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Đặt�vấn�đề

Hợp� chất� paclitaxel� có� hoạt� tính� chống� ung�
thư� được� chiết� xuất� lần� đầu� tiên� từ� vỏ� cây� thông�
đỏ�vào�năm�1969.�Năm�1992,�Taxol��với�hoạt�chất�
chính� là� paclitaxel� được� tổ� chức� “Food� and�Drug�
Adminitrastion”� (FDA)� chính� thức� công� nhận� là�
loại�thuốc�chữa�bệnh�ung� thư�buồng�trứng�và�ung�
thư�vú�hiệu�quả�nhất�[1].�

Paclitaxel� có�ở�các� bộ�phận� của�cây� thông�đỏ,�
đặc�biệt�là�vỏ�cây,�lá�và�lõi�thân�cây�Taxus�brevifolia�
[2].� Tuy� nhiên,� việc� chiết� tách� hợp� chất� này� rất�
khó� khăn,� hiệu� suất� thấp� và� tốn� kém.� Trong� các�
loài�Taxus,�hàm�lượng�paclitaxel�trong�vỏ�thân�cây�
Taxus�brevifolia�cao� nhất�nhưng�hợp�chất�này� chỉ�
chiếm� 0,01-0,07%� trọng� lượng� vỏ� cây.� Hơn� nữa,�
vỏ�cây�rất�mỏng�(khoảng�3�mm)�và�đây�lại�là�loại�
cây�phát�triển�rất�chậm,�việc�khai�thác�vỏ�cây�thuộc�
nhóm�này�gặp�nhiều�hạn�chế�do�cây�bị�chết�sau�khi�
thu�hoạch.�

Việt�Nam�có�2�loài�thông�đỏ�là�Taxus�chinensis�
và� Taxus� wallichiana� Zucc.;� trong� đó,� Taxus�
wallichiana�đã�được�chứng�minh�trong�lá�có�chứa�
hợp� chất� 10-deacetylbaccatin-III� (10-DAB)� -� tiền�
chất�có�thể�chuyển�hóa�thành�paclitaxel�[3].�Cùng�
với� xu� hướng� của� thế� giới,� các� nhà� khoa� học� tại�
Việt�Nam�đã�bắt�tay�vào�nghiên�cứu�thông�đỏ�và�đã�

Sự�tạo�mô�sẹo�và�dịch�treo�tế�bào�thông�đỏ�Lâm�Đồng�������������������Zucc��
có�khả�năng�sinh�tổng�hợp�paclitaxel
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Mô�sẹo�thông�đỏ�Lâm�Đồng�Taxus�wallichiana�Zucc.�được�hình�thành�từ�thân�cây�non�trên�môi�trường�
khoáng�và�vitamin�B5�bổ�sung�saccharose�20�g/l,�2,4-D�4�mg/l,�kinetin�1�mg/l�và�AgNO

3
�150�mg/l.�Việc�sử�

dụng�tổ�hợp�2,4-D�0,1�mg/l,�6-BA�0,5�mg/l�và�NAA�0,5�mg/l�để�thay�thế�cho�2,4-D�4�mg/l�và�kinetin�1�mg/l�
nhằm�thúc�đẩy�sự�tăng�sinh�và�tổng�hợp�paclitaxel�của�mô�sẹo.�Dịch�treo�tế�bào�thông�đỏ�Lâm�Đồng�(Taxus�
wallichiana�Zucc.)�được�tạo�từ�mô�sẹo,�trong�môi�trường�lỏng�có�thành�phần�tương�tự�như�môi�trường�
nuôi�cấy�mô�sẹo.�Sự�tăng�trưởng�của�dịch�treo�tế�bào�chịu�ảnh�hưởng�bởi�trọng�lượng�tế�bào�khởi�đầu�và�
vận�tốc�lắc.�Trọng�lượng�tế�bào�khởi�đầu�từ�1-1,5�g/10�ml�môi�trường�và�vận�tốc�lắc�từ�60-110�vòng/phút�
thích�hợp�cho�sự�tăng�trưởng�của�dịch�treo�tế�bào�thông�đỏ.

Từ�khóa:�cây�thông�đỏ,�d�ch�treo�tế�bào,�paclitaxel,�Taxus�wallichiana�Zucc.,�thông�đỏ�Lâm�Đồng.
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Taxus� wallichiana� Zucc.� callus� was� formed� from�
stem� of� young� tree� in� B5� medium� supplemented�
with�sucrose�20�g/l,�2.4-D�4�mg/l,�kinetin�1�mg/l�and�
AgNO

3
�150�mg/l.�The�using�of�2.4-D�0.1�mg/l,�6-BA�

0.5�mg/l�and�NAA�0.5�mg/l�in�order�to�replace�the�
combination�of�2.4-D�4�mg/l�and�kinetin�1�mg/l�was�
suitable�for�the�growth�and�paclitaxel�biosynthesis�
in�callus.�Lam�Dong�Taxus�wallichiana�Zucc.� cell�
suspension� culture� made� from� callus� in� liquid�
medium� had� the� same� components� as� in� callus�
culture� medium.� The� growth� of� cell� suspension�
culture�had�been�affected�by�initial�cell�weight�and�
shaking� speed.�The� initial� cell�weight� which� was�
1-1.5�g�of�fresh�calli� in�10�ml� liquid�medium�and�
shaking�speed�of�60-110�rpm�were�suitable�for�the�
growth�of�cell�suspension�culture.

