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MỞ ĐẦU 

Tiểu đường type 2 là một trong những bệnh chuyển hóa tiến triển được đặc 

trưng bởi rối loạn chức năng tế bào  của tuyến tụy và hiện tượng kháng insulin ngoại 

vi, dẫn đến khiếm khuyết trong chuyển hóa glucose và viêm mãn tính. Sự phát triển 

của bệnh tiểu đường type 2 có liên quan chặt chẽ với các yếu tố di truyền và môi 

trường. Theo báo cáo, hơn 460 triệu người trưởng thành trên thế giới mắc bệnh tiểu 

đường vào năm 2019 và con số này sẽ tăng lên 700 triệu người vào năm 2045. Người 

mắc bệnh tiểu đường mãn tính sẽ làm tổn thương và suy yếu chức năng của mắt, thận, 

thần kinh và tim mạch. Do đó, việc khám phá cơ chế bệnh sinh và điều trị bệnh tiểu 

đường type 2 có ý nghĩa rất lớn. 

 Hệ vi sinh vật đường ruột được coi là một hệ sinh thái phức tạp trong môi 

trường đường tiêu hóa, bao gồm vi khuẩn, cổ khuẩn, nấm, virus và động vật nguyên 

sinh. Hệ vi sinh vật đường ruột có vai trò quan trọng trong tiêu hóa thức ăn, trao đổi 

chất, hệ miễn dịch, và sức khỏe của con người. Ngày càng có nhiều bằng chứng chỉ 

ra rằng hệ vi khuẩn đường ruột đóng một vai trò quan trọng đối với sức khỏe con 

người và tình trạng rối loạn hệ vi khuẩn đường ruột có liên quan đến nhiều bệnh lý, 

trong đó có bệnh tiểu đường type 2. Hơn nữa, probiotics có khả năng hỗ trợ điều trị 

bệnh tiểu đường nhờ tác dụng bảo vệ các tiểu đảo và tế bào  của tuyến tụy, làm chậm 

sự khởi phát của bệnh tiểu đường type 2, ngăn ngừa các biến chứng liên quan đến 

bệnh tiểu đường type 2. Hệ vi sinh vật có thể di truyền, nhiều vi khuẩn được di truyền 

trực tiếp từ mẹ sang con. Một người trưởng thành khỏe mạnh thì chỉ riêng trong ruột 

đã có khoảng 100 tỷ vi khuẩn. Ở người béo có nhiều vi khuẩn Firmicutes và ít vi 

khuẩn Bacteroidetes hơn so với người gầy và khoảng 80% người mắc bệnh tiểu đường 

type 2 bị thừa cân. 

Trước đây, việc nghiên cứu đa dạng vi sinh vật thường dựa vào các phương 

pháp phân lập và nuôi cấy truyền thống nên chỉ giúp chúng ta hiểu biết được 0,1-1% 

vi sinh vật trong hệ sinh thái. Phương pháp đánh giá đa dạng vi sinh vật tiềm năng 

nhất hiện nay là phân tích đa hệ gen bằng công cụ Metagenomics. Công cụ 

Metagenomics được xem là sự tổng hợp sức mạnh và các thành tựu mới nhất của các 

công nghệ genomics, tin sinh học, sinh học hệ thống. Công nghệ này là chìa khóa góp 

phần làm sáng tỏ về khu hệ vi khuẩn đường ruột của người, đặc biệt là các vi khuẩn 

không phân lập được. Những kết quả về nghiên cứu metagenome khu hệ vi khuẩn 

trong đường ruột của người sẽ góp phần vào việc xác định các tác nhân gây bệnh tiểu 
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đường type 2 cũng như xác định các vi khuẩn có lợi tiềm năng, qua đó góp phần định 

hướng cho sử dụng vi sinh vật trong điều trị bệnh tiểu đường. 

Chính vì vậy, chúng tôi đã tiến hành thực hiện đề tài luận án “Nghiên cứu khu 

hệ vi khuẩn đường ruột bằng kỹ thuật Metagenomics và tiềm năng ứng dụng 

probiotics trong hỗ trợ điều trị bệnh tiểu đường type 2”. 

MỤC TIÊU NGHIÊN CỨU 

1) Xác định được sự thay đổi về thành phần của khu hệ vi khuẩn đường ruột 

người mắc bệnh tiểu đường type 2. 

2) Chỉ ra mối liên quan của sự thay đổi khu hệ vi khuẩn đường ruột với các 

yếu tố gây ra bệnh tiểu đường.  

3) Phân lập, tìm ra các vi khuẩn tiềm năng và lựa chọn các chủng có lợi cho 

người mắc bệnh tiểu đường type 2. 

NỘI DUNG NGHIÊN CỨU 

1) Đánh giá sự thay đổi khu hệ vi khuẩn đường ruột ở nhóm người bị bệnh tiểu 

đường type 2 và người không tiểu đường trên cơ sở dữ liệu giải trình tự gen 16S 

rRNA metagenome. 

2) Phân tích mối liên quan của vi khuẩn đường ruột với một số chỉ số dùng 

chẩn đoán và tiên lượng bệnh tiểu dường type 2. 

3) Nghiên cứu phân lập và kiểm tra đặc điểm của một số chủng vi khuẩn có 

khả năng liên quan đến bệnh tiểu đường type 2. Đánh giá khả năng giảm đường huyết 

của chủng vi khuẩn phân lập trên chuột thí nghiệm. 

NHỮNG ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUẬN ÁN 

1) Là nghiên cứu đầu tiên xây dựng được cơ sở dữ liệu metagenome khu hệ vi 

khuẩn đường ruột ở người bị bệnh tiểu đường type 2 và người không tiểu đường ở 

Việt Nam. 

2) Đánh giá đặc tính sinh học của một số chủng Lactobacillus phân lập từ mẫu 

phân của người bị bệnh tiểu đường Việt Nam. Thử nghiệm chủng Lactobacillus 

plantarum 16 trên động vật thí nghiệm để đánh giá khả năng tăng tiết GLP-1 giúp hỗ 

trợ hạ đường huyết. 

Ý NGHĨA KHOA HỌC VÀ THỰC TIỄN CỦA LUẬN ÁN 

Kết quả của luận án góp phần bổ sung cơ sở khoa học và thực tiễn về sự thay 

đổi khu hệ vi khuẩn đường ruột ở người mắc bệnh tiểu đường type 2, tìm kiếm và 

đưa ra chủng vi khuẩn có tiềm năng trong điều trị bệnh tiểu đường. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN 

1.1. Bệnh lý tiểu đường 

1.1.1. Định nghĩa, phân loại 

1.1.1.1. Định nghĩa 

Năm 1550 trước Công nguyên bệnh tiểu đường được đặt tên là bệnh “đái tháo” 

(diabetes) [1]. Từ thế kỷ thứ 3 sau Công nguyên, bệnh tiểu đường được gọi là bệnh 

tiểu ngọt. Tụy có liên quan đến bệnh tiểu đường và đã được mô tả, thực nghiệm trên 

chó [2]. Năm 2006, Hiệp hội tiểu đường Mỹ định nghĩa tiểu đường type 2 như sau: 

“Tiểu đường type 2 là bệnh chuyển hóa đặc trưng bởi tăng đường huyết do sự phối 

hợp giữa kháng insulin và thiếu đáp ứng insulin”. Năm 2017, Liên đoàn tiểu đường 

quốc tế đã định nghĩa tiểu đường: Tiểu đường là nhóm những rối loạn không đồng 

nhất gồm tăng đường máu và rối loạn dung nạp glucose do thiếu insulin, do giảm tác 

dụng của insulin hoặc cả hai. 

1.1.1.2. Phân loại 

 Theo Hiệp hội tiểu đường Mỹ và Hiệp hội tiểu đường Châu Âu, bệnh tiểu 

đường được phân loại như sau: 

 - Tiểu đường type 1: do tế bào  của tụy bị phá hủy dẫn đến thiếu hụt insulin 

tuyệt đối [3]. 

 - Tiểu đường type 2: do tình trạng kháng insulin hoặc giảm bài tiết insulin của 

tuyến tụy. Ở các nước phát triển, 87-91% số người mắc bệnh tiểu đường thuộc nhóm 

tiểu đường type 2 [3].  

 - Tiểu đường thai kỳ: tiểu đường được phát hiện khi mang thai và chiếm 1-3% 

tổng số bệnh nhân tiểu đường. 

 - Tiểu đường do đột biến gen, do khiếm khuyết gen của tế bào … 

1.1.2. Nguyên nhân 

Rối loạn bài tiết insulin: Sự bài tiết và độ nhạy cảm của insulin giúp cơ thể 

duy trì lượng glucose trong máu. Chức năng tế bào β giảm trên 80% và khối lượng 

giảm 30-40% ở những bệnh nhân tiểu đường type 2. Khối lượng tế bào β ở người tiểu 

đường type 2 thường giảm từ từ, và tốc độ giảm tăng dần theo thời gian mắc bệnh. 

Khối lượng tế bào β ở người tiểu đường type 2 giảm là do tế bào β bị chết, sự tân tạo 

tế bào  giảm [4], [5]; giảm tác dụng của GIP hoặc giảm tiết GLP-1 [5], [6]. 

Kháng insulin: Hội chứng trao đổi chất hay hội chứng X đã được dùng để chỉ 
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các đặc tính kháng lại insulin. Định nghĩa của NCEP về hội chứng trao đổi chất như 

sau: là hội chứng được đặc trưng bởi một chu vi vòng eo lớn (do mỡ vùng bụng nhiều 

quá mức), tăng huyết áp, đường huyết lúc đói không bình thường hoặc đề kháng 

insulin, và rối loạn lipid máu. 

 Hiện nay, kháng insulin chủ yếu đánh giá ở bệnh nhân tiểu đường, béo phì, 

tăng huyết áp, rối loạn chuyển hóa lipid. Kháng insulin được coi là giai đoạn tiền lâm 

sàng và thường có trước nhiều năm khi tiểu đường type 2 xuất hiện. Tuy cơ thể vẫn 

tiết ra insulin nhưng người mắc bệnh “Tiểu đường kháng insulin” lại không đáp ứng 

được với chính insulin tiết ra [7]. 

Di truyền: Nhiều nghiên cứu cho thấy nếu bố hoặc mẹ bị tiểu đường thì nguy 

cơ con bị tiểu đường là 40%. Nếu cả bố và mẹ bị bệnh tiểu đường thì con cái của họ 

có nguy cơ mắc bệnh là 70%. Các nghiên cứu gần đây công bố gen SUR1, gen PPAR 

gamma và SNPs có liên quan chặt chẽ tới sự xuất hiện tiểu đường type 2 ở người 

mang gen này. Trong đó SUR1 có liên quan đến tỷ lệ mắc bệnh tiểu đường nhiều gấp 

2 lần so với người không mang gen này. Một số gen như IRS1, PI3K cũng liên quan 

đến bệnh tiểu đường. 

Những đột biến khác nhau có thể dẫn tới những thay đổi chức năng quan trọng 

của gen điều hòa tổng hợp insulin. Có nhiều yếu tố liên quan giữa môi trường sống 

và bệnh tiểu đường type 2 như: người cao tuổi, béo phì; do thói quen ăn nhiều; ít vận 

động thể lực; tăng lượng thức ăn đưa vào cũng kích thích tụy tăng tiết insulin. Mặt 

khác, quá trình sản sinh tế bào mỡ cũng đóng góp một phần vào kháng insulin và tăng 

insulin máu [8]. 

Giảm tiết incretine: Incretine là một loại nội tiết tố tiêu hóa, kích thích tiết 

insulin sau bữa ăn. Ở người, 2 incretine chính là GLP-1 và GIP. Vai trò chính của 

hai incretine này là điều hòa ổn định năng lượng, kích thích tụy tiết insulin, ức chế 

sự ngon miệng. Một số nghiên cứu cho thấy, GLP-1 chỉ làm tăng tiết insulin khi 

glucose máu tăng. Do đó, để tăng hiệu quả điều trị bệnh tiểu đường cần nâng cao tác 

dụng của incretin ở người bệnh. Liraglutide là chất tương đồng tới 97% GLP-1. 

Trong huyết tương, liraglutide có thời gian bán hủy khoảng 12 giờ. Chỉ khi đường 

huyết tăng cao thì liraglutide mới kích thích tăng tiết insulin và giảm tiết glucagon 

nên không gây hạ glucose máu. Ngoài ra, liraglutide còn kháng lại sự phân hủy của 

DPP4 [9].  
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Lối sống: Nhiều nghiên cứu cho thấy không hoặc ít hoạt động thể lực sẽ dễ bị 

mắc bệnh tiền tiểu đường type 2. Mỗi ngày tập thể dục ít nhất 1 giờ sẽ giảm nguy cơ 

tiểu đường type 2 đến 39%. Luyện tập thể lực và sống lành mạnh sẽ phòng ngừa được 

sự khởi phát của tiểu đường. Sự hấp thu glucose sẽ giảm khi cơ thể tiêu thụ lượng lớn 

alcohol. Nguyên nhân là do rượu ảnh hưởng lên tế bào tuyến tụy và ức chế sự tiết 

insulin, tăng BMI [10]. Hút thuốc lá làm tăng 70% nguy cơ mắc tiểu đường type 2 so 

với người không hút thuốc. 

1.1.3. Các chỉ số dùng chẩn đoán, tiên lượng trong bệnh tiểu đường 

Chỉ số glucose máu: Chỉ số đường máu của một loại thực phẩm có thể được 

xem là thấp, trung bình hoặc cao. Ở những thực phẩm chứa loại đường glucose hấp 

thu nhanh được xem là thực phẩm có chỉ số đường máu cao. Các thực phẩm có chỉ 

số đường máu thấp sẽ tốt hơn vì khi ăn sẽ giúp cơ thể giữ được nguồn năng lượng ổn 

định. Chỉ số glucose máu là căn cứ đầu tiên để chuẩn đoán bệnh tiểu đường. Người 

không mắc bệnh tiểu đường, chỉ số glucose sau khi nhịn ăn 8 đến 10 tiếng từ 4,0 đến 

5,9 mmol/L, ở người bệnh tiểu đường là trên 7 mmol/L (≥126 mg/dl).  

Mỡ máu: Rối loạn về trao đổi mỡ là nguyên nhân gây ra hiện tượng kháng 

insulin. Về lâu dài, các tế bào beta bị suy giảm chức năng và hậu quả là người bệnh 

tiểu đường type 2 sẽ phải dùng đến insulin. Nguy hiểm hơn đó là việc xuất hiện những 

biến chứng tim mạch, thận, mắt. Một số chỉ số mỡ máu như cholesterol toàn phần, 

triglyceride, cholesterol xấu (bad cholesterol), cholesterol tốt (good cholesterol) cũng 

được sử dụng để chẩn đoán bệnh tiểu đường ở người [11]. 

Men gan: Hai loại enzyme ALT và AST được tìm thấy nhiều hơn ở các tế bào 

gan và thận, ở cơ tim và cơ bắp cũng có hai enzyme này nhưng lượng nhỏ hơn. Ở 

người khỏe mạnh, nồng độ ALT và AST trong máu là thấp. Khi gan bị tổn thương, 

ALT và AST được giải phóng vào trong máu, do đó xét nghiệm chỉ số ALT và AST 

sẽ giúp phát hiện các tổn thương gan [12]. Ở người thừa cân hoặc mắc bệnh tiểu 

đường, xét nghiệm ALT và AST để chẩn đoán bệnh liên quan đến gan. Chỉ số AST 

ở người bình thường có giá trị nhỏ hơn 37 đơn vị/L trong khi giá trị này đối với ALT 

là nhỏ hơn 41 đơn vị /L [1212]. Ở người bị viêm gan cấp do virus và bệnh gan mạn 

tính thì chỉ số ALT và AST có thể tăng đến 100. Đối với người bị vàng da do tắc mật, 

ALT thường tăng gần đến 500 UI/L [12]. Ở các trường hợp viêm gan do rượu, giá trị 

này tăng lên đến gần 300 đơn vị/L.  
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Bảng 1.1. Chỉ số sinh hóa một số chất trong máu 

TT Chỉ số trong máu Đơn vị Trị số bình thường 

1 Glucose mmol/L 3,6 - 6,4 

2 Cholesterol mmol/L < 5,2 

3 LDL-C mmol/L ≤ 3,4 

4 HDL-C mmol/L > 0,9 

5 Triglyceride mmol/L < 1,7 

6 AST unit/L < 37 

7 ALT unit/L < 41 

Chỉ số BMI: Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng, béo phì là nguyên nhân chính 

của tiểu đường type 2. Chỉ số BMI được dùng để đánh giá mức độ gầy hay béo của 

một người và được tính bằng cân nặng của người đó (kg) chia cho bình phương chiều 

cao (tính theo mét). BMI không đo trực tiếp lượng mỡ của cơ thể nhưng các nghiên 

cứu đã chứng minh rằng BMI tương quan với lượng mỡ đo trực tiếp [13]. 

Chỉ số HbA1c: Theo Hiệp hội tiểu đường Mỹ (ADA) thì mức HbA1c ở người 

từ 5,7-6,4% được xem là mắc bệnh tiền tiểu đường, HbA1c  6,5 là mắc bệnh tiểu 

đường. Để theo dõi tình trạng kiểm soát glucose huyết, theo khuyến cáo của ADA thì 

nên kiểm tra chỉ số HbA1c 3 tháng 1 lần. 

Bảng 1.2. Tương quan giữa HbA1c và nồng độ glucose huyết trung bình [14] 

HbA1c (%) HbA1c (mmol/mol) Glucose huyết trung bình 

(mmol/L) 

5 31 5 

6 42 7 

7 53 8 

8 64 10 

9 75 12 

10 86 13 

11 97 15 

12 108 17 

13 119 18 

Chỉ số insulin: Ở người không mắc bệnh tiểu đường, nồng độ insulin trong 
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máu trung bình là 17,8-173 pmol/L. Suy giảm khả năng bài tiết insulin và có đề kháng 

insulin ngay từ giai đoạn sớm ở người mắc bệnh tiểu đường type 2, việc tiết insulin 

bị chậm trễ và không đủ để kiểm soát glucose máu sau ăn.  

Xét nghiệm glucose máu sau ăn trên bệnh nhân tiểu đường type 2: Người 

bệnh tiểu đường type 2 được thực hiện nghiệm pháp tăng glucose máu đường tĩnh 

mạch, và kết quả cho thấy pha bài tiết sớm insulin trong 8 phút đầu bị mất. Kết quả 

dung nạp glucose máu lúc đói khi uống 75 g đường glucose cho thấy: Ở người không 

mắc bệnh tiểu đường, nửa giờ đầu glucose máu tăng khoảng 7,5 mmol/L và trở lại 

mức bình thường là 5 mmol/L sau 2 giờ; Ở người mắc bệnh tiểu đường, nửa giờ đầu 

glucose máu vượt 8,0 mmol/L và có thể cao hơn 11,1 mmol/L sau 2 giờ, đồng thời 

xuất hiện đường trong nước tiểu. Glucose máu chỉ trở lại bình thường sau 3-4 giờ 

hoặc có thể lâu hơn [14]. 

Để chẩn đoán bệnh tiểu đường, dựa vào 1 trong 4 tiêu chí Bảng 1.3. Khi trong 

cùng 1 mẫu máu xét nghiệm hoặc ở 2 thời điểm khác nhau đối với tiêu chí 1, 2 hoặc 

3 có 2/4 kết quả vượt ngưỡng chẩn đoán thì kết luận là mắc bệnh tiểu đường; riêng 

tiêu chí 4 chỉ cần 1 lần xét nghiệm duy nhất. 

