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Tóm tắt 

Công nghệ tế bào trần là một hướng tiếp cận quan trọng trong công 

nghệ sinh học thực vật và rong biển, cho phép tạo lượng lớn nguồn 

giống sạch và đồng nhất phục vụ nuôi trồng. Trong đó, việc phân lập 

tế bào trần quyết định thành công của công nghệ. Bài báo này tập trung 

nghiên cứu ảnh hưởng của một số yếu tố chính trong quá trình phân 

lập tế bào trần rong cải biển U. lactuca như điều kiện khử trùng, loại 

enzyme, nồng độ và thời gian sử dụng enzyme để phá vỡ thành tế bào. 

Kết quả cho thấy, dung dịch natri hypochlorite (NaOCl) 0,5% cho hiệu 

quả khử trùng tốt nhất với tỷ lệ mẫu sống đạt 90% và mẫu sạch đạt 

80%. Bảy loại enzyme khác nhau được thử nghiệm bao gồm cellulase 

Onozuka R -10, cellulase ((Merck-Sigma), driselase (Merck-Sigma), 

hemicellulase (Merck-Sigma), pectinase (Novozyme), cellulast 

(Novozyme) và Viscozyme (Novozyme) cho thấy hiệu quả phân giải 

thành tế bào có sự khác biệt rõ rệt (p < 0,05). Enzyme cellulase 

(Onozuka R-10) cho hiệu suất phân lập cao nhất, đạt 3,68 × 10⁶ tế bào 

trần/g khối lượng tươi. Nồng độ và thời gian xử lý enzyme cũng ảnh 

hưởng rõ rệt và có xu hướng tỷ lệ thuận với hiệu quả tế bào trần trong 

ngưỡng giới hạn. Nồng độ enzyme sử dụng thích hợp nhất là 2% với 

thời gian xử lý 2 giờ. Kết quả nghiên cứu góp phần hoàn thiện cơ sở 

khoa học cho sản xuất giống rong biển nói chung và rong cải biển nói 

riêng bằng công nghệ tế bào trần. 

Từ khoá 

Enzyme cellulase; Phân lập, khử trùng; Tế bào trần; Ulva lactuca. 

Đặt vấn đề 

Rong cải biển Ulva lactuca là một trong những 

loài rong biển phân bố rộng rãi và có giá trị sử 

dụng cao trên thế giới (Baweja và cộng sự, 2009; 

Lahaye & Robic, 2007). Loài rong này có chứa 

hàm lượng protein tương đối cao, giàu vitamin 

(A, C, E, nhóm B), khoáng chất thiết yếu (Ca, Mg, 

Fe, I) và các hợp chất sinh học có hoạt tính 

(Baweja và cộng sự, 2009; Reddy và cộng sự, 

2008). Do đó, U. lactuca được đánh giá là nguồn 

nguyên liệu tiềm năng cho thực phẩm, thực phẩm 

chức năng và dược - mỹ phẩm. Bên cạnh đó, loài 

rong này có khả năng sinh trưởng nhanh, chu kỳ 

sống ngắn và hiệu suất tích lũy sinh khối cao nên 

U. lactuca trở thành đối tượng rong biển có ý 

nghĩa quan trọng trong phát triển kinh tế sinh học 

biển (Lahaye & Robic, 2007), và phù hợp với xu 

hướng phát triển kinh tế xanh bền vững hiện nay. 

Tuy nhiên, việc khai thác và sử dụng U. lactuca 

hiện nay vẫn chủ yếu dựa vào nguồn tự nhiên hoặc 

các phương thức nhân giống sinh dưỡng truyền 

thống. Điều này dẫn đến nhiều hạn chế trong khai 

thác như: chất lượng rong không đồng đều, khó 

chủ động về thời vụ và sản lượng, khó kiểm soát 

hàm lượng các hợp chất có giá trị dinh dưỡng và 

hoạt tính sinh học. Bên cạnh đó, việc khai thác 

thường xuyên trong tự nhiên sẽ dẫn tới nguy cơ 

suy giảm nguồn lợi rong tự nhiên. 

Công nghệ tế bào trần là kỹ thuật loại bỏ thành tế 

bào bằng enzyme hoặc cơ học để thu nhận tế bào 

sống chỉ còn màng sinh chất bao bọc. Công nghệ 

này được xem là nền tảng quan trọng trong công 

nghệ sinh học thực vật do cho phép thực hiện các 

nghiên cứu về dung hợp tế bào soma, chuyển gen, 

biểu hiện gen và chọn tạo giống mới có đặc tính 

ưu việt (Baweja và cộng sự, 2009; Reddy và cộng 

sự, 2008). Trên nhiều đối tượng rong biển khác 

nhau như Ulva lactuca, Ulva reticulata, 

Monostroma oxyspermum, Porphyra yezoensis, 

Gracilaria verrucosa, Kappaphycus alvarezii và 

Laminaria japonica, công nghệ tế bào trần đã 

được ứng dụng rộng rãi trong tái sinh tản rong 

hoàn chỉnh, tạo dòng lai soma và cải thiện các đặc 

tính sinh học quan trọng. Nhiều nghiên cứu cho 

thấy tế bào trần có khả năng tái sinh thành cơ thể 

rong hoàn chỉnh với tốc độ sinh trưởng cao, tăng 
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khả năng thích nghi với điều kiện môi trường bất 

lợi như biến động độ mặn, nhiệt độ và cường độ 

ánh sáng, đồng thời nâng cao hàm lượng các hợp 

chất sinh học có giá trị như carrageenan, agar, 

ulvan và protein hòa tan (Baweja và cộng sự, 

2009; Reddy và cộng sự, 2006, 2008). Ngoài ra, 

công nghệ tế bào trần còn được sử dụng trong 

nghiên cứu cơ chế hình thành thành tế bào, tương 

tác màng sinh chất và biểu hiện gen ở cấp độ tế 

bào, góp phần mở rộng tiềm năng ứng dụng công 

nghệ sinh học trong chọn giống và nuôi trồng 

rong biển. Tuy nhiên, tại Việt Nam hiện nay, các 

nghiên cứu về công nghệ tế bào trần trên rong 

biển vẫn còn hạn chế, đặc biệt đối với các loài 

rong có giá trị kinh tế. 

