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(57) Giai phap hiru ich dé cap dén chung vi nAm ndi sinh Penicllum crustosum WQF11

thuan khiét v& mat sinh hoc duoc phan lap tir than cta cay bach tung (Cephalotaxus mannii

Hook.f.) phan bo tai Huyén Quan Ba, Tinh Ha Giang, Viét Nam, trong d6 chung nay c6

kha nang sinh tong hop hoat chat paclitaxel véi ham lugng dat 86,9mg/L dich 1én men

trong moi truong PDB-S va mang trinh ty ADN vung ITS1-5,8S-ITS2 ¢6 d6 dai 551bp da
dugc dang ky trén GenBank v6i mé s6 OM758096. Chung WQF11 c6 khuan lac mau trang
dén xanh Xam vién trang, soi ndm c6 vach ngan, phan nhanh, tin cung 13 cac bao tir tran
dinh dang cau, bao tr nhin, c6 hinh elip, kich thudc 2-3 x 1,5-2,5um, khi gia c6 hinh cau,
cudng sinh bao tir nhin, c6 vach ngan, phan nhanh dién hinh kich thuéc dat dén 100pum.

Paclitaxel c6 tac dung trong vi¢c diéu tri bénh ung thu, dac bi¢t 1a bénh ung thu va va ung

thu phdi ¢ nguoi.
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Linh vuc ky thuét dwgc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc céng nghé vi sinh vat hoc va cong ngh¢ sinh
hoc lién quan dén cac ching vi nam sdng noi sinh trong cdy duoc liéu c6 kha nang sinh
tbng hop paclitaxel cao. Cu thé, giai phap hitu ich d& xuit ching vi nadm noi sinh
Penicillium crustosum WQF11 thudn khiét v& mat sinh hoc, dugc phéan 14p tir than cta
cdy bach tung (Cephalotaxus mannii Hook.f.) phan bd tai Huyén Quén Ba, Tinh Ha
Giang, Viét Nam c6 kha nang sinh tdng hop hoat chét paclitaxel, chét nay c6 tac dung

trong viéc didu tri bénh ung thu, dic biét 1a bénh ung thu vi va ung thu phdi & nguoi.
Tinh trang ky thuét cia giai phap hitu ich

Paclitaxel (taxol) thudc mdt nhém diterpenoit phire tap dugce goi la taxan phén lap
tir cac ngudn tu nhién (thuc vat va vi nam) da dugc chimg minh c6 hidu qua d6i v6i cac
bénh ung thu va dugc coi la thube diéu tri hoa tri liéu thong thudong, duoc xép hang la
thudc chdng ung thu c6 gia tri trén 1 ty USD dau tién trén thé giéi (Schiff va cs., 1978).
So v&i cac thude chdng ung thu khac nhur camptothecin, vinca alkaloit, podophyllotoxin
v colchicin, dong luc lién két ctia paclitaxel v6i tubulin rét ddc biét. Cac cht trén tang
cudng thao g& vi dng trong khi d6 paclitaxel thtic day 14p rap va 6n dinh (Roberts va
Hyams, 1979). Do kha ning doc nhét cta lién két v6i B-tubulin va doc tinh té bao ciia
paclitaxel & 116ng do thép hon, paclitaxel dang duoc str dung dé didu tri mot s6 khéi u
thong thuong. Paclitaxel dugc Cuc quan ly thuc phim va duge pham Hoa Ky (FDA)
cAp phép sir dung diéu tri ung thu budng trimg vao nam 1992 do hiéu qua cao va it tac
dung phu hon céc loai thudc khac. Hién nay, paclitaxel cling dugc dung dé diéu tri ung
thu phdi (Ettinger, 1993), ung thu budng trimg nhon thudc (McGuire va cs., 1989;
Einzig va cs., 1991; Markman 1991), dau va cb (Forastiere va cs., 1993), than, tuyén
tién liét, rudt két, cd tur cung, da day, tuyén tuy (Einzig va cs., 1992; Arbuck va cs., 1993;
Brown va cs., 1993; Roth va cs., 1993) va ung thu vi (Holmes va cs., 1991). Theo uéc
tinh, paclitaxel 1a loai thudc tri ung thu ban chay nhét timg duoc san xuét (Gordon, 2011)
v6i quy md thi truong 1a 1,6 ty dd la vao nam 2005 va dan xudt ban tong hop
(semisynthetic analog) cta paclitaxel 1a docetaxel da dat doanh s6 3 ty do la trong nim
2009 (Uzma va cs., 2018).

Nam 1962, cac nha nghién ctru tir Vién Ung thu Qudc gia My da tich chiét
paclitaxel hi¢u sudt cao tir cdy thily ting Thai Binh Duong (Taxus brevifolia), tuy nhién,
ham luong paclitaxel thu dugc thip va gia thanh cao van 1a thach thire. Trung binh, 20
kg vo cdy thong do chiét xuat duoc 1mg paclitaxel (Schiff va Horwitz, 1980) va c6 gia
4,87-20 USD/mg paclitaxel. Do d9d, viéc cung clp chét chéng ung thu manh nay di sém
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tré thanh vin d& khan hiém, vi ngay ca nhiing uéc tinh ban d4u nhu cdu st dung
paclitaxel trong didu tri ung thu c6 thé vuot qua 300kg, twong duong véi 750 000 ciy
thiy ting mdi nam (Stierle va cs., 1995; Sohn va Okos, 1998) tirc 1a 1kg paclitaxel duge
san xuét sau khi chiét xuét tir 10 000kg v6 Taxus (Schippmann, 2001) va mdt bénh nhan
ung thu can khoang 2,5-3,3mg paclitaxel dé diéu tri (Bedi va cs., 1996). Tuy viy, du c6
nhiing tién bo vuot bic trong qua trinh lya chon san xuét khac nhau trong hai thap ky
qua, paclitaxel vin 1a mot hop chét dat tién.

Trong 40 ndm qua, nhiéu phuong phép tiép can nhu khai thac paclitaxel tir v6 cay
thuy tung, nudi cly té bao va md thyc vat, téng hop hoéa hoc di dugc phat trién va cai
tién (Bang 1) (Fett-Neto va cs., 1992; Holton va cs., 1995; Wang va Zhong, 2002;
Croteau va cs., 2006; Zhou va Wu, 2006). Tuy nhién, nhiing cach tiép can nay la chua
phu hop vi mAt nhiu thoi, hiéu suat thdp 1am cho cac phuong phap nay tré nén khong
thuc té.

Béang 1 - Céc cach tiép can khac nhau dé san xuét paclitaxel tir vé cay thily ting va céc

bo phén khéc cia cdy.

