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MỞ ĐẦU 

Cây dược liệu đã được sử dụng trong hàng nghìn năm nay như các loại 

thuốc dân gian rất hiệu quả và có tương đối ít hoặc không có tác dụng phụ. 

Nghiên cứu thành phần của các cây dược liệu, các nhà nghiên cứu đã xác định 

được rất nhiều các chất có hoạt tính sinh học quý trong việc chữa bệnh. Việc 

sử dụng các chất có hoạt tính trong chữa bệnh đã được minh chứng rất rõ 

ràng. Tuy nhiên, khi đã trở thành thuốc thì việc đảm bảo đủ nguyên liệu từ tự 

nhiên, cây trồng hoặc tổng hợp toàn phần là một bài toán khó giải cho các nhà 

nghiên cứu dược học và các công ty dược phẩm.  

Trở ngại này là do nguồn tài nguyên thiên nhiên của cây dược liệu đang 

dần cạn kiệt và bởi mức độ thấp mà các sản phẩm này tích lũy trong cây 

thuốc. Vì vậy, hướng tiếp cận hiện nay được các nhà nghiên cứu quan tâm là 

nghiên cứu các gen liên quan đến các quá trình trao đổi chất trên con đường 

tổng hợp các hợp chất có hoạt tính làm thuốc cũng như các phương pháp để 

tăng cường sản xuất các hợp chất có hoạt tính.  

Bên cạnh đó, các nghiên cứu gần đây cho thấy các loại nấm nội sinh 

trên thực vật có vai trò quan trọng trong việc sản sinh các hợp chất này. Các 

phát hiện cho thấy nấm nội sinh liên quan đến cây thuốc có thể sản xuất các 

hợp chất cùng loại với thực vật và các sản phẩm tự nhiên khác bằng cách lên 

men. Hơn thế nữa, các chủng nấm nội sinh có thể sản xuất một lượng lớn các 

hợp chất này do đó có thể đáp ứng nhu cầu thực tế. 

Các kết quả nghiên cứu trên đây cho thấy có rất nhiều chủng vi nấm nội 

sinh thuộc các chi khác nhau có khả năng sản sinh ra các hợp chất có hoạt tính 

tương tự như thực vật đã được phân lập mới. Vì thế, việc nghiên cứu các hợp 

chất có hoạt tính từ các cây thuốc và nghiên cứu phân lập các vi nấm có khả 

năng sinh tổng hợp các hợp chất này từ các cây thuốc là hướng nghiên cứu 

cấp thiết và có nhiều triển vọng. 

Một hướng nghiên cứu gần đây đã và đang được nhiều quốc gia quan 

tâm và thực hiện đó là việc ứng dụng công nghệ sinh học (nghiên cứu các gen 

tham gia vào con đường sinh tổng hợp các chất có hoạt tính, sử dụng kỹ thuật 

di truyền và sử dụng các phương pháp lên men nhằm nâng cao khả năng sinh 



2 

 

 

 

tổng hợp của các chủng vi nấm...) trong việc tạo nguồn nguyên liệu cho việc 

sản xuất công nghiệp các chế phẩm sinh học, các loại thuốc... từ vi nấm nội 

sinh trên các loài cây dược liệu, đây là hướng nghiên cứu cấp thiết và có ứng 

dụng thực tiễn hiện nay. 

Vì vậy để phục vụ cho việc nghiên cứu ứng dụng vi sinh vật nội sinh 

trên cây dược liệu có khả năng tham gia vào con đường sinh tổng hợp các 

chất có hoạt tính, chúng tôi đã tiến hành đề tài: "Nghiên cứu phát hiện vi 

nấm nội sinh từ một số cây dược liệu Việt Nam". Với phạm vi giới hạn 

nghiên cứu, đối tượng nghiên cứu của đề tài là cây Dừa cạn và cây Bạch hoa 

xà thiệt thảo. 

- Mục đích nghiên cứu: 

Thu thập, định danh mẫu cây Dừa cạn và cây Bạch hoa xà thiệt thảo, 

đồng thời phân lập và định danh được một số chủng vi nấm nội sinh có khả 

năng sinh các hợp chất có hoạt tính sinh học từ 2 đối tượng cây dược liệu 

nghiên cứu. 

- Nội dung nghiên cứu: 

Thu thập và định danh các mẫu cây Dừa cạn và cây Bạch hoa xà thiệt 

thảo tại các địa điểm Đan Phượng, Phú Diễn (Hà Nội) và Việt Hà (Hải 

Dương). 

Phân lập và định danh các chủng vi nấm nội sinh từ các mẫu cây Dừa 

cạn và Bạch hoa xà thiệt thảo thu thập được. 

Xác định sơ bộ các chủng vi nấm nội sinh có khả năng sinh các hợp 

chất có hoạt tính sinh học bằng phương pháp sắc kí lớp mỏng TLC.  
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

Vi sinh vật nội sinh sống trong các mô khỏe mạnh của thực vật trong ít 

nhất một phần vòng đời của chúng mà không gây ra bất kỳ triệu chứng bệnh 

rõ ràng nào trên vật chủ của chúng [1]. Những vi sinh vật nội sinh này cũng 

được công nhận là nguồn sản sinh phong phú các chất chuyển hóa thứ cấp có 

tầm quan trọng như các hợp chất có hoạt tính chống ung thư, kháng khuẩn và 

chống viêm khớp mạnh mẽ [2]. Nấm nội sinh liên quan đến cây thuốc có thể 

sản xuất các hợp chất giống hoặc tương tự như các hợp chất có nguồn gốc từ 

cây thuốc [3]. Tuy nhiên, việc phân lập và nghiên cứu các điều kiện nuôi cấy 

nhằm tìm kiếm các chủng nấm nội sinh và nâng cao khả năng sinh tổng hợp 

các hợp chất có hoạt tính còn chưa nhiều. 

Có nhiều loại nấm nội sinh trong cây dừa cạn được phân lập có khả 

năng sinh các vincristine và vinblastine như nấm nội sinh Talaromyces 

radicus, Fusarium oxysporum và Alternaria sp. Các kết quả nghiên cứu trên 

cho thấy có rất nhiều chủng vi nấm nội sinh thuộc các chi khác nhau có khả 

năng sản sinh ra các hợp chất có hoạt tính tương tự như thực vật. Mặc dù có 

nhiều hoạt chất có hoạt tính dược học như chống ung thư, kháng khuẩn, 

kháng virus chống viêm và tăng cường miễn dịch [3]. 

Các nghiên cứu gần đây cho thấy các loại nấm nội sinh trên thực vật có 

vai trò quan trọng trong việc sản sinh các hợp chất này. Các phát hiện cho 

thấy nấm nội sinh liên quan đến cây thuốc có thể sản xuất các hợp chất cùng 

loại với thực vật và các sản phẩm tự nhiên khác bằng cách lên men. Hơn thế 

nữa, các chủng nấm nội sinh có thể sản xuất một lượng lớn các hợp chất này 

do đó có thể đáp ứng nhu cầu thực tế [4]. 

1.1. TỔNG QUAN VỀ CÂY DƯỢC LIỆU VIỆT NAM 

1.1.1. Cây dược liệu Việt Nam 

Cây dược liệu là những loại cây được sử dụng như những nguyên liệu 

với nhiều tác dụng phòng bệnh, chữa bệnh... Các loài thực vật  đã được phát 

hiện, nghiên cứu sâu đến khi đạt tiêu chuẩn để sử dụng trong phòng bệnh hay 

chữa bệnh, đó là các cây dược liệu, hay dân gian còn gọi là cây thảo dược.  
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Việt Nam ta là đất nước nguồn tài nguyên thiên nhiên vô cùng phong 

phú và đa dạng, đặc biệt phải kể đến là cây dược liệu có dược lực cao rất 

phong phú và vô cùng đa dạng, đồng thời với đó các cây dược liệu này cũng 

mang tới giá trị kinh tế cao. 

Cây dược liệu từ xưa đã và đang được các bà con vùng cao sử dụng 

như những bài thuốc cổ truyền – dân gian để chăm sóc sức khỏe, phòng và 

điều trị bệnh. 

Các cây dược liệu ở Việt Nam có giá trị cao phải kể đến như sâm Ngọc 

Linh, hà thủ ô, tam thất, ráy gai, hoàng liên chân gà, ba kích, trinh nữ hoàng 

cung, đảng sâm… Với sự đa dạng đó Việt Nam là một trong những quốc gia 

có tiềm năng về nguồn tài nguyên dược liệu. 

1.1.2. Giới thiệu chung về cây Dừa cạn 

Tên khoa học là Catharanthus roseus (L.) G. Don; Vinca rosea L; 

Lochnera rosea Reich.  

Thuộc họ Trúc đào Apocynaceae.  

Tên thường dùng:  Dừa cạn, hay còn gọi là Trường xuân, Hoa hải đằng, 

Bông dừa, Dương giác, Pervenche de Madagascar. 

 

Hình 1.1. Hình ảnh cây dừa cạn (Catharanthus roseus) “Nguồn Internet” 

Dừa cạn là một loại cây thuốc nam quý (Hình 1.1). Đặc điểm của Dừa 

cạn là nhỏ cao khoảng 0.4m đến 0.8m, với bộ rễ khá phát triển, ở phía gốc cây 

là thân gỗ, còn phần phía trên mềm. Dừa cạn thường mọc thành bụi có mật độ 

dày, có cành đứng. Lá của Dừa cạn thường mọc đối, lá thuôn dài, đầu lá hơi 

nhọn, phía cuống lá thường hẹp nhọn, dài khoảng từ 3cm đến 8cm, rộng 
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khoảng từ 1cm đến 2.5cm. Hoa của Dừa cạn thường có màu trắng hoặc màu 

hồng, có mùi thơm, mọc riêng lẻ ở phía trên các kẽ lá. Quả của Dừa cạn 

thường dài khoảng từ 2cm đến 4cm, quả rộng khoảng từ 2mm đến 3mm, quả 

thường mọc thẳng đứng, có hơi ngả sang hai bên, trên vỏ quả có vạch dọc, hơi 

tù, chứa khoảng từ 12 cho đến 20 hạt nhỏ màu nâu nhạt, hạt có hình trứng. 

Dừa cạn thường có hoa và quả gần như quanh năm. 

Ở Việt Nam, nơi nào cũng đều trồng được Dừa cạn, tuy nhiên Dừa cạn 

thượng được tìm thấy nhiều tại các tỉnh gần biển. Trước đây Dừa cạn thường 

chỉ được trồng làm cảnh nhưng gần đây Dừa cạn đã được trồng để thu hoạch 

phục vụ cho công tác chế biến thuốc trong điều trị trị cao huyết áp, tiểu 

đường, sốt rét, bệnh máu trắng, thông tiểu.  

Các hoạt chất có trong Dừa cạn còn phụ thuộc vào địa điểm trồng và 

thời điểm thu hái. Ví dụ như giống Dừa cạn được trồng ở Việt Nam được 

đánh giá là thảo dược tốt tương đương Dừa cạn ở Madagascar.  

Dừa cạn có hoạt chất alkaloid với nhân indol được tìm thấy trong tất cả 

các bộ phận của cây, đặc biệt được phát hiện nhiều nhất trong rễ và lá. Dừa 

cạn được trồng và thu hái Việt Nam có tỷ lệ alkaloid toàn phần là khoảng từ 

0.1% đến 0.2%. Trong rễ lại chứa nhiều hoạt chất nhất khoảng từ 0.7 đến 

2.4%, nhiều hơn hoạt chất được chiết suất từ thân khoảng 0.46% và chiết suất 

từ lá được khoảng 0.37-1.15%. Các hoạt chất được chiết xuất chủ yếu gồm 

có: vinblastin, vincristin tetrahydroalstonin, prinin, vindolin, catharanthin, 

vindolinin, ajmalicin, vincosid... 

Ngoài ra, người ta còn chiết xuất được từ cây Dừa cạn các chất như 

acid pyrocatechic, flavonoid anthocyanic, acid ursoloc và cholin [5]. 

1.1.3. Giới thiệu chung về cây Bạch hoa xà thiệt thảo 

Tên khoa học là Hedyotis diffusa Willd. hay Oldenlandia diffusa Roxb. 

Thuộc họ Cà phê Rubiaceae  

Tên thường dùng là Bạch hoa xà thiệt thảo hay thường được biết đến 

với các tên khác Giáp mãnh thảo, Xà thiệt thảo, Xà châm thảo, Long thiệt 

thảo, Lữ đồng, Nhị diệp lục, Cỏ rưỡi rắn hoa trắng, Bòi ngòi bò…. 
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Hình 1.2. Hình ảnh cây Bạch hoa xà thiệt thảo “Nguồn Internet” 

Bạch hoa xà thiệt thảo là loài cây thảo mọc bò, dài khoảng 20-25 cm. 

Thân vuông màu nâu nhạt, cành lá sum suê (Hình 1.2). Lá mọc ở đốt, hình 

mác thuôn, dài khoảng từ 1cm đến 3.5 cm, rộng khoảng từ 1cm đến 3 cm, có 

đầu và gốc nhọn, có mặt trên hơi nhám hoặc mặt nhẵn, mặt dưới với màu xám 

nhạt, có gân giữa nổi rõ. Hoa của chúng thường có màu trắng, ít khi có màu 

hồng, hoa có cuống, hoa mọc theo đôi ở kẽ lá hoặc đơn độc. Quả khô, đầu 

bằng, bao bọc bởi những lá đài tồn tại, hạt có nhiều cạnh. Mùa hoa quả gần 

như quanh năm [6]. 

Cây Bạch hoa xà thiệt thảo thường rất dễ bị nhầm lẫn với cây trong 

cùng họ như cây lưỡi rắn, cây xương cá, cây an điền [6].  

Nhiều nghiên cứu đã phân lập được nhiều thành phần hóa học quan 

trọng của Bạch hoa xà thiệt thảo khi áp dụng các công nghệ phân tích tiến bộ 

như phương pháp khối phổ (Mass spectrometer - MS), phương pháp sắc ký 

lỏng khối phổ (Liquid chromatograph-mass spectrometer LC-MS). Tổng hợp 

cho đến nay, các nhà khoa học đã  tìm ra khoảng 171 hợp chất được tìm thấy 

trong bạch hoa xà thiệt thảo trong đó gồm có các iridoid, triterpene, flavonoid, 

anthraquinone, phenolic acid và dẫn xuất, sterol, alkaloid, dầu dễ bay hơi, 

polysaccharide, cyclotide và coumarin [4]. 

Theo Đông y thì cây Bạch hoa xà thiệt thảo có vị ngọt đắng, có tính 

hàn, có tác dụng thanh nhiệt, giải độc, lợi tiểu, tiêu thũng, tán kết, chống u... 

Bạch hoa xà thiệt thảo thường được sử dụng để hỗ trợ chữa các bệnh viêm 

như viêm họng, viêm đường tiết niệu, viêm gan, sỏi mật, phù thũng... [7]. 

Ngay như nước láng giềng Trung Quốc, Bạch hoa xà thiệt thảo được sử 

dụng như là vị thuốc chống viêm, điều trị phế nhiệt, chống hen suyễn, viêm 
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họng, viêm amidan, chữa viêm đường tiết niệu... Dùng ngoài để chữa vết 

thương, rắn cắn, côn trùng đốt, đau lưng, đau khớp. Ngoài ra, nó còn được 

dùng điều trị bổ trợ trong ung thư dạ dày, trực tràng, ung thư gan thời kỳ đầu 

[6]. 

Ở Ấn Độ, Bạch hoa xà thiệt thảo được dùng làm thuốc chữa bệnh gan 

mật, vàng da, sốt, lậu, máu xấu [6]. 

1.2. TỔNG QUAN VỀ VI SINH VẬT 

1.2.1. Khái niệm chung 

V i s  inh v  ật trong tiếng Hy Lạp là mikros có nghĩa là nhỏ, bios có nghĩa 

là cuộc sống, còn logos có nghĩa là học thuyết. Vì vậy vi sinh vật được coi 

như là một phần của ngành khoa học sinh học chuyên nghiên cứu về hình 

thái, sinh hoá và sinh lý, cũng như các đặc điểm tính chất có lợi cũng như có 

hại của vi sinh vật để áp dụng các đặc điểm đó vào trong các hoạt động thực 

tiễn của con người một cách hiệu quả.  

Vi sinh vật là các sinh vật đơn bào hoặc đa bào, nhân sơ hoặc nhân 

thực, có kích thước rất nhỏ và thường chỉ quan sát được qua kính hiển vi. Vi 

sinh vật bao gồm cả vi khuẩn, virus, nấm, tảo và nguyên sinh động vật. 

Vi sinh vật thường có các đặc điểm như:  

- Kích thước của vi sinh vật thường rất nhỏ bé, đơn vị thường dùng để đo 

kích thước của vi sinh vật là micromet. 

- Vi sinh vật thường có quá trình hấp thu chất dinh dưỡng nhiều và quá 

trình chuyển hóa chất dinh dưỡng rất nhanh. 

- Vi sinh vật có quá trình sinh trưởng và phát triển nhanh và mạnh hơn 

nhiều so với các sinh vật khác. 

