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TAO MO SEO VA DICH HUYEN PHU TE BAO CO KHA NANG SAN XUAT
TAXOL TU LA VA THAN NON CAY THONG PO TAXUS WALLICHIANA

ZUCC.
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TOM TAT

Dich huyén phi t& bao Taxus wallichiana dude tao ra tit mé seo ¢d ngudn goc t than non va
14 non cay Texus wallichiana Lam Péng 2 nim tudi. Md seo hinh thanh va tang trudng tét trén
méi trugng B5 cé bé sung auxin va eytokinin, Méi trudng cé 2,4-D (4 mg/l) + kinetin (1 mg/l)
thich hgp cho su hinh thanh va ting trudng cia mé seo tif thadn non, Mé seo tit 14 non hinh
thanh va ting trudng t5t trén méi trudng cd bd sung NAA (3 mg/l) + kinetin (0,25 mg/l). Sy ting
truéng m seo thit caAp nhanh hon md seo so c¢ip va md seo chuyén tit mau vang nhat sang vang
néu sau lan cdy chuyén ddu tién. Dich huyén phii t€ bao duge tao ra bing cach nudi cAy md seo
trong moi truong long cé thanh phan tuong ty nhu méi trudng nubdi cdy mé seo. Dich huyén pha
t& bac tang trudng cham, sy tang trudng cia dich huyén phu t& bao tit thin non nhanh hon so
vdi dich huyén phi t& bao tir 1a nen va c¢é sy hién dién cia nhidu hat tinh bét trong t&€ bao cha
dich huyén phit. Su hién dién cha taxol trong mé seo va t& bao cia dich huyén phi dude xac dinh
bing phuong phap sic ky 16p méng (ban sic ky silicagel F 254) can cit theo Rf chia taxol chudn.
Khéng c6 sy hién dién ciia taxol trong méi trudng long nudi ciy.

T khod: Dich huyén phit t& bao, md seo, sdc ky ldp méng, taxol, Taxus wallichiana Zuce.

MG DAU

Taxol (paclitaxel), mét alkaloid
diterpenoid duge thu nhin ti cac bd phén
ctia cdy thudc nhém Taxus. Taxol duge su
dung dé lam thudc diéu tri bénh ung thu do
c6 dac tinh ¢6 dinh vi éng lam cho chu trinh
t& bao bi nging lai ¢ giai doan GM
{Horowitz et al., 1986). Taxol chinh thic
‘duge st dung lam thuéc chita bénh ung thu
vi va ung thu budng tring viao nim 1992.
Ngoai ra, taxol e¢én ¢é6 kha nang chiia duge
moét €6 bénh ung thu khac nhu ung thu phdi,
da day-rudt, ¢d va ddu cfing nhu cac khéi u
héc té ac tinh.

Taxol hién dién trong nhiéu b phan caa
ciy thude gidng Taxus (Visendek et al., 1990)
va e¢6 nhiéu nhit trong vo cay Taxus brevifolia
(ham lugng 0,01% trong lugng khé). Nhiing
cay thuéc nhém Taxus ting trudng rat cham,
viée thu hoach vé s& lam chét ciy gay thiét

hai cho ritng v anh hudng d&n médi trudng
sinh thai (Seiki, Furusaki, 1996).

Nudi cdy t&€ bao ciy thong dé dé san xuét
taxol va cac hop chat lién quan la van dé da
va dang dude nhidu nha khoa hoc trén thé gidi
quan tim va tip trung nghién ciu. Dich
huyén phu t& bao 14 hé théng dugc si dung
nhidu nhat do c6 thé nudi cdy trong cac thiét
bi ¢6 thé tich tich 16n (Jaziri et al., 1996).

