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ABTRACT

Coumarins are secondary metabolites involved
in the mechanism of response to stress and
adaptation of plants to their environmental
conditions. Although their important roles the
coumarin biosynthesis pathway is poorly
understood. The objective of this work was to carry
out metabolic profiles of Arabidopsis thaliana
mutants insertional and to try to characterize the
ortho-hydroxylation step at the molecular level.

The HPLC (high performance liquid
chromatography) analysis on 8 different mutants
showed that 3 of them (CYP78A6, CYP84A4 and
CYP706A2) exhibit 5 fold weaver scopoletin
content than the wild-type. In order to test the
implication of these P450 in the biosynthesis
pathway, we cloned the genees and programmed
to express the corresponding protein in a yeast
expression system. As the genes seemed not to
be constitutively expressed, plants were treated
to enhance the expression level. We could amplify
and clone CYP84A4 from mRNA extracted from
plants treated by wounding after 1 and 4h, and by
2,4D after 24h. Yeast expression will now be
performed for CYP84A4 and CYP706A2 and a
metabolic screening will be realized.

Key words: Arabidopsis thaliana; scopoletin;
biosynthesis of coumarins; P450 cytochrome;
heterologue expression.

MÔÛ ÑAÀU

Coumarins laø nhoùm hôïp chaát thöù caáp coù vai troø
quan troïng trong cô cheá phaûn öùng vôùi stress vaø söï
thích öùng cuûa caây ñoái vôùi moâi tröôøng soáng. Söï sinh
toång hôïp cuûa caùc chaát naøy thöôøng ñöôïc kích thích
bôûi caùc stress do taùc nhaân sinh hoïc hoaëc khoâng sinh
hoïc gaây neân. Beân caïnh ñoù, caùc hôïp chaát naøy coøn
ñöôïc söû duïng roäng raõi trong y hoïc vaø saûn xuaát caùc
loaïi myõ phaåm. Maëc duø vaäy, con ñöôøng sinh toång
hôïp caùc hôïp chaát coumarin vaãn chöa ñöôïc hieåu roõ.
Ngaøy nay, vieäc nghieân cöùu caùc enzyme tham gia
trong con ñöôøng sinh toång hôïp caùc hôïp chaát thöù
caáp, nhaát laø caùc cytochrome 450 (P450), nhaèm caûi

bieán chuùng theo höôùng coù lôïi cho saûn xuaát ñang raát
ñöôïc quan taâm (Bourgaud vaø ctv., 2006).

Con ñöôøng sinh toång hôïp caùc chaát coumarin xuaát
phaùt töø söï bieán ñoåi cinnamic acid theo hai höôùng.
Höôùng thöù nhaát baét ñaàu bôûi söï hydroxylation vò trí
thöù 2 (ortho) cuûa nhaân voøng thôm taïo ra coumarin
ñöôïc mieâu taû trong chloroplast cuûa caây Melilotus
alba (Kindl, 1971; Gestetner vaø Conn, 1974) vaø trong
caùc microsome ôû caây caø chua (Czichi vaø Kindl, 1975).
Con ñöôøng thöù hai baét ñaàu bôûi söï hydroxylation
cinnamic acid taïi vò trí thöù 4 nhaân voøng thôm bôûi
cinnamate-4-hydroxylase, moät monooxygenease
trong gia ñình caùc P450. Phaûn öùng naøy laø ñieåm khôûi
ña àu cu ûa ca ùc con ñöôøng to ång hôïp ca ùc
phenylpropanoids nhö caùc coumarins, flavonoids,
lignins. Scopoletin, esculetin vaø umbelliferon ñöôïc
taïo ra ñaàu tieân bôûi phaûn öùng ortho-hydroxylation
tuaàn töï caùc ferrulic acid, cafeic acid vaø 2’,4’
dihyroxycinnamic acid vaø phaûn öùng lactonization
ngaãu nhieân (Bourgaud vaø ctv, 2006).

