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MỞ ĐẦU 

Tính cấp thiết của đề tài 

 ạ đ n trước đ y được biết đến với tên  hoa học là Celastrus hindsii, thuộc họ 

Celastraceae. Na m 200 , tên  hoa học ch nh  ác của  ạ đ n được  ác định lại 

là Ehretia asperula  olling r  t Morit i, thuộc họ Boraginac a  [1]. Na m 

1   , Lê Thế Trung và cộng sự đã phát hiện nhóm hợp chất ch nh ở  ạ đ n là 

flavonoid, quinon , saponin trit rp noid và pyrocat chin có  hả năng ức chế 

 hối u ác t nh [2]. Nhiều hợp chất từ  ạ đ n cũng ức chế ta  ng trưởng của vi 

 hu n g y bệnh, điển hình là Staphylococcus aureus [3], Bacillus subtilis [4]. 

 ạ đ n chứa nhiều hợp chất thuộc nhóm ph nolic, đặc biệt là acid rosmarinic 

(RA) [5], [6]. RA trong lá  ạ đ n có  hả năng  háng o y hóa tốt hơn so với α-

tocopherol [5]. Năm 2016, quy trình chiết  uất RA từ lá  ạ đ n  hô được thiết 

lập [7]. Th o L  và cộng sự (2021), RA và m thyl rosmarinat  được ph n lập 

từ dịch chiết  thanol của lá  ạ đ n có  hả năng chống lại sự chết của tế bào 

võng mạc (R28) do str ss o y hóa hay chất   ch th ch g y ra [8]. 

RA là mọ  t hợp chất ph nolic, đu ợc tìm thấy với mọ  t hàm lu  ợng đáng  ể ở thực 

vạ  t thuộc họ Boraginac a  và Lamiaceae, có nhiều hoạt t nh sinh học có giá trị 

như  hả na  ng  háng  hu n,  háng virus,  háng o y hóa, chống dị ứng, viêm 

 hớp, h n suy n và  háng tế bào ung thư [9], [10], [11]. Ngoài việc thu nhận 

từ c y ngoài tự nhiên, RA cũng đang được nghiên cứu và thu nhận bằng 

phương pháp nuôi cấy tế bào thực vật ở qui mô pilot [12]. 

Hiện nay ở Việt Nam,  ạ đ n được dùng chủ yếu trong việc hỗ trợ điều trị ung 

thư. Các công trình nghiên cứu ở  ạ đ n chủ yếu là việc thu nhận các hợp chất 

thứ cấp và đánh giá tác dụng dược lý của chúng từ c y ngoài tự nhiên. Vì vậy, 

sự chủ động thu nhận các hợp chất có hoạt t nh sinh học, đặc biệt là RA từ  ạ 

đ n rất cần thiết. Đề tài: “Nuôi cấy tế bào Xạ đen (Ehretia asperula 

Zollinger et Moritzi) in vitro để thu nhận sinh khối có khả năng tổng hợp 

acid rosmarinic” được thực hiện nhằm góp phần cung cấp các thông tin cần 

thiết cho việc tạo sinh  hối thực vật chứa RA trong điều  iện có  iểm soát. 
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Mục tiêu nghiên cứu của luận án  

Nghiên cứu thiết lập các điều  iện nuôi cấy và môi trường th ch hợp để thu 

nhận sinh  hối  ạ đ n in vitro có  hả năng tổng hợp RA. 

Ý nghĩa khoa học  

Kết quả nghiên cứu sẽ cung cấp các d  liệu  hoa học về các điều  iện môi 

trường ảnh hưởng đến sự tăng sinh và tổng hợp RA trong nuôi cấy tế bào  ạ 

đ n in vitro.  

Ý nghĩa thực tiễn  

Kết quả nghiên cứu góp phần  ác định điều  iện môi trường th ch hợp để nuôi 

cấy huyền phù tế bào  ạ đ n có  hả năng tổng hợp RA, làm tiền đề cho các 

nghiên cứu tiếp th o hướng tới cung cấp nguồn nguyên liệu ổn định cho ngành 

dược liệu.  

Tính mới của luận án 

Tạo được dòng tế bào mô sẹo (bở, có màu trắng đến vàng nhạt) từ lá của c y 

 ạ đ n in vitro th ch hợp cho sự nuôi cấy huyền phù tế bào. 

 ác định được một số yếu tố th ch hợp (điều  iện chiếu sáng, thể t ch môi 

trường, tốc độ lắc, chất điều hòa sinh trưởng thực vật) cho sự tăng sinh của 

huyền phù tế bào  ạ đ n. 

 ác định được một số yếu tố th ch hợp (cường độ chiếu ánh sáng,   ch thước 

cụm tế bào, nồng độ đường, nồng độ chitosan) cho sự tổng hợp RA của huyền 

phù tế bào  ạ đ n. 

Đã ghi nhận  hả năng  háng o y hóa của cao chiết từ sinh  hối tế bào huyền 

phù tương đương với cao chiết từ lá  ạ đ n ngoài vườn và  hông g y độc tế 

bào HEK2 3  hi sử dụng nồng độ cao chiết dưới 400 µg/mL. 

Nội dung nghiên cứu 

Tạo mô sẹo  ạ đ n – nguồn vật liệu in vitro cho nuôi cấy huyền phù tế bào. 
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Khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố lên sự hình thành và tăng sinh của 

huyền phù tế bào  ạ đ n. 

Khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố lên sự t ch lũy sinh RA của huyền phù 

tế bào  ạ đ n. 

Cấu trúc luận án 

Luận án gồm 123 trang, 20 bảng, 20 hình và 182 tài liệu tham  hảo, bao gồm 

các phần: Mở đầu; Chương 1. Tổng quan; Chương 2. Vật liệu và phương pháp 

nghiên cứu; Chương 3. Kết quả và thảo luận; Chương 4. Kết luận và  iến nghị; 

Danh mục công trình đã công bố; Tài liệu tham  hảo; Phụ lục. 

CHƯƠNG 1 TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1 Cây Xạ đen  

 ạ đ n có tên  hoa học là Ehretia asperula  olling r  t Morit i, thuộc họ Vòi 

voi (Boraginaceae) [1], được mô tả lần đầu tiên bởi  olling r và Morit i vào 

nh ng na m 1840 [13].  ạ đ n mọc nhiều ở Trung Quốc, Viẹ  t Nam, Myanmar, 

Thái Lan.   Việt Nam,  ạ đ n ph n bố chủ yếu tại các t nh Hà Nam, Quảng 

Ninh, Ninh Bình, Hòa Bình, Thừa Thiên - Huế, Gia Lai, Vu ờn quốc gia Cúc 

Phu  o ng, Vu  ờn quốc gia Ba Vì [14]. 

1.2 Acid rosmarinic  

RA là một hợp chất thứ cấp có giá trị, hiện diện ở nhiều loài thực vật từ họ rêu 

sừng (Anthoc rotac a ), dương    (Bl chnac a ) đến c y một lá mầm và hai lá 

mầm, đặc biệt trong họ Lamiac a  và Boraginac a  [15]. RA có nhiều hoạt 

t nh sinh học đáng chú ý như  háng o y hóa,  háng  hu n,  háng virus,  háng 

viêm, điều trị tiểu đường, bảo vệ tim mạch, bảo vệ gan, bảo vệ thận, chống lão 

hóa và chống trầm cảm. RA cũng hỗ trợ  háng ung thư th o nhiều hướng tác 

động  hác nhau, bao gồm ức chế sự tăng sinh, di căn của  hối u và cảm ứng 

quá trình tự chết của tế bào ung thư một cách chọn lọc [11]. Việc thu nhận RA 

từ nuôi cấy in vitro được thực hiện ở nhiều loài thực vật như: Lithospermum 

erythrorhizon [16], Satureja khuzistanica [17], Ocimum basilicum L. [18]. 
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1.3 Nuôi cấy tế bào Xạ đen 

Các nghiên cứu về nuôi cấy tế bào  ạ đ n đến nay vẫn còn rất  t. Na m 2019, 

Hong và Minh ghi nhận mô sẹo  ạ đ n thu được bở, phát triển tốt trên môi 

trường MS bổ sung nước dừa 10%, sucros  30 g/L, BA 0,1 mg/L và 2,4-D 2,0 

mg/L. Huyền phù tế bào  ạ đ n ta ng sinh tốt nhất trên máy lắc tròn với tốc độ 

lắc 140 vòng/phút và mật độ tế bào ban đầu là 40% so với thể t ch môi trường. 

