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MỞ ĐẦU 

Sự phát triển của kinh tế đã giúp nâng cao điều kiện vật chất của con 

người nhưng đồng thời cũng kéo theo các hệ lụy. Một trong số đó là sự phổ 

biến một số loại bệnh như béo phì hay các bệnh liên quan đển viêm nhiễm như 

gut, khớp, dạ dày,.. Sự gia tăng mạnh mẽ về tỷ lệ mắc bệnh béo phì ở cả các 

nước phát triển và đang phát triển cũng như sự nghiêm trọng của các hệ quả đã 

khiến cho bệnh béo phì trở thành mối nguy hiểm đối với sức khỏe của cộng 

đồng. Hiện nay, với sự phát triển của nền y học, các liệu pháp hiện đại như 

phẫu thuật, thuốc cùng với các liệu pháp truyền thống như thay đổi chế độ ăn 

và luyện tập thể chất đã được sử dụng để điều trị béo phì. Tuy nhiên, các biện 

pháp này hầu như vẫn tồn tại các hạn chế nhất định cũng như các phản ứng phụ 

hay biến chứng gây nguy hiểm cho sức khỏe bệnh nhân. Do đó, các nhà khoa 

học vẫn đang tiếp tục nghiên cứu về các phương thức chữa trị hoàn thiện và an 

toàn hơn. 

Vi sinh vật với sự đa dạng về loài cũng như các hoạt động chuyển hóa 

đang là những đối tượng tiềm năng cho các nghiên cứu về hoạt tính sinh học 

cũng như tiềm năng ứng dụng vào chế tạo thuốc điều trị các loại bệnh. Các 

nghiên cứu trước đây đã cho thấy một số vi sinh vật có hoạt tính sinh học và 

dược học cao, đáng chú ý là khả năng giảm mỡ máu cũng như kháng viêm. 

Trên cơ sở là sự tích tụ mỡ và các phản ứng viêm quá mức đóng vai trò quan 

trọng trong sự hình thành bệnh lý cũng như tổn thương do béo phì, việc xác 

định được các vi sinh vật có hoạt tính kháng viêm và hạn chế sự tích tụ mỡ 

đóng vai trò then chốt trong việc nghiên cứu và sàng lọc những hợp chất có 

tiềm năng cải thiện những tổn thương gây ra do béo phì. Tuy nhiên, tới thời 

điểm hiện tại, cơ sở khoa học liên quan tới các hoạt tính này của vi sinh vật vẫn 

còn tương đối hạn chế. 

Do vậy, đề tài « Đánh giá hoạt tính chống béo phì và kháng viêm của 

một số chủng vi sinh vật phân lập từ thực vật » được thực hiện nhằm xác định 

các chủng vi sinh vật phân lập từ thực vật có hoạt tính giảm mỡ máu và kháng 

viêm. 

Đối tượng và phạm vi nghiên cứu 

- Đối tượng : Một số chủng vi sinh vật cộng sinh thực vật 
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- Phạm vi nghiên cứu : Hoạt tính chống béo phì và kháng viêm của các 

chủng vi sinh vật trong mô hình in vitro 

Nội dung nghiên cứu  

- Phân lập vi sinh vật từ một số loại thực vật 

- Lên men, chiết tách và đánh giá hoạt tính chống béo phì và kháng viêm 

in vitro của các chủng vi sinh vật phân lập được 

- Phân loại một số chủng vi sinh vật có hoat tính chống béo phì và kháng 

viêm tốt. 

Cơ sở khoa học và thực tiễn của đề tài: 

- Sàng lọc các chủng vi sinh vật có hoạt tính chống béo phì và kháng 

viêm sẽ là cơ sở cho các nghiên cứu sâu hơn về các chất thứ cấp có 

hoạt tính cao cũng như cơ chế phân tử của các hoạt tính. 

- Tiềm năng ứng dụng vào việc điều trị bệnh lý béo phì cũng như khắc 

phục các tổn thương liên quan. 

Tính đóng góp của luận văn: 

- Cung cấp dữ liệu về hoạt tính sinh học cơ bản của một số chủng vi 

sinh vật phân lập từ thực vật tại Việt Nam.  
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Chương 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1 Thực trạng bệnh béo phì và các rối loạn chuyển hóa 

Quá trình phát triển của xã hội hiện đại chứng kiến sự phát triển mạnh 

mẽ về kinh tế và công nghệ, tuy nhiên kéo theo mặt trái là vấn đề suy giảm chất 

lượng sống cộng đồng, đặc biệt là lối sống thụ động cùng với chế độ ăn uống 

kém lành mạnh. Điều này dẫn đến nhiều hệ lụy nghiêm trọng, đặc biệt là sự gia 

tăng các vấn đề sức khỏe như một số bệnh lý liên quan đến tim mạch, suy giảm 

miễn dịch và ung thư. Béo phì được định nghĩa như một loại rối loạn về chức 

năng sinh lý của cơ thể con người do các nguyên nhân môi trường, di truyền và 

nội tiết. Béo phì được coi là một phản ứng đối với các kích thích của môi 

trường, những khuynh hướng và bất thường về di truyền, hoặc đối với sự kết 

hợp của các yếu tố căn nguyên này. Bệnh béo phì liên quan đến hàng loạt triệu 

chứng đặc trưng và các rối loạn chuyển hóa khác [1].  

Chỉ đến cuối những năm 1970, các ca bệnh béo phì mới trở nên phổ biến 

hơn. Tuy nhiên bắt đầu từ 1980, tỷ lệ mắc bệnh béo phì đã tăng gấp đôi ở hơn 

70 quốc gia và liên tục tăng ở hầu hết các quốc gia khác. Cho đến năm 2015, 

số lượng người bị béo phì đã lên đến hơn 700 triệu người, trong đó 107,7 triệu 

(98,7-118,4) trẻ em và 603,7 triệu (588,2- 619,8) người trưởng thành trên toàn 

thế giới [2]. Béo phì đã trở thành một mối nguy hại đến sức khỏe của cộng 

đồng. Thống kê ghi nhận rằng béo phì chiếm khoảng 324 nghìn ca tử vong mỗi 

năm ở Mỹ và tiêu tốn khoảng 7% ngân sách chăm sóc sức khỏe, gây thiệt hại 

hơn 100 tỷ đô la hàng năm. Đặc biệt, béo phì được xếp thứ hai trong thống kê 

về nguyên nhân tử vong có thể ngăn chặn được ở Mỹ, chỉ sau hút thuốc lá [3, 

4].  

Sự gia tăng nhanh chóng của các ca mắc béo phì trong ba thập kỷ qua đã 

góp phần làm gia tăng tỷ lệ mắc các bệnh lý, bao gồm bệnh đái tháo đường típ 

2, bệnh gan nhiễm mỡ không do rượu (NAFLD), hen suyễn, các loại ung thư 

khác nhau, bệnh tim mạch và thoái hóa thần kinh, và những bệnh khác. Nhiều 

nghiên cứu đã chỉ ra sự tích tụ của mỡ và tình trạng viêm cấp tính là một trong 

những tác nhân chính góp phần vào sự phát triển của những bệnh lý này [5]. 

Điều này được đặc trưng bởi sự gia tăng hàm lượng axit béo tự do trong máu, 

các yếu tố gây viêm hòa tan (interleukin IL1β, IL-6, TNFα) cùng với sự kích 

hoạt và xâm nhập của các tế bào miễn dịch vào các vị trí viêm [6]. Béo phì cũng 
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thường bao gồm một tình trạng rối loạn lipid máu (rối loạn lipid máu do xơ 

vữa) đặc trưng bởi sự gia tăng của lipoprotein tỷ trọng thấp (LDL), sự giảm 

hàm lượng các hạt lipoprotein tỷ trọng cao (HDL) và tăng triglyceride [7] 

1.2 Nguồn hợp chất có hoạt tính sinh học từ vi sinh vật cộng sinh thực vật 

Để ứng phó với thực trạng gia tăng của béo phì và các rối loạn chuyển 

hóa, nhiều nghiên cứu đã được triển khai với mục đích tìm kiếm phương thức 

điều trị thích hợp và hiệu quả. Một trong những hướng nghiên cứu chính là tìm 

kiếm các hợp chất có hoạt tính sinh học.  

Từ thời cổ đại, con người đã biết sử dụng các bộ phận của nhiều loại thực 

vật trong các bài thuốc dân gian và ngay cả vào thời điểm hiện tại thực vật vẫn 

đang được ứng dụng trong nhiều lĩnh vực khác nhau. Vi sinh vật là một nhóm 

đối tượng nghiên cứu mới lạ và còn tương đối bí ẩn, cho đến hiện tại ước lượng 

ít hơn 1% vi khuẩn và ít hơn 5% các chủng nấm được xác định, hứa hẹn sự 

khám phá của hàng triệu loại vi sinh vật mới [8]. Những năm gần đây, sự phát 

triển của khoa học kĩ thuật đã giúp con người có thêm nhiều hiểu biết về phân 

loại, thành phần và hoạt tính của các loại vi sinh vật. Rất nhiều loại vi sịnh vật, 

bao gồm vi khuẩn, nấm là những nguồn hợp chất hữu cơ có hoạt tính sinh học, 

do đó chúng đã và đang được khai thác nhằm mục đích phục vụ tổng hợp các 

sản phẩm dược học, các quá trình lên men trong công nghiệp. Trong đó, các 

hợp chất thứ cấp của vi sinh vật và thực vật đang là một trong những những 

trọng tâm nghiên cứu và tìm hiểu. Sự đa dạng của hệ vi sinh vật hứa hẹn sự 

phát hiện của nhiều hợp chất mới. Bên cạnh đó, tốc độ phát triển và sinh sản 

nhanh chóng của vi sinh vật cũng là một ưu thế so với thực vật trong ứng dụng 

sản xuất các sản phẩm thứ cấp ở mô hình công nghiệp trong tương lai. 

1.2.1 Chất trao đổi thứ cấp từ vi sinh vật  

Trong những năm vừa qua, chúng ta đã chứng kiến những bước tiến đáng 

kể trong công cuộc tìm hiểu về sự tổng hợp các chất trao đổi thứ cấp từ vi sinh 

vật, đặc biệt là vi khuẩn và nấm [9]. Khác với hợp chất sơ cấp là những phân 

tử cần thiết cho các quá trình phát triển của tế bào và có mặt ở hầu hết các loài 

sinh vật, hợp chất thứ cấp là những phân tử được tạo ra nhằm thực hiện các 

chức năng khác ngoài các cơ chế chuyển hóa cơ bản. Các hợp chất trao đổi thứ 

cấp được vi sinh vật tổng hợp để phục vụ các mục đích sinh tồn, trong các chức 
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năng sinh lý và dinh dưỡng, có tính đặc trưng cho từng loại sinh vật và liên 

quan mật thiết đến môi trường sống [10]. 

Các hợp chất trao đổi thứ cấp của vi sinh vật được cấu thành từ các chất 

sơ cấp và thường được phân loại dựa trên thành phần và cấu trúc hóa học của 

nó, bao gồm các peptide, polyketide, carbohydrate, lipid, terpenoid, steroid và 

alkaloid [11]. 

Thực tiễn và các nghiên cứu đã chứng minh các hợp chất từ vi sinh vật 

không chỉ có hoạt tính sinh học đa dạng mà còn có cấu trúc hóa học khá phức 

tạp và đa dạng. Do đó, nguồn hợp chất thứ cấp trên đã thu hút được sự quan 

tâm to lớn của các nhà hóa học cũng như sinh vật học, đặc biệt trong mục tiêu 

tìm kiếm và khám phá các loại thuốc mới. Mặt khác, thách thức đáng kể trong 

việc tinh chế, xác định đặc điểm cấu trúc hóa học và xác định hoạt tính sinh 

học đã thúc đẩy sự phát triển của các kỹ năng phòng thí nghiệm độc đáo và một 

nhánh hóa học dành riêng cho nghiên cứu và phát triển sản phẩm tự nhiên. 

Trong thực tế, lĩnh vực dược phẩm phụ thuộc vào các phân tử này để sàng lọc 

các nguồn cung cấp thuốc và phát triển các loại thuốc mới với hoạt lực tốt hơn 

cho tương lai. Do đó, trọng tâm của nghiên cứu sản phẩm tự nhiên chủ yếu tập 

trung vào việc xác định các phân tử mới và phương thức khai thác chúng như 

là liệu pháp điều trị bệnh cho con người hơn là xác định chức năng thực sự của 

chúng trong các sinh vật sản xuất. 

1.2.2 Nguồn hoạt chất từ vi sinh vật cộng sinh thực vật 

Vi sinh vật cộng sinh thực vật là định nghĩa dùng để chỉ các loại nấm 

hoặc vi khuẩn sống trong thực vật quyển (phytosphere) nhưng không gây tổn 

hại cho vật chủ. Mối quan hệ cộng sinh này thể hiện qua thực vật cung cấp 

không gian sống cũng như chất dinh dưỡng cho vi sinh vật và đổi lại vi sinh vật 

tổng hợp các hợp chất kích thích sự sinh trưởng cũng như tham gia vào các cơ 

chế bảo vệ thực vật khỏi các động vật và các loại tác nhân gây bệnh [12]. Do 

đó, những vi sinh vật này có ảnh hưởng to lớn đến quần thể thực vật và thậm 

chí là sự đa dạng của những sinh vật liên quan như vi khuẩn, côn trùng hay giun 

đất [13].  

Thực vật có mối liên hệ chặt chẽ với nhiều loại VSV ở cả dưới và trên 

mặt đất vì lợi ích chung của chúng. Hệ VSV này đặc trưng trên từng phần bộ 

phận của thực vật chủ và có thể được phân loại theo chiều dọc thành hai nhóm 
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lớn là các vùng cơ thể thực vật phía trên mặt đất (phyllosphere) và các phần 

phía dưới mặt đất hay vùng rễ (rhizosphere). Ngoài ra còn có cách phân biệt 

theo chiều ngang, nghĩa là phân loại theo môi trường nội mô và trên bề mặt cơ 

thể thực vật, được gọi lần lượt là endosphere và ectosphere. Có thể nói, thực 

vật quyển phytosphere là nơi sống của các VSV đa dạng, bao gồm các khoảng 

không gian bên trong và bên ngoài bề mặt của chúng, được gọi tương ứng là 

endosphere và ectosphere [14].  

Tại vùng thực vật dưới mặt đất, hay rhizosphere, một số VSV có thể xâm 

nhập vào mô bên trong rễ tạo thành VSV nội sinh rễ. Đối với trên 90% số loài 

thực vật, endosphere của rễ là nơi cư trú của nấm rễ nội sinh, vi khuẩn nội sinh 

và đôi khi là archaea nội sinh rễ [15]. Không giống như những VSV tại 

ectosphere, các VSV tại endosphere tương tác chặt chẽ hơn với cây chủ và có 

tính đặc trưng cao hơn.  