 
Hình 1. Moät phaàn con ñöôøng sinh toång hôïp 

caùc coumarin ôû thöïc vaät baäc cao 
(Theo Bourgaud vaø ctv., 2006) 

ÔÛ caây Arabidopsis thaliana, Kai vaø ctv., (2006)
ñaõ phaùt hieän löôïng umbelliferon ôû daïng veát vaø
scopoletin cuøng vôùi scopolin vôùi soá luôïng lôùn baèng
phöông phaùp saéc kyù loûng cao aùp HPLC (High
performance liquid chromatography). Ñeå xaùc ñònh
gene maõ hoùa cho enzyme xuùc taùc phaûn öùng ortho-
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hydroxylation, trong phaïm vi cuûa nghieân cöùu naøy,
8 doøng Arabidopsis thaliana ñoät bieán baèng phöông
phaùp chuyeån T-DNA (phöông phaùp knockout gen)
ñöôïc ñònh löôïng umbelliferon vaø scopoletin baèng
phöông phaùp HPLC. Nhöõng caù theå ñoät bieán khoâng
coù söï hieän dieän cuûa scopoletin vaø/hoaëc umbelliferon
ñöôïc ghi nhaän. Tieáp ñoù, vieäc doøng hoùa caùc gen baát
hoaït naøy trong naám men nhaèm xaùc ñònh ñaëc ñieåm
sinh hoùa cuûa caùc enzym P450 töông öùng.

VAÄT LIEÄU VAØ PHÖÔNG PHAÙP

Vaät lieäu

Caây cuûa 8 doøng Arabidopsis ñoät bieán baèng
chuyeån ñoaïn T-DNA ñöôïc söû duïng ñeå ñònh löôïng
scopoletin vaø umbelliferon baèng phöông phaùp
HPLC. Caùc gene nghieân cöùu ñöôïc nhaân doøng trong
vi khua ån E.coli TOP10 nhô ø plasmid
pCR\GW\TOPO vaø vi khuaån E.coli XL1-Blue nhôø
plasmid pYeDP60, duøng bieåu hieän hoaït tính caùc
P450 trong na ám men. Do øng na ám men
Saccharomyces cerevisea WAT10 ñöôïc duøng ñeå
nghieân cöùu söï bieåu hieän caùc P450 trong microsome.

Ñònh löôïng scopoletin & umbelliferon baèng HPLC

Caây ñöôïc laøm kieät nöôùc tröôùc khi nghieàn thaønh
boät mòn. UÛ boät vôùi dung dòch ethanol vaø nöôùc
(50:50) trong 2h ôû nhieät ñoä phoøng, sau ñoù ly taâm
dung dòch 10.000 voøng trong 10 phuùt. Dòch noåi ñöôïc
thu nhaän vaø loïc qua maøng loïc 2µm tröôùc khi phaân
tích baèng HPLC. Hai dung moâi laø nöôùc + 0,1%
trifluoracetic acid vaø acetonitrile ñöôïc söû duïng.

Ly trích DNA, RNA vaø toång hôïp cDNA

DNA toång soá vaø RNA ñöôïc ly trích baèng caùch nghieàn
caây con trong nitô loûng, sau ñoù ly trích vaø tinh saïch
vôùi kit DNeasy Plant Mini Kit vaø RNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen). Duøng DNase ñeå loaïi boû DNA taïp nhieãm
trong RNA ly trích. Chaát löôïng cuûa DNA vaø RNA
ñöôïc kieåm tra baèng ñieän di treân gel agarose 1%.

cDNA ñöôïc toång hôïp baèng SuperScript First-
Strand DNA Synthesis Kit (Invitrogen) vôùi 12µl
RNA, 1µl 10mM dNTP Mix, 1µl Random primers
(3µg.µl-1) uû 5 phuùt ôû 65oC trong maùy Thermocycler
Bio-Rad. Sau ñoù 4µl 5X First Strand Buffer, 1µl
0,1M DDT vaø 1µl 200U/µl SuperScriptTMIII Reverse
transcriptase ñöôïc theâm vaøo hoãn hôïp vaø uû ôû 250C
5 phuùt; 500C 1h. Söï baát hoaït phaûn öùng ñöôïc thöïc
hieän ôû 700C trong 15 phuùt.

