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Mo seo thong dé Lam Df)ng Taxus wallichiana Zucc. dwgc hinh thanh tir than ciy non trén moi truong
khoang va vitamin B5 bd sung saccharose 20 g/l, 2,4-D 4 mg/l kinetin 1 mg/l va AgNO, 150 mg/l. Viéc sir
dung t6 hop 2,4-D 0,1 mg/l, 6-BA 0,5 mg/l va NAA 0,5 mg/l dé thay thé cho 2,4-D 4 mg/l va kinetin 1 mg/l
nhiam thic day sy ting sinh va tong hop paclitaxel ciia md seo. Dich treo té bao thong d6 Lam Pong (Taxus
wallichiana Zucc.) dwoc tao tir mé seo, trong mdi trudng léng c6 thanh phin twong tw nhw méi trudong
nudi cdy mé seo. Sw ting truéng ciia dich treo té bao chiu znh hudng béi trong luwgng té bao khéi dau va
vén téc lic. Trong lwong té bao khéi diu tir 1-1,5 g/10 ml mdi trwdng va van tdc lic tir 60-110 vong/phit
thich hgp cho sy ting truéng cia dich treo té bao thong do.

Tir khéa: cdy thong dé, dich treo té bao, paclitaxel, Taxus wallichiana Zucc., théng dé Lim Pong.

Chi s6 phén loai 2.8

The formation of Lam Dong Taxus
wallichiana Zucc. callus and cell suspension
culture for paclitaxel biosynthesis

Summary

Taxus wallichiana Zucc. callus was formed from
stem of young tree in BS medium supplemented
with sucrose 20 g/, 2.4-D 4 mg/l, kinetin 1 mg/l and
AgNO, 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
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pat van de

Hop chat paclitaxel c6 hoat tinh chéng ung
thu dugc chiét xuat lan dau tién tir vo cdy thong
d6 vao nam 1969. Nam 1992, Taxol® véi hoat cht
chinh 1a paclitaxel duoc to chirc “Food and Drug
Adminitrastion” (FDA) chinh thitc cong nhan la
loai thudc chita bénh ung thu budng trimg va ung
thu v hiéu qua nhét [1].

Paclitaxel c¢6 ¢ cac bd phan cua cdy thong do,
dac biét 1a vo cay, 14 va 131 than cay Taxus brevifolia
[2]. Tuy nhién, viéc chiét tich hop chat nay rat
kho khan, hiéu suit thap va ton kém. Trong cac
loai Taxus, ham lugng paclitaxel trong vo than cay
Taxus brevifolia cao nhat nhung hop chit nay chi
chiém 0,01-0,07% trong luong vé cay. Hon nira,
vo cdy rat mong (khoang 3 mm) va déy lai 1a loai
cay phat trién rat cham, viéc khai thac vo cay thudc
nhom nay gip nhiéu han ché do cay bi chét sau khi
thu hoach.

