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TÓM TẮT: Arsenic (As) là á kim loại ñộc, ảnh hưởng trực tiếp ñến hầu hết cây trồng. Hơn nữa, 
As còn gây ung thư ở người do việc uống nước ngầm bị ô nhiễm As hay tiêu thụ các sản phẩm từ 
cây trồng trên ñất ô nhiễm, nhất là từ lúa gạo. Tác ñộng của As ñến sinh trưởng cây lúa ñã ñược 
chứng minh, tuy nhiên chưa rõ cơ chế ñáp ứng với nhiễm ñộc As. Nghiên cứu này cho thấy những 
biến ñổi sinh hóa và phân tử trong rễ cây mầm lúa ñối với tác ñộng của As. Dung dịch As(III) 100 
µM ức chế mạnh sự sinh trưởng và kích thích mạnh sự sản sinh gốc tự do H2O2 và O.

2
- ở rễ cây 

mầm lúa. Phân tích ICP-MS xác ñịnh hàm lượng arsenic trong rễ lúa gia tăng theo nồng ñộ dung 
dịch arsenite xử lý. Phân tích RT-PCR bán ñịnh lượng ñã cho thấy sự tăng biểu hiện của một số 
gen mã hóa enzyme kháng oxy hóa, protein kinase, protein truyền tín hiệu nội bào, nhân tố ñiều 
hoà phiên mã và enzyme sinh tổng hợp acid abscisic. Gen có vai trò trong sự phân chia tế bào bị 
giảm biểu hiện. Xác ñịnh hoạt tính enzyme trên gel cho thấy có sự gia tăng mạnh hoạt tính enzyme 
kháng oxy hóa gồm peroxidase (POD), superoxide dismutase (SOD) và catalase (CAT). Ngoài ra, 
rễ lúa xử lý với arsenate cho thấy có sự gia tăng hàm lượng proline, có vai trò ổn ñịnh hệ ñệm tế 
bào và loại bỏ gốc tự do. Kết quả nghiên cứu ñã góp phần làm sáng tỏ cơ chế phân tử, sinh hóa của 
sự ñáp ứng với arsenic ở thực vật. 

Từ khóa: Oryza sativa, arsenic, gốc tự do, proline, RT-PCR bán ñịnh lượng.  
 
MỞ ĐẦU 

Arsenic (As) là một á kim loại ñộc, thuộc 
nhóm những chất gây ung thư hàng ñầu ñối với 
con người. Sức khoẻ của hơn bốn mươi triệu 
người trên thế giới chịu ảnh hưởng nghiêm 
trọng do sử dụng nguồn nước ngầm bị ô nhiễm 
ñộc chất này [29], trong ñó nhiều nhất ở các 
nước châu Á như Ấn Độ, Bangladesh, Tây 
Bengal, Trung Quốc và Việt Nam [6, 13, 34]. 
Thêm vào ñó, việc sử dụng nước ngầm cho 
canh tác nông nghiệp, nhất là vào mùa khô, ñã 
làm ô nhiễm As ñất trồng và cuối cùng gây tích 
luỹ As trong các sản phẩm nông nghiệp, ñặc 
biệt là lúa gạo, loại cây lương thực của hơn ba 
tỷ người trên thế giới [3, 39]. 

Arsenic tồn tại trong môi trường ở hai dạng 
phổ biến là arsenate [As(VI)] và arsenite 
[As(III)]. As(III) có ñộc tính ñối với thực vật 
mạnh hơn As(VI). Sự chuyển hóa qua lại của 
hai dạng As phụ thuộc vào trạng thái oxy hóa 
khử của ñất [14]. Dưới tác ñộng của stress As, 
các quá trình phát sinh hình thái, sinh trưởng và 
phát triển, bao gồm sự nảy mầm, sự tăng trưởng 

chồi và rễ, khả năng gia tăng sinh khối và ñặc 
biệt là năng suất thường bị giới hạn [1]. Stress 
As ñược chứng minh gây hư hỏng mạnh các 
thành phần của tế bào do kích thích sự sản sinh 
các gốc tự do (ROS- reactive oxygen species) 
như O.

2
-, .OH, HO2

., H2O2 và 1O2
-, làm tăng 

cường quá trình peroxide hóa lipid, ức chế sự 
tổng hợp ATP bởi cản trở sự phosphoryl oxy 
hóa trong quá trình ñường phân [10, 15, 17]. 
Arsenic ñược thực vật hấp thu thông qua sự 
hoạt ñộng của các phosphate transporter. Trong 
tế bào thực vật, ñộc tính As ñược giảm thiểu 
bằng cơ chế tạo phức chelate, dưới tác ñộng của 
glutathione oxy hóa và các phytochelatin, và cô 
lập phức hợp chelate này trong không bào [7, 
32]. Tuy nhiên, những thông tin về cơ chế phân 
tử và sinh hóa của quá trình tác ñộng của ñộc tố 
As cũng như sự ñề kháng của thực vật với 
những tác ñộng này vẫn còn rất hạn chế. 

