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TÓM TẮT 

Trong cây Giảo cổ lam (Gynostemma pentaphyllum (Thunb) Makino), một số gene cytochrome P450 
(CYP) và UDP-glucuronosyltransferase (UGT) đã được chứng minh đóng vai trò chính trong quá trình sinh tổng 
hợp gypenoside, trong đó có CYP89A2. Trong nghiên cứu này, mức độ phiên mã và đặc điểm của gene CYP89A2 
đã được xác định. Đoạn gene CYP89A2 phân lập từ cây Giảo cổ lam có nguồn gốc tỉnh Quảng Nam có trình tự 
nucleotide tương đồng 99,17% với trình tự mRNA CYP89A2 đã được công bố trên Ngân hàng Gene (mã số 
MT416753). Kết quả dự đoán cấu trúc và đặc tính enzyme cho thấy enzyme CYP89A2 có 15 vị trí gập cuộn xoắn 
α và 8 vị trí gập cuộn phiến β, có tới 21 vị trí amino acid có khả năng xảy ra N–glycosylation. CYP89A2 chủ yếu 
hoạt động xuyên màng, có khả năng hoạt động tốt ở môi trường kiềm và chịu nhiệt độ từ 55 - 65 °C. Kết quả phân 
tích realtime PCR cho thấy gene CYP89A2 hoạt động mạnh nhất trong tế bào được xử lý methyl jasmonate, cao 
hơn khoảng 11 lần so với đối chứng không xử lý elicitor. Trong khi đó, xử lý tế bào bằng salycilic acid và dịch 
chiết nấm men không làm thay đổi hoạt động của gene so với đối chứng. Kết quả nghiên cứu này cung cấp cơ sở 
khoa học để nghiên cứu cơ chế điều hòa biểu hiện gene tham gia vào quá trình sinh tổng hợp gypenoside sau này. 

Từ khóa: Gynostemma pentaphyllum, tin sinh học, Cytochrome P450, CYP89A2, tế bào huyền phù.

ĐẶT VẤN ĐỀ 

Giảo cổ lam (Gynostemma pentaphyllum 
(Thunb.) Makino) là một loài dược liệu quý thuộc 
họ Bầu bí (Cucurbitaceae), phân bố rộng rãi tại 
Trung Quốc, Nhật Bản, Hàn Quốc và các quốc gia 
Đông Nam Á, trong đó có Việt Nam (Cui et al., 
2020). Giảo cổ lam có tác dụng hạ đường huyết, 
chống oxi hóa, bảo vệ tế bào gan, giảm cholesterol 
và triglycerol trong máu,… trong đó saponin dạng 
dammarane-triterpene được cho là thành phần có 
vai trò chính (Bùi Đình Lãm và cs., 2015). Hiện 
nay, có hơn 180 loại saponin được tìm thấy trong 
cây Giảo cổ lam, được gọi chung là gypenoside; 
trong đó  nhiều thành phần có cấu trúc giống với 
saponin của Nhân sâm (Panax ginseng) (Chen et

al., 2019). Các protein họ cytochrom p450 (CYP) 
và UDP-glucuronosyltransferase (UGT) đóng vai 
trò điều chỉnh các gene liên quan đến sinh tổng hợp 
gypenoside. Đặc biệt, quá trình glycoside hóa xảy 
ra ở bước phản ứng cuối cùng khi các loại saponin 
khác nhau được tổng hợp bằng cách thêm một hoặc 
một số monosaccharide vào triterpene aglycone bởi 

UDP-glycosyltransferase (UGT) (Xu et al., 2020). 