- Vi sinh vật thường có khả năng thích ứng mạnh, dễ phát sinh các thay 

đổi để phù hợp với điều kiện môi trường thay đổi. 

- Vi sinh vật có rất nhiều chủng loại với số lượng và chủng loại vi sinh 

vật có thể biến đổi nhanh theo thời gian. Các nhà khoa học đã tìm thấy 

khoảng hơn 100.000 loài vi sinh vật khác nhau, gồm có hơn 69.000 loài 

nấm, hơn 30.000 loài động vật ngu  yên sinh, hơn 1.200 loài vi tảo, hơn 
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2.500 loài vi khuẩn lam, hơn 1.500 loài vi khuẩn, hơn 1.200 loài virus 

và R icket  tsia. Tuy nhiên do vi sinh vật dễ phát sinh đột biến nên số 

lượng các loài vi sinh vật được tìm thấy được sẽ ngày càng tăng.  

- Vi sinh vật sinh sống ở các môi trường rất đa dạng như môi trường 

nước, môi trường đất - mặt đất, môi trườngkhông khí và trên cơ thể của 

động vật, thực vật hay cơ thể người.  

- Vi sinh vật được phân bố rộng khắp mọi nơi, ngay cả những nơi có 

điều kiện môi trường khắc nghiệt như môi trường cực nóng của miệng 

núi lửa, môi trường cực lạnh của Nam cực, hay những nơi tối tăm, áp 

suất cao như đáy đại dương... Tuy nhiên, vi sinh vật được tìm thấy 

trong đất vẫn nhiều nhất, hình thành nên hệ sinh thái đất Hệ sinh thái 

đất là một thể thống nhất gồm có các nhóm vi sinh vật sống trong đất, 

chúng thường có quan hệ tương hỗ lẫn nhau và dưới tác động của môi 

trường sống, chúng có sự trao đổi vật chất và năng lượng với nhau. 

Trong hệ sinh thái đất các vi sinh vật thường là các nhóm có đặc tính 

hình thái, sinh lý và sinh hoá rất khác nhau [8]. 

1.2.2. Mối quan hệ của vi sinh vật 

Quan hệ cộng sinh là quan hệ mà hai bên cùng có lợi, phụ thuộc lẫn 

nhau chúng không thể sống thiếu nhau, bên này không thể sống thiếu bên kia 

và ngược lại.  

Quan hệ ký sinh là quan hệ mà vi sinh vật này sống trên vi sinh vật 

khác gọi là vật chủ, chúng hoàn toàn ăn bám và gây hại cho vật chủ. 

Quan hệ hỗ sinh là quan hệ giữa hai bên cùng có lợi tuy nhiên khi thiếu 

một bên chúng vẫn tồn tại và phát triển được không nhất thiết phải có nhau 

mới sống được.  

Quan hệ đối kháng là mối quan hệ giữa hai nhóm vi sinh vật đối kháng 

lẫn nhau, một bên tồn tại là đối thủ của bên kia và ngược lại [8]. 

1.2.3. Mối quan hệ giữa vi sinh vật và thực vật: 

Vi sinh vật có những tác động tích cực và tiêu cực đến cây trồng. Một 

mặt nó cung cấp cho cây trồng chất dinh dưỡng, các chất kích thích sinh 
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trưởng và các vitamin. Mặt khác, nó cũng gây một số bệnh hại cây trồng. Do 

vậy, cần điều chỉnh để các vi sinh vật có ích được phát triển tốt và cũng tăng 

cường các vi sinh vật đối kháng với vi sinh vật có khả năng gây bệnh cho cây 

trồng [8]. 

1.2.4. Vai trò của vi sinh vật đất đối với thực vật 

Vi sinh vật sống trong đất tham gia tích cực vào quá trình phân giải rác 

hữu cơ, biến chúng thành CO2 và các hợp chất vô cơ dùng làm thức ăn cho 

cây trồng (N, P, K, S, Ca…). 

Mặt khác, vi sinh vật sống trong đất còn tham gia tích cực vào quá trình 

hình thành chất mùn. Trong đất, chất mùn là kho dự trữ thức ăn cho cây trồng 

và là yếu tố kết dính để tạo cấu tượng của đất. Đất có cấu tượng là đất có đủ 

điều kiện thích hợp về độ ẩm, về không khí, về chất hữu cơ đối với cây 

trồng [8]. Do vậy, vi sinh vật có vai trò rất quan trọng với cây trồng. 

Sự đa dạng về chủng loại của vi sinh vật trong đất cũng đồng thời với 

sự đa dạng về chức năng của chúng trong đất. Theo nhiều tác giả [9, 10, 11], 

vi sinh vật đất có một số chức năng như sau: 

- Cố định Nitơ phân tử. 

- Chuyển hoá các hợp chất photphat khó tan thành dễ tan giúp cây trồng 

hấp thụ được. 

- Phân huỷ phế thải và cặn bã chất hữu cơ. 

- Tham gia các chu trình chuyển hoá vật chất, làm tăng khả năng dinh 

dưỡng cho cây. 

1.2.5. Vi sinh vật nội sinh 

1.2.5.1. Khái niệm vi sinh vật nội sinh 

Vi sinh vật nội sinh là những vi sinh vật liên kết với thực vật, sống 

trong các mô sống của cây chủ mà không gây ra bất kỳ tác hại nào cho cây 

chủ theo các nghiên cứu của Ahmed và cộng sự năm 2012 cũng như nghiên 

cứu của Hallmann và cộng sự năm 1997. Các vi sinh vật nội sinh phổ biến 

bao gồm các loài nấm, vi khuẩn và xạ khuẩn, chúng có thể được phân lập từ 

các cây trồng nông nghiệp hay cây cỏ hoang dại, từ cả cây một lá mầm và cây 
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hai lá mầm. Những vi sinh vật nội sinh này cũng được công nhận là nguồn 

sản sinh phong phú các chất chuyển hóa thứ cấp có tầm quan trọng như các 

hợp chất có hoạt tính chống ung thư, kháng khuẩn và chống viêm khớp mạnh 

mẽ [2]. Qua nghiên cứu của Jia và cộng sự được công bố năm 2016 chỉ ra 

rằng nấm nội sinh liên quan đến cây thuốc có thể sản xuất các hợp chất giống 

hoặc tương tự như các hợp chất có nguồn gốc từ cây thuốc. Ví dụ, các chủng 

nấm Alternaria sp. phân lập từ cây hoàng bá có thể sản sinh berberine; các 

chủng nấm Fusarium solani từ cây hạnh phúc và cây sài long có thể sinh ra 

chất camtothecin; và rất nhiều loài nấm nội sinh phân lập từ cây thông có thể 

sản sinh ra chất paclitaxel. Tuy nhiên, việc phân lập và nghiên cứu các điều 

kiện nuôi cấy nhằm tìm kiếm các chủng nấm nội sinh và nâng cao khả năng 

sinh tổng hợp các hợp chất có hoạt tính còn chưa nhiều [12]. 

Vi sinh vật nội sinh phân bố và khu trú ở tất cả các loại cây trồng và đã 

được phân lập từ hầu hết tất cả cây trồng đã được kiểm tra đến nay. Vùng rễ 

là nơi xuất phát nhiều vi khuẩn nội sinh chui vào rễ, thân, lá để sống nội sinh; 

sau khi xâm nhập vào cây chủ có thể tập trung tại vị trí xâm nhập hoặc di 

chuyển đi khắp nơi trong cây đến các hệ mạch của rễ, thân, lá, hoa thúc đẩy 

các quá trình chuyển hóa trong cây, sự phát triển lông rễ một cách mạnh mẽ 

và giảm sự kéo dài rễ [13]. 

Bên cạnh đó, vi sinh vật nội sinh có khả năng kiểm soát sinh học với 

các loại nấm, vi khuẩn và tuyến trùng gây bệnh trên thực vật. Do đó, khi cư 

trú trong mô thực vật, vi sinh vật nội sinh đem lại cho cây trồng nhiều điều 

kiện thuận lợi giúp cây trồng phát triển tốt [12]. 

Vai trò và ứng dụng của vi sinh vật nội sinh: 

- Sản xuất ra chất kích thích sinh trưởng (Phytostimulate) 

- Sản xuất ra chất tạo màu (Pig-ment Product)  

- Sản xuất ra enzym (Enzym Product) 

- Sản xuất ra chất kháng khuẩn (Antimicrobi activitivity)  

- Sản xuất ra chất có hoạt tính sinh học và các hợp chất khác (Source -

Bio-active and Novel-Compound) 
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- Giúp mối liên hệ giữa vi sinh vật trên và dưới đất (Reciprocal-Interacte 

Community) 

- Ứng dụng trong phòng chống tác nhân sinh học (Bio-control-Agent) 

- Ứng dụng vào trong chu trình tuần hoàn dinh dưỡng (Nutrient-Cycle) 

- Ứng dụng vào việc cải tạo môi trường (Bioremediate/Bio-degradate) 

- Ứng dụng vào sản xuất các hợp chất hữu cơ bay hơi (Product- Organic-

Compound) [12]. 

1.2.5.2. Nấm nội sinh 

 Khái niệm nấm nội sinh 

Nấm nội sinh (Endophyte-fungal, Endo  phytic-fungi) là những vi sinh 

vật được phát hiện ở trong các mô thực vật, chúng không gây tác động bất lợi 

đến cây [14]. Nấm nội sinh có khả năng tổng hợp nhiều enzyme, hormone 

tăng trưởng thực vật và các dược chất tương tự như trên cây chủ của chúng. 

Nấm nội sinh cũng có thể góp phần vào việc tăng trưởng của cây thông qua 

các con đường khác nhau như tiết ra phyto  hormones [15], tiết ra hợp chất 

siderophores [16], tác dụng cố định đạm [17], hoặc qua con đường 

phyto   remediation [18]. Nấm nội sinh có thể được chuyển sang các thế hệ kế 

tiếp qua các mô, hạt cây giống hoặc mầm cây của cây chủ [19]. Nhiều công 

trình đã cho thấy các sản phẩm từ thiên nhiên thu được từ các vi khuẩn 

endo  phytic có khả năng kháng khuẩn, kháng ung thư, giảm thiểu oxy hóa, 

kháng tiểu đường, gây ức chế hệ thống miễn dịch, kháng huyết khối, kháng 

viêm và kháng lại bệnh Alzhemer và một số bệnh khác [20]. 

Mối quan hệ cộng sinh hoặc tương sinh giữa nấm nội sinh và cây trồng. 

Trong suốt quá trình phát triển, các vi sinh vật và thực vật tương tác với nhau 

đẫn đến chúng xuất hiện hiện tượng đột biến gene, từ đó chúng tạo nên những 

chủng nấm nội sinh mới có ích. Đây được xem như là một tác nhân chính 

giúp cho việc cân bằng hệ sinh vật trên thực vật, giúp cho thực vật chủ có thể 

ngăn chặn được các yếu tố vi sinh vật có hại [14, 21]. 

Các chủng nấm nội sinh giúp quá trình thích nghi đối với hệ sinh thái 

của cây chủ được tăng cao. Trên một số loài thực vật có các chủng nấm nội, 
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chúng có thể chịu đựng được hạn hán hoặc chịu được các tác nhân gây hại  

như kim loại nặng trong môi trường sống của chúng [22]. 

Có nhiều chủng vi nấm nội sinh sống trên cây Dừa cạn  có khả năng 

sinh tổng hợp các hợp chất như vincristine và vinblastine như nấm nội sinh 

Talaromyces radicus, Fusarium oxysporum và Alternaria sp. Các kết quả 

nghiên cứu trên cho thấy có rất nhiều chủng vi nấm nội sinh thuộc các chi 

khác nhau có thể sản sinh ra các chất có hoạt tính tương tự như thực vật. Mặc 

dù theo nghiên cứu của Chel và cộng sự được công bố năm 2020 có nhiều 

hoạt chất có hoạt tính dược học như chống ung thư, kháng khuẩn, kháng virus 

chống viêm và tăng cường miễn dịch nhưng cho đến nay chưa có các chứng 

minh nào về việc phân lập các chủng nấm nội sinh từ các cây Bạch hoa xà 

thiệt thảo. 

Các chủng vi nấm  Cladosporium cladosporioides được tìm thấy từ trên 

cây thông có thể sinh tổng hợp được lượng paclitaxel lên đến 800 µg/l và 

phân lập từ cây xà túc thạch sam có thể sản sinh 56,84 µg/l huperzine A [23]. 

Chủng nấm nội sinh Cladosporium sp. phân lập từ cây đước có thể sản sinh ra 

các indole alkaloid [24]. 

Phân lập nấm nội sinh 

Trên thế giới có khoảng 300 nghìn loài thực vật. Đó là một số lượng 

quá lớn mà ta không thể thử nghiệm hết cũng như không thể chọn lựa một 

cách ngẫu hứng khi đưa vào nghiên cứu. Do đó, việc chọn thực vật để phân 

lập nấm nội sinh cũng cần phải dựa trên những đối tượng cây có đặc điểm 

sinh học. Một số nguyên tắc cơ bản sau đây thường được áp dụng: 

Với thực vật sống trong môi trường sinh học bất thường, môi trường 

bất thường và các điều kiện tự nhiên khắc nghiệt bắt buộc cây muốn tồn tại thì 

cần có yếu tố đặc biệt nào đó giúp cây có khả năng chống chịu cao. Và ta 

mong đợi nhân tố đó chính là các nấm nội sinh có ích. Ví dụ: Rhyncholacis 

penicillata là một loài cây sống dưới nước ở Tây Nam Venezuela, nơi mà môi 

trường nước rất khắc nghiệt, cây luôn bị va đập bởi tác dụng nước cuốn, mảnh 

vụn, đá sỏi…làm cho cây bị tổn thương. Từ đó các nấm gây bệnh thực vật có 

thể xâm nhập, nhưng cây vẫn khỏe mạnh, vì cây được sự bảo vệ bởi các nấm 

nội sinh có trong cây [25]. 
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Một số loài thực vật dược liệu dân gian đã được sử dụng theo kinh 

nghiệm dân gian, từ đời này sang đời khác để chữa lành vết thương, kháng 

nấm, kháng khuẩn…ví dụ như, Kennedia nigriscans, một loài cây leo ở Úc đã 

được dân gian sử dụng nhựa cây để trị vết thương, sát trùng. Từ cây này đã 

phân lập được chủng Streptomyces sp. NRRL 30562 sản xuất kháng sinh phổ 

rộng munumbicin, kháng được nấm gây bệnh thực vật, vi khuẩn và 

Plasmodium [26]. 

Các thực vật có tính đặc thù về sinh thái: tuổi thọ cao bất thường, phát 

triển trong các vùng có biến đổi sinh học lớn, hay sống trong khu vực đất đai 

cổ xưa…cũng là những đối tượng nghiên cứu rất lý tưởng để cung cấp các 

nấm nội sinh mới lạ. 

Nấm nội sinh có mặt ở khắp nơi trong thế giới thực vật, số lượng của 

chúng tìm thấy thay đổi tùy thuộc vào bộ phận cây, chủng loại cây và môi 

trường sống của nó. Đã có nhiều kĩ thuật phân lập nấm nội sinh được đề nghị 

bởi nhiều tác giả khác nhau. Nhưng tất cả các quy trình phân lập đều dựa trên 

cơ sở chung nhất đó là: giải quyết tốt giai đoạn xử lý bề mặt, diệt các sinh vật 

ngoại nhiễm bằng chất sát trùng hoặc các phương pháp sát trùng. Sau đó tạo 

điều kiện không nhiễm để chỉ thu nhận các nấm nội sinh phát triển từ nội mô 

thực vật. Tiếp theo chọn nuôi cấy trên môi trường thích hợp và thử hoạt tính 

sinh học [15, 25]. 

1.2.5.3. Vinblastin và vincristin có hoạt tính chống ung thư 

Cây Dừa cạn đã được nghiên cứu một cách rộng rãi do chúng có chứa 

nhiều loại alkaloid terpenoid-indol, các alkaloid có nhiều tác dụng đối với con 

người và đã được sử dụng làm một số loại thuốc chữa bệnh như lợi tiểu, huyết 

áp, tiểu đường. Trong đó các loại alkaloid thì có 2 loại đặc biệt là vincristine 

và vinblastine, chúng có hoạt tính chống ung thư. Ngoài ra còn có ajmalicine 

và serpentine, là các hợp chất đơn phân, chúng được sử dụng trong điều trị 

bệnh tim mạch và giúp tuần hoàn máu [27]. 

Trong năm 1958, các nhà nghiên cứu của Canada đã tinh chiết được 

một alkaloid hoạt tính mạnh dưới dạng tinh thể, chúng được đặt tên là 

vincaleukoblastine, sau này được gọi là vinblastine. 
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Sau đó, các nhà phát triển tại công ty dược phẩm Eli-Lilly đã phát hiện 

ra một hoạt tính có lợi của các alkaloid gây bệnh ung thư máu Leukemia 

P1534 trên chuột từ Dừa cạn. Một số alkaloid mang cấu trúc tương tự như 

vinblastine có hoạt tính đã được phân lập và thử nghiệm bởi Gordon Svoboda 

được gọi là vincristine như leurosine, leurosidine và leurocristine. Vào các 

năm 1960 các thử nghiệm lầm sàng trên người với vinblastine được công bố 

rộng rãi, sau đó các nghiên cứu với vincristine và leurosine cũng đã được 

công bố vào năm 1962 và 1963. 

