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Abstract: In plants, flavonol synthase (FLS) is a multifunctional enzyme that converts 

dihydroflavonol into flavonols and naringenin into dihydrokaempferol. FLS from tea has been 

shown to metabolize dihydroquercetin to quercetin. In this study, we conducted studying on the 

relationship between quercetin content and the expression level of FLS in two traditional tea 

cultivars of Vietnam, TrungDuxanh and TrungDutim tea grown in tea garden of Thai Nguyen 

University of Agriculture and Forestry. Tea shoots with one apical bud and two to three young leaves 

using as research materials which collected in September 2017. The using of HPLC technique did 

not detect the quercetin content from the these tea samples. The preliminary results of quantification 

of FLS gene expression by real time PCR showed the expression level of FLS in green Trung Du 

tea is higher than purple Trung Du, although the difference is not great. Thus, at the time of 

collecting, the expression of FLS in green Trung Du and purple Trung Du can not synthesize 

quercetin but synthesize other flavonols. 
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Tóm tắt: Ở thực vật, flavonol synthase (FLS) là một enzyme đa chức năng, có hoạt tính chuyển hóa 

các dihydroflavonol thành flavonols và naringenin thành dihydrokaempferol. FLS từ chè đã được 

chứng minh có hoạt tính chuyển hóa dihydroquercetin thành quercetin. Trong nghiên cứu này, chúng 

tôi tiến hành nghiên cứu mối liên quan giữa hàm lượng quercetin với mức độ biểu hiện của FLS ở 2 

giống chè truyền thống của Việt Nam, chè Trung Du xanh và Trung Du tím được trồng tại vườn chè 

của Trường Đại học Nông Lâm Thái Nguyên. Búp chè 1 tôm 2 đến 3 lá non thu thập vào tháng 09 

năm 2017 được sử dụng làm nguyên liệu nghiên cứu. Sử dụng kỹ thuật HPLC không phát hiện được 

hàm lượng quercetin từ 2 mẫu chè nghiên cứu. Kết quả nghiên cứu bước đầu khi định lượng biểu 

hiện gen FLS bằng real time PCR cho thấy, sự biểu hiện của FLS ở chè Trung Du xanh cao hơn so 

với chè Trung Du tím, mặc dù sự khác biệt không lớn. Như vậy, tại thời điểm lấy mẫu nghiên cứu, 

sự biểu hiện của FLS ở chè Trung Du xanh và Trung Du tím có thể không tổng hợp quercetin mà 

tổng hợp các flavonol khác. 

Từ khóa: chè Trung Du, chè Trung Du xanh, chè Trung Du tím, flavonol, quercetin, flavonol synthase 

1. Mở đầu 

Flavonoid là các hợp chất chuyển hóa thứ 

cấp, có vai trò quan trọng đối với sự tăng trưởng 

và sinh lý bình thường của thực vật [1]. Cho đến 

nay, khoảng 10.000 flavonoid khác nhau đã được 

mô tả; cấu trúc chung của chúng bao gồm hai 

vòng thơm sáu carbon (vòng A và B) và một dị 

vòng 3 carbon chứa một nguyên tử oxy (vòng C). 

________ 
 Tác giả liên hệ.  
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Cấu trúc này có thể được thay đổi bằng cách sắp 

xếp lại, kiềm hóa, oxy hóa và glycosyl hóa [2]. 

Sự thay đổi vòng C tạo nên các nhóm phụ 

flavonoid như: flavones, flavonols, flavan-3-ols 

(catechins  proanthocyanidins - PAs) và 

anthocyanin [3]. Các flavonoid được chứng 

minh là có nhiều lợi ích cho sức khỏe con người 

như chống oxi hóa, kháng viêm, kháng lại tác 

nhân gây bệnh và chất gây ung thư [4,5]. Hiện 
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nay, hầu hết các gen mã hóa các enzyme tham 

gia con đường flavonoid đã được phân lập và 

nghiên cứu chức năng ở nhiều loài thực vật khác 

nhau (Hình 1).  

