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1. Đặt vấn đề

Trọng lực đóng vai trò như một nguồn tín hiệu ổn định 
và bền vững nhất trên Trái đất trong hàng triệu năm tiến hóa 
của các sinh vật sống. Nghiên cứu sự thay đổi và sai khác 
của cơ thể sinh vật trong điều kiện không trọng lực mang 
lại nhiều hiểu biết cho con người về sự tương tác giữa trọng 
lực và sinh vật. Một số nghiên cứu liên quan đến lĩnh vực 
công nghệ sinh học thực vật như sự thay đổi ở cấp độ tế bào 
và phân tử của cây Arabidopsis [1], sự thay đổi tốc độ sinh 
trưởng của tế bào đơn cây Thuốc lá [2, 3] được ghi nhận 
dưới điều kiện không trọng lực. Ngoài ra, thực vật bậc cao 
đã sử dụng trọng lực như một nguồn tín hiệu đáng tin cậy 
nhất cho mục đích phát sinh hình thái [4]; tuy nhiên, sự phát 
sinh hình thái thực vật trong điều kiện trọng lực thay đổi vẫn 
là vấn đề chưa được quan tâm nghiên cứu nhiều. Mặt khác, 
nghiên cứu sự thay đổi các yếu tố hóa học hoặc vật lý là yêu 
cầu cần thiết [5]; một trong những yếu tố vật lý muốn được 
đề cập ở đây là trọng lực - một lực vật lý cơ bản tác động lên 

mọi sinh vật sống trên Trái đất [6], nhưng điều này thường 
bị bỏ qua trong các nghiên cứu về khía cạnh ảnh hưởng đến 
sự phát sinh hình thái của thực vật. Do đó, nghiên cứu sự 
phát sinh hình thái của thực vật dưới điều kiện không trọng 
lực là một phương pháp tiếp cận nhằm tìm hiểu vai trò của 
trọng lực lên thực vật. Mặc dù bước đầu đã có một số nghiên 
cứu về chủ đề này [7, 8], tuy nhiên, nguồn mẫu thực vật 
được sử dụng cho các nghiên cứu phát sinh hình thái dưới 
điều kiện không trọng lực trước đây đều là phôi hợp tử đã 
trưởng thành (hạt giống), dẫn đến việc khó có thể đánh giá 
giai đoạn sớm của quá trình phát sinh hình thái trong điều 
kiện không trọng lực.   

Cho đến nay, có một số nghiên cứu về sự phát sinh hình 
thái của thực vật dưới điều kiện không trọng lực mà vật liệu 
là hạt của cây Lúa [4], Đậu đỏ [7], Cải dầu [8], Dưa chuột 
[9]. Một số nghiên cứu ảnh hưởng của điều kiện mô phỏng 
không trọng lực lên khả năng nảy mầm, sinh trưởng, phát 
triển và tích lũy hợp chất thứ cấp của cây Bóng nước, Dừa 
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Tóm tắt:

