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Tóm tắt. Cây bách bệnh (Eurycoma longifolia Jack) thuộc chi Eurycoma là một trong những cây thuốc 

phổ biến ở Đông Nam Á. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã đánh giá khả năng sinh trưởng của 

callus cây bách bệnh dưới ảnh hưởng của các chất điều hòa sinh trưởng khác nhau nhằm tạo nguyên 

liệu để sản xuất eurycomanone sau này. Kết quả nghiên cứu cho thấy phối hợp nhiều chất điều hòa 

sinh trưởng cho hiệu quả cao hơn sử dụng các chất riêng lẻ. Môi trường cơ bản MS có bổ sung kết hợp 

1,5 mg/L naphthaleneacetic acid và 1,0 mg/L kinetin cho kết quả tốt nhất: callus sinh trưởng mạnh với 

chỉ số sinh trưởng đạt 11,24, khối lượng tươi lên tới 32,92 g/bình, tương ứng với khối lượng khô là 1,76 

g/bình. Trên sắc đồ HPLC của dịch chiết callus 14 ngày tuổi ở môi trường này xuất hiện 1 peak có thời 

gian lưu trùng với peak chuẩn eurycomanone là 4,15 phút, tương ứng với hàm lượng eurycomanone là 

0,17 mg/g chất khô. 

Từ khóa: bách bệnh, Eurycoma longifolia Jack, eurycomanone, chất điều hòa sinh trưởng, callus 

Abstract. Eurycoma longifolia Jack (Simaroubaceae), one of the most popular tropical medicinal plants in 

South-east Asia. In this study, we investigated the growth ability of E. longifolia callus on various 

culture media to produce materials for later eurycomanone production. The results show that the 

combination of plant growth regulators was more effective than individuals. MS basal medium 

supplemented with 1.5 mg/L naphthaleneacetic acid and 1.0 mg/L kinetin had the best results. Callus 

grew strongly with a growth index of 11.24, fresh weight up to 32.92 g/flack, corresponding to a dry 

weight of 1.76 g/flack. HPLC analysis showed that callus extract had a peak with the same retention 

time as that of the eurycomanone standard and natural sample (4.15 min) with the eurycomanone 

content of 0.17 mg/g dry weight. 

Keywords: Eurycoma longifolia Jack, eurycomanone, plant growth regulators, callus 
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1 Đặt vấn đề 

Cây bách bệnh (Eurycoma longifolia Jack) (Hình 1) thuộc chi Eurycoma, họ Simaroubaceae là một 

trong những loài thảo dược nhiệt đới phổ biến, có nguồn gốc ở các nước Đông Nam Á như Malaysia, 

Indonesia và Việt Nam [1]. Ở Việt Nam, cây bách bệnh phân bố rải rác ở các tỉnh vùng núi thấp (dưới 

1000 m) và trung du. Các tỉnh Tây Nguyên và miền Trung gặp nhiều hơn các tỉnh phía Bắc [2].  

Dịch chiết của cây này, đặc biệt là từ rễ, được sử dụng để tăng cường testosterone ở nam giới. Dịch 

chiết được sử dụng như phương thuốc dân gian của người bản địa để kháng khuẩn, hạ sốt, chống viêm, 

gây độc tế bào và kích thích tính dục. Dịch chiết của rễ còn được dùng để giảm huyết áp, sốt và sự mệt 

mỏi. Eurycomanone là chất đặc trưng của cây bách bệnh, có hoạt tính chính trong tăng cường sinh lý ở 

nam giới, cảm ứng quá trình apoptosis ở tế bào ung thư, v.v. [1, 3].  