Ở nhiều loài thực vật, flavonol là thành phần 

có nhiều nhất trong các hợp chất flavonoid [6]. 

Flanovol quy định màu sắc, hương vị, chất lượng 

và dinh dưỡng của lá, hoa và quả, chúng có khả 

năng chống viêm, chống oxy hóa, chống đông 

máu [6,7]. Flavonol ở thực vật bao gồm 3 loại 

chính: quercetin, kaempferol và myricetin [8-

10]. Bằng phương pháp định lượng HPLC, He và 

cộng sự đã chỉ ra ở chè ngoài 3 loại flavonol 

chính còn có rutina, chúng đều tồn tại dưới dạng 

glycosyl hóa (O-Glycosylated favonols) [9]. 

Flavonol là một trong hai thành phần chủ yếu của 

flavonoid ở chè [11] và được cho là có lợi cho 

một số bệnh mãn tính ở người [12]. Các flavonol 

được tổng hợp từ các dihydroflavonol 

(dihydroquercetin, dihydrokaempferol và 

dihydromyricetin) bởi flavonol synthase (FLS). 

Ngoài ra, ở Arabidopsis thaliana, FLS có thể 

chuyển đổi naringenin thành dihydrokaempferol 

[3,8,10]. 

Sử dụng phương pháp real time PCR định 

lượng, Wang và cộng sự đã xác nhận gen FLS 

biểu hiện cao hơn ở giống chè có lá tím so với 

chè lá xanh [15]. Gen mã hóa cho FLS của giống 

chè trồng ở Hàn Quốc đã được tạo dòng và 

nghiên cứu biểu hiện trên E. coli; FLS tái tổ hợp 

được chứng minh có hoạt tính chuyển hóa 

dihydroquercetin thành quercetin [16]. Do đó, 

trong nghiên cứu này chúng tôi tiến hành nghiên 

cứu mối tương quan giữa hàm lượng quercetin 

với mức độ biểu hiện của FLS ở 2 giống chè 

truyền thống của Việt Nam: chè Trung Du xanh 

và Trung Du tím.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1. Các con đường có thể sinh tổng hợp các hợp chất flavonol ở chè [8-10,13,14].  

Chú thích: ANR (anthocyanidin reductase); ANS (anthocyanin synthase); 4CL (4-coumarate: CoA ligase); C4H (cinnamate 

4-hydroxylase); CHI (chalcone isomerase); CHS (chalcone synthase); DFR (dihydroflavonol reductase); F3H (flavanone 3β-

hydroxylase); F3′H (flavonoid 3′-hydroxylase); F3′5′H (flavonoid 3′5′-hydroxylase); FLS (flavonol synthase); FST:  flavonol  

4-sulfotransferase; LAR (leuacoanthocyanidin reductase); PAL (phenylalanine ammonialyase); proanthocyanidins – PAs; 

UFGT (UDP-glucoseflavonoid 3-O-glucosyl transferase). 
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2. Đối  tượng và phương pháp 

2.1. Đối tượng 

Giống chè Trung Du xanh và Trung Du tím 

(Camellia sinensis var. Macrophylla) trồng tại 

vườn chè của Trường Đại học Nông Lâm Thái 

Nguyên tại Thái Nguyên. Búp chè (chồi đỉnh và 

hai đến ba lá đầu tiên) đã được thu thập vào tháng 

9 năm 2017. Các mẫu chè được chia thành hai 

phần: phần thứ nhất được sử dụng để phân tích 

hàm lượng quercetin, phần thứ hai được đông 

lạnh trong nitơ lỏng và được bảo quản ở -80°C 

để tách chiết RNA. 

2.2. Phương pháp  

- Phân tích HPLC: Sau khi tham khảo tài 

liệu [17,18] và thử nghiệm các điều kiện hệ dung 

môi và cột khác nhau, chúng tôi đã lựa chọn 

được điều kiện sắc ký để xây dựng phương pháp. 