Trong nghiên cứu này, mẫu lóng thân của cây Diệp hạ châu đắng (Phyllanthus amarus) in vitro 4 tuần tuổi có chiều 
dài 1 cm được cắt đôi theo chiều dọc và nuôi cấy dưới điều kiện Clinostat 2D (điều kiện mô phỏng không trọng lực) 
và đối chứng nhằm đánh giá quá trình phát sinh hình thái in vitro, hoạt tính enzyme kháng ôxy hóa và sự tích lũy 
hợp chất thứ cấp. Kết quả cho thấy, 34,33% mẫu cấy cảm ứng mô sẹo và 65,67% mẫu cấy hình thành rễ bất định 
dưới điều kiện Clinostat 2D so với 100% mẫu cấy cảm ứng mô sẹo dưới điều kiện đối chứng sau 4 tuần nuôi cấy. 
Ngoài ra, khối lượng tươi và khô của cụm mô sẹo (tương ứng là 792,00 và 79,17 mg) dưới điều kiện Clinostat 2D cao 
hơn so với khối lượng tươi và khô của cụm mô sẹo (tương ứng là 313,33 và 30,07 mg) ở điều kiện đối chứng. Hoạt 
tính superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) và phenolic ở điều kiện Clinostat 2D cao hơn so với điều kiện đối 
chứng. Đối với hypophyllanthin và phyllanthin, hàm lượng trong mô sẹo ở điều kiện Clinostat 2D đều cao hơn đối 
chứng. Ở điều kiện Clinostat 2D, hàm lượng hypophyllanthin trong mô sẹo (29,06 μg/g chất tươi) cao hơn trong rễ 
bất định (9,03 μg/g chất tươi), trong khi hoạt chất phyllanthin chỉ xuất hiện ở mô sẹo mà không có ở rễ bất định.
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cạn và Diệp hạ châu đắng [10], chuyển hóa năng lượng và 
hormone nội sinh ở cây Thu hải đường [11], sự tăng cường 
các hợp chất kháng ôxy hóa trong Đậu xanh [12], quá trình 
chuyển hóa chất kháng ôxy hóa ở cây Antehmis trong họ 
Cúc [13]. Gần đây, sự kết hợp giữa nuôi cấy in vitro và điều 
kiện Clinostat 2D được sử dụng để nghiên cứu phát sinh 
hình thái in vitro cây Dâu tây, sự biến động hormone nội 
sinh, hoạt tính của enzyme kháng ôxy hóa và sự sinh trưởng 
tiếp theo của cây con có nguồn gốc từ điều kiện Clinostat 
2D [14]. Tuy nhiên, các nghiên cứu về quá trình phát sinh 
hình thái của cây trồng dưới điều kiện mô phỏng không 
trọng lực còn rất hạn chế. Trong nghiên cứu này, việc kết 
hợp nuôi cấy in vitro với điều kiện Clinostat 2D được tiến 
hành trên cây Diệp hạ châu đắng nhằm đánh giá quá trình 
phát sinh hình thái in vitro của mẫu lóng thân, sự biến động 
các enzyme kháng ôxy hóa (Superoxide dismutase - SOD, 
Catalase - CAT, Ascorbate peroxidase - APX, Phenolic) 
cũng như sự tích lũy hợp chất thứ cấp (flavonoid và lignan) 
của mẫu cấy có nguồn gốc nuôi cấy dưới điều kiện Clinostat 
2D so với mẫu cấy in vitro ở điều kiện tĩnh (đối chứng).

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Nguồn mẫu thực vật

Mẫu lóng của cây Diệp hạ châu đắng in vitro 4 tuần tuổi 
sinh trưởng và phát triển tốt đã được ổn định qua nhiều lần 
cấy chuyền trên môi trường MS [15] tại Viện Nghiên cứu 
Khoa học Tây Nguyên (Lâm Đồng, Việt Nam) được sử 
dụng làm nguồn mẫu ban đầu.

2.2. Thiết bị Clinostat 2D và điều kiện nuôi cấy

Thiết bị Clinostat 2D (Advanced Engineering Services 
Co. Ltd., Nhật Bản) được sử dụng cho mục đích mô phỏng 
điều kiện không trọng lực. Clinostat 2D có trục quay nằm 
ngang vuông góc với vectơ trọng lực và bộ khuếch đại điều 
chỉnh tốc độ quay. Một mẫu cấy được đặt ở vị trí trung tâm 
của đĩa petri (đường kính 60 mm, chiều cao 15 mm, Sigma 
-Aldrich, Darmstadt, Đức), tương ứng với gia tốc tác dụng 
lên mẫu luôn nhỏ hơn 2,8×10-3 g [16]. Mẫu cấy được cố định 
trên bộ phận quay của Clinostat 2D với tốc độ quay 2 vòng/
phút, trong khi đó, mẫu cấy được đặt dưới điều kiện tĩnh có 
trọng lực được xem như điều kiện đối chứng.

Mẫu cấy được đặt trong phòng nuôi cấy ở nhiệt độ 
25±2°C, độ ẩm tương đối 50-60% dưới ánh sáng đèn huỳnh 
quang (36 W, chiều dài 1,2 m) với cường độ ánh sáng 45 
μmol m-2s-1 và quang chu kỳ là 8 giờ sáng và 16 giờ chiều.