Gần đây, nhu cầu về loại thảo dược này tăng rất nhanh, vì vậy, việc trồng ở quy mô lớn loại dược 

liệu này mới có thể đáp ứng được nhu cầu lớn hiện nay. Tuy nhiên, cây bách bệnh sinh trưởng chậm, cây 

trưởng thành cần tới 5 năm mới thu hoạch [3]. Vì vậy, nuôi cấy in vitro cây bách bệnh để sản xuất hợp 

chất thứ cấp thay thế cho nguồn nguyên liệu tự nhiên là cần thiết. Một số hợp chất thứ cấp từ cây bách 

bệnh như như 9-methoxycanthin-6-one và canthin-6-one đã được nghiên cứu thu nhận từ nuôi cấy in 

vitro [3], [4]. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đánh giá ảnh hưởng của các chất điều hòa sinh trưởng lên sự 

phát triển của callus cây bách bệnh, đây là nguyên liệu để sản xuất eurycomanone sau này. 

2 Nguyên liệu và phương pháp 

2.1 Nguyên liệu 

 Callus của cây bách bệnh mà chúng tôi sử dụng trong nghiên cứu này được TS. Võ Châu Tuấn, 

Trường Đại học Sư phạm, Đại học Đà Nẵng cung cấp. 

2.2 Phương pháp 

Ảnh hưởng của các chất điều hòa sinh trưởng lên tích lũy sinh khối của callus 

Khoảng 3 g callus được nuôi cấy trên môi trường MS (Murashige và Skoog, 1962) cơ bản chứa 0,8% 

agar, 3% saccharose và bổ sung các chất điều hòa sinh trưởng là 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid), 

NAA (naphthaleneacetic acid) và KIN (kinetin) ở các nồng độ khác nhau để khảo sát khả năng tăng sinh 

của callus cây bách bệnh. 

Môi trường nuôi cấy được điều chỉnh ở pH 5,8 trước khi khử trùng; các mẫu thí nghiệm được nuôi 

ở nhiệt độ 25 ± 2 °C; cường độ ánh sáng 2000–3000 lux và thời gian chiếu sáng 8 giờ/ngày. 

Sau 2 tuần nuôi cấy, callus được thu nhận. Loại bỏ nước bám bên ngoài callus bằng phương pháp 

lọc (giấy lọc Whatman No. 1) và xác định khối lượng tươi (FW). Sau đó callus được sấy đến khối lượng 

không đổi ở 50 °C để xác định khối lượng khô (DW). 
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Hình 1. Cây bách bệnh (Eurycoma longifolia Jack) [5] 

Chỉ số sinh trưởng (GI – growth index) của tế bào được tính theo công thức:  

FWf
GI

FWi
=  

trong đó FWf và FWi là khối lượng tươi của tế bào tại thời điểm đánh giá và thời điểm bắt đầu nuôi     

cấy [6]. 

Chiết xuất eurycomanone 

Sinh khối khô của callus được nghiền thành bột mịn, sau đó chiết bằng cách ngâm 0,5 g mẫu trong 

10 mL methanol, lắc 120 vòng/phút ở 60 °C trong 8 giờ, sau đó để lắng và thu dịch chiết. Quy trình chiết 

được lặp lại 3 lần. Dịch chiết (khoảng 30 mL) được lọc qua giấy lọc Whatman và cô đặc ở 50 °C. Sau đó, 

kết tủa được hòa tan trong 5 mL methanol, lọc qua màng lọc Minisart 0,2 µm (Sartorius, Goettingen, Đức) 

để xác định hàm lượng eurycomanone. 

Xác định hàm lường eurycomanone 

Hàm lượng eurycomanone được xác định bằng máy sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) theo 

Norhidayah và cs. có điều chỉnh phù hợp với điều kiện phòng thí nghiệm [7]. 20 µL dịch chiết được tiêm 

vào máy HPLC bằng Hamilton syringe. Điều kiện chạy HPLC: nhiệt độ phòng, cột C18 (Xbridge: 5 µm, 

4,6 × 250 mm); tốc độ chạy: 0,8 mL/phút; thời gian chạy: 17,5 phút; detector đọc ở bước sóng 245 nm; pha 

tĩnh là silica gel và pha động là acetonitril:H2O (15:85).  

