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MO PAU
1. TINH CAP THIET CUA DE TAI

Cay bach bénh (Eurycoma longifolia Jack) thuoc chi Eurycoma, ho
Simaroubaceae la mot trong nhitng loai thao duoc nhiét d6i phd bién, cé
ngudn goc ¢ cac nudc Pong Nam A nhu Malaysia, Indonesia va Viét Nam
[32]. O Viét Nam, bach bénh phan b rai rac & cac tinh ving ndi thap (dudi
1000 m) va trung du. Céc tinh Tay Nguyé&n va mién Trung gap nhiéu hon cac
tinh phia Bac [2]. Dich chiét cua cdy nay, dac biét la tr ré, duoc st dung dé
tang cudng testosteronee ¢ nam gidi. Dich chiét duoc s dung nhu phuong
thudc dan gian cia ngudi ban dia dé khang khuan, ha sét, chéng viém, gay
doc té bao va kich thich tinh duc. Dich chiét cua ré con dugc dung dé giam
huyét ap, s6t va sy mét moi. Eurycomanone 13 chat dic trung cua cdy bach
bénh, ¢6 hoat tinh chinh trong tang cuong sinh ly & nam gigi, cam ung qué
trinh apoptosis & té bao ung thu, ... [32], [56]. Gan day, nhu cau vé loai thao
dugc ndy tang rat nhanh, vi vay, viéc tréng & quy mé 16n loai duogc liéu nay
méi c6 thé dap tng duoc nhu cau I6n hién nay. Tuy nhién, cay bach bénh sinh
truong cham, cay truang thanh can téi 5 naim méi thu hoach [56]. Do d6, nudi
cay in vitro cay bach bénh dé san xuat hop chat thir cap thay thé cho ngudn

nguy@n liéu ty nhién 1a can thiét.

Cong nghé sinh hoc san xut cac hop chat trao doi thir cap co gia tri bang
nubi cay co quan hoic té bao thyc vat 1a phuong thuc thay thé hap din cho
viéc chiét xuat tir nguyén liéu cay hoan chinh [102]. Nudi cay té bao thyuc vat
c6 thé cung cap lién tuc ngudn nguyén liéu dé tach chiét mot luong lon cac
hoat chat tir té bao nudi cdy ma khéng phu thudc vao diéu kién ty nhién [98].
Nhiéu chién Iuoc mang tinh Céng nghé sinh hoc di dugc dwa ra vé ca ly

thuyét va thuc nghiém dé ting cuong san xuat cac hop chat trao doi thir cap tir



thuc vat. Chang han nhu sang loc dong té bao cho ning suét cao, cai tién moi
truomg dinh dudng, bd sung cac tién chat, nudi cay quy mé 1on trong hé thng
bioreactor, nudi cay ré to, cb dinh té bao thuc vat, chuyén héa sinh hoc
[102]... trong d6 st dung chat kich khdng mang lai hiéu qua cao nhat. Khi
chiu su kich khang té bao huyén phu s& cam ¢ng san xuit cac hop chat tha
cAp ma binh thudng n6é khéng duoc tong hop. Hau hét nhirng nghién ctiru cho
thay khi bo sung chat kich khang vao méi truong nudi cay té bao thuc vat déu
1am tang ham lugng hop chat thir cdp. Nhu vay, (tng dung ki thuat nudi cay té
bao thuc vat két hop véi xtr Iy kich khang s& dem lai thanh céng trong viéc
san Xuat cac hop chat thir cap c6 gia tri cao va co hoi thuong mai héa san
pham [34].

Chét kich khang 13 nhimg chat héa hoc dugc ding dé tac dong vao con
duong chuyén hoa thir cAp nhim ting cudng sinh tong hop cac chat co gia tri
dugc phim trong nudi ciy té bao thuc vat [64], [102]. Theo Abraham va cs
(2011), dich chiét nAm men d3 dugc tng dung trong nudi ciy in vitro thuc vat
do kha ning kich thich co ché bao vé, ting san sinh cic chat chuyén hoa thir
cap c6 hoat tinh sinh hoc [17]. Salicylic acid dugc xem 13 mdt trong nhitng tin
hi€u quan trong trong phan tng tu v€ cua cay va cling dugc st dung rong rai
trong san xuit cac chit chuyén héa tir nudi cay té bao thuc vat [30]. Methyl
jasmonate ciing di duoc chimg minh 13 mot chit dong vai trd quan trong trong
viéc truyén tin hiéu diéu chinh kha ning phong vé cta thuc vat va co thé kich

thich sy san sinh cac chat chuyén héa thir cap trong nudi ciy té bao [150].

Do d6, viéc sir dung chat kich khang thuc vat trong san xuat
eurycomanone tir cay bach bénh théng qua nudi cay huyén phi té bao hira hen
s& mang lai hiéu qua cao. Vi vay, nghién ctu (ing dung nudi ciy té bao cay
bach bénh dé thu mot lwong sinh khéi 160, c6 kha nang tich lily cao cac hop

chat ¢ hoat tinh sinh hoc nham chu dong ngudn nguyén liéu, dam bao cho



viéc tach chiét cac dugc chat 1a ¢ ¥ nghia 16n vé mat khoa hoc va thyc tién.
Xuat phat tir co so trén, ching tdi thuc hién dé tai: “Nghién ciu dnh hwéng
ciia mot sb chat kich khang 1én su tich liiy eurycomanone trong nudi cay

huyén phu té bao cay bach bénh (Eurycoma longifolia Jack)”

2. MUC TIEU NGHIEN CUU
2.1. Muc tiéu chung

Xac dinh duoc loai chat kich khang, néng do va thoi gian xt Iy thich
hop dé san xuat eurycomanone véi ham luong cao nhat tir huyén phi té bao
cay bach bénh (Eurycoma longifolia Jack).

2.2. Muc tiéu cu thé

- X4c dinh dwoc méi truong nudi cay thich hop cho sy sinh truong va
tich lily eurycomanone cua callus cay bach bénh

- Xay dung dugc duong cong sinh truong va duong cong tich lily cua
huyén phu té bao cay bach bénh.

- Xac dinh dugc ngudn carbon, pH mdi trudng nudi cay, nong do va thoi
diém bo sung chat kich khang phu hop nhat cho su sinh trudng va tich lily
eurycomanone cua huyén phi té bao cay bach bénh.

3. Y NGHIA KHOA HQC VA THUC TIEN
3.1. Y nghia khoa hoc

Két qua nghién ctru cta ludn an s& cung cip cac din chung khoa hoc
moi, ¢6 tinh hé théng vé ung dung chat kich khang trong nudi cay in vitro té
bao cdy bach bénh dé san xuét hop chat thir cap.

Péng thoi 1a ngudn tai liéu tham khao hiru ich trong nghién cau, giang
day vé nudi ciy té bao va san xuat cac hoat chét sinh hoc c6 gia tri cao tir nudi
cay té bao thuc vat.

3.2. Y nghia thuc tién

Két qua cua luan 4n 1a co so khoa hoc dé phat trién hé théng nudi ciy



huyén pht té bao cay bach bénh & qui mé Ion, sir dung chat kich khang nhim
san xuat lién tuc, 6n dinh dé thu nhan eurycomanone véi san luong 16n, cung
cap ngudn nguyén lidu du, chat luong dung lam thudc, gép phan bao vé va

cham séc sirc khoe cong dong.
4. NQI DUNG VA PHAM VI NGHIEN CUU
4.1. Ngi dung nghién ciru

- San xuét sinh khéi té bao cay bach bénh va khao sat qua trinh tich lily

eurycomanone trong té bao;

+ Nghién ctru kha ning sinh trudng cua callus va té bao huyén phu cay

bach bénh;

+ Xay dyng dudng cong sinh trudéng va duong cong tich lily cia té bao

huyén phu;

+ Nghién ctru anh hudéng ctia moi truong nudi cdy 1én kha nang sinh

truong va tich llly eurycomanone cua té bao huyén phu.

- Nghién ctru anh hudéng cia ndng do va thoi gian xtr 1y cac chat kich
khang: salicylic acid, methyl jasmonate, dich chiét nim men 1én kha ning

sinh trudng va tich lily eurycomanone cia té bao huyén phu.
4.2. Pham vi nghién ciru

Nghién ctu dugc thuc hién trén callus cua cdy bach bénh, str dung 03
chét kich khang: salicylic acid, methyl jasmonate, dich chiét nAm men, céc
nghién ctru duge tién hanh & quy mo phong thi nghiém tai Bo mén Cong nghé
sinh hoc, Khoa Sinh hoc, Truong dai hoc Khoa hoc, Pai hoc Hué va Trung
tam Nghién ctru va chuyén giao cong nghé, Truong Cao ding Luong thyc-

Thuc pham, Pa Nang.



5. PONG GOP MOI CUA LUAN AN

Luén 4n c6 cac dong gdp méi nhu sau:

Pay 1a cong trinh dau tién st dung cac chat kich khang (methyl
jasmonate, salicilic acid va dich chiét nAm men) dé nghién ctru cai thién kha
nang tich litly eurycomanone cua té bao huyén phu cay bach bénh (Eurycoma
longifolia Jack).

Luan an da tim ra dugc moi truong thich hop cho su sinh truéng cua
callus cay bach bénh, d6 13 méi truong co ban MS c6 bd sung 1,25 mg/L
NAA va 1,00 mg/L KIN, callus sinh truéng manh vai chi s sinh truong dat
10,07; da tim ra diéu kién nudi cay thich hop cho té bao huyén phu 1a moi
truong MS 16ng c6 bd sung 1,25 mg/L NAA va 1,00 mg/L KIN, ngudn
carbon la 3% sucrose.

Nghién ctru ciing d3 xac dinh dugc methyl jasmonate ¢ néng do 0,02
mM, bd sung sau 4 ngay nudi ciy cho hiéu qua tich liiy eurycomanone cao
nhat sau 14 ngay nudi ciy, cao hon 10 1an so véi mau doi chiing 1a té bao
khong xir ly chat kich khang va khoang 8 1an so v&i mau tu nhién.



Chuong 1

TONG QUAN TAI LIEU

1.1. GIOI THIEU CAY BACH BENH

1.1.1. Pic diém sinh hoc cAy bach bénh

Tén khoa hoc: cho dén nay béach bénh c6 4 loai khac nhau da duogc bao
cao la E. longifolia, Entomophthora apiculata, Polyathia bullata va
Goniothalamus sp. thugc ho Simaroubaceae [32]. trong do6 E. longifolia la loai
phd bién nhat, dugc sir dung thudng xuyén cho cac phuong thudc truyén
théng. E. Longifolia duoc goi bai nhiéu tén khac nhau tuy thudc vao mdi québc
gia nhu: tongkat ali & Malaysia va Singapore, pasak bumi ¢ Indonesia, tung
saw ¢ Thai Lan. O Viét Nam cay nay c6 nhiéu tén goi khac nhau nhu bach

bénh, ba bénh, mat nhan.

Hé théng phan loai: cay bach bénh thudc

- Gidi (kingdom): Thuc vat (Plantae)

- Nganh (Division): Thuc vat c6 hoa (Magnoliophyta)

- Lop (Class): Thuc vat hai 14 mam (Magnoliopsida)
- B6 (Order): B4 hdn (Sapindales)

- Ho (Family): Thanh that (Simaroubaceae)

- Chi (Genus): Eurycoma

- Loai (Species): longifolia [18]

Bach bénh la cdy thao mdc, thudng xanh, sinh tredng cham, la cay bui
hoic cay gd nho, chiéu cao t6i da 15-18 m va ra qua sau 2-3 nim nudi trong.
Tuy nhién, dé cay tich litly cac hop chét sinh hoc tét nhat c6 thé mat dén 25
nam, nhung vi muc dich thuong mai, hau nhu ré cua cay dugc thu hoach sau
4-5 nam. Qua c6 mau xanh, dai 2-3 cm, chuyén sang mau do tham khi chin.

L& x¢é 16ng chim, moc xo4n, dai tir 25-40 cm véi 10-30 14 chét. Hoa tao thanh



cum I6n, thudc dang don tinh khac géc [32].

O Viét Nam, bach bénh phan bé rai rac ¢ cac tinh ving ndi thap (dudi
1000 m) va trung du. Céc tinh Tay Nguyén va mién Trung gip nhiéu hon céac
tinh phia Bac [2]. Nguyén Thanh Mén va cs (2014) khi nghién ctru dic diém
phan bd va sinh thai cua cay bach bénh ¢ Lam Bong cho thay voi dic diém
bién do sinh thai rong, cay bach bénh c6 phd phan bé theo do cao bién thién
tir diém thap nhat khoang 200 m cho dén d6 cao 1.129 m, phan bé tap trung
trong khoang d6 cao tir 500 m dén 900 m. Béach bénh thuong xuat hién nhiéu
& dang dia hinh suon doc véi ty 16 63,0%, & cac dinh d6i 13 33,3% va noi chan
déc chi 3,7%. Trong tu nhién, loai bach bénh thuong phan bé theo tirng dai va
do6i khi moc thanh cum khoang 3-8 cdy ¢ ven cac rung la rong. Tuy nhién,

hinh thiic phan bd phan tan ngau nhién 1a pho bién [7].

Béch bénh 13 loai cay wa sang va chiu dugc khd han, cac quan thé bach
bénh it khi moc theo ddm ma thudng xuat hién phan tan & suon ddi, ven ring,
khu dat tréng hodc nuong rdy. Pic biét, thuong gap cay tai sinh trén cac
nuong ray méi va dudi tan ring thong 3 1a. V& pham chat, loai bach bénh
thudng sinh trudng tot, it bi sdu bénh, ty 16 cdy pham chat tét chiém dén
92,2% tong sb cay diéu tra [7].

Nhin chung, ré ciia cay dugc thu hoach thi ¢éng va can nhiéu thoi gian,
dé nhd mot cay co duong kinh khoang 70-100 mm c6 thé can dén 8-10 h. Cay
sinh trudng nhanh trén nén cat, dat thoat nude tét, che béng mot phan va duoc
tudi nude diy du. Cay bach bénh 1a loai duoc théng bao can dugc bao vé ¢
hau hét cac ving ma nd sinh truéng va viéc thu hoach ching da bi nghiém
cam [32].

Hau nhu tit ca cac bd phan cta cdy dugc st dung trong cac phuong
thudc dan gian. Dich chiét cua ré dugc sir dung dé phuc hdi ning lugng va

sinh lyc, ting cuong luu théng mau, va duoc bo sung vao thanh phan thao



dugc cho phu nit sau khi sinh. L& cta né duoc st dung boi cac thay thude dia
phuong dé diéu tri sét rét, khdi u, bénh vé nudu ring, ngoai ra ching con

dugc chira mot s6 bénh 1ay qua duong sinh duc nhu giang mai, 1au [63].

1.1.2. Thanh phén héa hoc chii yéu ciia ciy bach bénh

Rat nhiéu hop chat héa hoc da dugc phan lap va phan tich dic tinh tir
cay bach bénh, dic biét 1a tir ré. Thanh phan hoat chat chinh cua cay bach
bénh 1a quassinoid. Quassinoid 13 mot nhom triterpenoid giam cap giau oxy,
c6 vi ding, phan bo cha yéu trong ho Simaroubaceae. Cong thirc hda hoc cua

mét s6 hop chat chinh trong cay bach bénh dugc trinh bay ¢ hinh 1.1.

Nam 1982, Darise va cs phat hién trong thanh phan cua ré bach bénh c6
chira eurycomanone, eurycomanol, eurycomanone-2-O-B-glycopyranoside va
9-hydroxycanthin-6-one. Nam 1983, cac tac gia da phat hién dugc B-
sitosterol; 9-hydroxycanthin-6-one-N-oxide trong la cay nay [41].

Tur nam 1990-1993, Morita va cs tim thay cac hop chat eurycomanol,
klaineanone; 11-ketone trong thanh phan héa hoc cua cay bach bénh. Pa phan
lap dugc 2 dong phan méi 1a 2,2’-dimethoxy-4-(3-hydroxy-1-propenyl)-4’-
(1,2,3-trinydroxypropyl) diphenyl ether, va 2 biphenyl méi 2-hydroxy-3,2°,6’-
trimethoxy-4’-(2,3-epoxy-1-hydroxypropyl)-5-(3-hydroxy-1- openyl)-biphenyl
va 2-hydroxy-3,2’-dimethoxy-4’-(2,3-epoxy-1-hydroxypropyl)-5-(3-hydroxy-
1-propenyl)-biphenyl tir than ciia cdy nay. Sau d6, hai hop chat méi cé khung
quassinoid (Cig): 6-dehydroxylongilactone; 7a- hydroxyeurycomalactone va 7
hop chat: 130(21)-epoxyeurycomanone; 15-Acetyl-13a(21)-
epoxyeurycomanone; 12,15-diacetyl-130(21)-epoxyeurycomanone; 12-acetyl-
13,12-dihydroeurcomanone; 15 B-acetyl-14-hydroxyklaineanone; 6a-acetoxy-
14,15B-dihydroxyklaineanone; 6a-acetoxy-14,158- dihydroxyklaineanone ciing
duogc phan lap [96].
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Nam 2001, Jiwajinda va cs da phan lap duoc longilactone; 6-
dehydroxylongilactone; 11-dehydroxyklaineanone; 15pB-
dihydroxyklaineanone; 14,158- dihydroxyklaineanone; 15p-O-acetyl-14-
dihydroxyklaineanone khi nghién ciu thanh phan héa hoc va hoat tinh cua
cay bach bénh [65].

Nam 2004, Kuo va cs di phan 1ap gan 65 hop chat tir ré ca cay béach
bénh, phan tich dic tinh caa ching baing NMR (Nuclear Magnetic Resonance
— Cong huong tir hat nhan) va phuong phap khoi phd. Trong sé do, 1an dau
tién ho xac dinh dugc 4 hop chat quassinoid diterpenoid c6 nguon goc tu
nhién, d6 la: eurycomalide A; eurycomalide B; 13p, 21-
dihydroxyeurycomanol va 5a, 148, 15p-trihydroxyklaineanone [70].

Shafiqul va cs (2006) da phan tich dich chiét cua cay bach bénh bang
phuong phap GC-MS (Gas chromatography-mass spectrometry - sic ky khi
ghép khdi phd) va phan tich sy tuong quan voi 12 hop chat di duoc xac dinh
bang phuong phiap QCM sensor (Quartz crystal microblance sensor - cam
bién vi can tinh thé thach anh). Hop chat chinh bay hoi dugc xac dinh gom:
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. Tur két qua do, su twong quan duoc thiét 1ap gitta khoang
cach mui vi véi cam bién bang tinh thé thach anh dé phan loai dich chiét thuc
vat nham nghién ctru d6 nhay ciia cong nghé. TAc gia da nhan manh kha ning
cta chiéc mili dién tir dé phat hién su thay doi nho trong mui hwong khéng chi
& cay bach bénh ma con c6 thé phat trién thanh phuong phap xac dinh nhanh

mui huong cia cic cay thao moc khac [123].

Niam 2009, Phan Vin Kiém va cs da st dung cac phuong phap siac ky
khac nhau da phan lap duoc 10 hop chét tir 14 cua cay béach bénh, bao gom: 9-

methoxycanthin-6-one;  9-hydroxycanthin-6-one; 11-dehydroklaineanone;
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longilactone;  4(18)-isomer,  2-alcohol-longilactone;  eurycomalactone;
eurycomanone; 13p3,18-dihydroeurycomanone; eurylene; kaempferol 3-O-a-

L-rhamnopyranoside [2].

Mot B-carboline alkaloid méi la 7-methoxy- (9H-B-carbolin-1-il)-(E)-1-
propenoic acid (1) két hop cung véi 9-methoxycanthin-6-one (2) va 9-
hydroxycanthin- 6-mét (3) da duoc tach chiét tir cAc mau cay ré to cua cay
bach bénh. Anh hudng cta cac hop chat nay di véi viéc san xuat nitric oxyde
(NO) cam ung véi lipopolysaccharide (LPS) tao ra trong cac té bao
RAW264.7 d3 duoc nghién ctu. Hop chat sé 1 wc ché manh qua trinh tao NO
trong khi hop chat 2 va 3 lan luot c6 tac dung yéu va khong co tac dung. Két
qua cho thay, hop chat 1 1am giam sy biéu hién cta xyclooxygenase-2 va cam

ring tong hop oxide nitric [105].

Thanh phan héa hoc chinh cua cay bach bénh duoc tong hop lai nhu sau
[116]:

Quassinoid: bao gom cac dang cua eurycomanone (pasakbumin-A),
eurycomanols, pasakbumin-B, hydroxyklaineanones, eurycomalactones,
eurycomadilactones, eurylactones, laurycolactones, longilactones, va

hydroxyglaucarubol dugc phan 1ap tu ré.

Cac chat c¢d ngudn géc tir squalene bao gém teurilene, eurylene; 14-
deacetyleurylene; va longilene peroxide.

Nhém 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 gom 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; va 9-methoxy-3-methylcanthin-5,6-dione.

1.1.3. Pac tinh dwgc ly cia ciay bach bénh

Mic du mot s6 phuong thude dan gian str dung cay béach bénh di duoc
ghi nhin, nhung gia tri khoa hoc va dan chiing y hoc van 1a diéu kién tién

quyét cho muc dich khai thac thuong mai.
1.1.3.1. Hoat tinh chéng sét rét

Sot rét 1a mot trong nhirng cin bénh gay tr vong cao nhat trén thé gioi.
Theo uéc tinh mdi nam trén thé gidi c6 gan 2-3 triéu nguoi chét vi cin bénh
nay, nguyén nhan la do ky sinh tring thuéc nhém Plasmodium, nhung dén
nay nd van chua duoc tiéu diét do su khang thudc cua cac loai Plasmodium
sp. (chi yéu la P. falciparum), day 1a bénh phé bién & ving nhiét doi va can
nhiét doi nhu Péng Nam A va ving Chau Phi ha Sahara. Viéc chixa tri hién
nay ddi vai bénh nay 1a sir dung céc loai thudc nhu: chloroquine, artmisinin
va clindamycin. Vi vay rat can thiét ¢é nghién ctu va phat trién mot loai
thudc chdng sét rét méi hiéu qua hon, ré hon, dé sir dung, an toan hon, khong
bi khéng boi ky sinh trung. Pé gop phan giai quyét van dé nay, mot vai
nghién cru d3 cung cap co sé khoa hoc vé dich chiét cay bach bénh c6 kha

ning chdng dugc bénh sét rét [92].

