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Tóm tát. Rễ bất định Nhân sâm được nuôi cấy trên môi trường cơ bản MS, kết quà thu được 2-4D 
là thích hợp cho sự hình thành và phát triền cùa mô sẹo, còn IB A là thích hợp cho sự hình thành và 
tánệ trường của rễ bất định, s ố  rễ bất định được hình thành trên môi trường được bổ sung IBA 
nhiều hơn rất nhiều so với NAA . Nồng độ đường sucrose ban đầu đã ảnh hưởng đến sự tăng 
trưởng sinh khối tế bào và sản phẩm saponin, kết quà thu được nồng độ 50 g/L cho thấy là tối ưu 
nhất cho sự sinh trường của rễ bất định với trọng lượnẹ khô (TLK) là 1.62 ± 0.19 g. Ngược lại đổi 
với sản phâm trao đổi chât ginsenoside hầu như thay đôi không có ý nghĩa khi tăng nồng độ đường 
từ 10 g/L đến 90 ẹJL. Thành phần ginsenoside tồng số đã tăng khi bổ sung nồng độ axít jasmonic, 
giá trị đạt cao nhât (59.7  mg/g.TLK) ở nông độ 10 mg/L axít jasm onic, và cao hơn 5.2 lần so với 
đối chứng (11.42 mg/g.TLK). Cà 2 nhóm ginsenosides Rb (Protopanaxadiol) và Rg 
(Protopanaxatrioỉ) đạt cao nhất ờ nồng độ 10 mg/L, nhưng thành phần của nhóm Rb tăng nhanh có 
ý nghĩa hơn nhóm Rg. Như vậy toàn bộ năng suất của ginsenosides cao nhất là 255 mg/L giành 
được ở  nồng độ 2 mg/L axít jasmonic.

Từ khoả: Auxin, ginsenoside, đường sucrose, axit jasmonic, Panax ginseng.

1. Đặt vấn đề

Nhân sâm {Panax gimeng C.A. Meyer) 
thuộc họ Araliaceae, từ xa xưa đã được coi là 
một trong số những cây thuốc có tác dụng đồng 
hóa các sản phẩm trong tế bào, thích nghi di 
truyền, kháng sinh, điều hòa lượng đường 
huyết, ứiần kinh và chổng ung thư, v.v. Thành 
phần chính ginsenoside đã được ghi nhận như 
là họp chất có hoạt tính quan trọng nhất trong rễ 
sâm. Mặt khác Nhân sâm cQng có các thành
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phần khác nhau như các chất chống ôxy hóa,, 
peptides, polysaccharides, axit béo, rượi, và| 
vitamin [1 ], I

Nhu cầu về sử dụng Nhân sâm và chiết xuất 
các hoạt chất của chúng đã tăng nhanh theo thời 
gian. Nhưng để thu hoạch được rễ sâm trồng 
trên đồng ruộng thì phải mất từ 4-6 năm và 
nhân công lao động cũng đã làm cho giá thành 
tăng lên rất cao [2]. Ngoài ra việc điều khiển 
các loại dịch bệnh, sự kháng các loại thuốc trừ 
sâu cũng là một vấn đề nghiêm trọng [3]. Trong 
những năm gần đây, việc ứng dụng công nghệ 
nuôi cấy tể bào thực vật đã rất thành công trong
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sản xuất các sản phẩm trao đổi chất thứ cấp, 
bao gồm các nguyên liệu thô trong dược phẩm, 
các sắc tố và các lióa chất khác [4], Sàn phẩm 
ginsenosides cũng đã thu được thông qua nuôi 
cấy tế bào [5-7 .̂

Các nhân tố lý hóa được coi như các chất 
xúc tác để kích thích hoặc kìm hãm sự tăng 
trường sinh khối và tích lũy sản phẩm trao đổi 
chất thứ cấp trong tế bào thực vật. Điều này đã 
nhận được nhiều sự chú ý và đã có được các 
thành quả rất khả quan [2], Axít jasmonic đã 
được khẳng định như là chất xúc tác hiệu quả 
để kích thích sự trao đổi chất thứ cấp trong nuôi 
cấy te bào thực vật [ 8  .

Trong bài báo này chúng tôi muốn giới 
thiệu một số kết quả nghiên cứu về sự ảnh 
hưởng của một số nhân tố lý hóa lên sự tăng 
trưởng sinh khối và sản phẩm trao đổi chất cùa 
ginsenosides ữong rễ bất định Nhân sâm.

