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Tóm tắt. Antisense oligonucleotides (ASOs) được xem như công cụ đầy tiềm năng trong nghiên cứu 

chức năng gen và các nghiên cứu ứng dụng ASOs trên hệ thực vật vẫn còn hạn chế tại Việt Nam. 

Nghiên cứu này đánh giá tác động của ASO trên cây lúa (Oryza sativa) thông qua khả năng ức chế gen 

CHLD, gen mã hóa một tiểu đơn vị của enzyme Mg–chelatase sinh tổng hợp chlorophyll. Các ASOs 

được tổng hợp dưới dạng trình tự gốc và dạng biến đổi hóa học phosphorothioate (PS). ASOs được xử 

lý cho cây lúa 4 ngày tuổi bằng phương pháp phun lá với nồng độ 100 pmol/mL. Các chỉ tiêu hình thái 

và sinh hóa được theo dõi tại các thời điểm 3, 7 và 14 ngày sau xử lý. Kết quả cho thấy xử lý ASO làm 

giảm hàm lượng sắc tố lá và chiều cao cây tại 3 và 7 ngày. Cụ thể, hàm lượng chlorophyll a giảm 52–

72%, chlorophyll b giảm 47–73%, carotenoid giảm 50–71% và chiều cao cây giảm 17–32%, trong khi sự 

phát triển của rễ không bị ảnh hưởng đáng kể. Các kết quả này cho thấy ASOs có khả năng ức chế gen 

CHLD và ảnh hưởng đến quá trình tích lũy chlorophyll ở cây lúa, gợi ý tiềm năng ứng dụng ASOs như 

một công cụ trong nghiên cứu chức năng gen và kiểm soát biểu hiện gen trên cây trồng. 
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Abstract. Antisense oligonucleotides (ASOs) are emerging as a promising tool for functional genomics 

research, particularly in the regulation of gene expression. In Viet Nam, however, studies on the 

application of ASOs in plant systems remains limited. This study aimed to evaluate the effects of ASOs 

on rice (Oryza sativa) by targeting the CHLD gene, which encodes a subunit of Mg–chelatase involved 
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in chlorophyll biosynthesis. ASOs were synthesized in both unmodified and chemically modified 

phosphorothioate (PS) forms. Rice seedlings at four days after germination were treated by foliar 

spraying with ASOs at a concentration of 100 pmol/mL. The effects of ASO treatments were assessed at 

3, 7, and 14 days after application based on leaf color, plant morphology, plant height, root length, and 

the contents of chlorophyll a, chlorophyll b, and carotenoids. The results showed that ASO-treated 

plants exhibited a marked reduction in leaf pigment contents and plant height at 3 and 7 days after 

treatment. Specifically, chlorophyll a content decreased by 52–72%, chlorophyll b by 47–73%, and 

carotenoids by 50–71%, while plant height was reduced by 17–32% compared with the control. In 

contrast, root development was not affected by ASO application. These findings demonstrate that 

ASOs can effectively suppress CHLD gene–associated phenotypes, highlighting their potential as a tool 

for gene expression control and functional gene analysis in crop plants. 

Keywords: Antisense Oligonucleotides (ASOs), chlorophyll, phosphorothioate, CHLD subunit 

1 Mở đầu 

Các chuỗi ngắn nucleotide đối mã 

(Oligonucleotide antisense – ASOs) có khả năng 

tác động trực tiếp lên mRNA mà không làm thay 

đổi trình tự bộ gen nên được xem là công cụ giúp 

nghiên cứu chức năng và điều hòa biểu hiện gen. 

ASOs có tính linh hoạt cao phù hợp với nhiều ứng 

dụng y học và nông nghiệp. Trong y học, ASOs 

được ứng dụng để điều trị các bệnh di truyền, 

ung thư và rối loạn thần kinh bằng cách ức chế 

hoặc chỉnh sửa RNA liên quan đến bệnh [1]. 