Viét Nam c6 2 loai thong do 1a Taxus chinensis
va Taxus wallichiana Zucc.; trong 46, Taxus
wallichiana da dugc chiing minh trong 14 c¢6 chira
hop chat 10-deacetylbaccatin-III (10-DAB) - tién
chat c6 thé chuyén hoa thanh paclitaxel [3]. Cling
v6oi xu hudng cua thé gidi, cac nha khoa hoc tai
Viét Nam d3 bat tay vao nghién ctru théng do va da
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c6 mot sd két qua vé nhan gidng vo tinh, tao va ting
sinh m seo ciing nhu nghién ctru vé dich treo té bao
thong do [4-9]. Theo hudng nghién ciru vé dich treo
té bao, cac nha khoa hoc di nghién ctru nudi cdy té
bao va phuc hdi mé seo tir dich treo té bao thong do
Hymalaya (Taxus wallichiana Zucc.) [7]. Nhom tac gia
da thiét lap duoc diéu kién tao dich treo té bao Taxus
wallichiana 13 mdi truong C3 gdm thanh phan khoang
BS5, 20% (v/v) nudc dua, 60 g/l duong saccharose va 1
mg/I kinetin nhung méi trudng nay lai trc ché sy ting
sinh mé seo. Pé phuc hdi mo seo, té bao dugc thu nhan
vao ngay thtr 25 khi nu6i cay dich treo té bao va dugc
nudi cay trén moi truong C3 bd sung 20 g/l dudong
saccharose trong toi. Mot sd cong trinh khac ciing
da nghién ctru vé dich treo t& bao Tuxus wallichiana
dugc tao ra tir md seo c6 ngudn gdc tir than non cay
Taxus wallichiana Lam Pong trén moi truong khoang
B5 ¢6 bo sung 4 mg/l 2,4-D va 1 mg/l kinetin [8]. Su
tang sinh cua dich treo t& bao tot nhét khi trong moi
truong nudi céy cO su hién dién cua saccharose 30
g/l va 2,4-D 5 mg/l két hop véi kinetin 0,5 mg/1. Viéc
st dung polyvinylpyrrolidone (PVP) véi ham lugng
1000 mg/1 to ra c6 kha niang day i tic dong can cua
polyphenol va gitp cho sy tang sinh cua dich treo té
bao. Tuy nhién, dé tién t6i muc tiéu cong nghiép hoa
viéc san xuat hoat chat paclitaxel dic tri ung thu tai
Viét Nam, can thiét phai co cac nghién ctru theo hudng
tang nhanh sinh khdi nhung van duy tri dugc ham
lwong paclitaxel cao dé tao co s& cho viéc xay dung
quy trinh cong ngh¢ 6 quy mé cong nghiép. Hon nira,
dé dé dang cho cong tac tinh sach paclitaxel trong té
bao sau ndy, moi truong nudi cay can phai giam thiéu
hoac khong st dung 2,4-D, mot auxin manh dugc su
dung phd bién dé tao md seo dbi véi thong do. Vi vay,
rat can thiét phai co cac nghién ctru vé anh hudng cia
céc to hop chat diéu hoa sinh truong thyc vat trong d6
c6 sy giam ham lwgng 2,4-D khi nu6i céy té bao, tién
t6i khong sir dung 2,4-D trong nudi cdy dich treo té
bao thong do, tir d6 lwa chon t6 hop chit diéu hoa sinh
trudng thuc vat thich hop cho su tang sinh cling nhu su
tich Iy pachtaxel trong té bao. Bai bao nay g6p phan
nghién ctru vé sy tao mo seo va dich treo té bao thong
d6 Taxus wallichiana Zucc. c¢6 kha ning sinh tong ho‘p
hoat chit paclitaxel trong mi truong c6 sy giam thiéu
2,4-D.

Noi dung nghién ciu
Déi twong nghién civu

Cay théng d6 Lam Dong Taxus wallichiana Zucc.
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Tao mo seo

Khuc cat than non 3-4 tuan tudi tir cay thong do 1
nam tudi, c6 chiéu dai 1 cm sau giai doan khir tring
voi céq 70°, hypoclorid canxi 5%, va HgCl, 0,5%o
duoc cﬁy trén moi trudng tao seo la moi truong BS
[10] b6 sung 2,4-D 4 mg/l, kmetln 1 mg/l (8], AgNO
150 mg/l va agar 8 g/l. Mau cdy duoc ciy chuyén sau
mdi 15 ngay. Su nudi cay dugc thyc hién trong budng
t6i, & 25+1°C va do am 60-65%. Diéu kién nudi cay
nay duoc ap dung trong tit ca cac thi nghiém tiép theo.

Khdo sdt anh hwéng ciia chit diéu hoa sinh truéng
thuc vt dén sw tang sinh va tich lity paclitaxel cia
mo seo

Mo seo 2 thang tudi dwoc ciy trén méi trudng
B5 bo sung saccharose 20 g1, AgNO, 150 mg/l va
cac to hop chat diéu hoa sinh truong thuc vat gdbm
2,4-D ndng d6 thap (0,1-0,2 mg/l) két hop voi 6-BA
(0,5-1 mg/l) vaNAA (0,5-1 mg/l). Su gia tang sinh kh6i
mé seo duge xac dinh béi chi sb tang trudng cua té bao
sau 30 ngay nudi cay. Ham lugng paclitaxel trong mo
seo dugc x4c dinh bang may sic ky 1ong hiéu nang cao
(HPLC) v6i chit chuan 1a taxol 99% ciia Sigma (My).

