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TOM TAT
Tw callus Théng dé Viét Nam, cdy chuyén sang méi trwdng 1dng SH dé nubi cay sinh khdi té bao
Théng d6. Tl do, san xuét nguyén liéu thubc diéu tri ung thu paclitaxel va cac dan chat. Khao sat cac
yéu t6 anh huwdng t6i tbc do phat trién té bao, két qua cho thay: lwva chon méi trweng SH c6 bd sung
3,0 mg/l NAA; 2 mg/l BAP, 30 g duwdng saccarose, nudi cay trong 14 ngay, phu hop véi nudi cy té bao
Théng d6 trén mai trwdng 16ng. Da xac dinh dwoc ham lwong mét sé hoat chét trong sinh khéi té bao
thu dwoc tr cac nubi céy trén, trong do paclitaxel dat 0,0124% va bacccatin 1l dat 0,008%.

* T khoa: Thong dd; Nudi cay té bao thwc vat; Méi trwdng 16ng; Sinh khéi t& bao.

STUDY ON SUSPENSION CELL CULTURE OF
VIETNAM TAXUS CELL

SUMMARY

Callii, induced from Vietnam taxus (Taxus wallichiana) was subcultured SH suspension medium
for producing paclitaxel and other substances. The research results showed that: SH suspension
medium was supplemented NAA 3.0 mg/l, BAP 2.0 mg/l, sucrose 30 g/l within 14 days, appropriate
for suspension culturing of Vietnam taxus cell. The results of quantitations in Taxus cellmass found
0.0124% for paclitaxel and 0.008% for baccatin lIl.

* Key words: Taxus wallichiana; Plant cell culture; Suspension; Taxus cell mass.

DAT VAN DE

Thong dé Viét Nam (Taxus wallichiana)
la dwoc liéu quy hiém, dwoc ghi trong sach
dd can duwoc bao vé. Tl Théng dd, chiét
xuat dwoc paclitaxel (biét dwoc Taxol) va
cac chét baccatin Ill, 10 deacetyl baccatin
Il @& ban tdng hop paclitaxel va docetaxel
(biét dwoc Taxotere). Hién nay, hai ché pham
taxol va taxotere dwoc st dung phd bién va
hiéu qua trong diéu tri nhiéu loai ung thw,

* Hoc vién Quén y
Phan bién khoa hoc: PGS. TS. Nguyén Van Minh

nhw: ung thw budng trirng, ung thw va, ung
thw da day.... Tuy nhién, gia thanh cla hai loai
thudc nay rat dat, khoang 1,5 triéu dong/liéu.
Nguyén nhan la do ngudén nguyén liéu khai
thac tw nhién t& cac loai Théng dd han ché,
ham lwong hoat chét thdp. Ngoai ra, viéc
tdng hop héa hoc cac dwoc chat nay chi
mang y nghia khoa hoc, do céu tric héa
hoc phtrc tap nén viéc tdng hop khdng co
gia tri thwong mai [1]. Vi vay, mét trong
nhitng hwéng dé gidi quyét van dé thiéu
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nguyén liéu paclitaxel va cac chat dé san
xuét thuéc diéu tri ung thw la st dung cong
nghé sinh khéi té bao cac loai Thong dd
(Taxus sp). Bay la hwédng nghién ctru maoi
dwoc 4p dung thanh céng trén thé gidi
trong san xuét paclitaxel [4, 7].

Hoc vién Quan y da tién hanh nudi cay
sinh khéi t& bao Théng dd dé san xuét
nguyén liéu thudc diéu tri ung thw tlr ngudn
gen duoc liéu trong nuwéc. Buwdc dau thanh
cong & giai doan tao callus va duy tri nudi
cdy callus trén méi trwdng thach [5, 6]. Hién
nay, dang tién hanh cac giai doan nuéi cay
tiép theo nhdm san xuét dwoc paclitaxel.
Trong bai nay, chiing tdi théng bao két qua
nudi cay sinh khdi t& bao Théng dd trong
mdi trdng 1dng.

NGUYEN VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN cUrU

1. Nguyén vat liéu, thiét bi.

- Duy tri nudi cdy mau callus Théng dé
Viét Nam trén méi trwdng thach SH (4 diéu
kién nuoi cay trén mai trwong 16ng).