Trong nghiên cứu về thực vật, ASOs giúp cải 

thiện năng suất cây trồng như gây ức chế vi 

khuẩn gây bệnh trên cây cam (Citrus), cây khoai 

tây và cà chua, và chống lại sự lây nhiễm của  

virus đến cây thuốc lá (N. benthamiana)  [2–4], 

tăng khả năng chống chịu với điều kiện môi 

trường khắc nghiệt và kéo dài thời gian bảo quản 

nông sản mà không cần đến biến đổi gen (non – 

GMO) trên dưa lưới và cà chua [5–8]. Mặc dù 

ASOs được sử dụng khá phổ biến trong các 

nghiên cứu trên thế giới nhưng ở Việt Nam vẫn 

chưa có nhiều nghiên cứu được công bố. 

Lúa gạo (Oryza sativa) là loại ngũ cốc được 

sử dụng để làm lương thực phổ biến trên thế giới. 

Năng suất và chất lượng hạt lúa là vấn đề quan 

tâm của quá trình sản xuất và tiêu thụ lúa gạo. 

Quá trình quang hợp giúp cây trồng sinh trưởng 

và tích lũy chất dinh dưỡng. Để hoạt động quang 

hợp diễn ra thuận lợi, các sắc tố quang hợp trong 

lá là không thể thiếu, đặc biệt là chlorophyll, một 

loại sắc tố thiết yếu tham gia vào quá trình quang 

hợp ở thực vật. Quá trình tạo chlorophyll trên 

thực vật là một chuỗi các phản ứng phức tạp, 

trong đó có chu trình gắn ion magie vào tâm hoạt 

động của protoporphyrin IX thành Mg – 

protoporphyrin IX, một tiền chất quan trọng trong 

chu trình sinh tổng hợp chlorophyll [9,10]. Phản 

ứng đó xảy ra khi có sự xúc tác của enzyme Mg – 

chelatase, đây là enzyme được cấu tạo từ ba tiểu 

đơn vị (CHLD, CHLI và CHLH) [11–13]. Trong số 

đó, tiểu đơn vị CHLD (MeCHLD) đóng vai trò 

chủ chốt trong cấu hình của enzyme, khi trình tự 

của MeCHLD bị biến đổi thì Mg – chelatase 

không được hình thành [9,14–16]. Từ đó, sắc tố 

chlorophyll không được tạo ra làm suy giảm quá 

trình quang hợp. Gen CHLD được lựa chọn làm 

mục tiêu để thử nghiệm khả năng tác động của 

ASOs lên quá trình suy giảm tổng hợp 

chlorophyll (do tính trạng dễ quan sát và dễ đo 

đạc) có liên quan đến chức năng gen CHLD.  

Trong nghiên cứu này, bốn đoạn ASOs 

được thiết kế ở hai dạng: Oligo trình tự gốc và 

biến đổi hóa học dạng phosphorothioate (PS), 

nhằm ức chế gen CHLD. Các chỉ tiêu về hình thái, 

chiều cao cây, chiều dài rễ và hàm lượng các sắc 

tố (chlorophyll a, chlorophyll b và carotenoid) 

được ghi nhận để đánh giá hiệu quả ức chế.  



Tạp chí Khoa học Đại học Huế: Khoa học Tự nhiên 
Tập 135, Số 1S-1, 83–89, 2026 (Hội thảo IFB 2025) 

pISSN 1859-1388 
eISSN 2615-9678 

 

DOI: 10.26459/hueunijns.v135i1S-1.8065 85 
 

  

2 Vật liệu và phương pháp 

2.1 Vật liệu 

Giống lúa OM18 nguồn gốc từ Viện lúa 

Đồng bằng sông Cửu Long.  

Nghiên cứu được thực hiện tại phòng thí 

nghiệm giống cây trồng, Viện Công nghệ Sinh học 

và Thực phẩm, Đại học Cần Thơ. 

