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Tom tat - Mat nhan 1a céy thudc chtra nhiéu hop chat co hoat tinh
sinh hoc quy, dwgc si dung nhv mét loai thdo duwoc dé& hd trg,
cham séc strc khde va diéu tri bénh cho con nguwoi. Trong nghién
cu nay, chung t6i khao sat anh hwéng cla chét diéu hoa sinh
trwéng lén sw cam (ng va tang sinh khéi té bao callus loai cay nay.
Két qua cho thay, méi trudng MS bd sung 2,0 mg/l 2,4-D va 0,5
mg/ml Kinetin 1a thich hop nhét d& cam &ng callus tiv ré cla cay
mét nhan in vitro sau khoang 12-14 ngay nudi céy. Sy tich Ity sinh
khéi té bao callus tét nhat, dat 32,03 g/50 ml twoi twong trng Vi
3,6 9/50 ml kho trén méi trwong MS léng bd sung 1,5 mg/l NAA
sau 14 ngay nudi cy, cao gap 10 lan so voi Ivgng sinh khéi ban
dau (3 9/50 ml). Dich chiét ethanol thd tir sinh khéi t& bao callus
nudi cay huyen phu da cho thay kha n&ng trc ché s sinh trwéng
clia vi khuan Bacillus cereus & ndng dd 100 mg/ml, v&i dwéng kinh
vong vo khuan dat 32,1 mm.

T khoéa - Cay mat nhan; callus; huyén phu té bao; Escherichia
coli va Bacillus cereus.

1. Pit van dé

Theo t6 chitc WHO, 80% dén s6 thé gigi dang ap dung
cac phuong thire chita bénh truyén thdng bing ciy dwoc
liéu va Y cac loai thudc hién nay déu c6 chira cac hoat chat
sinh hoc chiét xudt tir thyc vat [1]. Tuy nhién, thyc té cho
thiy viéc khai thac cac duoc lidu nay cha yéu 1a tir ty nhién,
va dudi cac diéu kién bat loi khac nhau da lam suy giam
thanh phan ciing nhu sb luong nhiéu nguon duoc liéu quy
[2]. Do do, viéc tim ra phuong thirc thay thé dé tao ra nguon
duoc lidu 6n dinh 14 rt can thiét.

Nudi cdy té bao thyc vét v6i nhitng wu diém vuot troi
d3 mo ra tiém ning 16n dé tang thu sinh khdi trong thoi
gian ngan, tao nguon nguyén liéu phuc vu viée tach chiét
cac hoat chét sinh hoc trén quy md cong nghiép, gop phan
giai quyet nhimg kho khan vé ngudn duoc lidu ty nhién (3]
Nhiéu hoat chét sinh hoc dung lam thudc di dugc san xuat
theo phuong phap nudi cay té bao thuc vat [4].

Cay mat nhan (Eurycoma longifolia Jack) 1a cay duogc
lidu quy dugc biét dén nhidu ¢ cac nuéc Pong Nam A [1].
Day la loai ciy than gd, sinh truéng cham ngodi tw nhién,
phai trong mat 4-7 nam moéi c6 thé thu hoach dé ding lam
thude. Trong y hoc ¢6 truyén, cic b phan cua loai cdy niy
dugc st dung nhu 1a mét vi thude dung dé chira tri nhiéu
bénh khac nhau nhu: s6t rét, xuong khop, viém loét, da day,
suy gidm sinh ly & nam [1]. Ngay nay, tac dung va thanh
phﬁn duoc li¢u cia cady mat nhan da dugc nghién ctu va
cong b trong nhiéu cong trinh khoa hoc khac nhau [5]. Tuy
nhién, hién nay $6 lugng cua cdy mat nhan & Viét Nam dang
suy giam nhanh chong do nhu cau khai thac qua mirc, 1am
vao tinh trang gan nhu tuyét ching. Vi vay, bén canh nhén
gidng in vitro, viéc nghién ciru tim ra phuong thirc san xuét
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groups of rare bioactive compounds. The parts of the plant have been
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inhibit the growth of bacterium Bacillus cereus, at crude concentration of
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sinh khéi nhanh va 6n dinh loai cdy nay 14 v cling can thiét.

