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TÓM TẮT 
Đàn hương trắng là cây gỗ quý có giá trị kinh tế cao, với gỗ có mùi thơm. Hiện nay, loài cây này đang bị khai 

thác quá mức dẫn tới nguy cơ cạn kiệt. Do vậy, việc sử dụng các đoạn ADN mã vạch để định danh loài Đàn 

hương trắng phục vụ công tác giám định loài, bảo tồn và phát triển là cần thiết. Trong nghiên cứu này, các phân 

đoạn ADN mã vạch (matK, rbcL, ITS) được nhân bản từ ADN tổng số của Đàn hương trắng bằng kỹ thuật PCR 

và sử dụng cho giải trình tự thông qua phương pháp Sanger. Kết quả phân tích trình tự cho thấy, phân đoạn matK, 

rbcL và ITS có kích thước lần lượt là 805bp, 688bp và 434bp. Kết quả phân tích trình tự với nguồn dữ liệu mở 

NCBI cho thấy các phân đoạn matK và rbcL thu được của mẫu cây nghiên cứu có độ tương đồng hoàn toàn 

(100%) với trình tự các phân đoạn này trên cây Đàn hương trắng xuất xứ Karrnataka (Ấn Độ) nhập nội vào Việt 

Nam (Santalum album). Trong khi đó, phân đoạn đoạn ITS có độ tương đồng 99,54% so với trình tự phân đoạn 

này trên Đàn hương trắng Ấn Độ. Kết quả nghiên cứu là cơ sở quan trọng cho việc xác định loài Đàn hương đang 

trồng ở nước ta phục vụ các định hướng phát triển trong tương lai. 

Từ khóa: ADN mã vạch, chỉ thị, Đàn hương trắng, định danh, Santalum album. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Đàn hương trắng là cây thân gỗ, cao 10 - 15 

m, ở Ấn Độ lên tới 20 m. Thân hình trụ, với chu 

vi có thể đạt hơn 1,5 m khi trưởng thành. Cây 

non vỏ nhẵn và có màu từ nâu đến nâu sẫm, xám 

đen. Ở Việt Nam, loài cây này được nhập nội và 

trồng tại một số vùng núi Nghệ An, Hà Tĩnh, 

Thanh Hóa [1]. Đàn hương trắng có giá trị sử 

dụng và kinh tế cao hơn so với các giống Đàn 

hương khác. Gần như tất cả các bộ phận của của 

cây đều được sử dụng như thân, lá, rễ, hạt. Gỗ 

có màu vàng nhạt, mùi thơm được dùng để sản 

xuất ra các mặt hàng có giá trị cao như đồ gỗ mỹ 

nghệ, đồ gia dụng cao cấp, trang trí nội thất, 

dùng chiết tinh dầu, sản xuất nước hoa. Rễ cây 

Đàn hương còn chứa 60 - 70% lượng tinh dầu, 

dùng chế xuất tinh dầu hoặc nghiền lấy bột sử 

dụng trong ngành mỹ phẩm phục vụ làm đẹp và 

chăm sóc da. Lá cây dùng sản xuất trà sạch chất 

lượng cao, hạt được dùng chiết tinh dầu, sản 

xuất rượu. Tuy nhiên, do cây có giá trị và tinh 

dầu có hàm lượng santalol alpha cao nên đã bị 

khai thác quá mức, dẫn đến tình trạng cạn kiệt ở 

chính các nước cây phân bố tự nhiên [13]. Do 

đó, việc nhập nội và phát triển loài Đàn hương 

trắng ở Việt Nam cần thiết và cấp bách. 

