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XU HUONG UNG DUNG CONG NGHE SINH HQC TRONG
SAN XUAT HQP CHAT THU CAP-SAPONIN TU NHAN SAM

*hkkkkkkkhhkhkhkhhhkhkhhiihiiiik

I.  TONG QUAN TINH HINH UNG DUNG CONG NGHE SINH HQC
TRONG SAN XUAT CAC HQP CHAT THU CAP

1.1. Tinh hinh sir dung cac hop chit thi cip

Cay trong 1a ngudn quan trong dé san xuat thudc hang ngan nim qua. Theo
théng ké cua t6 chuc y té thé gioi 80% dan sb thé gisi dua vao y hoc c6 truyén dé
cham soc suc khoe trong d6 cha yéu thudc tir cdy co. Ngoai ra, cay trong 1a ngudn
nguyén liéu dé san xuét nhiéu loai thuc hién dai nhu san xuét analgesic, aspirin, ¢
ngudn goc tir lodi Salix va Spiraea; thuéc chéng ung thu nhu paclitaxel va
vinblastine.

Trong 30 nim qua c6 hon 25% cac loai thuéc dugc dang ky moi dya trén phan
tr ¢6 nguon goc thuc vat (hop chat thir cap) va khoang 50% thuéc ban chay hang dau
c6 ngudn goc tir cac hop chat tha cap da duoc biét truée (Gémez-Galera va cong su,
2007).

Cay trong sé tiép tuc cung cap cac san pham mdi cling nhu cac hop chat dé san
Xuat cac loai thuéc mai trong nhirng thé ky tiép theo, bai vi cac hop chat hda hoc cua
da s céc lodi thuc vat van chua duge xac dinh. Cong nghé hda hoc téng hop ngay
mot phat trién van phu thudc vao ngudn sinh hoc ddi vai mot sé chat chuyén héa thir
cap bao gom duoc pham do cac dic tinh cau tric phic tap cia ching rat khé tong
hop (Rao and Ravishankar, 2002).

O nudc ta, ngudi dan co truyén thdng st dung duoc liéu, c6 mot nén y hoc dan
toc, dan gian phong pha, déng thoi chiu anh huong cua nén y hoc ¢o truyén Trung
Quéc nén str dung duoc liéu thién nhién rat I6n. Hing nim can khoang 60.000 tan
dugc liéu cho nganh dugc, nhung trong nudc c6 kha dap ing 20-25%.Trong nhiing
nam qua thi truong thao dugc ting manh. Nan khai thac qua muc 1am nguon duoc
liu ngoai tu nhién ngay cang can kiét. Thu tudng chinh pha da ky quyét dinh 1976,
quy hoach tong thé phat trién duoc liéu dén nim 2020 va dinh huéng dén 2030, Viét



nam c6 8 ving trong nguyén liéu trén ca nudc. Dy kién dén nam 2020 kha niang dap

tng nhu cau duoc liéu trong nudc 60% va nam 2030 dap tng 80%

1.2. Phwong phap sin xuat cic hop chat thir cap
a. Chiét xuit tir ciy trong

Cac hop chat thtr cdp quan trong trong nganh duoc hién nay thu dugc bang
cach chiét xuat tir cdy ngoai tu nhién. Tuy nhién, phuong phap niy né c6 thé dan dén
su tuyét chung cia mot sé lodi thuc vat nguy cdp nhu Taxus brevifolia hoic
Podophyllum hexandrum, va gay anh huaéng sinh thai nghiém trong. Trong canh dong
mau lén dé cung cap nguon vat liéu co gia tri gap nhiéu khé khan 1a loi nhuan thap do
cay ting truong cham, yéu té khi hau khong thich hop canh tdc & nhiéu noi khac
nhau, sau hai, dich bénh cay trong, tinh trang thiéu lao dong trong canh tac va thu
hai...Trong nhitng nim gan day xu hudng nhan sinh khéi trong phong thi nghiém véi
quy mo 16n 1a mot giai phap thay thé dan cac phuong phap truyén théng.

Bdng 1: C4c hep chdt quan trong trong nganh dwetc c6 nguén goc tir cay trong

San phim Cong dung Loai cay trong
Ajmalicine Antihypertensive | Catharentus roseus
Artemisinin Antimalarial Artemisia annua
Berberine Intestinal Coptis japonica
Camptothecin Antitumour Camptotheca
Capsaicin Counterirritant | Capsicum frutescens
Castanospermine Glycoside Catanospermum
Codeine Sedative Papaver
Colchicine Antitumour Colchium autumnale
Digoxin Heart stimulant Digitalis lanata
Diosgenin Steroidal Dioscorea deltoidea
Ellipticine Antitumour Orchrosia elliptica
Forskolin Bronchial Coleus forskolii
Ginsenosides Health tonic Panax ginseng
Morphine Sedative Papaver somniferum
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Podophyllotoxin Antitumour Podophyllum
Quinine Antimalarial | Cinchona ledgeriana
Sanguinarine Antiplaque Sanguinaria
Shikonon Antibacterial Lithospermum
Taxol Anticancer Taxus brevifolia
Vincristine Antileukemic | Catharenthus roseus
Vinblastine Antileukemic Catharentus roseus

b. Nudi cly té bao
San xuat cac hoat chat thir cap tir nudi cap té bao da duoc thuc hién trén nhiéu
loai cdy duoc lieu khac nhau: san xudt solasodine tir callus cua Solanum
eleagnifolium; cephaelin va emetine tir callus Cephaelis ipecacua; quinoline
alkaloids tir nudi cdy dich treo té bao Cinchona ledgeriana...0 nhat da san xuat va

thwong mai hoa shikonin, berberine va saponins tir nui cay té bao.

