6GL8, bao gồm Glu77, Gly86, Tyr143 và Met56, Phe53, Tyr49. Ngoài ra, tương 

tác Van der Waals đã được thể hiện giữa Hợp chất 2 và các amino acid Ala41, Ala90, 

Arg80, Arg87, Asn84, Asp52, Glu85, Leu78, Phe45, Phe94, Val74, Val89 (Hình 

3.18B). Navitoclax tham gia vào các liên kết hydrogen trong vị trí liên kết của 6GL8 với 

các amino acid Arg87 và Gly86. Nó cũng tham gia vào các tương tác kỵ nước với các 

amino acid Ala41, Phe45, Phe53, Phe94, Phe139, Tyr49 và Val89. Chất nghiên cứu 

được bao quanh bởi các tương tác Van der Waals với các amino acid Ala90, Arg48, 

Asn84, Asp44, Asp52, Glu77, Leu78, Leu142, Met56, Thr37, Trp85, Tyr143 (Hình 

3.17A và 3.17B). 

Tất cả các hợp chất (saponin steroid) đều cho thấy có sự hình thành liên kết 

hydrogen, tương tác Van der Waals và tương tác kỵ nước trong quá trình tương tác phân 

tử. Mô hình tương tác gồm 05 hợp chất (02 hợp chất phân lập trong nghiên cứu này là 

1, 2 và 03 hợp chất phân lập được trong các nghiên cứu trước đây là 3, 4, 5) chất đối 

chứng là navitoclak (chất đã được kiểm chứng chức năng ức chế Bcl-2 gây ung thư ở 

người thông qua đáp ứng thụ thể 6GL8 của protein Bcl-2). Kết quả cho thấy độ ổn định 

liên kết lần lượt là -8,28, -8,87, -9,29, -11,09, -11,16 và -8,34 kcal/mol. Trên cơ sở 

nghiên cứu mô hình tương tác phân tử giúp hiểu rõ hơn về khả năng hình thành liên kết 

giữa các hợp chất cần nghiên cứu với protein mục tiêu. Mô phỏng động học phân tử cho 

thấy liên kết của Hợp chất 2 với thụ thể 6GL8 là ổn định trong suốt quá trình mô phỏng. 

Dựa trên các bằng chứng trên, có thể kết luận rằng kết quả mô phỏng tương tác 

phân tử cho thấy chế độ ức chế liên tục và tương tác liên kết nhất quán trong tất cả các 

mô phỏng [110]. Nghiên cứu này chỉ ra rằng sự liên kết của Hợp chất 2 với thụ thể 6GL8 

là ổn định trong suốt quá trình mô phỏng. Những kết quả này hỗ trợ độ tin cậy và xác 

thực việc sử dụng phương pháp mô phỏng động học phân tử trong nghiên cứu này. Hợp 

chất 2 có thể là ứng cử viên tốt chống lại protein ung thư Bcl-2. 
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Mô hình mô phỏng phân tử đã thể hiện sự tương tác giữa các hợp chất với protein 

gây bệnh ung thư ở người, tương tác trong cấu trúc ổn định trong quá trình mô phỏng là 

cơ sở quan trọng trong đề xuất các bước thực nghiệm để đánh giá hoạt tính của chất 

trong điều kiện phòng thí nghiệm. Những phát hiện này chỉ ra rằng sự liên kết của Hợp 

chất 2 với thụ thể 6GL8 là ổn định trong suốt quá trình mô phỏng, đây chính là cơ sở để 

đề xuất Hợp chất 2 là ứng viên tiềm năng cho nghiên cứu thực nghiệm hoạt tính chống 

lại protein Bcl-2 trong ung thư trực tràng. 
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KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 

 

1. Kết luận  

1.1. Hệ gene lục lạp hoàn chỉnh của Lan tai cáo (H. verticillata var. verticillata) đã được 

giải trình tự với kích thước 176.429 bp, có cấu trúc 4 vùng điển hình của phân tử DNA 

dạng vòng, bao gồm vùng sao chép đơn lớn-LSC (91.020 bp), vùng sao chép đơn nhỏ-

SSC (2.297 bp) và hai vùng lặp lại đảo ngược IR, mỗi vùng IR có kích thước 41.556 bp, 

trong đó hàm lượng GC chiếm 37,1%. Hệ gene lục lạp của Lan tai cáo có 144 gene, trong 

đó 98 gene mã hóa protein, 38 gene tRNA và 8 gene rRNA. 

1.2. Phân tích sự phát sinh chủng loại cho thấy Lan tai cáo (H. verticillata var. 

verticillata) có mối quan hệ di truyền gần nhất với loài H. carnosa, chi Hoya và có mối 

quan hệ di truyền gần với các loài của chi khác trong cùng tông Marsdenieae. Vùng gene 

ndhF và các vùng đệm trnK-rps16, rps16-trnQ, psbI-atpA, ndhC-trnV, rbcL-accD được 

đề xuất là ứng viên mã vạch DNA tiềm năng có thể sử dụng hỗ trợ nhận diện loài thuộc 

chi Hoya.  

1.3. Các phân đoạn chứa saponin tách từ cao chiết tổng số của lá Lan tai cáo H. 

verticillata var. verticillata) có hoạt tính kháng oxy hoá, gây độc tế bào ung thư và ức 

chế α-glucosidase. Hai saponin mới được phân lập từ phân đoạn B2 và B3 là 3β,20-

dihydroxy-pregn-5-ene-3-O-β-D-fucopyranoside 20-O-β-D-glucopyranoside và 3β,20-

dihydroxy-pregn-5 ene-3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-β-D-fucopyranoside-20-O-

β- D-glucopyranoside. Phân tích mô hình tương tác và động học phân tử in silico của 

các saponin phân lập từ Lan tai cáo đã xác định chất Hợp chất 2 có thể là ứng cử viên 

tiềm năng chống protein Bcl-2 trong ung thư. 

2. Đề nghị   

2.1. Tiếp tục phân tích tiến hóa phân tử dựa trên trình tự DNA lục lạp của các loài Hoya 

từ dữ liệu của GenBank để củng cố hoặc bổ sung cho hệ thống các loài thuộc họ 

Apocynaceae (Asclepiadaceae).   
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2.2. Tiếp tục thực nghiệm để chứng minh vùng gene ndhF và các vùng đệm trnK-rps16, 

rps16-trnQ, psbI-atpA, ndhC-trnV, rbcL-accD làm mã vạch DNA lục lạp hỗ trợ định 

danh chi Hoya và phân biệt loài thuộc chi này. 

2.3. Tiếp tục nghiên cứu xây dựng mô hình cấu trúc saponin tối ưu có hoạt tính kháng 

các dòng tế bào ung dựa trên kết quả phân tích mô hình tương tác và động học phân tử 

in silico. 
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PHỤ LỤC 

1. Phụ lục PL1. Các trình tự hệ gene lục lạp của họ Apocynaceae tải xuống từ GenBank 

được sử dụng trong phân tích phát sinh chủng loại 

TT Tên loài Mã truy cập trên GenBank 

1 Cynanchum sibiricum OQ390041.2 

2 Cynanchum wilfordii KT220733.1 

3 Dregea sinensis var. corrugata OP133575.1 

4 Gongronemopsis tenacissima MW861760.1 

5 Gymnema latifolium OP133579.1 

6 Gymnema sylvestre MN711723.1 

7 Gymnema yunnanense OP133577.1 

8 Vincetoxicum shaanxiense MH210646.1 

9 Lygisma inflexum OP133573.1 

10 Stephanotis volubilis OP133576.1 

11 Jasminanthes maingayi MW719056.1 

12 Marsdenia tinctoria OP133574.1 

13 Leichhardtia flavescens MW719052.1 

14 Popuahoya urniflora MW719062.1 

15 Hoya verticillata  OR475244.1 

16 Hoya angustifolia OL754669.1 

17 Hoya ariadna OL754671.1 

18 Hoya carnosa OK539590.1 

19 Hoya caudata OL754672.1 

20 Hoya commutata OL826862.1 

21 Hoya dimorpha OL826863.1 

22 Hoya exilis MW719054.1 

23 Hoya griffithii OL754668.1 

24 Hoya ignorata MW719061.1 

25 Hoya kerrii OL754673.1 

26 Hoya lacunosa OL754667.1 

27 Hoya lanceolata OL826864.1 

28 Hoya liangii OL826865.1 

29 Hoya lithophytica MW719058.1 

30 Hoya longifolia OL754662.1 

31 Hoya lyi MW719055.1 

32 Hoya megalaster MW719063.1 

33 Hoya meliflua OL754674.1 

34 Hoya monetteae MW719053.1 

35 Hoya omlorii MW719060.1 

36 Hoya ovalifolia OL754666.1 

37 Hoya pandurata OL754665.1 

38 Hoya pottsii OL754664.1 

39 Hoya pubicalyx OL754663.1 

40 Hoya radicalis OL826866.1 
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41 Hoya rigida OL826867.1 

42 Hoya silvatica OL826868.1 

43 Hoya thomsonii OL435944.1 

44 Dischidia australis OL790122.1 

45 Dischidia griffithii OL839301.1 

46 Dischidia milnei MW719059.1 

47 Dischidia nummularia 1 OP133578.1 

48 Dischidia nummularia 2 OL754670.1 

49 Dischidia parasita MW719057.1 

50 Dischidia ruscifolia OL839302.1 

 