 

Hình 1.3. Công thức cấu tạo của vinblastine và vincristine 

Trong cấu trúc các alkaloid gây độc tế bào như vinblastine, vincristine, 

leurosidine và leurosine đều chứa hai indol. Vì vậy các alkaloid này còn được 

gọi là các bisindolic-alkaloid (Hình 1.3). Trong các nghiên cứu của Giáo sư 

Rene Paris và Helene Moyse vào đầu những năm 1950 về hóa thực vật của 

Dừa cạn: từ rễ cây Dừa cạn thu được dạng kết tinh của hợp chất alkaloid, 

được đặt tên là vinceine. Ngoài ra còn có những công bố khác về một số hợp 

chất alkaloid như ajmalicine, vincaine, vinceine và raubasine. Tuy nhiên trên 

thực tế các hợp chất này chỉ là một. Cũng trong những năm 1950 này, một số 

nhà khoa học tại Nhật Bản, Ấn Độ đã tách được thêm các hợp chất như 

yohimbine, serpentine và tetrahydroalstonine từ cây Dừa cạn. Ngoài ra còn có 

những hợp chất alkaloid không có hoạt tính gây độc tế bào tuy nhiên chúng 

chiếm hàm lượng lớn trong lá của cây Dừa cạn như catharanthine và 

vindoline [28]. 

Vào các năm 1965 và 1966, dựa trên kỹ thuật nhiễu xạ tinh thể tia X 

cấu hình hóa học của vinblastine và vincristine được xác định chính xác. Vào 
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các năm 1963 và 1965, FDA Hoa Kỳ đã chấp thuận sử dụng vincristine 

(1963) và vinblastine (1965), sau khi các nghiên cứu dược lý – lâm sàng đã 

được công bố xác thực. Do đó vào thời điểm đó, hợp chất vincristine được 

khuyến cáo sử dụng để điều trị bệnh bạch cầu Leukemia cấp tính ở trẻ em, 

vinblastine được sử dụng điều trị u lympho Hodgkin. Hiện nay, hợp chất 

vinblastine đã được mở rộng sử dụng trong việc chữa các bệnh như u lympho 

không Hodgkin, ung thư tinh hoàn, ung thư vú. Còn hợp chất vincristine được 

sử dụng trong việc chữa các bệnh về ung thư đường hô hấp (phế quản, phổi) 

[28]. 

1.3. TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU CÁC CHỦNG NẤM NỘI SINH 

1.3.1. Tổng quan tình hình nghiên cứu trên thế giới 

Cho đến năm 1955, thế giới chỉ mới khám phá ra được khoảng 500 chất 

kháng sinh, tuy nhiên chỉ với 20 năm sau đó, thế giới đã nghiên cứu ra được 

hơn 5.000 chất có hoạt tính kháng khuẩn. Theo nghiên cứu của Berdy năm 

1984 đã chỉ ra rằng trên thế giới tìm ra được hơn 13.000 hợp chất có khả năng 

kháng khuẩn, và chúng đều được tìm thấy trong tự nhiên... [1,29]. 

Trong các năm 1995 – 1996, các nhà nghiên cứu đã phân lập được hàng 

trăm loài nấm nội sinh từ cây thông đỏ có nguồn gốc ở Châu Âu, Châu Á và 

Bắc Mỹ. Các cây thông đỏ là một kho báu chứa nhiều vi sinh vật chưa từng 

được phát hiện và rất đáng chú ý, chúng tương tác với nhau và với cây chủ 

như những chủng nấm nội sinh sau có khả năng tổng hợp taxol: Taxomyces 

andreanae, Pestolotiopsis microspora. Ngoài ra các nhà khoa học cũng đã 

phát hiện được có sự tổng hợp taxol ở nhiều nấm nội sinh khác phân lập từ 

cây thông đỏ Taxus brevifolia thông qua các bằng chứng miễn dịch học, trong 

đó bao gồm nhiều chủng của Penicillium sp., Pestalotiopsis sp. và 

Truncatella sp. [1,29]. 

Trong các đề tài khoa học gần đây cho thấy các chủng vi nấm nội sinh 

trên thực vật có vai trò rất quan trọng trong việc sinh tổng hợp các hợp chất 

này. Các phát hiện cho thấy nấm nội sinh liên quan đến cây thuốc có thể sản 

xuất các hợp chất cùng loại với thực vật và các sản phẩm tự nhiên khác bằng 

cách lên men. Năm 2011 Malik và cộng sự đã công bố nghiên cứu các chủng 

nấm nội sinh có thể sản xuất một lượng lớn các hợp chất này do đó có thể đáp 
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ứng nhu cầu thực tế. Ví dụ để có được 1 kg taxol người ta chỉ cần sử dụng 

15.000 kg vỏ cây Taxus (Taxus brevifolia) cho quá trình lên men của chủng vi 

nấm. 

Năm 2003, Strobel và cộng sự đã nghiên cứu về chủng nấm nội sinh 

Cryptospriopsis quercina được phân lập từ cây Tripterigeum wilfordii, nấm 

này có thể sản xuất cryptocandin và cryptocin. Trong đó, cryptocandin kháng 

một số nấm gây bệnh cho người như Candida albicans, Trichophyton sp. và 

chống một số nấm gây bệnh thực vật như Sclerotinia sclerotiorum và Botrytis 

cinerea. Cryptocin có tác dụng kháng Pryriaria oryzae và một số nấm gây 

bệnh thực vật [25].  

Năm 2003, Taechowisan và cộng sự đã nghiên cứu về endophyte có 

hoạt tính kháng nấm từ rễ cây Gừng Zingiber officinale và Riềng nếp Alpinia 

galanga [15]. 

Vào năm 2005, nhà khoa học Raviraja đã tìm ra được 18 chủng nấm 

nội sinh, các chủng nấm nội sinh này được phân lập từ các loài cây thuốc  Ấn 

Độ: Curvularia clavata, Curvularia lunata, Fusarium oxysporum... [30]. 

Camptothecin được ghi nhận ở nấm nội cộng sinh ở cả 2 loại cây 

Camptotheca acuminate và Nothapodytes foetida. Camptothecin được Puri và 

cộng sự phân lập vào năm 2005 từ vi nấm Entrophosphora infrequens phân 

lập từ vỏ trong cây Nothapodytes foetida. Camptothecin được chiết xuất từ vi 

nấm Neurospora crassa phân lập từ hạt cây Camptotheca acuminate. 

Camptothecin và 2 dẫn xuất (9-methoxycamptothecin và 10-

hydroxycamptothecin), được phân lập từ vi nấm Fusarium solani, một loại 

nấm nội sinh của Camptotheca acuminata, có khả năng chống ung thư [31]. 

Năm 2006, Eyberger và cộng sự đã phát hiện vi nấm Trametes hirsuta 

nội sinh ở mẫu rễ khô cây Podophyllum hexandrum thu thập ở Himalaya, Ấn 

Độ, và 2 chủng nấm Phialocephala fortinii từ rễ của Podophyllum peltatum 

đều có khả năng sinh podophyllotoxin [31]. 

Năm 2007, Li và cộng sự đã tìm ra nấm Acremonium từ Huperzia 

serrate có khả năng sản xuất huperzine A có tác dụng là chất ức chế enzyme 

acetylcholinesterase, và được dùng trong điều trị bệnh Alzheimer [32]. 
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Năm 2012, Agnes Joseph Aswathy và cộng sự đã nghiên cứu về 

endophyte trong cây Nghệ (Curcuma longa). Các chất dinh dưỡng trong thân 

rễ của cây nghệ là môi trường sống đa dạng cho các nhóm vi khuẩn khác 

nhau. Một số vi khuẩn nội sinh liên quan có thể thúc đẩy tăng trưởng. Hai 

chủng endophyte Paenibacillus sp. được phân lập từ thân rễ củ nghệ và cả hai 

chủng đã được tìm thấy có khả năng để sản xuất Indole-3-acetic acid qua 

phân tích sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC - highperformance  liquid 

chromatography) [33]. 

Cùng trong năm 2012 Cui và cộng sự đã phát hiện nấm nội sinh 

Fusarium oxysporum phân lập từ cây Ginkgo biloba có khả năng sản xuất 

ginkgolid B dùng để điều trị bệnh tim mạch [23]. 

Năm 2014, Lena Hammerschmidt và cộng sự của Viện Sinh dược và 

Công nghệ Sinh học, Đại học Heinrich-Heine, Duesseldorf, Cộng hòa Liên 

bang Đức phân lập và xác định cấu trúc các hợp chất từ các dịch chiết của 

nấm nội ký sinh Acremonium strictum Gams, phân lập từ cây Đước đôi 

(Rhizophora apiculata Blume) thu hái tại Việt Nam. Trong đó có 5 dẫn xuất 

polyketide mới 60-hydroxypestalotiopsone C (1), acropyrone (2), 

bicytosporone D (3), waol acid (4), và pestalotiopene C (5) và 7 hợp chất đã 

biết (6-12). Các hợp chất 6, 7 và 9 thể hiện hoạt tính gây độc tế bào ở mức độ 

trung bình đối với hai dòng tế bào ung thư ở người là ung thư biểu mô buồng 

trứng nhạy cảm với cisplatin (A2780) và dòng kháng cisplatin (A2780 CisR), 

trong khi chỉ có chất 9 biểu hiện hoạt tính kháng khuẩn đối với 

Staphylococcus aureus với giá trị MIC 14,3 µM [34]. 

Năm 2015, trong nghiên cữu của Palem và cộng sự chỉ ra rằng nấm nội 

sinh Talaromyces radicus phân lập từ Catharanthus roseus có khả năng sản 

sinh ra vincristine và vinblastine [35]. Trước đó các nghiên cứu của Xianzhi 

và cộng sự năm 2004 cũng như Ashuthosh và cộng sự năm 2013, chỉ ra rằng 

Vincristine được sinh ra từ chủng vi nấm nội sinh Fusarium oxysporum và 

vinblastine thu nhận từ chủng vi nấm Alternaria sp. phân lập trên 

Catharanthus roseus. Cũng trong năm 2013 Kumar và cộng sự cũng đã phát 

hiện ra chủng nấm Nigrospora sphaerica phân lập từ Catharanthus roseus 

cũng có khả năng sản sinh các loại vinca alkaloid.  
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Nhiều nấm nội sinh trong cây đã được phân lập, chúng có khả năng sản 

sinh những chất biến dưỡng có hoạt tính sinh học như kháng khuẩn, kháng 

nấm, kiềm hãm khối u, chống oxy hóa và các hoạt tính sinh học khác. 

Fusarium sp. là nấm phân lập từ cây Selaginella pallescens, được thu nhập từ 

vùng Bảo vệ thực vật của Guanacaste của Costa Rica, sản xuất được một 

pentaketide mới là CR 377 cho tác dụng mạnh trên Candida albicans [36]. 

Pestralotiopisis microspora thường gặp ở rừng mưa nhiệt đới, sản xuất nhiều 

chất có tác dụng sinh học, một trong những chất này là axit ambuic có tác 

dụng kháng nấm. Ngoài ra, nhiều chủng nấm trong chi Pestalotiopsis đã được 

phân lập từ các nguồn thực vật khác, các chủng nấm này có thể sản xuất các 

kháng sinh kháng nấm. Muscodor albus là nấm được phân lập từ cành của cây  

Quế (Cinnamomum zeylanicum), nấm này sản xuất một số chất bay hơi có thể 

ức chế vi khuẩn và nấm. Thành phần chính của những hợp chất này đã được 

xác định cấu trúc hóa học bằng sắc ký khí ghép với khối phổ (GC-MS), từ đó 

được tổng hợp hóa học. Các chất tổng hợp được có hiệu quả kháng khuẩn, 

kháng nấm, không độc với người [37]. Nodulisporium sp. được phân lập từ 

cây Bontia daphnoides sản xuất hợp chất nodulisporic có hiệu lực trừ sâu, 

chống lại ấu trùng của ruồi xanh, nhặng [38]. 

Các kết quả nghiên cứu trên đây cho thấy có rất nhiều chủng vi nấm nội 

sinh thuộc các chi khác nhau có khả năng sản sinh ra các hợp chất có hoạt tính 

tương tự như thực vật đã được phân lập mới. Vi nấm nội sinh rất phong phú 

và đã được tìm thấy ở hầu hết các loài thực vật [39]. Các vi nấm nội sinh đang 

đóng một vai trò quan trọng trong việc sản sinh ra nhiều hợp chất có hoạt tính 

sinh học có giá trị trong điều trị nhiều bệnh khác nhau [40]. Nhiều hợp chất có 

hoạt tính sinh học có giá trị với các đặc tính chống ung thư, kháng khuẩn và 

diệt côn trùng đã được chiết xuất thành công từ vi nấm nội sinh [41]. Nấm nội 

sinh có thể là phương pháp thay thế để phát hiện ra các loại thuốc mới cũng 

như các tác nhân hóa trị liệu thu được từ nấm nội sinh đã được kiểm tra và 

chúng cho thấy hiệu quả chống lại các loại ung thư khác nhau. Điều này cho 

thấy Vi nấm đang trở thành đối tượng cho các nghiên cứu nhằm sản xuất với 

lượng lớn các chất có hoạt tính đáp ứng cho nhu cầu sử dụng hiện nay [42].  
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Vì thế, việc nghiên cứu các hợp chất có hoạt tính từ các cây thuốc và 

nghiên cứu phân lập các vi nấm có khả năng sinh tổng hợp các hợp chất này 

từ các cây thuốc là hướng nghiên cứu cấp thiết và có nhiều triển vọng. 

1.3.2. Tổng quan tình hình nghiên cứu trong nước 

Ở Việt Nam cũng đã có các báo cáo nghiên cứu về vi sinh vật nội sinh 

có khả năng sinh tổng hợp các chất có hiệu quả kháng khuẩn hiệu quả. 

Từ năm 1994, các nhà nghiên cứu trong nước đã phân lập được 6 chủng 

nấm nội sinh từ vỏ cây thông đỏ và đã xác định được tên của 6 chủng nấm 

này. Cây thông đỏ là loài thực vật đặc hữu có ở Việt Nam, từ lâu đã được 

nhân dân ta sử dụng như một vị thuốc và được đánh giá là loại dược liệu quý 

hiếm có tác dụng điều trị nhiều bệnh lý khác nhau. Chúng thường được phân 

bố ở các tỉnh phía Bắc như: Mai Châu, Hòa Bình, các tỉnh miền Trung như: 

Nghệ An, Hà Tĩnh, Phú Yên, Khánh Hòa, và chủ yếu là ở tỉnh Lâm Đồng. 

Trong tất cả các mẫu vỏ cây thông đỏ được lấy mẫu đều phát hiện chủng nấm 

Pestalotiopsis maculans (corda) NagRai. Chúng phù hợp nhất với hình thái 

chủng nấm Pestalotiopsis sp. được tìm thấy trong vỏ cây thông đỏ ở Mỹ và 

được các nhà khoa học tiến hành lên men, nuôi cấy, chiết rút, chạy sắc kí bản 

mỏng cùng với chất taxol chuẩn. 

Năm 2005, Lê Mai Hương cùng các cộng sự thuộc phòng sinh học thực 

nghiệm - Viện Hóa học các Hợp chất Thiên nhiên đã tiến hành nhiệm vụ 

“Nghiên cứu khu hệ nấm nội ký sinh trong các cây Thông”. Nghiên cứu này 

tập trung chủ yếu vào 3 loài Thông là Thủy tùng Glyptostrobus pensilis, 

Thông đỏ Bắc Taxus chinensis và Thông đỏ lá dài Taxus wallichiana. Mục 

tiêu của việc nghiên cứu là cung cấp cơ sở khoa học cho chính quyền địa 

phương và ngành Lâm nghiệp về giá trị bảo tồn và sử dụng hợp lý nguồn tài 

nguyên quý hiếm, cũng như cho ngành Y học ứng dụng kết quả nghiên cứu để 

giảm thiểu và điều trị bệnh ung thư. Địa điểm triển khai khảo sát thực địa, thu 

thập mẫu của nhiệm vụ này ở tại một số tỉnh phía Bắc như Hà Giang, Cao 

Bằng, Lào Cai, Hòa Bình, Sơn La và một số tỉnh miền Trung như Lâm Đồng, 

Đắc Lắc. Sau chuyến thực địa, các nhà nghiên cứu đã thu thập được 118 mẫu 

tại các tỉnh khảo sát. Các mẫu này được kiểm định rồi đem nuôi cấy, lên men 

và tách chiết sơ bộ các chủng nấm phân lập để sàng lọc hoạt tính sinh học, 
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tách chiết hóa học theo định hướng hoạt tính một số chủng nấm tiêu biểu. Lê 

Mai Hương và cộng sự đã phân lập, sàng lọc hoạt tính kháng nấm, kháng 

khuẩn của 45 mẫu cây lấy ở vùng Yên Tử, Hà Nội và vườn thuốc Mê Linh 

thu được 89 chủng nấm nội sinh trong đó có 32 chủng có hoạt tính kháng sinh 

chiếm 36%; 20 chủng có hoạt tính kháng nấm và kháng khuẩn chiếm 22,5% 

tổng số, 26 chủng có hoạt tính kháng khuẩn chiếm 29,2 % tổng số, 27 chủng 

có hoạt tính kháng nấm chiếm 30,33% tổng số chủng phân lập. Từ 32 chủng 

có hoạt tính, bằng phương pháp lên men tách chiết sơ bộ đã chọn được 9 

chủng có hoạt tính mạnh, hoạt phổ rộng, đặc biệt chủng có kí hiệu N2 có hoạt 

tính cao nhất, kháng Bacillus subtilis (ATCC25922) và Fusarium oxyporum 

[43]. 