Key�word:�cell�suspension�culture,�Lam�Dong�yew�
tree,�paclitaxel,�Taxus�wallichiana�Zucc.,�yew.
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có�một�số�kết�quả�về�nhân�giống�vô�tính,�tạo�và�tăng�
sinh�mô�sẹo�cũng�như�nghiên�cứu�về�dịch�treo�tế�bào�
thông�đỏ� [4-9].�Theo�hướng�nghiên�cứu�về�dịch�treo�
tế� bào,� các�nhà� khoa�học�đã� nghiên�cứu� nuôi�cấy� tế�
bào�và�phục�hồi�mô�sẹo�từ�dịch�treo�tế�bào�thông�đỏ�
Hymalaya�(Taxus�wallichiana�Zucc.)�[7].�Nhóm�tác�giả�
đã�thiết�lập�được�điều�kiện�tạo�dịch�treo�tế�bào�Taxus�
wallichiana�là�môi�trường�C3�gồm�thành�phần�khoáng�
B5,�20%�(v/v)�nước�dừa,�60�g/l�đường�saccharose�và�1�
mg/l�kinetin�nhưng�môi�trường�này�lại�ức�chế�sự�tăng�
sinh�mô�sẹo.�Để�phục�hồi�mô�sẹo,�tế�bào�được�thu�nhận�
vào�ngày�thứ�25�khi�nuôi�cấy�dịch�treo�tế�bào�và�được�
nuôi� cấy� trên�môi� trường� C3� bổ� sung� 20� g/l� đường�
saccharose� trong� tối.� Một� số� công� trình� khác� cũng�
đã�nghiên�cứu�về�dịch� treo�tế�bào�Taxus�wallichiana�
được�tạo�ra�từ�mô�sẹo�có�nguồn�gốc�từ�thân�non�cây�
Taxus�wallichiana�Lâm�Đồng�trên�môi�trường�khoáng�
B5�có�bổ�sung�4�mg/l�2,4-D�và�1�mg/l�kinetin�[8].�Sự�
tăng�sinh�của�dịch� treo�tế�bào�tốt�nhất�khi�trong�môi�
trường� nuôi� cấy� có� sự� hiện� diện� của� saccharose� 30�
g/l�và�2,4-D�5�mg/l�kết�hợp�với�kinetin�0,5�mg/l.�Việc�
sử� dụng� polyvinylpyrrolidone� (PVP)� với� hàm� lượng�
1000�mg/l�tỏ�ra�có�khả�năng�đẩy�lùi�tác�động�cản�của�
polyphenol�và�giúp�cho�sự�tăng�sinh�của�dịch�treo�tế�
bào.�Tuy�nhiên,�để�tiến�tới�mục�tiêu�công�nghiệp�hóa�
việc� sản�xuất�hoạt�chất�paclitaxel�đặc� trị�ung� thư� tại�
Việt�Nam,�cần�thiết�phải�có�các�nghiên�cứu�theo�hướng�
tăng� nhanh� sinh� khối� nhưng� vẫn� duy� trì� được� hàm�
lượng�paclitaxel� cao�để�tạo�cơ�sở�cho�việc�xây�dựng�
quy�trình�công�nghệ�ở�quy�mô�công�nghiệp.�Hơn�nữa,�
để�dễ�dàng�cho�công�tác�tinh�sạch�paclitaxel�trong�tế�
bào�sau�này,�môi�trường�nuôi�cấy�cần�phải�giảm�thiểu�
hoặc�không�sử�dụng�2,4-D,�một�auxin�mạnh�được�sử�
dụng�phổ�biến�để�tạo�mô�sẹo�đối�với�thông�đỏ.�Vì�vậy,�
rất�cần�thiết�phải�có�các�nghiên�cứu�về�ảnh�hưởng�của�
các�tổ�hợp�chất�điều�hòa�sinh�trưởng�thực�vật�trong�đó�
có�sự�giảm�hàm�lượng�2,4-D�khi�nuôi�cấy�tế�bào,�tiến�
tới�không�sử�dụng�2,4-D� trong�nuôi�cấy�dịch�treo� tế�
bào�thông�đỏ,�từ�đó�lựa�chọn�tổ�hợp�chất�điều�hòa�sinh�
trưởng�thực�vật�thích�hợp�cho�sự�tăng�sinh�cũng�như�sự�
tích�lũy�paclitaxel�trong�tế�bào.�Bài�báo�này�góp�phần�
nghiên�cứu�về�sự�tạo�mô�sẹo�và�dịch�treo�tế�bào�thông�
đỏ�Taxus�wallichiana�Zucc.�có�khả�năng�sinh�tổng�hợp�
hoạt�chất�paclitaxel�trong�môi�trường�có�sự�giảm�thiểu�
2,4-D.

Nội�dung�nghiên�cứu

Đối�tượng�nghiên�cứu

Cây�thông�đỏ�Lâm�Đồng�Taxus�wallichiana�Zucc.

Tạo�mô�sẹo

Khúc�cắt�thân�non�3-4�tuần�tuổi�từ�cây�thông�đỏ�1�
năm� tuổi,�có�chiều�dài�1�cm�sau�giai�đoạn�khử�trùng�
với� cồn� 70�,� hypoclorid� canxi� 5%,� và� HgCl

2
� 0,5‰�

được� cấy� trên�môi� trường� tạo� sẹo� là�môi� trường�B5�
[10]�bổ�sung�2,4-D�4�mg/l,�kinetin�1�mg/l�[8],�AgNO

3
�

150�mg/l�và�agar�8�g/l.�Mẫu�cấy�được�cấy�chuyền�sau�
mỗi�15�ngày.�Sự�nuôi�cấy�được�thực�hiện�trong�buồng�
tối,�ở�25±1�C�và�độ�ẩm�60-65%.�Điều�kiện�nuôi�cấy�
này�được�áp�dụng�trong�tất�cả�các�thí�nghiệm�tiếp�theo.