Các đoạn ASOs được sản xuất tại công ty 

cổ phần Phù Sa Genomic. 

2.2 Phương pháp  

Thiết kế Antisense Oligonucleotides  

Các phân tử ASOs được thiết kế với độ dài 

21 và 27 nucleotide sử dụng công cụ RNAi design 

– IDT.  

Xử lý ASOs trên cây lúa 

Thí nghiệm bao gồm 5 nghiệm thức (NT): 4 

NT ASOs: Oligo 3 (O3), PS-Oligo 3 (PS3), Oligo 4 

(O4), PS-Oligo 4 (PS4) và NT đối chứng nước. 

Trồng lúa vào vỉ nhựa chứa 90 cây cho mỗi NT. 

Cây phát triển đến 4 ngày tuổi (cao 2 – 3 cm) được 

phun trực tiếp ASOs với nồng độ 100 pmol/mL 

cho từng NT, tần suất phun 2 lần/ngày (mỗi lần 

phun 15 mL) tiến hành liên tục trong 14 ngày.  

Đánh giá ảnh hưởng của ASOs lên chiều cao, 

chiều dài rễ và hàm lượng sắc tố lá  

Chiều cao cây và chiều dài rễ được đo bằng 

thước kẻ tại các thời điểm 3, 7 và 14 ngày sau xử 

lý, mỗi nghiệm thức đo 30 cây lúa trên một thời 

điểm. Chiều cao cây được đo từ hạt lúa đến đầu 

ngọn lá, chiều dài rễ được đo từ hạt lúa đến đầu 

ngọn rễ.  

 

Hình 1. Hình minh họa cách đo chiều cao cây và chiều 

dài rễ 

Phương pháp ly trích và đo hàm lượng sắc 

tố trên lá theo phương pháp của Sumanta và cộng 

sự [17]: Cân 50 mg lá lúa tươi cho vào ống thủy 

tinh. Thêm 5 mL ethanol 95% và ủ trong bể ổn 

nhiệt 60 °C trong 1 giờ. Đo độ hấp thụ của dịch 

chiết sắc tố lá ở 4 bước sóng 470, 649, 652 và 664 

nm. Hàm lượng chlorophyll a, b và carotenoid 

được tính toán dựa trên công thức của Sumanta 

và cộng sự [17]:  

Ch–a = 13,36 * A664 – 5,19 * A649 (Chlorophyll a) 

Ch–b = 27,43 * A649 – 8,12 * A664 (Chlorophyll b) 

Cx + c = (1000 * A470 – 2,13 * Ca- – 97,63 * Cb)/ 209 

(Carotenoid). Dung dịch ethanol 95% được sử 

dụng làm đối chứng. 

Phương pháp xử lí số liệu 

Số liệu được thu thập với 3 lần lặp lại, phân 

tích phương sai một nhân tố và phân tích hậu 

kiểm với phép thử Tukey HSD ở mức ý nghĩa p < 

0,05. Các giá trị được biểu diễn dưới dạng giá trị 

trung bình và độ lệch chuẩn. 

3 Kết quả và thảo luận 

3.1 Trình tự Antisense ligonucleotides 

Các đoạn ASOs đã được thiết kế và tổng 

hợp để bổ sung với trình tự gen mục tiêu CHLD 

của Oryza sativa Japonica group (mã số truy cập 

GenBank là LOC4334537). Trong bài nghiên cứu 

này, ASOs được tổng hợp ở 2 dạng: dạng trình tự 

gốc và biến đổi hóa học dạng PS. Biến đổi PS 
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được sử dụng rộng rãi trong nhiều nghiên cứu có 