2. Vật liệu và phưoTig pháp nghiên cứu

2.1 . Sự hình thàn h  và  tă n g  ữ ư ở n g  củ a  m ô  sẹo

Rễ Nhân sâm tươi 6  năm tuổi đã được khử 
trùng và phân lập theo mô tả (Thành, 2005); mô 
sẹo đã được nuôi cấy trong bóng tối ờ nhiệt độ 
23 ± 2°c, sau 4 tuần nuôi mô sẹo đã được hình 
thành trên môi trường rắn MS, bổ sung Img/L 
2-4D (2-4 Dichlorophenoxyacetic acid) và 0.1 
mg/L kinetin.

2.2. Nuôi cay rễ  bất định

Rễ bất định đã hình thành từ mô sẹo sau 4 
tuần nuôi cấy trên môi trường MS bổ sung thêm 
2mg/L IBA (indole 3-butyric axit), O.Ị mg/L 
kinetin. Sau đó, rễ bất định được chuyển sang 
nuôi cấy trong bình tam giác với dung tích 300 
ml có chứa 100 ml môi trường lỏng MS, Các 
bình tam đặt ừên máy lắc với tốc độ 1 0 0  

vòng/phút. Quá trình nuôi cấy tiếp theo được 
tiến hành ừong bioreactor với dung tích 5L, có 
chứa 4L môi trường. Sơ đồ nuôi cấy trong 
bioreactor đã được mô tả [9],

2 3 . C hiết xuất và  x á c  định hàm  lư ợng g iììsenosicks

Rễ sâm đã thu hoạch, sửa sạch và sấy khô ở 
nliiệt độ 60°c trong 7 giờ. Quá trình chiết suất, 
xác định hàm Iưọng ginsenosides có trong rễ 
sâm đã tiến hành theo mô tả [9,10].

Các thí nghiệm đều đã tiến hành cùng điều 
kiện như nhau và có 3 lần lặp lại.

3. Kết quả và biện luận

3.1. S ự  hĩnh thành  m ô sẹo  v à  tă n g  trư ở n g  cù a  
rễ bất định

Các mẫu rễ sâm đã được cấy trên môi 
trường MS với bổ sung 1.0 mg/L 2-4D, 0.1 
mg/L kinetin, và 3% đường để tạo ra mô sẹo. 
Mô sẹo đã được hình thành sau 4 tuần nuôi cấy. 
Rễ bất định đã được hình ứiành từ mô sẹo trên 
môi trường rắn được bổ sung 2.0 mg/L IBA, 0.1 
mg/L kinetin, và 3% đường. Có 4 giai đoạn 
chính để hình thành rễ bất định: a) sự hình 
thành các vị trí mô phân sinh, b) sự phân các tế 
bào non, c) sự phân chia các tế bào già để hình 
thành nên các cơ quan và các mô phân sinh rễ, 
d) sự phát triển của rễ từ mô phân sinh (Hình 
1). Rễ tiếp tục được cấy chuyền trong bình tam 
giác 300 ml, có chứa 100 ml môi trưòng lỏng 
MS. Trong nuôi cấy rễ bất định của p. 
notoginseng, [ 1 1 ] cũng nhận được kết quả 
tương tự với auxin 2-4D ờ nồng độ 2.0 mg/L là 
tối ưu cho sự hình thành mô sẹo và IBA dùng 
cho hình thành, tăng trưởng của rễ bất định. 
Furuya và cộng sự (1983) đã tình thấy rằng 2- 
4D là cần thiết cho sự sinh trưởng của p. 
ginseng, nhưng nồng độ của 2-4D cao (0.5 
mg/L hoặc cao hơn) có thể gây ức chế sự sinh 
trường. Trong thí nghiệm này chúng tôi đã kết 
luận rằng 2-4D là thích hợp cho sự hình thành 
và phát triển của mô sẹo, còn IBA là thích hợp 
cho sự hình thành và tăng trưởng cùa rễ bất 
định. Số rễ non được hình thành trên môi 
trường được bổ sung IBA nhiều hơn rất nhiều 
so với NAA (Hình 1). Quá trình hình thành mô 
sẹo và nuôi cấy rễ bất định được tóm tắt ừong 
(Hình 2).
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Hình 1. Số rễ bất định hình thành ừên môi trường nuôi cấy MS được bổ auxin. 
(A:IBA, Brđỉnh rễ non; C:NAA, D:đỉnh rễ non).

R ễ sâ m  rừng Mô sạ o R ễ b ấ t định hình thành  4 | ,

Rễ nuôi trong b io reacto r R ẻ nuôi trong bình tam  giác Lựa chọn dòng

Hình 2. Sơ đồ của quá frinh hình thành mô sẹo và nuôi cấy rễ bất định.