Năm 2009, Trần Thị Như Hằng và cộng sự nghiên cứu về nấm nội sinh 

trên cây khổ sâm Croton tonkinensis Gapnep. và bùm bụp Mallotus paella 

Lour. thu được chủng nấm Trichoderma konilangbra KS14 sản sinh chất 

ergosterol, ergosterol peroxide, sorbicillin cho hoạt tính kháng vi sinh vật, độc 

tế bào, chống oxy hóa và hoạt tính enzym ngoại bào; sorbicillin cho hoạt tính 

kháng Staphylococcus aureus với MIC=25mg/ml. Chất ergosterol peroxid 

biểu hiện hoạt tính độc tế bào mạnh với cả 3 dòng tế bào thử là ung thư gan, 

ung thư màng tử cung và ung thư màng tim [44].  

Năm 2009, tại Viện Khoa học Lâm nghiệp Việt Nam, Phạm Quang Thu 

và cộng sự cũng đã nghiên cứu vi sinh vật nội sinh và các hợp chất hóa học có 

hoạt tính kháng nấm gây bệnh ở các dòng Keo tai tượng tại Thừa Thiên Huế. 

Phân lập được 8 chủng vi khuẩn nội sinh và 13 chủng nấm nội sinh từ 35 

dòng Keo tai tượng khảo nghiệm tại Thừa Thiên Huế, trong đó có 15 chủng 

gồm vi khuẩn và nấm nội sinh trên tổng số 21 chủng có hoạt tính ức chế nấm 

Ceratocystis sp. ở mức độ mạnh và rất mạnh và chỉ có 8 trên tổng số 21 

chủng ức chế nấm Corticium salmonicolor ở mức độ mạnh và rất mạnh [45]. 

Năm 2010, Nguyễn Đinh Nga và cộng sự sàng lọc các chủng nấm nội 

sinh thực vật trên cây ngũ sắc Lanata camara L. thu được chủng 

Pseudeurotium NS-T1 kháng Candida albicans, trên cây mã đề Plantago 

major L. thu được chủng Fusarium MĐ-TR1 và MĐ-TR3 cho hoạt tính 

kháng C. albicans và MRSA; tía tô Perilla ocymoides L. thu được chủng 
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Trichoderma TT-L1 kháng Candida albicans và MRSA; trầu Piper betle L. 

thu được chủng Fusarium TR-T1 kháng Candida albicans…[46].  

Năm 2014, Đàm Sao Mai và cộng sự đã phát hiện ra môi trường nuôi 

cấy thích hợp cho nấm nội cộng sinh Fusarium oxyporum được phân lập trên 

Thông đỏ Taxus wallichiana tại vùng Lạc Dương, Lâm Đồng và lượng taxol 

sinh ra ở môi trường nuôi cấy là 250,98 mg/kg khối lượng khô [47]. 

Cũng trong năm 2016 đã có nhiều nghiên cứu về nấm nội sinh có khả 

năng sinh hợp chất có hoạt tính sinh học. Trong đó nhóm tác giả Viện Hóa 

sinh biển, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam đã nghiên cứu 

phân lập, sàng lọc và định danh các chủng vi sinh vật có hoạt tính kháng sinh 

từ vùng biển Đông Bắc Việt Nam. 

Nhóm tác giả Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và 

Công nghệ Việt Nam cũng đã nghiên cứu phân lập hợp chất có hoạt tính 

kháng sinh và kháng ung thư từ xạ khuẩn nội cộng sinh trên cây Quế 

Cinnamomum cassia (L.) J. Presl và cây Màng tang Litsea cubeba (Lour.) 

Pers. 

Nhóm tác giả Võ Thị Ngọc Mỹ và đồng tác giả từ Trường Đại học 

Khoa học tự nhiên, Đại học quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh, Trường Đại 

học Nguyễn Tất Thành và Trường Đại học Y – Dược Thành phố Hồ Chí 

Minh đã nghiên cứu phân lập và sàng lọc các chủng vi sinh vật nội sinh có 

hoạt tính chống oxy hóa từ một số cây họ Zingiberaceae và Rutaceae [48]. 

Nhóm tác giả Nguyễn Thiện Phú và Vũ Thị Thương từ Trường Đại học 

Sư phạm Thành phố Hồ Chí Minh đã nghiên cứu phân lập và tuyển chọn các 

chủng nấm sợi có khả năng tạo lovastatin từ rừng ngập mặn Cần Giờ. 

Năm 2017 nhóm tác giả Trương Minh Phụng và đồng tác giả thuộc 

Trung Tâm Nghiên cứu và Ứng dụng Sinh học và Trường Đại học Khoa học 

tự nhiên, Đại học quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh đã nghiên cứu hoạt tính 

kháng khuẩn của các chủng xạ khuẩn nội sinh trong cây Trinh nữ hoàng cung 

Crinum latifolium [49].  

Tuy nhiên, việc tiến hành nghiên cứu nấm nội sinh trong cây dược liệu 

có khả năng sinh tổng hợp các hợp chất có hoạt tính chữa bệnh mới chỉ bắt 



22 

 

 

 

đầu như nghiên cứu nấm nội sinh trên cây thông đỏ lá dài có khả năng sản 

sinh paclitaxel. Việc phân lập và nghiên cứu các điều kiện nuôi cấy nhằm tìm 

kiếm các chủng nấm nội sinh và nâng cao khả năng sinh tổng hợp các hợp 

chất có hoạt tính còn thiếu rất nhiều. 
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CHƯƠNG 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. VẬT  LIỆU NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Vật liệu thực vật 

Mẫu cây dược liệu: cây Dừa cạn và cây Bạch hoa xà thiệt thảo  

Địa điểm thu thập mẫu cây dược liệu tại các địa điểm sau: 

- Đan Phượng (Hà Nội) 

- Phú Diễn (Hà Nội) 

- Hải Dương. 

2.1.2. Hóa chất, dụng cụ, thiết bị và môi trường 

Các hóa chất sử dụng: Nitơ lỏng, PVP (Poly vinyl pyrrolidone), CTAB, 

NaCl, Tris-HCl, EDTA, Sorbitol, NaH2PO4, H2O deion, Isopropanol, Ethanol, 

Chloroform, Isoamyl alcohol, RNase, đệm rửa, đệm tách, javen, cồn 75o, 

cefotaxime, H2O deion… 

Dụng cụ và thiết bị: Cối, chày sứ, giấy thấm khử trùng, panh, dao, kéo, 

đĩa cấy, đĩa petri, bình pyrex 500ml, Tủ cấy, tủ nuôi, máy PCR, máy điện di, 

máy voltex, máy li tâm, nồi hấp tiệt trùng, máy lọc nước… 

Môi trường: Môi trường thạch LB (Luria Bertani), PDA (Potato 

Dextrose Agar) (Hãng Himedia, Ấn Độ). 

Các hóa chất khác sau: cefotaxime, HCl, NaOH, methanol, bản mỏng 

silicagel-G, chất chuẩn vinblastin và vincristine, thuốc thử dragendorf… 

Bảng 2.1. Thành phần của dung dịch đệm rửa 

Component stock working 

Tris-HCl, pH8 1M 50mM 

EDTA 0.5M 50mM 

sorbitol  0.35M 
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Bảng 2.2. Thành phần của dung dịch đệm tách 

Component stock working 

Tris-HCl, pH8 1M 100mM 

EDTA 0.5M 50mM 

NaCl 5M 1.4M 

CTAB  2% 

PVP  2% 

 

Bảng 2.3.  Danh sách trình tự các mồi sử dụng trong nghiên cứu 

TT  
Tên 

mồi 
Trình tự mồi 

1 RbcL 
P2F ATGTCACCACAAACAGAAAC 

P2R TCGCATGTACCTGCAGTAGC 

2 matK 
P9F CGATCTATTCATTCAATATTTC 

P9R TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT 

3 ITS 
P12F ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG 

P12R TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC 

4 
ITS 

nấm 

ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ 

ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC 

Các thí nghiệm được thực hiện tại phòng Hệ gen học chức năng, Viện 

Nghiên cứu hệ Gen, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam 
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2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.1. Sơ đồ quy trình nghiên cứu  

2.2.1. Thu thập và định danh mẫu cây dược liệu 

2.2.1.1. Phương pháp thu thập mẫu nghiên cứu 

Các mẫu cây dược liệu thu thập được là những mẫu cây mẫu cây đầy 

đủ lá, thân, rể và hoa (nếu có), mọc tự nhiên, khỏe mạnh, không sâu bệnh, có 

độ tuổi trên một năm. 

2.2.1.2. Phương pháp định danh mẫu dược liệu nghiên cứu 

 

 

 

 

ĐỊNH DANH CÁC CHỦNG NẤM 

PHÂN LẬP ĐƯỢC BẰNG 

PHƯƠNG PHÁP HÌNH THÁI 

ĐỊNH DANH CÁC CHỦNG NẤM 

PHÂN LẬP ĐƯỢC BẰNG 

PHƯƠNG PHÁP PHÂN TỬ 

DỰNG CÂY PHÁT SINH CHỦNG 

LOẠI 

XÁC ĐỊNH SƠ BỘ CÁC CHỦNG 

NẤM PHÂN LẬP ĐƯỢC CÓ 

KHẢ NĂNG SINH HOẠT CHẤT 

CHỐNG UNG THƯ 

PHÂN LẬP CÁC CHỦNG NẤM NỘI SINH 

TỪ CÁC CÂY DƯỢC LIỆU 

THU THẬP ĐỊNH DANH CÁC MẪU 

CÂY DƯỢC LIỆU NGHIÊN CỨU 
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Tách chiết DNA tổng số bằng phương pháp CTAB cải tiến 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.2. Sơ đồ quá trình Tách chiết DNA tổng số 

bằng phương pháp CTAB cải tiến 

Bổ sung 5 µl RNase 

(100mg/l) ủ 37oC trong 2 giờ 

Nhiệt độ phòng 

Đảo nhẹ và ủ trong 1 giờ 30 phút 

(thỉnh thoảng đảo đều) 

Ly tâm 13000 v/p trong 10 phút ở 

4oC, loại cồn thu tủa 

Đảo nhẹ và để ở -20oC trong 1 

giờ, ly tâm 13000 v/p trong 10 

phút ở 4oC, loại cồn thu tủa 

Bổ sung 0.8ml cồn 70% 

Làm khô DNA 

Đảo đều và ly tâm 13000 v/p ở 

4oC, thu dịch nổi 

Bổ sung 0.8ml chloroform: iso-amylacohol 

(24:1) 

Bổ sung 0.8ml isopropanol 

Voltex đồng nhất và ly tâm 13000 

vòng/phút trong 5 phút  

Bổ sung 1ml đệm rửa 

Nghiền trong nitơ lỏng 

200 mg mẫu lá cây dược liệu 

Bổ sung 0.6ml đệm chiết 

Hòa Tan DNA trong 200 µl nước deion 

Bảo quản DNA tổng số ở -20oC 
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Bước 1: Cân 200mg mẫu lá cây dược liệu và nghiền trong nitơ lỏng 

thành dạng bột mịn, chuyển vào ống eppendorf 2ml. 

Bước 2: Bổ sung 1ml đệm rửa vào ống eppendor 2ml, voltex thành dịch 

đồng nhất. Ly tâm 13000 vòng/phút(v/p) trong 5 phút. 

Bước 3: Bổ sung 0.6ml đệm chiết, đảo nhẹ thành hỗn hợp đồng nhất. Ủ 

trong 1 giờ 30 phút (thỉnh thoảng đảo đều). 

Bước 4:  Bổ sung 0.8ml chloroform: isoamylacohol (24:1 v/v), đảo đều. 

Ly tâm 13000v/p ở 4oC. Hút dịch nổi cho vào ống eppendorf 1,5 ml mới. 

Bước 5:  Bổ sung 0.8 ml isopropanol, đảo nhẹ, để ở tủ -20oC trong 1 

giờ (ít nhất 20 phút). Ly tâm 13000 v/p trong 10 phút ở 4oC, loại cồn thu tủa. 

Bước 6: Bổ sung 0.8 ml cồn 70%. Ly tâm 13000 v/p trong 10 phút ở 

4oC, loại cồn thu tủa. 

Bước 7: Làm khô DNA ở nhiệt độ phòng. 

Bước 8: Hòa tan DNA trong 200 µl nước khử ion. Bổ sung 5 µl RNase 

(100mg/l) ủ 37oC trong 2 giờ. 

Bước 9:  Bảo quản DNA tổng số ở -20oC. 

Phân tích di truyền bằng kỹ thuật PCR 

Phản ứng PCR được thực hiện trên máy PCR PTC – 100 (MJ. 

Research., Mỹ) với tổng thể tích là 25 µl/mẫu trong đó chứa các thành phần 

và nồng độ của các chất tham gia phản ứng như sau: 

Bảng 2.4: Thành phần của phản ứng PCR/tổng thể tích mẫu 

Thành phần phản ứng Thể tích (µl) 

Nước khử ion vô trùng 12.8 

Buffer (10X) 2.5 

MgCl2 (25 mM) 2.5 

dNTP (10mM) 2.5 

Primer - F (100 pmol/µl) 1 

Primer - R (100 pmol/µl) 1 

Tag DNA polymerase (6 unit/ µl) 0.7 

DNA 2 

Tổng thể tích 25 
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Bảng 2.5: Chu kì phản ứng PCR 

Bước Phản ứng Nhiệt 

độ 

Thời gian Chu kì 

1 Biến tính 94 2  

2 Biến tính 94 30  

3 Gắn mồi 55 50        30 

 

4 Kéo dài chuỗi 72 1  

5 Hoàn tất kéo dài 

chuỗi 

72 10  

6 Kết thúc phản ứng 4 ∞  

Phương pháp điện di trên gel agarose 

Sản phẩm PCR được điện di trên gel điện di agarose 1 – 1.5% chạy ở 

hiệu điện thế 60 – 80 V trong 45 phút bằng phương pháp nhuộm hiện hình với 

ethidium bromide. Kích thước tương đối của các băng nhân bản được so sánh 

với marker 1 kb (GeneRuler 1 kb DNA Ladder SM0311, Thermo Scientific). 

Nhuộm DNA bằng ethidium bromide 

Sau khi điện di kết thúc, có thể nhuộm miếng gel với dung 

dịch ethidium bromide 0.5ug/ml (trong nước) trong vòng 15 – 60 phút và 

quan sát dưới đèn UV. 

Quan sát và chụp ảnh 

Bản gel sau khi nhuộm ethidium bromide được quan sát dưới ánh sáng 

tử ngoại với bước sóng λ = 302 nm. Khi chụp ảnh gel, những miếng gel mỏng 

(2-3mm) với nồng độ agarose thấp sẽ cho kết quả đẹp hơn những miếng gel 

dày hoặc có nồng độ agarose cao. 

Giải trình tự và so sánh với trình tự tham khảo trên cơ sở dữ liệu 

GenBank 

Sản phẩm PCR đặc hiệu được tinh sạch và giải trình tự bằng máy giải 

trình tự API 3730 (PE Applied Biosystems).  
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Các trình tự barcode thu được của các mẫu dừa cạn được so sánh với 

trình tự tham khảo trên cơ sở dữ liệu GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) bằng chương trình BLASTN theo nghiên cứu 

của Altschul và cộng sự (1997). 

Đối với thực vật, quá trình tìm kiếm một chỉ thị DNA chung cho các 

loài thực vật gặp nhiều khó khăn. Hệ gen ty thể ở thực vật thường quá bảo thủ 

nên không được dùng cho chỉ thị DNA, trong khi đó hệ gen lục lạp lại mang 

nhiều đặc điểm mong muốn đối với chỉ thị DNA như ở hệ gen ty thể ở động 

vật. ở hệ gen nhân, vùng DNA nằm giữa các gen hay còn gọi là ITS (Internal 

Transcribed Spacer) cũng được sử dụng làm DNA chỉ thị trong một số nghiên 

cứu. Mặc dù một vài lucus trong hệ gen lục lạp và gen nhân được nghiên cứu 

làm chỉ thị trong nghiên cứu DNA barcode song kết quả thu được vẫn có 

những hạn chế. Điều này cho thấy việc cần thiết sử dụng kết hợp các locus để 

bổ sung cho nhau đem lại hiệu quả cao hơn trong đánh giá, phân loại các loài 

thực vật. Trên thực tế từ lâu rbcL đã được sử dụng trong nghiên cứu phát sinh 

loài, bên cạnh đó trình tự gen matK có tỷ lệ tiến hóa cao nhất trong các gen 

lạp thể cũng có khả năng phân biệt loài cao. 