Nudi cdy dich treo té bao

Mo seo 5 thang tudi duge chuyén vao 10 ml méi
treong long BS5 véi saccharose 20 g/l; 2,4-D 0,1 mg/l,
6-BA 0,5 mg/l, NAA 0,5 mg/l va AgNO, 150 mg/l. H¢
thdng té bao duoc dat trén may lic vong véi toe do lic
110 vong/phut.

Khdo st anh huéng cua trong heong té bao khoi
dau 1én su tang truong cua dich treo 16 bao: mo seo 5
thang tudi voi trong lugng tuoi thay doi (0,5;1,0; 1,5
va 2 g) dugc nudi cdy trong erlen 50 ml chira 10 ml
moi trudng B5 16ng b sung saccharose 20 g/l, 2,4-D
0,1 mg/l, 6-BA 0,5 mg/l, NAA 0,5 mg/l, AgNO, 150
mg/l. Hé thong té bao dugc lic lién tuc (110 vong/
phut). Sy tang sinh cta dich treo té bao sau 3 tuan nudi
ciy dugc danh gia boi chi s6 tang truong.

Khao sat anh hwong cua véin toc lic dén sw ting
truong cia dich treo té bdo: md seo 5 thang tudi
co trong lugng tuoi 1 g dugc dat trong erlen 50 ml
chira 10 ml méi truong 16ng (moi truong B5 bo sung
saccharose 20 g/1, 2,4-D 0,1 mg/l, 6-BA 0,5 mg/l, NAA
0,5 mg/l, AgNO, 150 mg/l). Hé théng té bao dugc lic
lién tuc voi van toc lac thay doi (60, 85, 110 va 135
vong/phut). Su ting sinh cua dich treo té bao sau 3
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tudn nudi cdy dugc danh gia boi chi sé ting trudng.
Quan sdt té bao
Té bao thong do dugc quan sat dudi kinh hién vi
quang hoc trong 1 giot thudc thtr lugol (LKI) véi do
phong dai 400 lin nhim xac dinh hinh dang va dac
tinh cua té bao.
Xidc dinh thé tich té bao ling
,Su tang sinh qﬁa dich treo té bao duoc xac dinh theo
thé tich té bao lang (SCV, settle cell volume) sau khi
d€ yén 15 phut. Chi s0 tang truong cua dich treo t€ bao
dugc tinh theo [11]: chi s6 tang trudng = (SCV sau -
SCV dau)/SCV dau.
Xdc dinh ham luwgng paclitaxel

Ham lugng paclitaxel ¢ trong dich treo té& bao
duoc xac dinh bﬁng may HPLC st dung dau do UV,
chat chuén 1a taxol 99% ctia hing Sigma (M¥).

B tri thi nghi¢m va xir ly 56 liéu

Thi nghiém dugc bé tri hoan toan ngiu nhién vai 3
lan lap lai, mdi 1an ldp c6 10 binh nudi cy. Cac s6 liéu
ghi nhan dugc danh gia bang phuong phap phan tich
phuong sai mot yéu t6 (one way anova) va phép thir
Duncan dé so sanh su khéac biét gilra cac nghiém thirc
& mirc y nghia 0,05 (xtr Iy théng ké bang phan mém
Statistical Program Scientific System - SPSS phién
ban 11.5 danh cho Window). Su sai bi¢t c6 y nghia ¢
mtrc p = 0,05 cua cac gia tri duoc biéu hién béng cac
mau t khac nhau kém theo sau s6 trung binh va sai s6
chun.

Két qua

Khuc cit thdn non 3-4 tuan tudi tir cdy thong do
1 nam tudi véi chiéu dai 1 cm duge dit nim ngang
trén moi trudng tao seo 1a moi truong B5 bd sung
24-D4 mg/l kinetin 1 mg/l va AgNO, 150 mg/l. Sau
15 ngay nudi cay, mau ciy bit diu cong va sy phan
chia ctia cac t& bao nhu mé vo than co thé quan sat
duogc dudi kinh hién vi (hinh 1).