Trong nghiên cứu này, ảnh hưởng của stress 
As ñến sự sinh trưởng của rễ lúa cũng như 
những thay ñổi của các quá trình sinh hóa trong 
rễ lúa, bao gồm sự sản sinh ROS, hoạt tính các 
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isozyme kháng oxy hóa, sự tích lũy acid amin, 
ñược kiểm tra. Đặc biệt, sự biểu hiện các nhóm 
gen liên quan ñến quá trình ñáp ứng với stress 
môi trường tại các thời ñiểm 0, 3, 6, 12 và 24 
giờ của stress As ñược phân tích bằng kỹ thuật 
RT-PCR bán ñịnh lượng. Kết quả của nghiên 
cứu này góp phần hiểu biết về cơ chế ñáp ứng 
của thực vật với stress As, như một phần trong 
chiến lược giảm thiểu sự tích tụ As trong các 
sản phẩm nông nghiệp và sự ảnh hưởng của As 
ñến sức khỏe con người.  

VẬT LI ỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Giống lúa thuần, Oryza sativa L. cv. IR-
50404, cung cấp bởi Công ty giống cây trồng 
miền Nam (tp. Hồ Chí Minh), ñược sử dụng cho 
tất cả các thí nghiệm trong nghiên cứu này. Mẫu 
hạt lúa ñược chuẩn bị theo phương pháp ñã mô 
tả bởi Yeh et al. (2007) [48]. Hạt lúa ñược rửa 
bằng dung dịch NaOCl 8% trong 15 phút trên 
máy lắc. Sau khi tráng nước cất 3 lần, mỗi lần 5 
phút, khoảng 6 g hạt lúa ñược ủ trong tối ở nhiệt 
ñộ 37oC, trong ñĩa petri ñường kính 9 cm chứa 
20ml nước cất. Sau 4 ngày, 30 hạt lúa nảy mầm, 
với kích thước rễ mầm khoảng 2 mm, ñược 
chuyển sang ñĩa petri ñường kính 15cm chứa 20 
ml nước cất và một tấm giấy lọc. Các ñĩa petri 
ñược giữ trong tối ở nhiệt ñộ 26±2oC. Sau 3 
ngày, các cây mầm lúa với chiều dài rễ mầm 
khoảng 3 cm ñược sử dụng cho các nghiên cứu 
ảnh hưởng của As(III) ñối với sự tăng trưởng rễ, 
sự tích tụ của ROS, acid amin proline trong tế 
bào rễ, phân tích sự biểu hiện gen và hoạt tính 
các isoenzyme nội sinh. 

Khảo sát ảnh hưởng của As(III) ñến sự sinh 
trưởng rễ cây mầm lúa 

Cây mầm lúa 7 ngày tuổi ñược xử lý với 
dung dịch NaAsO2 [As(III)] (Sigma Aldrich, 
Hoa Kỳ) ở các nồng ñộ 0 (ñối chứng), 50, 100, 
150 và 200 µM. Sau 3 ngày, sự ảnh hưởng của 
stress As ñến sự sinh trưởng ñược xác ñịnh bằng 
cách ño chiều dài và khối lượng tươi của rễ cây 
mầm. Các thí nghiệm ñược lặp lại 3 lần ñộc lập. 

Định lượng As tích tụ trong rễ lúa 

Sự tích tụ As trong rễ mầm lúa sau 24 giờ 
xử lý với dung dịch As(III) ở các nồng ñộ khác 
nhau ñược xác ñịnh bằng khối phổ plasma cảm 
ứng (ICP-MS-Inductively coupled plasma-mass 

spectrometry). Toàn bộ rễ mầm lúa sau xử lý 
với As ñược thu nhận. Sau khi tráng ba lần bằng 
nước cất, rễ lúa ñược sấy khô ở nhiệt ñộ 55oC 
ñến khối lượng không ñổi và nghiền thành bột 
mịn bằng cối chày sứ. Mẫu bột rễ (1 g) ñược 
phá mẫu trong 3 ml HNO3 ở 120oC trong 6 giờ 
[37]. Hàm lượng As trong mẫu ñược phân tích 
bằng máy ICP-MS Agilent 7500 ce (Agilent, 
Hoa Kỳ) tại Trung tâm dịch vụ phân tích thí 
nghiệm tp. Hồ Chí Minh. Chất chuẩn As (E-
Merck, Đức) ñược sử dụng ñể hiệu chuẩn và 
kiểm chứng kết quả phân tích. 

Khảo sát ảnh hưởng của As(III) ñến sự sản 
sinh ROS trong rễ mầm lúa 

Các gốc tự do ROS, như H2O2 và O.
2
-, sản 

sinh trong rễ lúa trong suốt quá trình xử lý 
stress As ñược xác ñịnh bằng cách nhuộm với 
3,3-diaminobenzidine (DAB) và nitroblue 
tetrazolium (NBT), theo tuần tự, dựa vào 
phương pháp ñã ñược mô tả bởi Thordal-
Christensen et al. (1997) [40]. Rễ lúa 7 ngày 
tuổi sau khi xử lý với dung dịch As(III) ở các 
nồng ñộ khác nhau ñược ngâm 10 phút trong 
dung dịch DAB 1 mg/ml (Sigma Aldrich, Hoa 
Kỳ) pha trong ñệm 2-(N-morpholino) 
ethanesulfonic acid (MES) 10 mM, pH3,8 ñể 
xác ñịnh H2O2. Đối với O.