Loai cay thudc Loai nudi cay Ning suat Tai li¢u tham khao
ho thong paclitaxel

Taxus cuspidata Callus 0,020% khéi luong  (Fett-Neto  va  cs.,
kho 1992)

Taxus brevifolia In vivo 0,01% khdi luong (Banerjee va cs., 1996)
kho cua vo

Taxus media Huyén phu té bao 115,2mg/L (Yukimune va cs.,

' 1996)
Taxus chinensis  Elicitor (Aspergillus Gép 2 1an véi d6i  (Wang va cs., 2001)
niger) chiéu
Taxus x media  Nudi cay 18 to Gép 2 1an so véi & (Furmanowa va

vo ¢y T. brevifolia Syklowska-Baranek,

2000)
Taxus chinensis Nudi cdy té& bao & 612mg/L (Wang va Zhong,
bioreactor 2002)

Khi nhitng nghién ctru d4u tién phat hién nidm ndi sinh Taxomyces andreanae tit
cdy thuy tung Taxus spp. sinh tdng hop paclitaxel ¢ md phuong én mdi cho san Xuét
paclitaxel cong nghiép hiu qua, chi phi giam, kha thi trong thuc ti&n san xuét. Tiép do,
mot s6 nhém nghién ctru d& phéan 1ap duoc vi ndm tir mot sb loai Taxus nhu Taxus
baccata, T. chinensis, T. cuspidata, T. media, T. floridana, T. canadensis, T.
yunnanensis, T. mairei, T. sumatrana va T. wallichiana, da dugc bao cdo ham luong
taxane trong va gifta cac loai khac nhau (Tabata, 2006). Ngoai ra, gan day cac nghién
clru da phat hién mot ) cay duogc liéu khéc cé thé phan lap nim sinh paclitaxel nhu
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Cardiospermum halicacabum, Citrus medica, Cupressus sp., Ginkgo biloba, Hibiscus
rosa-sinensis, Taxodium distichum, Podocarpus spp., Torreya grandifolia, Terminalia
arjuna (Flores-Bustamante va cs., 2010). Cho dén nay, it nhat 19 chi nim noi sinh
(Alternaria, Aspergillus, Botryodiplodia, Botrytis, Cladosporium, Ectostroma,
Fusarium, Metarhizium, Monochaetia, Mucor, Ozonium, Pap Formulapora, Periconia,
Pestalotia, Pestalotiopsis, Phyllosticta, Pithomyces, Taxomyces, Tubercularia) da dugc
sang loc va co6 khd nang san xudt paclitaxel va cac dan xuét (baccatin III, 10-
deacetylbaccatin III) (Stierle va cs., 1993; Zhou va Wu, 2006; Gangadevi va cs., 2008;
Zhao va cs., 2008; Zhao va cs., 2009). Cac nghién ctru trén da bd sung ngudn phén lap
ném sinh paclitaxel va thic ddy cic nha nghién ctru phan 1ap thém céc ching nim noi
sinh mdi trén cdy dugc li¢u phuc vu san xudt. D& cai thién ham luong paclitaxel thép,
cac nghién ctru hién tai can tap trung vao phan 18p va xac dinh cdc dong té bao san xuét
paclitaxel cao, san lugng paclitaxel dn dinh va téi wu héa cac diéu kién 1én men. Cai
thién va toi vu hoa cac mdi truong nudi ciy cta niAm san xuét paclitaxel tir Fusarium
maire d3 duoc thao luan bdi Xu va cdng su (2006). Mac du luong paclitaxel duge tim
thdy trong hau hét cac loai ndm noi sinh lién quan dén Taxus déu thip so véi cua ciy,
tuy nhién, thoi gian thé hé ngén va tbc d6 phat trién nhanh ctia ndm 1am cho né dang dé
nghién ciru dé ing dung trong sén xudt paclitaxel (Liu va cs., 2009).

Nghién ctru v& céc vi sinh vat (VSV) san xut paclitaxel c6 tiém ning quan trong
cho cac nghién ciru co ban va tng dung. Cho dén nay, huéng nghién ctru bd gen hoan
chinh lién quan dén tong hop sinh hoc paclitaxel con bo ngd. Viée giai trinh tu va phan
tich bo gen nhitng VSV nay s€ gop phin dang ké vao viéc md rong sd luong gen tong
hop paclitaxel lam co s& cho san xuét nhiu di ban hon. Ngoai ra, c6 hon 400 loai taxan
tu nhién d duoc biét dén, nhung chi c6 mot s6 gen lién quan dén téng hop sinh hoc
taxane dd dugc phéan 1ap. Trén cdc miu ciy thong do (T. brevifolia) da phan lap duoc
150 ching vi ndm va khoang 10% ching nim ndi sinh c6 sinh tong hop paclitaxel
(Caruso va cs., 2000). Cho dén nay, khoang 200 loai nAm nodi sinh thudc hon 40 chi ndm
thudc ho Ascomycota va Deuteromycota, va mot s6 it tir Basidiomycota va Zyeimycota
duoc cong bd 6 kha ning sinh tdng hop paclitaxel (Kusari va cs., 2014). M6t s6 nghién
ctru xac dinh sy ¢6 mit cla cidc gen ma hdéa cho cac enzym taxadien synthaza, 10-
deacetylbaccatin  III-10-O-acetyltransferaza va baccatin III 13-O- (3-amino-3-
phenylpropanoyl) gitp sang loc budc dAu cac loai vi nim sinh tdng hop xuit paclitaxel
(Zhang va cs., 2008). Trén co s phan tich hé gen cta vi ném, céc tac gia da xac dinh
duoc cac gen 10-deacetylbaccatin III-10-O-acetyltransferaza va gen acyltransferaza
chudi C-13 phenylpropanoit lién quan dén sinh tong hop paclitaxel (Roopa va cs., 2015).
Gén day, ching nidm Cladosporium oxysporum phén 1ap tir cdy chum ngdy (Moringa
oleifera) c6 thé sinh paclitaxel dat >250pg/1. Gan day, nghién ctru da dang nim trén cay
T. wallichiana var. Mairei. da phan lap dugc 528 ching nidm ndi sinh tir vo cdy, trong
d6 chi 01 ching ndm Phoma hazaginis sinh tong hop paclitaxel (Zaiyou va cs., 2017).
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Bén canh paclitaxel, mot s6 chét chuyén hoa tha cép khac da dugc phan 1ap, xac
dinh céu tric trong nhiéu nghién ciru khac (Dreyfuss va Chapela, 1994; Strobel va cs.,
2004; Padhi va cs., 2013). Nhiéu hop chit ¢6 hoat tinh sinh hoc thudc cidc nhém ankaloit,
flavonoit, steroit, terpenoit, peptit, polyketon, quinol va phenol cling nhu mot s6 hop
chét chtra clo. Trong nghién ctru ctia Schulz va cs. (2002) da phan lap khoang 6500 nim
ndi sinh va phén tich 135 hop chét chuyén hoa thu cip va cho thiy 51% cac hop chat
mai ¢ hoat tinh sinh hoc duge phan 18p tir ndm ndi sinh. Vi thé, viéc nghién ctru céc
chung VSV san xuét taxan chi dang trong nhitng budce dau tién.