Thuc vat duoc st dung trong cong dong dé diéu tri bénh sot rét, trong
d6 cay bach bénh dugc st dung phé bién nhu 1a mot phuong thudc hiéu qua.
Cac loai thudc diéu tri bénh sét rét hién nay nhu chloroquine, artmisinin ¢6
ngudn gbc tir thuc vat. Al-Adhroey va cs (2010) da khao sét cac loai thuc vat
duoc str dung truyén théng & ving Peninsular, Malaysia dé chita bénh sot rét.
Ho da phong van 233 ngudi ban xa, cac ho gia dinh ¢ ndng thon va cac thay

lang V& tén cua vai lodi thuc vat dugc s dung dé diéu tri bénh nay. Két qua
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cay bach bénh 14 loai thuc vat dugc dé cap nhiéu nhat. Diéu d6 c6 thé noi
rang, cay bach bénh c6 tiém niang phat trién thanh ngudn nguyén liéu cho loai

thudc méi dé chéng lai cin bénh nguy hiém nay [24].

Mohd Ridzuan va cs (2007) nghién ctu dic tinh chdng bénh sét rét cua
dich chiét r& cay bach bénh di chuin héa dong TA164 két hop véi artemisinin
in vivo cho thay rang su xt Iy két hop nay da khir duoc Plasmodium yoelii 1ay
nhiém trén chudt. Cac tac gia di so sanh hoat tinh khang sét rét caa dich chiét
chuan gdom 3 loai quassinoid chinh la: eurycomanone; 13, 21-
dihydroeurycomanone va 13 (21) epoxyeurycomanone véi dich chiét chuan
két hop vai artemisinin va nhan thay rang su két hop gitra dich chiét va thuée

da lam tang hoat tinh chdng st rét [95].

Nguyen-Pouplin va cs (2007) da thir hoat tinh chéng sét rét cua dich
chiét cay bach bénh duogc sir dung trong cac phuong thubc dan gian o Viét
Nam. C4c tac gia da kham pha ra rang dich chiét cay nay cd hoat tinh khang
sét rét cao [106].

1.1.3.2. Hogt tinh chéng ung thw

Mot vai nghién ciru da cho thay dich chiét cay bach bénh c6 kha ning
rc ché té bao ung thu. Hop chat quassinoid dwoc phan 1ap tir cay béach bénh
da cho thay kha ning gy doc d6i véi té bao ung thu biéu md co ngudn goc tir
té bao ung thu biéu md vom hong (thuong hau) cua ngudi va cam tng qué
trinh apoptosis cia té bao ung thu va [96]. Kardono va cs (1991) di phan 1ap
va phén tich dac tinh cta 5 thanh phan gay doc té bao tir ré cuia cay bach bénh
& Indonesia. Trong d6, 4 hop chat alkaloid cho thay kha ning gy doc té bao
chéng lai dong té bao kiéu té bao ung thu ngudi, d6 13 nhém canthin-6-one
alkaloid gém: 9-methoxycanthin-6-one, 9-methoxycanthin-6-one-N-oxide, 9-
hydroxycanthin-6-one, va 9-hydroxycanthin-6-one-N-oxide va 1 chat thuoc

nhém quassinoid la eurycomanone. Hai hop chat eurycomanone va 7-
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methoxy-P-carboline-1-propionic acid thé hién hoat tinh chéng sét rét manh

khang lai chung P. falciparum [66].

Kuo va cs (2004) da phan 1ap va xac dinh 65 hop chat tir ré cay béach
bénh va sang loc kha ning giy doc té bao bang cac thi nghiém in vitro. Trong
s6 cac hop chat duoc danh gia thi c6 8 hop chit ching to kha ning gay doc
manh doi véi dong té bao gdy ung thu phdi & nguoi (A-549) va 7 hop chat
khac c6 tac dung manh lén dong té bao gay ung thu va ¢ nguodi (MCF-7). C6
2 hop chat thé hién kha niang diét chang P. falciparum khang thudc. Tuy
nhién khéng c6 hop chat nao c6 hoat tinh chéng HIV dang chu y [70].

1.1.3.3. Hogt tinh chéng bénh tiéu dwong

Trong dan gian, moi ngudi thuong sir dung 14 va ré cua cay bach bénh
dé kiém soat luong duong trong mau caia minh, tuy nhién, cac thong tin khoa

hoc d3 cong bd vé kha ning nay dugc thir nghiém trén nguoi la rat hiém.

Husen va cs (2004) di béo cao kha ning kiém soat duong huyét cua
cay béach bénh trén chudt. Cac tac gia di sang loc dich chiét cua cay bach
bénh (50, 100 va 150 mg/kg BW (body weight - trong luong co thé)) trén
chudt ¢ kha ning ting dudong huyét binh thuong va dugc cam ung boi
streptozotocin. Tur cac két qua thu duoc cho thiy céc thi nghiém déu cho két
qua duong tinh va dat két qua cao nhat ¢ nong d6 150 mg/kg BW. Tuy nhién,
két qua ciing chi ra rang chuot ting duong huyét binh thudng thi su ha duong
huyét 1a khong dang ké [58].

1.1.3.4. Hoat tinh kich thich sinh duc

Dich chiét r& cay bach bénh duoc ghi nhan rong rai vé tinh ning dic
biét ctia n6 1a tang cuong nam tinh va nang luc gidi tinh. Ang va Sim (1998)
da danh gia sy anh huong cua dich chiét ré cay bach bénh Ién kha nang sinh

duc cua chudt duc khi dugc xu 1y véi cac lidu lugng 200, 400 va 800 mg/kg
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BW, 2 lan/ngay, trong 10 ngay. Két qua cho thay su ting kha ning sinh duc
ctia chudt duc ty 16 thuan véi lidu luong sir dung, mac du khéng cé hién tugng

gi xay ra trong 20 phat dau xi ly [26].

Testosterone rat quan trong cho kha ning sinh san cua gi¢i duc, can
cho chirc ning sinh tinh trang binh thuong. Sy biéu hién vuot mac cua
estrogen c6 thé dan dén e ché su tac dong cua testosterone va chirc ning cua
tinh hoan. Wahab va cs (2010) da nghién ctru sy anh hudng cua dich chiét cay
bach bénh 1én mé tinh hoan va dém tinh tring cua chudt duc da dugc xir ly
Vi estrogen. Ho di kham phé ra rang dich chiét da ting cuong chirc ning cta
tinh hoan va c ché sy anh hudng cua estrogen vi sé luong tinh tring cua

chugt thi nghi¢m tang 1én [139].

Tambi va Imran (2010) d3 thir nghiém sy anh hudng caa dich chiét cay
bach bénh Ién nhiing nguoi dan 6ng vo sinh tu phét, nhitng ngudi ndy ¢ ndng
d6 tinh tring thap kém vai (hodc khdng) ty 1é thap tinh tring ¢ hinh théi va
kha nang di dong binh thuong ma khdng ré nguyén nhan. Trong thi nghiém
nay, mot sé nam gigi da dugc cho ding 200 mg dich chiét mdi ngay va sau d6
phan tich tinh dich caa ho. Két qua cho thiy co ting nong d tinh tring, hinh
thai va kha ning di dong cua né tét hon [131].

Tat ca nhitng nghién ciru ¢ trén da cho rang cay bach bénh c6 kha ning
diéu tri cc van dé sinh duc cua gi6i duc, nhung Abdulghani va cs (2012) cho
thay cay bach bénh con c6 kha ning cai thién anh huong trong diéu tri sy rdi
loan gidi tinh ¢ con cai. Tac gia da nghién ctru cai thién anh huong cua dich
chiét cay bach bénh Ién sy rdi loan sinh san & chuét cai, cu thé 1a sy chin cua
trang va chu ky dong duc khong déu. Nhitng con chuét thi nghiém duoc xu ly
v&i hormone dé cam &ng su réi loan sinh san. Sau khi xir Iy véi dich chiét, sy
anh hudng dao nguoc da thé hién, chi cd mot ty 1é rat thip chudt cai bi tac

dong réi loan cua hormone [15].
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1.1.3.5. Hoat tinh khang khudn

Farouk va cs (2007) da st dung nhiéu loai dich chiét (bang methanol,
ethanol, acetone va nudc) tir cdc bo phan khac nhau cua cay bach bénh: 13,
than va ré dé danh gia kha nang khang khuan chdng lai vi khuan Gram (-/+).
Tir nghién ctru caa ho cho thay, dich chiét tir 14 va than c6 kha nang khang ca
vi khuan Gram (+) (Staphylococcus aureus, Micrococcus leteus,
Enterococcus feacalis, Bacillus subtilis) va Gram (-) (Proteus vulgaris va
Serratia marcescens), ngoai trir 2 chung vi khuan Gram (-) la Escherichia coli
va Salmonella typhi. Tuy nhién, dich chiét tir ré khdng c6 c6 bat ky hoat tinh
khang khuan nao [45].

1.1.3.6. Hogt tinh chéng lodng xwong

Té4c dung chéng loing xwong cua cdy bach bénh trén mé hinh chuot
thién (do tinh hoan bj cat nén viéc san xuat ra androgen bi thiéu hut, dan dén
lodng xuong). Két qua cho thay cao ré bach bénh cho tac dung androgenic rd
rét (chéng lodng xuong va c6 kha ning thay thé cho testosterone). Do vay,
bach bénh c6 thé dung nhu mot liéu phap thay thé trién vong & nguoi lodng
xuong do thiéu hut hay suy giam androgen [94].
1.1.3.7. Hoat tinh khang viém

Nguyén Hai Piang va cs (2016) nhan thiay 7- methoxy- (9H- B-
carbolin- 1- il)-(E)- 1- propenoic acid (7- MCPA), mot [- carboline
alkaloid duoc tach chiét tir cdy bach bénh cé tac dung khang viém. 7- MCPA
phét huy tac dung chdng viém bang cach diéu chinh cac con duong Nrf2 va
NF - kB va co thé 13 mot chat hoat hda Nrf2 tiém niang dé phong ngira ciing

nhu diéu tri cac bénh viém nhiém [51].

Theo Ruan va cs (2019), bén hop chat phenol méi dugc cong bd la

eurylophenolosides A (1) va B (2), eurylolignanosides A (3) va B (4), cung vai
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12 hop chit khac (dd cong bd trude do) dugce phan 1ap tir ré cua cay bach bénh.
CAu tric cua cac hop chit nay da duoc xac dinh bang céc ky thuat quang phd
va phan tng hda hoc khac nhau. Trong sé cac chat tach chiét da biét tén,
syringaldehyde (12), 3-chloro-4-hydroxybenzoic acid (13), 3-chloro-4-
hydroxyl benzoic-4-O-B-d-glucopyranoside acid (14), va isotachioside (15) lan
dau tién duoc tach chiét tir chi Eurycoma. Hon nira, day 1a dir lisu NMR dau
tién ctia hop chat sé 14 dugc cong bd. Trong khi d6, cac hoat dong tc ché NO
cua tat ca cac hop chat dugc kiém tra trong cac té bao RAW264.7 kich thich
bang lipopolysaccharide (LPS) & 40 pM. Két qua cho thay, piscidinol A (6),
24-epi-piscidinol A (7), bourjotinolone A (10) va scopoletin (16) dugc quan sat
thay la c6 vai trd quan trong trong viéc ngin chan mac do cia NO ma khéng
gy doc té bao. Hon nita, phuong phap Western blot di duoc sir dung dé diéu
tra co ché cua cac hop chat 6, 7, 10 va 16 bang cach phan tich mac d6 cua cac
protein lién quan dén phan ung viém, chang han nhu cam Gng nitric oxide
synthase (iNOS), interleukin-6 (IL-6), va yéu t6 nhan kappa-chit ting cudng
chudi anh sang cua té bao B hoat hoa (NF-kB) trong té bao RAW264.7 duogc
cam tng boi LPS. Két qua chi ra rang, cac hop chat 6, 7, 10 va 16 duoc phat
hién 1a c6 kha ning tic ché dang ké su biéu hién protein IL-6, NF-xB va iNOS
trong con duong tiét NF-kB dwoc cam tng bai LPS. Hon nita, nguoi ta thay
rang tac dung ¢ ché biéu hién protein cua 6, 7 va 16 phu thudc vao liéu luong.
Co ché nay c6 thé lién quan dén viéc e ché viéc biéu hién iINOS thdng qua

vi¢c ngan chan con duong NF-xB cam ng boi 1L-6 [120].

Trong nghién cua Liu va cs (2019), mot thu vién hop chat da dugc sang
loc cac hoat tinh chéng viém théng qua viéc Gc ché san xuat qua mic NO
trung gian gay viém trong té bao dai thuc bao RAW 264.7 dugc cam ang bai
LPS, Thu vién bao gém 75 alkaloids loai B-carboline hoac canthinone tu

nhién tir cdy Simaroubaceae va cac chat tuong tu duoc tong hop hoa hoc cua
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chlng. Sau hop chat, cu thé 13, benzalharman (23), kumujian (27), 1-ethyl-
1,2,3,4-tetrahydro-B-carboline-3-carboxylic acid (37), 1l-acetophenone-1,2,3,
4-tetrahydro-B-carboline-3-carboxylic acid (42), cathin-6-one (46), va 9-
methoxy-cathin-6-one (57), thé hién kha niang uc ché dang ké ddi véi viéc san
xuit qua mic NO. Nghién ctru sau hon cho thiy, tit ca 6 hop chat da diéu
chinh 1am giam su biéu hién cao cua protein tong hop oxit nitric cam tng
(iNOS). Trong s6 @6, hai alkaloid loai canthinone (46 va 57) diéu chinh manh
su biéu hién protein cyclooxygenase-2 (COX-2) theo cach phu thudc vao liéu
luong va ciing Gc ché sy san xuat qua mac cua chat trung gian gay viém
prostaglandin E2 (PGE2). Tuy nhién, cac ankaloid loai B-carboline (23, 27,
37, va 42) khong cho thay sy wc ché rd rang nao déi voi viéc san xuat qua
muc PGE2 va su biéu hién cua protein COX-2. Két qua cho thay alkaloids
loai B-carboline va alkaloids loai canthinone cé thé c6 tac dung chong viém

thong qua cac co ché doc lap [76].

1.1.4. Mt s6 cong trinh nudi cdy in vitro cay bach bénh

Trén thé gioi, rat nhiéu cong trinh nghién ciu vé cac phuong phap chiét
XUat, xac dinh thanh phan hda hoc va thtr nghiém hoat tinh sinh hoc cua cay
bach bénh. Tuy nhién, viéc ung dung chit kich khang dé san xuat cac hop

chat thtr cap tir loai cay nay van con han ché.

Siregar va cs (2004) nghién citu sy anh hudong cua ngudn té bao va pH
mdi trudng nudi cay Ién su san xuat canthin-6-one alkaloid tir nudi cay té bao
cac dong cay bach bénh khac nhau. Két qua cho thay, 14 dong Eu-9 khong
nhitng tao callus tot nhat ma con tich lity sinh khdi cao trong nudi ciy huyén
phu nhung tich liiy 9-methoxycanthin-6-one va 9-hydroxycanthin-6-one véi
san lugng thap. Nguoc lai, 14 dong Eu-8 cam tng tao callus va sinh khoi thap
nhung san xuat 9-methoxycanthin-6-one va 9-hydroxycanthin-6-one cao nhat.

pH 5,75 13 tdi uu cho nudi cay té bao ciy niy nhung ham luong cao cua
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alkaloid dugc cam tng & pH 4,75 va 5,25 trudc khi khu trung [127].

Chan va cs (2010) d& bd sung cac nong dod khac nhau cua chitosan,
NaH,PO4, Na,COs va polyvinylpyrrolidone vao méi trudsng MSBs nham kich
khéng su tich lity alkaloid cua té bao huyén phu cay bach bénh. Thi nghiém
nay cho thay khi b6 sung 100 mg/L chitosan vao méi trudng nudi cy da cam
img ting sinh khéi té bao va nong d6 150 mg/L cam ung san xuat 9-
hydroxycanthin-6-one cao nhat (0,44% dw (dry weight-khéi luong kho))
nhung khong san xuat 9-methoxycanthin-6-one. Trong khi do, té bao tich liiy
sinh khéi va ham luong alkaloid cao nhat & nong do NaH,PO; lan luot 2
mg/L va 20 mg/L. Tuy nhién, cac néng do khac nhau ctia Na,COs va PVP
(polyvinylpyrrolidone) di tc ché su sinh truong cua té bao, dong thoi khong

1am thay d6i ham lugng cua alkaloid [38].

Riksa va cs (2014) chiéu tia UV (ultraviolet - tia cuc tim) 1&n callus cua
cay béach bénh vai thoi gian 18 gio/ngay trong 28 ngay dé nghién ctru su sinh
truong va su tich liy alkaloid va terpenoid. Két qua thé hién riang, cau trdc
cua callus kho va ran hon nhung sy sinh truang khong c6 su sai khac nhiéu so
vGi dbi chimg. i vai callus nudi cdy trén moi truong MS (Murashige and
Skoog) bo sung NAA (Naphthaleneacetic acid), khi duoc kich khang bang tia
UV d4 tang tich lity canthin-6-one Ién 3,5 lan va pyrrolidine 1én 1,5 1an so véi
dbi chimg, nguoc lai, canthin alkaloid nay khdng phat hién thiy o callus nudi
cdy trén mdi truong MS bo sung 2,4D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid).
Ngoai ra squalene va 5-(hydroxymethyl)-2-furancarboxaldehyde ciling duoc

san xuat ¢ té bao dugc kich khang [118].

O Viét Nam, céc nghién ctru nudi cdy cay bach bénh tap trung chua yéu

vao nudi cay ré to dé san xuat hop chat tha cap.

Nguyén Thu Trang va cs (2012) di nghién citu tao ré to ctia cay bach

bénh véi muc dich tao ngudn nguyén liéu on dinh, dap tng nhu cau lam
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thudc. Nam 2017, nhém tac gia tiép tuc khao sat hoat tinh sinh hoc cua cao
chiét methanol tir ré to va ré tu nhién cdy Ba bénh. Két qua cho thiy cao chiét
methanol tir ré to va ré ty nhién Gc ché san xuat cytokine gay viém IL-6 kich
thich bai LPS & dong té bao THP-1 véi IC50 twong tng la 3,6 va 6,6
(ng/mL). Cao chiét methanol tir r& to va ré tu nhién cd hoat tinh giy doc té
bao ung thu & muc trung binh trén cac dong té bao HepG2, LU-1, MCF-7 Voi
IC50 tuong ang Ia 77,4, 61,1, 88,2 (ug/mL) va 63,8, 46,2, 54,8 (ug/mL). Tuy
nhién, ca hai loai cao chiét nghién ciru déu khéng cé kha niang Gc ché qua
trinh peroxy hoa lipid (IC50 > 100) [10].

1.2. HQP CHAT THU CAP THUC VAT

1.2.1. Vai tro ciia cac hop chat thir cap & thuc vat

O thyc vat, ¢ nhiéu loai hop chat hitu co hoic cac chat chuyén héa duogc
tao ra trong qué trinh trao doi chat. Nhitng chat chuyén hoa nay duoc xép
thanh nhdm cac chat trao ddi so cap va thir cap. Cac chét trao d6i so cip nhu
chlorophyll, amino acid, nucleotide, cac carbohydrate don gian hoac lipid cua
mang, chlng c6 vai trd quan trong trong qua trinh quang hop, hé hap, van
chuyén cac chit hoa tan, qua trinh dong hoa va di hdéa cac chat dinh dudng.
Cac hop chat tht cip chi phan bd c6 gigi han trong thé gidi thuc vat, ching
duoc tim thay trong mét sé loai thuc vat hoac trong nhém loai cé lién quan,

trong khi d6 hop chit so cip dugc tim thay trong hau hét céac loai [130].

Thuc vat bac cao 1a ngudn cung cap hop chat c6 tac dung sinh hoc cao
dugc dung trong céng nghiép duoc. Mot s6 hop chat thir cap dugc dung lam
thubc nhu: Morphin, codein, cocain, quinin, cac alkaloid diura can, alkaloid
duong dia hoang, phytostigminin, pilocarpin, reserpin va cac steroid nhu:
diosgenin, digoxin, va digitoxin... [8]. Trong vai thap ky qua, nhiing bang

chung tir thuc nghiém va trong thuc té cho thay cac hop chat thir cap & thuc
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vat co cac chiric nang co ban sau:

- Bao vé co thé chdng lai cac loai dong vat an thuc vat (con tring va
dong vat co xuong séng).

- Khang nam, vi khuan va virus.

- Bao vé co thé chdng lai su canh tranh cua cac thuc vat khac vé &nh
sang, nudc va chat dinh dudng.

- Thu hit cac loai dong vat trong qué trinh thu phan va phat tan hat.

- Tao ra cac tin hiéu trong giao tiép giira thuc vat vai cac loai vi sinh
vat cong sinh.

- B0 V& co thé chdng lai tia tir ngoai va cac tac nhan vat Iy bt loi khac [142].

- Chlng hinh thanh nén céc hop chat hap thu tia UV, do d6 ngin chin
duoc sy gay nguy hiém cta anh sang dén 14 cay [34].

Cac hop chat thir cap cua thuc vat thuong duoc tong hop tir cac san
pham cua quang hop nhu: alkaloid dugc tong hop tir cac amino acid; cac hop
chat nhu steroid, terpenoid va cardiac glycoside duoc tong hop tir acetic acid;
cac chat khang sinh va vitamin dugc tong hop tir cac carbohydrate. C4c san
pham thir cip duoc dy trir chu yéu trong cac ciu trac dic biét hoic cac co
quan du trir nhu r&, cac té bao dy trir, khéng bao, hé théng mang... Cac hop
chat héa hoc nay dugc dung trong duoc pham, héa chat néng nghiép, thubc
nhudm, gia vi, chat tao mui, thudc trir siu... ching chiém ty trong Ién trong

san xuat céng nghiép [49].

1.2.2. San xuat hop chat thir cap bing nudi ciy té bao

MJi té bao thuc vat trong nudi cay in vitro chita dung céc thong tin di
truyén hoan chinh va vi thé n6 c6 kha ning san xuat cac hop chat hda hoc
gidng nhu cay bd me [115]. Nhitng thanh tuu dat dugc trong linh vuc cong

nghé sinh hoc, dic biét 13 phuong phap nudi cdy té bao thuc vat, da cung cap
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mot phuong thac moi cho qua trinh thuong mai hda cac chat hoéa hoc co
ngudn gdc tir thuc vat [98]. Phuong phap nay s& mé rong va ting kha ning
thu hdi cac hda chat c6 gia tri, mot su thay thé tir quy mé ndng nghiép truyén

thng 1&n quy md cdng nghiép trong san xuét cac hop cht thir cap.