Taxus wallichiana Zuce. (thong d6) duge
tim thiy d mét s6 vung thude tinh Lam-
Déng véi s6 lugng rat it va dang bi de doa
béi nan chat pha ring (Nguyén Hoang
Nghia et al., 1999; Nguyén Tr{ Minh et al.,
2001). Viéc nudi cdy t&€ bao Taxus
wallichiana dé thu nhan taxol va cac hgp
chat lién quan la mét viée lam cdn thiét
nhdm khai thiac nguén dude liéu quy ma
khéng lam anh hudng dén ngudn giéng ty
nhién ciia Viét Nam. Trong bai nay, ching
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t&i trinh bay cac két qua vé sy tao md seo va
dich huyén pha t&€ bao c6 kha niang san xuit
taxol tir 14 va than non cdy théng d6 Taxus
wallichiana Zucc.

NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP

Nguyén liéu

La va thin non Taxus wallichiana Zuce.
{thong dé Lam Dong) dude thu tiy nhu‘.ng doan
chéi 3 - 4 tuéin tudi trén cdy 2 nim tudi, dude
nhéan giéng bing phudng phap gidm canh tai
Trung tidm Nghién citu Lam sinh Lam Péng
(Hinh 1).

Hinh 1. Cay thdng dd giam canh 2 nam tudi.

Phuong phap
Nuéi cdy mé seo

Méau cdy duge khii tring 1in lugt voi
calcium hypochloride 5% trong 15 phut va
HgCl 1%o trong 5 phat. Sau @, miu ciy duge
¢t thanh ting doan 1 em va dat trén cac méi
trudng MS (Murashige, Skoog, 1962) hay B5
(Gamborg et al., 1968) c6 bd sung 2,4-D (4
mg/l) + kinetin (1 mg/l) (Cusidé et al., 2002);
2,4-D (5 mg/l) + kinetin (0,25 mg/) hay NAA
(3 mgf/l) + kinetin (0,25 mg/1) (Banerjee et al.,
1996), sucrose (20 g/} va duge lam rén bdi
agar (6 g/l). Mau dude nudi trong t51, & nhiét
d6 22 + 2°C va 4m do 70 + 2%. M seo duige
cAy chuyén sau méi 4 tuin.

Nuéi edy dich huyén pha té bao
Dich huyén phu t& bao duge tao ra bing
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cach ddt md seo ¢ tuan thi 4 cda ldn cdy
chuyén thd 3 vao méi truong léng B5 véi
sucrose (20 g/l), c6 bd sung 2,4-D 4 mg/l) +
kinetin (1 mg/l) (cho mé seo tit than non) hay
NAA (3 mg/l) + kinetin (0,25 mg/l) {(cho md seo
tit 1a non), va duge ldc véi van téc 80
vong/phit, ¢ nhiét d¢ 22 + 2°C. Dich huyén
phu t& bao duge cay chuyén sau mdi 2 tudn.
Dudng cong ting trudng ctia dich huyén phi
té bao duge xdc dinh theo thé tich t& bao ling
(SCV, settled cell volume).

Chitng minh su hién dién cia taxol

Taxol trong mé seo va dich huyén phu té
bao duge chiét tach theo phuong phap cda
Chattopadhyay va déng tac gia (2004): Ngam
mau trong methanol trong it nhit 48 gid, 6
ddc dich methanol dé thu can. Can duge hoa
tan trong nudc cit va ldn lugt chit véi n-
hexane va chloroform. Sy hién dién cua taxol
trong cao chloroform duge xac dinh bang
phudng phap séc ky 16p méng véi ban sic ky
silicagel F254 va hé dung méi di chuyén la
methanol: chloroform (1 : 1) (Kim et al., 2003)
va hexane: acetone (1 : 1) (Collins-Pavao et
al,, 1996). Vi tri clia taxol trong cao chiét trén
ban méng sic k¥ duge xdc dinh so véi chit
chudn taxol tinh khiét (LC Laboratory, USA).

KET QUA VA THAO LUAN
Su tao mo seo

Mb seo tit mau cay la va thén non cay
théng do Lam Dong bat d4u hinh thanh tai vi
tri vét cit sau 6 tuan nudi cay.