Tại phyllosphere – vùng thực vật trên mặt đất, các mô bên trong lá tạo 

thành một môi trường hấp dẫn cho nhiều loại vi khuẩn và nấm.  Bên cạnh đó, 

cấu trúc và thành phần các VSV nội sinh trong nội mô lá có tính đa dạng rất 

cao [15]. Theo Vorholt (2012), số lượng các VSV tại ectosphere của lá có thể 

lên đến 1026 tế bào, do tổng diện tích bề mặt của lá luôn ở mức rất lớn so với 

các bộ phận khác của thực vật [16]. Dựa trên sự so sánh các khu hệ VSV cộng 

sinh trong endosphere và ectosphere của các vùng thực vật trên và dưới mặt 

đất, một số nhà khoa học đã đưa ra giả thuyết, rằng rất có thể các VSV trong 

endosphere của lá có nguồn gốc từ môi trường bên ngoài, với điểm cư trú đầu 

tiên là trên bề mặt lá [17]. So với điều kiện môi trường tại ectosphere của rễ, bề 

mặt lá được đặc trưng bởi các điều kiện khắc nghiệt hơn nhiều như tiếp xúc với 

bức xạ tia cực tím và các stress nhiệt độ hay độ ẩm. Vì vậy các VSV tại 

ectosphere đã tiến hóa các cách khác nhau để thích nghi với những điều kiện 

khắc nghiệt này. Một trong những chiến lược đó là quang dưỡng, nhờ các 

protein rhodopsin của VSV tại ectosphere [18]. Các protein này có thể hoạt 

động như những bơm proton sản sinh năng lượng, giúp bổ sung năng lượng cho 

các VSV trong thực vật quyển. Điều thú vị là những protein này có thể hấp thụ 

ánh sáng xanh, do đó tránh được sự chồng chéo với các sắc tố của thực vật [16].  

Từ các nội dung đã trình bày trên đây có thể thấy hệ VSV cộng sinh thực 

vật rất đa dạng và bao gồm các nhóm phân loại có nguồn gốc và xu hướng tiến 
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hóa khác nhau. Các quần xã này thay đổi theo thời gian tùy thuộc vào các điều 

kiện môi trường sống của chúng tại các vùng thực vật. 

Kể từ lần đầu được phát hiện vào năm 1904, cho đến nay hơn 1000 loài 

vi sinh vật cộng sinh thực vật đã được nuôi cấy trong phòng thí nghiệm và 

nghiên cứu về tính chất hóa học cũng như sinh học của các hợp chất thứ cấp 

[19]. Nhiều nghiên cứu đã xác định được cấu trúc đa dạng và hoạt tính sinh học 

đáng kể của các hợp chất này. Sau đây là một số hoạt tính sinh học tiêu biểu 

(gây độc côn trùng, kháng khuẩn, kháng nấm, kích thích sinh trưởng của cây, 

kháng ung thư, kháng virus và chống oxy hóa) của các vi sinh vật cộng sinh 

thực vật đã được khẳng định bởi các kết quả nghiên cứu trên thế giới. 

Kháng khuẩn và kháng nấm  

Một số chất thứ cấp từ vi sinh vật cộng sinh với thực vật đã được xác 

định có thể ức chế hoặc tiêu diệt nhiều loại tác nhân có hại cho thực vật, con 

người và động vật bao gồm các vi khuẩn, nấm, vi rút và động vật nguyên sinh. 

Sau đây là một số hợp chất tiêu biểu. 

Phomopsichalasin, một loại cytochalsan được phân lập từ nấm 

Phomopsis sp. – cộng sinh với cây Salix gracilostyla var. melanostachys. Hợp 

chất này biểu hiện khả năng ức chế sinh trưởng của các vi khuẩn Bacillus 

subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella gallinarum, và nấm mốc Candida 

albicans [20]. 

Chất thứ cấp cryptocin được phân lập từ Cryptosporiopsis cf. quercina- 

một loại nấm cộng sinh sống trong vỏ thân cây Tripterygium wilfordii cho thấy 

khả năng chống nấm đáng kể đối với Pyricularia oryzae (MIC= 0,39 µg/ml) và 

các loại nấm gây bệnh cho thực vật khác [21].   

Một chất thứ cấp lipopeptide khác- cryptocandin- cũng được tổng hợp từ 

nấm cộng sinh Cryptosporiopsis cf. quercina. Cryptocandin có hoạt tính chống 

lại một số loại nấm gây bệnh cho cây trồng, bao gồm cả Sclerotinia 

sclerotiorum (MIC=0,78 µg/ml) và Botrytis cinerea (MIC=6,2 µg/ml.). Bên 

cạnh các nấm gây bệnh cho thực vật, hợp chất cũng kiềm hãm sự sinh trưởng 

của một số có hại cho người Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes 

và Trichophyton rubrum, với MIC từ khoảng 0,03 đến 0,07 µg/ml  [22]. 

Hợp chất 6-isoprenylindole-3-carboxylic acid là một dẫn xuất indole 

được phát hiện trong nấm cộng sinh Colletotrichum sp.. Hợp chất này có hoạt 
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tính kháng khuẩn tương đối với một số chủng vi khẩn Gram dương Bacillus 

subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea và một số chủng Gram âm 

Pseudomonas sp., với giá trị MIC từ 25 µg/mL đến 75 µg/mL. Ngoài ra, hợp 

chất này cũng có tác dụng kiềm chế sự sinh trưởng của một số loại nấm gây 

bệnh trên cây như Phytophthora capisici, Rhizoctonia cerealis và 

Gaeumannomyces graminis var. tritici [23]. 

Hợp chất peptide colletotric acid được phân lập từ nấm Colletotrichum 

gloeosporioides sống trong thân cây Artemisia mongolica. Hoạt tính kháng vi 

sinh vật của chất thứ cấp được thể hiện thông qua việc kềm hãm sự sinh trưởng 

của một số vi khuẩn như Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea 

với giá trị MIC = 25, 50, 50 µg/mL, và nấm gây bệnh trên thực vật như 

Helmintho sporium sativum với MIC là 50 µg/mL. [24]. 

Kháng sinh munumbicin được tổng hợp bởi chủng Streptomyces sp. 

NRRL 30562, sống nội sinh trong cây thuốc Kennedia nigriscans. Munumbicin 

cho thấy khả năng làm giảm sức sống của các vi khuẩn gram dương như 

Bacillus anthracis và Mycobacterium tuberculosis kháng thuốc (IC50=10 

µg/mL) cũng như một số vi khuẩn kháng thuốc khác như Staphylococcus 

aureus (MIC=2,5 µg/mL). Tuy nhiên, hoạt tính sinh học ấn tượng nhất là khả 

năng chống lại ký sinh trùng sốt rét Plasmodium falciparum của munumbicin 

D, trong đó nồng độ ức chế 50% là 4,5 ± 0,07 µg.mL-1 [25] . 

Ngoài ra, hợp chất thứ cấp ester (2-methyloctanoic acid 6-oxo-2-

propenyl-3,6-dihydro-2H-pyran-3-yl ester) phân lập từ một chủng nấm nội sinh 

sống trên cây thông rụng lá (Larix laricina (Du Roi) K. Koch) được xác định 

có hoạt tính kháng khuẩn đối với Vibrio salmonicida, Pseudomonas aeruginosa 

và Staphylococcus aureus [26]. 

Chống oxi hóa 

Hai hợp chất thứ cấp pestacin và isopestacin được phân lập từ dịch nuôi 

cấy của Pestalotiopsi microspora, một loại nấm sống cộng sinh trong 

Terminalia morobensis. Isopestacin có cấu trúc phân tử tương tự flavonoid và 

được xác định là có khả năng loại bỏ superoxide và các gốc tự do hydroxyl. 

Pectasin có hoạt tính chống oxi hóa trên các gốc oxi tự do gấp 11 lần so với 

Trolox – chất dẫn xuất của vitamin E. Cơ chế loại bỏ gốc tự do là thông qua sự 

phân cắt của liên kết C-H và ở một số trường hợp là liên kết O-H [27, 28]. 
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Flavonoid là những sắc tố được tổng hợp chủ yếu trong thực vật, có cấu 

trúc gồm một vòng C và 2 vòng benzene. Chúng được phân loại thành 6 nhóm 

chính căn cứ vào carbon gắn với vòng benzene và mức độ bão hòa và oxi hóa 

của vòng C bao gồm anthocyanin, chalcone, flavanone, flavone, flavonol và 

isoflavonoid [29]. Một trong những hoạt tính nổi bật nhất của flavonoid là khả 

năng chống oxi hóa thông qua việc phân cắt ion kim loại để ngăn cản sự tạo 

thành gốc oxi hóa tự do. Nhóm catechol ở vòng benzene, liên kết đôi 2.3 của 

nhóm carbonyl và nhóm hydroxyl ở vị trí 3 và 5 ở vòng carbon đóng vai trò 

chính cho các hoạt tính của chúng [30]. Một số flavonoid đã được phân lập 

thành công từ các vi sinh vật sống cộng sinh với thực vật như quercetin phân 

lập từ Aspergillus nidulans và Aspergillus oryzae sống trên cây bạch quả 

Ginkgo biloba, curcumin phân lập từ Chaetomium globosum sống trên 

Curcuma wenyujin, rutin phân lập từ Chaetomium sp. sống trên Nerium 

oleander [31-33].  

1.3 Hợp chất tự nhiên chống béo phì và kháng viêm 

1.3.1 Hợp chất có hoạt tính chống béo phì từ vi sinh vật  

Cho đến hiện tại, có một số loại thuốc có nguồn gốc từ vi sinh vật đã và 

đang được ứng dụng vào phác đồ chữa trị cho bệnh nhân béo phì.  

Compactin (mevastatin) là một chất ức chế cạnh tranh 3-hydroxy-3-

methyl-glutaryl (HMG)-CoA reductase- enzyme điều hòa cho quá trình sinh 

tổng hợp cholesterol. Điều này dẫn đến kìm hãm sự chuyển hóa từ HMG sang 

mevalonic acid, tiền chất để tổng hợp nhiều phân tử lipid khác nhau. Hợp chất 

được phát hiện lần đầu bởi nhóm nghiên cứu của Brown trong dịch nuôi cấy 

của Penicillium brevicompactum [34]. Kể từ đó, nhiều vi sinh vật như 

Trichoderma viridae, Gliocladium sp., Penicillium citrinum đã được sàng lọc 

để tổng hợp được đồng phân có hoạt tính và hàm lượng compactin nhiều nhất 

[35, 36]. Dựa trên tiền đề là compactin, nhóm nghiên cứu của Endo và Albert 

đã thành công phân lập lovastatin (monacolin K; mevinolin) từ dịch nuôi cấy 

của nấm Monascus ruber và Aspergillus terreus [37, 38]. Ngoài ra, một dẫn 

xuất phổ biến khác đã được đưa vào ứng dụng trong điều trị của compactin là 

pravastatin- được tổng hợp bằng quá trình hydroxyl hóa compactin trong 
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Streptomyces carbophilus xúc tác bởi hệ thống cytochrome P-450sca 

monooxygenase [39]. 

Đáng chú ý, orsilat là loại thuốc duy nhất được cho phép sử dụng điều 

trị dài hạn cho bệnh nhân béo phì. Đây là dẫn xuất bão hòa của lipostatin- một 

hợp chất ức chế enzyme lipase tuyến tụy tự nhiên được tổng hợp bởi xạ khuẩn 

Streptomyces toxytricini. Cơ chế bất hoạt enzyme lipase của hợp chất là thông 

qua việc gắn vào vùng serine bằng liên kết hóa trị để ngăn cản sự hydrat hóa 

của triglyceride và sự hấp thu chất béo ở thành ruột [40, 41]. 

Bên cạnh các thuốc điều trị, nhiều hợp chất phát hiện trong các vi sinh 

vật cũng được xác định có hoạt tính chống béo phì theo các cơ chế tương đối 

đa dạng, điển hình như acarbose và kojic acid.  

Acarbose là một tetrasaccharide thu được từ quá trình lên men của vi 

khuẩn Actinoplanes utahensis. Đây là một trong những loại thuốc phổ biến 

được sử dụng để điều trị bệnh nhân tiểu đường. Acarbose ức chế cạnh tranh các 

enzyme glucosidase có mặt tại thành ruột, qua đó ngăn cản quá trình phân giải 

oligosaccharide và polysaccharide thành các phân tử đường đơn có thể hấp thụ 

được [42]. Do các cơ chế chuyển hóa đường cũng tác động nhất định đến sự 

tích tụ chất béo trong cơ thể nên nhiều nghiên cứu đã tập trung vào hoạt tính 

của acarbose đối với bệnh béo phì. Nghiên cứu của Maury (1993) đã đánh giá 

tác dụng của acarbose trên chuột và cho thấy cùng với sự sụt giảm của hàm 

lượng glucose trong máu và insulin ở plasma, các mẫu có bổ sung cũng ghi 

nhận các tế bào mỡ có kích thước nhỏ hơn cũng như khối lượng mô mỡ giảm. 

Sự bổ sung acarbose cũng khiến giảm biểu hiện của các enzyme quan trọng 

chuyển hóa lipid như fatty acid synthase và acetyl-CoA carboxylase [43]. 

Kojic acid (5-hydroxy-2-hydroxymethylgamma-pyrone) là một trong 

những chất thứ cấp chính được tổng hợp các chủng Aspergillus oryzae, 

Aspergillus flavus, Aspergillus tamarii, và Penicillium sp. Nghiên cứu của El-

Korany đã xác định hoạt tính chống béo phì của kojic acid phân lập từ 

Aspergillus oryzae trong mô hình in vivo. Bổ sung hợp chất ghi nhận thấy việc 

hạn chế tăng cân nặng cũng như sự thèm ăn và sự giảm hàm lượng triglyceride 

và tổng cholesterol trong máu của chuột có chế độ ăn giàu chất béo. Cơ chế 

chống béo phì của kojic acid là thông quả việc ức chế enzyme lipase tuyến tụy, 

với khả năng bất hoạt lên đến 61.4 ± 1.8% [44]. 
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Một chất ức chế enzyme lipase tuyến tụy khác là vibralactone – phân lập 

từ dịch nuôi cấy của nấm đảm Boreostereum Vibrans. Hợp chất vibralactone là 

một β-lactone với vòng cyclopentene. Khi sử dụng 4-methylmubelliferyl oleate 

(4-MU oleate), khả năng bất hoạt enzyme lipase tuyến tụy của vibralactone 

được ghi nhận là 0.4 µg/ml [45].  

Nghiên cứu của Kim (2015) xác định khả năng chống béo phì của β-

glucan phân lập từ Aureobasidum sp. trong mô hình in vitro và phát hiện β-

glucan ở nồng độ 50 và 100 μg/ml có thể hạn chế sự biệt hóa tế bào mỡ ở 3T3-

L1 lên đến 32,8 và 39,7% so với đối chứng. Cơ chế hạn chế sự tích tụ chất béo 

ở mức độ tế bào của β-glucan được thực hiện dựa trên việc điều hòa quá trình 

phiên mã và dịch mã của PARγ, ACC và aP2- tham gia truyền tín hiệu trong 

quá trình tổng hợp lipid [46]. 