Lo L R

Hinh 1: té bao nhu mé vé than cé sw thanh ldp vach ngan ngang sau 15 ngay
nudi cdy (ddu miii tén)

Sau 45 ngay nudi cay, co the nhan thiy su xuat

hién cua mo seo ¢ vi tri vét cit hodc ¢ gilra mau cay
(hinh 2).
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Mo sgo hinh thanh
tai vi tri vét cat

Mo sgo hinh thanh
tai vi tri gilra doan
than

Hinh 2: sy hinh thanh mé seo sau 45 ngdy nudi cay trén méi trwong BS bé sung
2,4-D 4 mg/l, kinetin 1 mg/l va AgNO, 150 mg/l
Mé seo hinh thanh giai doan nay ¢ dang chic, mau
vang sang. Két qua nay phu hop véi nhitng nghién ciru
cta [5] va [8]. Dudi kinh hién vi quang hoc, c6 thé
quan sat thdy cac t& bao mé seo sip xép vo trat ty, pha
v biéu bi dé tiép tuc phat trién (hinh 3).
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Hinh 3: phau thitc ngang mau thin thong do sau 45 ngay nudi cdy
trén moi truong B35 bo sung 2,4-D 4 mg/l + kinetin 1 mg/l va AgNO, 150 mg/!

Sau 60 ngay nudi cay, mo s¢o xuat hién trén toan bd
mau cay (hinh 4).

M0 seo

Hinh 4: mé s¢o hinh thanh tir mau cdy sau 60 ngdy nudi cdy trén méi truong BS
b6 sung 2,4 D 4 mg/l + kinetin 1 mg/l va AgNO, 150 mg/l

Céc chét didu hoa sinh trudng thuc vat thude nhom
auxin nhu 2,4-D hay NAA thuong duoc st dung nhu
ngudn auxin ngoai sinh kich thich sy hinh thanh mé
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seo & nhiéu doi tuong thuc vat [12]. Trong cac loai
auxin, 2,4-D 1a chit dugc str dung hiéu qua nhét [13].
Ngoai cac chit thudc nhém auxin, dé hinh thanh mé
seo, mot s6 loai thuc vat can co su tac dong phéi hop
gilra auxin va cytokinin. Khong ngoai quy luét nay,
su hinh thanh mo seo tir than non cay thong dé Taxus
wallichiana Zucc. ciing can phai ¢6 su két hop cua
2,4-D ndng d6 4 mg/l vé6i kinetin 1 mg/1 [8] hodc NAA
nong d6 2 mg/l két hop véi kinetin 0,2 mg/1 [4].

Céc té bao nhu mo vo than dé dang tao mo seo trén
moi trudng nudi cdy cd auxin riéng 1é hay két hop véi
cytokinin [14]. Quan sat hinh thai giai phiu than non
thong do, ching t6i nhan thiy sy phan chia khoi dau
& vai té bao nhu mo vo (hinh 1), sau d6 sy phéan chia
tiép tuc xay ra manh dan dén su hinh thanh mé seo va
nho ra ngoai sau sy pha v& biéu bi than (hinh 3). Sau
2 thang, md seo ¢ mau trang nga, dang chit (hinh 4).

Khdo sdt anh hwéng ciia chit diéu hoa sinh truéng
thwce vt lén sw tang truwong va tich lity paclitaxel ciia
mo seo

Mo seo duoc nudi cdy trong cac modi trudng cod
thanh phan va nong d6 auxin va cytokinin thay d6i. Sy
tang truong va tich Iy paclitaxel cia mé s¢o sau 30
ngay nudi cay dugc trinh bay & bang 1.

Bing 1: si tang triedng va tich liiy paclitaxel ciia mé seo sau 30 ngdy nudi cdy

Nghiém thire Chit PHSTTV (mgfl) . Chi st"é Paclitaxel
24-D NAA 6-BA ting truéng (mg/g)

(dé?gi}ng) 0 0 0 0,87+0,06¢ KPH
NT2 0,1 0,5 0 2,32+0,11¢ 11,4
NT3 0,1 1 0 2,65+0,20¢ KPH
NT4 0,1 0,5 0,5 4,48+0,52 231,8
NT5 0,1 1 0,5 4,13+0,05® 70,9
NT6 0,2 0,5 0 2,86+0,42¢¢ 41,5
NT7 0,2 1 0 3,61+0,10% 48,9
NTS8 0,2 0,5 1 4,76+0,13° 1384
NT9 0,2 1 1 4,10+0,39" 72,8

Ghi chi: DPHSTTV: diéu hoa sinh truong thuc vdt; KPH: khong phat hién;
cdc chir cai khdac nhau biéu dién mirc do sai biét co y nghia (theo cot)
o do tin cdy 95%.