Quy trình phân tích HPLC được thực hiện trên máy LC-20 Prominence (Shimadzu, Kyoto, Nhật 

Bản), với SPD-20A UV-VIS detector, sử dụng phần mềm LC-Solution. Các hóa chất sử dụng để phân tích 

HPLC được mua từ hãng Merck & Co. Inc. (Darmstadt, Đức). Đường chuẩn của eurycomanone (Santa 

Cruz, CA, Mỹ) được sử dụng để xác định hàm lượng eurycomanone trong mẫu phân tích. 

Xử lý thống kê 

 Tất cả các thí nghiệm được lặp lại ít nhất 3 lần. Số liệu trung bình được phân tích one-way ANOVA 

(Duncan’s test, p < 0,05) bằng chương trình SPSS (ver. 20). 
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3 Kết quả và thảo luận 

3.1 Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng lên tích lũy sinh khối của callus 

Theo các tài liệu đã công bố, callus cây bách bệnh thường sinh trưởng tốt trên các môi trường MS 

cơ bản có bổ sung 2,4-D, NAA và KIN [8]. Vì vậy, trong nghiên cứu này, chúng tôi khảo sát khả năng 

phối hợp của các chất này lên sự tích lũy sinh khối của callus cây bách bệnh, trong đó các chất 2,4-D, 

NAA được sử dụng riêng rẽ hay kết hợp với KIN.  

Ảnh hưởng của 2,4-D 

Khi nuôi cấy callus lên môi trường chỉ có 2,4-D ở tất cả các nồng độ khảo sát, callus đều sinh 

trưởng tốt, chỉ số sinh trưởng đạt trên 2, khối lượng tươi đạt 6,56–7,56 g/bình (tương ứng với khối lượng 

khô đạt 0,36–0,55 g/bình). Trong đó, công thức bổ sung 2 mg/L 2,4-D cho kết quả tốt nhất; chỉ số sinh 

trưởng của callus đạt 2,53; khối tượng tươi và khô lần lượt là 7,56 và 0,55 g/bình (Bảng 1). Công thức này 

sẽ được sử dụng làm cơ sở cho các thí nghiệm thiếp theo. 

Theo Hussein và cs., callus phát sinh phôi của cây bách bệnh hình thành trên môi trường MS cơ 

bản có bổ sung 1,0 mg/L 2,4-D [8]. Trong khi đó theo Mahmood và cs., 2,4-D là loại auxin phù hợp nhất 

để cảm ứng tạo callus cũng như nhân sinh khối callus từ nhiều nguồn khác nhau của cây bách bệnh, 

callus tạo thành từ mẫu lá, cuống lá đơn, cuống lá kép và lá mầm trên các môi trường có bổ sung 2,4-D 

đều cho kết quả tốt nhất với tỷ lệ tạo callus từ 78,33 đến 88,33% [4]. Vì vậy, chúng tôi sử dụng 2,4-D là 

chất điều hòa sinh trưởng đầu tiên để khảo sát khả năng sinh trưởng của callus. 

Ảnh hưởng của NAA 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, sự sinh trưởng của callus ở các công thức thí nghiệm bổ sung 

NAA mạnh hơn rất nhiều khi so sánh với 2,4-D, chỉ số sinh trưởng dao động từ 4,50 đến 8,06. Trong đó, 

công thức bổ sung 1,5 mg/L NAA cho hiệu quả tốt nhất: chỉ số sinh trưởng của callus đạt tới 8,06 với khối 

lượng tươi và khô lần lượt là 24,18 và 1,68 g/bình, cao hơn rất nhiều so với khi sử dụng 2,4-D (Bảng 2). Ở 

các nồng độ NAA cao hơn, callus sinh trưởng tốt nhưng bị xốp và chuyển qua màu trắng. 

Theo Siregar và cs., môi trường để cảm ứng tạo callus cây bách bệnh từ mẫu lá là MS cơ bản có bổ 

sung 10 mg/L NAA. Sau 4 tuần nuôi cấy, khối lượng tươi của callus đạt 2,72–3,82 g, tương ứng với khối 

lượng khô là 0,11–0,14 g [9].  