3α-hydroxy-pregn-7-ene-6,20-dione là một phân tử pregnane steroid 

được phân lập từ chủng Cladosporium sphaerospermum SW67 sống cộng sinh 

trên Hydractinia echinata. Hoạt tính của chất được đánh giá trên mô hình tế 

bào 3T3-L1 và cho thấy hợp chất có thể ngăn cản sự tích tụ của các giọt mỡ và 

giảm biểu hiện của Adipsin- gene marker của tế bào mỡ đã biệt hóa và FASN 

and SREBP1- tham gia vào quá trình phân giải lipid. Ngoài ra, sự biểu hiện của 

ATGL cũng được gia tăng khi bổ sung với 5 μM và10 μM chất thử. Nghiên 

cứu kết luận hợp chất steroid này hạn chế sự tích tụ của lipid trong tế bào thông 

qua việc ngăn cản quá trình biệt hóa của tế bào mỡ đồng thời điều hòa biểu hiện 

của các gene liên quan đến chu trình chuyển hóa lipid [47]. 

1,5-Anhydro-D-fructose (1,5-AF) là một monosaccharide được phát hiện 

trong nấm, tảo hay Escherichia coli. Phân tử có cấu trúc tương tự glucose và là 

sản phẩm của quá trình phân giải từ tinh bột và glycogen thông qua sự xúc tác 

của enzyme α-1,4-glucan lyase. Nghiên cứu của Kojima-Yuasa đã xác định 

được hoạt tính chống béo phì của chất trong mô hình in vitro và cơ chế của hoạt 

tính.  1,5-AF có thể ngăn cản sự tích tụ của triglyceride và hạn chế hoạt động 

của GPDH – một enzyme quan trọng trong quá trình tổng hợp triglyceride ở tế 

bào 3T3-L1 chưa biệt hóa và đã biệt hóa mà không ảnh hưởng đến sức sống 

của tế bào. Ở mức độ phân tử, bổ sung 1,5-AF cũng làm giảm sự biểu hiện của 

một số nhân tố phiên mã như PPARγ và C/EBPα và kích thích quá trình 

phospho hóa của AMPK- phân tử truyền tín hiệu quan trọng [48].   
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Isofraxidin là một hợp chất coumarin được tổng hợp trong sâm Siberia 

(Acanthopanax senticosus và Eleutherococcus senticosus) và chủng nấm 

Annulohypoxylon bovei var. microspore sống cộng sinh trên Cinnamomum sp. 

Nghiên cứu của Jian Li (2017) đã xác định được hoạt tính chống béo phì của 

isofraxidin thể hiện qua các mẫu chuột có chế độ ăn nhiều chất béo có bổ sung 

isofraxidin ghi nhận sự giảm trong cân nặng, khối lượng gan và các chỉ số liên 

quan đến lipid như TG, TC, HDL- cũng như các tổn thương ở gan. Hợp chất 

điều hòa quá trình chuyển hóa lipid và làm giảm các sự tổn thương gây ra bởi 

sự rối loạn chuyển hóa thông qua hạn chế sự tích tụ triglyceride, tổng hợp TNF-

α và giảm hàm lượng ROS, tăng cường quá trình phosphorin hóa AMPKα và 

acetyl coenzyme A carboxylase (ACC). Isofraxidin cũng hạn chế sự biểu hiện 

của các protein FAS và 3-hydroxyl-3-methylglutaryl-CoA synthase 2 

(HMGC), qua đó kiềm hãm quá trình sinh tổng hợp lipid [49, 50]. 

1.3.2 Hợp chất có hoạt tính kháng viêm từ vi sinh vật  

Phản ứng viêm là một cơ chế bảo hộ cơ thể diễn ra để chống lại các tổn 

thương mô và sự xâm nhập của các tác nhân ngoại lai như vi khuẩn hay virus 

[51]. Khi mô chịu sự kích thích của LPS, NO và những cytokine như interleukin 

(IL-6 và IL-1β) cũng những tác nhân hoại tử khối u (TNF) sẽ được tổng hợp và 

tiết ra. Tuy nhiên, sự tổng hợp cytokine mất kiểm soát cũng dẫn đến vấn đề sức 

khỏe  nghiêm trọng, do đó hàm lượng NO và IL thường được coi như những 

chỉ số đánh giá quan trọng trong việc sàng lọc thuốc cho các bệnh liên quan 

đến phản ứng viêm [52, 53]. 

Một số hợp chất được tổng hợp bởi vi sinh vật đã được ứng dụng vào để 

điều chế các loại thuốc có tác dụng hạn chế các phản ứng viêm và các hoạt 

động miễn dịch. Một trong những loại thuốc phổ biến được sử dụng trong các 

ca phẫu thuật và cấy ghép nội tạng là cyclosporins. Cyclosporins là những 

peptide dạng vòng, ưa lipid bao gồm nhiều amino acid đặc thù, được tổng hợp 

quá trình lên men hiếu khí của nấm mốc Tolypocladium nivenum. Cơ chế hoạt 

động của chất thông qua việc gắn vào các protein cyclophilin của các tế bào 

bạch cầu, đặc biệt là bạch cầu T. Phức hợp cyclospotin và cyclophilin sẽ ngăn 

không cho calcineurin kích hoạt quá trình phiên mã interleukin-2 (IL-2). Ngoài 

ra, nó cũng ngăn cản các quá trình tổng hợp và tiết lymphokine hay interleukin, 

do đó hạn chế hoạt động của các tế bào T [54]. Một số những loại thuốc khác 
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như sirolimus (rapamycin) và FK-506 (tacrolimus) được tổng hợp từ xạ khuẩn 

cũng hoạt động dựa trên việc tương tác với các immunophilin và ngăn cản con 

đường truyền tín hiệu để kích hoạt tế bào T [55].  

Surfactin, một chuỗi polypeptide thường được phát hiện trong các chủng 

vi khuẩn Bacillus đã được xác nhận bởi nhiều nghiên cứu có thể hạn chế các 

phản ứng viêm gây ra bởi liposaccharide (LPS) thông qua sự tương tác với đại 

thực bào. Một cơ chế được đề xuất là thông qua ức chế cạnh tranh với 

phospholipase A2 trong tế bào chất, từ đó ức chế sự truyền tín hiệu [56]. 

Surfactin cũng có thể cản trở con đường tín hiệu tế bào nuclear factor-κB (NF-

κB) bằng hạn chế sự tổng hợp các cytokine IFN-γ, IL-6, iNOS và NO; đồng 

thời giảm sự biểu hiện của TLR4 protein trong đại thực bào [57]. Ngoài ra, 

nghiên cứu cũng phát hiện surfactin có thể cản trở sự trình diện kháng nguyên 

bằng cách kiềm hãm sự biểu hiện của các thụ thể trên bề mặt đại thực bài như 

CD40, CD54, CD80 và MHC-II. Đồng thời, chất cũng hạn chế sự kích hoạt của 

tế bào T CD4+ cũng như phân giải phân tử tín hiệu κB-α và bất hoạt IKK, Akt, 

JNK, p38 kinase [58]. Một cơ chế khác là surfactin điều hòa tăng sự biểu hiện 

của hemeoxygenase-1 (HO-1) và Nrf-2 để kích thích quá trình phosphoryl hóa 

STAT-3, qua đó kiềm hãm sự sản sinh NO và ROS [59]. 

Nghiên cứu của Xiudong Yang (2017) đã đánh giá hoạt tính chống viêm 

của Eurotium amstelodami trong mô hình in vitro và phân lập thành công 3 hợp 

chất asperflavin, neoechinulin A và preechinulin. Kết quả thí nghiệm đã cho 

thấy asperflavin kìm hãm sự tiết của các cytokines như TNF-α, IL-1β, IL-6; và 

sự sản xuất của iNOS trong đại thực bào RAW 264.7 chịu kích thích của 

liposaccharide. Đồng thời cũng ghi nhận là asperflavin không ảnh hưởng đến 

sự sống chết của tế bào, qua đó thể hiện tiềm năng ứng dụng như một tác nhân 

chống viêm trong tương lai [60]. Trước đó vào năm 2014, Xiudong và các cộng 

sự đã thành công phân lập hợp chất questinol cũng từ Eurotium amstelodami 

và có hoạt tính chống viêm tương tự [61] 

Ngoài ra, trong một nghiên cứu khác, cristaldehydes A, cristaquninone 

A và tetrahydroauroglaucin, flavogalaucin, sodihydroauroglaucin, benz-

aldehyde và variecolorquinone B tách chiết từ Eurotitum cristatum EN-220 có 

tác dụng giảm các phản ứng viêm thể hiện qua thông việc kiềm chế sự sản sinh 

NO được kích hoạt bởi LPS trong tế bào RAW264.7 [62]. 
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Depsipeptides USF-19A, somalimycin và urauchimycin D tổng hợp bởi 

chủng Streptomyces somaliensis SCSIO ZH66 đột biến có thể kiềm hãm sự 

tổng hợp IL-5 trong tế bào lách của chuột chịu sự kích thích của ovalbumin. 

Kết quả cho thấy depsipeptides USF-19A có khả năng hạn chế quá trình tổng 

hợp tương đối mạnh ở nồng độ 57 µM, còn somalimycin và urauchimycin D 

có hoạt tính yếu hơn (>10 µM). Bên cạnh đó, cả ba chất depsipeptide đều ít gây 

độc đối với tế bào nội mô cuống rốn người với giá trị LD50 ghi nhận được là 

62,6, 34,6 và 192,9 µM [63].  

Violaceomide A – một peptide dạng vòng được tổng hợp từ Aspergillus 

violaceofuscus sống trên bọt biển thể hiện hoạt tính kháng viêm qua việc hạn 

chế sự biểu hiện mRNA của IL-10 trong tế bào THP-1 (tế bào bệnh bạch cầu 

cấp tính dòng tủy) với tỉ lệ ức chế lên đến 84,3% ở nồng độ 10 µM [64]. 

Streptoglycerides E-H được phân lập từ xạ khuẩn Streptomyces specialis 

có cấu trúc phức hợp vòng 6/5/5. Các hợp chất này được xác định kiềm hãm sự 

sản sinh NO của đại thực bào  RAW 264.7 dưới kích thích bởi LPS với IC50 

dao động  từ 3,5 đến 10,9 µM. Kết quả cho thấy  Streptoglycerides  F hạn chế 

quá trình phiên mã tạo thành mRNA của iNOS và IL-6 [65]. 

Somalimycin một depepsitide và hai đồng phân USF-19A và 

uauchimycin D được phân lập từ chủng xạ khuẩn Streptomyces somaliensis 

SCSIO ZH66. Nghiên cứu của Huayue Li đã xác định hoạt tính kháng viêm của 

các depepsitide trên cũng như khả năng gây độc tế bào trong mô hình in vitro. 

USF-19A ức chế quá trình tổng hợp  IL-5  với IC50 = 0,57 μM, còn somalimycin 

và urauchimycin D có hoạt tính yếu hơn với IC50 > 10 μM. Bên cạnh đó, các 

hợp chất trên cũng không có ảnh hưởng đến sự sinh trưởng của dòng tế bào nội 

mô tĩnh mạch cuống rốn của người [63]. 

Bên cạnh hoạt tính chống béo phì, chất thứ cấp isofraxidin cũng biểu 

hiện khả năng kháng viêm, thể hiện qua làm giảm số lượng tế bào miễn dịch 

như tế bào F4/80+ Kupffer và đại thực bào CD68 cũng như làm giảm hàm 

lượng hàm lượng cytokines (TNF-α, IL-6) trong tế bào gan. Cơ chế kháng viêm 

của isofraxidin được thực hiện dựa trên việc hạn chế sự biểu hiện của thụ thể 

TLR4 và NF-κB [50]. 

Sanguinarine là một alkaloid đặc trưng trong rễ của cây Sanguinaria 

canadensis và trong hạt của cây Argemone mexicana L., đã được phân lập thành 
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công từ nấm Fusarium proliferatum cộng sinh trên lá cây Macleaya cordata 

[66]. Hợp chất sanguinarine biểu hiện hoạt tính kháng viêm đáng kể trong cả 

mô hình thử nghiệm tế bào và chuột. Trong điều kiện in vitro, hợp chất alkaloid 

này biểu hiện tác dụng làm tăng tỉ lệ tế bào sống và hạn chế sự tổng hợp NO 

cũng như TNF-a ở đại thực bào khi bị kích thích bởi LPS. Đồng thời, trên chuột 

thí nghiệm, sanguinarine cũng cải thiện hiện tượng sưng viêm ở tai cũng như 

bàn chân chuột. Hoạt tính chống viêm của sanguinarine được xác định là có cơ 

chế từ khả năng hạn chế sự hoạt hóa của MAPK để ngăn cản sự truyền tín hiệu 

trong tế bào [67]. 
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Chương 2. NGUYÊN VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Thời gian và địa điểm nghiên cứu 

Thời gian thực nghiệm: từ tháng 10/2021 đến tháng 9/2022. 

Địa điểm nghiên cứu: Viện Hóa học Các hợp chất Thiên nhiên – Viện 

Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

2.2 Nguyên vật liệu 

2.2.1 Vật liệu thí nghiệm 

Nguồn vi sinh vật  

Các chủng vi sinh vật được kế thừa từ các chủng lưu giữ tại Phòng sinh 

học thực nghiệm của Viện Hóa học Các hợp chất thiên nhiên và được phân lập 

từ lá của cây chè (Camellia sinensis), chè hoa vàng (Camellia chrysantha) và 

rễ bần (Sonneratia caseolaris, Sonneratia apetala). 

Dòng tế bào  

Tế bào đại thực bào chuột RAW 264.7 (ATCC TIB 71) được lưu giữ và 

duy trì tại Phòng sinh học thực nghiệm - Viện Hóa học Các hợp chất thiên 

nhiên. 

2.2.2 Dụng cụ, thiết bị thí nghiệm  

 Một số dụng cụ cơ bản sử dụng trong nghiên cứu gồm có:  

- Dụng cụ trong các thí nghiệm vi sinh vật: Đĩa petri, que cấy, ống 

Cryotube để giữ giống, các loại ống đong 100 – 500 – 1000 mL, bình tam giác 

500 – 1000 mL, v.v.; 

- Một số dụng cụ trong thử nghiệm hoạt tính sinh học: Bình nuôi cấy tế 

bào (Corning flasks from sizes T25 - T300), phiến 24 giếng, phiến 96 giếng 

(Corning), micropipet, pipet pasteur, v.v. 

Các thiết bị chính sử dụng trong nghiên cứu bao gồm: 

- Thiết bị sử dụng trong các thí nghiệm vi sinh vật: Tủ cấy vô trùng 

(Sanyo, Nhật), máy nuôi lắc (IKA, Đức), máy hút cô quay (Eyela, 

Nhật), v.v.; 

- Một số thiết bị sử dụng trong thử nghiệm hoạt tính sinh học: Máy đọc 

đĩa F150 (Tecan, Thụy Sĩ), máy ly tâm (Hettich, Đức), máy PCR 

(MasterCycler EP Gradient S cycler, Đức), v.v.. 
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2.2.3 Hóa chất  

Môi trường nuôi cấy vi sinh vật: Nghiên cứu sử dụng một số môi 

trường nuôi cấy vi sinh vật cơ bản đặc trưng cho các nhóm nấm (môi trường 

PDA), vi khuẩn (môi trường LB), xạ khuẩn (môi trường ISP1, ISP3, ISP4). 