Ki thuat nudi cay té bao thuc vat dugc phat trién véi muc tiéu cai thién
hiéu suat cac san pham c6 hoat tinh sinh hoc. Uu diém cua ki thuat nay 1a c6
thé cung cap san pham mot cach lién tuc va dang tin cay dua trén co so:

- Tong hop céc hop chat tht cap c6 gia tri dudi su diéu khién cac yéu td
moi trudng nudi cdy, doc 1ap vai khi hau va diéu kién canh téc.

- Phu dinh anh hudng sinh hoc (vi sinh vat va con triung) dén cac san
pham la hop chat thi cap trong tu nhién.

- C6 thé chon loc cac gidng cay trong cho nhiéu loai hop chat tha cap
khac nhau.

- C6 thé ty dong hoa diéu khién su sinh truong cia té bao va diéu hoa

qué trinh chuyén hoa, do d6 chi phi giam va luong san pham sé& ting 1én [4].

Nhiéu nghién cau cho thdy, mot s6 hop chat thi cap ¢ té bao thuc vat
nudi cdy duoc tich lity cao hon so voi cdy bé me, chang han nhu sy tich liy
anthocyanin trong nudi cdy té bao cay Vitis sp., Euphorbia milli va Perilla
frutescens lan luot cao gap 1,6; 13,3 va 16 lan; anthraquinone trong té bao
nubi cdy cay Morinda citrifolia cao gap 8 lan; berberin trong té bao nudi cay
cay Coptis japonica va Thalictrum minor lan luot cao gap 3,3 va 1000 lan;
rosmarinic acid trong té bao nudi cdy cdy Coleus blumei cao gap 9,3 lan;
shikonin trong té bao nudi cy cay Lithospermum erythrorhizon cao gap 9,3
lan so véi cac cay ngoai tu nhién. Piéu ndy cho thiy wu diém cua viéc san
XUAt cac hop chét trao doi thtr cip dic trung cua thuc vat thong qua phuong

thizc nudi cay té bao [125].
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1.2.3. Chién lwgec trong san xuit cac san pham thir cAp biang nudi cdy té bao

Trong nudi ciy té bao, viéc chon lya can than céc té bao c6 kha ning
phét trién va diéu kién nudi cdy toi wu s& gilp ting kha nang tich lay mot vai
san pham ¢ mirc cao hon. DBé thu dugc hiéu suat cao cho khai thac thuong
mai, nguoi ta dd st dung nhiéu phuong phap khac nhau trong nd luc tap
trung vao viéc kich thich hoat dong sinh tong hop cua cac té bao nudi ciy.
Té bao nudi cay tich iy mét lwong 16n hop chat thi cap chi khi & nhiing
diéu kién dic biét nhu (1) chon lwa thanh phan méi truong va diéu kién
nudi cay thich hop, (2) chon lya cac dong té bao nang suat cao, (3) bd sung

tién chat nudi cay va (4) cac chat kich khang bao vé thuc vat [98].

Téi wu héa diéu kign nudi cdy: Thong sé ciia cac nhan td hda hoc va vat
1y nhu thanh phan méi trudng, chat kich thich sinh trudng, pH, nhiét d6 nudi
cay, su thong khi, su lic hoic khuay, va anh sang anh huéng dén ham luong
cac hop chat tha cap da duoc nghién ctu nhiéu. Mét vai san pham tich lity
trong t& bao & muc cao hon so véi & trong cdy trdng tu nhién khi duwoc nudi
cay & diéu kién toi wu [5].

Chon loc cac dong té bao cho néng sudt cao: Cai thién tich lity cac hop
chat thir cip thuong bat dau tir viéc chon cac dong cay bd me ¢6 chira ham luong
cao cé4c chat can thu hdi dé hinh thanh callus nhim thu duogc cac dong té bao co
ning suat cao. Phuong thirc gy dot bién ciing da duoc khao sat dé thu cac dong
té bao san xuat vigt mac san phim nhu phuong thic chon dong té bao c6 niang
suat cao. Theo d6, mét quan thé 16n cua té bao dugc dit xir ly cac tac nhan wc
ché, gay doc hoic cac yéu t6 stress méi trudng va chi nhirng dong té bao cd kha

niang chdng chiu trong quéa trinh chon loc méi duy tri sinh truong [115].

cung cdp tién chdt: B6 sung cac tién chat caa qua trinh sinh tong hop
noi bao vao moi truong nudi ciy ciing co thé ting lugng san pham mong

muén, do mot s hop chat trung gian nhanh chong bat dau sinh téng hop céc
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hop chiat thir cap vi thé 1am ting lugng san pham cudi cung. Phuong phép nay

hitu ich khi dung cac tién chat c6 gia thanh ré [90].

Sw kich khang bdo vé thuc vdt: Chat kich khang bao vé thuc vat b4o hiéu
viéc hinh thanh cac hop chat thi cap. Sir dung cac chat kich khang két hop voi
loai bo cac san pham cudi va su tich lily trong pha tach chiét, &3 dwoc chung

minh 1a mot huéng rat thanh cong dé gia ting hiéu suat chuyén hoa [125].

Cong nghé chuyén hoéa trong sd@n xudt cac chdt trao doi 6 té bao thuc
vat: Ung dung cong nghé chuyén hda & té bao thuong la két qua cta ky thuat
DNA (deoxyribonucleic acid) tai t6 hop. Ngoai ra, con co thé thiét ké hé
théng c4c phan tng hoa sinh dé dat duwoc mot muc tiéu nao dé. Vi dy, ting tbc
d6 san xuat cac san pham mong muédn, giam cac san pham khéng mong

muén, hoic phan huay céac chat doc [125].

1.3. CHAT KICH KHANG THUC VAT

1.3.1. Pinh nghia chat kich khang va sw kich khang

Chat kich khéng c6 thé dugc dinh nghia 1a mot chat hoac mot hdn hop
cac chat ma khi dua mot ndng do thap vao hé théng té bao séng sé khai dau
hoic cai thién su sinh tong hop cac hop chat dic trung.

Su kich khang 1a qué trinh cam ng hoic tang cudong sinh téng hop céc

chat trao d6i do su thém vao mot luong nho chat kich khang [112].

1.3.2. Phan loai chat kich khang

Chat kich khang c6 thé dugc phan loai dya vao tinh ty nhién cua ching,
gom chét kich khang sinh hoc va phi sinh hoc hoic dya vao ngudn gbc cua
chdng, gém chat kich khang ngoai sinh va noi sinh.

Chat kich khang phi sinh hoc 1a chat kich khang khong c6 nguon gdc tir

sinh hoc, phan 16n 1a cac mudi vo co va cac yéu té sinh Iy hoat dong nhu chat
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kich khang, nguoc lai chat kich khang sinh hoc la chat kich khang c6 ngudn
g6c sinh hoc, ching bao gdm céc polysaccharide c6 ngudn goc tir thanh té
bao thuc vat (pectin hodc cellulose) va vi sinh vat (chitin hoac glucan), cac
glycoprotein, G-protein hoic protein noi bao, chic ning cua ching 1a két hop
vGi cac thu thé va hoat dong bang cach kich hoat hoic bat hoat mot sd

enzyme hoac kénh ion [138].

Chat kich khang ngoai sinh la chat kich khang c6 nguén gbc bén ngoai té
bao gibng nhu polysaccharide, polyamine va acid béo, nguoc lai chat kich
khang noi sinh 1a chat kich khang c6 ngudn goc bén trong té bao nhu

galacturonide hoac hepta-p-glucoside... [102].

Mgt sé chat kich khang phé bién trong nubi cdy té bao thuc vt

Jasmonic acid (JA) va cac dan xuat caa nd dugc goi chung l1a Jasmonate
(JAS). JAS la cac hop chat cyclopentanone hoiac cac hormone thyuc vat c6
ngudn gdc tir a-linolenic acid. N6 bao gdm mét nhém acid béo oxy hda, JA l1a
tién chat chinh caa nhiéu hop chat khac nhau trong nhém nay nhu MeJA, 13
chat duoc phan lap dau tién tir tinh dau caa Jasminum grandiflorum, va acid
tu do nay dugc phan lap sau dé tir dich nui cay cua loai nAm Lasiodiplodia
theobromae. JAS dugc tong hop tir acid béo gom 3 bude: budc dau tién say ra
trong mang luc lap, a-linolenic acid va hexadecatrienoid acid duoc giai phong
tr mang phospholipid. Lipoxygenase (LOX), allene oxide synthetase (AQS)
va allene oxide cyclase (AOC) la cac enzyme chinh sinh tong hop JA trong
luc lap, cac enzyme nay tao ra cis-(+)-12-oxophytodienoic acid (OPDA) va
dinor-OPDA (dn-OPDA). Budc tht hai cua qué trinh tong hop JAS dién ra
trong peroxisome boi qua trinh oxy hoa p dé tao thanh JA. Trong budc thir 3
ciia qua trinh nay, JA dugc chuyén vao té bao chat dé tiép tuc bién ddi tao
thanh MeJA va JA-isoleucine (JA-lle) [57].

JA cling véi cé4c tién chat va dan xuat cta no tham gia vao nhiéu qua
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trinh sinh ly cua thuc vat, dac biét la trung gian trong su dap (ng cua thuc vat
VGi céc stress sinh hoc va phi sinh hoc. Cac chat nay duogc st dung rong rai
trong cac nghién cau su kich khéang bang céc hé théng nudi cay in vitro. Qué
trinh kich khang dan dén su két hop gitra JAS véi cac thu thé cua ching trén
mang sinh chit, day 1a mic xich dau tién trong chudi cac phan tng tu vé cua
té bao, bao gdm sy san xuit cac ROS va cac goc tu do nitrogen hoa (reactive
nitrogen species - RNS) va cam tng cac enzyme bao vé chong lai stress oxy
hoa. Qua trinh kich khang con dan dén su tong hop va tich lily cac phan tir tin
hiéu nhu JA, SA, nitric oxide (NO), ethylene (ET) trong té bao, tiép theo Ia
diéu hoa su biéu hién cua cac gene trong san xuit cac hop chat tha cap. Vi
vay, phan 16n cac hoa chat nhu JA, MeJA, SA (salicylic acid), ET duoc st
dung dé nghién ciu kich khang in vitro. Trong d6, MeJA 1a chat kich khang
duoc str dung phd bién nhat (chiém khoang 60% cac cong trinh di cong bd)
da cho thay su anh huong rd rét dén sy tich lity cac HCTC trong nudi cy co
quan va té bao thuc vat, theo sau la SA (15%) va JA (10%). Huyén phi té
bao, ré bat dinh va ré to dugc sir dung phéd bién trong cac hé théng nudi ciy

c6 sir dung chat kich khang, cum chdi va phéi it duoc sir dung hon [57].

0\ Jasmonic acid JA-Isoleucine
)\/EA (JA) (JA-lle)
=y » .

| Methyl jasmonate
0 OCH, (MJ)

Hinh 1.2. JA va cé4c dan xuat ciia n6 (Ho T.T. va cs, 2020) [57]

Salicylic acid 1a mot chat kich khang noi sinh hay chét kich khang sinh

hoc ¢6 ngudn gbc 1a cac hormone ndi sinh, duoc biét nhiéu nhat véi vai tro 1a
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mot chit cam wng truyén tin hiéu dén trong hé théng khang tap nhiém & thuc
vat. SA nhanh chong duoc tich liy & vi tri bi xam nhidm trong sudt qué trinh
tan cdng cua tac nhan gay bénh va né lan sang nhitng phan khac cua cay dé
cam tng dap ung phong vé trén dién rong. SA kich hoat cac gen lién quan dén
phan tng phong vé va c¢d anh husng Ion dén kha ning tich lity cac hop chét thir
cap o thuc vat, dac biét & cac cay duoc lidu va cac loai nhan sam quy. SA I tin
hiéu gay dap (g mién dich & tat ca lodi thuc vat, nhung tac dong cua né & mdi
loai cay rat khac nhau, trén ting bo phan ciing khong gidng nhau [11], [132].
Dich chiét nim men (yeast extract-YE) ciing 1a mot chat kich khang
ngoai sinh c6 nguon goéc 1a sinh khdi té bao nam men Saccharomyces
cerevisiae, trong d6 YE chtra hang loat thanh phan c6 thé kich thich phan tng
phong vé thuc vat va dan dén su gia tang cac hop chat thi cdp nhu chitin, N-
acetylglucosamine oligomers, B-glucan, glycopeptides va ergosterol.... Vai
trd ctia YE tuy chua dwoc ung dung réng réi trong nudi ciy loai cay bach
bénh nhung d3 cé rat nhiéu nghién cau cho thay hiéu qua ting cuong san Xuat

cac hop chat tha cap trong nudi cay thuc vat [11], [132].

1.3.3. Cac yéu to anh hwéng dén qua trinh kich khang

Sy ting cudng san xuat cac hop chit trao doi tha cap tir nudi ciy té bao
thuc vat théng qua su kich khang da mo ra mot linh vuc nghién ciu mai,
mang lai loi ich kinh té quan trong cho nganh dugc. Mot vai théng sé nhu
tinh chon loc va néng do cua chat kich khang, thoi gian kich khang, thoi ky
kich khang, dong té bao, su diéu hoa sinh truéng, thanh phan dinh dudng,
chat lugng cua nguyén liéu thanh té bao... anh huong dang ké dén su ting

cudng san pham tich liy.
1.3.3.1. Néng dé chat kich khang

Nong d6 chat kich khang dong vai trd rat quan trong trong qué trinh kich
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khang. Namdeo va cs (2002) di cho thiy sy tich liy cao ctia ajmalicine trong
nudi cdy cay Catharanthus roseus khi xtr ly kich khéng véi cac ndng do khéac
nhau cua dich chiét tir Trichoderma viride, Aspergillus niger va Fusarium
moniliforme. Sy tich lily ajmalicine khi dugc kich khang bai 5,0% dich chiét
cao hon khi duoc kich khang ¢ néng do 0,5% dich chiét. Tuy nhién, khi ting
nong do kich khang lén 10% thi anh huong bét loi dén sy tich liy ajmalicine
[101]. Péi khi liéu luong cao cua chat kich khang duoc dung dé cam @ng su
dap ttng man cam cua té bao, 1am cho té bao chét, nhung néng do téi wu cua
chat kich khang van duoc khuyén dung trong qué trinh cam tng [119].
1.3.3.2. Thei gian tiép xuc véi chat kich khang

Té bao C. roseus duoc kich khang vai dich chiét cua T. viride, A. niger va
F. moniliforme trong thoi gian 24, 48, 72 va 96 gio. Ajmalicine tang 1én gap 3
lan khi té bao duoc xu ly véi dich chiét T. viride va khoang 2 lan khi té bao
duoc xir Iy véi dich chiét A. niger va F. moniliforme trong thoi gian 48 gio. Khi
thoi gian kich khang tang 1én thi lam giam ham Iugng ajmalicine [101].
1.3.3.3. Thoi ky nudi cady

Thai gian cay chuyén 1a théng sb quan trong trong san xuat cac hop chit
c6 hoat tinh sinh hoc c6 st dung chat kich khang. Té bao C. roseus 20 ngay
tudi cho san luong ajmalicine cao hon trong qué trinh kich khang, dat 166
Kg/g kho khi xt Iy voi T. viride [101].
1.3.3.4. Thanh phdn dinh dwéng

Thanh phan méi truong cling déng mot vai tro quan trong cho qua trinh
kich khang. Theo Namdeo va cs (2002), sy tich lily ajmalicine trong moi
truomg Zenk nhiéu hon so v&i méi truong MS [101].
Ngoai ra, anh hudng cua su kich khang cting con phu thudc vao dac

tinh cta chat kich khang, dong té bao hodc cac dong vi sinh vat sir dung kich
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khang, sy c6 mit cua cac chit diéu hoa sinh trudng, thanh phén dinh dudng

cua moi truong va cac dicu kién nudi cay [101].

1.3.4. Qua trinh kich khang va sin xuit cac hop chit thir cip & thuwc vat

Thuc vat séng duge xem nhu mot nhd may héa sinh khdng chi san xuit
cac hop chat trao doi so cap nhu dudng, amino acid va acid béo ma con san
Xuat cac hop chat trao d6i thir cap co6 ¥ nghia 16n trong nganh duoc nhu
alkaloid, glycoside, flavonoid, dau thom, tanin, resin... Hop chat tha cip co
thé 1a chat dién hinh cho su thich nghi véi stress méi truong hoic ching co
thé dap tng nhu hé théng phong thi, bao vé hoac 1a chat tan cdng chong lai vi
sinh vat, con trung va dong vat an cé. Chung thinh thoang cling dugc cho la

chat thai hay san pham tiét trong qua trinh trao d6i chat o thuc vat [102].

Mic du c6 su tién bo trong viéc tong hop cac chat hiru co hoic ban tong
hop da dang cac hop chit twong tu & thuc vat nhung cic hop chét thir cip
duoc chiét xuat tir thuc vat van c6 tam quan trong dang ké vé mit thuong mai
[102]. Hién nay, cac nha khoa hoc rat chl y phat trién cac phuong thic thay
thé cay hoan chinh dé san xuat cac hop chat trao dbi thir cap & thuc vat. Trong
tdm ctia phuong thirc ndy 1a st dung nudi cdy mo va té bao két hop véi chat
kich khang va k¥ thuat sinh hoc phan tir dé ting cudng con dudng trao doi

chat cha dao ddi véi cac hop chat dic trung.

Khi thuc vat bi nhiém bai céc vi sinh vat gay bénh, su dap g duoc kich
hoat nhanh véi cac phan ang phong thu dugc diéu hoa ca vé khéng gian va
thoi gian. Cac dap tng nay bao géom oxy hoa lién két chéo cua céc protein
thanh té bao, san xuat phytoalexin, cac enzyme thiy phan, phenol héa cac
protein thanh té bao va cudi cung té bao thuc vat chét do man cam. Vi sinh
vat xam nhiém vao thuc vat cam tng tong hop cac hop chat thir cip c6 hoat

tinh khang sinh theo cach tuong tu cac nhan té stress nhu chiéu tia UV, sbc
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tham thau, acid béo, mudi vo co va ion kim loai ning. Cac phan tu kich thich
su san xuat cac hop chat tha cap duoc goi la chat kich khang. Ca chat kich
khéng sinh hoc va phi sinh hoc cam &ng tich liy san pham khdng chi ¢ cay
nguyén ven ma ca ¢ té bao nudi cdy nhu 1a két qua cua cac phan wng phong

thi, bao vé hay tan cong [102].

Mot sé luong 16n cac hop chat cé trong luong phan tir thap dugc san
xuat bai thuc vat cing véi sy phat trién cua ké thi tu nhién, nhu cac vi sinh
vat gay bénh, dong vat an co va cac thuc vat canh tranh khac. Mt vai hop
chat nay tich liiy & cac mo dic trung cho du c6 hoac khdng cac tac nhan gay
bénh sinh hoc hay phi sinh hoc. Cac hop chit d6 duoc biét nhu 1a
phytoanticipin, bao gdm saponin, mét 16p triterpenoid glycoalkaloid véi hoat
tinh khang khuan duoc tich liy trong cac md thuc vat khac nhau (vi dy, o-

tomatine trong 14 cay ca chua, avenacine A-1 trong ré yén mach) [136].

Khi thuc vat ¢6 nguy co bi xdm nhiém boi vi sinh vat hoic bj ton thuong
thi c6 su thay d6i trong qua trinh trao d6i chat, dan dén su tich liy & mtc do
cao cua chat khang sinh dac hiéu, hop chat gy chan in (antifeeding), hoic
cac hop chat gay doc néi chung tai vi tri tin cong. Khi cac hop chét nay duoc
cam &ng bai cac vi sinh vat gay bénh, chung thudng dugc nhic dén nhu 1a cac
phytoalexin va bao gdm nhiéu chat nhu cac dan xuat cua phenylpropanoid,

flavonoid, isoflavonoid, sesquiterpene va polyketid [53].

Mot vai nghién cau da ching minh rang su nhan biét diac hiéu gitta chat
kich khang vi sinh vat véi cac thu thé thuc vat tuong tng gay ra cac tin hiéu
dic trung lam kich hoat cac phan ang phong thu. Thu thé cia chat kich khang
thue vat dugce xac dinh dic tinh dau tién 12 Arabidopsis FLS2, thu thé nay c6
thé nhan biét tién mao cua vi khuan. FLS2 duoc cho Ia kich hoat sy dap tng
phong thu khi xir ly té bao nudi ciy va cay Arabidopsis véi tién mao hoac

flg22 (mot peptide gom 22 amino acid). Sau d6 nhiéu thu thé cua céc chat
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kich khang khac ciling da dugc nghién cuu [46].

Su nhan biét cac chat kich khang bai cac thu thé thuong gay ra céc su
Kién nhu su phosphoryl hoa va dephosphoryl hdéa ¢ mang plasma va céac
protein té bao chat, cac dong chay ion, dao cuc & mang plasma, kiém hda moi
trrong ngoai bao va acid hdéa moi trudng noi bao. Cac sy Kién nay xay ra
trong vong vai phut dén vai gio sau khi nhan biét cac chat kich khang va ngay
sau do kich hoat cac dap ung tiép theo. Su hoat héa cac NADPH oxidase
(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrogen) va peroxidase gian
bao mot cach 6 at khi tiép nhan kich thich va tich liiy ROS tam thoi, cac chat
nay cung vaéi viéc tao ra cac phan ta tin hiéu phong thua dac trung nhu ET, SA

~
A0

va JA, c6 thé tham gia cam tmg cac dap ung phong tha “tré”, trong d6 co san

XUat cac hop chat thir cap [46].

Cac sy kién sém nhat dugc cam ¢ng boi chat kich khang 1a hoat hoa
protein-G. Khi tién hanh thi nghiém sir dung cac chat hoat hoa va tc ché khéc
nhau dé san xuat benzophenanthridine alkaloid & co ré méau (bloodroot);
isoflavonoids & dau nanh va B-thujaplicin & Cupressus lusitanica da cho thay
protein-G tham gia vao su sinh tong hop céc hop chat thir cap khi duoc cam
rng bai cac chat kich khang [46].