- CAc hoa chat dung pha ché méi truong
nudi ciy clia hang Sigma (dat tiéu chuén
cho nudi ciy té bao thuc vat), paclitaxel,
baccatin Il (Sigma) dat tiéu chuan chét chuan.

- May lac (MS1 Minishaker, IKA® USA),
may sac ky 1dng hiéu nang cao (Alliance
Waters 2695D, My). Hé théng thiét bj phong
thi nghiém sach dat tiéu chudn GMP (Viét
Nam) dung cho nudi cly té bao va cac thiét
bi chuyén dung khac...

8

2. Phwong phap nghién ciru.

* Phurong phép nubi cay trén méi triromg
Iéng:

Céy chuyén té bao callus Thong dé tir
méi trwong thach SH sang méi trwong 16ng
SH ¢6 bd sung 1 mg/l BAP (6-benzyl amino
purin), 2 mg/l NAA (1-naphtalen axit acetic)
va 20 g/l dwong saccarose. Diéu chinh moi
trwdng pH = 5,6. D6 50 ml mdi trwéng vao
binh nén dung tich 125 ml, hép tiét khuan &
121°C trong 30 phut. Sau khi méi trwdng da
nguodi, cay 5 g callus vao. Duy tri nudi cly &
24°C trong diéu kién khdéng cé anh sang,
tbc d6 Idc 120 vong/phit. Sau 0, 5, 7, 9, 10,
12, 14, 16 ngay, loc 14y khéi t& bao, xac dinh
khéi lwong twoi (KLT, g/l), khdi lwong t& bao
kho (KLK, g/l). Panh gia tbc dé tang trwéng
cta khdi t& bao (tbc dd tang trwdng = KLK
sau khi thu hoach/KLK nubi cay ban dau).

* Khao sét dnh hudéng cua chat diéu tiét
sinh truéng:

S dung cac chét diéu tiét sinh trwéng
khac nhau dé lwa chon nhw: IBA (Indol butyric
acid), NAA néng dd ban dau 2 mg/l va BAP
1 mg/l; kinetin (Ki) 0,2 mg/l. Nudi cay té bao
trong diéu kién da lwa chon. Dwa vao két
qua sinh khéi thu dwoc dé lwa chon chét
diéu tiét sinh trwdng phi hop.

* Khao sat anh hwéng cta ham lwong
dwong sty dung:

Sau khi lya chon thdi gian nuéi cay va
cac chat diéu tiét sinh trwéng thich hop,
tiép tuc khdo sat d& Iwa chon ndéng do
dwong saccarose. St dung dudng & cac
néng do 15 g/l, 20 g/l, 25 g/l, 30 g/l va 35 g/l.
Nuéi cay theo quy trinh chung. Sau dé, loc,
can xac dinh KLT va KLK. Tt d6, Iwa chon
ndng d6 dwdng thich hop cho té bao phat
trién tét nhét.
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* Phuong phép dinh luong hoat chét trong
sinh khéi té bao Théng daé:

Sau khi nudi cdy bang phwong phap sac
ky 1dng hiéu néng cao, tién hanh dinh lwong
paclitaxel va baccatin 1l trong sinh khéi
t& bao thu dwoc véi cac didu kién: cot C18
Luna L43 (250 x 4,6 mm; 5 pm); thé tich tiém

mau: 10 l; detector PDA bwéc song: 228 nm;
pha dong: ACN-H,O chay theo chwong
trinh gradient; tbc d6 dong: 1 ml/phat. Két
qua so sanh véi cac chuan chay & cung
diéu kién.

* Phuong phép xt ly két qua nghién cuu:
bang phan mém Execl.

KET QUA NGHIEN c(*U

1. Két qua khao sat lwa chon th&i gian nudi cay té bao Théng d6 trén méi trwong

léng.

T két qua nubi cay trén méi trwdng thach, lwa chon méi trwdng 16ng SH b sung NAA
3 mg/l; BAP 1 mg/l, dwérng saccarose 20 g/l d& khao sat anh hwéng cla thoi gian nudi cay
khi cdy chuyén sang méi trwéng 16ng. Sau ngay the 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22
thu hoach té bao, sdy khé, can xac dinh khéi lwong té bao (hinh 1).
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Hinh 1: D6 thi tbc d6 phat trién cta t& bao Thong doé theo thi gian.