nhiệm vụ bảo vệ ASOs khỏi các enzyme nuclease, 

trong đó enzyme exonuclease hoạt động mạnh 

nhất ở đầu 3’ [18]. Biến đổi PS ở đầu 3’ hoặc cả hai 

đầu 3’ và 5’ làm hạn chế sự phân hủy của enzyme 

exonuclease [19]  Theo nghiên cứu của Pleskot và 

cộng sự, ASOs được biến đổi PS ở 4 nucleotide 

đầu tiên tại đầu 3’ và 5’ cho thấy hiệu quả ức chế 

lên NtPLDβ1 hoặc NtPLDδ làm suy giảm sự phát 

triển ống phấn cây thuốc lá [20] Ngoài ra, theo 

Dinç và cộng sự, biến đổi PS tại 3 nucleotide đầu 

tiên mỗi đầu 3’, 5’ và các nucleotide pyrimidine ở 

giữa thể hiện khả năng ức chế đáng kể của ASOs 

lên cây lúa mì [19]. Ở nghiên cứu này, các đoạn 

ASOs được biến đổi hóa học dạng PS sẽ có 5 

nucleotide ở đầu 3’ và 5’ được biến đổi (Bảng 1). 

Sau khi thử nghiệm kết quả ức chế gen CHLD đạt 

hiệu quả đáng kể đến sự tổng hợp chlorophyll, 

làm cho màu lá bị úa màu (Hình 2A).

Bảng 1. Trình tự các oligo và oligo được biến đổi hóa học được sử dụng trong nghiên cứu. 

STT ASO GC% ASO (5'-3') 
Chiều dài 

(nucleotide) 

1 Oligo 3 (O3) 29 TATCAATAACAAGAAGTGAAATTCCAG 27 

2 PS-Oligo 3 (PS3) 29 T*A*T*C*A*ATAACAAGAAGTGAAATT*C*C*A*G* 27 

3 Oligo 4 (O4) 45 CTTGTCATGGAAGCTATACGCGG 20 

4 PS-Oligo 4 (PS4) 45 C*T*T*G*T*CATGGAAGCTATAC*G*C*G*G* 20 

Ghi chú: *: vị trí nucleotide được biến đổi hóa học PS 

3.2 ASOs tác động đến sự tăng trưởng của  

cây lúa 

ASOs có khả năng gây ức chế hiệu quả trên 

một số loài thực vật tùy theo nồng độ sử dụng và 

sự đáp ứng trên từng loại thực vật, các nghiên 

cứu cho thấy nồng độ ASOs phù hợp là 30 μM ở 

Agapanthus umbellatus [21], 20 μM ở Arabidopsis 

thaliana [22], 30 μM ở Nicotiana tabacum [20], 10 

μM ở Nicotiana benthamiana và 10 μM ở Triticum 

aestivum [19]. Theo Mizuta và cộng sự, nồng độ 

ASOs quá cao sẽ gây ảnh hưởng tiêu cực đến cây 

[22] Thử nghiệm ở nồng độ 0,1 μM (100 pmol/mL) 