In vitro morphogenesis, antioxidant enzyme activity and 
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Abstract:

In this study, 4-week-old internodes of in vitro 
Phyllanthus amarus with 1 cm in length were cut in a half 
longitudinal section and cultured under 2D clinostat and 
control conditions to evaluate in vitro morphogenesis, 
antioxidant enzyme activity and secondary compound 
accumulation. The results showed that 34.33% of 
explants induced callus and 65.67% of explants formed 
adventitious root under 2D clinostat compared with 
100% explants induced callus under control after 4 weeks 
of culture. In addition, the fresh and dry weights of callus 
clusters (792.00 and 79.17 mg, respectively) under 2D 
clinostat were higher than those under control (313.33 
and 30.07 mg, respectively). Superoxide dismutase 
(SOD), catalase (CAT), and phenolic under 2D clinostat 
were higher than those of control. For hypophyllanthin 
and phyllanthin, the concentrations in the callus under 
2D clinostat condition were higher than the control. 
The hypophyllanthin content in the callus (29.06 μg/g 
fresh weight) was higher than in the adventitious root 
(9.03 μg/g fresh weight) under 2D clinostat, while the 
phyllanthin only obtained in the callus that was absent 
in the adventitious root.

Keywords: adventitious root, antioxidant activity, callus, 
Phyllanthus amarus, secondary compounds, 2D clinostat.
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2.3. Phát sinh hình thái cây Diệp hạ châu đắng dưới 
điều kiện Clinostat 2D

Mẫu lóng thân (chiều dài 10 mm, đường kính 1 mm) 
được cắt đôi theo chiều dọc và đặt trên đĩa petri chứa 5 ml 
môi trường MS bổ sung 0,5 mg/l BA, 30 g/l sucrose và 8 g/l 
agar [17] được dán kín bởi màng parafilm M (Bemis, Mỹ) 
nhằm nghiên cứu quá trình phát sinh hình thái in vitro dưới 
điều kiện Clinostat 2D. Đối chứng là mẫu cấy được nuôi cấy 
in vitro trong điều kiện tĩnh. Tỷ lệ cảm ứng mô sẹo (%), tỷ 
lệ hình thành rễ bất định (%), khối lượng tươi và khối lượng 
khô của mẫu cấy được ghi nhận sau 2, 3 và 4 tuần nuôi cấy.

2.4. Hoạt tính enzyme kháng ôxy hóa

Các mẫu tươi (300 mg) có nguồn gốc nuôi cấy ở điều 
kiện Clinostat 2D và đối chứng được thu nhận và đặt trong 
cối sứ; sau đó, được nghiền trong nitơ lỏng thành bột mịn 
và đồng nhất mẫu trong 2 ml dung dịch đệm phosphate 0,1 
M (pH 7,4) chứa 0,1 mM ethylene diamine-tetracetic acid. 
Hỗn hợp chứa mẫu được ly tâm ở tốc độ 15.000 vòng/phút 
khoảng 20 phút ở 4°C. Phần nổi phía trên sau đó được thu 
nhận và bảo quản ở 4°C trong khoảng 24 giờ để xác định 
hoạt tính của các enzyme kháng ôxy hóa, bao gồm SOD, 
CAT, APX và Phenolic. 

Hoạt độ SOD được xác định thông qua phản ứng 
pyrogallol với quá trình ôxy hóa với sự hiện diện của ôxy 
trong không khí, tạo ra sản phẩm và hấp thu bước sóng 320 
nm. SOD trong mẫu xúc tác phản ứng phân hủy các gốc 
peroxide, ngăn chặn quá trình tự ôxy hóa của pyrogallol. 
Tỷ lệ ức chế phản ánh hoạt động của superoxide effutase 
trong mẫu. Một đơn vị hoạt độ của enzyme (U/g) là sự ức 
chế 50% quá trình tự ôxy hóa pyrogallol, được xác định 
bởi sự thay đổi độ hấp thụ ở 320 nm theo công thức: Đơn 
vị enzyme (U/g) = (% bị ức chế/50) × tỷ lệ pha loãng [18].

