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X¸c ®Þnh nhãm chØ thÞ sinh hãa sulhydryl (-SH) cho sù  
« nhiÔm Asen vμ ®ång cña c©y rau m¸  

(centella asiatica)  

§Õn Tßa so¹n 21-6-2007 

NguyÔn ThÞ Kim Ph−îng, NguyÔn ThÞ Dung, NguyÔn Cöu Khoa 
 ViÖn C«ng nghÖ Hãa häc Tp. Hå ChÝ Minh 

 

Summary 

Plants can produce Cys-rich peptides such as triptide or glutathione (GSH), polypeptide, etc. 
when exposed to an excess amount of heavy metals. These peptides are rapidly synthesized in 
response to toxic levels of heavy metals in all tested plants. Amount of (-SH) groups indicated the 
level of contamination. Total (-SH) groups in pennywort were quantitated with Ellman�s reagent 
by spectrophotometer in absorbance at 412nm. Arsenic, copper-peptide complexes were 
identified by HPLC with a Phenomenex Ultracarb 7ODS30 (250mm×4.6 mm i.d.×10 μm) column, 
mobile phase A: 40% H2O, B: 40% acid formic 2.5% and C: 20% methanol; detector Diod Array 
UV at 275 nm. The results showed that uptaken and accumulation an excess amount of As, Cu is 
caused increasing indicator (-SH) groups in pennywort. This indicated that pennywort is very 
sensitive to As and Cu in terms of the rapid increases in the levels of GSH.                           

 
I - Më ®Çu 

HÊp thu vμ tÝch lòy kim lo¹i ®· kÝch thÝch 
ph¶n øng sinh tæng hîp glutathion hay triptit 
(GSH) x¶y ra trong c©y. GSH lμ hîp chÊt h÷u c¬ 
chøa 01 nhãm (-SH), ®¶m nhiÖm vai trß t¹o 
phøc víi kim lo¹i th«ng qua nhãm (-SH) [3,4]. 
Sù t¹o thμnh c¸c chuçi polypeptit vμ c¸c phøc 
chÊt tõ GSH tïy thuéc vμo b¶n chÊt hãa häc cña 
kim lo¹i vμ ®Æc ®iÓm sinh hãa cña thùc vËt. V× 
vËy, viÖc x¸c ®Þnh tæng l−îng (-SH) vμ c¸c d¹ng 
phøc cña GSH víi kim lo¹i trong c©y rau nh»m 
lμm s¸ng tá c¬ chÕ khö ®éc th«ng qua c¸c ph¶n 
øng hãa häc trong qu¸ tr×nh tÝch lòy vμ lan 
truyÒn kim lo¹i tõ m«i tr−êng ®Êt lªn c©y trång. 
V× vËy, môc tiªu cña nghiªn cøu lμ x¸c ®Þnh 
nhãm chØ thÞ (-SH) vμ phøc chÊt cña polypeptit 
víi As, Cu cña c©y rau m¸ (Centella Asiatica) 
sinh tr−ëng trong m«i tr−êng ®Êt giμu As, Cu. 
§Þnh l−îng nhãm (-SH) b»ng ph−¬ng ph¸p so 
mμu víi t¸c nh©n Ellman vμ x¸c ®Þnh phøc chÊt 

trong c©y rau b»ng kü thuËt s¾c ký láng cao ¸p 
(HPLC) ®· ®−îc sö dông trong nghiªn cøu nμy 
[2, 4, 6]. 

II - Thùc nghiÖm 

1. Hãa chÊt 

- C¸c hãa chÊt ®−îc sö dông trong nghiªn 
cøu nμy bao gåm: Glutathion (GSH) vμ 5,5’-
dithiosbis-2-nitrobenzoic axit (DTNB), Sigma; 
axit tricloroaxetic (TCA), Merck; K2HPO4, Na2-
EDTA, Prolabo. 

- Thμnh phÇn cña t¸c nh©n Ellman: 6 mmol 
DTNB, 0,143 mmol K2HPO4, 6,3 mmol Na2-
EDTA, pH = 7,5). 