ADN mã vạch là một phương pháp hiệu quả 

dùng trong định danh, giám định loài của nhiều 

đối tượng thực vật khác nhau bao gồm các cây 

lâm nghiệp. Đây là phương pháp hữu hiệu bổ 

trợ cho phương pháp phân loại dựa vào hình thái 

[4]. Ở động vật, đoạn mã vạch ADN được sử 

dụng cho phần lớn các loài là đoạn gen ở ty thể 

cytochrome C oxidase (CO1) [2, 3]. Ở thực vật, 

tốc độ tiến hóa của các đoạn gen ty thể không 

nhanh như ở động vật do đó đoạn CO1 không 

được sử dụng. Thay vào đó, một số gen lục lạp 

như matK, rbcL...; gen vùng nhân như ITS, 

ITS2; vùng xen trnH-psbA, psbK-psbI được sử 

dụng kết hợp để giám định các loài thực vật [5, 

6, 8, 10, 12]. 
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Trong nghiên cứu này, 3 phân đoạn ADN mã 

vạch bao gồm matK, rbcL và ITS đã được lựa 

chọn để định danh loài cho mẫu Đàn hương 

trắng. Kết quả phân tích trình tự ghi nhận, các 

phân đoạn này có độ tương đồng cao (99,54%-

100%) với các trình tự tương ứng của loài Đàn 

hương trắng Ấn Độ. Kết quả nghiên cứu khẳng 

định tiềm năng ứng dụng ADN mã vạch trong 

việc định danh loài Đàn hương phục vụ công tác 

bảo tồn và phát triển loại cây lâm nghiệp có giá 

trị này. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng, vật liệu, hóa chất 

Đối tượng nghiên cứu: Mẫu lá cây Đàn 

hương trắng trồng tại Hà Nội được Viện 

nghiên cứu cây Đàn Hương và thực vật quý 

hiếm cung cấp. 

Trình tự các cặp mồi rbcL (rP1F: 

ATGTCACCACAAACAGAAAC; rP1R: 

TCGCATGTACCTGCAGTAGC) với nhiệt độ 

gắn mồi 56oC; mồi matK (mP3F: 

CGATCTATTCATTCAATATTTC; mP3R: 

TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT) với 

nhiệt độ gắn mồi 52oC; mồi ITS (IsP2F: 

ATGCGATACTTGGTGTGAAT; IsP2R: 

GACGCTTCTCCAGACTACAAT) với nhiệt 

độ gắn mồi 56oC [9]. Các cặp mồi sử dụng cho 

các đoạn gen cần nhân được cung cấp bởi Công 

ty TNHH MTV Sinh hóa Phù Sa (Cần Thơ, 

Việt Nam). 

Hóa chất: Kit tách chiết ADN tổng số (Plant 

ADN Isolation Kit) của hãng Norgen, Canada; 

hóa chất cho phản ứng PCR nhân bản các đoạn 

mã vạch ADN: Master mix của hãng 

Intron Biotechnology, Hàn Quốc; Kit tinh sạch 

sản phẩm PCR (PCR Purification Kit) của 

Norgen, Canada; Hóa chất cho điện di trên gel 

Agarose: Agarose,  ADN marker, Redsafe… 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

Phương pháp tách chiết ADN tổng số từ các 

mẫu lá của cây Đàn hương trắng theo hướng dẫn 

sử dụng Kit (Plant ADN Isolation Kit) của hãng 

Norgen. Nhân bản các đoạn gen matK, rbcL và 

ITS  từ các mẫu ADN tổng số bằng kỹ thuật PCR 

trên máy PCR 9700, mỗi phản ứng PCR được 

thực hiện trong tổng thể tích 20 μl, bao gồm: 

H2O deion (7 µl), 2x PCR Master mix Solution 

(10 µl), 10 pmol/µl mồi xuôi (1,0 µl), 10 

pmol/µl mồi ngược (1,0 µl) và 50 ng/µl ADN 

khuôn (1 µl). Chương trình phản ứng PCR: 

95oC trong 5 phút; (95oC: 30 giây, 48-52oC: 30 

giây, 72oC: 1 phút) lặp lại 40 chu kỳ; 72oC trong 

5 phút; 4oC. Nhiệt độ gắn mồi các phản ứng phụ 

thuộc vào cặp mồi sử dụng. Mỗi phản ứng PCR 

lặp lại 3 lần trên mỗi mẫu thí nghiệm. Sản phẩm 

PCR được tinh sạch bằng Kit (PCR Purification 

Kit) của Canada. Sau khi tinh sạch sản phẩm 

PCR được gửi cho phòng thí nghiệm 1st Base ở 

Malaysia để giải trình tự.  