2
-, rễ lúa ñược ngâm 

20 phút trong dung dịch NBT 0,5 mg/ml (Sigma 
Aldrich, Hoa Kỳ) ñược pha trong hỗn hợp dung 
dịch ñệm potassium phosphate 10 mM và NaN3 
10 mM. Sau thời gian ngâm, phản ứng nhuộm 
ñược kết thúc bằng cách ngâm rễ lúa trong cồn 
sôi trong 5 phút. Rễ lúa sau khi nhuộm ñược 
quan sát dưới kính hiển vi soi nổi Olympus 
SZ61 (Olympus, Nhật Bản). 

Tách chiết và tinh sạch RNA tổng số từ rễ 
mầm lúa 

Sau khi xử lý với dung dịch As(III), khoảng 
1 cm ñỉnh rễ cây mầm lúa 7 ngày tuổi ñược thu 
nhận và bảo quản trong nitơ lỏng ñể tách chiết 
RNA. Khoảng 0,1 g mẫu rễ ñược nghiền 3 lần 
trong nitơ lỏng bằng cối chày sứ, mỗi lần 1 
phút. RNA tổng số trong rễ lúa ñược tách chiết 
bằng bộ Kit tách chiết GeneJET RNA 
Purification Kit (Thermo Scientific, Hoa Kỳ) 
theo quy trình của nhà sản xuất. Sau khi tách 
chiết, dung dịch RNA ñược xử lý với DNase I 
(Promega, Hoa Kỳ) ñể loại bỏ hoàn toàn DNA 
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tạp nhiễm. Dung dịch RNA tổng số tiếp tục 
ñược tinh sạch bằng bộ Kit tinh sạch GeneJET 
RNA Cleanup and Concentration Micro Kit 
(Thermo Scientific, Hoa Kỳ). Nồng ñộ và ñộ 
tinh khiết của RNA ñược xác ñịnh bằng máy 
quang phổ Biophotometer Plus (Eppendorf, Hoa 
Kỳ) với µCuvette™ G1.0 (Eppendorf, Hoa Kỳ). 
Mẫu RNA có nồng ñộ 2 µg/µl, với OD260/280 và 
OD260/230 > 2 ñược sử dụng cho các thí nghiệm 
xác ñịnh sự biểu hiện gen bằng kỹ thuật RT-
PCR bán ñịnh lượng. 

Phân tích cường ñộ biểu hiện gen bằng RT-
PCR bán ñịnh lượng 

Sự biểu hiện của một số gen trong rễ lúa ñáp 
ứng với tác ñộng của stress As ñược phân tích 
bằng kỹ thuật RT-PCR bán ñịnh lượng trên máy 
Eppendorf Mastercycler nexus (Eppendorf, 

Hoa Kỳ) với chu kỳ nhiệt theo trình tự: biến 
tính mạch ban ñầu tại 94oC trong 2 phút; lặp lại 
30 chu kỳ nhiệt (94oC trong 30 giây, 50-55oC 
trong 30 giây, 72oC trong 30 giây); hoàn tất kéo 
dài mạch tại 72oC trong 10 phút. Những cặp 
mồi sử dụng trong các phản ứng PCR bán ñịnh 
lượng ñược liệt kê trong bảng 1. Trình tự 
nucleotide của các gen phân tích trong nghiên 
cứu này ñược lấy từ cơ sở dữ liệu của dự án 
quốc tế giải mã gen lúa (The rice annotation 
project database, http://rapdb.dna.affrc.go.jp/). 
Gen mã hóa cho protein α-tubulin 
(Os03g0726100) ñược sử dụng làm gen ñối 
chứng ñể kiểm chứng sự cân bằng của hàm 
lượng cDNA trong phản ứng PCR. Kích thước 
sản phẩm của các phản ứng PCR ñược phân tích 
bằng ñiện di trên gel agarose 2%. Các thí 
nghiệm ñược lặp lại 3 lần ñộc lập. 

 
Bảng 1. Trình tự các mồi của phản ứng RT-PCR bán ñính lượng 

Tên gen Loại mồi Trình tự mồi 
Xuôi 5’-ATTCCAGGAACAGCTCCAAG-3’ CRK 

(Os07g0535800) Ngược 5’-GTGGTGATGGTGACGTCGTT-3’ 
Xuôi 5’-CAACTTCACCTACGACGTGTC-3’ WAK 

(Os09g0561600 Ngược 5’-CTTGCACTCGTCGATGTCTTG-3’ 
Xuôi 5’-CAACATAGTGATCGGTGTCGA-3’ MAPKKK 

(Os01g0699100) Ngược 5’-GCTTGGATATCGCCACCAATT-3’ 
Xuôi 5’-GAACAAGTTCGAGGTGACGAAC-3’ MAPK 

(Os03g0285800) Ngược 5’-ACTTCCTCGCGTCCTCGTTC-3’ 
Xuôi 5’-AAGAGCAGCAAGTGGTCGAGT-3’ OsWRKY 

(Os05g0343400) Ngược 5’-CGTGCACTTGTAGTAGCTCCT-3’ 
Xuôi 5’-AGAGCAGCTACGGTGGAGAA-3’ AP2/ERF 

(Os01g0797600) Ngược 5’-GCGGTGCAAGCTTCATCATA-3’ 
Xuôi 5’-AACCAATGGCAAGATCAAGCA-3’ OsNCED 

(Os07g0154100) Ngược 5’-TTCCAGAGGTGGAAGCAGAA-3’ 
Xuôi 5’-TCATCCGTATCTTCTTCCAC-3’ Peroxidase 