Phaûn öùng PCR

Caùc ñoaïn primer ñöôïc söû duïng coù trình töï ñöôïc
thieát keá boå sung caùc site restriction phuïc vuï cho

vieäc taùi toå hôïp gen quan taâm trong plasmid
pYeDP60. Phaûn öùng PCR ñöôïc thöïc hieän vôùi 1µl
DNA maãu; 5µl 10X Amplification Buffer; 1µl dNTP
Mix 10mM; 1,5µl MgCl2- 50mM; 5µl primer forward/
reverse 10µM; 1µl Taq DNA polymerase 5U.µl-1;

30,5µl nöôùc. Chu kyø nhieät cuûa phaûn öùng PCR bao
goàm: 950C 5 phuùt; (950C 30s; 500C 45s; 720C 90s) laëp
laïi 35 laàn vaø 720C 10 phuùt. Saûn phaåm PCR ñöôïc
ñieän di treân gel agarose 1% trong dòch ñeäm TAE.

Kích thích söï bieåu hieän cuûa caùc gen nghieân
cöùu

Nhöõng caây hoang daïi bò gaây veát thöông bôûi moät
keïp goã ôû 3 vò trí treân moãi laù. Töông töï jasmonic
acid 100µM, salicylic acid 100µM vaø 2,4D (acid
dichloro 2,4 phenoxy acetic) 250µM cuõng ñöôïc phun
leân laù. Maãu ñöôïc thu nhaän ñeå ño haøm löôïng
scopoletin baèng HPLC vaø ly trích RNA.

Cloning

4µl saûn phaåm PCR ñöôïc uû vôùi 1µl vector pCP8/
GW/TOPO (1µl/rxn), 1µl Salt solution (1,2M NaCl,
0,06M MgCl2) qua ñeâm ôû nhieät ñoä phoøng. 3µl saûn
phaåm noái ñöôïc uû vôùi caùc teá baøo vi khuaån khaû naïp
TOP10 theo höôùng daãn cuûa nhaø cung caáp. Caùc doøng
vi khuaån maøu traéng ñöôïc taêng sinh vaø plasmid ñöôïc
thu nhaän baèng Kit EZNATM Plasmid Miniprep
(Omega). Ñeå xaùc ñònh nhöõng doøng vi khuaån taùi toå
hôïp, 5µl plasmid ñöôïc uû vôùi 1µl enzyme EcoRI hoaëc
HindIII trong 2µl buffer 10X REACT®3 hoaëc 10X
REACT®2 (Invitrogen) vaø 12µl nöôùc caát ôû 370C trong
1h, kieåm tra baèng ñieän di treân gel agarose 1%.