Khảo�sát�ảnh�hưởng�của�chất�điều�hòa�sinh�trưởng�
thực�vật�đến�sự�tăng�sinh�và�tích�lũy�paclitaxel�của�
mô�sẹo

Mô� sẹo� 2� tháng� tuổi� được� cấy� trên� môi� trường�
B5� bổ� sung� saccharose� 20� g/l,�AgNO

3
� 150�mg/l� và�

các� tổ� hợp� chất� điều� hòa� sinh� trưởng� thực� vật� gồm�
2,4-D�nồng�độ� thấp�(0,1-0,2�mg/l)�kết�hợp�với�6-BA�
(0,5-1�mg/l)�và�NAA�(0,5-1�mg/l).�Sự�gia�tăng�sinh�khối�
mô�sẹo�được�xác�định�bởi�chỉ�số�tăng�trưởng�của�tế�bào�
sau�30�ngày�nuôi�cấy.�Hàm�lượng�paclitaxel�trong�mô�
sẹo�được�xác�định�bằng�máy�sắc�ký�lỏng�hiệu�năng�cao�
(HPLC)�với�chất�chuẩn�là�taxol�99%�của�Sigma�(M�).

Nuôi�cấy�d�ch�treo�tế�bào

Mô�sẹo�5�tháng� tuổi�được�chuyển�vào�10�ml�môi�
trường�lỏng�B5�với�saccharose�20�g/l;�2,4-D�0,1�mg/l,�
6-BA�0,5�mg/l,�NAA�0,5�mg/l�và�AgNO

3
�150�mg/l.��Hệ�

thống�tế�bào�được�đặt�trên�máy�lắc�vòng�với�tốc�độ�lắc�
110�vòng/phút.

Khảo�sát�ảnh�hưởng�của�trọng� lượng�t��bào�khởi�
đầu�lên�s��tăng�trưởng�của�dịch�treo�t��bào:�mô�sẹo�5�
tháng�tuổi�với�trọng�lượng�tươi�thay�đổi�(0,5;�1,0;�1,5�
và�2�g)�được�nuôi�cấy�trong�erlen�50�ml�chứa�10�ml�
môi�trường�B5�lỏng�bổ�sung�saccharose�20�g/l,�2,4-D�
0,1�mg/l,�6-BA�0,5�mg/l,�NAA�0,5�mg/l,�AgNO

3
�150�

mg/l.�Hệ� thống� tế� bào� được� lắc� liên� tục� (110� vòng/
phút).�Sự�tăng�sinh�của�dịch�treo�tế�bào�sau�3�tuần�nuôi�
cấy�được�đánh�giá�bởi�chỉ�số�tăng�trưởng.

Khảo�sát�ảnh�hưởng�của�v�n�tốc� lắc�đ�n�s�� tăng�
trưởng� của� dịch� treo� t�� bào:�mô� sẹo� 5� tháng� tuổi�
có� trọng� lượng� tươi� 1� g� được� đặt� trong� erlen�50�ml�
chứa�10�ml�môi�trường�lỏng�(môi�trường�B5�bổ�sung�
saccharose�20�g/l,�2,4-D�0,1�mg/l,�6-BA�0,5�mg/l,�NAA�
0,5�mg/l,�AgNO

3
�150�mg/l).�Hệ�thống�tế�bào�được�lắc�

liên�tục�với�vận� tốc�lắc�thay�đổi� (60,�85,�110�và�135�
vòng/phút).� Sự� tăng� sinh� của� dịch� treo� tế� bào� sau� 3�
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tuần�nuôi�cấy�được�đánh�giá�bởi�chỉ�số�tăng�trưởng.

Quan�sát�tế�bào�

Tế�bào� thông�đỏ�được�quan�sát�dưới�kính�hiển�vi�
quang�học�trong�1�giọt�thuốc� thử�lugol� (I

2
KI)�với�độ�

phóng�đại� 400� lần�nhằm� xác� định�hình� dạng� và�đặc�
tính�của�tế�bào.

Xác�đ�nh�thể�tích�tế�bào�lắng�

Sự�tăng�sinh�của�dịch�treo�tế�bào�được�xác�định�theo�
thể�tích�tế�bào�lắng�(SCV,�settle�cell�volume)�sau�khi�
để�yên�15�phút.�Chỉ�số�tăng�trưởng�của�dịch�treo�tế�bào�
được�tính�theo�[11]:�chỉ�số�tăng�trưởng�=�(SCV�sau�-�
SCV�đầu)/SCV�đầu.

Xác�đ�nh�hàm�lượng�paclitaxel

Hàm� lượng� paclitaxel� có� trong� dịch� treo� tế� bào�
được�xác�định�bằng�máy�HPLC�sử�dụng�đầu�dò�UV,�
chất�chuẩn�là�taxol�99%�của�hãng�Sigma�(M�).

Bố�trí�thí�nghiệm�và�xử�lý�số�liệu

Thí�nghiệm�được�bố�trí�hoàn�toàn�ngẫu�nhiên�với�3�
lần�lặp�lại,�mỗi�lần�lặp�có�10�bình�nuôi�cấy.�Các�số�liệu��
ghi�nhận�được�đánh�giá�bằng�phương�pháp�phân�tích�
phương�sai�một�yếu�tố� (one�way�anova)�và�phép�thử�
Duncan�để�so�sánh�sự�khác�biệt�giữa�các�nghiệm�thức�
ở�mức�ý�nghĩa�0,05�(xử�lý�thống�kê�bằng�phần�mềm�
Statistical� Program� Scienti�c� System� -� SPSS� phiên�
bản�11.5�dành�cho�Window).�Sự�sai�biệt�có�ý�nghĩa�ở�
mức�p�=�0,05�của�các�giá�trị�được�biểu�hiện�bằng�các�
mẫu�tự�khác�nhau�kèm�theo�sau�số�trung�bình�và�sai�số�
chuẩn.