Quá trình phân lập tế bào trần phụ thuộc vào nhiều 

yếu tố khác nhau, trong đó phá vỡ thành tế bào là 

bước then chốt quyết định hiệu quả thu nhận tế 

bào trần (Reddy và cộng sự, 2008). Do cấu trúc và 

thành phần polysaccharide của thành tế bào rong 

biển khác nhau giữa các nhóm rong lục, rong đỏ 

và rong nâu nên điều kiện xử lý enzyme cũng cần 

được tối ưu riêng cho từng đối tượng nghiên cứu. 

Các nghiên cứu cho thấy hiệu quả phân lập tế bào 

trần chịu ảnh hưởng đáng kể bởi thành phần và 

nồng độ enzyme, thời gian xử lý, điều kiện thẩm 

thấu, nhiệt độ, pH môi trường và giai đoạn sinh 

trưởng của mẫu rong (Chen & Shih, 2000, Reddy 

và cộng sự, 2006). Vì vậy, việc khảo sát và lựa 

chọn các điều kiện phân lập phù hợp có ý nghĩa 

quan trọng nhằm nâng cao hiệu quả tạo tế bào trần 

cũng như khả năng tái sinh phục vụ nghiên cứu và 

sản xuất giống rong biển. 

Xuất phát từ những vấn đề trên, nghiên cứu này 

được thực hiện nhằm đánh giá ảnh hưởng của 

một số yếu tố chính trong quá trình phân lập tế 

bào trần từ Ulva lactuca, góp phần xây dựng quy 

trình kỹ thuật phục vụ sản xuất giống rong biển. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

Vật liệu nghiên cứu 

Mẫu rong cải biển U. lactuca được thu thập vào 

tháng 3/2025 từ vùng biển Cát Bà (Hải Phòng) và 

Lý Sơn (Quảng Ngãi), sau đó chuyển về phòng 

Nghiên cứu Công nghệ Sinh học Biển - Trung 

tâm Nghiên cứu hải sản phía Bắc. Rong được 

nuôi thích nghi trong môi trường nước biển, độ 

mặn 30 ± 1‰, có bổ sung dinh dưỡng PES ở điều 

kiện phòng thí nghiệm dưới ánh sáng đèn huỳnh 

quang 35 µmol photon.m-2.s-1, chu kỳ sáng tối = 

12:12, nhiệt độ 25 ± 1C, sục khí liên tục.  

Nghiên cứu xác định chất và điều kiện khử trùng 

vật liệu rong cải biển để phân lập tế bào trần 

Rong cải biển U. lactuca sau khi được thu thập 

về sẽ được rửa sạch, tạo vật liệu vô trùng để 

làm nguyên liệu tạo tế bào trần. Những mẫu mô 

non có màu xanh đặc trưng, không tạp nhiễm 

thực vật biểu sinh được lựa chọn để tiến hành 

thí nghiệm. Phương pháp khử trùng được tiến 

hành thử nghiệm bằng 3 loại chất với các nồng 

độ khác nhau bao gồm hỗn hợp kháng sinh, 

dung dịch natri hypochlorite và nano bạc. 

Phương pháp khử trùng bằng hỗn hợp kháng 

sinh dựa theo nghiên cứu của Reddy và Fujita 

(1989). Rong được chọn (2 cm2) được làm sạch 

trong nước biển đã lọc. Sau đó, các mảnh này 

được rửa nhiều lần bằng nước biển đã hấp khử 

trùng. Cuối cùng, chúng được ủ trong 100 mL 

nước biển đã hấp khử trùng chứa 10 mL hỗn 

hợp kháng sinh (Polne-Fuller và Gibor, 1984) 

với các nồng độ 5, 10, 15% trong 24 giờ ở 25 ± 1oC 

dưới ánh sáng đèn huỳnh quang 35 µmol 

photon.m-2.s-1 và chu kỳ 12:12 giờ sáng: tối (L: D). 

Phương pháp khử trùng bằng natri 

hypochloride được thử nghiệm với các nồng độ 

0,25%, 0,5%, 0,75% và 1% trong thời gian 5 

giây. Khử trùng bằng nano bạc được tiến hành 

trong thời gian 5 phút với các nồng độ từ 100 

ppm đến 1000 ppm, bước nhảy 100 ppm. Thí 

nghiệm được lặp lại 3 lần, với 30 mẫu cho mỗi 

lần lặp của một công thức.
 

Nghiên cứu loại enzyme thích hợp để phân lập 

tế bào trần 

Quá trình phân lập tế bào trần rong Ulva được 

tiến hành dựa trên nghiên cứu của Reddy và cộng 

sự (2006, 2018). Các mẫu mô non của rong cải 

biển có màu xanh đặc trưng, không bị tạp nhiễm 

thực vật biểu sinh được lựa chọn làm vật liệu để 

tiến hành các thí nghiệm phân lập. Sau khi khử 

trùng, mẫu rong được cắt thành các mảnh nhỏ 

(<1 mm) và rửa sạch 3-4 lần bằng nước biển vô 

trùng để loại bỏ các mảnh vụn. Các đĩa petri được 

chuẩn bị sẵn các hỗn hợp dung dịch enzyme phân 

hủy thành tế bào.  
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Dung dịch enzyme phá vỡ thành tế bào bao gồm 

enzyme với nồng độ 2%,  sodium chloride 1%, 

dextran sulfate 0,5% (Merck-Sigma) và 25mM 2-

[N-Morpholino]ethanesulfonic acid (MES) 

(Merck-Sigma). Trong thí nghiệp này, các loại 

enzyme khác nhau bao gồm  cellulase Onozuka 

R -10, cellulase ((Merck-Sigma), driselase 

(Merck-Sigma), hemicellulase (Merck-Sigma), 

pectinase (Novozyme), cellulast (Novozyme), 

Viscozyme (Novozyme) được sử dụng để đánh 

giá tác động đến quá trình phân giải thành tế 

bào. Giá trị pH của hỗn hợp dung dịch enzyme 

được điều chỉnh đạt 6.  

