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Hình 3.2. Phổ HPLC phân tích hàm lượng eurycomanone trong callus. ....... 52 

Hình 3.3. Đường cong sinh trưởng của tế bào huyền phù cây bách bệnh sau 20 
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Hình 3.6. Phổ HPLC phân tích hàm lượng eurycomanone trong tế bào. ....... 56 
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MỞ ĐẦU 

1. TÍNH CẤP THIẾT CỦA ĐỀ TÀI 

Cây bách bệnh (Eurycoma longifolia Jack) thuộc chi Eurycoma, họ 

Simaroubaceae là một trong những loài thảo dược nhiệt đới phổ biến, có 

nguồn gốc ở các nước Đông Nam Á như Malaysia, Indonesia và Việt Nam 

[32]. Ở Việt Nam, bách bệnh phân bố rải rác ở các tỉnh vùng núi thấp (dưới 

1000 m) và trung du. Các tỉnh Tây Nguyên và miền Trung gặp nhiều hơn các 

tỉnh phía Bắc [2]. Dịch chiết của cây này, đặc biệt là từ rễ, được sử dụng để 

tăng cường testosteronee ở nam giới. Dịch chiết được sử dụng như phương 

thuốc dân gian của người bản địa để kháng khuẩn, hạ sốt, chống viêm, gây 

độc tế bào và kích thích tính dục. Dịch chiết của rễ còn được dùng để giảm 

huyết áp, sốt và sự mệt mỏi. Eurycomanone là chất đặc trưng của cây bách 

bệnh, có hoạt tính chính trong tăng cường sinh lý ở nam giới, cảm ứng quá 

trình apoptosis ở tế bào ung thư, … [32], [56]. Gần đây, nhu cầu về loại thảo 

dược này tăng rất nhanh, vì vậy, việc trồng ở quy mô lớn loại dược liệu này 

mới có thể đáp ứng được nhu cầu lớn hiện nay. Tuy nhiên, cây bách bệnh sinh 

trưởng chậm, cây trưởng thành cần tới 5 năm mới thu hoạch [56]. Do đó, nuôi 

cấy in vitro cây bách bệnh để sản xuất hợp chất thứ cấp thay thế cho nguồn 

nguyên liệu tự nhiên là cần thiết. 

Công nghệ sinh học sản xuất các hợp chất trao đổi thứ cấp có giá trị bằng 

nuôi cấy cơ quan hoặc tế bào thực vật là phương thức thay thế hấp dẫn cho 

việc chiết xuất từ nguyên liệu cây hoàn chỉnh [102]. Nuôi cấy tế bào thực vật 

có thể cung cấp liên tục nguồn nguyên liệu để tách chiết một lượng lớn các 

hoạt chất từ tế bào nuôi cấy mà không phụ thuộc vào điều kiện tự nhiên [98]. 

Nhiều chiến lược mang tính Công nghệ sinh học đã được đưa ra về cả lý 

thuyết và thực nghiệm để tăng cường sản xuất các hợp chất trao đổi thứ cấp từ 
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thực vật. Chẳng hạn như sàng lọc dòng tế bào cho năng suất cao, cải tiến môi 

trường dinh dưỡng, bổ sung các tiền chất, nuôi cấy quy mô lớn trong hệ thống 

bioreactor, nuôi cấy rễ tơ, cố định tế bào thực vật, chuyển hóa sinh học 

[102]… trong đó sử dụng chất kích kháng mang lại hiệu quả cao nhất. Khi 

chịu sự kích kháng tế bào huyền phù sẽ cảm ứng sản xuất các hợp chất thứ 

cấp mà bình thường nó không được tổng hợp. Hầu hết những nghiên cứu cho 

thấy khi bổ sung chất kích kháng vào môi trường nuôi cấy tế bào thực vật đều 

làm tăng hàm lượng hợp chất thứ cấp. Như vậy, ứng dụng kĩ thuật nuôi cấy tế 

bào thực vật kết hợp với xử lý kích kháng sẽ đem lại thành công trong việc 

sản xuất các hợp chất thứ cấp có giá trị cao và cơ hội thương mại hóa sản 

phẩm [34]. 

Chất kích kháng là những chất hóa học được dùng để tác động vào con 

đường chuyển hóa thứ cấp nhằm tăng cường sinh tổng hợp các chất có giá trị 

dược phẩm trong nuôi cấy tế bào thực vật [64], [102]. Theo Abraham và cs 

(2011), dịch chiết nấm men đã được ứng dụng trong nuôi cấy in vitro thực vật 

do khả năng kích thích cơ chế bảo vệ, tăng sản sinh các chất chuyển hóa thứ 

cấp có hoạt tính sinh học [17]. Salicylic acid được xem là một trong những tín 

hiệu quan trọng trong phản ứng tự vệ của cây và cũng được sử dụng rộng rãi 

trong sản xuất các chất chuyển hóa từ nuôi cấy tế bào thực vật [30]. Methyl 

jasmonate cũng đã được chứng minh là một chất đóng vai trò quan trọng trong 

việc truyền tín hiệu điều chỉnh khả năng phòng vệ của thực vật và có thể kích 

thích sự sản sinh các chất chuyển hóa thứ cấp trong nuôi cấy tế bào [150]. 

Do đó, việc sử dụng chất kích kháng thực vật trong sản xuất 

eurycomanone từ cây bách bệnh thông qua nuôi cấy huyền phù tế bào hứa hẹn 

sẽ mang lại hiệu quả cao. Vì vậy, nghiên cứu ứng dụng nuôi cấy tế bào cây 

bách bệnh để thu một lượng sinh khối lớn, có khả năng tích lũy cao các hợp 

chất có hoạt tính sinh học nhằm chủ động nguồn nguyên liệu, đảm bảo cho 
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việc tách chiết các dược chất là có ý nghĩa lớn về mặt khoa học và thực tiễn. 

Xuất phát từ cơ sở trên, chúng tôi thực hiện đề tài: “Nghiên cứu ảnh hưởng 

của một số chất kích kháng lên sự tích lũy eurycomanone trong nuôi cấy 

huyền phù tế bào cây bách bệnh (Eurycoma longifolia Jack)” 

2. MỤC TIÊU NGHIÊN CỨU 

2.1. Mục tiêu chung 

 Xác định được loại chất kích kháng, nồng độ và thời gian xử lý thích 

hợp để sản xuất eurycomanone với hàm lượng cao nhất từ huyền phù tế bào 

cây bách bệnh (Eurycoma longifolia Jack). 

2.2. Mục tiêu cụ thể  

- Xác định được môi trường nuôi cấy thích hợp cho sự sinh trưởng và 

tích lũy eurycomanone của callus cây bách bệnh 

- Xây dựng được đường cong sinh trưởng và đường cong tích lũy của 

huyền phù tế bào cây bách bệnh. 

- Xác định được nguồn carbon, pH môi trường nuôi cấy, nồng độ và thời 

điểm bổ sung chất kích kháng phù hợp nhất cho sự sinh trưởng và tích lũy 

eurycomanone của huyền phù tế bào cây bách bệnh. 

3. Ý NGHĨA KHOA HỌC VÀ THỰC TIỄN 

3.1. Ý nghĩa khoa học 

Kết quả nghiên cứu của luận án sẽ cung cấp các dẫn chứng khoa học 

mới, có tính hệ thống về ứng dụng chất kích kháng trong nuôi cấy in vitro tế 

bào cây bách bệnh để sản xuất hợp chất thứ cấp. 

Đồng thời là nguồn tài liệu tham khảo hữu ích trong nghiên cứu, giảng 

dạy về nuôi cấy tế bào và sản xuất các hoạt chất sinh học có giá trị cao từ nuôi 

cấy tế bào thực vật. 

3.2. Ý nghĩa thực tiễn 

Kết quả của luận án là cơ sở khoa học để phát triển hệ thống nuôi cấy 
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huyền phù tế bào cây bách bệnh ở qui mô lớn, sử dụng chất kích kháng nhằm 

sản xuất liên tục, ổn định để thu nhận eurycomanone với sản lượng lớn, cung 

cấp nguồn nguyên liệu đủ, chất lượng dùng làm thuốc, góp phần bảo vệ và 

chăm sóc sức khỏe cộng đồng. 

4. NỘI DUNG VÀ PHẠM VI NGHIÊN CỨU 

4.1. Nội dung nghiên cứu 

- Sản xuất sinh khối tế bào cây bách bệnh và khảo sát quá trình tích lũy 

eurycomanone trong tế bào; 

+ Nghiên cứu khả năng sinh trưởng của callus và tế bào huyền phù cây 

bách bệnh; 

+ Xây dựng đường cong sinh trưởng và đường cong tích lũy của tế bào 

huyền phù;  

+ Nghiên cứu ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy lên khả năng sinh 

trưởng và tích lũy eurycomanone của tế bào huyền phù. 

- Nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ và thời gian xử lý các chất kích 

kháng: salicylic acid, methyl jasmonate, dịch chiết nấm men lên khả năng 

sinh trưởng và tích lũy eurycomanone của tế bào huyền phù. 

4.2. Phạm vi nghiên cứu 

Nghiên cứu được thực hiện trên callus của cây bách bệnh, sử dụng 03 

chất kích kháng: salicylic acid, methyl jasmonate, dịch chiết nấm men, các 

nghiên cứu được tiến hành ở quy mô phòng thí nghiệm tại Bộ môn Công nghệ 

sinh học, Khoa Sinh học, Trường đại học Khoa học, Đại học Huế và Trung 

tâm Nghiên cứu và chuyển giao công nghệ, Trường Cao đẳng Lương thực-

Thực phẩm, Đà Nẵng. 
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5. ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUẬN ÁN 

Luận án có các đóng góp mới như sau: 

Đây là công trình đầu tiên sử dụng các chất kích kháng (methyl 

jasmonate, salicilic acid và dịch chiết nấm men) để nghiên cứu cải thiện khả 

năng tích lũy eurycomanone của tế bào huyền phù cây bách bệnh (Eurycoma 

longifolia Jack). 

Luận án đã tìm ra được môi trường thích hợp cho sự sinh trưởng của 

callus cây bách bệnh, đó là môi trường cơ bản MS có bổ sung 1,25 mg/L 

NAA và 1,00 mg/L KIN, callus sinh trưởng mạnh với chỉ số sinh trưởng đạt 

10,07; đã tìm ra điều kiện nuôi cấy thích hợp cho tế bào huyền phù là môi 

trường MS lỏng có bổ sung 1,25 mg/L NAA và 1,00 mg/L KIN, nguồn 

carbon là 3% sucrose. 

Nghiên cứu cũng đã xác định được methyl jasmonate ở nồng độ 0,02 

mM, bổ sung sau 4 ngày nuôi cấy cho hiệu quả tích lũy eurycomanone cao 

nhất sau 14 ngày nuôi cấy, cao hơn 10 lần so với mẫu đối chứng là tế bào 

không xử lý chất kích kháng và khoảng 8 lần so với mẫu tự nhiên.  
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Chương 1 

TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. GIỚI THIỆU CÂY BÁCH BỆNH 

1.1.1. Đặc điểm sinh học cây bách bệnh 

Tên khoa học: cho đến nay bách bệnh có 4 loài khác nhau đã được báo 

cáo là E. longifolia, Entomophthora apiculata, Polyathia bullata và 

Goniothalamus sp. thuộc họ Simaroubaceae [32]. trong đó E. longifolia là loài 

phổ biến nhất, được sử dụng thường xuyên cho các phương thuốc truyền 

thống. E. Longifolia được gọi bởi nhiều tên khác nhau tùy thuộc vào mỗi quốc 

gia như: tongkat ali ở Malaysia và Singapore, pasak bumi ở Indonesia, tung 

saw ở Thái Lan. Ở Việt Nam cây này có nhiều tên gọi khác nhau như bách 

bệnh, bá bệnh, mật nhân. 

Hệ thống phân loại: cây bách bệnh thuộc 

- Giới (kingdom):   Thực vật (Plantae) 

- Ngành (Division):  Thực vật có hoa (Magnoliophyta) 

- Lớp (Class):   Thực vật hai lá mầm (Magnoliopsida) 

- Bộ (Order):   Bồ hồn (Sapindales) 

- Họ (Family):  Thanh thất (Simaroubaceae) 

- Chi (Genus):  Eurycoma 

- Loài (Species):  longifolia [18] 

Bách bệnh là cây thảo mộc, thường xanh, sinh trưởng chậm, là cây bụi 

hoặc cây gỗ nhỏ, chiều cao tối đa 15-18 m và ra quả sau 2-3 năm nuôi trồng. 

Tuy nhiên, để cây tích lũy các hợp chất sinh học tốt nhất có thể mất đến 25 

năm, nhưng vì mục đích thương mại, hầu như rễ của cây được thu hoạch sau 

4-5 năm. Quả có màu xanh, dài 2-3 cm, chuyển sang màu đỏ thẩm khi chín. 

Lá xẻ lông chim, mọc xoắn, dài từ 25-40 cm với 10-30 lá chét. Hoa tạo thành 
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cụm lớn, thuộc dạng đơn tính khác gốc [32]. 

 Ở Việt Nam, bách bệnh phân bố rải rác ở các tỉnh vùng núi thấp (dưới 

1000 m) và trung du. Các tỉnh Tây Nguyên và miền Trung gặp nhiều hơn các 

tỉnh phía Bắc [2]. Nguyễn Thành Mến và cs (2014) khi nghiên cứu đặc điểm 

phân bố và sinh thái của cây bách bệnh ở Lâm Đồng cho thấy với đặc điểm 

biên độ sinh thái rộng, cây bách bệnh có phổ phân bố theo độ cao biến thiên 

từ điểm thấp nhất khoảng 200 m cho đến độ cao 1.129 m, phân bố tập trung 

trong khoảng độ cao từ 500 m đến 900 m. Bách bệnh thường xuất hiện nhiều 

ở dạng địa hình sườn dốc với tỷ lệ 63,0%, ở các đỉnh đồi là 33,3% và nơi chân 

dốc chỉ 3,7%. Trong tự nhiên, loài bách bệnh thường phân bố theo từng dải và 

đôi khi mọc thành cụm khoảng 3-8 cây ở ven các rừng lá rộng. Tuy nhiên, 

hình thức phân bố phân tán ngẫu nhiên là phổ biến [7]. 

 Bách bệnh là loài cây ưa sáng và chịu được khô hạn, các quần thể bách 

bệnh ít khi mọc theo đám mà thường xuất hiện phân tán ở sườn đồi, ven rừng, 

khu đất trống hoặc nương rẫy. Đặc biệt, thường gặp cây tái sinh trên các 

nương rẫy mới và dưới tán rừng thông 3 lá. Về phẩm chất, loài bách bệnh 

thường sinh trưởng tốt, ít bị sâu bệnh, tỷ lệ cây phẩm chất tốt chiếm đến 

92,2% tổng số cây điều tra [7]. 

 Nhìn chung, rễ của cây được thu hoạch thủ công và cần nhiều thời gian, 

để nhổ một cây có đường kính khoảng 70-100 mm có thể cần đến 8-10 h. Cây 

sinh trưởng nhanh trên nền cát, đất thoát nước tốt, che bóng một phần và được 

tưới nước đầy đủ. Cây bách bệnh là loài được thông báo cần được bảo vệ ở 

hầu hết các vùng mà nó sinh trưởng và việc thu hoạch chúng đã bị nghiêm 

cấm [32]. 

 Hầu như tất cả các bộ phận của cây được sử dụng trong các phương 

thuốc dân gian. Dịch chiết của rễ được sử dụng để phục hồi năng lượng và 

sinh lực, tăng cường lưu thông máu, và được bổ sung vào thành phần thảo 
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dược cho phụ nữ sau khi sinh. Lá của nó được sử dụng bởi các thầy thuốc địa 

phương để điều trị sốt rét, khối u, bệnh về nướu răng, ngoài ra chúng còn 

được chữa một số bệnh lây qua đường sinh dục như giang mai, lậu [63]. 

1.1.2. Thành phần hóa học chủ yếu của cây bách bệnh 

 Rất nhiều hợp chất hóa học đã được phân lập và phân tích đặc tính từ 

cây bách bệnh, đặc biệt là từ rễ. Thành phần hoạt chất chính của cây bách 

bệnh là quassinoid. Quassinoid là một nhóm triterpenoid giảm cấp giàu oxy, 

có vị đắng, phân bổ chủ yếu trong họ Simaroubaceae. Công thức hóa học của 

một số hợp chất chính trong cây bách bệnh được trình bày ở hình 1.1. 

Năm 1982, Darise và cs phát hiện trong thành phần của rễ bách bệnh có 

chứa eurycomanone, eurycomanol, eurycomanone-2-O-β-glycopyranoside và 

9-hydroxycanthin-6-one. Năm 1983, các tác giả đã phát hiện được β-

sitosterol; 9-hydroxycanthin-6-one-N-oxide trong lá cây này [41]. 

 Từ năm 1990-1993, Morita và cs tìm thấy các hợp chất eurycomanol, 

klaineanone; 11-ketone trong thành phần hóa học của cây bách bệnh. Đã phân 

lập được 2 đồng phân mới là 2,2’-dimethoxy-4-(3-hydroxy-1-propenyl)-4’-

(1,2,3-trihydroxypropyl) diphenyl ether, và 2 biphenyl mới 2-hydroxy-3,2’,6’-

trimethoxy-4’-(2,3-epoxy-1-hydroxypropyl)-5-(3-hydroxy-1- openyl)-biphenyl 

và 2-hydroxy-3,2’-dimethoxy-4’-(2,3-epoxy-1-hydroxypropyl)-5-(3-hydroxy-

1-propenyl)-biphenyl từ thân của cây này. Sau đó, hai hợp chất mới có khung 

quassinoid (C19): 6-dehydroxylongilactone; 7α- hydroxyeurycomalactone và 7 

hợp chất: 13α(21)-epoxyeurycomanone; 15-Acetyl-13α(21)- 

epoxyeurycomanone; 12,15-diacetyl-13α(21)-epoxyeurycomanone; 12-acetyl-

13,12-dihydroeurcomanone; 15 β-acetyl-14-hydroxyklaineanone; 6α-acetoxy-

14,15β-dihydroxyklaineanone; 6α-acetoxy-14,15β- dihydroxyklaineanone cũng 

được phân lập [96]. 
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Hình 1.1. Cấu trúc hóa học của một số hợp chất có hoạt tính sinh học  

trong cây bách bệnh (Abubakar và cs, 2017) [18]. 
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Năm 2001, Jiwajinda và cs đã phân lập được longilactone; 6-

dehydroxylongilactone; 11-dehydroxyklaineanone; 15β- 

dihydroxyklaineanone; 14,15β- dihydroxyklaineanone; 15β-O-acetyl-14-

dihydroxyklaineanone khi nghiên cứu thành phần hóa học và hoạt tính của 

cây bách bệnh [65]. 

 Năm 2004, Kuo và cs đã phân lập gần 65 hợp chất từ rễ của cây bách 

bệnh, phân tích đặc tính của chúng bằng NMR (Nuclear Magnetic Resonance 

– Cộng hưởng từ hạt nhân) và phương pháp khối phổ. Trong số đó, lần đầu 

tiên họ xác định được 4 hợp chất quassinoid diterpenoid có nguồn gốc tự 

nhiên, đó là: eurycomalide A; eurycomalide B; 13β, 21-

dihydroxyeurycomanol và 5α, 14β, 15β-trihydroxyklaineanone [70].  

Shafiqul và cs (2006) đã phân tích dịch chiết của cây bách bệnh bằng 

phương pháp GC-MS (Gas chromatography-mass spectrometry - sắc ký khí 

ghép khối phổ) và phân tích sự tương quan với 12 hợp chất đã được xác định 

bằng phương pháp QCM sensor (Quartz crystal microblance sensor - cảm 

biến vi cân tinh thể thạch anh). Hợp chất chính bay hơi được xác định gồm: 

curcumene, massoilactone, 3-phenoxy-1-propanol, octanoic acid, benzoic, 

acetic acid, menthol, 2-phenoxyethanol, 4-ethynyl-4-hydroxy-3,5,5-trimethyl-

2-cyclohex-1-enone. Từ kết quả đó, sự tương quan được thiết lập giữa khoảng 

cách mùi vị với cảm biến bằng tinh thể thạch anh để phân loại dịch chiết thực 

vật nhằm nghiên cứu độ nhạy của công nghệ. Tác giả đã nhấn mạnh khả năng 

của chiếc mũi điện tử để phát hiện sự thay đổi nhỏ trong mùi hương không chỉ 

ở cây bách bệnh mà còn có thể phát triển thành phương pháp xác định nhanh 

mùi hương của các cây thảo mộc khác [123]. 

Năm 2009, Phan Văn Kiệm và cs đã sử dụng các phương pháp sắc ký 

khác nhau đã phân lập được 10 hợp chất từ lá của cây bách bệnh, bao gồm: 9-

methoxycanthin-6-one; 9-hydroxycanthin-6-one; 11-dehydroklaineanone; 
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longilactone; 4(18)-isomer, 2-alcohol-longilactone; eurycomalactone; 

eurycomanone; 13β,18-dihydroeurycomanone; eurylene; kaempferol 3-O-α-

L-rhamnopyranoside [2]. 

Một β-carboline alkaloid mới là 7-methoxy- (9H-β-carbolin-1-il)-(E)-1-

propenoic acid (1) kết hợp cùng với 9-methoxycanthin-6-one (2) và 9-

hydroxycanthin- 6-một (3) đã được tách chiết từ các mẫu cấy rễ tơ của cây 

bách bệnh. Ảnh hưởng của các hợp chất này đối với việc sản xuất nitric oxyde 

(NO) cảm ứng với lipopolysaccharide (LPS) tạo ra trong các tế bào 

RAW264.7 đã được nghiên cứu. Hợp chất số 1 ức chế mạnh quá trình tạo NO 

trong khi hợp chất 2 và 3 lần lượt có tác dụng yếu và không có tác dụng. Kết 

quả cho thấy, hợp chất 1 làm giảm sự biểu hiện của xyclooxygenase-2 và cảm 

ứng tổng hợp oxide nitric [105]. 

Thành phần hóa học chính của cây bách bệnh được tổng hợp lại như sau 

[116]: 

Quassinoid: bao gồm các dạng của eurycomanone (pasakbumin-A), 

eurycomanols, pasakbumin-B, hydroxyklaineanones, eurycomalactones, 

eurycomadilactones, eurylactones, laurycolactones, longilactones, và 

hydroxyglaucarubol được phân lập từ rễ. 

Các chất có nguồn gốc từ squalene bao gồm teurilene, eurylene; 14-

deacetyleurylene; và  longilene peroxide. 

Nhóm biphenyl neolignans: 2-hydroxy-3,2,6-trimethoxy-4-(2,3-epoxy-1-

hydroxypropyl)-5-(3-hydroxy-1-propenyl)-biphenyl; two isomeric 2,2-

dimethoxy-4-(3-hydroxy-1-propenyl)-4-(1,2,3-trihydroxypropyl) diphenyl 

ethers; and 2-hydroxy-3,2-dimethoxy-4-(2,3-epoxy-1-hydroxypropyl)-5-(3-

hydroxy-1-propenyl)biphenyl. 

Alkaloids bao gồm 5,9-dimethoxycanthin-6-one; 9,10-
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dimethoxycanthin-6-one, 11-hydroxy-10-methoxycanthin-6-one; 10-hydroxy-

9-methoxycanthin-6-one; và 9-methoxy-3-methylcanthin-5,6-dione. 

1.1.3. Đặc tính dược lý của cây bách bệnh 

 Mặc dù một số phương thuốc dân gian sử dụng cây bách bệnh đã được 

ghi nhận, nhưng giá trị khoa học và dẫn chứng y học vẫn là điều kiện tiên 

quyết cho mục đích khai thác thương mại. 