Hàm lượng saponin cao nhất đạt 71,1 μg/g DW  hi bổ sung MeJA 10 mg/L 

vào môi trường nuôi cấy [19]. Tiếp đó, Nguy n Võ Thu Thảo và cộng sự 

(2021) đã báo cáo rằng huyền phù tế bào  ạ đ n phát triển tốt trên môi trường 

B5 có sucros  30 g/L, NAA 1,5 mg/L với hàm lượng ph nolic đạt 47,74 mg 

GAE/g DW và hàm lượng RA đạt 43,61 mg/g DW sau 15 ngày nuôi cấy [20]. 

CHƯƠNG 2 VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Vật liệu 

Vật liệu sử dụng trong nuôi cấy tế bào  ạ đ n in vitro: đoạn th n non (1 – 2 

tuần tuổi) của c y ngoài vườn 2 na  m tuổi (Hình 2.1A) và lá của c y in vitro   

12 – 14 tuần tuổi (Hình 2.1B). 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.1 Vật liệu sử dụng trong nuôi cấy tế bào  ạ đ n in vitro. (A) C y  ạ 

đ n ngoài vườn; (B) C y  ạ đ n in vitro  

Tế bào phôi thận lành t nh (HEK2 3) do Trường Đại học Nguy n Tất Thành, 

TP.HCM cung cấp được dùng trong th  nghiệm  hảo sát  hả năng g y độc tế 

bào của các nguồn mẫu  ạ đ n. 

1 cm B A 
5 cm 
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TN14: Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ đường lên sự gia 
tăng sinh  hối và tổng hợp RA của HPTB 

 

 

TN6: Khảo sát ảnh hưởng của NAA lên sự tăng sinh mô 
sẹo từ lá in vitro  

TN2: Khảo sát ảnh hưởng của BA lên sự hình thành và 

tăng sinh mô sẹo từ lát cắt th n non 

TN1: Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-D lên sự hình thành và tăng 

sinh mô sẹo từ lá và lát cắt th n non 

Nội dung 1: Khảo sát ảnh 

hưởng của một số yếu tố 

lên sự tạo mô sẹo Xạ đen 

TN3: Khảo sát ảnh hưởng của nguồn cung cấp carbon lên 

sự hình thành và tăng sinh mô sẹo từ lát cắt th n non 

TN4: Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-D lên sự hình thành và 

tăng sinh mô sẹo từ th n và lá in vitro  

TN5: Khảo sát ảnh hưởng của nguồn cung cấp carbon lên 

sự tăng sinh mô sẹo từ lá in vitro  

Định lượng RA, khảo sát  hả năng bắt gốc tự do DPPH, 
khảo sát  hả năng g y độc tế bào bằng phương pháp MTT 
 

TN15: Khảo sát ảnh hưởng của chitosan lên sự gia tăng 

sinh khối và tổng hợp RA của HPTB 
 

 

 

Nội dung 5: Khảo sát 

hoạt tính sinh học của 

các nguồn mẫu Xạ đen 

Nội dung 3: Khảo sát ảnh 

hưởng của một số yếu tố 

lên sự hình thành và tăng 

sinh của huyền phù tế 

bào 

TN7: Khảo sát ảnh hưởng của loại mô sẹo đến chất lượng 

nguyên liệu tạo HPTB 

Nội dung 2: Chọn loại mô 

sẹo làm nguyên liệu nuôi 

cấy huyền phù tế bào 

 ác định sự hiện diện của hợp chất ph nolic và hàm 

lượng acid rosmarinic trong c y và mô sẹo  ạ đ n 

TN8: Khảo sát ảnh hưởng của điều  iện chiếu sáng lên sự 

hình thành và tăng sinh của HPTB 

TN9: Khảo sát ảnh hưởng của thể t ch môi trường lên sự 

hình thành và tăng sinh của HPTB 

 

 TN10: Khảo sát ảnh hưởng của tốc độ lắc lên sự hình 
thành và tăng sinh của HPTB 

 

 TN11: Khảo sát ảnh hưởng của NAA lên sự hình thành và 

tăng sinh của HPTB 
 

 TN12: Khảo sát ảnh hưởng của cường độ chiếu sáng lên 
sự gia tăng sinh  hối và tổng hợp RA của HPTB 

1.1.1.1.1.1.1  

 
 
TN13: Khảo sát ảnh hưởng của   ch thước cụm tế bào lên 
sự gia tăng sinh  hối và tổng hợp RA của HPTB 

 
1.1.1.1.1.1.2  

 

 

Nội dung 4: Khảo sát 

ảnh hưởng của một số 

yếu tố lên sự tích lũy 

acid rosmarinic của 

huyền phù tế bào 

2.2 Phương pháp nghiên cứu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.2 Sơ đồ tổng hợp các th  nghiệm nghiên cứu 
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2.2.1 Vi nhân giống cây Xạ đen  

Đoạn th n của c y ngoài vườn được rửa nhiều lần bằng  à phòng,  hử trùng 

lần lượt với  thanol 70%/1 phút và dung dịch jav l 20%/10 phút, sau đó, rửa 

sạch mẫu bằng nước cất vô trùng [21]. Mẫu cấy được cắt thành từng đoạn       

3 cm mang chồi ngủ và đặt lên môi trường nuôi cấy tạo c y  ạ đ n in vitro.  

2.2.2 Khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố lên sự tạo mô sẹo Xạ đen 

2.2.2.1 Khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố lên sự tạo mô sẹo từ cây Xạ 

đen ngoài vườn 

a. Th  nghiệm 1: Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-D lên sự hình thành và tăng sinh 

mô sẹo từ lá và lát cắt th n non  

2,4-D với dãy nồng độ  hảo sát: 0,4; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 và 3,0 mg/L.  

b. Th  nghiệm 2: Khảo sát ảnh hưởng của BA lên sự hình thành và tăng sinh 

mô sẹo từ lát cắt th n non  

BA với dãy nồng độ  hảo sát: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 và 0,5 mg/L.  

c. Th  nghiệm 3: Khảo sát ảnh hưởng của nguồn cung cấp carbon lên sự hình 

thành và tăng sinh mô sẹo từ lát cắt th n non  

Nguồn cung cấp carbon (fructos , glucos , sucros ) với dãy nồng độ  hảo sát: 

20; 30 và 40 g/L.  

d. Khảo sát sự tăng sinh của mô sẹo từ lát cắt th n non th o thời gian 

Mẫu cấy th n non được đặt lên môi trường B5 bổ sung glucos  30 g/L,        

2,4-D 0,4 mg/L, BA 0,1 mg/L, than hoạt t nh 0,5 mg/L, agar 7,5 g/L nhằm 

th o dõi sự tăng sinh và  ác định thời gian cấy chuyền mô sẹo. Quá trình th o 

dõi  ết thúc  hi sinh  hối mô sẹo bắt đầu giảm. 

2.2.2.2 Khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố lên sự tạo mô sẹo từ cây Xạ đen 

in vitro  

a. Th  nghiệm 4: Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-D lên sự hình thành và tăng sinh 

mô sẹo từ th n và lá in vitro 



7 

 

2,4-D với dãy nồng độ  hảo sát: 0,4; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 và 3,0 mg/L.  

b. Th  nghiệm 5: Khảo sát ảnh hưởng của nguồn cung cấp carbon lên sự tăng 

sinh mô sẹo từ lá in vitro 

Nguồn cung cấp carbon (fructos , glucos , sucros ) với dãy nồng độ  hảo sát: 

20; 30 và 40 g/L.  

c. Th  nghiệm 6: Khảo sát ảnh hưởng của NAA lên sự tăng sinh mô sẹo từ lá in 

vitro 

NAA với dãy nồng độ  hảo sát: 0,4; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 và 5,0 mg/L.  

d. Khảo sát sự tăng sinh của mô sẹo từ lá in vitro th o thời gian 

Mẫu cấy từ lá in vitro được đặt lên môi trường B5 bổ sung glucos  30 g/L, 

2,4-D 0,4 mg/L, BA 0,1 mg/L, than hoạt t nh 0,5 mg/L, agar 7,5 g/L, nhằm 

th o dõi sự tăng sinh và  ác định thời gian cấy chuyền mô sẹo. Quá trình th o 

dõi  ết thúc  hi sinh  hối mô sẹo bắt đầu giảm. 