Cac dong ion nhu dong trao d6i K*/H*, dong CI- di ra, va dong ion di vao
Ca?* con la yéu té quan trong ctia con duong tin hiéu lién quan dén sy phong
thi. Dic biét, vai tro cia Ca?* da dugc nghién ctiru rong rdi vi ion nay la tin
hiéu thir cdp chi dao & hau hét cac sinh vat. Dong Ca®* dugc cam @ng bai
chat kich khang la rat quan trong cho sy tich lily cac hop chat tha cip va cac
yéu td khoa kénh Ca?* c6 thé uc ché sy cam tng phytoalexin bai chat kich
khéng trong vai loai thuc vat, nhu lta hoic Cupressus lusitanica. Tang néng
do Ca?* trong té bao chat lam hoat hoa cac phan ¢ng phong thu tiép theo mot

cach tryc tiép hoac gian tiép thong qua cac cam bién Ca?*, nhu calmodulin va
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Ca?*-dependent protein kinase (CDPK). Trong cay thudc 14, yéu té d6i khang
calcium/almodulin tc ché su tich liy sesquiterpene phytoalexin khi duoc kich
thich bai cac chat kich khang [46].

Su phosphoryl héa thuan nghich cac protein dich bai protein kinase (PK)
va phosphatase 13 co ché phd bién dé diéu hoa chuc ning cua té bao &
eukaryote. Cac thi nghiém phospho-proteomic chi ra su phosphoryl héa
nhanh cua mot vai protein sau khi xir 1y véi chat kich khang. Su phosphoryl
hoa protein c6 thé hoat hoa truc tiép cac enzyme sinh tong hop cac hop chat
thir cap bang cach bién d6i hau dich ma, hodc tham gia vao cac dot tin hiéu
lam ting su biéu hién cua cic gen twong tGng. Pac biét, cac protein kinase
duoc hoat héa bai mitogen ¢ thuc vat (MAPK — Mitogen-Activated Protein
Kinase) la trung gian hoat hoa cac dap ang noi chung sau khi nhan biét mam
bénh va cac chat kich khang cé ngudn géc tir mam bénh. MAPKs duoc
nghién ctu dic tinh réng rdi nhat trong su phong thu caa thyuc vat 1a protein
kinase dugc cam tng bai SA (SIPK — SA-Induced Protein Kinase) va vét
thuong (WIPK — Wound-Induced Protein Kinase) ¢ thubc 1a; MAPK duogc
cam ung boi stress (SAMK — Stress-Activated MAPK) va stress mudi (SIMK
— Salt-Induced MAPK) & ¢6 linh ling...Véi sy hoat héa qua thu thé trung
gian, MAPK duogc chuyén vi dén nhan dé ching c6 thé tuong tac vai cac yéu

t6 phién ma va cam ung su biéu hién cac gene phong tha [46].

1.3.5. Ung dung ciia cac chat kich khang Ién su tich liiy cac hop chait thir
cAp

1.3.5.1. Anh hwéng cia chdt kich khang phi sinh hec

Da sb cac stress moi truong (nhiét o cao, thap, han han, phén, man, UV
va cac mam bénh) c6 kha niang gay hai doi véi thuc vat. Sy kich khang duoc

st dung rong rai dé ting su san xuat hoac giam sy téng hop cac hop chat tha
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cap trong nudi cy té bao thuc vat. Mot s6 nha nghién ciru da st dung nhiéu
chat kich khang dé ting cudng Su san xuat cac hop chat thu cap trong nudi
ciy co quan, mo, t& bao thuc vat. Cac stress moi truong nhu sy tan cdng cua
cac mam bénh, chiéu tia UV, cuong do anh séng cao, sy ton thuong, thiéu hut
dinh dudng, xu ly nhiét 6 va hda chat diét co thuong lam ting su tich liy cac

phenylpropanoid [23].

Stress dinh dudng ciing anh huéng dang ké dén muc d6 phenol hoa
(phenolic) trong mé thuc vat. Nong d6 cua da so cac hop chat tha cap ma
thuc vat san xuat phu thuoc nhiéu vao diéu kién sinh truéong va su tac dong
clia cac con dudng trao d6i chat dé tich lily cac san pham tu nhién c6 lién
quan. Anh hudéng caa han han hoic stress mudi gay ra nhiéu phan tng pho
bién & thuc vat, nhu su mat nude trong té bao gay ra stress tham thau hay su

van chuyén nuéc tir té bao chat vao trong khéng bao [23].

Stress mudi trong dat hoic trong nudc 1a mot trong nhitng stress chinh,
dac biét 1a trong vung khé han va ban khé han, gay ra su gigi han manh vé sy
sinh truong va san xuat cua thuc vat. Co gia thuyét rang khi thuc vat chiu
stress, cO su thay doi xay ra giita carbon vai san xuat sinh khdi hodc hinh
thanh cac hop chat thi cap dé bao vé co thé. Su dap tmg stress duoc cam ¢ng
khi thuc vat ghi nhan stress & mirc d6 té bao. Hop chat thir cap ¢ chirc ning
bao vé trong su dap tng lai cac diéu kién stress sinh hoc va phi sinh hoc. Su
hinh thanh cua phenyl amide va sy tich lity nhanh ctia cac polyamin trong hat
va cay thudc 14 dudi anh hudng cua cac stress phi sinh hoc da cho thay vai tro

chéng oxy héa cua cac hop chat thi cap nay [23].

MeJA di dugc Wang va cs (2015) st dung dé ting san xuat flavonoid
trong nudi cay té bao Hypericum perforatum. Khi b6 sung MeJA 100 umol/L
vao méi truong trong 15 ngay di thu duoc lugng flavonoid cao nhat 1a 280

mg/L, gip 2,7 1an ddi chimg. Nguyén nhan c6 thé do MeJA tc ché hoat tinh
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catalase nhung lai tdng hoat tinh phenylalanine ammonia lyase (PAL), nhitng
enzyme lién quan dén qua trinh sinh tong hop flavonoid, tir d6 ting tong hop

chat nay trong qua trinh nudi ciy [140].

Niam 2016, Khojasteh va cs di san xuét thanh cong rosmarinic acid bang
nudi cdy té bao Satureja khuzistanica trong ndéi phan ung sinh hoc
(bioreactor). Hai chat kich khang 1a MeJA (100 uM) va cyclodextrin (40 mM)
da dugc thir nghiém riéng ré hodc két hop. Két qua cho thay chi c6 MeJA khi
dung riéng ré da tang tich liiy rosmarinic acid gp 3 lan d6i chung, dat 3,9
g/L. Khi chuyén sang nudi cdy trong cic bioreactor, lwong rosmarinic acid

tich lity toi da dat 3,1 g/L [67].

Manivannan va cs (2016) nghién ctru anh huong ciia MeJA, SA 1én kha
ning sinh tong hop cac chit chdng oxy hoa va cac chat chuyén hoa thir cap
trong nudi cdy té bao Scrophularia kakudensis. Tat ca cac chat kich khing
déu co anh huong tich cuc dén kha ning tich liy cic chit nay trong té bao.
Trong d6, MeJA tir 150-200 uM cho hiéu qua tong hop cic chit nhém phenol

va flavonoid cao nhat [87].

Saeed (2017) khi nudi ciy té bao cua ré cdy Ajuga bracteosa di bo sung
thém MeJA va PAA (phenylacetic acid). Két qua cho thiy sinh khdi té bao da
ting dang ké, dat toi da 8,88 g/L dw ¢ ngay tht 32 khi b sung MeJA 0,6
mg/L, va 8,24 g/L dw & ngay thir 40 khi bd sung PAA 1,2 mg/L. Ngoai ra,
kha ning tich lity cac hop chat phenol, flavonoid va hoat tinh chong oxy hoa

cling ting 1én nhiéu lan khi str dung hai loai chét kich khang ndi trén [121].

Estrada-Soto va cs (2018) da nghién ctru anh hudng ciia MeJA va SA trong
nudi cay callus 1a ctia Leptochinia caulescens dé san xuét ursolic va oleanolic
acid. Nhin chung, ca hai loai chat kich khang néi trén déu c6 anh hudng tich cuc
1én qua trinh san xudt ursolic va oleanolic acid. B6 sung MeJA trong 8 gio' da

cho két qua tot nhat, ham luong cac triterpen ting gap 5 1an dbi chimg [43].
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Trong cac nghién cuu trudc ddy, ham luong 9-methoxycanthin-6-one
trong ré cay Eurycoma longifolia kha nho. Tran Thu Trang va cs (2018) da
nghién ctu thu dugc 9-methoxycanthin-6-one cao nhat tir ré to chuyén gen
(1,139 + 0,20% DW), trong khi ham luwong chat ndy & ré cay tu nhién chi dat
0,164 + 0,25% DW. Ba mdi truong long co ban bo sung 3% sucrose da dugc
sir dung dé nghién ctu sy phét trién va tich luy 9-methoxycanthin-6-one. Su
phat trién nhanh nhat dugc ghi nhan khi sir dung méi truong Shenck va
Hildebrandt (SH) trong khi ham lugng 9-methoxycanthin-6-one tich luy dat
cao nhat duoc quan sat thay khi sa dung méi truong cay than gd (WP) cua
McCown. Trong nghién cau nay, so véi dbi chang, viéc san xuat 9-
methoxycanthin-6-one da ting 1én dat t6i da 2,6 1an va 4,0 lan sau khi b6 sung
jasmonic acid va chiét xuat nam men lan luot vao méi truong nudi cay ré to.
Ngoai ra, nghién ctru ciing ghi nhan rang cac cytokine 1L-6 va TNF-a bi tc ché
dang ké bai 9-methoxycanthin-6-one trong cac té bao RAW264.7 cta chudt,
dai thuc bao phlc mac va dai thuc bao THP-1 & ngudi duogc kich thich bang
lipopolysaccharide. Két qua nay chi ra rang nudi cay ré to cua cay bach bénh la
mot giai phéap thay thé dé tao ra mot ngudn san xuat doi dao chat khang viém 9-
methoxycanthin-6-one phuc vu muc dich y hoc cta con nguoi [135].
1.3.5.2. Anh hwéng cia cac chdt kich khang sinh hoc

Chat kich khang sinh hoc nhu cac phan tir tir nam, vi khuan, virus va
dong vat an co, cling nhu cac chat cd ngudn gdc tir thuc vat duoc giai phong
tai vi tri bi tin céng c6 kha ning kich hoat dap ung bao vé ¢ thuc vat, bao
gom sy tich liiy phytoalexin [46].

Admeh va cs (2014) da dung dich chiét cta A. niger, P. notatum, YE va
chitosan dé kich thich san xudt psoralen trong nudi cdy té bao ciy Psoralea

corylifolia. B6 sung dich chiét A. niger da ting luong psoralen 1én 9 1an so

v6i d6i ching. Trong khi dung P. notatum, YE va chitosan lugng psoralen thu
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dugc it hon 4-7 lan. N6i chung, dich chiét A. niger 1% cho hiéu qua cao nht,

ham luong psoralen dat 9.850 pg/g sinh khéi khé [22].

Nghién ciru cua Hasanloo va cs (2014) cho thay, chitosan c6 kha ning kich
thich téng hop silymarin trong nudi cay ré to cua loai Silybum marianum. Ré to
sau 30 ngay nudi ciy duoc xir Iy voi chitosan ¢ khéi lugng phan tir trung binh.
Ham luong silymarin tong so ting 1én 5,26 1an va khéi luong khd cia ré to dat

cao nhat 1 0,535 g sau 96 gio xu ly véi 30 mg/50 mL chitosan [55].

Hiéu qua cua c4c chat kich khang sinh hoc ciing dugc Ebrahimi va cs
(2015) thir nghiém trong nudi cay té bao Peganum harmala dé ting sinh tong
hop hai loai alkaloid B-carboline la harmaline va harmine. Nudi cay da duoc
xt Iy vai dich chiét caa cac loai nAm (Alternaria alternate, A. flavus, Coriolus
versicolor, F. oxysporum, Mucor sp., P. notatum va Rhizopus stonifer), dich
thay phan casein va YE & cac nong do khac nhau. Luong harmine thu duogc
cao nhat khi bd sung YE 1.000 mg/L 13 91,2 pg/g dw, gap 1,68 lan ddi chang.
Khi bo sung dich thiy phan casein tir 75-100 mg/L vao nudi ciy, sinh khoi té
bao di ting manh, lwong harmaline va harmine ciing ting lan luot gap 1,61 va
1,46 lan dbi chiing [42].

Silene vulgaris 13 mot loai thuc vat duoc phin bd rong rii & Bic My
chtra cac saponin loai oleanane c6 hoat tinh sinh hoc. Kha nang san XUAt
saponin bang nudi cdy 1é to cta loai ndy di dugc Kim va cs (2015) nghién
ctru thanh cong. R& to cua S. vulgaris dugc hinh thanh bang cach 1iy nhiém
cac mau 14 v6i nim chung Agrobacterium rhizogenes khac nhau (LBA9402,
R1000, A4, 13333 va 15834). Khi b6 sung MeJA vao moi truong nudi cay,
kha ning tich liiy saponin triterpenoid trong 1& to c6 sy thay doi dang ké.
Luong segetalic acid va gypsogenic acid cao gip 5 va 2 lan twong tng so v6i

d6i chung [68].

Arican (2016) nghién ctru anh hudng cta cac loai chat kich khang sinh
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hoc dén kha ning tong hop triterpene trong nudi cdy té bao Alstonia scholaris.
Nuéi cay duoc xtr Iy dich chiét cac loai nAm Candida albicans, F. oxysporum,
P. avelanium va YE. Céc chit kich khang gay ra sy kich thich nhanh chong
qué trinh trao d6i chat thir cip ciia cac té bao A. scholaris dan dén ting tong
hop triterpenoid. Khi tiép xuc trong thdi gian dai, mot s6 dong té bao ¢ kha
ning ting gap doi san luong cua triterpene. YE 14 chét kich khéng tot nhat
cho tat ca cac dong té bao duoc khao sat vdi lugng ursolic acid va oleanolic

acid tich 1ty dugc twong tng 1a 5 va 7 mg/g kho [28].

Hyoscyamine va scopolamine 13 hai loai alkaloid tropane rat cé gia tri,
thudng duoc s dung dé lam chat chéng dong mau, chéng co that, chéng di
ng, giam dau va 1am thudc an than. Cac chat nay dugc phat hién co nhiéu
trong lodi Hyoscyamus reticulatus. Pé tim phuong phap san Xxuat
hyoscyamine va scopolamine tét nhat, Moharrami va cs (2017) da tha nghiém
nudi cy ré to cua cay nay mam tir hat duoc bién nap chang A. rhizogenes A7
c6 xir Iy chat kich khéng sinh hoc & cac ndng d6 va thoi diém khac nhau. Két
qua thu dugc cho thiy, YE & 500 va 250 mg/L sau 48 gio xu ly 1a tét nhat,
ham luong hyoscyamine va scopolamine da ting gap 2 va 2,5 lan tuong (ng

so vé&i dbi ching [93].

Nam 2018, Lee va cs da nghién ctru phuong thirc ting kha ning tong
hop saponin trong nudi cdy té bao Kalopanax septem Lobus bing cach st
dung chat kich khang. Khi khong bd sung chit kich khang, ham lugng
saponin tong s6 thu dugc 1a 1,56 mg/60 mL sau 15 ngdy nudi cay. Khi bo
sung coronatine 1 uM, lugng saponin dugc tich Iy tang 1én 160%. Ngoai ra,
cac tic gia nhan thdy coronatine con lam ting biéu hién sinh tong hop B-
amyrin tir d6 dan dén tich liy oleanolic acid (tién than cta oleanan-mot loai

saponin triterpene) [73].

Bén canh viéc st dung riéng 1é cac loai chat kich khang sinh hoc va phi
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sinh hoc, rat nhiéu cong trinh nghién ctru da sir dung két hop cac chat kich
khang dé mang lai hiéu qua cao hon. Artemisinin 1a chat thuong duoc sir
dung dé san xuat thudc chdng sét rét & cac nuéc chau A va chau Phi. Ahlawat
va cs (2014) da thiét 1ap nudi cy ré to cdy Artemisia annua dé san xuit bang
cach bd sung MeJA, dich chiét nidm (A. alternate, Curvularia limata, F.
solani va Piriformospora indica), farnesyl pyrophosphate va miconazole vao
moi trudng nudi cdy. Két qua xir 1y riéng ré cac chat kich khang cho thay hiéu
qua cao nhat thu duoc khi st dung dich chiét P.indica, ham luong
artemisinin cao gap 1,97 lan doi chimg. Tuy nhién, khi két hop xtr Iy MeJA va

P. indica, ham luong artemisinin da ting 1én cao hon, dat 2,44 1an [20].

1.4. GIOI THIEU VE EURYCOMANONE

1.4.1. Téng quan vé eurycomanone

Mot sb luong 16n cac hop chit tha cip da duoc tim thay trong ré cay
bach  bénh nhu  eurycomanone, eurycomaoside, eurycolactone,
eurycomalactone, canthin-6-one alkaloids, quassinoid diterpenoids, f-
carboline alkaloids, tirucallane-type triterpenes, biphenylneolignans,

laurycolactone, va cac dan xuat ctia squalene [44].

Cac hop chat trao d6i thir cdp nhu eurycomanone, 9-methoxycanthin
6-one, 14,15-B-dihydroxyklaineanone va 13,21-epoxyeurycomanone dugc
str dung nhu 14 chat chuan dé tiéu chuan héa dich chiét hoic cac san pham
khac c6 ngudn gdc tir cay bach bénh. Mot sé nghién ciru da cho thay riang
eurycomanone la hop chat c6 ham luong cao trong ré cay bach bénh, 1a hop
chat thuéc nhém quassinoid c6 gia tri dugc liéu chinh, n6 c6 kha nang phuc
hoi ning lugng, ting cuong khdi lugng co va xuong va cai thién van dé
gigi tinh [14].

Eurycomanone chi duoc tim thdy duy nhat trong cdy bach bénh, cé

nhiéu nhat & trong ré [21]. Pay la hop chat quassinoid chinh trong cay béach
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bénh, n6 duoc sir dung nhu 13 chit chi thi dé danh gia chat luong cac san
pham duoc liéu tir cdy nay. Eurycomanone c6 mot sé hoat tinh sinh hoc nhu
lam ting san Xxuét testosterone ¢ tinh hoan chuét, hoat tinh chdng tham

(antiulcer activity), gdy doc cac dong té bao ung thu va khang sot rét [71].

Bing cac phuong phap sic ky, DPoan Manh Diing va cs (2018) d3 phan
lap dugc hop chat eurycomanone tir cay béach bénh (E. longifolia J.). Cau tric
ctia hop chat nay dugc xac dinh bang cac phuong phap phé *H-NMR, 13C-
NMR va ESI-MS (electrospray ionization-mass spectrometry - lon hoa tia
dién-khéi phd). Hop chat nay duoc tinh sach (d6 tinh khiét trén 99,5%) bang
hé thong sac ky long didu ché, va duogc st dung dé lam chat chuan dé phan
tich ham lugng eurycomanone trong cac mau duoc liéu bach bénh bang sic
ky long ghép ndi khdi phé (LC-MS/MS-liquid chromatography- mass
spectrometry). C4c tac gia da xay dung dugc chuong trinh sac ky sir dung hé
théng LC-MS/MS nhu sau: pha tinh cot sac ky EC-C18 (100 x 2,1 mm:; 2,7
um), pha dong: ACN (acetonitrile) (A) — nuéc chia 0,1% HCOOH (B) trong
thoi gian 5 phat voi ti 16 ting tir 15% dén 60% A, téc d6 dong 0,3 mL/phdt,
thé tich tiém mau: 1 pL; nhiét do budng cot: 35 °C; dung mdi pha mau:
MeOH:H20 1a 70:30 (v/v). Biéu kién khdi phd bao géom ngudn ion hda ESI,
loai ion dwong, nhiét do ngudn ion hda 1a 300°C, ché d6 chay MRM véi ion
so cap m/z 409,1 va ion tht cap 1a m/z 391,0. Két qua cho thiy ham lugng
eurycomanone cao nhat khi thu hai ¢ Bac Giang (3,1336 + 0,0005 mg/g), thap
nhat & Bak Nong (0,1716 + 0,0001 mg/g). Hop chat eurycomanone la thanh
phan hoat chit chinh va dugc coi la chat dic trung cua bach bénh noi riéng va

cac loai Eurycoma noi chung [1].

Phan tich HPLC cé4c san pham dugc liéu & Malaysia cho thay
eurycomanone xuat hién trong 58,9% céac san pham duoc liéu, ham luong

eurycomanone trong cay bach bénh khoang 0,8-1,5% (w/v) [18].
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1.4.2. San xudt eurycomanone bang nudi cay mé té bao

Nudi cdy ré to cdy bach bénh di dugc phat trién bang céach sir dung vi
khuan Agrobacterium rhizogenes dé san xuat héa chat cé ngudn gbc tir cay
nay. Anh huéng cua ba chit kich khang: methyl jasmonate, salicylic acid va
dich chiét nim men & cac ndng d6 khac nhau di dugc danh gia anh hudng dén
viéc san xuat 9-methoxycanthin-6-one trong ré to. Cac mau nudi ciy duoc tao
ra ¢ giai doan dau ting truong theo cap sé nhan, tiép theo Ia qua trinh chiét
Xuit 9-methoxycanthin-6-one bang cach sir dung methanol két hop phuong
phap HPLC. Kich khang véi methyl jasmonate & tat ca cac nong do lam ting
9-methoxycanthin-6-one 1én 1-3 1an va xu ly véi nong do 0,1 mM cho hiéu
qua nhat trong viéc tang cudng san xuat 9-methoxycanthin-6-one, dat dén
3.902 mg/g khéi luong khd sau 7 ngay (168 gio) kich khang [16].

Phan Tuodng Loc va cs (2020) d nghién ciru tao ré to c6 kha ning sinh
truéng manh va tong hop eurycomanone cao nham tao ra ngudn vat ligu in
vitro c6 chit luong 6n dinh. Hai dong ré to R1, R2 chon loc dugc ¢ kha ning
ting trudng manh, véi mic nhan sinh khéi trong 2 tuan lan luot 1a 16; 15,5
(9/g, khdi lwong tuoi) trén moi truong SH 1ong véi 3% sucrose. Cac dong ré
nay ¢ nhiéu tiém nang dé duogc tiép tuc nghién cau cac diéu kién nudi cay tdi

wu cho viéc san xuat sinh khéi st dung hoat chat [6].
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Chuwong 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CcUU

Déi tugng nghién ctu 1a callus dugc cam ung tir ré cay bach bénh
(Eurycoma longifolia Jack) in vitro trong nghién ctu cia TS. V8 Chau Tuan.
Hat cua cdy bach bénh thu thap tai huyén Pai Loc, tinh Quang Nam duoc
nudi cdy tao cay in vitro, sau d6 ré cua cay in vitro 8 tuan tudi duoc sir dung
dé cam ung tao callus. Cac thi nghiém duoc thyuc hién tai phong nudi cdy mo
va té bao thuc vat, Khoa Sinh-Méi trudng, Truong Pai hoc Su pham, Pai hoc
Pa Nang.