(Os04g0688300) Ngược 5’-AGCGCTATGTAGTAGCCGTT-3’ 
Xuôi 5’-TTCTGGAGGACTACCACCT-3’ Catalase 

(Os03g0131200) Ngược 5’-TCCGAGAAGAAGTTGTCGATG-3’ 
Xuôi 5’-ACGTGTTCGAGGACAAGAC-3’ Cyclin 

(Os09g0111100) Ngược 5’-AGCTGTCGCAGCTGAAGCA-3’ 
Xuôi 5'-TCGCAGCATCAACCCAATC-3' α-Tubulin 

(Os03g0726100) Ngược 5'-GCAACCAGTCCTCACCTCAT-3' 
 
Tách chiết protein tổng số từ rễ mầm lúa 

Rễ cây mầm lúa sau khi xử lý stress As 
ñược thu nhận ñể tách chiết protein tổng số theo 
phương pháp ñược mô tả bởi Yeh et al. (2007) 

[48] với một vài ñiều chỉnh. Khoảng 1 cm ñỉnh 
rễ của 30 cây mầm lúa ñược nghiền thành bột 
mịn trong nitơ lỏng và hoà vào dung dịch ñệm 
tách chứa 50 mM Tris-HCl, pH 7,4; 250 mM 
sucrose, 10 mM sodium fluoride, 10 mM 
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Na3VO4,1 mM sodium-tartrate, 10% (v/v) 
glycerol, 50 mM Na2S2O5, 1 mM 
phenylmethanesulfonyl fluoride. Dịch nghiền 
ñược ly tâm 13.000 vòng/phút trong 30 phút ở 
4oC.  Sau ly tâm, phần dịch nổi chứa protein 
ñược thu nhận. Nồng ñộ protein ñược xác ñịnh 
theo phương pháp Lowry [22] với bộ Kit 
BioRad Dc Protein Assay (Bio-Rad, Hoa Kỳ) 
và ño OD tại bước sóng 750 nm. 

Xác ñịnh hoạt tính các isoenzyme kháng oxy 
hóa 

Dịch protein tổng số thu nhận từ rễ lúa chứa 
10 µg protein ñược phân tách bằng ñiện di trên 
gel polyarylamide không biến tính 
(NativePAGE) 2 lớp (lớp gel tập trung có nồng 
ñộ 4,5% và gel phân tách có nồng ñộ 10%) tại 
ñiện áp 100 V trong 2,5 giờ ở 4oC. Hoạt tính các 
isoenzyme của enzyme SOD, CAT và POD trên 
gel ñược phân tích và quan sát như mô tả của 
Wang & Yang (2005) [46]. Coomassie blue gel 
dùng ñể kiểm chứng sự cân bằng hàm lượng 
protein trong gel giữa các công thức. 

Phân tích hàm lượng acid amin proline 

Hàm lượng proline trong rễ lúa ñược xác 
ñịnh theo phương pháp của Bates et al. (1973) 
[4]. Rễ lúa (0,5 g) thu nhận từ cây mầm lúa sau 
khi xử lý với As(III) ở các nồng ñộ khác nhau 
ñược nghiền ñều trong 1 ml acid sulfosalicylic 
3% (Sigma Aldrich, Hoa Kỳ) và ñược ly tâm ở 
tốc ñộ 13.000 vòng/phút trong 10 phút tại 4oC. 
Dịch nổi thu nhận ñược bổ sung 0,2 ml 
ninhydrin (0,31 g ninhydrin, 7,5 ml acid acetic 
và 5 ml acid phosphoric 6M), 0,2 ml acid acetic 
95% (v/v) và 0,1 ml acid sulfosalicylic 3%. Sau 
khi ñun sôi cách thuỷ 1 giờ, hỗn hợp ñược bổ 
sung 1 ml toluene và ly tâm ở tốc ñộ 13.000 
vòng/phút  trong 10 phút ở 4oC. Pha toluene 
ñược ño ñộ hấp thu tại bước sóng 520 nm trong 
một cuvette thạch anh. Nồng ñộ proline ñược 
xác ñịnh dựa vào ñường chuẩn proline. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Ảnh hưởng của stress As ñến sự sinh trưởng 
và sự tích tụ As của rễ lúa 

 

   
 

   
Hình 1. Ảnh hưởng của stress As ñến sự sinh trưởng của cây mầm lúa. 