 Hoạt độ CAT trong mẫu thử được xác định bằng cách cho 
mẫu phản ứng với 100 μl 65 mM H2O2 trong 2 phút, H2O2 còn 
lại sau khi phản ứng sẽ được kết hợp với 100 μl ammonium 
molybdate (NH4Mo7O24) tạo phức hợp màu vàng và hấp thu 
ở bước sóng 405 nm. Đơn vị hoạt độ CAT (U/g) tương đương 
với 1 μmol H2O2 thủy phân trong 1 phút [19].

Hoạt độ APX được kiểm tra theo phương pháp của Y. 
Nakano và cs (1981) [20]. Enzyme APX trong mẫu sẽ ôxy 
hóa và làm giảm sự hấp thu tối đa của ascorbate ở bước sóng 
290 nm. Trong đó, đơn vị hoạt độ APX (U/g) được tính bằng 
cách ghi lại độ hấp thu tối đa của ascorbate (290 nm) với sự 
hiện diện của 0,5 mM H2O2 trong 3 phút. Lượng ascorbate 
ôxy hóa được tính trực tiếp với hệ số hấp thu là 2,8 mM/
cm. Một đơn vị hoạt độ enzyme (U/g) là lượng APX cần 
thiết để ôxy hóa 1 μmol ascorbate trong 1 phút ở điều kiện 
thí nghiệm.

Hàm lượng Phenolic tổng được xác định theo phương 
pháp của V.L. Singleton và cs (1999) [21]. Dịch chiết (0,2 
ml) đã pha loãng ở nồng độ thích hợp trộn với 0,8 ml nước 
cất trong ống nghiệm, sau đó thêm 1 ml thuốc thử Folin-
ciocalteu 10%. Hỗn hợp được trộn đều, sau 3-8 phút, thêm 
2,5 ml Na2CO3 7,5%. Lắc đều, hỗn hợp phản ứng được giữ 
ở nhiệt độ phòng trong 30 phút trước khi đi đo ở bước sóng 
760 nm sử dụng máy quang phổ kế (UV-VIS Shimazdu 
V630, Nhật Bản). Kết quả được thể hiện bởi miligam acid 
Gallic tương đương (mg GAE)/g nguyên liệu khô. Cách tiến 
hành mẫu chuẩn và các mẫu thử là tương tự nhau, mỗi thí 
nghiệm lặp lại 3 lần để tính giá trị trung bình. Sử dụng acid 
Gallic làm chất chuẩn để xây dựng đường tuyến tính.

2.5. Hàm lượng hợp chất thứ cấp

Quá trình phân tách các hợp chất thứ cấp dựa vào phương 
pháp của V. Murugaiyah và cs (2007) [22] với một số điều 
chỉnh cho phù hợp. Cụ thể, cân chính xác 10 mg khối lượng 
tươi mỗi mẫu phân tích và nghiền nhỏ. Tiếp theo, sử dụng 
dung môi chiết MeOH (tỷ lệ 1/10), chiết trong thời gian 10 
phút bằng hệ thống chiết siêu âm đầu dò, lọc dung dịch thu 
được. Sau đó, cặn chiết tiếp tục chiết lặp lại 2 lần với dung 
môi chiết MeOH. Hỗn hợp dung dịch thu được cô loại dung 
môi bằng hệ thống cô quay chân không. Cao thu được hòa 
tan bằng MeOH và định mức trong bình 10 ml. Dung dịch 
mẫu được lọc qua màng lọc 0,45 μm, sau đó tiêm vào hệ 
thống sắc ký lỏng siêu hiệu năng ghép đầu dò UV (UHPLC-
UV Ultimate 3000 của Hãng Thermo, Mỹ), qua cột BDS 
Hypersil C-18 (250 mm × 4,6 mm, 5 μm) để phân tách các 
hợp chất. Dung môi pha động gồm MeOH (A) và H2O chứa 
0,1% H3PO4 (B). Quá trình phân tách theo chế độ gradient 
như sau: từ 0 đến 0,5 phút 97% B, từ 0,5 đến 8,0 phút 97-
83% B, từ 8,0 đến 10,0 phút 83-70% B, từ 10,0 đến 15,0 phút 
70-55% B, từ 15,0 đến 20,0 phút 55-5% B, từ 20,0 đến 22,0 
phút 5-97% B, từ 22,0 đến 23,0 phút 97% B. Tốc độ dòng 
1,0 ml/phút với thời gian chạy mẫu 23 phút. Sử dụng đầu dò 
UV với bước sóng 265 nm, nhiệt độ cột 30ºC, quá trình tiêm 
mẫu bằng thệ thống tự động với thể tích mẫu tiêm là 5 µl. 
Tính toán kết quả dựa vào phương trình đường chuẩn của 
các chất chuẩn ở cùng điều kiện. Trong đó, các chất chuẩn 
(Rutin, quercetin, hypophyllanthin và phyllanthin) mua từ 
Hãng Sigma-Aldrich® (Mỹ).