2. ChuÈn bÞ mÉu ph©n tÝch 

- Rau m¸ ®−îc trång trªn ®Êt « nhiÔm As 
[NaAsO2] vμ Cu [CuSO4.5H2O], víi nång ®é 
kh¸c nhau. Thu ho¹ch sau 4 vμ 9 tuÇn kÓ tõ lóc 
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trång, röa s¹ch b»ng n−íc cÊt, t¸ch riªng phÇn rÔ 
vμ l¸, sÊy kh« ë 60oC trong 72giê. MÉu ®èi 
chøng lμ rau ®−îc trång trªn ®Êt nÒn kh«ng « 
nhiÔm trong cïng ®iÒu kiÖn nh− nhau. 

- Quy tr×nh xö lý mÉu  

1. V« c¬ hãa mÉu: b»ng hçn hîp axit 
HNO3:HCl (10:3), ë nhiÖt ®é 165oC trong 15 
phót trªn thiÕt bÞ vi sãng MarsX 5 plus (Mü). 
§Þnh l−îng As, Cu b»ng ph−¬ng ph¸p AAS lß 
graphit, GBC UltraZ (óc). 

2. §Þnh l−îng (-SH) trong mÉu rau [2, 6]: 
ChiÕt (-SH) b»ng dung dÞch TCA 6,7% ë 4oC. 
Thªm t¸c nh©n Ellman vμo dÞch chiÕt, sau 2 
phót ®o trªn m¸y quang phæ so mμu LBK 
Biochrom Ultrospec II (Anh) ë b−íc sãng λ = 
412nm. 

3. X¸c ®Þnh d¹ng phøc chÊt trong rau m¸: 
trªn thiÕt bÞ HPLC 200 series, Perkin Elmer [4, 
6] víi c¸c ®iÒu kiÖn nh− sau: 

  
§iÒu kiÖn §¬n vÞ, ký m· hiÖu 

Cét t¸ch s¾c ký 
Pha ®éng 
Tèc ®é dßng pha ®éng 
Detector UV 

Phenomenex Ultracarb 7ODS30 (250 m×4,6 mm i.d.×10 μm)  
40% A: H2O; 40% B: axit formic 2,5% vμ 20% C: metanol 
0,5ml/min 

Diod Array 235C, λ = 275nm 

 
III - KÕt qu¶ th¶o luËn 

1. ¶nh h−ëng cña nång ®é As ®Õn sù thay ®æi 
thiol (-SH) trong c©y rau m¸ 

KÕt qu¶ ph©n tÝch As tæng vμ l−îng (-SH) 
trong c©y rau m¸ ®−îc tr×nh bμy trong b¶ng 1. 
KÕt qu¶ ë b¶ng 1 cho thÊy sù tÝch lòy As trong 
c©y rau m¸ ®· t¸c ®éng m¹nh ®Õn ph¶n øng sinh 
hãa x¶y ra trong c©y ®Æc biÖt lμ ë giai ®o¹n 

tr−ëng thμnh. L−îng As ®−a vμo ®Êt t¨ng lμm 
t¨ng tÝch lòy As trong c©y rau m¸ vμ t¨ng nhãm 
chØ thÞ (-SH). So s¸nh tuÇn thø 4 vμ tuÇn thø 9 
nhËn thÊy: L−îng As tÝch lòy trong rÔ t¨ng 1,5 
lÇn nh−ng sè l−îng nhãm chØ thÞ (-SH) l¹i gi¶m 
1,6 lÇn.  Ng−îc l¹i, hμm l−îng As tÝch lòy trong 
l¸ rau m¸ t¨ng kho¶ng 2 lÇn nh−ng sè l−îng 
nhãm chØ thÞ (-SH) trong l¸ rau m¸ t¨ng kho¶ng 
5 lÇn (xem h×nh 1). 