3.2. Ảnh hưởng của nồng độ đường lên sự tăng 
trưởng sinh khối và sản phẩm ginsenosides

Trên môi trường MS được bổ sung 5 mg/L 
IBA, kết quả nhận được trong (Bảng 1) với sinh 
khối tăng có ý nghĩa khi tăng nồng độ đường từ 
10 g/L đến 50 g/L, và tiếp tục tăng nồng độ

đưòmg lên 70 g/L đến 90 g/L sinh khối giảm 
dần. Như vậy, nồng độ 50 g/L cho thấy là tối ưu 
nhất cho sự sinh ừưởng của rễ bất định với 
trọng lượng khô (TLK) là 1.62 ± 0.19 g. Ngược 
lại đối với sản phẩm trao đổi chất ginsenoside 
hầu như thay đổi không có ý nghĩa khi tăng 
nồng độ đường từ 10 g/L đến 90 g/L.



Bảng 1. Ảnh hưởng cùa nồng độ đường lên sự sinh trưởng cùa rễ bất định Nhân sâm
đươc nuôi cấv trone bình tam eiác
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10 1.13 ± 0 .8 4 3.52 3.05 ± 0 .1 2 6.98 ± 0.08 10.03 ±0 .31

20 1.31 ±0 .21 4.05 2.95 + 0.23 7.05 ± 0 .1 3 10.11 ± 0 .2 4

30 1.23 ± 0 .1 5 3.82 3.11 ± 0 .1 5 7.89 ±0 .21 11 .1 6 ± 0 .1 1

50 1.62 ± 0 .1 9 5.07 3.87 ±0 .11 7.43 ± 0 .1 5 1 1 .4 2 1 0 .1 3

70 1.52 ±0 .11 4.79 3.05 ± 0 .2 0 8.22 ± 0 .1 7 11.27 + 0.25

90 1.34 ± 0 .1 3 4.61 3.35 ± 0 .0 9 7.54 ± 0 .1 0 10.89 ± 0 .1 7

Đường là nguồn các bon quan trọng đối với 
quá trình nuôi cấy mô và tế bào thực vật. Nó đã 
được chứng minh rằng nồng độ đường ban đầu 
có thể ảnh hưởng đến các thông số khác nhau 
trong quá trình nuôi cấy tế bào thực vật, như tỷ 
số tăng trường, năng suất của sự trao đôi chất 
thứ cấp. Ví dụ, trong nuôi cấy tế bào lỏng của 
Perilla frutescens, nồng độ đường cao hơn 45 
g/L là thích hợp cho sản phẩm anthocyanin [4'. 
Akalezi và cộng sự [7] cũng đã báo cáo về nồng 
độ đường ban đầu đã ảnh hường đến sự tăng 
trường sinh khối tế bào và sản phẩm saponin ờ 
p. ginseng. Họ đã nhận được sự tăng trưởng 
sinh khối lớn nhất ờ nồng độ đường là 30 g/L 
và sự tích lũy sản phẩm trao đổi chất lớn nhất ờ 
nồng độ đường 60 g/L.

Kết quả thí nghiệm của chúng tôi đã khẳng 
định rằng nồng độ đường ban đầu có vai trò 
quan trọng đến sự sinh trưởng của rễ bất định 
Nhân sâm, và nồng độ đường 50 g/L là tối ưu 
cho sự tăng trường sinh khối.

3.3. Anh hưởng của axít jasmonic lên sự tăng 
tnrởiĩg sinh khối và sản phẩm ginsenosides

Sự tăng dần nồng độ axít jasmonic đã cho 
kết quả sự tích lũy thành phần ginsenosides cao 
nhưng lại ức chế rất mạnh đến sự tăng trưởng 
cùa sinh khối. Kết quả thí nghiệm cho thấy ở 
(Bảng 2) ảnh hường cùa nồng độ axít jasmonic 
lên sự tăng trưởng của rễ bất định và sàn phẩm 
ginsenosides. Trọng lượng khô và tỷ số tăng 
trường cùa sinh khối giảm khi tăng dần nồng độ 
axít jasmonic.

Mặt khác, thành phần ginsenosides tăng có 
ý nghĩa khi tăng nồng độ axít jasmonic. Toàn 
bộ thành phần ginsenoside đã tăng với sự tăng 
nồng độ axít jasmonic, giá trị đạt cao nhất (59.7 
mg/g.TLK) ở nồng độ 10 mg/L axít jasmonic, 
và cao hơn 5.2 lần so với đối chứng (11.42 
mg/g.TLK). Cả 2 nhóm ginsenosides Rb 
(Protopanaxadiol) và Rg (Protopanaxatriol) đạt 
cao nhất ở nồng độ 10 mg/L, nhưng thành phần 
cùa nhóm Rb tăng nhanh có ý nghĩa hoíi nhóm 
Rg. Như vậy toàn bộ năng suất của 
ginsenosides cao nhất là 255 mg/L giành được 
ờ nồng độ 2 mg/L axít jasmonic (Bảng 2).