Thành phần của các môi trường cơ bản này như sau:  

Tên môi trường Thành phần (g/L) Ghi chú 

PDA o Khoai tây 200 

o Glucose 20 

o Agar 15 

pH=7,0 

LB o Tryptone 10 

o Cao nấm men 5 

o NaCl 10 

o Agar 15 

pH=7,0 

ISP1 o Tryptone 5 

o Cao nấm men 3 

pH=7,0 

ISP3 o White oat 20  pH=7,0 

Bổ sung 1 mL Dung dịch 

vết gồm có (0.1 g FeSO4 x 

7H2O. 0.1 g MnCl2 x 

4H2O. 0.1 g ZnSO4 x 

7H2O. 100 mL dH2O) 

 

ISP4 o Tinh bột tan 10 

o MgSO4 x 7H2O 5 

o NaCl 1 

o (NH4)2SO4 2 

o CaCO3 2 

o Agar 15 

pH=7,0 

Bổ sung 1 mL Dung dịch 

vết gồm có (0.1 g FeSO4 x 

7H2O. 0.1 g MnCl2 x 

4H2O. 0.1 g ZnSO4 x 

7H2O. 100 mL dH2O) 
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Môi trường nuôi cấy tế bào:  

- Môi trường DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) có bổ 

sung L-glutamine, sodium piruvat, NaHCO3, PSF (penicillin - 

streptomycin sulfate - fungizone); NAA (non-essential amino acids); 

10% FBS, bổ sung kháng sinh (100 đơn vị/mL penicillin; 100 mg/mL 

streptomycin). 

Thuốc thử, oligonucleotides:  

- Kit nhuộm Gram (HiMedia, Ấn Độ); 

- Kit định danh API 20E (Biomerieux, Pháp); 

- Thuốc nhuộm MTT (Sigma-Aldrich, Đức) 

- DPPH (Sigma-Aldrich, Đức); 

- Cặp mồi ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) và ITS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) 

- Cặp mồi 533F (5’-GTGCCAGCAGCCGCGGTAA-3’) và 1496R 

(5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’). 

Một số hóa chất khác 

- Tripsin-EDTA 0,05%; DMSO (dimethyl sulfoxide); TCA (trichloro 

acetic acid); Tris Base; PBS (phosphate buffered saline); SRB (sulfo 

rhodamine B); acetic acid. 

- Griess reagent system (Promega, USA), LPS (lipopolysaccharide) 

(Thermo Fisher Scientific, USA); 

- Chất chuẩn: ascobic acid (Sigma-Aldrich, Đức), orlistat (Merck, 

Đức), dexamethasone (Merck, Đức) 

- Agarose (Promega, USA). 

2.3 Phương pháp nghiên cứu 

Đề tài đã được thực hiện theo sơ đồ tổng quát Hình 2.1. 



19 
 

 
 

 

Hình 2.1. Sơ đồ nghiên cứu tổng quát  

2.3.1 Phân lập vi sinh vật  

▪ Để phân lập VSV từ vùng rễ cây bần, tiến hành rũ đất cơ học, chỉ giữ lại 

vùng đất bám trên rễ. Cắt các đoạn rễ chứa đất bám, hòa vào dung dịch 

đệm peptone và lắc đều trong 10 phút, rồi thu dịch, pha loãng liên tục 

và thực hiện cấy trải trên đĩa thạch chứa các môi trường khác nhau (môi 

trường PDA bổ sung hỗn hợp kháng sinh, môi trường ISP, LB). 

▪ Phân lập các VSV nội sinh từ lá chè theo phương pháp khử trùng bề mặt 

mô tả bởi Strobel & Daisy [68]. Cụ thể, các mẫu thực vật được rửa 3 

lần với nước vô trùng, sau đó được khử trùng bề mặt mẫu lần lượt với 

ethanol 10%, sodium hypochlorite, ethanol 10%, và rửa lại với nước 

muối sinh lý vô trùng. Cắt mẫu thành từng đoạn nhỏ, đặt trên đĩa thạch 

chứa các môi trường khác nhau (môi trường PDA bổ sung hỗn hợp chất 

kháng sinh, môi trường ISP, LB). 

- Ủ đĩa tại 25oC trong 24h đến 7 ngày (đối với vi khuẩn), 5-14 ngày (đối với 

nấm/xạ khuẩn) cho tới khi khuẩn lạc xuất hiện. Mỗi nồng độ pha loãng 

được lặp lại 3 lần. Các khuẩn lạc được chọn, dựa vào kích thước, màu sắc, 

hình dáng và đặc điểm hình thái khác. VSV được lưu giữ tại 4oC, 1 tháng 

cấy chuyển sang môi trường mới 1 lần. 

- Lựa chọn và phân loại sơ bộ các chủng vi sinh vật: 
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+ Phân loại sơ bộ các chủng nấm và xạ khuẩn theo phương pháp hình 

thái bằng cách quan sát hệ sợi nấm và các cơ quan sinh sản của nấm và 

so sánh với khóa phân loại vi nấm. 

+ Phân loại sơ bộ các chủng vi khuẩn theo phương pháp nhuộm Gram và 

thực hiện một số phản ứng hóa sinh và so sánh với khóa phân loại vi 

khuẩn. 

- Các chủng vi sinh vật thuần khiết được lưu trữ trong dung dịch glycerol 

20% tại -80°C. 

2.3.2 Lên men và thu dịch chiết 

Các chủng nấm được nuôi cấy ở 25°C trong 14 ngày trong 150 ml dịch 

khoai tây dextrose (PDB) trong máy nuôi lắc (200 rpm). Tương tự, các chủng 

vi khuẩn và xạ khuẩn được nuôi cấy ở 25°C trong 14-28 ngày trong 150 ml môi 

trường dịch thể (LB, ISP4). Dịch lên men bao gồm sinh khối (nấm, vi khuẩn, 

xạ khuẩn) tách chiết sử dụng ethyl acetate (EtOAc, China) (với tỉ lệ thể tích 

1:1) [69] Dịch chiết thô thu được sau khi sử dụng máy hút cô quay (EYELA, 

Japan) để loại bỏ dung môi. Sau đó, hòa tan dịch chiết thô với dimethyl 

sulphoxide (DMSO, Sigma Aldrich, Đức) để xác định hoạt tính.  

2.3.3 Xác định hoạt tính chống oxi hóa 

Hoạt tính chống oxi hóa của mẫu được xác định theo phương pháp đánh 

giá bằng DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) [70]. Khi bổ sung các chất thử 

nghiệm vào hỗn hợp DPPH, các chất thử trung hòa các gốc tự do sẽ khiến tín 

hiệu cường độ hấp thụ ánh sáng của các gốc tự do giảm đi. 

Hỗn hợp phản ứng bao gồm 10 μL dịch chiết ở các dải nồng độ khác 

nhau và 190 μL dung dịch DPPH được ủ ở 37°C trong 30 phút với điều kiện 

tránh ánh sáng. Độ hấp thụ của hỗn hợp phản ứng được đo ở bước sóng 515 nm 

với đối chứng âm được chuẩn bị tương tự sử dụng 1 % DMSO thay vì dịch 

chiết và đối chứng dương Ascorbic acid. Kết quả tính bằng trung bình của ít 

nhất 3 lần lặp lại ± σ (p ≤ 0,05).  

Khả năng trung hòa các gốc tự do (Scavenging capacity, SC%): 

Giá trị trung bình SC (%) ở các nồng độ mẫu thử được tính toán trong 

phần mềm Excel dựa theo công thức: 
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SC (%)=( 
 OD thí nghiệm −  OD mẫu trắng

   OD chứng âm tính
 x 100)±  

 

Độ lệch tiêu chuẩn  xác định dựa trên công thức Ducan: 

= √
 (𝑥𝑖−𝑥)²

𝑛−1
 

                                                             

Giá trị SC50 (g/ml): Giá trị SC50 là nồng độ của chất thử có thể trung 

hòa 50% các gốc tự do, tính trên phần mềm TableCurve AISN Sofware (Jandel 

Scientific) bằng dãy nồng độ chất thử và giá trị SC% tương ứng.  

2.3.4 Xác định hoạt tính kháng viêm 

  Thử nghiệm hoạt tính kháng viêm được thực hiện dựa vào phương pháp 

của Chen & cs. (2008) và Tsikas (2007) dựa trên khả năng ức chế sản sinh nitric 

oxide (NO) trên tế bào đại thực bào chuột [71, 72]. Khi được kích thích bằng 

lipopolysaccharide (LPS), đại thực bào đáp ứng bằng các điều hoà nội bào và 

tiết ra các phân tử NO kém bền và chuyển hóa trong môi trường thành nitrite. 

Hợp chất có hoạt tính kháng viêm đối với dòng tế bào này được xác định dựa 

vào khả năng giảm lượng NO tiết ra trong tế bào. Nồng độ nitrite trong môi 

trường được xác định bằng phản ứng tạo phức màu với thuốc thử Griess 

(Sulfanilamide và n-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride). 

Nuôi cấy tế bào 

Tế bào RAW 264.7 được nuôi ở 37oC trong điều kiện 5% CO2  sử dụng 

DMEM có bổ sung 10% FBS, 100 đơn vị/ml penicillin và 100 mg/ml 

streptomycin. 

Phương pháp thử khả năng gây độc tế bào  

Tỉ lệ sống chết của đại thực bào RAW 264.7 có bổ sung cặn chiết của 

nấm được đánh giá bằng phương pháp (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) [73]. Các tế bào (5*104 tế bào/1 giếng) tại 

pha tăng trưởng được bổ sung các nồng độ dịch chiết (200-100-50 µg/mL) và 

1 µg/mL lipopolysaccharide (LPS, Sigma-Aldrich, Đức). Sau 36 giờ, bổ sung 

thuốc nhuộm MTT (Sigma-Aldrich, Đức) (0,5 mg/ml) vào các giếng và ủ (4h, 
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37°C, 5% CO2). Các tinh thể formazan màu xanh được hòa tan trong DMSO 

và xác định tại bước sóng 570 nm. 

Thử hoạt tính kháng viêm 

Tế bào RAW 264.7 được cấy vào phiến 96 giếng ở mật độ 1*105 tế bào/1 

giếng. Sau khi ủ tế bào trong môi trường 1% FBS trong 6 giờ, một số mẫu được 

bổ sung thêm cặn chiết nấm (37oC, 5% CO2, 24 h) và kích thích bằng 1 µg/ 

LPS trong 24h. Kết tủa được dùng để xác định hàm lượng nitric oxide (NO) 

được tổng hợp bằng phản ứng thuốc thử Griess (1% sulfanilamide và 0,1% N-

1-naphtylethylenediamine dihydrochloride trong 2,5% H3PO4) (Sigma-

Aldrich, Đức) (30oC, 20 phút) và đo độ hấp thụ tại bước sóng 550 nm.  

2.3.5 Xác định hoạt tính ức chế lipase  

Phương pháp thử nghiệm khả năng ức chế enzyme lipase được thực hiện 

theo tài liệu của tác giả Lewis (2012) [74]. Nguyên tắc của phương pháp dựa 

trên phản ứng xúc tác bởi enzyme lipase, thủy phân cơ chất p-nitrophenyl 

butyrate thành p-nitrophenol có màu vàng, hấp thụ tối đa ánh sáng ở bước sóng 

405 nm. Phản ứng được xúc tác bởi lipase diễn ra như sau: 

 

Chuẩn bị enzyme 

Enzyme PPL được hòa trong dung dịch đệm phosphate 50 mM (pH=7) 

với nồng độ 1 mg/ml, sau đó ly tâm tại 12000 x g (5 min) để thu dịch enzyme 

hòa tan. Nồng độ stock của dung dịch enzyme là 0,1 mg/mL, tương ứng với 1 

mg PPL thô hòa trong 1 mL dung dịch đệm.   

Chuẩn bị cơ chất, chất thử 

Mẫu thử và chất đối chứng dương orlistat được hòa tan trong dung môi 

dimethylsulfoxide (DMSO) 100% trước khi tiến hành phản ứng thử nghiệm. 

Cơ chất pNPB được hòa tan trong dung môi DMSO nồng độ 1%, sau đó tiếp 

tục pha loãng trong dung dịch đệm để đạt đến nồng độ thích hợp cho phản ứng.  

Phản ứng enzyme 
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Xác định hoạt tính ức chế enzyme PPL dựa trên xác định sự thủy phân 

cơ chất pNPB thành p-nitrophenol trên phiến 96 giếng, đo tại bước sóng 405 

nm bằng máy đọc TECAN. Hỗn hợp phản ứng gồm chất thử nồng độ 200 

µg/mL, PPL và pNPB nồng độ 25 mM/mL trong dung dịch đệm (50mM 

potassium phosphate buffer, pH 7,2, 0,5% Triton X-100). Hỗn hợp được ủ tại 

37oC trong 20 phút.  

Tính kết quả 

Độ ức chế enzyme lipase được tính toán dựa trên tỉ lệ phần trăm hoạt độ 

giảm tại điều kiện chuẩn (37oC) khi ủ với PPL có bổ sung chất ức chế.  

% Ức chế = 100* (∆ Đối chứng - ∆Mẫu)/∆Đối chứng 

Trong đó: ∆đố𝑖 𝑐ℎứ𝑛𝑔= 𝐴𝑏𝑠đố𝑖 𝑐ℎứ𝑛𝑔 − 𝐴𝑏𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘  ; ∆𝑚ẫ𝑢= 𝐴𝑏𝑠𝑚ẫ𝑢 −

𝐴𝑏𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘  

Đối chứng dương: Orlistat; Đối chứng âm: DMSO. Thí nghiệm được lặp 

lại 3 lần, giá trị Abs của mẫu được tính dựa trên trung bình cộng của độ hấp thụ 

đo được tại bước sóng 405 nm. 

2.4. Định danh chủng vi sinh vật 

2.4.1 Định danh theo hình thái 

Chủng vi sinh vật tinh sạch được phân loại dựa trên một số đặc điểm 

hình thái như hình dạng và màu sắc khuẩn lạc, tốc độ sinh trưởng trong môi 

trường PDA, ISP4, LB và hình dạng của các cấu trúc sinh sản cũng như cấu 

trúc sợi (đối với nấm). 

2.4.2 Định danh theo phương pháp phân tử 

Phương pháp tách DNA của mẫu nấm được thực hiện theo phương pháp 

của Mishira [75]. Sợi nấm được cho vào dung môi tách (0.1M Tris-HCl pH 8,0, 

10 mM EDTA pH 8,0, 2,5M NaCl, 3,5% CTAB, 150 uL 20mg/mL protease K) 

trong ống 1,5 mL có hạt thủy tinh (0,5-1mm). Sau khi ly tâm 10000 rpm trong 

10 phút, thu kết tủa và bổ sung một lượng tương đương hỗn hợp phenol-

chloroform-isoamyalcohol (25:24:1) trước khi cho vào dung môi chloroform. 

Hỗn hợp được bổ sung isopropanol để kết tủa DNA. Sau khi ly tâm và rửa bằng 
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ethanol 70% và TE buffer (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0), thu được 

tổng lượng DNA của chủng nấm. 