1.1.3.1. Hoạt tính chống sốt rét  

 Sốt rét là một trong những căn bệnh gây tử vong cao nhất trên thế giới. 

Theo ước tính mỗi năm trên thế giới có gần 2-3 triệu người chết vì căn bệnh 

này, nguyên nhân là do ký sinh trùng thuộc nhóm Plasmodium, nhưng đến 

nay nó vẫn chưa được tiêu diệt do sự kháng thuốc của các loài Plasmodium 

sp. (chủ yếu là P. falciparum), đây là bệnh phổ biến ở vùng nhiệt đới và cận 

nhiệt đới như Đông Nam Á và vùng Châu Phi hạ Sahara. Việc chữa trị hiện 

nay đối với bệnh này là sử dụng các loại thuốc như: chloroquine, artmisinin 

và clindamycin. Vì vậy rất cần thiết để nghiên cứu và phát triển một loại 

thuốc chống sốt rét mới hiệu quả hơn, rẻ hơn, dễ sử dụng, an toàn hơn, không 

bị kháng bởi ký sinh trùng. Để góp phần giải quyết vấn đề này, một vài 

nghiên cứu đã cung cấp cơ sở khoa học về dịch chiết cây bách bệnh có khả 

năng chống được bệnh sốt rét [92]. 

 Thực vật được sử dụng trong cộng đồng để điều trị bệnh sốt rét, trong 

đó cây bách bệnh được sử dụng phổ biến như là một phương thuốc hiệu quả. 

Các loại thuốc điều trị bệnh sốt rét hiện nay như chloroquine, artmisinin có 

nguồn gốc từ thực vật. Al-Adhroey và cs (2010) đã khảo sát các loài thực vật 

được sử dụng truyền thống ở vùng Peninsular, Malaysia để chữa bệnh sốt rét. 

Họ đã phỏng vấn 233 người bản xứ, các hộ gia đình ở nông thôn và các thầy 

lang về tên của vài loài thực vật được sử dụng để điều trị bệnh này. Kết quả 
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cây bách bệnh là loài thực vật được đề cập nhiều nhất. Điều đó có thể nói 

rằng, cây bách bệnh có tiềm năng phát triển thành nguồn nguyên liệu cho loại 

thuốc mới để chống lại căn bệnh nguy hiểm này [24]. 

Mohd Ridzuan và cs (2007) nghiên cứu đặc tính chống bệnh sốt rét của 

dịch chiết rễ cây bách bệnh đã chuẩn hóa dòng TA164 kết hợp với artemisinin 

in vivo cho thấy rằng sự xử lý kết hợp này đã khử được Plasmodium yoelii lây 

nhiễm trên chuột. Các tác giả đã so sánh hoạt tính kháng sốt rét của dịch chiết 

chuẩn gồm 3 loại quassinoid chính là: eurycomanone; 13, 21-

dihydroeurycomanone và 13α (21) epoxyeurycomanone với dịch chiết chuẩn 

kết hợp với artemisinin và nhận thấy rằng sự kết hợp giữa dịch chiết và thuốc 

đã làm tăng hoạt tính chống sốt rét [95].  

Nguyen-Pouplin và cs (2007) đã thử hoạt tính chống sốt rét của dịch 

chiết cây bách bệnh được sử dụng trong các phương thuốc dân gian ở Việt 

Nam. Các tác giả đã khám phá ra rằng dịch chiết cây này có hoạt tính kháng 

sốt rét cao [106]. 

1.1.3.2. Hoạt tính chống ung thư 

 Một vài nghiên cứu đã cho thấy dịch chiết cây bách bệnh có khả năng 

ức chế tế bào ung thư. Hợp chất quassinoid được phân lập từ cây bách bệnh 

đã cho thấy khả năng gây độc đối với tế bào ung thư biểu mô có nguồn gốc từ 

tế bào ung thư biểu mô vòm họng (thượng hầu) của người và cảm ứng quá 

trình apoptosis của tế bào ung thư vú [96]. Kardono và cs (1991) đã phân lập 

và phân tích đặc tính của 5 thành phần gây độc tế bào từ rễ của cây bách bệnh 

ở Indonesia. Trong đó, 4 hợp chất alkaloid cho thấy khả năng gây độc tế bào 

chống lại dòng tế bào kiểu tế bào ung thư người, đó là nhóm canthin-6-one 

alkaloid gồm: 9-methoxycanthin-6-one, 9-methoxycanthin-6-one-N-oxide, 9-

hydroxycanthin-6-one, và 9-hydroxycanthin-6-one-N-oxide và 1 chất thuộc 

nhóm quassinoid là eurycomanone. Hai hợp chất eurycomanone và 7-
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methoxy-P-carboline-1-propionic acid thể hiện hoạt tính chống sốt rét mạnh 

kháng lại chủng P. falciparum [66]. 

Kuo và cs (2004) đã phân lập và xác định 65 hợp chất từ rễ cây bách 

bệnh và sàng lọc khả năng gây độc tế bào bằng các thí nghiệm in vitro. Trong 

số các hợp chất được đánh giá thì có 8 hợp chất chứng tỏ khả năng gây độc 

mạnh đối với dòng tế bào gây ung thư phổi ở người (A-549) và 7 hợp chất 

khác có tác dụng mạnh lên dòng tế bào gây ung thư vú ở người (MCF-7). Có 

2 hợp chất thể hiện khả năng diệt chủng P. falciparum kháng thuốc. Tuy 

nhiên không có hợp chất nào có hoạt tính chống HIV đáng chú ý [70]. 

1.1.3.3. Hoạt tính chống bệnh tiểu đường 

 Trong dân gian, mọi người thường sử dụng lá và rễ của cây bách bệnh 

để kiểm soát lượng đường trong máu của mình, tuy nhiên, các thông tin khoa 

học đã công bố về khả năng này được thử nghiệm trên người là rất hiếm. 

 Husen và cs (2004) đã báo cáo khả năng kiểm soát đường huyết của 

cây bách bệnh trên chuột. Các tác giả đã sàng lọc dịch chiết của cây bách 

bệnh (50, 100 và 150 mg/kg BW (body weight - trọng lượng cơ thể)) trên 

chuột có khả năng tăng đường huyết bình thường và được cảm ứng bởi 

streptozotocin. Từ các kết quả thu được cho thấy các thí nghiệm đều cho kết 

quả dương tính và đạt kết quả cao nhất ở nồng độ 150 mg/kg BW. Tuy nhiên, 

kết quả cũng chỉ ra rằng chuột tăng đường huyết bình thường thì sự hạ đường 

huyết là không đáng kể [58]. 

1.1.3.4. Hoạt tính kích thích sinh dục 

 Dịch chiết rễ cây bách bệnh được ghi nhận rộng rải về tính năng đặc 

biệt của nó là tăng cường nam tính và năng lực giới tính. Ang và Sim (1998) 

đã đánh giá sự ảnh hưởng của dịch chiết rễ cây bách bệnh lên khả năng sinh 

dục của chuột đực khi được xử lý với các liều lượng 200, 400 và 800 mg/kg 
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BW, 2 lần/ngày, trong 10 ngày. Kết quả cho thấy sự tăng khả năng sinh dục 

của chuột đực tỷ lệ thuận với liều lượng sử dụng, mặc dù không có hiện tượng 

gì xảy ra trong 20 phút đầu xử lý [26]. 

 Testosterone rất quan trọng cho khả năng sinh sản của giới đực, cần 

cho chức năng sinh tinh trùng bình thường. Sự biểu hiện vượt mức của 

estrogen có thể dẫn đến ức chế sự tác động của testosterone và chức năng của 

tinh hoàn. Wahab và cs (2010) đã nghiên cứu sự ảnh hưởng của dịch chiết cây 

bách bệnh lên mô tinh hoàn và đếm tinh trùng của chuột đực đã được xử lý 

với estrogen. Họ đã khám phá ra rằng dịch chiết đã tăng cường chức năng của 

tinh hoàn và ức chế sự ảnh hưởng của estrogen vì số lượng tinh trùng của 

chuột thí nghiệm tăng lên [139].  

 Tambi và Imran (2010) đã thử nghiệm sự ảnh hưởng của dịch chiết cây 

bách bệnh lên những người đàn ông vô sinh tự phát, những người này có nồng 

độ tinh trùng thấp kèm với (hoặc không) tỷ lệ thấp tinh trùng có hình thái và 

khả năng di động bình thường mà không rõ nguyên nhân. Trong thí nghiệm 

này, một số nam giới đã được cho dùng 200 mg dịch chiết mỗi ngày và sau đó 

phân tích tinh dịch của họ. Kết quả cho thấy có tăng nồng độ tinh trùng, hình 

thái và khả năng di động của nó tốt hơn [131].  

 Tất cả những nghiên cứu ở trên đã cho rằng cây bách bệnh có khả năng 

điều trị các vấn đề sinh dục của giới đực, nhưng Abdulghani và cs (2012) cho 

thấy cây bách bệnh còn có khả năng cải thiện ảnh hưởng trong điều trị sự rối 

loạn giới tính ở con cái. Tác giả đã nghiên cứu cải thiện ảnh hưởng của dịch 

chiết cây bách bệnh lên sự rối loạn sinh sản ở chuột cái, cụ thể là sự chín của 

trứng và chu kỳ động dục không đều. Những con chuột thí nghiệm được xử lý 

với hormone để cảm ứng sự rối loạn sinh sản. Sau khi xử lý với dịch chiết, sự 

ảnh hưởng đảo ngược đã thể hiện, chỉ có một tỷ lệ rất thấp chuột cái bị tác 

động rối loạn của hormone [15]. 
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1.1.3.5. Hoạt tính kháng khuẩn 

 Farouk và cs (2007) đã sử dụng nhiều loại dịch chiết (bằng methanol, 

ethanol, acetone và nước) từ các bộ phận khác nhau của cây bách bệnh: lá, 

thân và rễ để đánh giá khả năng kháng khuẩn chống lại vi khuẩn Gram (-/+). 

Từ nghiên cứu của họ cho thấy, dịch chiết từ lá và thân có khả năng kháng cả 

vi khuẩn Gram (+) (Staphylococcus aureus, Micrococcus leteus, 

Enterococcus feacalis, Bacillus subtilis) và Gram (-) (Proteus vulgaris và 

Serratia marcescens), ngoại trừ 2 chủng vi khuẩn Gram (-) là Escherichia coli 

và Salmonella typhi. Tuy nhiên, dịch chiết từ rễ không có có bất kỳ hoạt tính 

kháng khuẩn nào [45]. 

1.1.3.6. Hoạt tính chống loãng xương 

Tác dụng chống loãng xương của cây bách bệnh trên mô hình chuột 

thiến (do tinh hoàn bị cắt nên việc sản xuất ra androgen bị thiếu hụt, dẫn đến 

loãng xương). Kết quả cho thấy cao rễ bách bệnh cho tác dụng androgenic rõ 

rệt (chống loãng xương và có khả năng thay thế cho testosterone). Do vậy, 

bách bệnh có thể dùng như một liệu pháp thay thế triển vọng ở người loãng 

xương do thiếu hụt hay suy giảm androgen [94]. 

1.1.3.7. Hoạt tính kháng viêm 

Nguyễn Hải Đăng và cs (2016) nhận thấy 7‐ methoxy‐  (9H‐ β‐

carbolin‐ 1‐ il)-(E)‐ 1‐  propenoic acid (7‐ MCPA), một β‐ carboline 

alkaloid được tách chiết từ cây bách bệnh có tác dụng kháng viêm. 7‐ MCPA 

phát huy tác dụng chống viêm bằng cách điều chỉnh các con đường Nrf2 và 

NF ‐  κB và có thể là một chất hoạt hóa Nrf2 tiềm năng để phòng ngừa cũng 

như điều trị các bệnh viêm nhiễm [51]. 

Theo Ruan và cs (2019), bốn hợp chất phenol mới được công bố là 

eurylophenolosides A (1) và B (2), eurylolignanosides A (3) và B (4), cùng với 
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12 hợp chất khác (đã công bố trước đó) được phân lập từ rễ của cây bách bệnh. 

Cấu trúc của các hợp chất này đã được xác định bằng các kỹ thuật quang phổ 

và phản ứng hóa học khác nhau. Trong số các chất tách chiết đã biết tên, 

syringaldehyde (12), 3-chloro-4-hydroxybenzoic acid (13), 3-chloro-4-

hydroxyl benzoic-4-O-β-d-glucopyranoside acid (14), và isotachioside (15) lần 

đầu tiên được tách chiết từ chi Eurycoma. Hơn nữa, đây là dữ liệu NMR đầu 

tiên của hợp chất số 14 được công bố. Trong khi đó, các hoạt động ức chế NO 

của tất cả các hợp chất được kiểm tra trong các tế bào RAW264.7 kích thích 

bằng lipopolysaccharide (LPS) ở 40 μM. Kết quả cho thấy, piscidinol A (6), 

24-epi-piscidinol A (7), bourjotinolone A (10) và scopoletin (16) được quan sát 

thấy là có vai trò quan trọng trong việc ngăn chặn mức độ của NO mà không 

gây độc tế bào. Hơn nữa, phương pháp Western blot đã được sử dụng để điều 

tra cơ chế của các hợp chất 6, 7, 10 và 16 bằng cách phân tích mức độ của các 

protein liên quan đến phản ứng viêm, chẳng hạn như cảm ứng nitric oxide 

synthase (iNOS), interleukin-6 (IL-6), và yếu tố nhân kappa-chất tăng cường 

chuỗi ánh sáng của tế bào B hoạt hóa (NF-κB) trong tế bào RAW264.7 được 

cảm ứng bởi LPS. Kết quả chỉ ra rằng, các hợp chất 6, 7, 10 và 16 được phát 

hiện là có khả năng ức chế đáng kể sự biểu hiện protein IL-6, NF-κB và iNOS 

trong con đường tiết NF-κB được cảm ứng bởi LPS. Hơn nữa, người ta thấy 

rằng tác dụng ức chế biểu hiện protein của 6, 7 và 16 phụ thuộc vào liều lượng. 

Cơ chế này có thể liên quan đến việc ức chế việc biểu hiện iNOS thông qua 

việc ngăn chặn con đường NF-κB cảm ứng bởi IL-6 [120]. 

Trong nghiên của Liu và cs (2019), một thư viện hợp chất đã được sàng 

lọc các hoạt tính chống viêm thông qua việc ức chế sản xuất quá mức NO 

trung gian gây viêm trong tế bào đại thực bào RAW 264.7 được cảm ứng bởi 

LPS, Thư viện bao gồm 75 alkaloids loại β-carboline hoặc canthinone tự 

nhiên từ cây Simaroubaceae và các chất tương tự được tổng hợp hóa học của 
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chúng. Sáu hợp chất, cụ thể là, benzalharman (23), kumujian (27), 1-ethyl-

1,2,3,4-tetrahydro-β-carboline-3-carboxylic acid (37), 1-acetophenone-1,2,3, 

4-tetrahydro-β-carboline-3-carboxylic acid (42), cathin-6-one (46), và 9-

methoxy-cathin-6-one (57), thể hiện khả năng ức chế đáng kể đối với việc sản 

xuất quá mức NO. Nghiên cứu sâu hơn cho thấy, tất cả 6 hợp chất đã điều 

chỉnh làm giảm sự biểu hiện cao của protein tổng hợp oxit nitric cảm ứng 

(iNOS). Trong số đó, hai alkaloid loại canthinone (46 và 57) điều chỉnh mạnh 

sự biểu hiện protein cyclooxygenase-2 (COX-2) theo cách phụ thuộc vào liều 

lượng và cũng ức chế sự sản xuất quá mức của chất trung gian gây viêm 

prostaglandin E2 (PGE2). Tuy nhiên, các ankaloid loại β-carboline (23, 27, 

37, và 42) không cho thấy sự ức chế rõ ràng nào đối với việc sản xuất quá 

mức PGE2 và sự biểu hiện của protein COX-2. Kết quả cho thấy alkaloids 

loại β-carboline và alkaloids loại canthinone có thể có tác dụng chống viêm 

thông qua các cơ chế độc lập [76]. 

1.1.4. Một số công trình nuôi cấy in vitro cây bách bệnh 

Trên thế giới, rất nhiều công trình nghiên cứu về các phương pháp chiết 

xuất, xác định thành phần hóa học và thử nghiệm hoạt tính sinh học của cây 

bách bệnh. Tuy nhiên, việc ứng dụng chất kích kháng để sản xuất các hợp 

chất thứ cấp từ loài cây này vẫn còn hạn chế. 

Siregar và cs (2004) nghiên cứu sự ảnh hưởng của nguồn tế bào và pH 

môi trường nuôi cấy lên sự sản xuất canthin-6-one alkaloid từ nuôi cấy tế bào 

các dòng cây bách bệnh khác nhau. Kết quả cho thấy, lá dòng Eu-9 không 

những tạo callus tốt nhất mà còn tích lũy sinh khối cao trong nuôi cấy huyền 

phù nhưng tích lũy 9-methoxycanthin-6-one và 9-hydroxycanthin-6-one với 

sản lượng thấp. Ngược lại, lá dòng Eu-8 cảm ứng tạo callus và sinh khối thấp 

nhưng sản xuất 9-methoxycanthin-6-one và 9-hydroxycanthin-6-one cao nhất. 

pH 5,75 là tối ưu cho nuôi cấy tế bào cây này nhưng hàm lượng cao của 
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alkaloid được cảm ứng ở pH 4,75 và 5,25 trước khi khử trùng [127]. 

Chan và cs (2010) đã bổ sung các nồng độ khác nhau của chitosan, 

NaH2PO4, Na2CO3 và polyvinylpyrrolidone vào môi trường MSBs nhằm kích 

kháng sự tích lũy alkaloid của tế bào huyền phù cây bách bệnh. Thí nghiệm 

này cho thấy khi bổ sung 100 mg/L chitosan vào môi trường nuôi cấy đã cảm 

ứng tăng sinh khối tế bào và nồng độ 150 mg/L cảm ứng sản xuất 9-

hydroxycanthin-6-one cao nhất (0,44% dw (dry weight-khối lượng khô)) 

nhưng không sản xuất 9-methoxycanthin-6-one. Trong khi đó, tế bào tích lũy 

sinh khối và hàm lượng alkaloid cao nhất ở nồng độ NaH2PO4 lần lượt 2 

mg/L và 20 mg/L. Tuy nhiên, các nồng độ khác nhau của Na2CO3 và PVP 

(polyvinylpyrrolidone) đã ức chế sự sinh trưởng của tế bào, đồng thời không 

làm thay đổi hàm lượng của alkaloid [38]. 

Riksa và cs (2014) chiếu tia UV (ultraviolet - tia cực tím) lên callus của 

cây bách bệnh với thời gian 18 giờ/ngày trong 28 ngày để nghiên cứu sự sinh 

trưởng và sự tích lũy alkaloid và terpenoid. Kết quả thể hiện rằng, cấu trúc 

của callus khô và rắn hơn nhưng sự sinh trưởng không có sự sai khác nhiều so 

với đối chứng. Đối với callus nuôi cấy trên môi trường MS (Murashige and 

Skoog) bổ sung NAA (Naphthaleneacetic acid), khi được kích kháng bằng tia 

UV đã tăng tích lũy canthin-6-one lên 3,5 lần và pyrrolidine lên 1,5 lần so với 

đối chứng, ngược lại, canthin alkaloid này không phát hiện thấy ở callus nuôi 

cấy trên môi trường MS bổ sung 2,4D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid). 

Ngoài ra squalene và 5-(hydroxymethyl)-2-furancarboxaldehyde cũng được 

sản xuất ở tế bào được kích kháng [118]. 

Ở Việt Nam, các nghiên cứu nuôi cấy cây bách bệnh tập trung chủ yếu 

vào nuôi cấy rễ tơ để sản xuất hợp chất thứ cấp. 

Nguyễn Thu Trang và cs (2012) đã nghiên cứu tạo rễ tơ của cây bách 

bệnh với mục đích tạo nguồn nguyên liệu ổn định, đáp ứng nhu cầu làm 
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thuốc. Năm 2017, nhóm tác giả tiếp tục khảo sát hoạt tính sinh học của cao 

chiết methanol từ rễ tơ và rễ tự nhiên cây Bá bệnh. Kết quả cho thấy cao chiết 

methanol từ rễ tơ và rễ tự nhiên ức chế sản xuất cytokine gây viêm IL-6 kích 

thích bởi LPS ở dòng tế bào THP-1 với IC50 tương ứng là 3,6 và 6,6 

(μg/mL). Cao chiết methanol từ rễ tơ và rễ tự nhiên có hoạt tính gây độc tế 

bào ung thư ở mức trung bình trên các dòng tế bào HepG2, LU-1, MCF-7 với 

IC50 tương ứng là 77,4, 61,1, 88,2 (μg/mL) và 63,8, 46,2, 54,8 (μg/mL). Tuy 

nhiên, cả hai loại cao chiết nghiên cứu đều không có khả năng ức chế quá 

trính peroxy hoá lipid (IC50 > 100) [10]. 

1.2. HỢP CHẤT THỨ CẤP THỰC VẬT 

1.2.1. Vai trò của các hợp chất thứ cấp ở thực vật 

Ở thực vật, có nhiều loại hợp chất hữu cơ hoặc các chất chuyển hóa được 

tạo ra trong quá trình trao đổi chất. Những chất chuyển hóa này được xếp 

thành nhóm các chất trao đổi sơ cấp và thứ cấp. Các chất trao đổi sơ cấp như 

chlorophyll, amino acid, nucleotide, các carbohydrate đơn giản hoặc lipid của 

màng, chúng có vai trò quan trọng trong quá trình quang hợp, hô hấp, vận 

chuyển các chất hòa tan, quá trình đồng hóa và dị hóa các chất dinh dưỡng. 

Các hợp chất thứ cấp chỉ phân bố có giới hạn trong thế giới thực vật, chúng 

được tìm thấy trong một số loài thực vật hoặc trong nhóm loài có liên quan, 

trong khi đó hợp chất sơ cấp được tìm thấy trong hầu hết các loài [130].  

Thực vật bậc cao là nguồn cung cấp hợp chất có tác dụng sinh học cao 

được dùng trong công nghiệp dược. Một số hợp chất thứ cấp được dùng làm 

thuốc như: Morphin, codein, cocain, quinin, các alkaloid dừa cạn, alkaloid 

dương địa hoàng, phytostigminin, pilocarpin, reserpin và các steroid như: 

diosgenin, digoxin, và digitoxin… [8]. Trong vài thập kỷ qua, những bằng 

chứng từ thực nghiệm và trong thực tế cho thấy các hợp chất thứ cấp ở thực 
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vật có các chức năng cơ bản sau: 

 - Bảo vệ cơ thể chống lại các loài động vật ăn thực vật (côn trùng và 

động vật có xương sống). 

 - Kháng nấm, vi khuẩn và virus. 

 - Bảo vệ cơ thể chống lại sự cạnh tranh của các thực vật khác về ánh 

sáng, nước và chất dinh dưỡng. 

 - Thu hút các loài động vật trong quá trình thụ phấn và phát tán hạt. 

 - Tạo ra các tín hiệu trong giao tiếp giữa thực vật với các loài vi sinh 

vật cộng sinh. 

 - Bảo vệ cơ thể chống lại tia tử ngoại và các tác nhân vật lý bất lợi khác [142]. 

 - Chúng hình thành nên các hợp chất hấp thụ tia UV, do đó ngăn chặn 

được sự gây nguy hiểm của ánh sáng đến lá cây [34]. 