Bảng 2. Ảnh hường của nồng độ axít jasmonic lên sự sinh trưởng cùa rễ bất định Nhân sâm
được nuôi cấy trong bioreator

jasmonic luợng khô trường Rb Rg Tổng số ginsenoside (mg/L)
0 1.47 ± 0 .0 7 4.03 7.4 ± 0.7 3.7 ± 0 .3 11.4 ± 0 .5 1.8 ± 0 .4 166 ± 6
1 1.04 ± 0 .0 5 2.81 13.2 ± 0 .5 2.7 ± 0 .1 16.1 ± 0 .4 4.7 ± 0 .2 163 ± 5
2 0.85 ± 0.02 2.42 24.2 ± 0.8 4.5 ± 0 .3 28.5 ± 1.1 5.5 ± 0 .1 255 ± 8
5 0.61 ± 0 .0 6 1.61 34.5 ± 0 .9 4.2 ±  0.2 38.8 ± 1.3 8.3 ± 0 .6 229 ± 6
10 0.43 ± 0 .0 1 1.14 54.4 ± 0.9 5.6 ± 0 .1 59.7 ± 0 .8 9.7 ±  0.4 245 ± 5
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Axít jasmonic và các đồng phân của chúng 
đã được coi là có tham gia vào con đưòng 
truyền tín hiệu và kích thích các enzym xúc tác 
trong phản ứng sinh hóa để hình thành nên các 
hợp chất bảo vệ có trọng lượng phân tử thấp ở 
thực vật như polyphenol, alkaloids, quinones, 
terpenoids, và polypeptides [12,13] (Mizukami 
và cộng sự, 1993; William và cộng sự, 1996). 
Trong nuôi cấy tế bào Liíhospermum, 
jasmonate đã gây ra sự tăng iheo chu kỳ hoạt 
động của enzym mà có liên quan đến quá trinh 
sinh tổng họp Shikonin như p-hydroxybenzoate 
geranyltransferase [14] (Urbanek và cộng sự, 
1996). G insenosides thuộc triterpenoide 
saponin chúng có nguồn gốc từ acetyl-CoA 
thông qua 15 bước của quá trình trao đổi chất. 
Trong số ginsenoside Rbl, Rb2, Rc, Rd thuộc 
nhóm Rb, và Re, Rgl, Rf thuộc nhóm Rg.

Cho đến nay, các enzym liên quan đến sự 
sinh tổng hợp cùa Rb, Rg ginsenoside vấn chưa 
được xác định. Trong thí nghiệm của chúng tôi, 
axít jasmonic đã kích thích đặc biệt đến sự tích 
lũy của Rb hơn Rg. Kết quả này đã gợi ý rằng 
axít jasmonic có thể gây kích thích hoạt động 
của enzym cho quá trình tổng hợp Rb 
ginsenosides.
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The adventitious root of Panax ginseng c. A. Meyer is regarded as an efficient alternative to cell 
culture for biomass production due to its fast growth and stable metabolite production. To determine 
optimal culture conditions for the bioreactor culture roots, experiments have been conducted on 
physical and chemical factors such as plant growth regulator, sucrose concentration, and elicitor. 
Elicitation is a key step to increase ginsenoside accumulation in the adventitious root. In this paper, we 
discussed several factors affecting the root propagation and gisenoside accumulation:!) among auxins, 
we have concluded that 2,4-D was sutable for induction and growth of the callus, while IBA is 
favorable for induction and proliferation of the adventitious root in ginseng culture; 2 ) on the sucrose 
concentrations such as 10, 20, 30, 50, 70, and 90 g/L, root dry weight increased the most at 50 g/L, 
showing maximum dry weight and growth rate. However the root growth started to decrease from the 
sucrose concentration above 70 g/L. The effect of sucrose concentration on ginsenoside production 
was not as significant as in the case of biomass increase; c) in bioreactor culture, ginsenoside content 
increased significantly by the addition of 10 mg/L jasmonic acid. However, the root growth was 
strongly inhibited by increasing jasmonic acid concentration. The highest ginsenoside yield was 
obtained at 2.0 mg/L jasmonic acid.

Keywords'. Auxin, ginsenoside, sucrose, jasmonic acid, Panax ginseng.