Két qua & bang 1 cho thiy, mé sco ting trudng tot
trong tat ca cac nghiém thirc (NT) c6 sy hién dién cia
chit diéu hoa sinh truong thuc vat, dac biét trén cac
moi treong cd su hién dién cia 6-BA (NT 4, 5, 8 va
9). Chi s tang trudong clia mo seo cao nhét trén moi
treong c6 2,4-D 0,2 mg/l, NAA 0,5 mg/l, 6-BA 1 mg/l
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124,76 (NT 8), tiép theo 1a mé seo trén mdi trudng co
2,4-D 0,1 mg/l, NAA 0,5 mg/l, 6-BA 0,5 mg/l (4,48)
(NT 4). Tuy nhién, sy khac nhau gilta cac NT nay
khong c6 y nghia vé& mit théng ké. M6 seo tang truong
cham hon khi khong c6 6-BA trong mdi truong nuoi
cdy (NT 2, 3,6 va 7).

Loai auxin thuong dugc sir dung dé cam tmg tao
s¢o la 2,4-D. Tuy nhién, néu mo seo duoc duy tri mot
thoi gian dai trong méi truong c6 2,4-D ndng do cao
thi kiéu gen ctia té bao c6 thé bi bién ddi. Trong nhiéu
treong hop, viée chuyén mé seo sau khi hinh thanh tir
moai truong c6 2,4-D sang moi truong c6 NAA hoac
IAA duoc thyc hién [15]. Fornale [16] cling st dung
moéi truong B5 bd sung 2,4-D 10 pM (twong duong
2,26 mg/l), kinetin 4 uM (0,86 mg/l) va GA nong d6
1 uM (0,35 mg/l) dé cam tng tao mo seo tir than non
cay théng do Taxus baccata L. Sau 4-6 tuan, mo seo
cling duoc ciy chuyén qua moi truong B5 c6 NAA 10
uM (1,86 mg/1) va 6-BA 0,5 uM (0,11 mg/I) nham loai
b6 2,4-D trong mdi truong nudi cay. Tuwong tw, md seo
2 thang tudi trong thi nghiém cua ching toi dugc cy
chuyén qua méi truong co chira t6 hop chat diéu hoa
sinh truong thuc vat gém 2,4-D néng do thép (0,1-0,2
mg/1) két hop v6i 6-BA (0,5-1 mg/l) va NAA (0,5-1
mg/1). Két qua 1a chi s6 ting truong ctia mo seo sau 1
thang nuoi cdy tang tir 2,32 dén 4,76 & tat ca cic NT
(chi 6 tang truong & NT dbi ching 1a 0,87) chimg t6
su két hop giita 2,4-D ndng d6 thap véi 6-BA va NAA
kich thich tt su ting sinh cta t& bao mé seo thong do.