Mẫu rong biển sau khi bổ sung vào các đĩa petri 

chứa các enzyme khác nhau được đưa lên máy 

lắc (80 vòng/phút), ủ ở nhiệt độ ở 25 ± 1°C 

trong thời gian 2 giờ. Sau khi ủ, tế bào trần thu 

được bằng cách lọc hỗn hợp và ly tâm ở điều 

kiện 800 vòng/phút trong thời gian 5 phút. Khả 

năng loại bỏ thành tế bào được thử nghiệm 

bằng thuốc nhuộm huỳnh quang calcofluor 

white (0,01 % - Merck - Sigma) nhuộm dưới 

kính hiển vi huỳnh quang.  

Tỷ lệ sống của tế bào trần được xác định bằng 

cách nhuộm phần tế bào trần ly tâm thu được với 

thuốc nhuộm Evans blue tích hợp sẵn trong thuốc 

nhuộm Calcofluor white (Merck - Sigma). Tế 

bào trần sống có màng sinh chất còn nguyên vẹn 

nên Evans blue không đi qua được do đó tế bào 

không bắt màu. Nếu tế bào trần chết thì Evans 

bule xâm nhập vào trong tế bào dẫn đến tế bào 

bắt màu xanh đậm rõ nét.
 

Thí nghiệm được tiến hành lặp lại 3 lần, khối 

lượng mẫu rong đạt 0,1 gram cho mỗi lần lặp. 

Chỉ tiêu theo dõi để đánh giá hiệu quả phân giải 

thành tế bào dựa trên lượng tế bào trần nguyên 

vẹn thu được tính trên khối lượng tươi của mẫu 

rong U. lactuca. 

Nghiên cứu xác định nồng độ enzyme thích hợp 

để phân lập tế bào trần 

Thí nghiệm nghiên cứu nồng độ enzyme thích 

hợp để phân giải thành tế bào được bố trí với 

dải nồng độ từ 1 đến 5%, bước nhảy 1%. 

Enzyme sử dụng là enzyme được lựa chọn từ 

kết quả thí nghiệm mục 2.3, ủ với mẫu rong 

biển trong thời gian 2 giờ. Thí nghiệm được 

tiến hành lặp lại 3 lần, khối lượng mẫu rong đạt 

0,1 gram cho mỗi lần lặp. Chỉ tiêu theo dõi để 

đánh giá hiệu quả phân giải thành tế bào dựa 

trên lượng tế bào trần thu được tính trên khối 

lượng tươi của mẫu rong U. lactuca. 

Nghiên cứu thời gian xử lý enzyme thích hợp để 

phân lập tế bào trần 

Thí nghiệm nghiên cứu thời gian xử lý enzyme 

thích hợp để phân giải thành tế bào được bố trí với 

khoảng thời gian từ 1 đến 3 giờ, bước nhảy 0,5 

giờ. Thí nghiệm được tiến hành lặp lại 3 lần, khối 

lượng mẫu rong đạt 0,1 gram cho mỗi lần lặp. Chỉ 

tiêu theo dõi để đánh giá hiệu quả phân giải thành 

tế bào dựa trên lượng tế bào trần thu được tính trên 

1 gram khối lượng tươi mẫu rong U. lactuca. 

Phương pháp xử lý số liệu 

Số liệu thu thập được lưu ở dạng file Microsoft 

Excel và xử lý bằng phần mềm SPSS 18. Sự sai 

khác giữa các nghiệm thức được phân tích bằng 

ANOVA một nhân tố ở mức ý nghĩa thống kê 

α = 0,05 với phép kiểm định Tukey’s HSD. 

Kết quả  

Ảnh hưởng của chất khử trùng và nồng độ chất 

khử trùng đến quá trình tạo vật liệu cho quá 

trình tách tế bào trần 

Khử trùng bề mặt rong U. lactuca là bước có ý 

nghĩa quyết định trong quy trình nuôi cấy tế bào 

trần, bởi sự hiện diện của vi sinh vật không chỉ 

gây nhiễm môi trường nuôi cấy mà còn ảnh 

hưởng trực tiếp đến hoạt tính của enzyme phân 

hủy thành tế bào và khả năng sống, tái sinh của 

tế bào trần (Krishnakumar và cộng sự, 1999; 

Reddy, 2018). Kết quả nghiên cứu phương pháp 

khử trùng vật liệu rong cải biển cho nuôi cấy tế 

bào trần được thể hiện trong Bảng 1. 
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Bảng 1. Kết quả nghiên cứu phương pháp khử trùng vật liệu rong cải biển cho nuôi cấy tế bào trần  

Công 

thức 

Chất khử 

trùng 
Nồng độ 

Tỷ lệ mẫu sống 

(%) 

Tỷ lệ mẫu sạch 

(%) 