O Viét Nam, cay bach ting dugc phat hién chil yéu tai Ha Giang, Cao Béng va
céc tinh Tay Nguyén & do cao 600-1200m, noi c6 it &nh séng va 4m. Moc rai rdc & phan
duéi suon ndi dat hodc d4 voi, it khi 1én gin dinh, trong rimg rim thudng xanh cay 14
rong. Thé gidi: cdy bach tung phan b & cac nude nhu An Do, Trung Quéc, Mianma,
Thai Lan. Pay 1a loai cay dugc liéu quy hiém, thudc danh sach "dd" trong Chuong trinh
Nghién clru bao tdn va phat trién ngudn gen quy hiém vé& cay thubc, nhung chua duge
quan tdm nghién ctru va khai thac Gng dung trong diéu tri bénh tai Viét Nam. O Viét
Nam va trén Thé gi6i trudc day da co nhiéu dé tai nghién ctru vé vi ndm nodi sinh; tuy
nhién, cac nghién ctru vé vi nam ndi sinh & ciy bach ting (Cephalotaxus mannii Hook.t.)
sinh paclitaxel ¢ ham lugng cao ing dung trong didu tri ung thu dén nay chua c6 cong
bd.

Ban chit k§ thuit cia giai phap hiru ich

Giai phap hitu ich dé xuét chung vi ndm ndi sinh Penicillium crustosum WQF11
thuan khiét v& mat sinh hoc, dugc phan lap tir than cua cdy bach tung (Cephalotaxus
mannii Hook.f.) phan bd tai x& Bat Pai Son, Huyén Quén Ba, Tinh Ha Giang, Viét Nam
(23°8'16" N 105°0'44" B), c6 kha niing sinh tdng hop hoat chét chét paclitaxel, chat nay
c¢é tac dung trong viéc diéu tri bénh ung thu, dic biét 1a bénh ung thu va va ung thu phéi
& nguol.

Ching vi ndm néi sinh Penicillium crustosum WQF11 thuan khiét vé mit sinh
hoc theo giai phap hitu ich mang trinh ty ADN vung ITS1-5,8S-ITS2 ¢6 d6 dai 551bp
va duoc dang ky trén ngan hang GenBank (ma s6 OM758096) va c6 kha ning sinh tong
hop hoat chét paclitaxel cao v&i ham lugng dat 86,9mg/L dich 1én men trong mdi trudong
PDB-S. Ching WQF11 cé khuén lac mau tring dén xanh xdm vién tréng, soi ndm c6
vach ngan, phin nhanh, tdn cing 1a cic bao tr tran dinh dang cdu, bao tir nhin, c6 hinh
elip, kich thuéc 2-3 x 1,5-2,5um, khi gia ¢6 hinh cau, cudng sinh bao ti nhin, ¢6 vich
ngan, phan nhéanh dién hinh kich thuéc dat dén 100pm.

M6 ta van tat cac hinh vé
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Hinh 1 12 hinh &nh thé hién hinh thai khuén lac ctia chiing Penicillium crustosum WQF11
trén mdi truong PDA-G sau 7 ngay nudi cdy. Khuén lac mau trang dén xanh xam véi

vién trang.

Hinh 2 12 hinh 4nh th& hién hinh thai soi khuan ty va bao tir ctia chiing Penicillium
crustosum WQF11 chup trén kinh hién vi quang hoc (d6 phéng dai 400 14n). Soi nAm
¢ vach ngan, phan nhanh, tdn cung la cac bao tr trin dinh dang cAu, bao tir nhin, co
hinh elip, kich thuéc 2-3 x 1,5-2,5um, khi gia ¢6 hinh cdu. Cubng sinh bao tir nhén, c6
véach ngan, phan nhanh dién hinh kich thuéc dat dén 100pm.

Hinh 3 12 hinh anh thé hién két qua séc ki 16p méng (TLC) ctia chat chuan paclitaxel
(A) va dich cao chiét paclitaxel tho ctia ching Penicillium crustosum WQF11 (B).

Hinh 4 13 biéu dd thé hién séc ki dd HPLC cta chét chudn paclitaxel (A), cao chiét
paclitaxel tho cta ching Penicillium crustosum WQF11 (B) trén may AGILENT 1200
(Puc) két ndi ddu do DAD; phd UV ctia chét chudn paclitaxel (C), cao chiét paclitaxel
tho cua ching Penicillium crustosum WQF11 cua pic Rt=35,851 (D); phd LC-MS ctia
chét chuin paclitaxel (E), cao chiét paclitaxel thd cta chiing Penicillium crustosum
WQF11 (F) trén may AGILENT 1200 LC-MSD.

M ta chi tiét giai phap hiru ich

Giai phéap hiru ich d& cap dén chung vi ndm ndi sinh Penicillium crustosum
WQF11 thudn khiét vé mat sinh hoc, duoc phén ldp tir thadn cia cdy bach tung
(Cephalotaxus mannii Hook.f.) phan bd tai x4 Bat Pai Son, huyén Quan Ba, tinh Ha

Giang, Viét Nam, c6 kha nang sinh téng hop hoat chat paclitaxel cao.

Viéc phan lap ching thuan khiét v& mat sinh hoc tir than ctia cy bach ting
(Cephalotaxus mannii Hook.f.) dugc thuc hién theo phuong phap cua Kumar va cong
su, nam 2019 c6 cai tién nhu mo ta sau diy. MAu than cay bach tung (Cephalotaxus
mannii Hook.f)) phan b tai xa Bat Dai Son, huyén Quan Ba, tinh Ha Giang, Viét Nam
duoc cit thanh ting khiic nho dai 2-3cm rira sach bing nude sach rdi khir tring 1an Tugt
bang etanol 70% (v/v) trong 30 gidy, NaOCl 3,5% (v/v) trong 2 phut va rira tiép voi
etanol 70% (v/v) trong 2-5 gidy. Sau do, rtra lai bang nudc cat khir tring 4 l4n. Cac mau
than cay dugc cat thanh ting 14t nho (0,5x0,5x0,5cm), dat cac lat nho 1én dia Petri chira
mdi truong PDA-G (Mo6i truong PDA céi tién c6 thanh phan méi trudng (g/L) nhu sau:
150¢g khoai tay; 10g dudng glucoza; 10g sacaroza; 16g thach va 1 lit nuéc ct) c6 do pH
=7, ¢6 bd sung streptomycin sulphat (100mg/L) véi khoang cach ddng déu va duoc
danh s6 ki hiéu, tht tu riéng twong tmg. Cac dia dugce nudi & nhiét dd 28°C trong thoi
gian 5-7 ngay, theo doi cac dia hang ngay dé kiém tra su phaét trién cia céc khudn lac

nam. Cay chuyén cic soi nam ctia cac chung nam phan 1dp duoc tir cac dia ban dau sang
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dia thach PDA-G c6 bd sung streptomycin sulphat (100mg/L) méi va nudi ¢ nhiét do
28°C trong thoi gian 5-7 ngay, theo doi va cdy chuyén dén khi thu dugc cac ching nidm

thuén khiét v& mat sinh hoc.