Trình tự nucleotide của đoạn ADN được xử 

lý, phân tích bằng các phần mềm chuyên dụng 

như Bioedit để lấy được trình tự ADN, sau đó 

được phân tích với nguồn dữ liệu mở NCBI để 

tìm ra các loài tương đồng. Tiếp theo, chương 

trình Mega11 được sử dụng để xây dựng cây 

phân loại tương đồng.  

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU  

3.1. Kết quả tách chiết ADN tổng số từ lá cây 

Đàn hương trắng   

 ADN tổng số sau khi được tách chiết từ các 

mẫu lá cây Đàn hương trắng bằng Kit tách chiết 

của hãng Norgen được kiểm tra nồng độ và độ 

tinh sạch. Kết quả cho thấy, nồng độ  ADN tổng 

số thu được dao động từ 100-200ng/µl. Ngoài 

ra, tỷ lệ OD260nm/OD280nm trong khoảng từ 1,7 - 

2,05. Kết quả điện di cho thấy các băng ADN 

khá sắc nét, không có sản phẩm phụ. Điều này 

khẳng định ADN tổng số tách chiết từ lá cây đàn 

hương ít bị đứt gãy và đảm bảo độ tinh sạch cho 

các thí nghiệm tiếp theo (Hình 1).  
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Hình 1. Ảnh điện di sản phẩm ADN tổng số của Đàn hương chạy điện di  

trên gel agarose 0,8%; M: ladder 1 kb  

 

3.2. Kết quả nhân bản các đoạn mã vạch 

ADN bằng kỹ thuật PCR 
 ADN tổng số tách chiết từ các mẫu lá của 

cây Đàn hương trắng  được sử dụng làm khuôn 

để nhân bản các đoạn gen matK, rbcL và ITS 

bằng kỹ thuật PCR với cặp mồi đặc hiệu.

. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Hình 2. Ảnh điện di sản phẩm PCR các đoạn gen matK, rbcL và ITS của Đàn hương trắng 

 

Kết quả PCR sau khi kiểm tra bằng điện di 

trên gel agarose 1% (Hình 2) cho thấy xuất hiện 

băng ADN có kích thước tương ứng với kích 

thước của các đoạn mã vạch ADN dự kiến. Sản 

phẩm PCR các đoạn mã vạch ADN ở Hình 2 

cũng cho thấy không có băng ADN phụ xuất 

hiện, như vậy sản phẩn PCR có độ đặc hiệu cao. 

Sau khi tinh sạch, các sản phẩm này được sử 

dụng để xác định trình tự nucleotide. 

3.3. Kết quả xác định và phân tích trình tự 

nucleotide của đoạn mã vạch ADN 

3.3.1. Trình tự ADN trên đoạn gen ITS 
Trình tự đoạn gen ITS của mẫu Đàn hương 

trắng sau khi phân tích trình tự gen đã thu được 

đoạn trình tự có kích thước là 434bp. Kết quả 

giải trình tự đoạn gen ITS của mẫu Đàn hương 

như Hình 3. 

 
AGTCTTTGACGCAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGTTAAGGGCACGCCTGCCTGGGTGTCACGCACCGTGC

TGCTCCCTAACCCCCTTTTAATGGGCGGGGACCTTTGGGAACGAATGCTGGCTTCCCGTGCAAACAATGGCG
CGGTTAGCTGAAATACTATAGTCCTTGGCGACGCGTCTCATGACGAGTTGTGGATAACAACGTCTTCTTCGG
GTCGCCACACGACAAACTATAAAGATTCGTGGGACTTTGTTTACATGATGAAAATAGAGGTCCCTTTGCGAC
CCCAGGTCAGGTGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTTACAAGGATT
CCCTTAGTAACGGCGAGCGAACCGGGAAGAGCCCAGCTTGAGAATCGGGTGGCAAAGCCATCCGAATTGTAG
TCTG 

Hình 3. Trình tự nucleotide của đoạn ITS 
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Trình tự này sau đó được xử lý trên ngân 

hàng gen quốc tế NCBI bằng công cụ nucleotide 

blast để tìm ra sự khác biệt ở cấp độ loài và các 

loài được thể hiện như Hình 4. 
 