Các hợp chất thứ cấp của thực vật thường được tổng hợp từ các sản 

phẩm của quang hợp như: alkaloid được tổng hợp từ các amino acid; các hợp 

chất như steroid, terpenoid và cardiac glycoside được tổng hợp từ acetic acid; 

các chất kháng sinh và vitamin được tổng hợp từ các carbohydrate. Các sản 

phẩm thứ cấp được dự trữ chủ yếu trong các cấu trúc đặc biệt hoặc các cơ 

quan dự trữ như rễ, các tế bào dự trữ, không bào, hệ thống màng… Các hợp 

chất hóa học này được dùng trong dược phẩm, hóa chất nông nghiệp, thuốc 

nhuộm, gia vị, chất tạo mùi, thuốc trừ sâu… chúng chiếm tỷ trọng lớn trong 

sản xuất công nghiệp [49]. 

1.2.2. Sản xuất hợp chất thứ cấp bằng nuôi cấy tế bào  

Mỗi tế bào thực vật trong nuôi cấy in vitro chứa đựng các thông tin di 

truyền hoàn chỉnh và vì thế nó có khả năng sản xuất các hợp chất hóa học 

giống như cây bố mẹ [115]. Những thành tựu đạt được trong lĩnh vực công 

nghệ sinh học, đặc biệt là phương pháp nuôi cấy tế bào thực vật, đã cung cấp 
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một phương thức mới cho quá trình thương mại hóa các chất hóa học có 

nguồn gốc từ thực vật [98]. Phương pháp này sẽ mở rộng và tăng khả năng 

thu hồi các hóa chất có giá trị, một sự thay thế từ quy mô nông nghiệp truyền 

thống lên quy mô công nghiệp trong sản xuất các hợp chất thứ cấp. 

Kĩ thuật nuôi cấy tế bào thực vật được phát triển với mục tiêu cải thiện 

hiệu suất các sản phẩm có hoạt tính sinh học. Ưu điểm của kĩ thuật này là có 

thể cung cấp sản phẩm một cách liên tục và đáng tin cậy dựa trên cơ sở: 

- Tổng hợp các hợp chất thứ cấp có giá trị dưới sự điều khiển các yếu tố 

môi trường nuôi cấy, độc lập với khí hậu và điều kiện canh tác. 

- Phủ định ảnh hưởng sinh học (vi sinh vật và côn trùng) đến các sản 

phẩm là hợp chất thứ cấp trong tự nhiên. 

- Có thể chọn lọc các giống cây trồng cho nhiều loại hợp chất thứ cấp 

khác nhau. 

- Có thể tự động hóa điều khiển sự sinh trưởng của tế bào và điều hòa 

quá trình chuyển hóa, do đó chi phí giảm và lượng sản phẩm sẽ tăng lên [4]. 

Nhiều nghiên cứu cho thấy, một số hợp chất thứ cấp ở tế bào thực vật 

nuôi cấy được tích lũy cao hơn so với cây bố mẹ, chẳng hạn như sự tích lũy 

anthocyanin trong nuôi cấy tế bào cây Vitis sp., Euphorbia milli và Perilla 

frutescens lần lượt cao gấp 1,6; 13,3 và 16 lần; anthraquinone trong tế bào 

nuôi cấy cây Morinda citrifolia cao gấp 8 lần; berberin trong tế bào nuôi cấy 

cây Coptis japonica và Thalictrum minor lần lượt cao gấp 3,3 và 1000 lần; 

rosmarinic acid trong tế bào nuôi cấy cây Coleus blumei cao gấp 9,3 lần; 

shikonin trong tế bào nuôi cấy cây Lithospermum erythrorhizon cao gấp 9,3 

lần so với các cây ngoài tự nhiên. Điều này cho thấy ưu điểm của việc sản 

xuất các hợp chất trao đổi thứ cấp đặc trưng của thực vật thông qua phương 

thức nuôi cấy tế bào [125]. 
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1.2.3. Chiến lược trong sản xuất các sản phẩm thứ cấp bằng nuôi cấy tế bào 

Trong nuôi cấy tế bào, việc chọn lựa cẩn thận các tế bào có khả năng 

phát triển và điều kiện nuôi cấy tối ưu sẽ giúp tăng khả năng tích lũy một vài 

sản phẩm ở mức cao hơn. Để thu được hiệu suất cao cho khai thác thương 

mại, người ta đã sử dụng nhiều phương pháp khác nhau trong nỗ lực tập 

trung vào việc kích thích hoạt động sinh tổng hợp của các tế bào nuôi cấy. 

Tế bào nuôi cấy tích lũy một lượng lớn hợp chất thứ cấp chỉ khi ở những 

điều kiện đặc biệt như (1) chọn lựa thành phần môi trường và điều kiện 

nuôi cấy thích hợp, (2) chọn lựa các dòng tế bào năng suất cao, (3) bổ sung 

tiền chất nuôi cấy và (4) các chất kích kháng bảo vệ thực vật [98]. 

Tối ưu hóa điều kiện nuôi cấy: Thông số của các nhân tố hóa học và vật 

lý như thành phần môi trường, chất kích thích sinh trưởng, pH, nhiệt độ nuôi 

cấy, sự thông khí, sự lắc hoặc khuấy, và ánh sáng ảnh hưởng đến hàm lượng 

các hợp chất thứ cấp đã được nghiên cứu nhiều. Một vài sản phẩm tích lũy 

trong tế bào ở mức cao hơn so với ở trong cây trồng tự nhiên khi được nuôi 

cấy ở điều kiện tối ưu [5]. 

Chọn lọc các dòng tế bào cho năng suất cao: Cải thiện tích lũy các hợp 

chất thứ cấp thường bắt đầu từ việc chọn các dòng cây bố mẹ có chứa hàm lượng 

cao các chất cần thu hồi để hình thành callus nhằm thu được các dòng tế bào có 

năng suất cao. Phương thức gây đột biến cũng đã được khảo sát để thu các dòng 

tế bào sản xuất vượt mức sản phẩm như phương thức chọn dòng tế bào có năng 

suất cao. Theo đó, một quần thể lớn của tế bào được đặt xử lý các tác nhân ức 

chế, gây độc hoặc các yếu tố stress môi trường và chỉ những dòng tế bào có khả 

năng chống chịu trong quá trình chọn lọc mới duy trì sinh trưởng [115].  

Cung cấp tiền chất: Bổ sung các tiền chất của quá trình sinh tổng hợp 

nội bào vào môi trường nuôi cấy cũng có thể tăng lượng sản phẩm mong 

muốn, do một số hợp chất trung gian nhanh chóng bắt đầu sinh tổng hợp các 
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hợp chất thứ cấp vì thế làm tăng lượng sản phẩm cuối cùng. Phương pháp này 

hữu ích khi dùng các tiền chất có giá thành rẻ [90]. 

Sự kích kháng bảo vệ thực vật: Chất kích kháng bảo vệ thực vật báo hiệu 

việc hình thành các hợp chất thứ cấp. Sử dụng các chất kích kháng kết hợp với 

loại bỏ các sản phẩm cuối và sự tích lũy trong pha tách chiết, đã được chứng 

minh là một hướng rất thành công để gia tăng hiệu suất chuyển hóa [125]. 

Công nghệ chuyển hóa trong sản xuất các chất trao đổi ở tế bào thực 

vật: Ứng dụng công nghệ chuyển hóa ở tế bào thường là kết quả của kỹ thuật 

DNA (deoxyribonucleic acid) tái tổ hợp. Ngoài ra, còn có thể thiết kế hệ 

thống các phản ứng hóa sinh để đạt được một mục tiêu nào đó. Ví dụ, tăng tốc 

độ sản xuất các sản phẩm mong muốn, giảm các sản phẩm không mong 

muốn, hoặc phân hủy các chất độc [125]. 

1.3. CHẤT KÍCH KHÁNG THỰC VẬT 

1.3.1. Định nghĩa chất kích kháng và sự kích kháng 

Chất kích kháng có thể được định nghĩa là một chất hoặc một hỗn hợp 

các chất mà khi đưa một nồng độ thấp vào hệ thống tế bào sống sẻ khởi đầu 

hoặc cải thiện sự sinh tổng hợp các hợp chất đặc trưng. 

Sự kích kháng là quá trình cảm ứng hoặc tăng cường sinh tổng hợp các 

chất trao đổi do sự thêm vào một lượng nhỏ chất kích kháng [112]. 

1.3.2. Phân loại chất kích kháng 

Chất kích kháng có thể được phân loại dựa vào tính tự nhiên của chúng, 

gồm chất kích kháng sinh học và phi sinh học hoặc dựa vào nguồn gốc của 

chúng, gồm chất kích kháng ngoại sinh và nội sinh.  

Chất kích kháng phi sinh học là chất kích kháng không có nguồn gốc từ 

sinh học, phần lớn là các muối vô cơ và các yếu tố sinh lý hoạt động như chất 
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kích kháng, ngược lại chất kích kháng sinh học là chất kích kháng có nguồn 

gốc sinh học, chúng bao gồm các polysaccharide có nguồn gốc từ thành tế 

bào thực vật (pectin hoặc cellulose) và vi sinh vật (chitin hoặc glucan), các 

glycoprotein, G-protein hoặc protein nội bào, chức năng của chúng là kết hợp 

với các thụ thể và hoạt động bằng cách kích hoạt hoặc bất hoạt một số 

enzyme hoặc kênh ion [138]. 

Chất kích kháng ngoại sinh là chất kích kháng có nguồn gốc bên ngoài tế 

bào giống như polysaccharide, polyamine và acid béo, ngược lại chất kích 

kháng nội sinh là chất kích kháng có nguồn gốc bên trong tế bào như 

galacturonide hoặc hepta-β-glucoside… [102]. 

Một số chất kích kháng phổ biến trong nuôi cấy tế bào thực vật 

Jasmonic acid (JA) và các dẫn xuất của nó được gọi chung là Jasmonate 

(JAS). JAS là các hợp chất cyclopentanone hoặc các hormone thực vật có 

nguồn gốc từ α-linolenic acid. Nó bao gồm một nhóm acid béo oxy hóa, JA là 

tiền chất chính của nhiều hợp chất khác nhau trong nhóm này như MeJA, là 

chất được phân lập đầu tiên từ tinh dầu của Jasminum grandiflorum, và acid 

tự do này được phân lập sau đó từ dịch nuôi cấy của loài nấm Lasiodiplodia 

theobromae. JAS được tổng hợp từ acid béo gồm 3 bước: bước đầu tiên sảy ra 

trong màng lục lạp, α-linolenic acid và hexadecatrienoid acid được giải phóng 

từ màng phospholipid. Lipoxygenase (LOX), allene oxide synthetase (AOS) 

và allene oxide cyclase (AOC) là các enzyme chính sinh tổng hợp JA trong 

lục lạp, các enzyme này tạo ra cis-(+)-12-oxophytodienoic acid (OPDA) và 

dinor-OPDA (dn-OPDA). Bước thứ hai của quá trình tổng hợp JAS diễn ra 

trong peroxisome bởi quá trình oxy hóa β để tạo thành JA. Trong bước thứ 3 

của quá trình này, JA được chuyển vào tế bào chất để tiếp tục biến đổi tạo 

thành MeJA và JA-isoleucine (JA-Ile) [57]. 

JA cùng với các tiền chất và dẫn xuất của nó tham gia vào nhiều quá 
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trình sinh lý của thực vật, đặc biệt là trung gian trong sự đáp ứng của thực vật 

với các stress sinh học và phi sinh học. Các chất này được sử dụng rộng rải 

trong các nghiên cứu sự kích kháng bằng các hệ thống nuôi cấy in vitro. Quá 

trình kích kháng dẫn đến sự kết hợp giữa JAS với các thụ thể của chúng trên 

màng sinh chất, đây là mắc xích đầu tiên trong chuỗi các phản ứng tự vệ của 

tế bào, bao gồm sự sản xuất các ROS và các gốc tự do nitrogen hóa (reactive 

nitrogen species - RNS) và cảm ứng các enzyme bảo vệ chống lại stress oxy 

hóa. Quá trình kích kháng còn dẫn đến sự tổng hợp và tích lũy các phân tử tín 

hiệu như JA, SA, nitric oxide (NO), ethylene (ET) trong tế bào, tiếp theo là 

điều hòa sự biểu hiện của các gene trong sản xuất các hợp chất thứ cấp. Vì 

vậy, phần lớn các hóa chất như JA, MeJA, SA (salicylic acid), ET được sử 

dụng để nghiên cứu kích kháng in vitro. Trong đó, MeJA là chất kích kháng 

được sử dụng phổ biến nhất (chiếm khoảng 60% các công trình đã công bố) 

đã cho thấy sự ảnh hưởng rõ rệt đến sự tích lũy các HCTC trong nuôi cấy cơ 

quan và tế bào thực vật, theo sau là SA (15%) và JA (10%). Huyền phù tế 

bào, rễ bất định và rễ tơ được sử dụng phổ biến trong các hệ thống nuôi cấy 

có sử dụng chất kích kháng, cụm chồi và phôi ít được sử dụng hơn [57]. 

 

Hình 1.2. JA và các dẫn xuất của nó (Ho T.T. và cs, 2020) [57] 

Salicylic acid là một chất kích kháng nội sinh hay chất kích kháng sinh 

học có nguồn gốc là các hormone nội sinh, được biết nhiều nhất với vai trò là 
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một chất cảm ứng truyền tín hiệu đến trong hệ thống kháng tạp nhiễm ở thực 

vật. SA nhanh chóng được tích lũy ở vị trí bị xâm nhiễm trong suốt quá trình 

tấn công của tác nhân gây bệnh và nó lan sang những phần khác của cây để 

cảm ứng đáp ứng phòng vệ trên diện rộng. SA kích hoạt các gen liên quan đến 

phản ứng phòng vệ và có ảnh hưởng lớn đến khả năng tích lũy các hợp chất thứ 

cấp ở thực vật, đặc biệt ở các cây dược liệu và các loài nhân sâm quý. SA là tín 

hiệu gây đáp ứng miễn dịch ở tất cả loài thực vật, nhưng tác động của nó ở mỗi 

loài cây rất khác nhau, trên từng bộ phận cũng không giống nhau [11], [132]. 

Dịch chiết nấm men (yeast extract-YE) cũng là một chất kích kháng 

ngoại sinh có nguồn gốc là sinh khối tế bào nấm men Saccharomyces 

cerevisiae, trong đó YE chứa hàng loạt thành phần có thể kích thích phản ứng 

phòng vệ thực vật và dẫn đến sự gia tăng các hợp chất thứ cấp như chitin, N-

acetylglucosamine oligomers, β-glucan, glycopeptides và ergosterol…. Vai 

trò của YE tuy chưa được ứng dụng rộng rãi trong nuôi cấy loài cây bách 

bệnh nhưng đã có rất nhiều nghiên cứu cho thấy hiệu quả tăng cường sản xuất 

các hợp chất thứ cấp trong nuôi cấy thực vật [11], [132]. 

1.3.3. Các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình kích kháng 

Sự tăng cường sản xuất các hợp chất trao đổi thứ cấp từ nuôi cấy tế bào 

thực vật thông qua sự kích kháng đã mở ra một lĩnh vực nghiên cứu mới, 

mang lại lợi ích kinh tế quan trọng cho ngành dược. Một vài thông số như 

tính chọn lọc và nồng độ của chất kích kháng, thời gian kích kháng, thời kỳ 

kích kháng, dòng tế bào, sự điều hòa sinh trưởng, thành phần dinh dưỡng, 

chất lượng của nguyên liệu thành tế bào… ảnh hưởng đáng kể đến sự tăng 

cường sản phẩm tích lũy. 

1.3.3.1. Nồng độ chất kích kháng 

Nồng độ chất kích kháng đóng vai trò rất quan trọng trong quá trình kích 
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kháng. Namdeo và cs (2002) đã cho thấy sự tích lũy cao của ajmalicine trong 

nuôi cấy cây Catharanthus roseus khi xử lý kích kháng với các nồng độ khác 

nhau của dịch chiết từ Trichoderma viride, Aspergillus niger và Fusarium 

moniliforme. Sự tích lũy ajmalicine khi được kích kháng bởi 5,0% dịch chiết 

cao hơn khi được kích kháng ở nồng độ 0,5% dịch chiết. Tuy nhiên, khi tăng 

nồng độ kích kháng lên 10% thì ảnh hưởng bất lợi đến sự tích lũy ajmalicine 

[101]. Đôi khi liều lượng cao của chất kích kháng được dùng để cảm ứng sự 

đáp ứng mẫn cảm của tế bào, làm cho tế bào chết, nhưng nồng độ tối ưu của 

chất kích kháng vẫn được khuyên dùng trong quá trình cảm ứng [119]. 

1.3.3.2. Thời gian tiếp xúc với chất kích kháng 

Tế bào C. roseus được kích kháng với dịch chiết của T. viride, A. niger và 

F. moniliforme trong thời gian 24, 48, 72 và 96 giờ. Ajmalicine tăng lên gấp 3 

lần khi tế bào được xử lý với dịch chiết T. viride và khoảng 2 lần khi tế bào 

được xử lý với dịch chiết A. niger và F. moniliforme trong thời gian 48 giờ. Khi 

thời gian kích kháng tăng lên thì làm giảm hàm lượng ajmalicine [101]. 

1.3.3.3. Thời kỳ nuôi cấy 

Thời gian cấy chuyền là thông số quan trọng trong sản xuất các hợp chất 

có hoạt tính sinh học có sử dụng chất kích kháng. Tế bào C. roseus 20 ngày 

tuổi cho sản lượng ajmalicine cao hơn trong quá trình kích kháng, đạt 166 

µg/g khô khi xử lý với T. viride [101]. 

1.3.3.4. Thành phần dinh dưỡng 

Thành phần môi trường cũng đóng một vai trò quan trọng cho qua trình 

kích kháng. Theo Namdeo và cs (2002), sự tích lũy ajmalicine trong môi 

trường Zenk nhiều hơn so với môi trường MS [101]. 

Ngoài ra, ảnh hưởng của sự kích kháng cũng còn phụ thuộc vào đặc 

tính của chất kích kháng, dòng tế bào hoặc các dòng vi sinh vật sử dụng kích 
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kháng, sự có mặt của các chất điều hòa sinh trưởng, thành phần dinh dưỡng 

của môi trường và các điều kiện nuôi cấy [101]. 

1.3.4. Quá trình kích kháng và sản xuất các hợp chất thứ cấp ở thực vật 

Thực vật sống được xem như một nhà máy hóa sinh không chỉ sản xuất 

các hợp chất trao đổi sơ cấp như đường, amino acid và acid béo mà còn sản 

xuất các hợp chất trao đổi thứ cấp có ý nghĩa lớn trong ngành dược như 

alkaloid, glycoside, flavonoid, dầu thơm, tanin, resin… Hợp chất thứ cấp có 

thể là chất điển hình cho sự thích nghi với stress môi trường hoặc chúng có 

thể đáp ứng như hệ thống phòng thủ, bảo vệ hoặc là chất tấn công chống lại vi 

sinh vật, côn trùng và động vật ăn cỏ. Chúng thỉnh thoảng cũng được cho là 

chất thải hay sản phẩm tiết trong quá trình trao đổi chất ở thực vật [102]. 

Mặc dù có sự tiến bộ trong việc tổng hợp các chất hữu cơ hoặc bán tổng 

hợp đa dạng các hợp chất tương tự ở thực vật nhưng các hợp chất thứ cấp 

được chiết xuất từ thực vật vẫn có tầm quan trọng đáng kể về mặt thương mại 

[102]. Hiện nay, các nhà khoa học rất chú ý phát triển các phương thức thay 

thế cây hoàn chỉnh để sản xuất các hợp chất trao đổi thứ cấp ở thực vật. Trọng 

tâm của phương thức này là sử dụng nuôi cấy mô và tế bào kết hợp với chất 

kích kháng và kỹ thuật sinh học phân tử để tăng cường con đường trao đổi 

chất chủ đạo đối với các hợp chất đặc trưng. 

Khi thực vật bị nhiễm bởi các vi sinh vật gây bệnh, sự đáp ứng được kích 

hoạt nhanh với các phản ứng phòng thủ được điều hòa cả về không gian và 

thời gian. Các đáp ứng này bao gồm oxy hóa liên kết chéo của các protein 

thành tế bào, sản xuất phytoalexin, các enzyme thủy phân, phenol hóa các 

protein thành tế bào và cuối cùng tế bào thực vật chết do mẫn cảm. Vi sinh 

vật xâm nhiễm vào thực vật cảm ứng tổng hợp các hợp chất thứ cấp có hoạt 

tính kháng sinh theo cách tương tự các nhân tố stress như chiếu tia UV, sốc 
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thẩm thấu, acid béo, muối vô cơ và ion kim loại nặng. Các phân tử kích thích 

sự sản xuất các hợp chất thứ cấp được gọi là chất kích kháng. Cả chất kích 

kháng sinh học và phi sinh học cảm ứng tích lũy sản phẩm không chỉ ở cây 

nguyên vẹn mà cả ở tế bào nuôi cấy như là kết quả của các phản ứng phòng 

thủ, bảo vệ hay tấn công [102]. 

Một số lượng lớn các hợp chất có trọng lượng phân tử thấp được sản 

xuất bởi thực vật cùng với sự phát triển của kẻ thù tự nhiên, như các vi sinh 

vật gây bệnh, động vật ăn cỏ và các thực vật cạnh tranh khác. Một vài hợp 

chất này tích lũy ở các mô đặc trưng cho dù có hoặc không các tác nhân gây 

bệnh sinh học hay phi sinh học. Các hợp chất đó được biết như là 

phytoanticipin, bao gồm saponin, một lớp triterpenoid glycoalkaloid với hoạt 

tính kháng khuẩn được tích lũy trong các mô thực vật khác nhau (ví dụ, α-

tomatine trong lá cây cà chua, avenacine A-1 trong rễ yến mạch) [136].  

Khi thực vật có nguy cơ bị xâm nhiễm bởi vi sinh vật hoặc bị tổn thương 

thì có sự thay đổi trong quá trình trao đổi chất, dẫn đến sự tích lũy ở mức độ 

cao của chất kháng sinh đặc hiệu, hợp chất gây chán ăn (antifeeding), hoặc 

các hợp chất gây độc nói chung tại vị trí tấn công. Khi các hợp chất này được 

cảm ứng bởi các vi sinh vật gây bệnh, chúng thường được nhắc đến như là các 

phytoalexin và bao gồm nhiều chất như các dẫn xuất của phenylpropanoid, 

flavonoid, isoflavonoid, sesquiterpene và polyketid [53].  

Một vài nghiên cứu đã chứng minh rằng sự nhận biết đặc hiệu giữa chất 

kích kháng vi sinh vật với các thụ thể thực vật tương ứng gây ra các tín hiệu 

đặc trưng làm kích hoạt các phản ứng phòng thủ. Thụ thể của chất kích kháng 

thực vật được xác định đặc tính đầu tiên là Arabidopsis FLS2, thụ thể này có 

thể nhận biết tiên mao của vi khuẩn. FLS2 được cho là kích hoạt sự đáp ứng 

phòng thủ khi xử lý tế bào nuôi cấy và cây Arabidopsis với tiên mao hoặc 

flg22 (một peptide gồm 22 amino acid). Sau đó nhiều thụ thể của các chất 
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kích kháng khác cũng đã được nghiên cứu [46]. 

Sự nhận biết các chất kích kháng bởi các thụ thể thường gây ra các sự 

kiện như sự phosphoryl hóa và dephosphoryl hóa ở màng plasma và các 

protein tế bào chất, các dòng chảy ion, đảo cực ở màng plasma, kiềm hóa môi 

trường ngoại bào và acid hóa môi trường nội bào. Các sự kiện này xảy ra 

trong vòng vài phút đến vài giờ sau khi nhận biết các chất kích kháng và ngay 

sau đó kích hoạt các đáp ứng tiếp theo. Sự hoạt hóa các NADPH oxidase 

(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrogen) và peroxidase gian 

bào một cách ồ ạt khi tiếp nhận kích thích và tích lũy ROS tạm thời, các chất 

này cùng với việc tạo ra các phân tử tín hiệu phòng thủ đặc trưng như ET, SA 

và JA, có thể tham gia cảm ứng các đáp ứng phòng thủ “trễ”, trong đó có sản 

xuất các hợp chất thứ cấp [46].  

