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TOM TAT

Muc dich ciia nghién ciru nay la chon loc dwoe dong Méan Binh Hong (Althaea
rosea) cé kha néng tang sinh nhanh chira rutin. Mé seo xép Man Dinh Hong dwoc tao trén
méi truong MS b6 sung 0,5 mg/l BA va 1 mg/l NAA. Sau 3 tudn, dwa vao méi triong MS
long b sung 0,5 mg/l BA va 1 mg/l NAA lic & 150 vong/phiit tao dich huyén phii té bao.
Sau 14 ngay, cdy trdi dia. Sau 9 tudn, chon ra dong té bdo tang sinh nhanh hon so véi cdc
dong con lai, dwa vao nuéi cdy Iong ldc. Sau 21 ngdy xdc dinh ham heong rutin tiét ra &
dich nuéi cay ngogi bao la 1,07 mg/g trong lwong tuoi.

Tir khoa: rutin, Man Pinh Héng (Althaea rosea), chon loc dong té bao.

ABSTRACT
Selecting fast growing Althaea rosea cell lines for producing rutin

The aim of this research is to select Althaea rosea fast growing cell lines for
producing rutin. Friable callus tissue of Althaea rosea was achieved on MS liquid
environment supplemented with 0.5 mg/l BA and 1 mg/l NAA. After 3 weeks, friable callus
was cultured in MS liquid environment supplemented with 0.5 mg/l BA and 1 mg/l NAA, on
rotary shaker at 150 rpm to create cell suspension. After 14 days, the cells were culured in
Petri plate. After 9 weeks, the fast growing cell lines were selected to culture in shaking
liquid . After 21 days, the amount of rutin exuded from cultured exospore is 1.07 mg/g.

Keywords: rutin, Althaea rosea, cell lines selection.

1. Mo dau nay c6 ngudn gdc tir chét thir cap thuc vat

Rutin hay con goi la rutoside,
quercetin-3-rutinoside hay sophorin, Ia
mdt flavonoid glycoside. Rutin gitp tang
cudng suc bén cho cic mao mach, nén
gip giam cac bénh xuat huyét
(haemophilia) ding trong diéu tri bénh
tim mach [3]. M6t trong nhiing thudc
duoc dung diéu tri bénh tim mach hién

) TS, Trwdng Bai hoc Khoa hoc T nhién,
DHQG TPHCM

“ HVCH, Truwdng Dai hoc Khoa hoc Ty nhién,
DHQG TPHCM

" PGS TS, Trwong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién,
DHQG TPHCM

do6 1a rutoside hay con goi la rutin. Rutin
thuoc nhém flavonoid, c6 hoat tinh
vitamin P, c6 tic dung lam bén va giam
tinh thAm ctia mao mach, tang do bén cua
hong cau, ha thap truong luc co va chéng
co that (Yang va cong su, 2007) [6].
Rutin c6 & trong nhiéu loai thuc vat, Man
Dinh Hong 12 mot trong nhitng loai chira
rutin.

Cac té bao c6 tinh chat sinh Ii
khong giéng nhau. Do d0, viéc chon loc
dong té bao 1a can thiét dé ting san luong
hop chit thir cép tor thuyc vat. Vi vay,
trong nghién ctru nay ching t61 thyc hién
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ki thuat chon loc dong té bao & cay Man
Dinh Hong v6i muyc tiéu thu nhan dong té
bao c6 kha nang ting sinh nhanh chura
rutin.
2. Vit liéu va phwong phap tién
hanh
2.1. Nguyén li¢u

Hat cdy Man Dinh Hong duoc mua
tir trai giong cdy trong Quan 12, Thanh
phé H6 Chi Minh.
2.2. Phwong phap

Tao cdy con in vitro

Cac hat Man Dinh Héng duoc rira
sach bén ngoai bang xa phong va rua lai
bang nudc cat. Sau d6 duge chuyén vao
phong cay, lic hat voi con 70° trong 1
phat. Tiép theo lic va ngdm hat trong
dung dich Javen 25% trong thoi gian 10
phut. Rtra hat lai cho sach béng nude cat
vo trung. Cac hat nay dugc ciy trén moi
truong MS bo sung 7,6 g/ agar.

Tao mo seo va dich huyén phu té
bao

Cay con sau 1 tudn gieo hat, & va
than s& dugc cat thanh lat mong 2-3mm
cdy trén méi trudong MS rin bd sung
0,5mg/l BA va 1mg/l NAA d tao seo
x6p [2]. Sau 3 tudn nudi cdy, chuyén mo
seo xOp (khoang 2g) vao chai 250ml
chira 50 ml méi truong 1ong MS bo sung
0,5mg/l BA va 1 mg/l NAA nuéi trong
diéu kién long lic ¢ 150 vong/phut dé tao
dich huyén phu té bao. Sau 14 ngay nudi
cdy, lay té bao & dich huyén phu nhudém
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride
(TTC) r6i quan sat dudi kinh hién vi dé
xéc dinh kha nang sdng/chét cua té bao.