2.2.3 Xác định sự hiện diện của hợp chất phenolic và hàm lượng acid 

rosmarinic trong cây và mô sẹo Xạ đen 

 ác định sự hiện diện của hợp chất ph nolic và hàm lượng RA trong c y và 

mô sẹo, làm cơ sở cho việc lựa chọn nguồn mô sẹo th ch hợp làm nguyên liệu 

tạo huyền phù tế bào. 

2.2.4 Thí nghiệm 7: Khảo sát ảnh hưởng của loại mô sẹo đến chất lượng 

nguyên liệu tạo huyền phù tế bào 

Hai loại mô sẹo từ lá in vitro sau 2 lần chuyền (15 tuần) bao gồm mô sẹo có 

màu trắng đến vàng nhạt (mô sẹo T) và mô sẹo có màu vàng đậm đến n u (mô 

sẹo V) được chuyển sang môi trường B5 bổ sung glucos  30 g/L,                  

2,4-D 0,4 mg/L, BA 0,1 mg/L, than hoạt t nh 0,5 mg/L và agar 7,5 g/L. Các 

ch  tiêu th o dõi được ghi nhận sau 4 tuần nuôi cấy. 
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2.2.5 Khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố lên sự gia tăng sinh khối và 

tích lũy acid rosmarinic của huyền phù tế bào Xạ đen 

2.2.4.1 Khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố lên sự hình thành và tăng sinh 

của huyền phù tế bào  

a. Th  nghiệm 8: Khảo sát ảnh hưởng của điều  iện chiếu sáng lên sự hình 

thành và tăng sinh của huyền phù tế bào  

Hai điều  iện chiếu sáng  hảo sát: trong tối hoàn toàn và chiếu sáng liên tục 

với cường độ ánh sáng 1500 lu .  

c. Th  nghiệm  : Khảo sát ảnh hưởng của thể t ch môi trường lên sự hình thành 

và tăng sinh của huyền phù tế bào 

1 g mô sẹo được chuyển vào bình tam giác 100 mL với thể t ch môi trường 

nuôi cấy  hảo sát: 10; 20; 30; 40 50 mL. 

d. Th  nghiệm 10: Khảo sát ảnh hưởng của tốc độ lắc lên sự hình thành và tăng 

sinh của huyền phù tế bào  

Tốc độ lắc  hảo sát: 60; 90; 120 và 150 vòng/phút, trên máy lắc vòng. 

 . Th  nghiệm 11: Khảo sát ảnh hưởng của NAA lên sự hình thành và tăng sinh 

của huyền phù tế bào  

NAA với dãy nồng độ  hảo sát: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 và 1,0 mg/L. 

2.2.6 Khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố lên sự tích lũy acid 

rosmarinic của huyền phù tế bào 

a. Th  nghiệm 12: Khảo sát ảnh hưởng của cường độ chiếu sáng lên sự gia tăng 

sinh  hối và tổng hợp acid rosmarinic của huyền phù tế bào  

Cường độ chiếu sáng  hảo sát: tối, 2000 lux, và 4000 lux.  

b. Th  nghiệm 13: Khảo sát ảnh hưởng của   ch thước cụm tế bào lên sự gia 

tăng sinh  hối và tổng hợp acid rosmarinic của huyền phù tế bào  

Tế bào có   ch thước  hảo sát: >0,125 μm; <0,125 μm và  hông qua r y. 
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c. Th  nghiệm 14: Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ đường lên sự gia tăng sinh 

 hối và tổng hợp RA của huyền phù tế bào  

Glucose với dãy nồng độ  hảo sát: 30; 45; 60 và 70 g/L. 

d. Th  nghiệm 15: Khảo sát ảnh hưởng của chitosan lên sự gia tăng sinh  hối 

và tổng hợp RA của huyền phù tế bào  

Đến giai đoạn sinh trưởng ổn định của huyền phù tế bào (giai đoạn đạt sinh 

 hối cao nhất), chitosan được bổ sung vào môi trường nuôi cấy với dãy nồng 

độ  hảo sát: 50; 100 và 150 mg/L để  hảo sát ảnh hưởng của chitosan lên sự 

gia tăng sinh  hối và tổng hợp RA sau 24; 48 và 72 giờ. 

2.2.7 Khảo sát hoạt tính sinh học của các nguồn mẫu Xạ đen 

Mẫu  hô từ lá ngoài vườn và in vitro, mô sẹo từ lá in vitro, sinh  hối tế bào 

huyền phù từ mô sẹo lá in vitro được dùng để  hảo sát hàm lượng RA,  hả 

năng bắt gốc tự do DPPH và  hả năng g y độc tế bào bằng phương pháp MTT. 

2.2.8 Xử lý số liệu 

Các số liệu được biểu thị bằng trị số trung bình và độ lệch chu n của 3 lần lặp 

lại (M ± SD) và  ử lý thống  ê bằng phần mềm Statgraphics C nturion  V.  

CHƯƠNG 3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Sự tạo mô sẹo Xạ đen 

3.1.1  Sự tạo mô sẹo từ cây ngoài vườn 

3.1.1.1 Ảnh hưởng của 2,4-D lên sự hình thành và tăng sinh mô sẹo từ lá 

non 

Đối với mẫu cấy lá non, tất cả các nghiệm thức đều  hông có sự  uất hiện mô 

sẹo ở các vị tr  vết cắt cũng như trên bề mặt lá. Các mẫu lá đều bị n u sau 1 

tuần, bị đ n sau 2 tuần và chết sau 4 tuần nuôi cấy (Hình 3.1). 
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Hình 3.1 Mẫu lá non  ạ đ n ngoài vườn sau 4 tuần nuôi cấy 

3.1.1.2 Ảnh hưởng của 2,4-D lên sự hình thành và tăng sinh mô sẹo từ lát 

cắt thân non  

Sau 4 tuần, mô sẹo  ốp  uất hiện ở các nghiệm thức có 2,4-D nồng độ từ      

0,4 – 2,5 mg/L, trong đó  hối lượng tươi của mô sẹo cao nhất ở nghiệm thức 

có 2,4-D 0,4 mg/L. Không có sự hình thành mô sẹo ở nghiệm thức  hông bổ 

sung 2,4-D hoặc 2,4-D 3,0 mg/L (Bảng 3.1; Hình 3.2).  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.2 Mô sẹo từ lát cắt th n non  ạ đ n ngoài vườn sau 4 tuần nuôi cấy 

trên môi trường B5 bổ sung BA 0,1 mg/L và 2,4-D với nồng độ  hác nhau. (A) 

2,4-D 0 mg/L; (B) 2,4-D 0,4 mg/L; (C) 2,4-D 1,0 mg/L; (D) 2,4-D 1,5 mg/L; 

(E) 2,4-D 2,0 mg/L; (F) 2,4-D 2,5 mg/L; (G) 2,4-D 3,0 mg/L 

  1 cm 
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Bảng 3.1 Ảnh hưởng của 2,4-D lên sự hình thành và tăng sinh mô sẹo từ lát 

cắt th n non  ạ đ n ngoài vườn sau 4 tuần nuôi cấy 

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p         

3.1.1.3 Ảnh hưởng của BA lên sự hình thành và tăng sinh mô sẹo từ lát cắt 

thân non  

Sau 4 tuần, trên môi trường B5 bổ sung BA 0,1 mg/L, t  lệ mô sẹo  ốp đạt cao 

nhất với 84,12%,  hối lượng tươi đạt 55,33 mg/mẫu, mô sẹo có màu vàng 

nhạt. (Bảng 3.2; Hình 3.3). 