1 Đối chứng 0 93,33 ± 5,77a 13,33± 5,77f 

2 

Hỗn hợp kháng 

sinh 

5% 70,00 ± 10,00bc 66,67 ± 11,55b 

3 10% 56,67 ± 5,77c 56,67 ± 5,77bc 

4 15% 46,67 ± 5,77cd 46,67 ± 5,77cd
 

5 

Natri 

hypochloride 

0,25% 93,33 ± 5,77a 73,33 ± 5,77b 

6 0,5% 90,00 ± 10,00ab 80,00 ± 0,00a 

7 0,75% 80,00 ± 10,00b 76,67 ± 5,77ab 

8 1,0% 70,00 ± 10,00bc 66,67 ± 5,77b 

9 

Nano bạc 

100 ppm 83,33 ± 5,77b 46,67 ± 5,77cd 

10 200 ppm 80,00 ± 10,00b 53,33 ± 5,77c 

11 300 ppm 73,33 ± 5,77bc 63,33 ± 5,77b 

12 400 ppm 70,00 ± 0,00bc 66,67 ± 5,77b 

13 500 ppm 56,67 ± 5,77c 53,33 ± 5,77c 

14 600 ppm 46,67 ± 5,77cd 46,67 ± 5,77cd 

15 700 ppm 43,33 ± 5,77d 43,33 ± 5,77d 

16 800 ppm 36,67 ± 5,77de 36,67 ± 5,77de 

17 900 ppm 33,33 ± 5,77de 33,33 ± 5,77e 

18 1000 ppm 23,33 ± 5,77e 23,33 ± 5,77ef 

Chú thích: Số liệu trình bày là giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn SD (n=3). Các chữ cái a, b, c... biểu thị trong cùng một 

cột biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê giữa các nghiệm thức ở mức α = 0,05 theo phép kiểm định Tukey’s HSD.

Kết quả nghiên cứu cho thấy phương pháp khử 

trùng bằng các chất khác nhau với nồng độ khác 

nhau có sự khác biệt rõ rệt có ý nghĩa thống kê (p 

< 0,05). Phương pháp khử trùng bằng kháng sinh 

cho tỷ lệ mẫu sống và mẫu sạch dao động từ 46,67 

đến 70%. Việc khử trùng bằng hỗn hợp kháng sinh 

có ảnh hưởng đến sức sống của mẫu, mẫu bị nhạt 

màu so với ban đầu. Khử trùng bằng nano bạc với 

nồng độ càng cao thì tỷ lệ sống càng thấp. Nồng 

độ 400 ppm cho tỷ lệ mẫu sạch cao nhất. Khử 

trùng bằng dung dịch natri hypochlorite cho tỷ lệ 

mẫu sống và mẫu sạch cao. Trong đó, nồng độ 

natri hypochlorite 0,5% có hiệu quả cao nhất, đạt 

tỷ lệ mẫu sống 90% và mẫu sạch 80%. Vì vậy, 

phương pháp khử trùng vật liệu rong cải biển hiệu 

quả nhất cho nuôi cấy tế bào trần là sử dụng dung 

dịch natri hypochlorite 0,5%.  

Kết quả nghiên cứu lựa chọn loại enzyme thích 

hợp để phân lập tế bào trần rong cải biển 

Sau quá trình xử lý enzyme (hình 3,4), tế bào trần 

của rong cải biển U. lactuca được thu nhận có 

dạng hình cầu, bề mặt nhẵn và không còn thành 

tế bào, không bắt màu thuốc nhuộm huỳnh quang 
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calcofluor white. Các tế bào trần có lục lạp hình 

chén phân bố sát màng sinh chất và xuất hiện hiện 

tượng dòng chất nguyên sinh. Kích thước tế bào 

trần đạt 20-25µm.  

Calcofluor white có khả năng liên kết đặc hiệu 

với cellulose và các polysaccharide cấu trúc 

trong thành tế bào. Do đó, các tế bào còn thành 

tế bào sẽ phát huỳnh quang xanh lam dưới ánh 

sáng UV (Hình 1), trong khi tế bào trần đã loại 

bỏ hoàn toàn thành tế bào sẽ không phát huỳnh 

quang (Hình 2). 

Kết quả tác động của các loại enzyme khác nhau 

đến quá trình phân giải thành tế bào tạo tế bào 

trần rong cải biển được thể hiện trong bảng 2. 

 

Hình 1. Tế bào rong cải biển ban đầu (có thành tế bào) 

A. Tế bào rong nguyên liệu sau khi nhuộm calcofluor 

white chụp dưới ánh sáng trắng. 

B. Tế bào rong nguyên liệu sau khi nhuộm calcofluor 

white chụp dưới ánh sáng huỳnh quang. 

 

Hình 2. Tế bào trần thu được sau khi xử lý mẫu rong với enzyme 

A. Tế bào trần không có thành tế bào. Tế bào trần mới tách mang lục lạp dạng hình chén nằm sát thành; 

B. Tế bào trần khi nhuộm calcofluor white. 

 

Bảng 2. Tác động của các loại enzyme khác nhau đến khả năng thu tế bào trần của rong cải biển 

Công 

thức 

Loại enzyme – hãng 

(nồng độ 2%) 
Số tế bào trần/gram mẫu 

1 Cellulase - Merck Sigma 7,20 ± 0,33 x 104 b 

2 Cellulase - Onozuka R10 3,68 ± 0,26 x 106 a 

3 Cellulast - Novozyme 1,48 ± 0,08 x 104 d 

4 Viscozyme - Novozyme 2,65 ± 0,16 x 104 c 

5 Pectinase - Novozyme 2,01 ± 0,51 x 104 cd 

6 Driselase - Merck-Sigma 3,02 ± 0,26 x 103 e 

7 Hemicellulase - Merck-Sigma 6,33 ± 0,81 x 104 b 

Chú thích: Số liệu trình bày là giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn SD (n=3). Các chữ cái a, b, c... biểu thị trong cùng một 

cột biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê giữa các nghiệm thức ở mức α = 0,05 theo phép kiểm định Tukey’s HSD. 
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Kết quả nghiên cứu cho thấy, các tế bào trần đều 

nguyên vẹn và tỷ lệ sống đạt 100% ở các công 

thức thí nghiệm, tuy nhiên việc sử dụng loại 

enzyme khác nhau có ảnh hưởng rõ rệt đến hiệu 

quả phân giải thành tế bào để tạo ra tế bào trần. 