Mb1 trudng B5 gitp cho su hinh thanh va
tdng trudng cla mé seo tit 14 non tét hon so
v6i méi truong MS (Bang 1). Mé seo tit 14 va
than non ting trudng manh nh#t trén méi
trugng B5.+ NAA (3,0 mg/l) + kinetin (0,25
mg/1) nhung hinh thai mé seo khac nhau tay
theo mau cdy ban diu. Mé seo ban diu cé
mau vang nhat, chuyén sang niu sau nhUng
1an ¢4y chuyén ti€p theo va mé seo thil cdp
tdng trudng nhanh hon mé seo s cap. Hién
tugng nay cling dude quan sat bdi Enaksah
va dong tac gia (1996). Mé seo c6 ngudn gdc
tlf 14 non ¢6 dang x8p, mau vang nau, mé 820
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tir than non c6é dang chic va mau nau dam.
Mé seo tit thin non efing tdng trudng manh
trén mdl trucng B5 + 2,4-D (4,0 mg/l) +
kinetin (1,0 mg/l), md seo trén mél trudng
nay ¢é dang x6p, mau vang chanh dén vang
nédu. K&t qua nay phit hgp vdi nhitng nghién
ctiu cia Nguyén Thi Thanh Hién va déng tac
gia (2005) trong cac thi nghiém tac mé seo ti
thian non Taxus wallichiana. Trén mbi

truong MS, mé seo tit thadn non ting trudng
manh va c¢é dang chic. Mé seo dang chéic khé
phéng thich t& bao hay cum t& bio trong méi
trudng long, do d6 méi truong B5 + NAA (3,0
mg/l) + kinetin (0,25 mg/l) dude chon dé tao
mb seo tir 14 non vaA méi trudsng B5 + 2,4-D
(4,0 mg/l) + kinetin (1,0 mg/l) dude chon dé
tao mé seo td than non lam nguyén liéu tao
dich huyén phu té& bao.

Bang 1. Anh huding clia mai truding khoang dén kha nang tao md seo va dudng kinh md seo clia mau céy.

Chiat diéu hoa

Ty 1& méu cdy tao md seo (%) Pudng kinh mé seo (mm)

STT M:Ii-'tr['w"g sinh trudng thuc vat
oang (mgh) Tif than non Tirlanon  Tirthdnnon Tirla non
1 2.4-D (4(10 g‘r%g)n; kinetin 77,78 + 38,49° 42,85+ 3,22bc 3240265 220+017°
2 ms 24P (?602?%2/5 KINetin  gg 89 = 19,24° 29,38 1 10,44% 1431 0,45% 097 + 0,06°
3 o (%bozrggrﬂ)g;l)kmetm 83,331 28,88% 1574+10,30° 2,23+0,23" 1,20 =0,30™
4 240 (4('? 0 r?mlgl;)n; Kinetin 100,00+ 00° 58,33 & 14,44° 3,33+0,35° 2,47 +0,265°
5 B5 4D ((5602?%12115 KINen 100,00+ 00° 4821+377° 190+0,17° 1,53+0,15"
, NAA (30 mgll) + kinetin 104 05 1 002 9318+ 9,37¢ 3.83+031° 2,60+ 053
(0,25 mg/l)

Ch thich: Cac mau tuf khac nhau biéu dién mirc d6 sai biét co y nghia (theo cét) & do tin cay 95%.

Su tao dich huyén phu t& bao

Hinh 2. Cum t& bao trong dich huyé&n phl tit than
non trong méi trudng cb 2,4-0 (4,0 mg/l} + kinetin
(1,0 mg/l).

Trong moi trusng léng B5 + 2,4-D (4,0
mg/l) + kinetin (1,0 mg/l), mo seo tlf thin non
phéng thich cac nhém nhé t&€ bao chia cac t&
bao hinh trén, nguyén sinh chit dam dac (che
khuat nhan) (Hinh 2). Trong méi trugng long
B5 + NAA (3,0 mg/l) + kinetin (0,25 mg/l), mé
seo ti 14 non ciing phéng thich cac nhém t&
bao tudng tu.