Các sự kiện sớm nhất được cảm ứng bởi chất kích kháng là hoạt hóa 

protein-G. Khi tiến hành thí nghiệm sử dụng các chất hoạt hóa và ức chế khác 

nhau để sản xuất benzophenanthridine alkaloid ở cỏ rễ máu (bloodroot); 

isoflavonoids ở đậu nành và β-thujaplicin ở Cupressus lusitanica đã cho thấy 

protein-G tham gia vào sự sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp khi được cảm 

ứng bởi các chất kích kháng [46]. 

Các dòng ion như dòng trao đổi K+/H+, dòng Cl- đi ra, và dòng ion đi vào 

Ca2+ còn là yếu tố quan trọng của con đường tín hiệu liên quan đến sự phòng 

thủ. Đặc biệt, vai trò của Ca2+ đã được nghiên cứu rộng rãi vì ion này là tín 

hiệu thứ cấp chủ đạo ở hầu hết các sinh vật. Dòng Ca2+ được cảm ứng bởi 

chất kích kháng là rất quan trọng cho sự tích lũy các hợp chất thứ cấp và các 

yếu tố khóa kênh Ca2+ có thể ức chế sự cảm ứng phytoalexin bởi chất kích 

kháng trong vài loài thực vật, như lúa hoặc Cupressus lusitanica. Tăng nồng 

độ Ca2+ trong tế bào chất làm hoạt hóa các phản ứng phòng thủ tiếp theo một 

cách trực tiếp hoặc gián tiếp thông qua các cảm biến Ca2+, như calmodulin và 
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Ca2+-dependent protein kinase (CDPK). Trong cây thuốc lá, yếu tố đối kháng 

calcium/almodulin ức chế sự tích lũy sesquiterpene phytoalexin khi được kích 

thích bởi các chất kích kháng [46]. 

Sự phosphoryl hóa thuận nghịch các protein đích bởi protein kinase (PK) 

và phosphatase là cơ chế phổ biến để điều hòa chức năng của tế bào ở 

eukaryote. Các thí nghiệm phospho-proteomic chỉ ra sự phosphoryl hóa 

nhanh của một vài protein sau khi xử lý với chất kích kháng. Sự phosphoryl 

hóa protein có thể hoạt hóa trực tiếp các enzyme sinh tổng hợp các hợp chất 

thứ cấp bằng cách biến đổi hậu dịch mã, hoặc tham gia vào các đợt tín hiệu 

làm tăng sự biểu hiện của các gen tương ứng. Đặc biệt, các protein kinase 

được hoạt hóa bởi mitogen ở thực vật (MAPK – Mitogen-Activated Protein 

Kinase) là trung gian hoạt hóa các đáp ứng nói chung sau khi nhận biết mầm 

bệnh và các chất kích kháng có nguồn gốc từ mầm bênh. MAPKs được 

nghiên cứu đặc tính rộng rãi nhất trong sự phòng thủ của thực vật là protein 

kinase được cảm ứng bởi SA (SIPK – SA-Induced Protein Kinase) và vết 

thương (WIPK – Wound-Induced Protein Kinase) ở thuốc lá; MAPK được 

cảm ứng bởi stress (SAMK – Stress-Activated MAPK) và stress muối (SIMK 

– Salt-Induced MAPK) ở cỏ linh lăng…Với sự hoạt hóa qua thụ thể trung 

gian, MAPK được chuyển vị đến nhân để chúng có thể tương tác với các yếu 

tố phiên mã và cảm ứng sự biểu hiện các gene phòng thủ [46].  

1.3.5. Ứng dụng của các chất kích kháng lên sự tích lũy các hợp chất thứ 

cấp 

1.3.5.1. Ảnh hưởng của chất kích kháng phi sinh học 

Đa số các stress môi trường (nhiệt độ cao, thấp, hạn hán, phèn, mặn, UV 

và các mầm bệnh) có khả năng gây hại đối với thực vật. Sự kích kháng được 

sử dụng rộng rãi để tăng sự sản xuất hoặc giảm sự tổng hợp các hợp chất thứ 
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cấp trong nuôi cấy tế bào thực vật. Một số nhà nghiên cứu đã sử dụng nhiều 

chất kích kháng để tăng cường sự sản xuất các hợp chất thứ cấp trong nuôi 

cấy cơ quan, mô, tế bào thực vật. Các stress môi trường như sự tấn công của 

các mầm bệnh, chiếu tia UV, cường độ ánh sáng cao, sự tổn thương, thiếu hụt 

dinh dưỡng, xử lý nhiệt độ và hóa chất diệt cỏ thường làm tăng sự tích lũy các 

phenylpropanoid [23]. 

Stress dinh dưỡng cũng ảnh hưởng đáng kể đến mức độ phenol hóa 

(phenolic) trong mô thực vật. Nồng độ của đa số các hợp chất thứ cấp mà 

thực vật sản xuất phụ thuộc nhiều vào điều kiện sinh trưởng và sự tác động 

của các con đường trao đổi chất để tích lũy các sản phẩm tự nhiên có liên 

quan. Ảnh hưởng của hạn hán hoặc stress muối gây ra nhiều phản ứng phổ 

biến ở thực vật, như sự mất nước trong tế bào gây ra stress thẩm thấu hay sự 

vận chuyển nước từ tế bào chất vào trong không bào [23]. 

Stress muối trong đất hoặc trong nước là một trong những stress chính, 

đặc biệt là trong vùng khô hạn và bán khô hạn, gây ra sự giới hạn mạnh về sự 

sinh trưởng và sản xuất của thực vật. Có giả thuyết rằng khi thực vật chịu 

stress, có sự thay đổi xảy ra giữa carbon với sản xuất sinh khối hoặc hình 

thành các hợp chất thứ cấp để bảo vệ cơ thể. Sự đáp ứng stress được cảm ứng 

khi thực vật ghi nhận stress ở mức độ tế bào. Hợp chất thứ cấp có chức năng 

bảo vệ trong sự đáp ứng lại các điều kiện stress sinh học và phi sinh học. Sự 

hình thành của phenyl amide và sự tích lũy nhanh của các polyamin trong hạt 

và cây thuốc lá dưới ảnh hưởng của các stress phi sinh học đã cho thấy vai trò 

chống oxy hóa của các hợp chất thứ cấp này [23].  

MeJA đã được Wang và cs (2015) sử dụng để tăng sản xuất flavonoid 

trong nuôi cấy tế bào Hypericum perforatum. Khi bổ sung MeJA 100 μmol/L 

vào môi trường trong 15 ngày đã thu được lượng flavonoid cao nhất là 280 

mg/L, gấp 2,7 lần đối chứng. Nguyên nhân có thể do MeJA ức chế hoạt tính 
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catalase nhưng lại tăng hoạt tính phenylalanine ammonia lyase (PAL), những 

enzyme liên quan đến quá trình sinh tổng hợp flavonoid, từ đó tăng tổng hợp 

chất này trong quá trình nuôi cấy [140]. 

Năm 2016, Khojasteh và cs đã sản xuất thành công rosmarinic acid bằng 

nuôi cấy tế bào Satureja khuzistanica trong nồi phản ứng sinh học 

(bioreactor). Hai chất kích kháng là MeJA (100 μM) và cyclodextrin (40 mM) 

đã được thử nghiệm riêng rẻ hoặc kết hợp. Kết quả cho thấy chỉ có MeJA khi 

dùng riêng rẻ đã tăng tích lũy rosmarinic acid gấp 3 lần đối chứng, đạt 3,9 

g/L. Khi chuyển sang nuôi cấy trong các bioreactor, lượng rosmarinic acid 

tích lũy tối đa đạt 3,1 g/L [67]. 

Manivannan và cs (2016) nghiên cứu ảnh hưởng của MeJA, SA lên khả 

năng sinh tổng hợp các chất chống oxy hóa và các chất chuyển hóa thứ cấp 

trong nuôi cấy tế bào Scrophularia kakudensis. Tất cả các chất kích kháng 

đều có ảnh hưởng tích cực đến khả năng tích lũy các chất này trong tế bào. 

Trong đó, MeJA từ 150-200 μM cho hiệu quả tổng hợp các chất nhóm phenol 

và flavonoid cao nhất [87]. 

Saeed (2017) khi nuôi cấy tế bào của rễ cây Ajuga bracteosa đã bổ sung 

thêm MeJA và PAA (phenylacetic acid). Kết quả cho thấy sinh khối tế bào đã 

tăng đáng kể, đạt tối đa 8,88 g/L dw ở ngày thứ 32 khi bổ sung MeJA 0,6 

mg/L, và 8,24 g/L dw ở ngày thứ 40 khi bổ sung PAA 1,2 mg/L. Ngoài ra, 

khả năng tích lũy các hợp chất phenol, flavonoid và hoạt tính chống oxy hóa 

cũng tăng lên nhiều lần khi sử dụng hai loại chất kích kháng nói trên [121]. 

Estrada-Soto và cs (2018) đã nghiên cứu ảnh hưởng của MeJA và SA trong 

nuôi cấy callus lá của Leptochinia caulescens để sản xuất ursolic và oleanolic 

acid. Nhìn chung, cả hai loại chất kích kháng nói trên đều có ảnh hưởng tích cực 

lên quá trình sản xuất ursolic và oleanolic acid. Bổ sung MeJA trong 8 giờ đã 

cho kết quả tốt nhất, hàm lượng các triterpen tăng gấp 5 lần đối chứng [43]. 
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Trong các nghiên cứu trước đây, hàm lượng 9-methoxycanthin-6-one 

trong rễ cây Eurycoma longifolia khá nhỏ. Trần Thu Trang và cs (2018) đã 

nghiên cứu thu được 9-methoxycanthin-6-one cao nhất từ rễ tơ chuyển gen 

(1,139 ± 0,20% DW), trong khi hàm lượng chất này ở rễ cây tự nhiên chỉ đạt 

0,164 ± 0,25% DW. Ba môi trường lỏng cơ bản bổ sung 3% sucrose đã được 

sử dụng để nghiên cứu sự phát triển và tích luỹ 9-methoxycanthin-6-one. Sự 

phát triển nhanh nhất được ghi nhận khi sử dụng môi trường Shenck và 

Hildebrandt (SH) trong khi hàm lượng 9-methoxycanthin-6-one tích luỹ đạt 

cao nhất được quan sát thấy khi sử dụng môi trường cây thân gỗ (WP) của 

McCown. Trong nghiên cứu này, so với đối chứng, việc sản xuất 9-

methoxycanthin-6-one đã tăng lên đạt tối đa 2,6 lần và 4,0 lần sau khi bổ sung 

jasmonic acid và chiết xuất nấm men lần lượt vào môi trường nuôi cấy rễ tơ. 

Ngoài ra, nghiên cứu cũng ghi nhận rằng các cytokine IL-6 và TNF-α bị ức chế 

đáng kể bởi 9-methoxycanthin-6-one trong các tế bào RAW264.7 của chuột, 

đại thực bào phúc mạc và đại thực bào THP-1 ở người được kích thích bằng 

lipopolysaccharide. Kết quả này chỉ ra rằng nuôi cấy rễ tơ của cây bách bệnh là 

một giải pháp thay thế để tạo ra một nguồn sản xuất dồi dào chất kháng viêm 9-

methoxycanthin-6-one phục vụ mục đích y học của con người [135]. 

1.3.5.2. Ảnh hưởng của các chất kích kháng sinh học 

Chất kích kháng sinh học như các phân tử từ nấm, vi khuẩn, virus và 

động vật ăn cỏ, cũng như các chất có nguồn gốc từ thực vật được giải phóng 

tại vị trí bị tấn công có khả năng kích hoạt đáp ứng bảo vệ ở thực vật, bao 

gồm sự tích lũy phytoalexin [46].  

Admeh và cs (2014) đã dùng dịch chiết của A. niger, P. notatum, YE và 

chitosan để kích thích sản xuất psoralen trong nuôi cấy tế bào cây Psoralea 

corylifolia. Bổ sung dịch chiết A. niger đã tăng lượng psoralen lên 9 lần so 

với đối chứng. Trong khi dùng P. notatum, YE và chitosan lượng psoralen thu 
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được ít hơn 4-7 lần. Nói chung, dịch chiết A. niger 1% cho hiệu quả cao nhất, 

hàm lượng psoralen đạt 9.850 μg/g sinh khối khô [22]. 

Nghiên cứu của Hasanloo và cs (2014) cho thấy, chitosan có khả năng kích 

thích tổng hợp silymarin trong nuôi cấy rễ tơ của loài Silybum marianum. Rễ tơ 

sau 30 ngày nuôi cấy được xử lý với chitosan có khối lượng phân tử trung bình. 

Hàm lượng silymarin tổng số tăng lên 5,26 lần và khối lượng khô của rễ tơ đạt 

cao nhất là 0,535 g sau 96 giờ xử lý với 30 mg/50 mL chitosan [55]. 

Hiệu quả của các chất kích kháng sinh học cũng được Ebrahimi và cs 

(2015) thử nghiệm trong nuôi cấy tế bào Peganum harmala để tăng sinh tổng 

hợp hai loại alkaloid β-carboline là harmaline và harmine. Nuôi cấy đã được 

xử lý với dịch chiết của các loại nấm (Alternaria alternate, A. flavus, Coriolus 

versicolor, F. oxysporum, Mucor sp., P. notatum và Rhizopus stonifer), dịch 

thủy phân casein và YE ở các nồng độ khác nhau. Lượng harmine thu được 

cao nhất khi bổ sung YE 1.000 mg/L là 91,2 μg/g dw, gấp 1,68 lần đối chứng. 

Khi bổ sung dịch thủy phân casein từ 75-100 mg/L vào nuôi cấy, sinh khối tế 

bào đã tăng mạnh, lượng harmaline và harmine cũng tăng lần lượt gấp 1,61 và 

1,46 lần đối chứng [42]. 

Silene vulgaris là một loài thực vật được phân bố rộng rãi ở Bắc Mỹ 

chứa các saponin loại oleanane có hoạt tính sinh học. Khả năng sản xuất 

saponin bằng nuôi cấy rễ tơ của loài này đã được Kim và cs (2015) nghiên 

cứu thành công. Rễ tơ của S. vulgaris được hình thành bằng cách lây nhiễm 

các mẫu lá với năm chủng Agrobacterium rhizogenes khác nhau (LBA9402, 

R1000, A4, 13333 và 15834). Khi bổ sung MeJA vào môi trường nuôi cấy, 

khả năng tích lũy saponin triterpenoid trong rễ tơ có sự thay đổi đáng kể. 

Lượng segetalic acid và gypsogenic acid cao gấp 5 và 2 lần tương ứng so với 

đối chứng [68]. 

Arican (2016) nghiên cứu ảnh hưởng của các loại chất kích kháng sinh 
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học đến khả năng tổng hợp triterpene trong nuôi cấy tế bào Alstonia scholaris. 

Nuôi cấy được xử lý dịch chiết các loại nấm Candida albicans, F. oxysporum, 

P. avelanium và YE. Các chất kích kháng gây ra sự kích thích nhanh chóng 

quá trình trao đổi chất thứ cấp của các tế bào A. scholaris dẫn đến tăng tổng 

hợp triterpenoid. Khi tiếp xúc trong thời gian dài, một số dòng tế bào có khả 

năng tăng gấp đôi sản lượng của triterpene. YE là chất kích kháng tốt nhất 

cho tất cả các dòng tế bào được khảo sát với lượng ursolic acid và oleanolic 

acid tích lũy được tương ứng là 5 và 7 mg/g khô [28]. 

Hyoscyamine và scopolamine là hai loại alkaloid tropane rất có giá trị, 

thường được sử dụng để làm chất chống đông máu, chống co thắt, chống dị 

ứng, giảm đau và làm thuốc an thần. Các chất này được phát hiện có nhiều 

trong loài Hyoscyamus reticulatus. Để tìm phương pháp sản xuất 

hyoscyamine và scopolamine tốt nhất, Moharrami và cs (2017) đã thử nghiệm 

nuôi cấy rễ tơ của cây nảy mầm từ hạt được biến nạp chủng A. rhizogenes A7 

có xử lý chất kích kháng sinh học ở các nồng độ và thời điểm khác nhau. Kết 

quả thu được cho thấy, YE ở 500 và 250 mg/L sau 48 giờ xử lý là tốt nhất, 

hàm lượng hyoscyamine và scopolamine đã tăng gấp 2 và 2,5 lần tương ứng 

so với đối chứng [93]. 

Năm 2018, Lee và cs đã nghiên cứu phương thức tăng khả năng tổng 

hợp saponin trong nuôi cấy tế bào Kalopanax septem Lobus bằng cách sử 

dụng chất kích kháng. Khi không bổ sung chất kích kháng, hàm lượng 

saponin tổng số thu được là 1,56 mg/60 mL sau 15 ngày nuôi cấy. Khi bổ 

sung coronatine 1 μM, lượng saponin được tích lũy tăng lên 160%. Ngoài ra, 

các tác giả nhận thấy coronatine còn làm tăng biểu hiện sinh tổng hợp β-

amyrin từ đó dẫn đến tích lũy oleanolic acid (tiền thân của oleanan-một loại 

saponin triterpene) [73]. 

Bên cạnh việc sử dụng riêng lẻ các loại chất kích kháng sinh học và phi 
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sinh học, rất nhiều công trình nghiên cứu đã sử dụng kết hợp các chất kích 

kháng để mang lại hiệu quả cao hơn. Artemisinin là chất thường được sử 

dụng để sản xuất thuốc chống sốt rét ở các nước châu Á và châu Phi. Ahlawat 

và cs (2014) đã thiết lập nuôi cấy rễ tơ cây Artemisia annua để sản xuất bằng 

cách bổ sung MeJA, dịch chiết nấm (A. alternate, Curvularia limata, F. 

solani và Piriformospora indica), farnesyl pyrophosphate và miconazole vào 

môi trường nuôi cấy. Kết quả xử lý riêng rẽ các chất kích kháng cho thấy hiệu 

quả cao nhất thu được khi sử dụng dịch chiết P. indica, hàm lượng 

artemisinin cao gấp 1,97 lần đối chứng. Tuy nhiên, khi kết hợp xử lý MeJA và 

P. indica, hàm lượng artemisinin đã tăng lên cao hơn, đạt 2,44 lần [20]. 

1.4. GIỚI THIỆU VỀ EURYCOMANONE 

1.4.1. Tổng quan về eurycomanone  

Một số lượng lớn các hợp chất thứ cấp đã được tìm thấy trong rễ cây 

bách bệnh như eurycomanone, eurycomaoside, eurycolactone, 

eurycomalactone, canthin-6-one alkaloids, quassinoid diterpenoids, 𝛽-

carboline alkaloids, tirucallane-type triterpenes, biphenylneolignans, 

laurycolactone, và các dẫn xuất của squalene [44].  

Các hợp chất trao đổi thứ cấp như eurycomanone, 9-methoxycanthin 

6-one, 14,15-β-dihydroxyklaineanone và 13,21-epoxyeurycomanone được 

sử dụng như là chất chuẩn để tiêu chuẩn hóa dịch chiết hoặc các sản phẩm 

khác có nguồn gốc từ cây bách bệnh. Một số nghiên cứu đã cho thấy rằng 

eurycomanone là hợp chất có hàm lượng cao trong rễ cây bách bệnh, là hợp 

chất thuộc nhóm quassinoid có giá trị dược liệu chính, nó có khả năng phục 

hồi năng lượng, tăng cường khối lượng cơ và xương và cải thiện vấn đề 

giới tính [14]. 

Eurycomanone chỉ được tìm thấy duy nhất trong cây bách bệnh, có 

nhiều nhất ở trong rễ [21]. Đây là hợp chất quassinoid chính trong cây bách 
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bệnh, nó được sử dụng như là chất chỉ thị để đánh giá chất lượng các sản 

phẩm dược liệu từ cây này. Eurycomanone có một số hoạt tính sinh học như 

làm tăng sản xuất testosterone ở tinh hoàn chuột, hoạt tính chống thấm 

(antiulcer activity), gây độc các dòng tế bào ung thư và kháng sốt rét [71]. 

Bằng các phương pháp sắc ký, Đoàn Mạnh Dũng và cs (2018) đã phân 

lập được hợp chất eurycomanone từ cây bách bệnh (E. longifolia J.). Cấu trúc 

của hợp chất này được xác định bằng các phương pháp phổ 1H-NMR, 13C-

NMR và ESI-MS (electrospray ionization-mass spectrometry - Ion hóa tia 

điện-khối phổ). Hợp chất này được tinh sạch (độ tinh khiết trên 99,5%) bằng 

hệ thống sắc ký lỏng điều chế, và được sử dụng để làm chất chuẩn để phân 

tích hàm lượng eurycomanone trong các mẫu dược liệu bách bệnh bằng sắc 

ký lỏng ghép nối khối phổ (LC-MS/MS-liquid chromatography- mass 

spectrometry). Các tác giả đã xây dựng được chương trình sắc ký sử dụng hệ 

thống LC-MS/MS như sau: pha tĩnh cột sắc ký EC-C18 (100 × 2,1 mm; 2,7 

μm), pha động: ACN (acetonitrile) (A) – nước chứa 0,1% HCOOH (B) trong 

thời gian 5 phút với tỉ lệ tăng từ 15% đến 60% A, tốc độ dòng 0,3 mL/phút, 

thể tích tiêm mẫu: 1 μL; nhiệt độ buồng cột: 35 °C; dung môi pha mẫu: 

MeOH:H2O là 70:30 (v/v). Điều kiện khối phổ bao gồm nguồn ion hóa ESI, 

loại ion dương, nhiệt độ nguồn ion hóa là 300°C, chế độ chạy MRM với ion 

sơ cấp m/z 409,1 và ion thứ cấp là m/z 391,0. Kết quả cho thấy hàm lượng 

eurycomanone cao nhất khi thu hái ở Bắc Giang (3,1336 ± 0,0005 mg/g), thấp 

nhất ở Đắk Nông (0,1716 ± 0,0001 mg/g). Hợp chất eurycomanone là thành 

phần hoạt chất chính và được coi là chất đặc trưng của bách bệnh nói riêng và 

các loài Eurycoma nói chung [1]. 

Phân tích HPLC các sản phẩm dược liệu ở Malaysia cho thấy 

eurycomanone xuất hiện trong 58,9% các sản phẩm dược liệu, hàm lượng 

eurycomanone trong cây bách bệnh khoảng 0,8-1,5% (w/v) [18]. 
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1.4.2. Sản xuất eurycomanone bằng nuôi cấy mô tế bào 

Nuôi cấy rễ tơ cây bách bệnh đã được phát triển bằng cách sử dụng vi 

khuẩn Agrobacterium rhizogenes để sản xuất hóa chất có nguồn gốc từ cây 

này. Ảnh hưởng của ba chất kích kháng: methyl jasmonate, salicylic acid và 

dịch chiết nấm men ở các nồng độ khác nhau đã được đánh giá ảnh hưởng đến 

việc sản xuất 9-methoxycanthin-6-one trong rễ tơ. Các mẫu nuôi cấy được tạo 

ra ở giai đoạn đầu tăng trưởng theo cấp số nhân, tiếp theo là quá trình chiết 

xuất 9-methoxycanthin-6-one bằng cách sử dụng methanol kết hợp phương 

pháp HPLC. Kích kháng với methyl jasmonate ở tất cả các nồng độ làm tăng 

9-methoxycanthin-6-one lên 1-3 lần và xử lý với nồng độ 0,1 mM cho hiệu 

quả nhất trong việc tăng cường sản xuất 9-methoxycanthin-6-one, đạt đến 

3.902 mg/g khối lượng khô sau 7 ngày (168 giờ) kích kháng [16]. 