2. Phụ lục PL2. Kích thước và trình tự nucleotide của các gene ndhF, matK và rpl16 

Gene Trình tự nucleotide (5’-3’) 

ndhF 

2241 bp 

TTAAGTATAAGTAAGAAAAGTAATAAAAAAAATTAAAAAACAAAAGAATACATACGATAAATAGA

AGAAAAGATACGAAGAGATACGTCCGCCCCCTACATATTTTAGAACTTCTCCTGTAAAGAAACTA

AGAAAACCAACTCCATTCGTAATTCCATCAATTACTCGTCGATCAAAAAAATGAGTTAATTCAGC

CAATGCTCTAGTCCCCCCAGTTAGGGATCTTTTATAAAAAGAATCTATATAAGCGCGATTATATG

ACCAACAATATATGCCATTTAGCATTTTCTCCGAAAGAGGGCCGCTAGGGAACCCTTTGCCTTTA

AGAGTTGAATTTCTTAAATCCAAATTTAATAAAGAGGAATAAGGAGATTTATATAAAAAAGACGC

TATAAATATTCCTAAATAACCTATACTGACTGAAAAAAAGGAATCTTTGAGAAATTCATACCAAT

TGGTCGAATTAGTCAACTTTTTATACAAAAGATTGATCGACGGAGTTAACCATTTAGATAATATA

TCAGCATTGACTCCCTCTTGATTAAAAGGAATTCCTATAAACCCAACGAACAGAGTAAATAGTCC

CAATACAAGTAGAGGTAATAACATATTATTGTCTGATTCATAAGGATAAGCATACAGTTTTTTAT

TCTCAAAATGAGGAGTAGTAATAAAAGGCCGTGTCATATTTCTACCATTATCATCAATTCGATAT

GTTCTTTTTGAAAAAAAGGAAAAACTTTTATCATCAGTCATTGCTAATAAACGAACTTTTTTATT

AATTTTTTTTGAAACCCCCCTACCCCATAGAGATATTGAATAGAACGGTATTTTTTGTTTGCCAC

TATAATTTGTAAAATAAACATTTAAATGTCCCTCAAAAGTAAGTAAATATATCCGAAACATATAA

AATGCGGTTAATCCAGCAGTAACCCAGGCTATTATTGCGAAAATCGTCGAATACGACCAAGTATC

ATTAATAATTTCATCTTTGGACCAAAAACAAGCCAAAGGCGGAATACCACACAGAGAGAGTGTAC

CTAATAAAAAAGCATTTTTGGTAATTGGTACATGTTTTCTTAAACCTCCCATAAGAATCATATTC

TGATTTTTATACGGAGAATAGCCAACAATCCCTTCCATTGAATGAATAACGGATCCAGATCCTAA

AAATAACAATGCTTTTGAATAGGCATGAGTAATCAAATGAAATAAAGCACTTCGGTAAGACCCCA

TACCAAGAGCTAACATTATATAACCCAATTGGGACATTGTAGAATAAGCTAAACCTCTCTTAATG

TCTTTTTGAGCAAGAGCTAAAGTAGCTCCCAACAAGACAGTTATTATTCCTATTAACGAGATTAA

ATTCATTATGGAAGGTATAACTATGAAAAGAGGAAGAAGACGAGCTACAAGAAAAATTCCCGCCG

CTACCATAGTAGCAGCGTGTATAAGGGCGGAAATCGGAGTAGGCCCTTCCATAGCATCAGGCAAC

CATACATGAAGGGGAAATTGTGCAGATTTAGCAACAGCACCGCCAAATAACAGAGCAGCACACAA

AGTAACAAATAAAAAATTTACCTCGTTATTAGAAATTAAGTCATTGAATATTTCGAATAAATCTT

GAAATTCGAAACTACCCGTTATCCAATAAAAACCTAAAATTCCTAATAATAAACCAAAATCCCCT

ACACGATTTGTTACAAAAGCGTTTTGGCAAGCATTTGCTGCAAGAGGTCGTGTGGACCAAAATCC

TATTAATAAATAGGAACACATTCCGACCAATTCCCAAAAAATATAAATTTGTATCAAATTTGAAC

TAGTAACTAATCCTAACATGGAAGTACTGAAAAAACTCATATAAGCAAAAAATTTCAAATATCCT

TGATCATGAGCCATATAATTATCACTATAAATAAGAACAAAAATTCCAACAGTAGTGATTAACAT

TGACATAATAGAAGTAATTGGATCTATCAAATATCCGAATTCTAAAGAAAAATCGTTAGTAATGA

TCCAAGACCATACATATTGATAGCTATAATTGCTATTTATTTGCTGAATAGACAGATTCATTGAA

AAAATCATAACTATACTTAACAATAAAACACTATGAAAAGACCACATGCGACGAAACTTTTTTGT

TGCTGTCGGAAAAAGAAGAAGCCCCACCCCTAGTAATATAGCAACTGAAAGTGGGATGAAGAGTA

TGAGGCACCCGTATTGATATGTCTGTTGCAT 
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matK 