Céc chung ndm thudn khiét vé mit sinh hoc dugc phan loai bang hinh thai va ddi
chiéu véi céc dac diém dugc mo ta theo sach dinh tén loai vi ném ndi sinh ctia Raper va
Thom (1949), Samson va cdéng su (2011), Stolk va Samson (1972), Crous va
Groenewald (2015). Sau d6, tach chiét hé gen ctia céc ching nim thu duge bang kit tich
chiét ADN (Dneasy Plant Mini kit (Qiagen, Hilden, Dtic) va khuéch dai céc ving ITS
cing voi  gen 5,85 rARN bing cip mdi dic hiu ITS1 (5°—
TCCGTAGGTGAACCTGCGG —3’) vaITS4 (5° - TCCTCCGCTTATTGATATGC —
3%). Tiép theo, cac ving ITS cung vGi gen 5,8S rARN thu duoc va duge xac dinh trinh
tu nucleotit bing may giai trinh tu tw dong Sanger (First BASE Laboratories Sdn. Bhd.,
Malaysia). Trinh ty nucleotit dugc phan tich bang phin mém ClustalX v.1.81 va trinh
tu ving duoc d6i chiéu trén Ngan hang dit liéu gen NCBI (GenBank) bang cong cu
BLAST va dinh danh.

Chung vi ndm ndi sinh thuan khiét vé mit sinh hoc sau khi dinh danh dugc tiép
tuc duge nudi cdy va thir nghiém kha ning sinh tng hop hoat chit paclitaxel. Chiing
nAm tht nghiém duoc nudi cdy trong 3 lit mdi trudng PDB-S (M6i trudng PDB-S céi
tién c6 thanh phin méi trudng (g/L) nhu sau: 150g khoai tay; 10g dudng glucoza; 10g
sacaroza; 1g bot ddu twong va 1 lit nude cét, gia tri pH 7,0) & nhiét d6 28°C, toc d6 lac
150 vong/phit trong 15 ngay va tién hanh thu dich 1én men va sinh khéi bang ly tam &
6000 vong/phut trong 15 phat. BS sung 0,025% (w/v) NaxCO3 vao dich 1én men lic 150
vong/phut trong 60 phut dé loai bo axit béo trong dich 1én men, sau d6, dugc chiét 3 1an
véi diclomethan theo ty 1€ 1:1 (thé tich dung moi : thé tich dich 1én men) thu dugc dich
chiét nAm, chinh 12 dich chiét chat c6 hoat tinh sinh hoc toan phéan. Dich chiét ndm dugc
thu lai va c6 quay & 35°C béng thiét bi c6 quay (IKA, RV10, buc). Thu dugc cidn kho
chinh 14 paclitaxel tho c6 trong dich 1én men. Sinh khéi duoc sdy & 45- 60°C, sau db
sinh khdi nAm khé dwoc nghién min va tich chiét 3 14n v6i metanol theo ty 18 1:3 (khdi
luong sinh khéi khé : thé tich dung méi). Dich chiét ndm duoc thu lai va cd quay & 60°C
bang thiét bi c6 quay (IKA, RV10, Pirc). Thu dugc cin kho chinh 14 paclitaxel thd c6
trong sinh khdi. Hoa tan phén can kho trong metanol tuyét dbi va st dung dé phan tich,
xac dinh paclitaxel. Dich chiét nAm duoc x4c dinh kha ning sinh téng hop pacltitaxel
bang phuong phép sic ky 16p mong (TLC), bang phuong phép sic ky long hiéu ning
cao (HPLC) trén méy AGILENT 1200 (Dirc) két ndi dau do DAD, quang phd tir ngoai
(UV) va bang khéi phd LC-MS trén may AGILENT 1200 LC-MSD.



3666

Thye hién viéc phan 14p va xdc dinh cac dac tinh sinh truéng va phat trién nhu
néu trén, tac gia giai phap hitu ich da thu duoc ching vi nAm thudc chi Penicillium thun
khiét v& mit sinh hoc. Ching vi nidm nay c6 doan gen ITS1-5,8S-ITS2 ¢6 kich thude
551bp va c6 do tuong ddng > 99% va ¢ do dai doan so sanh > 99% so véi cac ching
Penicillium dwgc d6i chiéu trén hang dit lidu gen NCBI va dugc dinh danh 1a Penicillium
crustosum WQF11 (m3 s6 GenBank OM758096).

Ching vi ndm ndi sinh P. crustosum WQF11 thudn khiét vé mit sinh hoc theo
giai phdp hitu ich cé kha nang sinh tébng hop hoat chét paclitaxel v&i ham lugng
86,9mg/L dich 1én men trong moi trudng PDB-S.

Chiing vi nim ndi sinh P. crustosum WQF11 thuan khiét vé mat sinh hoc theo
giai phap hiru ich 1a ching tu nhién dugc phén ldp tir than cua cdy bach tung
(Cephalotaxus mannii Hook.f.) phin bd tai x4 Bat Pai Son, huyén Quan Ba, tinh Ha
Giang, Viét Nam, c6 kha nang sinh tdng hop hoat chat paclitaxel, hoat chét nay co tac
dung trong diéu tri bénh ung thu, dic biét 12 bénh ung thu v va ung thu phoi & nguoi.
Day 1a mdt trong céac nghién ciru dau tién ¢ Viét Nam va la ching cd tiém nang tng
dung lam nguyén liu trong san xuét hoat chit paclitaxel quy md 16n don gian ma lai
cho hiéu suét paclitaxel cao, phuc vu hd tro didu tri cac bénh ung thu, dic biét 12 bénh
ung thu vii va ung thu phdi & ngudi, mé ra huéng di méi c6 hiéu qua trong viée dicu tri
bénh ung thu tai Viét Nam, gop phan giam gia thanh san pham, nang cao strc khde cong
ddng va tang hiéu qua kinh té va xa hoi.