2.6. Xử lý số liệu

Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần với 50 đĩa petri/nghiệm 
thức (mỗi mẫu cấy trên một đĩa petri). Số liệu được phân 
tích thống kê bằng phần mềm SPSS phiên bản 20.0 để so 
sánh sự khác biệt đáng kể giữa các giá trị trung bình bằng 
phép thử Tukey với mức ý nghĩa p≤0,05. Các bảng số liệu 
được tạo bởi phần mềm MicroSoft Excel 2016.
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3. Kết quả và bàn luận

3.1.	 Phát sinh hình thái của mẫu lóng thân cây Diệp 
hạ châu đắng dưới điều kiện Clinostat 2D

Kết quả ghi nhận được cho thấy, thời gian cảm ứng mô 
sẹo của mẫu lóng thân cây Diệp hạ châu đắng dưới điều 
kiện Clinostat 2D và đối chứng không có sự khác biệt. Tuy 
nhiên, tỷ lệ cảm ứng mô sẹo và hình thành rễ bất định cho 
thấy sự khác biệt giữa 2 điều kiện nuôi cấy (bảng 1). Sau 
2 tuần nuôi cấy, mẫu lóng thân nuôi cấy dưới điều kiện 
Clinostat 2D ghi nhận 93,33% cảm ứng mô sẹo và 6,67% 
hình thành rễ bất định, trong khi đó, tất cả mẫu lóng thân 
đều cảm ứng mô sẹo dưới điều kiện đối chứng. Tỷ lệ cảm 
ứng mô sẹo giảm và tỷ lệ hình thành rễ bất định gia tăng 
ở điều kiện Clinostat 2D sau 3 và 4 tuần nuôi cấy (bảng 
1). Sau 4 tuần nuôi cấy, tỷ lệ cảm ứng mô sẹo dưới điều 
kiện Clinostat 2D chỉ còn 34,33% và tỷ lệ hình thành rễ bất 
định tăng lên 65,67%. Dưới điều kiện đối chứng, không ghi 
nhận hình thành rễ bất định sau 4 tuần nuôi cấy (hình 1 và 
bảng 1). 

Sự thay đổi trọng lực ảnh hưởng đến sự tăng trưởng và 
tăng sinh không chỉ ở cấp độ tế bào mà còn ở cấp độ toàn 
bộ cơ thể sinh vật [23]. Kết quả nghiên cứu này cho thấy, 
khối lượng tươi của mẫu cấy cũng có sự khác biệt giữa 2 
điều kiện nuôi cấy sau 2, 3 và 4 tuần nuôi cấy (bảng 1). 
Khối lượng tươi của cụm mô sẹo (792,00 mg) tăng 1,46 lần 
dưới điều kiện Clinostat 2D cao hơn khối lượng tươi cụm 
mô sẹo (313,33 mg) nuôi cấy dưới điều kiện đối chứng chỉ 
tăng 1,19 lần. Sự thay đổi về khối lượng khô của cụm mô 
sẹo cũng tương tự như khối lượng tươi (hình 1).