Hinh 2.2. Callus cay bach bénh sau 14 ngay nudi cay
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2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CcUU

Callus
cay bach bénh

\ 4

Khao sat su sinh trudng va tich 1ty Eur

- Xéc dinh loai va nong do chat DHST (2,4D, NAA, KIN)
- Xac dinh ham luong Eur
\ 4

Nudi cay huyén phu té bao

- X4c dinh duong cong sinh truéng
- Xéc dinh duong cong tich lily Eur

v
Khao sat anh huéng cia moi truong nudi
cay Ién sy sinh truong va tich 1y Eur

- Khao séat ngudn carbon
- Khao sat gia tri pH

v

Xt Iy chat kich khéng

- Khao sat néng do chat kich khang va
thoi gian kich khang (SA, MeJ, YE)

Phan tich ham luong Eur

Hinh 2.3. So d6 thi nghiém

2.2.1. Méi trudng va diéu kién nudi cdy ban dau

Moi trudng dung dé nudi cay 1a méi trudng MS co ban (Murashige and
Skoog, 1962) [99] c6 b sung cac chat diéu hoa sinh truong (PHST) khéc
nhau tly theo muc dich cua tirng thi nghiém. Moéi truong nudi cdy c6 ngudn
carbon 1 sucrose 3%, dugc 1am dic bang agar 0,8%, pH duoc diéu chinh dén

5,8 sau d6 duoc khir tring & 121°C (1 atm) trong 20 pht.
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Mau thi nghiém duoc ciy trong cac binh tam giac c6 thé tich 250 mL
chtra 50 mL méi truong, dit trong phong nudi cay c6 nhiét do on dinh (25 +
2°C), cuong do chiéu sang 2.000-3.000 lux va thoi gian chiéu sang 8-10

gio/ngay, ngoai trir nudi cay té bao 1a 500 lux.

2.2.2. Nudi cdy callus cay bach bénh

Callus (3 g) duoc nudi cay trén mdi trudng MS co ban bd sung cac chat
diéu hoa sinh truong 1a 2,4-D, NAA va KIN (kinetin) ¢ cac néng do khac

nhau dé khao sat kha ning tang sinh cua callus cay béach bénh.

Cac chat PHST duoc pha véi dung mdi thich hop va bo sung vao moi

truong nudi cy trudc khi kha tring.

Sau 2 tuan nudi cay (14 ngay), callus dugc thu nhan, loai bo nudc bam
bén ngoai callus bang phuong phap loc (gidy loc Whatman No.1) va xac dinh
khdi luong tuoi. Sau d6 callus dugc siy dén khi khéi lugng khong doi & nhiét
d6 50°C, dé xac dinh khdi luong khd [13], [75].

Chi sé sinh truong (Gl-growth index) cua té bao duge xac dinh bai
cong thtc:

Ww.
Gl = —=
Wo
Trong d6: W14 VA Wo 12 khéi lugng tuoi cua té bao tai thoi diém danh

gia va thoi diém bat dau nudi cay.
2.2.3. Nudi cdy huyén phu té bao ciy bach bénh

Sau khi danh gia duoc mdi truong tét nhat cho sy sinh truong cua
callus, 3 g callus 14 ngay tudi (twong duong 1,7 g callus sau khi loc chan
khéng) c6 mau vang nhat, roi, tr moi trudng ran duoc nudi cay long trong

binh tam gi4c c6 thé tich 250 mL chira 50 mL méi trudng dé nudi cay té bao
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huyén phl. Cong thitc méi trudng cho callus sinh truéng tét nhat duoc sir
dung dé nudi cay huyén phu té bao. Qué trinh nudi ciy duogc thuc hién véi toe
do lac 120 vong/phdt.

Sinh khéi té bao dugc thu sau mdi 2 ngay nudi ciy cho dén 20 ngay dé
xay dung duong cong sinh truéng va duong cong tich lily eurycomanone cua
té bao.

Xay dung dwong cong sinh truong: té& bao duoc loc va rira sach moi
truong Vi nudc cat bang hé théng loc chan khong, can dé xac dinh khéi
luong tuoi, sau do, té bao dugc say ¢ 50°C dén khéi lugng khdng d6i, can dé
xac dinh khéi luong khd, sé liéu thu dugc dung dé xay dung dudng cong sinh
truong cia té bao.

Xay dung dwong cong tich Liy: dich chiét methanol cua sinh khéi kho
t¢ bao (muc 2.2.7) dugc phan tich HPLC dé xac dinh ham luong
eurycomanone (muc 2.2.8). S6 liéu thu dugc dung dé xay dung dudng cong
tich liy cua té bao.

2.2.4. Xac dinh sw anh hwéng ‘cﬁa nguf‘)n carbon Ién sy sinh trwéng va
tich lity eurycomanone cia huyen phu te bao cay bach bénh

Sau khi xac dinh dugc thoi gian tich liiy sinh khbi va eurycomanone téi
wu, tién hanh khao sat anh huong ctia cadc nguon carbon khac nhau I1&n kha

ning sinh truéng va tich lily eurycomanone cua té bao.

Céac ngudn carbon: sucrose, fructose va glucose dugc bd sung riéng lé
vao moi truong nudi cay huyén phl té bao ¢ cac nong do khac nhau (mdi
ngudn carbon sir dung 3 mic ndng do: 20, 30 va 40 g/L). Sau thoi gian nudi
ciy nhat dinh (da xac dinh & muc 2.2.3), sinh khéi té bao duoc thu hoach dé
xac dinh khdi luong tuoi, khdi lugng khd va ham ham luong eurycomanone

tich lay dugc.
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2.2.5. Xac dinh sy anh hwéng caa pH méi trwong I€n sy sinh trwéng va
tich lily eurycomanone ciia huyén phi té bao cay bach bénh

Dé khao sat anh huong cua pH 18n kha ning sinh truéng va tich liy
eurycomanone cua té bao, sa dung moéi trudng nudi cdy véi nguon carbon
thich hop nhat (da xac dinh & muc 2.2.4) cho su sinh trudng va tich lity, diéu
chinh gi4 tri pH ctia moi truong tir 4,75 dén 6,75 truge khi khir tring, khoang

chénh léch pH gitra cac moi truong la 0,5.

Sau 14 ngay nudi cay, sinh khdi té bao duoc thu hoach dé xac dinh khoi

luong tuoi, khdi luong kho va ham luong eurycomanone tich lily duoc.

2.2.6. Xir Iy chat kich khang
Chudn b; chat kich khang

Cac chat kich khang YE, MeJA (95%) va SA (99%) duoc cung cap boi
hang Merck (Puc). Sau khi pha dung dich me, dung dich YE duoc hap khu
trung, dung dich MeJA va SA duoc loc qua mang loc 0,025 trugc khi bd

sung vao moi trudng nudi cay.

Xdc dinh dnh hwong cua néng do chdt kich khang 18n si sinh truong va tich

liiy eurycomanone cua huyén phil té bao cay bach bénh

Anh huong cua nong do cac chat kich khang duoc danh gia bang cach
bd sung riéng 1é YE, MeJA va SA vao méi trudng (cd ngudn carbon va pH
da xac dinh & muc 2.2.4 va 2.2.5) véi cac nong do khac nhau tai thoi diém bat
dau nudi cay (thoi diém kich khang 1a 0 ngay). Trong d6, SA va MelJA c6
nong do tr 0,01-1 mM, YE tir 20-250 mg/L [16], [82], [83]. Pdi ching la
cong thirc khéng bo sung chat kich khang (d xac dinh & muc 2.2.5). Sau thoi
gian nudi cay nhat dinh (dugc xac dinh & muc 2.2.3), sinh khéi té bao duoc
thu hoach dé xac dinh khdi luong tuoi, khéi lugng khé va ham luong

eurycomanone.
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Xac dinh anh hwong cua thoi diém kich khang Ién sw sink trieong va tich iy

eurycomanone cza huyén phi té bao cay bach bénh

Nong d6 cua chat kich khang cho huyén phu té bao cay béach bénh sinh
trudng va tich liy tét nhat (da xac dinh ¢ trén) dugc lva chon dé danh gia
thoi diém kich khang ti vu. Chat kich khang duoc bd sung vao méi trudng &
thoi diém tir 2 — 12 ngay nudi cay (mdi coéng thac thi nghiém cach nhau 2
ngay). Péi chirng 1a cong thizc b sung chat kich khang tai thoi diém ban dau
(d3 xac dinh & trén). Sau thoi gian nudi cay nhat dinh (d3 xac dinh & muc
2.2.3), t& bao duogc thu hoach dé xac dinh khdi luong tuoi, khéi lugng kho va

ham lugng eurycomanone.

2.2.7. Chiét xuit eurycomanone

Eurycomanone dugc chiét xuat theo phuong phap ctia Mohamad va cs
(2013) [91] c6 diéu chinh d& phd hop véi diéu kién cu thé caa phong thi
nghiém. Sinh khéi khé cua té bao (callus, huyén phl té bao, ré cay tu nhién)
duoc nghién thanh bt min, sau d6 chiét bang cach ngdm 0,5 g mau trong 10
mL methanol (Merck), lic 120 vong/phit ¢ 60°C trong 8 gio, sau d6 dé ling
va thu dich chiét. Quy trinh chiét dugc lap lai 3 lan. Dich chiét (khoang 30
mL) duoc loc qua gidy loc Whatman (No.1) va c¢6 dic & 50°C. Sau do, két tia
dugc hoa tan trong methanol, loc qua mang loc Minisart 0,2 um (Sartorius,
Goettingen, Purc), dé phan tich HPLC nhim xic dinh ham luong
eurycomanone.

Mau callus va huyén ph té bao duoc thu hoach ¢ cac thi nghiém, mau
ré cay khoang 5 nim tudi duoc thu thap ngodi tu nhién tai huyén Pai Loc,
tinh Quang Nam (tudi cua cay duoc xac dinh twong ddi bang cach phong van

nguoi dan).
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2.2.8. Phén tich HPLC

Ham lugng eurycomanone duge xac dinh bang may sic ky long hiéu
niang cao (HPLC) theo phuong phap cta Norhidayah va cs (2015) [108] co
diéu chinh phu hop véi diéu kién phong thi nghiém. 20 pL dich chiét duoc
tiém vao may HPLC bang Hamilton syringe. Diéu kién chay HPLC ¢ nhiét do
phong, cot C18 (Xbridge: 5 um, 4,6 x 250 mm), téc do chay: 0,8 mL/phdt,
thoi gian chay: 17,5 phat, detector doc ¢ budc song 245 nm, pha tinh 1a silica
gel va pha dong la acetonitrile: H,O (15:85).

Quy trinh phan tich HPLC dugc thuc hién trén may LC-20 Prominence
(Shimadzu, Kyoto, Nhat Ban), vai SPD-20A UV-VIS detector, sir dung phan
mém LC-Solution. Céac hoa chat st dung dé phan tich HPLC duoc cung cap
boi hing Merck & Co.lnc. (Darmstadt, Ptc). Puong chuin cua
eurycomanone duoc su dung dé xac dinh ham lugng eurycomanone chira

trong mau phan tich.

Eurycomanone cua hdng Santa Cruz (CA, M) duoc ding lam chat
chuan dé xac dinh ham lugng eurycomanone. Ham lugng eurycomanone
duoc xac dinh dua theo duong chuan duoc xay dung tir dién tich peak cua cac
ndng do eurycomanone chuan khac nhau trong phan tich HPLC, phuong trinh
duong chuan 1a y = 3504672,8353x + 6163,5917 (R? = 0,9984), trong d6 X &
ham lugng eurycomanone, y la dién tich peak HPLC (Puong chuan
eurycomanone dugc trinh bay ¢ phan Phu luc).

2.2.9. Xir Iy thong ké

Cac thi nghiém dugc bd tri ngau nhi€n, moi thi nghiém duogc lap lai 3
1an, mdi 1an gdm 5 binh nudi cay. Trong thi nghiém nudi cay callus, mdi binh
nudi cay tir 8-10 mau.

Két qua thi nghiém duoc tinh trung binh va phan tich ANOVA bang
Duncan’s test v&i p<0,05 str dung phan mém SPSS ver 20.0./.

47



Chuong 3

KET QUA NGHIEN CUU

3.1. ANH HUONG CUA CHAT PIEU HOA SINH TRUONG LEN KHA
NANG SINH TRUONG CUA CALLUS

Theo céc tai liéu da cong bd, callus cay bach bénh thuong sinh trudng
tét trén cac moi trudong MS co ban c¢d bo sung 2,4-D, NAA va KIN [60],
[103], [126]. Vi vay, trong nghién ctu nay, ching toi khao sat kha ning phbi
hop ctia cac chat nay 1én su tich lily sinh khoi cua callus cay bach bénh, trong

do, cac chat 2,4-D, NAA duoc sir dung riéng ré hay két hop véi KIN.

3.1.1. Anh huéng ciia chit diéu hoa sinh truéng riéng 1é

Khoang 3 g callus dugc cay lén moi trudng MS ¢ bod sung cac chat
DHST vdi c4c nong do khac nhau, sau 2 tuan nudi ciy callus duoc thu, Xac
dinh khéi luong tuoi va kho dé danh gia kha ning sinh truong cua callus.
Trong nghién ciu nay, anh hudng cua chat diéu hoa sinh truéng (2,4-D, NAA
va KIN) Ién kha nang sinh trudng cua callus cay bach bénh duoc trinh bay &
cac bang 3.1, 3.2 va 3.3).

3.1.1.1. Anh hwéng cia 2,4-D

Két qua nghién ctu sy anh hudéng cuta 2,4-D 1én kha ning sinh truong
cua callus cay bach bénh dugc trinh bay & bang 3.1. Qua bang 3.1 cho thay
khi nuéi ciy callus 1én méi trudng chi c6 2,4-D, ¢ tat ca cac ndng do khao sat
callus déu sinh trudng tt, chi sb sinh truong dat trén 2, khéi luong tuoi dat
6,56-7,56 g/binh (twong tng voi khdi lugng kho dat 0,36-0,55 g/binh). Trong
do, cong thic bd sung 2 mg/L 2,4-D cho két qua tét nhat, chi s6 sinh truéng
cua callus dat 2,52, khéi luong tuoi va kho l1an luot 1a 7,56 va 0,55 g/binh,

callus c6 mau vang dam, ran va roi rac.
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Bang 3.1. Anh huong caa ndng d6 2,4-D 18n kha nang sinh truang cua callus

2,4-D  Khoilwgng Khdilwgng Chisé sinh Hinh thai callus
(mg/L) twoi (g) kho () trueong (GI)
0,5 6,56° 0,36"° 2,19 Vang nhat, mong nuéc
1,0 6,842 0,39° 2,28 Vang dam, ran, roi rac
1,5 7,478 0,48% 2,49 Vang dam, mong nudGc
2,0 7,562 0,55% 2,52 Vang dam, mong nudc
2,5 7,412 0,42° 2,47 Vang dam, mong nudc

Chu thich: Cac chir céi khac nhau trén cung mét cot chi su sai khdac cé y nghia
thong ké cuia cac trung binh mdu véi p<0,05 (Duncan’s test). Chu thich nay dung

chung cho tdt ca cac bdng.
3.1.1.2. Anh hwéng ciia NAA

Két qua nghién cau sy anh huong cia NAA Ién kha ning sinh truong

cua callus cay bach bénh dugc trinh bay ¢ bang 3.2.

Bang 3.2. Anh huong caa NAA dén kha ning sinh truéng cua callus cay bach bénh

NAA  Khdilwong Khéilwong Chisé sinh Hinh thai callus
(mg/L) twoi (g) kho (g) truong (GI)

0,50 20,47¢ 0,79° 6,8 Vang nhat, mong nudc
0,75 21,92° 0,88° 7,3 Vang nhat, mong nudc
1,00 21,30° 0,87° 7,1 Vang dam, ran, roi rac
1,25 23,592 0,932 7,8 Vang dam, ran, roi rac
1,50 18,50¢ 0,72¢ 6,2 Vang dam, ran, roi rac
1,75 18,21°¢ 0,71¢ 6,1 Vang dam, ran, roi rac
2,00 17,24 0,65¢ 57 Vang nhat, mong nuéc
2,25 16,79 0,62f 5,6 Vang nhat, mong nuéc

Qua bang 3.2 cho thay NAA cho hiéu qua cao nhat & nong do 1,25
mg/L, sinh khéi callus tir 3 g nudi cdy ban dau dat dén 23,59 g tuoi (tuong
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rng vai 0,93 g khd) véi chi sé sinh truong (GI) 1 7,8, callus c6 mau vang
dam, ran, roi rac (Hinh 3.1 A). Trong khi d6, sinh khéi tich luy thap trén moi
truong nudi cdy ¢ bd sung tir 2-2,25 mg/L NAA, sinh khdi tuoi dat lan luot
la 17,24 va 16,79 g (twong ung vai 0,65 va 0,62 g khd), callus c6 mau vang

nhat va mong nudc (Hinh 3.1 B).

-

Hinh 3.1. Callus sinh trudong trén moi treong ¢ 1,25 mg/L NAA (A) va 2,25 mg/L

NAA (B) sau 14 ngay nudi cy.

3.1.2. Anh huwéng ciia két hop cac chat PHST

Trong ndi dung nghién cau anh huong cia cac chat BHST riéng lé,
chdng toi nhan thay sir dung NAA c6 hiéu qua hon so véi 2,4-D, vi thé chiing

t6i sir dung NAA trong thi nghiém két hop véi KIN.

Két qua két hop gitra 1,25 mg/L NAA véi cac nong do khac nhau cua
KIN (0,50-2,00 mg/L, mdi cong thuc chénh nhau 0,25 mg) dugc trinh bay &
bang 3.3. Két qua cho thdy sinh khéi callus dat cao nhat (30,98-32,34 g
tuoi/binh, twong tng véi 1,26-1,31 g khé/binh) thu nhan tr moéi truong MS
chtra 0,75 — 1,00 mg/L KIN, GI dat twong ung la 10,3-10,7. Két qua nay
chting to rang bo sung NAA két hop voi KIN thuc day hon nita viéc sinh
truong cua callus khi so sanh véi bd sung riéng tirng chat DHST.
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Bang 3.3. Anh huong caa NAA va KIN dén kha ning sinh truong cua callus cay

bach bénh
NAA KIN Khéilwong Khoilweng Chiso sinh Hinh thai callus
(mg/L) (mg/L) twoi (g) kho (g) truong (GI)
0,50 23,43°¢ 0,92¢ 7,8 Vang nhat, mong nudc
0,75 30,08ap 1,267 10,3 Vang nhat, mong nuéc
1,00 32,342 1,312 10,7 Vang dam, ran, roi rac
1,25 1,25 28,80° 1,11° 9,6 Vang dam, ran, roi rac
1,50 24,65¢ 0,94¢ 8,2 Vang dam, ran, roi rac
1,75 20,49¢ 0,79¢ 6,8 Vang nhat, mong nuéc
2,00 18,70¢ 0,78¢ 6,2 Vang nhat, mong nuéc

3.1.3. Su tich lily eurycomanone trong callus cay bach bénh

Két qua phan tich HPLC mau dich chiét tir callus 14 ngay tudi trén méi

truong nudi cay tot nhat (MS co ban ¢ bo sung 1,25 mg/L NAA va 1,00

mg/L KIN) va ré cay bach bénh ty nhién khoang 5 nim tudi cho thiy tat ca

cdc miu déu xuat hién 1 peak c6 thoi gian luu gibng véi chat chuan

eurycomanone (khoang 4,15 phut). Ham lugng eurycomanone trong callus la

0,17 mg/g chat khé (bang khoang 8% so v&i mau ré cay tu nhién 1a 2,09

mg/g) (Hinh 3.2). Nhu vay, c6 thé khing dinh cé su sinh tong hop

eurycomanone trong callus cdy bach bénh, day 1a co s& dé tién hanh cac

nghién ctu nudi cdy té bao huyén phl cdy bach bénh nham san xuat

eurycomanone sau nay.
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Hinh 3.2. Phd HPLC phan tich ham lugng eurycomanone trong callus.
A. Eurycomanone chuan (Dién tich peak (S): 366964), B. Dich chiét callus 14 ngay
tudi cua cay bach bénh (S: 340054), C. Dich chiét ré cay bach bénh khoang 5 nam
tudi trong trong diéu kién tu nhién (S: 645974).
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T6m lai, méi truong co ban MS ¢6 bd sung 1,25 mg/L NAA va 1,00
mg/L KIN cho hiéu qua tét nhat, callus sinh trudng manh véi chi sé sinh
truong dat 10,07, khéi luong tuoi 1én téi 32,34 g/binh, tuong Gng voi khdi
luwong khd 1a 1,31 g/binh. Ham lugng eurycomanone trong callus la 0,17 mg/g

chat kho, bang khoang 8% so vi mau ré cay tu nhién khoang 5 nim tudi.

3.2. THIET LAP NUOI CAY HUYEN PHU TE BAO

K§ thuat nubi ciy té bao thuc vat c6 nhiéu trién vong va ang dung lau
dai trong viéc san xuat cac hop chat tu nhién, dic biét 1a cac chat dung trong y
hoc. Huéng nghién ctru nay s& dan dén su 6n dinh vé mat chat lugng va sb
lwong san pham, it phu thudc vao ty nhién. Pong thoi, 1a ngudn nguyén liéu
cho nhitng thi nghiém sinh Iy, hda sinh va ung dung dé tach chiét cac hop
chat thir cap khac nhau [5]. Cac nghién cau cho thay rang, nudi cay té bao
thire vat c6 kha nang san xuat cac san pham thir cap véi ham luong 16n hon so
VGi céc chat do duogc chiét tir cAy ngoai tu nhién [78]. Uu diém cua ching la

c6 thé cung cap san pham mét cach lién tuc va dang tin cay.