Kết�quả

Khúc� cắt� thân� non�3-4� tuần� tuổi� từ� cây� thông� đỏ�
1�năm� tuổi� với�chiều� dài�1�cm�được� đặt�nằm�ngang�
trên� môi� trường� tạo� sẹo� là� môi� trường� B5� bổ� sung
�2,4-D�4�mg/l,�kinetin�1�mg/l�và�AgNO

3
�150�mg/l.�Sau�

15�ngày�nuôi�cấy,�mẫu�cấy�bắt�đầu�cong�và�sự�phân�
chia� của�các� tế�bào� nhu�mô�vỏ� thân� có� thể�quan�sát�
được�dưới�kính�hiển�vi�(hình�1).�

Hình�1:�t��bào�nhu�mô�vỏ�thân�có�s��thành�l�p�vách�ngăn�ngang�sau�15�ngày�
nuôi�cấy�(dấu�mũi�tên)

Sau� 45� ngày� nuôi� cấy,� có� thể� nhận� thấy� sự� xuất�
hiện�của�mô�sẹo�ở�vị�trí�vết�cắt�hoặc�ở�giữa�mẫu�cấy�
(hình�2).

Hình�2:�s��hình�thành�mô�sẹo�sau�45�ngày�nuôi�cấy�trên�môi�trường�B5�bổ�sung�
2,4-D�4�mg/l,�kinetin�1�mg/l�và�AgNO

3
�150�mg/l�

Mô�sẹo�hình�thành�giai�đoạn�này�có�dạng�chắc,�màu�
vàng�sáng.�Kết�quả�này�phù�hợp�với�những�nghiên�cứu�
của� [5]�và� [8].�Dưới�kính� hiển�vi� quang�học,� có� thể�
quan�sát�thấy�các�tế�bào�mô�sẹo�sắp�xếp�vô�trật�tự,�phá�
vỡ�biểu�bì�để�tiếp�tục�phát�triển�(hình�3).

Hình�3:�phẫu�th�c�ngang�mẫu�thân�thông�đỏ�sau�45�ngày�nuôi�cấy�
trên�môi�trường�B5�bổ�sung�2,4-D�4�mg/l�+�kinetin�1�mg/l�và�AgNO

3
�150�mg/l�

Sau�60�ngày�nuôi�cấy,�mô�sẹo�xuất�hiện�trên�toàn�bộ�
mẫu�cấy�(hình�4).�

Các�chất�điều�hòa�sinh�trưởng�thực�vật�thuộc�nhóm�
auxin�như�2,4-D�hay�NAA�thường�được�sử�dụng�như�
nguồn�auxin�ngoại�sinh�kích�thích� sự�hình� thành�mô�

� �

�

Nhu�
mô�
vỏ��

Biểu�
bì��

50�µm�� 25�µm��

� �

�

Mô�sẹo�hình�thành�
tại�vị�trí�vết�cắt��

Mô�sẹo�hình�thành�
tại�vị�trí�giữa�đoạn�
thân�
�

1�cm��

�
�

Biểu�bì�
�

Mô�sẹo��
�

Libe�
�

Mộc�
�

Nhu�mô�lõi�
�

Nhu�mô�vỏ�
�

100�µm�
�

�

�
�

Mô�sẹo�
�

1�cm�

�

Hình�4:�mô�sẹo�hình�thành�từ�mẫu�cấy�sau�60�ngày�nuôi�cấy�trên�môi�trường�B5�
bổ�sung�2,4�D�4�mg/l��+�kinetin�1�mg/l��và�AgNO

3
�150�mg/l
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sẹo� ở� nhiều� đối� tượng� thực� vật� [12].�Trong� các� loại�
auxin,�2,4-D�là�chất�được�sử�dụng�hiệu�quả�nhất�[13].�
Ngoài� các�chất� thuộc�nhóm�auxin,�để�hình�thành�mô�
sẹo,�một�số�loài�thực�vật�cần�có�sự�tác�động�phối�hợp�
giữa� auxin� và� cytokinin.�Không� ngoài� quy� luật� này,�
sự�hình�thành�mô�sẹo�từ�thân�non�cây�thông�đỏ�Taxus�
wallichiana� Zucc.� cũng� cần� phải� có� sự� kết� hợp� của�
2,4-D�nồng�độ�4�mg/l�với�kinetin�1�mg/l�[8]�hoặc�NAA�
nồng�độ�2�mg/l�kết�hợp�với�kinetin�0,2�mg/l�[4].�

Các�tế�bào�nhu�mô�vỏ�thân�dễ�dàng�tạo�mô�sẹo�trên�
môi�trường�nuôi�cấy�có�auxin�riêng�lẻ�hay�kết�hợp�với�
cytokinin�[14].�Quan�sát�hình�thái�giải�phẫu�thân�non�
thông�đỏ,�chúng�tôi�nhận�thấy�sự�phân�chia�khởi�đầu�
ở�vài�tế�bào�nhu�mô�vỏ�(hình�1),�sau�đó�sự�phân�chia�
tiếp�tục�xảy�ra�mạnh�dẫn�đến�sự�hình�thành�mô�sẹo�và�
nhô�ra�ngoài�sau�sự�phá�vỡ�biểu�bì�thân�(hình�3).�Sau�
2�tháng,�mô�sẹo�có�màu�trắng�ngà,�dạng�chặt�(hình�4).

Khảo�sát�ảnh�hưởng�của�chất�điều�hòa�sinh�trưởng�
thực�vật�lên�sự�tăng�trưởng�và�tích�lũy�paclitaxel�của�
mô�sẹo

Mô� sẹo� được� nuôi� cấy� trong� các� môi� trường� có�
thành�phần�và�nồng�độ�auxin�và�cytokinin�thay�đổi.�Sự�
tăng� trưởng�và�tích�lũy�paclitaxel�của�mô�sẹo�sau�30�
ngày�nuôi�cấy�được�trình�bày�ở�bảng�1.