Dưới điều kiện Clinostat 2D, khối lượng khô cụm mô 
sẹo (79,17 mg) cao hơn so với khối lượng khô mẫu cấy 
dưới điều kiện đối chứng (30,07 mg). Kết quả gia tăng khối 
lượng tươi và khô của cụm mô sẹo dưới điều kiện Clinostat 
2D tương tự kết quả thu được trên cây Thuốc lá [2, 3] và 
Lúa [4]. Những kết quả về sự tăng sinh của tế bào thực vật 
này có thể được giải thích bởi điều kiện không trọng lực 
duy trì nới lỏng thành tế bào thực vật [2, 23] hoặc tiết kiệm 
năng lượng dành cho các quá trình khác như sinh tổng hợp 

các chất chuyển hóa có lợi cho sự tăng trưởng của thực vật 
[3]. Ngoài ra, hình thái bên ngoài cụm mô sẹo nuôi cấy dưới 
Clinostat 2D và đối chứng sau 4 tuần khi quan sát dưới kính 
hiển vi soi nổi không có sự khác biệt. Trong nghiên cứu này, 
mẫu cấy lóng thân nuôi cấy dưới điều kiện Clinostat 2D ghi 
nhận hình thành rễ bất định sau 2, 3 và 4 tuần nuôi cấy. Tỷ lệ 
hình thành rễ bất định tăng từ 6,67% sau 2 tuần nuôi cấy lên 
65,67% sau 4 tuần nuôi cấy (bảng 1). Trong hầu hết các loài 
thực vật, sự hình thành rễ bất định đều được khởi phát bởi 
auxin. Auxin cần thiết cho sự phân chia và tăng trưởng của 
tế bào nên có vai trò quan trọng trong sự phát sinh hình thái 
thực vật. Auxin kích thích sự tạo rễ và hoạt hoá cơ quan, có 
vai trò chủ yếu trong sự cảm ứng tạo rễ [24]. Trong nghiên 
cứu này, sự hình thành rễ bất định ở cây Diệp hạ châu đắng 
đã được thúc đẩy có thể do điều kiện Clinostat 2D đã ảnh 
hưởng sớm lên sự thay đổi hàm lượng auxin [11].

Bảng 1. Sự phát sinh hình thái của mẫu lóng thân cây Diệp hạ châu đắng dưới điều kiện Clinostat 2D và đối chứng sau 2, 3 và 4 tuần nuôi cấy.

Thời gian 
nuôi cấy (tuần)

Tỷ lệ cảm ứng mô sẹo (%) Tỷ lệ hình thành rễ bất định (%) Khối lượng tươi cụm mô sẹo (mg) Khối lượng khô cụm mô sẹo (mg)

Clinostat 2D Đối chứng Clinostat 2D Đối chứng Clinostat 2D Đối chứng Clinostat 2D Đối chứng

2 93,33a

100,00a

6,67c

0,00a

541,00c 263,00c 53,83c 24,67c

3 62,67b 37,33b 598,67b 291,00b 59,89b 29,00b

4 34,33c 65,67a 792,00a 313,33a 79,17a 30,07a

Các chữ cái khác nhau (a, b, c) trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Tukey’s test).

Hình 1. Phát sinh hình thái mẫu lóng thân cây Diệp hạ châu 
đắng nuôi cấy dưới điều kiện Clinostat 2D và đối chứng. (A) 
Mô sẹo ở điều kiện đối chứng sau 4 tuần nuôi cấy; (B) Mẫu mô sẹo 
ở điều kiện Clinostat 2D sau 4 tuần nuôi cấy; (C-E) Rễ bất định ở 
điều kiện Clinostat 2D sau 2, 3 và 4 tuần nuôi cấy. Thước đo A, B: 
0,5 cm; C-E: 1 cm.