 
Hình 4. Kết quả minh họa trình tự blast của đoạn ITS trên NCBI 

 

Một số loài có trình tự gen tương đồng dùng so sánh với Đàn hương trắng được trình bày ở Bảng 1. 
 

Bảng 1. Một số loài có trình tự đoạn ITS tương đồng với Đàn hương trắng trên NCBI 

STT Tên loài Mã số Hệ số tương đồng di truyền (%) 

1 Santalum album KY700470.1 99,54 

2 Santalum haleakalae GU011990.1 96,99 

3 Osyris lanceolata MN337108.1 82,03 
 

Sau đó, xây dựng cây quan hệ di truyền của 

các loài ở Bảng 1 bằng phương pháp Maximum 

Likellihood của phần mềm Mega 11 được thể 

hiện ở Hình 5. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Hình 5. Cây quan hệ di truyền giữa gen ITS của cây Đàn hương với một số loài  

trên ngân hàng gen quốc tế 
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Từ cây phân loại dựa trên trình tự đoạn ITS 

kết hợp với hệ số tương đồng cho thấy: Đàn 

hương trắng nghiên cứu có sự tương đồng cao 

nhất với loài Đàn hương trên NCBI Santalum 

album (KY563220.1) với hệ số tương đồng là 

99,40%, quan hệ xa nhất với loài Osyris 

lalanceolata  (MN337108.1) với  hệ số tương đồng 

là 82,03%.  

3.3.2. Trình tự đoạn gen rcbL 

Trình tự gen rbcL của mẫu Đàn hương sau 

khi phân tích trình tự gen đã thu được đoạn trình 

tự có kích thước là 688bp. Kết quả giải trình tự 

đoạn gen rbcL như Hình 6. 

 
CTGGGGTTAAGATTACAAATTGACTTATTATACTCCTGATTATGTAACCAAAGATACTGATATCTTGGCA

GCATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGAGTTCCGCCTGAGGAAGCAGGGGCCGCGGTAGCTGCTGAATCTTCT
ACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGACTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCAC
ATCGAGCCCGTTGCTGGAGAAGAAACTCAATTTATTGCTTATGTAGCTTACCCCTTAGACCTTTTTGAAGAA
GGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGCAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTCTAAGG
CTGGAGGATCTGCGAATCCCTCCTGCTTATTCTAAAACTTTTCAAGGCCCACCTCATGGCATCCAAGTTGAG
AGAGATAAATTGAACAAGTATGGACGTCCGTTATTGGGATGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCCGCT
AAGAACTATGGTAGAGCGGTTTATGAATGTCTTCGCGGTGGACTTGATTTTACCAAAGATGATGAGAACGTA

AACTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGACCGTTTCTTATTTTGTGCCGAAGCAATTTATAAGGCACAGGCC
GAAACAGGTGAAATCAAAGGGCATTACTTGAATGCTACTGCA 

 

Hình 6. Trình tự nucleotide của đoạn rbcL 

 

Trình tự này sau đó được xử lý trên ngân 

hàng gen quốc tế NCBI bằng công cụ nucleotide 

blast để tìm ra sự khác biệt ở cấp độ loài và các 

loài được thể hiện như Hình 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Hình 7. Kết quả minh họa trình tự blast của đoạn rbcL trên ngân hàng NCBI 
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Một số loài có trình tự gen tương đồng dùng so sánh với Đàn hương trắng được trình bày ở 

Bảng 2. 
Bảng 2. Một số loài có trình tự đoạn rbcL tương đồng với Đàn hương trắng trên NCBI 

STT Tên loài Mã số Hệ số tương đồng di truyền (%) 

1 Santalum album KC503287.1 100% 

2 Santalum boninense LC522526.1 99,71% 

3 Osyris lanceolata L11196.2 97,82% 

 