1548 bp 

TCATTGCAGATTGGCCAGATCGTTGATACAAGTAATATCCAAATACCAAATCCGACTTCTATAGA

CCGCCCAAAAAAGAAAAAAAACTCTTGGGAAGGTCAATGAAAGGACTTCTTCTTCCGACACGAAG

AATTCTTCGAAAAATTCCGAACCTAATCTTTTCAAAAAAGCCCGTACAGTACTTTTGTGTTTTCG

AGCTAAAGTTTTAGCACAAGAAAGTCGAAGTATATACTTTATTCGATACAAACTCTTTTTTTTGG

AAGATCCGCTATGATAATGAGAAAGGTTTCTGCATATACACCCAAATCTGTCCATAATATCAGAA

TCTGCTAAATCAGTCCGAACCGGCTTACTAATGGGATGTCCTAATAGGTTACAAAATTTCTCTTT

AGACAATGATCCAATCAGAGGAATAATTGGAACAAGAGTATCTAATTTATTATTCCTAATGGCAT

TATTAATTAGAAATGAATTTTCTAGCATTTGACTCCGTACCCTTGAAGGGTTTAGTCGCACAATT

GAAAGATAACCCAAAAAGTCAAGGGAATTTTTGTACAATTGCTTTATATGGGCCCTTCGCGAGTG

AAACCACAGGTCAAAATTACATTGCCAAAACTTGACAAGGTAAAATTTCCATTTATTCATCAAAA

GAGCCGTCCCCCTTGAAAGCAGAATGGATTTTCCTTGATACCTAACATAATGCATGAAAGGATAT

TTGACCAAGCACAAGTTCGTCGGAAAATCCTTAGCGAAGACTTCGGCAAGACGTTCAATTTTTCC

ATAGAAATAGATTCGTTCAAGAAGGGCCCCAAAGGATGTTGGTCGTAAATGAGAAGATTGCTTAT

GGAGAAAGACGAAAATGTATTCGTATTCACATACATAAAAATTATATAACAAGCAAAATAATCGT

TGATTTCTTTTTAGATTTCTTTTTGTTAAAAAAAGAAAACTGGCTTTCTTTCTGGTTTTCTTTGT

AGCACTAGGATTATTGCAATTACAATACTCGCGTAGAAAGAATCGTAATAAGTGCAAAGAAGGGG

CATCTTTTACCCAATAGCGAAGGGTTTGAACCAAGATTTCCAGATGAACAGGGTAGGGTATTAGT

ATATCTAATATAAAATAAAAATGTGAAAAATTGTCCTCTAAGAAAGGAAAGATTGAATGAATGGA

TCGTAAATTATGAGATTTAAATATCCCTTTCCGCTCTTCAGAAGATATTAATCGCATGGAAAACG

GAATTTCTACAATAAATGAAAATCCCTCTGATATCTTTTTAGAATACAAATTTTTGTTGCGCCCA

AAAAATGGATTTTGGCTAGAATCATTAGCAGAAGCAAGAAAATGATTCTGTTGATACATTCGAAT

AATTAACCGTTTCGCAATAAGGAAACTCGATTTATTGGCATAACCCGGATTTTCCAACAAAATTG

CTCGGTTTAAACTATGGTCATGGGCAAGTGCATAAATATATTCCTGAAAGATAAGTGGATATAGA

AAGTTGGGCTGTTGAGATCTATCAAGCTGTAAATATCTTTGGATTTCTTCCAT 

rpl16 

992 bp 

AGAATCGTGTCATTTTTTGAGACTTCATATAATCTAATCTATTAGTAATCTATAGATCTTGTTTAAAT

AGACAATTAAAGATTTTAGTTTCTATTTTCGAAATCATATTGTTATTTTTAATTGTTATTTTGAAATA

AAAATAGAACATATTTTTTTTTCTTTTTATCGTCCAAATTTATCAATTCAAAAAAAAGAAAGTTTTCG

CGGGCGAATATTTACTCTTCTATTTCAATTTTCGGCTTGTCTCCTGACTTCTTACAATAGATGAATTG

ACCTCCGTTTCATTTCGCCATCCCGACCAGTGAATCATTAAGATTCCTTTTTCACTAAAATCTTTTGC

ATTCACAGCTTCCATCGTTCCCATCGCTTCTTACTTAATGCTTAGGTCCAATTTTTACAACGGAGCTC

GTAATGAAATTTGTTCTTGAGTCAATCTTCTTAGTCTTTATTGGCTCGAAGCTCTTGATTTTTTTTGT

TTTGTTCTATAATTTTTAAATTTTTTAATTTAAAATTAAATTATGTTATATATTAAATTATATTAAAT

TTATATTAAATAAGAAATATATTAAATTTATATTTAAAATATATATTAAATATAAAGATTTAATTATG

TTATATAAGAATCAGTATTAATGCTTTATTACACTGCCTTTTATAAGATGACTTATAGACCTTACATA

TTACATATTGGAATTCTATATCATTGATATTTTTTCTCTCTCTTTCTCTCATCCTTCCATTTATATCC

ACATCTTTCTTCTCTATTTTGCTTTACAGCTTAAAAATCAGATTTTTTTTTCAGAAACACAAAATTTC

AGTTGTTACAAAGATATGACCAATATATCATATCTTGACTGGTTCCTTAGATCGAGATAATGCGAAGT

AATGAGTTGGTTATTAGTTCTATGGTTAGTTATTAGTTCATACTCTGGTGTTGGGCTGGTCTTTTTTA

ATCCTAACTCTAAAAAACCAACGAGTCACACACTAAGCAT 
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3. Phụ lục PL3. Sơ đồ phát sinh chủng loại có độ tin cậy cao nhất (Maximum 

Likelihood) được xây dựng dựa trên trình tự vùng gene matK 
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4. Phụ lục PL4. Sơ đồ phát sinh chủng loại có độ tin cậy cao nhất (Maximum 

Likelihood) được xây dựng dựa trên trình tự vùng gene rpl16 
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5. Phụ lục PL5. Kích thước và trình tự các vùng đệm của hệ gene lục lạp Lan tai cáo   

Vùng đệm Trình tự nucleotide (5’-3’) 

 

trnK-rps16 

973 bp 

GAAAAGAAGAAACCAATTATAGAAGATAATCTATCGACTATAAAATATATGTATAATAAAAGT

ATAATAAAAAAGAAGTGCATAAATACAATCGGAATTATAAAAAATTAAACAATAAATTAACCA

AAGAAATTAGACGAAGCAATTAAACCATTAAGCTAACAAATCGAAAAAATGGATTTTCTAATG

AATTCGGAACATAAAAAAATATATAGATCGGATGACAATATAAGAAATTCTCAGATAAAATTA

TATTTAGATAAAGCAAAACAAAAAGAAAAAAAAAAAATGAAAATAGAGATTCAAAATTTATGA

ACGGATCCTTTTGTTATCCCCTCTTTTCAATCAACAAAAAAAGCTCGTGTATCAAAGAACCTG

TCGACGTAAAGTAAAAAATCAAACAAACCAAATAACTAGATCTAACTTCACTTATCATGATGA

ATTATATTTGTTCAATACACTGTTGTCAATATAAATGTTACGAAAAAAAAAGAATAAAAAAAA

AAAAAGAAATTCAATTGAATTTCTTTTTTTTTTATTCTTTTTTGTTAGTTAAATTCAAAATAA

AAATGAAAACCATCAAGTTTAAAGTTGTCGCGAATGCCTAAATTTTCTAGGATCAAGGAAATA

GGGTTTTGTCGTTATAGAACACAGGATTCGAAGAAAACAATGATAAATAGATACGAATAGAAC

GGGAAAAGGAAAAAAAGGGGGGGTAATAAAAAAGAGTAGAGAAAGGTTATCCAAAGTTATATA

CAAATAACTGCCCCCCTTTTTTGTATTTCCTTAATCC 

 