2.2.2. Phương pháp xác định vi nấm nội sinh từ các cây dược liệu 

Việt Nam 

2.2.2.1. Quy trình khử trùng bề mặt bằng phương pháp của Robert & 

Terry (1978) có cải tiến 

Để đảm bảo chắc chắn nấm thu được là nấm nội sinh, nhóm nghiên cứu 

đã tiến hành vào mẫu để loại bỏ hết các vi nấm và vi khuẩn ngoại sinh trên 

cây Dừa cạn và cây Bạch hoa xà thiệt thảo. Nguyên liệu thực vật tươi được sử 

dụng để phân lập bao gồm thân, rễ, lá và hoa [50]. 

Các mẫu rễ, thân, lá và hoa được làm sạch dưới vòi nước chảy để loại 

bỏ đất. Sau khi đã làm sạch, các mẫu thân và rễ được cắt thành các đoạn có 

kích thước 3 cm, các mẫu lá cắt thành các lá riêng biệt và khử trùng bề mặt 

bằng cách rửa qua nước cất vô trùng 10 lần, rửa bằng cồn 75° trong thời gian 

1 phút, rồi rửa lại nước cất vô trùng 1 lần, tiếp tục rửa với dung dịch nước 
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javen thương phẩm có chứa 5% NaOCl (v/v), lắc trong 30 phút. Sau đó, các 

mẫu được rửa lại bằng nước cất vô trùng trong 5 phút và thấm khô bằng giấy 

vô trùng. Sau đó các phần mẫu thử được đặt trên môi trường thạch LB (Hãng 

Himedia, Ấn Độ) có bổ sung cefotaxime 200 µg/ml (Hãng Flamingo Pharm, 

Ấn Độ). Các đĩa được ủ ở 25°C và theo dõi hàng ngày. Sau 5 ngày nuôi cấy, 

nếu mẫu nào không xuất hiện vi khuẩn hoặc vi nấm xung quanh thì được coi 

là sạch và đủ tiêu chuẩn cho phân lập vi nấm nội sinh [51]. 

2.2.2.2. Phân lập chủng nấm nội sinh 

Bước 1. Sau khi được khử trùng bề mặt, các mẫu thân, lá và rễ được 

nghiền nát bằng cối và chày vô trùng. 

Bước 2. Các mẫu nghiền này được đặt lên đĩa thạch Potato Dextrose 

Agar (PDA) (Hãng Himedia, Ấn Độ) có bổ sung 200 µg/ml cefotaxim và 

được ủ ở 25±2°C.  

Các khuẩn lạc nấm xuất hiện từ mô thực vật sau khi được nghiền nát  

được coi là vi nấm nội sinh. Việc quan sát được thực hiện hàng ngày cho đến 

khi thấy sự phát triển của nấm nội sinh. 

2.2.2.3. Tuyển chọn bằng hình thái và bảo quản nấm nội sinh 

Với mục tiêu chọn các chủng nấm nội sinh từ cây dừa cạn các tản nấm 

mọc riêng rẽ được lựa chọn và cấy chuyển sang đĩa thạch Potato Dextrose 

Agar (PDA) mới và ủ ở 25°C trong khoảng 7-10 ngày. 

Các chủng nấm nội sinh sau khi làm sạch được bảo quản ở ống thạch 

nghiêng PDA ở 4°C và trong 25% glycerol ở -80oC (Hình 2.3). 

 

 

Hình 2.3. Quy trình chọn lọc và bảo quản nấm nội sinh trên môi trường PDA 



31 

 

 

 

 

Phương pháp tách chiết DNA tổng số từ nấm nội sinh 

Để tách chiết DNA, sợi nấm được chuyển từ môi trường thạch PDA 

vào bình tam giác 250ml có chứa 100ml môi trường Potato Dextrose Broth 

(PDB). Sau 7 ngày sinh trưởng ở 25 ± 2°C, khoảng 100 mg sinh khối sợi nấm 

được thu thập bằng cách ly tâm. DNA tổng số được chiết xuất bằng phương 

pháp mini- CTAB có cải tiến để tối ưu hóa. Nồng độ và chất lượng của DNA 

thu được được kiểm tra bằng máy quang phổ Nanodrop®1000 và điện di trên 

gel. Tất cả các mẫu DNA thu thập được bảo quản ở -20oC cho các thí nghiệm 

tiếp theo [52].  

2.2.2.4. Giải trình tự gen bằng PCR khuếch đại vùng ITS  

Vùng đệm trong được sao mã ITS được khuếch đại sử dụng cặp mồi 

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

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)  theo nghiên cứu của White và cộng sự 

(1990). PCR được thực hiện trên Eppendorff Mastercycler Pro S (Merck, 

USA). Thành phần phản hiện có tổng thể tích 25µl bao gồm: 8,5µl nước khử 

ion vô trùng, 2µl DNA khuôn (30ng/µl), 2µl mồi (10µM), 12,5 µl dung dịch 

2X PCR master mix. Phản ứng PCR được thực hiện với chu trình như sau: 1 

chu kỳ 94°C trong 4 phút; 35 chu kỳ (Biến tính ở 94°C trong 30 giây, ủ ở 

55oC trong 30 giây, và kéo dài ở 72°C trong 1 phút); và 1 chu kỳ 72°C trong 7 

phút. Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng điện di gel trên gel agarose 1% 

(dùng đệm TAE 1x) ở hiệu điện thế 100V trong 45 phút, nhuộm với ethidium 

bromide, và được chụp lại dưới ánh sáng UV (Clever Scientific®, UK). Sản 

phẩm PCR đặc hiệu được tinh sạch và giải trình tự bằng máy phân tích DNA 

ABI 3500 (PE Applied Biosystems) [53].  

Các trình tự ITS thu được của các mẫu nấm nội sinh được so sánh với 

trình tự tham khảo trên cơ sở dữ liệu GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) bằng công cụ trực tuyến BLASTN 

(RRID: SCR_001598). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.2.3. Phương pháp xây dựng cây phân loại 

Cây phát sinh chủng loài được thực hiện bằng phần mềm MEGA7 

(RRID:SCR_000667) dựa trên trình tự ITS của các chủng nấm nội sinh phân 

lập được và trình tự nucleotide trong Albifimbria terrestris (CBS 126186), 

Corynespora cassiicola (CBS 161.60), Cladosporium halotolerans (CBS 

119416), Cladosporium endophytica (MFLUCC 17-0599), 

C. pseudochalastosporoidesi (CBS 140490), Corynespora cassiicola (CBS 

161.60), Cercrospora beticola (CBS 116456) và Myrothecium verrucaria 

(CBS 253.47) [54]. Cây phát sinh loài được xây dựng bằng 

phương pháp khả năng tối đa. Các mức độ tin cậy của bootstrap (%) được 

đánh giá và xếp hạng như sau: độ tin cậy cao (> 85%), độ tin cậy trung bình 

(65-85%) và độ tin cậy thấp (<65%) theo nghiên cứu của Nguyễn Đức Anh & 

Nguyễn Giang Sơn (2016). 

2.2.4. Phương pháp phát hiện nhanh các chủng có hoạt tính sinh 

học bằng phương pháp TLC 

50 ml mẫu nấm nội sinh được ly tâm phân tách thành 2 phần gồm dịch 

nuôi cấy và sinh khối. Phần sinh khối được bổ sung dung dịch acid hóa 

pH 2,0 với tỷ lệ 1:2 (w/v). Phần môi trường nuôi cấy được điều chỉnh về 

pH 2,0 bằng dung dịch HCl 0,5N. Sau đó, các dung dịch được khuấy đều ở 

nhiệt độ phòng trong 24 giờ, lọc để tách riêng dịch chiết bị acid hóa (có chứa 

alkaloid) và chất rắn. Phần chất rắn được rửa bằng nước cất 2 lần theo tỉ lệ 1:5 

(w/v), lọc dịch và gộp hai phần dung dịch đã thu được. Dung dịch được điều 

chỉnh về pH 10-13 bằng NaOH 1M và bổ sung chloroform với tỷ lệ 1:1 (v/v), 

khuấy đều ở nhiệt độ phòng trong 60 phút, sau đó giữ ở nhiệt độ phòng trong 

12 giờ. Phần dung môi hữu cơ có chứa alkaloid được thu lại bằng phễu chiết, 

cô quay chân không ở 40oC, tốc độ 100 vòng/phút đến khi khối lượng không 

đổi và thu alkaloid ở dạng cao. Cao chiết alkaloid được hòa trong 1 ml 

methanol để bảo quản và sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo (TLC và 

HPLC).  

Sắc ký bản mỏng TLC được thực hiện trên bản silica gel-G (độ dày 

0,5 mm) sử dụng hệ dung môi chloroform : methanol (12:1). Chất chuẩn 

vinblastin và vincristin được sử dụng làm đối chứng. Các bản mỏng được soi 
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dưới tia UV bước sóng 254 nm, sau đó, hiện hình bằng thuốc thử dragendorf 

để phát hiện các vệt vinblastin và vincristin trong cao chiết theo nghiên cứu 

của Kumar và cộng sự (2013) [55]. Trong đó thuốc thử dragendorf là tối ưu 

cho phát hiện vincristin và vinblastin sau các thử nghiệm với các thuốc thử - 

Mayer, Wagner, Dragendorf 

2.2.5. Phân tích thống kê 

Dữ liệu phân tích từ nghiên cứu này được thu thập từ ít nhất 3 lần lặp 

lại. Phân tích thống kê được thực hiện bằng phương pháp phân tích phương 

sai (ANOVA; RRID: SCR_002427) một chiều với post hoc Kiểm tra Tukey 

(p-value> 0,05). 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. KẾT QUẢ THU THẬP VÀ ĐỊNH DANH CÁC MẪU CÂY DƯỢC 

LIỆU  

3.1.1. Kết quả thu thập mẫu cây dược liệu 

Nhóm nghiên cứu đã tiến hành thu thập được 02 mẫu cây Dừa cạn và 

01 mẫu cây Bạch hoa xà thiệt thảo lần lượt được thu tại khu vực Thị trấn 

Phùng - Đan Phượng (Hà Nội), khu vực Hồ Phú Diễn - Phú Diễn (Hà Nội) và 

khu vực ven Đê sông Thái Bình gần bến đồ Đồng Niên – Việt Hòa (Hải 

Dương) (Hình 3.1 và Bảng 3.1). 

  

Đan Phượng – Hà Nội Phú Diễn – Hà Nội 

 

Việt Hòa - Hải Dương 

Hình 3.1. Vị trí địa lý các địa phương đã tiến hành thu thập mẫu dược liệu. 

“Nguồn Google Maps, ngày  30/08/2021” 
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Bảng 3.1. Danh sách mẫu cây dược liệu thu thập được 

STT Kí hiệu Tên mẫu Địa điểm thu thập 

1 1 Dừa cạn 01 Đan Phượng - Hà Nội 

2 2 Dừa cạn 02 Phú Diễn - Hà Nội 

3 3 Bạch hoa xà thiệt thảo Việt Hòa - Hải Dương 

Các cây được thu thập đều là những cây khỏe mạnh (quan sát bằng mắt 

thường) không sâu bệnh, mọc tự nhiên hoặc thời gian trồng tại địa điểm lấy 

mẫu ít nhất là 1 năm (Hình 3.2). Sau khi thu thập, các mẫu được vận chuyển 

cẩn thận đến phòng Hệ gen học Chức năng - Viện Nghiên cứu hệ gen. Vật 

liệu thực vật thu thập được đã được xác thực tại phòng thí nghiệm. 

Như vậy, nhóm nghiên cứu đã thu thập được các mẫu cây ở mỗi địa 

điểm nghiên cứu phù hợp để tiến hành các thí nghiệm tiếp theo. Mẫu được 

bảo quản cẩn thận, tránh di chuyển mẫu nhiều và để mẫu ở nhiệt độ phòng 

trong thời gian dài ảnh huởng đến chất lượng lá làm cho quá trình tiến hành 

thí nghiệm bị ảnh hưởng. 

  

Mẫu cây dừa cạn 1, 2  Mẫu cây Bạch hoa xà thiệt thảo 3 

Hình 3.2. Hình ảnh mẫu cây dược liệu thu thập được 
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3.1.2. Kết quả định danh các cây dược liệu thu thập 

Kết quả tách chiết DNA tổng số 

Các mẫu lá cây dược liệu là các mẫu lá thu ngoài tự nhiên, có chứa 

nhiều hợp chất thứ cấp, nhóm nghiên cứu tiến hành tách chiết theo phương 

pháp CTAB. Phương pháp tách chiết DNA sử dụng CTAB là phương pháp 

khá phổ biến để tách chiết DNA từ các mẫu có nguồn gốc thực vật.  

Chất lượng DNA tổng số được đánh giá dựa vào nồng độ DNA thu 

được, do vậy sau khi tách chiết DNA, chúng tôi kiểm tra chất lượng DNA thu 

được bằng phương pháp điện di trên gel agarose 0,8 – 1,0%. 

                                        

      Hình 3.3. Điện di đồ sản phẩm DNA tổng số các mẫu dược liệu nghiên cứu 

1. Mẫu Dừa cạn 1      2. Mẫu Dừa cạn 2 

3. Mẫu Bạch hoa xà thiệt thảo 

Kết quả sau khi điện di trên gel agarose 0,8% và nhuộm bằng Ethidium 

bromide (Hình 3.3) cho thấy DNA thu được sau khi tách có chất lượng tốt, 

DNA không bị đứt gẫy, các băng vạch đều sáng rõ. Để đảm bảo cho các 

nghiên cứu tiếp theo, DNA được đo nồng độ và xác định độ sạch bằng máy 

đo NanoDrop (Thermo Scientific). 
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Kết quả đo nồng độ DNA tống số các mẫu dừa cạn bằng máy 

Nanodrop Lite 

Cùng với kiểm tra thông qua điện di trên gel agarose, chúng tôi tiến 

hành đo hàm lượng và độ tinh sạch các mẫu DNA thu được sử dụng máy đọc 

nanodrop.  

Bảng 3.2. Nồng độ và độ tinh sạch các mẫu dược liệu nghiên cứu 

STT Tên mẫu 
Địa điểm 

thu thập 
Kí hiệu A260/A280 

Nồng độ 

(ng/µl) 

1 Dừa cạn 1 
Đan Phượng 

- Hà Nội 
Dừa cạn 01 2.03 1015.3 

2 Dừa cạn 2 
Phú Diễn - 

Hà Nội 
Dừa cạn 02 2.09 900.0 

3 
Bạch hoa xà 

thiệt thảo 

Việt Hòa -

Hải Dương 

Bạch hoa xà 

thiệt thảo 
1.92 980.6 

Kết quả ở bảng 3.2 cho thấy rằng DNA được tách chiết với độ tinh sạch 

cao nằm trong khoảng từ 1.80 đến 2.20. Nồng độ DNA được tách chiết cao 

đảm bảo độ tin cậy, do đó DNA này sẽ được pha loãng đến nồng độ cuối cùng 

là 50-100 ng/µl tiếp tục cho các nghiên cứu tiếp theo. 

3.1.2.1. Kết quả xác định và phân tích trình tự gen của cây Dừa cạn 

Kết quả giải trình tự gen ITS 

Các đoạn DNA sau khi được nhân gen bằng phản ứng PCR được tinh 

sạch và đọc trình tự tại phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ gen. Trình tự 

được xác định trên máy đọc trình tự tự động theo nguyên lý của Sanger. Sau 

khi tiến hành phân tích trình tự bằng phần mềm Bioedit được trình tự như sau: 

GTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAACTCAGCGGGT

AGTCCCGCCTGACCTGGGGTCGCAGTCGTGGCAAGCGCTCCTGCTC

TTTCGAGGGGGAAGGGCTAGCAACAGGGGTCGTTCGGACACCTAG

ACCGCGGTTCTCGTCACGACTCGCATTCGAGTTGAGGATTTCAACC

ACCACTTGTCGTGACGTCCGCAGCAAGGGACCAAGATTTAGGCCA
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ACCGCGAGTAATGCACGGGAGGCCAATATACGTCCTCCCTCAAGC

GCCGAGTCATCCACAGATGGACGAGGCGAGGGGAGGGCGACGGG

ATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTGGG

GCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAAT

TCACACCAAGTATCGCAGTTTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAG

CCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGGTTTACAAAGGTGCCT

TAGCTCCCAAGGACAGCACCGCGAACGGGCCGACCTAGGGAAGGC

AATCCCACTTGAGTAGTCCTTGGCGCTTTCCGCGCCGGGGTTTGTT

GTTAGGCACGACCGGTTGCCCAAGGGCACTCGGCAGGCCGAGGGG

GCAACGAGCAGGTAGTCCCTAGAGACCCCTTGCTCGAGGCCCGAG

TAAAGAACAAGTTCGCCGGTTTGCTTTACAGGATTCGACAATGATC

CTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTCTCCTTCCT

CTAAATGATAAGGTTCAGTGGACTTCTCGCGACGTCGCGGGCAGC

GAACCGCTCACGTCGCCGC 

Sau khi giải trình tự, việc định danh loài đã được tiến hành bằng cách 

blast trên ngân hàng Genbank (Hình 3.4). 