Chung vi ndm ndi sinh P. crustosum WQF11 theo sang ché hién dang dugc luu
gilr tai Trung tdm Giéng va Bao tdn ngudn gen vi sinh vat — Vién Cong nghé sinh hoc —
Vién Han 14m Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam duéi dang thudn khiét vé mit sinh hoc,
trong mdi truong PDA-G trong diéu kién lanh sau -20°C va -86°C, ddng thoi bao tir clia
chiing dugce luu gift trong cat.

Vi du thye hién giai phap hitu ich

Mau than cla ciy bach tung (Cephalotaxus mannii Hook.f.) phan b tai x& Bat
Dai Son, huyén Quan Ba, tinh Ha Giang, Viét Nam dugc cat thanh timg khic nhé dai
2-3c¢m rira sach bang nudc sach rdi khir tring 1an luot bang etanol 70% (v/v) trong 30
gidy, NaOCl 3,5% (v/v) trong 2 phut va rira tiép véi etanol 70% (v/v) trong 2-5 gidy.
Sau do, rira lai bang nuéc cAt khir tring 4 14n. Cac miu than ciy dugc cit thanh timg 14t
nho (0,5x0,5x0,5cm), dit cac 14t nho 1én dia Petri chira mdi truong PDA-G (Mdi truong
PDA cai tién c6 thanh phdn mdi truong (g/L) nhu sau: 150g khoai tdy; 10g duong
glucoza; 10g sacaroza; 16g thach va 1 lit nuéc cat) c6 dd pH = 7, co bd sung
streptomycin sulphat (100mg/L) véi khoang cach ddng déu va duogc ddnh s6 ki hiéu, thtr
tu riéng tuong ung. Céc dia duge nudi & nhiét d6 28°C trong thoi gian 5-7 ngay, theo



3666

d5i cac dia hang ngay dé kiém tra sy phat trién cla cac khuén lac vi ndm ndi sinh. Cay
chuyén céc soi ndm ciia cac ching nim phén 1ap dugce tir cac dia ban déu sang dia thach
PDA ¢6 bd sung streptomycin sulphat (100mg/L) mdi va nudi & nhiét d6 28°C trong
thoi gian 5-7 ngay, theo doi va cdy chuyén dén khi thu duge cac ching nédm thuan khiét

v€ mat sinh hoc.

Két qua da phan 1ap duoc chiung duge ky hiéu 1a WQF11 ¢6 thoi gian sinh truéng
5-7 ngay nudi cdy trén mdi truong PDA-G. Nudi cdy chimg WQF11 thudn trén moi
treong thach nghiéng dén khi khuén ty ndm phét trién pht kin mit thach, sau d6 bd sung

glycerol 15% vo tring, gitt & 4 — 10°C dé luu giit va bao quan ching giong.

St dung phuong phép phan loai truyén thdng vi nim duya trén dic diém hinh thai
ctia ching. Déc tinh hinh thai ctia vi ndm duoc x4c dinh dya trén dac diém hinh thai
khuén lac; hé soi, hinh thai, vach ngin soi ndm; bao tir va cuéng bao tur theo cac khoa
phan loai cuia Raper va Thom (1949), Samson va cong su (2011), Stolk va Samson
(1972), Crous va Groenewald (2015) dé so bo nhan dang, phan loai chiing vi ném noi
sinh WQF11 dén chi.

Ching vi ndm ndi sinh WQF11 duoc nudi cdy phét trién trén moi trudng PDA-
G & 28°C, quan sat dc diém hinh thai, mau sic va kich thuéc khuan lac. Hinh thai khuan
lac ctia ching vi ndm noi sinh WQF11 trén mdi trudong PDA-G sau 5 ngay nudi cay
duoc thé hién trén hinh 1. Khudn lac ca ching vi ndm néi sinh WQF11 mau tring dén
xanh x4m véi vién tréng. Chuén bi lam kinh, lamen va c4c dia Petri dd dugc khtr trung.
Ding que ciy ldy mot miéng thach c6 soi ndm phat trién kich thudc khoang 0,5x0,5cm
dat 1én lam kinh roi léy lamen day 1én bé mat miéng thach. Sau d6 dat lam kinh chtra
lamen dé vao trong dia Petri. Nudi ¢ 28°C trong khoang thoi gian 5-7 ngay cho dén khi
o1 ndm moc lan déu bé mit lamen. Quan sat tiéu ban béng kinh hién vi quang hoc (d6
phong dai 400 14n), quan sat dic diém hé soi, bao tu, cuéng bao tir va vach ngan cua
ching ndm. Nhan dang so bd ching vi ndm qua mau sic, hinh thai khuén lac cung déc
diém vi hinh thai theo cac khéa phan loai. Hinh théi cta soi khuén ty va bao tir cia
chiing vi ndm ndi sinh WQF11 dugc thé hién trén hinh 2, trong d6 s¢i nAm c6 vach ngén,
phén nhanh, tan cung la cic bao tir tran dinh dang cAu, bao tir nhin, ¢6 hinh elip, kich
thude 2-3 x 1,5-2,5um, khi gia ¢6 hinh cdu. Cubng sinh bao tir nhin, c6 vach ngén, phén
nhanh dién hinh kich thuéc dat dén 100pm.

Két qua nhén dang duoc ching vi ndm noi sinh WQF11 thude chi Penicillium.

ADN ciia chiing vi ndm noi sinh WQF11 dugc tach chiét bang kit tach chiét ADN
(Dneasy Plant Mini kit (Qiagen, Hilden, Duc). Két qué kiém tra trén may do quang phd
cho thdy ADN tong sb tach chiét duoc c6 do tinh sach cao (A260/280= 1,86) va dugc
str dung 1am khuon dé thyc hién phan tng PCR.
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Ving gen ITS1-5,8S-ITS2 ciia ching vi ndm noi sinh WQF11 dugc khuéch dai
bang phuong phap PCR sir dung cip mdi ITS1 (5°- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -
3°) va ITS4 (5°- TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3°). Cap mdi ITS1 va ITS4 khuéch
dai doan gen ITS1-5,8S-ITS4 ctia cdc ching nim c6 kich thuéc tinh toan theo 1y thuyét
13 500-600bp.

Phan ng PCR duoc thuc hién theo phuong phap chuan dugc md ta boi Roopa
va cong su (2015). Thé tich phan tmg PCR (25ul) bao gdm 100ng ADN hé gen, 25l
hdn hop chuén, 0,1 pg ADN téng s6 0,4uM mdi mdi, 0,2mM dNTPs, 1xTaq polymeraza
dém, and 1U Taq ADN polymeraza va nudc khir ion. Chu trinh nhi€t bao gdm: 95°C
trong 10 phut; 35 chu trinh: 95°C trong 30 gidy, 65°C trong 60 gidy, 72°C trong 90 gidy;
72°C trong 10 phut, gitt mau & 4°C. Sau khuéch dai, san phdm PCR duogc phan tich bang
dién di gel agaroza 1%. Két qua thu duge mdt phan doan gen cé kich thuge khoang
570bp. Tinh sach doan gen nay bang kit tinh sach ADN (GeneJET PCR Purification Kit
#K 0701, Thermo Scientific).