Khao sat su tang truong cua dich
huyén phii té bao
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%  Xac dinh dwong cong tang
trueéng ciia té bao trong dich huyén phi:
Lay 10ml dich huyén phu té bao
sau 14 ngay nudi cdy (chira 1ml thé tich
té bao ling ban dau) cay vao erlen 100ml
chira 20ml méi truong MS 1ong bo sung
0,5mg/l BA va 1 mg/l NAA lic & 150
vong/phut. Sau céac thoi gian 7, 14, 21 va
30 ngay do thé tich té bao ling dé xéc
dinh chi sb tang truong cua té bao. Chi sb
tang truong té bao duogc tinh theo cong
thirc cua Chen va cong su (2003) [4].

SCVsau - SCVtrudc

Chi s ting truong =
SCVtrudc

X/

% Khdo sdt dnh huong ciia thé tich
dich huyén phii té bao cdy chuyén ban
ddu 1én sy tang trucng cia dich huyén
phil té bao:

Dich huyén phu té bao duoc cay
vao erlen 100 ml chtra 20 ml moi truong
MS léng bo sung 0,5mg/l BA va 1mg/l
NAA, lic 150 vong/phut (cho tat ca cac
nghiém thuc), theo cac thé tich 5; 10; 15;
20; 25ml twong Gng v&i cac thé tich té
bao ling ban dau 14 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5
ml. Po thé tich ling cua dich huyén phu
té bao & ngay thir 7 va thir 14 dé xac dinh
chi sb ting truong cua té bao trong dich
huyén phu.

SCV 14 ngay — SCV7 ngay

Chi s6 tang truong =

SC\/7 ngay

Chon loc dong té bao
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Dich huyén phu té bao Min Pinh
Hong dugc loc qua mang loc vo tring cd
kich thudc 150pm. Hat 10ml dich huyén
phu tron chung véi 30ml moéi truong MS
bd sung 2,5g/l phytagel, 0,5mg/l BA va
Img/l NAA dang dugc lam tan chay va
dé nguoi khoang 30-35°C. Tiép theo, lic
déu hon hop té bao va méi trudng roi dd
vao cac dia Petri v6i bé day khoang 1mm
(theo ki thuat cdy trai dia tao dong té bao
cua Bergmann, 1960). [5]

Sau 5 tudn, chon nhitng dong té bao
Min Pinh Hong ting sinh nhanh nhit ciy
chuyén sang méi trudong méi co cing
thanh phan va diéu kién nuodi cdy dé
chung tiép tuc tang sinh.

Sau 9 tuan nudi cdy, cac dong té
bao da chon loc tao thanh cac cum mo
seo, c6 dong tao mo seo dac, c6 dong tao
mo seo xép. Chon dong té bao tao md seo
x6p ting truéng nhanh nhit dua vao nudi
cdy long lic 150 vong/phut trén moi
truong MS 16ng bd sung 0,5mg/l BA va
1mg/l NAA dé tao dich huyén phu té bao.

Do ham lwong rutin trong dich
huyén phii té bao tir dong té bao dd chon
loc duorc.

Dich huyén phu té bao Min Pinh
Hong tir md seo xop cua dong té bao da
dugc chon loc dua vao 20ml moéi truong
MS léng bd sung 0,5mg/l BA va
1mg/INAA, lic & 150 vong/phat. Sau 3
tuan nudi cdy dwoc dem di dinh luong
rutin ngoai bao trong dich moi truong
nudi cdy bang phuong phap do do hip
thu & budc song 500nm [1]. Ham lugng
rutin dugc xac dinh theo duong chuan.

Piéu kién nuédi cdy

Céac mau cdy in vitro dugce nudi cy
trong diéu kién cudng d6 4nh sang
3000lux, nhigt do 25 = 2°C, do am 75 —
80%. Tat ca mdi trudng déu duogc diéu
chinh pH = 5,8 trudc khi hap khur tring
tai nhiét 36 121°C, 1 atm, trong 15 phut.

Phwong phdp phén tich va xir li s6
liéu

Str dung phan mém SPSS dé phan
tich va xir li két qua thi nghiém theo thuat
toan thong ké.

3.  Két qua va thao luin

Tao mo seo va dich huyén phu 16 bdo

Té bao trong dich huyén phu khi
dugc nhuém TTC c6 kha nang bat mau
hdng (hinh 1). Diéu nay chung to day la
nhing t& bao séng va c6 kha ning ting

truéng trong dich huyén phu.

Hinh 1. T¢ bao trong dich huyén phi dwoc nhuém TTC.