Trong 7 loại enzyme thử nghiệm, enzyme 

driselase có khả năng phân giải thành tế bào rong 

kém nhất, chỉ tạo được 3,02 ± 0,26 x 103 tế bào 

trần/g khối lượng tươi. Ngược lại, việc sử dụng 

enzyme cellulase Onozuka R10 để phân giải 

thành tế bào cho lượng tế bào trần lớn nhất, đạt 

đến 3,68 ± 0,26 x 106 tế bào trần/g khối lượng 

tươi. Vì vậy, enzyme cellulase (Onozuka R10) 

được sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo. 

 

Hình 3. Xử lý mẫu rong cải biển với enzyme 

A - Mẫu rong cải biển. B - Rong cải biển được làm nhỏ. C - Rong cải biển được ủ với enzyme 

  

Hình 4. Tế bào trần thu được sau khi ly tâm

Kết quả nghiên cứu xác định nồng độ enzyme 

thích hợp cho quá trình phân lập tế bào trần 

rong cải biển 

Trong thí nghiệm này, tác động của nồng độ 

enzyme cellulase (Onozuka R10) đến quá trình 

phân lập tế bào trần cải rong biển được đánh giá, 

kết quả thể hiện trong hình 5. Kết quả cho thấy, 

sử dụng enzyme ở các nồng độ khác nhau đều thu 

được tế bào trần nguyên vẹn và các tế bào trần có 

tỷ lệ sống 100%. Tuy nhiên, nồng độ enzyme 

cellulase sử dụng ảnh hưởng rõ rệt đến số lượng 

tế bào trần tạo ra. Cụ thể,  số lượng tế bào trần 

thu được tăng theo nồng độ enzyme cellulase từ 

1% đến 2–3%, sau đó giảm dần ở các nồng độ 

cao hơn. Ở nồng độ 1%, số tế bào trần đạt thấp 

nhất, chỉ 2,44 ± 0,19 × 10⁶ tế bào/g, và khác biệt có 

ý nghĩa so với các nghiệm thức còn lại. Khi tăng 

nồng độ enzyme lên 2%, số lượng tế bào trần tăng 

rõ rệt, đạt giá trị cao nhất là 3,68 ± 0,26 × 10⁶ tế bào/g. 

Giá trị này không khác biệt có ý nghĩa thống kê so 

với nghiệm thức 3% (3,61 ± 0,69 × 10⁶ tế bào/g), 

cho thấy hiệu quả phân lập đạt mức tối ưu trong 

khoảng nồng độ từ 2–3%. Ở các nồng độ enzyme 

cao hơn (4% và 5%), số lượng tế bào trần thu 

được có xu hướng giảm, lần lượt đạt 3,13 ± 0,16 

× 10⁶ tế bào/g và 3,04 ± 0,27 × 10⁶ tế bào/g. Các 

nghiệm thức này có sự khác biệt thống kê so với 

nhóm nồng độ tối ưu (p < 0,05). Như vậy, nồng 

độ enzyme 2% được lựa chọn sử dụng cho thí 

nghiệm tiếp theo. 
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Hình 5. Kết quả phân lập tế bào trần bằng enzyme cellulase Onozuka R-10 ở các nồng độ khác nhau  

Chú thích: Số liệu trình bày là giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn SD (n=3). Các chữ cái a, b, c... biểu thị trong cùng một 

cột biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê giữa các nghiệm thức ở mức α = 0,05 theo phép kiểm định Tukey’s HSD. 

Kết quả nghiên cứu lựa chọn thời gian xử lý enzyme 

thích hợp để phân lập tế bào trần rong cải biển 

Thời gian xử lý enzyme là một trong những yếu 

tố then chốt quyết định hiệu quả tạo tế bào trần vì  

có ảnh hưởng trực tiếp đến mức độ phân giải 

thành tế bào. Kết quả lựa chọn thời gian xử lý 

enzyme thích hợp để phân lập tế bào trần rong cải 

biển được thể hiện trong hình 6. 

 

 

Hình 6. Kết quả phân lập tế bào trần bằng enzyme cellulase Onozuka R-10 với thời gian khác nhau  

Chú thích: Số liệu trình bày là giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn SD (n=3). Các chữ cái a, b, c... biểu thị trong cùng một 

cột biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê giữa các nghiệm thức ở mức α = 0,05 theo phép kiểm định Tukey’s HSD. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy thời gian xử lý 

enzyme khác nhau đều thu được tế bào trần 

nguyên vẹn và có tỷ lệ sống 100% nhưng có ảnh 

hưởng rõ rệt đến lượng tế bào trần tạo ra. Lượng 

tế bào trần được tạo ra tỷ lệ thuận với thời gian 

xử lý enzyme trong khoảng 1 đến 2,5 giờ. Trong 

hai giờ đầu, hiệu quả phân giải thành tế bào tăng 

lên rõ rệt. Số lượng tế bào trần thu được sau khi 
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xử lý enzyme trong thời gian 1,5 giờ gần gấp đôi 

so với thời gian 1 giờ. Số lượng tế bào trần thu 

được sau khi xử lý enzyme trong thời gian 2 giờ 

gấp 1,25 so với thời gian 1,5 giờ và gấp 2,33 lần 

so với thời gian 1 giờ. Hiệu quả xử lý trong thời 

gian 2,5 giờ đạt cao nhất với lượng tế bào trần lên 

tới 3,71 ± 0,42 × 106 tế bào trần/g khối lượng 

tươi. Tuy nhiên, lượng tế bào trần thu được trong 

hai công thức thời gian 2 giờ và 2,5 giờ không có 

sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Khi 

tăng thời gian xử lý lên 3 giờ thì lượng tế bào trần 

bắt đầu giảm xuống, còn 3,32 ± 0,67 × 106 tế bào 

trần/g khối lượng tươi. Như vậy, thời gian xử lý 

enzyme cellulase phù hợp là trong khoảng 2 giờ. 