Bảng 1.3. Tiêu chuẩn chẩn đoán bệnh tiểu đường [14] 

Tiêu chí Tiêu chuẩn chẩn đoán 

1 Glucose huyết tương lúc đói ≥ 126 mg/dL (hay 7 mmol/L) 

2 
Glucose huyết tương ở thời điểm sau 2 giờ làm nghiệm pháp dung nạp 

với 75g glucose bằng đường uống ≥ 200 mg/dL (hay 11,1 mmol/L) 

3 HbA1c ≥ 6,5% (48 mmol/mol) 

4 

Có triệu chứng kinh điển của tăng glucose huyết hoặc của cơn tăng 

glucose huyết cấp kèm mức glucose huyết tương bất kỳ ≥ 200 mg/dL 

(hay 11,1 mmol/L) 

Ngoài các tiêu chuẩn chẩn đoán bệnh tiểu đường, Tổ chức tiểu đường quốc tế 

và WHO đã đưa ra các khuyến cáo về chỉ tiêu phấn đấu trong điều trị người mắc bệnh 

tiểu đường. Dựa trên khuyến cáo của WHO, Bộ Y tế ban hành Quyết định 5481/QĐ-

BYT ngày 30/12/2020 về mục tiêu điều trị bệnh tiểu đường, cụ thể được thể hiện ở 

Bảng 1.4. 

Bảng 1.4. Mục tiêu điều trị bệnh tiểu đường 
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Mục tiêu Chỉ số 

HbA1c < 7% (53 mmol/mol) 

Glucose huyết tương 

lúc đói 

80-130 mg/dL (4,4-7,2 mmol/L) 

Đỉnh glucose huyết 

tương sau ăn 1-2 giờ 

< 180 mg/dL (10,0 mmol/L) 

Huyết áp Tâm thu <140 mmHg, Tâm trương <90 mmHg 

Nếu đã có biến chứng thận, hoặc có yếu tố nguy cơ tim 

mạch do xơ vữa cao: Huyết áp <130/80 mmHg 

Lipid máu LDL cholesterol <100 mg/dL (2,6 mmol/L), nếu chưa có 

biến chứng tim mạch 

LDL cholesterol <70 mg/dL (1,8 mmol/L) nếu đã có bệnh 

tim mạch vữa xơ, hoặc có thể thấp hơn <50 mg/dL nếu có 

yếu tố nguy cơ xơ vữa cao 

Triglycerides <150 mg/dL (1,7 mmol/L) 

HDL cholesterol >40 mg/dL (1,0 mmol/L) ở nam và >50 

mg/dL (1,3 mmol/L) ở nữ 

1.1.4. Phương pháp điều trị 

1.1.4.1. Sử dụng dược phẩm 

- Nhóm thuốc tăng tiết insulin tại tụy 

Rối loạn bài tiết insulin là một trong 2 biểu hiện chính của tiểu đường type 2 

do đó các nhóm thuốc kích thích bài tiết insulin rất quan trọng trong điều trị tiểu 

đường type 2. 

+ Nhóm thuốc ức chế kênh KATP gồm: sulfonylurea và meglitinide, hai loại 

này có cơ chế tác dụng giống nhau và đều kích thích tế bào  bài tiết insulin bằng 

cách gắn vào các vị trí khác nhau trên một thụ thể đặc biệt, liên kết với kênh KATP 

trên màng tế bào  [15]. 

Sulfonylurea được Marcel Janbon tình cờ phát hiện vào năm 1942. Gần đây, 

nhiều thuốc thuộc nhóm sulfonylurea đã lần lượt được tổng hợp (gồm hơn 20 thuốc 

chia thành 2 thế hệ) và các thuốc này hiện đang được sử dụng rộng rãi trên lâm sàng 

để điều trị cho bệnh nhân tiểu đường type 2 [16]. 

Megletinide gồm 2 thuốc được phép lưu hành là: Repaglinid và Netaglinid. 

Đặc điểm của nhóm thuốc này là: gắn nhanh và tách nhanh ra khỏi thụ thể đặc hiệu 
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nên kích thích bài tiết insulin nhanh [16]. 

+ Nhóm thuốc điều biến incretine: Khoảng 50-70% lượng insulin được bài tiết 

sau bữa ăn là do các hormone incretine kích thích [17]. Hai hormone incretine có tác 

dụng hạ glucose máu mạnh nhất là GLP-1 và GIP. Cả hai hormone này thể hiện tác 

dụng bằng cách gắn vào thụ thể đặc hiệu, kích thích dòng thác các tín hiệu mà cuối 

cùng là kích thích các tế bào β tụy bài tiết insulin. Sau đó GIP và GLP-1 nhanh chóng 

bị chuyển hóa bởi các enzyme dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) và tạo thành các chất 

chuyển hóa không hoạt tính, rồi đào thải qua nước tiểu [18]. Do đó, chiến lược sử 

dụng GLP-1 trong điều trị, dựa trên 2 nhóm thuốc là: 

Các chất tương tự GLP-1: chất chủ vận của receptor GLP-1 (GLP-1-RA) như 

exenatide làm tăng tác dụng của GLP-1 hoặc chất tương tự GLP-1 kháng lại tác động 

của DPP-4 như liraglutide, được gọi chung là các chất tương tự GLP-1. Hiện nay các 

chất tương tự GLP-1 đã được FDA phê duyệt để điều trị bệnh tiểu đường là Exenatid, 

Exenatid giải phóng chậm, Liraglutide, Lixisenatide. Một số chất khác đang được 

nghiên cứu là Taspoglutide, Albiglutide [17]. Các chất tương tự GLP-1 có khả năng 

kiểm soát đường huyết tốt như giảm nồng độ glucose qua đêm và glucose máu lúc 

đói, giảm đáng kể HbA1c. Nguy cơ hạ đường huyết thấp, ngoài ra còn làm chậm thời 

gian làm rỗng dạ dày và tăng cảm giác no. Vì thế GLP-1-RA có thể kết hợp với các 

thuốc khác có khả năng gây hạ đường huyết và tăng cân như sulfonylurea, meglitinide 

hoặc insulin [18]. 

Các chất ức chế dipeptidylpeptidase-IV: có tác dụng làm chậm sự thoái hóa, 

bất hoạt của GLP-1 nội sinh do đó tăng cường và kéo dài tác dụng sinh lý của hormon 

này. Các thuốc ức chế DPP-4 (iDPP-4) còn được gọi là các “gliptins” gồm 5 chất đã 

được FDA và EU cấp phép và đang được sử dụng rộng rãi trên lâm sàng hiện nay là: 

sitagliptin (năm 2006), vildagliptin (năm 2007), saxagliptin (năm 2009), linagliptin 

(năm 2011), alogliptin (năm 2013) [19]. Có 3 chất khác là teneligliptin, anagliptin, và 

trelagliptin mới được chấp nhận ở Nhật Bản và Hàn Quốc [18]. Các chất ức chế DPP-

4 đã được chứng minh là có nhiều lợi thế: kích thích sự tổng hợp của insulin, ức chế 

tiết glucagon, làm giảm mức glucose sau ăn và glucose máu lúc đói, cải thiện chức 

năng tế bào β, làm giảm HbA1c ở bệnh nhân tiểu đường type 2 [20]. Lợi ích rõ ràng 

nhất của các chất ức chế DPP-4 trên lâm sàng là không gây giảm khối lượng cơ thể và 
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nguy cơ hạ đường huyết thấp, do đó có thể thích hợp với nhiều bệnh nhân khác nhau.  

- Nhóm thuốc làm giảm kháng insulin 

+ Metformin: Được đưa vào điều trị tiểu đường từ năm 1957, hiện nay 

metformin là thuốc duy nhất thuộc nhóm biguanid còn được sử dụng trong lâm sàng 

[15]. Tác dụng chính của metformin là làm giảm sản xuất 25-40% glucose do ức chế 

quá trình tân tạo glucose ở gan. Tăng nhập glucose vào tất cả các mô trong cơ thể và 

tăng sử dụng glucose 20-50%. Giảm tổng hợp và tăng oxy hoá acid béo ở tế bào gan, 

dẫn đến dự trữ triglycerid trong gan giảm (15-20%), giảm cholesterol toàn phần (5-

10%) và giảm LDL cholesterol [15]. 

+ Thiazolidinedion (TZDs): Nhóm thuốc này giúp cải thiện tình trạng kháng 

insulin ở mô ngoại vi, tăng tổng hợp glycogen và giảm sản xuất glucose ở gan. TZDs 

làm tăng vận chuyển glucose vào cơ và mô mỡ do tăng tổng hợp các loại protein đặc 

biệt vận chuyển glucose. TZDs cũng hoạt hoá gen điều hoà chuyển hoá các acid béo 

tự do ở mô ngoại vi [16].  

- Nhóm thuốc làm giảm hấp thu glucid 

Để làm giảm hấp thu các glucid tại đường tiêu hóa, ức chế tăng đường huyết 

sau ăn, hiện nay thường sử dụng acarbose (Precose, Glucobay) và miglitol (Glyset). 

Thuốc này có tác dụng là làm giảm quá trình hấp thu tinh bột, dextran và các 

disaccharid bằng cách ức chế enzym -glucosidase ở diềm bàn chải ruột non, tránh 

được tình trạng tăng glucose máu sau ăn. Các chất ức chế -glucosidase không kích 

thích sự bài tiết insulin do đó không làm hạ đường huyết [16].  

1.1.4.2. Liệu pháp thay thế 

- Sử dụng hoạt chất từ thảo mộc: Polyphenol trong một số loại thảo mộc có 

khả năng ức chế α-amylase với giá trị IC 50 (khả năng ức chế 50%) là 540,90 µg/ml 

và α-glucosidase với giá trị IC là 425,20 µg/ml, trong khi đó khả năng ức chế α-

glucosidase với giá trị IC 50 của acarbose là 295 µg/ml [21]. 

- Chế độ ăn: Hạn chế ăn glucid, giảm axit béo bão hoà (năng lượng do lipid 

cung cấp ≤ 30% tổng số calo, trong đó axit béo no từ 5-10%). Nên ăn thực phẩm chứa 

nhiều chất xơ. Thực phẩm chứa nhiều protein chỉ ăn lượng vừa phải, nếu ăn nhiều sẽ 

ảnh hưởng đến thận nhất là những bệnh nhân có suy thận. Lượng protein cần thiết là 

0,7-0,8 g/kg thể trọng/ngày [22]. 
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- Hoạt động thể thao: Để giảm nguy cơ bệnh tim, giảm cholesterol, tiểu đường 

người trưởng thành cần hoạt động thể thao 30 phút/ngày bằng các hoạt động như đi 

bộ, chạy bộ, đạp xe, bơi… [23]. 

1.2. Vi khuẩn đường ruột với sức khỏe con người 

1.2.1. Chức năng của hệ vi sinh vật đường ruột 

Trong 1 gram phân chứa có khoảng 1011 vi sinh vật và hầu hết chúng đều là vi 

khuẩn kỵ khí bắt buộc [24]. 

 

 

Hình 1.1. Số lượng một số loài vi khuẩn cư ngụ trong ống tiêu hóa người 

(http://www.wright.edu/~oleg.paliy/research.html) 

Tùy cơ quan khác nhau trong đường tiêu hóa mà thành phần vi sinh vật cũng 

khác nhau. Một người trưởng thành khỏe mạnh chứa 500-1000 loài vi khuẩn và có 

thể có 1012-1014 vi khuẩn trong đường ruột với khối lượng khoảng 1-2 kg [25]. Chỉ 

riêng đại tràng chứa khoảng 109-1012 CFU/ml, ở hỗng tràng là 101-103 CFU/ml và ở 

hồi tràng là 104-108 CFU/ml. 

Hệ vi khuẩn đường ruột gồm bảy ngành chính, cụ thể là: Bacteroidetes, 

Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria và 

Actinobacteria. Trong đó ngành Bacteroidetes và Firmicutes chiếm trên 90% tổng số 

vi khuẩn trong ruột người. Chức năng cơ bản của hệ vi sinh vật đường ruột là: (1) 

Dạ dày 0 -102 

   Lactobacillus 

   Candida 

   Streptococcus 

   Helicobacter pylori 

   Peptostreptococcus 

 

Tá tràng 102 

   Streptococcus 

   Lactobacillus 

Hồi tràng xa 107 - 108 

   Clostridium 

   Streptococcus 

   Bacteroides 

   Actinomycinae 

   Corynebacteria 

Hồi tràng gần 103 

   Streptococcus 

   Lactobacillus 

Hỗng tràng 102 

   Streptococcus 

   Lactobacillus 

Đại tràng 1011 – 1012 

   Bacteroides 

   Clostridium groups IV và XIV 

   Bifidobacterium 

   Enterobacteriaceae 

http://www.wright.edu/~oleg.paliy/research.html
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chức năng bảo vệ niêm mạc ruột; (2) chức năng trao đổi chất; (3) chức năng điều hòa 

miễn dịch [26]. 

Bảng 1.5. Một số vi khuẩn chiếm ưu thế trong ruột người [26] 

TT Tỷ lệ (%) Ngành Chi 

1 60-80 Firmicutes 

Ruminiococcus 

Clostridium 

Lactobacillus 

2 20-30 Bacteroidetes 

Bacteroides 

Prevotella 

Xylanibacter 

3 < 10 Actinobacteria Bifidobacterium 

4 < 1 Proteobacteria 
Escherichia 

Enterobacteriaceae 

Vi khuẩn probiotic là các vi khuẩn sống và có lợi, được bổ sung vào đường 

tiêu hóa của vật chủ nhằm cải thiện cân bằng của hệ vi sinh đường ruột, ức chế các 

vi sinh vật có hại, từ đó cải thiện sức khỏe của vật chủ. Sự có mặt của vi khuẩn 

probiotic trong đường tiêu hóa có tác dụng cạnh tranh, ức chế và loại trừ các vi sinh 

vật gây hại trong đường ruột, duy trì hệ vi sinh đường ruột ở trạng thái cân bằng. Cơ 

chế cạnh tranh và loại trừ vi sinh vật gây bệnh của vi khuẩn probiotic bao gồm: cạnh 

tranh vị trí bám dính, cạnh tranh nguồn dinh dưỡng, sản sinh các chất ức chế, kích 

thích hệ miễn dịch,… 

Các vi sinh vật được lựa chọn làm probiotic phải đáp ứng được các tiêu chuẩn 

về an toàn, chức năng và đặc tính kỹ thuật. Các vi sinh vật probiotic phải có khả năng 

sống sót khi đi qua đường tiêu hóa (dạ dày - ruột non); có khả năng thực hiện chức 

năng trong môi trường nơi chúng được định hướng. 

1.2.2. Vai trò của vi khuẩn đường ruột trong trao đổi chất 

1.2.2.1. Vai trò của ăn uống trong hình thành hệ vi khuẩn đường ruột  

Ngay sau khi sinh cơ thể đã bắt đầu hình thành hệ vi khuẩn đường ruột, hệ vi 

khuẩn này trở nên bền vững hơn và giống người trưởng thành khi đưa các thực phẩm 

rắn vào chế độ ăn. Kết quả so sánh việc nuôi trẻ bằng sữa mẹ với nuôi bằng sữa công 

thức cho thấy: trẻ được nuôi bằng sữa mẹ có tỷ lệ Bifidobacteria cao hơn so với trẻ 

được nuôi bằng sữa công thức [27]. 
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Sử dụng trình tự gen 16S rRNA để xác định thành phần hệ vi khuẩn đường 

ruột trên 98 đối tượng khỏe mạnh cho thấy tương quan có ý nghĩa thống kê giữa chế 

độ ăn và thành phần hệ vi khuẩn đường ruột. Phân tích 3 nhóm vi khuẩn đường ruột 

gồm chi Bacteroides, Prevotella và Ruminococcus cho thấy có sự hiện diện của 2 

nhóm vi khuẩn là Bacteroides và Prevotella. Thường xuyên ăn thực phẩm chứa nhiều 

protein và chất béo động vật, ít carbohydrate thì vi sinh vật thuộc chi Bacteroides sẽ 

cao, chi Prevotella sẽ thấp. Ngược lại, khi ăn các loại thực phẩm giàu carbohydrate 

nhưng ít protein và chất béo động vật thì chi Prevotella sẽ có tỷ lệ cao, chi Bacteroides 

có tỷ lệ thấp [28]. 

Nghiên cứu so sánh hệ vi khuẩn đường ruột ở các nước nông nghiệp Malawi 

và Amerindian với những người sống ở Hoa Kỳ cho thấy mối tương quan nghịch giữa 

chi Bacteroides và Prevotella. Mặc dù Prevotella của những người sống ở các nước 

nông nghiệp có tỷ lệ cao hơn, nhưng những người sống ở Hoa Kỳ cũng có tỷ lệ 

Prevotella tương tự [29], điều này chứng tỏ tương quan tỷ lệ nghịch giữa Bacteroides 

và Prevotella có thể bị ảnh hưởng bởi chế độ ăn. Như vậy, loại vi khuẩn có tỷ lệ cao 

và liên quan với chế độ ăn phương Tây là Bacteroides, loại vi khuẩn chiếm ưu thế có 

liên quan với chế độ ăn ở các nước nông nghiệp là Prevotella. 

Thực tế cho thấy hệ vi sinh vật đường ruột có vai trò quan trọng trong việc tiêu 

hóa và hấp thu thức ăn. Ngoài ra, chúng cũng điều chỉnh sự biểu hiện của một số gen 

nhất định trong vật chủ. Chứng tỏ thành phần và sự đa dạng của vi sinh vật đường ruột 

bị ảnh hưởng bởi chế độ ăn uống [30]. 

Ngoài ra, vi khuẩn đường ruột tạo ra một số chất chuyển hóa như axit béo chuỗi 

ngắn (SCFA) giúp bảo vệ vật chủ khỏi vi khuẩn gây bệnh và đóng vai trò quan trọng 

có lợi khác. Đối với những người sử dụng thực phẩm có nguồn gốc từ thực vật là chủ 

yếu, vi sinh vật đường ruột tạo ra nhiều SCFA và các enzyme liên quan đến quá trình 

đồng hóa hơn, đồng thời tăng tổng hợp amylase, glutamate và riboflavin [31]. 

Mặt khác, tiêu thụ nhiều thực phẩm động vật dẫn đến sự thích nghi về chức 

năng của vi sinh đường ruột đối với các quá trình dị hóa tăng lên như sự thoái hóa của 

glycans và axit amin. Vai trò của vi sinh vật đường ruột trong việc chuyển đổi các 

thành phần dinh dưỡng khó tiêu như polysacarit phức tạp thành đường đơn có thể được 

coi là một trong những cơ chế có lợi trong vật chủ để lấy thêm năng lượng từ chế độ 

ăn uống. Ở đại tràng, sự phân hủy các polysacarit sẽ gia tăng việc sản xuất SCFA như 
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butyrate, propionate và acetate cùng với khí hydro, cũng như tạo nguồn năng lượng 

cho cơ thể [32]. Năng lượng được tạo ra từ quá trình tiêu hóa các polysacarit khó tiêu 

như vậy đóng góp không đáng kể vào tổng năng lượng cần thiết của cơ thể so với 

carbohydrate đơn giản và dễ tiêu hóa. Lượng năng lượng nhỏ được phân giải từ 

polysacarit phức tạp này có thể không có lợi trực tiếp cho cơ thể nhưng lại có vai trò 

gián tiếp trong sự sống sót của vi khuẩn hội sinh. Người ta đưa ra giả thuyết rằng 

butyrate có khả năng giảm lượng calo bằng cách gây ra cảm giác no, hoạt động thông 

qua các thay đổi trong GLP-1 [33]. Butyrate cũng tham gia vào việc tăng cường tính 

toàn vẹn của ruột bằng cách cung cấp năng lượng cho các tế bào ruột để điều chỉnh sự 

sống và tăng sinh của chúng. 