Bảng�1:�s��tăng�trưởng�và�tích�lũy�paclitaxel�của�mô�sẹo�sau�30�ngày�nuôi�cấy

Ghi�chú:�ĐHSTTV:�điều�hòa�sinh�trưởng�th�c�v�t;�KPH:�không�phát�hiện;�
các�chữ�cái�khác�nhau�biểu�di�n�m�c�độ�sai�biệt�có���nghĩa�(theo�cột)�

ở�độ�tin�c�y�95%.

Kết�quả�ở�bảng�1�cho�thấy,�mô�sẹo�tăng�trưởng�tốt�

trong�tất�cả�các�nghiệm�thức�(NT)�có�sự�hiện�diện�của�

chất�điều�hòa�sinh� trưởng� thực�vật,�đặc�biệt� trên�các�

môi�trường�có�sự�hiện�diện�của�6-BA�(NT�4,�5,�8�và�

9).�Chỉ�số�tăng�trưởng�của�mô�sẹo�cao�nhất�trên�môi�
trường�có�2,4-D�0,2�mg/l,�NAA�0,5�mg/l,�6-BA�1�mg/l�

là�4,76�(NT�8),�tiếp�theo�là�mô�sẹo�trên�môi�trường�có�

2,4-D�0,1�mg/l,�NAA�0,5�mg/l,�6-BA�0,5�mg/l�(4,48)�
(NT� 4).� Tuy� nhiên,� sự� khác� nhau� giữa� các� NT� này�
không�có�ý�nghĩa�về�mặt�thống�kê.�Mô�sẹo�tăng�trưởng�
chậm�hơn�khi�không�có�6-BA�trong�môi�trường�nuôi�

cấy�(NT�2,�3,�6�và�7).�

Loại�auxin� thường�được�sử�dụng�để�cảm�ứng� tạo�
sẹo�là�2,4-D.�Tuy�nhiên,�nếu�mô�sẹo�được�duy�trì�một�
thời�gian�dài� trong�môi�trường�có�2,4-D�nồng�độ�cao�
thì�kiểu�gen�của�tế�bào�có�thể�bị�biến�đổi.�Trong�nhiều�

trường�hợp,�việc�chuyển�mô�sẹo�sau�khi�hình�thành�từ�
môi�trường�có�2,4-D�sang�môi� trường�có�NAA�hoặc�
IAA�được�thực�hiện�[15].�Fornale�[16]�cũng�sử�dụng�
môi� trường�B5� bổ�sung� 2,4-D�10� µM� (tương� đương�
2,26�mg/l),�kinetin�4�µM�(0,86�mg/l)�và�GA

3
�nồng�độ�

1�µM�(0,35�mg/l)�để�cảm�ứng�tạo�mô�sẹo�từ�thân�non�
cây�thông�đỏ�Taxus�baccata�L.�Sau�4-6�tuần,�mô�sẹo�
cũng�được�cấy�chuyền�qua�môi�trường�B5�có�NAA�10�
µM�(1,86�mg/l)�và�6-BA�0,5�µM�(0,11�mg/l)�nhằm�loại�
bỏ�2,4-D�trong�môi�trường�nuôi�cấy.�Tương�tự,�mô�sẹo�
2�tháng�tuổi�trong�thí�nghiệm�của�chúng�tôi�được�cấy�
chuyền�qua�môi�trường�có�chứa�tổ�hợp�chất�điều�hòa�
sinh�trưởng�thực�vật�gồm�2,4-D�nồng�độ�thấp�(0,1-0,2�
mg/l)�kết�hợp�với�6-BA�(0,5-1�mg/l)�và�NAA�(0,5-1�
mg/l).�Kết�quả�là�chỉ�số�tăng�trưởng�của�mô�sẹo�sau�1�
tháng�nuôi�cấy�tăng�từ�2,32�đến�4,76�ở�tất�cả�các�NT�
(chỉ�số�tăng�trưởng�ở�NT�đối�chứng�là�0,87)�chứng�tỏ�
sự�kết�hợp�giữa�2,4-D�nồng�độ�thấp�với�6-BA�và�NAA�
kích�thích�tốt�sự�tăng�sinh�của�tế�bào�mô�sẹo�thông�đỏ.�

Sự� sinh� tổng�hợp�paclitaxel�của�mô�sẹo�được�ghi�
nhận� sau� 30� ngày� nuôi� cấy.� Tương� tự� như� sự� tăng�
trưởng�của�mô�sẹo,�hàm�lượng�paclitaxel�cao�hơn�trên�
các�môi� trường� nuôi� cấy�có� sự� phối� hợp�giữa�auxin�
và� cytokinin.� Hàm� lượng� paclitaxel� cao� nhất� (231,8�
mg/g)� được� ghi� nhận� ở�mô� sẹo� trên� môi� trường� có�
2,4-D� 0,1� mg/l,� NAA� 0,5� mg/l� và� 6-BA� 0,5� mg/l.�
Trong�khi�đó,�mô�sẹo�trên�môi�trường�không�có�chất�
điều�hòa�sinh�trưởng�thực�vật�(NT�1)�hay�môi�trường�
có� 2,4-D� 0,1�mg/l,�NAA�1�mg/l� (NT�3)� không� tổng�
hợp�được�paclitaxel.�Như�vậy,�việc�thay�thế�một�phần�
2,4-D�bằng�NAA�kết�hợp�với�6-BA�đã�tác�động�tốt�đến�
sự� sinh� trưởng� của�mô� sẹo� và� sự� tích� lũy�paclitaxel�
trong�tế�bào�mô�sẹo,�và�tổ�hợp�thích�hợp�cho�sự�sinh�
trưởng�và�tích�lũy�paclitaxel�là�2,4-D�nồng�độ�0,1�mg/l�
kết�hợp�với�6-BA�0,5�mg/l�và�NAA�0,5�mg/l.�Mặt�khác,�
tổ�hợp�chất�điều�hòa�sinh�trưởng�này�cũng�thích�hợp�
cho�sự�tạo�mô�sẹo�làm�nguyên�liệu�tạo�dịch�treo�tế�bào�

Nghiệm�thức
Chất�ĐHSTTV�(mg/l)

Chỉ�số�
tăng�trưởng

Paclitaxel�
(mg/g)2,4-D 1�� 6-BA

NT1
�(đối�chứng)

� � � 0,87±0,06e KPH�

NT2 0,1 0,5 � 2,32±0,11d 11,4

NT3 0,1 1 � 2,65±0,20d KPH�

NT4 ��� 0,5 0,5 4,48±0,52ab 231,8

NT5 0,1 1 0,5 4,13±0,05ab 70,9

NT6 0,2 0,5 � 2,86±0,42cd 41,5

NT7 0,2 1 � 3,61±0,10bc 48,9

NT8 0,2 0,5 � 4,76±0,13a 138,4

NT9 0,2 1 1 4,10±0,39ab 72,8
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với�mô�sẹo�có�màu�vàng�sáng� và�bắt�đầu�xốp� sau�4�
tháng�nuôi�cấy.�Dưới�kính�hiển�vi,�mô�sẹo�gồm�những�

tế�bào�đẳng�kính,�vách�mỏng.�Hạt�tinh�bột�(nhuộm�màu�
xanh�tím�với�iod)�hầu�như�phân�bố�khắp�tế�bào�nhưng�
tập�trung�nhiều�nhất�ở�gần�màng�nguyên�sinh.�Không�

nhìn�thấy�nhân�trong�tế�bào�(hình�5).

Hình�5:�t��bào�mô�sẹo�sau�30�ngày�nuôi�cấy�trên�môi�trường�B5�bổ�sung�
2,4-D�0,1�mg/l,�6-BA�0,5�mg/l,�NAA�0,5�mg/l�và�AgNO

3
�150�mg/l�

Dựa�vào�khả�năng�tăng�trưởng�và�tích�lũy�paclitaxel�
của�mô�sẹo,�chúng�tôi�lựa�chọn�môi�trường�B5�bổ�sung�
2,4-D�0,1�mg/l,�NAA�0,5�mg/l�và�6-BA�0,5�mg/l�(NT�4)�
để�nuôi�cấy�mô�sẹo�làm�nguyên�liệu�tạo�dịch�treo�tế�bào.

Nuôi�cấy�d�ch�treo�tế�bào

Mô�sẹo�5� tháng� tuổi�trên�môi� trường�B5�bổ� sung�
saccharose� 20� g/l;� 2,4-D� 0,1� mg/l,� 6-BA� 0,5� mg/l,�
NAA��0,5�mg/l�và�AgNO

3
�150�mg/l��được�cấy�chuyền�

sang�môi�trường�lỏng�có�thành�phần�tương�tự�như�môi�
trường�tạo�sẹo.�Hệ�thống�tế�bào�được�duy�trì�trên�máy�
lắc� tròn� trong�điều�kiện� tối,�nhiệt�độ�25±1�C,�ẩm�độ�
60-65%.

Sự�phóng�thích�các�tế�bào�đơn�và�các�nhóm�nhỏ�tế�
bào� từ�mô�sẹo�có�nguồn�gốc�từ�thân�vào�môi�trường�
lỏng�được�thấy�rõ�sau�7-14�ngày�nuôi�cấy.�Dịch�treo�tế�
bào�có�màu�nâu�nhạt,�kích�thước�các�cụm�tế�bào�không�
đều�nhau�(hình�6).

Hình�6:�dịch�treo�t��bào�gồm�các�t��bào�cô�l�p�và�những�c�m�nhỏ�t��bào�
hình�thành�sau�2�tuần�nuôi�cấy�dưới�kính�hiển�vi�quang�học�ở�v�t�kính�X4

Ảnh�hưởng�của�trọng�lượng�tế�bào�khởi�đầu�lên�

sự�tăng�trưởng�của�d�ch�treo�tế�bào

Ngoài�các�yếu�tố�như�ánh�sáng,�nhiệt�độ,�các�yếu�

tố�vật� lý�khác�cũng�ảnh�hưởng� trực� tiếp�đến�sự�tăng�

trưởng�của�dịch�treo�tế�bào�như�mật�độ�tế�bào�ban�đầu�

hay�vận�tốc�của�máy�lắc.

Trọng� lượng� tế�bào�khởi�đầu� (mật�độ� tế�bào�khởi�

đầu)�có�ảnh��hưởng�quan�trọng�đến�sự�tăng�trưởng�của�

tế�bào�thông�đỏ�Taxus�wallichiana�Zucc.��Sau�3�tuần�

nuôi�cấy,� sự� tăng� trưởng� của� dịch� treo� tế� bào� (được�

đánh� giá� qua� chỉ� số� tăng� trưởng)� thay� đổi� tùy� theo�

trọng�lượng�tế�bào�khởi�đầu.�Ở�NT�2�và�3�(trọng�lượng�

tế�bào�khởi�đầu�lần�lượt�1�và�1,5�g),�sự�tăng�trưởng�của�

dịch�treo�tế�bào�cao�hơn�các�NT�còn�lại.�Chỉ�số�tăng�

trưởng�của�dịch�treo�tế�bào�cao�nhất�ở�NT�2�với�trọng�

lượng�tế�bào�khởi�đầu�là�1�g�(bảng�2).