Thảo luận 

Kết quả nghiên cứu khẳng định rằng hiệu quả khử 

trùng phụ thuộc chặt chẽ vào sự cân bằng giữa 

khả năng loại bỏ vi sinh vật và duy trì trạng thái 

sinh lý của mẫu (p < 0,05). Trong đó, natri 

hypochlorite (NaOCl) ở nồng độ 0,5% cho kết 

quả tối ưu (90% mẫu sống, 80% mẫu sạch), vượt 

trội so với kháng sinh và nano bạc. Hiệu quả này 

có thể được giải thích bởi cơ chế oxy hóa mạnh 

nhưng có kiểm soát của natri hypochlorite, cho 

phép phá vỡ nhanh cấu trúc tế bào vi khuẩn bám 

ngoài mà chưa gây tổn thương sâu đến mô rong 

khi sử dụng ở nồng độ và thời gian thích hợp 

(Björk và cộng sự, 1992; Reddy & Fujita, 1989). 

Ngược lại, khi tăng cường độ xử lý, stress oxy 

hóa vượt ngưỡng sẽ gây peroxy hóa lipid màng 

và phá hủy hệ sắc tố, làm giảm khả năng sống của 

protoplast (Krishnakumar và cộng sự, 1999; 

Reddy và cộng sự, 2006). Ngoài ra, việc loại bỏ 

hoàn toàn vi sinh vật không phải lúc nào cũng có 

lợi, do hệ vi sinh nội sinh có thể đóng vai trò 

trong sinh trưởng và hình thái của Ulva 

(Wichard, 2023). Đối với nano bạc, mặc dù hiệu 

quả diệt khuẩn cao nhờ khả năng xâm nhập tế bào 

và ức chế quá trình sao chép DNA của vi khuẩn 

nhưng kết quả cho thấy tồn tại mối quan hệ tỷ lệ 

nghịch giữa tỷ lệ mẫu sạch và tỷ lệ sống. Ở nồng 

độ cao, sự tích lũy hạt nano gây độc tế bào thông 

qua cơ chế tạo ROS và rối loạn cân bằng oxy hóa 

- khử, dẫn đến giảm sức sống và chết mô 

(Lansdown, 2006; Mahna và cộng sự, 2013; 

Navarro và cộng sự, 2008). Xu hướng này cũng 

được ghi nhận trên các loài rong khác, trong đó 

nồng độ trung bình (400–500 ppm) thường cho 

hiệu quả tối ưu (Lê và cộng sự, 2024; Mo và cộng 

sự, 2020). Kháng sinh cho hiệu quả khử trùng 

thấp hơn và phụ thuộc mạnh vào nồng độ cũng 

như thời gian xử lý. Cơ chế ức chế tổng hợp 

DNA, RNA và protein không chỉ tác động lên vi 

khuẩn mà còn ảnh hưởng đến tế bào rong, đặc 

biệt khi xử lý kéo dài (Xuewu & Kloareg, 1992). 

Nhiều nghiên cứu cho thấy việc tăng nồng độ 

hoặc kéo dài th   ời gian xử lý giúp nâng tỷ lệ mẫu 

sạch nhưng đồng thời làm giảm đáng kể tỷ lệ 

sống (Baweja và cộng sự, 2009; Kumar và cộng 

sự, 2007; Reddy và cộng sự, 2003). Thành tế bào 

rong U. lactuca (Chlorophyta) là một cấu trúc 

polysaccharide phức tạp, trong đó cellulose vi sợi 

đóng vai trò nền tảng tạo khung, kèm theo các 

hemicellulose như xyloglucan, xylan và mannan 

cùng một lượng nhỏ pectin. Ngoài ra, ulvan là 

một polysaccharide sulfate hóa đặc trưng của 

rong lục, chiếm một phần đáng kể trong thành tế 

bào và có cấu trúc monosaccharide đa dạng gồm 

rhamnose, glucuronic acid, iduronic acid, và 

xylose (Lahaye & Robic, 2007). Hiệu suất thu 

nhận tế bào trần trong nghiên cứu đạt 3,68 × 10⁶ 

tế bào trần/g khối lượng tươi, thấp hơn một số 

nghiên cứu đã công bố trên thế giới nhưng vẫn 

tương đương với nhiều công bố khác trên rong 

biển và thực vật thủy sinh. Nhiều nghiên cứu trên 

thế giới cũng ghi nhận rằng hiệu suất tạo tế bào 

trần trên rong biển biến động rất lớn giữa các loài 

và phụ thuộc vào nhiều yếu tố như cấu trúc thành 

tế bào, tuổi mô, mùa thu mẫu, điều kiện sinh 

trưởng tự nhiên, thành phần enzyme và điều kiện 

xử lý thẩm thấu. Björk và cộng sự (1992) khi 

nghiên cứu trên Ulva rigida ghi nhận hiệu suất 

tạo tế bào trần dao động trong khoảng 104-106 tế 

bào trần/g khối lượng tươi tùy điều kiện xử lý và 

nồng độ enzyme sử dụng. 

Việc lựa chọn enzyme thích hợp để tạo tế bào trần 

ở rong Ulva phụ thuộc chặt chẽ vào thành phần 

polysaccharide đặc trưng của thành tế bào. 

Cellulase là enzyme được sử dụng phổ biến nhất 

trong hầu hết các nghiên cứu tạo tế bào trần ở 

Ulva. Enzyme này xúc tác quá trình thủy phân 

liên kết β-1,4-glycosidic của cellulose, giúp phá 
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vỡ bộ khung cơ học chính của thành tế bào. Kết 

quả nghiên cứu cũng tương tự các nghiên cứu 

trên thế giới cho thấy rằng Cellulase Onozuka R-

10 là enzyme phù hợp và hiệu quả nhất để tạo tế 

bào trần ở rong Ulva, nhờ khả năng nhắm trúng 

thành phần cấu trúc chủ đạo của thành tế bào. Các 

nghiên cứu ban đầu trên nhóm Chlorophyta 

thường áp dụng tổ hợp cellulase và macerozyme, 

dựa trên giả định rằng cấu trúc thành tế bào rong 

lục tương đồng với thực vật bậc cao. 