Bảng 1. Ảnh hưởng của nồng độ 2,4-D lên khả năng sinh trưởng của callus 

2,4-D (mg/L) Khối lượng tươi (g) Khối lượng khô (g) Chỉ số sinh trưởng 

0,5 6,56b 0,36b 2,19 

1,0 6,84ab 0,39b 2,28 

1,5 7,47a 0,48ab 2,49 

2,0 7,56a 0,55a 2,52 

2,5 7,41a 0,42b 2,47 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau trên cùng một cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê của các trung bình mẫu với p < 0,05 

(Duncan’s test). Chú thích này dùng chung cho các bảng 2–4. 
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Bảng 2. Ảnh hưởng của nồng độ NAA lên khả năng sinh trưởng của callus 

NAA (mg/L) Khối lượng tươi (g) Khối lượng khô (g) Chỉ số sinh trưởng 

0,5 13,50b 1,02b 4,50 

1 21,24ab 1,32b 7,08 

1,5 24,18a 1,68a 8,06 

2 19,32a 1,32b 6,44 

2,5 16,98a 1,20b 5,66 

 

 
Hình 2. Callus bách bệnh trên môi trưởng bổ sung 1,5 mg/L NAA 

Ảnh hưởng của 2,4-D và KIN 

Sau khi xác định được nồng độ tối ưu khi bổ sung 2,4-D là 2 mg/L, chúng tôi tiếp tục khảo sát sự 

kết hợp giữa 2,4-D với KIN (0,25–2 mg/L) lên sự sinh trưởng của callus. Ở tất cả các công thức phối hợp, 

callus đều sinh trưởng tốt hơn đối chứng chỉ có 2,4-D. Chỉ số sinh trưởng dao động trong khoảng 2,9–

4,02, cao hơn nhiều so với đối chứng (2,52). Trong các công thức phối hợp, công thức kết hợp giữa 2,4-D 

và 1 mg/L KIN cho kết quả tốt nhất: khối lượng tươi và khô thu được lần lượt là 12,06 và 0,84 g/bình, cao 

hơn đối chứng khoảng 1,5 lần (Bảng 3). 

Sử dụng kết hợp giữa 2,4-D và KIN để nhân callus cây bách bệnh cũng đã được thực hiện trong các 

nghiên cứu trước đây. Natanael và cs. đã nhân sinh khối callus cây bách bệnh trên môi trường MS có bổ 

sung 2,2 mg/L 2,4-D và 2 mg/L KIN sau đó mới chuyển sang nuôi cấy huyền phù [10]. So với nghiên cứu 

của chúng tôi, các tác giả đã sử dụng một lượng tương đương 2,4-D, nhưng lượng KIN tăng lên gấp đôi. 

Trong khi đó, nghiên cứu của Hussein và cs. cho thấy callus phát sinh phôi cây bách bệnh sinh trưởng 

cao nhất trên môi trường có bổ sung 1 mg/L 2,4-D và 0,5 mg/L KIN, thấp hơn các nồng độ trong nghiên 

cứu của chúng tôi. Nghiên cứu của Iriwati và cs. lại cho thấy kết hợp giữa 2,25 mg/L 2,4-D và 2 mg/L KIN 

là phù hợp để nhân callus cây bách bệnh [11]. Như vậy, có thể thấy môi trường thích hợp để nhân callus 

phụ thuộc rất lớn vào dòng tế bào callus, mỗi dòng callus có thể có môi trường nhân thích hợp khác 

nhau. 
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Bảng 3. Ảnh hưởng của 2 mg/L 2,4-D và nồng độ KIN từ 0,25 đến 2 mg/L lên khả năng sinh trưởng của callus 