Thu nhaän caùc ñoaïn DNA baèng caùch uû 33µl
plasmid vôùi 3µl enzyme BglII hoaëc BamHI vaø 4µl
buffer 10X REACT®3 ôû 370C trong 1 h. Moät phaûn
öùng caét ñöôïc thöïc hieän tieáp theo vôùi 20µl plasmid,
3µl EcoRI hoaëc KpnI trong 3µl buffer 10X REACT®3
hoaëc 10X REACT®4 trong 1h, ôû 370C sau ñoù saûn
phaåm ñöôïc ñieän di treân gel agarose 1%. Caùc ñoaïn
DNA ñöôïc thu nhaän vaø tinh saïch baèng Kit QIAquick
Gel Extraction. Phaûn öùng noái 35µl DNA thu nhaän
vôùi 9µl pYeDP60 ñöôïc thöïc hieän nhôø 1µl T4 ligase
(400U.µl-1) trong 5µl buffer 10X ôû 140C qua ñeâm.
1µl hoãn hôïp noái ñuôïc ñaët trong 40µl dòch vi khuaån
XL1-Blue vaø uû laïnh trong 1 phuùt. Vieäc chuyeån caùc
plasmid taùi toå hôïp vaøo caùc teá baøo vi khuaån XL1-
Blue ñöôïc tieán haønh vôùi doøng xung ñieän (V = 2,5
kV; R = 200 (; C = 25 µF) cuûa maùy micropulser Bio-
Rad tröôùc khi theâm 500µl moâi tröôøng LB. Sau 30
phuùt uû ôû 370C, dòch vi khuaån ñöôïc traûi treân moâi
tröôøng LB coù theâm ampicilline (100µg.ml-1). Sau 1
ñeâm ôû 370C, caùc doøng vi khuaån ñöôïc caáy chuyeàn vaø
taêng sinh trong 2ml moâi tröôøng choïn loïc LB boå sung
ampicilline. Caùc plasmid taùi toå hôïp ñöôïc ly trích
baèng Kit EZNATM Plasmid Miniprep (Omega).
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Chuyeån gen vaøo naám men.

UÛ 50µl teá baøo naám men khaû naïp vôùi 50µl AcLi
100mM/TE 1X hoøa tan trong PEG 4000 (50%), 10µl
DNA tröùng caù hoài (10mg.ml-1) trong 30 phuùt ôû 1000C
vaø 10µl plasmid taùi toå hôïp. Sau ñoù tube ñöôïc uû 30
phuùt ôû 300C keát hôïp vôùi laéc nheï, tieáp ñoù uû 15 phuùt
ôû 420C tröôùc khi ñaët treân ñaù trong 2 phuùt. Caùc teá
baøo naám men ñöôïc thu nhaän baèng ly taâm vaø röûa
baèng nöôùc caát, sau ñoù hoøa trong 300 µl moâi tröôøng
YPGA vaø uû 2h ôû 300C. Sau ñoù caùc teá baøo naám men
ñöôïc hoøa trong 500µL moâi tröôøng choïn loïc SGI vaø
traûi treân caùc ñóa chöùa moâi tröôøng naøy ôû 300C. Söï
xuaát hieän cuûa caùc doøng naám men bieán ñoåi gen ñöôïc
quan saùt khoaûng 3 ngaøy nuoâi caáy. Ly trích
microsome ñöôïc tieán haønh tieán haønh theo phöông
phaùp cuûa Pompon vaø ctv., 1996.

Xaùc ñònh ñaëc tính sinh hoùa cuûa enzyme töông öùng

UÛ caùc microsome vôùi caùc cô chaát: cinnamic acid;
o-coumaric acid; p-coumaric acid; ferulic acid;
herniarine; umbelliferon; scopoletin; esculetin vôùi
söï coù maët cuûa 1mM NADPH. Phaàn dòch noåi ñöôïc
thu nhaän vaø loïc qua maøng 0,2µm sau ñoù ñöôïc phaân
tích baèng HPLC nhaèm xaùc ñònh vai troø cuûa enzyme
töông öùng.

KEÁT QUAÛ VAØ THAÛO LUAÄN

Nghieân cöùu caùc caù theå ñoät bieán coù tieán trình
toång hôïp scopoletin vaø umbelliferon khaùc vôùi
caây hoang daïi

Duøng 50; 100; 200mg boät hoøa tan laàn löôït trong
1,5; 1; 1ml hoãn hôïp nöôùc: ethanol (50: 50 (v/v)).
Vôùi 100mg boät hoøa tan trong 1ml dung moâi cho
keát quaû phaân tích toát nhaát. Coâng thöùc naøy ñöôïc
duøng ñeå ñònh löôïng scopoletin vaø umbelliferon.