Viêm nhiễm nhẹ là một trong những yếu tố sinh lý bệnh quan trọng nhất dẫn 

đến sự tiến triển của tiểu đường type 2 với tăng đường huyết và kháng insulin. Giảm 

đa dạng vi khuẩn đường ruột dẫn đến tăng vi khuẩn gây bệnh, viêm ruột và tiến triển 

của tình trạng bệnh tiểu đường. Những phản ứng miễn dịch bẩm sinh hoặc giải phóng 

các hợp chất độc hại như H2S trong môi trường ruột có thể dẫn tới hội chứng ruột rò 

và tăng khả năng tiếp cận các thành phần vi sinh vật trong lòng ruột vào các mô ruột 

dẫn đến viêm ruột [34]. 

1.2.2.2. Vi khuẩn đường ruột trong trao đổi glucid 

Đối với người khỏe mạnh, chế độ ăn uống hằng ngày thường chứa một lượng 

khá lớn glucid bao gồm monosacarit, disacarit, cũng như các polysacarit phức tạp. 

Các loại đường thông thường như đường glucose và đường fructose dễ dàng được 

hấp thu trong ruột, trong khi các disacaride như sacarose, lactose, maltose và các 

polysacaride phức tạp như tinh bột, pectin và hemiaellulose cần được phân giải thành 

các monosacaride đơn giản trước khi hấp thu vào ruột. Polysacaride không được tiêu 

hóa ở phần trên của đường tiêu hóa, nhưng chúng được phân giải thành monosacaride 

trong hồi tràng nhờ enzyme glycosidase của vi khuẩn. Chế độ ăn giàu glucid sẽ làm 

nồng độ glucose trong máu tăng lên, nhưng nó được điều chỉnh mạnh mẽ và giữ ở 

mức cân bằng nội môi nhờ hormone insulin và glucagon. Đường tiêu hóa trên có liên 

quan đến tiêu hóa carbohydrate và sự hấp thu của nó trong dòng máu thông qua các 

protein chuyên biệt khác nhau được gọi là chất vận chuyển glucose (GLUT) nằm trên 

các tế bào biểu mô [28]. Nhiều nghiên cứu cho thấy vai trò quan trọng của môi trường 

ruột trong cơ chế bệnh sinh các rối loạn miễn dịch với nhiều cơ chế. Vai trò của môi 
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trường ruột và mô bạch huyết liên quan đến ruột cũng được thiết lập cho vai trò của 

chúng trong tiểu đường type 2. Ngoài tiểu đường type 2, vai trò của vi sinh vật đường 

ruột cũng có liên quan đến bệnh tiểu đường type 1. Giảm đa dạng vi sinh vật đường 

ruột sẽ ảnh hưởng đến tính toàn vẹn của tế bào. Khiếm khuyết này gây ra hiện tượng 

rò rỉ ruột với tính thấm tăng dẫn đến viêm ruột, giảm hoặc rối loạn đáp ứng miễn dịch 

ở niêm mạc ruột. Tất cả các yếu tố này có ảnh hưởng đến khả năng tự miễn dịch tế 

bào T và các rối loạn tự miễn liên quan bao gồm cả tiểu đường type 1 [35]. Niêm mạc 

ruột có diện tích bề mặt lớn nhất so với bề mặt của bất kỳ cơ quan nào trong cơ thể 

người và các mô bạch huyết của ruột là các cơ quan miễn dịch rộng nhất. Ruột là khu 

vực tiếp xúc nhiều nhất với các thành phần vi sinh vật khác nhau và các kháng nguyên 

từ bên ngoài đưa vào, ruột có vai trò rất quan trọng đối với cơ thể trong quá trình 

miễn dịch [36]. 

Bệnh tiểu đường type 1 là do hệ quả của nhiều yếu tố, bao gồm cấu trúc di 

truyền của cơ thể, các yếu tố môi trường và tác động ngoại sinh. Do đó, hệ vi sinh vật 

đường ruột và sự tham gia của chúng vào hệ thống miễn dịch niêm mạc ruột đóng một 

vai trò quan trọng trong sự tiến triển của các bệnh lâm sàng nghiêm trọng như tiểu 

đường type 1. Vai trò của chức năng hàng rào ruột kém và giảm khả năng miễn dịch 

được cho là có liên quan đến bệnh tiểu đường. Người mắc bệnh tiểu đường type 1, có 

sự thiếu hụt insulin tuyệt đối do sự phá hủy các tế bào  tuyến tụy [37]. Ngược lại, 

bệnh tiểu đường type 2 là một bất thường chuyển hóa mãn tính với tăng đường huyết 

lúc đói, thiếu insulin do giảm tiết insulin từ tế bào β tuyến tụy. Kháng insulin hoặc 

không đáp ứng là do tế bào  không nhận biết mức độ insulin bình thường, đặc biệt là 

trong các mô gan và cơ. Các cơ chế quan trọng khác có thể có liên quan đến bệnh tiểu 

đường type 2 là do thiếu hụt hoặc không đáp ứng hormone incretine, tăng dị hóa lipid, 

tăng glucagon trong máu, giữ nước và muối cao hơn và các bất thường chuyển hóa 

khác. Các nghiên cứu được thực hiện với chuột không có mầm bệnh ăn nhiều chất 

béo, chuột ăn chế độ bình thường và chuột được nuôi bằng chế độ ăn tiêu chuẩn đã 

chứng minh rằng quá trình trao đổi chất và miễn dịch chủ yếu phụ thuộc vào sự đa 

dạng và thành phần vi sinh vật, không phân biệt chế độ ăn uống. Những con chuột có 

cùng kiểu gen và chế độ ăn tương tự có thể có các kiểu chuyển hóa glucose khác nhau 

(tăng đường huyết hoặc hạ đường huyết) tùy thuộc vào hệ vi sinh vật đường ruột của 

chúng. Những phát hiện này xác nhận mối tương quan giữa hệ vi sinh vật đường ruột 
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và chức năng trao đổi chất [38]. 

1.2.2.3. Vi khuẩn đường ruột trong trao đổi lipid 

Việc duy trì một hệ vi sinh vật đường ruột bình thường và khỏe mạnh đóng 

một vai trò quan trọng trong việc duy trì sức khỏe tốt. Trong đường ruột của người 

khỏe mạnh, các loài thuộc chi Ruminococcus, Lactobacillus và Clostridium chiếm 

hơn 90% tổng lượng vi sinh vật. Những thay đổi về cả thành phần và chức năng của 

hệ vi sinh vật được gọi là rối loạn sinh học, là những đặc điểm chung của một số bệnh 

lý bao gồm các bệnh chuyển hóa như béo phì và tiểu đường type 2. Một số nghiên 

cứu tiền lâm sàng và lâm sàng cho kết quả là ở người béo phì sự đa dạng vi sinh vật 

thấp hơn so với người gầy. 

Các nghiên cứu về mối liên quan giữa bệnh béo phì và vi sinh vật thấy rằng sự 

gia tăng trọng lượng cơ thể có liên quan đến sự thay đổi tỷ lệ Bacteroidetes/ 

Firmicutes, trong đó lượng Firmicutes lớn hơn so với Bacteroidetes. Ngoài ra, trong 

các nghiên cứu khác, các tác giả không tìm thấy bằng chứng về mối liên quan giữa tỷ 

lệ Bacteroidetes/ Firmicutes và bệnh béo phì ở người. Một số sự thay đổi của kết quả 

được báo cáo giữa các nghiên cứu có thể là do sự khác biệt về quy trình nghiên cứu 

hoặc do phương pháp luận khác nhau [39]. 

Sự thay đổi thành phần hệ vi sinh vật đường ruột có thể gây béo phì ở người 

theo cơ chế: điều chỉnh năng lượng hấp thu, tương tác với các phân tử truyền tín hiệu, 

thay đổi tính thấm của ruột, giải phóng các hormone ruột, và viêm mãn tính. Một số 

nghiên cứu trên người cho thấy béo phì có liên quan đến sự khác nhau của hệ vi sinh 

vật đường ruột, sự đa dạng vi khuẩn giảm, thay đổi biểu hiện các gen vi khuẩn và các 

con đường chuyển hóa [40].  

Béo phì cũng liên quan đến sự gia tăng quá trình lên men do vi khuẩn và giải 

phóng năng lượng từ các thành phần không tiêu hóa được của thực phẩm. Quá trình 

các vi sinh vật đường ruột lên men carbohydrate không tiêu hóa được thành axit béo 

chuỗi ngắn (SCFA), đây là những chất đóng vai trò khá quan trọng vì chúng tham gia 

vào quá trình truyền tín hiệu trong tiêu hóa, hấp thu thức ăn. Axit béo chuỗi ngắn do 

vi khuẩn sinh ra làm tăng: (1) hấp thu và vận chuyển monosaccharide vào hệ tĩnh 

mạch cửa của gan, (2) hình thành chất béo trong các tế bào mỡ, và (3) tăng lưu lượng 

carbon vào gan và mô mỡ. Vi khuẩn cũng có thể trực tiếp điều chỉnh cân bằng năng 

lượng nội môi của vật chủ và điều chỉnh chuyển hóa bằng cách tăng vận chuyển 
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triglyceride vào các tế bào mỡ và thay đổi sự tiết hormone ruột gây cảm giác no [34].  

Tóm lại, hệ vi khuẩn đường ruột có thể góp phần làm thay đổi năng lượng dự 

trữ và gây béo phì thông qua một số cơ chế. Tương tác của vi khuẩn đường ruột với 

hệ miễn dịch bẩm sinh có thể ảnh hưởng đến quá trình viêm và trao đổi chất, gây béo 

phì và rất quan trọng đối với sức khỏe con người. 

1.2.3. Mối liên quan giữa vi khuẩn đường ruột và sức khỏe con người 

Thành phần và chức năng của vi khuẩn khác nhau tùy thuộc vào vị trí đường 

tiêu hóa, độ tuổi, giới tính, chủng tộc và khẩu phần ăn của con người [41]. 

Vi khuẩn xâm nhập vào con người ngay sau khi sinh. Theo thời gian, các mối 

liên hệ giữa vi khuẩn và vật chủ đã phát triển thành các mối quan hệ có lợi. Các vi 

khuẩn cộng sinh chuyển hóa hợp chất khó tiêu, cung cấp các chất dinh dưỡng thiết 

yếu, chống lại sự xâm chiếm của các mầm bệnh cơ hội và góp phần hình thành cấu 

trúc ruột [42]. Vi khuẩn đường ruột tham gia vào quá trình tiêu hóa một số loại thức 

ăn mà enzyme ở dạ dày và ruột non không phân giải được. Những thức ăn này thường 

chứa nhiều chất xơ và chúng được một số vi khuẩ như Lactobacillus, Bifidobacterium 

phân giải.  

Các nghiên cứu đã làm rõ vai trò của hệ vi khuẩn đường ruột trong việc cân 

bằng nội môi lipid và protein, tham gia tổng hợp các vitamin cho cơ thể như vitamin 

B9, B2, B12, K, H và các vitamin B khác. Sản xuất các axit béo chuỗi ngắn (SCFA) 

như axit axetic, propionic và butyric, và đóng vai trò như một nguồn năng lượng cho 

biểu mô ruột của con người. Các SCFA này có thể được hấp thu nhanh chóng trong 

đại tràng và có nhiều vai trò khác nhau trong việc điều chỉnh nhu động ruột, chống 

viêm, cân bằng nội môi và thu năng lượng [43]. 

Ngoài ra, vi khuẩn sống trong ruột kích thích sự phát triển bình thường của hệ 

thống miễn dịch trong cơ thể. Các tín hiệu và sản phẩm chuyển hóa có thể được cảm 

nhận bởi các tế bào tạo máu và không tạo máu của hệ thống miễn dịch bẩm sinh và 

được chuyển thành các phản ứng sinh lý [44]. 

Năm 2014, các nhà nghiên cứu đã phân tích bộ dữ liệu trình tự gen 16S rRNA 

từ Hiệp hội Dự án Vi sinh vật ở người (HMP) và thấy rằng giới tính có liên quan đến 

các kiểu quần xã được xác định trong phân, nam giới có khả năng có ít Bacteroides 

hơn và Prevotella cao hơn. Nhìn chung, thành phần của hệ vi sinh vật đường ruột 

dường như khác nhau giữa các giới, trong đó sự đa dạng α (chỉ số Chao và Shannon) 
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ở nữ cao hơn so với nam. Hệ vi sinh vật liên quan đến niêm mạc ở nữ cho thấy sự 

phong phú cao hơn của Actinobacteria, Lactobacillales, Streptococcaceae, 

Bifidobacterium và ít Veillonellaceae và Clostridia chưa được phân loại. 

Các nghiên cứu so sánh chuột nuôi bình thường với chuột không mang mầm 

bệnh đã phát hiện ra rằng chuột không mang mầm bệnh có nhiều khiếm khuyết trong 

quá trình phát triển mô bạch huyết liên quan đến đường ruột và sản xuất kháng thể. 

Một báo cáo khác cũng đã chứng minh rằng hệ vi sinh vật đường ruột tạo ra phản ứng 

dung nạp hoạt động trên các tế bào đuôi gai ở ruột và ức chế quá trình viêm thông 

qua tế bào lympho T helper [45].  

1.2.4. Vi khuẩn đường ruột trong bệnh tiểu đường type 2 

1.2.4.1. Vi khuẩn đường ruột và bệnh béo phì 

Vi khuẩn đường ruột tham gia vào nhiều loại chức năng chuyển hóa khác nhau 

như lên men và hấp thu carbohydrate chưa tiêu hóa, hấp thu chất điện giải và khoáng 

chất, điều hòa nhu động ruột và tổng hợp một số vi chất dinh dưỡng. Do vai trò của vi 

sinh vật trong việc thực hiện các chức năng này nên những thay đổi của của chúng 

trong ruột người cũng là nguyên nhân của bệnh béo phì [46]. 

Vi khuẩn đường ruột có liên quan đến sự phát triển của các bệnh chuyển hóa 

như tiểu đường và béo phì, góp phần vào điều chỉnh cân bằng năng lượng của cơ thể. 

Thành phần vi khuẩn đường ruột thay đổi có thể gây ra sự mất cân bằng năng lượng 

dẫn đến những thay đổi về chuyển hóa, hoạt động thần kinh từ đó thúc đẩy sự phát 

triển của bệnh béo phì [47]. 

Nghiên cứu trên chuột cho thấy có mối liên quan của vi khuẩn đường ruột đối 

với sự tích tụ chất béo. Chuột không mang mầm bệnh thì lượng mỡ trong cơ thể ít hơn 

so với chuột bình thường mặc dù chúng ăn nhiều hơn. Để chứng minh, người ta đã 

cấy ghép hệ vi sinh vật của chuột béo phì sang chuột không mang mầm bệnh, kết quả 

đã gây ra sự gia tăng trọng lượng rất đáng kể so với những con chuột không mang 

mầm bệnh được cấy ghép hệ vi sinh vật từ những con chuột gầy [48]. 

Sự gia tăng Firmicutes được thấy ở cả động vật và người béo phì có thể liên 

quan đến việc phân giải polysaccharide khó tiêu thành monosaccharide và axit béo, 

do đó giúp cơ thể dễ hấp thu và tạo ra nhiều năng lượng hơn. Trong khi đó ở những 

động vật gầy, các polysaccharide khó tiêu được bài tiết qua phân [49]. 

Bacteroidetes có ít gen mã hóa cho các enzym tham gia chuyển hóa lipid và 
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glucid hơn so với Firmicutes. Tuy nhiên trong ngành Bacteroidetes, loài Bacteroides 

thetaiotaomicron đã được chứng minh là làm tăng khả năng hấp thu và xử lý chất dinh 

dưỡng của vật chủ [50]. 

Một số nghiên cứu trên người cho thấy tỷ lệ Firmicutes/Bacteroidetes cao ở 

người béo phì, nhưng cũng có nghiên cứu không tìm thấy mối tương quan giữa chỉ 

số khối cơ thể và tỷ lệ Firmicutes/Bacteroidetes. Ngoài ra, vẫn có nghiên cứu tìm thấy 

một tỷ lệ ngược lại. Những người béo phì thực hiện ăn kiêng ít calo hoặc dùng biện 

pháp cắt bỏ dạ dày, kết quả đã giảm tỷ lệ Firmicutes/Bacteriodetes [51]. 

Một phát hiện quan trọng khác ở người là việc chuyển từ chế độ ăn nhiều chất 

béo, ít chất xơ sang chế độ ăn nhiều chất xơ, ít chất béo đã tạo ra những thay đổi đáng 

kể đối với hệ vi sinh vật chỉ trong 24 giờ. Hơn nữa, ở người sự gia tăng chất béo trong 

chế độ ăn uống làm giảm số lượng vi khuẩn Lactobacillus và gây ra sự gia tăng vi 

khuẩn Gram âm [52]. Các nghiên cứu cũng cho thấy ở người béo phì có lượng 

Lactobacillus reuteri cao, trong khi đó các loài như Lactobacillus casei, Lactobacillus 

paracasei và Lactobacillus plantarum có tỷ lệ thấp hơn [53]. 

Ngoài ra, một số nghiên cứu đã xác định mối liên hệ của một số loài vi sinh vật 

với bệnh béo phì ở người. Nghiên cứu ở phụ nữ mang thai thừa cân cho thấy lượng 

Bacteroides thấp hơn nhưng lượng Staphylococcus, Enterobacteriaceae và 

Escherichia coli (E. coli) cao hơn so với phụ nữ mang thai có cân nặng bình thường. 

Ở trẻ béo phì, lượng vi khuẩn Faecalibacterium prausnitzii (F. prausnitzii thuộc ngành 

Firmicutes) cao hơn đáng kể so với trẻ không béo phì. Tỷ lệ của nhóm vi khuẩn 

Bacteroides, Prevotella được chứng minh là tăng sau khi giảm cân ở thanh thiếu niên 

béo phì [54]. 

1.2.4.2. Vi khuẩn đường ruột và đề kháng insulin 

Nghiên cứu Bifidobacterium spp cho thấy, khi nhóm vi khuẩn này gia tăng thì 

tình trạng viêm ở chuột béo phì giảm. Nguyên nhân của hiện tượng này có thể do 

Bifidobacterium spp đã làm tăng sản xuất GLP-1 và peptide YY, do đó quá trình đề 

kháng insulin giảm, chức năng của tế bào  tăng. 

Một nghiên cứu gần đây đối với 277 người Đan Mạch không mắc bệnh tiểu 

đường để điều tra xem liệu hệ vi sinh vật đường ruột có ảnh hưởng đến các dấu hiệu 

chuyển hóa liên quan đến kháng insulin hay không. Kết quả cho thấy ở những người 

kháng insulin thì khả năng vận chuyển acid amin chuỗi nhánh (BCAA) của máu vào 
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tế bào giảm. BCAA giúp duy trì glucose máu ở mức độ bình thường, ngoài ra còn 

giúp cơ thể tăng tiết insulin. Nguồn BCAA cung cấp cho cơ thể được lấy từ thức ăn 

hoặc được tổng hợp từ vi sinh vật. Một số vi khuẩn được coi là “nhà sản xuất” BCAA 

đó là Prevotella copri và Bacteroides vulgatus. Đây là nguồn BCAA rất quan trọng 

giúp giảm khả năng kháng insulin của cơ thể [55]. 

Loài vi khuẩn trọng tâm trong nghiên cứu về bệnh béo phì và bệnh tiểu đường 

type 2 là Akkermansia muciniphila khu trú trong lớp chất nhầy. Zhang và cộng sự 

nhận thấy vi khuẩn A. muciniphila giảm ở những người tiền tiểu đường và người tiểu 

đường type 2. Lượng vi khuẩn này ít có thể là dấu hiệu sinh học cho tình trạng không 

dung nạp glucose [56]. Ngoài ra, các nghiên cứu gần đây ở các cặp song sinh cho 

thấy A. muciniphila giảm trước khi bắt đầu mắc bệnh tiểu đường type 2 [57].  