Phương pháp tách DNA của vi khuẩn bao gồm các bước: Vi khuẩn được 

nhân sinh khối trong 5mL môi trường LB tại 150 rpm, 28-30℃ trong 16 giờ. 

Chuyển dịch nuôi cấy vào ống eppendorf 1.4 mL và ly tâm lạnh ở 5000 rpm 

trong 5 phút, loại bỏ dịch nổi. Cặn tế bào thu được hòa trong 567µL dung dịch 

đệm TE, 5µL dung dịch lysosome, ủ 37℃ trong 20 phút. Bổ sung 3 µL dung 

dịch protease K, 30 µL SDS 10%, ủ 37℃ trong 30 phút. Tiếp theo, bổ sung 100 

µL dung dịch NaCl 5M, mix đều, bổ sung tiếp 80 µL dung dịch CTAB/NaCl 

(10% cetyltrimethylammoium bromide, 0.7M NaCl) trộn đều, ủ 65℃ trong 10 

phút. Hỗn hợp được bổ sung hỗn hợp chloroform: isoamyl (24: 1), ly tâm 12000 

rpm, 20 phút, thu kết tủa DNA. Sau khi ly tâm và rửa bằng ethanol 70% và TE 

buffer (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0), thu được tổng lượng DNA của 

chủng vi sinh. 

Độ tinh sạch của lượng DNA được xác định bằng phương pháp điện di 

DNA trên 0.8% agarose gel. Sau đó, DNA của các chủng nấm được sử dụng 

làm khuôn cho quá trình nhân lên của các đoạn ITS của nấm sử dụng primer 

ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) và ITS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) [76]. Quá trình PCR khởi đầu với giai 

đoạn biến tính ở 95°C trong 3 phút, sau đó là 30 chu trình biến tính ở 94°C 

trong 30 giây, ủ ở 50°C  trong 30 giây và kéo dài ở 72°C trong 30s, giai đoạn 

kéo dài lần cuối mất 10 phút ở 72°C. The Sản phẩm PCR được đánh giá thông 

qua điện di trên 0.8% agarose gel. Sau đó, trình tự ITS được so sánh với các 

trình tự trong GenBank sử dụng công cụ tìm kiếm BLASTn. Phần mềm MEGA 

7 được sử dụng để phân tích chuỗi trình tự và xây dựng cây phả hệ của chủng 

nấm. Các chủng vi khuẩn tuyển chọn được lựa chọn để định danh dựa trên sự 

sánh trình tự 16S rRNA. Sử dụng cặp mồi 533F (5’-

GTGCCAGCAGCCGCGGTAA-3’) và 1496R (5’-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) để khuếch đại đoạn 16S rRNA của vi 

khuẩn phân lập được.  

2.4.3 Định danh theo đặc điểm sinh hóa 

Một số đặc điểm sinh hóa của các chủng vi sinh vật cũng được xác định 

thông qua các thí nghiệm. Hoạt tính enzyme của các chủng nấm được xác định 

bằng việc quan sát  sự thay đổi của quần thể trên đĩa agar có chứa các hợp chất 
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theo như phương pháp của Bravo [77]. Khả năng đồng hóa nguồn carbon của 

các chủng xạ khuẩn được xác định thông qua việc bổ sung môi trường ISP4 với 

một số nguồn carbon khác nhau, gồm maltose, sucrose, glucose, inositol và 

CMC. 

Các đặc điểm sinh hóa của các chủng vi khuẩn được xác định bằng kit 

định danh API 20E (Biomerieux, Pháp). 

2.5. Kiểm tra độ an toàn của chủng vi sinh vật trong mô hình in vivo 

Kiểm tra độ an toàn của chủng nấm trên chuột BALB/c được thực hiện 

theo phương pháp của Carter [78]. Chuột nhắt trắng BALB/c (6 tuần tuổi, 18–

20 g, n=10) tiêm 0,5 mL môi trường brain heart infusion (BHI) (Merck, 

Germany) có chứa bào tử nấm theo vào khoang bụng (IP) hoặc 0,2 mL thông 

qua đường tĩnh mạch (IM). Tình trạng sức khỏa của các mẫu chuột được kiểm 

tra định kỳ trong 10 ngày kể từ lúc tiêm. 

2.6. Xử lý số liệu 

  Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần và dữ liệu được biểu thị bằng trung 

bình ± độ lệch chuẩn được tính toán qua phần mềm Microsoft Excel 2010.  
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN  

3.1 Kết quả phân lập các vi sinh vật cộng sinh thực vật 

Nhóm nghiên cứu đã tiến hành phân lập và tinh sạch từ các mẫu thực vật 

cũng như hoạt hóa 19 chủng vi sinh vật thuộc các nhóm nấm, vi khuẩn và xạ 

khuẩn. Bảng 3.1 mô tả kí hiệu chủng vi sinh vật và nguồn thực vật sử dụng. 

Bảng 3.1. Danh sách các chủng vi sinh vật cộng sinh thực vật phân lập được. 

TT 
Ký hiệu 

chủng  
Nguồn thực vật phân lập Phân loại 

1  C1 Halophila ovalis Nấm 

2  C2 Halodule pinifolia Nấm 

3  C3 Camellia sinensis Nấm 

4  C6 Camellia chrysantha Nấm 

5  C7 Camellia chrysantha Nấm 

6  C8 Camellia chrysantha Nấm 

7  C10 Sonneratia caseolaris Nấm 

8  C11 Sonneratia caseolaris Nấm 

9  C13 Sargassum crassifolium Xạ khuẩn 

10  C14 Sonneratia caseolaris Xạ khuẩn 

11  C17 Sonneratia apetala Xạ khuẩn 

12  C18 Halophila ovalis Vi khuẩn 

13  C19 Camellia sinensis Vi khuẩn 

14  C20 Camellia sinensis Vi khuẩn 

15  C21 Camellia sinensis Vi khuẩn 

16  C23 Camellia chrysantha Vi khuẩn 

17  C24 Camellia chrysantha Vi khuẩn 

18  C25 Sonneratia caseolaris Vi khuẩn 

19  C26 Sonneratia caseolaris Vi khuẩn 

 

Sau khi được phân lập, các chủng vi sinh vật được quan sát hình thái 

(bảng 3.2), sau đó nuôi trên môi trường dịch thể để thu nhận sinh khối cũng 

như dịch nuôi, chiết 3 lần với dung môi etylaxetat (EtOAc).  
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Bảng 3.2: Hình thái các chủng vi sinh vật đã phân lập trên đĩa thạch. 

T

T 

Ký hiệu 

chủng 

Hình thái trên 

đĩa thạch 

Môi 

trường 
 TT 

Ký 

hiệu 

chủng 

Hình thái trên 

đĩa thạch 

Môi 

trường 

1 C1 

 

PDA  11 C17 

 

ISP4 

2 C2 

 

PDA  12 C18 

 

LB 

3 C3 

 

PDA  13 C19 

 

LB 

4 C6 

 

PDA  14 C20 

 

LB 

5 C7 

 

PDA  15 C21 

 

LB 

6 C8 

 

PDA  16 C23 

 

LB 
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7 C10 

 

PDA  17 C24 

 

LB 

8 C11 

 

PDA  18 C25 

 

LB 

9 C13 

 

ISP3  19 C26 

 

LB 

10 C14 

 

ISP4      

 

Cặn chiết EtOAc thu được sau khi loại bỏ dung môi dưới áp suất giảm 

sẽ được sử dụng để xác định hoạt tính sinh học. Các kết quả thử nghiệm của 19 

cặn chiết được trình bày lần lượt từ mục 3.2 đến 3.4 sau đây. 

3.2. Kết quả đánh giá hoạt tính chống oxi hóa  

Hoạt tính chống oxi hóa của dịch chiết các mẫu vi sinh vật đối với DPPH 

được thể hiện qua các giá trị SC% và SC50. DPPH là một gốc tự do có nguyên 

tử N với electron tự do có thể bắt cặp với gốc hydro từ chất có hoạt tính chống 

oxi hóa trong dung môi EtOH bão hòa. Sự bắt cặp này làm mất màu tím đặc 

trưng của dung dịch DPPH do đó khả năng bất hoạt và loại bỏ các gốc oxi hóa 

tự do của mẫu thể hiện qua độ mất màu của DPPH [79]. Gía trị SC% của các 

cặn chiết vi sinh vật ở nồng độ 200 µg/mL được ghi nhận qua bảng 3.3.  
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Bảng 3.3. Khả năng loại bỏ gốc DPPH của các cặn chiết vi sinh vật 

TT Mẫu  Nồng độ (µg/mL) SC%   SC50 (µg/mL) 

 Đối chứng dương  

(ascorbic acid) 

50 87,48±0,38 9,75 

 Đối chứng âm  

(DMSO+DPPH) 

- 0,0±0,0 - 

1 C1 200 85,36±0,03 96,07 

2 C2 200 58,62±0,03 167,11 

3 C3 200 39,38±0,07 >200 

4 C6 200 35,34±0,07 >200 

5 C7 200 18,13±0,01 >200 

6 C8 200 80,54±0,08 121,12 

7 C10 200 29,23±0,12 >200 

8 C11 200 26,44±0,09 >200 

9 C13 200 70,19±0,23 108,74 

10 C14 200 35,06±0,05 >200 

11 C17 200 17,20±0,21 >200 

12 C18 200 41,35±0,12 >200 

13 C19 200 30,05±0,08 >200 

14 C20 200 77,18±0,16 115,71 

15 C21 200 16,67±0,12 >200 

16 C23 200 21,93±0,18 >200 

17 C24 200 28,47±0,08 >200 

18 C25 200 11,28±0,02 >200 

19 C26 200 27,07±0,20 >200 
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Theo như kết quả thí nghiệm, 5 trong 19 mẫu có giá trị SC>50% ở nồng 

độ 200 µg/mL. Dịch chiết thô của mẫu C2 cho thấy hoạt tính chống oxi tương 

đối, với tỉ lệ loại bỏ gốc oxi hóa tự do 58,62% và giá trị SC50 là 167,11 μg/mL. 

Mẫu C1 và C8 có khả năng loại bỏ gốc oxi hóa tự do tốt hơn, với SC% lên đến 

80-85% và giá trị SC50 tương ứng là 96,07 µg/mL và 121,12 µg/mL. Khả năng 

loại bỏ gốc oxi hóa DPPH của dịch chiết C13 và C20 cũng tương đối đáng kể, 

với tỉ lệ lên đến 70,19±0,23% và 77,18±0,16%.  

Kết quả này tương đồng với kết quả một số nghiên cứu trước đây. Nhóm 

nghiên cứu của Miyake (2009) đã xác định hoạt tính của chủng Eurotium 

herbariorum NE-1 và NE-4. Dịch chiết của cả hai chủng đều cho thấy khả năng 

loại bỏ gốc oxi hóa tự do đáng kể trên DPPH, với SC% là 82,3±4,7%  đối với 

E. herbariorum NE-1 và 85,8±3,5% đối E. herbariorum NE-4 [80]. Một nghiên 

cứu khác của Miyake (2014) tiếp tục xác định khả năng loại bỏ gốc oxi hóa tự 

do DPPH các chủng nấm thuộc chi Eurotium phân lập từ karebushi. Gía trị 

SC% của E. herbariorum NU-2  và E. repens KBN2062 được ghi nhận là 

60,3% và 63,5% [81].  

Nghiên cứu của Radiastuti (2021) xác định hoạt tính chống oxi hóa của 

34 chủng nấm cộng sinh với cây rau má Centella asiatica. Trong số đó, dịch 

chiết của các chủng nấm Perenniporia tephropora MB5 (52,70 ppm) và 

Fusarium falciforme 2 MB8 (79,81 ppm) cho thấy hoạt tính chống oxi hóa 

tương đối mạnh [82].  

Nghiên cứu của Choi (2020) xác định hoạt tính chống oxi hóa của một 

số chủng xạ khuẩn phát hiện trong chất lắng ở đáy biển. Trong số 7 chủng vi 

sinh vật, cặn chiết của Streptomyces sp. SCS525 và Planomicrobium sp. 

SCS1153 có hoạt tính chống oxi hóa đáng kể hơn, với giá trị IC50 là 0,516 ± 

0,002 và 0,526 ± 0,004 đối với DPPH [83]. 

Trong nghiên cứu của Kemung (2020), chiết xuất của chủng xạ khuẩn 

Streptomyces sp. MUSC 14 phân lập từ đất trong rừng ngập mặn đã được phát 

hiện có hoạt tính chống oxi hóa đối với ABTS, với tỉ lệ trung hòa 62,71 ± 3,30% 

ở nồng độ 4 mg/mL. Ngoài ra, khả năng trung hòa gốc oxi hóa tự do DPPH của 

chiết xuất MUSC 14 được ghi nhận là 24,71 ± 2,22% ở nồng độ 4 mg/mL [84]. 

Nghiên cứu của Pieniz (2015) đã phát hiện hoạt tính chống oxi hóa tương 

đối của một số chủng vi khuẩn Enterococcus. Hoạt tính đáng chú ý nhất được 
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ghi nhận ở chủng E. faecium 3, với khả năng trung hòa 92,5% đối vói ABTS 

và EC50 = 7,9 μg mL–1 đối với DPPH [85]. 

Stress oxy hóa (Oxidative stress) được sử dụng để chỉ sự mất cân bằng 

giữa hàm lượng gốc oxy hóa tự do (ROS) được tổng hợp trong môi trường nội 

mô và các cơ chế chống oxy hóa để loại bỏ chúng [86]. Do sự giàu năng lượng 

của các gốc oxy hóa tự do, stress oxy hóa có thể làm thay đổi cấu trúc và chức 

năng của nhiều các phân tử quan trọng như lipid, protein hay DNA, do đó ảnh 

hưởng đến sự ổn định của các bào quan cũng như tế bào. Các tế bào hoại tử và 

mạng lưới nội chất bị tổn thương sẽ giải phóng các phân tử nội bào và ngoại 

bào, hoạt động như các alarmins kích hoạt các phản ứng miễn dịch nhận diện 

bởi thụ thể PRRs. Bên cạnh đó, các phân tử lipid và protein bị oxi hóa cũng có 

thể tạo ra các epitopes, kích hoạt các phản ứng miễn dịch thông qua việc gắn 

với  các thụ thể PRRs [87]. Một ví dụ về các phân tử lipid bị oxi hóa đó là 1-

palmytoyl-2-arachidonyl-sn-glycero-3-phosphocholine có thể kích hoạt các 

phản ứng miễn dịch [88]. Các gốc oxy hóa cũng có thể tái lập trình các tế bào 

miễn dịch trên cơ sở điều hóa các tín hiệu phụ thuộc vào TLR. Cơ chế này phụ 

thuộc chính vào kích thích quá trình xuất bào của thụ thể TLR4 từ các khoang 

trong tế bào chất [89].  

Tình trạng stress oxy hóa cũng tương đối phổ biến trong các ca bệnh béo 

phì do nhiều tác nhân như hàm lượng lipid trong mô tăng, sự thiếu hụt khoáng 

chất và vitamin, hàm lượng đường trong máu cao, các hoạt động của cơ cần 

tăng tương ứng với cân nặng, sự rối loạn chức năng ti thể và chế độ ăn [90-93]. 