(a) Sự sinh trưởng của cây mầm lúa bị ức chế bởi As(III) tại các nồng ñộ 0, 50, 100, 150 và 200 
µM; (b) và (c) Ảnh hưởng của xử lý As(III) ñến chiều dài và khối lượng tươi rễ mầm lúa; (d). Hàm 
lượng As tích tụ trong rễ mầm lúa tại các nồng ñộ As(III) và thời gian xử lý khác nhau; *khác biệt 
có ý nghĩa tại mức p<0,05. Thanh ngang: 1 cm. 

a b 

c d 
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Ảnh hưởng của As ñến sự sinh trưởng của 
rễ cây mầm lúa ñược ñánh giá thông qua phân 
tích phụ thuộc nồng ñộ. Sau 3 ngày xử lý 
As(III) ở các nồng ñộ 0, 50, 100, 150 và 200 
µM, chiều dài và khối lượng tươi của rễ cây 
mầm lúa ñược xác ñịnh. So sánh với mẫu ñối 
chứng (nước cất), sự sinh trưởng rễ cây mầm 
lúa xử lý với dung dịch As(III) 100 µM giảm rõ 
rệt. Chiều dài và khối lượng tươi của rễ tại nồng 
ñộ này chỉ bằng khoảng 50% so với ñối chứng. 
Tại nồng ñộ 150 và 200 µM As(III), rễ lúa hầu 
như ngừng tăng trưởng (hình 1a, 1b và 1c). 

Phân tích As trong rễ mầm lúa cho thấy có 
sự tương quan giữa hàm lượng As tích tụ và 
nồng ñộ As của dung dịch xử lý cũng như thời 
gian xử lý. Ở cùng thời gian ủ (12 hay 24 giờ), 
hàm lượng As tích tụ trong rễ lúa tăng dần theo 
sự tăng của nồng ñộ dung dịch As(III) xử lý. So 
sánh giữa 2 thời gian ủ 12 và 24 giờ, tại cùng 
nồng ñộ xử lý, thời gian kéo dài sẽ làm tăng 
hàm lượng As tích tụ trong rễ lúa (hình 1d).

Như vậy, sự sinh trưởng của cây mầm lúa bị 
ảnh hưởng nghiêm trọng bởi As. Đồng thời, có 
sự tích luỹ mạnh As vào trong rễ cây mầm theo 
thời gian và theo nồng ñộ As bên ngoài. 

As cảm ứng sự sản sinh ROS trong rễ lúa 

Gốc tự do H2O2 và O2
- sản sinh trong rễ lúa 

dưới tác ñộng của As ñược xác ñịnh bằng DAB 
và NBT, theo tuần tự. DAB bị oxy hóa bởi H2O2 
tạo sản phẩm có màu nâu tối [40]. NBT bị khử 
bởi O.

2
- tạo sản phẩm formazan xanh lục [30]. Rễ 

lúa sau khi xử lý với dung dịch As(III) 100 µM 
trong 3 giờ ñược xử lý với DAB hoặc NBT. 
Quan sát dưới kính hiển vi soi nổi, cường ñộ 
màu nâu tối-biểu thị lượng H2O2, và màu xanh 
lục-biểu thị lượng O.

2
-, gia tăng rõ rệt trong rễ 

theo sự tăng của nồng ñộ dung dịch As(III) xử lý 
(hình 2). Ở mẫu ñối chứng, cường ñộ các màu 
hầu như không ñáng kể. Sự sản sinh ROS tập 
trung nhiều ở vùng tăng trưởng nơi có cường ñộ 
biến dưỡng mạnh nhất. Như vậy, sự xử lý As ñã 
cảm ứng sự sản sinh ROS trong rễ lúa. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hình 2. Ảnh hưởng của stress As 
ñến sự sản sinh ROS (H2O2 và O.

2
-) 

trong rễ mầm lúa. Cường ñộ màu 
tăng biểu hiện sự gia tăng ROS tích 

tụ trong rễ 

 
Sự biểu hiện gen ñáp ứng với stress As ở rễ 
lúa 

Để xác ñịnh có hay không stress As cảm 
ứng sự thay ñổi mức ñộ biểu hiện gen trong rễ 

lúa, một vài nhóm gen mã hóa cho các protein 
kinase trên màng tế bào (CRK, WAK), protein 
kinase của con ñường truyền tín hiệu nội bào 
(MAPKKK, MAPK), các nhân tố phiên mã 
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(OsWRKY, AP2/ERF) và gen liên quan ñến quá 
trình loại bỏ ROS (catalase, peroxidase), sinh 
tổng hợp acid abscisic (OsNCED), ñến sự phân 
chia tế bào (cyclin) ñược phân tích bằng kỹ 
thuật RT-PCR bán ñịnh lượng. Dưới tác ñộng 
của As(III) 100 µM, tất cả các gen phân tích ñều 
cho thấy có sự gia tăng cường ñộ biểu hiện, 
ngoại trừ gen liên quan ñến sự phân bào (hình 
3). Các gen mã hóa protein kinase trên màng 
(CRK, WAK), protein kinase truyền tín hiệu nội 
bào (MAPKKK, MAPK) và nhân tố phiên mã 
(OsWRKY, AP2/ERF) thay ñổi mức ñộ biểu 

hiện rất sớm, chỉ 3 giờ sau khi xử lý stress As. 
Sự biểu hiện của các gen liên quan ñến sinh 
tổng hợp auxin và loại bỏ ROS (catalase, 
peroxidase) ñược cảm ứng muộn hơn, 6-12 giờ 
dưới tác ñộng của stress As. Trong suốt quá 
trình xử lý As, một vài gen như CRK, 
MAPKKK, OsWWRKY và OsNCED có khuynh 
hướng giảm cường ñộ biểu hiện ở thời ñiểm 24 
giờ. Ở tất cả các thời ñiểm xử lý stress As, 
cường ñộ biểu hiện của gen cyclin ñều cho thấy 
suy giảm so với ñối chứng. 