KIN (mg/L) Khối lượng tươi (g) Khối lượng khô (g) Chỉ số sinh trưởng 

0 7,56c 0,55c 2,52 

0,25 11,28a 0,72ab 3,76 

0,5 11,46a 0,78b 3,82 

1 12,06a 0,84a 4,02 

1,5 8,88b 0,66bc 2,96 

2 8,70b 0,60c 2,90 

Ảnh hưởng của NAA và KIN 

Naphthaleneacetic acid với nồng độ 1,5 mg/L (Bảng 2) được sử dụng để kết hợp với KIN ở các 

nồng độ khác nhau. Callus sinh trưởng rất tốt, chỉ số sinh trưởng vượt trội so với việc kết hợp 2,4-D và 

KIN. Trong các công thức khảo sát, sự kết hợp giữa 1,5 mg/L NAA và 1 mg/L KIN cho hiệu quả tốt nhất: 

callus sinh trưởng mạnh với chỉ số sinh trưởng đạt 11,24, khối lượng tươi lên tới 32,92 g/bình, tương ứng 

với khối lượng khô là 1,76 g/bình (Bảng 4). 

Trên thế giới, việc sử dụng cả NAA và KIN trong nuôi cấy callus cây bách bệnh để sản xuất hợp 

chất thứ cấp đã được thực hiện. Chẳng hạn, Galih và Esyanti đã sử dụng môi trường Zenk để nuôi cấy 

callus cây bách bệnh. Các tác giả đã bổ sung vào môi trường 0,5 mg/L NAA và 0,5 mg/L KIN để nuôi cấy 

callus trước khi chuyển qua chính môi trường này (không có agar) để nuôi cấy lỏng [12]. 

Sự tích lũy eurycomanone trong callus cây bách bệnh 

Kết quả phân tích HPLC mẫu dịch chiết từ callus 14 ngày tuổi trên môi trường tốt nhất (MS cơ bản 

có bổ sung 1,5 mg/L NAA và 1 mg/L KIN) và rễ cây bách bệnh tự nhiên khoảng 5 năm tuổi cho thấy trên 

sắc ký đồ của tất cả các mẫu đều xuất hiện 1 peak có thời gian lưu giống với thời gian lưu của chất chuẩn 

eurycomanone (khoảng 4,15 phút) (Hình 3). Hàm lượng eurycomanone trong callus là 0,17 mg/g chất khô 

(bằng khoảng 8% so với mẫu rễ cây tự nhiên là 2,09 mg/g). Như vậy, có thể khẳng định có sự sinh tổng 

hợp eurycomanone trong callus cây bách bệnh. Đây là cơ sở để tiến hành các nghiên cứu nuôi cấy tế bào 

huyền phù cây bách bệnh nhằm sản xuất eurycomanone sau này. 

Bảng 4. Ảnh hưởng của 1,5 mg/L NAA và nồng độ KIN từ 0,25 đến 2 mg/L lên khả năng sinh trưởng của callus 

KIN (mg/l) Khối lượng tươi (g) Khối lượng khô (g) Chỉ số sinh trưởng 

0 24,18c 1,68a 8,06 

0,25 30,36ab 1,52a 10,12 

0,5 31,04ab 1,56a 10,33 

1 32,92a 1,76a 11,24 

1,5 30,08b 1,52a 10,00 

2 28,12b 1,28b 9,33 
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Hình 3. Sắc ký đồ HPLC phân tích eurycomanone. A. Eurycomarone chuẩn, B. Dịch chiết callus cây bách bệnh, C. 

Dịch chiết thân rễ cây bách bệnh trồng trong điều kiện tự nhiên 

4 Kết luận 

Chúng tôi đã nghiên cứu cải thiện khả năng sinh trưởng của callus cây bách bệnh trên môi trường 

có bổ sung các loại chất điều hòa sinh trưởng khác nhau. Môi trường cơ bản MS có bổ sung 1,5 mg/L 

NAA và 1 mg/L KIN cho callus sinh trưởng mạnh với chỉ số sinh trưởng đạt 11,24, khối lượng tươi lên tới 

32,92 g/bình, tương ứng với khối lượng khô là 1,76 g/bình. Hàm lượng eurycomanone trong callus là 0,17 

mg/g chất khô, bằng khoảng 8% so với mẫu rễ cây tự nhiên. 
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