Krishnakumar và cộng sự (1999) sử dụng 

cellulase (2–3%) kết hợp macerozyme (0,5–1%) 

để xử lý Monostroma oxyspermum và chỉ đạt tỷ 

lệ tế bào được giải phóng ở mức trung bình (30–

40%), đồng thời yêu cầu thời gian xử lý kéo dài. 

Kết quả này cho thấy macerozyme với thành 

phần pectinase là chủ yếu, chỉ đóng vai trò hạn 

chế trong việc phá vỡ thành tế bào rong lục - 

nhóm sinh vật vốn có hàm lượng pectin thấp. 

Uppalapati và Fujita (2002) tiếp tục sử dụng tổ 

hợp cellulase Onozuka R-10 (2%) và 

macerozyme R-10 (1%) trên Ulva pertusa và thu 

được 4,6 - 26,8 × 106 protoplasts/g khối lượng 

tươi, với tỷ lệ tái sinh cao (>90%). Mặc dù kết 

quả này cho thấy khả năng duy trì tính sống và 

tái sinh tốt của protoplast, số lượng tế bào trần 

thu được vẫn còn hạn chế, cho thấy rằng 

macerozyme không phải là yếu tố quyết định hiệu 

suất giải phóng protoplast (Domozych và cộng 

sự, 2012). Nhận định này được củng cố mạnh mẽ 

bởi nghiên cứu của Reddy và cộng sự (2006), 

trong đó cellulase đơn lẻ (Cellulase Onozuka R-

10, 2%), trong điều kiện thẩm thấu tối ưu với 0.8 

M mannitol, đã tạo ra số lượng protoplast vượt 

trội (74,4 - 88,6 × 106 tế bào/g khối lượng tươi) 

cùng với tỷ lệ sống và tái sinh cao (89–92%). Kết 

quả này khẳng định rằng cellulose là thành phần 

cấu trúc giới hạn chính của thành tế bào Ulva và 

việc tập trung vào enzyme phân giải cellulose là 

chiến lược hiệu quả nhất. Các nghiên cứu tiếp 

theo của Reddy và cộng sự (2008, 2018) cho thấy 

việc bổ sung macerozyme hoặc hemicellulase chỉ 

cải thiện nhẹ tính ổn định của protoplast hoặc hỗ 

trợ ở các mẫu rong già có thành tế bào dày, nhưng 

không mang lại hiệu suất vượt trội so với 

cellulase đơn lẻ. Sự hạn chế của macerozyme 

trong hệ enzyme cho Ulva có thể được giải thích 

từ góc độ cấu trúc thành tế bào. Lahaye và Robic 

(2007) đã chỉ ra rằng thành tế bào Ulva giàu 

ulvan, một polysaccharide sulfat đặc trưng, khác 

biệt rõ rệt với pectin của thực vật bậc cao. Do đó, 

các enzyme pectinase thông thường không phải 

là mục tiêu phù hợp để phá vỡ thành tế bào Ulva. 

Romero và cộng sự (2023) sử dụng các enzyme 

thương mại đa hoạt tính như Cellulysin và 

Viscozyme L để phá vỡ thành tế bào nhằm chiết 

ulvan, trong đó Cellulysin cho hiệu suất cao nhất 

đạt 14,1% ulvan trọng lượng khô sau 20 giờ thủy 

phân. Enzyme này có khả năng phá vỡ thành tế 

bào hiệu quả nhưng yêu cầu thời gian xử lý dài 

và không đặc hiệu cho mục tiêu thu nhận 

protoplast (Malvis Romero và cộng sự, 2023). 

Nồng độ enzyme là một trong những yếu tố quyết 

định hiệu quả phá vỡ thành tế bào và chất lượng 

protoplast thu được ở rong Ulva. Các nghiên cứu 

trên thế giới cho thấy cellulase được sử dụng 

trong khoảng nồng độ hẹp nhưng tối ưu, thường 

từ 1–2% (w/v), trong khi nồng độ cao hơn không 

những không làm tăng hiệu suất mà có thể gây 

tổn thương tế bào. Reddy và Fujita (2006) đã 

chứng minh rằng 2% Cellulase Onozuka R-10 là 

nồng độ tối ưu để tạo protoplast ở Ulva spp., cho 

74,4 - 88,6 × 106 protoplast/g khối lượng tươi với 

tỷ lệ sống lên tới 89–92%. Khi tăng nồng độ 

cellulase vượt quá mức này, số lượng protoplast 

không tăng tương ứng, trong khi tỷ lệ tế bào bị 

tổn thương màng tăng lên, cho thấy sự bão hòa 

tác động enzyme đối với cấu trúc thành tế bào 

cellulose vi sợi của Ulva (Reddy và cộng sự, 

2006). Kết quả này khẳng định rằng hiệu quả phá 

vỡ thành tế bào phụ thuộc nhiều hơn vào khả 

năng tiếp cận cơ chất của enzyme hơn là việc gia 

tăng nồng độ tuyệt đối. 