3.2.1. Xay dung duwong cong sinh truéng va tich lily eurycomanone

Trong nghién cau nay, té bao cdy bach bénh duoc nudi cdy trong moi
truong long nhim tao nguén nguyén liéu cho qué trinh nghién cau san xuat
eurycomanone sau nay. Dé xac dinh thoi diém sinh truéng cuc dai cta té bao
bach bénh khi nudi ciy huyén phu, ching toi di chuyén 3 g callus (twong
duong 1,7 g sau khi hat chan khong) vao binh tam giac 250 mL chira 50 mL
mdi truong MS long bd sung 3% sucrose; 1,25 mg/L NAA va 1,00 mg/L KIN
VGi toc do lac 120 vong/phut dé theo ddi dudng cong sinh truong cua té bao
trong 20 ngay.

Két qua nghién ciru duoc trinh bay trong céc hinh tir 3.3-3.5 cho thay pha
thich nghi dién ra ngian (khoang 2 ngay), sau d6 1a pha sinh truéng nhanh (kéo

dai dén ngay thar 14), pha 6n dinh dién ra rat ngan sau d6 nhanh chong chuyén
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qua pha chét. Véi ty lé tiép mau khoang 1,7 g mau bau dau, sinh trudng té bao

dat cuc dai vao ngay thtr 14, khdi lugng tuoi thu duoc 1a khoang 15,67 g/binh
(0,69 g khé/binh), cao gap 9,21 lan sinh khéi tuoi ban dau.

Khdi luong tuoi (g/binh)
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Thoi gian nudi cay (ngay)

Hinh 3.3. Pudng cong sinh trudng cua té bao huyén phu cay béach bénh sau 20 ngay

nudi cdy (KLT: Khéi lugng twoi, KLK: Khéi luong khé).

Hinh 3.4. Té bao huyén pha trong binh tam gi4c 250 mL chira 50mL méi trudng

sau 14 ngay nudi ciy
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Hinh 3.5. Sinh khéi tuoi va khd cua té bao cay bach bénh. A. Sinh khéi tuoi sau 6
ngay, B. Sinh khéi tuoi sau 14 ngay, C. Sinh khdi tuoi sau 20 ngay, D. Sinh khdi
kho sau 14 ngay.

Phan tich HPLC duoc tién hanh trén dich chiét té bao va két qua cho
thdy mot peak véi thoi gian luu 1a 4,194 phdt, tuong tu nhu ctia chat chuan
eurycomanone (4,141 phat) (Hinh 3.6). Nhu vay, eurycomanone di dugc tong
hop trong té bao in vitro cay bach bénh va sy bién doi sinh hoc dudng nhu

khong c6 sai khac ¥ nghia.
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Hinh 3.6. Phd HPLC phan tich ham lwong eurycomanone trong té bao.

A. Eurycomanone chuan (S: 198580), B. Dich chiét eurycomanone tir té bao huyén phu
14 ngay tudi (S: 509469)

Két qua xay dung dudng cong tich lily cho thdy eurycomanone di duoc
san Xxuat trong qua trinh nudi ciy tir ddu dén ngay 20, ham lugng cao nhat
(1,65 mg/g kho) ciing thu dugc vao ngay tht 14 gibng nhu su tich lity sinh
khéi té bao (Hinh 3.7).
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Hinh 3.7. Buong cong tich lily eurycomanone cua té bao huyén phu cay bach bénh

sau 20 ngay nudi cay

3.2.2. Anh huéng ngudn carbon dén sy sinh truéng ciia té bao

Ngudn carbon duoc bd sung vao mdi trudng nudi cay in vitro vai vai
tro vira 12 ngudn ning luong, vira 1a chat diéu chinh 4p suat thim thau cua té
bdo [25]. Ngoai ra, chung ciing c6 thé 1a phan tu tin hiéu va dong vai tro
tuong tu chat DHST thyc vat, gitp diéu chinh qua trinh trao doi chat, ting
tredng va phat trién cua té bao bang su kich thich biéu hién hoac tc ché cac
gene ma hoa enzyme [61].

Mic du sucrose va glucose dugc st dung phd bién trong nudi cay té
bao thuc vat. Tuy nhién, mdi loai lai thich hop v&i mét ngudn carbon khéc
nhau can cho qué trinh hinh thanh cac san pham trao d6i chat cua ching.
Trong nudi cay té bao thyuc vat, nhiéu loai dudng don ciing da duoc sir dung
nhu glucose, fructose, sorbitol, galactose...[89]. Do d6, viéc khao sat nguon

cung cap carbon va nong d6 thich hop 1a can thiét.
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Bang 3.4. Anh hudng cua ngudn carbon Ién sy sinh trudng caa té bao cay bach bénh

Nguén carbon Khoi lwgng twoi  Khéi lwong khd ~ Eurycomanone
(%0) (9) (9 (mg/g)
2 17,58° 0,43° 0,47¢
Glucose 3 20,307 0,59° 0,77¢
4 12,57° 0,44° 1,36"
2 17,62° 0,44°¢ 1,543
Sucrose 3 17,43° 0,722 1,702
4 18,00° 0,61° 1,11°¢
2 - - -
Fructose 3 - - -
4 - - -

Trong nghién ctu caa ching t6i, cdc ngudn carbon dugc st dung la
sucrose, fructose va glucose ¢ nong do 2-4%. Két qua trinh bay & Bang 3.4 cho
thay glucose thich hop cho sinh truéng cua té bao, dac biét 14 & ndng do 3%
(sinh khéi twoi dat 20,30 g), tuy nhién & moi trudng ndy su tich liy sinh khoi
kho khéng tét (chi dat 0,59 g). Trong khi d6, sucrose ¢ ndong d6 3% sy sinh
truong cua té bao khdng tét bang glucose (sinh khéi tuoi dat 17,43 g) nhung su
tich liy sinh khéi kho lai tét hon rat nhiéu (0,72 g). Khi nudi cay té bao trén
moi trudng chira fructose té bao khong sinh truong, hda nau va chét sau vai
ngay. Trong nudi cay sinh khbi dé san xuat hop chat thir cap, sy tich ldy sinh
khbi kho dong vai tro rat quan trong, vi thé cong thire moi trudng 6 su tich liy

sinh khdi khd cao nhat 14 sucrose 3% duoc chon cho cac nghién cau tiép theo.

O méi truong nudi cay chua sucrose 3%, su san Xuit eurycomanone
cua té bao dat cao nhat (1,70 mg/g kho, twong &ng véi 1,224 mg/binh). Anh
hudng cua nong do glucose 18n sy tich lity eurycomanone thip hon sucrose,
ham luong eurycomanone dat 1,36 mg/g chat khd & nong do 4% glucose va
thap nhat 1a 0,47 mg/g chat khd & nong do 2%.
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3.2.3. Anh huéng ciia pH méi triromg dén sy sinh trudmg ciia té bao

Trong nghién ciru ctia ching ti, pH ctia méi trudng nudi cay duoc didu
chinh giao dong trong khoang 4,75-6,75 trude khi khir tring. Két qua nghién
ctru trinh bay ¢ Bang 3.5 cho thay su tich liy sinh khéi twoi va sinh khdi khd
déu tét nhat & pH 5,75. O ¢ong thie mdi truong ndy, su tich lity sinh khéi tuoi
va khd, ham lugng eurycomanone déu dat cao nhat, twong ung la 17,27
g/binh, 0,76 g/binh va 1,67 mg/g kho (1,269 mg/binh).

Bang 3.5. Anh huong ciia pH méi truong dén su sinh truong va tich liy

eurycomanone cua té bao huyén phu cay béach bénh

pH Khéi lwgng twoi Khéi lwgng kho Eurycomanone
(9) (9) (mg/g)

475 11,049 0,49¢ 0,49¢

5,25 15,47 0,68 1 3gh

5,75 17,272 0,76 1670

6,25 13,68° 0,60° 1340

6,75 13,52¢ 0,60° 1310

Nhu vay, két qua thu duoc tét nhat khi nudi té bao trong binh tam giac
chtra 50 mL mdi trudng long bd sung 3% sucrose, pH 5,75, véi ty 18 tiép mau
la 3 g. Sinh khdi tuoi, sinh khbi kho va ham luong eurycomanone thu duoc
tuong (ng 1a 17,27 g/binh, 0,76 g/binh va 1,67 mg/g chat kho.

3.3. ANH HUONG CUA CHAT KICH KHANG LEN SU" SINH
TRUONG TE BAO VA TiCH LUY EURYCOMANONE

3.3.1. Khao sat anh huwéng ciia ndng d chat kich khang

Trong nghién citu ndy, cac nong do khac nhau cua dich chiét ndim men
(20-50 mg/L), methyl jasmonate (0,01-1 mM), va salicylic acid (0,01-1 mM)

anh huong Ién kha niang sinh trudng va tich lily eurycomanone cua té bao sau
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14 ngay nudi cay di duoc xac dinh.
3.3.1.1. Anh hwéng cia dich chiét négm men

Dich chiét nAm men 13 mot chét kich khang sinh hoc, dugc st dung
trong nudi cdy méd va té bao thyc vat dé ting kha niang kich thich bd may bao

vé, tir d6 gia tang san xuat cac hop chit thir cap [54].

S6 liéu trinh bay ¢ Bang 3.6 cho thay YE c6 tac dung tc ché su sinh
truong cua té bao, khéi luong khd cia mau cé xu 1y kich khang YE dat 0,41
dén 0,51 g/binh (mau dbi chang 0,72 g/binh). Tuy nhién, su tich luy
eurycomanone ting dat cuc dai khoan 3,71 mg/g khd khi xt Iy voi nong do
200 mg/L YE (twong tng 1,82 mg/binh), két qua ndy cao hon dbi chung
khoang 2 lan.

Bang 3.6. Anh huong cua dich chiét nAm men 1én sinh truong va tich liy

eurycomanone cua té bao cay bach bénh

YE Khoi lwong tuoi Khoi lwong kho Eurycomanone
(mg/L) (9) (9) (mg/g)

bC 17,432 0,722 1,70¢

20 14,7°° 0,42¢ 1,61¢

50 14,98° 0,474 1,71¢

100 15,24° 0,464 1,79¢

150 13,96° 0,41°¢ 2,28°

200 17,082 0,49°¢ 3,712

250 16,682 0,51° 3,07°

PC: d6i chiing khong bo sung YE.
3.3.1.2. Anh hwéng cia methyl jasmonate

MeJA va jasmonic acid 1a nhitng hop chat PHST thyuc vat co vai tro
trong sy 130 suy cta thuc vat, tham gia vao con duong truyén tin hiéu ngoai

sinh (stress, vét thuong, sinh vat gdy bénh) va cam ung hoat dong cta hé
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théng bao vé ¢ thuc vat. MeJA khdi dong su phién ma mRNA de novo cua
cac gen PAL dan toi su tao phenylalanine ammonia-lyase, enzyme dau tién
ctia con dudng phenylpropanoid lién quan chit ch& dén su san xuit cac hop
chat thir cAp (HCTC) ¢ thuc vat (Brincat va cs, 2002) (dan theo Lé Thi Thuy
Tién va cs, 2010) [9]. MeJA di dugc nghién ctru va sir dung rong rdi lam chat

kich khang trong san xuit cac HCTC tir nudi cay té bao thuc vat [133].

Khac véi khi xtr Iy bang YE, kich khang bang MeJA anh hudng mot
cach rd rét dén su sinh truong cua té bao bach bénh. Su sinh truang cua té bao
giam mot cach dang ké khi nong d6 MeJA tang tir 0,01- 0,50 mM. O ndng do
1,00 mM MeJA, té bao hda nau, khdng phat trién (Bang 3.7 va Hinh 3.8).

Tuy nhién, ham luong eurycomanone dat cao nhat 6,60 mg/g chat khd
& nong d6 0,02 mM MeJA (tuong ung 3,16 mg/binh), két qua ndy cao cao
hon 4 1an so véi dbi ching.

Bang 3.7. Anh hudng caa methyl jasmonate 18n sinh truéng va tich liy

eurycomanone cua té bao

MeJA Khoi lwong tuoi Khoi lwong khé  Eurycomanone
(mM) ) 9 (mg/g)

bC 17,432 0,722 1,70¢°

0,01 10,58° 0,43°¢ 5,17°

0,02 8,14°¢ 0,48°¢ 6,602

0,05 5,22¢ 0,61° 1,23d

0,10 2,29° 0,33¢ 1,119

0,20 1,63f 0,22¢ 0,51f

0,50 0,769 0,07f 0,85°

1,00 - - -

DC: doi ching khong bo sung MeJA.
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Hinh 3.8. Sinh khéi tuoi (A) va khd (B) cuaa té bao khi xt Iy 0,02 mM MeJA sau 14

ngay nudi cy.
3.3.1.3. Anh hwéng cia salicylic acid

Salicylic acid 1a mot hop chét tin hiéu thyc vat quan trong trong vi¢c
kich hoat cac gene lién quan dén co ché bao vé. Khi st dung 1am chét kich
khang, SA anh huong dén kha nang tich lily cac hop chat lién quan dén co ché
bao vé. SA dugc biét nhu 13 tdc nhan chéng chiu tuong tac thuc vat gay bénh,
nhung khong phai la cht cam Ung van ning trong san xut cic chat chuyén
hoa bao vé thuc vat [35]. Theo Taguchi va cs (2001), SA tich iy ¢ cac vi tri
mam bénh dé tin cong va kich thich h¢ théng bao vé thuc vat va viéc san xuat
cac hop chit thir cip [129]. Viéc sir dung SA lam chat kich khang dé ting

cudng tong hop cac hop chit thir cip tir nudi ciy té bao thuc vat rat phd bién.

Két qua trinh bay & bang 3.8 cho thay su ¢ ché manh cua SA 1én kha
ning sinh truong cua té bao bach bénh ¢ néng do lon hon 0,05 mM. O ndng
d6 0,20 — 1,00 mM SA, té bao hoa nau, khdng phat trién. Trong d6, ham
luong cua eurycomanone ciing ting khoang 2 1an khi so sanh véi mau doi
chung trong méi trudng cd bo sung SA 0,02 mM (eurycomanone dat 3,51
mg/g kho, tuong irng 1,96 mg/binh).
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Bang 3.8. Anh hudng cua salicylic acid 1én sinh trudng va tich lily eurycomanone

cua té bao

SA Khdi lwong twoi Khoi lwong khd Eurycomanone
(mM) (9) (9) (mg/g)
PC 17,43° 0,722 1,70
0,01 16,32 0,48 3,30
0,02 19,082 0,56° 3,512
0,05 14,67¢ 0,52° 3,35
0,10 2,86° 0,37° 0,9¢
0,20 - - -
0,50 - ; ]
1,00 - ; ]

DC: dbi chitng khong bo sung SA.

3.3.2. Khio sat anh hwéng cia thoi diém kich khang

Thoi diém bd sung chat kich khang 13 yéu té quan trong s& anh hudng
dén phan ung cua té bao thuc vat nudi cay in vitro. Cac nong do tdi uu cua
YE (200 mg/L), MeJA (0,02 mM) va SA (0,02 mM) tir khao sat phia trén s¢&
duoc sir dung dé tim thoi diém cam wng thich hop véi muc dich cai thién sy
tich lity eurycomanone trong nudi cay huyén phu té bao cay béach bénh.
3.3.2.1. Anh hwéng cia thei diém kich khang YE 1én sw tich liy
eurycomanone

Péi voi sinh truong cua té bao, YE khi dugc bd sung vao méi trudng
nubi cdy o cac thoi diém 8 va 12 ngay c6 tac dung lam tang kha ning sinh
truong cua té bao, tuy nhién, khéng cd sy khac biét trong tich Iiy chat kho
gitra cac cong thac (Bang 3.9).

Ham luong eurycomanone trong c4c té bao khi xir ly bang 200 mg/L

YE & ngay thir 6 cuia qua trinh nudi cay dat gia tri cao nhat 1a 6,25 mg/g chat
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khé (twong wng 3,125 mg/binh), cao gip 3,68 va 2,98 lan so véi miu doi

chtng khong duoc xt Iy chat kich khang va mau ré cta cay 5 ndm tudi.

Bang 3.9. Anh hudng caa thoi diém kich khang YE 1én su tich lily eurycomanone

Thoi diém kich khang  Khoi hrong twoi  Khoi lwong khé  Eurycomanone

(ngay) (9) (9) (mg/g)
0 17,08°P 0,492 3,71°
2 16,86° 0,492 3,87°¢
4 17,20P 0,502 4,83°
6 16,67° 0,502 6,252
8 18,214 0,522 4,49b
10 17,01° 0,502 2,124
12 18,422 0,502 2,024
s T " PDA Mulli 1 2450m,4nm
] | K
|l
150
| p| g
u .
100+ “‘ (| g
50+ ' [
0‘ —_— -~ —
00 25  s8 75 10 125 150

min

Hinh 3.9. Pho HPLC ciia eurycomanone chuan trong thi nghiém thoi diém kich khang
(S: 2472518)

64



mAU T T .8 PDA Mulli 1 245nm, anm

4 | &
J [ [ | ! | " [

150+ | |
: | [ I \ l |

I 1 )

1 | \J \ |

100~ | \/ \ [ | |
: | \l\ | v‘;’
] | 1 | 3

f LU0 § | |
Ry | ™

:'0"‘ ' l ~ |
§ | \
1 ‘ eurycomanone \/ \

B, \
1 \ = \/
2N [

i T T T T I T T T T _I T T T v I’ T T T T r T L4 T T r T T L4 T
0.0 25 50 75 10.0 125 15.0

min

Hinh 3.10. Phd HPLC cua dich chiét eurycomanone khi kich khang YE 200 mg/L
sau 6 ngay nudi cay (S: 2000849)

3.3.2.2. Anh hwéng cua thoi diém kich khang MeJA 18n sw tich liy
eurycomanone

Két qua nghién cau anh huong cua thoi gian xir Iy 0,02 mM MeJA [én
kha ning sinh truong cua té bao cho thdy MeJA @c ché manh dbi véi sinh
khdi tuoi, thoi gian xa 1y chat kich khéng cang dai kha ning sinh trudng cua
té bao cang bi Gc ché. Bdi véi sinh khdi khd, xu Iy chat kich khang & ngay
thi 4 va ngay tht 6 cta qua trinh nudi cay l1am ting kha ning tich liy sinh
khdi khd.

Ham lugng eurycomanone trong cac té bao khi xir Iy bang MeJA sau 4
ngay nudi cdy dat gia tri cao nhat 1a 17,36 mg/g kho (9,54 mg/binh) (Bang
3.10), cao gap khoang 10 va 8 lan so v&i mau dbi chimg khong duoc xu Iy va

mau ré cua cy 5 nim tudi.
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Bang 3.10. Anh huong cua thoi diém kich khang MeJA 18n sy tich liy

eurycomanone

Thoi diém kich khang  Khoi hrong twoi  Khéi hwong khé  Eurycomanone

(ngay) (9 (9) (mg/g)
0 8,14¢ 0,482 6,601
2 8,32¢ 0,502 12,83
4 9,214 0,55 17,36°
6 10,43 0,56° 9,18°
8 11,40 0,492 5,99¢
10 13,83 0,42 3,81¢
12 14,09 0,43° 2,77

mAU | o] PDA Multl 1 2450m. 4nm}
l Nl |
) | .
i~
- || | \"
. | |
|
! | |
200+ LI g ] | [ |
u IR
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4 1 —
|3 S—
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Hinh 3.11. Pho HPLC cua dich chiét eurycomanone khi kich khang MeJA 0,02 mM
sau 4 ngay nudi cay (S: 5932797)

3.3.2.3. Anh hwong cia thoi diém kich khang SA 1n s tich liiy eurycomanone
Khi bo sung vao méi trudng nudi cdy 0,02 mM SA, sinh khéi té bao &

tat ca cac thoi diém bo sung déu giam, trong d6 bd sung vao dau giai doan
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sinh trudng (2-6 ngdy) s& uc ché manh nhit. Béi véi SA, ham lugng
eurycomanone trong té bao chi dat cao nhat 1a 5,20 mg/g (2,44 mg/binh) khi
SA duoc bb sung vao trong méi trudng sau 4 ngay nudi cay (Bang 3.11, Hinh
3.12). Nhu vay, su kich thich qué trinh sinh téng hop cua eurycomanone &
nhitng thoi diém kich khang khac nhau 1a khéc nhau, trong khi sy sinh truong
cua té bao khong bi anh huong boi thoi diém nay. Hau hét cac mau xu ly, sinh
khdi té bao dat tir 0,46 dén 0,56 g khd/binh.

Bang 3.11. Anh huong cua thoi diém kich khang SA 18n sy tich lily eurycomanone

Thoi diém kich Khoi lwong twoi  Khoi lwong khé  Eurycomanone
khang (ngay) (9) (9) (mg/g)
0 19,082 0,562 3,51¢
2 15,58¢ 0,46° 4,26"
4 16,00° 0,47° 5,202
6 15,90° 0,47° 5,012
8 17,09° 0,502 2,37¢
10 18,00° 0,532 2,01¢
12 17,36° 0,502 1,97¢
mAU ] | [ N db o % | PDA Multi 1 245nm.4nm
200 | ;‘E |
| | II‘ | I\n |
lfv0~: . . 1] |
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Hinh 3.12. Pho HPLC cua dich chiét eurycomanone khi kich khang SA 0,02 mM
sau 4 ngay nudi cay (S: 1863577)
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Tong hop két qua cua cac cong thiac xu Iy tét nhit duoc trinh bay ¢
bang 3.12. Trong cé&c cdng thuc xu ly, methyl jasmonate 1a chat kich khang
thich hop nhat dé ting cudng san xuat eurycomanone trong té bao cay bach
bénh. MeJA 0,02 mM duoc bd sung vao méi trudng tai ngay thi 4 cia qua
trinh nudi cdy da tang lugng eurycomanone tich liy 1én téi 9,548 mg/binh,
cao hon 10 1an so véi mau déi chang 1a té bao khong xu 1y chat kich khang,

khoang 8 1an so vi mau ty nhién (r& cay bach bénh khoang 5 nim tudi).