Prevotella copri cũng được công nhận là có liên quan tích cực đến việc sản 

xuất các hợp chất tăng cường sức khỏe như axit béo chuỗi ngắn, cải thiện khả năng 

dung nạp gluucose [58]. Prevotella copri có khả năng dung nạp glucose là do vi khuẩn 

này làm tăng dự trữ glycogen ở gan, tăng sản xuất succinate. Sự phong phú của 

Prevotella copri cũng liên quan đến sự gia tăng hormone đường ruột GLP-1 và giảm 

cảm giác đói [59]. 

1.2.5. Sản phẩm trao đổi chất của vi khuẩn đường ruột với người tiểu đường type 2 

Di truyền, lối sống và tăng trọng lượng cơ thể đều góp phần vào sự phát triển 

của bệnh tiểu đường type 2. Khoảng 80% người thừa cân bị bệnh tiểu đường type 2. 

Mối liên quan giữa vi sinh vật đường ruột và bệnh tiểu đường type 2 đã được thể hiện 

thông qua các nghiên cứu trên chuột không mắc bệnh tiểu đường. Việc đưa hệ vi sinh 

vật từ chuột mắc bệnh tiểu đường vào đường ruột chuột không mắc bệnh tiểu đường 

sẽ làm tăng đáng kể chất béo trong cơ thể và kháng insulin [58]. 

Sau đó, một số nghiên cứu đã ghi nhận sự thay đổi hệ vi sinh vật đường ruột 

liên quan đến bệnh tiểu đường type 2. Sau khi phân tích một nhóm bệnh nhân Trung 

Quốc mắc bệnh tiểu đường type 2, Qin và cộng sự thấy hệ vi sinh vật ở người tiểu 

đường có ít vi khuẩn sản xuất butyrate như Clostridiales sp., F. prausnitzii, Roseburia 

intestinalis và E. rectal [59]. Hơn nữa, môi trường sống trong ruột người tiểu đường 

type 2 chứa mầm bệnh cơ hội bao gồm Desulfovibrio khử sulfate, Bacteroides caccae 

và E. coli. Để sáng tỏ hơn phát hiện này, một nghiên cứu ở phụ nữ sau mãn kinh ở 

Scandinavi cho thấy mức độ giảm của F. prausnitzii và R. intestinalis ở người tiểu 
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đường type 2 so với những người bị suy yếu dung nạp glucose. Ngoài ra, các nghiên 

cứu trên người tiểu đường type 2 ở Trung Quốc và Scandinavi đều cho thấy mức độ 

Lactobacillus tăng cao. Bệnh béo phì và rối loạn chuyển hóa glucose là do sự thay 

đổi tỷ lệ giữa Bacteroidetes và Firmicutes [60]. 

 

Hình 1.2. Hệ vi sinh vật đường ruột ở người khi chế độ ăn khác nhau [59] 

Những người thừa cân và béo phì, chế độ ăn theo các nước phương Tây sẽ có 

xu hướng phát triển bệnh tiểu đường type 2. Trong khi những người khỏe mạnh có 

chế độ ăn uống cân bằng với hàm lượng cao các chất như axit béo không bão hòa, 

protein thực vật và chất xơ thì hệ vi sinh vật đường ruột sẽ giàu nhóm vi khuẩn R. 

intestinalis, F. prausnitzii, E. rectale, Lactobacillus sp. và Clostridiales, những người 

mắc bệnh tiểu đường type 2 sẽ có vi sinh vật thuộc chủng Desulfovibrio sp., 

Bacteroides sp. và Intestinibacter sp. cao hơn. 

Nghiên cứu của Trung Quốc cho thấy sự gia tăng E. coli ở bệnh nhân tiểu 

đường type 2 và một nghiên cứu khác của Đan Mạch cho thấy mức độ Proteobacteria 

đã tăng lên trong người tiểu đường type 2 [61]. Những vi khuẩn Gram âm này có khả 

năng liên quan đến sinh lý bệnh tiểu đường type 2. Cụ thể, lipopolysacarit (LPS) do 

các vi khuẩn này tiết ra có thể thúc đẩy quá trình viêm nhiễm cận lâm sàng, điển hình 

cho cả bệnh tiểu đường và béo phì. Các nghiên cứu gần đây cho thấy, đặc trưng của 

bệnh tiểu đường type 2 là do tăng nội độc tố. Thật vậy, những con chuột được ăn chế 



22 

độ ăn nhiều chất béo (HF) cho đến khi mắc bệnh tiểu đường sẽ bị nhiễm độc nội độc 

tố, tăng tính thấm ruột và hệ vi sinh vật khá khác biệt [40]. Ngoài ra, thuật ngữ nhiễm 

trùng chuyển hóa được dùng để mô tả vai trò của hệ vi sinh vật trong viêm nhiễm nội 

độc tố cùng với tình trạng kháng insulin ở tiểu đường type 2. Endotoxin có nguồn gốc 

vi sinh vật có thể đóng một vai trò trong tình trạng kháng insulin liên quan đến tiểu 

đường type 2 do nồng độ DNA của vi khuẩn trong máu (chủ yếu là Proteobacteria) 

đã được chứng minh là tăng trong tiền tiểu đường. 

Cảnh báo hiện nay trong các nghiên cứu ở người là thiếu thông tin liên quan 

đến vai trò của thuốc trị đái tháo đường trong việc thay đổi hệ vi sinh vật. Đại diện 

cho loại thuốc đầu tiên được lựa chọn để điều trị bệnh tiểu đường type 2 là metformin. 

Các nghiên cứu của Thụy Điển, bệnh nhân tiểu đường được điều trị bằng metformin 

và hệ vi sinh vật của mình khi đã được làm giàu chi Enterobacteriaceae và có mức 

độ thấp hàm lượng chi Eubacterium và Clostridium. Ở những con chuột được cho ăn 

chế độ ăn nhiều chất béo, metformin đã được chứng minh ảnh hưởng đến cả quá trình 

chuyển hóa glucose của vật chủ cũng như hệ vi sinh vật bằng cách tăng lượng vi 

khuẩn Akkermansia [62]. Gần đây, điều trị metformin cũng đã được chứng minh là 

làm thay đổi thành phần vi sinh vật ở bệnh nhân tiểu đường type 2, kết quả là tăng 

Escherichia sp. và giảm sự phong phú của Intestinibacter sp [63]. 

SCFAs, BCAAs, succinate, indole và imidazole là các chất chuyển hóa của vi 

sinh vật kỵ khí ở ruột, các chất này hoạt động như các thành phần trung tâm trong các 

con đường truyền tín hiệu từ vi sinh vật đến vật chủ [64]. Các chất chuyển hóa này 

chủ yếu được tạo ra từ các chi vi khuẩn như Prevotella, Akkermansia, 

Faecalibacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Ruminococus, Coprococcus, 

Eubacterium, Roseburia, Clostridium, Bacteroides, Propionibacterium và 

Fusobacterium [65]. Ở bệnh nhân tiểu đường type 2 phần lớn hệ vi sinh vật đặc biệt 

này bị cạn kiệt và ít hơn so với người không tiểu đường. 

Butyrate, axetat và propionat là những SCFA phong phú nhất được tạo ra từ 

quá trình lên men chất xơ trong đường ruột [66]. Axetat và propionat hầu hết được tạo 

ra bởi ngành vi khuẩn Bacteroidetes, trong khi butyrat được tạo ra bởi ngành 

Firmicutes [67]. SCFAs được các tế bào niêm mạc ruột trực tiếp sử dụng làm nguồn 

năng lượng hoặc chuyển đến hệ tuần hoàn để tạo ra nguồn năng lượng quan trọng cho 

vật chủ và có khả năng hoạt động như các phân tử tín hiệu [66]. 
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SCFA ảnh hưởng mạnh mẽ đến quá trình chuyển hóa glucose thông qua hoạt 

động kết hợp với các thụ thể được ghép nối với protein G (GPR) được chọn. Chúng 

được biểu hiện chủ yếu trong mô mỡ, ruột và các tế bào miễn dịch. Sự kích thích 

GPR43 và GPR119 thúc đẩy sự bài tiết của incretin GLP-1 từ các tế bào L đường ruột 

[68]. GLP-1 tăng cường giải phóng insulin từ tế bào β, ức chế bài tiết glucagon, bảo 

vệ tế bào β khỏi quá trình chết tế bào, thúc đẩy tăng sinh tế bào β và kéo dài thời gian 

vận chuyển đường ruột [69]. Kích thích thụ thể GPR41 bởi butyrate và propionate có 

khả năng tạo ra gluconeogene ở ruột thông qua hai cơ chế hoạt động khác nhau. Thứ 

nhất, bằng cách hoạt động như một chất chủ vận GPR41 giúp tăng cường biểu hiện 

gen tạo gluconeogenes ở ruột và thứ hai thông qua một mạch thần kinh não - ruột liên 

quan đến GPR41 [70]. 

SCFA cũng có thể tác động trực tiếp đến chuyển hóa glucose ở gan, làm giảm 

quá trình đường phân và tạo gluconeogene, tăng tổng hợp glycogen và giảm nồng độ 

axit béo trong huyết tương. SCFAs có khả năng kích hoạt hoạt động dây thần kinh 

phó giao cảm, làm tăng cảm giác thèm ăn và thúc đẩy bài tiết insulin do glucose kích 

thích [71]. 

SCFAs đã được chứng minh là tăng cường sự hấp thu glucose ở ngoại vi, bằng 

cách tăng sự biểu hiện của chất vận chuyển glucose loại 4 (GLUT4), thông qua hoạt 

động của protein kinase (AMPK). Thứ hai, trong cơ xương, SCFAs có khả năng giảm 

đường phân từ đó dẫn đến tăng tổng hợp glycogen [72]. 

Acetate, SCFA được biểu mô ruột hấp thu, vận chuyển đến gan qua tĩnh mạch 

cửa, và cuối cùng được phân phối đến các mô ngoại vi nơi nó được chuyển hóa. 

Axetate toàn thân có khả năng vượt qua hàng rào máu não, nơi nó có thể kích hoạt 

acetyl-CoA carboxylase dẫn đến tăng cường sự biểu hiện của các neuropeptide gây 

kích hoạt tế bào thần kinh vùng dưới đồi và ngăn chặn sự thèm ăn [73]. 

Butyrate là cơ chất và nguồn năng lượng chính cho tế bào đại tràng, cung cấp 

ít nhất 60-70% năng lượng cho tế bào niêm mạc ruột kết. Butyrate rất quan trọng trong 

việc duy trì cân bằng nội môi biểu mô ruột kết chủ yếu bằng cách sử dụng các đặc tính 

chống viêm của nó, do đó ngăn chặn việc sản xuất oxy phản ứng và các loại nitơ được 

tạo ra trong stress oxy hóa. Sự phong phú của vi sinh vật sản xuất butyrate có liên 

quan đến phản ứng insulin trong quá trình thử nghiệm dung nạp glucose qua đường 

miệng (một dấu hiệu cho thấy chức năng tế bào β được cải thiện) [74]. 
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Propionate được sản xuất qua đường ruột là một tiền chất ưu tiên đã biết để tạo 

gluconeogenesis, trong đó khoảng 50% được sử dụng theo cách này. Propionate đi 

vào chu trình axit tricarboxylic (TCA) và được chuyển thành succinyl-CoA thông qua 

ba phản ứng liên tiếp. Kết quả succinyl-CoA quay lại chu trình TCA và được chuyển 

thành oxaloacetate, tiền chất tạo gluconeogenesis [75]. 

Sự phân phối propionate tăng lên ở ruột có liên quan đến chức năng tế bào β 

tăng cường và sự bài tiết insulin được điều tiết bằng glucose mà không phụ thuộc vào 

sự thay đổi mức GLP-1. Propionate bảo vệ tế bào  tuyến tụy của người thông qua 

việc ức chế trực tiếp quá trình chết tế bào gây ra bởi các cytokine gây viêm. Bổ sung 

propionate cho người thừa cân thông qua ăn uống sẽ giảm năng lượng tiêu thụ, đồng 

thời tăng nồng độ peptide YY (PYY) và GLP-1 trong huyết tương [76]. 

Khuyến khích bệnh nhân ăn một chế độ ăn nhiều chất xơ đã được chứng minh 

là cải thiện lượng vi sinh vật sản xuất SCFA, dẫn đến giảm mức HbA1c do tăng sản 

xuất GLP-1. Nghiên cứu ở các nhóm người thuần tập cho thấy nhóm ăn nhiều chất xơ 

có mức HbA1c giảm (HbA1c <7%) so với nhóm đối chứng [77]. Nồng độ butyrate 

trong huyết tương sau ăn cao hơn được tìm thấy ở những người sự phong phú của các 

loài Intestinimonas butyriciproductionns và Akkermansia muciniphila lớn hơn. Nồng 

độ butyrate tương quan trực tiếp với độ nhạy insulin sau ăn, được đánh giá bằng độ 

nhạy insulin đường uống (OGIS) [78]. 

Vi khuẩn lên men chất xơ thực phẩm tạo ra một lượng lớn succinate giúp cải 

thiện gia tăng glucose máu thông qua việc kích hoạt quá trình tạo gluconeogenes ở 

ruột, điều này cũng đúng với các acid béo chuỗi ngắn là butyrate và propionate [79].  

1.3. Kỹ thuật metagenomics và ứng dụng trong nghiên cứu hệ vi sinh vật 

1.3.1. Khái quát về metagenomics 

Năm 1998, Handelsman, Goodman và một số tác giả là những người đầu tiên 

sử dụng thuật ngữ “metagenomics”. Metagenomics là ngành công nghệ nghiên cứu 

về metagenome với nguồn vật liệu là DNA/RNA. Metagenomics là sự phân tích đa 

hệ gen của tất cả các vi sinh vật thu nhận trực tiếp từ mẫu môi trường tự nhiên mà 

không thông qua nuôi cấy. Do đó, metagenomics cho phép phân tích toàn thể vi sinh 

vật sống trong bất kỳ môi trường tự nhiên nào [80]. 

Theo ước tính Trái Đất có trên 1030 loài prokaryote đang sống, trong đó khoảng 
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95-99% vi sinh vật chưa thể nuôi cấy được trong phòng thí nghiệm [59]. Trong những 

năm gần đây, cùng với sự phát triển nhanh của công nghệ giải trình tự gen thế hệ mới, 

kỹ thuật metagenomics cho pháp giải mã khối lượng gen đồ sộ từ vi sinh vật thu được 

trong một mẫu môi trường mà không cần nuôi cấy. Nguồn dữ liệu phong phú này cho 

phép khai thác tối đa nguồn gen quý cũng như tìm hiểu cơ chế tác động giữa các vi 

sinh vật với hệ sinh thái. 

Cộng đồng vi khuẩn đóng một vai trò quan trọng trong việc bảo vệ sức khỏe 

con người. Tuy nhiên, thành phần và cơ chế hoạt động của chúng vẫn còn rất nhiều 

bí ẩn. Dự án của “Human Microbiom” bước đầu đã sử dụng trình tự metagenome của 

các cộng đồng vi khuẩn ở 15-18 vị trí khác nhau trên cơ thể của ít nhất 250 người để 

đánh giá sự thay đổi và mối quan hệ của chúng với sức khỏe của con người. Một 

nghiên cứu y tế khác của dự án MetaHit (Metagenomics of the Human Intestinal 

Tract) tiến hành ở 124 cá nhân từ Đan Mạch và Tây Ban Nha mắc bệnh đường ruột, 

thừa cân và cáu kỉnh đã công bố thông tin về sự đa dạng phát sinh loài vi khuẩn tiêu 

hóa. Nghiên cứu đã chứng minh rằng hai ngành vi khuẩn Bacteroidetes và Firmicutes 

chiếm hơn 90% của các loài được biết đến đang thống trị vi khuẩn đường ruột. Sử 

dụng tần số gene liên quan được tìm thấy trong ruột đã xác định 1244 cụm gene của 

metagenome là cực kì quan trọng cho sức khỏe của đường ruột. Bệnh nhân bị hội 

chứng ruột kích thích chỉ có 75% các gene trên và tính đa dạng vi khuẩn thấp hơn so 

với cá nhân không bị hội chứng ruột kích thích. Nghiên cứu cũng đã chỉ ra sự thay 

đổi đa dạng của quần xã vi sinh vật của bệnh nhân có thể liên quan với bệnh đường 

ruột hoặc béo phì. Trên cơ sở các nghiên cứu về metagenome của hệ vi sinh vật hoạt 

động ở cơ thể người để phát triển các công cụ và công nghệ sinh học mới hỗ trợ các 

mục tiêu của y học. Một số nghiên cứu khác về metagenomics cho phép phát hiện ra 

virus - nguyên nhân gây ra một số bệnh ung thư ở người. 

Tại nước ta, các nghiên cứu đa hệ gen của vi sinh vật không thông qua nuôi 

cấy đã được triển khai trong những năm gần đây. Từ năm 2012-2015, nhóm nghiên 

cứu của GS. TS Trương Nam Hải tại Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa 

học và Công nghệ Việt Nam đã áp dụng kỹ thuật metagenomics để phân lập hệ gen 

mã hóa enzyme thủy phân lignocellulose từ khu hệ vi sinh vật ruột mối Việt Nam. 

Công trình đã xác định được 316 ORF mã hóa cellulase, 259 ORF mã hóa 
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hemicellulase và 12 ORF mã hóa pectatelyase và pectinesterase [81]. Đặc biệt từ 

năm 2014, Bộ Khoa học và Công nghệ đã phê duyệt danh mục dự án khoa học và 

công nghệ cấp quốc gia nhằm mục đích khai thác hiệu quả nguồn gen phong phú và 

đa dạng của vi sinh vật với tên gọi: “Nghiên cứu metagenome của vi sinh vật từ một 

số môi trường đặc thù nhằm tìm kiếm các gen, enzyme, chất xúc tác sinh học mới để 

sản xuất các chế phẩm sinh học phục vụ đời sống, bảo vệ sức khỏe con người và môi 

trường”. Dự án được triển khai theo các hướng như khai thác được các gen mới có 

khả năng phân hủy dioxin; nghiên cứu đa hệ gen của vi sinh vật đất vùng rễ để tăng 

năng suất chất lượng của một số loại cây trồng; sàng lọc các chất có hoạt tính sinh 

học mới từ vi sinh vật liên kết với hải miên và nghiên cứu đa hệ gen của vi sinh vật 

trong các đầm nuôi tôm hướng tới phát triển nghề nuôi tôm. Đây là những nghiên 

cứu đầu tiên ứng dụng kỹ thuật metagenomics để giải các bài toán có tính chất tổng 

thể, đánh giá đa dạng và tiềm năng di truyền của vi sinh vật từ hệ sinh thái, môi 

trường Việt Nam [82].  

1.3.2. Nền tảng của kỹ thuật metagenomics 

1.3.2.1. Các thiết bị giải trình tự gen thế hệ mới 

Trước đây, nghiên cứu vi sinh vật dựa trên cách phân lập và nuôi cấy truyền 

thống trong các môi trường, đây là một việc tốn kém về thời gian và công sức. Thêm 

vào đó, có tới 99% vi sinh vật không thể được nuôi cấy bằng các kỹ thuật tiêu chuẩn. 

Do đó, metagenomics đã trở thành kỹ thuật được lựa chọn phổ biến và là cơ sở của 

phát sinh loài với độ chính xác cao hơn, và cho kết quả nhanh hơn [83]. 