rps16-trnQ 

1328 bp 

AACATCCCTCTAATTTGGAACCAGTATGGAATTGATTCAATTATGGAATCATGAATAGTCATT

GGTTTGTAGACATCATAATCTATATCCCTTTGTTCTATAATGTTCTTTAGAATATAGAAGAGA

GATTTTATATATAGCTATAGATCGGTAAATAAAGAATATAGCTACAAATCGGTAAAGAAGTTT

CTGAATAAGTTTTAGCAAGTCCTCTTAATTTAAAATGAAAAAGAATTTCTATTTAATAATATA

TTTAATAATAGATTAAAAGTTAGGGTTAAATATTTGTTAAATATTTTCATTTTTAAATTCAAA

ATCGAGGGGGTCAAAAACCTTTTTCACAAAAATAGAATAGAAGGATACATATACGTTAAACAT

TTCCTCGTTTTTTTTTATTTTGTTTAAGCTGTGTAGGTCAGCAAGATTTCGCTAATCGAATCT

TTCCATACATAATATAATATCCATACATAATAGAATAGAAAGTGAATAAAAGAGAATAAAAGA

TATAAAACATAAAACACCCCCTTTTAAGTGTTACATAAATTTACAATTATTTATTATTTATTA

GGGCCAAACACGAAATACTTATTCAAAGAAAATACATCGGATTCGGATAGATATATTCGGATA

GATATATAATTACATATATAATTTTATAATTTGATTTTTGTTAATGCAATTCAGGCAGACACA

GAAATTTTAATATCTTCGGTTAATGTATTCGCCCCCGGGGTACTACAGGACTAATGGGACATA

AGAGAAAAAAAATGGGAATTATGCTCGGGGATGCGGACTGACTAGGTACAAATCCCAACAAGT

CCAAATTAAGTTGCTCCTTTTTTTTTTATTTTAGTCTAACCCCTTAGGAGAATTAATCCTATC

GGCTTTGAATGAATTTCATTAGTACCAAAATAGTTAGAATTAATAAATCTATATAAAAATAAA

AATTCCTAAAAATATAGTTTCTAGGATACGAAATAATAGATAGGATCGTTGAAAATCAAAATA

TTGATAAAATATAAAATCAATATGGGACGGAATTTTTTTCTAAATAACTAACTTCCCGAAACA

AGATGGGATGGAGCATAGGATGAAAAGACCCCCTTTTTTAAAATTCCAACTCTGGGAACCGAT

GTTCCCAATTTACCTGGATCAGAAATAGAGTCAATTACATTTGCGTGTCATTTGTACGCGATT

CAATTCAGTTTGTGTAAAAAAGATATGATTCATGCATAAAAGATAAAAAAAAAAGAAATAAAA

TCCAGCTAACATTAGACGTTACCCCATTCAACAAAATCTTTATTCTATTCTAAGATAATGAAT

ATGCT 

ndhC-trnV 

1492 bp 

AGACACACTCCCATGAACGTGGAAAATATACCGAATTTCTCGATTCGAATTGTCAAGTCATCC

ATAACTGTTTAGTCAAAATCAAAACAAGAATTCATTTTTATCGAATTTACTAGTTTCCTTTGT

TTACTTATCCCATTTCAAGACAAAATCCTATTTAGATTATACTTATTTCTTTTTTTTCAGTTA

GTATAACTTTAGATCTATATCTTATTCTTATACAAATATAAAATAGAAAAATTCTCTTATTTT

CACCTAGAATTCTCTGTAAAGAAGAAAAGGAATTCAAAAAAATATGGAATTCCAAGGGGAATT

TGGAACTTCTTTATTTATTTTTTTTTAATTAAATAATTTTTATTACTATCTATTATATATTTA

TCTATTATATATTTATATTTTTTGAAATTGATGAAATTGAATAAAATCAATTGAAATAAATGA

AAAAAAAAATATAGATTATTTCTTAATTTCTATAATATTTTCTATAATATTATAGCTATATTA

TTATATTATAGATTCTTTATTATTTTTTTTCATTATTATTATATTAATAATATTATATATTCT

AGATTATTTATTATTATTTTTATTTCTATTTTTTTTATTAAAATTTGAATATTAATTAATAAA

TTTTTTATTATTAAATACAATCTAATAATACAATTTAAATTCTATTTCATTTCGAATTTGAAA

TGTTTTAAATTGAATTGCTAATTTTTTTTTATTTATTGAAATTCAATTCTTTTTCTTTATAGA

TTTCGACTTTTATGAATAGAATCGACAGGTCCTTTGGTTTTTTTCTTAGTGATTTAGAATAAG

AACAAGCAAGAGACTGGCTAGAAATTTCCATTTCAGAATTTAGAATATCTTGGTGTTGTATAT

TCTTTTTATTAATATCCTAGCGGAGGACCTTCTCTTGATTGAATATAAAAAAAGAAGACAGAC

TACCCCTCGTGCTTCGCTAGGTCTAGGTAAGGTATATGGCGAGCCTATTTTACATTTTACATT

GTTAATAATGAGACTTACCAAAGATATTACATTTTTTAACTTGTACACAAGCACGACAGGTCT

TTTCTAGATCCATATTTTGACTTCAAAAATTCACCAACATTGGCTATACCAAAGAAAGGGAGT

CTCAAGAACTCCTTGAATATGAAATTCGCCTCTACCCCCAAGATTAATGCCCCAAGATTAATA

ACAAAAGGTTTCTTTGTTTATCCGCGATTGGAAAACTATCAATTGGGTCCACTGAAACGCCTT
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TTTTTTTTTATTTCGGGTTTATGTTCTGTTTTAAAAGCTTGCCGTGAGTAAACTTATGGGAAA

AATTTAGATTTCGATTAACCAACCCGACAGTTCCAAGCAACAAACAATAATGAAAAAATTATA

CAATTTCATTTTTTGTATTTGAGTTTTCCTTAATCATTTTGTTTTATATTTTATATTAAAATA

TTTTATATATATATAGTATATAATTATAGTAATAGTAATAGTA 

 

psbI-atpA 

1878 bp 

GGGTTTTTCTTTTCTATTTTCTTCGGATTTTTTGTTTATATAAAAATGCCAAATTTGAAAAAA

AATAAATAAATAAATAAAGTCATCAAGGAAAGCGGAAAGAGAGGGATTCGAACCCTCGGTACG

AATAACTCGTACAACGGATTAGCAATCCGCCGCTTTAGTCCACTCAGCCATCTCTCCTAATTG

AAAATTGGGTTAGATTACACATAAAAAAAATAAGGAGTATTTCTTTCTCTATTATATAGATAT

GTACCATTTTTATCAGTAATTTTTTTTCGATAAATAAAGAAATAAAGAATAAATAAAGAGAAG

GGCTCGAAAGTGCCAACAATATAAAGAAAACCAAAAGCGACCCCTTCGTATTTTGTTCGAAAG

ACCCTTCTTATTGTTATTGACACGGCCTGGTCTGGTCAGTACCCAGCCGGGCCTCTTTTTGTT

TTGTTCCAACTAATTATAGAAAAATAATGATAATTTTTCATTTATCTGATTTGAAAACAAAAA

TGCTTAGTATTTTTAGTATTATATATATATATTATAATATATATATATATATATATATATAAT

ATATAAAAAAGGGAATAGGCAATATTCAAGCACGAACAAAAAAAGAAGAAGGACTATTTCCAT

CCGCGAAAACGAAAAAAAAAGAGGGTAAATACGCTAAATTTTTGGATTCTTTGATGATCCCAT

CTTATTATACCCATTTTCCGGTTCGACAAAAGGTCCAGTTGTATACAATAATCGAATTGTAGC

GGGTATAGTTTAGTGGTAAAAGTGTGATTCGTTTTTTTAACCCTTTGATAGTTAAAGGGTCTT

TGTTTTCGGTTTGATTCGTATTCCGACCAAAAACTTTATTTGAAAAAAGAAAAGGATTTAATC

CTTTACCTCTCAATCACGGATTCGAGAAAAAATATACATTCTCGTGATTTGTATCCAAGGATC

ACTTAGAAAGTGACAAATTGGATTATGAAATTACGAAACATAATTTTGGAATTGGATTAATAC

TTCCAATTGAATCAGTATGAGTAAAGGATCCATGGATAAAGATAGCAAGTAGGTTTCTAATCG

TAACTAAATCTTCAATTTTTGCTTTACAAATACAAAATTGAATAAAAATAGCTATTAAATGAT

GACTCTGGTTTACTAGAGGCATCGACCTGTTTTTTTAGCTCGGTGGAAACAAAATCCCTTTCC

TCAGGACCGTCTCAAATAAAAATAGAGAACGAAGTAACTAGAAAGATTGTTAGAATTACTCTC

TTCTAGAGGGATCATCTAGAAAGAAATAAGTAGTCAGACAAAAGTTGACATAGATGTTATGGG

TAGAATTTTTTTTGTAAGTTTGTTCACATCCATATCCATAAAGGAGCCGAATGAAACCAAAGT

TTCATGTTCGGTTTTGAATTAGAGACGTTCAAAATGCTGAATCGACGTCGACTATAACCCCTA

GCCTTCCAAGCTAACGATGCGGGTTCGATTCCCGCTACCCGCTTTCAATTCTTTTTTTTTATT

CGCAATTGAAATTTATATATATTCTAATTCTAGACTTAATGCATCATTTAATATACAGTTTCA

AAAATTATCTCACATACAATCCGATTCTTGTTTTTTTCGGCGAAAAAGTGGGGAAAGTCAAAA

TACGAAAAAAATCGGAATGAAAAGCGTCCATTGTCTAATGGATAGGACAGGGGTCTTCTAAAC

CTTTGGTATAGGTTCAAATCCTATTGGACGCAAATTTTTTCCATATATCTATTTTTTTATATT

TTGATACCACGAAAGCCTTTTTGAATAACTTGAATTTGAGTGGATTTGAGACCCTTAATTACA

TTACCATTACCTTTTTAAGATAAATTTAAGATAAAAGAATCCTTTTTGTGC 

psbZ-rps14 

885 bp 

ACCTATCGTCCCAGATCCAAAACCGAAAGGACCCCCCGAATTTTTCTCGGTTGTAAGACACAT

TAGAATTTAATATAAGTCCCCCAAAGAGAATAGAAAATGCAAATAAAGAAAACAAAAAATTTG

AGGGGGGTCAAACTTCTTCCAAACTTATTAAAAAAATACAATTAATATTTATAATATTTAATA

AAATAAAAATAATTGGAATCGAGTCGAGGAGAGTCTTTGGTCTGGGACTGCACAAAAATGATC

GAGGTGTATATTTATATATGAGGTATAGAGGTTTATATTTATATATAAATTTTATATATAAAT

AAATATATTAATATTGTGTGGACATATTATGTATCAAGAACGAAAAAAAGCGGATATGGTTGA

ATGGTAAAATTTCTCTTTGCCAAGGAGAAGATGTGGGTTCGATTCCCGCTATCCGCCCACGAT

AAAATTTATTATTAAATATAAAAAAATATTAAATAAAATTAGGTTAGGTTTTATTAAATATAA

TTTGGTATAGTTGTCTGTGATCGTGTAGTCATTCTATCCCCCCTCTTTTTCCCTTTCCTATAG

CCTCCCCCAAAGTGGTAATTAATTACTAGTTAACTTAACAAAGTAAAATCTAAAATTTTTTGA

CAAACAAGATGTTGCGGAGACGGGATTTGAACCCGTGACCTCAAGGTTATGAGCCTTGCGAGC

TACCAAACTGCTCTACTCCGCGATGAAGAGAAGAACTGAAAACTAATAGATAACCAGGGGTTG

AGTTCGCCCCTCTACCATATCTGTACAAATAGGATAGCCCATTTATACAGAATGGTAAAGGGT

TATACAGAATGGCAAGGGGGACCTCTACGATCACCGACCCTAGAATAGAAATCTAGAGTTAAT

CC 

rbcL-accD 

907 bp 

TTACTTTTTGTTATCTTAGTTGAATTGTAATTAAACTCGGCCCAATCTTTTCCTAAAAGGATT

GAGCCGAATACAAAGATTCTTTTTTTTTTTTTATTTAATTATTTTTAAAGTATTTAATATTAA

TACATACTTATATAGATATAAGATTTGAAATAAAAAAAAAATCAAAAAAATCTAAGGCTCAAA

TCTTTCTATTGTTGTCTTGGACCTACAATTAATCTACGGATCCTTGGGATTGGGCTATTCTTT

TATATCCTGCAGTTTTCCTGAATCAAGCCAAGTATCACAATTCTTTCTATCCATCCCGTATAT

TGTCCTTTTCTTTCCATATTGGTGAAATAGAACCTGAAATTTTTACGTTCTTGGGCGAAATTT

TACGAAAAAAAGGATTTATAAAATATTTTTTTTCGATGCGAATTTGATACGACATAAGAAAAG

GCGCTCTTTATCATTGTATTTATAATGACAAGAGATTCCCTGATATCATATTAATATATTGAC

AATATTCAAAAAAAAATGTATAAAAAAAATGACAAGGGATTCTCTGATATCATATTAATATAT

TGACATTATTCAAAAAATAATGTATAATGTATAAAAACAATGACAAGAGATTCCCTGATATGA
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TATATATATATAGTGTATAGTCATATATATCGTATAGTGAAGTATTACTCCGGATTTTCAAAA