Sau ngay nudi cay thr 4, té bao da béat
dau phat trién. Khéi lwong té bao Théng dd
tang nhanh tlr ngay thr 4 - 14. Tl ngay thi
14 - 16, téc d6 tang cham dan va sau ngay
the 16, khéi lwong té bao gan nhuw khong
tang, tham chi con gidm. Té bao co hién
twong sdm mau. Nhw vay, thoi gian cho 1
chu ky nuéi cdy t& bao Théng dé trén moi

trwong 16ng la 14 ngay.

2. Két qua khao sat anh hwéng cua
chét diéu tiét sinh trwéng.

* Lyra chon chét diéu tiét sinh truéng:

S&r dung cac chat diéu tiét sinh truédng
thuéc nhom auxin (NAA, IBA néng dé 2 mgl).
S dung riéng ré hoac két hop voi cac chéat
nhém cytokinin (BAP néng d6 1,0 mg/l va
kinetin 0,2 mg/l). Nudi cay té& bao trong moi
trwdng 1dng SH. Sau 14 ngay, loc 14y té bao,
can xac dinh KLT, KLK va ty |é tang trwdng
té bao.
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Bang 1: Anh hwéng ctia cac chét diéu tiét sinh trwdng dén tbc dd phat trién cla té bao.

CHAT BIEU TIET KHOI LUGNG (g/l) TE BAO (§ +SD) (n = 10) TY LE
SINH TRUGNG KT LK SINH TRUGNG (1an)

NAA ) 438,58 + 21,07 21,93 +1,05 2,19+0,10
IBA ) 386,71 + 18,32 19,34 +0,81 1,92 +0,08
NAA +Ki  (3) 520,38 + 40,96 26,02 + 2,05 2,60 0,11
NAA + BAP (4) 565,77 + 27,31 28,29 + 1,36 2,83+0,11
IBA + BAP (5) 446,92 + 16,67 22,34 +0,83 2,23+0,09
IBA+Ki  (6) 404,62 + 25,38 20,23+ 1,27 2,02+0,11

p Pa-1,41,45< 0,05

Khi dung cac chat nhém auxin riéng 18, tbc d6 phat trién t& bao cham hon so voi két
hop céac chat thudc nhom cytokinin. & nhém str dung NAA va BAP, tdc do phét trién té bao
t6t nhat (dat 28,29 g va ty 1é sinh trwdng dat 2,83 lan). Sy khac biét so vé&i cac nhém khéac
c6 y nghia théng ké (p < 0,05).

* Khdo séat dnh hudéng cta néng do BAP:

S& dung mdi trwdng 1dng SH bd sung 2 mg/l NAA, 20 g/l dwéng saccarose va BAP &
cac nong do khac nhau t» 0,5 mg/l dén 3 mg/l. Sau 14 ngay nudi cy, can xac dinh KLK,

KLT va ty & sinh trwéng.

Bang 2: Anh hwéng ctia ndbng dd BAP dén tbc do tang trudng cuda té bao.

NONG DO BAP . KHOI LUONG (g/l) TE BAO (;< + SD) v LE ‘
(mafly LT KLK SINH TRUGNG (14n)
05 (1) 10 412,48 + 28,20 20,62 +1,41 2,06 + 0,07
1,0 (2 10 565,76 + 27,31 28,29 + 1,36 2,82+0,11
15 (3) 10 604,02 + 32,31 30,20 +1,61 3,02 0,10
2,0 (4) 10 654,35 £ 30,40 33,56 £ 1,60 3,27 £ 0,06
25 (5 10 656,83 + 23,81 32,98 +1,33 3,28 £ 0,08
30 (8) 10 661,93 + 30,10 33,24 +1,63 3,30 £ 0,09
35 (7) 10 669,50 £ 24,12 33,61 +£1,27 3,34 +£0,08
p Pa-1,42,43< 0,05, pas, 46> 0,05
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Khi ndng dé BAP tang 0,5 - 2,0 mg/l,
tbc do phat trién cla té bao tang 1én. Trong
khi d6, & ndng do 2,0 mg/l, téc d6 sinh
trwdng cla té bao dat 3,27 14n (Ps.y, 4.2 43 <
0,05). Tiép tuc tdng ndng dd BAP Ién 2,5
mg/l va 3 mg/l, tbc d6 phat trién té bao tang
khéng dang ké v&i p > 0,05 (P4, 46> 0,05).
Nhw vay, nébng d6 BAP thich hop cho nudi
céy té bao Théng dd Viét Nam & 2 mg/l.