1.3.2.2. Máy giải trình tự Illumina 

Một số loại máy giải trình tự đã được Illumina phát triển và đưa ra thị trường 

là NovaSeq, NextSeq, HiSeq, HiSeq X, HiScanSQ, MiSeq,… Trong đó, NovaSeq 

6000 là thiết bị mới nhất được hãng Illumina giới thiệu. Tuy nhiên, các thiết bị MiSeq 

và HiSeq được sử dụng phổ biến nhất trong các nghiên cứu. Các thiết bị đọc trình tự 

của Illumina đều cho kích thước đoạn đọc khoảng 200-300 bp [84]. 

Các máy giải trình tự Illumina có thể được ứng dụng trong các lĩnh vực sau: 

- Đọc các trình tự DNA hệ gen hoặc các gen đích; 

- Phân tích điều hòa hoạt động của gen; 

- Phân tích mức độ phiên mã trên cơ sở số lượng và chất lượng trình tự, phân 
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tích toàn bộ transcriptome liên quan đến mức độ biểu hiện và các dạng RNA; 

- Phân tích tương tác DNA-protein (ChIP-SEQ) tạo ra các bản đồ chính xác 

của các vị trí liên kết cho bất kỳ loại protein quan tâm; 

- Phân tích và phát hiện tiểu RNA: Các tiểu RNA thường có chức năng điều 

hòa ví dụ như microRNA (miRNA). Các Illumina GA với dung lượng đọc ngắn là 

thế hệ máy lựa chọn cho đọc trình tự tiểu RNA. 

- Nghiên cứu metagenomics và metatranscriptomics 

1.3.2.3. Giải trình tự gen thế hệ mới ứng dụng trong nghiên cứu metagenome 

Các nghiên cứu metagenome được tiến hành nhằm phân tích thành phần và 

chức năng các loài trong các hệ sinh thái vi sinh vật. Có hai cách tiếp cận khi sử dụng 

các thiết bị giải trình tự gen thế hệ mới trong các cứu metagenome đó là: (1) Giải trình 

tự các đoạn khuếch đại ngắn (amplicon) hoặc (2) Giải trình tự shotgun (Hình 1.3). 

Trong cách tiếp cận đầu tiên, các vùng cụ thể trong DNA từ các quần xã vi 

sinh vật được khuếch đại bằng cách sử dụng các cặp mồi dùng trong phân loại phân 

tử trên các vùng gen 16S rRNA cho sinh vật nhân sơ và vùng gen ITS của sinh vật 

nhân chuẩn. Giải trình tự shotgun có thể giúp tái tạo lại các đoạn gen lớn hoặc bộ 

gen hoàn chỉnh của các sinh vật trong cộng đồng mà trước đó không phân lập được, 

cách tiếp cận này cho phép xác định đặc điểm của một số lượng lớn các trình tự mã 

hóa và không mã hóa để làm dấu hiệu phát sinh loài. 

Cả hai cách tiếp cận đều bắt đầu bằng việc tách DNA từ các quần xã vi sinh 

vật. Tiếp đó, DNA sẽ được khuếch đại bằng PCR với các cặp mồi của gen 16S rRNA 

(với giải trình tự NGS gen 16S rRNA) hoặc bị cắt thành các đoạn DNA ngắn 

(shotgun metagenomics). Các đoạn khuếch đại của gen 16S rRNA, hoặc các đoạn 

DNA cắt ngắn được giải trình tự bằng kỹ thuật NGS. Cuối cùng, tất cả dữ liệu trình 

tự được xử lý bằng cách sử dụng các công cụ tin sinh học cho phép nhà nghiên cứu 

làm sáng tỏ thành phần phân loại hoặc vai trò của gen chức năng trong mẫu phân 

tích [85]. 
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Hình 1.3. Tổng quan về giải trình tự gen 16S rRNA và giải trình tự shotgun trong 

nghiên cứu metagenome 

1.3.2.4. Nghiên cứu metagenome dựa trên giải trình tự gen 16S rRNA 

16S rRNA là viết tắt của 16S ribonucleic axit (rRNA) của ribosome, trong đó 

S là đơn vị Svedberg - đơn vị đo tốc độ lắng. 16S rRNA này là một thành phần quan 

trọng của tiểu đơn vị nhỏ (Small Subunit - SSU) của ribosome nhân sơ cũng như ti 

thể và lục lạp. Đoạn DNA mã hóa rRNA được gọi là gen rRNA hoặc rDNA. Gen 

16S rRNA được sử dụng làm mã vạch phân tử cho các nghiên cứu định danh và phân 

loại vi khuẩn bởi chúng có mặt ở tất cả các loài vi khuẩn và vi khuẩn cổ. Gen 16S 

rRNA không quá dài cũng không quá ngắn, có kích thước khoảng 1500 bp, đủ chứa 

các thông tin về phát sinh loài và sự biến đổi di truyền trong gen 16S rRNA được 

tìm thấy giữa các sinh vật nhân sơ là đủ để sử dụng được trong phân tích thành phần 

loài. Gen 16S rRNA có 9 vùng siêu biến ký hiệu từ V1-V9. Các vùng này có kích 

thước trung bình khoảng 30-100 bp, xen kẽ các vùng siêu biến là các vùng bảo thủ, 

hầu như không thay đổi giữa các loài vi sinh vật. Do đó, trình tự gen của các vùng 
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bảo thủ được sử dụng để thiết kế các mồi giúp nhân các vùng gen siêu biến [86]. 

 

Hình 1.4. Sơ đồ cấu trúc các vùng trên gen 16S rRNA và các cặp mồi dùng để 

khuếch đại các vùng gen siêu biến [87] 

Gen 16S rRNA đã được sử dụng để suy ra mối quan hệ phát sinh loài giữa các 

ngành cũng như so sánh giữa các loài trong cùng một chi [88]. Một trong những ưu 

điểm của gen 16S rRNA chúng dễ dàng được khuếch đại trong PCR. Trên gen có các 

vùng bảo thủ dùng để thiết kế mồi điều này trở thành một lợi thế đáng kể cho trình tự 

đọc ngắn dựa trên máy giải trình tự thế hệ mới [89]. 

Có ba phương pháp phổ biến để giải trình tự gen 16S rRNA của các nền tảng 

máy thế hệ mới bao gồm: 

- Đọc trình tự single-end: Các đoạn DNA được đọc trình tự 1 chiều từ các sản 

phẩm PCR. Thường sử dụng phương pháp này trên nền tảng máy NGS đời đầu như 

Roche 454 và Ion Torrents. 

- Đọc trình tự đoạn Paired-end: Các đoạn DNA được đọc trình tự từ 2 đầu của 

sản phẩm PCR. Hai trình tự này sau đó sẽ được ghép lại để trở thành 1 đoạn đơn hoàn 

chỉnh. Hiện nay, phương pháp đọc trình tự này được áp dụng phổ biến trên các hệ 

máy Illumina. 

- Đọc trình tự đoạn dài đơn phân tử theo giời gian thực: phương pháp này 

được áp dụng trên thiết bị giải trình tự thế hệ mới PacBio Sequel. Các thiết bị này 

có khả năng đọc đoạn đơn dài trên 10 kb. Với các đoạn gen 16S có kích thước 

khoảng 1,5 kb sẽ được đọc lặp lại nhiều lần, do đó sẽ tăng độ chính xác của các 

trình tự được giải. 
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Việc lựa chọn các vùng gen để khuếch đại là bước tiếp theo trong quá trình 

phân tích metagenomics. Gen 16S rRNA có 9 vùng siêu biến có thể sử dụng để giải 

trình tự trong các phân tích metagenome. Khi phân tích thành phần loài, có thể lựa 

chọn các vùng V3-V5 hoặc vùng V1-V2 [90]. Xác định thành phần các loài vi khuẩn 

cổ, vùng V1-V4 cho kết quả phân tích tốt nhất ở mức độ chi (genus), và vùng V3-V5 

cho kết quả tốt nhất ở mức độ họ (family). Với phân tích ở vi khuẩn, vùng V1-V4 

cho kết quả tốt nhất ở mức độ loài, và có tỉ lệ lỗi đọc trình tự ít nhất. Vùng V3-V4 

cho kết quả tốt nhất với tỉ lệ lỗi đọc trình tự thấp hơn so với vùng V8-V9, cũng như 

phù hợp hơn trong các phân tích nhóm loài [89]. 

Lượng dữ liệu giải trình tự gen thế hệ mới như 16S rRNA metagenome được 

tạo ra ngày càng lớn dẫn đến sự ra đời của các công cụ phân tích tin sinh học cho 

phép xử lý loại dữ liệu này. Một số công cụ phân tích phổ biến có thể kể đến như 

QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology), Mothur, MG-RAST 

(Metagenomics-Rapid Annotation using Subsystems Technology). Trong đó QIIME 

và Mothur là phần mềm mã nguồn mở viết trên nền ngôn ngữ Python và C++ còn 

MG-RAST là cụ online [91]. Phân tích bằng MG-RAST không yêu cầu người sử 

dụng lệnh, do đó phù hợp với các nhà nghiên cứu không có nhiều kinh nghiệm về tin 

sinh học. Tuy nhiên, phân tích với MG-RAST tiêu tốn rất nhiều thời gian do mức độ 

ưu tiên của dữ liệu được công bố sau khi phân tích (http://metagenomics.anl.gov/). 

Do đó, đến nay nhiều nhà nghiên cứu vẫn thường lựa chọn Mothur và QIIME là 2 

phần mềm chính để xử lý các số liệu giải trình tự 16S rRNA. 

QIIME sử dụng để thực hiện phân tích vi sinh vật từ dữ liệu trình tự DNA thô, 

được viết dựa trên ngôn ngữ lập trình Python. QIIME được thiết kế để đưa người 

dùng từ dữ liệu trình tự thô được tạo ra trên hệ thống giải trình tự Illumina hoặc các 

nền tảng khác. Các bước giải trình tự bao gồm demultiplexing và lọc trình tự, lựa 

chọn OUT; chọn, phân loại, phân tích đa dạng và mô hình hóa. QIIME đã được áp 

dụng cho các nghiên cứu dựa trên hàng tỷ chuỗi từ hàng chục ngàn mẫu. 

Mothur là phần mềm được viết trên nền ngôn ngữ lập trình C++. Đây là sản 

phẩm do tiến sĩ Patrick Schloss và nhóm phát triển phần mềm của ông tại Bộ môn Vi 

sinh học và Miễn dịch học tại Đại học Michigan cho ra đời vào năm 2009. Dự án này 

nhằm mục đích phát triển một phần mềm mã nguồn mở, có khả năng mở rộng nhu 

cầu tin sinh học của sinh thái vi sinh vật. Mothur là sự đã kết hợp các chức năng của 
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dotur, sons, treeclimber, slibshuff, unifrac. 

Điểm chung của 2 phần mềm Mothur và QIIME là đều đưa ra số liệu OUT cho 

các phân tích tiếp theo, đây là đơn vị phân loại cơ bản mà các trình tự được so sánh 

với một cơ sở dữ liệu và phân loại dựa trên mức độ tương đồng (thông thường, các 

trình tự tương đồng nhau 97% được xếp vào cùng một chi). Mặc dù được sử dụng 

phổ biến nhưng chưa có nhiều công bố so sánh giữa chức năng và sự tiện dụng của 

các công cụ phân tích tin sinh học này. Năm 2014, Nilakanta và cộng sự đã so sánh 

7 phần mềm phân tích dữ liệu 16S đáp ứng các tiêu chí gồm miễn phí, đầy đủ các 

chức năng phân tích cũng như tính bảo mật số liệu cao. Nhóm tác giả đã lựa chọn 

được 2 phần mềm QIIME và Mothur là phù hợp hơn cả do tính tiện dụng và có có 

đầu đủ các hướng dẫn khi có phát sinh lỗi trong quá trình sử dụng [92]. 

1.3.2.4. Nghiên cứu metagenome dựa trên giải trình tự shotgun 

Shotgun metagenomics là một cách tiếp cận nhằm xác định đặc điểm của các 

cộng đồng vi sinh vật, tạo ra một lượng thông tin phong phú và đầy đủ cho tất cả các 

gen chức năng (gồm cả các gen 16S rRNA). Thông thường, giải trình tự shotgun 

metagenomics bằng các máy giải trình tự gen thế hệ mới sẽ thu được một lượng lớn 

các đoạn trình tự ngắn (các read), các đoạn này được sử dụng để lắp ráp thành trình 

tự dài hơn gọi là contig và scaffold. Sau đó, sử dụng các đoạn scaffold để chú giải 

các khung đọc mở (ORF – Open Reading Frame), từ đó dự đoán các protein giả định 

tham gia vào các quá trình trao đổi chất của từng tế bào vi sinh vật cũng như xây dựng 

mô hình tương tác giữa các loài trong quần xã vi sinh vật [93]. 

Có 2 chiến lược được sử dụng để lắp ráp các contig và scaffold là lắp ráp dựa 

trên trình tự tham chiếu (reference-based assembly) và lắp ráp de novo. Phương pháp 

lắp ráp dựa trên trình tự tham chiếu dựa trên trình tự đã biết được thực hiện bằng phần 

mềm chuyên dụng với ưu điểm nhanh và hiệu quả. Hạn chế của phương pháp này 

phụ thuộc rất lớn vào dữ liệu tham chiếu, nếu dữ liệu metagenomic chứa các trình tự 

gần gũi với dữ liệu genome tham chiếu sẽ thu được kết quả tốt. Trên thực tế, phương 

pháp này thường cho kết quả lắp ráp ngắn và không bao phủ được toàn bộ genome 

[94]. Với phương pháp lắp ráp de novo, nhiều công cụ tin sinh học dựa trên thuật toán 

xây dựng đồ thị de Bruijn [95] đã được phát triển để có thể lắp ráp được một số lượng 

khổng lồ các read từ dữ liệu metagenomic, như SOAPdenovo2 vr240 [96], ABySS 

2.0 [97], IDBA-UD [98] và ALLPATHS-LG [99]. Hạn chế của phương pháp lắp ráp 
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denovo là cần hệ thống máy tính có cấu hình mạnh và tốn nhiều thời gian nhưng kết 

quả thu được có mức độ bao phủ toàn bộ genome rất cao. 

Các đoạn contig và scaffold được lắp ráp sẽ được sử dụng để chú giải 

metagenome. Có 2 cách chú giải metagenome gồm: 

- Các hệ gen riêng rẽ được lắp ráp lại từ dữ liệu metagenome, sau đó so sánh, 

chú giải với các cơ sở dữ liệu online như RAST (Rapid Annotation using Subsystem 

Technology) [100] hay IMG (Integrated Microbial Genome) [101]. 

- Chú giải toàn bộ metagenome dựa vào các trình tự contig hoặc các trình tự 

scaffold. Cách này cung cấp bức tranh đầy đủ hơn cả về đa dạng vi sinh vật và gene 

chức năng trong mẫu nghiên cứu, các bước thực hiện gồm: 

+ Dự đoán các vùng mã hóa (CDS – coding sequences) hay các khung đọc mở 

(ORF). 

+ Chú giải chức năng giả định của các CDS và nghiên cứu sự phát sinh chủng 

loại của các trình tự này. Nhiều công cụ tin sinh đã được phát triển để dự đoán các 

CDS với độ chính xác cao như FragGeneScan [102], MetaGeneAnnotator [103]… 

Trong đó, FragGene Scan là phần mềm có tỷ lệ dự đoán chính xác cao nhất với tỉ lệ 

dự đoán lỗi chỉ 1-2%. Tiếp theo, để chú giải chức năng và nghiên cứu nguồn gốc phân 

loại của các CDS được dự đoán, các CDS này được so sánh với các trình tự đã biết 

chức năng trên các CSDL như KEGG [104], eggNOG [105], COG/KOG [106], 

PFAM [107]... Các cơ sở dữ liệu tham chiếu không bao hàm tất cả các chức năng 

sinh học, tuy nhiên các CDSL này cũng có thể được chú giải nhờ các hệ thống máy 

chủ chứa tất cả các CSDL nói trên như hệ thống MG-RAST [108], IMG/M và 

CAMERA [109]. 

Kết quả của bước chú giải phụ thuộc vào các phần mềm miễn phí hoặc có tính 

phí cũng như các cơ sở dữ liệu có thể tiếp cận được. Mặt khác, ngoài kết quả là các 

biểu đồ, con số phản ánh bức tranh vi sinh vật, việc xác định các gen chức năng cũng 

như phân lập và thực hiện tái tổ hợp là hoàn toàn có thể thực hiện được một cách 

hướng đích. 

1.3.3. Ứng dụng của metagenomics 

1.3.3.1. Ứng dụng của metagenomics trong đánh giá sự đa dạng vi sinh vật 

Năm 2010, bằng phương pháp giải trình tự thông lượng cao, DNA của toàn bộ 
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vi sinh vật có trong 124 mẫu phân người Châu Âu đã được đọc trình tự có kích thước 

lên đến 576,7 Gb. Số gen vi sinh vật được dự đoán từ trình tự là 3,3 triệu gen (lớn hơn 

150 lần so với số gen của một hệ gen hoàn chỉnh của người). Trong đó, hơn 90% gen 

là của vi khuẩn, phần còn lại chủ yếu là gen của vi khuẩn cổ, chỉ 1% là gen của sinh 

vật nhân thực và virus. Kết quả phân tích cũng cho thấy, hơn 99% gen vi khuẩn thuộc 

trong nhóm 1000 loài vi khuẩn phổ biến [110]. 

Năm 2012, Lelie và cộng sự nghiên cứu DNA đa hệ gen của quần xã vi sinh vật 

kỵ khí phân hủy vụn gỗ bạch dương được đọc bằng máy thế hệ mới 454. Với DNA đa 

hệ gen có kích thước 674.959.683 base, 893.380 gen được dự đoán cùng với sự đa dạng 

vi sinh vật và chức năng. Về đa dạng, 2 ngành Fimicutes (45,9%) và Proteobacteria 

(32,3%) chiếm ưu thế nhất. Trong ngành Fimicutes, lớp Clostridia chiếm ưu thế nhất, 

đặc biệt là bộ Clostridiales (37,5%). Các loài của chi Clostridium như C. cellulolyticum 

và C. thermocellum chiếm gần 64% bộ Clostridiales và chiếm đến 6,3% vi sinh vật trong 

quần xã [110], [108]. 

Nhằm nghiên cứu sự đa dạng vi sinh và nguồn gen mã hóa protein chịu nhiệt 

có hoạt tính carbohydrate, Xia và cộng sự đã tách chiết DNA đa hệ gen vi sinh vật ưa 

nhiệt sống trong bùn cellulose. DNA đa hệ gen có kích thước 1,2 Gb được đọc trình 

tự bằng máy giải trình tự hiệu năng cao của Illumina. Kết quả phân tích trình tự cho 

thấy, trong môi trường nghiên cứu, chi vi khuẩn phân hủy cellulose là Clostridium và 

chi vi khuẩn sinh methan Methanothermobacteri chiếm ưu thế. Tổng số 31.499 ORF 

với kích thước trung bình mỗi ORF là 852 bp được dự đoán chức năng và 253 gen 

chịu nhiệt đã được dự đoán có hoạt tính carbohydrate. Các gen được dự đoán liên 

quan đến quá trình chuyển hóa carbohydrate có mức độ tương đồng từ 20% đến 100% 

so với các trình tự axit amin tương ứng với CSDL của NCBI [111]. 