Sy sinh tong hop paclitaxel cia mo seo dugc ghi
nhan sau 30 ngay nudi cdy. Tuong tu nhu sy ting
treong cia mod s¢o, ham luong paclitaxel cao hon trén
cac mdi trudong nudi ciy cé su phdi hop giita auxin
va cytokinin. Ham lugng paclitaxel cao nhét (231,8
mg/g) dugc ghi nhdn & md se¢o trén moi trudng cod
2,4-D 0,1 mg/l, NAA 0,5 mg/l va 6-BA 0,5 mg/l.
Trong khi d6, mo seo trén mdi truong khong co chat
diéu hoa sinh truong thuc vat (NT 1) hay mai truong
¢6 2,4-D 0,1 mg/l, NAA 1 mg/l (NT 3) khong tong
hop dugc paclitaxel. Nhu vay, viéc thay thé mot phan
2,4-D bang NAA két hop v6i 6-BA da tac dong tot dén
su sinh trudng cua mod seo va su tich lily paclitaxel
trong té bao md seo, va to hop thich hop cho sy sinh
truong va tich lily paclitaxel 1a 2,4-D ndng d6 0,1 mg/I1
két hop voi 6-BA 0,5 mg/l va NAA 0,5 mg/l. Mt khac,
t6 hop chat diéu hoa sinh truong nay ciing thich hop
cho su tao mo seo lam nguyén lidu tao dich treo té bao
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v6i md seo c6 mau vang sang va bat dau xdp sau 4
thang nudi cdy. Dudi kinh hién vi, mé seo gdm nhiing
té bao d:fmg kinh, vach mong. Hat tinh bot (nhuém mau
xanh tim v6i iod) hau nhu phan b khap té bao nhung
tap trung nhiéu nhat & gan mang nguyén sinh. Khong
nhin thay nhan trong té bao (hinh 5).

e
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Hat tinh bt

Hinh 5: té bao mé seo sau 30 ngay nudi cdy trén méi truong B5 bé sung
2,4-D 0,1 mg/l, 6-BA 0,5 mg/l, NAA 0,5 mg/l va AgNO, 150 mg/I
Dua vao kha nang tang trudng va tich lity paclitaxel
ctia mo seo, chung t6i lya chon moi truong BS bo sung
2,4-D 0,1 mg/l, NAA 0,5 mg/l va 6-BA 0,5 mg/l (NT 4)
dé nuodi cdy mo seo lam nguyén liéu tao dich treo té bao.

Nuéi cdy dich treo té bao

Mo seo 5 thang tudi trén moi truong B5 bd sung
saccharose 20 g/l; 2,4-D 0,1 mg/l, 6-BA 0,5 mg/l,
NAA 0,5 mg/l va AgNO, 150 mg/l duoc cdy chuyén
sang moi truong 16ng c6 thanh phan tuong tu nhu moéi
treong tao seo. Hé thong té bao duoc duy tri trén may
lac tron trong diéu kién toi, nhiét d6 25+1°C, 4m do
60-65%.

Sy phong thich céc té bao don va cac nhom nho té
bao tir md seo co ngudn gdc tir than vao moi truong
long dugc thiy 1 sau 7-14 ngay nudi cdy. Dich treo té
bao c6 mau nau nhat, kich thuée cac cum té bao khong
déu nhau (hinh 6).

Nhirng
cum nho
t€ bao

Hinh 6: dich treo té: bao gé‘mrca'c 1é bdo cé l@p va nhitng cum nho 1é bao
hinh thanh sau 2 tuan nudi cay dwoi kinh hién vi quang hoc ¢ vat kinh X4
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Anh hwéng ciia trong lwong té bao khéi diu lén
sw ting trwéng ciia dich treo té bao

Ngoai cac yéu t6 nhu anh sang, nhiét do, cac yéu
t6 vat 1y khac cling anh huéng truc tiép dén sy ting
treong cua dich treo té bao nhu mat do té bao ban dau
hay van toc cia may lic.

Trong luong té bao khoi dau (mat do té bao khai
dau) c6 anh hudng quan trong dén sy tang truong ciia
té bao thong do6 Taxus wallichiana Zuce. Sau 3 tudn
nudi cdy, su ting truong cua dich treo té bao (duoc
danh gid qua chi sb ting truong) thay doi tiy theo
trong luong té bao khoi dau. O NT 2 va 3 (trong lugng
té bao khoi dau lan luot 1 va 1,5 g), su ting trudng cua
dich treo té bao cao hon cic NT con lai. Chi s ting
truong cua dich treo té bao cao nhat & NT 2 véi trong
luong té bao khoi dau 1a 1 g (bang 2).