 

 
Hình 3. RT-PCR bán ñịnh lượng xác ñịnh mức ñộ biểu hiện của một số gen mã hóa protein kinase 
gắn màng (CRK, WAK), protein truyền tín hiệu nội bào (MAPKKK, MAPK), nhân tố phiên mã 
(OsWRKY, AP2/ERF), protein enzyme khử ROS (peroxidase, catalase), hormone acid abscisic 
(OsNCED) và gen hoạt hóa phân chia tế bào (cyclin) ở rễ lúa dưới ñiều kiện stress As tại các thời 
ñiểm 0, 3, 6, 12 và 24 giờ. Gen α-Tubulin xác nhận sự cân bằng hàm lượng cDNA trong các phản 
ứng PCR. 
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Stress As hoạt hóa các isozyme kháng oxy 
hóa ở rễ lúa 

Hoạt tính của một số enzyme có vai trò 
kháng oxy hóa do ROS, bao gồm SOD, catalase 
và POD, sản sinh dưới tác ñộng của stress As 
ñược xác ñịnh bằng kỹ thuật phân tích hoạt tính 
enzyme trên gel không biến tính (NativePAGE). 
Rễ lúa xử lý với dung dịch As(III) 100 µM cho 
thấy có sự xuất hiện của 7 loại SOD ñồng dạng 
ñặc trưng (hình 4a). Hoạt tính của tất cả các 
isozyme SOD ñồng loạt gia tăng chỉ sau 3 giờ 
xử lý với stress As. Trong sự ñáp ứng với tác 
ñộng của As, có 4 ñồng dạng của POD ñược xác 
ñịnh trong rễ lúa. Hoạt tính của POD-a, -b và -c 

tăng dần so với ñối chứng bắt ñầu từ thời ñiểm 
6 giờ, tuy nhiên, hoạt tính của POD-d cao hơn 
ñối chứng tại thời ñiểm 3 giờ và duy trì ñến thời 
24 giờ của quá trình khảo sát (hình 4b). Đối với 
enzyme CAT, chỉ có 1 isozyme ñược xác ñịnh 
trên gel (hình 4c). Hoạt tính của CAT thay ñổi 
không ñáng kể so với ñối chứng tại thời ñiểm 3 
giờ nhưng tăng mạnh tại thời ñiểm 6 và 24 giờ 
dưới stress As. Phân tích tương quan hoạt tính 
của các enzyme giữa rễ lúa xử lý với As so với 
ñối chứng cho thấy, hoạt tính tổng cộng của các 
isozyme của ba enzyme POD, CAT và POD 
tăng nhanh bắt ñầu từ thời ñiểm 6 giờ và tiếp 
tục tăng ñến 24 giờ (hình 4e). 

 

 

 

Hình 4. Ảnh hưởng của stress As 
ñến hoạt tính các isozyme kháng 
oxy hóa ở rễ cây mầm lúa 

a. Isozyme superoxide dismutase 
(SOD); b. Isozyme catalase (CAT); 
c. Isozyme peroxidase (POD); d. 
Gel Coomassie blue xác ñịnh sự cân 
bằng hàm lượng protein giữa các 
công thức xử lý; e. Tương quan hoạt 
tính tổng cộng của isozyme ở rễ lúa 
xử lý As(III) so với ñối chứng 
không xử lý As(II) (hoạt tính = 1). 

  
Acid amin proline sinh tổng hợp mạnh dưới 
stress As 

Acid amin proline ñược chứng minh có vai 

trò trong sự ñề kháng của thực vật với stress 
kim loại nặng [35]. Trong nghiên cứu này, sự 
sinh tổng hợp proline trong rễ lúa xử lý với As 

a b 

c 

d 

e 
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ñược xác ñịnh, sử dụng phương pháp hiện màu 
với thuốc thử ninhydrine. Kết quả nghiên cứu 
cho thấy có sự gia tăng hàm lượng proline trong 
rễ lúa tại tất cả các nồng ñộ As xử lý so với ñối 
chứng (hình 5). Hàm lượng proline tăng dần 
theo sự tăng của nồng ñộ dung dịch As. Tại 
nồng ñộ As 150 µM, lượng proline trong rễ lúa 
cao gấp ñôi so với ñối chứng. Như vậy, trong sự 
ñề kháng với stress As của rễ lúa, proline có thể 
giữ một vai trò quan trọng. 

  

 
Hình 5. Sự tích tụ acid amin proline trong rễ 

mầm lúa dưới tác ñộng của stress As ở các nồng 
ñộ khác nhau. * khác biệt có ý nghĩa tại mức 

p<0,05. 
 