Kết quả phân tích DNA đa hệ gen vi sinh vật của hai mẫu đất rừng ngập mặn 

thu ở Rio de Janeiro (RJ) và Bahia (BA) cho thấy số lượng loài có mặt ở cả hai mẫu 

môi trường khá tương đương nhau, RJ là 974.385 và BA là 847.721. Trong đó, các 

ngành vi khuẩn chiếm ưu thế giống nhau ở cả 2 mẫu môi trường là Proteobacteria 

(57,8% và 44,6%), Fimicutes (11% và 12,3%) và Actinobacteria (8,4% và 7,5%). Xu 

và cộng sự đánh giá DNA đa hệ gen của 33 mẫu đất lấy từ đất rừng, đất sa mạc, đất 

trồng cỏ, đất Arctic và đất rừng ngập mặn. Vi sinh vật có mặt trong đất gồm 11 ngành 

và 53 chi. Trong đó, Proteobacteria là ngành chiếm tỷ lệ cao nhất, trừ mẫu đất sa mạc. 



34 

Ở đất sa mạc, cả 2 ngành Proteobacteria (30%) và Actinobacteria (29%) chiếm ưu 

thế [112]. 

1.3.3.2. Ứng dụng Metagenomics trong nghiên cứu khu hệ vi khuẩn liên quan đến 

bệnh tiểu đường 

Một số  nghiên cứu cho thấy người mắc bệnh tiểu đường type 2 có biểu hiện 

rối loạn hệ vi sinh vật đường ruột. Nghiên cứu của Larsen cho thấy, ở cấp độ ngành 

sự phong phú của Firmicutes ở người mắc bệnh tiểu đường type 2 thấp hơn so với 

nhóm đối chứng nhưng Bacteroidetes và Proteobacteria lại phong phú hơn. Ngoài ra 

các nghiên cứu khác đã chứng minh chứng rối loạn vi khuẩn ở người mắc bệnh tiểu 

đường type 2. Chứng loạn khuẩn ở người mắc bệnh tiểu đường type 2 có thể do sự 

tương tác của hệ vi sinh vật đường ruột với hệ thống miễn dịch của vật chủ. So sánh 

thành phần của khu hệ vi khuẩn đường ruột trong một số nghiên cứu được thể hiện ở 

Bảng 1.6 

Bảng 1.6. So sánh thành phần khu hệ vi khuẩn đường ruột của nhóm nam giới  

mắc bệnh tiểu đường type 2 và nhóm nam giới không mắc bệnh tiểu đường 

Phân loại vi sinh vật Người tiểu đường type 2 Người khỏe mạnh 

Nghiên cứu của Larsen [62] 

Ngành vi sinh vật Bacteroidetes, 

Proteobacteria 

Firmicutes 

Lớp vi sinh vật Bacilli, Bacteroidetes, 

Betaprobacteria 

Clostridia 

Chi vi sinh vật Akkermansia, 

Alistipes, Bilophila, 

Dialister, Dorea, 

Parabacteroides, 

Prevotella, 

Sporobacter, 

Succinivibrio, 

Sutterella 

 

Loài vi sinh vật  Dorea longicatena 

Nghiên cứu của Zhang [56] 
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Phân loại vi sinh vật Người tiểu đường type 2 Người khỏe mạnh 

Lớp vi sinh vật Clostridia, 

Clostridiales 

 

Họ vi sinh vật Lachnospiraceae  

Chi vi sinh vật Abiotrophia, 

Collinsella, Dorea, 

Eubacterium, 

Peptostreptococcus, 

Prevotella, 

Ruminococcus, 

Sporobacter, 

Subdoligranulum 

Bacteroides, 

Haemophilus, 

Megamonas, 

Roseburia 

Nghiên cứu của Ahmad [113] 

Ngành vi sinh vật  Bacteroidetes, 

Elusimicrobia, 

Firmicutes, 

Proteobacteria, 

Verrucomicrobioa 

Lớp vi sinh vật Clostridia, 

Coriobacteria, 

Negativicutes 

Bacilli, Bacteroidia, 

Deltaproteobacteria, 

Elusimicrobia, 

Gammaproteobacteria 

Chi vi sinh vật Allisonella, 

Christensenellaceae, 

Dialister, 

Lactobacillus 

Bacillus, Prevotella, 

Ruminococcus 

1.3.3.3. Tiềm năng ứng dụng của Metagenomics 

 Tiềm năng ứng dụng của metagenomics rất lớn, nhất là đối với các lĩnh vực 

Khoa học Y sinh, Năng lượng sinh học, Xử lý môi trường, Công nghệ sinh học, Khoa 

học Trái đất, Khoa học Sự sống, Nông nghiệp và Giám định vi sinh vật. Việc khám 
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phá các quần xã vi sinh vật ở môi trường đất, nước và sinh vật giúp con người hiểu 

rõ hơn mối quan hệ giữa chúng với nhau, giữa chúng với môi trường sống từ đó ứng 

dụng trong các lĩnh vực cụ thể. Ví dụ, dự đoán những thay đổi toàn cầu có thể xảy 

ra (Khoa học trái đất); phát hiện thuốc mới cho con người giúp điều trị và ngăn ngừa 

bệnh (Y học); sử dụng vi sinh vật để xử lý ô nhiễm môi trường; phát triển ngành 

công nghiệp mới, công nghiệp thực phẩm (Công nghệ sinh học); cải thiện các 

phương pháp phát hiện tác nhân gây bệnh, tận dụng mối quan hệ có lợi giữa vi sinh 

vật và vật nuôi – cây trồng (Nông nghiệp) [114]. 
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CHƯƠNG 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

2.1.1. Hóa chất, bộ kit sinh phẩm 

- Hóa chất dùng để tách chiết DNA và đọc trình tự là: PowerSoil DNA 

Isolation Kit (Mo Bio, Mỹ), QIAamp DNA Sool Mini Kit (Qiagen, Đức), RevertAid 

First Strand cDNA (Thermo Fisher Scientific Inc, Singapore), TruSeq DNA PCR-

Free Sample Preparation Kit  (Illumina, Mỹ), agarose (Sigma-Aldrich, Mỹ), ethidium 

bromide (Sigma-Aldrich, Mỹ). 

- Hóa chất dùng nuôi cấy vi sinh vật: Nước muối sinh lý NaCl 0,9%, hóa chất 

nhuộm Gram (gentitans, lugol, fucshin, glycerol), muối mật oxgall (Sigma-Aldrich, 

Mỹ), glycocholate, taurocholate, glycodeoxycholate, taurodeoxycholate… 

- Hóa chất dùng trong định danh vi khuẩn 

Đệm tách: NaCl 100 mM, Tris-HCl 10 mM (pH=8), EDTA 100 mM (pH=8), 

SDS 0,5% w/v; thành phần hỗn hợp PCI bao gồm phenol: chloroform: isopropanol 

với tỷ lệ 25: 24 :1; thành phần TE: Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM. 

Dung dịch cho điện di: Tris base: 121 g, CH3COOH: 28,6 g, EDTA 0,5M (pH 8,0) 

50 mL, H2O 500 mL; thành phần gel agarose 1%: agarose 1g, đệm TAE 1X 100 mL. 

Thành phần phản ứng PCR: H2O 8,5 µL, Master Mix 12,5 µL, mồi xuôi 1 µL 

(10 pmol), mồi ngược 1 µL (10 pmol), DNA khuôn 2 µL (200 ng). 

Các hóa chất dùng trong định danh vi khuẩn của hãng ThermoFisher Scientific. 

- Hóa chất dùng cho định lượng glucagon like peptide-1 

Streptozotocin và sitagliptin (Sigma-Aldrich, Mỹ), kít ELISA mua từ 

RayBio® (BioAssay Systems). 

2.1.2. Dụng cụ và thiết bị thí nghiệm 

Các thiết bị và dụng cụ sử dụng trong nghiên cứu gồm: Máy Agilent 

Bioanalyzer 2100 system (Aligent, Mỹ), máy li tâm Sorvall RT 1900W (Đức); nồi 

khử trùng HA-240MIV (Hirayama, Nhật Bản); máy đo pH (Toledo, Đức); máy PCR 

Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystem, Mỹ) và PCR-9700 (Applied 

Biosystem, Mỹ); máy đọc trình tự tự động Applied Biosystems 3500 Genetic 

Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Mỹ); máy đọc trình tự Illumina Hiseq 2500 

(Illumina, Mỹ); pipetteman các loại (Eppendorf, Đức); màng lọc polycarbonate 
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membranes 0,8 và 0,22 m (Milipore, Ireland), bể ổn nhiệt WNB14 (Memmert, Đức) 

và một số dụng cụ thông thường của phòng thí nghiệm. 

Máy chủ tính toán hiệu năng cao với bộ vi xử lý gồm 24 CPU Intel(R) Xeon(R) 

CPU X5650 @2.67GHz, dung lượng RAM là 188GB, dung lượng lưu trữ là 8TB và 

được cấu hình trên hệ điều hành Ubuntu phiên bản 15.04 Vivid với các phần mềm tin 

sinh học và thống kê mới nhất. 

Máy đo đường huyết Accu check one touch glucometer (Johnson & Johnson, 

Mumbai, Ấn Độ). 

2.1.3. Các chủng vi sinh vật kiểm định 

Các chủng vi sinh vật Staphylococcus aureus ATCC13709 và Escherichia coli 

ATCC 11105 nhận được từ Bộ sưu tập của phòng Công nghệ vật liệu sinh học - Viện 

Công nghệ sinh học - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

2.1.4. Môi trường phân lập, nuôi cấy vi sinh vật 

- Môi trường MRS nuôi cấy và phân lập vi khuẩn lactic: Peptone (10 g/L), cao 

thịt (10 g/L), cao nấm men (4 g/L), glucose (20 g/L), CH3COONa (5 g/L), tween 80 

(1 mL/L), K2HPO4 (2 g/L), triamonium citrate (2 g/L), MgSO4.7H2O (0,2 g/L), 

MnSO4 (0,05 g/L). Điều chỉnh pH bằng dung dịch NaOH hoặc HCl tùy theo dung dịch 

sau khi pha có nồng độ pH tương ứng thấp hay cao hơn hơn 6.2. Với môi trường thạch 

bổ sung thêm agar nồng độ từ 1-2% (10-20 g trong 1 lít môi trường). 

- Môi trường LB (g/l) nuôi vi khuẩn kiểm định (E. coli và S. aureus): Pepton 

5 g/L, cao nấm men 5 g/L, NaCl 3 g/L, agar 2%, nước cất 1 L, pH 6,5 – 7. 

2.1.5. Trình tự cặp mồi 

Một số đoạn mồi quan trọng trong các nghiên cứu sinh học phân tử được đặt 

mua tại Công ty Sinh hóa Phù Sa (Cần Thơ, Việt Nam) có trình tự cụ thể được liệt kê 

trong Bảng 2.1. 

Bảng 2.1. Trình tự một số đoạn mồi sử dụng trong luận án 

Mồi Trình tự 
Kích thước sản phẩm 

PCR 

341F 5’-CCTAYGGGRBGCASCAG-3’ ~ 460 bp, vùng V3-V4 

[115] 806R 5’-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3’ 

27F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 
~ 1500 bp, toàn bộ gen 

16S [115] 1492R 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ 



39 

2.2. Phương pháp nghiên cứu  

2.2.1. Phương pháp lựa chọn người tham gia nghiên cứu 

Người mắc bệnh tiểu đường type 2: Bệnh nhân được chọn tham gia trong 

nghiên cứu này là những người mắc bệnh tiểu đường type 2 tính từ năm 2012 trở về 

trước (đã mắc bệnh ít nhất là 5 năm), có chỉ số glucose máu tăng cao được xác định 

bằng xét nghiệm dung nạp glucose đường uống lúc đói (OGTT); các chỉ số 

cholesterol, Low Density Lipoprotein Cholesterol (LDL-C), High  Density 

Lipoprotein Cholesterol (HDL-C), Triglyceride, AST, ALT nằm ngoài khoảng giá trị 

thông thường và có chỉ số khối cơ thể lớn hơn 30. 

Nhóm đối chứng (người không tiểu đường): Người không tiểu đường tham gia 

trong nghiên cứu này có chỉ số glucose máu, cholesterol, Low Density Lipoprotein 

Cholesterol (LDL-C), High Density Lipoprotein Cholesterol (HDL-C), Triglyceride, 

AST và ALT nằm trong khoảng giá trị thông thường, chỉ số khối cơ thể nhỏ hơn 23.  

2.2.2. Phương pháp thu thập mẫu phân 

Các mẫu phân của bệnh nhân tiểu đường type 2 (nữ, từ D1-D7; nam, từ D8-

D10) và nhóm đối chứng (nữ, từ C1-C7; nam, từ C8-C10) cùng với số liệu về chỉ số 

glucose máu, cholesterol tổng số, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerid, 

AST, ALT và chỉ số khối cơ thể (BMI) được cung cấp bởi Khoa Xét nghiệm, Bệnh 

viện Giao thông vận tải Trung ương (Bảng 2.2). Mẫu phân từ những người không 

tiểu đường và những người mắc bệnh tiểu đường type 2 sống ở khu vực Hà Nội trên 

5 năm, những người tình nguyện tham gia nghiên cứu tự thu thập mẫu phân và để 

trong hộp vô trùng. Mẫu sau đó được giữ lạnh ở 40C và chuyển ngay đến phòng thí 

nghiệm để phân tích. 

Bảng 2.2. Ký hiệu mẫu, tuổi, BMI và glucose của các nhóm nghiên cứu 

Tiểu đường type 2 Đối chứng 

ID Tuổi 
BMI 

(kg/m2) 

Glucose 

(mmol/L) 
ID Tuổi 

BMI 

(kg/m2) 

Glucose 

(mmol/L) 

D1 70 32,46 7,34 C1 58 22,43 5,33 

D2 71 30,11 6,84 C2 51 19,65 5,08 

D3 66 30,84 16,96 C3 54 22,43 4,96 

D4 52 31,63 7,8 C4 63 18,73 5,79 

D5 55 30,73 10,69 C5 60 19,97 5 
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D6 59 30,04 5,66 C6 59 22,26 5,28 

D7 69 32,04 10,19 C7 44 18,06 4,93 

D8 75 31,16 6,7 C8 39 19,53 4,54 

D9 70 32,03 7,08 C9 52 21,82 5,27 

D10 62 32,03 7,57 C10 47 22,49 4,55 

2.2.3. Phương pháp tách chiết DNA vi sinh vật từ mẫu phân 

Quá trình tách chiết và tinh sạch DNA metagenome từ hệ vi sinh vật ở các mẫu 

phân nghiên cứu được tiến hành như sau: Khoảng 200 mg phân sẽ được chuyển vào 

ống Zirco - prep loại nhỏ trong đó có chứa các hạt giúp nghiền nát mẫu trước khi 

dung dịch tách chiết ADN được thêm vào. DNA tổng số được tách bằng bộ kit 

QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Đức) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Độ 

tinh sạch và nồng độ DNA sau khi tách được kiểm tra bằng điện di trên agarose 1% 

và định lượng bằng máy Nanodrop lite (Thermo Fisher Scientific, Mỹ). 

2.2.4. Phương pháp giải và phân tích trình tự DNA vùng V3-V4 gen 16S rRNA 

2.2.4.1. Giải trình tự DNA gen 16S rRNA từ DNA metagenome 

Quá trình giải trình tự trên hệ thống máy giải trình tự thế hệ mới Illumina 

HiSeq bao gồm các bước được mô tả như hình 2.1. 

 

Hình 2.1. Sơ đồ quy trình giải trình tự DNA metagenome 

Sau khi tách được DNA tổng số, các mẫu DNA này được sử dụng làm khuôn 

để giải trình tự gen 16S rRNA. Vùng V3-V4 gen 16S rRNA được khuếch đại bằng 

cặp mồi đặc hiệu, mồi xuôi 341F và mồi ngược 806R có gắn 6 nucleotide ở đầu 5’ 

cho phép phân tích các mẫu đồng thời. Sau đó, sản phẩm PCR được gửi cho công ty 

First Base (Malaysia) để đọc trình tự. Thư viện giải trình tự được chuẩn bị bằng bộ 

kit TruSeq® DNA PCR-Free Sample Preparation (Illumina, Mỹ) theo hướng dẫn của 

nhà sản xuất. Chất lượng thư viện được đánh giá bằng máy Agilent Bioanalyzer 2100 

system (Agilent, Mỹ). Sau đó, thư viện được giải trình tự trên máy Illumina HiSeq 

2500 (Illumina, Mỹ) để tạo ra các đoạn đọc paired-end 250 bp. 
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2.2.4.2. Phân tích dữ liệu giải trình tự DNA metagenome 

- Xử lý trình tự 

Các đoạn đọc trình tự paired-end trên máy Illumina HiSeq 2500 có kích thước 

khoảng 250 bp. Các đoạn này được sắp xếp tương ứng với các mẫu dựa trên trình tự 

barcode gắn với mồi. Sau đó được ghép lại với nhau bằng phần mềm FLASH phiên 

bản 1.2.7 [116] dựa trên mức độ tương đồng trình tự của hai đoạn đọc. Các trình tự 

đơn sau đó được lọc để lựa chọn các trình tự có chất lượng tốt dựa trên các thông số 

mặc định bằng phần mềm QIIME phiên bản 1.7.0 [117]. Đây là công cụ mã nguồn 

mở được lập trình chuyên dụng cho nghiên cứu sự đa dạng của hệ vi sinh vật thông 

qua phân tích trình tự bên trong hoặc giữa các vùng gen 16S rRNA (Hình 2.2). 

 

Hình 2.2. Sơ đồ các bước phân tich dữ liệu giải trình tự gen 16S rRNA 

- Xác định vị trí phân loại 

Các đoạn trình tự tốt sau đó được so sánh với cơ sở dữ liệu GOLD bằng thuật 
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loại, các read tinh sạch sau khi xử lý được phân tích bằng phần mềm Uparse (Uparse 

v7.0.1001, http://drive5.com/uparse/) [118], sau đó những read có độ tương đồng trên 

97% sẽ được nhóm vào một đơn vị phân loại chức năng (operational taxonomic unit, 

OTU). Mỗi OTU sẽ tiếp tục được tham chiếu với cơ sở dữ liệu Unite 

(https://unite.ut.ee/) [118] đối với nấm và Silva (https://www.arbsilva.de/) [119] đối 

với vi khuẩn để gắn tên (annotate) và xác định vị trí. 

- Phân tích đa dạng và hiển thị hóa 

Nghiên cứu đa dạng hệ vi sinh vật (alpha diversity) được thực hiện dựa trên 

xác định một số chỉ số cơ bản, trong đó quan trọng nhất là các chỉ số Shannon, 

Simpson, ACE và Chao1. Các chỉ số đa dạng alpha phản ánh sự phong phú và nhất 

quán trong một quần xã vi sinh vật; các chỉ số Shannon và Simpson phản ánh sự đa 

dạng (diversity) của OTU trong các mẫu; chỉ số ACE và chỉ số Chao1 phản ánh sự 

phong phú (abundance) của OTU trong các mẫu. Ý nghĩa cụ thể của các chỉ số này 

như sau: Khi chỉ số Shannon càng lớn hoặc chỉ số Simpson càng nhỏ thì độ đa dạng 

của hệ vi sinh vật càng cao; Chỉ số Chao1 hoặc ACE càng lớn thì mức độ phong phú 

loài dự kiến của hệ vi sinh vật càng cao [120]. Shannon và Simpson là các chỉ số dùng 

để xem xét số loài và mức độ đồng đều của các loài cũng như khả năng xuất hiện 

những loài độc đáo, trong khi các chỉ số ACE và Chao1 được sử dụng để ước tính sự 

phong phú hay độ giàu ước tính, xác định dựa trên phép tính OTU dự kiến trong các 

mẫu cho tất cả các loài vi sinh vật đã biết trong mẫu.  