Sau đó, xây dựng cây quan hệ di truyền của 

các loài bằng phương pháp Maximum 

Likellihood của phần mềm Mega 11 được thể 

hiện ở Hình 8. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Hình 8. Cây quan hệ di truyền giữa gen rbcL của cây Đàn hương với một số loài 

 trên ngân hàng gen quốc tế 

 

Từ cây phân loại dựa trên trình tự đoạn rbcL kết 

hợp với hệ số tương đồng cho thấy: Đàn hương 

trắng nghiên cứu có sự tương đồng cao nhất với 

loài Đàn hương trên NCBI Santalum album 

(KC503287.1) với hệ số tương đồng là 100%, quan 

hệ xa nhất với loài Osyris lalanceolata (L11196.2) 

với  hệ số tương đồng là 97,82%.  

3.3.3. Trình tự đoạn gen matK 
Trình tự gen matK của mẫu Đàn hương sau 

khi phân tích trình tự gen đã thu được đoạn trình 

tự có kích thước là 805bp. Kết quả giải trình tự 

đoạn gen rbcL của mẫu Đàn hương như Hình 9. 
 
GTTTAATTATGTGTCAAATATACTAATAGCCTATCCTGCCCATCTGGAAATCTTGATTCAAATTCTTCGT

TACTGGGTGAAAGATGCTTCCTCTTTGCATTTTTTACGATTCTTTTTCCACGAGACTCATAATTGGAATAGT
TTTATTTCTCCAAATAAATCTATTTCTACCCTTTCAAAAATAAATCAAAGATTGCTCCTGTTCTTATATAAT
TCTCATGTCCGTGAATACGAATCCATTTTCATTTTTCTCCGTAACCAATCTTCTCATTTACGATCAAGATCT
TTTGGAACCCTTCTTGAGCGAATATATTTACATGAAAAAATAGAACATATCGTGGATATGTTTACTAAGGAT
TTTCAGGCCATTCCATGGTTGTTAAAGGATCCTTTCATTCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAAGTAATTCTG
GCTTCAAAAGGGACGCCTCTTCTGATGAATAAATGGAAATATTATCTTTCCAATTTCTGGCAATGTCGTTTT
TATGTGTGGTCTCAACCAGGAAGGATCCATATAAACCAATTATCCAACCATTCCCTAGACTTTCTAGGCTAT
CTTTCAAGTGTACAAATAAATCCTTCCGTGGTGCGTAGTCAAATGCTAAAAAATTCATTTATAATAGATAAT
GGTATTAAGAAGTTTGATACCACAGTTCCAATTATTCTTTTGATTGGATCATTCGCTAAAGCAAAATTTTGT
AACGTCTTAGGACATCCCATTAGTAAGTCGGTCTGGGCTGATTTAGCGGATTCTGAGATTATTGACCGATTT
TGGCGTATATGCAGAAATCTTTCTCATTATCACAGCGGATCCTCAAAAAAAAAGAGTTTCTATCGAATAAAG
TATATACTTCG 

Hình 9. Trình tự nucleotide của đoạn matK 
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 Trình tự đoạn gen matK được BLAST trên 

ngân hàng gen NCBI để xác định các trình tự  

tương đồng được thể hiện như Hình 10.  

 

 

 
Hình 10. Kết quả minh họa trình tự blast của đoạn matK trên ngân hàng NCBI 

 

Một số loài có trình tự gen tương đồng dùng so sánh với Đàn hương trắng được trình bày ở  

Bảng 3. 
Bảng 3. Một số loài có trình tự đoạn matK tương đồng với Đàn hương trắng trên NCBI 

STT Tên loài Mã số Hệ số tương đồng di truyền (%) 