Xuét phat tir nhitng co s& trén, chung t6i tién hanh
nghién ciru nudi cdy va danh gia hoat tinh khang khudn cua
dich chiét té bao callus loai cay nay nhdm tao ra co s& khoa
hoc cho viéc nghién ctru san xuét cac hoat chét sinh hoc &
quy mo cong nghiép.

2. Nguyén liéu va phwong phap nghién ciru
2.1. Nguyén li¢u

Qua chin cta cady mat nhan dugc thu hai tr cay ty nhién
tai xa Hoa Béc, huyén Hoa Vang, TP. ba Na:lng va cho ndy
mam in vitro trén moi trudng MS. Poan & cua ciy mat
nhan in vitro ¢ kich thuée 1,0 cm dugce sir dung lam mau
nudi cdy dé tao callus.

Céc ching vi khun Bacillus cereus ATCC 11778 va
Escherichia coli ATCC 25922 dugc sit dung cho thi
nghiém dénh gia hoat tinh khang khuan duoc cung cép boi
Phong thi nghiém Vi sinh vat, Khoa Sinh - Méi truong,
truong Pai hoc Su pham - Pai hoc Da Nang.

2.2. Khd nang tao callus tir vé cdy in vitro

Doan 1é in vitro (dai 0,5 cm) dugc nudi cay trén moi
truong co ban MS c6 bd sung 3,0% sucrose, 0,8% agar,
24D(ZOmg/l)kéthopvdiKIN(OZS 0,5; 1,0; 1,5; 2,0
mg/l). Callus dugc hinh thanh tir mau r€ ¢6 mau vang sang,
rin va roi rac, dugce tach thanh nhing khdi callus nho hon
(duong kinh khoang 5 mm), sau d6 nuéi cdy trén moi
trudng co ban MS bd sung 3,0% sucrose, 0,8% agar, 2,0
mg/l 2,4-D va 0,5 mg/l KIN. Callus duogc ciy chuyén 1én
cing mdi trudng ¢t 2 tudn/lan dé nhan sinh khéi lam
nguyén liéu nudi cay huyén phu té bao.
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2.3. Nudi cdy huyén phit té bao

3,0 g té bao callus dugc nudi cdy trong cac binh tam
gic chira 50 ml méi trudng MS ¢6 bd sung 3,0% sucrose,
NAA (0,5-2,5 mg/l) dé khao sat kha ning ting sinh khoi té
bao. Cac binh tam giac dugc dat nuoi trén may lac, véi tbe
d6 100 vong/phut. Sau 2 tudn nudi cdy, mau sinh khbi duoc
thu bang cach loc chan khong va can khdi lugng tuoi, tiép
d6 mau sinh khéi duoc dem di siy & nhiét do 50°C dén khoi
lwong khong ddi va can xac dinh khéi lugng kho.

Céc thi nghiém nudi cdy in vitro dugc tién hanh & didu
kién 25°C £ 2°C, cuong d6 anh sang khoang 2000 Lux, thoi
gian chiéu sang 10 gid/ngdy.

2.4. Pdnh gid hoat tinh khing khudn

Thu dich chiét ethanol cua cac loai t& bao mat nhan
(callus, té bao huyén phi va r& ciy ty nhién) duoc thyc hién
dua vao phuong phap cia Farouk va cong su [1]. Cu thé,
5,0 g sinh khdi kho té bao nudi cay huyén phu dugc nghién
min va cho vao 50 ml ethanol 90%, ngdm trong 48 gio ¢
37°C. Sau d6, dich chiét dugc loc qua gidy loc, va loai bo
dung moi bang may co (quay chan khong (Buchi - Thuy ST)
& nhiét do 45°C, ap sudt 175 mbar dé thu két tua rin. Hoa
tan két tia rin sau co quay bang dung dich
dimethylsulfoside (DMSO) véi ndng d6 100 mg/ml dé lam
dung dich thir hoat tinh khang khuén.