THẢO LUẬN 

Arsenic ở khắp nơi trong nước ngầm, trong 
ñất canh tác thường có nguồn gốc từ tự nhiên và 
từ các hoạt ñộng của con người như luyện kim, 
khai thác khoáng sản [24]. Arsenic tích tụ trong 
cây trồng, ñặc biệt trong lúa gạo, thường ở dạng 
As vô cơ [As(III), As (V)] hoặc hữu cơ (acid 
dimethylarsinic). Độc tính của As phụ thuộc 
vào dạng của nó, trong ñó As(III) > As(V) > As 
hữu cơ [43]. Ảnh hưởng của As ñối với sự sinh 
trưởng của cây trồng ñã ñược chứng minh trong 
nhiều nghiên cứu trên các ñối tượng cây trồng 
khác nhau [16, 21, 27, 38]. Trong nghiên cứu 
này, sự suy giảm sinh trưởng của rễ cây mầm 
lúa dưới tác dụng của As(III) ñã ñược xác ñịnh. 
Hơn nữa, phân tích ICP-MS ñã cho thấy hàm 
lượng As tích tụ trong rễ mầm lúa tăng mạnh 
theo sự gia tăng nồng ñộ dung dịch As (III) và 
thời gian xử lý. Ma et al. (2008) [23], Meharg & 
Hartley-Whitaker (2002) [24], và Tripathi et al. 
(2007) [42] ñã xác ñịnh các phosphate 
transporter và ñặc biệt hai transporter, 

OsNIP2;1 và OsNIP2;2, ñóng vai trò chính 
trong quá trình hấp thu chủ ñộng As từ môi 
trường và tích luỹ chúng trong tế bào rễ và chồi 
thực vật. Như vậy, quá trình sinh trưởng của rễ 
mầm lúa dưới stress As bị giảm sút do sự gia 
tăng tích luỹ của As gây ñộc cho tế bào. 

Tăng cường sự sinh tổng hợp các ROS là 
một trong những ñáp ứng chính của thực vật với 
các stress môi trường, nhất là ñối với các kim 
loại nặng như Cu, Cr, Cd, Hg, As [19, 20, 41, 
48]. ROS sản sinh trong tế bào thực vật chủ yếu 
tại lưới nội chất, peroxisome, ty thể, lục lạp và 
NADHP oxidase trên màng nguyên sinh chất 
[31]. Trong tế bào, ROS giữ hai vai trò ñồng 
thời. Khi tích luỹ ở nồng ñộ cao, ROS tác dụng 
peroxide hóa lipid gây hư hỏng màng tế bào. 
ROS còn phá huỷ cấu trúc protein, làm ảnh 
hưởng mạnh ñến quá trình trao ñổi chất [9, 12]. 
Ngược lại, ở nồng ñộ thấp, ROS hoạt ñộng như 
những tín hiệu nội bào cảm ứng sự biểu hiện 
của các gen kháng oxy hóa và các hệ thống ñề 
kháng stress môi trường ở thực vật [26, 28, 44]. 

Trong nghiên cứu này, dùng chất chỉ thị 
DAB và NBT ñã cho thấy As kích thích sự sản 
sinh mạnh các ROS là H2O2 và O.

2
- ở rễ mầm 

lúa. Tham gia vào sự chuyển hóa và loại bỏ 
ROS khi tích tụ với lượng lớn giúp bảo vệ thực 
vật chống lại stress oxy hóa có vai trò quan 
trọng của phức hệ enzyme kháng oxy hóa [45]. 
Phân tích RT-PCR bán ñịnh lượng cho thấy 2 
gen mã hóa cho các enzyme kháng oxy hóa, bao 
gồm peroxidase và catalase, gia tăng mức ñộ 
biểu hiện dưới tác ñộng của stress As. Các 
enzyme kháng oxy hóa (SOD, CAT, POD) 
ñược nhìn nhận là một hệ thống ñề kháng quan 
trọng của thực vật giúp chống lại stress oxy hóa 
gây ra bởi kim loại nặng [14]. Dùng kỹ thuật 
phân tích enzyme trên gel cho thấy hoạt ñộ của 
3 isozyme SOD, CAT và POD trong rễ lúa ñã 
gia tăng rõ rệt dưới tác ñộng khi xử lý stress As. 
Góp phần vào cơ chế ñề kháng với stress kim 
loại nặng còn có vai trò của proline. Acid amin 
proline ñược chứng minh là yếu tố loại bỏ gốc 
tự do và ổn ñịnh thế oxy hóa khử của tế bào 
trong ñiều kiện stress [33, 35]. Kết quả của 
nghiên cứu này cho thấy hàm lượng proline của 
tế bào gia tăng mạnh theo sự gia tăng của nồng 
ñộ As(III) xử lý. 
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Sự tiếp nhận các tín hiệu stress môi trường 
tại màng tế bào và dẫn truyền các tín hiệu này 
trong tế bào có vai trò quan trọng của các protein 
kinase gắn màng và hệ thống truyền tín hiệu 
nhiều bậc MAPK (Mitogen-activated protein 
kinases) [2, 5, 25]. Trong nghiên cứu này, dưới 
tác ñộng của As, hai gen mã hóa protein kinase 
gắn màng là CRK và WAK ñã gia tăng mạnh 
cường ñộ biểu hiện. Hệ thống MAPK gồm 3 bậc 
protein kinase (MAPK kinase kinase-MAPKKK, 
MAPK kinase-MAPKK và MAPK) nhận tín hiệu 
từ bên ngoài và truyền vào trong nhân tế bào 
hoặc các bào quan ñích giúp kích hoạt các gen 
chức năng thông qua hoạt ñộng trung gian của 
các nhân tố phiên mã. Ở lúa, có tất cả 74 
MAPKKK, 8 MAPKK và 17 MAPK gen [47] 
trong hệ thống nhiều bậc MAPK. Phân tích RT-
PCR ñã cho thấy, hai gen trong con ñường này là 
MAPKKK (Os01g0699100) và MAPK 
(Os03g0285800) ñược hoạt hóa biểu hiện dưới 
ñiều kiện stress As. 