Pha động sử dụng hệ dung môi kênh A H2O (1% 

acetic) – kênh B ACN được thiết lập gradient 

biến thiên từ tỉ lệ 95/5 đến tỉ lệ 5/95 trong 45 

phút; Tốc độ dòng: 0,5 mL/phút; Lượng bơm 

mẫu: 5 µL; Thời gian phân tích: 45 phút; Nhiệt 

độ cột: 25oC; Bước sóng lựa chọn: 370 nm. Hệ 

thống LC được kết nối với phần mềm Agilent 

OpenLAB Control Panel. Khí nitơ được bơm với 

tốc độ dòng 5,0 L/phút, áp suất đầu phun đạt 40 

psi, nhiệt độ làm khô đạt 250oC. 

Trước tiên, 4 mg (±0,1 mg) chất chuẩn 

quercetin (Sigma-Aldrich) được cho vào bình 

định mức 5 mL, hòa tan và định mức đến vạch 

bằng methanol. Dãy dung dịch chuẩn được khảo 

sát có nồng độ 1, 5, 20, 50, 200 và 500 µg/mL. 

Phân tích chất chuẩn nói trên được thực hiện theo 

điều kiện sắc ký đã xây dựng, lặp lại 3 lần và xác 

định phương trình hồi quy tuyến tính. Phương 

trình đường chuẩn được xây dựng trên phần 

mềm ChemStation, Agilent có dạng: y = ax + b 

với yêu cầu hệ số tương quan R2 > 0,99; trong 

đó: y là diện tích đỉnh hấp thụ thu được tương 

ứng với nồng độ chất chuẩn x (µg/mL). Phương 

pháp xác định giới hạn phát hiện (LOD) và giới 

hạn định lượng (LOQ) dựa trên tỉ lệ tín hiệu trên 

nhiễu (S/N). Trong đó:  S là chiều cao tín hiệu 

của chất phân tích; N là nhiễu đường nền. LOD 

và LOQ được chấp nhận tại nồng độ mà tại đó 

tín hiệu lớn gấp 3 lần nhiễu đường nền (đối với 

LOD) và 10 lần (đối với LOQ). 

Mẫu chè ngay sau khi thu hái được giữ trong 

đá lạnh, sau đó được rửa sạch và cắt nhỏ. Tiếp 

theo, chúng tôi tiến hành cho 0,5 g mẫu vào ống 

nghiệm, thêm 5 mL dung môi methanol, chiết 

siêu âm 15 phút, ly tâm 4000v/phút trong 5 phút, 

hút lấy dịch chiết và lặp lại quy trình chiết 02 lần, 

thu dịch chiết vào bình định mức 25 mL và định 

mức đến vạch bằng methanol. Mẫu nghiên cứu 

được lọc qua màng lọc 0,45 µm và phân tích 

bằng hệ thống LC Agilent Single Quadrupole 

6120 (Agilent, Santa Clara, USA), cột sắc ký 

Zorbax SB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 µm), cột bảo 

vệ SB-C18 Agilent 1260 (CA, USA).  

 Tách chiết RNA tổng số, tổng hợp cDNA: 

RNA tổng số được tách chiết từ mẫu chè (chồi 

đỉnh và 2 đến ba lá non) bằng bộ kit tách RNA 

thực vật (GeneJET Plant RNA Purification) của 

hãng Thermo Scientific. Mẫu RNA được kiểm 

tra bằng phương pháp điện di trên gel agarose. 

0,5 µg RNA tổng số được dùng làm khuôn để 

tổng hợp cDNA bằng mồi Oligo(dT) và Reverse 

Transcriptase, sử dụng bộ kit First-Strand cDNA 

Synthesis Kit for Real – Time PCR của hãng 

Affymetrix.  

Định lượng mức độ biểu hiện gen FLS 

bằng Real time PCR: Thí nghiệm Real time 

PCR định lượng tương đối được thực hiện với 

gen đích (target gene = Tg) và gen tham chiếu 

(reference gene = Ref) ở các mẫu chè khác nhau 

theo phương pháp của Wang và cộng sự (2012). 