 B¶ng 1: ¶nh h−ëng cña nång ®é asen trong ®Êt tíi sù tÝch lòy vμ thay ®æi nhãm (-SH) 
trong c©y rau m¸ 

TÝch lòy As, mg/kg Nhãm chØ thÞ (-SH) (mmol/kg × 10/3)

L¸ RÔ L¸ RÔ 
§Êt trång 

rau 
4 tuÇn 9 tuÇn 4 tuÇn 9 tuÇn 4 tuÇn 9 tuÇn 4 tuÇn 9 tuÇn

§èi chøng 0,46±0,12 0,59±0,12 0,51±0,15 0,60±0,12 174±14 223±19 221±15 168±14

20 0,85±0,37 1,66±0,45 0,87±0,17 1,36±0,18 228±21 1172±29 295±25 178±23

25 0,98±0,44 2,11±0,45 1,09±0,25 1,51±0,26 237±28 1381±44 309±22 186±15

30 1,12±0,39 2,33±0,50 1,20±0,28 1,70±0,33 296±34 1655±24 426±39 253±24

¤ 
nhiÔm 

As 
(mg/kg 

®Êt) 50 1,68±0,51 3,14±0,36 1,77±0,37 2,68±0,55 353±30 1853±53 491±48 263±18
 

Cã thÓ gi¶i thÝch cho sù t¨ng vμ gi¶m sè 
l−îng nhãm (-SH) trong c©y rau m¸ nh− sau: 
thμnh tÕ bμo rÔ cã cÊu t¹o bëi m¹ng l−íi 
xenlulo, pectin… víi c¸c nhãm choc n¨ng 

cacboxyl mang ®iÖn tÝch ©m nªn lu«n cã 
khuynh h−íng ®Èy c¸c anion asenat [1]. V× vËy, 
As sau khi ®i vμo rÔ tiÕp tôc di chuyÓn lªn phÇn 
trªn nªn ®· gi¶m sù sinh tæng hîp GSH t¹i rÔ. 
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L−îng As sau di chuyÓn lªn l¸ th× tÝch tô t¹i ®ã 
vμ kÝch thÝch ph¶n øng sinh tæng hîp GSH. 
Nhãm (-SH) ®−îc sö dông nh− mét chÊt chØ thÞ 
(biochemical indicator) ®Ó ®¸nh gi¸ møc ®é « 
nhiÔm vμ ®éc tÝnh cña tõng kim lo¹i ®èi víi tõng 
loμi thùc vËt [3].  

2. ¶nh h−ëng cña Cu ®Õn sù thay ®æi nhãm   
(-SH) trong c©y rau m¸ 

KÕt qu¶ ph©n tÝch l−îng Cu tæng vμ nhãm 
chØ thÞ (-SH) trong c©y rau m¸ ®−îc tr×nh bμy 
trong b¶ng 2. 

C¸c kÕt qu¶ ph©n tÝch cho thÊy sù tÝch lòy Cu 
trong c©y t¨ng cïng víi møc ®é « nhiÔm ®Êt vμ 
thêi gian sinh tr−ëng. Sù tÝch tô Cu trong rÔ 
nhiÒu h¬n trong l¸ ®Æc biÖt lμ ë tuÇn thø 9, 
l−îng Cu tÝch tô trong rÔ cao gÊp kho¶ng tõ 2 

®Õn 5 lÇn so víi trong l¸. So s¸nh tuÇn thø 4 víi 
tuÇn thø 9 nhËn thÊy: l−îng Cu tÝch tô trong l¸ 
t¨ng kho¶ng tõ 2 ®Õn 3 lÇn trong khi ®ã ë rÔ 
t¨ng kho¶ng tõ 2 ®Õn 5 lÇn; sè l−îng nhãm (-
SH) trong rÔ rau m¸ chØ t¨ng kho¶ng 1,5 lÇn 
trong khi ®ã ë l¸ rau m¸ th× t¨ng tõ 5 ®Õn 6 lÇn. 
§iÒu nμy cã liªn quan ®Õn b¶n chÊt cña kim lo¹i 
®ång. Ion Cu2+ cã khuynh h−íng liªn kÕt víi c¸c 
nhãm chøc n¨ng cacboxyl cña thμnh tÕ bμo rÔ, 
v× vËy ngay c¶ khi Cu tÝch tô l¹i ë rÔ nhiÒu 
nh−ng kh«ng ë d¹ng ion tù do v× vËy ®· kh«ng 
kÝch thÝch ph¶n øng t¹o GSH ë rÔ. T¹i l¸, sau 
khi di chuyÓn lªn l¸ ®ång sÏ tån t¹i ë d¹ng ion 
Cu2+ tù do, chÝnh ion tù do nμy ®· kÝch thÝch 
ph¶n øng tæng hîp GSH, do ®ã lμm t¨ng nhanh 
chãng sè l−îng nhãm (-SH). 