Ginseng cell in bioreactor (1000L)

Nubi cay mé té bao sim Han Quoc Nudi cdy md té bao ca rét trong
Ngoc Linh bioreactor bang nhua

Hinh 1: Ung dung cdng nghé nudi cdy té bao
Tuy nhién, phuong phap nudi ciy té bao con tdn tai 1 cac dong té bao khdng on
dinh, tich lily hoat chat thap, ting truang cham va gap kho khan khi san xuat quy mo
I6n. Do vay huéng nudi cdy ré toc dé san xuat cac hoat chat thir cap cho hé sé nhan
sinh khéi 16n, 6n dinh va chira ham luong hoat chat cao, mét sé truong hop cao hon

cay ngoai tu nhién.



c. Nudi cly ré téc

Vi khuan A. rhizogenes (chta plasmide pRi — root inducing) 1a téc nhan gay
bénh tao ré toc (hairy root) cho thuc vat. N6 cam ang kich thich tao ré khi xam nhiém
vao té bao thuc vat tai diém bj thuong. Nhitng ré toc cd thé sinh truong tdt trong diéu
kién nudi cdy in—vitro ma khdng can bo sung chat diéu hoa sinh truong. RE san xuat
hoat chét thir cap & muac do tuwong ddng hoic vuot Xa so véi kha nang cua ré cay me
hay ré& nudi cdy ré bat dinh in—-vitro khong chuyén gen.

Theo Kuzovkina and Schneider (2006), d3 c6 185 loai cay trong thuoc 41 ho da

duoc nghién cau nudi cay ré toc.

Bdng 2: Nghién cieu nudi cdy ré toc ¢ mgt sé logi cay trong

Plant species

Product

References

Bidens spp.

Polyacetylenes

McKinely et al. (1993)

Cinchona ledgeriana

Quinolene alkaloids

Hamill et al. (1987)

Cichorium intybus Esculetin Bais et al. (1999)
Datura ssp. Tropane Rhodes (1989)
Cassia ssp. Anthroquinonnes Ko et al. (1988)

Duboisia leichhardtii

Tropane alkaloids

Mano et al.(1988)

Echinacea purpurea Alkaloids Trypsteen et al. (1991)
Glycyrrhiza uralensis Glycyrrhizin Ko et al. (1989)
Hyoscyamusalbus Alkaloids Shimomura et al. (1991)
Panax ginseng Saponin Yoshikawa and Furuya
Salvia miltorrhiza Diterpenes Hu and Alfermann (1993)
Artemisiaabsynthium Volatine Kennedy et al. (1993)
Lithospermum Shikonin Shimomura et al.(1986)

Rauvolfiaserpentina

Ajmaline, serpentine

Benjamin et al. (1994)

Rubia cordifolia

Anthroquinones

Shin and Kim (1996)

Glycyrrhizaglabra

Isoprnylated

Asada et al. (1998)

Panax ginseng

Ginsenoside

Kunshi et al. (1998)

Hyoscyamus muticus

Hyoscyamine

Sevon et al. (1998)




Hinh 2: Nudi cdy ré toc sam Ngec Linh tgi trung tam CNSH TP. HCM

1.3. Ung dung cong nghé sinh hoc trong sin xuat hop chat thir cap- hoat chat
Saponin tir nhan sim

Qua céc bai bao, cong trinh nghién cizu cho thay tinh hinh ang dung cong nghé
sinh hoc trong san xuat hop chat thir cip-hoat chat Saponin tir nhan sam nhu sau:

Theo Yoshikawa va Furuya (1987) da nudi cay ré toc sam Triéu Tién thi ré toc
tong hop saponin, ginsenoside tuong ty nhu ré ngoai ty nhién va cao gap 2,4 lan,
trong truong hop so véi ré binh thuong khong chuyén gen cao gap 2 lan dya trén khoi
lwong khd. Bén canh d6, Yu va cong su (2000) da nghién ctru tang kha ning san xuét
ginsenoside boi Jamonic acid va mot vai tién chat trong ré toc. Két qua Jasmonic acid
nong do 1.0 + 5.0 mg/ | cai thién manh ginsenoside tong s6. Theo nghién ctu caa
Mallol va cong su (2001) chi ra rang anh huéng cua gen rol gay ra cac kiéu hinh thai
cua ré toc nhan sim khac nhau va ham luong c4c hoat chat ginsenoside bién doi tiy
theo kiéu hinh. Két qua nghién ctu caa Sivakumar va cong su (2005) da nudi cay ré
toc sam Triéu tién trong hé thong bioreactor da bao cao thanh phan khoang chat dong
vai trd quan trong trong sy ting truong sinh khéi, trong khi d6 cac elicitor 1am giam
sinh khéi nhung 1am ting ham lwong ginsenoside. Jung va cong su (2006) di tao
duoc 193 dong ré sam P. gisneng. Cac dong ré nay duoc chia thanh 5 nhom tay thudc
vao kiéu hinh cua ching. Trong két qua nghién ctu, Zhou va cong su (2007) di bao
cdo ring oligosaccharides, a heptasaccharide (HS) va an octasaccharide (OS), tir Paris

polyphylla var. yunnanensis kich thich su sinh truong caa ré téc sam Triéu Tién va
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tich Iiiy saponin. Trong bao cdo cua Mathur va cong su (2010) da nghién cau ré toc
sam My P. Quinquefolium: ré toc cd tbc do sinh truéng manh ting 4-10 lan trong
khoang thoi gian nubi cdy tir 3-8 tuan va di cai thién duoc kha niang tong hop
ginsenoside (saponin). Ré toc cd thé san xuat hoat chét saponin tét nhat tir tuan thir 6

dén tuan tha 8 sau khi nudi cay.