AAAGAGCATTTTTTTCAATAATCACACCTAATACCTTCTTATTGTTTCTTATTGGTTAACTTA

TTAGTTAATAAAAAATGCTAGCGATTGGTTTAGTCTAATAGGAAAGAAGATATTCAAATAAAT

AATTTTTGATCGAATGACTATTCATCTATTGTTTTTATATTTTCTTACAAAACAAAAAAACAA

AAAAAAGGGGGACAAAATAACTCT 

 

 

6. Phụ lục PL6. Danh sách các loài và trình tự các vùng đệm được sử dụng trong phân 

tích phát sinh chủng loại 

PL6.1. Danh sách các loài có trình tự vùng đệm trnK-rps16 được sử dụng trong phân 

tích phát sinh chủng loại  

TT Tên loài Mã truy cập trên GenBank 

1 Cynanchum wilfordii NC_029459.1 

2 Dregea sinensis var. corrugata  OP133575.1 

3 Gymnema latifolium  NC_079599.1 

4 Gymnema sylvestre  NC_047175.1 

5 Gymnema yunnanense  NC_079598.1 

6 Hoya angustifolia NC_069566.1 

7 Hoya carnosa  NC_045868.1 

8 Hoya carnosa  OK539590.1 

9 Hoya commutata  NC_067958.1 

10 Hoya kerrii  NC_069570.1 

11 Hoya liangii  NC_042245.1 

12 Hoya lyi  MW719055.1 

13 Hoya meliflua  NC_069571.1 

14 Hoya ovalifolia  NC_069563.1 

15 Hoya pottsii  NC_042246.1 

16 Hoya pubicalyx  NC_069561.1 

17 Hoya silvatica NC_067963.1 

18 Hoya verticillata  OR475244.1 

19 Jasminanthes maingayi  MW719056.1 

20 Leichhardtia flavescens  MW719052.1 

21 Lygisma inflexum  NC_079596.1 

22 Marsdenia tinctoria  NC_079597.1 

23 Stephanotis volubilis OP133576.1 

24 Vincetoxicum shaanxiense NC_046785.1 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=228709
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_029459.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3036753
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=485208
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079599.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4068
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_047175.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1628087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2860380
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206227
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206227
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK539590.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984991
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069570.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2563732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_042245.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2058648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719055.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=98&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069571.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=92&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167167
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069563.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=94&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_042246.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365769
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069561.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067963.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_085236.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2785595
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719056.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1619486
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719052.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2785596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079596.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2072778
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079597.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=491995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=YY2RUMDK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2291104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_046785.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=YY2RUMDK016


9  

PL6.2. Danh sách các loài có trình tự vùng đệm rps16-trnQ được sử dụng trong phân 

tích phát sinh chủng loại 

TT Tên loài Mã truy cập trên GenBank  

1 Cynanchum wilfordii NC_029459.1  

2 Dischidia australis NC_067885.1  

3 Dischidia griffithii NC_067965.1  

4 Dischidia milnei  MW719059.1 

5 Dischidia nummularia  NC_069567.1  

6 Dischidia nummularia  OP133578.1  

7 Dischidia parasita MW719057.1 

8 Dischidia ruscifolia NC_067966.1  

9 Dregea sinensis var. corrugata  OP133575.1  

10 Gymnema latifolium  NC_079599.1  

11 Gymnema sylvestre  NC_047175.1  

12 Gymnema yunnanense  NC_079598.1  

13 Hoya angustifolia NC_069566.1  

14 Hoya ariadna  NC_069568.1  

15 Hoya carnosa  NC_045868.1  

16 Hoya caudata  NC_069569.1  

17 Hoya commutata  NC_067958.1 

18 Hoya dimorpha  NC_067959.1  

19 Hoya exilis  MW719054.1 

20 Hoya griffithii NC_069565.1  

21 Hoya ignorata  MW719061.1 

22 Hoya kerrii  NC_069570.1  

23 Hoya lanceolata  NC_067960.1  

24 Hoya liangii  NC_042245.1 

25 Hoya longifolia  NC_069560.1  

26 Hoya lyi  MW719055.1 

27 Hoya megalaster  MW719063.1 

28 Hoya meliflua  NC_069571.1  

29 Hoya monetteae  MW719053.1 

30 Hoya omlorii  MW719060.1 

31 Hoya ovalifolia  NC_069563.1  

32 Hoya pandurata  NC_069562.1  

33 Hoya pottsii  NC_042246.1  

34 Hoya pubicalyx  NC_069561.1  

35 Hoya rigida  NC_067962.1  

36 Hoya silvatica NC_067963.1  

37 Hoya thomsonii  NC_067612.1  

38 Hoya verticillata  OR475244.1  

39 Jasminanthes maingayi  MW719056.1 

40 Leichhardtia flavescens  MW719052.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=228709
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_029459.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=66&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067885.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=49&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984984
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067965.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=48&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2684641
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719059.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=83&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1381998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069567.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=87&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1381998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=86&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2817222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=47&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984985
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067966.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=34&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3036753
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=33&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=485208
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079599.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=45&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4068
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_047175.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1628087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2860380
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069568.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=54&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206227
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069569.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984991
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067959.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=56&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2817241
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=57&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069565.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=30&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1266024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719061.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069570.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=90&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=99298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067960.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2563732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_042245.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945165
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069560.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2058648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719055.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167156
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=53&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069571.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=89&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719053.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2684636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719060.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167167
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069563.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2058653
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069562.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_042246.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365769
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069561.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984993
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067962.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067963.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945177
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067612.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_085236.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2785595
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719056.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=36&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1619486
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719052.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=42&RID=YY27NGYJ01R
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41 Lygisma inflexum  NC_079596.1  

42 Marsdenia tinctoria  NC_079597.1  

43 Papuahoya urniflora  MW719062.1 

44 Stephanotis volubilis OP133576.1  

 

PL6.3. Danh sách các loài có trình tự vùng đệm ndhC-trnV được sử dụng trong phân tích 

phát sinh chủng loại  

 TT Tên loài Mã truy cập trên GenBank 

1 Cynanchum wilfordii NC_029459.1  

2 Dischidia australis NC_067885.1  

3 Dischidia griffithii NC_067965.1  

4 Dischidia milnei  MW719059.1 

5 Dischidia nummularia  OP133578.1  

6 Dischidia nummularia  NC_069567.1  

7 Dischidia parasita MW719057.1 

8 Dischidia ruscifolia NC_067966.1  

9 Dregea sinensis var. corrugata  OP133575.1  

10 Gymnema latifolium  NC_079599.1  

11 Gymnema sylvestre  NC_047175.1  

12 Gymnema yunnanense  NC_079598.1  

13 Hoya angustifolia NC_069566.1  

14 Hoya ariadna  NC_069568.1  

15 Hoya carnosa  NC_045868.1  

16 Hoya caudata  NC_069569.1  

17 Hoya commutata  NC_067958.1  

18 Hoya dimorpha  NC_067959.1 

19 Hoya exilis  MW719054.1 

20 Hoya griffithii NC_069565.1  

21 Hoya ignorata  MW719061.1 

22 Hoya kerrii  NC_069570.1  

23 Hoya lacunosa  NC_069564.1  

24 Hoya lanceolata  NC_067960.1  

25 Hoya liangii  NC_042245.1  

26 Hoya lithophytica MW719058.1 

27 Hoya longifolia  NC_069560.1  

28 Hoya lyi  MW719055.1 

29 Hoya megalaster  MW719063.1 

30 Hoya meliflua  NC_069571.1 

31 Hoya monetteae  MW719053.1 

32 Hoya omlorii  MW719060.1 

33 Hoya ovalifolia  NC_069563.1 

34 Hoya pandurata  NC_069562.1  

35 Hoya pottsii  NC_042246.1  

36 Hoya pubicalyx  NC_069561.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2785596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079596.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=46&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2072778
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079597.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2684648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719062.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=491995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=40&RID=YY27NGYJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=228709
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_029459.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=96&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067885.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984984
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067965.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=34&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2684641
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719059.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=40&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1381998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1381998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069567.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=42&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2817222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=30&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984985
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067966.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3036753
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=44&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=485208
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079599.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=48&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4068
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_047175.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=77&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1628087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=74&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2860380
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069568.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206227
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069569.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984991
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067959.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2817241
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069565.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1266024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719061.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=55&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069570.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365762
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069564.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=71&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=99298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067960.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=66&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2563732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_042245.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=56&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2817244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719058.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=54&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945165
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069560.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2058648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719055.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167156
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069571.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=50&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719053.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=36&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2684636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719060.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167167
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069563.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2058653
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069562.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_042246.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=61&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365769
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069561.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=53&RID=YXZ8Y13V016
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37 Hoya radicalis  NC_067961.1  