Bảng 3.2 Ảnh hưởng của BA lên sự hình thành và tăng sinh mô sẹo từ lát cắt 

th n non  ạ đ n ngoài vườn sau 4 tuần nuôi cấy 

Chất điều hòa sinh 

trưởng thực vật (mg/L) 

Tỉ lệ mẫu cấy 

hình thành mô 

sẹo xốp (%) 

Khối lượng 

mô sẹo tươi 

(mg/mẫu) 

Hình thái mô sẹo 

2,4-D BA 

0,4 

 

0,1 (ĐC) 84,12 ± 5,23
a
 55,33 ± 8,02

a
 

Vàng nhạt đến vàng, 

xốp, mọng nước 

0,2 50,0 ± 10,0
b
 31,33 ± 3,06

c
 

Vàng đậm, vừa  uất 

hiện mô sẹo  ốp và 

mô sẹo cứng 

0,3 54,62 ± 5,04
b
 44,33 ± 6,51

ab
 

Vàng, vừa  uất hiện 

mô sẹo  ốp và mô sẹo 

cứng 

0,4 50,88
 
± 10,11

b
 38,33

 
± 11,37

bc
 

Vàng đậm, vừa  uất 

hiện mô sẹo  ốp và 

mô sẹo cứng 

0,5 34,44 ± 5,0 
c
 36,67 ± 3,06

bc
 

Vàng đậm, vừa  uất 

hiện mô sẹo  ốp và 

mô sẹo cứng 

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p         

 

Chất điều hòa sinh 

trưởng thực vật 

(mg/L) 

Tỉ lệ mẫu cấy 

hình thành 

mô sẹo xốp 

(%) 

Khối lượng 

mô sẹo tươi 

(mg/mẫu) 

Hình thái mô sẹo 

2,4-D     BA 

  0 (ĐC)  0 - -  

0,4  

 

 

0,1 

85,22 ± 2,42
a
 48,33 ± 8,39

a
 Vàng, xốp, mọng nước 

1,0 83, 6 ± 6,10
a
 38,0 ± 2,0

b
 Vàng nhạt,  ốp, mọng nước 

1,5 66,44 ± 4,56
b
 26,33 ± 2,52

c
 Vàng nhạt,  ốp, mọng nước 

2,0 67,27 ±  ,17
b
 23,0

 
± 3,61

c
 Vàng nhạt,  ốp, mọng nước 

2,5 36,80 ± 1,07
c
 18,67 ± 5,51

c
 Vàng nhạt,  ốp, mọng nước 

3,0 - - - 
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Hình 3.3 Mô sẹo từ lát cắt th n non  ạ đ n ngoài vườn sau 4 tuần nuôi cấy 

trên môi trường B5 bổ sung 2,4-D 0,4 mg/L và BA với nồng độ  hác nhau. (A) 

BA 0,1 mg/L; (B) BA 0,2 mg/L; (C) BA 0,3 mg/L; (D) BA 0,4 mg/L; (E) BA 

0,5 mg/L 

3.1.1.4 Ảnh hưởng của nguồn cung cấp ca bon lên sự hình thành và tăng 

sinh mô sẹo từ lát cắt thân non 

Mô sẹo đạt  hối lượng cao nhất ở nghiệm thức chứa glucose 30 g/L (165,0 

mg/mẫu), mô sẹo nở to,   ch thước lớn hơn so với các nghiệm thức còn lại 

(Bảng 3.3; Hình 3.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.4 Mô sẹo từ lát cắt th n non  ạ đ n ngoài vườn sau 4 tuần nuôi cấy 

trên môi trường B5 bổ sung đường với nồng độ  hác nhau. (A) Fructose 20 

g/L; (B) Fructose 30 g/L; (C) Fructose 40 g/L; (D) Glucose 20 g/L; (E) 

Glucose 30 g/L; (F) Glucose 40 g/L; (G) Sucrose 20 g/L; (H) Sucrose 30 g/L; 

(I) Sucrose 40 g/L 

Mô sẹo  ốp 

Mô sẹo cứng 
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Bảng 3.3 Ảnh hưởng của nguồn cung cấp carbon lên sự hình thành và tăng 

sinh mô sẹo từ lát cắt th n non  ạ đ n ngoài vườn sau 4 tuần nuôi cấy 

Loại đường Nồng độ 

(g/L) 

Tỉ lệ mẫu cấy 

hình thành mô 

sẹo xốp (%) 

Khối lượng 

mô sẹo tươi 

(mg/mẫu) 

Hình thái mô sẹo 

 

Fructose 

20 26,11 ± 6,73
d
 15,33 ± 7,23

c
 Vàng nhạt,  ốp 

30 33,13 ± 4,47
cd

 23,67 ± 10,26
c
 Vàng đậm,  ốp 

40 41,11 ± 8,3 
c
 37,0 ± 5,57

bc
 Vàng nhạt,  ốp 

 

 

 

Glucose 

20 100 ± 0,0
a
 156,0 ± 55,87

a
 

Trắng đến vàng nhạt,  ốp, 

mọng nước,  uất hiện 

nhiều tế bào màu trắng nhỏ 

tăng sinh  ém 

30 100 ± 0,0
a
 165,0 ± 44,51

a
 
Vàng nhạt, xốp, mọng 

nước, kích thước lớn 

40 100 ± 0,0
a
 124,0 ± 7,55

a
 

Trắng đến vàng nhạt,  uất 

hiện nhiều tế bào màu 

trắng nhỏ tăng sinh  ém 

 

Sucrose 

20 8 ,63 ± 10,02
b
 70,33 ± 30,44

b
 Vàng,  ốp, mọng nước 

30 85,73 ± 2,16
b
 52,33 ± 6,03

bc
 Vàng,  ốp, mọng nước 

40 82,22 ± 1, 2
b
 40,0 ± 12,12

bc
 Vàng đậm,  ốp, mọng 

nước 

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p         

3.1.1.5 Sự tăng sinh của mô sẹo từ lát cắt thân non theo thời gian  

Khối lượng mẫu cấy tăng từ tuần 1 đến tuần 5 và giảm ở tuần 6 (Hình 3.5; 

Hình 3.6).  

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.5  Đường cong sinh trưởng của mô sẹo từ lát cắt th n non  ạ đ n 

ngoài vườn được nuôi cấy trên môi trường B5 bổ sung glucos  30 g/L,         

2,4-D 0,4 mg/L và BA 0,1 mg/L 



14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.6 Mô sẹo từ lát cắt th n non  ạ đ n ngoài vườn được nuôi cấy trên 

môi trường B5 bổ sung glucose 30 g/L, 2,4-D 0,4 mg/L và BA 0,1 mg/L. (A) 

Sau 1 tuần; (B) Sau 2 tuần; (C) Sau 3 tuần; (D) Sau 4 tuần; (E) Sau 5 tuần; (F) 

sau 6 tuần 

3.1.2 Sự tạo mô sẹo từ cây in vitro  

3.1.2.1 Ảnh hưởng của 2,4-D lên sự hình thành và tăng sinh mô sẹo từ thân 

in vitro 

Sau 4 tuần nuôi cấy, ch  một số nghiệm thức có sự hình thành mô sẹo rất nhỏ ở 

hai đầu của đoạn th n. Nhiều nghiệm thức  hông có sự hình thành mô sẹo, 

mẫu cấy bị n u đ n và sẹo phát triển  ém,  hông th ch hợp làm nguyên liệu 

cho quá trình nuôi cấy huyền phù tế bào (Hình 3.7). 

 

 

 

 

 

Hình 3.7 Mẫu th n  ạ đ n in vitro sau 4 tuần nuôi cấy 

3.1.2.2 Ảnh hưởng của 2,4-D lên sự hình thành và tăng sinh mô sẹo từ lá in 

vitro 

Sau 4 tuần, nghiệm thức có BA 0,1 mg/L và 2,4-D 0,4 mg/L cho t  lệ tạo mô 

sẹo cao nhất (85,19%),  hối lượng tươi mô sẹo cũng cao nhất (642,33 

1 cm 
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mg/mẫu), mô sẹo có màu vàng  anh, trong và  ốp. Nghiệm thức chứa BA 0,1 

mg/L và 2,4-D nồng độ từ 2,0 – 3,0 mg/L  hông cảm ứng sự hình thành mô 

sẹo, tất cả mẫu cấy đều bị đ n và chết sau 4 tuần (Bảng 3.4; Hình 3.8). 