Bang 3.12. Tong hop két qua xir Iy kich khang tot nhat cua tirng chét

Chat  Thoidiém  Khdi Khoi  Eurycomanone Eurycomanone
kich kich khdng  lwgng lwgng (mg/q) (mg/binh)
khang (ngay) twoi (g)  kho (Q)
YE 200 6 16,67 0,50 6,25 3,125
mg/L
MeJA 4 9,21 0,55 17,36 9,548
0,02 mM
SA 0,02 4 16,00 0,47 5,20 2,444
mM
bC 0 17,43 0,72 1,70 1,224
Mau tu - - - 2,09 -
nhién
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Chuong 4
BAN LUAN

4.1. ANH HUONG CUA CHAT PIEU HOA SINH TRUONG LEN
KHA NANG SINH TRUONG CUA CALLUS

Anh huong cua chat diéu hoa sinh truong thuc vat 18n sy sinh trudng
cua callus trén cay bach bénh da dugc nhiéu tac gia nghién ctu va cong bé.
Siregar va cs (2003) da cam rng tao callus trén la cia 9 cay bach bénh khac
nhau trén méi truong MS bo sung 10 mg/L NAA. Sau 4 tuan nudi cay, sinh
khéi callus dat 2,723-3,816 g tuoi (sai khac khong c6 y nghia) vai khéi lugng
kho tuong ung 1a 0,106-0,141 g. Sinh khdi callus dugc cay chuyén duy tri ¢
mdi truong tuong tu sau mdi 4 tuan [126]. Theo Hussein va cs (2005), callus
phét sinh phdi cua cay bach bénh hinh thanh trén méi truong MS co ban ¢6 bo
sung 1,0 mg/L 2,4-D [60]. Trong khi 46 Mahmood va cs (2010) cho rang 2,4-
D 14 loai auxin phu hop nhat dé cam tng tao callus ciing nhu nhan sinh khéi
callus tir nhiéu nguén goc khac nhau caa cay bach bénh, callus tao thanh ti
mau 14, cubng 14 don, cudng 14 kép va 1a mam trén cac moi trudng c6 bd sung
2,4-D déu cho két qua tét nhat vai ty 18 tao callus tir 78,33-88,33% [86]. Vi
vay, ching t6i st dung 2,4-D 14 chét diéu hoa sinh truong dau tién dé khao sat

kha nang sinh trudng cua callus.

Tuy nhién, trong nghién ciu caa ching t6i 2,4-D khong phai la chét
diéu hoa sinh truéng cho hiéu qua tét nhat. Khi bo sung riéng lé 2,4-D, cong
thirc bo sung 2 mg/L 2,4-D cho két qua tot nhat, chi sb sinh truong cua callus
chi dat 2,52 (Bang 3.1), thap hon d6i vai NAA, vai chi s6 sinh truong (Gl) 1a
7,8 trén moi truong bo sung 1,25 mg/L NAA, sinh khéi callus tir 3 g nudi cay
ban dau dat dén 23,59 g tuoi (tuong (g véi 0,93 g khd) (Bang 3.2).
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Mot s6 nghién ciru cho thay khi viéc két hop giita auxin va cytokinin vao
mdi truong nudi cdy thic diy manh mé viéc tao callus trén nhiéu giéng cay. Vi
du: Balubena va cs (2009) san xuat sinh khdi callus cua cay Piper solmsianum
(Piperaceae) trén moi trudng bo sung 0,2 mg/L 2,4-D va 2 mg/L BA [31].
Zakaria va cs (2011) da cam tng va san xuat sinh khéi callus cua cay Papaver
orientale L. (Papaveraceae) trén moéi truwong tuwong tu chua 0,5 mg/L BA
(benzyladenine) va 0,5 hoac 1 mg/L NAA [147]. Theo nghién cuu cua
Adhikari va Pant (2013), sy sinh trudng tao callus tot nhat 13 trén méi trudng
MS bo sung 0,5 mg/L BAP va 1,5 mg/L NAA sau 8 tuan nudi cay [19].

Theo hudng d6, chung t6i da st dung két hop NAA va KIN 1én kha ning
sinh truéng cua callus cay bach bénh, két qua thu duoc 1a rat kha quan. Két
qua két hop giira 1,25 mg/L NAA va 1,00 mg/L KIN cho thay sinh khéi callus
dat cao nhat (32,34 g tuoi/binh, tuong trng vé1 1,31 g kho/binh, GI dat tuong
ung la 10,7 (Bang 3.3).

Trén thé gigi, viéc st dung ca NAA va KIN trong nudi cay callus cay
bach bénh dé san xuat hop chat thi cap da dugc thuc hién. Chang han, Galih
va Esyanti (2014) di st dung méi truong Zenk dé nudi ciy callus cay bach
bénh, cac tac gia di bo sung vao moi trudng 0,5 mg/L NAA va 0,5 mg/L KIN
dé nubi cay callus trudc khi chuyén qua chinh méi truong nay (khéng co
agar) dé nudi cdy long [48]. So véi nghién ciu cta ching t6i, ndng d6 chat

diéu hoa sinh trudng ma céc tac gia sir dung la thap hon.
4.2. THIET LAP NUOI CAY HUYEN PHU TE BAO
4.2.1. S tich liiy sinh khoi twoi va khé trong nudi cay huyén phu

Trong nghién ctru ctia chung t6i, sinh truong té bao dat cuc dai vao
ngay thtr 14 cua qué trinh nudi cay (Hinh 3.3), khéi luong tuoi thu duogc 1a
khoang 15,67 g/binh (0,69 g khé/binh), cao gap 9.21 lan sinh khéi tuoi ban
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dau. Két qua thu duoc cua ching t6i cao hon kha nhiéu so vai cac nghién ctu
da cong bd trude day. Siregar va cs (2004) nudi cay huyén phu té bao cua cay
bach bénh trén moi truong MS bé sung 1 mg/L NAA. Két qua cho thay tir 1 g
ban dau d3 thu duoc khoang 5 g tuoi (0,3 g kho) [127]. Chan va cs (2010) thu
duogc sinh khdi cao nhét (3,1 g twoi/0,22 g khd) vao ngay thir 13 khi nudi ciy
0,5 g té bao cay bach bénh trong méi trudng MSB (thay doi tir moi truong
MS) duoc xir Iy véi 2 mg/L NaH:PO, [38]. Natanael va cs (2014) da tién hanh
nudi cay té bao bang viéc cay chuyén mé callus tir nudi cay ran vao moi

truong long ¢6 bo sung 1,1 ppm 2,4-D va 1 ppm KIN [103].

So Véi cac d6i twong khac da dugc cong bd, thoi gian sinh truong cua
té bao huyén phu cay bach bénh tuong duwong véi té bao cay nghé den 1a 14
ngay [77], nhung ngan hon cac loai té bao khic nhu rau ma 24 ngay [81] hay
ca gai leo 28 ngay [82].

4.2.2. Sy tich liiy eurycomanone trong nudi cay huyén phu

Nudi cdy té bao huyén phu thuc vat tir lau d3 duoc xem 1a mdt phuong
thirc thay thé c6 nhiéu tiém ning trong san xuit cac hop chat chuyén hoa thi
cAp c6 gia tri cao nho tinh dong nhat ctia quan thé té bao in vitro, sy sin c6

mot lwong 10n nguyén lidu, va téc do sinh truong nhanh cta chang [97].

Qua mot s6 nghién ctru trude day cho thy, da sd truong hop nudi ciy
callus hodc té bao thuc vat déu cho ham luong cac chét thu cép cao hon nhiéu
lan so voi trong diéu kién tu nhién. Chﬁng han, ham lugng anthocyanin &
callus ciia cdy hoa ctic (Rudbeckia hirta) chiém dén 4,97% trong khi hoa cua
cdy nay trong tu nhién, noi tich lily cha yéu anthocyanin, chi c6 0,28% [85].
Nguyén Hoang Loc va cs (2010, 2011) da nghién ciru san xuit solasodine tir
callus cdy ca gai leo in vitro va thu duoc két qua cho thay, ham lugng
solasodine tich lily trong callus cao hon khoang 8,5 1an so véi tach chiét tir rd

cdy tu nhién 1 nam tudi [79]. Tiép tuc nghién cru nudi cay té bao ca gai leo
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trong chai tam gidc, cac tic gia nhan thiy solasodine tich lily trong té bao

huyén phu cao hon trong callus [80].

Trong nudi cdy té bao thuc vat, cac hop chat thi cap tich liy nhiéu nhat
vao cudi giai doan sinh trudng cuc dai. DA c6 nhirng bang ching rd rang cho
thdy c6 mdi quan hé nguoc giira téc do sinh truong va kha ning san xuat cac
chat tht cap. Khi toc do sinh trudong cao, cic qua trinh so cap cua té bao 1a
phan chia té bao va san xuat sinh khéi té bao da dién ra manh mé. Nguoc lai,
trong pha tinh khi su sinh truéng giam, ldc nay hoat dong san xuat va tich lity

cac chat thir cap mai tang 1én [137].

Hop chat tha cip ¢ thuc vat thuong duoc tim thiy ¢ trong tat ca céc té
bao, tuy nhién, trong da s6 truong hop, ching chi dugc sinh tong hop ¢ mot
s6 co quan, bo phan nhat dinh sau d6 dugc van chuyén dén cac co quan du trix
dua vao sy phan cuc cua ching. Cac hop chit wa nudc nhu alkaloid,
glucosinolate hay tannin duoc dy trir & khong bao hay céc té bao di hinh
(idioblast), trong khi d6 cac nhém wa lipid nhu cic chat c6 gdc terpene duoc
du trir & mang thylakoid hozc 16p biéu bi, dng dan nhya va trichomes. Cac bo
phan du trit c6 thé 1a 14, chdi, ré, hoa, callus, phoi soma va cac noi duy trit dic
biét nhu cac long tiét (glandular trichomes), biéu bi (periderm) hay 16p ban
(phellem) [62]. Trong nudi cdy té bao, phan Ién céc tai liéu da cong bd déu
cho thdy cac hop chét sau khi duoc tong hop s& dugc dy trit noi bao, do do,
danh gia kha ning sinh tong hop cac hop chat thir cap chi duoc thyuc hién ddi
VGi cac chat dugc du trir noi bao. Vi du, Sato va cs (1993) nhan thay khi nudi
cidy té bao cay Coptis japonica, alkaloid dwoc dy trit & khong bao,
magnoflorine va papaverine dugc du trit mot phan ¢ khdng bao va chu yéu 1a

c6 trong dich ndi bao [122].

Theo Cai va cs (2012), trong nudi cdy té bao cac hop chat chu yéu tap

trung & noi bao, khong tiét ra moi truong, day 1a diém can tré hiéu qua quy
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trinh san xuit do phai tbn thém chi phi thu nhan, tach chiét... Do d6, nhiéu
bién phap dd duoc tac gia dé& xuat dé thuc day qué trinh tiét cac chat tha cap ra
moi trudng ngoai bao, tap trung vao cac giai phap pha v thanh té bao bang
cac tac nhan vat Iy (xung dién, siéu &m, ap suat cao), hoa hoc (dung dich cé
cuong lec ion manh, thay doi pH, st dung dimethylsulfoxide, Tween 20 hay

chitosan) hay sinh hoc (cellulase, pectolyase...) [36].

Trong nghién ctu cua ching toi, kha nang tich 1y eurycomanon trong
ndi bao da duoc danh gia. Trong nudi cay huyén phu, eurycomanone dugc san
XUat trong qua trinh nuéi cdy tir dau dén ngay 20, ham luwong cao nhat (1,65
mg/g khd) cling thu dugc vao ngay tha 14 giéng nhu su tich lity sinh khoi té
bao (Hinh 3.7). Két qua nay cao hon so v&i nghién ciu ctia Mohamad va cs
(2013), ham lugng eurycomanone trong cay bach bénh 6-7 nam duoc thu thap

tir Muar (Johor, Malaysia) 1a chi gan 1,4 mg/g kho [91].

Theo Ncube va cs (2015), trong diéu kién binh thuong, thuc vat chi san
xuét ra mot luong hop chit thir cip ¢ mirc tdi thiéu theo nhu ciu cua co thé va
chung khong déng vai tro 16n ddi v6i cac hoat dong séng so cip cua té bao
[104]. Khi gip cac diéu kién bat loi ctia moi truong, hop chit tha cap méi
duoc san xudt nhiéu hon trong t& bao dé chdng lai cic tic nhan bén ngoai
[36]. Do vay, trong diéu kién nudi cdy binh thudng, su tich liiy hop chét thu
cap thuong ty 16 thuan vé6i su tich lity sinh khéi, do ham luong hop chét tich

lity trong mdi té bao 1a giéng nhau, su sai khac thuong khong 1on.

Két qua cuia chiing toi cling tuong tu két qua nghién ciru kha ning san
Xuit jaceosidin cua té bao S. medusa. Ham luong jaceosidin va sinh khoi té
bao déu dat cuc dai vao ngay thir 14 cua qua trinh nudi cay [149]. Ngoai ra,
qua trinh tich Iily cac hop chat thir cap khdng giong nhau gitra cac loai khac
nhau, khéng phai loai thuc vat nao ciing ting cudng tich lily cac hop chét thix

cap khi sinh truong cua té bao di vao pha 6n dinh. Khi nudi ciy té bao T.
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cordifolia, Rao va cs (2008) nhan thiy rang trong khi khéi luong khé té bao
dat cuc dai (9,9 g/L) sau 36 ngay nudi cay, thi ham luong berberine trong té
bao lai thu duwoc cao nhat vao ngay 24 trong pha log cua té bao (3,8 mg/g khéi
lwong kho) [114].

4.2.3. Anh hwéng ciia ngudn carbon va pH méi truong

Nguon carbon duoc xem Ia c6 anh hudng dén su phat trién cua té bao
VA Sur san xuat cac chat cd ngudn goc thuc vat trong nudi cdy in vitro. Trong
nghién ctu cua ching toi nong do sucrose 3% la thich hop nhat cho sinh
truéng cua té bao. O ndong do ndy, sy sinh trudng cua té bao dat kha tét, sinh
khéi tuoi dat 17,43 g va sinh khoi khé dat 0,72 g, su san xuat eurycomanone
cua té bao ciing dat cao nhat (1,7 mg/g). Két qua ndy ciing tuong tu v4i két
qua nudi cay té bao cay sam Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.)
[134], day thia canh [72], hay cay sam An Do (Withania somnifera) [100].

Sucrose duoc xem la ngudn carbon thich hop nhét cho sinh trudng cua
té bao thuc vat, ndng d6 thuong ding 12 tir 2-7%. Sucrose vira cung cip ning
lwong vira 1a mot thanh phan trong sinh tong hop céc chat thir cap. Toc do
tang truang sinh khéi thuc vat ludn lién quan truc tiép tai sy tiéu thy sucrose.
Vai trd ctia sucrose trong viée ting tich lity sinh khdi kho té bao cd thé do anh
hudng cua nd 1én tubulin, mot protein chiu trach nhiém trong sinh trudéng va
phét trién cua té bao. Trén moi truong ma tat ca cac ngudn dinh dudng & muc
du thira, Sy gia ting nong do sucrose s& din dén tang sinh khéi khd. Mot s6
nghién cou nhu nudi cdy té bao cdy Solanum eleagnifolium, Solanum
chrysotrichum hay Psoralea corylifolia... té bao ting sinh khbi kho clng véi
viéc ting nong do sucrose. Tuy nhién, khi nong d6 sucrose qua cao s& dan
dén ap suat tham thau vuot gidi han cho phép cua té bao, vi thé anh huéng

xau 1én sinh truong cua ching [3].

Liang va cs (2004) nghién ctru anh huong cua nong do sucrose (2-5%)
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dén viéc san xuat cac hop chat puerarin va isoflavone trong nuéi cay ré cua
cay Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth (Fabaceae). Két qua cho thay bo
sung 3% sucrose vao mdi truong 14 tét nhat dé tich Iy puerarin va isoflavone.
Ham luong cao nhit cua puerarin (5,147 mg/g khd) thu duoc sau 12 ngay
nudi ciy trong khi ham luogng cao nhat cua isoflavone (khoang 27,76 mg/g
kho) dat duoc sau 16 ngay nudi cdy [74]. Theo Qian va cong su (2009),
rosmarinic acid duoc tich lily duoc ting cuong boi cac nong do sucrose dugc
thém vao trong mdi truong nudi ciy cay Coleus blumei Benth. (Lamiaceae).
Khi ham lugng sucrose 1a 6%, callus va té bao tich liy 1an luot 1a 33,7% va
10,1% rosmarinic acid. Ham lugng sucrose cao hon (> 5%) c6 anh hudong tiéu
cuc dén sy phét trién cua cay [111]. Manuhara va (2015) chi ra rang néng do
khac nhau (3-6%) cta sucrose anh hudng dén sinh khoi va ham lugng saponin
trong nudi cay ré cay Talinum paniculatum (Jacg.) Gaertn. (Talinaceae). Sinh
khéi t6i da dat dugc trén moi trudng MS bo sung 6% sucrose cao hon khoang

ba 1an so véi déi ching [88].

Bén canh nguén carbon, pH méi trudng ciing anh huong 16n dén su
sinh trudng va tich lity hop chat thir cAp cua té bao. Té bao va mé thuc vat doi
hoi pH téi wu cho sinh trudng va phat trién trong nudi cdy. D6 pH anh hudng
dén su di chuyén cta cic ion va dbi voi hau hét cac moi truong nudi ciy, pH
5,0-6,0 trude khi khir trung dugc xem la tdi wu. PO pH cua méi trudng con
anh huong truc tiép t6i qua trinh hap thu cac chat dinh dudng tir moi truong

vao té bao [5].

Trong nghién ciru ciia ching toi, pH ctia méi trudng nudi cay dugc didu
chinh giao dong trong khoang 4,75-6,75 trudc khi khir trung, trong d6 pH
5,75 cho két qua thu dugc tét nhat. O cbng thicc moi truong ndy, su tich liy
sinh khdi tuoi va kho, ham luong eurycomanone déu dat cao nhat, twong tng

la 17,27 g/binh, 0,76 g/binh va 1,67 mg/g khd. Két qua nghién ctru cta ching
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t6i thu dugc twong ty nhu két qua nghién ctu cia Siregar va cs (2004), khi
nghién ciru anh huong cia pH moi trudng nudi cay 18n su san xuat canthin-6-
one alkaloid tir nudi cy té bao cay béach bénh, tac gia nhan thay pH 5,75 Ia toi

uu cho nudi ciy té bao cay nay [127].

Bén canh nudi ciy té bao, viéc nudi cdy ré to cdy bach bénh dé thu
nhan eurycomanone ciing di dugc nhiéu tac gia nghién ctu, Phan Tuong Loc
va cs (2020) d3 nghién ctru tao ré to c6 kha niang sinh truong manh va téng
hop eurycomanone cao nham tao ra nguén vat liéu in vitro ¢ chat lugng 6n
dinh. Hai dong ré to R1 va R2 chon loc ¢c6 ham lugng eurycomanone lan luot

14 0,017 va 0,022 mg/g chat kho, thap hon trong té bao ctia ching toi [6].

Sau khi nhan gidng in vitro thanh céng, V& Chau Tuéan va cs (2016) da
danh gia su tich lily eurycomanone trong ré cay in vitro khi trong & ngoai diéu
kién tu nhién & tinh Quang Nam. Két qua cho thay, ham luong eurycomanone
tich lily trong ré cly cdy md ting theo thoi gian trong, tir 0,177-0,178 mg/g &
cdy 1 nam tudi 1én 0,213-0,225 mg/g khd & cdy 1,5 nam tudi). Khong c6 su
khac biét vé ham luong tich liiy cua hop chat nay ¢ cay nudi cay mo va cay
hitu tinh duogc tréng cling mét khoang thoi gian cling nhu & cac dia diém khéc
nhau [12].

4.3. ANH HUONG CUA CHAT KiCH KHANG LEN SU SINH
TRUONG TE BAO VA TiCH LUY EURYCOMANONE

4.3.1. Anh huéng ciia chat kich khang 1én sinh truomg té bao

Thong thudng, bd sung céc chat kich khang vao moi truong nubi cay
déu tic ché kha ning sinh truong cua té bao, két qua nay dugc cong b trén
nhiéu cong trinh nghién ciru trude day. Chang han, cac chat kich khang nhu
MeJA, Ag*, chitosan va dich chiét tir nim (polysaccharide) ¢ cac nong do

khac nhau déu wc ché sinh truong cua té bao Taxus chinensis [148]. Két qua
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nghién ctru cta Frankfater va cs (2009) vé anh hudng cia MeJA va SA 1én su
tao thanh gossypol, 6-methoxygossypol va 6,6’-dimethoxygossypol trong
nudi cay ré to cdy G. barbadense ciing cho thdy MeJA c6 tac dung tc ché qua

trinh sinh truéng cua té bao [47].

Trong nghién ctru caa ching tdi, YE it ¢6 su tac dong lén su sinh trudng
cua té bao, MeJA tic ché manh trong khi SA tang kha nang sinh truong cua té

bao khi dugc xir ly ¢ nong do thap (Bang 3.6-3.8).

Pbi v6i YE, trong thanh phan cta YE dugc cho 13 ¢6 chita mot s6 cation
nhu Zn?*, Ca?* va Co?* ¢6 vai trd nhu 1a cac chat kich khang phi sinh hoc. Bén
canh d6 YE ciing 1 mot hop chit bao gdm nhiéu thanh phan khac nhau, ngoai
cac amino acid, vitamin va khoang chit, n6 con c6 thé chia cac thanh phﬁn
chat kich khang khéac chua dugc xac nhan [110]. Co ché tic dong chinh xéc
ctia YE 1én té bao thuc vat hién nay van chua dugc lam rd. Tuy nhién, sy
truyén tin hiéu cam Gng dugc xem 13 mot hé thdng nhiéu thanh phan cé chirc
ning phtic tap trong cic phan tng bao vé khac nhau cta té bao thuc vat, gidng
nhu: cdc kénh ion, sy hoat hdéa tac nhan phan bao khdi dong protein kinase
hoac con duong jasmonic acid hoac SA [117], [124]. Vi vay, YE thuong it trc
ché qua trinh sinh truéng ctia té bao cua cay bach bénh, dac biét 1a & sinh khoi
tuoi, su tdc dong cua cac néng dd YE khac nhau Ién sinh trudéng cua té bao

cling khong qua rd (Bang 3.6).

MeJA 1a mot hop chat tao huong dé bay hoi 1an dau tién duoc tim thiy
trong hoa cua cay Jasminum grandiflorum, sau d6 dugc chirng minh 1a phan
bd rong rai trong gidi thuc vat. MeJA dugce ghi nhan nhu mot chat diéu hoa
can thiét cho su sbéng té bdo, cb vai tro trung gian trong qua trinh phat trién
khac nhau (nay mam, tao 18, sinh san, chin qua, gia yéu) va cac phan rng bao
vé té bao chdng lai cac stress sinh hoc va phi sinh hoc (ton thuong do con

trung gay ra, diéu kién bat loi cia méi truong nhu han han, nhiét do thép, do
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man) [39]. Jasmonate ngoai sinh khi Gmg dung vao thuc vat da cho thiy c6
anh huong dén sy biéu hién vé hinh thai va sinh 1y. Jasmonate két hop véi su
tich liiy ctia cac hop chat thu cdp da thé hién sy dap ung bao vé ¢ thuc vat.
MelJA lam ting ham luong shikonin va dan xuét ctia né trong nudi cay té bao
cay Onosma paniculatum, MeJA con ting cuong sinh tong hop IAA ndi sinh
O thue vat [128].