II. PHAN TICH XU HUONG NGHIEN CUU VA UNG DUNG NHAN SAM
TREN CO SO SO LIEU SANG CHE QUOC TE

Lich st sir dung nhan sam bat dau tir 4500 nam trudce tai Trung Quéc, sau dé
sam duoc biét dén boi cac nudc phuong Tay cho dén khi phét hién ra nhan sam My
vao nam 1716 tai Ottawa, Canada. Nam 1843, nha thuc vat hoc nguoi Nga Carl
A.Meyer dit tén cho nhan sam Chau A tén thuc vat “Panax” c6 nghia trong tiéng Hy
Lap la chita bénh toan dién va dugc phan loai theo gia dinh Panax gom Panax
quinquefolius (nhan sam MY), Panax notoginseng (nhan sam Trung Quédc), Panax
japonicus (nhan sam Nhat Ban), Panax vietnamensis (nhan sém Viét Nam), san Han
Quéc, Siberian ginseng (nhan sam Siberi). Nham sam dugc xem I3 thao dugc cham
soc strc khoe va diéu tri bénh tai Chau A va ngay nay di lan rong dén nhiéu quéc gia
trén thé gigi.

Tai Viét Nam, nhiéu dé tai vé nhan sam ciing duoc nghién cau trong thoi gian
gan day nhu:

Nam 2012, Vién Sinh hoc Tay Nguyén c6 thuc hién dé tai vé “Nghién cau nhan
gidng vo tinh va san xuat sinh khdi ré cy sam Ngoc Linh (Panax vietnamensis et
Grushvo)” va dé tai “Nghién ctu chuyén gen tao ré toc sm Ngoc Linh (Panax
vietnamensis Ha et Grushv.) 1am vat liéu cho nudi ciy bioreactor”

Nam 2002, Vién Khoa hoc LAm nghiép Viét Nam thuc hién dé tai “Nghién ctu
trong thar nghiém nhan sam Han Quéc theo cdng nghé Han Quéc tai Son La”.

2.1. Tinh hinh ndp don ding ky bao hd sang ché vé nghién ciru va ing dung
nhan sam theo thoi gian
Trén co so so lidu sang ché tiép can duoc, trung tim da tién hanh phan tich va tra

ctru dugc khoang 6326 sang ché dang ki bao ho vé nghién ciru va tng dung nhan sam



cho dén nay. Vao thé ky 19 thi da c6 sang ché nop don ding ki bao ho vé van dé nay,

sb sang ché tang dan tir ndm 2000 va dat s6 luong ndp don nhiéu nhat 1a 653 sang ché

vao nam 2014.

S6 sang ché
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Biéu dé 1: Tinh hinh ndp don bdo hg sang ché vé nghién cizu va ieng dung nhan sam

theo theai gian

Trong tong sé 6326 sang ché dang ki bao ho vé nghién cau va tng dung nhan

sam thi c6 103 sang ché dang ki bao ho vé tong hop cac hop chat thir cap tir nhan

sam, sb sang ché co6 xu hudng ting trong giai doan 2005 cho dén nay.
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Biéu dé 2: Tinh hinh ngp don bdo hg sang ché vé nghién cizu va téng hep cac hep chat

ther cdp tir nhan sam.

Phan tich theo timg giai doan thi c6 thé thay rd duogc su gia ting lwong sang nop

don dang ky bao ho vé vé nghién ctiu va tng dung nhan sam nhu sau:



- Thap nién 60: 3 sang ché

- Thap nién 70: 47 sang ché

- Thap nién 80: 187 sang ché
- Thap nién 90: 384 sang ché
- Giai doan 2000-2009: 2138 sang ché
- Giai doan 2010-2016: 3544 sang ché
S6 lwong sang ché dang ki bao ho ting nhanh chéng trong giai doan 2000-2009
va nira dau thap nién 2010-2016.
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Biéu db 3: Tinh hinh ngp don bdo hj sang ché vé nghién cizu va ieng dung nhan sam

theo tirng giai doan.

Bén canh sb luong sang ché dang ki, xu huéng nghién ctu va ang dung nhan

sam con thé hién rd qua sé luong bai bao khoa hoc duoc cdng bé.

Sé bai bao
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Biéu do 4: Sé Iweng bai bao khoa hec cong bé vé nghién cizu va #ng dung nhan sam

theo tirng giai doan
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Dua trén ngudn dit liéu Google Scholar, ching ti tra ciru duoc khoang 241 bai
bao khoa hoc cdng bé vé chu dé nay trong thap nién 60, s6 luong bai bao ting theo
thoi gian. Dén giai doan 2000-2009 sé luong bai bao cong bd vé chu dé nay dat nhiéu
nhat 6110 bai béo.