Hinh miii tén chi té bao dang phdn chia
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Khdo sdt su tiang trucng ciia dich huyén phii té bao

% Xdc dinh dwong cong tang trong cua té bao trong dich huyén phi: sy ting
truong ctia té bao dich huyén phu duoc trinh bay trong hinh 2. Két qua cho thay chi s6
tang truong dat cao nhat vao ngay thir 21. Sau 21 ngay, sinh khi t& bao khong ting
thém, thé hién té bao di vao pha ngig ting trudng té bao trong dich huyén phu.
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Hinh 2. Puong cong ting trudng ciia té bao trong dich huyén phi

Khdo sat anh hwong cia thé tich dich huyén phi té bao cdy chuyén ban dau

lén su tang trieomg cia dich huyén phii té bao
Bing 1. Két qua khao sdt anh huéng ciia thé tich dich huyén phii té bao Mén Binh

Hong cdy chuyén ban dau lén su ting trudng ciua dich huyén phii té bao

Thé tich huyén | Thétichté |  Thé tich Thé tich  té
Nghiém phu té bao bao ling té bao ling bao ling Chi s6 ting
thure ban diu ban diu ngay thir 7 ngay thir 14 truémng
(ml/20 ml) (ml) (ml) (ml)
J1 5 0,5 0,950 £0,029 | 2,083 +0,044 | 1,193 £ 0,048
J2 10 1,0 1,983 +0,017 | 4,540+ 0,038 | 1,287 +0,030
J3 15 1,5 2,630+ 0,051 | 10,573 + 0,038 | 2,977 + 0,045
J4 20 2,0 3,093 £0,047 | 11,033 £0,033 | 2,570 + 0,053
J5 25 2,5 3,573 £ 0,050 | 10,060 + 0,038 | 1,813 + 0,047

Két qua tir bang 1 cho thay, & nghiém thirc J3 1a méi truong MS long bd sung
0,5mg/l BA, 1mg/l NAA véi thé tich dich huyén phu té bao cdy chuyén ban dau la
15ml (chtra thé tich té bao lang 1a 1,5ml) trong 20ml méi trudng cho tdc d6 ting trudong
ctia dich huyén phu té bao 1a thich hop nhat trong loat nghiém thirc da tién hanh (chi s6
tang truong 1a 2,977).
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Chon loc dong té bdo
Sau khi thyc hién cay trai dia, két qué thu dugc sau céc cac tuan nudi cay dugc
trinh bay ¢ hinh 3, 4, 5.

Hinh 3. Céc dong té bao Man Dinh Hong phdt trién sau khi do dia. A: 3 tuan; B: 4
tuan; C: 5 tuan. Hinh miii tén chi vi tri cac dong té bao tang truong nhanh

Hinh 4. Céc dong té bao Man Dinh Hinh 5. Dich huyén phii té bao Man Dinh
Hong tang sinh nhanh duwoc cay Hong tir mé seo xop cua dong té bao dwoc
chuyén sang moi truong moi dé tiép chon loc sau 7 ngay nudi cdy

tuc tang sinh. Al, A2, A3: cac dong
te bao 5, 9, 12 tuan tuoi. B: dong té
bao tao mo seo xop 9 tuan tuoi
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Po ham legng rutin trong dich huyén phii té bao tir dong té bao di chon loc dwoc
Két qua dung dudng chuén rutin dugc trinh bay trong hinh 6.
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Hinh 6. Puong chuan cua rutin

Puong chuin duoc xay dyng co hé sb twong quan gitta nong do rutin va gia tri
mat d6 quang (OD = 500nm) 1a R? =1, mét gia tri dang tin cay dé thay ring: ndng do
rutin trong mot dung dich ¢c6 mdi quan hé tuyén tinh véi gia tri mat d6 quang (OD =
500nm). Méi quan hé d6 dugc thé hién bang phuong trinh: y = 1,4063x - 0,0049. Két
qua do ham lugng rutin dugc trinh bay bang 2.

Bing 2. Két qua do ham heong rutin trong dich ngoai bao Man Pinh Hong ¢ d¢
hdp thu c6 buéc séng 500 nm

Ham lugng rutin ctia | Him  luong  rutin
25ml dich dem do | trong 20ml dich nu6i
(chtra 6ml dich nuéi | cdy (twong tmg 2,5g
cay)(mg) sinh khéi tuoi)

Gid tr1t OD dung
dich dem do (chwra
6ml dich nudi cay)

Ham luong rutin
trong 1g sinh khéi
tuoi (mg/g)

0,04 0,032*25 = 0,80 2,67 1,07

Tir bang két qua trén cho thay, dong té bao Man Dinh Hong chon loc dugc co
chtra rutin v6i ham luong 1a 1,07mg/g sinh khdi tuoi.
4. Kétluan

Pi chon duoc dong té bao Man Dinh Hong c6 kha ning ting truong nhanh va
chtra rutin. Ham luong rutin tiét ra trong dich nudi ciy ngoai bao 1a 1,07mg/g sinh khdi
tuoi.
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