Keát quaû phaân tích baèng HPLC cho thaáy khoâng
coù söï xuaát hieän cuûa umbelliferon ôû taát caû caùc maãu

phaân tích. Ngöôïc laïi, scopoletin ñöôïc xaùc ñònh hieän
dieän ôû taát caû caùc maãu vaø coù söï khaùc bieät khoaûng 5
laàn giöõa caù theå hoang daïi vaø caùc caù theå ñoät bieán.
Ñieàu naøy coù theå lieân quan ñeán vieäc söû duïng loaøi
hoang daïi ñöôïc cung caáp töø IBMP Strassbourg trong
khi caùc caù theå ñoät bieán ñöôïc cung caáp töø NASC. Keát
quaû so saùnh giöõa caùc caù theå ñoät bieán cho thaáy coù söï
giaûm roõ reät haøm löôïng scopoletin ôû 3 caù theå:
CYP706A2; CYP78A6; CYP84A4. Neáu nhöõng gen
naøy naèm trong con ñöôøng toång hôïp scopoletin,
chöùng toû coù nhieàu con ñöôøng trung gian khaùc tham
gia vaøo quaù trình toång hôïp caùc chaát coumarin (Hình
1). Ñeå kieåm tra giaû thuyeát naøy, 3 gene maõ hoùa cho
caùc P450 noùi treân ñöôïc nghieân cöùu phaân laäp vaø nhaân
doøng, sau ñoù ñöôïc bieåu hieän trong heä thoáng naám
men. Ñieàu naøy cho pheùp xaùc ñònh vai troø caùc enzyme
thoâng qua caùc thí nghieäm choïn loïc sinh hoùa.

 
Hình 3. Haøm löôïng scopoletin cuûa caây 

Arabidopsis hoang daïi vaø caùc doøng ñoät bieán 

Khuyeách ñaïi caùc gen baèng phöông phaùp PCR

Do gene maõ hoùa cho CYP706A2 khoâng chöùa
intron, vieäc khueách ñaïi gen naøy töø DNA genomic
ñöôïc thöïc hieän nhôø vaøo 2 primer mieâu taû ôû baûng 1
coù boå sung caùc site restriction cho pheùp thöïc hieän
vieäc doøng hoùa gen trong plasmid pYeDP60 bieåu
hieän trong naám men. Ngöôïc laïi vôùi gen maõ hoùa
CYP706A2 (Hình 5a), caùc gen maõ hoùa cho CYP84A4
vaø CYP78A6 coù chöùa caùc intron. Vieäc khueách ñaïi
caùc gen naøy ñöôïc thöïc hieän töø mRNA.

Maëc duø caùc ñieàu kieän cuûa phaûn öùng PRC ñaõ
ñöôïc toái öu hoùa nhöng khoâng toång hôïp ñöôïc gen
maõ hoaù cho CYP78A6 vaø CYP84A4 töø mRNA do
caùc gen naøy coù theå bieåu hieän yeáu hoaëc khoâng bieåu
hieän. ÔÛ Arabidopsis, nhöõng bieän phaùp nhö gaây
veát thöông, söû duïng dòch chieát cuûa naám beänh vaø
caùc hoùa chaát ñaõ cho pheùp kích thích söï bieåu hieän
caùc gene maõ hoùa P450 vaø phaân tích ôû möùc ñoä dòch
maõ con ñöôøng toång hôïp caùc chaát phenylpropanoid
(Carbello-Hurtado vaø ctv., 1998; Bednarek vaø ctv.,
2005; Kai vaø ctv., 2006). Ñeå kích thích söï theå hieän
cuûa caùc gen, caùc caây con Arabidopsis ñöôïc xöû lyù
baèng caùch gaây veát thöông vaø moät soá hoùa chaát.