St dung dich huyén phu (10° - 108 CFU/ml) cua céc
ching vi khuan Bacillus cereus ATCC 11778 va
Escherichia coli ATCC 25922. Lay 100 pl dich huyén phu
ctia mdi ching cho 1én dia petri c6 chira 20 ml moi truong
dinh dudng dang rin, dung que cdy dan déu té bao vi khuin
trén mit thach. Khoan 3 16, mi 16 c6 duong kinh 4 mm trén
mdi dia moi truong, sau d6 cho vao mdi 16 70 pl dung dich
ctia két tia rin (duoc hoa tan trong DMSO c¢6 ndng do 100
mg/ml). Pat dia moi trudng trong ti lanh khoang 8 gid, sau
d6 nudi trong tii Am & 37°C, sau 24 gid xac dinh duong kinh
v6 khudn D - d (D: duong kinh vong vo khuan; d: duong
kinh 16 khoan). Hoat tinh khang khuan dugc xac dinh theo
phuong phéap khuéch tan dia thach va kha nang khang khudn
duoc danh gia thong qua dudng kinh vong vo khuan [6].
2.5. Xir li théng ké

Mbi thi nghiém dugc b tri lap lai 3 1an. Gia tri trung
binh va sy sai khac ¢6 ¥ nghia nho nhit dugc xir 1y theo
Ducan’s test (p<0,05) bang phin mém SAS. ver 9.1.

3. Két qua va thio luin
3.1. Khd ndng cdim wng callus

Nhiéu nghién ctru cho thay, 2,4-D 14 auxin thudong dugc
dung dé kich thich sy phan bao va sinh truéng cua té bao
callus [7]. Auxin két hop v6i cac thanh phan khac ctia moi
truong dinh dudng c6 thé kich thich sy ting truong cta
callus, huyén phu té bao va didu hoa sy phat sinh hinh thai,
dac bi¢t 1a khi n6 dugc str dung phéi hop véi cac cytokinin
[8]. Trong nghién ciru nay, khao sat anh huong cua t6 hop
2,0 mg/1 2,4-D va cac néng d06 khac nhau ctia KIN dén kha
nang tao callus tir mau ré ctia cdy mat nhan in vitro.

Két qua nghién ciru (Bang 1) cho thiy, trén méi trudng
MS ¢6 bd sung 2,0 mg/l 2,4-D va 0,5 mg/l KIN; doan & ¢b
kha ning tao callus tot nhét sau khoang 12-14 ngiy nudi céy,
callus c6 mau vang, ran, roi rac (Hinh 1B). Trén cac moi

truong ¢ sy phdi hop cua 2,0 mg/l 2,4-D vé6i cac ndng do
KIN khéc thi kha nang tao callus kém hon, dac biét trén mdi
truong bd sung td hop 2,0 mg/l 2,4-D va 2,0 mg/l KIN, callus
hinh thanh rat kém, callus vang nhat va mong nudc (Hinh 1A).

Bing 1. Sy cam iimg callus tir doan ré in vitro cdy mdt nhdn

Ch?;g/%ST Kha nang tao callus

24D | KIN Tl(ll‘;’; égyi;m i\:;cui‘; Hinh théi
0,25 13-15 ++ Vang nhat, thn, mong nudc
0,5 12-14 ++++ Vang dam, rén, 101 rac

20 | 1,0 12-14 +++ | Vang dam, rin, mong nudc
1,5 14-16 ++ Vang dam, mong nudc
2,0 11-13 + Vang nhat, mong nudc

Chit thich: +: yéu, ++: trung binh; +++: khd, ++++: tot

Hinh 1. Callus tao tir ré cdy mdt nhdn in vitro trén méi truong:
(4) MS + 2,0 mg/l 2,4-D + 2,0 mg/l KIN;
(B) MS + 2,0 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l KIN.

Nhu vay, su két hop 2,0 mg/l 2,4-D va 0,5 mg/l KIN
trong moi trudng nudi cay da mang lai hiéu qua rat tot cho
cam tng callus tir r& cAy mat nhan in vitro va sy anh huéng
nay ciing dugc tim thdy twong tu trén nhidu ddi tugng
nghién ctru khac [8-9]. Nghién clru cia Andrew va cong sy
(1990) ciing cho thay, nuéi cy callus dé tai sinh cay Panax
quinquefolium L. thi mdi trudng thich hop nhét cho callus
hinh thanh tir r& 1a méi truong MS bo sung 2,0 mg/l 2,4-D
va 1,0 mg/l KIN [10].