Hàm lượng gốc oxy hóa tự do tăng cao góp phần vào sự hình thành của một 

loạt các bệnh lý liên quan đến béo phì như kháng insulin và tiểu đường, bệnh 

lý liên quan đến tim mạch, hen suyễn, sự hình thành các khôi u, các vấn đề về 

khớp và suy thận [94, 95]. Một số nghiên cứu đã chỉ ra ROS là một trong những 

tác nhân chính tăng nguy cơ mắc bệnh tiểu đường tuýp 2 ở người béo phì thông 

qua hai cơ chế chính: rối loạn chức năng tế bào β và kháng insulin. Sự tổng hợp 

ROS có khả năng hoạt hóa các phân tử tín hiệu nhạy cảm với stress như c-jun-

N-terminal kinase (JNK), threonine kinase, qua đó dẫn đến sự phosphoryl hóa 

các thụ thể insulin và ngăn cản các con đường dẫn truyền tín hiệu của insulin 

[96]. ROS làm giảm sự biểu hiện của gene và qua đó hạn chế sự tổng hợp 

insulin thông qua cơ chế điều hòa sau dịch mã hai nhân tố phiên mã, 

musculoaponeurotic fibrosarcoma protein A (MafA) và pancreatic duodenal 
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homeobox-1 (PDX-1), gắn vào vùng promoter gene của insulin để bắt đầu quá 

trình phiên mã [97, 98]. 

Do đó, việc trung hòa các gốc oxi hóa tự do cũng góp phần thiết yếu 

trong việc hạn chế phản ứng viêm cũng như cải thiện các tổn thương gây ra do 

béo phì.  

3.3. Kết quả đánh giá hoạt tính kháng viêm 

3.3.1 Khả năng gây độc tế bào 

Khả năng gây độc của các cặn chiết vi sinh vật ở nồng độ từ 25 đến 100 

µg/mL đối với sự sinh trưởng của các đại thực bào RAW 264.7 được đánh giá 

dựa trên tỉ lệ tế bào sống sót. Tỉ lệ này dao động từ 89,35±2,24 đến 

98,92±1,03%, cho thấy tại nồng độ khảo sát thì các mẫu cặn chiết không biểu 

hiện tác động gây độc nghiêm trọng đối với đại thực bào chuột. Do đó, nồng 

độ 100 µg/ml được sử dụng cho thí nghiệm xác định hoạt tính kháng viêm của 

các cặn chiết vi sinh vật. 

3.3.2 Khả năng hạn chế sự tổng hợp NO 

Hoạt tính kháng viêm của 19 mẫu cặn chiết vi sinh vật được đánh giá 

thông qua khả năng ức chế sự sản sinh NO trong tế bào RAW 264.7 trong hình 

3.2.  

 

Hình  3.2. Hoạt tính ức chế tổng hợp NO của 19 cặn chiết ở nồng độ 100 

µg/mL trên tế bào RAW 264.7. Kết quả thể hiện bằng giá trị trung bình ± độ 

chênh lệch 
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Kết quả cho thấy phần lớn mẫu cặn chiết không biểu hiện hoạt tính, riêng 

tại các giếng có bổ sung 100 µg/ml cặn chiết nấm C1 ghi nhận khả năng ức chế 

sản sinh NO với 61,34±1,03% . Kết quả cụ thể về khả năng ức chế sản sinh NO 

trong các giếng thử nghiệm được minh họa trong Hình 3.2.Trong đó, khả năng 

ức chế trong dịch nuôi tế bào có bổ sung LPS được xác định là 0%, và các giếng 

thử nghiệm có bổ sung chất đối chứng dương (cardamonin 3,0 µM) ghi nhận 

được ở mức 87,42±1,33%. 

Một số nghiên cứu khác trước đây đã xác định được hoạt tính kháng viêm 

của các cặn chiết từ vi sinh vật khác. Nghiên cứu của Nihad (2013) đã đánh giá 

hoạt tính của 4 chủng nấm phân lập từ bọt biển, hải tiêu và rong biển. Cặn chiết 

của các mẫu nấm này cho thấy khả năng kiềm hãm sự tổng hợp NO khá hạn 

chế, với 2 chủng có hoạt tính mạnh nhất là Engyodontium album (49,31%) và 

C. globosum (46.4%) ở nồng độ 6 mg/mL [99].  

Trong một nghiên cứu khác của Shin (2021), chiết xuất Phellinus 

linteus làm giảm hàm lượng NO tổng hợp đáng kể ở các nồng độ 100 (19,3%), 

200 (36,5%), and 500 (47,9%) μg/mL [100]. 

 Nghiên cứu của Xiudong Yang (2017) đã xác định hoạt tính chống viêm 

của Eurotium amstelodami trong mô hình in vitro và phân lập thành công 3 hợp 

chất asperflavin, neoechinulin A và preechinulin. Kết quả thể hiện khả năng ức 

chế sản sinh NO của chiết xuất Eurotium amstelodami (60,4%) trong tế bảo 

RAW 24.7 chịu kích thích của LPS. Bên cạnh đó, asperflavin kìm hãm sự tiết 

của các cytokines như TNF-α, IL-1β, IL-6; và sự sản xuất của iNOS, đồng thời 

không gây độc tế bào, qua đó thể có thể ứng dụng như một tác nhân chống viêm 

trong tương lai [61]. 

Khi đối chiếu với các kết quả đã có, ta có thể nhận định chiết xuất chủng 

nấm C1 có khả năng hạn chế sự tổng hợp NO tương đối và thể hiện tiềm năng 

cho những nghiên cứu sâu hơn.  

Quá trình viêm cấp tính là một trong những tác nhân quan trong sự hình 

thành các tổn thương gây ra do béo phì. Điều này được đặc trưng bởi sự gia 

tăng hàm lượng axit béo tự do trong máu, các yếu tố gây viêm hòa tan IL-1β, 

IL-6, hay TNFα, chemokine cũng như sự xuất hiện tế bào miễn dịch đã hoạt 

hóa tại các vị trí viêm nhiễm [6].  

Ở bệnh nhân béo phì, các mô mỡ có xu hướng biểu hiện quá mức 

cytokine TNF, một chất đáp ứng đối với nhiễm trùng, kích thích viêm và 
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apoptosis, quan trọng trong phản ứng miễn dịch đối với bệnh ung thư [101]. 

Nghiên cứu của Jaggers và cộng sự (2009) đã chỉ ra sự tích tụ mỡ ở vùng bụng 

làm tăng nguy cơ tử vong do ung thư lên đến 24% [102].  Bên cạnh đó, TNF-α 

cũng được cho là nguyên nhân gây ra tình trạng kháng insulin bằng cách ngăn 

cản sự dẫn truyền tín hiệu của insulin thông qua phosphoryl hóa các cấu trúc 

thụ thể insulin (IRS) [103]. Một cytokine khác IL-6 kiềm hãm các hoạt động 

chuyển hóa của insulin dựa trên sự điều hòa biểu hiện của phân tử kiềm hãm 

tín hiệu cytokine (SOCS-3) [104]. Bên cạnh đó, IL-6 cũng hạn chế các tác dụng 

của insulin trong việc kiềm hãm sự tổng hợp glucose trong tế bào gan và vận 

chuyển glucose trong cơ xương thông qua hạn chế hoạt động của enzyme 

phosphatidylinositol 3- kinase [105]. Ngoài tăng nguy cơ tiểu đường, IL-6 cũng 

kích thích sự tổng hợp C-reactive protein – một tác nhân nguy hiểm đối với các 

bệnh tim mạch và được cho là mối tương quan với tình trạng máu nhiễm mỡ ở 

người bệnh béo phì thông qua việc điều hòa tổng hợp các lipoprotein có mật độ 

rất thấp (VLDL) [106]. 

Các cytokine là một trong những nhân tố quan trọng thúc đẩy sự hình 

thành bệnh lý của gan nhiễm mỡ. Sự tổng hợp bất thường cytokine và 

chemokine, biểu hiện của các thụ thể kháng viêm và kích hoạt các con đường 

dẫn truyền tín hiệu viêm dẫn đến quá trình viêm ở tế bào mỡ. Các phản ứng 

viêm nói trên dẫn đến sự mất căn bằng nội mô về lipid và glucose, từ đó dẫn 

đến sự phát triển của NAFLD [107]. Do đó, thông qua kìm hãm các phản ứng 

viêm, một số chất kháng viêm có thể hạn chế các tổn thương gây ra cho béo phì 

cũng như sự phát triển của bệnh lý.  

3.4 Kết quả đánh giá hoạt tính ức chế lipase 

Khả năng ức chế enzyme lipase có thể được kiểm tra dựa trên một số 

phương pháp khác nhau, thực hiện trên một số cơ chất như chất béo trung tính 

tự nhiên hoặc nhân tạo. Nhìn chung, hoạt tính của lipase thường được thử 

nghiệm trên các cơ chất triacylglycerol bao gồm các axit béo chuỗi dài như 

triolein, dầu ô liu (nồng độ axit oleic >70%) [108]. Các kỹ thuật này bao gồm 

đo quang phổ, đo độ đục, đo chuẩn độ, tạo màu và phát hiện hóa miễn dịch 

[109]. Trong nghiên cứu này, thử nghiệm ức chế lipase tuyến tụy của một số 

cặn chiết vi sinh vật được tiến hành bằng phương pháp quang phổ với pNPB 

làm cơ chất. Cách thực hiện này được áp dụng để tạo điều kiện thuận lợi cho 
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bước sàng lọc, tăng độ lặp và duy trì khả năng tái lập của xét nghiệm. Với thí 

nghiệm này, PPL được sử dụng như một enzyme mô hình do các đặc tính của 

nó, phần lớn tương đương với lipase tuyến tụy của con người với động học và 

hoạt tính enzyme tương tự [108]. 

 

Bảng 3.4. Hoạt tính ức chế enzyme lipase của các dịch chiết thử nghiệm 

STT Ký hiệu mẫu  Nồng độ 

(ug/mL) 

Độ ức chế (%) 

 Orlistat 100 90,29±1,63 

1  C1 500 49,32±1,45 

2  C2 500 28,65±0,95 

3  C3 500 13,14±0,88 

4  C6 500 20,27±1,74 

5  C7 500 11,02±0,98 

6  C8 500 35,27±0,70 

7  C10 500 18,52±1,29 

8  C11 500 29,97±0,44 

9  C13 500 40,90±1,24 

10  C14 500 19,68±0,37 

11  C17 500 8,53±0,22 

12  C18 500 17,33±0,13 

13  C19 500 23,36±0,82 

14  C20 500 38,53±0,75 

15  C21 500 27,81±0,69 

16  C23 500 22,42±0,91 

17  C24 500 14,48±1,27 

18  C25 500 21,10±0,09 

19  C26 500 5,96±1,02 
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Kết quả tại Bảng 3.4 cho thấy, thử nghiệm hoạt tính ức chế PPL sơ bộ đã 

giúp phát hiện ra 1 cặn chiết (C1) có mức độ ức chế ở mức trung bình (~50%) 

trong khi 3 dịch chiết (C8, C13, C20) có mức ức chế yếu (>35%) và các dịch 

chiết còn lại biểu hiện mức độ ức chế thấp (<25%) khi ủ với PPL ở nồng độ 

500 µg/ml trong 20 phút ở 37 °C. Nồng độ thử nghiệm các cặn chiết tại 500 

µg/ml cho kết quả phù hợp với độ lệch chuẩn thấp trong thử nghiệm. Trong 

tổng số 19 mẫu phân lập được, mẫu chiết thô có khả năng ức chế cao đối với 

lipase tuyến tụy là cặn chiết EtOAc của chủng nấm C1.  

Một số nghiên cứu trên thế giới đã đề cập đến thành phần hợp chất 

saringosterol từ rong Sargassum sp., không chỉ có khả năng ức chế enzyme 

PPL, mà còn làm giảm cholesterol và ức chế tế bào nguyên bào mỡ [110]. Ngoài 

ra, caulerpenyne là hợp chất tách từ dịch chiết EtOAc của Caulerpa taxifolia 

không chỉ ức chế enzyme lipase trong thử nghiệm in vitro, mà còn có tác dụng 

làm giảm nồng độ triacylglycerol trong huyết tương chuột thí nghiệm [111]. 

Trong nghiên cứu của Gulyamova (2022), hoạt tính của 15 chủng nấm 

cộng sinh với 6 cây thuốc ở Uzbekistan đã được đánh giá. Trong số 15 mẫu, 5 

mẫu có khả năng ức chế hoạt tính của enzyme lipase tuyến tụy trên 50%. Khả 

năng ức chế cao nhất được ghi nhận ở cặn chiết của 2 chủng nấm Fusarium sp.-

AL142R (73.7%) và F.sambucinum - AL135L (65.2%) phân lập từ cây Allium 

longicuspis. Giá trị ức chế IC50 của cặn chiết 2 mẫu lần lượt là 20.7 and 8.01 

μg/ml [112].  

Nghiên cứu của Gupta (2015) đã sàng lọc hoạt tính ức chế enzyme lipase 

tuyến tụy trên dịch chiết của 70 mẫu nấm cộng sinh trên cây thuốc. Kết quả thử 

nghiệm trong mô hình in vitro cho thấy dịch chiết của Penicillum sp. phân lập 

từ vỏ cây Taxus baccata có khả năng ức chế hoạt tính của lipase tuyến tụy ở 

mức tương đối ( 46.1 ± 5.5%) với giá trị IC50 là 3.69 µg/ml [113]. 

Nghiên cứu của Fadillah (2021) đã đánh giá chiết xuất bằng ethyl acetate 

của Purpureocillium lilacinum IPBCC.19.1498 phân lập từ bọt biển Stylissa sp 

in vitro. Dịch chiết của Purpureocillium lilacinum có hiệu quả ức chế hoạt tính 

của enzyme tuyến tụy, 61,75% ở nồng độ 500 µg.ml-1 và giá trị IC50 220,60 

µg.mL-1, trong đó, đối chứng dương orlistat có giá trị IC50 là 30.57 µg.mL-1 

[114]. Kết quả thử nghiệm phần nào cho thấy tiềm năng nghiên cứu và ứng 
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dụng các vi sinh vật trong điều trị các bệnh liên quan đến chuyển hóa lipid nói 

chung. 

Giá trị IC50 

Do C1 là mẫu cặn chiết biểu hiện khả năng ức chế enzyme PPL cao nhất 

trong số 19 cặn chiết vi sinh vật thử nghiệm, nhóm nghiên cứu đã tiến hành xác 

định giá trị IC50 của mẫu dịch chiết này, độ ức chế enzyme ở dải 6 nồng dộ từ 

0,1 đến 0,6 mg/mL đã được xác định. Hình 3.3 biểu diễn mối quan hệ giữa độ 

ức chế enzyme và nồng độ cặn chiết C1, qua đó đã xác định được biểu thức 

tuyến tính có dạng y = 2E-05x2 + 0.0755x + 4.365 (R2 = 0.9935). Trong đó y 

là độ ức chế enzyme (%); x là nồng độ mẫu dịch chiết (µg/mL). Từ biểu thức 

trên, đã xác định được giá trị nồng độ ức chế 50% hoạt độ enzyme PPL của 

mẫu C1 là IC50 = 518,46 µg/mL. 