NGHIEÂN CÖÙU KHOA HOÏC KYÕ THUAÄT

Ñaïi hoïc Noâng Laâm Tp. HCM Taïp chí KHKT Noâng Laâm nghieäp, soá 1&2/2007

197

 

 
Hình 4. Haøm löôïng scopoletin khi xöû lyù 
(a) baèng veát thöông vaø (b) chaát hoùa hoïc  

 
Hình 5. Ñieän di treân gel agarose saûn phaåm 
PCR cuûa gen maõ hoùa CYP706A2 vaø CYP84A 

(a) (b) 

Theo keát quaû phaân tích, haøm löôïng scopoletin ôû
caây xöû lyù baèng caùch taïo veát thöông treân laù sau 1 (1)
vaø 2h thaáp hôn ôû caây khoâng xöû lyù (Hình 4a). Ngöôïc
laïi, sau 3 vaø 4h, haøm löôïng scopoletin taêng leân. Ñoái
vôùi caùc caây xöû lyù baèng caùc hoùa chaát coù söï taêng roõ reät
löôïng scopoletin (Hình 4b). Ñaëc bieät khi xöû lyù baèng
2,4D (2), löôïng scopoletin taêng gaáp 5 laàn so vôùi caây
khoâng xöû lyù. 1µl cDNA toång hôïp töø RNA ly trích töø
(1) vaø (2) cho theå tích phaûn öùng PCR cuoái cuøng laø
50µl vôùi Plantinium Taq polymerase ñaõ thu ñöôïc
saûn phaåm PCR cuûa gen CYP84A4 coù kích thöôùc
khoaûng 1,5kb (Hình 5b). Maëc duø caùc ñieàu kieän phaûn
öùng PCR ñaõ ñöôïc toái öu hoùa nhöng gen maõ hoùa cho
CYP78A6 vaãn chöa ñöôïc nhaân doøng.

Nhaân doøng caùc gene nghieân cöùu trong teá baøo
vi khuaån TOP10

Saûn phaåm PCR gen maõ hoùa cho CYP706A2 ñöôïc
noái vôùi vector pCR8\GW\TOPO vaø caùc plasmid ñöôïc
chuyeån vaøo teá baøo khaû naïp vi khuaån TOP10. Coù 3
doøng vi khuaån theå hieän 4 band vôùi kích thöôùc mong
muoán khoaûng 2799bp; 1011bp; 324bp; 264bp (Hình
6). Töông töï ñoái vôùi gen maõ hoùa cho CYP84A4 coù 4
doøng vi khuaån theå hieän 3 band mong muoán laø 2799bp;
1236bp; 321bp (Hình 6b).

 
(a) pCR\GW\TOPO-CYP706A2 ñöôïc caét bôûi 

enzyme BglII vaø caét töøng phaàn baèng enzyme EcoRI; 
(b) pCR\GW\TOPO-CYP84A4 

ñöôïc caét bôûi BglII vaø KnpI 
Hình 6. Saûn phaåm ñieän di treân gel agarose 

caùc plasmid taùi toå hôïp 

(a) (b) 

Baûng 1. Trình töï caùc primer duøng trong khuyeách ñaïi caùc gen quan taâm 
 

Primer Trình töï (5’-3’) Site restriction 
CYP78A6 DIR 
CYP78A6 REV 
CYP84A4 DIR 
CYP84A4 REV 
CYP706A2 DIR 
CYP706A2 REV 

CAGATCTATGGCTACGAAACTCGAAAG 
CGAATTCTTAACTGCGCCTACGGCGCA 
GGAGATCTATGCTTACTCTAATGACTCTCATC 
GGGTACCTCACGAGACGACGATGGGGCA 
CAGATCTATGGGAACAGCGTCGTCTAA 
CGAATTC TTAAGCTGTGTAGAGTTTTG 

AGATCT: BglII  
GAATTC: EcoRI  
GGTACC: KpnI 
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Doøng hoùa caùc gen trong teá baøo vi khuaån XL10-
Blue