Phan Tường Lộc và cs (2020) đã nghiên cứu tạo rễ tơ có khả năng sinh 

trưởng mạnh và tổng hợp eurycomanone cao nhằm tạo ra nguồn vật liệu in 

vitro có chất lượng ổn định. Hai dòng rễ tơ R1, R2 chọn lọc được có khả năng 

tăng trưởng mạnh, với mức nhân sinh khối trong 2 tuần lần lượt là 16; 15,5 

(g/g, khối lượng tươi) trên môi trường SH lỏng với 3% sucrose. Các dòng rễ 

này có nhiều tiềm năng để được tiếp tục nghiên cứu các điêu kiện nuôi cấy tối 

ưu cho việc sản xuất sinh khối sử dụng hoạt chất [6]. 
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Chương 2 

ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

 Đối tượng nghiên cứu là callus được cảm ứng từ rễ cây bách bệnh 

(Eurycoma longifolia Jack) in vitro trong nghiên cứu của TS. Võ Châu Tuấn. 

Hạt của cây bách bệnh thu thập tại huyện Đại Lộc, tỉnh Quảng Nam được 

nuôi cấy tạo cây in vitro, sau đó rễ của cây in vitro 8 tuần tuổi được sử dụng 

để cảm ứng tạo callus. Các thí nghiệm được thực hiện tại phòng nuôi cấy mô 

và tế bào thực vật, Khoa Sinh-Môi trường, Trường Đại học Sư phạm, Đại học 

Đà Nẵng. 

 

Hình 2.1. Cây bách bệnh 3 năm tuổi (bên trái) và 2 năm tuổi (bên phải) [84] 

 

Hình 2.2. Callus cây bách bệnh sau 14 ngày nuôi cấy 
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2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

Hình 2.3. Sơ đồ thí nghiệm 

2.2.1. Môi trường và điều kiện nuôi cấy ban đầu  

Môi trường dùng để nuôi cấy là môi trường MS cơ bản (Murashige and 

Skoog, 1962) [99] có bổ sung các chất điều hòa sinh trưởng (ĐHST) khác 

nhau tùy theo mục đích của từng thí nghiệm. Môi trường nuôi cấy có nguồn 

carbon là sucrose 3%, được làm đặc bằng agar 0,8%, pH được điều chỉnh đến 

5,8 sau đó được khử trùng ở 1210C (1 atm) trong 20 phút. 

Callus 

cây bách bệnh 

Khảo sát sự sinh trưởng và tích lũy Eur 

- Xác định loại và nồng độ chất ĐHST (2,4D, NAA, KIN) 

- Xác định hàm lượng Eur 

 
Nuôi cấy huyền phù tế bào 

- Xác định đường cong sinh trưởng 

- Xác định đường cong tích lũy Eur 

Khảo sát ảnh hưởng của môi trường nuôi 

cấy lên sự sinh trưởng và tích lũy Eur 

- Khảo sát nguồn carbon 

- Khảo sát giá trị pH 

Xử lý chất kích kháng 

- Khảo sát nồng độ chất kích kháng và 

thời gian kích kháng (SA, MeJ, YE) 

 

Phân tích hàm lượng Eur 
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Mẫu thí nghiệm được cấy trong các bình tam giác có thể tích 250 mL 

chứa 50 mL môi trường, đặt trong phòng nuôi cấy có nhiệt độ ổn định (25 ± 

20C), cường độ chiếu sáng 2.000-3.000 lux và thời gian chiếu sáng 8-10 

giờ/ngày, ngoại trừ nuôi cấy tế bào là 500 lux.  

2.2.2. Nuôi cấy callus cây bách bệnh 

 Callus (3 g) được nuôi cấy trên môi trường MS cơ bản bổ sung các chất 

điều hòa sinh trưởng là 2,4-D, NAA và KIN (kinetin) ở các nồng độ khác 

nhau để khảo sát khả năng tăng sinh của callus cây bách bệnh. 

 Các chất ĐHST được pha với dung môi thích hợp và bổ sung vào môi 

trường nuôi cấy trước khi khử trùng. 

 Sau 2 tuần nuôi cấy (14 ngày), callus được thu nhận, loại bỏ nước bám 

bên ngoài callus bằng phương pháp lọc (giấy lọc Whatman No.1) và xác định 

khối lượng tươi. Sau đó callus được sấy đến khi khối lượng không đổi ở nhiệt 

độ 50oC, để xác định khối lượng khô [13], [75]. 

 Chỉ số sinh trưởng (GI-growth index) của tế bào được xác định bởi 

công thức: 

𝐺𝐼 =
𝑊14

𝑊0
 

Trong đó: W14 và W0 là khối lượng tươi của tế bào tại thời điểm đánh 

giá và thời điểm bắt đầu nuôi cấy. 

2.2.3. Nuôi cấy huyền phù tế bào cây bách bệnh 

Sau khi đánh giá được môi trường tốt nhất cho sự sinh trưởng của 

callus, 3 g callus 14 ngày tuổi (tương đương 1,7 g callus sau khi lọc chân 

không) có màu vàng nhạt, rời, từ môi trường rắn được nuôi cấy lỏng trong 

bình tam giác có thể tích 250 mL chứa 50 mL môi trường để nuôi cấy tế bào 
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huyền phù. Công thức môi trường cho callus sinh trưởng tốt nhất được sử 

dụng để nuôi cấy huyền phù tế bào. Quá trình nuôi cấy được thực hiện với tốc 

độ lắc 120 vòng/phút.  

Sinh khối tế bào được thu sau mỗi 2 ngày nuôi cấy cho đến 20 ngày để 

xây dựng đường cong sinh trưởng và đường cong tích lũy eurycomanone của 

tế bào.  

Xây dựng đường cong sinh trưởng: tế bào được lọc và rửa sạch môi 

trường với nước cất bằng hệ thống lọc chân không, cân để xác định khối 

lượng tươi, sau đó, tế bào được sấy ở 50oC đến khối lượng không đổi, cân để 

xác định khối lượng khô, số liệu thu được dùng để xây dựng đường cong sinh 

trưởng của tế bào.  

Xây dựng đường cong tích lũy: dịch chiết methanol của sinh khối khô 

tế bào (mục 2.2.7) được phân tích HPLC để xác định hàm lượng 

eurycomanone (mục 2.2.8). Số liệu thu được dùng để xây dựng đường cong 

tích lũy của tế bào. 

2.2.4. Xác định sự ảnh hưởng của nguồn carbon lên sự sinh trưởng và 

tích lũy eurycomanone của huyền phù tế bào cây bách bệnh 

Sau khi xác định được thời gian tích lũy sinh khối và eurycomanone tối 

ưu, tiến hành khảo sát ảnh hưởng của các nguồn carbon khác nhau lên khả 

năng sinh trưởng và tích lũy eurycomanone của tế bào. 

Các nguồn carbon: sucrose, fructose và glucose được bổ sung riêng lẻ 

vào môi trường nuôi cấy huyền phù tế bào ở các nồng độ khác nhau (mỗi 

nguồn carbon sử dụng 3 mức nồng độ: 20, 30 và 40 g/L). Sau thời gian nuôi 

cấy nhất định (đã xác định ở mục 2.2.3), sinh khối tế bào được thu hoạch để 

xác định khối lượng tươi, khối lượng khô và hàm hàm lượng eurycomanone 

tích lũy được. 
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2.2.5. Xác định sự ảnh hưởng của pH môi trường lên sự sinh trưởng và 

tích lũy eurycomanone của huyền phù tế bào cây bách bệnh 

Để khảo sát ảnh hưởng của pH lên khả năng sinh trưởng và tích lũy 

eurycomanone của tế bào, sử dụng môi trường nuôi cấy với nguồn carbon 

thích hợp nhất (đã xác định ở mục 2.2.4) cho sự sinh trưởng và tích lũy, điều 

chỉnh giá trị pH của môi trường từ 4,75 đến 6,75 trước khi khử trùng, khoảng 

chênh lệch pH giữa các môi trường là 0,5. 

Sau 14 ngày nuôi cấy, sinh khối tế bào được thu hoạch để xác định khối 

lượng tươi, khối lượng khô và hàm lượng eurycomanone tích lũy được. 

2.2.6. Xử lý chất kích kháng 

Chuẩn bị chất kích kháng 

Các chất kích kháng YE, MeJA (95%) và SA (99%) được cung cấp bởi 

hãng Merck (Đức). Sau khi pha dung dịch mẹ, dung dịch YE được hấp khử 

trùng, dung dịch MeJA và SA được lọc qua màng lọc 0,025 trước khi bổ 

sung vào môi trường nuôi cấy. 

Xác định ảnh hưởng của nồng độ chất kích kháng lên sự sinh trưởng và tích 

lũy eurycomanone của huyền phù tế bào cây bách bệnh 

Ảnh hưởng của nồng độ các chất kích kháng được đánh giá bằng cách 

bổ sung riêng lẻ YE, MeJA và SA vào môi trường (có nguồn carbon và pH 

đã xác định ở mục 2.2.4 và 2.2.5) với các nồng độ khác nhau tại thời điểm bắt 

đầu nuôi cấy (thời điểm kích kháng là 0 ngày). Trong đó, SA và MeJA có 

nồng độ từ 0,01-1 mM, YE từ 20-250 mg/L [16], [82], [83]. Đối chứng là 

công thức không bổ sung chất kích kháng (đã xác định ở mục 2.2.5). Sau thời 

gian nuôi cấy nhất định (được xác định ở mục 2.2.3), sinh khối tế bào được 

thu hoạch để xác định khối lượng tươi, khối lượng khô và hàm lượng 

eurycomanone. 
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Xác định ảnh hưởng của thời điểm kích kháng lên sự sinh trưởng và tích lũy 

eurycomanone của huyền phù tế bào cây bách bệnh 

Nồng độ của chất kích kháng cho huyền phù tế bào cây bách bệnh sinh 

trưởng và tích lũy tốt nhất (đã xác định ở trên) được lựa chọn để đánh giá 

thời điểm kích kháng tối ưu. Chất kích kháng được bổ sung vào môi trường ở 

thời điểm từ 2 – 12 ngày nuôi cấy (mỗi công thức thí nghiệm cách nhau 2 

ngày). Đối chứng là công thức bổ sung chất kích kháng tại thời điểm ban đầu 

(đã xác định ở trên). Sau thời gian nuôi cấy nhất định (đã xác định ở mục 

2.2.3), tế bào được thu hoạch để xác định khối lượng tươi, khối lượng khô và 

hàm lượng eurycomanone. 

2.2.7. Chiết xuất eurycomanone 

Eurycomanone được chiết xuất theo phương pháp của Mohamad và cs 

(2013) [91] có điều chỉnh để phù hợp với điều kiện cụ thể của phòng thí 

nghiệm. Sinh khối khô của tế bào (callus, huyền phù tế bào, rễ cây tự nhiên) 

được nghiền thành bột mịn, sau đó chiết bằng cách ngâm 0,5 g mẫu trong 10 

mL methanol (Merck), lắc 120 vòng/phút ở 600C trong 8 giờ, sau đó để lắng 

và thu dịch chiết. Quy trình chiết được lặp lại 3 lần. Dịch chiết (khoảng 30 

mL) được lọc qua giấy lọc Whatman (No.1) và cô đặc ở 500C. Sau đó, kết tủa 

được hòa tan trong methanol, lọc qua màng lọc Minisart 0,2 µm (Sartorius, 

Goettingen, Đức), để phân tích HPLC nhằm xác định hàm lượng 

eurycomanone. 

Mẫu callus và huyền phù tế bào được thu hoạch ở các thí nghiệm, mẫu 

rễ cây khoảng 5 năm tuổi được thu thập ngoài tự nhiên tại huyện Đại Lộc, 

tỉnh Quảng Nam (tuổi của cây được xác định tương đối bằng cách phỏng vấn 

người dân). 
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2.2.8. Phân tích HPLC  

Hàm lượng eurycomanone được xác định bằng máy sắc ký lỏng hiệu 

năng cao (HPLC) theo phương pháp của Norhidayah và cs (2015) [108] có 

điều chỉnh phù hợp với điều kiện phòng thí nghiệm. 20 µL dịch chiết được 

tiêm vào máy HPLC bằng Hamilton syringe. Điều kiện chạy HPLC ở nhiệt độ 

phòng, cột C18 (Xbridge: 5 µm, 4,6 x 250 mm), tốc độ chạy: 0,8 mL/phút, 

thời gian chạy: 17,5 phút, detector đọc ở bước sóng 245 nm, pha tĩnh là silica 

gel và pha động là acetonitrile: H2O (15:85). 

Quy trình phân tích HPLC được thực hiện trên máy LC-20 Prominence 

(Shimadzu, Kyoto, Nhật Bản), với SPD-20A UV-VIS detector, sử dụng phần 

mềm LC-Solution. Các hóa chất sử dụng để phân tích HPLC được cung cấp 

bởi hãng Merck & Co.Inc. (Darmstadt, Đức). Đường chuẩn của 

eurycomanone được sử dụng để xác định hàm lượng eurycomanone chứa 

trong mẫu phân tích. 

Eurycomanone của hãng Santa Cruz (CA, Mỹ)  được dùng làm chất 

chuẩn để xác định hàm lượng eurycomanone. Hàm lượng eurycomanone 

được xác định dựa theo đường chuẩn được xây dựng từ diện tích peak của các 

nồng độ eurycomanone chuẩn khác nhau trong phân tích HPLC, phương trình 

đường chuẩn là y = 3504672,8353x + 6163,5917 (R2 = 0,9984), trong đó x là 

hàm lượng eurycomanone, y là diện tích peak HPLC (Đường chuẩn 

eurycomanone được trình bày ở phần Phụ lục). 

2.2.9. Xử lý thống kê 

Các thí nghiệm được bố trí ngẫu nhiên, mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 

lần, mỗi lần gồm 5 bình nuôi cấy. Trong thí nghiệm nuôi cấy callus, mỗi bình 

nuôi cấy từ 8-10 mẫu. 

Kết quả thí nghiệm được tính trung bình và phân tích ANOVA bằng 

Duncan’s test với p<0,05 sử dụng phần mềm SPSS ver 20.0./. 



 

48 

 

Chương 3 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. ẢNH HƯỞNG CỦA CHẤT ĐIỀU HÒA SINH TRƯỞNG LÊN KHẢ 

NĂNG SINH TRƯỞNG CỦA CALLUS 

 Theo các tài liệu đã công bố, callus cây bách bệnh thường sinh trưởng 

tốt trên các môi trường MS cơ bản có bổ sung 2,4-D, NAA và KIN [60], 

[103], [126]. Vì vậy, trong nghiên cứu này, chúng tôi khảo sát khả năng phối 

hợp của các chất này lên sự tích lũy sinh khối của callus cây bách bệnh, trong 

đó, các chất 2,4-D, NAA được sử dụng riêng rẽ hay kết hợp với KIN.  

3.1.1. Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng riêng lẻ 

 Khoảng 3 g callus được cấy lên môi trường MS có bổ sung các chất 

ĐHST với các nồng độ khác nhau, sau 2 tuần nuôi cấy callus được thu, xác 

định khối lượng tươi và khô để đánh giá khả năng sinh trưởng của callus. 

Trong nghiên cứu này, ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng (2,4-D, NAA 

và KIN) lên khả năng sinh trưởng của callus cây bách bệnh được trình bày ở 

các bảng 3.1, 3.2 và 3.3). 

3.1.1.1. Ảnh hưởng của 2,4-D 

Kết quả nghiên cứu sự ảnh hưởng của 2,4-D lên khả năng sinh trưởng 

của callus cây bách bệnh được trình bày ở bảng 3.1. Qua bảng 3.1 cho thấy 

khi nuôi cấy callus lên môi trường chỉ có 2,4-D, ở tất cả các nồng độ khảo sát 

callus đều sinh trưởng tốt, chỉ số sinh trưởng đạt trên 2, khối lượng tươi đạt 

6,56-7,56 g/bình (tương ứng với khối lượng khô đạt 0,36-0,55 g/bình). Trong 

đó, công thức bổ sung 2 mg/L 2,4-D cho kết quả tốt nhất, chỉ số sinh trưởng 

của callus đạt 2,52, khối lượng tươi và khô lần lượt là 7,56 và 0,55 g/bình, 

callus có màu vàng đậm, rắn và rời rạc. 
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Bảng 3.1. Ảnh hưởng của nồng độ 2,4-D lên khả năng sinh trưởng của callus 

2,4-D 

(mg/L) 

Khối lượng 

tươi (g) 

Khối lượng 

khô (g) 

Chỉ số sinh 

trưởng (GI) 

Hình thái callus 

0,5 6,56b 0,36b 2,19 Vàng nhạt, mọng nước 

1,0 6,84ab 0,39b 2,28 Vàng đậm, rắn, rời rạc 

1,5 7,47a 0,48ab 2,49 Vàng đậm, mọng nước 

2,0 7,56a 0,55a 2,52 Vàng đậm, mọng nước 

2,5 7,41a 0,42b 2,47 Vàng đậm, mọng nước 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau trên cùng một cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê của các trung bình mẫu với p<0,05 (Duncan’s test). Chú thích này dùng 

chung cho tất cả các bảng. 

3.1.1.2. Ảnh hưởng của NAA 

Kết quả nghiên cứu sự ảnh hưởng của NAA lên khả năng sinh trưởng 

của callus cây bách bệnh được trình bày ở bảng 3.2.  

Bảng 3.2. Ảnh hưởng của NAA đến khả năng sinh trưởng của callus cây bách bệnh 

NAA 

(mg/L) 

Khối lượng 

tươi (g) 

Khối lượng 

khô (g) 

Chỉ số sinh 

trưởng (GI) 

Hình thái callus 

0,50 20,47d 0,79c 6,8 Vàng nhạt, mọng nước 

0,75 21,92b 0,88b 7,3 Vàng nhạt, mọng nước 

1,00 21,30c 0,87b 7,1 Vàng đậm, rắn, rời rạc 

1,25 23,59a 0,93a 7,8 Vàng đậm, rắn, rời rạc 

1,50 18,50e 0,72d 6,2 Vàng đậm, rắn, rời rạc 

1,75 18,21e 0,71d 6,1 Vàng đậm, rắn, rời rạc 

2,00 17,24f 0,65e 5,7 Vàng nhạt, mọng nước 

2,25 16,79f 0,62f 5,6 Vàng nhạt, mọng nước 

 

Qua bảng 3.2 cho thấy NAA cho hiệu quả cao nhất ở nồng độ 1,25 

mg/L, sinh khối callus từ 3 g nuôi cấy ban đầu đạt đến 23,59 g tươi (tương 
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ứng với 0,93 g khô) với chỉ số sinh trưởng (GI) là 7,8, callus có màu vàng 

đậm, rắn, rời rạc (Hình 3.1 A). Trong khi đó, sinh khối tích luỹ thấp trên môi 

trường nuôi cấy có bổ sung từ 2-2,25 mg/L NAA, sinh khối tươi đạt lần lượt 

là 17,24 và 16,79 g (tương ứng với 0,65 và 0,62 g khô), callus có màu vàng 

nhạt và mọng nước (Hình 3.1 B).  

  

Hình 3.1. Callus sinh trưởng trên môi trường có 1,25 mg/L NAA (A) và 2,25 mg/L 

NAA (B) sau 14 ngày nuôi cấy. 

3.1.2. Ảnh hưởng của kết hợp các chất ĐHST 

Trong nội dung nghiên cứu ảnh hưởng của các chất ĐHST riêng lẻ, 

chúng tôi nhận thấy sử dụng NAA có hiệu quả hơn so với 2,4-D, vì thế chúng 

tôi sử dụng NAA trong thí nghiệm kết hợp với KIN. 

Kết quả kết hợp giữa 1,25 mg/L NAA với các nồng độ khác nhau của 

KIN (0,50-2,00 mg/L, mỗi công thức chênh nhau 0,25 mg) được trình bày ở 

bảng 3.3. Kết quả cho thấy sinh khối callus đạt cao nhất (30,98-32,34 g 

tươi/bình, tương ứng với 1,26-1,31 g khô/bình) thu nhận từ môi trường MS 

chứa 0,75 – 1,00 mg/L KIN, GI đạt tương ứng là 10,3-10,7. Kết quả này 

chứng tỏ rằng bổ sung NAA kết hợp với KIN thúc đẩy hơn nữa việc sinh 

trưởng của callus khi so sánh với bổ sung riêng từng chất ĐHST. 
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Bảng 3.3. Ảnh hưởng của NAA và KIN đến khả năng sinh trưởng của callus cây 

bách bệnh 

NAA 

(mg/L) 

KIN 

(mg/L) 

Khối lượng 

tươi (g) 

Khối lượng 

khô (g) 

Chỉ số sinh 

trưởng (GI) 

Hình thái callus 

1,25 

0,50 23,43c 0,92c 7,8 Vàng nhạt, mọng nước 

0,75 30,98ab 1,26a 10,3 Vàng nhạt, mọng nước 

1,00 32,34a 1,31a 10,7 Vàng đậm, rắn, rời rạc 

1,25 28,80b 1,11b 9,6 Vàng đậm, rắn, rời rạc 

1,50 24,65c 0,94c 8,2 Vàng đậm, rắn, rời rạc 

1,75 20,49d 0,79d 6,8 Vàng nhạt, mọng nước 

2,00 18,70d 0,78d 6,2 Vàng nhạt, mọng nước 

3.1.3. Sự tích lũy eurycomanone trong callus cây bách bệnh 

 Kết quả phân tích HPLC mẫu dịch chiết từ callus 14 ngày tuổi trên môi 

trường nuôi cấy tốt nhất (MS cơ bản có bổ sung 1,25 mg/L NAA và 1,00 

mg/L KIN) và rễ cây bách bệnh tự nhiên khoảng 5 năm tuổi cho thấy tất cả 

các mẫu đều xuất hiện 1 peak có thời gian lưu giống với chất chuẩn 

eurycomanone (khoảng 4,15 phút). Hàm lượng eurycomanone trong callus là 

0,17 mg/g chất khô (bằng khoảng 8% so với mẫu rễ cây tự nhiên là 2,09 

mg/g) (Hình 3.2). Như vậy, có thể khẳng định có sự sinh tổng hợp 

eurycomanone trong callus cây bách bệnh, đây là cơ sở để tiến hành các 

nghiên cứu nuôi cấy tế bào huyền phù cây bách bệnh nhằm sản xuất 

eurycomanone sau này.  
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Hình 3.2. Phổ HPLC phân tích hàm lượng eurycomanone trong callus.  

A. Eurycomanone chuẩn (Diện tích peak (S): 366964), B. Dịch chiết callus 14 ngày 

tuổi của cây bách bệnh (S: 340054), C. Dịch chiết rễ cây bách bệnh khoảng 5 năm 

tuổi trồng trong điều kiện tự nhiên (S: 645974). 

A 

B 

C 
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 Tóm lại, môi trường cơ bản MS có bổ sung 1,25 mg/L NAA và 1,00 

mg/L KIN cho hiệu quả tốt nhất, callus sinh trưởng mạnh với chỉ số sinh 

trưởng đạt 10,07, khối lượng tươi lên tới 32,34 g/bình, tương ứng với khối 

lượng khô là 1,31 g/bình. Hàm lượng eurycomanone trong callus là 0,17 mg/g 

chất khô, bằng khoảng 8% so với mẫu rễ cây tự nhiên khoảng 5 năm tuổi. 