B¶ng 2: ¶nh h−ëng cña nång ®é ®ång trong ®Êt tíi sù tÝch lòy vμ thay ®æi nhãm (-SH)  
trong c©y rau m¸ 

TÝch lòy Cu (mg/kg) Nhãm chØ thÞ (-SH) (mmol/kg × 10/3)

L¸ RÔ L¸ RÔ 

§Êt trång 
rau 

4 tuÇn 9 tuÇn 4 tuÇn 9 tuÇn 4 tuÇn 9 tuÇn 4 tuÇn 9 tuÇn

§èi chøng 11,70±2,73 12,18±2,34 19,54±4,17 24,37±3,19 174±14 223±19 221±15 168±14
150  12,86±3,36 23,73±2,63 29,11±3,96 48,87±5,96 331±17 1158±54 268±36 329±38
200  13,65±3,19 35,22±3,38 31,92±5,11 84,21±11,15 318±26 1224±43 243±27 335±26
250  14,99±2,86 36,52±4,63 36,65±5,99 117,16±14,17 306±26 1324±50 229±23 344±32

¤ 
nhiÔm 
Cu 
(mg/kg 
®Êt) 400  17,52±2,61 44,83±5,03 64,33±11,63 213,65±17,54 282±28 1565±66 225±25 354±35
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H×nh 1: ¶nh h−ëng cña As, Cu tíi sù thay ®æi nhãm (-SH) trong c©y rau m¸  
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Tãm l¹i, toμn bé kÕt qu¶ nghiªn cøu cho 
thÊy c©y rau m¸ hÊp thu As Ýt h¬n Cu; l−îng As 
tÝch tô l¹i ë rÔ Ýt h¬n so víi l−îng As di chuyÓn 
lªn l¸ ng−îc l¹i hμm l−îng Cu bÞ cè ®Þnh l¹i ë 
vïng rÔ nhiÒu h¬n lμ vËn chuyÓn lªn l¸. Sè 
l−îng nhãm (-SH) trong l¸ rau m¸ « nhiÔm As 
hay Cu ®Òu t¨ng, sè l−îng nhãm (-SH) ë tuÇn 
thø 9 cao h¬n tuÇn thø 4 kho¶ng tõ 5 ®Õn 6 lÇn. 
Ng−îc l¹i, sè l−îng nhãm (-SH) trong rÔ chØ 
t¨ng 1,5 ®èi víi rau m¸ nhiÔm Cu vμ gi¶m 1,6 

lÇn ®èi víi rau m¸ « nhiÔm As. 

3. X¸c ®Þnh hîp chÊt cña As vμ Cu trong c©y 
rau m¸ 
Tripeptit hay glutathion (GSH) cã c«ng thøc 

chung (γ-Glutamyl-cystein-glycin) ®¶m nhiÖm 
vai trß t¹o liªn kÕt víi kim lo¹i trong c©y [3], 
theo ®ã c¸c kim lo¹i As, Cu sau khi ®i vμo c©y 
sÏ t¹o liªn kÕt víi nhãm (-SH). KÕt qu¶ ph©n 
tÝch dÞch chiÕt trong l¸ vμ rÔ rau m¸ ®−îc thÓ 
hiÖn trªn 2 s¾c ký ®å h×nh 2. 

 

 

H×nh 2: S¾c ký ®å ph©n tÝch dÞch chiÕt cña c©y rau m¸ « nhiÔm As, Cu 
 

KÕt qu¶ ®Þnh tÝnh cho thÊy cã c¸c pic ®Æc tr−ng ë c¸c thêi gian l−u 350, 580 vμ 720 gi©y, 
®Òu xuÊt hiÖn ë l¸ vμ rÔ rau m¸ « nhiÔm As. §Ønh xuÊt hiÖn ë 350 gi©y chÝnh lμ triglutathion asen 
biÓu diÔn nh− sau:  
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S
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HOOC CH
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NH CH
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C NH CH2 COOH

O
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Ph¶n øng gi÷a glutathion vμ anion asenit: 