* Anh hudng cda néng d6 NAA:

Nudi cy t& bao Thong dé trong méi truong
Idng SH bd sung 2,0 mg/l BAP, 20 g dwéng
saccarose, déng thdi thém NAA & cac néng
d6é khac nhau 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 mg/l.
Sau 14 ngay nudi cay, thu hoach té bao.

Xac dinh KLT, KLK va ty |é tang trwdng.

Bang 3: Anh hwéng ctia ndng dd NAA dén téc do phat trién té bao.

NONG DO BAP KHOI LUGNG (g/l) TE BAO (g +SD) TV LE
(mg/l) A SINH TRUBNG (14n)
KLT KLK
1,0 () 10 507,05 + 30,38 25,35+ 1,51 2,53 0,07
20 (2 10 654,35 + 30,40 33,56 + 1,60 3,27 + 0,06
30 (3) 10 802,71 + 31,44 40,31 + 1,84 4,01 +0,10
40 (4 10 810,18 * 26,87 40,68 + 1,46 4,05 + 0,08
50 (5) 10 814,48 + 33,61 40,90 + 1,79 4,07 + 0,06
6,0 (6) 10 818,75 + 31,83 41,11+1,71 4,09 + 0,09
p P3.1,32< 0,05, p3.4 35 36> 0,05

Khi nébng d6 NAA cang tang, tbc dd phat
trién cda té bao Théng dd cang nhanh va
dat cao nhat khi s dung & ndéng d6 3,0
mg/l (KLK dat 40,31 g va ty Ié tang trwdng
dat 4,01 lan). Tuy nhién néu tiép tuc ting
néng dd NAA tr 3,0 - 6,0 mg/l, tbc d6 phat
trién té bao tang khéng dang ké véi p > 0,05
(P34 35 36 > 0,05). Nhw vay, ndng do NAA
thich hop cho nudi ciy té bao Théng dd
Viét Nam la 3 mg/l.

* Khdo séat anh huéng cda néng do duong

saccarose:

Nubi cay té bao Théng dd trong moi
trwong 16ng SH bb sung 3 mg/l NAA, 2 mgl/l
BAP va dudng saccarose & nong do tir 15;
20; 25; 30; 35 g/l. Sau 14 ngay nudi cay, thu
hoach té bao, xac dinh KLK, KLT va ty lé

tang trudng.
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Bang 4: Anh huéng clia nébng dd dwdng saccarose dén tbc do phat trién té bao.

NONG PO DUONG . KHOI LUGNG (g/l) té& bao (g +SD) TY LE
(g SINH TRUGNG (l4n)
KLT KLK
15 (1 | 10 604,02 + 32,31 30,20+ 1,61 3,02 +0,08
20 (2 | 10 802,71 + 31,44 40,31+ 1,84 4,01+0,10
25 3) | 10 882,73 + 39,84 44,33+ 2,22 4,41 +0,11
30 4 | 10 1027,96 + 34,86 51,61 +2,16 5,14 £ 0,09
35 (5) | 10 931,15 + 24,82 46,75 £ 1,29 4,65+ 0,12
p Ps-1,4-2,43< 0,05, pss < 0,05

Khi tdng ndng do6 duwdng saccarose tiy
15 - 30 g/l, tbc d6 phét trién té bao tang lén
va dat cao nhét khi st dung ndng doé dwdng
30 g/l v&i tbc dd tang trwdng dat 4,14 lan.
Tuy nhién, néu tiép tuc tdng ndng dd dwdng
len 35 g/l, tbc do phat trién t& bao giam.
Nhw vay, néng d6 dwdng thich hop cho
nudi cay t& bao théng dé Viét Nam la 30 g/l.

* Két qua dinh luong paclitaxel va baccatin
[l trong sinh khéi té bao Théng do:

Nubi cdy té bao Théong dé trong moi
trwong SH bd sung NAA 3 mg/l, BAP 2 mgll,
saccarose 30 g/l. Sau 14 ngay nudi cay, thu
hoach té bao, sy khd t&i khdi lwong khéng
déi. Pinh lwong pacclitaxel va baccatin IlI
bang HPLC.

Bang 5: Ham lwong paclitaxel va baccatin 11l trong 3 mau sinh khéi.