3.2. THIẾT LẬP NUÔI CẤY HUYỀN PHÙ TẾ BÀO 

Kỹ thuật nuôi cấy tế bào thực vật có nhiều triển vọng và ứng dụng lâu 

dài trong việc sản xuất các hợp chất tự nhiên, đặc biệt là các chất dùng trong y 

học. Hướng nghiên cứu này sẽ dẫn đến sự ổn định về mặt chất lượng và số 

lượng sản phẩm, ít phụ thuộc vào tự nhiên. Đồng thời, là nguồn nguyên liệu 

cho những thí nghiệm sinh lý, hóa sinh và ứng dụng để tách chiết các hợp 

chất thứ cấp khác nhau [5]. Các nghiên cứu cho thấy rằng, nuôi cấy tế bào 

thực vật có khả năng sản xuất các sản phẩm thứ cấp với hàm lượng lớn hơn so 

với các chất đó được chiết từ cây ngoài tự nhiên [78]. Ưu điểm của chúng là 

có thể cung cấp sản phẩm một cách liên tục và đáng tin cậy.  

3.2.1. Xây dựng đường cong sinh trưởng và tích lũy eurycomanone  

Trong nghiên cứu này, tế bào cây bách bệnh được nuôi cấy trong môi 

trường lỏng nhằm tạo nguồn nguyên liệu cho quá trình nghiên cứu sản xuất 

eurycomanone sau này. Để xác định thời điểm sinh trưởng cực đại của tế bào 

bách bệnh khi nuôi cấy huyền phù, chúng tôi đã chuyển 3 g callus (tương 

đương 1,7 g sau khi hút chân không) vào bình tam giác 250 mL chứa 50 mL 

môi trường MS lỏng bổ sung 3% sucrose; 1,25 mg/L NAA và 1,00 mg/L KIN 

với tốc độ lắc 120 vòng/phút để theo dõi đường cong sinh trưởng của tế bào 

trong 20 ngày.  

Kết quả nghiên cứu được trình bày trong các hình từ 3.3-3.5 cho thấy pha 

thích nghi diễn ra ngắn (khoảng 2 ngày), sau đó là pha sinh trưởng nhanh (kéo 

dài đến ngày thứ 14), pha ổn định diễn ra rất ngắn sau đó nhanh chóng chuyển 
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qua pha chết. Với tỷ lệ tiếp mẫu khoảng 1,7 g mẫu bau đầu, sinh trưởng tế bào 

đạt cực đại vào ngày thứ 14, khối lượng tươi thu được là khoảng 15,67 g/bình 

(0,69 g khô/bình), cao gấp 9,21 lần sinh khối tươi ban đầu.  

 

 

Hình 3.3. Đường cong sinh trưởng của tế bào huyền phù cây bách bệnh sau 20 ngày 

nuôi cấy (KLT: Khối lượng tươi, KLK: Khối lượng khô).  

 

Hình 3.4. Tế bào huyền phù trong bình tam giác 250 mL chứa 50mL môi trường 

sau 14 ngày nuôi cấy 
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Hình 3.5. Sinh khối tươi và khô của tế bào cây bách bệnh. A. Sinh khối tươi sau 6 

ngày, B. Sinh khối tươi sau 14 ngày, C. Sinh khối tươi sau 20 ngày, D. Sinh khối 

khô sau 14 ngày. 

Phân tích HPLC được tiến hành trên dịch chiết tế bào và kết quả cho 

thấy một peak với thời gian lưu là 4,194 phút, tương tự như của chất chuẩn 

eurycomanone (4,141 phút) (Hình 3.6). Như vậy, eurycomanone đã được tổng 

hợp trong tế bào in vitro cây bách bệnh và sự biến đổi sinh học dường như 

không có sai khác ý nghĩa. 
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Hình 3.6. Phổ HPLC phân tích hàm lượng eurycomanone trong tế bào.  

A. Eurycomanone chuẩn (S: 198580), B. Dịch chiết eurycomanone từ tế bào huyền phù 

14 ngày tuổi (S: 509469) 

Kết quả xây dựng đường cong tích lũy cho thấy eurycomanone đã được 

sản xuất trong quá trình nuôi cấy từ đầu đến ngày 20, hàm lượng cao nhất 

(1,65 mg/g khô) cũng thu được vào ngày thứ 14 giống như sự tích lũy sinh 

khối tế bào (Hình 3.7).  
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Hình 3.7. Đường cong tích lũy eurycomanone của tế bào huyền phù cây bách bệnh 

sau 20 ngày nuôi cấy 

3.2.2. Ảnh hưởng nguồn carbon đến sự sinh trưởng của tế bào 

Nguồn carbon được bổ sung vào môi trường nuôi cấy in vitro với vai 

trò vừa là nguồn năng lượng, vừa là chất điều chỉnh áp suất thẩm thấu của tế 

bào [25]. Ngoài ra, chúng cũng có thể là phân tử tín hiệu và đóng vai trò 

tương tự chất ĐHST thực vật, giúp điều chỉnh quá trình trao đổi chất, tăng 

trưởng và phát triển của tế bào bằng sự kích thích biểu hiện hoặc ức chế các 

gene mã hoá enzyme [61]. 

Mặc dù sucrose và glucose được sử dụng phổ biến trong nuôi cấy tế 

bào thực vật. Tuy nhiên, mỗi loài lại thích hợp với một nguồn carbon khác 

nhau cần cho quá trình hình thành các sản phẩm trao đổi chất của chúng. 

Trong nuôi cấy tế bào thực vật, nhiều loại đường đơn cũng đã được sử dụng 

như glucose, fructose, sorbitol, galactose...[89]. Do đó, việc khảo sát nguồn 

cung cấp carbon và nồng độ thích hợp là cần thiết. 
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Bảng 3.4. Ảnh hưởng của nguồn carbon lên sự sinh trưởng của tế bào cây bách bệnh 

Nguồn carbon 

(%) 

Khối lượng tươi 

(g) 

Khối lượng khô 

(g) 

Eurycomanone 

(mg/g) 

Glucose 

2 17,58b 0,43c 0,47e 

3 20,30a 0,59b 0,77d 

4 12,57c 0,44c 1,36b 

Sucrose  

 

2 17,62b 0,44c 1,54ab 

3 17,43b 0,72a 1,70a 

4 18,00b 0,61b 1,11c 

Fructose  

 

2 - - - 

3 - - - 

4 - - - 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, các nguồn carbon được sử dụng là 

sucrose, fructose và glucose ở nồng độ 2-4%. Kết quả trình bày ở Bảng 3.4 cho 

thấy glucose thích hợp cho sinh trưởng của tế bào, đặc biệt là ở nồng độ 3% 

(sinh khối tươi đạt 20,30 g), tuy nhiên ở môi trường này sự tích lũy sinh khối 

khô không tốt (chỉ đạt 0,59 g). Trong khi đó, sucrose ở nồng độ 3% sự sinh 

trưởng của tế bào không tốt bằng glucose (sinh khối tươi đạt 17,43 g) nhưng sự 

tích lũy sinh khối khô lại tốt hơn rất nhiều (0,72 g). Khi nuôi cấy tế bào trên 

môi trường chứa fructose tế bào không sinh trưởng, hóa nâu và chết sau vài 

ngày. Trong nuôi cấy sinh khối để sản xuất hợp chất thứ cấp, sự tích lũy sinh 

khối khô đóng vai trò rất quan trọng, vì thế công thức môi trường có sự tích lũy 

sinh khối khô cao nhất là sucrose 3% được chọn cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Ở môi trường nuôi cấy chứa sucrose 3%, sự sản xuất eurycomanone 

của tế bào đạt cao nhất (1,70 mg/g khô, tương ứng với 1,224 mg/bình). Ảnh 

hưởng của nồng độ glucose lên sự tích lũy eurycomanone thấp hơn sucrose, 

hàm lượng eurycomanone đạt 1,36 mg/g chất khô ở nồng độ 4% glucose và 

thấp nhất là 0,47 mg/g chất khô ở nồng độ 2%.  
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3.2.3. Ảnh hưởng của pH môi trường đến sự sinh trưởng của tế bào 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, pH của môi trường nuôi cấy được điều 

chỉnh giao động trong khoảng 4,75-6,75 trước khi khử trùng. Kết quả nghiên 

cứu trình bày ở Bảng 3.5 cho thấy sự tích lũy sinh khối tươi và sinh khối khô 

đều tốt nhất ở pH 5,75. Ở công thức môi trường này, sự tích lũy sinh khối tươi 

và khô, hàm lượng eurycomanone đều đạt cao nhất, tương ứng là 17,27 

g/bình, 0,76 g/bình và 1,67 mg/g khô (1,269 mg/bình). 

Bảng 3.5. Ảnh hưởng của pH môi trường đến sự sinh trưởng và tích lũy 

eurycomanone của tế bào huyền phù cây bách bệnh 

pH Khối lượng tươi  

(g) 

Khối lượng khô  

(g) 

Eurycomanone 

(mg/g) 

4,75 11,04d 0,49d 0,49c 

5,25 15,47b 0,68b 1,38b 

5,75 17,27a 0,76a 1,67a 

6,25 13,68c 0,60c 1,34b 

6,75 13,52c 0,60c 1,31b 

 Như vậy, kết quả thu được tốt nhất khi nuôi tế bào trong bình tam giác 

chứa 50 mL môi trường lỏng bổ sung 3% sucrose, pH 5,75, với tỷ lệ tiếp mẫu 

là 3 g. Sinh khối tươi, sinh khối khô và hàm lượng eurycomanone thu được 

tương ứng là 17,27 g/bình, 0,76 g/bình và 1,67 mg/g chất khô. 

3.3. ẢNH HƯỞNG CỦA CHẤT KÍCH KHÁNG LÊN SỰ SINH 

TRƯỞNG TẾ BÀO VÀ TÍCH LŨY EURYCOMANONE 

3.3.1. Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ chất kích kháng  

Trong nghiên cứu này, các nồng độ khác nhau của dịch chiết nấm men 

(20-50 mg/L), methyl jasmonate (0,01-1 mM), và salicylic acid (0,01-1 mM) 

ảnh hưởng lên khả năng sinh trưởng và tích lũy eurycomanone của tế bào sau 
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14 ngày nuôi cấy đã được xác định.  

3.3.1.1. Ảnh hưởng của dịch chiết nấm men 

 Dịch chiết nấm men là một chất kích kháng sinh học, được sử dụng 

trong nuôi cấy mô và tế bào thực vật để tăng khả năng kích thích bộ máy bảo 

vệ, từ đó gia tăng sản xuất các hợp chất thứ cấp [54].  

Số liệu trình bày ở Bảng 3.6 cho thấy YE có tác dụng ức chế sự sinh 

trưởng của tế bào, khối lượng khô của mẫu có xử lý kích kháng YE đạt 0,41 

đến 0,51 g/bình (mẫu đối chứng 0,72 g/bình). Tuy nhiên, sự tích luỹ 

eurycomanone tăng đạt cực đại khoản 3,71 mg/g khô khi xử lý với nồng độ 

200 mg/L YE (tương ứng 1,82 mg/bình), kết quả này cao hơn đối chứng 

khoảng 2 lần. 

Bảng 3.6. Ảnh hưởng của dịch chiết nấm men lên sinh trưởng và tích lũy 

eurycomanone của tế bào cây bách bệnh 

YE 

(mg/L) 

Khối lượng tươi 

(g) 

Khối lượng khô 

(g) 

Eurycomanone 

(mg/g) 

ĐC 17,43a 0,72a 1,70d 

20 14,7bc 0,42e 1,61d 

50 14,98b 0,47d 1,71d 

100 15,24b 0,46d 1,79d 

150 13,96c 0,41e 2,28c 

200 17,08a 0,49c 3,71a 

250 16,68a 0,51b 3,07b 

ĐC: đối chứng không bổ sung YE. 

3.3.1.2. Ảnh hưởng của methyl jasmonate 

MeJA và jasmonic acid là những hợp chất ĐHST thực vật có vai trò 

trong sự lão suy của thực vật, tham gia vào con đường truyền tín hiệu ngoại 

sinh (stress, vết thương, sinh vật gây bệnh) và cảm ứng hoạt động của hệ 
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thống bảo vệ ở thực vật. MeJA khởi động sự phiên mã mRNA de novo của 

các gen PAL dẫn tới sự tạo phenylalanine ammonia-lyase, enzyme đầu tiên 

của con đường phenylpropanoid liên quan chặt chẽ đến sự sản xuất các hợp 

chất thứ cấp (HCTC) ở thực vật (Brincat và cs, 2002) (dẫn theo Lê Thị Thủy 

Tiên và cs, 2010) [9]. MeJA đã được nghiên cứu và sử dụng rộng rãi làm chất 

kích kháng trong sản xuất các HCTC từ nuôi cấy tế bào thực vật [133].  

Khác với khi xử lý bằng YE, kích kháng bằng MeJA ảnh hưởng một 

cách rõ rệt đến sự sinh trưởng của tế bào bách bệnh. Sự sinh trưởng của tế bào 

giảm một cách đáng kể khi nồng độ MeJA tăng từ 0,01- 0,50 mM. Ở nồng độ 

1,00 mM MeJA, tế bào hóa nâu, không phát triển (Bảng 3.7 và Hình 3.8). 

Tuy nhiên, hàm lượng eurycomanone đạt cao nhất 6,60 mg/g chất khô 

ở nồng độ 0,02 mM MeJA (tương ứng 3,16 mg/bình), kết quả này cao cao 

hơn 4 lần so với đối chứng. 

Bảng 3.7. Ảnh hưởng của methyl jasmonate lên sinh trưởng và tích lũy 

eurycomanone của tế bào 

MeJA 

(mM) 

Khối lượng tươi 

(g) 

Khối lượng khô 

(g) 

Eurycomanone 

(mg/g) 

ĐC 17,43a 0,72a 1,70c 

0,01 10,58b 0,43c 5,17b 

0,02 8,14c 0,48c 6,60a 

0,05 5,22d 0,61b 1,23d 

0,10 2,29e 0,33d 1,11d 

0,20 1,63f 0,22e 0,51f 

0,50 0,76g 0,07f 0,85e 

1,00 - - - 

ĐC: đối chứng không bổ sung MeJA. 
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Hình 3.8. Sinh khối tươi (A) và khô (B) của tế bào khi xử lý 0,02 mM MeJA sau 14 

ngày nuôi cấy. 

3.3.1.3. Ảnh hưởng của salicylic acid 

Salicylic acid là một hợp chất tín hiệu thực vật quan trọng trong việc 

kích hoạt các gene liên quan đến cơ chế bảo vệ. Khi sử dụng làm chất kích 

kháng, SA ảnh hưởng đến khả năng tích lũy các hợp chất liên quan đến cơ chế 

bảo vệ. SA được biết như là tác nhân chống chịu tương tác thực vật gây bệnh, 

nhưng không phải là chất cảm ứng vạn năng trong sản xuất các chất chuyển 

hóa bảo vệ thực vật [35]. Theo Taguchi và cs (2001), SA tích lũy ở các vị trí 

mầm bệnh để tấn công và kích thích hệ thống bảo vệ thực vật và việc sản xuất 

các hợp chất thứ cấp [129]. Việc sử dụng SA làm chất kích kháng để tăng 

cường tổng hợp các hợp chất thứ cấp từ nuôi cấy tế bào thực vật rất phổ biến.  

Kết quả trình bày ở bảng 3.8 cho thấy sự ức chế mạnh của SA lên khả 

năng sinh trưởng của tế bào bách bệnh ở nồng độ lớn hơn 0,05 mM. Ở nồng 

độ 0,20 – 1,00 mM SA, tế bào hóa nâu, không phát triển. Trong đó, hàm 

lượng của eurycomanone cũng tăng khoảng 2 lần khi so sánh với mẫu đối 

chứng trong môi trường có bổ sung SA 0,02 mM (eurycomanone đạt 3,51 

mg/g khô, tương ứng 1,96 mg/bình). 
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Bảng 3.8. Ảnh hưởng của salicylic acid lên sinh trưởng và tích lũy eurycomanone 

của tế bào 

SA 

(mM) 

Khối lượng tươi 

(g) 

Khối lượng khô 

(g) 

Eurycomanone 

(mg/g) 

ĐC 17,43b 0,72a 1,70b 

0,01 16,32c 0,48bc 3,30a 

0,02 19,08a 0,56b 3,51a 

0,05 14,67d 0,52b 3,35a 

0,10 2,86e 0,37c 0,9c 

0,20 - - - 

0,50 - - - 

1,00 - - - 

 

ĐC: đối chứng không bổ sung SA. 

3.3.2. Khảo sát ảnh hưởng của thời điểm kích kháng  

Thời điểm bổ sung chất kích kháng là yếu tố quan trọng sẽ ảnh hưởng 

đến phản ứng của tế bào thực vật nuôi cấy in vitro. Các nồng độ tối ưu của 

YE (200 mg/L), MeJA (0,02 mM) và SA (0,02 mM) từ khảo sát phía trên sẽ 

được sử dụng để tìm thời điểm cảm ứng thích hợp với mục đích cải thiện sự 

tích lũy eurycomanone trong nuôi cấy huyền phù tế bào cây bách bệnh. 

3.3.2.1. Ảnh hưởng của thời điểm kích kháng YE lên sự tích lũy 

eurycomanone 

Đối với sinh trưởng của tế bào, YE khi được bổ sung vào môi trường 

nuôi cấy ở các thời điểm 8 và 12 ngày có tác dụng làm tăng khả năng sinh 

trưởng của tế bào, tuy nhiên, không có sự khác biệt trong tích lũy chất khô 

giữa các công thức (Bảng 3.9). 

Hàm lượng eurycomanone trong các tế bào khi xử lý bằng 200 mg/L 

YE ở ngày thứ 6 của quá trình nuôi cấy đạt giá trị cao nhất là 6,25 mg/g chất 
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khô (tương ứng 3,125 mg/bình), cao gấp 3,68 và 2,98 lần so với mẫu đối 

chứng không được xử lý chất kích kháng và mẫu rễ của cây 5 năm tuổi.  

Bảng 3.9. Ảnh hưởng của thời điểm kích kháng YE lên sự tích lũy eurycomanone 

Thời điểm kích kháng 

(ngày) 

Khối lượng tươi 

(g) 

Khối lượng khô 

(g) 

Eurycomanone 

(mg/g) 

0 17,08b 0,49a 3,71c 

2 16,86b 0,49a 3,87c 

4 17,20b 0,50a 4,83b 

6 16,67b 0,50a 6,25a 

8 18,21a 0,52a 4,49b 

10 17,01b 0,50a 2,12d 

12 18,42a 0,50a 2,02d 

 

 

Hình 3.9. Phổ HPLC của eurycomanone chuẩn trong thí nghiệm thời điểm kích kháng 

(S: 2472518) 



 

65 

 

 

Hình 3.10. Phổ HPLC của dịch chiết eurycomanone khi kích kháng YE 200 mg/L 

sau 6 ngày nuôi cấy (S: 2000849) 

3.3.2.2. Ảnh hưởng của thời điểm kích kháng MeJA lên sự tích lũy 

eurycomanone 

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của thời gian xử lý 0,02 mM MeJA lên 

khả năng sinh trưởng của tế bào cho thấy MeJA ức chế mạnh đối với sinh 

khối tươi, thời gian xử lý chất kích kháng càng dài khả năng sinh trưởng của 

tế bào càng bị ức chế. Đối với sinh khối khô, xử lý chất kích kháng ở ngày 

thứ 4 và ngày thứ 6 của quá trình nuôi cấy làm tăng khả năng tích lũy sinh 

khối khô. 

Hàm lượng eurycomanone trong các tế bào khi xử lý bằng MeJA sau 4 

ngày nuôi cấy đạt giá trị cao nhất là 17,36 mg/g khô (9,54 mg/bình) (Bảng 

3.10), cao gấp khoảng 10 và 8 lần so với mẫu đối chứng không được xử lý và 

mẫu rễ của cây 5 năm tuổi. 
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Bảng 3.10. Ảnh hưởng của thời điểm kích kháng MeJA lên sự tích lũy 

eurycomanone 

Thời điểm kích kháng 

(ngày) 

Khối lượng tươi 

(g) 

Khối lượng khô 

(g) 

Eurycomanone 

(mg/g) 

0 8,14e 0,48ab 6,60d 

2 8,32e 0,50ab 12,83b 

4 9,21d 0,55a 17,36a 

6 10,43c 0,56a 9,18c 

8 11,40b 0,49ab 5,99d 

10 13,83a 0,42b 3,81e 

12 14,09a 0,43b 2,77f 

 

 

Hình 3.11. Phổ HPLC của dịch chiết eurycomanone khi kích kháng MeJA 0,02 mM 

sau 4 ngày nuôi cấy (S: 5932797) 

 

3.3.2.3. Ảnh hưởng của thời điểm kích kháng SA lên sự tích lũy eurycomanone 

Khi bổ sung vào môi trường nuôi cấy 0,02 mM SA, sinh khối tế bào ở 

tất cả các thời điểm bổ sung đều giảm, trong đó bổ sung vào đầu giai đoạn 

eurycomanone 
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sinh trưởng (2-6 ngày) sẽ ức chế mạnh nhất. Đối với SA, hàm lượng 

eurycomanone trong tế bào chỉ đạt cao nhất là 5,20 mg/g (2,44 mg/bình) khi 

SA được bổ sung vào trong môi trường sau 4 ngày nuôi cấy (Bảng 3.11, Hình 

3.12). Như vậy, sự kích thích quá trình sinh tổng hợp của eurycomanone ở 

những thời điểm kích kháng khác nhau là khác nhau, trong khi sự sinh trưởng 

của tế bào không bị ảnh hưởng bởi thời điểm này. Hầu hết các mẫu xử lý, sinh 

khối tế bào đạt từ 0,46 đến 0,56 g khô/bình.  

Bảng 3.11. Ảnh hưởng của thời điểm kích kháng SA lên sự tích lũy eurycomanone 

Thời điểm kích 

kháng (ngày) 

Khối lượng tươi 

(g) 

Khối lượng khô 

(g) 

Eurycomanone 

(mg/g) 

0 19,08a 0,56a 3,51c 

2 15,58c 0,46b 4,26b 

4 16,00c 0,47b 5,20a 

6 15,90c 0,47b 5,01a 

8 17,09b 0,50ab 2,37d 

10 18,00b 0,53a 2,01d 

12 17,36b 0,50ab 1,97d 

 

 

Hình 3.12. Phổ HPLC của dịch chiết eurycomanone khi kích kháng SA 0,02 mM 

sau 4 ngày nuôi cấy (S: 1863577) 
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 Tổng hợp kết quả của các công thức xử lý tốt nhất được trình bày ở 

bảng 3.12. Trong các công thức xử lý, methyl jasmonate là chất kích kháng 

thích hợp nhất để tăng cường sản xuất eurycomanone trong tế bào cây bách 

bệnh. MeJA 0,02 mM được bổ sung vào môi trường tại ngày thứ 4 của quá 

trình nuôi cấy đã tăng lượng eurycomanone tích lũy lên tới 9,548 mg/bình, 

cao hơn 10 lần so với mẫu đối chứng là tế bào không xử lý chất kích kháng, 

khoảng 8 lần so với mẫu tự nhiên (rễ cây bách bệnh khoảng 5 năm tuổi).  

Bảng 3.12. Tổng hợp kết quả xử lý kích kháng tốt nhất của từng chất 

Chất 

kích 

kháng 

Thời điểm 

kích kháng 

(ngày) 

Khối 

lượng 

tươi (g) 

Khối 

lượng 

khô (g) 

Eurycomanone 

(mg/g) 

Eurycomanone 

(mg/bình) 

YE 200 

mg/L 

6 16,67 0,50 6,25 3,125 

MeJA 

0,02 mM 

4 9,21 0,55 17,36 9,548 

SA 0,02 

mM 

4 16,00 0,47 5,20 2,444 

ĐC 0 17,43 0,72 1,70 1,224 

Mẫu tự 

nhiên 

- - - 2,09 - 
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Chương 4 

BÀN LUẬN 

4.1. ẢNH HƯỞNG CỦA CHẤT ĐIỀU HÒA SINH TRƯỞNG LÊN 

KHẢ NĂNG SINH TRƯỞNG CỦA CALLUS 

Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng thực vật lên sự sinh trưởng 

của callus trên cây bách bệnh đã được nhiều tác giả nghiên cứu và công bố. 