Bảng 3.4 Ảnh hưởng của 2,4-D lên sự hình thành và tăng sinh mô sẹo từ lá  ạ 

đ n in vitro sau 4 tuần nuôi cấy 

Chất điều hòa sinh 

trưởng thực vật 

(mg/L) 

Tỉ lệ mẫu cấy 

hình thành 

mô sẹo xốp 

(%) 

Khối lượng mô 

sẹo tươi 

(mg/mẫu) 

Hình thái mô sẹo 

2,4-D BA 

0,4 (ĐC) 

 

0,1 

85,19 ± 6,41
a
 642,33 ± 68,49

a
 Vàng xanh, trong, xốp 

1,0 66,67 ± 11,11
a
 108,0 ± 18,68

b
 Vàng  anh, trong,  ốp 

1,5 37,04 ± 16, 8
b
 31,0 ± 6,25

b
 Vàng nhạt,  ốp 

2,0 - - - 

2,5 - - - 

3,0 - - - 

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p          

 

 

 

 

 

 

Hình 3.8 Mô sẹo từ lá  ạ đ n in vitro sau 4 tuần được nuôi cấy trên môi 

trường B5 bổ sung BA 0,1 mg/L và 2,4-D có nồng độ  hác nhau. (A) 2,4-D 

0,4 mg/L; (B) 2,4-D 1,0 mg/L; (C) 2,4-D 1,5 mg/L; (D) 2,4-D 2,0 mg/L; (E) 

2,4-D 2,5 mg/L; (F) 2,4-D 3,0 mg/L 

3.1.2.3 Ảnh hưởng của nguồn cung cấp ca bon lên sự tăng sinh mô sẹo từ lá 

in vitro 

Môi trường có glucos  30 g/L giúp mô sẹo ta  ng sinh nhanh với sinh  hối tăng 

cao nhất sau 4 tuần (139,0 mg/mẫu) và ch  số ta ng trưởng đạt 2,11. Mô sẹo 

trên môi trường chứa gluos  30 g/L  hông bị chuyển sang màu vàng đậm hoặc 
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n u sau 4 tuần nuôi cấy. Trong  hi đó, ở nghiệm thức có sử dụng fructos  (20 

– 40 g/L) và sucros  40 g/L,  hối lượng mô sẹo tăng  hông nhiều (Bảng 3.5) 

Bảng 3.5 Ảnh hưởng của nguồn cung cấp carbon lên sự ta  ng sinh mô sẹo lá 

 ạ đ n in vitro sau 4 tuần nuôi cấy 

Loại 

đường 

Nồng độ 

(g/L) 

Sự gia tăng khối lượng 

mô sẹo tươi (mg/mẫu) 

Chỉ số tăng trưởng 

(GI) 

 

Fructose 

20 43,0 ± 25,16
de

 0,93 ± 0,54
bcd

 

30 55,67 ± 10,07
cde

 1,14 ± 0,22
abcd

  

40 38,67 ± 27,06
e
 0,68 ± 0,50

d
  

 

Glucose 

20 90,0 ± 41,58
bcd

 1,73 ± 0,77
abc

 

30 139,0 ± 13,86
a
 2,11 ± 0,37

a
 

40 98,33 ± 41,79
abc

 1,90 ± 0,93
ab

 

 

Sucrose 

20 119,67 ± 28,29
ab

 1,81 ± 0,49
abc

 

30 110,67 ± 3,06
ab

 1,91 ± 0,49
ab

 

40 36,67 ± 31,02
e
 0,86 ± 0,73

cd
 

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p          

3.1.2.4 Ảnh hưởng của NAA lên sự tăng sinh mô sẹo từ lá in vitro 

  môi trường bổ sung BA 0,1 mg/L và 2,4-D 0,4 mg/L,  hối lượng mô sẹo 

ta ng cao nhất (281,67 mg/mẫu) với ch  số ta ng trưởng 12,36 (Bảng 3.6). 

Bảng 3.6 Ảnh hưởng của NAA lên sự ta ng sinh mô sẹo từ lá  ạ đ n in vitro 

sau 4 tuần nuôi cấy                      

NAA 

(mg/L) 

2,4-D 

(mg/L) 

BA 

(mg/L) 

Sự gia tăng khối lượng 

mô sẹo  tươi (mg/mẫu) 

Chỉ số tăng 

trưởng (GI) 

0 0,4 (ĐC)  

 

 

0,1 

 

281,67 ± 58,23
a
 12,36 ± 2,73

a
 

0,4 0 156,67 ± 38,89
b
 2,94 ± 0,66

b
 

1,0 0 148,33 ± 44,88
bc

 3,65 ± 0,71
b
 

2,0 0 105,0 ± 26,63
bc

 3,30 ± 1,07
b
 

3,0 0 83,67
 
± 7,37

c
 2,53 ± 0,65

b
 

4,0 0 106,0 ± 53,33
bc

 3,53 ± 1,98
b
 

5,0 0 102,0
 
± 22,54

bc
 4,11 ± 1,84

b
 

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p          

3.1.2.5 Sự sinh t ưởng của mô sẹo từ lá in vitro 

Mẫu cấy gia tăng  hối lượng từ tuần 1 đến tuần 6, sau đó giảm dần ở tuần 7.  
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Hình 3.9  Đường cong sinh trưởng của mô sẹo từ lá  ạ đ n in vitro được nuôi 

cấy trên môi trường B5 có glucos  30 g/L, 2,4-D 0,4 mg/L và BA 0,1 mg/L 

 

 

 

 

Hình 3.10 Mô sẹo từ lá  ạ đ n in vitro. (A) Sau 5 tuần nuôi cấy; (B) Sau 1 lần 

cấy chuyền 

3.2 Sự hiện diện của hợp chất phenolic và hàm lượng acid rosmarinic 

trong cây và mô sẹo Xạ đen  

3.2.1 Sự hiện diện của hợp chất phenolic 

Các dịch chiết chuyển sang màu  anh đậm  hi phản ứng với FeCl3 5%. Chứng 

tỏ có sự hiện diện của hợp chất ph nolic trong c y và mô sẹo (Hình 3.11). 

 

 

 

 

 

Hình 3.11 Phản ứng định t nh ph nolic của dịch chiết  ạ đ n với thuốc thử 

FeCl3 5%. (A) trước phản ứng; (B) sau phản ứng; Ống 1 – 6 lần lượt là dịch 

chiết: lá ngoài vườn, lá in vitro, mô sẹo từ lá in vitro, th n ngoài vườn, th n in 

vitro, mô sẹo từ lát cắt th n non ngoài vườn 

6 
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3.2.2 Hàm lượng acid rosmarinic 

Hàm lượng RA ở lá in vitro cao nhất với 41,83 mg/g DW và thấp nhất được 

ghi nhận ở th n ngoài vườn (15,08 mg/g DW) (Bảng 3.7). 

Bảng 3.7 Hàm lượng RA trong c y và mô sẹo  ạ đ n được  ác định th o 

phương pháp quang phổ 

Mẫu Hàm lượng RA (mg/g DW) 

Lá ngoài vườn 40,32 ± 1,15
ab

 

Th n ngoài vườn 15,08 ± 0,3 
d
 

Mô sẹo từ lát cắt th n non ngoài vườn 34,55 ± 1,62
c
 

Lá in vitro 41,83 ± 0,25
a
 

Th n in vitro 33,94 ± 0,06
c
 

Mô sẹo từ lá in vitro 38,83 ± 0,8 
b
 

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p         

3.3 Ảnh hưởng của loại mô sẹo dùng làm nguyên liệu tạo huyền phù tế 

bào 

Sau 4 tuần, khối lượng mô sẹo và hàm lượng RA của tế bào T cao hơn so với 

 hối lượng mô sẹo V (Bảng 3.8; Hình 3.12). 