Qua sb liéu vé sé luong sang ché va bai bao khoa hoc, ta nhan thiy xu huéng
nghién ctu va tng dung nhan sdm van la chi dé dugc quan tdm nghién ciu trén thé

gidi cho dén hién nay.

2.2. Tinh hinh ndp don ding ky bao hd sang ché vé nghién ciru va ing dung
nhan sam tai cac quoc gia

Sang ché dang ki bao ho vé nghién ciu va ung dung nhan sam dugc nop don
bao ho tai 41 quéc gia va 2 t6 chuc tir ca 5 chau luc: Chau A, Chau Au, Chau My,
Chéu Uc va Chau Phi. Trong d6 da s6 sang ché tap trung nop don bao ho tai Chau A.

-

Hinh 3: Sw phan bé khu vaerc c6 sang ché ngp don bdo hé vé nghién ciru va #ng dung
nhan sam trén thé gidi
Chau A: c6 5576 sang ché dang ki bao ho tai 11 qudc gia 1a Trung Québc, Han
Quéc, Nhat Ban, Pai Loan, Hong Kong, An Do, Singapore, Viét Nam, Philippine,

Israel va Malaysia.

Chau Au: c6 485 sang ché dang ki bao ho tai 21 qudc gia 1a Nga, Puc, Phap,
Tay Ban Nha, Anh, Y, Ba Lan, Thuy Sy, Hungary, Ha Lan, Bi, Pan Mach, B6 Pao
Nha, Thuy Dién, Ao, Czech, Croatia, Moldova, Pan Mach,Hy Lap, Uraina va 2 t6
chuc: EP va WO.



Chau My: c6 211 sang ché dang ki bao ho tai 6 qudc gia 1a My, Canada,

Mexico Braxin, Ecuador va Chile.
Chau Uc: ¢6 50 sang ché dang ki bao ho tai 2 quéc gia 1a Uc va Newzeland.
Chau Phi: c6 4 sang ché dang ki bao ho tai qudc gia duy nhét 1a Nam Phi.
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Biéu dé 5: Sé Iwong sang ché nép don bdo hg vé nghién cizu va iing dung nhan sam
theo chau luc

Trong d6, bon quéc gia dan dau vé nhan don ding ki bao ho sang ché vé
nghién ctru va @ng dung nhan sam 1a Trung Quédc (3111 SC), Han Quédc (1925 SC),
Nhat (437 SC) va My (159 SC).

2312

2500

2000

1500

1000

500 P
Trung Quoc

Han Quéc
Nhat

TRy nien 79, » nién 80 My
AP MIEN FEap nién 90 y
Giai doan 2000-2009

Giai doan 2010-2016

Biéu db 6: Tinh hinh ngp don bdo hj sang ché vé nghién cizu va ieng dung nhan sam

tai 4 quéc gia ddn dau theo tirng giai dogn
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Do dic diém sinh truéng cta nhan sam, cha yéu duoc tréng ¢ cac nudc nhu
Trung Quéc, Han Qubc, My, Canada... Pay 1a bén qudc gia ¢d san lugng nhan sam
chiém 99% san lwong nhan sam caa thé gidi, ngudn chu yéu san xuat nhan sam cho
ca thé gigi: dimg dau 1a Trung Qudc véi 44.749 tan, ké tiép 1a Han Qudc 27.480 tan,
Canada xép thar ba 6.486 tan va My 1.054 tan (J Ginseng Res Vol. 37). Bén canh do,
theo bao c4o tong quan vé xu huéng nghién ctru nhan sim duoc khao sat trong nim
2010, c6 tong cong 29 qudc gia nghién cau nhan sam thi Han Quéc dung dau vé sb
lwgng bai béo cong bd chiém 35,7%, Trung Québc xép thir hai véi 32,3%, ké tiép 1a
My chiém 11,3%, Nhat chiém 3,4%. Tur nhiing s liéu trén co thé Ii giai tai sao Trung
Quéc, Han Quédc, My , Nhat 1a cac quéc gia dan dau nhan don diang ki bao ho sang

ché vé nghién cau va ang dung nhan sam.

Trung Quéc la quoc gia nhan nhiéu don ding ki bao ho sang ché vé nghién cau
va ttng dung nhan sam nhat cho dén hién nay. Vao thap nién 80 c6 12 sang ché nop
don dang ki bao ho vé van dé nay, s6 sang ché ting manh trong cac giai doan sau nhu
giai doan 2000-2009 13 728 sang ché va giai doan 2010-2016 13 2312 sang ché.

Tai Han Quéc, thap nién 70 nhan don ding ki bao ho sang ché vé nghién cau
va tng dung nhan sam dau tién, sé luong sang ché nop don dang ki bao ho vé van dé
nay ting dan theo ting giai doan. Vao giai doan 2000-2009, Han Qudc vuot qua cac

nudc vé nhan nhiéu don dang ki bao ho sang ché vé nhan sam nhat véi 892 sang ché.

Nhat Ban nhan 2 don dang ki bao ho sang ché vé nghién ciru va tng dung nhan
sam tir rit sém-thap nién 60, so sang ché nop don dang ki bao ho vé van dé nay ting
theo timg giai doan. VAo thap nién 90, Nhat Ban vuot qua cac nudc la quéc gia nhan
dugc nhiéu don dang ki bao ho sang ché vé nghién ctu va tng dung nhan sam voi

109 séng ché.