Siregar và cs (2003) đã cảm ứng tạo callus trên lá của 9 cây bách bệnh khác 

nhau trên môi trường MS bổ sung 10 mg/L NAA. Sau 4 tuần nuôi cấy, sinh 

khối callus đạt 2,723-3,816 g tươi (sai khác không có ý nghĩa) với khối lượng 

khô tương ứng là 0,106-0,141 g. Sinh khối callus được cấy chuyền duy trì ở 

môi trường tương tự sau mỗi 4 tuần [126]. Theo Hussein và cs (2005), callus 

phát sinh phôi của cây bách bệnh hình thành trên môi trường MS cơ bản có bổ 

sung 1,0 mg/L 2,4-D [60]. Trong khi đó Mahmood và cs (2010) cho rằng 2,4-

D là loại auxin phù hợp nhất để cảm ứng tạo callus cũng như nhân sinh khối 

callus từ nhiều nguồn gốc khác nhau của cây bách bệnh, callus tạo thành từ 

mẫu lá, cuống lá đơn, cuống lá kép và lá mầm trên các môi trường có bổ sung 

2,4-D đều cho kết quả tốt nhất với tỷ lệ tạo callus từ 78,33-88,33% [86]. Vì 

vậy, chúng tôi sử dụng 2,4-D là chất điều hòa sinh trưởng đầu tiên để khảo sát 

khả năng sinh trưởng của callus.  

Tuy nhiên, trong nghiên cứu của chúng tôi 2,4-D không phải là chất 

điều hòa sinh trưởng cho hiệu quả tốt nhất. Khi bổ sung riêng lẻ 2,4-D, công 

thức bổ sung 2 mg/L 2,4-D cho kết quả tốt nhất, chỉ số sinh trưởng của callus 

chỉ đạt 2,52 (Bảng 3.1), thấp hơn đối với NAA, với chỉ số sinh trưởng (GI) là 

7,8 trên môi trường bổ sung 1,25 mg/L NAA, sinh khối callus từ 3 g nuôi cấy 

ban đầu đạt đến 23,59 g tươi (tương ứng với 0,93 g khô) (Bảng 3.2). 
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Một số nghiên cứu cho thấy khi việc kết hợp giữa auxin và cytokinin vào 

môi trường nuôi cấy thúc đẩy mạnh mẽ việc tạo callus trên nhiều giống cây. Ví 

dụ: Balubena và cs (2009) sản xuất sinh khối callus của cây Piper solmsianum 

(Piperaceae) trên môi trường bổ sung 0,2 mg/L 2,4-D và 2 mg/L BA [31]. 

Zakaria và cs (2011) đã cảm ứng và sản xuất sinh khối callus của cây Papaver 

orientale L. (Papaveraceae) trên môi trường tương tự chứa 0,5 mg/L BA 

(benzyladenine) và 0,5 hoặc 1 mg/L NAA [147]. Theo nghiên cứu của 

Adhikari và Pant (2013), sự sinh trưởng tạo callus tốt nhất là trên môi trường 

MS bổ sung 0,5 mg/L BAP và 1,5 mg/L NAA sau 8 tuần nuôi cấy [19]. 

Theo hướng đó, chúng tôi đã sử dụng kết hợp NAA và KIN lên khả năng 

sinh trưởng của callus cây bách bệnh, kết quả thu được là rất khả quan. Kết 

quả kết hợp giữa 1,25 mg/L NAA và 1,00 mg/L KIN cho thấy sinh khối callus 

đạt cao nhất (32,34 g tươi/bình, tương ứng với 1,31 g khô/bình, GI đạt tương 

ứng là 10,7 (Bảng 3.3).  

Trên thế giới, việc sử dụng cả NAA và KIN trong nuôi cấy callus cây 

bách bệnh để sản xuất hợp chất thứ cấp đã được thực hiện. Chẳng hạn, Galih 

và Esyanti (2014) đã sử dụng môi trường Zenk để nuôi cấy callus cây bách 

bệnh, các tác giả đã bổ sung vào môi trường 0,5 mg/L NAA và 0,5 mg/L KIN 

để nuôi cấy callus trước khi chuyển qua chính môi trường này (không có 

agar) để nuôi cấy lỏng [48]. So với nghiên cứu của chúng tôi, nồng độ chất 

điều hòa sinh trưởng mà các tác giả sử dụng là thấp hơn. 

4.2. THIẾT LẬP NUÔI CẤY HUYỀN PHÙ TẾ BÀO 

4.2.1. Sự tích lũy sinh khối tươi và khô trong nuôi cấy huyền phù 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, sinh trưởng tế bào đạt cực đại vào 

ngày thứ 14 của quá trình nuôi cấy (Hình 3.3), khối lượng tươi thu được là 

khoảng 15,67 g/bình (0,69 g khô/bình), cao gấp 9.21 lần sinh khối tươi ban 
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đầu. Kết quả thu được của chúng tôi cao hơn khá nhiều so với các nghiên cứu 

đã công bố trước đây. Siregar và cs (2004) nuôi cấy huyền phù tế bào của cây 

bách bệnh trên môi trường MS bổ sung 1 mg/L NAA. Kết quả cho thấy từ 1 g 

ban đầu đã thu được khoảng 5 g tươi (0,3 g khô) [127]. Chan và cs (2010) thu 

được sinh khối cao nhất (3,1 g tươi/0,22 g khô) vào ngày thứ 13 khi nuôi cấy 

0,5 g tế bào cây bách bệnh trong môi trường MSB (thay đổi từ môi trường 

MS) được xử lý với 2 mg/L NaH2PO4 [38]. Natanael và cs (2014) đã tiến hành 

nuôi cấy tế bào bằng việc cấy chuyền mô callus từ nuôi cấy rắn vào môi 

trường lỏng có bổ sung 1,1 ppm 2,4-D và 1 ppm KIN [103].  

So với các đối tượng khác đã được công bố, thời gian sinh trưởng của 

tế bào huyền phù cây bách bệnh tương đương với tế bào cây nghệ đen là 14 

ngày [77], nhưng ngắn hơn các loại tế bào khác như rau má 24 ngày [81] hay 

cà gai leo 28 ngày [82]. 

4.2.2. Sự tích lũy eurycomanone trong nuôi cấy huyền phù 

Nuôi cấy tế bào huyền phù thực vật từ lâu đã được xem là một phương 

thức thay thế có nhiều tiềm năng trong sản xuất các hợp chất chuyển hóa thứ 

cấp có giá trị cao nhờ tính đồng nhất của quần thể tế bào in vitro, sự sẵn có 

một lượng lớn nguyên liệu, và tốc độ sinh trưởng nhanh của chúng [97].  

Qua một số nghiên cứu trước đây cho thấy, đa số trường hợp nuôi cấy 

callus hoặc tế bào thực vật đều cho hàm lượng các chất thứ cấp cao hơn nhiều 

lần so với trong điều kiện tự nhiên. Chẳng hạn, hàm lượng anthocyanin ở 

callus của cây hoa cúc (Rudbeckia hirta) chiếm đến 4,97% trong khi hoa của 

cây này trong tự nhiên, nơi tích lũy chủ yếu anthocyanin, chỉ có 0,28% [85]. 

Nguyễn Hoàng Lộc và cs (2010, 2011) đã nghiên cứu sản xuất solasodine từ 

callus cây cà gai leo in vitro và thu được kết quả cho thấy, hàm lượng 

solasodine tích lũy trong callus cao hơn khoảng 8,5 lần so với tách chiết từ rễ 

cây tự nhiên 1 năm tuổi [79]. Tiếp tục nghiên cứu nuôi cấy tế bào cà gai leo 
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trong chai tam giác, các tác giả nhận thấy solasodine tích lũy trong tế bào 

huyền phù cao hơn trong callus [80]. 

 Trong nuôi cấy tế bào thực vật, các hợp chất thứ cấp tích lũy nhiều nhất 

vào cuối giai đoạn sinh trưởng cực đại. Đã có những bằng chứng rõ ràng cho 

thấy có mối quan hệ ngược giữa tốc độ sinh trưởng và khả năng sản xuất các 

chất thứ cấp. Khi tốc độ sinh trưởng cao, các quá trình sơ cấp của tế bào là 

phân chia tế bào và sản xuất sinh khối tế bào đã diễn ra mạnh mẽ. Ngược lại, 

trong pha tĩnh khi sự sinh trưởng giảm, lúc này hoạt động sản xuất và tích lũy 

các chất thứ cấp mới tăng lên [137].  

 Hợp chất thứ cấp ở thực vật thường được tìm thấy ở trong tất cả các tế 

bào, tuy nhiên, trong đa số trường hợp, chúng chỉ được sinh tổng hợp ở một 

số cơ quan, bộ phận nhất định sau đó được vận chuyển đến các cơ quan dự trữ 

dựa vào sự phân cực của chúng. Các hợp chất ưa nước như alkaloid, 

glucosinolate hay tannin được dự trữ ở không bào hay các tế bào dị hình 

(idioblast), trong khi đó các nhóm ưa lipid như các chất có gốc terpene được 

dự trữ ở màng thylakoid hoặc lớp biểu bì, ống dẫn nhựa và trichomes. Các bộ 

phận dự trữ có thể là lá, chồi, rễ, hoa, callus, phôi soma và các nơi dự trữ đặc 

biệt như các lông tiết (glandular trichomes), biểu bì (periderm) hay lớp bần 

(phellem) [62]. Trong nuôi cấy tế bào, phần lớn các tài liệu đã công bố đều 

cho thấy các hợp chất sau khi được tổng hợp sẽ được dự trữ nội bào, do đó, 

đánh giá khả năng sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp chỉ được thực hiện đối 

với các chất được dự trữ nội bào. Ví dụ, Sato và cs (1993) nhận thấy khi nuôi 

cấy tế bào cây Coptis japonica, alkaloid được dự trữ ở không bào, 

magnoflorine và papaverine được dự trữ một phần ở không bào và chủ yếu là 

có trong dịch nội bào [122]. 

Theo Cai và cs (2012), trong nuôi cấy tế bào các hợp chất chủ yêu tập 

trung ở nội bào, không tiết ra môi trường, đây là điểm cản trở hiệu quả quy 
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trình sản xuất do phải tốn thêm chi phí thu nhận, tách chiết… Do đó, nhiều 

biện pháp đã được tác giả đề xuất để thúc đẩy quá trình tiết các chất thứ cấp ra 

môi trường ngoại bào, tập trung vào các giải pháp phá vỡ thành tế bào bằng 

các tác nhân vật lý (xung điện, siêu âm, áp suất cao), hóa học (dung dịch có 

cường lực ion mạnh, thay đổi pH, sử dụng dimethylsulfoxide, Tween 20 hay 

chitosan) hay sinh học (cellulase, pectolyase…) [36].  

Trong nghiên cứu của chúng tôi, khả năng tích lũy eurycomanon trong 

nội bào đã được đánh giá. Trong nuôi cấy huyền phù, eurycomanone được sản 

xuất trong quá trình nuôi cấy từ đầu đến ngày 20, hàm lượng cao nhất (1,65 

mg/g khô) cũng thu được vào ngày thứ 14 giống như sự tích lũy sinh khối tế 

bào (Hình 3.7). Kết quả này cao hơn so với nghiên cứu của Mohamad và cs 

(2013), hàm lượng eurycomanone trong cây bách bệnh 6-7 năm được thu thập 

từ Muar (Johor, Malaysia) là chỉ gần 1,4 mg/g khô [91]. 

Theo Ncube và cs (2015), trong điều kiện bình thường, thực vật chỉ sản 

xuất ra một lượng hợp chất thứ cấp ở mức tối thiểu theo nhu cầu của cơ thể và 

chúng không đóng vai trò lớn đối với các hoạt động sống sơ cấp của tế bào 

[104]. Khi gặp các điều kiện bất lợi của môi trường, hợp chất thứ cấp mới 

được sản xuất nhiều hơn trong tế bào để chống lại các tác nhân bên ngoài 

[36]. Do vậy, trong điều kiện nuôi cấy bình thường, sự tích lũy hợp chất thứ 

cấp thường tỷ lệ thuận với sự tích lũy sinh khối, do hàm lượng hợp chất tích 

lũy trong mỗi tế bào là giống nhau, sự sai khác thường không lớn. 

Kết quả của chúng tôi cũng tương tự kết quả nghiên cứu khả năng sản 

xuất jaceosidin của tế bào S. medusa. Hàm lượng jaceosidin và sinh khối tế 

bào đều đạt cực đại vào ngày thứ 14 của quá trình nuôi cấy [149]. Ngoài ra, 

quá trình tích lũy các hợp chất thứ cấp không giống nhau giữa các loài khác 

nhau, không phải loài thực vật nào cũng tăng cường tích lũy các hợp chất thứ 

cấp khi sinh trưởng của tế bào đi vào pha ổn định. Khi nuôi cấy tế bào T. 
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cordifolia, Rao và cs (2008) nhận thấy rằng trong khi khối lượng khô tế bào 

đạt cực đại (9,9 g/L) sau 36 ngày nuôi cấy, thì hàm lượng berberine trong tế 

bào lại thu được cao nhất vào ngày 24 trong pha log của tế bào (3,8 mg/g khối 

lượng khô) [114]. 

4.2.3. Ảnh hưởng của nguồn carbon và pH môi trường 

Nguồn carbon được xem là có ảnh hưởng đến sự phát triển của tế bào 

và sự sản xuất các chất có nguồn gốc thực vật trong nuôi cấy in vitro. Trong 

nghiên cứu của chúng tôi nồng độ sucrose 3% là thích hợp nhất cho sinh 

trưởng của tế bào. Ở nồng độ này, sự sinh trưởng của tế bào đạt khá tốt, sinh 

khối tươi đạt 17,43 g và sinh khối khô đạt 0,72 g, sự sản xuất eurycomanone 

của tế bào cũng đạt cao nhất (1,7 mg/g). Kết quả này cũng tương tự với kết 

quả nuôi cấy tế bào cây sâm Ngọc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) 

[134], dây thìa canh [72], hay cây sâm Ấn Độ (Withania somnifera) [100].  

Sucrose được xem là nguồn carbon thích hợp nhất cho sinh trưởng của 

tế bào thực vật, nồng độ thường dùng là từ 2-7%. Sucrose vừa cung cấp năng 

lượng vừa là một thành phần trong sinh tổng hợp các chất thứ cấp. Tốc độ 

tăng trưởng sinh khối thực vật luôn liên quan trực tiếp tới sự tiêu thụ sucrose. 

Vai trò của sucrose trong việc tăng tích lũy sinh khối khô tế bào có thể do ảnh 

hưởng của nó lên tubulin, một protein chịu trách nhiệm trong sinh trưởng và 

phát triển của tế bào. Trên môi trường mà tất cả các nguồn dinh dưỡng ở mức 

dư thừa, sự gia tăng nồng độ sucrose sẽ dẫn đến tăng sinh khối khô. Một số 

nghiên cứu như nuôi cấy tế bào cây Solanum eleagnifolium, Solanum 

chrysotrichum hay Psoralea corylifolia… tế bào tăng sinh khối khô cùng với 

việc tăng nồng độ sucrose. Tuy nhiên, khi nồng độ sucrose quá cao sẽ dẫn 

đến áp suất thẩm thấu vượt giới hạn cho phép của tế bào, vì thế ảnh hưởng 

xấu lên sinh trưởng của chúng [3]. 

Liang và cs (2004) nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ sucrose (2-5%) 
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đến việc sản xuất các hợp chất puerarin và isoflavone trong nuôi cấy rễ của 

cây Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth (Fabaceae). Kết quả cho thấy bổ 

sung 3% sucrose vào môi trường là tốt nhất để tích lũy puerarin và isoflavone. 

Hàm lượng cao nhất của puerarin (5,147 mg/g khô) thu được sau 12 ngày 

nuôi cấy trong khi hàm lượng cao nhất của isoflavone (khoảng 27,76 mg/g 

khô) đạt được sau 16 ngày nuôi cấy [74]. Theo Qian và cộng sự (2009), 

rosmarinic acid được tích lũy được tăng cường bởi các nồng độ sucrose được 

thêm vào trong môi trường nuôi cấy cây Coleus blumei Benth. (Lamiaceae). 

Khi hàm lượng sucrose là 6%, callus và tế bào tích lũy lần lượt là 33,7% và 

10,1% rosmarinic acid. Hàm lượng sucrose cao hơn (≥ 5%) có ảnh hưởng tiêu 

cực đến sự phát triển của cây [111]. Manuhara và (2015) chỉ ra rằng nồng độ 

khác nhau (3-6%) của sucrose ảnh hưởng đến sinh khối và hàm lượng saponin 

trong nuôi cấy rễ cây Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn. (Talinaceae). Sinh 

khối tối đa đạt được trên môi trường MS bổ sung 6% sucrose cao hơn khoảng 

ba lần so với đối chứng [88].  

Bên cạnh nguồn carbon, pH môi trường cũng ảnh hưởng lớn đến sự 

sinh trưởng và tích lũy hợp chất thứ cấp của tế bào. Tế bào và mô thực vật đòi 

hỏi pH tối ưu cho sinh trưởng và phát triển trong nuôi cấy. Độ pH ảnh hưởng 

đến sự di chuyển của các ion và đối với hầu hết các môi trường nuôi cấy, pH 

5,0-6,0 trước khi khử trùng được xem là tối ưu. Độ pH của môi trường còn 

ảnh hưởng trực tiếp tới quá trình hấp thụ các chất dinh dưỡng từ môi trường 

vào tế bào [5]. 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, pH của môi trường nuôi cấy được điều 

chỉnh giao động trong khoảng 4,75-6,75 trước khi khử trùng, trong đó pH 

5,75 cho kết quả thu được tốt nhất. Ở công thức môi trường này, sự tích lũy 

sinh khối tươi và khô, hàm lượng eurycomanone đều đạt cao nhất, tương ứng 

là 17,27 g/bình, 0,76 g/bình và 1,67 mg/g khô. Kết quả nghiên cứu của chúng 
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tôi thu được tương tự như kết quả nghiên cứu của Siregar và cs (2004), khi 

nghiên cứu ảnh hưởng của pH môi trường nuôi cấy lên sự sản xuất canthin-6-

one alkaloid từ nuôi cấy tế bào cây bách bệnh, tác giả nhận thấy pH 5,75 là tối 

ưu cho nuôi cấy tế bào cây này [127]. 

Bên cạnh nuôi cấy tế bào, việc nuôi cấy rễ tơ cây bách bệnh để thu 

nhận eurycomanone cũng đã được nhiều tác giả nghiên cứu, Phan Tường Lộc 

và cs (2020) đã nghiên cứu tạo rễ tơ có khả năng sinh trưởng mạnh và tổng 

hợp eurycomanone cao nhằm tạo ra nguồn vật liệu in vitro có chất lượng ổn 

định. Hai dòng rễ tơ R1 và R2 chọn lọc có hàm lượng eurycomanone lần lượt 

là 0,017 và 0,022 mg/g chất khô, thấp hơn trong tế bào của chúng tôi [6].  

Sau khi nhân giống in vitro thành công, Võ Châu Tuấn và cs (2016) đã 

đánh giá sự tích lũy eurycomanone trong rễ cây in vitro khi trồng ở ngoài điều 

kiện tự nhiên ở tỉnh Quảng Nam. Kết quả cho thấy, hàm lượng eurycomanone 

tích lũy trong rễ cây cấy mô tăng theo thời gian trồng, từ 0,177-0,178 mg/g ở 

cây 1 năm tuổi lên 0,213-0,225 mg/g khô ở cây 1,5 năm tuổi). Không có sự 

khác biệt về hàm lượng tích lũy của hợp chất này ở cây nuôi cấy mô và cây 

hữu tính được trồng cùng một khoảng thời gian cũng như ở các địa điểm khác 

nhau [12]. 

4.3. ẢNH HƯỞNG CỦA CHẤT KÍCH KHÁNG LÊN SỰ SINH 

TRƯỞNG TẾ BÀO VÀ TÍCH LŨY EURYCOMANONE  

4.3.1. Ảnh hưởng của chất kích kháng lên sinh trưởng tế bào 

 Thông thường, bổ sung các chất kích kháng vào môi trường nuôi cấy 

đều ức chế khả năng sinh trưởng của tế bào, kết quả này được công bố trên 

nhiều công trình nghiên cứu trước đây. Chẳng hạn, các chất kích kháng như 

MeJA, Ag+, chitosan và dịch chiết từ nấm (polysaccharide) ở các nồng độ 

khác nhau đều ức chế sinh trưởng của tế bào Taxus chinensis [148]. Kết quả 



 

77 

 

nghiên cứu của Frankfater và cs (2009) về ảnh hưởng của MeJA và SA lên sự 

tạo thành gossypol, 6-methoxygossypol và 6,6’-dimethoxygossypol trong 

nuôi cấy rễ tơ cây G. barbadense cũng cho thấy MeJA có tác dụng ức chế quá 

trình sinh trưởng của tế bào [47].  

Trong nghiên cứu của chúng tôi, YE ít có sự tác động lên sự sinh trưởng 

của tế bào, MeJA ức chế mạnh trong khi SA tăng khả năng sinh trưởng của tế 

bào khi được xử lý ở nồng độ thấp (Bảng 3.6-3.8). 

Đối với YE, trong thành phần của YE được cho là có chứa một số cation 

như Zn2+, Ca2+ và Co2+ có vai trò như là các chất kích kháng phi sinh học. Bên 

cạnh đó YE cũng là một hợp chất bao gồm nhiều thành phần khác nhau, ngoài 

các amino acid, vitamin và khoáng chất, nó còn có thể chứa các thành phần 

chất kích kháng khác chưa được xác nhận [110]. Cơ chế tác động chính xác 

của YE lên tế bào thực vật hiện nay vẫn chưa được làm rõ. Tuy nhiên, sự 

truyền tín hiệu cảm ứng được xem là một hệ thống nhiều thành phần có chức 

năng phức tạp trong các phản ứng bảo vệ khác nhau của tế bào thực vật, giống 

như: các kênh ion, sự hoạt hóa tác nhân phân bào khởi động protein kinase 

hoặc con đường jasmonic acid hoặc SA [117], [124]. Vì vậy, YE thường ít ức 

chế quá trình sinh trưởng của tế bào của cây bách bệnh, đặc biệt là ở sinh khối 

tươi, sự tác động của các nồng độ YE khác nhau lên sinh trưởng của tế bào 

cũng không quá rõ (Bảng 3.6). 

MeJA là một hợp chất tạo hương dễ bay hơi lần đầu tiên được tìm thấy 

trong hoa của cây Jasminum grandiflorum, sau đó được chứng minh là phân 

bố rộng rãi trong giới thực vật. MeJA được ghi nhận như một chất điều hòa 

cần thiết cho sự sống tế bào, có vai trò trung gian trong quá trình phát triển 

khác nhau (nảy mầm, tạo rễ, sinh sản, chín quả, già yếu) và các phản ứng bảo 

vệ tế bào chống lại các stress sinh học và phi sinh học (tổn thương do côn 

trùng gây ra, điều kiện bất lợi của môi trường như hạn hán, nhiệt độ thấp, độ 
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mặn) [39]. Jasmonate ngoại sinh khi ứng dụng vào thực vật đã cho thấy có 

ảnh hưởng đến sự biểu hiện về hình thái và sinh lý. Jasmonate kết hợp với sự 

tích lũy của các hợp chất thứ cấp đã thể hiện sự đáp ứng bảo vệ ở thực vật. 