1 Santalum album LC435403.1 100 

2 Santalum macgregorii EF584631.1 98,90 

3 Osyris lanceolata EF464506.1 95,45 
 

Sau đó, xây dựng cây quan hệ di truyền của 

các loài bằng phương pháp Maximum 

Likellihood của phần mềm Mega 11 được thể 

hiện ở Hình 11. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Hình 11. Cây quan hệ di truyền giữa gen matK của cây Đàn hương với một số loài 

 trên ngân hàng gen quốc tế 
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Từ cây phân loại dựa trên trình tự đoạn matK 

kết hợp với hệ số tương đồng cho thấy: Đàn 

hương trắng nghiên cứu có sự tương đồng cao 

nhất với loài Đàn hương trên NCBI Santalum 

album (LC435403.1) với hệ số tương đồng là 

100%, quan hệ xa nhất với loài Osyris 

lalanceolata  (EF464506.1) với  hệ số tương đồng 

là 95,45%.  

4. THẢO LUẬN 
Dựa vào kết quả so sánh trình tự 3 đoạn gen 

matK, rbcL và ITS của Đàn hương trắng với 

trình tự gen của loài Đàn hương tắng Santalum 

album công bố trên ngân hàng gen quốc tế 

NCBI cho thấy đoạn ITS có khả năng sử dụng 

để phân biệt loài tốt nhất. Mặc dù vậy, cách tốt 

nhất là sử dụng đồng thời cả 3 đoạn trình tự gen 

matK, rbcL và ITS để có thể xác định chính xác 

nhất loài cần định danh. Trước đây năm 1999 

chỉ thị đoạn gen ITS đã được sử dụng để phân 

loại cho 35 loài Bạch đàn khác nhau [11]. 

Flagdung vào năm 2015 cũng đã sử dụng đoạn 

gen nhân ITS và 6 đoạn gen ở lục lạp (rbcL, 

matK, matK-trnK, trnG-psbK, psbK-psbl, 

psbA-matK) phân loại thành công 6 loài Bạch 

đàn (Eucalyptus) sinh trưởng ở Mexico [7]. Như 

vậy, đối với các loài Đàn hương trắng thì các chỉ 

thị ADN mã vạch của các đoạn gen nhân ITS và 

các đoạn chỉ thị ở lục lạp như rbcL, matK là 

hoàn toàn tin cậy và có độ phân loại cao. 

5. KẾT LUẬN 

 Đã khuếch đại và giải trình tự nucleotide của 

ba phân đoạn mã vạch ITS  (434 bp), rbcL (688 

bp) và matK (805 bp) từ mẫu cây Đàn hương 

trắng. Kết quả phân tích trình tự của các ADN 

mã vạch này cho thấy độ tương đồng cao với  

loài Đàn hương trắng xuất xứ Karrnataka, Ấn 

Độ (Santalum album). Cụ thể, phân đoạn mã 

vạch rbcL và matK của mẫu phân tích có độ 

tương đồng 100% các trình tự này của loài 

Santalum album,  trong khi trình tự ITS có mức 

tương đồng đạt 99,54%. Kết quả nghiên cứu này 

là cơ sở quan trọng trong việc định danh và phát 

triển cây Đàn hương trắng ở Việt Nam. 
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ABSTRACT 
Santalum album L is a species of high economic value with fragrant wood. Nowadays, these species are being 

exploited quite a lot.  Therefore, it is necessary to identify DNA barcode fragments of the Santalum album for 

species identification and conservation. The genomic DNA was extracted from the leaf tissue of the Santalum 

album. The DNA barcodes (matK, rbcL and ITS) were amplified from the total DNA of Santalum album by PCR 

technique. The PCR results indicated that all DNA bands have a size similar to the theoretical size of matK, rbcL 

and  ITS  fragments. Nucleotide sequencing results of PCR products showed that the size of the isolated rbcL 

fragment is 688bp, matK fragment is 805bp and ITS fragment is 434bp. After that, these sequences were 

compared with other Santalum species in NCBI. The results indicated that Santalum album L from Karrnataka, 

India imported into Viet Nam belongs to Santalum album with matK and rbcL gene fragments are 100%, ITS 

gene fragment is 99.54%. The research results are important for determining the Santalum album in our country 

for future development orientations. 

Keywords: DNA barcoding, identify species, indicator, phylogenetic tree, Santalum album.  
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