(A) (B)

(C) (D) (E)
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3.2.	 Hàm lượng emzyme kháng ôxy hóa của mô sẹo và rễ 
bất định cây Diệp hạ châu đắng dưới điều kiện Clinostat 2D

Hàm lượng hoạt tính của các enzyme kháng ôxy hóa 
như SOD, APX, CAT và Phenolic ghi nhận có sự khác biệt 
ở điều kiện Clinostat 2D và đối chứng sau 2, 3 và 4 tuần 
nuôi cấy (bảng 2). Các hoạt tính enzyme kháng ôxy hóa này 
đều tăng theo tỷ lệ từ 2 đến 4 tuần ở cả hai điều kiện nuôi 
cấy. Các hoạt tính SOD, CAT, APX và phenolic ở điều kiện 
Clinostat 2D cao hơn đối chứng. Tuy nhiên, hoạt tính APX 
của mẫu mô sẹo ở điều kiện đối chứng và Clinostat 2D sau 
2, 3 và 4 tuần nuôi cấy là tương đương (bảng 1). Trong cùng 
điều kiện Clinostat 2D, các hoạt tính kháng ôxy hóa này ở rễ 
luôn cao hơn ở mô sẹo tại tất cả thời gian ghi nhận.

Để khắc phục tổn thương do stress ôxy hóa, thực vật có 
cơ chế kiểm soát và điều chỉnh mức ROS (Reactive oxygen 
species) một cách thích hợp, bao gồm tăng hoạt độ enzyme 
chống ôxy hóa như APX, CAT và SOD [25]. M. Soleimani 
và cs (2019b) [3] cho thấy mối quan hệ tích cực giữa chất 
kháng ôxy hóa và các thông số tăng trưởng trong tế bào 
cây Thuốc lá trong điều kiện Clinostat 2D. Trong nghiên 
cứu này, mẫu lóng thân cảm ứng mô sẹo dưới điều kiện 
Clinostat 2D có khối lượng tươi và khô cao hơn đối chứng 
(bảng 1). Điều kiện nuôi cấy Clinostat 2D làm gia tăng hoạt 
tính của SOD, CAT và hàm lượng phenolic đã làm gia tăng 
tỷ lệ cảm ứng mô sẹo, khối lượng tươi và khô của mẫu cấy 
[2]. Một nghiên cứu gần đây của H. Halimeh (2022) [13] 
trên cây Cúc La Mã cho thấy, hoạt tính của enzyme kháng 
ôxy hóa tăng tỷ lệ thuận với thời gian nuôi cấy dưới điều 
kiện không trọng lực so với điều kiện đối chứng. Sự thay đổi 
này giúp tế bào có cơ chế thích nghi và tăng trưởng tốt hơn, 
cũng như tăng sản xuất các hợp chất có hoạt tính sinh học.

3.3. Tích lũy hợp chất thứ cấp của mô sẹo và rễ cây 
Diệp hạ châu đắng dưới điều kiện Clinostat 2D

Kết quả phân tích HPLC cho thấy, hàm lượng flanovoid 
(rutin và quercetin), lignan (hypophyllanthin và phyllanthin) 
có sự khác biệt ở điều kiện Clinostat 2D và đối chứng (bảng 
3). Hợp chất rutin xuất hiện trong cả mô sẹo và rễ ở điều 
kiện Clinostat 2D với hàm lượng ở mô sẹo cao hơn ở rễ; 
trong khi đó, hợp chất này không xuất hiện trong mô sẹo ở 
điều kiện đối chứng. Với hợp chất quercetin được phát hiện 
ở cả hai điều kiện nuôi cấy, hàm lượng hợp chất này cao 
nhất trong mô sẹo ở điều kiện đối chứng (9,61 μg/1 g chất 
tươi) và thấp nhất trong mô sẹo (3,25 μg/1 g chất tươi ) ở 
điều kiện Clinostat 2D (bảng 3).