Khi đó, tương ứng với từng mẫu, sẽ có kết quả 

định lượng cho cả gen đích và gen tham chiếu 

với giá trị Ct khác nhau. Dựa trên các giá trị này, 

chu kì ngưỡng của gen đích trên các mẫu chè 

được tiêu chuẩn hóa bằng cách tính hiệu số 

chênh lệch Ct của gen đích với gen tham chiếu 

trên các mẫu theo công thức: 

ΔCt = Ct(Tg) – Ct(Ref)             (1) 

Để so sánh tỷ lệ biểu hiện của một gen trên 

các mẫu thí nghiệm khác nhau, chúng tôi chọn 

mẫu chè xanh làm mẫu định chuẩn 

(calibrator=C). Khi đó, mức độ biểu hiện của gen 

đích trên mẫu chè tím so với chè xanh được tính 

theo công thức: 
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R = 2-(ΔCt(chè tím) – ΔCt(chè xanh))           (2) 

Cặp mồi được thiết kế để khuếch đại gen 

GADPH (gen tham chiếu) và gen FLS (gen đích) 

dựa trên trình tự gen đã được đăng ký trên 

Genbank với mã số tương ứng XM002263109, 

MH232961 và được tổng hợp bởi công ty Phusa 

Biochem Ltd (Bảng 1). Phản ứng PCR sử dụng 

Luna® Universal qPCR Master Mix (New 

England Biolabs, Inc.) được thực hiện trong hệ 

thống LightCycler® 96 (Roche, Thụy Sĩ). Phản 

ứng với mỗi gen ở từng mẫu chè được lặp lại ba 

lần. Mỗi ống phản ứng chứa 5 µl Luna Universal 

qPCR Mastermix 2 X, 0,2 µl mồi mỗi loại, 0,2 

µl DMSO, 0,5 µl cDNA 10 ng/µl, và bổ sung 

nước đến thể tích 10 µl. Phản ứng real-time PCR 

được thực hiện theo chu trình nhiệt như sau: 

950C -10 phút, sau đó 45 chu kì gồm 2 bước:  

950C -15 giây và 620C -30 giây, tiếp theo bước 

phân tích biến tính gồm: 950C - 5 giây, 650C -1 

phút và tăng dần nhiệt độ lên 970C. Dữ liệu được 

phân tích với phần mềm LightCycler® 96 phiên 

bản 1.1.

Bảng 1. Danh sách và trình tự các mồi được sử dụng trong nghiên cứu 

TT Tên mồi Trình tự nucleotide (5’-3’)* Gen đích Kích thước 

1 qCsGAPDH F TCAAGCAAGGACTGGAGAGG Glyceraldehyde-

3-phosphate 

dehydrogenase 

140 bp 
2 qCsGAPDH R ACAGTGGGAACGCGGAAAG 

3 qCsFLS F AGAGGGACTAGGTTTGGATGG 
Flavonol synthase 161 bp 

4 qCsFLS R GGACAAGTAAAGTGAGAGCAGAC 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Xác định hàm lượng quercetin ở mẫu chè 

Trung Du xanh và tím 

Để định lượng quercetin từ mẫu chè nghiên 

cứu, chúng tôi tiến hành xây dựng đường chuẩn 

định lượng của quercetin. Trên hệ thống LC, tín 

hiệu đính hấp thụ của chất chuẩn quercetin được 

phát hiện tại thời gian lưu ở phút 29 (Hình 2). 

Đường chuẩn được tính toán xây dựng bằng 

phần mềm Chemstation dựa trên diện tích đỉnh 

hấp thụ tại bước sóng UV 280 nm có dạng Y = 

39,05957x – 8,54829 và có hệ số tương quan R2 

> 0,99987. Đồng thời, giá trị phát hiện LOD = 

0,02 và giới hạn định lượng LOQ = 0,07. Kết quả 

LOD và LOQ này cho thấy phương pháp có độ 

nhạy cao. Theo nghiên cứu của He và đtg (2018) 

ở 2 giống chè xanh và chè tím trồng tại Hàn Quốc 

cho thấy, ở chè có 4 loại flavonol, ngoài 

quercetin, kaemferol và myricetin còn có rutina 

và đều tồn tại dưới dạng glycosyl hóa. Hàm 

lượng flavonol tổng số của chè tím cao hơn so 

với chè xanh. Ngoài ra, lượng flavonol trong lá 

chè mùa hè cao hơn đáng kể so với mùa xuân. 