Bảng�2:�ảnh�hưởng�của�trọng�lượng�t��bào�khởi�đầu�lên�s��tăng�trưởng�
của�dịch�treo�t��bào�thông�đỏ�sau�3�tuần�nuôi�cấy

Trọng�lượng�tế�bào
khởi�đầu�(g)

Chỉ�số�tăng�trưởng

0,5 0,02±0,03b

1,0 0,24±0,03a

1,5 0,17±0,05a

2,0 0,00±0,00�b

Các�chữ�cái�khác�nhau�biểu�di�n�m�c�độ�sai�biệt�có���nghĩa�(theo�cột)�
ở�độ�tin�c�y�95%.�Thể�tích�môi�trường�cho�các�thí�nghiệm�là�10�ml

Như�vậy,�trọng�lượng�tế�bào�ban�đầu�thích�hợp�cho�

sự�tăng�sinh�của�dịch�treo�tế�bào�là�1�và�1,5�g�tế�bào�

tươi/10�ml�môi�trường.�Kết�quả�này�cũng�phù�hợp�với�

Fornale� [16]�khi�nuôi�cấy�1�g�mô�sẹo�Taxus�baccata�

L.�với�10�ml�môi�trường�lỏng�trong�bình�tam�giác�100�

ml�để�tạo�dịch�treo�tế�bào.�Với�trọng�lượng�tế�bào�ban�

đầu�thấp�hơn�hoặc�cao�hơn,�sự�tăng�sinh�diễn�ra�chậm�

hơn.�Trong�môi�trường�lỏng,�mô�sẹo�sẽ�phóng�thích�ra�

những�tế�bào�riêng�lẻ�hoặc�cụm�tế�bào�gồm�vài�chục�

đến�vài�trăm�tế�bào�làm�tăng�diện�tích�hấp�thu�các�chất�

dinh�dưỡng�từ�môi�trường�nuôi�cấy.�Mật�độ�tế�bào�ban�

đầu�thấp�sẽ�dẫn�đến�sự�thiếu�tác�động�tương�hỗ�giữa�

các�tế�bào,�trường�hợp�ngược�lại�sẽ�là�nguyên�nhân�dẫn�

đến�sự�cạnh�tranh�mạnh�mẽ�nguồn�dinh�dưỡng�của�tế�

bào�[17].��Vì�vậy,�việc�xác�định�mật�độ�tế�bào�ban�đầu�

thích�hợp�là�cần�thiết.

Quan�sát�tế�bào�thông�đỏ�sau�2�tuần�nuôi�cấy�dưới�

�

�
�

Những�
cụm�nhỏ�
tế�bào�

tế�bào�
cô�lập�

0,2�mm�
�

�

�
�

Hạt�tinh�bột�

35�µm�
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kính�hiển�vi�quang�học�ở�vật�kính�x40�và�x100�chúng�

tôi�ghi�nhận�được�sự�phân�chia�của�tế�bào�dịch�treo�thể�

hiện�qua�sự�hình�thành�vách�ngăn�ngang�giữa�tế�bào.�

Tế�bào�dịch� treo�màu�nâu�nhạt�đến�đậm,�kích� thước�

thay�đổi,�vách�mỏng�với�các�hạt�tinh�bột�rải�rác�trong�

nguyên�sinh�chất�(hình�7).

���Sau�3�tuần�nuôi�cấy,�tế�bào�chuyển�dần�từ�màu�vàng�
sáng�sang�màu�nâu�đậm,�vách�mỏng,�kích�thước�không�
đều�nhau,�hạt�tinh�bột�có�kích�thước�lớn.�Sự�hình�thành�
vách�ngăn�ngang�giữa�các�tế�bào�không�phổ�biến�như�ở�
tuần�thứ�2�của�quá�trình�nuôi�cấy�(hình�8).

Hình�8:�t��bào�thông�đỏ�sau�3�tuần�nuôi�cấy

Từ�thí�nghiệm�trên,�trọng�lượng�tế�bào�khởi�đầu�là�

1�g/10�ml�môi�trường�thích�hợp�cho�sự�tăng�trưởng�của�

dịch�treo�tế�bào�nên�được�sử�dụng�trong�các�thí�nghiệm�

tiếp�theo.

Ảnh�hưởng�của�vận� tốc� lắc�đến�sự� tăng� trưởng�

của�d�ch�treo�tế�bào

Động�tác�lắc�tròn�cần�thiết�cho�sự�trao�đổi�chất�và�

tăng�sinh�của�tế�bào.�Sự�tăng�tốc�độ�lắc�làm�giảm�mạnh�

sự�tăng�trưởng�của�dịch�treo�tế�bào�(chỉ�số�tăng�trưởng�

là�0,02�với�tốc�độ�lắc�135�vòng/phút)�(bảng�3),�đồng�

thời�với�sự�xuất�hiện�những�mảnh��vỡ�tế�bào�trong�môi�

trường�nuôi�cấy�(hình�9).�Tốc�độ�lắc�ảnh�hưởng�đáng�

kể�đến� sự� tăng�sinh�của�dịch�treo� tế�bào.�Tốc�độ�lắc�

càng�cao,�dịch�treo�tế�bào�càng�mịn.

Bảng�3:�ảnh�hưởng�của�v�n�tốc�lắc�lên�s��tăng�trưởng�của�dịch�treo�t��bào

Tốc�độ�lắc�(vòng/phút) Chỉ�số�tăng�trưởng

60 0,22±0,03a

85 0,18±0,02a

110 0,14±0,02a

135 0,02±0,04b

Các�chữ�cái�khác�nhau�biểu�di�n�m�c�độ�sai�biệt�có���nghĩa�(theo�cột)�
ở�độ�tin�c�y�95%