3GSH   +  AsO2
-  +  H+ → As(GS)3  +   2H2O   

C¸c pic ë 580 vμ 720 gi©y lμ c¸c polypeptit 
cã ph©n tö l−îng lín h¬n [(γ-Glutamyl-
Cystein)nGlycine víi n = 2 - 11]. Theo c¸c t¸c 

gi¶ [3], song song víi sù sinh tæng hîp GSH lμ 
ph¶n øng trïng hîp t¹o thμnh polyme cã träng 
l−îng ph©n tö lín h¬n tõ GSH. Møc ®é trïng 
hîp tïy thuéc vμo ®Æc ®iÓm sinh häc cña thùc 
vËt, nång ®é vμ b¶n chÊt cña kim lo¹i tÝch lòy.  

Trong tr−êng hîp Cu, thu ®−îc c¸c pic ë c¸c 

Víi GS -  = 

Glutathion hay triptÝt 
Triglutathion asen

As(GS)3 

γ-Glutamyl Cystein Glycine 
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thêi gian l−u 330, 380 vμ 700 gi©y. §Ønh xuÊt 
hiÖn ë 330 gi©y chÝnh lμ ®iglutathion ®ång  
Cu(GS)2 c«ng thøc hãa häc nh− sau:  

Cu S GSG  
§iglutathion ®ång Cu(GS)2 

Ph¶n øng gi÷a glutathion vμ cation ®ång: 

2GSH   +  Cu2+  → Cu(GS)2  +   2H+    

 
Cßn c¸c ®Ønh ë 380 gi©y, 700 gi©y lμ nh÷ng 

pÝc cña polypeptit cã träng l−îng ph©n tö lín 
h¬n. Quy luËt nμy nh− nhau c¶ trong dÞch chiÕt 
cña rÔ vμ l¸ rau m¸. 

IV - KÕT LUËN 

- Rau m¸ hÊp thu, vËn chuyÓn As lªn l¸ 
nhiÒu h¬n lμ cè ®Þnh l¹i ë rÔ. Sè l−îng nhãm (-
SH) trong rÔ gi¶m tõ tuÇn thø 4 ®Õn tuÇn thø 9 
ng−îc l¹i trong tr−êng hîp l¸ rau m¸ sè l−îng 
nhãm t¨ng. 

- Trong tr−êng hîp Cu, c©y rau m¸ hÊp thu 
nhiÒu vμ chñ yÕu cè ®Þnh ë rÔ h¬n lμ vËn chuyÓn 
lªn l¸. Sè l−îng nhãm (-SH) trong l¸ vμ rÔ ®Òu 
t¨ng tõ tuÇn thø 4 ®Õn tuÇn thø 9. Tuy nhiªn sù 
t¨ng nhãm (-SH) trong rÔ kh«ng ®¸ng kÓ nh− 
trong l¸. 

- TÝch lòy As, Cu trong c©y rau m¸ ®· kÝch 
thÝch hμng lo¹t ph¶n øng trong c©y: sinh tæng 
hîp GSH, t¹o phøc víi As vμ Cu, t¹o thμnh c¸c 
polypeptit cã träng l−îng ph©n tö kh¸c nhau. 
Nãi lªn sù ®a d¹ng cña c¸c ph¶n øng sinh hãa 

x¶y ra trong c©y tïy thuéc vμo ®Æc ®iÓm sinh 
th¸i cña tõng lo¹i rau, nång ®é vμ b¶n chÊt cña 
kim lo¹i... Ph¶n øng sinh hãa trong c©y ®· lμm 
gi¶m møc ®é ®éc h¹i cña kim lo¹i tù do ®èi víi 
c©y rau. 

Lêi c¶m ¬n: T¸c gi¶ xin ch©n thμnh c¶m ¬n 
ViÖn C«ng NghÖ Hãa Häc t¹i Thμnh phè Hå 
ChÝ Minh, Khoa Tμi nguyªn Thiªn nhiªn vμ 
Khoa häc M«i truêng cña Tr−êng §¹i häc 
Nevada t¹i Reno, Mü ®· t¹o ®iÒu kiÖn thuËn lîi 
®Ó t¸c gi¶ thùc hiÖn c«ng tr×nh nμy. 
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