Zhang và cộng sự (2021) đã khảo sát mức 
độ biểu hiện của 7 enzyme cytochrome P450 và 5 
enzyme UDP-glucuronosyltransferases tham gia 
vào quá trình sinh tổng hợp gypenoside trong cây 
Giảo cổ lam, tác giả nhận thấy 5 gene là CYP77A3,

CYP86A7, CYP94A1, UGT74F2 và UGT91C1 
biểu hiện mạnh ở lá, đến thân và rễ. Trong khi đó, 
các gene CYP86A8, CYP89A2, CYP90A và 
UGT73B4 biểu hiện mạnh trong lá, đến rễ và thân. 
Tăng cường mức độ biểu hiện của các gene CYP 
và UGT có thể tăng khả năng sinh tổng hợp 
gypenoside. Tuy nhiên, đặc điểm, cấu trúc, chức 
năng của hầu hết các gene này chưa được nghiên 
cứu kỹ trên cây Giảo cổ lam, mặc dù đã có một số 
nghiên cứu tương tự trên các loài cây khác. Hiện 
nay, gene CYP89A2 mới chỉ có một trình tự được 
công bố trên Ngân hàng Gene và chưa được 
nghiên cứu ở Việt Nam. 

Trong khuôn khổ nghiên cứu này, chúng tôi 
trình bày các kết quả phân tích và dự đoán đặc điểm 
của gene CYP89A2 trong cây Giảo cổ lam có 
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nguồn gốc từ tỉnh Quảng Nam. Kết quả nghiên cứu 
là cơ sở khoa học để nghiên cứu cơ chế điều hòa 
biểu hiện gene tham gia vào quá trình sinh tổng 
hợp gypenoside sau này. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

Vật liệu 

Cây Giảo cổ lam 5 lá (Gynostemma 

pentaphyllum (Thunb) Makino) in vitro và tế bào 
hình thành từ cây in vitro (Hình 1) có nguồn gốc 
tự nhiên tại xã Trà Nam, huyện Nam Trà My, tỉnh 
Quảng Nam (Hoàng Tấn Quảng và cs., 2021).  

Phương pháp 

Nuôi tế bào huyền phù và xử lý kích kháng 

Nuôi cấy tế bào huyền phù được thực hiện 
bằng cách cấy chuyển 3 g callus (30 ngày tuổi) vào 
bình tam giác 250 mL chứa 50 mL môi trường 

lỏng, tốc độ lắc là 120 vòng/phút trên máy lắc SM 
30A (Edmund Buhler, Đức). Các elicitor được bổ 
sung vào ngày thứ 6 của quá trình nuôi cấy với 
nồng độ hiệu quả nhất của từng chất, bao gồm 
methyl jasmonate (MeJA-50 µM), salicylic acid 
(SA-100 µM) và dịch chiết nấm men (YE-3 g/L). 
Sinh khối tế bào được thu sau 18 ngày nuôi cấy để 
tách chiết RNA tổng số (Quang et al., 2022; Tung 

et al., 2022).  

Tách chiết DNA tổng số 

DNA tổng số được tách chiết từ mẫu lá 
cây in vitro bằng kit TopPURE Plant DNA 
Extraction Kit (ABT, Việt Nam) theo hướng dẫn 
của nhà sản xuất. Tiến hành điện di kiểm tra DNA 
tổng số thu được trên gel argarose 1% (w/v). Mẫu 
DNA tổng số sau đó được bảo quản -20 oC để thực 
hiện các thí nghiệm tiếp theo.  

Hình 1. Cây Giảo cổ lam in vitro và tế bào huyền phù.

Khuếch đại gene 

Phản ứng PCR được thực hiện với DNA 
tổng số là khuôn mẫu, sử dụng 12 cặp mồi đã được 
công bố bởi Zhang et al. (2021). Thành phần phản 
ứng PCR bao gồm: 1 µL DNA tổng số (100 
ng/µL), 1 µL mồi của mỗi loại (10 pmol), 10 µL 
2× GoTaq Green Master Mix (Promega, Mỹ), 3 
µL nước cất, tổng thể tích phản ứng là 12 µL. Phản 
ứng PCR được thực hiện trong máy gia nhiệt 
(SimpliAmp, ThermoFisher Scientific, USA) với 
quy trình chạy như sau: 95 oC trong 3 phút, 30 chu 
kỳ ở 95 oC trong 1 phút, 50 oC trong 1 phút, 72 oC 
trong 1 phút, 72 oC trong 10 phút. Sản phẩm PCR 
được điện di trên gel agarose 1% và nhuộm bằng 
SafeViewTM Classic (abm, Canada). 