MeJA làm tăng hàm lượng shikonin và dẫn xuất của nó trong nuôi cấy tế bào 

cây Onosma paniculatum, MeJA còn tăng cường sinh tổng hợp IAA nội sinh 

ở thực vật [128]. 

MeJA là chất ức chế sinh trưởng tế bào và tăng cường sản xuất hợp chất 

thứ cấp trong nuôi cấy rễ cây Bupleurum falcatum L., Taxus spp. và lúa. Ảnh 

hưởng của MeJA ngoại sinh lên hàm lượng của các amine sinh học bao gồm 

putrescine, spermidine, tyramine, cadaverine và 2-phenylethylamine trong cây 

kiều mạch (Fagopyrum esculentum) cũng đã được nghiên cứu [23]. 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, trong môi trường có MeJA sinh trưởng 

của tế bào bách bệnh bị ức chế mạnh so với đối chứng không bổ sung MeJA 

(Bảng 3.7).  Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu trước đây về sự ức chế 

của MeJA lên sinh trưởng của tế bào thực vật. Thanh và cs (2005) đã sử dụng 

MeJA để tổng hợp ginsenoside trong nuôi cấy huyền phù tế bào của nhân sâm 

trong biorector 5 L. Nhóm tác giả tiến hành thăm dò bổ sung vào môi trường 

nuôi cấy MeJA các nồng độ từ 50-400 µM, sau 25 ngày nuôi cấy sinh khối 

tươi và sinh khối khô của tế bào giảm 1,06 và 1,10 lần so với tế bào nuôi cấy 

không bổ sung MeJA [133]. 

Đối với SA, trong hầu hết các công trình nghiên cứu được công bố, việc 

xử lý chất kích kháng bằng SA sẽ ức chế sự sinh trưởng của tế bào. Trong 

nghiên cứu ảnh hưởng của SA và chất kích kháng tách chiết từ nấm (F5) ở 

các nồng độ riêng rẽ và phối hợp lên khả năng sản xuất taxol trong nuôi cấy 

huyền phù tế bào Taxus chinensis. Yu và cs (2001) nhận thấy khi bổ sung vào 

môi trường nuôi cấy 50 mg/L F5 hoặc 50 mg/L SA hoặc phối hợp 50 mg/L F5 

và 50 mg/L SA đều ức chế sinh trưởng của tế bào, sinh khối thấp nhất khi sử 
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dụng phối hợp 50 mg/l F5 và 50 mg/l SA [145]. Nuôi cấy rễ tơ B. candida bổ 

sung SA (0,01-1,00 mM) ở thời điểm sau 18 ngày, Pitta-Alvarez và cs (2000) 

nhận thấy sinh trưởng tế bào bị ảnh hưởng, sinh khối tươi chỉ đạt 40% (480 

mg) so với đối chứng sau 72 giờ cảm ứng [110]. Loc và cs (2012) cũng có 

cùng kết quả sinh khối tế bào rau má (Centella asiatica) sau 24 ngày nuôi cấy 

giảm so với đối chứng ở tất cả các nồng độ SA (50-200 µM) bổ sung tại các 

thời điểm khác nhau (5-15 ngày) [81]. 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, SA có tác dụng làm tăng khả năng 

sinh trưởng của tế bào trong một số trường hợp. Kết quả trình bày ở bảng 3.8 

cho thấy khi bổ sung 0,02 mM SA, sinh khối tế bào tăng so với khi không bổ 

sung SA. Tuy nhiên, đây là trường hợp cá biệt, tất cả các công thức thí 

nghiệm khác sự sinh trưởng của tế bào khi bổ sung SA đều thấp hơn khi 

không bổ sung SA, cả khối lượng tươi lẫn khối lượng khô như ở hầu hết các 

công bố khác trước đây. 

4.3.2. Ảnh hưởng của chất kích kháng lên tích lũy eurycomanone 

Theo Hussain và cộng sự (2012), xử lý chất kích kháng ức chế sự phát 

triển rễ tơ của cây Panax ginseng đồng thời tăng cường việc sản xuất saponin 

[59]. Zhao và cộng sự (2010) đã nghiên cứu ảnh hưởng của chất kích kháng 

sinh học và phi sinh học như ion kim loại, polysacharide… lên sự tăng trưởng 

và tích lũy tanshinone ở nuôi cấy tế bào cây Salvia miltiorrhiza. Trong số này 

bạc nitrate, cadmium chloride và YE có hiệu quả nhất để kích thích sản xuất 

tanshinone, làm tăng lượng tanshinone trong tế bào lên gấp 10 lần [150]. 

Hakkim và cs (2011) đã nghiên cứu ảnh hưởng của các chất kích kháng là YE 

(0,1-1,0 g/L) và MeJA (100-500 µM) lên sự sinh trưởng và tích lũy 

rosmarinic acid trong nuôi cấy tế bào cây Ocimum sanctum. Kết quả nghiên 

cứu cho thấy xử lý 0,5 g/L YE sau 18 ngày sinh khối tế bào lẫn hàm lượng 

rosmarinic acid đều cao hơn khoảng 7 lần so với đối chứng, xử lý 100 µM 
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MeJA tăng 8,6 lần so với đối chứng không xử lý chất kích kháng [52]. 

Trong quá trình kích kháng, chất kích kháng có thể tác động đến chu 

trình sinh tổng hợp của các hợp chất thứ cấp, làm thay đổi thời điểm tích lũy 

hợp chất thứ cấp trong cây. Tuy nhiên, nhiều công bố cho thấy khi xử lý chất 

kích kháng, thời điểm tích lũy sinh khối và hợp chất thứ cấp cực đại không 

đổi so với khi không xử lý chất kích kháng. Ví dụ, solasodine và sinh khối tế 

bào cà gai leo (Solanum hainanense) không thay đổi thời điểm tích lũy cực 

đại khi xử lý bằng 150 μM SA [27]. Do đó, với đề tài nghiên cứu này, thời 

gian thu tế bào để đánh giá hàm lượng eurycomanone trong thí nghiệm xử lý 

chất kích kháng tương tự như trong thí nghiệm không xử lý chất kích kháng. 

 Từ kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, YE khi bổ sung vào môi 

trường nuôi cấy đã ảnh hưởng đến sự tích lũy eurycomanone của tế bào cây 

bách bệnh. Bổ sung YE với các nồng độ từ 150-250 mg/L đều làm tăng mạnh 

hàm lượng eurycomanone, trong đó YE ở nồng độ 200 mg/L thu được hàm 

lượng eurycomanone cao gấp đối so với đối chứng không bổ sung YE. Các 

công thức thí nghiệm khác sự tích lũy eurycomane không có sự sai khác đáng 

kể (Bảng 3.6) 

Đối với YE, các nghiên cứu sử dụng YE để tăng mức độ tích lũy các hợp 

chất thứ cấp đã được một số tác giả công bố. Chẳng hạn, nuôi cấy rễ tơ cây rau 

sam đã được Pirian và cs (2013) thực hiện để sản xuất noradrenaline. Các tác 

giả đã sử dụng YE ở các nồng độ 0,125-1 g/L để cảm ứng làm tăng quá trình 

sản xuất noradrenaline, thời gian cảm ứng 2 ngày. Các tác giả nhận thấy liều 

lượng 0,25 và 0,5 g/L YE là thích hợp nhất, hàm lượng noradrenaline tăng 3-4 

lần so với đối chứng [109]. Khi bổ sung dịch chiết nấm men, Aspergillus niger, 

Fusarium oxysporum vào môi trường nuôi cấy Hypericum triquetrifolium 

Turra ở các nồng độ từ 0,1-0,75 mg/L, Azeez và cs (2013) nhận thấy các chất 

kích kháng này có vai trò khác nhau trong việc sản xuất các hợp chất thứ cấp. 
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Đối với nấm men (0,5 mg/L), hàm lượng p-OH-benzoic acid và chlorgenic acid 

tăng lên đáng kể so với đối chứng. Rutin, hypersoid và quercitin tăng lên đáng 

kể so với đối chứng khi được xử lý kích kháng ở tất cả các công thức [29]. Cai 

và cộng sự (2014) đã nghiên cứu ảnh hưởng của YE đến việc sản xuất các chất 

chuyển hóa thứ cấp và cảm ứng các phản ứng tự vệ của thực vật trong môi 

trường nuôi cấy tế bào của Malus domestica. Kết quả cho thấy YE tăng cường 

sản xuất phenolic acid lên gấp 2 lần sau 3 ngày nuôi cấy. Trong số các phenolic 

acid chiếm ưu thế, sản xuất p-coumaric acid được kích thích bởi YE lên tới 5,1 

lần. Nồng độ chlorogen acid cũng tăng gấp 2,7 lần trong vòng 3 ngày nuôi cấy 

bằng phương pháp xử lý bằng YE. Tuy nhiên, hoạt tính phenylalanine 

amoniac-lyase giảm tới 33% [37].  

Đối với MeJA, hàm lượng eurycomanone đạt cao nhất trong nghiên 

cứu của chúng tôi là 6,60 mg/g khô, thu được ở nồng độ 0,02 mM MeJA, kết 

quả này cao hơn 4 lần so với đối chứng và cao gấp đôi so với YE (Bảng 3.7). 

Nhìn chung, MeJA đã ảnh hưởng lên khả năng sinh tổng hợp eurycomanone 

trong tế bào bách bệnh rõ rệt hơn cả YE và SA, hàm lượng eurycomanone thu 

được đạt gần gấp đôi. 

Nhiều công trình nghiên cứu đã công bố cho thấy sử dụng MeJA khá phổ 

biến trong việc tăng cường sản xuất hợp chất thứ cấp từ nuôi cấy tế bào thực 

vật. Zabala và cộng sự (2010) đã nhận thấy tác dụng tích cực của MeJA lên 

việc sản xuất peruvoside trong tế bào Thevetia peruviana [146]. Bonfill và cs 

(2011) đã nghiên cứu sử dụng MeJA để tăng khả năng tích luỹ centelloside và 

phytosterol trong nuôi cấy tế bào rau má (Centella asiatica). Khi bổ sung 100 

µM MeJA vào môi trường nuôi cấy, các tác giả thu được hàm lượng 

centelloside cao gấp 6,9 lần so với mẫu không được bổ sung MeJA [33]. Khi 

bổ sung MeJA vào môi trường nuôi cấy rễ tơ cây Silene vulgaris, khả năng 

tích lũy saponin triterpenoid trong rễ tơ có sự thay đổi đáng kể. Lượng 
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segetalic acid và gypsogenic acid cao gấp 5 và 2 lần tương ứng so với đối 

chứng [68]. 

Nhiều nghiên cứu đã công bố cho thấy nồng độ MeJA thích hợp để 

tổng hợp các hợp chất thứ cấp thường cao hơn nghiên cứu của chúng tôi, 

thường từ 100 µM trở lên. Chẳng hạn, Krzyzanowska và cộng sự (2012) cũng 

công bố sự tích lũy rosmarinic acid cao nhất (12% DW) trong các tế bào 

Mentha piperita sau khi bổ sung 100 µM MeJA vào môi trường nuôi cấy, 

tăng gần 1,5 lần so với mẫu đối chứng [69]. Nopo-olazabal và cs (2014) 

nghiên cứu sản xuất stilbenoid ở rễ cây Vitis rotundifolia khi xử lý 100 µM 

MeJA hoặc 10 mM H2O2 trong 96 giờ. Kết quả cho thấy hàm lượng 

stilbenoids đạt cao nhất khi xử lý MeJA sau 12 giờ nuôi cấy [107]. 

 Việc sử dụng SA làm chất kích kháng để tăng cường tổng hợp các hợp 

chất thứ cấp từ nuôi cấy tế bào thực vật rất phổ biến. Các nghiên cứu liên 

quan đến hiệu quả kích kháng của SA về tổng hợp chất chuyển hóa thứ cấp 

trong cây thuốc đã được tiến hành để tăng giá trị kinh tế của những loài được 

nghiên cứu. Sesquiterpenes trong Panax ginseng đã tích lũy rất cao sau khi 

nuôi cấy rễ được xử lý bằng SA [113]. Nghiên cứu của Gorni và Pacheco 

(2016) trên cây Achillea millefolium L. cho thấy 0,5 mM SA kích thích tăng 

sinh khối rễ, tổng số chất khô, tỷ lệ gốc/chồi, hàm lượng diệp lục (a) và diệp 

lục (a + b). Việc sử dụng SA ở mức 0,5 và 1 mM đem lại hiệu quả tốt nhất 

trong việc kích kháng để sản xuất dầu thiết yếu và phenolic tổng số [50]. 

 Kết quả phân tích hàm lượng eurycomanone trong tế bào cây bách bệnh 

cho thấy sự tích lũy tăng dần khi bổ sung SA từ 0,01-0,05 mM, sau đó giảm và 

gần như tế bào không phát triển và chết. Ở môi trường có bổ sung 0,02 mM 

SA, lượng eurycomanone trong tế bào đạt cao nhất (3,51 mg/g khối lượng 

khô), tương đương khi xử lý YE và thấp hơn khi xử lý MeJA khoảng 50%. 

 Trong nghiên cứu của chúng tôi, hàm lượng SA sử dụng là khá thấp 
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(0,01-0,05 mM), tương đương với một số nghiên cứu đã công bố. Chẳng hạn, 

Yousefzadi và cs (2010) sử dụng SA để tăng cường tích lũy podophyllotoxin 

trong nuôi cấy tế bào của Linum album. Khi bổ sung 10 µM SA vào ngày thứ 

ba của mẫu nuôi cấy, hàm lượng podophyllotoxin thu được 333 µg/g khối 

lượng khô, cao gấp ba lần so với tế bào nuôi cấy trên môi trường không bổ 

sung SA [144]. 

 Đối với SA, việc xử lý chất kích kháng ở nồng độ trung bình 0,10-0,15 

mM SA thường mang lại kết quả tốt. Trên tế bào rau má, Loc và cs (2012) 

nhận thấy 0,1 mM SA cho hiệu quả cảm ứng tốt nhất, hàm lượng asiaticoside 

tăng lên 5 lần so với tế bào không xử lý chất kích kháng, trong khi đó xử lý 4 

g/L YE giúp hàm lượng asiaticoside tăng lên 3,5 lần [80]. Wang và cs (2004) 

đã nghiên cứu sử dụng SA vào sản xuất taxol trong nuôi cấy huyền phù tế bào 

cây Taxus chinensis var. mairei. Kết quả cho thấy khi bổ sung SA ở nồng độ 

145 µM, taxol được tích lũy tối đa là 0,119 µM [141]. 

4.3.3. Ảnh hưởng của thời gian kích kháng 

Thời điểm xử lý chất kích kháng cũng là một yếu tố quan trọng ảnh 

hưởng đến khả năng sinh trưởng và tích lũy các sản phẩm thứ cấp của tế bào 

thực vật. Trong nghiên cứu của chúng tôi, kết quả trình bày ở bảng 3.9-3.11 

cho thấy xử lý chất kích kháng tại thời điểm bắt đầu nuôi cấy gây ra sự ức chế 

sự sinh trưởng của tế bào bách bệnh. Sinh khối khô chỉ đạt 0,57-0,71% (xử lý 

bằng YE), 0,1-0,85% (xử lý bằng MeJA) và 0,51-0,78% (xử lý bằng SA) so 

với mẫu đối chứng sau 14 ngày nuôi cấy (p <0,05). Ngược lại, hàm lượng 

eurycomanone đã tăng từ 1,34 đến 2,18 lần (xử lý bằng YE), 0,1 đến 0,85 lần 

(xử lý bằng MeJA) và 3,04 đến 3,88 lần (xử lý bằng SA) (p <0,05). 

Thời điểm kích kháng thích hợp phụ thuộc vào khả năng đáp ứng của 

các loài thực vật khác nhau. Yamamoto và cộng sự (1995) đã chứng minh 
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flavanone tích lũy trong mô sẹo của cây Sophora flavescens cao hơn mẫu đối 

chứng 5 lần khi bổ sung 2-8 mg/mL YE vào trong môi trường nuôi cấy ban 

đầu [143]. Trong khi đó, Zhao và cộng sự (2010) đã thu được một lượng 

tanshinone cao gấp 10 lần so với đối chứng từ nuôi cấy tế bào Salvia 

miltiorrhiza khi xử lý mẫu với 100 mg/L YE vào ngày thứ 18 của quá trình 

nuôi cấy [150]. 

Krzyzanowska và cộng sự (2012) đã bổ sung 100 µM MeJA vào môi 

trường nuôi cấy huyền phù tế bào cây Mentha piperita sau 7 ngày nuôi cấy để 

tăng cường khả năng sản xuất rosmarinic acid. Kết quả chỉ ra rằng hàm lượng 

rosmarinic acid đạt cực đại là 117,95 mg/g khô sau 24 giờ [69]. Zabala và 

cộng sự thu được hàm lượng peruviside cao nhất (8,93 mg/L) khi bổ sung 100 

mg/L MeJA vào môi trường nuôi cấy tế bào cây Thevetia peruviana tại thời 

điểm ban đầu [146]. Nghiên cứu của Rahimi và cộng sự (2014) chỉ ra rằng 

sesquiterpene của Panas ginseng tích luỹ cao nhất trong 24 giờ sau khi nuôi 

cấy rễ trong môi trường có bổ sung 200 µM SA [113]. Coste và cộng sự 

(2011) cũng đã nghiên cứu ảnh hưởng của SA lên khả năng tích luỹ 

hypericins (hypericin và pseudohypericin) khi nuôi cấy rễ của cây Hypericum 

hirsutum và H. maculatum. Xử lý SA 50 µM cho thấy tăng cường sinh tổng 

hợp hypericin lên 7,98 lần và pseudohypericin lên 13,58 lần ở cây H. 

hirsutum. Trong khi ở cây H. maculatum, việc xử lý với 200 uM SA làm tăng 

sản xuất hypericin lên 2,2 lần và pseudohypericin lên 3,94 lần [40]. 

Kết quả của chúng tôi cho thấy rằng thời điểm thích hợp nhất để xử lý 

chất kích kháng tế bào bách bệnh là từ 4 đến 6 ngày sau khi nuôi cấy. MeJA 

0,02 mM được bổ sung vào môi trường tại ngày thứ 4 của quá trình nuôi cấy 

đã tăng lượng eurycomanone tích lũy lên tới 17,36 mg/g khô, cao hơn 10 lần 

so với mẫu đối chứng là tế bào không xử lý chất kích kháng. Tương tự, SA 

0,02 mM hoặc YE 200 mg/L được thêm vào môi trường tại ngày thứ 4 và thứ 
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6 của quá trình nuôi cấy đã kích thích tích lũy euryconomanone lần lượt lên 

tới 5,2 mg/g và 6,25 mg/g khô, cao hơn mẫu đối chứng lần lượt là 1,46 và 

1,69 lần. 

 

  



 

86 

 

KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

Từ các kết quả nghiên cứu, chúng tôi rút ra các kết luận như sau: 

1. Môi trường nuôi cấy callus bách bệnh có hiệu quả cao nhất là MS cơ 

bản có bổ sung 1,25 mg/L NAA và 1,00 mg/L KIN, callus sinh trưởng mạnh 

với chỉ số sinh trưởng là 10,07, khối lượng khô đạt 1,31 g/bình và hàm lượng 

eurycomanone là 0,17 mg/g chất khô. 

2. Điều kiện tốt nhất để nuôi cấy tế bào huyền phù bách bệnh là môi 

trường MS lỏng chứa 1,25 mg/L NAA và 1,00 mg/L KIN, 3% sucrose, pH 

5,75. Sinh khối tươi, sinh khối khô và hàm lượng eurycomanone thu được 

tương ứng là 17,27 g/bình, 0,76 g/bình và 1,67 mg/g chất khô sau 14 ngày 

nuôi cấy. 

3. Methyl jasmonate là chất kích kháng thích hợp nhất để tăng cường sản 

xuất eurycomanone trong tế bào cây bách bệnh. MeJA 0,02 mM được bổ sung 

vào môi trường tại ngày thứ 4 của quá trình nuôi cấy đã tăng lượng 

eurycomanone tích lũy lên tới 17,36 mg/g chất khô, cao hơn 10 lần so với tế 

bào không xử lý chất kích kháng và khoảng 8 lần so với mẫu tự nhiên (rễ cây 

bách bệnh khoảng 5 năm tuổi).  

KIẾN NGHỊ 

 Đề tài cần được tiếp tục nghiên cứu theo hướng ứng dụng, mở rộng ở 

quy mô pilot, thăm dò thêm các chất kích kháng khác, từ đó hoàn thiện quy 

trình sản xuất để có thể áp dụng vào sản xuất ở quy mô công nghiệp. 
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PHỤ LỤC 

1. Bảng thành phần môi trường cơ bản MS  
 

Bảng 1. Thành phần và cách pha môi trường MS cơ bản (Murashige T., Skoog 

F., 1962) [99] 

 

Dung dịch stock 
Nồng độ 

(mg/ml) 

Nồng độ trong dung 

dịch mẹ (g/l) 

Dung tích dùng cho 1 

lít môi trường 

MS1 

KNO3 

KH2PO4 

NH4NO3 

MgSO4.7H2O 

1900 

170 

1650 

370 

                      95 

(x10)             8.5 

                      82.5 

                      18.5 

20 ml 

MS2 CaCl2.2H2O 440 (x20)             22 10 ml 

MS3 

H3BO4 

MnSO4.4H2O 

CoCl2.6H2O 

CuSO4.5H2O 

ZnSO4.4H2O 

Na2MoO4.2H2O 

KI 

6.2 

22.3 

0.025 

0.025 

8.6 

0.25 

0.83 

(x20)             0.31 

                      1.115 

                      0.00125 

                      0.00125 

                      0.43 

                      0.0125 

                      0.0415 

10 ml 

MS4 
FeSO4.7H2O 

Na2-EDTA 

27.8 

37.3 

(x20)              1.39 

                       1.865 
10 ml 

MS5 

Myo-inositol 

Thiamine.HCl 

Pyridoxine.HCl 

Nicotinic acid 

Glycine 

100 

0.1 

0.5 

0.5 

2 

(x20)              5 

                       0.005 

                       0.025 

                       0.025 

                       0.1 

10 ml 

 Nồng độ trong dung dịch mẹ được tính pha trong 1 L đối với MS1, còn từ 

MS2 trở đi là pha trong 500 ml. 
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2. Xây dựng đường chuẩn eurycomanone 

 Tiến hành chạy HPLC mẫu euurycomanone chuẩn với các nồng độ 

0,005; 0,05; 0,08; 0,1 và 0,15 mg/mL thu được các peak eurycomanone ở 

từng nồng độ và diện tích tương ứng của các peak eurycomanone đó. 

Từ đó, sử dụng phần mềm Microsoft Office Excel để tiến hành xây 

dựng đồ thị đường chuẩn với trục tung là diện tích peak eurycomanone chuẩn 

và trục hoành là hàm lượng eurycomanone chuẩn tương ứng. 

 

 

Hình 1. Đường chuẩn eurycomanone 

 Phương trình đường chuẩn: y = 3.504.672,8353 x + 6.163,5917 

 Trong đó:  - x: hàm lượng eurycomamnone (mg/L) 

   - y: diện tích peak eurycomanone  

   - R2 = 0,9984 

* Hàm lượng eurycomanone trong mẫu phân tích được tính theo công thức:  

   a = b.m.n 

Trong đó: - a: hàm lượng eurycomanone trong mẫu phân tích (mg/g) 

y = 3,504,672.8353x + 6,163.5917
R² = 0.9984
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   - b: hàm lượng eurycomanone tính theo đường chuẩn 

   - m: hệ số pha loãng mẫu trước khi phân tích HPLC 

   - n: hệ số quy đổi về 1g 

3. Bố trí thí nghiệm nuôi cấy 

 

Hình 2. Nuôi cấy tế bào huyền phù cây bách bệnh 

 