Đối với hoạt chất hypophyllanthin và phyllanthin, hàm 
lượng của chúng trong mô sẹo ở điều kiện Clinostat 2D đều 
cao hơn đối chứng. Ở điều kiện Clinostat 2D, hàm lượng 
hypophyllanthin trong mô sẹo (29,06 μg/1 g chất tươi) cao 
hơn trong rễ (9,03 μg/1 g chất tươi), trong khi hoạt chất 
phyllanthin chỉ xuất hiện ở mô sẹo mà không có ở rễ (bảng 
3). Các hợp chất thứ cấp quyết định dược tính của cây Diệp 
hạ châu đắng là rutin, quercetin, đây là các flavonoid với vai 
trò ngăn ngừa tế bào ung thư và hypophyllanthin, phyllanthin 
là các lignan có chức năng bảo vệ gan. Kết quả nghiên cứu 
này cho thấy, hàm lượng hypophyllanthin, phyllanthin ở 
điều kiện Clinostat 2D đều cao hơn đối chứng. Điều này 
tương tự với nghiên cứu của D.T. Nhut và cs (2022) [10] 
khi đã chứng minh ở điều kiện Clinostat 2D, sự tích lũy hàm 
lượng coumarin, saponin ở cây Sâm bố chính và phyllanthin 
ở cây Diệp hạ châu đắng được tăng cường. Ngoài ra, nghiên 
cứu của H. Halimeh (2022) [13] trên cây Cúc La Mã cho 
thấy điều kiện mô phỏng không trọng lực đã làm tăng sản 
xuất các hợp chất có hoạt tính sinh học.

Bảng 2. Hoạt tính emzyme kháng ôxy hóa của mô sẹo và rễ cây Diệp hạ châu đắng dưới điều kiện Clinostat 2D và đối chứng sau 2, 3 và 4 tuần 
nuôi cấy.

Thời 
gian 
nuôi cấy 
(tuần)

SOD (U/g) CAT (U/g) APX (U/g) Phenolic (mg/100 g chất khô)

Clinostat 2D Đối chứng Clinostat 2D Đối chứng Clinostat 2D Đối chứng Clinostat 2D Đối chứng

Mô sẹo Rễ Mô sẹo Mô sẹo Rễ Mô sẹo Mô sẹo Rễ Mô sẹo Mô sẹo Rễ Mô sẹo

2 51,23c 75,79c 23,28c 181,05c 227,70c 174,95c 0,24c 0,63b 0,28b 56,47c 81,4c 50,91c

3 60,90b 90,42b 31,18b 222,80b 303,70b 215,81b 0,32b 0,67b 0,35b 77,19b 97,3b 71,56b

4 71,37a 121,29a 44,72a 243,29a 334,79a 236,46a 0,44a 0,95a 0,43a 99,24a 126,24a 92,31a

Các chữ cái khác nhau (a, b, c) trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Tukey’s test).

Bảng 3. Hợp chất thứ cấp của mô sẹo và rễ cây Diệp hạ châu đắng dưới điều kiện Clinostat 2D và đối chứng sau 4 tuần nuôi cấy.

Điều kiện nuôi cấy Mẫu cấy
Flavonoid (μg/g chất tươi) Lignan (μg/g chất tươi)

Rutin Quercetin Hypophyllanthin Phyllanthin

Clinostat 2D
Mô sẹo 1,79a 3,25b 29,06a 16,01a

Rễ 1,19b 9,54a 9,03c -**

Đối chứng Mô sẹo -** 9,61a 17,29b 11,53b

Các chữ cái khác nhau (a, b, c) trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Tukey’s test); **: không ghi nhận số liệu.
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4. Kết luận

Mẫu cấy lóng thân đã cảm ứng mô sẹo (34,33%) và rễ 
bất định (65,67%) dưới điều kiện Clinostat 2D và mô sẹo 
(100%) dưới điều kiện đối chứng. Sinh khối của cụm mô 
sẹo (khối lượng tươi và khối lượng khô lần lượt là 792,00 và 
79,17 mg) dưới điều kiện Clinostat 2D cao hơn so với kiện 
đối chứng (tương ứng là 313,33 và 30,07 mg). Ngoài ra, hoạt 
tính SOD, CAT và Phenolic ở mô sẹo và rễ bất định dưới 
điều kiện Clinostat 2D cao hơn so với điều kiện đối chứng, 
trong khi đó, hoạt tính APX không có sự khác biệt về thống 
kê ở mô sẹo dưới cả 2 điều kiện sau 2, 3 và 4 tuần nuôi cấy. 
Bên cạnh đó, hàm lượng các hợp chất thứ cấp như rutin, 
quercetin, hypophyllanthin và phyllanthin trong mô sẹo và 
rễ bất định cũng có sự biến động ở cả 2 điều kiện nuôi cấy.
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