Phân tích trình tự gene và xây dựng cây phát 

sinh 

Trình tự nucleotide của sản phẩm PCR 
gene CYP89A2 được phân tích trực tiếp bằng 
phương pháp Sanger (Công ty Firstbase, 
Malaysia). Trình tự nucleotide của các mẫu được 

kiểm tra bằng phần mềm BioEdit, sau đó so sánh 
với các trình tự đã được công bố trên Ngân hàng 
Gene thông qua công cụ BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Các trình tự 
DNA được sắp xếp dóng cột bằng chức năng 
Clustal W trên phần mềm MEGA 11 với các tham 
số mặc định. Cây phát sinh được xây dựng dựa 
trên phương pháp Maximum Likelihood với giá trị 
bootstrap 1000 (Tamura et al., 2021). 

Dự đoán đặc điểm và chức năng của enzyme 

CYP89A2 

 Đặc điểm và chức năng của enzyme 
Cytochrome P450 (CYP89A2) từ cây Giảo cổ lam 
được dự đoán bằng các công cụ tin sinh học, bao 
gồm protein domain (http://smart.embl-
heidelberg.de/) (Letunic et al., 2021). Mô hình cấu 
trúc không gian của CYP89A2 được dự đoán bằng 
công cụ Phyre2.2 
(https://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.c
gi?id=index) (Kelley et al., 2015). Cấu trúc xoắn 
xuyên màng được dự đoán nhờ TMHMM Server 
v.2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.
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php?TMHMM-2.0) (Krogh et al., 2001). Phân tích 
khả năng glycosyl hóa kiểu N (N-glycosylation) 
của enzyme bằng công cụ NetNGlyc 1.0 Server 
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?Ne
tNGlyc-1.0) (Gavel, von Heijne, 1990).  

Đặc điểm hóa - lý của enzyme CYP89A2 
được dự đoán như điểm đẳng điện bằng công cụ 
IPC 2.0 (http://www.ipc2-isoelectric-point.org/) 
(Kozlowski, 2021), khả năng chịu nhiệt được dự 
đoán bằng công cụ Tm Predictor 
(http://140.114.98.13/tm/). Môi trường xúc tác 
(acid/base) của enzyme được dự đoán bằng công 
cụ AcalPred (http://lin-group.cn/server/AcalPred) 
(Lin et al., 2013).  

Xác định mức độ phiên mã của gene trong tế bào 

 RNA tổng số được tách chiết từ mẫu tế 
bào huyền phù bằng kit GeneJET Plant RNA 

Purification Kit (Thermo Scientific, Mỹ) và phản 
ứng sinh tổng hợp sợi cDNA thứ nhất được thực 
hiện bằng kit RevertAid First Strand cDNA 
Synthesis (Thermo Scientific, Mỹ) theo hướng 
dẫn của nhà sản xuất. Để đánh giá mức độ phiên 
mã của gene CYP89A2, chúng tôi tiến hành phản 
ứng realtime PCR với cặp mồi đặc hiệu của gene 
này là RT-CYP89A2, sử dụng nội đối chứng 
(control - house keeping gene) là 18sRNA (Bảng 
1). Phản ứng Real-Time PCR được thực hiện với 
kit Gotaq(R) qPCR Master Mix (A6001, Promega, 
Mỹ) theo quy trình chạy như sau: 95 oC trong 2 
phút, 40 chu kỳ ở 95 oC trong 15 giây và 60 oC 
trong 1 phút (Zhang et al., 2021). Thành phần 
phản ứng: 10 µL Go Taq qPCR Master Mix 2X 
(Promega, Mỹ), 1 µL mồi mỗi loại (10 pmol), 1 
µL cDNA, 7 µL nước cất.  Quá trình khuếch đại 
được thực hiện trên hệ thống QuantStudio™ 5 
Real-Time PCR  (ABI, Mỹ). 

Bảng 1. Các mồi được sử dụng trong nghiên cứu. 