ASOs có khả năng tác động lên sự tích lũy 

chlorophyll trên lá thông qua chức năng gen 

CHLD. Do sử dụng nồng độ cao và nhiều dạng 

cấu tạo hóa học khác nhau của các trình tự ASOs 

dẫn đến gia tăng chi phí cho dịch vụ tổng hợp hóa 

chất nên thí nghiệm khảo sát trước đó đã được 

thực hiện đánh giá ASOs ở các nồng độ 0,05 μM, 

0,1 μM và 0,2 μM. Kết quả cho thấy ở nồng độ 0,1 

μM có sự tác động lên quá trình suy giảm tích lũy 

chlorophyll trên lá lúa tốt hơn nồng độ 0,05 μM 

và tương đương nồng độ 0,2 μM.  Trong nghiên 

cứu này, nồng độ ASOs 0,1 μM tiếp tục được sử 

dụng để thực hiện xử lý và đo đạc các chỉ tiêu 

theo dõi. Ở giai đoạn đầu của thí nghiệm (thời 

điểm 3 và 7 ngày sau xử lý), tác động của ASOs 

lên cây lúa được quan sát rõ nét nhưng đến ngày 

thứ 14 sau xử lý nồng độ 0,1 μM không cho thấy 

tác động rõ ràng. Điều này có thể do giai đoạn 

đầu cây lúa còn nhỏ và tần suất phun xịt nhiều 

nên khả năng chịu tác động của các ASOs cao 

hơn, dù có sự tác động lên khả năng tích lũy 

chlorophyll nhưng hiệu quả chưa triệt để dẫn đến 

cây lúa vẫn tiếp tục tăng trưởng. Kéo dài thời gian 

xử lý ASO dẫn đến giảm tác động lên quá trình 

tổng hợp và tích lũy chlorophyll. Cụ thể, màu sắc 

lá lúa và chiều cao cây lúa giữa các nghiệm thức 

đều không thể hiện sự khác biệt (Hình 2).  

Sự xâm nhập của các đoạn antisense vào tế 

bào thực vật dễ dàng hơn so với tế bào động vật. 

Có một số cách để các đoạn ASOs di chuyển vào 

tế bào thực vật: thẩm thấu, xâm nhập qua khí 
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khổng và sử dụng hệ thống phân phối hạt sinh 

học (gene gun) [5]. Nghiên cứu sử dụng phương 

pháp phun dung dịch ASOs trực tiếp lên lá lúa 

non cho tỷ lệ lá bị úa vàng và cụp ngọn chiếm đến 

20% và 26,7% ở nghiệm thức O3 vào các ngày thứ 

3 và 7. Ở các nghiệm thức PS3 ngày thứ 3, O4 

ngày thứ 3 và PS3 ngày thứ 7 cho tỷ lệ lần lượt là 

13%, 10% và 10%. Ngoài ra, tất cả các nghiệm thức 

được xử lý ASOs tại 3 thời điểm 3, 7 và 14 ngày 

đều có tỷ lệ 100% lá bị úa vàng so với nghiệm 

thức đối chứng vẫn xanh tốt [19] (Hình 2A).  

Ngoài ra, khả năng ức chế của ASOs còn 

được biểu hiện qua các thông số chiều cao cây và 

chiều dài rễ. Ở các nghiệm thức xử lý ASOs, chiều 

cao cây giảm ở tại hai mốc thời gian 3 và 7 ngày 

sau xử lý: NT O3 (18% và 32%), NT PS3 (28% và 

17%), NT O4 (24% và 20%) và NT PS4 (29% và 

18%). Tuy nhiên, không có sự khác biệt đáng kể 

giữa các nghiệm thức ở ngày thứ 14 (Hình 2B). 

Chiều dài rễ ghi nhận cho thấy sự khác biệt không 

có ý nghĩa giữa các nghiệm thức ở ngày 7 và ngày 

14, từ đó cho thấy sự tác động của ASOs lên gen 

CHLD không ảnh hưởng đến chiều dài rễ cây lúa 

(Hình 2D).  

 

Hình 2. Ảnh hưởng của xử lý ASOs nồng độ 100 pmol/mL lên các chỉ tiêu hình thái và sắc tố lá cây lúa qua các giai 

đoạn khảo sát T3 (3 ngày sau xử lý), T7 (7 ngày sau xử lý) và T14 (14 ngày sau xử lý). (A) Hình thái cây lúa ở thời 

điểm 7 ngày sau xử lý ASOs, (B) Chiều cao trung bình đo từ gốc đến chóp lá qua các giai đoạn T3, T7 và T14, (C) 

Chiều dài rễ trung bình qua các giai đoạn T3, T7 và T14, (D) Hàm lượng chlorophyll a, (E) Hàm lượng chlorophyll b 

và (F) Hàm lượng carotenoid qua các giai đoạn T3, T7 và T14. Các nhóm biểu đồ thanh có cùng ký tự đi kèm không 

có sự khác biệt ý nghĩa thống kê (kiểm định Tukey ở mức ý nghĩa p <0,05). Thanh sai số thể hiện độ lệch chuẩn (S.D.) 