Trinh tu doan gen ITS1-5,8S-ITS2 cua chung vi ndm noi sinh WQF11 dugc xac
dinh trén may giai trinh tw ddng Sanger (First BASE Laboratories Sdn. Bhd., Malaysia).
Xt 1y dit liéu trinh ty doan ADN bing phan mém ClustalX v.1.81, so sanh v6i céc gen
tuong ung ding ky trén ngin hang co so dir liéu GenBank bang cong cu BLAST trén
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) (bang 2).Trinh ty doan gen ITS1-5,8S-ITS4 cua ching
vi ndm noi sinh WQF11 dugc thé hién & SEQ ID NO:1.

Bang 2 - Mttc do tuong ddng gen ITS1-5,8S-ITS2 clia ching vi nam WQF11 khi so

sanh véi trinh tu cac chung trén Ngéan hang dir liéu gen NCBI

L en Chung so sanh Do dai Muc do
Ky hi¢u
chiing A , Ma s6 cToan SO fucmf
Tén chling GenBank sanh (%) | dong (%)
Penicillium  crustosum  AIR- | KF815589.1 100 99.64
DRBC-II-11
WQF11 | Penicillium crustosum RT25 MG975627.1 99 99,82
Penicillium crustosum FRR 1669 | NR_077153.1 99 99,64
Penicillium crustosum | MT582770.1 99 99,64
DUCCS5730
Penicillium crustosum DTO 403- | MT316358.1 99 99,64
D6

Két qua cho thdy da xac dinh dugc trinh tw doan gen 1TS1-5,8S-ITS2 tich tir
ching vi ndm noi sinh WQF11 ¢6 kich thude 551bp. Doan gen nay c6 muc tuong dong
véi céc trinh tu gen trén NCBI > 99% va c6 d6 dai doan so sanh > 99% so vdi céc ching

Penicillium duge d6i chiéu trén Ngan hang dit liéu gen NCBI nhu Penicillium crustosum
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AIR-DRBC-II-11  (99,64%), Penicillium crustosum RT25 (99,82%), Penicillium
crustosum FRR 1669 (99,64%), Penicillium crustosum DUCCS5730 (99,64%) va
Penicillium crustosum DTO 403-D6 (99,64%). V6i két qua nay cho thdy, ching vi nim
nodi sinh WQF11 thudc loai Penicillium crustosum. Két qua nay cho két qua tuong tu
khi phan loai bdng dic diém hinh thai khuén lac, bao tir va cudng sinh bao tir. Chung vi
ndm nodi sinh WQF11 dugc dinh danh 1a Penicillium crustosum WQF11 (ma )
GenBank OM758096).

Ching vi nAm ndi sinh P. crustosum WQF11 dugc nudi lac trong 3 1it moi trudng
PDB-S ¢ 150 vong/phit, nhiét d6 28°C trong 15 ngay. Tién hanh thu dich 1én men va
sinh khéi bang ly tim & 6000 vong/phut trong 15 phut. Thu paclitaxel thd tir dich 1én
men va sinh khdi ndm theo cc budc sau: (1) bd sung 0,025% (w/v) NaCOs vao dich
1én men lc 150 vong/phut trong 60 phut dé loai bo axit béo trong dich 1én men; (2) sau
d6, duoc chiét 3 14n véi diclomethan theo ty 18 1:1 (thé tich dung mai : thé tich dich lén
men) thu dugc dich chiét nAm c6 hoat chét paclitaxel, thu pha dudi; (3) dich chiét nAm
duogc thu lai va c6 quay ¢ 35°C béng thiét bi co quay (IKA, RV10, btrc), thu dugce can
kho chinh 12 paclitaxel thd c6 trong dich 1én men; (4) sinh khdi ndm tuoi duge sdy kho
& 45- 60°C, sau khi sinh khdi nAm duoc sdy kho va duoc nghién thanh bdt min; (5) bot
sinh khéi ndm kho duoc tach chiét 3 14n véi metanol theo ty 18 1:3 (khdi lugng sinh khdi
kho : thé tich dung mdi) thu dugc dich chiét nAm c6 hoat chét paclitaxel; (6) dich chiét
ném tiép tuc ¢ quay & 60°C béang thibt bi co quay (IKA, RV10, Dtrc) dé loai bd dung
moi thu duoe cin chiét khé chinh 14 paclitaxel thd c¢6 trong sinh khdi; (7) hoa tan phan
cin kho paclitaxel thd thu tir dich 1én men va sinh khdi nim trong metanol tuyét dbi va

st dung dé phan tich, xac dinh ham lugng paclitaxel.

Dich paclitaxel tho thu dugc va dugce xac dinh hoat chét paclitaxel béng phuong
phép séc ky ban méng (TLC) (Kumar va cs., 2019) nhu sau: (1) hoa tan chét chuan
paclitaxel trong metanol 1mg/ml, pha loang dén cac ndng d6 chuin; (2) hoat héa ban
mong silicagel 60 F254, do day 0,25mm pha thuong bang cach sdy 1 gio & 110°C; (3)
mau duge chdm 1én ban mong bang pipet (chét chudn paclitaxel 1ul ndng d6 10°%; mau
dich paclitaxel tho la Spl), sdy nhe ban mong dé bay hét dung mdi; (4) dung kep dua
ban mong di chdm véao binh dung moi cé thanh phan cloroform:metanol & 7:1 (v/v), ddy
nép binh, theo déi vach dung moi di chuyén dén khi cdch mép trén tdm ban mong lcm
thi 1y ban mong ra khéi binh, sdy nhe ban mong; (5) stt dung thudc nhudm vanilin 1%
(w/v) trong axit sulfuric sau khi dun néng nhe xit déu 1én ban mong, sdy nhe ban moéng,
quan sat vét; (6) gia tri hé s6 luu gitt (Rf) clia mAu duge tinh todn theo phuong trinh sau
tlr sc ky d6 va so sanh véi phan loai tidu chuén. Két qué cho théy su hién dién cua
paclitaxel trong mau cao chiét cia ching vi ném ndi sinh P. crustosum WQF11 khi so

sanh v6i chit chudn paclitaxel. Gi4 tri Rf ctia miu cao chi€t va chuan paclitaxel dugc
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tim théy 12 0,49. Két qua séc ky ban méng duoc thé hién trén hinh 3. Mot két qué twong
tu x4c dinh paclitaxel bang TLC ciing dugc bao cdo v& sinh tdng hop paclitaxel tir vi
nam Pestalotiopsis malicola va P. pauciseta VM1 (Bi va cs., 2011) va chung vi nim noi
sinh Colletotrichum gloeosporioides JGC-9 trén cdy thanh tdo (Justicia gendarussa)

(Gangadevi va Johnpaul, 2008).