Mồi Trình tự (5’-3’) Tài liệu tham khảo 

RT-CYP89A2 
5'-CCCTTCCAAACTCACAAAAC-3' 
5'-AATGGAGATTGCGAAGAGTT-3' 

(Zhang et al., 2021) 

GP-18sRNA 
5'-ACGATGCCGACCAGGGATT-3' 
5'-TTCAGCCTTGCGACCATACTC-3' 

(Wang et al., 2018) 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Phân lập gene CYP89A2 

 DNA tổng số của mẫu cây Giảo cổ lam 
được sử dụng làm khuôn mẫu để thực hiện phản 
ứng PCR với cặp mồi đặc hiệu, sản phẩm PCR 
sau đó được điện di trên agarose gel 1%. Kết 

quả thăm dò với cặp mồi đặc hiệu cho 12 gene 
theo mô tả của Zhang và cộng sự (2021) cho thấy 
có 4/7 gene CYP và 1/5 gene UGT có sản phẩm 
khuếch đại đặc hiệu (Hình 2). Trong đó, gene 
CYP89A2 thể hiện sự khuếch đại mạnh nhất 
(băng đậm nhất) nên được lựa chọn để nghiên 
cứu sâu hơn.  

Hình 2. Điện di sản phẩm PCR 12 gene CYP và UGT. MK: thang chuẩn kích thước DNA 
(GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific, Mỹ). 

Sản phẩm PCR gene CYP89A2 (CpQN) 
được sử dụng để phân tích trình tự trực tiếp, kết 
quả cho thấy đoạn trình tự nucleotide thu được có 
chiều dài 850 bp đảm bảo chất lượng để so sánh 
trình tự. Kết quả so sánh trên Ngân hàng Gene cho 

thấy trình tự thu được trong nghiên cứu này tương 
đồng 99,17% với trình tự mRNA CYP89A2 của 
cây Giảo cổ lam Gynostemma pentaphyllum (mã 
số MT416753), từ đó có thể khẳng định đoạn gene 
CYP89A2 đã phân lập được. 
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Hiện nay, dữ liệu công bố về trình tự 
gene CYP89A2 trên Ngân hàng Gene chưa 
nhiều, trong đó chủ yếu là ở dạng dự đoán. Kết 
quả xây dựng cây phả hệ dựa trên các gene đã 
công bố cho thấy gene CYP89A2 từ cây Giảo cổ 
lam có sự tương đồng cao nhất với các cây thuộc 
họ Bầu bí, tuy nhiên mức độ tương đồng không 

quá cao (khoảng 75-76%). Chẳng hạn, tương 
đồng với Cucurbita maxima 76,60% 
(XM_023130736), Cucumis melo 76,21% 
(LN681914) hay Cucurbita moschata 76,21% 
(XM_023087977). Đối với các họ thực vật khác, 
sự khác biệt cao hơn, ví dụ tương đồng 71,92% 
so với Prunus armeniaca (OZ046361) (Hình 3). 

Hình 3. Cây di truyền dựa trên trình tự gene CYP89A2. Chỉ số ở mỗi nhánh thể hiện mức độ tin cậy với 
bootstrap 1000. 

Dự đoán cấu trúc không gian và đặc điểm hóa 

lý của enzyme 

Từ kết quả phân tích trình tự, đoạn gene 
CYP89A2 từ mẫu CpQN có mức độ tương đồng cao 
với trình tự gene đã được công bố, do đó, chúng tôi sử 
dụng trình tự mRNA đã được công bố (MT416753) 
để dự đoán cấu trúc và chức năng của enzyme này. 
Kết quả dự đoán cho thấy protein CYP89A2 có cấu 
trúc tương đồng 26% với sugiol synthase của cây Đan 
sâm Salvia miltiorrhiza CYP76AH3 (mã số PDB: 
7x2q, mã số Phyre: c7x2qA_) với độ bao phủ 91% 
(460/506 amino acid) và độ tin cậy 100%. Cấu trúc 
bậc hai của CYP89A2 có 15 vị trí gập cuộn xoắn α 
(chiếm 45%) và 8 vị trí gập cuộn β (8%) (Hình 4). 
Ngoài ra, trong cấu trúc enzyme còn có các đoạn rối 
(Disordered) chiếm 7% và xoắn xuyên màng (TM 
helix) chiếm 8%. 