Bảng 3.8 Ảnh hưởng của loại mô sẹo từ lá  ạ đ n in vitro lên sự ta ng sinh mô 

sẹo sau 4 tuần nuôi cấy 

Loại   mô 

sẹo 

Khối lượng mô sẹo (mg/mẫu) Chỉ số tăng 

trưởng (GI) 

Hàm lượng RA 

(mg/g FW) Ban đầu Sau 4 tuần 

T 0,05 89,0
 
± 21,07

a
 0,79 T 

V 0,05 52,33 ± 2,08
b
 0,04 V 

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p          

 

 

 

 

 

 

Hình 3.12 Các loại mô sẹo từ lá  ạ đ n in vitro. (A, B) Mô sẹo T và V ở ngày 

đầu tiên cấy chuyền; (C, D) Mô sẹo T và V sau 4 tuần nuôi cấy trên môi 

trường B5 có glucose 30 g/L, 2,4-D 0,4 mg/L và  BA 0,1 mg/L 
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Tế bào T chứa lượng hạt tinh bột nhiều hơn so với tế bào V (thể hiện qua sự 

bắt màu t m với lugol) (Hình 3.13). Sự hiện diện của các hạt tinh bột hỗ trợ sự 

ta ng sinh trong quá trình ph n chia tế bào. 

 

 

 

 

Hình 3.13 Tế bào mô sẹo từ lá  ạ đ n in vitro dưới   nh hiển vi quang học ở 

độ phóng đại 400 lần. (A) Tế bào mô sẹo T; (B) Tế bào mô sẹo V; Mũi tên ch  

các hạt tinh bột trong tế bào 

3.4 Sự gia tăng sinh khối và tích lũy acid rosmarinic của huyền phù tế 

bào Xạ đen 

3.4.1 Ảnh hưởng của một số yếu tố lên sự sự hình thành và tăng sinh của 

huyền phù tế bào 

3.4.1.1 Ảnh hưởng của điều ki n chiếu sáng lên sự hình thành và tăng sinh 

của huyền phù tế bào  

Sinh  hối tế bào tăng từ tuần 1 đến tuần 4 và giảm ở tuần 5. Trong đó, huyền 

phù tế bào được nuôi trong điều  iện tối ta  ng sinh mạnh hơn so với mẫu được 

nuôi ở ngoài sáng (Hình 3.14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.14 Sự ta ng trưởng của huyền phù tế bào  ạ đ n trong môi trường lỏng 

B5 bổ sung glucos  30 g/L, 2,4-D 0,4 m,g/L và BA 0,1 mg/L ở điều  iện sáng 

và tối 
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Hình 3.15 Sự tạo huyền phù tế bào  ạ đ n. (A) Mô sẹo  ốp; (B) Huyền phù tế 

bào sau 4 tuần nuôi cấy; (C) Tế bào huyền phù dưới   nh hiển vi quang học ở 

độ phóng đại 400 lần 

Mô sẹo (Hình 3.15A) được nuôi trong môi trường lỏng để tạo huyền phù tế 

bào ở 25
0
C, trong tối. Sau 4 tuần, huyền phù tế bào có màu vàng đậm (Hình 

3.15B) với tế bào có dạng bầu dục chứa đậm tế bào chất (Hình 3.15C). 

3.4.1.2 Ảnh hưởng của th  tích môi t ường lên sự hình thành và tăng sinh 

của huyền phù tế bào 

Huyền phù tế bào tăng sinh tốt nhất  hi 1 g mô sẹo được nuôi trong 20 mL 

môi trường dinh dưỡng với  hối lượng tế bào tăng 84,40 mg/mL (Bảng 3. ). 

Bảng 3.9 Ảnh hưởng của thể t ch môi trường lên sự hình thành và ta ng sinh 

của huyền phù tế bào  ạ đ n sau 4 tuần nuôi cấy 

Thể tích môi trường (mL) Khối lượng tế bào tăng (mg/mL) 

10 66,87 ± 5,05
b
 

20 84,40 ± 10,94
a
 

30 (ĐC) 80,83 ± 4, 8
a
 

40 60,52 ± 2,46
b
 

50 47,4  ± 7,77
c
 

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p         

3.4.1.3 Ảnh hưởng của tốc độ lắc lên sự hình thành và tăng sinh của huyền 

phù tế bào 

  tốc độ lắc  0 vòng/phút, huyền phù tế bào ta  ng trưởng tốt nhất,  hối lượng 

tế bào tươi sau 4 tuần đạt 146,85 mg/mL (Bảng 3.10).  

Bảng 3.10 Ảnh hưởng của tốc độ lắc lên sự hình thành và ta  ng sinh của huyền 

phù tế bào  ạ đ n sau 4 tuần nuôi cấy 

Tốc độ lắc (vòng/phút) Khối lượng tế bào tươi (mg/mL) 

60 73,36 ± 4,32
c
 

90 146,85 ± 12,63
a
 

120 128,40 ± 7,71
b
 

150 (ĐC) 121,11 ± 3,47
b
 

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p          
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3.4.1.4 Ảnh hưởng của NAA lên sự hình thành và tăng sinh của huyền phù tế 

bào 

Kết quả ở bảng 3.11  hông có sự  hác biệt gi a các nghiệm thức có bổ sung 

NAA từ 0,4 đến 1,0 mg/L và 2,4-D 0,4 mg/L. Nên NAA 0,4 mg/L được lựa 

chọn để bổ sung vào môi trường nuôi cấy huyền phù tế bào  ạ đ n. 

Bảng 3.11 Ảnh hưởng của NAA lên sự hình thành và ta  ng sinh của huyền phù 

tế bào  ạ đ n sau 4 tuần nuôi cấy 

NAA (mg/L) 2,4-D (mg/L) BA (mg/L) Khối lượng tế bào tươi 

(mg/mL) 

0 (ĐC1) 0 0 103,3  ± 7, 3
c
 

0 0,4 (ĐC2)  

 

0,1 

 

122,46 ± 8,55
ab

 

0,2 0 10 ,10 ± 3,51
bc

 

0,4 0 127,53 ± 8,69
a
 

0,6 0 134,93
 
± 4,2 

a
 

0,8 0 121,39 ±  ,58
ab

 

1,0 0 136,0  ± 13,58
a
 

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p           

3.4.2 Ảnh hưởng của một số yếu tố lên sự tích lũy acid rosmarinic của 

huyền phù tế bào 

3.4.2.1 Ảnh hưởng của cường độ chiếu sáng lên sự gia tăng sinh khối và 

tổng hợp acid rosmarinic của huyền phù tế bào 

Từ tuần 1 đến tuần 4, huyền phù tế bào được nuôi cấy ở các cường độ ánh 

sáng  hảo sát đều gia ta  ng sinh  hối, cao nhất ở tuần 4 và giảm ở tuần 5. 

Trong đó, huyền phù tế bào tăng sinh tốt nhất  hi nuôi trong tối (Hình 3.16).  