3.2. Khd ndng sinh truwéng ciia té bao mét nhan nudi ciy
huyén phi

Nuoi ciy huyén phu thyuc vat 1a mot phuong thirc nudi
ciy té bao don & dang callus hodc phoi, duge tng dung dé
nang cao hiéu qua tang sinh khdi té bao. Khi nudi cdy, cac
méu callus ban dau s& tach nhau ra va phan tan vio trong
mdi truong 1ong, sau d6 hinh thanh mot hé huyén phu véi
céc té bao don, cum té bao, manh v& t& bao. Su tich liiy
sinh khdi té bao trong qua trinh nudi cdy phy thude vao
nhiéu yéu td, trong d6 thanh phan va nong do cac chat
DHST c6 mdt vai tro rat quan trong [11]. Trong nghién ctiru
nay, dua vao két qua hinh thanh callus tir mau ré& (Bang 1),
mdi trudng MS chira NAA riéng 1é v6i cac ndng do 0,5;
1,0; 1,5; 2,0 va 2,5 mg/l da dugc khao sat dé tim ra diéu
kién thich hop cho su ting sinh khdi té bao.

Két qua thu dugc cho thiy, nong d6 NAA trong moi
truong nudi cdy anh huong 16n dén su sinh trudng cia té
bao mat nhan nudi cdy trong méi truong long (Bang 2). Su
tich lity sinh khéi té bao dat cuc dai trén méi truong MS c6
b sung 1,5 mg/l NAA (32,03 g tuoi va 1,36 g kho) sau 15
ngay nudi cdy, cao hon gép 10 1an so v6i lwong sinh khéi
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té bao ban dau dua vao nudi cay. Khi nudi ciy té bao mat
nhan trén moi truong cod néng d06 16n hon hoac nho hon 1,5
mg/I thi sinh trudng cua té bao giam di dang ké (méi trudng
c6 2,5 mg/l NAA, dat 25,97 g tuoi va 1,09 g khd; mobi
trudong c6 0,5 mg/l NAA, chi dat 19,64 g tuoi va 0,74 g
kho). Bui Thi Tuong Thu va cong su nghién ctru cho thay,
trén moi truong nudi cay long c6 bd sung NAA, sinh khoi
té bao cdy hoang lan ting dang ké so v6i nudi cay trén moi
truong co bd sung 2,4-D [12]. Nghién ciru & loai cam thao
day (Abrus precatorius), NAA kich thich manh mé sy sinh
truong cuia té bao. Nghién ctru toi uru hoa qua trinh nudi cay
té bao huyén phu cdy Saussurea medusa dé thu jaceosidin,
Zhao va cong su (2001) di két luan ring, moi truong tot
nhét cho sy sinh truong cua té bao 1 2,0 mg/l NAA bd sung
thém 0,2 mg/l BA sau 14 ngay nudi cdy [13].
Bing 2. Kha ning sinh trong té bao mat nhan nuoi cdy huyén
phui trén moi truong bé sung NAA

Chét Kha néng sinh trudng cta té bao mét nhan
DHSTNA - . - -
A (mg/l) Khoi luong tuoi (g) Khoi lugng kho (g)
0,5 19,64¢ 0,74¢
1’0 24,70d 1,05d
15 32,03 1360
2,0 29,84° 1,27
2,5 25,97¢ 1,09¢

Chui thich: Cdc chii cdi khac nhau trong cung mot cot chi sy sai
khac co y nghia (p<0,05)

Hinh 2. Sinh khéi té bao huyén phu thu dugce sau 14 ngady nudi:
(4) trén méi truong MS bo sung 1,5 mg/l NAA;
(B) trén méi truong MS bé sung 0,5mg/l NAA.