 

Hình 3.3. Mối quan hệ giữa độ ức chế enzyme và nồng độ cặn chiết C2 

Trong những năm gần đây, các hợp chất thứ cấp có nguồn gốc từ vi sinh 

vật đã được chứng minh về hiệu quả chống béo phì, vì vậy một số đã được ứng 

dụng làm chất bổ sung hoặc thực phẩm chức năng. Tuy nhiên, để đánh giá hiệu 

quả của các hợp chất này như chất chống béo phì, cần tiến hành thêm các thử 

nghiệm trên động vật và người với thời gian dài hơn. Bên cạnh đó, để phát triển 

các loại thuốc chống béo phì mới, đặc biệt là các chất ức chế lipase tuyến tụy, 

cần có các nghiên cứu sâu hơn về mối quan hệ giữa cấu trúc và hoạt tính sinh 
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học để định hướng ứng dụng các hợp chất thiên nhiên này. 

Enzyme lipase tuyến tụy (triacylglycerol acylhydrolase) là một enzyme 

quan trọng được tổng hợp ở tụy xúc tác cho quá trình hấp thụ triglycerides trong 

thức ăn, phân giải lên đến 50-70% tổng lượng triglyceride từ thức ăn [115]. 

Khả năng phân giải các triacylglycerol thành các monoglyceride và acid béo 

của enzyme phụ thuộc chủ yếu vào một số amino acid Ser152, Asp176 và 

His263 [116]. Qúa trình phân giải các lipid trong thức ăn dưới sự xúc tác của 

các loại enzyme là bước đầu tiên cũng như tiền đề cho toàn bộ các cơ chế 

chuyển hóa lipid trong cơ thể. Tiếp theo, các monoglyceride, acid béo cùng 

phospholipid và apolipoprotein B48 cấu thành nên chylomicron trong tế bào 

chất của tế bào biểu mô ruột. Khi một phần cholesterol và TG từ thức ăn được 

vận chuyển đến gan, các phân tử này cùng với apolipoprotein B100 tham gia 

tạo lipoprotein có tỉ trọng rất thấp (VLDL). Các phân tử chylomicron và VLDL  

này sẽ đi vào mạch máu để và vận chuyển acid béo đến các mô mỡ, cơ hay tim 

nhằm mục đích chuyển hóa hoặc dự trữ năng lượng [117]. Một trong những 

nguyên nhân chính dẫn đến béo phì là sự tích tụ triglyceride tại các tế bào và 

mô. Do đó, các chất ức chế gắn vào các khu vực hoạt động của lipase, thay đổi 

cấu trúc và bất hoạt chức năng xúc tác của có tác dụng chống béo phì thông qua 

việc kiềm hãn quá trình phân giải và hấp thụ lipid bên ngoài và sự tích tụ các 

mô mỡ [118]. Hiện tại, các loại sử dụng để giảm cân và điều trị được phân ra 

làm hai loại chính: chất ức chế lipase như orlisat và thuốc hạn chế cơn thèm ăn 

như sibutramine. Do cơ chế của loại sau dựa vào việc hạn chế sự dẫn truyền tín 

hiệu của hệ thần kinh nên nhiều những tác dụng phụ không mong muốn được 

ghi nhận bao gồm đau đầu, chóng mặt, khó tiêu và mất ngủ, hoặc nghiêm trọng 

hơn là các rối loạn về tinh thần cũng như tim mạch [119]. So sánh với các chất 

ức chế lipase không ảnh hưởng trực tiếp đến hàm lượng ion và sự cân bằng nội 

môi, cũng như xâm nhập vào mạch máu và hệ thần kinh, việc ứng dụng các 

chất này trong các phác đồ điều trị có thể làm giảm các tác dụng phụ nghiêm 

trọng. 
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3.5 Kết quả định danh các chủng vi sinh vật  

3.5.1 Kết quả định danh chủng C1 và C8 

3.5.1.1 Kết quả định danh theo phương pháp phân tử 

 

Hình 3.4. Cây phả hệ của chủng C1 và C8 dựa trên trình tự ITS, sử dụng phần 

mềm MEGA7 theo phương pháp Neighbor joining với giá trị bootstrap 1000 

Hai mẫu C1 và C8 được sử dụng để định danh chủng nấm. Theo như kết 

quả, chuỗi ITS của C1 và C8 có sự tương đồng lớn với nhiều loài của chi 

Aspergillus như là A. ruber K8 (MH237639.1), A. amstelodami BAB-6506 

(MF319924.1), A. cristatus FBKL3.0186 (KY28916.1), A. chevalieri TUHT82 

(LN482478.1), Eurotium cristatum EN220 (JQ743649.1) (Hình 3.4).  

 

3.5.1.2 Kết quả định danh theo hình thái  

Chủng C1 

Mô tả: Khuẩn lạc trên môi trường DG18 phát triển đạt 1,5-2,0 cm/7 ngày 

ở 250C, mặt dạng nhung hoặc xốp nhẹ, mép mỏng màu vàng nhạt, vùng trung 

tâm có màu nâu xám hoặc lục vàng đậm. Giọt tiết không có hoặc ít; không mùi; 

mặt trái lúc đầu không màu sau chuyển sang màu nâu tối khi già; cuống sinh 

bào tử thẳng, sinh ra từ hệ sợi nền, kích thước 150-550 µm x 6,0-16,5 µm, nhẵn, 

màu nâu nhạt đến nâu ở phần gần bọng; bọng hình gần cầu đến quả lê, với 
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đường kính 11-37µm; thể bình một tầng, bao phủ 1/2 đến 3/4 bề mặt bọng, kích 

thước 5,0-10µm x 3,0-4,0µm. Bào tử hình elíp khi non, sau hình gần cầu khi 

già, 3,5-6,5 µm x 2,8-6,0 µm, gai hoặc ráp. Thể quả màu vàng, hình gần cầu 

đến cầu, chiều rộng 55-150 µm; túi bào tử hình gần cầu đến cầu, có 8 bào tử, 

kích thước 8,0-11 µm; bào tử túi hình cầu dẹt, bề mặt gai ráp với 2 gờ xích đạo 

mảnh, kích thước 3,7-5,5 µm x 3,0-4,5 µm (Hình 3.5). 

 

  

  

Hình 3.5. Đặc điểm hình thái của Eurotium cristatum C1: 

(A) Khuẩn lạc trên môi trường DG18 ở 250C/7 ngày; (B) Đầu sinh bào tử 

trần x400; (C) Bào tử trần x1000; (D) Túi bào tử (asci) và bào tử túi 

(ascospore) x1000. 

Chủng C8 

Mô tả: Khuẩn lạc trên môi trường DG18 phát triển đạt 1,5-2,0 cm/7 ngày 

ở 250C, mặt dạng nhung hoặc xốp nhẹ, mép mỏng màu vàng nhạt, vùng trung 

tâm có màu nâu xám hoặc lục vàng đậm. Giọt tiết không có hoặc ít; không mùi; 

mặt trái lúc đầu không màu sau chuyển sang màu nâu tối khi già; cuống sinh 

bào tử thẳng, sinh ra từ hệ sợi nền, kích thước 150-550 µm x 6,0-16,5 µm, nhẵn, 

A 

C D 

B 
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màu nâu nhạt đến nâu ở phần gần bọng; bọng hình gần cầu đến quả lê, đường 

kính 11-37µm; thể bình một tầng, bao phủ 1/2 đến 3/4 bề mặt bọng, kích thước 

5,0-10µm x 3,0-4,0µm. Bào tử hình elíp khi non, sau hình gần cầu khi già, 3,5-

6,5 µm x 2,8-6,0 µm, gai hoặc ráp. Thể quả màu vàng, hình gần cầu đến cầu, 

chiều rộng 55-150 µm; túi bào tử hình gần cầu đến cầu, 8 bào tử, kích thước 

8,0-11 µm; bào tử túi hình cầu dẹt, bề mặt gai ráp với 2 gờ xích đạo mảnh, kích 

thước 3,7-5,5 µm x 3,0-4,5 µm (Hình 3.6). 

 

  

  

Hình 3.6. Đặc điểm hình thái của Eurotium cristatum C8: 

(A) Khuẩn lạc trên môi trường DG18 ở 250C/7 ngày; (B) Đầu sinh bào tử trần 

x400; (C) Bào tử trần x1000; (D) Túi bào tử (asci) và bào tử túi (ascospore) 

x1000. 

3.5.1.3 Kết quả định danh theo đặc điểm sinh hóa 

Đặc điểm sinh hóa của chủng C1 và C8 được thể hiện thông qua việc xác 

định các hoạt động enzyme ngoại bào  

A 

C D 

B 
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Bảng 3.5. Đặc điểm sinh hóa của chủng C1 và C8 

Chủng Đặc điểm sinh hóa 

 Cellulase Xylanase Pectinase Amylase β-

glucosidase 

Lipase Casein 

hydroxylase 

C1 + + + + + + + 

C8 + + + + + + + 

Thông qua việc quan sát các sự thay đổi của các đĩa thạch có bổ sung cơ 

chất, cả hai chủng C1 và C8 cho thấy các hoạt tính enzyme đáng kể như: 

cellulase, xylanase, pectinase, amylase, β-glucosidase, lipase and casein 

hydrolase (Bảng 3.5).  

3.5.2 Kết quả định danh chủng C13 

3.5.2.1 Kết quả định danh theo phương pháp phân tử  

Mẫu C13 được sử dụng để định danh chủng xạ khuẩn. Theo như kết quả, 

chuỗi 16S rARN có sự tương đồng với nhiều loài của chi Streptomyces như 

Streptomyces violascens HQA018 (KT758350.1)(98,19%), Streptomyces 

somaliensis IMB16-027 (MG190689.1) (98.28%), Streptomyces hydrogenans 

IMB16-136 (MG190735.1) (98.28%) . (Hình 3.7) 

 

Hình 3.7 Cây phả hệ của  chủng C13 dựa trên trình tự 16S rARN, sử dụng 

phần mềm MEGA7 theo phương pháp Neighbor joining với giá trị bootstrap 

1000 
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3.5.2.2 Kết quả định danh theo hình thái  

Trên đĩa thạch ISP4, khuẩn lạc chủng C13 có bề mặt màu trắng sữa. Tâm 

khuẩn lạc xạ khuẩn có dạng bụi phấn, lấm tấm vàng, xốp. Viền khuẩn lạc màu 

vàng chanh với mặt sau màu cam vàng. Đường kính khuẩn lạc 1-2 mm sau 7 

ngày cấy (Hình 3.8). 

 

Hình 3.8. Đặc điểm hình thái khuẩn lạc C13 trên môi trường ISP4. 

3.5.2.3 Kết quả định danh theo đặc điểm sinh hóa  

Các loại xạ khuẩn có thể được phân loại dựa trên khả năng đồng hòa các 

nguồn carbon trong môi trường ISP. Vì vậy, chủng xạ khuẩn C13 đã được nuôi 

trên môi trường ISP4 có chứa một số nguồn carbon khác nhau, gồm maltose, 

sucrose, glucose, inositol và CMC (Hình 3.9). Với inositol và mannitol sinh 

trưởng kém và gần như không sinh trưởng trong môi trường có chứa CMC.  

 

1 2 3 4 5 6 

Maltose; 2- Mannitol; 3- CMC; 4- Glucose; 5-Sucrose; 6- Inositol  

Hình 3.9: Kết quả đồng hòa nguồn carbon của chủng C13 
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3.5.3 Kết quả định danh chủng C20 

3.5.3.1 Định danh theo phương pháp phân tử 

Mẫu C20 được sử dụng để định danh chủng vi khuẩn. Theo như kết quả, 

chuỗi 16S rARN có sự tương đồng với nhiều loài của chi Kosakonia như 

Kosakonia sacchari RARS_AKP1 (MW980773.1), Kosakonia oryzae 

(KT275833.1) (Hình 3.10). 

 

 

Hình 3.10 Cây phả hệ của  chủng C20 dựa trên trình tự 16S rARN, sử dụng 

phần mềm MEGA7 theo phương pháp Neighbor joining với giá trị bootstrap 

1000 

3.5.3.2 Định danh theo hình thái 

Trên đĩa thạch LB, khuẩn lạc của chủng vi khuẩn C20 có màu trắng ngà, 

hình dạng tròn nhỏ đều, đường kính 0,7-1,0 mm, bề mặt trơn bóng, lồi, không 

sản sinh sắc tố. Chủng C20 được xác định là vi khuẩn Gram (-) sau phép thử 

nhuộm màu (Hình 3.11). 



45 
 

 
 

 

Hình  3.11. Đặc điểm hình thái khuẩn lạc vi khuẩn C20 trên đĩa thạch LB. 

3.5.3.3 Định danh theo đặc điểm sinh hóa 

Các đặc điểm sinh hóa của chủng vi khuẩn C20 tiếp tục được xác định 

bằng kit định danh API 20E (Biomerieux, Pháp). Kết quả cụ thể được thể hiện 

trong Bảng 3.6 dưới đây.  

Bảng 3.6. Đặc điểm sinh hóa của chủng vi khuẩn C20. 

Thử nghiệm Kết quả 

Ortho – Nitro – Phenyle – - 

Galactoside (ONPG) + 

Arginine (ADH) - 

Lysine (LDC) + 

Ormithine (ODC) + 

Na Citrate (CIT) + 

Na Thiosulfate (H2S) - 

Urease (URE) - 

Tryptophane (TDA) + 

Indol + 

Voges-Proskauer (VP) + 

Gelatinase (GE) + 

Glucose (GLU) + 

Mannitol (MAN) + 

Inositol (INO) - 

Sorbitol (SOR) + 

Rhamanose (RHA) + 
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Sucrose (SAC) + 

Melibiose (MEL) + 

Amygladin (AMY) + 

Arabinose (ARA) + 

Nitrate reduction (NIT) + 

 

Khi so sánh với các dữ liệu trên hệ thống định danh của hãng 

Biomerieux, các đặc điểm của chủng C20 cho kết quả độ tương đồng cao nhất 

với các loài Enterobacter cloacea (86,11%) và E. aerogen (85,97%) của chi 

Enterobacter, là tên gọi khác của chi vi khuẩn Kosakonia. 

Dựa trên kết quả phân tử và đặc điểm hình thái, chủng C1 và C8 có thể 

xác định thuộc loài Eurotium cristatum, chủng C13 thuộc chi Kosakonia, chủng 

20 thuộc chi Streptomyces sp. 