M¥ vao thap nién 70 nhan duoc 2 don ding ki bao ho sang ché dau tién vé
nghién ciu va tng dung nhan sam, sé sang ché ndp don ding ki bao ho vé van dé nay

tang theo timg giai doan cho dén nay.
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2.3. Tinh hinh ndp don ding ky bao hd siang ché vé nghién ctru va tng dung
nhan sam theo cac hwong nghién ciru
Theo bang phan loai sang ché qudc té IPC, sd luong cac sang ché vé nghién ctru
va tmg dung nhan sam tap trung chu yéu vao cac hudéng nghién ctru sau:
- Huéng nghién ctru vé ché pham, thudc, cac chiét xuat tir nhan sam chiém 34% tong
luong sang ché
- Hudng nghién cuu vé hoat tinh tri liéu cua cac hop chit, chiét xuét tir nhan sim
chiém 22% tong lugng sang ché
- Huéng nghién ctru tmg dung nhan sam trong thyc pham, thuc pham chic ning,
thirc udng chiém 15% tong lugng sang ché
- Huéng nghién ctru img dung nhan sim trong san pham chim soc da chiém 8% tong
lugng sang ché.

va cac huong nghién ctru khac

® Hudng nghién ctru vé& ché pham,
thude, cac chiet xuat tr nhan
sam chiem 34% tong luong sang
che

® Hudéng nghién ciru vé hoat tinh
tri lidu cua cac hop chat, chiét
xuét tr nhan sam chiém 22%
tdng lwong sang ché

Hudng nghién ctu ung dung
nhan sam trong thuc pham, thuc
phim chirc ning, thic ubng
chiém 15% téng luong sdng ché

B Hudéng nghién ctu (ng dung
nhan sam trong sin phdm cham
s6c da chiém 8% tdng luong
séng ché

Biéu d 7: Tinh hinh ngp don ding ky bdo hg sang ché vé nghién ciru va ding deng nhan sam

theo chi sé phan logi sang ché quéc té IPC.

Cac sang ché dang ki bao ho vé nghién cau va ang dung nhan sam tai 4 qudc gia
phan bd vao ca 4 huéng nghién ctu va tap trung cha yéu vao hudng nghién cau vé
ché pham, thuéc, cac chiét xuat tir nhan sam.

Trén thuc té, nhan sam duogc thuong mai tai cac qudc gia dudi nhiéu san pham
khac nhau nhu: nhan sdm twoi, nhan sim khé, cac san pham lién quan nhu thyc pham
chtrc nang, thudc, san pham ché bién. Tai Trung Qudc, san pham tiéu thu cha yéu 1
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ré sam con tai My va Nhat Ban 12 san pham tir r& sim nhu vién nang, vién nén, thudc
b6 sung dinh dudng... Tai Han Quéc, nhan sim duoc tiéu thu rong rai nhu thuc pham
tuoi, thudc. Cac sang ché ding ki bao ho vé nghién ciru va tng dung nhan sam tai 4
qudc gia phan b vao ca 4 hudng nghién ctu va tap trung chu yéu vao huéng nghién

ctru vé ché pham, thudc, cac chiét xuat tir nhan sam.

1200 -
1000 -
800 -
600
400 -
200

. Trung Quf;c

-
-‘&
w‘.’-

Han Quf;c

67
ﬁ ‘-
,Q - NhitBin
Hucngnghién ctu i ﬁ /o
vé ché phim, thuée, Hudngnghién ctu o - My

cicchiétxudttit  véhoattinh milicu Hudngnghién ciu

nhin sim caa cic hop chat, ung dungnhin sim Hudng nghién ctu
chiétxudt tirnhin trong thire pham, tng dung nhin sim
sim thyc pham chic trong san phim cham

nang, thirc udng soc da

Biéu do 8: Tinh hinh ding ki sdng ché bdo hé & cdc hwong nghién cizu
vé nghién ciru va irng dung nhan sam tai 4 quéc gia ddn dau.

Két luan:

Nhan sam 1a duoc liéu da duoc nghién ciu va tng dung tir cach day khoang
4500 nam tai cac qudc gia Chau A, dién hinh tai Trung Qudc. Vao thé ky 19 thi di co
sang ché nop don diang ki bao ho, cho dén hién nay c6 khoang 6326 sang ché nop don
dang ki bao ho vé& nghién ctu va tng dung nhan sam tai ca 5 Chau Luc, dan dau nhan
don bao ho sang ché 1a cac qubc gia thudc Chau A nhu (3111 SC), Han Quédc (1925
SC), Nhat (437 SC).

Trong tong sé sang ché dang ki bao ho vé nghién ctu va tng dung nhan sam
thi c6 103 sang ché dang ki bao ho vé tong hop céac hop chét thir cap saponin tir nhan
sam, s sang ché bit dau ting trong giai doan 2005 cho dén nay. Dya vao bang phan
loai chi sé sang ché qudc té cho thiy riang cac sang ché vé nghién ctiu va ung dung
nhan sam tap trung vao dang ki bao ho hudng chiét xuat hop chét (chiém 34%) va cac
hoat tinh tri liéu caa cac hop chat chiét xuat tir nhan sam (chiém 22%).
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I11. NGHIEN CUU TAO RE TOC SAM NGOC LINH VA NHAN SAM SINH
KHOI THU NHAN HQP CHAT THU CAP SAPONIN

3.1. Nghién citu tao cac dong ré toc sim Ngoc Linh

Sam Ngoc Linh la loai saim dugc phat hién ¢ d6 cao 1500-2000 m thudc vung
nui Ngoc Linh thugc hai huyén Tra My (Quang Nam) va Dak T6 (Kon Tum). Pay la
loai cdy thao wa 4m, ua bong, mocC rai rac dudi tan rung kin am wét, nhiét do
15-18°C, sinh truéng manh vao mua xuan-hé, mua hoa qua thang 5-10, phan trén mit
dat lui tan hang nam.