Acid abscisic (ABA) là một hormone thực 
vật có vai trò ức chế mạnh sự sinh trưởng ở thực 
vật. Sự gia tăng hàm lượng ABA trong mô thực 
vật dưới các ñiều kiện stress lạnh, muối và 
stress nước ñã ñược chứng minh [8]. Ở nghiên 
cứu hiện tại, dưới tác ñộng của stress As, mức 
ñộ biểu hiện của gen có vai trò sinh tổng hợp 
acid abscisic (OsNCED) ñược cảm ứng gia 
tăng. Bên cạnh ñó gen có chức năng hoạt hóa 
phân chia tế bào là cyclin bị giảm biểu hiện khi 
xử lý rễ lúa với As. Như vậy, sự gia tăng biểu 
hiện của gen tổng hợp acid abscisic và giảm 
mức biểu hiện của gen phân chia tế bào có thể 
có liên quan trọng sự ức chế sinh trưởng của rễ 
lúa dưới stress As. 

Sự ñiều hòa tại mức ñộ phiên mã của các 
gen chức năng là một trong những cơ chế ñiều 
khiển quan trọng của toàn bộ các quá trình sinh 
học tế bào, trong ñó các nhân tố phiên mã giữ 
vai trò chủ ñạo [36]. Tương tác với yếu tố cis 
(cis-elements) trong vùng promoter của gen 
tương ứng, nhân tố phiên mã giúp gia tăng sự 
biểu hiện của những gen ñích này. WRKY và 
AP2/ERF là hai nhân tố phiên mã giữ vai trò 
quan trọng trong sự ñiều hoà biểu hiện các gen 
ñáp ứng với các stress môi trường ở thực vật 
[11, 18]. Trong nghiên cứu này, hai gen 
OsWRKY và AP2/ERF gia tăng cường ñộ biểu 

hiện dưới tác ñộng của stress As. 

KẾT LUẬN 

Kết quả của nghiên cứu của chúng tôi ñã 
xác ñịnh chức năng quan trọng của hệ thống các 
enzyme kháng oxy hóa và acid amin proline 
trong sự ñề kháng với stress As. Sự hoạt hóa 
các gen mã hóa nhân tố phiên mã và các gen 
chức năng của con ñường truyền tín hiệu nội 
bào có thể ñóng vai trò thiết yếu giúp thực vật 
ñáp ứng nhanh với ñộc tố As trong môi trường. 
Những phát hiện này góp phần vào chiến lược 
cải thiện ñặc ñiểm di truyền của lúa nhằm giảm 
thiểu ảnh hưởng của As trong canh tác. 

Lời cảm ơn: Các tác giả bày tỏ sự cảm ơn sâu 
sắc ñến GS Huang Hao-Jen, khoa Khoa học Sự 
sống, Đại học Quốc gia Cheng Kung, Đài Loan 
ñã khuyến khích và ủng hộ nghiên cứu này. 
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SUMMARY 
 

Arsenic (As) is classified as one of toxic metalloids, that directly affects to most plants. Moreover, As is 
also a human carcinogen due to drinking As-contaminated groundwater or eating plant food including rice 
cultivated in polluted areas. The effect of As on rice growth was established, but the precised mechanism of 
rice response to As remains to be elucidated. This study investigated the biochemical and molecular changes 
in roots of rice seedlings under As stress. A 100 mM As(III) solution strongly inhibited the growth and 
induced reactive oxygen species (ROS) production in rice roots. Using ICP-MS, we found As content in rice 
roots increased with increasing concentration of As solution treatment. Semi-quantitative RT-PCR analysis 
revealed that several genes as ROS-related, protein kinase-related, signal transduction-related, transcription 
factor-related and auxin synthesis-related genes were up-regulated during As stress. However, cell 
cytokinesis-related gene was down-regulated. Polyacrylamide gel electrophoresis and activity-gel assay 
showed that enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase (POD) were 
strongly induced under As stress, as an antioxidant defense system. In addition, the contrileuted to elucidating 
increase of proline content, function as radical scavenger and cellular redox potential buffer, was found in As 
treated rice roots. Our findings more or less on the biochemical and molecular mechanism in response to As 
stress in plants. 
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