% HOAT CHAT
AU PACLITAXEL (%) BACCATIN 1l (%)
1 0,0124 0,0081
2 0,0131 0,0079
3 0,0136 0,0080
4 0,0118 0,0081
5 0,0112 0.0078
6 0,0125 0,0083
Trung binh 0,0124 + 0,0008 0,0080 + 0,0002

Ham lwong paclitaxel va baccatin 1l trong m4u sinh khdi Théng dé Viét Nam nudi cay
trén méi trwdng I6ng SH la: 0,0137 + 0,0003% va 0, 0081 + 0,0001%.
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BAN LUAN

Quy trinh sinh khéi té bao thyc vat thweong tréi qua nhiéu giai doan khac nhau nhu: tao callus, duy
tri callus trén méi trwdng thach, nudi cay té bao trén méi trwdng 16ng, nudi cay trén hé théng cac
bioreactor... Trong dd, giai doan nudi cay trén méi trwdng 16ng rat quan trong, quyét dinh nang suét
va ham lwgng hoat chat. Vi vay, can nghién ctu khao séat cac yéu té anh hudng dé té bao phat trién
tdt nhat va ham lwong hoat chéat cao nhat [2].

Théi gian cho mét chu ky nudi cay té bao |a thong sé quan trong anh hwéng dén hiéu qua cla
quy trinh. Vi vay, phai lwa chon khoang thei gian thich hop sao cho té bao thu hoach dat chat lwong
t6t nhat ma khong lang phi méi trwdng dinh duéng. Két qua nghién ctru cho thy, thdi gian nubi cay
té bao Thong dd trén moi trweérng 1dng ngan hon rat nhidu so véi nudi cay trén mai trwong thach (14
ngay so v&i 35 ngay) [5]. Két qua nay ciing phu hop nghién ciru vé thdi gian 1 chu ky nubi cay té
bao thwc vat.

Chét diéu tiét sinh trwdng déng vai trd quan trong anh hwéng truc tiép dén téc dd phat trién cia
t& bao. Trong nudi cay té bao thyc vat, thweng st dung két hop cac chét sinh trwdng ctia 2 nhom
auxin (2,4-D, NAA, IBA) va cytokinin (BAP, kinetin). Trong nuéi cay té bao Théng dé, thwong st
dung cap chat NAA hoac 2,4-D két hop véi BAP [2]. Qua khao séat két qué nghién ctru nudi cay té
bao Thong d6 Viét Nam, khi NAA (néng do 3 mg/l) két hop véi BAP (ndng dd 2 mg/l) té bao phat trién
tot nhat.

Pudng déng vai trd cung cap dinh duéng cho té bao phat trién. Ngoai ra, duwdng gop phan tao
cac stress ap lwc thdm thau tac dong vao té bao, lam tang sinh hoat chét [2]. K&t qua nghién ctru
cho thay khi str dung ndng do dudng 30 g/l, tbc d6 tang trwdng cla té bao Thong dd la tdt nhat.

Két qua dinh lwong cac hoat chét chinh trong sinh khéi t& bao thdy: ham lwong paclitaxel dat
0,012% va baccatin Ill dat 0,0081%. Ham Ilwgng cac chat nay thap so véi mot sé nghién clru da
cobng bd [7]. Tuy nhién, cac mau sinh khéi ching tdi str dung déu chwa qua giai doan nghién ciru
bién phap kich thich tang ham lwong hoat chat nhw s dung chat lam tang hoat chat, nuéi cay 2 giai
doan. Vi vay, day chi la két qua bwéc dau vé ham luvong hoat chat trong sinh khéi té bao Théng dé
Viét Nam.

KET LUAN

Sau khi nudi cay sinh khéi t& bao Théng dé trén mai trwdng 16ng, ching tdi dat dwoc két qua nhw
sau: khao sat mét sé yéu té anh huéng téi téc do sinh trwdng cia té bao Thong dd; lwa chon moi
trwdng SH c6 bd sung 3,0 mg/l NAA; 2 mg/l BAP, 30 g duéng saccarose, nudi cdy 14 ngay; xac
dinh dwgc ham lwong cac hoat chat trong sinh khdi té bao thu dwoc tlr nudi cay; trong dé, ham
lwong paclitaxel 14 0,0124% va bacccatin 11 14 0,008%.
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