X4c dinh ham lugng paclitaxel cd mat trong cao chiét ctia ching vi ndm noi sinh
P. crustosum WQF11 bang phuong phép sac ky 1ong hiéu nang cao (HPLC) trén may
AGILENT 1200 (Dtic) két ndi ddu do DAD. Trén hé théng HPLC, pic tin hiéu dugc lua
chon ciia paclitaxel chuan (Hinh 4A) duoc phét hién mot cach on dinh tai thoi gian luu
Rt 35,873 phut dbi v6i cac mAu chét chi thi dung trong thang dinh lugng va xac nhén su
c6 mat cua paclitaxel trong miu cao chiét thir nghiém ctia chiing vi nédm ndi sinh P.
crustosum WQF11 ciing cho thdi gian luu Rt 35,851 phut trung voi thoi gian luu cua
chét chuan (Hinh 4B). Ham lugng paclitaxel duoc xac dinh thong quan dudng chuén
duoc xay dung bang cach st dung HPLC bang cach tiém cic ndng d6 da biét khac nhau
cua paclitaxel chudn. Dién tich dudi dinh cla ndng do da biét duoc st dung dé dinh
luong. Gia tri trung binh cta bdn thi nghiém doc 1ap duge st dung dé udce tinh ndng do
san xuat paclitaxel trong mot lit tir céc mAu duoc chiét xudt. Két qua x4c dinh ham lugng
paclitaxel c6 trong cao chiét tho ctia chting vi ndm ndi sinh P. crustosum WQF11 so voi
paclitaxel chuén bang sic ky HPLC 1a 86,9mg/L dich 1én men trong moi truong PDB-
S.

Xac dinh paclitaxel c6 trong mau cao chiét bang phan tich phé cuc tim UV theo
céc bude sau: (1) cao vét ¢6 chira paclitaxel gia dinh trén ban mong silicagel 60 F254 &
Rf 0,49 cia mAu cao chiét thd; (2) sau d6 hoa tan can trong metanol; (3) phé cua
paclitaxel thé dugc vé trén may quang phé Beckman DU- 40 (M¥) va dugc dinh luong
béng céch so sanh véi phd ctia paclitaxel chuén. Két qua phan tich quang phd cuc tim
(UV) cho thiy Amax d61 voi paclitaxel mau cao chiét thd (Hinh 4D) & dai 230nm tuong
duong v6i Amax dbi v6i paclitaxel chuan (Hinh 4C) dugc quan sat & dai 230nm véi su
thay ddi nho vé do hép thu. Diéu nay khing dinh sy ton tai ctia phan ti paclitaxel trong
hdn hop mau cao chiét thd (Hinh 4D). Amax tuong tmg v6i sy ton tai cia nhom benzoyl.
Hop chét ndm dugc phan 1ap tir Tubercularia sp. TF5 cho thdy phd hép thu UV twong
tu nhu phd hép thu cta paclitaxel chudn & bude séng 228nm (Li va cs., 2008). Tuong
tu xé4c dinh paclitaxel c6 trong miu cao chiét bang phan tich khdi phd (MS). Paclitaxel
thé duoc hoa tan trong methanol : nudce : axit axetic (50:50:1; v/v), 2mL mau dugc bom
bang phuong phép tiém vong. Phd khéi lugng phun mu dién tir (ESI-MS: Electron Spray
Tonzation mass spectra) dua vao sy phan manh ion dudi tdc dung ctia chum ion bén pha
véi nang luong khéc nhau, phd bién 1a 70eV duge do trén may AGILENT 1200 LC-
MSD Trap dé x4c dinh su c6 mit cua paclitaxel trong cao chiét tho. Két qua phan tich
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khéi phd ciia cao chiét thd cho thdy, khdi phd ¢6 d phan giai cao thé hién céu tric phirc
tap cua paclitaxel tho dugc tao ra tir vi ndm ndi sinh P. crustosum WQF11 véi cong thuc
thue nghidm C47HsiNOi4 va trong lugng phan tir 1 853,9. Phan tich sic ky do cua
paclitaxel chuén cho ra 2 pic (M + H)* va (M + Na)* ¢ 851,18m/z va 876,48m/z, tuong
g (Hinh 4E). MAu paclitaxel thd cling tao ra 2 pic (M +H)" va (M + Na)" & 851,39m/z
va 876,39m/z, tvong ung (Hinh 4F), v6i cac bién thé nho va x4c nhan sy hién dién cta
paclitaxel trong mau cao chiét tho thir nghiém. Nhiing két qua nay cho thiy rang ching

vi nAm ndi sinh P. crustosum WQF11 da sinh téng hop paclitaxel voi ham luong cao.
Hiéu qua dat dwgc cia Giai phap hiru ich

Chung vi ndm ndi sinh P. crustosum WQF11 1a chiing dugc phan 18p tir cay dugce
lidu tai Viét Nam, c6 kha ning sinh tdng hop hoat chit paclitaxel, chit nay ¢6 tac dung
trong viéc didu tri bénh ung thu, ddc biét 12 bénh ung thu vi va ung thu phdi & nguoi -

day 1a cdn bénh ung thu gay tir vong hang dau & moi lea tudi tir ngudi gia téi tré nho.

Tinh dén nay, chua c6 mdt cong bd ndo v& vi ndm nbi sinh trén cay bach ting
phéan bd tai Viét Nam. Chiing vi nim ndi sinh P. crustosum WQF11 1a mdt trong nhiing
ching déu tién dugc nhém nghién ctru phan 14p tai Viét Nam, chiing nay dugc phén lép
tlr than cdy bach tung (Cephalotaxus mannii Hook.f.) phén b tai Huyén Quan Ba, Tinh
Ha Giang, Viét Nam va la ching gbc thuin khiét vé mat sinh hoc c6 kha ning sinh téng

hop hoat chét paclitaxel cao, dat 86,9mg/L dich 1én men.