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.16 Ảnh hưởng của cường độ chiếu sáng lên sự gia tăng sinh  hối tế 

bào  ạ đ n sau 5 tuần nuôi cấy 
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Bảng 3.12 Ảnh hưởng của cường độ ánh sáng lên hàm lượng RA trong nuôi 

cấy huyền phù tế bào  ạ đ n sau 5 tuần nuôi cấy 

Tuần Cường độ           

ánh sáng 

(lux) 

Trong sinh 

khối tế bào 

(µg/mL) 

Trong môi 

trường lỏng 

(µg/mL) 

Hàm lượng RA 

tổng (µg/mL) 

 

1 

0 (ĐC) 28,35 ± 0,86
k
 4 ,77 ± 1,68

k
  78,12 ± 1,37

k
  

2000 33,08 ± 0,50
i
 57,01 ± 0,47

gh
   0,0  ± 0, 5

i
  

4000 49,21 ± 2,32
f
 58,62 ± 1,23

fg
 107,83 ± 3,12

f
  

2 

0 (ĐC) 44,07 ± 1,41
gh

 48, 6  ± 0,46
k
  3,03 ± 1,82

hi
  

2000 48, 0 ± 0,50
f
 47,08 ± 1,23

k
  5, 8 ± 1,24

h
  

4000 54,77 ± 0,30
e
 53,7  ± 1,67

i
  108,56 ± 1,48

f
  

 

3 

0 (ĐC) 77,46
 
± 0,33

c
 74, 8 ± 1,61

c
  152,44 ± 1,33

c
  

2000 3 , 0 ± 1,08
h
 54,5  ± 0,46

hi
   4,4  ± 0,68

hi
  

4000 48,60 ± 1, 4
f
 62,64 ± 0,46

e
  111,24 ± 2,26

ef
  

 

4 

0 (ĐC) 94,73 ± 9,18
a
  93,49  ± 2,42

a
 188,22 ± 6,91

a
  

2000 46,62 ± 2,22
fg

  61,03 ± 4,58
ef

  107,65 ± 6,33
fg

  

4000 47,34 ± 1, 0
fg

  68,27 ± 2,02
d
  115,61  ± 2,46

e
 

 

5 

0 (ĐC) 84,73 ± 0,64
b
  8 ,73 ± 1,23

b
  174,46 ± 0,61

b
  

2000 5 ,30 ± 0,53
d
  6 ,08 ± 1,23

d
  128,38 ± 1,4 

d
  

4000 48,42 ± 0, 4
fg

  54,5  ± 0,46
hi

  103,01 ± 0,53
g
  

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p          

Th o bảng 3.12, hàm lượng RA tổng ở tuần 4 đạt cao nhất (188,22 µg/mL) với 

sinh  hối thu được nhiều nhất  hi huyền phù tế bào được nuôi trong tối. 

3.4.2.2 Ảnh hưởng của kích thư c cụm tế bào lên sự gia tăng sinh khối và 

tổng hợp acid rosmarinic của huyền phù tế bào  

Các cụm tế bào sau  hi ph n tách bằng r y có   ch thước lỗ 0,125 mm được 

nuôi trong môi trường lỏng B5 bổ sung glucos  30 mg/L, NAA 0,4 mg/L và 

BA 0,1 mg/L (Hình 3.17).  

 

 

 

Hình 3.17 Huyền phù tế bào với các   ch thước cụm tế bào  hác nhau. (A) 

<0,125 mm; (B) >0,125 mm; (C) Không qua r y 

Sau 4 tuần nuôi cấy, sinh  hối của huyền phù tế bào  hông qua r y đạt cao 

nhất (120,53 mg/mL) (Bảng 3.13). 
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Bảng 3.13 Ảnh hưởng của   ch thước cụm tế bào lên sự gia tăng sinh  hối tế 

bào  ạ đ n sau 4 tuần nuôi cấy 

Kích thước cụm tế bào (mm) Khối lượng tế bào tươi (mg/mL) 

Không qua rây (ĐC) 120,53 ± 7,85
a
  

>0,125 105, 2 ± 11,27
a
  

<0,125 80,16 ± 4,56
b
  

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p         

  bảng 3.14, hàm lượng RA tổng cao nhất (17 ,12 µg/mL) ở nghiệm thức 

chứa cụm tế bào  hông qua r y. 

Bảng 3.14 Ảnh hưởng của   ch thước cụm tế bào lên hàm lượng RA trong 

nuôi cấy huyền phù tế bào  ạ đ n sau 4 tuần nuôi cấy 

Kích thước cụm tế 

bào (mm) 

Trong sinh 

khối tế bào 

(µg/mL) 

Trong môi 

trường lỏng 

(µg/mL) 

Hàm lượng RA 

tổng (µg/mL) 

 Không qua rây (ĐC)  91,27 ± 2,42
a
  87,85 ± 2,13

a
  179,12 ± 3,89

a 
 

>0,125 73,05 ± 1,7 
b
  85,71 ± 2,02

a
  158,76 ± 0,24

b
  

<0,125 48,57 ± 0,44
c
  62,11 ± 0,81

b
  110,68 ± 1,21

c
  

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p          

3.4.2.3 Ảnh hưởng của nồng độ đường lên sự gia tăng sinh khối và tổng hợp 

acid rosmarinic của huyền phù tế bào  

Sự tăng nồng độ đường dẫn đến sự giảm sinh  hối của huyền phù tế bào (Bảng 

3.15). Ngược với sinh  hối, hàm lượng RA tổng ở các nghiệm thức bổ sung 

glucose 45 – 75 g/L đều cao hơn so với nghiệm thức bổ sung glucos  30 g/L. 

Trong đó, môi trường có glucos  45 g/L   ch th ch sự tổng hợp RA với nồng 

độ cao nhất (1 7,61 µg/mL), gấp 1,2 lần so với nghiệm thức có glucos  30 g/L 

(164,95 µg/mL) (Bảng 3.16). 

Bảng 3.15 Ảnh hưởng của glucos  lên sự gia tăng sinh  hối tế bào  ạ đ n sau 

4 tuần nuôi cấy 

Glucose (g/L) Khối lượng tế bào tươi (mg/mL) 

30 (ĐC) 126,89 ± 5,91
a
  

45 118,17 ± 2,07
ab

  

60 11 ,46 ± 5,56
ab

  

75 112,60 ±  ,70
c
  

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p          
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Bảng 3.16 Ảnh hưởng của glucos  lên hàm lượng RA trong nuôi cấy huyền 

phù tế bào  ạ đ n sau 4 tuần nuôi cấy 
Glucose 

(g/L) 

Trong sinh khối tế 

bào (µg/mL) 

Trong môi trường 

lỏng (µg/mL) 

Hàm lượng RA tổng 

RA (µg/mL) 

30 (ĐC) 77,10 ± 4,76
c
  87,85 ± 1,40

b
  164, 5 ± 6,12

c
  

45 104,12 ± 1,32
a
  93,49 ± 0,81

a 
 197,61 ± 1,55

a
  

60 102,18 ± 0,58
a
 80,08 ± 2,5 

c
  182,26 ± 2,56

b
  

75 86,72 ± 5,34
b
   6,43 ± 2,5 

a 
 183,15 ± 5,03

b
  

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p          

3.4.2.4 Ảnh hưởng của chitosan lên sự gia tăng sinh khối và tổng hợp acid 

rosmarinic của huyền phù tế bào  

 

 

 

 

 

 

Hình 3.18 Ảnh hưởng của chitosan lên sự gia tăng sinh  hối tế bào  ạ đ n sau 

4 tuần nuôi cấy và 24; 48; 72 giờ cảm ứng 

Bảng 3.17 Ảnh hưởng của chitosan lên hàm lượng RA trong nuôi cấy huyền 

phù tế bào  ạ đ n sau 4 tuần nuôi cấy và 24; 48; 72 giờ cảm ứng 

Thời gian 

cảm ứng 

(giờ) 

Chitosan 

(mg/L) 

Trong sinh khối 

tế bào (µg/mL) 

Trong môi 

trường lỏng 

(µg/mL) 

Hàm lượng RA 

tổng (µg/mL) 

0 (ĐC) 0 81,04 ± 1,4 
cd

  71,23 ± 2,33
abc

  152,27 ± 3,76
c 
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50  3,14 ± 1,02
b
  73,64 ± 3,05

ab
  166,78 ± 3,76

b
 

100 84,41 ± 1,76
c 
 68,54 ± 2,13

bcd
  152, 5 ± 3,64

c
  

150 83,68 ± 6,37
cd

  65,5  ± 3,72
cde

  14 ,27 ± 6,42
cd

  

48 

 

50 100,99 ± 1,30
a
  77,13 ± 5,93

a 
 178,11 ± 7,16

a
  

100 7 ,8  ± 2,1 
d
  64,7  ± 2,32

de
  144,68 ± 4,20

de
  

150 80,84 ± 2,04
cd

  60,77 ± 1,86
ef

  141,60 ± 2,76
e
  

72 

 

50 66,03 ± 1,05
f
  71,76 ± 5,63

ab
  137,7  ± 5,53

e 
 

100 72,47 ± 1,61
e
  54,60 ± 2,58

g
  127,07 ± 2,22

f
  

150 6 ,58 ± 2,38
ef

  56,47 ± 2,7 
fg

  126,05 ± 0,5  
f 
  

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p          
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Khi thời gian cảm ứng của tế bào với chitosan (ở tất cả các nồng độ  hảo sát) 

tăng lên, sinh  hối tế bào giảm nhưng sự t ch lũy RA tăng, đặc biệt là sau      

48 giờ cảm ứng. Hàm lượng RA trong sinh  hối tế bào cao nhất  hi được  ử lý 

với chitosan 50 mg/L trong 48 giờ (Hình 3.18; Bảng 3.17). 