Các nghiên cứu trên thế giới ở nhiều loài Ulva 

cho thấy thời gian xử lý enzyme tối ưu thường 

tương đối ngắn so với thực vật bậc cao, do thành 

tế bào rong không chứa lignin. Reddy và cộng sự 

(2006) đã tiến hành thử nghiệm xử lý enzyme 

phân giải thành tế bào trong các khoảng thời gian 

khác nhau từ 1 đến 5 giờ. Kết quả cho thấy thời 

gian xử lý 2 giờ là tối ưu để giải phóng lượng lớn 

tế bào trần, đạt tới 102,8 × 10⁶ tế bào trần/g khối 
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lượng tươi đối với M. oxyspermum, dao động từ 

74,4 - 88,6 × 10⁶ tế bào trần/g khối lượng tươi ở 

bảy loài Ulva và từ 82,5 - 95,4 × 10⁶ tế bào trần/g 

khối lượng tươi ở ba loài Enteromorpha. Việc 

kéo dài thời gian xử lý không những không làm 

tăng mà thậm chí còn làm giảm lượng tế bào trần 

một cách rõ rệt, đồng thời làm tăng tỷ lệ tế bào bị 

tổn thương. Khi thời gian xử lý dài (5 giờ), lượng 

tế bào trần giảm chỉ còn bằng một phần tư so với 

lượng tế bào trần tạo ra trong thời gian xử lý 2 giờ 

(Reddy và cộng sự, 2006). Tác giả cho rằng sau 

khi thành tế bào bị phân giải hoàn toàn, sự tiếp xúc 

kéo dài với enzyme có thể gây mất ổn định màng 

tế bào trần, dẫn đến giảm tỷ lệ sống trong nuôi cấy. 

Ở Ulva rigida, Björk và cộng sự (1992) cũng quan 

sát thấy hiện tượng vỡ protoplast khi thời gian xử 

lý vượt quá ngưỡng tối ưu. 

Kết luận 

Nghiên cứu đã xác định được một số thông số kỹ 

thuật cho quá trình phân tách tế bào trần rong cải 

biển. Chất khử trùng vật liệu rong cải biển thích 

hợp nhất cho nuôi cấy tế bào trần là sử dụng dung 

dịch natri hypochloride với nồng độ 0,5% cho tỷ 

lệ mẫu sống đạt 90% và mẫu sạch đạt 80%. Việc 

sử dụng enzyme cellulase Onozuka R10 với nồng 

độ 2% trong thời gian 2 giờ cho hiệu quả phân 

lập tế bào cao nhất, đạt 3,68 ± 0,26 × 106 tế bào/g 

khối lượng tươi. Chất lượng tế bào trần thu được 

đều nguyên vẹn và có tỷ lệ sống 100%. Kết quả 

nghiên cứu là tiền đề cho các nghiên cứu về quá 

trình tái sinh tế bào trần thành tản rong cải biển 

U. lactuca. Bên cạnh đó, kết quả có thể áp dụng 

cho quá trình phân tách tế bào trần trên các đối 

tượng rong biển tương tự khác. 

Thông tin tài trợ: Sản phẩm là kết quả nghiên cứu của đề 

tài “Thử nghiệm công nghệ nuôi cấy tế bào trần sản xuất 

giống rong cải biển Ulva lactuca tại Việt Nam”. 

Lời cảm ơn: Nhóm tác giả xin chân thành cảm ơn Trung 

tâm Nghiên cứu Hải sản phía Bắc -  Viện Khoa học thủy 

sản Việt Nam cùng chủ nhiệm đề tài đã tạo điều kiện 

thuận lợi cho chúng tôi tiến hành thí nghiệm nghiên cứu, 

thu thập số liệu để hoàn thành bài báo này. 

Tuyên bố về khả năng tiếp cận dữ liệu nghiên cứu: Dữ 

liệu hỗ trợ cho các kết quả của nghiên cứu này có thể được 

cung cấp bởi tác giả liên hệ theo yêu cầu hợp lý. 

Tuyên bố về đóng góp của tác giả: Phạm Thị Mát: Bố trí 

thí nghiệm và phân lập tế bào trần, viết bản thảo bài báo; 

Lê Thanh Tùng: Xây dựng thí nghiệm, chỉnh sửa bản thảo 

bài báo; Nguyễn Văn Nguyên: Chỉnh sửa bản thảo bài báo. 

Tuyên bố về sử dụng GenAI: Các công cụ AI chỉ được sử 

dụng cho việc chỉnh sửa ngôn ngữ, diễn đạt/định dạng mà 

không được dùng để tạo nội dung khoa học. Toàn bộ dữ 

liệu, phân tích và diễn giải đều do các tác giả thực hiện và 

kiểm chứng, và các tác giả hoàn toàn chịu trách nhiệm đối 

với bản thảo. 

Tuyên bố về xung đột lợi ích: Các tác giả tuyên bố không 

có xung đột về lợi ích. 
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Abstract 

Research on Protoplast Isolation from Seaweed Ulva lactuca in Vietnam 

Protoplast technology is a crucial approach in plant and seaweed biotechnology, enabling the mass production of clean 

and unifor m seed stocks for aquaculture. The isolation of protoplasts is a key factor in the success of this technology. 

This paper focused on investigating the effects of several key factors in protoplast isolation from the seaweed U. lactuca, 

such as sterilization method, enzyme types, enzyme concentrations, and enzyme processing time used to cell wall 

degradation. The results showed that 0.5% sodium hypochlorite (NaOCl) provided the best sterilization efficiency, with 

a survival sample rate of 90% and an axenic sample rate of 80%. Seven enzymes were evaluated, including cellulase 

Onozuka R-10, cellulase (Merck-Sigma), driselase (Merck-Sigma), hemicellulase (Merck-Sigma), pectinase 

(Novozyme), cellulast (Novozyme), and Viscozyme (Novozyme). The results showed significant differences in cell wall 

degradation efficiency of seven enzymes. Cellulase Onozuka R-10 yielded the highest isolation efficiency, reaching 3.68 

× 10⁶ protoplasts/g fresh weight. The concentration and treatment duration of enzymes also significantly affected 

protoplast efficiency and showed a positive correlation within a certain threshold. The most suitable enzyme concentration 

was 2% with a treatment duration of 2 hours. These findings contribute to improving the scientific basis for seaweed seed 

production using protoplast technology. 

Keywords: cellulase enzyme; isolation; protoplast; sterilization; Ulva lactuca 
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