38 Hoya rigida  NC_067962.1  

39 Hoya silvatica NC_067963.1 

40 Hoya thomsonii  NC_067612.1  

41 Hoya verticillata  OR475244.1  

42 Jasminanthes maingayi  MW719056.1 

43 Leichhardtia flavescens  MW719052.1 

44 Lygisma inflexum  NC_079596.1  

45 Marsdenia tinctoria  NC_079597.1  

46 Papuahoya urniflora  MW719062.1 

47 Stephanotis volubilis OP133576.1  

 

PL6.4. Danh sách các loài có trình tự vùng đệm psbI-atpA được sử dụng trong phân tích 

phát sinh chủng loại  

TT Tên loài Mã truy cập trên GenBank 

1 Dischidia australis NC_067885.1  

2 Dischidia griffithii NC_067965.1  

3 Dischidia milnei  MW719059.1 

4 Dischidia nummularia  NC_069567.1  

5 Dischidia nummularia  OP133578.1  

6 Dischidia parasita MW719057.1 

7 Dischidia ruscifolia NC_067966.1  

8 Dregea sinensis var. corrugata  OP133575.1  

9 Gymnema latifolium  NC_079599.1  

10 Gymnema sylvestre  NC_047175.1  

11 Gymnema yunnanense  NC_079598.1  

12 Hoya angustifolia NC_069566.1  

13 Hoya ariadna  NC_069568.1  

14 Hoya carnosa  NC_045868.1  

15 Hoya caudata  NC_069569.1  

16 Hoya dimorpha  NC_067959.1  

17 Hoya exilis  MW719054.1 

18 Hoya griffithii NC_069565.1  

19 Hoya ignorata  MW719061.1 

20 Hoya kerrii  NC_069570.1  

21 Hoya lacunosa  NC_069564.1  

22 Hoya lanceolata  NC_067960.1  

23 Hoya liangii  OL826865.1  

24 Hoya lithophytica MW719058.1 

25 Hoya longifolia  NC_069560.1  

26 Hoya lyi  MW719055.1 

27 Hoya megalaster  MW719063.1 

28 Hoya meliflua  NC_069571.1  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067961.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984993
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067962.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067963.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945177
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067612.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_085236.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2785595
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719056.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=72&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1619486
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719052.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=69&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2785596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079596.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=46&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2072778
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079597.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=70&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2684648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719062.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=491995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=75&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067885.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984984
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067965.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2684641
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719059.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1381998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069567.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1381998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=47&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2817222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=43&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984985
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067966.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=59&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3036753
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=61&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=485208
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079599.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=57&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4068
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_047175.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=62&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1628087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=63&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2860380
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069568.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=44&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206227
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069569.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067959.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=54&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2817241
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=33&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069565.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=30&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1266024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719061.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=46&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069570.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365762
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069564.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=99298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067960.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2563732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL826865.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2817244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719058.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=34&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945165
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069560.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2058648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719055.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167156
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069571.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=YXZR9KJ5016
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29 Hoya monetteae  MW719053.1 

30 Hoya omlorii  MW719060.1 

31 Hoya ovalifolia  NC_069563.1  

32 Hoya pandurata  NC_069562.1  

33 Hoya pottsii  OL754664.1  

34 Hoya pubicalyx  NC_069561.1  

35 Hoya radicalis  NC_067961.1  

36 Hoya rigida  NC_067962.1  

37 Hoya silvatica NC_067963.1  

38 Hoya thomsonii  NC_067612.1  

39 Hoya verticillata  OR475244.1  

40 Jasminanthes maingayi  MW719056.1 

41 Leichhardtia flavescens  MW719052.1 

42 Lygisma inflexum  NC_079596.1  

43 Marsdenia tinctoria  NC_079597.1  

44 Papuahoya urniflora  MW719062.1 

45 Stephanotis volubilis OP133576.1  

46 Vincetoxicum shaanxiense NC_046785.1  

  

PL6.5. Danh sách các loài có trình tự vùng đệm psbZ-rps14 được sử dụng trong phân 

tích phát sinh chủng loại  

TT Tên loài Mã truy cập trên GenBank 

1 Hoya verticillata NC_085236.1 

2 Hoya carnosa NC_045868.1 

3  Hoya lyi  

 

MW719055.1 

4  Hoya kerrii  

 

NC_069570.1 

5 Hoya ariadna NC_069568.1 

6  Hoya monetteae  

 

MW719053.1 

7 Hoya thomsonii NC_067612.1 

8  Hoya ovalifolia  

 

NC_069563.1 

9 Hoya meliflua NC_069571.1 

10  Hoya silvatica 

 

NC_067963.1 

11  Hoya pottsii  

 

NC_042246.1 

12  Hoya angustifolia 

 

NC_069566.1 

13 Hoya megalaster MW719063.1 

14  Hoya lacunosa  

 

NC_069564.1 

15 Hoya dimorpha NC_067959.1 

16 Hoya lithophytica MW719058.1 

17  Hoya commutata  

 

NC_067958.1 

18  Hoya caudata  

 

NC_069569.1 

19  Hoya radicalis  

 

NC_067961.1 

20 Hoya omlorii MW719060.1 

21  Hoya rigida  

 

NC_067962.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719053.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=36&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2684636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719060.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167167
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069563.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2058653
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069562.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL754664.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365769
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069561.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067961.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984993
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067962.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067963.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945177
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067612.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_085236.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YXZ8Y13V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2785595
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719056.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=66&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1619486
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719052.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=53&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2785596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079596.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=65&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2072778
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079597.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=55&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2684648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719062.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=52&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=491995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=67&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2291104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_046785.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=74&RID=YXZR9KJ5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206227
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YY16245Z016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2058648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=206235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069568.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=YY16245Z016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167167
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2860380
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167156
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=YY16245Z016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365762
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067959.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=YY16245Z016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2817244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719058.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=YY16245Z016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984991
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2684636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719060.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=YY16245Z016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2984993
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22  Hoya liangii  

 

NC_042245.1 

23  Hoya pubicalyx  

 

NC_069561.1 

24 Hoya longifolia NC_069560.1 

25  Hoya griffithii 

 

NC_069565.1 

26  Hoya ignorata  

 

MW719061 

27 Hoya lanceolata NC_067960.1 

28  Leichhardtia flavescens  

 

MW719052.1 

29  Marsdenia tinctoria  

 

NC_079597.1 

30  Gymnema yunnanense  

 

NC_079598.1 

31  Stephanotis volubilis 

 

OP133576.1 

32  Lygisma inflexum  

 

NC_079596.1 

33  Vincetoxicum shaanxiense 

 

NC_046785.1 

 

PL6.6. Danh sách các loài có trình tự vùng đệm rbcL-accD được sử dụng trong phân 

tích phát sinh chủng loại  

TT Tên loài Mã truy cập trên GenBank 

1.  Hoya verticilata NC_085236.1 

2.  Hoya monetteae MW719053.1 

3.  Hoya lyi MW719055.1 

4.  Hoya carnosa OK_539590.1 

5.  Hoya omlorii MW719060.1 

6.  Hoya ovalifolia NC_069563.1  

7.  Hoya radicalis NC_067961.1  

8.  Hoya rigida NC_067962.1  

9.  Hoya pubicalyx NC_069561.1  

10.  Hoya griffithii NC_069565.1  

11.  Hoya longifolia NC_069560.1  

12.  Hoya liangii OL_826865.1 

13.  Hoya kerrii NC_069570.1  

14.  Hoya dimorpha NC_067959.1  

15.  Hoya meliflua NC_069571.1  

16.  Hoya angustifolia NC_069566.1  

17.  Hoya silvatica NC_067963.1  

18.  Hoya pottsii OL_754664.1 

19.  Hoya lithophytica MW719058.1 

20.  Hoya caudata NC_069569.1  

21.  Hoya lacunosa NC_069564.1 

22.  Hoya exilis MW719054.1 

23.  Hoya pandurata NC_069562.1  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2563732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=365769
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=945165
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1167136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1266024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=99298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067960.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=YY16245Z016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1619486
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2072778
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1628087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=491995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2785596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2291104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719053.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719055.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719060.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069563.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067961.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067962.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069561.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069565.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069560.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069570.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067959.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069571.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067963.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719058.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=30&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069569.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069564.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=42&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069562.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=YY1FVBBG013
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24.  Hoya commutata NC_067958.1  