Phương pháp tọa độ (ordination) là một thuật ngữ chung cho các kỹ thuật đa 

biến, tóm tắt một tập dữ liệu đa chiều theo cách chiếu lên một không gian chiều thấp, 

để trở nên rõ ràng khi kiểm tra trực quan. Phương pháp tọa độ được sử dụng trong 

sinh thái học để mô tả mối quan hệ giữa các kiểu thành phần loài và biến thiên môi 

trường cơ bản, sử dụng phổ biến trong các phân tích thống kê với những bộ dữ liệu 

lớn (big data). Có 3 phương pháp tọa độ cơ bản là: (i) Phân tích thành phần chính 

(Principal Component Analysis, PCA); (ii) Phân tích tọa độ chính (Principal 

Coordinate Analysis, PCoA) và (iii) Chia tỉ lệ đa chiều không theo hệ mét (Non-

metric Multidimensional Scaling, NMDS) [121]. 

Phương pháp phân tích thành phần chính (PCA) giúp giảm số lượng lớn các 

biến có tương quan với nhau thành tập ít biến sao cho các biến mới tạo ra là tổ hợp 

tuyến tính của những biến cũ không có tương quan lẫn nhau [122]. Để đánh giá sự 

http://drive5.com/uparse/
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khác biệt trong thành phần các OTU vi khuẩn trong hệ vi sinh vật đường ruột ở người 

có nồng độ glucose trong máu khác nhau, các OTU vi khuẩn ở mức độ chi được gắn 

vào ma trận PCA bằng phần mềm R phiên bản 2.15.3. 

Phân tích tọa độ chính (PCoA) còn được gọi là tỉ lệ đa chiều theo hệ mét, giúp 

tối đa hóa mối tương quan tuyến tính giữa các khoảng cách trong ma trận khoảng 

cách và trong một không gian có kích thước thấp (2 hoặc 3 trục được chọn). Đối với 

các số liệu khoảng cách thực, PCoA tương đương với PCA, tuy nhiên khi ma trận dữ 

liệu loài tồn tại quá nhiều số 0 (zero) thì nên áp dụng phân tích PCoA thay vì PCA 

[121]. Vì vậy, để đánh giá sự khác biệt trong các mẫu hệ vi khuẩn đường ruột, các 

OTU vi khuẩn ở mức độ chi đã được gắn vào ma trận PCoA thay vì PCA, sử dụng 

phần mềm R phiên bản 2.15.3. 

Số lượng các đơn vị phân loại (OTUs) có mức độ tương đồng lần lượt 97%, 

95% và 90% được sử dụng để xây dựng đường cong rarefaction. Kết quả sau khi phân 

tích được đưa vào phần mềm MEGAN 5 [123] để so sánh mức độ tương đồng và sai 

khác giữa các hệ VSV. Về nguyên lý, rarefaction so sánh độ giàu của các quần xã 

VSV ở các mẫu khác nhau, và đường cong rarefaction được xây dựng dựa trên trung 

bình các ngẫu nhiên (randomization) của đường cong tích lũy quan sát được [124]. 

2.2.5. Phân lập chủng Lactobacillus, xác định đặc tính sinh học và đặc tính kháng 

khuẩn 

2.2.5.1. Phương pháp phân lập và làm thuần vi khuẩn Lactobacillus 

Phân lâp vi khuẩn lactic được thực hiện theo phương pháp của Abbasiliasi và 

cộng sự năm 2012 có cải tiến theo Hoa Thị Minh Tú và cộng sự [125]. Môi trường MRS 

agar phân lập vi khuẩn lactic có bổ sung 0,5% CaCO3 nhằm phân biệt vi khuẩn lactic với 

các nhóm vi khuẩn khác và đồng thời sử dụng 0,01% (w/v) sodium azide ức chế nhóm 

vi khuẩn Gram âm. Mẫu được chuẩn bị trong dung dịch nước muối sinh lý vô trùng và 

được pha loãng đến 10-7. Mỗi một nồng độ pha loãng (từ 10-4-10-7) được cấy gạt trên môi 

trường thạch MRS. Mỗi mẫu phân lập được lặp lại 3 lần và được nuôi cấy kị khí ở 37°C 

trong vòng 48-72 giờ. Vi khuẩn lactic được xác định bởi vòng tan CaCO3 xung quanh 

khuẩn lạc nhờ sự xuất hiện của acid lactic. Xác định các chủng Lactobacillus đã phân 

lập dựa vào hình thái tế bào, hình thái khuẩn lạc, kiểu bắt màu thuốc nhuộm Gram, 

catalase âm tính… Những khuẩn lạc vi khuẩn lactic tuyển chọn được làm sạch và giữ 

giống chuẩn bị cho các thí nghiệm tiếp theo. 
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Làm thuần vi khuẩn bằng cách cấy ria trên môi trường thạch MRS cho tới khi 

quan sát thấy chỉ có một dạng khuẩn lạc duy nhất trên môi trường. Các chủng phân 

lập được bảo quản trong glycerol 50% ở - 80oC 

2.2.5.2. Phương pháp xác định đặc tính sinh học của Lactobacillus  

- Xác định khả năng kháng khuẩn: Hoạt tính kháng khuẩn được phát hiện bằng 

phương pháp khuếch tán trong môi trường thạch: i) Chủng nghiên cứu được nuôi ở 

37°C trong 14 đến 16 giờ, tiến hành ly tâm loại tế bào và thu dịch nuôi cấy; ii) Chủng 

kiểm định được nuôi qua đêm ở môi trường lỏng thích hợp. Chuẩn bị môi trường 

thạch đĩa có chứa chủng kiểm định bằng cách trang cấy 100 µL giống chủng kiểm 

định lên trên bề mặt đĩa môi trường sau đó đục lỗ thạch. Lấy 75 µL dịch ly tâm ở 

bước (i) nhỏ vào các lỗ thạch, giữ ở 4oC trong 4 giờ, ủ ở 37oC khoảng 24 giờ. Căn cứ 

vào việc xuất hiện vòng vô khuẩn để xác định chủng có hoạt tính. 

- Xác định khả năng chịu axit: Sau 24 giờ nuôi cấy các chủng vi khuẩn 

Lactobacillus trong môi trường MRS, lấy 2 ống, mỗi ống 2 mL dịch được nuôi cấy ly 

tâm (10 phút ở tốc độ 5000 vòng/phút) thu sinh khối. Cặn tế bào sau ly tâm được hòa 

lại trong 2 mL môi trường MRS. Mỗi ống hòa với 2 mL môi trường MRS pH 2 bằng 

HCl (1 ống đối chứng, 1 ống thí nghiệm). Ống đối chứng dùng để đếm số lượng tại 

thời điểm 0 giờ. Mẫu thí nghiệm nuôi 3 giờ ở pH 2. Cấy gạt đĩa và ủ ở 37°C trong 24 

giờ để xác định số lượng tế bào còn sống sót ở pH 2 so với đối chứng. 

- Xác định khả năng chịu muối mật: Lactobacillus được nuôi trong môi trường 

MRS ở 37°C qua đêm. Dung dịch muối mật được hòa tan sau đó được vô trùng bằng 

màng lọc vi khuẩn. Bổ sung 0,3% muối mật vào môi trường MRS và MRS đối chứng 

sẽ không chứa muối mật. Xác định khả năng chịu muối mật bằng cách: lấy 4 mL dịch 

nuôi cấy qua đêm của chủng Lactobacillus, chia làm 2 ống, mỗi ống 2 mL ly tâm (10 

phút ở tốc độ 5000 vòng/phút) thu sinh khối.  Cặn ly tâm trong mỗi ống được hoàn 

nguyên 1 ống với 2 mL MRS thí nghiệm và ống còn lại với 2 mL MRS đối chứng. 

Sau đó nuôi cấy ở 37°C trong 3 giờ. Số lượng tế bào chủng Lactobacillus sống sót ở 

nồng độ muối mật 0.3% sau 3 giờ ủ được xác định bằng cách gạt đĩa và nuôi ở 37°C 

trong 24 giờ đếm số lượng tế bào sống sót CFU/mL.  

2.2.5.3. Xác định khả năng ức chế sinh trưởng trên vi khuẩn gây bệnh  

- Xác định khả năng ức chế vi khuẩn S. aureus: Lấy 1 mL vi khuẩn S. aureus 

ATCC13709 trải đều trên bề mặt đĩa petri chứa 15 mL môi trường thạch BHI (Brain 

Heart Infusion), sau đó hút bỏ dịch thừa. Để đĩa thạch vào tủ ấm 37oC trong 15 phút. 
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Dịch nuôi vi khuẩn Lactobacillus 24 giờ được ly tâm loại bỏ tế bào. Nhỏ 20 µL dịch 

ly tâm các chủng vi khuẩn Lactobacillus hoặc dung dịch muối sinh lý (làm đối chứng) 

thành từng điểm riêng trên đĩa petri đã trải vi khuẩn S. aureus. Ủ các đĩa petri đã được 

cấy vi khuẩn trong điều kiện hiếu khí với nhiệt độ 37oC. Sau 48 giờ nuôi cấy, quan 

sát hiện tượng và đo kích thước vòng kháng khuẩn quanh điểm nhỏ dịch ly tâm các 

chủng vi khuẩn Lactobacillus để xác định khả năng ức chế sinh trưởng của dịch nuôi 

đối với vi khuẩn S. aureus. 

- Xác định khả năng ức chế vi khuẩn E. coli: 50 µL dịch khuẩn E. coli ATCC 

11105 (được nuôi trong 24 giờ) trải đều trên đĩa petri chứa môi trường MRS agar và 

để khô. Nhỏ 20 µL dịch nuôi của vi khuẩn Lactobacillus hoặc nước muối sinh lý 

thành từng điểm trên đĩa petri đã trải đều E. coli. Ủ mẫu ở 37oC trong điều kiện hiếu 

khí. Sau 48 giờ, quan sát hiện tượng và đo kích thước vòng kháng khuẩn quanh điểm 

nhỏ dịch ly tâm các chủng vi khuẩn Lactobacillus để xác định khả năng ức chế sinh 

trưởng của dịch nuôi đối với vi khuẩn E. coli. 

2.2.5.4. Định danh loài dựa trên giải trình tự gen 16S rRNA 

Phương pháp định danh vi khuẩn bằng giải trình tự gen rRNA 16S.  

Cho 1,5 mL dung dịch MRS nuôi vi khuẩn ly tâm ở 8000 vòng/phút trong 5 

phút. DNA được tách chiết từ sinh khối tế bào bằng bộ kit của ThermoFisher. Sau đó, 

DNA được dùng làm khuôn cho PCR khuếch đại gen 16S rRNA với cặp mồi 27F và 

1492R (Bảng 2.1). Thành phần PCR có thể tích 20 L bao gồm: 10 L Master mix, 

2 L mồi xuôi, 2 L mồi ngược, 2 L DNA khuôn và 4 L H2O. Chu trình nhiệt của 

PCR là: 94C 6 phút; 35 chu kỳ (94C 30 giây; 46C 30 giây; 72C 8 phút). Sản pẩm 

PCR sau đó được điện di kiểm tra trên gel agrose 1%, tinh sạch bằng bộ kít GeneJET 

PCR Purification Kit, và được gửi đọc trình tự gen tại Phòng Thí nghiệm trọng điểm 

Công nghệ gen, Viện Công nghệ sinh học bằng máy đọc trình tự tự động Applied 

Biosystem 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Mỹ) 

Các trình tự gen sau đó phân tích bằng phần mềm BioEdit v.7.0.5.3 [126] và 

so sánh với các trình tự đã công bố trên Ngân hàng gen NCBI bằng công cụ BLAST. 

Cây phát sinh chủng loài được xây dựng dựa trên các trình tự gen 16S rRNA bằng 

phần mềm Mega X với phương pháp neighbor-joining và giá trị Bootrap 1000 [127]. 

2.2.6. Thử nghiệm khả năng cải thiện glucagon like peptide-1 trên chuột của chủng 

Lactobacillus 

2.2.6.1. Xử lý chuột thí nghiệm  
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Chuột cống trắng đực Wistar, trọng lượng khoảng 180-220 g được cung cấp 

bởi bộ phận chăn nuôi khoa Dược lý, Viện Kiểm nghiệm thuốc Trung ương, Việt 

Nam. Chuột được nuôi nhốt 34 con/chuồng bằng nhựa lót trấu, có nắp làm bằng các 

thanh innox và được làm quen với điều kiện phòng nuôi trong một tuần trước khi bắt 

đầu thí nghiệm. Phòng nuôi được duy trì với chu kỳ ánh sáng là 12 giờ, tối là 12 giờ, 

nhiệt độ nuôi 25  2oC và độ ẩm 55  5%. Tất cả chuột được cho ăn, uống theo nhu 

cầu với thức ăn công thức và uống nước RO. 

2.2.6.2. Khởi phát bệnh tiểu đường trên chuột 

Bệnh tiểu đường trên chuột được gây ra bằng một liều dung dịch streptozotocin 

(50 mg/kg thể trọng) trong dung dịch đệm natri citrat 0,1 M vô trùng (pH = 4,5) cho 

chuột đã được nhịn đói qua đêm. Bệnh tiểu đường được xác minh sau 96 giờ tiêm 

streptozotocin, các mẫu máu sử dụng để kiểm tra được lấy từ tĩnh mạch đuôi chuột 

và xác định nồng độ glucose bằng máy đo đường huyết mỗi ngày một lần cho đến khi 

tình trạng gia tăng đường huyết đạt được một cách ổn định. Nồng độ glucose huyết 

thanh lớn hơn 250 mg/mL được coi là chuột bị tiểu đường. 

2.2.6.3. Chuẩn bị và định lượng Lactobacillus 

Chủng vi khuẩn Lactobacillus nuôi trong dịch MRS và được ủ ở 37ºC trong 

hệ thống kỵ khí Mark II (Anaero Gas Pack, LE002. HiMedia, India) 48 giờ. Sau thời 

gian ủ, 1 mL dung dịch nuôi cấy được pha loãng liên tiếp trong nước cất vô trùng. 

100 L huyền phù pha loãng ở nồng độ cuối cùng được cấy vào đĩa thạch MRS và 

sau đó kiểm tra khuẩn lạc trên mỗi đĩa. Đĩa này được sử dụng để chuẩn bị liều lượng 

cho động vật. Nồng độ của dung dịch pha loãng cuối cùng là 107 CFU/mL. Liều 

Lactobacillus được chuẩn bị mới hàng ngày và được dùng cho động vật điều trị trong 

4 tuần. 

2.2.6.4. Thiết kế thí nghiệm 

Chuột được chia thành bốn nhóm thí nghiệm, mỗi nhóm 6 con (n = 6). 

Bảng 2.3. Các nhóm chuột tham gia thử nghiệm 

Nhóm Đối tượng Liều dùng hàng ngày 

Nhóm 1 Chuột khỏe mạnh Uống nước RO  

Nhóm 2 Chuột bị tiểu đường  Uống nước RO 

Nhóm 3 Chuột tiểu đường cho dùng Lactobacillus 107 CFU/mL  

Nhóm 4 Chuột tiểu đường điều trị với Liraglutide 150 μg/kg thể trọng 

Thuốc và liều vi khuẩn được dùng qua đường uống bằng kim bơm ngày một 
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lần, liên tục trong 4 tuần. 

2.2.6.5. Kiểm tra khả năng dung nạp đường sucrose 

Chuột được nhịn ăn qua đêm và sử dụng đường sucrose (2 g/kg thể trọng) bằng 

đường uống, lượng đường được hòa tan trong 1 mL nước cất. Các mẫu máu được lấy 

từ tĩnh mạch đuôi ở 0, 30, 60, 90 và 120 phút sau khi uống sucrose, xác định mức 

đường huyết bằng máy đo đường huyết. 

2.2.6.6. Đo GLP-1 trong huyết thanh 

Vào ngày thứ 28, những con chuột cho sử dụng đường sucrose ở trên được lấy 

mẫu máu ở 0, 20, 30, 40, 50 và 60 phút từ tĩnh mạch đuôi. Mẫu máu được thu thập 

vào các ống giữ lạnh có chứa EDTA và chất ức chế DPP-4 (sitagliptin) để phân tích 

GLP-1 trong huyết thanh. Việc định lượng GLP-1 thực hiện bằng bộ kit ELISA chuột 

(Bộ xét nghiệm miễn dịch men RayBio® chuột GLP-1) sử dụng máy đọc đĩa đa năng 

Varioskan LUX. Sau khi lấy máu từ tĩnh mạch đuôi, những con chuột được gây mê 

nhẹ bằng ether và thu nhận máu từ tim. Huyết thanh chuột được phân lập bằng cách 

ly tâm mẫu máu 3000 vòng/phút trong 5 phút ở 4℃ và bảo quản -80℃. 

2.2.7. Thống kê phân tích số liệu 

Các số liệu thống kê được xử lý bằng phần mềm Microsoft Excel theo phương 

pháp t-test và IBM SPSS Statistics 22 với giá trị p < 0,05 được xem là có ý nghĩa 

thống kê. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Đánh giá sự sai khác khu hệ vi khuẩn đường ruột của các đối tượng nghiên 

cứu 

3.1.1. Kết quả tách DNA metagenome vi khuẩn đường ruột 

Bộ KIT DNA QIAamp cung cấp kit tinh sạch (dựa vào màng silic - với sự có 

mặt của các chất ức chế PCR) lên đến 30 μg DNA từ mẫu phân của các đối tượng 

nghiên cứu. Hoạt động kết hợp của InhibitEX, một loại nhựa hấp phụ duy nhất, với 

dung dịch đệm tối ưu làm loại bỏ chất ức chế PCR.   
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Hình 3.1. Hình ảnh điện di metagenomic DNA tách từ mẫu phân của nhóm người 

bệnh tiểu đường type 2 (A), nhóm đối chứng (B) 

Chú thích: 1 đến 10: bệnh nhân tiểu đường type 2; 11 đến 20: đối chứng;  

Giếng M: Thang DNA chuẩn 1kb. 

Thông thường DNA được phân lập từ phân sẽ chứa một lượng đáng kể các 

chất ức chế, như phenolic và polysaccharide, là những chất mà có thể ngăn cản sự 

khuếch đại DNA trong phản ứng PCR. Trong nhiều trường hợp, việc pha loãng DNA 

tinh sạch là rất cần thiết để đạt được kết quả PCR như mong muốn. Sử dụng bộ KIT 

QIAamp DNA Stool Mini, DNA của vi khuẩn từ các mẫu phân người của các đối 

tượng nghiên cứu đã được tách chiết thành công và đủ tiêu chuẩn đọc Next-

generation sequencing (NGS). 

DNA tổng số của 20 mẫu phân của các đối tượng nghiên cứu được trình bày 

trên Hình 3.1. Kết quả thu được cho thấy, ảnh điện di DNA của các mẫu đều rõ nét, 

thể hiện chất lượng và hàm lượng DNA tổng số khá tốt. Kết quả này chứng tỏ việc 

tách chiết DNA tổng số đã thành công. Toàn bộ sản phẩm thu được, được lưu trữ ở 

nhiệt độ -20οC để phục vụ cho nghiên cứu tiếp theo. 
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Trước khi giải trình tự thế hệ mới (NGS), độ tinh sạch của DNA tổng số được 

xác định bằng máy Nanodrop lite thông qua tỷ lệ độ hấp thụ tại các bước sóng 260/280 

nm. Kết quả kiểm tra độ tinh sạch được thể hiện ở Bảng 3.1.   