với số lần lặp lại n = 3 
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3.3 Biểu hiện của sắc tố lá 

Sau 3 ngày xử lý ASOs, tất cả các nghiệm 

thức xử lý đều có hàm lượng chlorophyll a thấp 

hơn so với đối chứng, cụ thể PS3 giảm 60%, PS4 

giảm 72%, O3 giảm 67% và O4 giảm 65%. Tương 

tự ở ngày 7, các nghiệm thức PS3, PS4, O3 và O4 

có hàm lượng chlorophyll giảm so với đối chứng 

lần lượt là 52%, 64%, 64% và 65% (Hình 2D), cho 

thấy mức độ ức chế đáng kể của ASOs đến sắc tố 

lá. Ngoài ra, hàm lượng chlorophyll b và 

carotenoid cũng có xu hướng tương tự, khả năng 

ức chế của ASOs đến gen CHLD có tác động đáng 

kể đến các thành phần sắc tố lá (Hình 2E và 2F). 

Hàm lượng chlorophyll b bị ức chế từ 47 – 73% ở 

thời điểm 3 ngày sau xử lý và 54 – 67% ở ngày thứ 

7; hàm lượng carotenoid giảm từ 64 – 71% sau 3 

ngày và 50 – 62% sau 7 ngày xử lý ASOs. Tuy 

nhiên, số liệu ghi nhận tại tất cả các nghiệm thức 

sau 14 ngày xử lý khác biệt không có ý nghĩa 

thống kê so với đối chứng. Nồng độ ASOs đi vào 

trong tế bào có thể không đạt nồng độ ức chế nên 

tác động không còn rõ rệt. Điều này cũng gợi ý 

khả năng ứng dụng kiểm soát sự biểu hiện gen 

theo giai đoạn thời gian hoặc vị trí tác động để tác 

động lên tính trạng mục tiêu. 

4 Kết luận và kiến nghị 

Kết quả nghiên cứu này cho thấy ASOs có 

thể tác động lên sự tổng hợp và tích lũy 

chlorophyll trên cây lúa. Xử lý ASOs ở nồng độ 

100 pmol/mL làm giảm hàm lượng sắc tố 

chlorophyll a từ 52 – 72%, chlorophyll b từ 47 – 

73%, carotenoid từ 50 – 71% và chiều cao cây từ 17 

– 32%. Xử lý ASO không cho thấy tác động lên sự 

phát triển chiều dài rễ. Trong các biến đổi hóa học 

ASOs được sử dụng, chưa quan sát được sự khác 

biệt đáng kể giữa hai loại ASO Oligo 3 và PS – 

oligo 3, Oligo 4 và PS – oligo 4. Mặc dù đã ghi 

nhận được sự tác động của ASOs lên sự tổng hợp 

và tích lũy chlorophyll trên cây lúa ở giai đoạn 

sớm thông qua giả định ASOs tác động lên hoạt 

động của gen mục tiêu CHLD nhưng các kết quả 

đo đạc trực trực tiếp sự biểu hiện của gen này ở 

mức mRNA hoặc protein chưa được cung cấp và 

giải quyết thấu đáo. Tương tự, nghiệm thức đối 

chứng dương sử dụng ASOs ngẫu nhiên và tác 

động trung tính lên tính trạng mục tiêu chưa 

được sử dụng để thấy rõ ràng tác động của các 

ASOs thử nghiệm. Cần mở rộng các thí nghiệm bổ 

sung để làm rõ hơn tác động của ASOs một cách 

trực tiếp lên sự hoạt động của các gen mục tiêu. 

Nghiên cứu này có thể được xem như báo 

cáo mở đầu tại Việt Nam chứng minh khả năng 

ứng dụng ASOs như một công cụ không biến đổi 

gen trong nghiên cứu chức năng gen ở cây lúa.  
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