Vùng bảo tồn được dự đoán bằng 
chương trình SMART cho thấy enzyme có 13 
domain hiện diện là PRM, CBM_X, PX, 
PLCXc, HSF, GLUCA, BRICHOS, BACK, 
HPT, KNOX2, TPK_B1_binding, 

ClpB_D2_small và MoCF_biosynth. Kết quả dự 
đoán cấu trúc xuyên màng cho thấy phân tử 
enzyme phần lớn nằm xuyên màng và một phần 
nhỏ được tiết ra môi trường ngoại bào, không có 
phần enzyme nằm bên trong tế bào (Hình 5). Phân 
tích trình tự CYP89A2 bằng công cụ NetNGlyc 1.0 
Server nhận thấy có tới 21 vị trí amino acid có khả 
năng xảy ra N-glycosylation (Hình 6). 

Đối với CYP89A2, trình tự mRNA có 
chiều dài 1.521 bp và mã hóa trình tự polypeptide 
dài 506 amino acid, enzyme có khối lượng phân tử 
là 58,44 kDa, điểm đẳng điện (pI) là 7,06. Kết quả 
dự đoán khả năng chịu nhiệt của CYP89A2 bằng công 
cụ Tm Predictor cho thấy enzyme có khả năng chịu 
nhiệt độ từ 55 - 65 °C (Tm index = 0,9846). Enzyme 
có khả năng chịu nhiệt cao, đây là cơ sở để lựa chọn 
mức nhiệt độ thích hợp nhằm kiểm tra hoạt tính 
enzyme. Dựa vào công cụ dự đoán khả năng chịu 
được môi trường xúc tác kiềm/acid của AcalPred, 
chúng tôi nhận thấy enzyme CYP89A2 có khả năng 
chịu kiềm, chỉ số xúc tác mang tính base là 0,9385 
trong khi chỉ số acid là 0,0614. 
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Hình 4. Dự đoán cấu trúc không gian của CYP89A2. Cấu trúc cuộn xoắn α được trình bày bằng hình lát 
mỏng dạng cuộn, cấu trúc β được trình bày bằng hình mũi tên dạng sợi. 

Hình 5. Mô hình cấu trúc không gian của CYP89A2 được xây dựng nhờ TMHMM Server v. 2.0. 

Hình 6. Vị trí các amino acid có thể glycosyl hóa. 

Xác định mức độ phiên mã của gene CYP89A2 

trong tế bào huyền phù 

Để hiểu rõ vai trò và hoạt động của gene 
CYP89A2, chúng tôi đánh giá mức độ phiên mã của 
gene này trong tế bào huyền phù nuôi cấy ở các điều 
kiện xử lý kích kháng khác nhau. Trong nghiên cứu 
trước đây, công thức xử lý kích kháng riêng lẽ tốt nhất 
là MeJA (50 µM), SA (100 µM) và YE (3 g/L) 
(Quang et al., 2022), vì vậy, mức độ phiên mã của 
gene CYP89A2 được xác định trong các công thức tốt 

nhất này. 

Kết quả phân tích Real-Time PCR cho thấy 
gene CYP89A2 hoạt động mạnh nhất trong tế bào 
được xử lý MJ, cao hơn khoảng 11 lần so với đối 
chứng không xử lý elicitor. Trong khi đó, xử lý tế bào 
bằng SA và ME không làm thay đổi hoạt động của 
gen so với đối chứng (Bảng 2). Theo Quang và cộng 
sự (2022), các elicitor khi xử lý riêng lẻ đều làm tăng 
hàm lượng gypenoside trong tế bào, trong đó SA cho 
hiệu quả cao nhất, đạt 79,721 mg/g khô khi xử lý với 
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SA 100 µM sau 6 ngày nuôi cấy, gấp khoảng 2 lần 
mẫu tự nhiên. Tuy nhiên, phân tích mức độ phiên mã 
cho thấy gene CYP89A2 hoạt động mạnh nhất khi xử 
lý với MJ, điều này có thể gene CYP89A2 có thể đóng 
các vai trò khác trong chu trình sinh tổng hợp 
gypenoside. Theo Zhang và cộng sự (2021), mức độ 
biểu hiện của CYP89A2 trong lá cây Giảo cổ lam là 
cao nhất, tiếp đến là rễ và biểu hiện ở thân thấp nhất.  