Viéc di thyuc trong sam rat kho khan, thoi gian nudi trong dai, sinh truéng cham
cho ning suat thap, than ré 5 nam tudi nang khoang 60g/cay. Pong thoi, chi phi
trong, cham soc va bao vé ciing ton kém rat nhiéu. Vi vay, trong nudc di co cac don
vi ttng dung cong nghé sinh hoc: nudi cay té bao, nudi cay ré bat dinh, nudi ciy ré toc
tao ra ré sam Ngoc Linh dap tng nhu cau sdm ngay cang nhiéu. Tai hoc vién Quan Y
két hop vai vién nghién ciu cia Han Quoc da tng dung nudi ciy té bao san xuat ré
sam hay Vién Sinh hoc nhiét d6i cling da ap dung nudi cay ré bat dinh tao ré sam. Tur
2011, trung tdm Cong nghé sinh hoc két hop vai trudng Pai hoc Picardie Jules Verne
— Phap d4 nghién ciru tao ré toc sam Ngoc Linh dua trén nudi cay ré toc dé han ché
chat kich thich sinh truong.

Céac phuong phap tao ré toc cua trung tdm Sinh hoc nhu sau:

- Phuong phép 1: st dung cdy sam duoc ldy mau tir Kon Tum, duoc khtr tring
sau d6 nudi cdy invitro dé tao Calli MS sau d6 nhén 1én va cho lay nhiém véi 3 loai vi
khuan dang dai TR7, TR107, 15834 v&i cac loai cy trong khac thi 4p dung phuong
phap nay rat nhanh tao ré nhung d6i voi sam Ngoc Linh kho tao ré bang cach nay.

- Phuong phap 2: tién hanh trén co s& céc két qua nghién ctu trén thé gioi la
ngam nudi cay doan cubng 1a nhung c6 bod sung acetonsyringone kich thich qua trinh
lay nhiém vi khuan, tuy nhién phuong phap nay thi ti Ié thanh céng thap

- Phuong phap 3: ding cdy con trong invitro, tién hanh Iay nhiém sinh ra ré. Tur
ré thu duoc tién hanh kiém tra su hién dién céc gen vi khuan dua vao, nudi cay va

diét vi khuan di, nhan nhanh 1én thu duoc dang sinh khéi.
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Cac kiéu hinh cua ré toc ma trung tam thu duoc trong qua trinh nghién ciu co
ti 1& chuyén gen vi khuan vao sam Ngoc Linh rét thap chi hon 1%. Trung tam tién
hanh thir nghiém thu duoc 500 ré thi chi 31 dong ré thuc chat do gene vi khuan dua
vao va chia 1am 4 kiéu hinh khac nhau:

- Nhom 1: ré& moc méng, kha niang phan nhanh kém
- Nhoém 2: phan nhanh déu, ré dat
- Nhoém 3: phan nhéanh nhiéu nhung ré rat to
- Nh6m 4: tao ra céc u sinh khéi nhung khong tao ra ré
Tiép theo, trung tam tién hanh khao sat xem nhdm ré nao sinh truéng nhanh va

c6 ham luong saponin cao dé chon dugc dong thich hop minh nuéi cay.

1 N
S%g ré téc

Hinh 4: Céc kiéu hinh ré toc nubi cdy trung tim thu dwoc
Sau d6 trung tam tién hanh phan tich PCR dé kiém tra dugc gen rol chuyén tir vi
khuan vao trong cay tao ré (bang 3).

Bdng 3: Két qua phan tich kiéu hinh va khd néng sinh khéi ciia ré toc

Dong ré Kiéu hinh Sinh khéi (g) sau 60 ngay

62 Nhom 1 2.6+ 0.19 ()
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D Nhom 2 8.3+0.29 (a)
16 Nhom 2 5.7 +0.58 ()
35 Nhom 2 7.0 £0.13 (b)
69 Nhom 2 5.1 +0.23 (c,d)
268 Nhom 3 5.2 +0.67 (c,d)
A Nhom 3 7.3+0.2 ()
277 Nhom 3 4.7 +0.32 (d)
81 Nhom 4 3.2 +£0.15 (e)

2 Nhom 1 Lost

Tur két qua phan tich, trung tdm nhan thay cac ré c6 sinh khoi 16n sau 60 ngay 1a
thudc nhom 2 1a D; 35 va nhom 3A. Dong thoi, két qua phan tich ham luong saponin

& cac ré nhdm 2 D&35 va nhom 3A déu cao (hinh 5).