Ung thu 12 mét nhém bénh cé thé anh hudéng dén céc co quan khic nhau cta co
thé, va dugc dic trung bdi su phat tridn khong kiém soat clia cac té bao bat thuong va
xam 14n vao mé binh thudmg. Té bao ung thu ciing c6 thé 14y lan sang cic bo phan khéc
cta co thé va tao ra cac khéi u méi. Néu su lay lan ctia cac té bao trd nén mat kiém soat,
n6 ¢6 thé din dén tir vong. Nam 2007, ngudi ta udc tinh ring bénh ung thu da giét chét
7,6 triéu nguoi trén thé gidi. S6 nguoi chét hang nam do ung thu du kién s& tang 1én
17,5 triéu nguoi vao nim 2050, chi don gian 1a do su gia tang va gia hoa dén sb duoc
du bdo, cling nhu nhitng anh hudng cua 161 sbng va méi truong, bao gbm hut thube va
tiép xtic voi cac tic nhan gy ung thu (Revindra va cs., 2011). Do vdy, viéc san xuét mot
loai thudc tu nhién diéu tri ung thu ngudn gbe thuc vat khong ngimg dat dén mirc mong
mudn. Hon nita, né duge tao ra & giai doan phat trién cu thé hodc trong diéu kién moi
trudng cu thé, khan hiém hodc c6 sin chét dinh dudng. Ngoai ra, cc cly co thé phat
trién rAt chAm trong vai nam dé c6 dugc giai doan ting trudng phu hop dé tich lity va
khai thac san phdm. Truong hop tuong tu voi paclitaxel, ngudn cung tir vo ciy bi han
ché (0,01-0,05%) (Wheeler va cs., 1992) vi loai cdy nay khong dugc tim thdy nhiéu
trong tu nhién (Cragg va cs., 1993), phat trién chim trong vai thap ky méi ting mot vai

inch duong kinh (Flores va Sgrignoli, 1991), va chira mot lwgng paclitaxel (0,01% trong

-13-



3666

lugng khd & vo cdy) (Banerjee va cs., 1996). Do do, viéc cung clp chit chéng ung thu
manh nay da sém tré thanh vAn dé khan hiém. Ngudn cung han ché, ciing nhu céc tac
dong sinh thai dan dén nguy co tuyét ching cia thuc vat, di thuc day viéc tim kiém dé
phat trién ctia ngudn thay thé va chién lugc tiém nang dé dap Gmg nhu cau ngdy cang
tang cua thi truong va lam cho thudc trd nén phd bién rong rii hon. Khi nhitng nghién
ctru diu tién phét hién vi ndm ndi sinh Taxomyces andreanae tix cdy thuy tung Taxus
spp. sinh tong hop paclitaxel ¢ mé phuong 4n méi cho san xuat paclitaxel cong nghiép
hiéu qua, chi phi giam, kha thi trong thuc tidn san xudt. Chinh vi vy, chiing vi nam ndi
sinh P. crustosum WQF11 s& 1a ching giéng goc dé tién hanh cac nghién ctru nang cao
hoat tinh trong cac diéu kién, mbi truong nudi cay tbi wu dé xdy dung dugc quy trinh
san xuat paclitaxel quy mo 16n cho hiéu sudt paclitaxel cao. Chung chi can nudi trong
moi trudng voi cac nguyén li¢u don gian, ré tién, quy trinh 1én men san xudt paclitaxel
don gian, khong cin may méc thiét bi phuc tap va chi trong mot thoi gian ngan (tir 15-
20 ngay) da thu duoc ham lugng paclitaxel mdt cach nhanh hon, don gidn hon, hi¢u qua
hon c6 thé ing dung 1am nguyén liéu trong san xudt hoat chét paclitaxel quy md 1én
phuc vu hd tro diéu tri cac bénh ung thu, dic biét 1a bénh ung thu vi va ung thu phéi o
nguoi tai Viét Nam; gop phin giam gi4 thanh san pham, ning cao strc khoe cong dong

va tang hiéu qua kinh té va xa hoi.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Chung vi ndm ndi sinh Penicillum crustosum WQF11 thuin khiét vé mat sinh hoc
duoc phan 14p tr than cua cdy bach tung (Cephalotaxus mannii Hook.f.) phan bd tai
Huyén Quan Ba, Tinh Ha Giang, Viét Nam, trong d6 chuing WQF11 ¢6 khuén lac miu
tréng dén xanh x4m vién trdng, sgi ndm c6 vach ngin, phan nhénh, tn cing 1a céc bao
t&r trdn dinh dang cau, bao tir nhin, c¢6 hinh elip, kich thuéce 2-3 x 1,5-2,5um, khi gia c6
hinh cau, cuéng sinh bao tir nhan, cé vach ngin, phan nhanh dién hinh kich thuéc dat
dén 100um, mang trinh ty ADN vung ITS1-5,8S-ITS2 c¢6 d¢ dai 551bp da dugc dang
ky trén GenBank ma s6 OM758096 va c¢6 kha ning sinh tong hop hoat chét paclitaxel
véi ham luong dat 86,9mg/L dich 1én men trong moi truong PDB-S.
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DANH MUC TRINH TU

<110> Vién Cong nghé sinh hoc

<120> CHUNG VI NAM NOI SINH PENICILLIUM CRUSTOSUM WQF11 THUAN
KHIET VE MAT SINH HOC CO KHA NANG SINH TONG HGP HOAT CHAT
PACLITAXEL

<160> 1
<210> SEQ ID NO:1
<211> 551

<212> ADN

<213> Penicillum crustosum WQF11

<400>

6l
121
181
241
301
361
421
481
541

AATGAGGCCT
CCCGCCTTAA
CTCGAACTCT
CAACGGATCT
AATTGCAAAT
GGGGGCATGC
GTCCCCCGAT
AGCGTATGGG
ATTTTTATCC
TAAGCGGAGG

CTGGGTCCAA
CTGGCCGCCG
GTCTGAAGAT
CTTGGTTCCG
TCAGTGAATC
CTGTCCGAGC
CTCCGGGGGA
GCTTTGTCAC
AGGTTGACCT
A

CCTCCCACCC
GGGGGCTTAC
TGAAGTCTGA
GCATCGATGA
ATCGAGTCTT
GTCATTGCTG
CGGGCCCGAA
CCGCTCTGTA
CGGATCAGGT

-20-

GTGTTTATTT
GCCCCCGGGL
GTGAAAATAT
AGAACGCAGC
TGAACGCACA
CCCTCAAGCC
AGGCAGCGGC
GGCCCGGLCG
AGGGATACCC

TACCTTGTTG
CCGCGeeeae
AAATTATTTA
GAAATGCGAT
TTGCGCCCCC
CGGCTTGTGT
GGCACCGCGT
GCGCTTGCCG
GCTGAACTTA

CTTCGGCGGG
CGAAGACACC
AAACTTTCAA
ACGTAATGTG
TGGTATTCCG
GTTGGGCCCC
CCGGTCCTCG
ATCAACCCAA
AGCATATCAA