 

 

 Hình 3.4. Kết quả so sánh với cặp mồi ITS với các trình tự trên ngân hàng 

Genbank 

Kết quả cho thấy loài cây Dừa cạn thu thập được thuộc loài 

Catharanthus roseus với độ tương đồng là 97.73% (Bảng 3.3). 
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Kết quả xác định và phân tích trình tự gen trnL 

Các đoạn DNA sau khi được nhân gen bằng phản ứng PCR được tinh 

sạch và đọc trình tự tại phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ gen. Trình tự 

được xác định trên máy đọc trình tự tự động theo nguyên lý của Sanger. Sau 

khi tiến hành phân tích trình tự bằng phần mềm Bioedit được trình tự như sau: 

TTCAGAGAAACCCCGGAATTAATAAAAGGGGCAATCCTGAG

CCAAATCCAGTTTTCCACAAACACAAACAAAGGTTCAGAAAACGA

AAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAACGGAAGCTGTTCTAACAAAT

GGACAAATGGAGTTGGCCGCGTTGGTAGAGAAACAAACCTTTCCA

TCCAAAATTCAGAAAGGATGAAGGATAAACGTATATACATACGTA

TTGAATACTATATCAAATGATTAATGCCGACCCGAATGAATCCGTA

TTTTTTCTATAAAAATGTAAGAATTGGTTTGATTCGATTCCACATTG

AAGAAAGAATCGAATATTCATTGATCAAATGATTCACTCCATAGTC

TGTAGATCTTTTCAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATA

GAGTCCCGTTCTACATGTCAATGCTGGCAACAATGAAATTTATAGT

AAGAG 

Sau khi giải trình tự, việc định danh loài đã được tiến hành bằng cách 

blast trên ngân hàng Genbank (Hình 3.5). 

 

 

Hình 3.5. Kết quả so sánh với cặp mồi trnL với các trình tự trên ngân 

hàng Genbank 
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Kết quả cho thấy loài cây Dừa cạn thu thập được thuộc loài 

Catharanthus roseus với độ tương đồng là 100% (Bảng 3.3). 

3.1.2.2. Kết quả xác định và phân tích trình tự gen của cây Bạch hoa xà 

thiệt thảo 

Kết quả xác định và phân tích trình tự gen RbcL  

Các đoạn DNA sau khi được nhân gen bằng phản ứng PCR được tinh 

sạch và đọc trình tự tại phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ gen. Trình tự 

được xác định trên máy đọc trình tự tự động theo nguyên lý của Sanger. Sau 

khi tiến hành phân tích trình tự bằng phần mềm Bioedit được trình tự như sau: 

ATACTCCTGAATACGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAG

CATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGGAGTTCCACCGGAAGAAGCAG

GGGCCGCGGTAGCTGCCGAGTCTTCTACTGGTACATGGACAACTGT

ATGGACCGATGGACTTACCAGTCTTGACCGTTACAAAGGACGATG

CTACCACATCGAGCCAGTTCCTGGAGAAGAAGATCAATTTATTGCT

TATGTAGCTTACCCTTTAGATCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAA

CATGTTTACTTCCATCGTAGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTG

CGCGCCCTACGTCTGGAAGATTTGCGAATTCCAATTGCTTATGTTA

AAACCTTCGAAGGGCCGCCTCACGGTATTCAGGTCGAGAGAGATA

AATTGAACAAGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACC

TAAATTAGGTTTATCTGCTAAAAACTACGGTAGAGCATGTTATGAA

TGTCTTCGTGGTGGACTTGATTTTACTAAAGATGATGAAAACGTGA

ACTCTCAACCATTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTTATTTTG 

Sau khi giải trình tự, việc định danh loài đã được tiến hành bằng cách 

blast trên ngân hàng Genbank (Hình 3.6). 
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Hình 3.6. Kết quả so sánh với cặp mồi Rbcl với các trình tự trên ngân hàng 

Genbank 

Kết quả cho thấy loài cây Bạch hoa xà thiệt thảo thu thập được thuộc 

loài Oldenlandia corymbosa (Lưỡi rắn trắng) với độ tương đồng 100% 

(Bảng 3.3). 

Kết quả xác định và phân tích trình tự gen trnL  

Các đoạn DNA sau khi được nhân gen bằng phản ứng PCR được tinh 

sạch và đọc trình tự tại phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ gen. Trình tự 

được xác định trên máy đọc trình tự tự động theo nguyên lý của Sanger. Sau 

khi tiến hành phân tích trình tự bằng phần mềm Bioedit được trình tự như sau: 

GAAACCCTGGAATTAATAAAAAGGGGCAATCCTGAGCCAAA

TCCTATTTTCCGAAAACAAAAAACAAAGGTTCAGAAAGGGAAAAA

GGGGATAGGTGCAGAGACTCAACGGAAGCTGTTCTAACAAATGGA

GTTGGATGCGTTAGTCGATAAGTCTTTCCAGGAAAAATTCCTTCAG

TATTTTCAGTATTTAAGGATAAAGCGAAGGATAACCATATATATAC

ATATGTAGTGAATAGTATATTAAATGAGTATTGACAGCCCAAACTC

TTTTTTCTATGAAAAAAGAAAGTTAATAGATTCCATGTTTAAGAAC
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GAATCGAATATTCATTGATCAAATGATTCACTCCATAGTCTGATAG

ATCTTTTCACGAACTGATTAATCAGACGAGAATAAAGATAGAGTC

CCATTTTACATGTCAATTCCGGCAACAATGAAATTTATAGTTAAGA

GGAAAATCCGTCGACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCCT

AT 

Sau khi giải trình tự, việc định danh loài đã được tiến hành bằng cách 

blast trên ngân hàng Genbank (Hình 3.7). 

 

 

Hình 3.7. Kết quả so sánh với cặp mồi trnL với các trình tự trên ngân hàng 

Genbank 

Kết quả cho thấy loài cây Bạch hoa xà thiệt thảo thu thập được thuộc 

loài Oldenlandia corymbosa (Lưỡi rắn trắng) với độ tương đồng 100% 

(Bảng 3.3). 

Kết quả xác định và phân tích trình tự gen ITS 

Các đoạn DNA sau khi được nhân gen bằng phản ứng PCR được tinh 

sạch và đọc trình tự tại phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ gen. Trình tự 

được xác định trên máy đọc trình tự tự động theo nguyên lý của Sanger. Sau 

khi tiến hành phân tích trình tự bằng phần mềm Bioedit được trình tự như sau: 
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TTGATATGCTTAAACTCAGCGGGTAGTCCCGCCTGACCTGGG

GTCATAGTCGAGGGCCTCGAGAGGCTCTAGGGTCTTTGAGCACGC

CCCGCGTCGGCAAGAGCCACGGCTTCGATCGGGATGAAGTTTTCA

ACCACCACTAGTCGTGACGTCTCCGAACGGAGGACTCGAATTTAG

GCCGGCCGCGCTGCCAGGAGACACGGGAGGCCAACTTCCGTCACC

CCGCGCTTCGCATTGCGAGGGGGGTGGCGACGATGCGTGACGCCC

AGGCAGGCGTGCCCTCAGCCAAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGT

TCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTAT

CGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGT

TGCCGAGAGTCGTATTGGTTATACGATTCAGACACGTCACACCCGC

CCAACGGAAACCGCCGGGGGATGCGGACGATCCTTTTGTGTAGTC

CTTGGCGCTTTCCGCGCCGGAAGTTTTGTTGGGGTGCGGGGCGACC

GCCGGACGGGAGTCCGTCCGT 

Sau khi giải trình tự, việc định danh loài đã được tiến hành bằng cách 

blast trên ngân hàng Genbank (Hình 3.8). 

 

 

Hình 3.8. Kết quả so sánh với cặp mồi ITS với các trình tự trên ngân hàng 

Genbank 
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Kết quả cho thấy loài cây Bạch hoa xà thiệt thảo thu thập được thuộc 

loài Oldenlandia corymbosa (Lưỡi rắn trắng) với độ tương đồng 99.29% 

(Bảng 3.3). 

Bảng 3.3. Xác định loài cây dược liệu thu thập được 

STT Cây Gen Loài  
Tương đồng 

(%) 

1 Dừa cạn 

ITS Catharanthus roseus 99,73 

trnL Catharanthus roseus 100 

2 Bạch hoa xà thiệt thảo 

RbcL Oldenlandia corymbosa 100 

trnL Oldenlandia corymbosa 100 

ITS Oldenlandia corymbosa 99,29 

3.1.3. Phân lập nấm nội sinh từ mẫu cây dược liệu 

Tổng cộng nhóm nghiên cứu đã phân lập được 5 chủng nấm nội sinh 

với hình thái khác nhau được phân lập từ mẫu cây dược liệu đã thu thập được 

(Hình 3.9). Trong đó có 4 chủng nấm nội sinh đã phân lập được từ cây Dừa 

cạn Catharanthus roseus (4 khuẩn lạc) thu thập từ Đan Phượng (Hà Nội) và 

Phú Diễn (Hà Nội), có 1 chủng nấm nội sinh đã phân lập được từ mẫu cây 

Bạch hoa xà thiệt thảo Oldenlandia corymbosa (1 khuẩn lạc) thu thập từ Việt 

Hòa - Hải Dương. 
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Các chủng nấm phân lập được đặt tên như sau: DP1, PD2, HP-L1, PT-

T12 và BR2 (Hình 3.9).  

 

Hình 3.9. Hình thái của nấm nội sinh được phân lập từ 

cây Dừa cạn và cây Bạch hoa xà thiệt thảo.  

Trong đó:  

Các chủng nấm (1) DP1, (2) PD2, (3) HP-L1 và (4) PT-T12 được phân 

lập từ cây Dừa cạn thu thập từ Đan Phượng và Phú Diễn, Hà Nội.  

Chủng nấm (5) BR2 được phân lập từ cây Bạch hoa xà thiệt thảo thu 

thập tại Hải Dương. 
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Đặc điểm hình thái của nấm nội sinh đã phân lập được 

Đặc điểm hình thái của 5 chủng nấm nội sinh thu thập được như sau 

(Bảng 3.4).  

Bảng 3.4. Đặc điểm hình thái của 5 loài nấm nội sinh 

STT 
Chủng 

nấm 

Đường 

kính 

khuẩn lạc 

Màu 

khuẩn lạc 
Hình thái khuẩn lạc 

1 DP1 10 cm 

Màu xám 

đục đến 

màu đen 

Bề mặt phồng và nhô cao và 

mạng lưới sợi nấm giống như 

bông 

2 PD2 2 - 3 cm Xám ô liu 

Khuẩn lạc có hình dạng không 

đều, mép không gợn sóng, nếp 

nhăn và bề mặt nhô cao và 

mạng lưới sợi nấm mịn như 

nhung 

3 HP-L1 7-8 cm 
Xanh đen 

và xám 

Hình tròn lớn, bề mặt dạng 

miệng núi lửa, và mạng lưới sợi 

nấm giống như bông 

4 PT-T12 3 - 4 cm 
Màu trắng 

và vàng 

Khuẩn lạc không đều với mép 

không gợn sóng, nếp nhăn và 

bề mặt nổi lên và mạng lưới sợi 

giống như nhung 

5 BR2 3 - 5 cm 

Xám ô liu 

và xanh 

đen 

Hình dạng tròn với mép không 

gợn sóng, bề mặt nhăn và nhô 

cao và mạng lưới sợi nấm mịn 

như nhung 

Chủng nấm DP1 có bề mặt phồng và nhô cao, màu từ xám đục đến đen 

và mạng lưới sợi giống như bông (Hình 3.9-1). Chúng cũng cho thấy tốc độ 

tăng trưởng nhanh hơn các nhóm khác; bề mặt của đĩa môi trường (đường 

kính khoảng 10 cm) được bao phủ hoàn toàn trong 6-7 ngày sau khi cấy.  
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Chủng nấm PD2 có khuẩn lạc hình dạng không đều, nhỏ (2 - 3 cm), 

mép không gợn sóng, nếp nhăn và bề mặt nhô cao, màu xám ô liu và mạng 

lưới sợi nấm mịn giống nhung (Hình 3.9-2).  

Chủng nấm HP-L1 có khuẩn lạc hình tròn lớn (đường kính 7 - 8 cm), 

bề mặt hình trứng có màu xanh đen và xám, và mạng lưới sợi nấm mịn giống 

như bông (Hình 3.9-3).  

Chủng nấm PT-T12 có hình thái khác với các chủng khác. Các đặc 

điểm hình thái của nấm nội sinh PT-T12 bao gồm màu trắng và vàng, khuẩn 

lạc không đều (đường kính 3-4 cm) với mép không gợn sóng, bề mặt nhăn và 

nổi lên và mạng lưới sợi nấm mịn giống như nhung (Hình 3.9-4).  

Chủng nấm BR2 có hình thái giống với các khuẩn lạc chủng PD2, 

khuẩn lạc hình tròn (đường kính 3-5 cm) với mép không gợn sóng, bề mặt 

nhăn và nhô cao, màu xám ô liu và màu xanh đen, và mạng lưới sợi nấm mịn 

giống như nhung (Hình 3.9-5).  

Sau khi quan sát hình thái, các chủng nấm được xác định loài bằng cách 

giải trình tự ITS.  

3.2. CÂY PHÁT SINH CHỦNG LOẠI VI SINH VẬT 

3.2.1. Tách DNA tổng số 

Sau khi phân lập nấm nội sinh, 5 chủng được phân loại phân tử 

dựa trên phân tích trình tự vùng ITS. Trước khi khuếch đại các vùng ITS, chất 

lượng của DNA tổng số chiết xuất được đánh giá bằng điện di trên gel. DNA 

tổng số của 5 chủng nấm đều có vạch rõ ràng không dứt gãy, chứng tỏ DNA 

có chất lượng tốt đủ điều kiện cho thí nghiệm tiếp theo (Hình 3.10A). 
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Hình 3.10. DNA tổng số và sản phẩm PCR khuếch đại vùng ITS của các 

chủng nấm nội sinh trong cây Dừa cạn và cây Bạch hoa xà thiệt thảo. 

Trong đó: 

(A) Điện di đồ sản phẩm DNA tổng số từ DP1, PD2, HP-L1, PT-T12 và BR2. 

(B) Sản phẩm PCR khuếch đại vùng ITS của DP1, PD2, HP-L1, PT-T12 và 

BR2 

M: Marker - GeneRuler 1 kb DNA Ladder SM0311, Thermo Scientific. 

NC: đối chứng âm. 

DP1, PD2, HP-L1, PT-T12, BR2: chủng nấm nội sinh phân lập được. 

Các mẫu DNA sau đó được sử dụng làm khuôn để khuếch đại vùng ITS 

với kích thước khoảng 550bp, kết quả được chỉ ra ở Hình 3.10B rằng 5 chủng 

nấm đã được xác định trình tự và dữ liệu giải trình tự thu được sau đó được 

xử lý dựa trên các trình tự tham chiếu trên cơ sở dữ liệu GenBank để xác định 

loài. 