Eurotium spp. là nhóm nấm sinh sản bằng cách hữu tính của chi 

Aspergillus, họ Tricomaceae, bộ Eurotiales, lớp Eurotimycetes, ngành 

Ascomycota. Chủng nấm này bao gồm 81 loài, trong đó phổ biến nhất là 4 loài 

E. amstelodami, E.chevalieri, E. herbariorum và E. repens, phân bố phổ biến 

ở các khu vực nhiệt đới và cận nhiệt đới trên thế giới và có tốc độ phát triển 

tương đối nhanh [120]. Các cụm nấm thường có màu vàng, xanh lá nhạt hoặc 

hơi ngả sang màu xanh dương, với các bào tử nguyên phân hình cầu hoặc hình 

elip và có thành bào tử dày và mọc thành các chuỗi [121]. Trong trường hợp 

sinh sản hữu tính, các quả thể màu trắng hoặc vàng nhạt chứa các nang cầu, 

mỗi nang lại gồm 8 bào tử nang. Điều kiện sống của các chủng nấm Eurotium 

spp khá đa dạng. Một số loài có thể chịu hạn hoặc phát triển trong các môi 

trường có áp lực thẩm thấu cao, chẳng hạn như E. amstelodami, E. repens và 

E. herbariorum được tìm thấy trong nước có nồng độ NaCl 17% [122]. Nhiều 

chủng nấm có khả năng phát triên trong các môi trường có hoạt độ nước thấp 

hơn 0.75 𝑎𝑤  , nhóm E. amstelodami có thể phát triển ở điều kiện hoạt độ 

0.67𝑎𝑤 .Trong điều kiện nhân tạo, giới hạn hoạt độ thấp nhất cho sự sinh trưởng 

của E. chevalieri là 0.6-0.65 𝑎𝑤  [123].Bên cạnh đó., một số chủng nấm 

Euroitum spp cũng có giới hạn nhiệt độ tương đối rộng. E. repens có thể phát 

triển trong khoảng nhiệt độ tối thiểu là 4-5℃ và tối đa là 38-40℃ [124]. E. 

chevalieri có khả năng chịu nhiệt tốt, với 18-25% bào tử sống sót sau khi bị 
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đun nóng ở 70℃ trong 10 phút và 0.5% với nhiệt độ 80℃ [125]. Eurotium 

cristatum thuộc bộ Eurotiales, họ Asperillaceae, chi Eurotium. Eurotium 

cristatum, hay còn được biết đến là nấm “kim hoa”, là một loại nấm đóng vai 

trò chủ đạo trong sự lên men của các loại trà đậm. Các nghiên cứu đã chỉ ra 

nhiều hoạt tính sinh học đa dạng của cặn chiết Eurotium cristatum và các chất 

thứ cấp tổng hợp bởi vi sinh vật này. Eurotium cristatum EN-220, một chủng 

nấm nội sinh có thể được phát hiện ở tảo nước mặn Sargassum thunbergia. Từ 

chủng nấm này, Feng Yu Du tách chiết được 4 loại indole alkaloid mới và 6 

loại congener đã biết. Trong số đó, Cristatumins A-D 1 và congeners 10 cho 

thấy khả năng kháng khuẩn đối với chủng Esscheria coli và Staphyloccocus 

aureus, Cristatumins A-D 2 và congeners 6,7 cho thấy khả năng gây chết tôm 

nước mặn(Artemia salina) [126]. Chất chuyển hóa thứ cấp 2-(2’, 3-Epoxy-1’, 

3’-heptadienyl)-6-hydroxy-5-(3-methyl-2-butenyl) benzaldehyde của 

Eurotium cristatum phân lập từ một loại hải miên Mycale sp. có hoạt tính chống 

ung thư, thể hiện qua sự kiềm hãm sinh trưởng tế bào ung thư [127]. Chất 

chuyển hóa thứ cấp 2-(2’, 3-Epoxy-1’, 3’-heptadienyl)-6-hydroxy-5-(3-methyl-

2-butenyl) benzaldehyde của Eurotium cristatum phân lập từ một loại hải miên 

Mycale.sp có hoạt tính kháng ung thư, thể hiện qua sự kiềm hãm sinh trưởng tế 

bào ung thư [127]. Nghiên cứu của Qiannan Zhao (2020) đã cho thấy 

E.cristatum có khả năng kiềm hãn sự sinh trưởng và sản xuất aflatoxin B1 của 

nấm Aspergillus flavus. Aflatoxin B1 là một chất gây ung thư, biến đổi gen và 

suy giảm các hoạt động miễn dịch, và được cho là nguyên nhân lớn dẫn đến 

các ca ung thư gan trên toàn thế giới [128, 129]. E.cristatum có thể làm biến 

đổi cấu trúc của sợi nấm và giảm sự biểu hiện của các gen aflR, aflS, aflD, aflQ, 

VeA, và LaeA (có liên quan đến sự tổng hợp aflatoxin B1 ). Ngoài ra, kết quả 

thí nghiệm cũng cho thấy E.cristatum có thể phân giải aflatoxin B1  thành các 

hợp chất mới ít gây độc tính cho tế bào HepG2. Cơ chế đằng sau hoạt tính của 

E.cristatum được cho là có liên quan đến các chất thứ cấp có trong nấm như: 

1-hexanol, 1-octen-3-ol, (E)-2-pentenal, acetaldehyde, hay octanal,….[130] 

Streptomyces là một chi xạ khuẩn dạng sợi phân nhánh thuộc họ 

Streptomycetaceae, bao gồm hơn 500 loài được phát hiện trong đất [131]. Đây 

là những vi khuẩn Gram dương hiếu khí có thể tạo nên các cấu trúc thể sợi chứa 

các bào tử [132]. Hoạt tính của xạ khuẩn Streptomyces được phát hiện lần đầu 

bởi nhà vi sinh vật Selman Waksman sau khi nghiên cứu các chủng xạ khuẩn 
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trong hệ sinh thái đất. Nhóm nghiên cứu của Selman đã phân lập thành công 

streptomycin từ Streptomyces griseus – chất kháng sinh đầu tiên hiệu quả 

trên Mycobacterium tuberculosis [133]. Kể từ đó, nhiều hoạt tính của các chất 

thứ cấp tổng hợp bởi Streptomyces sp. đã được nghiên cứu và xác định, bao 

gồm kháng khuẩn và nấm, điều hòa các phản ứng miễn dịch và kích thích sự 

sinh trưởng của thực vật [134]. Nghiên cứu của Kim (2018) cho thấy cặn chiết 

butanol của chủng Streptomyces blastmyceticus 12-6 phân lập từ đất có hoạt 

tính kháng nấm đối với một số loại nấm gây bệnh trên thực vật Colletotrichum 

acutatum, C. coccodes, C. gloeosporioides, Fusarium oxysporum và T. 

roseum. Hoạt tính kháng nấm của chủng vi sinh vật này dựa trên tổng hợp các 

chất thứ cấp như cyclo-(Leu-Pro) và 9-octadecenamide và phá hủy màng 

plasma của các bào tử và sợi nấm [135]. Hợp chất thứ cấp echinomycin tổng 

hợp bởi chủng Streptomyces fuscichromogenes LS462 phân lập từ đất cho thấy 

hoạt tính kháng vi sinh vật đối với Mycobacterium tuberculosis H37Rv với giá 

trị MIC = 0.5 μg/ml. Ngoài ra, echinomycin còn cộng hưởng với 

posaconazole hạn chế hoàn toàn sự sinh trưởng của Candida albicans SC5314 

[136]. Nghiên cứu của Koh (2017) đã xác định hoạt tính chống oxi hóa của 

chủng Streptomyces sp. MUM212 được phân lập từ đất ngập mặn.  Dịch chiết 

của MUM212 cho thấy khả năng loại bỏ các gốc oxi hóa tự do DPPH, ABTS 

và superoxide lần lượt là 22.03 ± 3.01%, 61.52 ± 3.13%, 37.47 ± 1.79% ở nồng 

độ 4 mg/mL. Bên cạnh đó, dịch chiết MUM212 cũng cho thấy khả năng cải 

thiện các tổn thương gây ra bởi sự oxi hóa thể hiện qua việc kìm hãm sự oxi 

hóa lipid và bảo vệ tế bào Vero cells chống lại các tổn thương oxi hóa gây ra 

bởi H2O2. Hoạt tính chống oxi hóa của vi sinh vật là có mối quan tương quan 

trực tiếp đến hàm lượng các hợp chất polyphenol cũng như hydrocarbon và 

dipeptide dạng vòng có trong dịch chiết [137]. 

Kosakonia sp. (trước đây là Enterobacter sp.) là những vi khuẩn Gram 

âm, có hình que di chuyển nhờ roi thuộc họ Enterobacteriaceae [138]. Nhiều 

vi khuẩn Kosakonia sp.  như K. radicincitans hay K.oryzae  được phát hiện 

sống cộng sinh trong thực vật hoặc trong đất và góp phần thúc đẩy các quá trình 

sinh trưởng và phát triển của vật chủ như tăng sự phát triển ngọn, rễ; rút ngắn 

thời gian ra hoa kết trái, thay đổi thành phấn hóa học của quả [139, 140]. Các 

ảnh hưởng này được xác định là dựa trên cơ chế vi khuẩn Kosakonia có thể 

tổng hợp các hormone thực vật (phytohormone) như auxin hay cytokine, cùng 
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với khả năng cố định nitrogen và hòa tan phosphate [141-143]. Ngoài kích thích 

sự sinh trưởng của thực vật, một số vi khuẩn thuộc chi này đóng vai trò như các 

tác nhân gây bệnh ở người như chủng Kosakonia cowanii 888-76 [144]. 

3.6 Kết quả xác định độ an toàn trên động vật thử nghiệm  

Thử nghiệm in vivo về độ an toàn của các mẫu vi sinh vật C1, C8, C13 

và C20 cho thấy không có trường hợp nào gây chết hoàn toàn đối với chuột 

BALB/c. Đặc biệt, khi tiêm dung dịch chứa sinh khối 2 chủng nấm C1 và C8 

thông qua cả tiêm vào xoang bụng (IP) và tiêm vào tĩnh mạch (IM) thì không 

gây chết 100% số chuột thử nghiệm. Tỉ lệ tử vong cũng như tình trạng của 

chuột 10 ngày sau khi tiêm được trình bày trong Bảng 3.7. 

Bảng 3.7. Kết quả độ an toàn của nấm trên chuột BALB/c 

Mẫu 

Số lượng 

chuột thử 

nghiệm 
Tiêm 

Tỉ lệ tử vong 

(%) 

Kết luận 

Đối chứng (Dịch 

BHI) 

5 IM 0 An toàn 

5 IP 0 An toàn 

Dịch BHI chứa 

sinh khối C1  

5 IM 0 An toàn 

5 IP 0 An toàn 

Dịch BHI chứa 

sinh khối C8  

5 IM 0 An toàn 

5 IP 0 An toàn 

Dịch BHI chứa 

sinh khối C13  

5 IM 0 An toàn 

5 IP 20 Không an toàn 

Dịch BHI chứa 

sinh khối C20  

5 IM 20 Không an toàn 

5 IP 0 An toàn 

 

Kết quả thử độc tính cho thấy chủng nấm C1 và C8 không gây ảnh hưởng 

đến sự sống của các mẫu chuột thử nghiệm, còn kết quả tiêm khoang bụng của 

2 chủng xạ khuẩn C13 và vi khuẩn C20 ghi nhận tỉ lệ tử vong 20% ở các mẫu 

khi tiêm khoang bụng. Các kết quả trên có điểm tương đồng với công bố của 

một số nghiên cứu trước đây. Nhóm nghiên cứu của Kang (2019) đã xác định 
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hoạt tính chống béo phì của cặn chiết Eurotium cristatum trong mô hình in 

vitro. Eurotium cristatum không gây ảnh hưởng đến sự sống của các mẫu chuột 

đồng thời cải thiện các tổn thương của béo phì bằng cách giảm các phản ứng 

viêm và cải thiện cân bằng nội môi cũng như điều hòa hệ vi sinh vật trong 

đường ruột [145]. Đối với xạ khuẩn Streptomyces, một số chủng là các tác nhân 

gây bệnh ở thực vật như S. luridiscabiei, S. puniciscabiei, S. niveiscabiei hay 

S. sudanensis và S. somaliensis gây bệnh viêm da ở người [146, 147]. Bên cạnh 

đó, một số nghiên cứu đã khẳng định về độc tính của bào tử Streptomyces 

griseus và một số hợp chất thứ cấp như teleociclin trong mô hình cá và chuột 

[148, 149]. Một số vi khuẩn thuộc Kosakonia cũng được ghi nhận là tác nhân 

gây bệnh ở người như chủng Kosakonia cowanii 888-76 [144]. 

Từ các kết quả trên, chủng nấm C1 và C8 với hoạt tính sinh học tương 

đối cao và độc tính không đáng kể, biểu hiện tiềm năng cao trong các ứng dụng 

tương lai ở lĩnh vực công nghệ thực phẩm hay y dược.  
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Chương 4. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

Kết luận 

1) Đã phân lập được 19 chủng vi sinh vật thuộc nhóm nấm, xạ khuẩn và vi 

khuẩn từ một số mẫu thực vật. 

2) Đã tiến hành lên men và thu được cặn chiết etyl axetat của 19 chủng vi sinh 

vật để thử nghiệm các hoạt tính sinh học theo định hướng kháng viêm và chống 

béo phì. 

3) Kết quả thử nghiệm hoạt tính của 19 mẫu cặn chiết từ vi sinh vật cho thấy : 

- Có 5 cặn chiết (kí hiệu: C1, C2, C8, C13, C20) biểu hiện hoạt tính chống 

oxi hóa trên hệ DPPH với SC50 trong khoảng từ 96,07 đến 121,12 µg/mL. 

- Cặn chiết của chủng nấm C1 biểu hiện hoạt tính kháng viêm trên đại thực 

bào RAW264.7 với khả năng ức chế sự sản sinh NO tại 100 µg/mL ở mức 

61,34±1,03%. 

- Cặn chiết của chủng nấm C1 biểu hiện khả năng ức chế enzyme lipase với 

IC50 = 518,46 µg/mL.  

4) Đã nghiên cứu và xác định được đặc điểm phân loại học của một số chủng 

vi sinh vật có tiềm năng ứng dụng theo định hướng hoạt tính kháng viêm và 

chống béo phì :  

- 02 chủng nấm có kí hiệu C1 và C8 được xác định thuộc loài Eurotium 

cristatum ; 

- Chủng xạ khuẩn có kí hiệu C13 được xác định là thuộc chi Streptomyces; 

- Chủng vi khuẩn có kí hiệu C20 được xác định thuộc chi Kosakonia. 

5) Đã thử nghiệm và xác định tính an toàn của hai chủng nấm E. cristatum C1 

và E. cristatum C8 đối với động vật, qua đó khẳng định tiềm năng ứng dụng 

cao của hai chủng vi nấm.  
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Kiến nghị 

- Việc xác định hoạt tính kháng viêm, chống oxy hóa cũng như chống 

béo phì của các chủng vi sinh vật mới được thực hiện ở mức độ in vitro. Để có 

thể một cơ sở dữ liệu chi tiết và toàn diện hơn, cần tiến hành bổ sung các nghiên 

cứu hoạt tính ở mức độ phân tử và tế bào, đặc biệt là thử nghiệm trên nguyên 

bào mỡ biệt hóa.  

- Các thử nghiệm hoạt tính ở mức in vitro trong khuôn khổ luận văn cần 

tiếp tục được xác định lại ở mức độ sâu hơn, đặc biệt là trong mô hình in vivo 

hoặc chiết tách nâng cao. 
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