3.3. Hoat tinh khdng khuén ciia dich chiét té bao

Trong y hoc ¢6 truyén, dich chiét nu6c hodc ethanol cay
mat nhan thuong dugce s dung dé diéu tri cac bénh vé duong
rudt, sbt rét, hodc 16 loét. Nhitng nghién ctru y hoc hién dai
vé duoc tinh va thanh phan hoa hoc cua dich chiét da cho
thay, loai cdy nay tich liiy nhiéu nhom hoat chat quy nhu:
tripertene, alkaloid, va glycoside [9]; dac biét, quassinoid la
nhom hop chit chinh cua cy mat nhan voi 6 hop chét
(eurycomaoside, eurycolactone, eurycomalactone,
eurycomanone, and pasakbumin-B, eurycomanol), va chung
quyét dinh tinh dfng va hoat tinh khang khun cua loai cay
nay [6]. Trong nghién ctru nay, ching t6i da budc dau danh
gia tinh khang khuén cua dich chiét tir té bao callus trong sur
so sanh véi dich chiét tir r& cay tw nhién.

Ket qua thu dugc 6 Bang 3 cho thay, dich chlet ethanol
tir té bao callus, té bao nudi cdy huyén phu va ré cay tu
nhién ¢ ndng do thir nghiém 100 mg/ml c6 kha ning irc ché
sy phét trién ciia vi khuan Bacillus cereus; trong d6 dich

chiét ethanol tir t& bao callus co kha ning wc ché sinh
truong vi khuén B. cereus cao nhit (duong kinh vong vo
khuén dat 32,1 mm), tiép dén 1a dich chiét tir t& bao nudi
céy huyén phu (dat 27,1 mm) va cubi cing 1a dich chiét tir
ré cdy mat nhan ngoai tw nhién (dat 25,60 mm) (Hinh 3).
Ngugc lai, & vi khudn Escherichia coli, ¢4 03 loai dich chiét
ethanol déu khong c6 kha ning e ché sinh truong ciia loai
vi khudn nay. Mot s6 nghién ciru ciing cho thiy, kha ning
khang khuén coa dich chiét tir r& cua mat nhan trong tu
nhién c6 kha nang uc ché manh cac loai vi khudn thudc chi
Bacillus va khong tc ché vi khuan Escherichia coli [1,6].
O két qua nghién ctru cta chiing t6i, dich chiét ethanol cua
té bao mat nhan nudi cdy in vitro c6 kha ning trc ché sinh
truong vi khuan Bacillus cereus manh hon dich chiét tir té
bao ré cAy mat nhan ty nhién. 'Nghién ctru cua Nikolaeva
va cong sy (2009) cting cho thay, cac té bao callus cia ciy
ché nuoéi cay in vitro tich lay nhiéu cac chét c6 kha ning tic
ché sinh trudng cia vi khuan [14].
Bing 3. Kha ning irc ché sinh truéng vi khudn cia dich chiét
ethanol té bao mdt nhén

Puong kinh vong vo khuén (mm)

Vi khuan Té bao Tébao | Tébao r& cay
huyén phu callus tu nhién
Bacillus cereus 27,1° 32,12 25,60°

Escherichia coli - - -

Chi thich: Cdc chit cdi khdc nhau trong cung mot hang chi su
sai khdc c6 y nghia nho nhat (p<0,05). Dau *“-* twong irng
khong co vong vo khuan

Hinh 3. Kha nang khang Bacillus cereus: (1 ) dich chiét
callus, (2) té bao huyén phu, (3) ré cdy tw nhién.

4. Két luan

Tir cac két qua thu dugce trong nghién ctru nay, ching
to1 rut ra cac két luan sau:

- Kha ning tao callus tir ré cdy mat nhan in vitro va sinh
truong cua callus tot nhat trén moéi truong MS cé 3%
sucrose, 0,8% agar, bo sung 2,0 mg/l 2,4-D va 0,5 mg/l
KIN. Callus duogc tao thanh c6 mau vang, ran va roi rac.

- Té bao callus mat nhan nudi céy huyén phu sinh
truong tot trén moi truong MS ¢6 3% sucrose, b sung 1,5
mg/I NAA. Sinh khdi dat cuc dai sau 15 ngay nudi cay, cao
gip 10 lan so voi lwong sinh khéi ban dau dua vao nudi
cay.

- Dich chiét ethanol tir t& bao callus va t& bao nuéi ciy
huyén phu ctia mat nhan cé kha nang trc ché manh sy sinh
trudng cua vi khuén Bacillus cereus va khong c6 kha nang
uc ché sinh trudng cua vi khuan Escherichia coli.
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