25.  Hoya ariadna NC_069568.1 

26.  Hoya megalaster MW719063.1 

27.  Leichhardtia flavescens MW719052.1 

28.  Lygisma inflexum NC_079596.1 

29.  Stephanotis volubilis OP133576.1 

30.  Dregea sinensis var. corrugata OP133575.1 

31.  Marsdenia tinctoria NC_079597.1 

32.  Vincetoxicum shaanxiense NC_046785.1 

33.  Gymnema yunnanense NC_079598.1 

34.  Cynanchum sibiricum OQ390041.2 

 

 

7. Phụ lục PL7. Sơ đồ phát sinh chủng loại dựa trên vùng đệm psbZ-rps14  

 
 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=46&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_069568.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW719052.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=56&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079596.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=47&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=54&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP133575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=58&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079597.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=61&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_046785.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=96&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_079598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=62&RID=YY1FVBBG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ390041.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=83&RID=YY1FVBBG013
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8. Phụ lục PL8. Hình ảnh thử nghiệm định tính các hợp chất có trong lá Lan tai cáo 

 

9. Phụ lục PL9. Hình ảnh vòng kháng khuẩn của cao chiết Lan tai cáo  

A: Escherichia coli; B: Pseudomonas aeruginosa; C: Staphylococcus aureus; D: 

Bacillus subtilis. 1, 2, 3 là dung dịch cao tổng số với nồng độ lần lượt là 100 mg/mL, 50 

mg/mL, 25 mg/mL; 4 là DMSO 1%; KS là kháng sinh Amoxicillin 50 mg/mL 

 

Coumarin 
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10. Phụ lục PL10. Dữ liệu phân lập, xác định saponin có trong Lan cai cáo. 

PL10-1: Phổ cộng hưởng từ hạt nhân 1H của chất 1 trong dung môi C5D5N ở tần số 600 MHz 

 

 

 

 

 

 

 

Kết quả phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton 1H cho biết độ dịch chuyển hóa học (ppm) và cường độ của tín hiệu thể hiện qua 

chiều cao của mỗi tín hiệu. Kết quả có 3 tín hiệu proton (trong khoảng từ 7,2-8,8 ppm) là của dung môi pyridine C5D5N, còn 

những tín hiệu khác là của các proton có trong hợp chất 1. 
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PL10-2: Phổ cộng hưởng từ hạt nhân 13C của chất 1 trong dung môi C5D5N ở tần số 150 MHz 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kết quả cho thấy các tín hiệu của các nhóm carbon ankyl (R-CH
3
) trong vùng từ 0–50 ppm; Nhóm CH, CH

2
 từ 20-100 ppm; 

Anken (chứa nối đôi C=C) từ 100–150 ppm; carbon thơm (Ar-C) từ 110–160 ppm có trong hợp chất 1. 3 tín hiệu mạnh nhất 

(trong khoảng từ 120-150 ppm) là của dung môi pyridine C5D5N. 
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PL10-3: Phổ tương quan dị hạt nhân qua 1 liên kết (HSQC) của chất 1 trong dung môi C5D5N ở tần số 600 MHz 

 

F1 (từ 0-130 ppm) là độ dịch chuyển hóa học phổ cộng hưởng từ hạt nhân của carbon (¹³C); F2 (từ 1,0-6,0 ppm) là độ dịch chuyển hóa 

phổ cộng hưởng từ hạt nhân của proton (¹H). Phổ khảo sát sự ghép cặp giữa 2 proton ¹H và ¹³C, hai hạt nhân này nếu liên kết với nhau 

sẽ để lại tín hiệu trên phổ, đối với carbon bậc 4 không liên kết với proton sẽ không để lại tín hiệu. 
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PL10-4: Phổ tương quan dị hạt nhân qua nhiều liên kết (HMBC) của chất 1 trong dung môi C5D5N ở tần số 600 MHz 

 

F1 (từ 0-130 ppm) là độ dịch chuyển hóa học phổ cộng hưởng từ hạt nhân của carbon (¹³C); F2 (từ 1,0-6,0 ppm) là độ dịch chuyển hóa 

phổ cộng hưởng từ hạt nhân của proton (¹H). Phổ khảo sát sự ghép cặp giữa 2 proton ¹H và ¹³C qua 2, 3 liên kết (tương tác xa).  
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PL10-5: Phổ tương quan đồng hạt nhân H-H theo mạch liên kết (COSY) của chất 1 trong dung môi C5D5N ở tần số 600 MHz 

 

Phổ COSY là phổ tương quan giữa hai hạt nhân proton (¹H), phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton được biểu diễn trên 2 trục, F1 và F2 

với độ dịch chuyển hóa học của các proton (¹H) từ 0-6 ppm. Tín hiệu ở trên đường chéo là tín hiệu gốc, tín hiệu ngoài đường chéo cho 

biết sự ghép cặp của hai hạt nhân cùng loại.   
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L10-6: Phổ tương quan tổng thể (TOCSY) của chất 1 trong dung môi C5D5N ở tần số 600 MHz 

 

F1 và F2 (từ 0-6 ppm) là độ dịch chuyển hóa học phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton (¹H). Phổ cho thấy mối tương quan giữa tất cả các 

proton có trong hợp chất 1.  
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PL10-7: Phổ tăng cường Overhauser khung quay (ROESY) của chất 1 trong dung môi C5D5N ở tần số 600 MHz 

 

F1 và F2 (từ 0-6 ppm) là độ dịch chuyển hóa học phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton (¹H). Phổ cho thấy mối tương quan giữa các proton 

trong không gian. Thông qua sử dụng hiệu ứng overhauser để xác định mô hình cấu trúc của chất.  
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PL10-8: Giá trị phổ khối ion hóa phun điện phân giải cao (HR-ESI-MS) của chất 1 

 

Trục hoành là tỷ số khối lượng phân tử/điện tích (m/z), trục tung là cường độ tín hiệu, kết quả phổ cho thấy tín hiệu có cường độ 

mạnh nhất (xấp xỉ 60.000) có giá trị m/z là 649,3582 là đỉnh cơ bản (ion mạnh nhất). 
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PL10-9: Phổ cộng hưởng từ hạt nhân 1H của chất 2 trong dung môi C5D5N ở tần số 150 MHz 

 

 

 

 

Kết quả phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton 1H cho biết độ dịch chuyển hóa học (ppm) và cường độ của tín hiệu thể hiện qua chiều cao 

của mỗi tín hiệu. Kết quả có 3 tín hiệu proton (trong khoảng từ 7,2-8,8 ppm) là của dung môi pyridine C5D5N, còn những tín hiệu khác 

là của các proton có trong hợp chất 2. 
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PL10-10: Phổ cộng hưởng từ hạt nhân 13C của chất 2 trong dung môi C5D5N ở tần số 150 MHz 

 
 
 

 

 

 

 

Kết quả cho thấy các tín hiệu của các nhóm carbon ankyl (R-CH
3
) trong vùng từ 0–50 ppm; Nhóm CH, CH

2
 từ 20-100 ppm; Anken 

(chứa nối đôi C=C) từ 100–150 ppm; carbon thơm (Ar-C) từ 110–160 ppm có trong hợp chất 2. 3 tín hiệu mạnh nhất (trong khoảng từ 

120-150 ppm) là của dung môi pyridine C5D5N. 
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PL10-11: Phổ tương quan dị hạt nhân qua 1 liên kết (HSQC) của chất 2 trong dung môi C5D5N ở tần số 150 MHz 

 

F1 (từ 0-130 ppm) là độ dịch chuyển hóa học phổ cộng hưởng từ hạt nhân của carbon (¹³C); F2 (từ 1,0-6,0 ppm) là độ dịch chuyển hóa 

phổ cộng hưởng từ hạt nhân của proton (¹H). Phổ khảo sát sự ghép cặp giữa 2 proton ¹H và ¹³C, hai hạt nhân này nếu liên kết với nhau 

sẽ để lại tín hiệu trên phổ, đối với carbon bậc 4 không liên kết với proton sẽ không để lại tín hiệu. 