Bang 2: anh hwdng cua trong lwong 1é bao khoi ddu lén sy tang truong
cua dich treo té bao thong do sau 3 tuan nudi cay

Trong lwgng té bao o .
khéi dau (g) Chi so tang trudng
0,5 0,02+0,03°
1,0 0,24+0,03°
L5 0,17+0,05°
2,0 0,00+0,00 ®

Cac chir cdi khac nhau ﬁiéu dién mire d¢ sai biét c6 y nghia (theo cot)
0 do tin cdy 95%. Thé tich méi truong cho cdc thi nghiém la 10 ml

Nhu vay, trong lugng té bao ban dau thich hgp cho
su tang sinh cua dich treo tébaolalval,5 g té bao
tuoi/10 ml méi truong. Két qua nay ciing phu hop véi
Fornale [16] khi nudi cay 1 g md seo Taxus baccata
L. v6i 10 ml méi truong long trong binh tam giac 100
ml dé tao dich treo té bao. Vi trong lugng té bao ban
dau thip hon hodc cao hon, su ting sinh dién ra cham
hon. Trong méi trudng long, mod seo s€ phong thich ra
nhimg té bao riéng 1é hodc cum té bao gdm vai chuc
dén vai tram té bao lam ting dién tich hap thu cac chat
dinh dudng tir moi truong nudi cay. Mat do té bao ban
dau thap s& dan dén su thiéu tic dong tuong hd giita
cac té bao, truong hop nguoc lai s& 1a nguyén nhan dan
dén su canh tranh manh mé ngu(‘A)n dinh dudng cua té
bao [17]. Vi vay, viéc xac dinh mat do té bao ban dau
thich hop 1a can thiét.

Quan sat t€ bao thong dé sau 2 tuan nudi cay dudi

61



Khoa hoc Ky thuat va Céng nghé

kinh hién vi quang hoc & vat kinh x40 va x100 chiing
t6i ghi nhan dugc sy phan chia ctia té bao dich treo thé
hién qua su hinh thanh vach ngin ngang gitta té bao.
Té bao dich treo mau nau nhat dén dam, kich thude
thay d6i, vach mong véi cac hat tinh bot rai rac trong
nguyén sinh chat (hinh 7).

]

Hinh 7: té bao dich treo sau 2 tuan nudi czf)/, ddu miii tén chi vi tri
thanh lap vach ngan ngang

Sau 3 tun nudi cdy, té bao chuyén dan tir mau vang
sang sang mau nau dam, vach mong, kich thudc khong
déu nhau, hat tinh bdt ¢6 kich thude 16n. Su hinh thanh
véach ngin ngang giita cac té bao khong phd bién nhu &
tuan thtr 2 cta qué trinh nudi cay (hinh 8).

20 pm

Hinh 8: té bao théng dé sau 3 tuan nudi cdy

Tir thi nghiém trén, trong lugng té bao khoi dau la
1 g/10 ml méi trueong thich hop cho su tang truong cia
dich treo té bao nén dugce st dung trong cac thi nghiém
tiép theo.

Anh hwéng ciia vin toc lic dén sw ting truong
ciia dich treo té bao

Pong tac lac tron can thiét cho sy trao ddi chét va
tang sinh ciia té bao. Su tang toc d¢ lic lam giam manh
su ting truong cua dich treo té bao (chi sé ting truong
12 0,02 véi toc do lac 135 vong/phut) (bang 3), dong
thoi v6i sy xuat hién nhirng manh v té bao trong moi
treong nudi cay (hinh 9). Toc d6 lic anh huong dang
ké dén sy tang sinh cua dich treo té bao. Tc do lic
cang cao, dich treo té bao cang min.
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Bdng 3: anh hirong ciia van toc ldc 1én s tang truong ciia dich treo té bao

Téc dd lic (vong/phit) Chi sb ting trudmg
60 0,22+0,03*
85 0,18+0,02#
110 0,14+0,02°
135 0,02+0,04°

Cic chit cdi khac nhau biéu dién mirc dg sai biét cé ¥ nghia (theo ¢dt)
0 do tin cdy 95%