3.5 Hoạt tính sinh học của các nguồn mẫu Xạ đen 

3.5.1 Hàm lượng acid rosmarinic và hoạt tính kháng oxy hóa  

Th o bảng 3.18, hàm lượng RA cao nhất ở lá in vitro, tiếp đó là ở mô sẹo từ lá 

in vitro và lá ngoài vườn, thấp nhất là ở sinh  hối tế bào huyền phù. 

Bảng 3.18 Hàm lượng RA trong các dịch chiết  ạ đ n  

 

Dịch chiết 

RA (mg/g DW)  

Phương pháp quang 

phổ 

Phương pháp 

HPLC 

Lá ngoài vườn 40,1  ± 2,06
b
  8 ,37 ± 17,86

c
  

Lá in vitro 45,75 ± 2,58
a
  310,77 ± 11,8 

a
  

Mô sẹo từ lá in vitro 40,57 ± 1,27
b 
 153,08 ±  ,18

b
  

Sinh  hối tế bào huyền phù  22,3  ± 0,20
c 
 74,64 ± 6,83

c
  

Các chữ cái khác nhau t ong một cột th  hi n sự khác bi t c    ngh a v i p         

Kết quả ở hình 3.1  cho thấy phần trăm bắt gốc tự do DPPH của cao chiết t  lệ 

thuận với nồng đọ  cao chiết.   

 

 

 

 

 

 

Hình 3.19 Phần trăm bắt gốc tự do DPPH của vitamin C và các cao chiết ở các 

nồng độ  hác nhau. (M0) Vitamin C; (M1) Lá ngoài vườn; (M2) Lá in vitro; 

(M3) Mô sẹo từ lá in vitro; (M4) Sinh  hối tế bào huyền phù 

Bảng 3.19 Giá trị IC50 ức chế DPPH của vitamin C và các cao chiết  ạ đ n 

Mẫu thử Vitamin C Lá ngoài 

vườn 

Lá in 

vitro 

Mô sẹo từ 

lá in vitro 

Sinh khối tế 

bào huyền phù 

IC50 (μg/mL) 27,62 1099,52 871,54 892,86 1361,64 

M

0 
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Th o  ết quả ở bảng 3.18 và 3.1 , mẫu có hàm lượng RA cao thì cũng cho 

thấy  hả năng  háng o y hóa cao. Trong đó, mẫu lá in vitro có hàm lượng RA 

cao nhất và  hả năng  háng o y hóa cũng tốt nhất trong các mẫu  hảo sát.   

3.5.2 Hoạt tính gây độc tế bào  

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.20 T  lệ sống sót của tế bào HEK2 3  hi bổ sung cao chiết ở các nồng 

độ  hác nhau. (M1) Lá ngoài vườn; (M2) Lá in vitro; (M3) Mô sẹo từ lá in 

vitro; (M4) Sinh  hối tế bào huyền phù 

Bảng 3.20 Giá trị IC50 ức chế dòng tế bào HEK2 3 của các cao chiết  ạ đ n 

Cao chiết Lá ngoài vườn Lá in vitro Mô sẹo từ lá 

in vitro 

Sinh khối tế bào 

huyền phù 

IC50 (µg/mL) 785,05 566,29 1052,08 675,57 

Th o  ết quả ghi nhận ở hình 3.20 và bảng 3.20, t  lệ sống của tế bào HEK2 3 

giảm  hi được  ử l  với cao chiết ở nồng độ cao. Giá trị IC50 ức chế dòng tế 

bào HEK2 3 của  cao chiết từ lá in vitro thấp nhất, tiếp th o là cao chiết từ 

sinh  hối tế bào huyền phù, lá ngoài vườn và giá trị IC50 cao nhất ở cao chiết 

từ mô sẹo có nguồn gốc từ lá in vitro. 

CHƯƠNG 4 KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

4.1 Kết luận 

Trên cơ sở các  ết quả thu được, nh ng  ết luận được rút ra, bao gồm:  
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Môi trường B5 có glucos  30 g/L, agar 7,5 g/L, than hoạt t nh 0,5 g/L  ết hợp 

với 2,4-D 0,4 mg/L và BA 0,1 mg/L th ch hợp cho nuôi cấy mô sẹo từ lát cắt 

th n non của  ạ đ n ngoài vườn và lá của c y  ạ đ n in vitro. Mô sẹo từ lát 

cắt th n non được tạo thành có màu vàng sáng,  ốp. Mô sẹo từ lá in vitro được 

tạo thành có màu trắng hoặc vàng nhạt,  ốp, được dùng làm nguyên liệu để 

nuôi cấy huyền phù tế bào.  

Th n và lá của c y  ạ đ n ngoài vườn, th n và lá của c y  ạ đ n in vitro, mô 

sẹo từ lát cắt th n non và lá in vitro đều chứa hợp chất ph nolic.  

Huyền phù tế bào  ạ đ n sinh trưởng tốt  hi 1 gam mô sẹo  ốp có màu trắng 

đến vàng nhạt (sau 2 lần cấy chuyền) từ lá  ạ đ n in vitro được nuôi cấy trong 

20 mL môi trường B5 lỏng bổ sung glucos  30 g/L, NAA 0,4 mg/L và BA 0,1 

mg/L, trên máy lắc tròn với tốc độ lắc  0 vòng/phút, nuôi trong tối. Sinh  hối 

đạt cực đại sau 4 tuần nuôi cấy. 

Hàm lượng RA thu được cao nhất ở huyền phù tế bào được nuôi trong môi 

trường B5 bổ sung glucos  45 g/L, NAA 0,4 mg/L, BA 0,1 mg/L sau 4 tuần và 

cảm ứng với chitosan 50 mg/L trong 48 giờ (cao gấp 1,17 lần so với nghiệm 

thức  hông bổ sung chitosan). 

Khả năng  háng o y hóa của các cao chiết thử nghiệm được  ếp th o thứ tự: 

cao chiết từ lá in vitro (IC50 = 871,54 µg/mL) > cao chiết từ mô sẹo có nguồn 

gốc từ lá in vitro (IC50 = 8 2,86 µg/mL) > cao chiết từ lá ngoài vườn (IC50 = 

10  ,52 µg/mL) > cao chiết từ sinh  hối tế bào huyền phù (IC50 = 1361,64 

µg/mL). Hàm lượng RA của cao chiết tăng thì  hả năng  háng o y hóa tăng. 

Tác dụng g y độc tế bào phụ thuộc vào nguồn mẫu  ạ đ n cũng như nồng độ 

sử dụng. Giá trị IC50 ức chế dòng tế bào HEK2 3 của cao chiết từ lá ngoài 

vườn, lá in vitro, mô sẹo có nguồn gốc từ lá in vitro và sinh  hối tế bào huyền 

phù lần lượt là 785,05; 566,2 ; 1052,08 và 675,57 µg/mL.   
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4.2 Kiến nghị 

Nghiên cứu cải thiện  hả năng t ch lũy RA trong nuôi cấy huyền phù tế bào 

 ạ đ n với việc sử dụng tiền chất h u cơ trong con đường sinh tổng hợp RA 

(phenylalanin , tyrosin ) và một số chất   ch  háng  hác như M JA, acid 

salicylic và cao chiết nấm m n. 

Thử nghiệm nuôi cấy huyền phù tế bào  ạ đ n trong bior actor nhằm hướng 

đến sản  uất sinh  hối tế bào  ạ đ n trên quy mô công nghiệp để tạo nguồn 

nguyên liệu cho các ngành công nghiệp dược ph m. 
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