MeJA 14 chét trc ché sinh truong té bao va ting cudng san xuat hop chat
thir cap trong nudi cy ré cdy Bupleurum falcatum L., Taxus spp. va lta. Anh
huéng ctia MeJA ngoai sinh 1én ham luong cua céc amine sinh hoc bao gom
putrescine, spermidine, tyramine, cadaverine va 2-phenylethylamine trong cay

kiéu mach (Fagopyrum esculentum) ciing da duoc nghién ctru [23].

Trong nghién ctru ctia ching toi, trong moi truong c6 MeJA sinh truong
cua té bao bach bénh bi uc ché manh so véi ddi ching khong bd sung MeJA
(Bang 3.7). Két qua nay phl hop véi cac nghién ctu trude day vé su uc ché
ctia MeJA 1én sinh truong cua té bao thuc vat. Thanh va cs (2005) d3 sir dung
MeJA dé tong hop ginsenoside trong nudi cay huyén phi té bao ctia nhan sam
trong biorector 5 L. Nhdm tac gia tién hanh thim do bo sung vao méi trudng
nudi cdy MeJA cac ndng do tir 50-400 M, sau 25 ngay nudi cay sinh khéi
tuoi va sinh khdi khd cua té bao giam 1,06 va 1,10 lan so voi té bao nudi cay
khong bd sung MeJA [133].

Déi vai SA, trong hau hét cac cong trinh nghién ciru duoc cong bd, viéc
xu ly chat kich khang bang SA s& tic ché su sinh truong cua té bao. Trong
nghién ciru anh huong cia SA va chat kich khang tach chiét tir nim (F5) &
cac nong do riéng ré va phdi hop 1én kha ning san xuat taxol trong nudi cay
huyén phu té bao Taxus chinensis. Yu va cs (2001) nhan thay khi b6 sung vao
mdi trudong nudi cdy 50 mg/L F5 hodc 50 mg/L SA hoic phéi hop 50 mg/L F5

va 50 mg/L SA déu tc ché sinh truong cta té bao, sinh khdi thap nhét khi su
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dung phdi hop 50 mg/l F5 va 50 mg/l SA [145]. Nudi cay ré to B. candida b
sung SA (0,01-1,00 mM) & thoi diém sau 18 ngay, Pitta-Alvarez va cs (2000)
nhan thiy sinh truong té bao bi anh huang, sinh khéi tuoi chi dat 40% (480
mg) so véi dbi chung sau 72 gid cam @ng [110]. Loc va cs (2012) ciing ¢
cung két qua sinh khéi té bao rau mé (Centella asiatica) sau 24 ngay nudi ciy
giam so véi d6i ching & tat ca cac nong d6 SA (50-200 uM) bé sung tai cac
thoi diém khac nhau (5-15 ngay) [81].

Trong nghién ctru cua ching t61, SA c6 tdc dung lam tang kha ning
sinh truong cia té bao trong mot sb trudng hop. Két qua trinh bay & bang 3.8
cho thay khi bo sung 0,02 mM SA, sinh khdi té bao ting so voi khi khong bd
sung SA. Tuy nhién, ddy 1a trudng hop ca biét, tit ca cic cong thic thi
nghiém khac sy sinh truéng cta té bao khi bd sung SA déu thip hon khi
khong b6 sung SA, ca khdi luong tuoi 1an khdi lugng khd nhu & hau hét cac

cong bd khac trude day.

4.3.2. Anh huéng ciia chat kich khang 1én tich liiy eurycomanone

Theo Hussain va cong su (2012), xu ly chat kich khang wc ché su phét
trién ré to cua cay Panax ginseng dong thoi ting cudng viéc san xuat saponin
[59]. Zhao va cong su (2010) d3 nghién ciru anh hudng caa chat kich khang
sinh hoc va phi sinh hoc nhu ion kim loai, polysacharide... 1én sy tang truéng
va tich lily tanshinone & nudi cdy té bao cay Salvia miltiorrhiza. Trong s6 nay
bac nitrate, cadmium chloride va YE c6 hiéu qua nhat dé kich thich san xuét
tanshinone, 1am ting lwong tanshinone trong té bao 1én gap 10 lan [150].
Hakkim va cs (2011) da nghién ctru anh hudng cia cac chét kich khang la YE
(0,1-1,0 g/L) va MeJA (100-500 pM) Ién sy sinh truong va tich ldy
rosmarinic acid trong nudi cay té bao cay Ocimum sanctum. Két qua nghién
ctru cho thay xu ly 0,5 g/L YE sau 18 ngay sinh khdi té bao lan ham lugng

rosmarinic acid déu cao hon khoang 7 l1an so véi dbi ching, xir Iy 100 pM
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MeJA ting 8,6 1an so vé&i dbi chiang khong xtr ly chat kich khang [52].

Trong qua trinh kich khang, chat kich khang cé thé tac dong dén chu
trinh sinh tong hop cua cac hop chit tht cip, lam thay d6i thoi diém tich liy
hop chat thtr cap trong cay. Tuy nhién, nhiéu cong bé cho thay khi xir ly chat
kich khang, thoi diém tich liy sinh khdi va hop chit thir cap cuc dai khéng
doi so vai khi kndng xir Iy chat kich khang. Vi du, solasodine va sinh khéi té
bao ca gai leo (Solanum hainanense) khéng thay dbi thoi diém tich lity cuc
dai khi xa ly bang 150 uM SA [27]. Do d6, véi dé tai nghién cau nay, thoi
gian thu té bao dé danh gia ham luong eurycomanone trong thi nghiém xir ly

chat kich khang tuong tu nhu trong thi nghiém khéng xu Iy chat kich khéang.

Tur két qua nghién ctiru ctia ching t6i cho thay, YE khi bd sung vao moi
truong nubi cay da anh huong dén sy tich liiy eurycomanone cua té bao cay
bach bénh. B6 sung YE véi cac nong do tir 150-250 mg/L déu lam ting manh
ham lugng eurycomanone, trong d6 YE & ndng d¢6 200 mg/L thu dwoc ham
lwong eurycomanone cao gap dbi so véi dbi ching khong bd sung YE. Cac
cong thtc thi nghiém khac su tich lily eurycomane khong co6 su sai khac dang
ké (Bang 3.6)

Déi voi YE, cac nghién ctru str dung YE dé ting murc d6 tich lily cac hop
chat thir cdp da dugc mot sé tac gia cong bd. Chang han, nudi cay ré to ciy rau
sam da duoc Pirian va cs (2013) thuc hi¢n dé san xuét noradrenaline. Cac tac
gia da str dung YE & cac nong d6 0,125-1 g/L dé cam Gng lam ting qua trinh
san xuat noradrenaline, thoi gian cam ung 2 ngay. Céc tac gia nhan thay lidu
luong 0,25 va 0,5 g/L YE la thich hop nhat, ham luong noradrenaline ting 3-4
1an so voi ddi chimg [109]. Khi bo sung dich chiét nAm men, Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum vao mdi trudng nudi cdy Hypericum triquetrifolium
Turra & cac nong do tir 0,1-0,75 mg/L, Azeez va cs (2013) nhan thdy cac chat

kich khéang nay c6 vai trd khac nhau trong viéc san xuat cac hop chat thi cap.
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Dbi véi ndm men (0,5 mg/L), ham lwong p-OH-benzoic acid va chlorgenic acid
tang 1én dang ké so v4i dbi chung. Rutin, hypersoid va quercitin ting 1én dang
ké so voi ddi ching khi dugc xtr Iy kich khéng & tit ca cac cong thirc [29]. Cai
va cong su (2014) di nghién ciru anh hudng cua YE dén viéc san xuat cac chat
chuyén héa thtr cdp va cam tng cac phan Gng tu vé cua thuc vat trong moi
truong nudi cay té bao cua Malus domestica. Két qua cho thdy YE ting cudng
san xuat phenolic acid 1&n gap 2 1an sau 3 ngay nudi cay. Trong sé cac phenolic
acid chiém wu thé, san xuat p-coumaric acid dugc kich thich boi YE 1én t6i 5,1
lan. Nong d6 chlorogen acid ciing ting gap 2,7 lan trong vong 3 ngay nudi cay
bang phuong phap xir Iy bang YE. Tuy nhién, hoat tinh phenylalanine

amoniac-lyase giam toi 33% [37].

P6i voi MeJA, ham luong eurycomanone dat cao nhat trong nghién
ctru ctia ching toi 1a 6,60 mg/g khé, thu duoc & nong d6 0,02 mM MelA, két
qua nay cao hon 4 1an so vai dbi ching va cao gap d6i so voi YE (Bang 3.7).
Nhin chung, MeJA d3 anh huong Ién kha niang sinh téng hop eurycomanone
trong té bao béach bénh rd rét hon ca YE va SA, ham luong eurycomanone thu
duoc dat gan gp doi.

Nhiéu céng trinh nghién ctru di cong bé cho thiy st dung MeJA kha phd
bién trong viéc ting cudng san xuit hop chat thir cap tir nubi cay té bao thuc
vat. Zabala va cong su (2010) d3 nhdn thay tac dung tich cuc cua MeJA 1én
Viéc san xuat peruvoside trong té bao Thevetia peruviana [146]. Bonfill va cs
(2011) da nghién ctru str dung MeJA dé ting kha nang tich luy centelloside va
phytosterol trong nudi cay té bao rau ma (Centella asiatica). Khi bo sung 100
UM MeJA vio mdi truong nudi cdy, cac tac gia thu duoc ham luong
centelloside cao gip 6,9 1an so v6i miu khong duoc bod sung MeJA [33]. Khi
bd sung MeJA viao mdi truong nudi cay ré to cay Silene vulgaris, kha ning

tich lily saponin triterpenoid trong ré to c6 su thay doi dang ké. Luong
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segetalic acid va gypsogenic acid cao gap 5 va 2 lan twong ung so véi doi
chang [68].

Nhiéu nghién ctru di cong bd cho thiy nong do MelA thich hop dé
tdng hop céac hop chat thr cip thuong cao hon nghién ctu cua ching toi,
thuong tir 100 pM tré 18n. Chang han, Krzyzanowska va cong su (2012) ciing
cong b su tich lily rosmarinic acid cao nhat (12% DW) trong cé4c té bao
Mentha piperita sau khi bo sung 100 uM MeJA viao mdi trudng nudi cay,
taing gan 1,5 1an so véi mau doi chiing [69]. Nopo-olazabal va cs (2014)
nghién ciu san xuat stilbenoid ¢ ré cay Vitis rotundifolia khi xt Iy 100 pM
MeJA hoic 10 mM H,0, trong 96 gio. Két qua cho thiy ham luong
stilbenoids dat cao nhat khi xu ly MeJA sau 12 gio nudi cay [107].

Viéc sir dung SA lam chat kich khang dé ting cudng tong hop cac hop
chat thir cdp tir nudi ciy té bao thuc vat rat phd bién. Céc nghién cau lién
quan dén hiéu qua kich khang cta SA vé tong hop chat chuyén héa tht cap
trong cay thubc da duoc tién hanh dé ting gid tri kinh té cua nhirng loai dugc
nghién ctu. Sesquiterpenes trong Panax ginseng da tich liy rat cao sau khi
nudi cay ré duoc xu ly bang SA [113]. Nghién ctu cua Gorni va Pacheco
(2016) trén cay Achillea millefolium L. cho thdy 0,5 mM SA kich thich ting
sinh khéi ré, tong s chat kho, ty 1& gdc/chdi, ham luong diép luc (a) va diép
luc (a + b). Viéc str dung SA ¢ muac 0,5 va 1 mM dem lai hiéu qua tét nhat
trong viéc kich khang dé san xuat dau thiét yéu va phenolic tong sé [50].

Két qua phan tich ham lugng eurycomanone trong té bao cay bach bénh
cho thay su tich lily tang dan khi bo sung SA tir 0,01-0,05 mM, sau d6 giam va
gan nhu té bao khdng phét trién va chét. G méi truong c6 bd sung 0,02 mM
SA, luong eurycomanone trong té bao dat cao nhat (3,51 mg/g khéi lugng

kho), tuong dwong khi xtr Iy YE va thap hon khi xt ly MeJA khoang 50%.

Trong nghién ctu caa ching ti, ham luong SA sir dung la kha thap
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(0,01-0,05 mM), tuong dwong v&i mot sd nghién ctru da cong bd. Chang han,
Yousefzadi va cs (2010) st dung SA dé ting cudng tich lily podophyllotoxin
trong nudi cy té bao cua Linum album. Khi b sung 10 pM SA vao ngay thi
ba cua mau nudi cdy, ham luong podophyllotoxin thu dwoc 333 pg/g khoi
luong khd, cao gap ba lan so voi té bao nudi ciy trén mdi truong khdng bd
sung SA [144].

Dbi v6i SA, viéc xt ly chat kich khang ¢ nong do trung binh 0,10-0,15
mM SA thudng mang lai két qua tét. Trén té bao rau ma, Loc va cs (2012)
nhan thay 0,1 mM SA cho hiéu qua cam tng t6t nhat, ham luong asiaticoside
tang 18n 5 1an so voi té bao khéng xt 1y chat kich khang, trong khi d6 xt 1y 4
g/L YE giup ham luong asiaticoside tang 1én 3,5 1an [80]. Wang va cs (2004)
da nghién ctu sir dung SA vao san xuat taxol trong nudi ciy huyén phu té bao
cay Taxus chinensis var. mairei. Két qua cho thay khi bo sung SA & nong do
145 uM, taxol duoc tich liy toi da 13 0,119 uM [141].

4.3.3. Anh huéng ciia thoi gian kich khang

Thoi diém xir ly chat kich khang ciing 13 mot yéu té quan trong anh
huong dén kha ning sinh trudng va tich liy cac san pham thir cip cua té bao
thue vat. Trong nghién ciu caa ching toi, két qua trinh bay ¢ bang 3.9-3.11
cho thay xir ly chat kich khéang tai thoi diém bat dau nudi cdy gay ra su @c ché
su sinh trudng cua té bao bach bénh. Sinh khdi khé chi dat 0,57-0,71% (xir ly
bang YE), 0,1-0,85% (xtu ly bang MeJA) va 0,51-0,78% (xir Iy bang SA) so
vGi mau ddi chitng sau 14 ngay nudi cay (p <0,05). Nguoc lai, ham luong
eurycomanone da ting tir 1,34 dén 2,18 lan (xtr ly bang YE), 0,1 d¢én 0,85 lan
(xir ly bang MeJA) va 3,04 dén 3,88 lan (xtr Iy bang SA) (p <0,05).

Thoi diém kich khang thich hop phu thudc vao kha niang dap tng cua

cac loai thuc vat khac nhau. Yamamoto va cong su (1995) da chiing minh
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flavanone tich liiy trong mé seo cua cdy Sophora flavescens cao hon mau ddi
chung 5 1an khi bd sung 2-8 mg/mL YE vao trong mdi truong nudi cdy ban
dau [143]. Trong khi d6, Zhao va cong sy (2010) di thu dugc mot luong
tanshinone cao gip 10 lan so v&i ddi chung tir nudi cay té bao Salvia
miltiorrhiza khi xa Iy mau veéi 100 mg/L YE vao ngay thir 18 cua qua trinh

nudi cay [150].

Krzyzanowska va cong su (2012) da bo sung 100 uM MeJA vao moi
truong nudi cay huyén phi té bao cay Mentha piperita sau 7 ngay nudi ciy dé
tang cuong kha nang san xuat rosmarinic acid. Két qua chi ra rang ham luong
rosmarinic acid dat cuc dai la 117,95 mg/g kho sau 24 gio [69]. Zabala va
cong su thu dugc ham lugng peruviside cao nhat (8,93 mg/L) khi b6 sung 100
mg/L MeJA vao méi truong nudi cay té bao cay Thevetia peruviana tai thoi
diém ban dau [146]. Nghién ciu cua Rahimi va cong su (2014) chi ra rang
sesquiterpene cta Panas ginseng tich luy cao nhat trong 24 gio sau khi nudi
cay ré trong mdi truong cd bd sung 200 uM SA [113]. Coste va cong su
(2011) cling da nghién ctu anh huéng cua SA Ién kha nang tich Iuy
hypericins (hypericin va pseudohypericin) khi nudi cay ré cua cay Hypericum
hirsutum va H. maculatum. Xt Iy SA 50 uM cho thay ting cuong sinh tong
hop hypericin 1én 7,98 lan va pseudohypericin Ién 13,58 lan & cay H.
hirsutum. Trong khi ¢ cdy H. maculatum, viéc xt ly vai 200 uM SA lam tang

san xuat hypericin I&n 2,2 lan va pseudohypericin 18n 3,94 lan [40].

Két qua cua ching t6i cho thay rang thoi diém thich hop nhat dé xur ly
chat kich khang té bao béach bénh Ia tir 4 ¢én 6 ngay sau khi nudi cdy. MeJA
0,02 mM duoc bd sung vao méi truong tai ngay thir 4 cia qua trinh nudi cay
da tang lugng eurycomanone tich iy 1én t&i 17,36 mg/g kho, cao hon 10 1an
so voi mau dbi ching 1a té bao khong xur ly chat kich khang. Tuong tu, SA

0,02 mM hoac YE 200 mg/L dugc thém vao mdi truong tai ngay tha 4 va thi
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6 cua qué trinh nudi cdy da kich thich tich lily euryconomanone lan luot 1&n
t6i 5,2 mg/g va 6,25 mg/g khd, cao hon miu d6i chung lan luot 1a 1,46 va
1,69 lan.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN
T céc két qua nghién ctru, ching t6i rat ra cac két luan nhu sau:

1. Mo6i truong nudi cdy callus bach bénh cé hiéu qua cao nhit 1a MS co
ban ¢6 bd sung 1,25 mg/L NAA va 1,00 mg/L KIN, callus sinh treéng manh
vGi chi s6 sinh truong 1a 10,07, khéi lugng khd dat 1,31 g/binh va ham luong

eurycomanone 1a 0,17 mg/g chat khé.

2. Diéu kién tét nhat dé nudi cdy té bao huyén phd bach bénh 13 moi
truong MS long chira 1,25 mg/L NAA va 1,00 mg/L KIN, 3% sucrose, pH
5,75. Sinh khdi tuoi, sinh khéi khé va ham luong eurycomanone thu duoc
tuong ¢ng 1a 17,27 g/binh, 0,76 g/binh va 1,67 mg/g chat kho sau 14 ngay
nudi cay.

3. Methyl jasmonate 1a chat kich khang thich hop nhat dé tang cuong san
XUAt eurycomanone trong té bao cay bach bénh. MeJA 0,02 mM duoc bo sung
vao mdi trudng tai ngdy tha 4 cta qua trinh nubi cdy di ting luong
eurycomanone tich liiy 18n téi 17,36 mg/g chat khd, cao hon 10 1an so véi té
bao khéng xtr 1y chat kich khang va khoang 8 1an so v&i mau tu nhién (ré& cay

bach bénh khoang 5 nim tudi).
KIEN NGHI

Pé tai can duoc tiép tuc nghién ciru theo hudng tng dung, mé rong &
quy mo pilot, thim do thém cac chat kich khang khac, tir d6 hoan thién quy

trinh san xuat dé c6 thé ap dung vao san xuat & quy mé cong nghiép.
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PHU LUC

1. Bang thanh phan mai truweong co ban MS

Bang 1. Thanh phin va cach pha méi truong MS co ban (Murashige T., Skoog
F., 1962) [99]

. Nong @6 | Nong do trong dung Dung tich dung cho 1
Dung dich stock . .
(mg/ml) dich me (g/1) lit moi truong

KNOs 1900 95
KH2PO4 170 (x10) 8.5

MS1 20 ml
NHsNO3 1650 82.5
MgSQO4.7H20 370 18.5

MS2 | CaCl,.2H,0 440 (x20) 22 10 ml
H3BO4 6.2 (x20) 0.31
MnS0O4.4H,0 22.3 1.115
CoCl,.6H,0 0.025 0.00125

MS3 | CuS0O4.5H20 0.025 0.00125 10 ml
ZnS04.4H20 8.6 0.43
Na2Mo004.2H20 0.25 0.0125
Kl 0.83 0.0415
FeS04.7H20 27.8 (x20) 1.39

MS4 10 ml
Na-EDTA 37.3 1.865
Myo-inositol 100 (x20) 5
Thiamine.HCI 0.1 0.005

MS5 | Pyridoxine.HCI 0.5 0.025 10 ml
Nicotinic acid 0.5 0.025
Glycine 2 0.1

Nong dé trong dung dich me dwoc tinh pha trong 1 L déi véi MS1, con tir
MS2 tro di la pha trong 500 ml.
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2. Xay dyng dwdng chuin eurycomanone

Tién hanh chay HPLC mAu euurycomanone chuan véi cac ndong do
0,005; 0,05; 0,08; 0,1 va 0,15 mg/mL thu dugc cac peak eurycomanone &
tirng ndng do va dién tich twong ng cua cac peak eurycomanone do.

T d6, sir dung phian mém Microsoft Office Excel dé tién hanh xay
dung do thi dudng chuan véi truc tung 1a dién tich peak eurycomanone chuan
va truc hoanh 12 ham luong eurycomanone chuan tuong ang.

600000
y =3,504,672.8353x + 6,163.5917
500000 R2=0.9984

400000

300000

Dién tich peak

200000

100000

0
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16

Ham luong eurycomanone chuan (mg/mL)
Hinh 1. Budng chuan eurycomanone
Phuong trinh dudng chuan: y = 3.504.672,8353 x + 6.163,5917
Trong d6: - X: ham lugng eurycomamnone (mg/L)
- y: dién tich peak eurycomanone
- R?=10,9984

* Ham lugng eurycomanone trong mau phan tich dugc tinh theo cong thic:

a=b.m.n

Trong d6: - a: ham luong eurycomanone trong mau phén tich (mg/g)
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- b: ham lugng eurycomanone tinh theo dwong chuan
- m: hé sé pha lodng mau truge khi phan tich HPLC
- n: hé sé quy ddi vé 1g

3. B6 tri thi nghiém nubi cay

Hinh 2. Nubi cay té bao huyén phu cay béach bénh
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