Hinh 9: té bao dich treo & t6c d¢ ldc 135 vong/phiit

Hoat dong lic tron cua may lic gitp cho su trao
ddi khi giltra moi trudng va té bao dién ra thuan loi,
dan dén sy ting truong va phan chia binh thudng cua
té bao. Tdc do lac tir 30 dén 200 vong/phut dugc lua
chon cin ct vao thé tich moi truong nuoi, kich thudc
va hinh dang cta binh nu6i hodc vat li¢u tao dich treo
té bao. Boi voi dich treo Taxus wallichiana Zuce., van
tc lac thich hop cho su ting sinh cta té bao tir 60 dén
110 vong/phit. Van tbc lic 135 vong/phit to ra khong
pht hop véi su hién dién cua nhiéu manh v té bao
trong moi trudng nudi cay (hinh 9). C6 thé nhan théy,
viéc st dung van tdc 1ac cao dé nudi céy dich treo té
bao Taxus wallichiana Zucc. it dugc ung ho. LE Thi
Thay Tién [9] d& 4p dung van tdc lic 80 vong/phit
cho tit ca cac nghién ctru trén dich treo té bao Taxus
wallichiana Zucc., Duong Tan Nhyt [6] 4p dung van
téc 110 vong/phut dé nudi cay dich treo té bao Taxus
wallichiana Zucc. 1am nguyén liéu cho thi nghiém tai
sinh md seo. Vi cac dbi twong thong do khac, cac tac
gid sir dung céc van toc lac khac nhau. Vi dy, voi Taxus
baccata, Cusidé [18], Fornale [16] da ap dung van toc
lic 100 vong/phut dé duy tri dich treo té bao. Tuong
tu, Yuan [19] d4 4p dung vén tdc lic 100 vong/phit dé
nudi cay dich treo té bao Taxus chinensis var. mairei.
Trong khi do, Pestchanker [20] d3 nuéi cdy dich treo
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Taxus cuspidata trong binh tam giac 250 ml chira 50
ml dich treo véi van toc lac 120 vong/phit. Kim [21],
Lee [22] nudi cdy dich treo Taxus chinensis & vén tbc
lic 150 vong/phut, trong khi Dong va Zhong [23] lai
nudi cy dich treo té bao loai thong do nay & van toc
lic 110 vong/phut. Nhu vay co thé thdy rang, té bao
cua cac loai thong do khac nhau thich hop voi mdt van

tdc lic khac nhau khi dugc nudi trong méi trudng 1ong.
Két luan

Khi dit khiic cét than non 3-4 tuan tudi tir cay thong
do6 1 nam tudi ndm ngang trén moi trudng tao seo (MoOi
trudng B5 bo sung 2,4-D 4 mg/l, kinetin 1 mg/l va
AgNO, 150 mg/l), su phéan chia khéi dau & vai té bao
nhu mé vo sau 15 ngay nudi cdy, sau d6 sy phan chia
tiép tuc xay ra manh mé& dan dén sy hinh thanh mé
seo va nhod ra ngoai sau su pha v biéu bi than. Sau 2
thang, md seo c6 mau trang nga, dang chat.

Su sir dung t6 hop 0,1 mg/12,4-D; 0,5 mg/l 6-BA va
0,5 mg/l NAA thich hgp cho su ting sinh ctia md s¢o.
Chi s6 ting truong clia md seo sau mot thang nudi cdy
la 4,76 va ham luong paclitaxel dat 231,8 pg/g trong
lugng kho.

Dich treo té bao hinh thanh va ting truong tot tir
su nudi cay 1-1,5 g té bao tuoi trong 10 ml méi trudng
long B5 trén may lac vong véi toe do lac 60-110 vong/
phut. Sy phong thich cac té bao don va cac nhém nhé
té bao tir mo seo c6 nguodn gdc tir than vao moi truong
1ong dugc thiy rd sau 7-14 ngay nudi cdy. Dich treo té
bao c6 mau nau nhat, kich thude cac cum té bao khong
déu nhau. Su phan chia cua té bao dich treo thé hién
qua sy hinh thanh vach ngin ngang giita té bao sau 2
tun nudi cdy.

Loi cam on

Nhom nghién curu tran trong cam on TS Vuong Chi
Hiing - Trung tam Trong va ché bién thuéc Pa Lat da
cung cdp nguyén liéu thiee vit va ThS Nguyén Huy Du
- Phong thi nghiém trung tam, Truong Dai hoc Khoa
hoc Tu nhién Tp Ho Chi Minh da phéi hop phdn tich

paclitaxel.
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