Hàm lượng của quercetin cao hơn khoảng 2,8 lần 

ở lá chè xanh và chè tím mùa mùa hè so với mùa 

xuân [9]. Tuy nhiên, điều đáng ngạc nhiên là 

chúng tôi không phát hiện được hàm lượng 

quercetin ở chè Trung Du xanh và Trung Du tím 

(Hình 2). Chúng tôi giả thiết rằng có thể lượng 

quercetin trong các mẫu chè quá ít nên không 

phát hiện được hoặc do các mẫu chè nghiên cứu 

được thu thập trong tiết trời mùa thu ở Việt Nam 

- giai đoạn chè chuẩn bị ngủ đông hoặc tùy thuộc 

vào loại giống, điều kiện thổ nhường ảnh hưởng 

đến sự chuyển hóa tổng hợp quercetin ở chè. 

3.2. Định lượng mức độ biểu hiện của FLS 

Trong thí nghiệm định lượng mức độ biểu 

hiện của gen FLS ở 2 mẫu chè nghiên cứu, chúng 

tôi sử dụng gen GADPH mã hóa cho enzyme 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase làm 

gen tham chiếu. Gen GADPH là gen quản gia 

(houseskeeping gene), đã được chứng minh là 

một trong các gen tham chiếu có sự biểu hiện ổn 

định ở các mô, các giai đoạn phát triển của lá và 

dưới một số điều kiện kích thích ở các giống chè 

khác nhau [19-21]. Trên thực tế, Wang và cộng 

(2012) đã sử dụng gen GADPH làm gen tham 

chiếu để định lượng mức độ biểu hiện của gen 

FLS trong phân tích real time PCR [22]. Kết quả 

khuếch đại qua mỗi chu kì của các gen GADPH 

và FLS ở mỗi mẫu chè được thể hiện ở Hình 3.
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Hình 2. Sắc ký đồ UV 280nm của chất chuẩn quercetin(A),  

dịch chiết flavonoid từ chè Trung Du xanh (B) và chè Trung Du tím (C) 

 

Hình 3. Đồ thị khuếch đại gen GADPH và FLS trong phản ứng real time PCR. 
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Hình 4. Biểu đồ đỉnh nóng chảy của sản phẩm khuếch đại gen GADPH và FLS. 

Có thể nhận thấy, đồ thị khuếch đại của các 

gen đều có hình dạng đặc trưng với lí thuyết. Kết 

quả ở Hình 4 minh họa rõ sản phẩm khuếch đại 

của các gen khá đặc hiệu, thể hiện là một đỉnh 

hấp thụ rõ ràng trên đồ thị. Tm của các sản phẩm 

khuếch đại gen GADPH là 83,7 và gen FLS là 

82,9. 

Từ mỗi biểu đồ khuếch đại của gen, một 

đường tín hiệu ngưỡng cắt các đường cong 

khuếch đại của gen tại các vị trí xác định. Giá trị 

hoành độ của các điểm trên là giá trị chu kì 

ngưỡng Ct của ống phản ứng. Chúng tôi thu 

được kết quả giá trị Ct của gen quan tâm và gen 

tham chiếu trên hai mẫu chè như Bảng 2. 

Bảng 2. Giá trị chu kì ngưỡng Ct của gen GADPH 

và FLS trên hai mẫu chè nghiên cứu 

Mẫu GADPH FLS 

Chè xanh 17,34 ± 0,064 17,15 ± 0,015 

Chè tím 18,73 ± 0,04 19,26 ± 0,056 

Sử dụng công thức (1), giá trị ΔCt của gen 

FLS quan tâm dựa trên gen tham chiếu GDAPH 

ở mẫu chè Trung Du xanh và Trung Du tím 

tương ứng là -0.19 ± 0.079 và 0.53 ± 0.096. 