3.2.2. Xác định các loài nấm bằng giải trình tự ITS 

Kết quả giải trình tự vùng ITS của 5 chủng nấm nội sinh được kiểm tra 

lại để loại bỏ các nucleotide có chất lượng thấp ở hai đầu. Cuối cùng chúng 

tôi thu được trình tự vùng ITS của chủng DP1 dài 554 bp, chủng PD2 dài 537 

bp, chủng HP-L1 dài 557bp, chủng PT-T12 dài 559bp và chủng BR2 dài 

537bp. 
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Sau khi tiến hành phân tích trình tự vùng ITS bằng phần mềm Bio-edit, 

kết quả thu được các trình tự như sau: 

Chủng DP1 

TTCCGTAGGGGTGACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCC

CGGTTTACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTT

GCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACA

CTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAAT

AAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGA

AGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG

TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCG

GGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTT

GGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCT

GGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGT

GCTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGAC

CTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAG

CGGGAGGAAA 

 

Chủng PD2 

GTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTTGACCCCGG

CCCTCGGGCCGGGATGTTCACAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTG

CCTCCGGGGCGACCCTGCCTCCGGGCGGGGGCCCCGGGTGGACAT

TTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAATTTAATTAATA

AATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA

GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT

GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGG

GGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTG

GTATTGGGCGACGCGGTCCGCCGCGCGCCTCAAATCGACCGGCTG

GGTCTTTCGTCCCCTCAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTG

CCGCGGGAGGCCACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGAC

CTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC 
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Chủng HP-L1 

TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATC

GTAGGGGCCTCGCCCCCTTCGAGATAGCACCCTTTGTTTATGAGCA

CCTCTCGTTTCCTCGGCAGGCTCGCCTGCCAACGGGGACCCACCAC

AAACCCATTGTAGTACAAGAAGTACACGTCTGAACAAAACAAAAC

AAACTATTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG

ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAAT

TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTAT

TCCTTAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCTA

GCTTGGTGTTGGGCGTCTGTCCCGCCTCCGCGCGCCTGGACTCGCC

TCAAAAGCATTGGCGGCCGGTTCCCAGCAGGCCACGAGCGCAGCA

GAGCAAGCGCTGAAGTGGCTGCGGGTCGGCGCACCATGAGCCCCC

CCACACCAGAATTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGA

ACTTAAGCATATCA 

 

Chủng PT-T12 

GGGGGAACCGAGTTAAACTCCCAACCCTTTGTGAACCTTACC

ATATTGTTGCTTCGGCGGGACCGCCCCGGCGCCTTCGGGCCCGGAA

CCAGGCGCCCGCCGGAGGCCCCAAACTCTTATGTCTTTAGTGGTTT

TCTCCTCTGAGTGACACATAAACAAATAAATAAAAACTTTCAACA

ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC

GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG

AACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGA

GCGTCATTTCAACCCTCAGGCCCCCAGTGCCTGGTGTTGGGGATCG

GCCCAGCCTTCCTGTAAGGCCGCCGGCCCCGAAATCTAGTGGCGG

TCTCGCTGTAGTCCTCCTCTGCGTAGTAGCACAACCTCGCAGTTGG

AACGCGGCGGTGGCCATGCCGTTAAACACCCCACTTCTGAAAGTT

GACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA

TAAGCCGGAGAGAAAC 
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Chủng BR2 

GTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTTGACCCCGG

CCCTCGGGCCGGGATGTTCACAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTG

CCTCCGGGGCGACCCTGCCTCCGGGCGGGGGCCCCGGGTGGACAT

TTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAATTTAATTAATA

AATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA

GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT

GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGG

GGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTG

GTATTGGGCGACGCGGTCCGCCGCGCGCCTCAAATCGACCGGCTG

GGTCTTTCGTCCCCTCAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTG

CCGCGGGAGGCCACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGAC

CTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC 

3.2.3. Cây phát sinh chủng loại 

Sau khi được giải trình tự, các đoạn gen ITS này được blast trên ngân 

hàng Genbank để định danh loài. Kết quả thu được theo Bảng 3.5. Cụ thể như 

sau: 
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Hình 3.11. Kết quả so sánh với các trình tự trên ngân hàng 

Genbank (chủng DP1) 

 

Kết quả so sánh với các trình tự tham khảo trên ngân hàng GenBank 

(BLASTN) cho thấy chủng DP1 có độ tương đồng cao nhất là 99,45% với 

chủng Cladosporium colombiae CBS 274.80B (Hình 3.11 và Bảng 3.5). 
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Hình 3.12. Kết quả so sánh với các trình tự trên ngân hàng 

Genbank (chủng PD2) 
 

Kết quả so sánh với các trình tự tham khảo trên ngân hàng GenBank 

(BLASTN) cho thấy chủng PD2 tương đồng với chủng Cladosporium 

halotolerans CBS 119416 với độ tương đồng 100% (Hình 3.12 và Bảng 3.5). 
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Hình 3.13. Kết quả so sánh với các trình tự trên ngân hàng 

Gen-bank (chủng HP-L1) 

 

Kết quả so sánh với các trình tự tham khảo trên ngân hàng GenBank 

(BLASTN) cho thấy chủng HP-L1 tương đồng 100% với chủng Corynespora 

cassiicola (Hình 3.13 và Bảng 3.5). 
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Hình 3.14. Kết quả so sánh với các trình tự trên ngân hàng 

Gen-bank (chủng PT-T12) 

 

Kết quả so sánh với các trình tự tham khảo trên ngân hàng GenBank 

(BLASTN) cho thấy chủng PT-T12 có độ tương đồng 100% với chủng 

Albifimbria terrestris CBS 126186 (Hình 3.14 và Bảng 3.5). 



56 

 

 

 

 

 

Hình 3.15. Kết quả so sánh với các trình tự trên ngân hàng 

Gen-bank (chủng BR2) 

 

Kết quả so sánh với các trình tự tham khảo trên ngân hàng GenBank 

(BLASTN) cho thấy chủng BR2 tương đồng với chủng Cladosporium 

halotolerans CBS 119416 với độ tương đồng 99.47% (Hình 3.15 và 

Bảng 3.5). 
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Bảng 3.5: Xác định các loài nấm được phân lập từ cây Dừa cạn 

và Bạch hoa xà thiệt thảo 

STT Cây Mô Chủng 

Sequence 

length 

(bp) 

Loài và Genbank 

ID 

Tương đồng 

(%) 

1 Dừa cạn Lá DP1 554 

Cladosporium 

colombiae 

(CBS 274.80B) 

99.45 

2 Dừa cạn Rễ PD2 537 

Cladosporium 

halotolerans 

(CBS 119416) 

100 

3 Dừa cạn Lá HP-L1 557 
Corynespora 

cassiicola 
100 

4 Dừa cạn Thân 
PT-

T12 
559 

Albifimbria 

terrestris 

(CBS 126186) 

100 

5 

Bạch hoa 

xà thiệt 

thảo 

Rễ BR2 537 

Cladosporium 

halotolerans 

(CBS 119416) 

99.47 

 

Dựa trên dữ liệu thu được từ phân tích BLASTN, cây phát sinh loài đã 

được xây dựng bằng cách sử dụng phương pháp phân tích maximum 

likelihood. Chỉ số ở gốc các nhánh với giá trị bootstrap lấy mẫu lặp lại 1000 

lần (%). Mức độ tin cậy được đánh giá theo giá trị maximum likelihood 

bootstrap như sau: mức độ tin cậy cao: >85%; mức độ tin cậy trung bình: 65-

85%; mức độ tin cậy thấp: <65% (Nguyễn Đức Anh & Nguyễn Giang Sơn, 

2016). Phù hợp với kết quả giải trình tự ITS, cây phát sinh loài cho thấy rõ 

ràng 5 chủng nấm phân lập và 7 chủng tham chiếu được chia thành 4 nhánh 

(Hình 3.16).  
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Hình 3.16. Cây phát sinh loài của các chủng nấm nội sinh phân lập được 

Các chủng PD2 và BR2 hình thành một nhánh với hai chủng tham 

chiếu C. halotolerans và C. endophytica. Hai chủng có liên quan chặt chẽ hơn 

với C. halotolerans với giá trị tương đồng tương ứng là 100% và 99,4%. Mối 

quan hệ này cũng được phản ánh bởi sự giống nhau về mặt hình thái học được 

quan sát từ hai chủng với C. halotolerans. Ngoài ra, sự sinh trưởng và hình 

thái tản nấm của hai chủng PD2 và BR2 giống với tản nấm của loài 

C. halotolerans trong nghiên cứu Yang & cộng sự (2016). Trong nghiên cứu 

này, tản nấm của loài C. halotolerans cũng sinh trưởng chậm và có màu xám 

ô liu sau 12 ngày nuôi cấy. 

Chủng DP1 hình thành một nhánh riêng biệt với C. colombiae và 

C. pseudochalastosporoides. Dựa trên quan sát hình thái học trong báo cáo 

của Schubert và cộng sự năm 2009, chủng DP1 được xác định là 

C. colombiae. Khuẩn lạc phát triển trên mồi trường thạch  PDA có màu xám ô 

liu, màu trắng hoặc xám đục về phía rìa khuẩn lạc, đi ngược vào trung tâm 
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khuẩn lạc có màu xám sắt, mịn như lông tơ, nhung đến lông nỉ,  phần rìa 

không có màu đến màu trắng, có thể có lông tơ mịn, chất tiết ra rất ít và nhỏ 

nhưng dễ thấy, hình thành nhiều bào tử [56]. 

Tương tự, quan sát hình thái đã được thực hiện với chủng nội sinh 

PT-T12, chủng này được xác định là Albifimbria terrestris. Phù hợp với phân 

tích trình tự ITS, chủng HP-L1 hình thành một nhánh riêng biệt với 

Corynespora cassiicola. 

3.2.4. Xác định sơ bộ các chủng nấm phân lập được có khả năng 

sinh hoạt chất chống ung thư 

Các sắc ký bản mỏng TLC được thực hiện trên bản silicagel-G 

(độ dày 0,5 mm) sử dụng hệ dung môi chloroform: methanol (12:1 v/v). Đối 

chứng là chất chuẩn vinblastin và vincristin. Các bản mỏng được soi dưới tia 

UV bước sóng 254 nm, sau đó, hiện hình bằng thuốc thử dragendorf có phát 

hiện các vệt vinblastin và vincristin trong dịch chiết.  

Kết quả sắc ký bản mỏng TCL có phát hiện các vệt vinblastin và 

vincristin trong dịch chiết từ các chủng nấm nội sinh đã phân lập được 

(Hình 3.17). Điều này chứng tỏ rằng các chủng nấm nội sinh đã phân lập 

được có khả năng sinh tổng hợp các hợp chất có hoạt tính dược lý chống ung 

thư. 
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      Dòng dung môi phía trước 

 

 

 

 

 

 

 

       Dòng dung môi phía gốc 

(A) Mẫu dịch chiết từ chủng PD2 (12) và chủng BR2 (14) 

 

    Dòng dung môi phía trước 

 

 

 

 

 

 

       Dòng dung môi phía gốc 

(B) Mẫu dịch chiết từ chủng HP - L1 (18), chủng PT - T12 (19), chủng DP1 (20), 

chủng PD2 (21) và chủng BR2 (22) 

Hình 3.17. Sắc ký bản mỏng TLC các alkaloid dịch chiết từ 

các chủng nấm nội sinh đã phân lập được.  

B: Đối chứng Vinblastin    C: Đối chứng Vincristin 

MF clo: Đối chứng chloroform   MF3 Me: Đối chứng methanol 

 



61 

 

 

 

KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

- Đã thu thập và định danh được các mẫu cây Dừa cạn và Bạch hoa xà 

thiệt thảo từ Đan Phượng, Phú Diễn – Hà Nội và Việt Hòa - Hải Dương 

- Đã phân lập được 5 chủng nấm nội sinh từ mẫu cây Dừa cạn và cây 

Bạch hoa xà thiệt thảo thu thập được. Đã xây dựng được cây phát sinh 

chủng loại của các chủng nấm nội sinh phân lập và được xác định có 

quan hệ họ hàng gần với 4 loài nấm, bao gồm Albifimbria terrestris, 

Cladosporium colombiae, Cladosporium halotolerans, và Corynespora 

cassiicola. 

- Đã xác định được sơ bộ các chủng nấm nội sinh đã phân lập được có 

khả năng sinh tổng hợp các hợp chất vinblastin và vincristin có hoạt 

tính dược lý chống ung thư. 

 

KIẾN NGHỊ 

- Tiếp tục nghiên cứu khả năng sản sinh ra các hoạt chất có tính sinh học 

cao của các chủng nấm nội sinh đã được phân lập. 

- Nghiên cứu tối ưu hóa các điều kiện phát triển của các chủng nấm nội 

sinh này và ứng dụng để tăng cường sản xuất các hợp chất có hoạt tính. 

- Nghiên cứu và tách chiết các hợp chất được sinh ra bởi các chủng nấm 

nội sinh đã nghiên cứu và thử các hoạt tính sinh học của các hợp chất 

đó như hoạt tính sinh học kháng nấm, kháng khuẩn, chống ung thư… 
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ABSTRACT 

Endophytic fungi, microfungi that internally infect living plant tissues, are reported to have the 

ability to synthesize many enzymes, plant growth hormones and pharmaceutically active 

compounds similar to those in their hosted plants. This has opened a potential path of using 

endophytic fungi as a bioreactor for mass production of bioactive compounds at a lower cost. 

Therefore, it is necessary to establish a robust procedure for the isolation and identification of 

potential fungal strains that are capable of producing desired biological compounds. In this study, 

we reported an effective procedure for surface sterilization of 3 types of tissue samples (root, 

shoot and leaf) of 2 herbaceous plants (Catharanthus roseus and Scutallaria barbata) using 

commercial bleach (5% NaOCl), isolation of endophytic fungi from the sterilized samples and 

identification of isolated fungal strains by ITS sequencing analysis. A total of 48 endophytic 

fungi were successfully isolated from plant samples collected from Dan Phuong (Ha Noi), Phu 

Dien (Ha Noi) and Hai Duong city (Hai Duong). Based on results of morphological observation 

and ITS sequencing analysis, 48 endophytic fungi were classified to one of the four species, 

including Clasdosporium colombiae, Cladosporium halotolerans, Corynespora cassiicola and 

Albifimbria terrestris. The potential of the isolated endophytic fungal species for the mass 

production of pharmacologically active compounds will be investigated in future studies. 

Keywords: Albifimbria sp., Catharanthus roseus, Cladosporium sp., Corynespora sp., 

Scutallaria barbata, endophytic fungi, ITS sequencing, surface sterilization. 
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INTRODUCTION 

Catharanthus roseus, commonly known 
as Madagascar periwinkle, is a perennial 
herbaceous plant in the Apocynaceae family 
(Ramani & Jayabaskaran, 2008). Scutallaria 
babarta is a shrub herbal plant belonging to 
the mint family, Lamiaceae (Zhang et al., 
2017). For many years, C. roseus and S. 
barbata are considered as a natural source of 
several bioactive compounds with anti-
inflammatory and anti-cancer activities 
(Palem et al., 2015; Tan & Zhou 2001; Yin et 
al., 2004; Zhang et al., 2017). In C. roseus, 
vincristine and vinblastine are the 2 major 
vinca alkaloids that are most widely used in 
the chemotherapeutic treatment of different 
stages of breast cancer, leukemia and 
Hodgkin’s disease (Palem et al., 2015). 
Similarly, S. babarta extract was reported to 
have inhibitory effects on the proliferation of 
human lung cancer cell line A549 (Yin et al., 
2004) and ovarian cell line A2780 (Zhang et 
al., 2017). Reports on the medicinal efficacy 
of these plants have led to a high demand for 
their bioactive compounds in the global 
markets. However, the use of plant as a source 
for the production of anti - inflammatory and 
anti-cancer compounds is impeded by several 
factors, including low yield, time consuming, 
and high production cost (Palem et al., 2015). 

Endophytic fungus is a symbiont that 
could lives between healthy plant cells 
without causing any negative effects to their 
host plants (Jia et al., 2016). These 
endophytes are reported to have the ability to 
produce a wide range of enzymes and 
phytohormones as well as plant secondary 
metabolites that have anti-inflammatory, anti - 
bacterial and anti - cancer activities (Palem et 
al., 2015; Tan & Zhou 2001; Yin et al., 2004; 
Zhang et al., 2017). More specifically, studies 
have shown that Fusarium endophytes 
isolated from root of apple plant can produce 
phytohormone, indole-3-acetic acid (IAA) and 
gibberellins (GA) (Manici et al., 2015), 
Cladosporium endophytes isolated from 
Xylocarpus granatum can synthesize several 
indole alkaloids (Peng et al., 2013), 
Streptomyces cavourensis from Cinnamomum 

cassia has antibacterial activity against many 
species from Salmonella enterica, 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
epidermidis, Enterobacter aerogenes and 
Proteus vulgaris (Vu Thi Hanh Nguyen et al., 
2017), and Huperzia serrata derived 
Trichoderma and Fusarium endophytes are 
capable of inhibiting Escheria coli, Moraxella 
cataharrlis, Staphylococus aureus and 
Candida albicans (Le Thi Minh Thanh et al., 
2019). These findings have opened a potential 
path of using endophytic fungi as a bioreactor 
for mass production of plant metabolites with 
pharmacological effects at reduced cost. 
Therefore, it is necessary to establish a robust 
procedure for the isolation and identification 
of potential fungal strains that are capable of 
producing desired biological compounds. 

In this study, we aim to optimize 
procedures for: (1) surface sterilization of 3 
types of tissue samples, root, shoot and leaf of 
Catharanthus roseus and Scutallaria barbata 
by testing 2 sterilizing agents, commercial 
bleach and HgCl2, (2) isolation of endophytic 
fungi from the sterilized samples, and (3) 
identification of isolated fungal strains by ITS 
sequencing analysis. Our results showed that a 
total of 48 endophytic fungal strains were 
successfully isolated from plant samples 
collected from Dan Phuong (Ha Noi), Phu 
Dien (Ha Noi) and Hai Duong city (Hai 
Duong); they have been identified as 
endophytic strains of either Cladosporium 
halotolerans, Cladosporium colombiae, 
Corynespora cassiicola or Albifimbria 
terrestris. The potential of the isolated 
endophytes as a bioreactor for synthesizing 
plant secondary metabolites will be 
investigated in future studies. 