100000

80000

60000

40000

Peak areas

20000

0 -

62 16 35 69 268 A 277 81
lines

Hinh 5: Két qud phén tich ham Iweng Saponin trong ré toc
3.2. Thanh phén hoat chét saponin trong ré& téc sim Ngoc Linh
Hop chat saponin dugc chiét xuat tir ré toc sau khi nudi cay theo quy trinh nhu
sau: ré toc twoi duge dit trong ta -80°C trong vong 24-48 tiéng dé ngung dwoc qua
trinh chuyén hoa cac hop chit sau d6 say kho roi nghién va dem chiét xuét 2 1an véi
methanol 80% thu duoc dich chiét cd quay. Dung dich cudi cing dem phan tich

LC/MS va thu dugc két qua phan tich ham luong hop chat saponin trong mau.
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Sdy khd

Vil Sk s> Nghién >
Fresh Biomass Chiét lan 1

MeOH 80% 10 ml

300 mg

Cé quay dich chiét Chiét lan 2.3
MeOH 80%, 1 mL ¢=== = 1"3Y @ == ¢OH 80% 10 m!
C Sml
L(.)c ) : '

8 (5 mm, 250 mm x 4.6 mm)
tonitrile/water (0.5:9.5 v/v) + 0.1% FA LC/MS va LC/MS-MS
‘mi :

Hinh 6: Quy trinh tach chiét hep chdt Saponin trong ré tc
Két qua phan tich ham lwong saponin trong dong ré nhom 2-35 so véi ré 6 nim
tudi ngoai tu nhién, ta nhan thay co sy hién dién cac chat twong ty nhau nhung khac
nhau vé nong d6 nhu cuong do peak sé 12, 16 ciia nhom Ginsenoside trong ré sam tu
nhién cao hon trong ré toc; nguoc lai cudng do peak sé 11cua nhom vinaginsenoside
R1 trong ré toc nudi ciy lai cao hon trong sam tu nhién. Ngoai ra, & ré toc nudi cay

con xuat hién cac nhém mai nhu Pseudoginsenoside F11 ¢ peak s6 7.

| Ginsenoside Rgl | 41 )Iajunusiqﬂlﬂef‘]‘ig“jgSide Rb1
| @ e Qi)

Rhizeme
%- | it
1 ! @ _B 14
4z s g
| ) A ] \
' AmM am nm .:I!‘f- ' I}l’i‘ ' Iﬁ‘l"i\ -'lm 5 Iﬁf‘!ﬂ‘. 1‘:"4\ "M .I.ﬂ.h; -ﬁf.|-.‘l'\ o L‘h" =
= | Vinaginsenoside R1
ll | Pseudoginsenoside ¥11 | Hairy Roots
! | Ginsenoside Rd
. O @ -/
| . . 15 ¥
| | ' .
\ ) @3 17 B
| N

TTTRm am D0 M 1200 B0 MO0 $A00 WD 1700 10 1960 oM 0M  me

Hinh 7: Két qud phan tich hep chdt saponin trong ré toc nudi cdy va
ré sam tu nhién 6 ndam tuéi
3.3. Anh huwéng ciia cac yéu td 1én sw nhian nhanh sinh khéi ré téc sim Ngoc
Linh
a. Mat do ré téc
Khao sat anh huang caa mat do ré dén toc o nhan sinh khéi ré toc sim Ngoc

Linh duoc tién hanh thi nghiém khao sat trong 2 thang nhu theo bang sau:
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Bdng 4. Anh huwéng ciia mdt dg nudi cdy dén khéi lweng va hé sé nhan ré téc sam Ngec Linh

sau 2 thang nudi cdy

Mat do m(i;l ban dau Khéi lwong ré tuoi (g) Hé sé nhan (lan)
1 7,18 c 7,18 b
3 39,57 a 13,29 a
5 36,91 a 7,38 b
7 23,12 b 3,22 ¢
Cv 22,1% 17,67%

Két qua cho thay vai khéi luong ban dau 13 3 g cho hé sé nhan cao nhat

b. Tan suit bom ciia hé thong TIS

Khao sat anh hudng cua tan suat bom cua hé thong TIS dén téc d6 nhan sinh

khoi ré toc sim Ngoc Linh dugc tién hanh thi nghiém khao sat trong 2 thang nhu theo

bang sau:

Bdng 5. Anh hwong cia tan sudt bom dén khéi lweng va hé sé nhan ré toc sam Ngec Linh sau 2

thang nudi cay

Tan suat bom (gio/lan) | Khoi lwong ré tuoi (g) Hé s6 nhén (1in)
4 12,32 b 4,11b
5 40,50 a 13,50 a
6 39,46 a 13,15a
CV 10,2% 9,8%

Két qua: sau nudi cay 2 thang, khoi lwong ré toc va hé s6 nhan dat cao nhat voi

tan suat bom tir 5 — 6 gio/lan.
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Khao st anh huéng cua thoi gian bom cta hé thong TIS dén tde 6 nhan sinh

khdi ré toc sim Ngoc Linh dugc tién hanh thi nghiém khao sat trong 2 thang nhu theo

bang sau:

Bdng 6. Anh hwéng ciia thoi gian bom d@én khoi Iweng va hé sé nhan ré toc sam Ngec Linh sau

2 thang nudi cdy

Thoi gian bom (phit/1an) Khéi lwong ré twoi (g) Hé sé nhan (1an)
2 23.29b 7.76 b
3 44.68 a 14.89 a
4 18.33b 6.11 b
cV 13.3% 13.34%

Két qua: Thoi gian bom cia hé thong TIS thich hop nhat 1a 3 phut/lan trong nudi cay

ré toc sam Ngoc Linh chuyén gen.