Hình�9:�t��bào�dịch�treo�ở�tốc�độ�lắc�135�vòng/phút

Hoạt� động� lắc� tròn� của�máy� lắc� giúp� cho� sự� trao�

đổi�khí�giữa�môi� trường�và�tế�bào�diễn� ra� thuận� lợi,�

dẫn�đến�sự�tăng�trưởng�và�phân�chia�bình�thường�của�

tế�bào.�Tốc�độ�lắc�từ�30�đến�200�vòng/phút�được�lựa�

chọn�căn�cứ�vào�thể�tích�môi�trường�nuôi,�kích�thước�

và�hình�dạng�của�bình�nuôi�hoặc�vật�liệu�tạo�dịch�treo�

tế�bào.�Đối�với�dịch�treo�Taxus�wallichiana�Zucc.,�vận�

tốc�lắc�thích�hợp�cho�sự�tăng�sinh�của�tế�bào�từ�60�đến�

110�vòng/phút.�Vận�tốc�lắc�135�vòng/phút�tỏ�ra�không�

phù�hợp�với� sự�hiện�diện�của�nhiều�mảnh�vỡ�tế�bào�

trong�môi�trường�nuôi�cấy�(hình�9).�Có�thể�nhận�thấy,�

việc�sử�dụng�vận�tốc�lắc�cao�để�nuôi�cấy�dịch�treo�tế�

bào�Taxus�wallichiana�Zucc.� ít�được�ủng�hộ.�Lê�Thị�

Thủy�Tiên� [9]� đã� áp� dụng� vận� tốc� lắc�80� vòng/phút�

cho�tất�cả�các�nghiên�cứu�trên�dịch�treo�tế�bào�Taxus�

wallichiana�Zucc.,�Dương�Tấn�Nhựt�[6]�áp�dụng�vận�

tốc�110�vòng/phút�để�nuôi�cấy�dịch�treo�tế�bào�Taxus�

wallichiana�Zucc.�làm�nguyên�liệu�cho�thí�nghiệm�tái�

sinh�mô�sẹo.�Với�các�đối�tượng�thông�đỏ�khác,�các�tác�

giả�sử�dụng�các�vận�tốc�lắc�khác�nhau.�Ví�dụ,�với�Taxus�

baccata,�Cusidó�[18],�Fornale�[16]�đã�áp�dụng�vận�tốc�

lắc�100�vòng/phút�để�duy�trì�dịch�treo�tế�bào.�Tương�

tự,�Yuan�[19]�đã�áp�dụng�vận�tốc�lắc�100�vòng/phút�để�

nuôi�cấy�dịch�treo�tế�bào�Taxus�chinensis�var.�mairei.�

Trong�khi�đó,�Pestchanker�[20]�đã�nuôi�cấy�dịch�treo�

�

������ �
�
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Hình�7:�t��bào�dịch�treo�sau�2�tuần�nuôi�cấy,�dấu�mũi�tên�chỉ�vị�trí�

thành�l�p�vách�ngăn�ngang
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Taxus�cuspidata�trong�bình�tam�giác�250�ml�chứa�50�

ml�dịch�treo�với�vận�tốc�lắc�120�vòng/phút.�Kim�[21],�

Lee�[22]�nuôi�cấy�dịch�treo�Taxus�chinensis�ở�vận�tốc�

lắc�150�vòng/phút,�trong�khi�Dong�và�Zhong�[23]�lại�

nuôi�cấy�dịch�treo�tế�bào�loài�thông�đỏ�này�ở�vận�tốc�

lắc�110�vòng/phút.�Như�vậy�có� thể�thấy�rằng,� tế�bào�

của�các�loài�thông�đỏ�khác�nhau�thích�hợp�với�một�vận�

tốc�lắc�khác�nhau�khi�được�nuôi�trong�môi�trường�lỏng.

Kết�luận

Khi�đặt�khúc�cắt�thân�non�3-4�tuần�tuổi�từ�cây�thông�

đỏ�1�năm�tuổi�nằm�ngang�trên�môi�trường�tạo�sẹo�(môi�

trường�B5� bổ� sung� 2,4-D� 4�mg/l,� kinetin� 1�mg/l� và�

AgNO
3
�150�mg/l),�sự�phân�chia�khởi�đầu�ở�vài�tế�bào�

nhu�mô�vỏ�sau�15�ngày�nuôi�cấy,�sau�đó�sự�phân�chia�

tiếp� tục� xảy� ra�mạnh�mẽ� dẫn� đến� sự� hình� thành�mô�

sẹo�và�nhô�ra�ngoài�sau�sự�phá�vỡ�biểu�bì�thân.�Sau�2�

tháng,�mô�sẹo�có�màu�trắng�ngà,�dạng�chặt.

Sự�sử�dụng�tổ�hợp�0,1�mg/l�2,4-D;�0,5�mg/l�6-BA�và�

0,5�mg/l�NAA�thích�hợp�cho�sự�tăng�sinh�của�mô�sẹo.�

Chỉ�số�tăng�trưởng�của�mô�sẹo�sau�một�tháng�nuôi�cấy�

là�4,76�và�hàm�lượng�paclitaxel�đạt�231,8�µg/g�trọng�

lượng�khô.�

Dịch�� treo�tế�bào�hình�thành�và�tăng�trưởng�tốt�từ�

sự�nuôi�cấy�1-1,5�g�tế�bào�tươi�trong�10�ml�môi�trường�

lỏng�B5�trên�máy�lắc�vòng�với�tốc�độ�lắc�60-110�vòng/

phút.�Sự�phóng�thích�các�tế�bào�đơn�và�các�nhóm�nhỏ�

tế�bào�từ�mô�sẹo�có�nguồn�gốc�từ�thân�vào�môi�trường�

lỏng�được�thấy�rõ�sau�7-14�ngày�nuôi�cấy.�Dịch�treo�tế�

bào�có�màu�nâu�nhạt,�kích�thước�các�cụm�tế�bào�không�

đều�nhau.�Sự�phân�chia�của�tế�bào�dịch�treo�thể�hiện�

qua�sự�hình�thành�vách�ngăn�ngang�giữa�tế�bào�sau�2�

tuần�nuôi�cấy.

Lời�cảm�ơn

Nhóm�nghiên�c�u�trân�trọng�cảm�ơn�TS�Vương�Chí�
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cung�cấp�nguyên�liệu�th�c�v�t�và�ThS�Nguy�n�Huy�Du�
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