MATERIAL AND METHODS 

Plant material 

Catharanthus roseus (L.) G. Don of at 
least one-year old collected from Phu Dien 
and Dan Phuong, Ha Noi, and Scutellaria 
barbata D. Don of at least one-year old 
collected from Hai Duong city (Hai Duong) 
were used in this research. Collected plants 
were grown in soil pots at the Functional 
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genome laboratory for later use. Plant species 
of collected samples were identified by ABI 
PRISM® 3100 Avan Gentic Analyzer (data 
not shown) using 3 sets of primers, namely 
RbcL (F: 5’-ATGTCACCACAAACAGAA 
AC, R: 5’-TCGCATGTACCTGCAGTAGC), 
tmL (F: 5’-CGAAATCGGTAGACGCTACG, 
R: 5’-GGGGATAGAGGGACTTGAAC), and 
ITS (F: 5’-ACGAATTCATGGTCCGGTGA 
AGTGTTCG, R: 5’-TAGAATTCCCCGGTT 
CGCTCGCCGTTAC) (Olmstead et al., 
1992; Tarberlt et al., 1991; Sun et al., 1994). 
Fresh and healthy tissues from shoot, leaf 
and root were used for the isolation of 
endophytic fungi. 

Surface sterilization of C. roseus and S. 
Barbata 

Fresh plant material of C. roseus and S. 
barbata was surface sterlized to remove 
bacteria and exophytic fungi and to ensure the 
collection of endophytic fungi. Surface 
sterilization was performed based on the 
methodologies reported by Robert, Terry 
(1978) and Arnold et al., (2000) with some 
minor modifications for optimization. 

Optimized method for surface sterilization 
based on the methodology of Robert & Terry 
(1978) 

C. roseus and S. barbata plants were 
rinsed with water to remove dirt before 
shoots, leaves and roots were cut into small 
segments (approximately 3 cm in length) and 
separately sterilized. Fresh plant material was 
washed with sterilized distilled water twice 
for 1 min each time, ethanol 75% for 1 min, 
and rinsed with sterilized distilled water. Plant 
material was then treated with commercial 
bleach (Javel clean, Ha Noi; 5% NaClO, v/v) 
on a rotary shaker for 30 min at 150 rpm, 
washed with sterilized distilled water for 5 
min and air dried on sterilized filter paper. 
Plant material was then transferred onto Luria 
Broth (LB) agar plates (Himedia, India) 
supplemented with cefotaxime (200 µg/L; 
Flamingo Farm, India), and incubated at 25 ± 
2 

o
C for 5 days. Post 5-day cultivation, 

contamination - free plant material was used 
for isolation of endophytic fungi. 

Optimized method for surface sterilization 
based on the methodology of Arnold et al. 
(2000) 

Plant material was surface sterilized as 
described in previous section, however, 
mercury chloride (HgCl2; 0.1%) solution was 
used as the sterilizing agent instead of 
commercial bleach. Plant material was 
washed with HgCl2 solution on a rotary shaker 
for 7 min at 150 rpm. Once finished, the 
remaining steps were performed as described 
in 2.2.1.1 section. 

Isolation and preservation of endophytic 
fungus from C. roseus and S. Barbata 

Post surface sterilization, shoot, leaf and 
root tissue samples were grounded, transferred 
onto potato dextrose agar (PDA) plates 
(Himedia, India) supplemented with 
cefotaxime (200 µg/L), and incubated at 25 ± 
2 

o
C. Fungal colonies that emerged from the 

cut surface of plant material were considered 
as endophytic fungi. They were then 
transferred onto fresh PDA plates and 
incubated at 25 

o
C for 10 days. A single 

colony of each isolated fungus was preserved 
in a PDA agar slant tube at 4 

o
C and in 25% 

glycerol at -80 
o
C. 

Extraction of DNA from endophytic fungus 

Fungal mycelia from a single endophytic 
fungus was inoculated into 100 mL PDA 
liquid medium and cultured at 25 ± 2 

o
C for 7 

days. A hundred (100) mg of fungal mycelia 
was collected by centrifugation and total DNA 
was extracted by CTAB method with some 
minor modifications for optimization (Saghai-
Maroof et al., 1984). The concentration and 
quality of the obtained DNA were checked 
using a Nanodrop®1000 spectrophotometer 
and gel electrophoresis. All DNA samples 
were preserved at -20 

o
C for subsequent 

experiments. 

Identification of endophytic fungi by 
sequencing ITS regions 

The internal transcribed spacer (ITS) was 
amplified from ribosomal DNA (rDNA) using 
the universal primer ITS1 (forward), 5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ and ITS4 
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(reverse), 5’-TCCTCCGCTTATTGATAT 
GC-3’ (White et al., 1990). PCR was carried 
on an Eppendorff Mastercycler Pro S (Merck, 
USA). Each reaction (25 µL) was consist of 
8.5 µL of H2O, 2 µL of DNA (30 ng/µl), 2 µL 
of primer (10 µM), 12.5 µL of 2X PCR master 
mix. The cycle program for product 
amplification was 1 cycle of 94 

o
C for 4 min, 

followed by 35 cycles of 94 
o
C (denaturation) 

for 30 s, 55 
o
C (annealing) for 30 s, and 72 

o
C 

(extension) for 1 min, and 1 cycle of 72 
o
C for 

7 min. PCR products were checked by gel 
electrophoresis. The high quality PCR product 
was column purified and sequenced using a 
DNA analyzer ABI 3500 (PE Applied 
Biosystems). Species identification of isolated 
fungi was done by blasting the obtained ITS-
amplified sequences against the GenBank 
database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) using 
BLASTN online tool (RRID: SCR_001598). 

Construction of unrooted phylogenetic tree 

Unrooted phylogenetic trees were 
generated by MEGA7 software (RRID: 
SCR_000667) using sequencing alignments of 
ITS sequences from isolated fungi and 
nucleotide sequences in Albifimbria terrestris 
(CBS 126186), Corynespora cassiicola (CBS 
161.60), Cladosporium halotolerans (CBS 
119416), Cladosporium endophytica 
(MFLUCC 17-0599), C. 
pseudochalastosporoidesi (CBS 140490), 
Corynespora cassiicola (CBS 161.60), 
Cercrospora beticola (CBS 116456) and 
Myrothecium verrucaria (CBS 253.47). 
Phylogenetic tree was constructed by 
maximum likelihood method. The bootstap 
confidence levels (%) were assessed and 
ranked as follows: high confidence level (> 
85%), average confidence level (65–85%), 
and low confidence level (< 65%) (Nguyen 
Duc Anh & Nguyen Giang Son, 2016). 

Statistical analysis 

Analytical data from this study was 
obtained from at least 3 replicates. Statistical 
analysis was performed by one-way analysis 
of variance (ANOVA; RRID: SCR_002427) 
methods with the post hoc Tukey test (p-value 
> 0.05). 

RESULTS AND DISCUSSION 

Optimisation of surface sterilization of C. 
roseus and S. Barbata 

One of the most critical factors for the 
successful establishment of an effective 
endophytic fungi isolation protocol of C. 
roseus and S. barbata is the ability to 
optimize a surface sterilization method. In an 
attempt to establish a robust surface 
sterilization protocol, the method of Robert, 
Terry (1978) and Arnold et al., (2000) were 
tested on 3 types of plant material, root, stem 
and leaf, with different periods (Fig. 1). 

Results showed that surface sterilization 
using HgCl2 0.1% was more effective than 
commercial bleach contains 5% NaClO. 
Specifically, the rate of contamination of C. 
roseus and S. barbata plant tissues treated with 
HgCl2 dropped significantly from more than 
94% to lower than 16% when the treatment 
time increased from 5 min to 7 min (Figs. 1A, 
1C) Plant samples from these 2 treatment 
periods appeared to be contaminated with 
different species of bacteria, yeast and fungi, 
and displayed a proportion of browning and 
necrotic cells. In contrast, in the 10 min 
treatment, root, shoot and leaf samples 
remained fresh and healthy appearance without 
contamination, which are considered suitable 
material for isolation of endophytic fungi. 
Results obtained in this study were consistent 
with research reported in surface sterilization 
of a wide range of plant species, including 
Zingiber zerumbet (Nongalleima et al., 2013), 
Oryza sativa (Ahmad et al., 2016) and Fragaria 
ananassa (Jan et al., 2013). 

Next, surface sterilization by commercial 
bleach was evaluated on roots, shoots and 
leaves of C. roseus and S. barbata (Figs. 1B, 
1D). As expected, commercial bleach required 
a longer period of time to achieve the same 
effects as in HgCl2 treatment. The rate of 
contamination was high in all samples (more 
than 93.7%) under 15 min treatment, 
significantly reduced in leaf sample (C. 
roseus: 28.3% and S. barbata: 28.0%) under 
30 min treatment, and free of contamination 
(0%) under 45 min treatment. 
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Figure 1. Rate of contamination of C. roseus and S. barbata plant materials treated by (A, C) 
HgCl2 0.1% and (B, D) commercial bleach (5% NaClO) based on the methodology of Arnold et 

al. (1978), and Robert & Terry (2000), respectively. (A, C) Treatment of plant material with 
HgCl2 requires a shorter time, having 10 min the optimal time for treatment of all samples.  

(B, D) Surface sterilization by commercial bleach requires 45 min to effectively  
decontaminate plant tissue samples 

 
Taken together, the optimal treatment time 

for surface sterilization of C. roseus and S. 
barbata plant tissues using HgCl2 and 
commercial bleach was 10 min and 45 min, 
respectively. However, mercury chloride is an 
extremely toxic chemical that requires a 
complicated safety procedure of handling and 
disposal, therefore, commercial bleach was 
chosen as a sterilizing agent in this study. 

Isolation of endophytic fungi from C. 
roseus and S. Barbata 

A total of 48 endophytic fungi was 
isolated from C. roseus (43 colonies) 
collected from Dan Phuong, Phu Dien (Ha 
Noi), and S. barbata (5 colonies) from Hai 
Duong city (Hai Duong) by the established 

surface sterilization and isolation protocols 
(Fig. 2). Based on the morphological 
observation, 48 endophytic fungi were then 
divided into 5 groups, namely DP, PD, HP, 
PT and BR (Table 1). 

Specifically, the fungal strains in the DP 

group (Group 1) displayed a puffy and elevated 
surface, opaque gray to black in color, and a 

cotton-like mycelium network (Fig. 2A). They 

also showed a faster growth rate than other 
groups; the surface of the medium plate 

(approximately 10 cm in diameter) was entirely 
covered 6−7 days after inoculation. In group 2, 

PD fungal strains appeared to have a small (2–
3 cm in diameter) irregular shape colony, 

undulated margin, wrinkle and elevated 
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surface, olive gray in color, and velvet-like 
mycelium network (Fig. 2B). In group 3, HP 

endophytes displayed a large circular colony 
(7−8 cm in diameter), crateriform surface with 

greenish-black and grey in color, and a cotton-

like mycelium network (Fig. 2C). The PT 
endophytic fungi in group 4 showed a 

different appearance from other groups. The 
revealed morphological features of PT 

endophytic fungi included white and yellow in 
color, irregular colony (3–4 cm in diameter) 

with undulated margin, wrinkle and raised 

surface and velvet-like mycelium network 
(Fig. 2D). 

 
Table 1. Morphological characteristic of 5 endophytic fungal strains 

No. 
Fungal 

strains 

Colony 

diameter 
Colony color Colony morphology 

1 DP1 10 cm 
Opaque gray 

to black 

Puffy and elevated surface and cotton-like 

mycelium network 

2 PD2 2–3 cm Olive gray 

Irregular shape colony, undulated margin, 

wrinkle and elevated surface and velvet-like 

mycelium network 

3 HP-L1 7–8 cm 
Greenish-black 

and grey 

Large circular, crateriform surface, and cotton-

like mycelium network 

4 PT-T12 3–4 cm 
White and 

yellow 

Irregular colony with undulated margin, wrinkle and 

raised surface and velvet-like mycelium network 

5 BR2 3–5 cm 
Olive gray and 

greenish-black 

Circular shape with undulated margin, wrinkle and 

elevated surface and velvet-like mycelium network 

 

 

Figure 2. Morphological appearance of endophytic fungi isolated from C. roseus and S. barbata 
tissues. Fungal strains (A) DP1, (B) PD2, (C) HP-L1 and (D) PT-T12 strains were isolated from 

C. roseus collected from Dan Phuong and Phu Dien, Ha Noi. (E) BR2 strain was isolated  
from S. barbata at Hai Duong 
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In group 5, the BR fungal colonies 
showed a similar appearance to those in group 
2, displaying a circular shape (3–5 cm in 
diameter) with undulated margin, wrinkle and 
an elevated surface, olive gray and greenish-
black in color, and velvet-like mycelium 
network (Fig. 2E). Post morphological 
observation, a representative fungal strain 
from each group was selected for species 
identification by ITS sequencing. The selected 
strain from each group was named as 
followed: Group 1: DP1; Group 2: PD2; 
Group 3: HP-L1; Group 4: PT-T12, and; 
Group 5: BR2. 

Identification of fungal species by ITS 

sequencing 

Post isolation of endophytic fungi, the 5 

representative strains were subjected to 
molecular identification based on ITS rDNA 

sequence analysis. Prior to the amplification 
of ITS regions, the quality of extracted total 

DNA was evaluated by gel electrophoresis. A 

single and distinct band at 550 bp was 
observed for each sample, a result that 

strongly suggests that intact and high quality 
DNA had been obtained from all fungal 

samples (Fig. 3A). 

 

 

Figure 3. Molecular analysis of endophytic fungi isolated from C. roseus and S. barbata. (A) 
Evaluation of DNA quality extracted from DP1, PD2, HP-L1, PT-T12 and BR2. (B) PCR 

products amplified from DNA of DP1, PD2, HP-L1, PT-T12 and BR2 using universal ITS1 and 
ITS4 primers (550 bp). M: Marker - GeneRuler 1 kb DNA Ladder, ThermoScientific; NC: 

negative control; DP1, PD2, HP-L1, PT-T12, BR2: isolated endophytic fungi 
 

Those DNA samples were then used as a 

template for amplification by ITS1 and ITS4 

primers. The PCR amplicons of 5 fungal 

strains were sequenced and the obtained 

sequencing data were then blasted against 

reference sequences on the GenBank database 

for species identification (Fig. 3B). BLASTN 

results revealed that DP1 strain returned a 

high similarity of 99.2% with Cladosporium 

colombiae, PD2 and BR2 strains were 

clustered to Cladosporium halotolerans with 

the similarity of 100 and 99.4%, respectively, 

HP-L1 strain was a Corynespora cassiicola 

species (100% similarity), and PT-T12 strain 

showed 100% similarity to Albifimbria 

terrestris (Table 2). 

Based on data derived from BLASTN 
analysis, an unrooted phylogenetic tree was 
also constructed using the maximum 
likelihood method with a bootstrap value of 
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1000 replications. Consistent with the 
results of ITS sequencing, the unrooted 
phylogenetic tree clearly showed that 5 
isolated fungal strains and 7 reference 
strains were grouped into 4 branches (Fig. 
4). PD2 and BR2 strains formed a branch 
with 2 reference strains C. halotolerans and 

C. endophytica. The 2 strains were more 
closely related to C. halotolerans with the 
similarity value of 100% and 99.4%, 
respectively. This relationship was also 
reflected by the similarity in mophorlogy 
observed from the 2 strains with C. 
halotolerans. 

 
Table 2. Identification of fungal species isolated from C. roseus and S. barbata 

No. Plants Tissues Strains Sequence length (bp) Species and GenBank ID Similarity (%) 

1 
C. 

roseus 
Leaf DP1 522 

Cladosporium colombiae 

(CBS 274.80B) 
99.2 

2 
C. 

roseus 
Root PD2 518 

Cladosporium halotolerans 

(CBS 119416) 
100 

3 
C. 

roseus 
Leaf HP-L1 539 

Corynespora cassiicola 

(CBS 161.60) 
100 

4 
C. 

roseus 
Shoot 

PT-

T12 
511 

Albifimbria terrestris 

 (CBS 126186) 
100 

5 
S. 

barbata 
Root BR2 521 

Cladosporium halotolerans 

(CBS 119416) 
99.4 

 

 

Figure 4. Unrooted phylogenetic analysis of Cladosporium sp., DP1, PD2 and BR2. The tree 
was constructed by the maximum likelyhood method using the nucleotide sequence of 

Cladosporium sp. and the ITS sequence of 3 endophytic fungi. A bootstrap value (%) is 
displayed by a number on each node 
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DP1 strain formed a separate branch 
with C. colombiae and C. 
pseudochalastosporoides. Based on 
morphological observation reported by 
Schubert et al. (2009), DP1 strain was 
identified as C. colombiae. Similar 
morphological observation was conducted 
with the endophytic strain PT-T12, and this 
strain was identified as a Albifimbria 
terrestris. Consistent with ITS sequencing 
analysis, the HP-L1 strain formed a 
separated branch with Corynespora 
cassiicola (Fig. 4). 

CONCLUSION 

In conclusion, forty-eight endophytic 
fungal strains were successfully isolated from 
leaf and root tissues of wildly grown C. 
roseus and S. barbata using the established 
surface sterilization and isolation procedure. 
The fungal strains were identified to have a 
close relationship with 4 fungal species, 
including A. terrestris, C. colombiae, C. 
halotolerans, and C. cassiicola, based on 
morphological observation and ITS 
sequencing analyses. The results in this study 
have provided a platform for further study on 
the isolation and selection of endophytic fungi 
with potential for the production of 
pharmacologically active compounds. 
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