27  

PL10-12: Phổ tương quan dị hạt nhân qua nhiều liên kết (HMBC) của chất 2 trong dung môi C5D5N ở tần số 150 MHz 

 

F1 (từ 0-130 ppm) là độ dịch chuyển hóa học phổ cộng hưởng từ hạt nhân của carbon (¹³C); F2 (từ 1,0-6,0 ppm) là độ dịch chuyển hóa 

phổ cộng hưởng từ hạt nhân của proton (¹H). Phổ khảo sát sự ghép cặp giữa 2 proton ¹H và ¹³C qua 2, 3 liên kết (tương tác xa).  



28  

PL10-13: Phổ tương quan đồng hạt nhân H-H theo mạch liên kết (COSY) của chất 2 trong dung môi C5D5N ở tần số 600 MHz 

 

Phổ COSY là phổ tương quan giữa hai hạt nhân proton (¹H), phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton được biểu diễn trên 2 trục, F1 và F2 

với độ dịch chuyển hóa học của các proton (¹H) từ 0-6 ppm. Tín hiệu ở trên đường chéo là tín hiệu gốc, tín hiệu ngoài đường chéo cho 

biết sự ghép cặp của hai hạt nhân cùng loại.   
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PL10-14: Phổ tương quan tổng thể (TOCSY) của chất 2 trong dung môi C5D5N ở tần số 600 MHz 

 

F1 và F2 (từ 0-6 ppm) là độ dịch chuyển hóa học phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton (¹H). Phổ cho thấy mối tương quan giữa tất cả các 

proton có trong hợp chất 1.  
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PL10-15: Phổ tăng cường Overhauser khung quay (ROESY) của chất 2 trong dung môi C5D5N ở tần số 600 MHz 

 
 

F1 và F2 (từ 0-6 ppm) là độ dịch chuyển hóa học phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton (¹H). Phổ cho thấy mối tương quan giữa các proton 

trong không gian. Thông qua sử dụng hiệu ứng overhauser để xác định mô hình cấu trúc của chất.  
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PL10-16: Giá trị phổ khối ion hóa phun điện phân giải cao (HR-ESI-MS) của chất 2 

 

Trục hoành là tỷ số khối lượng phân tử/điện tích (m/z), trục tung là cường độ tín hiệu, kết quả phổ cho thấy tín hiệu có cường độ 

mạnh nhất (xấp xỉ 65.000) có giá trị m/z là 795,4158 là đỉnh cơ bản (ion mạnh nhất). 



32  

PL10-17a: Kết quả tìm kiếm (Scifinder) cấu trúc chất 1 
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PL10-17b: Kết quả tìm kiếm (Scifinder) chất giống chất 1 
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PL10-18a: Kết quả tìm kiếm (Scifinder) cấu trúc chất 2 
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PL10-18b: Kết quả tìm kiếm (Scifinder) chất giống chất 2 
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PL10-20a: Dữ liệu so sánh công hưởng từ hạt nhân của parasiticoside A (1) và 

periseoside C 

 

 

 

parasiticoside A (1) periseoside C 

Position δC δH Position δC δH 

1 37.5 1.06 m, 1.62 m 1 37.5 0.95, 1.66 

2 31.3 1.70 m, 2.14 m 2 30.2 1.70, 2.09 br d (11.2) 

3 78.1 3.93 ov 3 78.1 3.91 

4 39.3 2.28 m, 2.72 m 4 39.3 
2.43 (br t, 12.8), 

2.68 ddd (13.0, 4.5, 
2.3) 

5 140.9 - 5 140.9 - 

6 125.0 5.67 br s 6 121.9 5.29 (m) 

7 32.1 1.40 m, 1.95 m 7 32.1 1.44 (m), 1.81 

8 31.8 1.30 ov 8 31.8 1.33 

9 50.3 0.80 m 9 50.3 0.80 

10 36.9 - 10 36.9 - 

11 21.0 1.27 m, 1.45 m 11 21.0 1.32, 1.37 

12 39.1 1.00 m, 1.82 m 12 39.1 1.00, 1.82 

13 40.5 - 13 41.5 - 

14 56.7 1.08 ov 14 56.7 0.86 

15 28.0 1.91 m, 2.40 m 15 27.2 1.89 m, 2.33 m 

16 26.4 1.05 m, 1.53 m 16 24.4 1.05, 1.53 

17 62.4 1.60 ov 17 58.3 1.57 m 

18 16.9 0.85 s 18 12.4 0.64 s 

19 16.0 1.28 s 19 19.4 0.88 s 

20 81.3 3.98 ov 20 81.3 3.86 m 

21 23.5 1.12 d (6.0) 21 23.3 1.52 d (6.0) 

Fuc-1 99.8 4.78 d (7.6) Glc I-1 102.6 5.02 d (7.7) 

2 74.2 4.52 dd (9.4, 7.6) 2 75.4 4.03 pt (7.9) 

3 76.6 4.08 dd (9.4, 2.9) 3 78.3 4.27 pt (8.5) 

4 72.9 3.93 br d (2.9) 4 71.7 4.23 pt (8.5) 

5 70.8 3.62 br q (6.4) 5 78.6 3.95 

6 17.0 1.46 d (6.4) 6 62.9 
4.39 dd (11.6, 3.0), 

Glc-1 103.4 4.90 d (7.6) Glc II-1 106.2 
4.54 br d (11.6) 4.93 

d (7.7) 
2 74.7 4.05 ov 2 75.8 3.98 

3 78.0 4.26 ov 3 78.5 4.25 pt (8.5) 

4 72.2 4.18 ov 4 71.8 4.21 pt (8.5) 

5 78.1 3.96 m 5 78.7 3.96 

6 62.4 4.33 m, 4.54 m 6 63.0 4.38 dd (11.8, 3.1), 
4.53 br d, (11.8) 
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                         1                                                                                                                                    Periseoside C 

 

 

  

Cấu trúc của chất 1 dựa trên dữ liệu phân tích và so sánh (Chất có đặc điểm tương đồng là periseoside C) 
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PL10-20b: Dữ liệu so sánh công hưởng từ hạt nhân của parasiticoside B (2) và 

biondianoside D 
 

Parasiticoside B (2) Biondianoside D 

Position δC δH Position δC δH 

1 37.4 1.08 m, 1.66 m 1 37.5  

2 32.3 1.75 m, 2.18 m 2 30.2  

3 77.9 3.97 ov 3 78.1  

4 39.2 2.40 m, 2.82 m 4 39.3  

5 140.9 - 5 140.9 5.32 br s 

6 125.0 5.72 br s 6 121.9  

7 32.7 1.43 m, 1.97 m 7 32.1  

8 32.2 1.35 ov 8 31.8  

9 50.3 0.87 m 9 50.3  

10 36.3 - 10 36.9  

11 23.9 1.18 m, 1.48 m 11 21.0  

12 39.3 1.11 m, 1.83 m 12 39.0  

13 40.6 - 13 41.5  

14 56.7 1.09 ov 14 56.6  

15 28.0 1.92 m, 2.48 m 15 27.3  

16 26.8 1.09 m, 1.54 m 16 24.4  

17 62.3 1.64 ov 17 58.3  

18 16.9 0.91 s 18 12.4 0.64 s 

19 15.9 1.26 s 19 19.4 0.90 s 

20 81.2 4.01 ov 20 81.2 3.93 m 

21 23.6 1.28 d (6.0) 21 23.6 1.62 d (6.0) 

Fuc-1 99.9 4.80 d (7.6) Glc I-1 105.3 5.03 d (7.6) 

2 74.4 4.53 dd (9.4, 7.6) 2 75.5  

3 76.4 4.12 dd (9.4, 2.9) 3 78.4  

4 73.1 3.96 br d (2.9) 4 71.7  

5 70.9 3.68 br q (6.4) 5 77.3  

6 16.8 1.49 d (6.4) 6 70.1  

Glc-1 103.5 4.88 d (7.6) Glc II-1 106.0 4.89 d (7.6) 

2 74.6 4.06 ov 2 75.3  

3 77.9 4.28 ov 3 78.4  

4 72.3 4.18 ov 4 71.7  

5 78.1 3.96 m 5 78.5  

6 62.3 4.30 m, 4.52 m 6 62.8  

Rha-1 101.2 6.35 br s Glc III-1 102.6 5.19 d (7.7) 

2 72.1 4.79 br s 2 75.2  

3 72.2 4.61 dd (9.4, 3.5) 3 78.5  

4 73.8 4.35 dd (9.9, 9.4) 4 71.7  

5 69.0 4.83 dq (9.9, 5.9) 5 78.6  

6 18.7 1.78 d (5.9) 6 62.8  
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                                2                                                                                             Biondianoside D 

 

  

Cấu trúc của chất 2 dựa trên dữ liệu phân tích và so sánh (Chất có đặc điểm tương đồng là Biondianoside D) 
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