Dich huyén phu t& bao ti 14 non ting
trudng chim hdn so vdi dich huyén phiu té bao
tit than non (Hinh 3). Cac cum t€ bao trong
dich huyén phui t& bao tir 14 non chuyén tit
mau vang ndu sang mau niu den sau 3 lan
cay chuyén ddu tién, trong khi cac cum t& bao
trong dich huyén phu t& bao tit thin non van
duy tri mau séc giéng nhu ban ddu sau nhiéu
lan cay chuyén. Su tang trudng chim va sy
chuyén mau cia dich huyén pha tit 14 c6 16 1a
do méi trugng nudi cAy khdng pha hgp. Nhin
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chung, sy ting trudng cham cua dich huyén
phu t& bao ti 14 va than non c6 thé do mét s6
yéu t8 tac déng nhu: méi trudng nuéi ciy

Lé Thi Thay Tién et al.

khﬁng thich hgp, sy hién dién clia cac chat
can trong moi truong nudi cily do sy tidt clia
t& bao nudi cdy.

SCV {ml)

! _e— Dich treo t& bao
tir than non
—a— Dich treo té bao

tiF 1 non

0 5 10 15

Théi gian (ngay)

20 25 30

Hinh 3. Budng cong tang trudng cla dich huyén phu t& bao tir than non va a non Taxus wallichiana,

----- ¥ach di
chuyén cia
hé dung méi

Hinh 4. Vi tri clia taxol trén ban méng sac ky: 1: Chat
chudn; 2: M6 seo tif than non; 3: Dich huyén phi té
bao tif than non; 1': Chat chudn: 2': Mo seo tirla non;
3': Dich huy&n phit t& bao tir 14 non.

Xae dinh sy hién dién cua taxol trong
cac hé théng t& bao

Mb seo qua 3 1an cay chuyén (tai thoi diém
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dugc st dung lam nguyén liéu tao dich huyén
phu té bao) va dich huyén phu t& bao trong giai
doan én dinh (ngay thit 25 trong duong cong
tang trudng) duge su dung dé lam nguyén lidu
chidt tach taxol. Phuong phap sic ky 1dp méng
chiing minh sy hién dién ctia taxol trong mé
seo va trong dich huyen phu t& bao. Véi hai hé
dung mai di chuyen khac nhau thi vi tri cha
taxol trén ban moéng séc ky khac nhau. Khi st
dung hé dung mdi di chuyén la hexane:
acetone, nhan thdy sy hién dién cha taxol
chudn va taxol trong cao chiét & Rf 0,4 - 0,45.
V6i hé dung méi di chuyén 1a methanol:
chloroform thi su hién dién cua taxol chudn va
taxol trong cao chiét dugc ghi nhan ¢ Rf 0,89 -
0,95 (Hinh 4). Khéng c6 sy hién dién cua taxol
trong mdi trudng dng nudi cdy (Rf clia cac chat
trong cao chiét tit méi trusng long khong triung
véi Rf ctia taxol chuin). Su ving mit ca taxol
trong méi truong léng co 18 1a do taxol duge té
bao san xudt va giit lai bén trong t& bao.

KET LUAN

Méi trusng B5 c6 bé sung NAA (3,0 mg/l)
+ kinetin (0,25 mg/l) 1a méi trudng thich hgp
cho su tao md seo tir 1a non va moi trucng
B5 c6 bé sung 2,4-D (4,0 mg/l) va kinetin
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(1,0 mg/l) 12 méi trudng thich hop dé tao mé
seo tu than non ciy théng do (Taxus
wallichiana Zuce.). Su ting trudng cua dich
huyén phu t&€ bio ¢é ngudn gdc tit la non
cham hon dich huyén phi té bao cé ngudn
gbc tir than non, déng thdi cé sy san xuit
taxol tU cac hé thong 1€ bao nudi ciy.

Trong tudng lai ching téi s& cai tién cac
moi truong nudi cdy dé gidp cho su tiang
trudng nhanh tha cac hé théng t& bao ¢6 chia
taxol va cac hgp chat lién quan.

L&i cam on: Chén thanh cam on Trung tdm
Nghién ciu Lam sinh Lam Dong da hé tro
nguyén lidu thuc vit dé chiing téi c6 thé hoan
thanh cde thi nghiém nay.
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