Caùc ñoaïn gen maõ hoùa cho CYP706A2 vaø CYP84A4
ñöôïc noái vôùi plasmid pYeDP60 vaø nhaân doøng trong
teá baøo vi khuaån XL1-Blue. Kieåm tra baèng enzyme
caét HindIII (Hình 7) cho thaáy caùc doøng vi khuaån 2;
4; 5; 6; 7 theå hieän 7 band mong ñôïi: 5608bp; 2239bp;
1371bp; 869bp; 312bp; 308bp; 139bp mang gen maõ
hoùa cho CYP706A2. Plasmid taùi toå hôïp pYeDP60-
CYP706A2 thu ñöôïc tieáp tuïc chuyeån vaøo trong naám
men WAT11. Caùc doøng mang gen maõ hoùa cho
CYP84A4 vaãn ñang ñöôïc kieåm tra.

 
Hình 7. Keát quaû ñieän di treân gel agarose 

cuûa caùc plasmid pYeDP60-CYP706A2 
caét baèng enzyme HindIII. 

Xaùc ñònh ñaëc tính sinh hoùa cuûa enzyme töông öùng

Dòch chieát cuûa vi theå naám men khi uû vôùi caùc cô
chaát nhö cinnamic acid; o-coumaric acid; p-

coumaric acid; ferulic acid; herniarine; umbelliferon;
esculetin vôùi söï coù maët cuûa 1mM NADPH khi phaân
tích baèng HPLC khoâng thaáy baát cöù phaûn öùng chuyeån
hoùa naøo xaûy ra. Vôùi cô chaát laø scopoletin, keát quaû
cho thaáy coù söï xuaát hieän cuûa moät pic gaàn gioáng
nhö pic theå hieän cuûa ayapin (hình 8). Thí nghieäm
naøy caàn phaûi ñöôïc laëp laïi vôùi caùc noàng ñoä scopoletin
khaùc nhau vaø vaø xaùc ñònh caáu truùc phaân töû ñöôïc
taïo ra trong quaù trình chuyeån hoùa ñeå xaùc ñònh vai
troø cuûa enzyme CYP706A2.

KEÁT LUAÄN

Trong khuoân khoå nghieân cöùu caùc gen maõ hoùa
caùc P450 coù khaû naêng tham gia con ñöôøng toång
hôïp caùc chaát coumarins ôû caây Arabidopsis, chuùng
toâi quan taâm ñeán giai ñoaïn ortho-hydroxylation
cuûa p-coumaric acid. Keát quaû phaân tích cho thaáy
chaát umbelliferon khoâng xuaát hieän ôû taát caû caùc maãu.
Ngöôïc laïi haøm löôïng chaát scopoletin ño ñöôïc ôû caùc
caây CYP78A6, CYP84A4, CYP706A2 nhoû hôn 5 laàn
so vôùi caây hoang daïi.

Gene maõ hoaù cho CYP706A2 ñöôïc khueách ñaïi
baèng PCR töø DNA geneomic. Gene maõ hoaù cho
CYP84A4 ñöôïc khueách ñaïi töø mRNA caùc caây bò
gaây stress baèng veát thöông vaø caùc chaát hoaù hoïc.
Gene maõ hoaù cho CYP78A6 vaãn chöa theå doøng
hoùa ñöôïc trong khuoân khoå nghieân cöùu naøy. Hai
gene maõ hoaù cho CYP706A2 vaø CYP84A4 ñaõ ñöôïc
nhaân doøng vaø bieåu hieän trong naám men.Vieäc xaùc
ñònh vai troø cuûa enzyme CYP706A2 vaãn ñang tieáp
tuïc tieán haønh.

 
 
 

Hình 8. Phaân tích baèng HPLC khi uû caùc microsome CYP706A2 vôùi scopoletin vaø NADPH 

Scopoletin 

Ayapin 
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