Theo các tài liệu đã công bố, gene CYP89A2 
thường biểu hiện mạnh khi có tác động của các yếu tố 
môi trường, giúp cây kháng lại các yếu tố bất lợi bên 

ngoài, đặc biệt là chất diệt cỏ. Theo Chen và cộng sự 
(2023), gene CYP89A2 biểu hiện vượt mức ở cây 
Polypogon fugax nhằm làm giảm độc tố của 
quizalofop-p-ethyl lên tế bào, là yếu tố điều hòa khả 
năng kháng chất diệt cỏ trong cây (Chen et al., 2023). 
Gene CYP89A2 cũng biểu hiện ở các mô trong cây 
Apera spica-venti khi xử lý thuốc diệt cỏ (Babineau et 

al., 2017). Ở cây Arabidopsis thaliana, biểu hiện của 
gene CYP89A2 cũng tăng lên khi xử lý ánh sáng đỏ 
xa (far red) (Cole, 2018). Tuy nhiên, vai trò chức năng 
cụ thể của gene CYP89A2 vào con đường sinh tổng 
hợp saponin cần nghiên cứu thêm.   

Bảng 2. Mức độ biểu hiện của gene CYP89A2 trong các loại mẫu khác nhau. 

Gene Xử lý kích kháng 
Giá trị Ct 

2-∆∆Ct 
GP-18S Gene 

CYP89A2 

YE 26,30 34,51 0,10 
SA 28,79 36,78 0,11 
MJ 32,43 33,81 10,83 

NC 28,94 33,76 1,00 

KẾT LUẬN 

Đoạn gene CYP89A2 phân lập từ cây Giảo 
cổ lam có nguồn gốc tỉnh Quảng Nam có trình tự 
nucleotide tương đồng 99,17% với trình tự mRNA 
CYP89A2 của cây Giảo cổ lam đã được công bố 
trên Ngân hàng Gene (mã số MT416753). Kết quả 
dự đoán cấu trúc và đặc tính enzyme cho thấy 
enzyme CYP89A2 có 15 vị trí gập cuộn xoắn α và 
8 vị trí gập cuộn phiến β, có 21 vị trí amino acid có 
khả năng xảy ra N-glycosylation. CYP89A2 chủ 
yếu hoạt động xuyên màng, có khả năng hoạt động 
tốt ở môi trường kiềm và chịu nhiệt độ từ 55 - 65 
°C. Enzyme CYP89A2 hoạt động mạnh nhất trong 
tế bào được xử lý methyl jasmonate, cao hơn 
khoảng 11 lần so với đối chứng không xử lý 
elicitor.  
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LEVEL OF CYTOCHROME P450 GENE (CYP89A2) FROM Gynostemma pentaphyllum 
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SUMMARY 

Gypenosides produced from Gynostemma pentaphyllum (Thunb.) Makino are mainly dammarane-type 
triterpenoid saponins with diverse structures and important biological activities. Seven cytochrome P450 (CYP) 
and five UDP-glucuronosyltransferase (UGT) genes have been demonstrated to be involved in gypenoside 
biosynthesis and distribution in G. pentaphyllum. In this study, the transcription levels and characteristics of the 
CYP89A2 gene were determined. The result showed that the nucleotide sequence of CYP89A2 gene fragment had 
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99.17% similarity to the reference gene (GenBank accession number of MT416753). The secondary structure 
prediction reveals that CYP89A2 has 15 α-helices and 8 β-sheets. The predicted CYP89A2 is an alkaline 
extracellular enzyme and resistant to temperatures from 55-65 °C. Realtime PCR analysis showed that the 
CYP89A2 transcription level was high in suspension cells with methyl jasmonate treatment, about 11 times higher 
than that of control. Meanwhile, salicylic acid and yeast extract elicitation did not change gene transcription 
compared to the control. The results provide a scientific basis for studying the gene expression regulation 
mechanism of gypenoside biosynthesis in the future. 

Keywords: Bioinformatics tools, Gynostemma pentaphyllum, Cytochrome P450, CYP89A2, suspenssion cell. 
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