Trong thí nghiệm này, chúng tôi sử dụng chè 

xanh làm mẫu định chuẩn. Khi đó, coi mức độ 

biểu hiện của gen quan tâm ở chè xanh là 1, mức 

độ biểu hiện của gen tương ứng trên chè tím 

được tính toán theo công thức (2). Kết quả tính 

toán cho thấy, gen FLS có mức độ biểu hiện ở 

cây chè tím bằng 0,607 so với mức độ biểu hiện 

của gen này ở cây chè xanh. Mức độ biểu hiện 

gen FLS ở chè Trung Du xanh và Trung Du tím 

được thể hiện trên Hình 5.  

 

Hình 5. Biểu đồ so sánh mức độ biểu hiện của gen 

FLS ở hai mẫu chè tím và chè xanh. CT: chè Trung 

Du tím, CX: chè Trung Du xanh. 
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Kết quả nghiên cứu Hình 5 cho thấy cả 2 mẫu 

chè Trung Du xanh và Trung Du tím đều có sự 

biểu hiện của gen FLS, gen FLS biểu hiện cao 

hơn ở cây chè Trung Du xanh. Ngược lại với kết 

quả này, nhóm nghiên cứu của Wang và đtg 

(2017) cho rằng mức độ biểu hiện của gen FLS 

ở chè tím cao hơn chè xanh [15]. Theo tổng hợp 

của Chen và cộng sự (2014), FLS là một enzyme 

đa chức năng, ngoài chức năng chuyển hóa 

dihydroquercetin thành quercetin, FLS còn có 

chức năng chuyển hóa các dihydroflavonol khác 

(dihydrokaempferol và dihydromyricetin) và 

naringenin tương ứng thành myricetin, 

kaemferol và dihydrokaempferol [3]. Như vậy, 

sự biểu hiện của FLS ở chè Trung Du xanh và 

Trung Du tím có thể tổng hợp lượng ít quercetin 

hoặc không tổng hợp mà tổng hợp các flavonol 

khác. Hơn nữa, con đường sinh tổng hợp của 

anthocyanin, flavonol và PAs chia sẻ các bước 

phổ biến trong con đường phenylpropanoid và 

favonoid (từ PAL đến F3H). Mỗi nhóm hợp chất 

flavonoid được tổng hợp từ nhiều phân nhánh 

của con đường favonoid chung (Hình 1). Một số 

nghiên cứu đã chỉ ra mối quan hệ cạnh tranh giữa 

các favonoid khác nhau do sự cạnh tranh cơ chất 

[9,23,24]. Mặt khác, nghiên cứu của He và đtg 

(2018) còn chứng minh anthocyanin và flavonol 

cùng có vai trò trong quá trình hình thành lá chè 

có màu tím [9]. Do vậy, cần có nhiều nghiên cứu 

hơn để làm sáng tỏ chức năng của FLS và mối 

liên quan đến sự tích lũy anthocyanin, PAs và 

flavonol trong con đường tổng hợp các hợp chất 

flavonoid ở chè. 

4. Kết luận 

Búp chè Trung Du xanh, Trung Du tím có 

chồi đỉnh và 2 đến 3 lá non thu thập vào tháng 

09 năm 2017 tại vườn chè của Đại học Nông 

Lâm Thái Nguyên được sử dụng làm nguyên liệu 

nghiên cứu. Sử dụng kỹ thuật HPLC không phát 

hiện được hàm lượng quercetin từ 2 mẫu chè 

nghiên cứu. Kết quả nghiên cứu bước đầu định 

lượng sự biểu hiện gen FLS bằng real time PCR 

cho thấy sự biểu hiện của FLS ở chè Trung Du 

xanh cao hơn so với chè Trung Du tím, mặc dù 

sự khác biệt không lớn. Như vậy, tại thời điểm 

lấy mẫu nghiên cứu, sự biểu hiện của FLS ở chè 

Trung Du xanh và Trung Du tím có thể không 

tổng hợp quercetin mà tổng hợp các flavonol 

khác. 
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