3.4. Cac phwong phap chiét xuit, phan tich va danh gia chat lwong sam Ngoc

a. Phwong phap chiét xuat sim Ngoc Linh

Céc phuong phap chiét xuat sim Ngoc Linh gom cac phuong phap nhu sau:
Phuong phap ngam: 1a phuong phap don gian nhat chiét xuat cac chat tir trong
dugc liéu. Pay 1a k¥ that chiét lanh gian doan va duoc thuc hién & nhiét 4o
thuong, duoc liéu dugc ngdm ngap trong dung moi va sau khoang thoi gian
nhat dinh thi rat dich chiét ra. Phuong phap nay c6 wu diém 1a don gian, ré tién
nhung ning suat thap, thoi gian, khong thé chiét kiét dugc hoat chat trong duoc
liéu.
Phuong phap ngam Kiét: 1a phuong phap chiét lanh ¢ nhiét d6 thuong cho dung
mdi chay rat cham va lién tuc qua I6p dugc liéu nam yén. Bot duoc liéu duoc
ngam trong dung mai, rdt nho giot dich chiét ¢ dudi, b sung dung méi phia
trén. Uu diém la c6 thé chiét kiét hoat chat dugc liéu, nhuoc diém 1a ning suat
thap, tha cdng, ton dung mai.
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b.

Phuong phap dun hoi luu: 1a phuwong phép chiét nong, gian doan, cd thé kém
khuay tron. Uu diém 13 ning sudt cao nhung duoc liéu va chat chiét tiép xdc
lién tuc véi nhiét tao chat chuyén hoa, phai chiét Iap lai nhiéu lan.

Phuong phap Soxhlet: 13 phuong phap chiét nong lién tuc, duoc liéu ludn duoc
chiét bang dung méi maéi, chat chiét tiép xdc lién tuc véi nhiét. Uu diém la
thiét bi tu dong hoa, chiét kiét dugc hoat chat, nhuoc diém Ia chat chiét tiép
xuc vai nhiét lién tuc va chi ap dung duoc & quy md nho.

Phuong phap siéu 4m: St dung song siéu am dé pha v& mang té bao, ting tiép
XUc, X&o tron, lam néng tai chd. Uu diém ciia phuong phap nay 1a ¢ thé chiét
kiét hoat chat trong thoi gian ngan nhung chi méi s dung trong phong thi
nghiém chua ap dung cong nghiép.

Chiét xuat bang song vi ba: st dung séng siéu am dé pha v mang té bao, ting
tiép xUc, x40 tron, 1am néng tai chd. Uu diém 1 hiéu qua chiét cao, nhuoc
diém la thiét bi phuc tap, quy md nho, chat tiép xuc véi nhiét.

Dung chat long siéu téi han: sir dung chat long siéu toi han dé chiét xuat. Uu
diém 1a d6 nhét thap, kha nang khuéch tan cao, do chon loc cao, than thién moi
truong nhung thiét bi phuc tap, dat tién.

Phwong phap phan tich saim Ngoc Linh

Céc phuong phap phan tich sim Ngoc Linh gom 3 nhém chinh:

Vi hoc (soi bét, vi phau): muc dich kiém nghiém thuc vat hoc, c6 ¥ nghia trong
phan biét cac loai khac gia mao. Uu diém cua phuong phép nay la nhanh
chéng, ré tién nhung kho co thé phan biét cac loai cung chi Pana. Pay 1a buéc
kiém nghiém ban dau, can c6 nhitng budc kiém nghiém hoa hoc tiép theo.
Phan tich dinh tinh c6 thé phét hién ra su hién dién cua saponin bang phan tng
hoa hoc tao bot va Lierbermann-Buchard, sac ky [6p méng.

Phan tich dinh lugng c6 thé dinh luong saponin bang phuong phap can,
phuong phap do quang, sic ki ban mong, siac ki long hiéu ning cao, dau do
UV-PDA, dau do RID, dau do ELSD, dau do khéi pho MS.

20



c. Panh gia chit lwgng sim Ngoc Linh.
Pé danh gia chit lugng sdm Ngoc Linh c6 thé dung phuong phéap dinh tinh
SKLM va phuong phap dinh luong HPLC-PDA.
Két qua dinh lugng cho thdy cdc mau sdm trén thi truong phan 16n khdng cé
G-Rd trong khi mau sdm Ngoc Linh G-Rd lai kha cao, tuong duong véi G-Rb1. Céc
mau sm trén thi trudng da sé c6 ham luong V-R2 cao trén 0,5% hay mot s6 mau rat
cao khoang 2-4%, trong khi sdm Ngoc Linh khé thip < 0,2 %. C4c mau sam trén thi

truong ¢6 N-R1 cao trén 1%, trong khi mau sdm Ngoc Linh thi rat thap khoang 0,1%.

21



TAI LIEU THAM KHAO

1. Alice S. T. Wong, Chi-Ming Cheb and Kar-Wah Leung, Recent advances in
ginseng as cancer therapeutics: a functional and mechanistic overview, The

Royal Society of Chemistry 2014.

2. In-Ho Baeg* and Seung-Ho So, The world ginseng market and the ginseng
(Korea), J Ginseng Res Vol. 37, No. 1, 1-7 (2013)

3. Si-Kwan Kim and Jeong Hill Park, Trends in Ginseng Research in 2010, J.
Ginseng Res. Vol. 35, No. 4, 389-398 (2011)

22