 Bảng 3.1. Kết quả đo nồng độ và độ tinh sạch của các mẫu DNA 

TT Loại mẫu Nồng độ (ng/L) Độ tinh sạch (OD 260/280) 

1 D1 329,9 1,89 

2 D2 203.8 1,99 

3 D3 91,8 1,78 

4 D4 286,8 1,9 

5 D5 124,5 1,77 

6 D6 77,5 2,06 

7 D7 648,8 1,9 

8 D8 428,9 1,96 

9 D9 97,5 1,89 

10 D10 380,9 1,86 

11 C1 302 1,97 

12 C2 890,2 1,9 

13 C3 677,8 1,94 

14 C4 101 1,81 

15 C5 454,9 1,88 

16 C6 310,6 2,0 

17 C7 427,9 1,93 

18 C8 214,3 1,95 

19 C9 152,2 1,86 

20 C10 256,6 1,79 

Kết quả Bảng 3.1 cho thấy, DNA của các mẫu được tách chiết với hàm lượng 

cao. Độ tinh sạch của các mẫu đều rất tốt, nằm trong khoảng từ 1,77-2,06. Kết quả 

trên chứng tỏ DNA được tách chiết có hàm lượng và chất lượng tốt, các mẫu DNA 

đạt tiêu chuẩn cho giải trình tự gen thế hệ mới trên hệ máy Illumina 

3.1.2. Chỉ số đa dạng khu hệ vi khuẩn đường ruột 

3.1.2.1. Kết quả phân tích đa dạng khu hệ vi khuẩn đường ruột ở nhóm nữ giới 

- Kết quả tính toán các chỉ số đa dạng sinh học 



50 

Hệ vi khuẩn đường ruột có liên quan đến trao đổi chất và bệnh tật ở người. Vai 

trò quan trọng của hệ vi khuẩn đường ruột không chỉ thể hiện mối quan hệ chặt chẽ 

giữa sự đa dạng của chúng với bệnh tật của con người, mà còn với tính bền vững của 

chính hệ vi khuẩn trong đường tiêu hóa. Nghiên cứu hệ vi khuẩn ở mức quần xã sẽ 

giúp chúng ta hiểu được phần nào cơ chế bệnh tật ở người. Không chỉ vậy, việc đánh 

giá sự thay đổi hệ vi khuẩn một cách định tính và định lượng sẽ là thước đo cho các 

thay đổi ngắn hạn và dài hạn đối với trao đổi chất ở ruột già. Như vậy, để phân tích 

sự thay đổi hệ vi khuẩn đường ruột một cách toàn diện cần xác định tính đa dạng, 

chức năng của một số loài và sự tương tác giữa các loài trong hệ vi khuẩn đó. 

Đối với vi khuẩn (bacteria) và vi khuẩn cổ (archaea), gen 16S rRNA mã hóa 

tiểu phần nhỏ của ribosome được coi là marker phân loại học phổ biến. Gen rRNA 

16S chứa các khu vực có tính bảo thủ cao, trong đó vùng V3 V4 được coi là đoạn đặc 

trưng nhất và phổ biến nhất trong phân tích metagenome. Sau khi khuếch đại bằng 

PCR, số lượng bản sao từ các mẫu DNA tổng số đạt được tới hàng triệu bản sao 

(khuếch đại) của vùng DNA đích. Các đoạn khuếch đại (amplicons) có chiều dài 

trung bình 415 đến 423 bp được xác định trình tự NGS là cơ sở để phân tích và tìm 

kiếm các OTU liên quan đến khu hệ vi khuẩn của mẫu nghiên cứu, bao gồm các 

bacteria và archaea. 

Thành phần hệ vi khuẩn đường ruột dựa trên các OTU trong phân của 2 nhóm 

người nghiên cứu (07 người mắc bệnh tiểu đường type 2 và 07 người không mắc bệnh 

tiểu đường) được phân tích bằng phần mềm Uparse, cơ sở dữ liệu Unite và thuật toán 

Blast, kết hợp phần mềm QIIME. 

Các loài vi khuẩn khác nhau thì quá trình trao đổi chất cũng khác nhau, thông 

thường các lợi khuẩn sẽ tác động tích cực đến sức khỏe của con người. Để hiểu rõ 

hơn mối liên quan giữa hệ vi khuẩn đường ruột và bệnh tiểu đường, chúng tôi tập 

trung nghiên cứu làm rõ sự khác biệt về hệ vi khuẩn giữa nhóm không mắc bệnh tiểu 

đường và nhóm mắc bệnh tiểu đường type 2 ở cấu trúc quần xã vi khuẩn dựa trên các 

phân tích metagenome 16S rDNA. 

Dữ liệu giải trình tự metagenome amplicons của các mẫu phân thu thập từ các 

vùng đặc hiệu V3 V4 của trình tự 16S rDNA được mô tả cụ thể trong Bảng 3.2. Sau 

khi xử lý số liệu trình tự thô, chúng tôi thu được tổng 1.627.646 trình tự ở 14 mẫu. 
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Số lượng trình tự thay đổi trong khoảng 34.411-134.397, giá trị trung bình là 116.260 

(độ lệch chuẩn SD 25.494). Các dữ liệu trong bảng được xác định sau khi đã loại bỏ 

các trình tự chimera, trình tự mồi và adaptor. 

Bảng 3.2. Kết quả các thông số giải trình tự và các chỉ số đa dạng từ các mẫu của 

nhóm nữ giới 

TT 
Tên 

mẫu 

Số lượng 

trình tự 

Độ dài 

trung bình 

(nt) 

Số 

OTU 
Chao1 ACE 

Good’s 

coverage 

1 C1 34411 416 292 314.077 319.34 0.997 

2 C2 120516 417 367 464.5 458.5 0.994 

3 C3 106163 416 279 365.719 356.106 0.995 

4 C4 127451 415 364 418.412 423.737 0.995 

5 C5 128711 417 289 349.06 388.043 0.995 

6 C6 134182 416 204 237.476 234.975 0.997 

7 C7 113669 417 221 257.033 263.982 0.997 

8 D1 128305 423 246 363.04 334.885 0.995 

9 D2 121968 418 208 271.143 258.629 0.996 

10 D3 102246 416 175 242.562 228.098 0.997 

11 D4 132071 422 180 234.05 234.1 0.997 

12 D5 119757 420 229 292.033 292.439 0.996 

13 D6 134397 417 177 210.115 217.246 0.997 

14 D7 123799 418 287 352 345.564 0.995 

Trong tổng số 1.627.646 trình tự có độ tin cậy cao, 99,9378% thuộc vi khuẩn 

(Bacteria) và 0,0602 thuộc vi khuẩn cổ (Archaea). Phần còn lại chiếm 0,002% là dữ 

liệu thuộc các nhóm vi sinh vật khác (Others). Hai nhóm mẫu đọc trình tự bao gồm 

mẫu phân của những người không mắc bệnh tiểu đường (từ C1-C7) và mẫu phân của 

những người bị bệnh tiểu đường type 2 (từ D1-D7). Kết quả cho thấy, số lượng OTU 

của mẫu đối chứng từ 204-367, trung bình là 288 (độ lệch chuẩn SD 62,796) và ở 

mẫu mắc bệnh tiểu đường type 2 từ 175-287, trung bình là 214 (độ lệch chuẩn SD 

42,146). Kết quả này cho thấy mẫu đối chứng có số lượng OTU phong phú hơn. Chỉ 

số Good coverage ở các mẫu đều > 0,994 cho thấy các OTU ở các mẫu đều đại diện 
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cho các loài có trong mẫu.  

Các trình tự được sắp xếp vào đơn vị phân loài (OUT) với 97% tương đồng. 

Kết quả cho thấy, số lượng OTU ở các mẫu phân của nhóm nữ giới không mắc bệnh 

tiểu đường và nhóm mắc bệnh tiểu đường lần lượt là 540, 478. Biểu đồ Venn trên 

Hình 3.2 mô tả sự chia sẻ OTU giữa mẫu phân của nhóm nữ giới không mắc bệnh 

tiểu đường và mẫu phân của nhóm nữ giới mắc bệnh tiểu đường. Từ biểu đồ cho thấy, 

2 mẫu chia sẻ nhau 424 OTU. 

 

Hình 3.2. Biểu đồ Venn mô tả sự chia sẻ các OTU chung giữa mẫu phân của nhóm 

nữ giới không mắc bệnh tiểu đường và nhóm nữ giới mắc bệnh tiểu đường 

Giá trị ước lượng số loài còn được thể hiện bởi các giá trị ACE và Chao1. Kết 

quả phân tích alpha diversity cho thấy giá trị ACE và Chao1 của các mẫu tỷ lệ thuận 

với giá trị OTUs (P < 0,01) (Hình 3.3). Tất cả các mẫu đều có giá trị ACE và Chao1 

cao hơn giá trị OTUs, điều này có nghĩa nếu số lượng các trình tự tăng lên thì số 

lượng các loài được dự đoán sẽ tăng lên. Phân tích alpha diversity cũng chỉ ra rằng 

sự khác nhau về giá trị Shannon và Simpson là đáng kể. Giá trị cao nhất của Shannon 

và Simpson từ phân của nhóm đối chứng (6,419 và 0,977 tương ứng), giá trị thấp nhất 

(4,819 và 0,874 tương ứng). Trong khi đó, giá trị Shannon và Simpson cao nhất từ 

phân của nhóm tiểu đường type 2 (5,193 và 0,936 tương ứng), giá trị thấp nhất (3,495 

và 0,758 tương ứng). 
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Hình 3.3. A. Tương quan giữa Chao 1 và OTUs ở nhóm nữ giới. B. Tương quan 

giữa ACE và OTUs ở nhóm nữ giới. 

- Kết quả phân tích so sánh các chỉ số đa dạng sinh học 

Kết quả phân tích rarefaction (Hình 3.4) cho thấy, độ phủ dữ liệu của các OTU 

vi sinh vật chưa đủ. Hệ vi sinh vật ở nhóm bị bệnh tiểu đường type 2 có xu hướng 

kém đa dạng hơn nhóm đối chứng.  

 

 

A B 
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Hình 3.4. A. Rarefaction của các OTU vi sinh vật quan sát được của nhóm nữ giới 

không mắc bệnh tiểu đường. B. Rarefaction của các OTU vi sinh vật quan sát được 

của nhóm nữ giới mắc bệnh tiểu đường type 2. 

 

Hình 3.5. Kết quả phân tích tọa độ chính (PCoA) ở các mẫu phân của nữ giới mắc 

bệnh tiểu đường type 2 và nữ giới không mắc bệnh tiểu đường 
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Chú thích: Chấm tròn đỏ là mẫu của nhóm nữ giới không mắc bệnh tiểu đường; 

chấm đen vuông là mẫu của nhóm nữ giới mắc bệnh tiểu đường type 2 

Phân tích thành phần chính (Principal coordinate analysis - PCoA) ở Hình 3.5 

cho thấy, thành phần vi khuẩn trong phân của nhóm bị bệnh tiểu đường type 2 (hình 

vuông màu đen) và nhóm đối chứng (hình tròn màu đỏ) có xu hướng phân thành các 

nhóm khác nhau. Nói cách khác, có sự khác biệt các quần thể vi sinh vật từ nhóm bị 

bệnh tiểu đường type 2 (diabetes group) và nhóm đối chứng (control). Kết quả này 

cho thấy hệ vi sinh vật đường ruột của nhóm đối chứng có sự tương đồng cao hơn so 

với nhóm bị bệnh tiểu đường type 2. Điều này chứng tỏ sự cân bằng đa dạng hệ vi 

sinh vật đường ruột đóng vai trò quan trọng trong tiêu hóa và khỏe mạnh của con 

người. Do đó, có thể thấy sự cân bằng này thường tồn tại ở người không tiểu đường 

và bị phá vỡ sự ổn định ở nhóm mắc bệnh tiểu đường type 2. 

3.1.2.2. Kết quả phân tích đa dạng khu hệ vi khuẩn đường ruột ở nhóm nam giới 

- Kết quả tính toán các chỉ số đa dạng sinh học  

Bảng 3.3. Kết quả các thông số giải trình tự và các chỉ số đa dạng từ các mẫu phân 

nam giới 

TT 
Tên 

mẫu 

Số lượng 

trình tự 

Độ dài 

trung bình 

(nt) 

Số 

OTU 
Chao1 ACE 

Good’s 

coverage 

1 C8 23.932 417 168 189 179.104 0.998 

2 C9 126.976 417 274 337,405 344.505 0.995 

3 C10 130.945 419 210 274,565 256.805 0.996 

4 D8 31.369 413 195 211,24 215.594 0.998 

5 D9 125.250 420 224 275,042 262.724 0.996 

6 D10 121.284 417 337 402,029 385.982 0.995 

Kết quả phân tích trình tự cho thấy: tổng số 559.756 trình tự có độ tin cậy cao, 

99,9883% thuộc vi khuẩn (Bacteria) và phần còn lại chiếm 0,0117% thuộc về khuẩn 

cổ (Archaea). Sáu tập mẫu đọc trình tự bao gồm 3 mẫu phân của nam giới mắc bệnh 

tiểu đường type 2 (D8, D9, D10) chứa lần lượt 31.369, 125.250, 121.284 trình tự và 

3 mẫu phân của nam giới không tiểu đường (C8, C9, C10) chứa lần lượt 23.932, 

126.976, 130.945 trình tự (Bảng 3.3). Chỉ số Good coverage ở các mẫu đều > 0,995 

cho thấy các OTU ở các mẫu đều đại diện cho các loài có trong mẫu.  
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Biểu đồ Venn ở Hình 3.6 mô tả sự chia sẻ OTU giữa mẫu phân của nhóm nam 

giới không mắc bệnh tiểu đường và nhóm nam giới mắc bệnh tiểu đường. Từ biểu đồ 

cho thấy, 2 nhóm mẫu chia sẻ nhau 422 OTU. 

Hình 3.6. Biểu đồ Venn mô tả sự chia sẻ các OTU chung giữa mẫu phân của nhóm 

nữ giới không mắc bệnh tiểu đường và nhóm nữ giới mắc bệnh tiểu đường 

Hình 3.7. A. Tương quan giữa Chao1 và OTUs ở nhóm nam giới. B. Tương quan 

giữa ACE và OTUs ở nhóm nam giới 

Giá trị ước lượng số lượng loài còn được thể hiện bởi giá trị Chao1 và ACE. 

Kết quả phân tích alpha diversity cho thấy giá trị Chao1 và ACE của các mẫu tỷ lệ 

thuận với giá trị OTUs (P = 0,001 và P = 0.878 tương ứng) (Hình 3.7). Trong tất cả 

các mẫu, giá trị Chao1 và ACE luôn cao hơn giá trị OTUs, điều này có nghĩa nếu số 

lượng các trình tự tăng lên thì số lượng các loài được dự đoán sẽ tăng lên. Kết quả 
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trong phân tích alpha diversity cũng chỉ ra rằng sự khác nhau về giá trị Shannon và 

Simpson là đáng kể. Giá trị cao nhất của Shannon và Simpson từ phân của nhóm đối 

chứng (5,782 và 0,947 tương ứng), giá trị thấp nhất (4,093 và 0,837 tương ứng). Trong 

khi đó, giá trị Shannon và Simpson cao nhất từ phân của nhóm tiểu đường type 2 

(5,428 và 0,948 tương ứng), giá trị thấp nhất (3,879 và 0,852 tương ứng). 

- Kết quả phân tích so sánh các chỉ số đa dạng sinh học 

Kết quả phân tích rarefaction (Hình 3.8) cho thấy các đường cong chưa đạt 

đến trạng thái bão hòa trong các mẫu nghiên cứu nên sự phong phú của vi khuẩn chưa 

được xác định đầy đủ. Hệ vi sinh vật ở nhóm nam giới mắc bệnh tiểu đường type 2 

có xu hướng đa dạng hơn nhóm đối chứng.  

 

Hình 3.8. Rarefaction của các OTU vi sinh vật quan sát được của nhóm nam giới  

- Phân tích thành phần chính (Principal coordinate analysis - PCoA) dựa trên 

các chỉ số đa dạng sinh học (Hình 3.9) cho thấy, thành phần vi khuẩn trong phân của 

nhóm nam giới mắc bệnh tiểu đường (hình vuông màu đen) và nhóm đối chứng (hình 

tròn màu đỏ) có xu hướng phân thành các nhóm khác nhau. Nói cách khác, có sự khác 

biệt các quần thể vi sinh vật từ nhóm nam giới mắc bệnh tiểu đường type 2 (diabetes 

group) và nhóm đối chứng (control). Nhóm đối chứng có sự tương đồng cao hơn so 

với nhóm bị bệnh tiểu đường type 2. Sự cân bằng vi sinh vật thường tồn tại ở người 

không tiểu đường và bị phá vỡ sự ổn định ở nhóm mắc bệnh tiểu đường type 2. 
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Hình 3.9. Kết quả phân tích tọa độ chính (PCoA) ở các mẫu phân của nam giới  

Chú thích: Chấm tròn đỏ là mẫu của nam giới không mắc bệnh tiểu đường; chấm 

đen vuông là mẫu của nam giới mắc bệnh tiểu đường type 2 

3.1.3. Thành phần loài vi khuẩn 

Giới tính là một trong những yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến khu hệ vi khuẩn 

đường ruột, nhưng mối liên quan vẫn chưa được nghiên cứu đầy đủ. Kết quả nghiên 

cứu năm 2006 được thực hiện bởi bốn trung tâm ở Pháp, Đức, Ý và Thụy Điển cho 

thấy, ở nam giới, chi vi khuẩn Bacteroides - Prevotella cao hơn ở nữ [128]. Tuy 

nhiên, với nghiên cứu năm 2005 trên 91 người Bắc Âu từ Pháp, Đan Mạch, Đức, Hà 

Lan và Vương quốc Anh, lại cho thấy không có sự khác biệt đáng kể trong thành 

phần chính của khu hệ vi khuẩn đường ruột giữa nam và nữ [129]. Trong một báo 

cáo khác năm 2008, nghiên cứu về nhóm Bacteroides spp trong một gia đình Trung 

Quốc cho thấy, số lượng Bacteroides thetaiotaomicron ở nam giới phong phú hơn ở 

nữ giới [130]. Mặc dù các kết quả nghiên cứu là không nhất quán, nhưng như vậy có 

thể thấy, giới tính có thể mang đến sự khác biệt về thành phần loài khu hệ vi khuẩn 

đường ruột. Chính vì vậy, chúng tôi phân tích kết quả theo 2 giới riêng biệt.  

3.1.3.1. Kết quả phân tích thành phần loài ở nhóm nữ giới 

Trong những năm gần đây, nhiều nghiên cứu đã tập trung vào việc tìm ra mối 

liên quan giữa thành phần hệ vi sinh vật đường ruột với bệnh tiểu đường [131], [132], 
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[133]. Kết quả phân tích của chúng tôi cho thấy, số lượng trình tự đọc của hai nhóm 

gồm 13 ngành chính. Các OTU vi khuẩn tập trung ở bốn ngành và chiếm > 98,56% 

tổng số OTU xác định được, đó là Bacteroidetes (30,42%-73,58%), Firmicutes 

(11,25%-49,58%), Proteobacteria (2,97%-27,05%) và Fusobacteria (0%-38,49%). 

Bảng 3.4. Tỷ lệ trung bình một số ngành vi sinh vật trong phân của nhóm nữ giới 

tiểu đường type 2 và nhóm nữ giới không tiểu đường 

TT Ngành vi sinh vật 

Tỷ lệ trung bình (%) 

Chỉ số p Nhóm nữ 

không tiểu đường 

Nhóm nữ 

tiểu đường type 2 

1 Bacteroidetes 50.636 53.623 0.613 

2 Firmicutes 40.595 26.778 0.021 

4 Proteobacteria 7.121 10.580 0.305 

3 Fusobacteria 0.208 8.786 0.137 

5 Cyanobacteria 0.346 0.017 0.316 

6 Tenericutes 0.530 0.038 0.161 

7 Actinobacteria 0.212 0.124 0.131 

8 Verrucomicrobia 0.094 0.020 0.201 

9 Euryarchaeota 0.119 0.001 0.144 

10 Lentisphaerae 0.060 0.007 0.078 

11 Synergistetes 0.017 0.001 0.042 

12 TM7 0.001 0.000 0.337 

13 Others 0.061 0.024 0.047 

Thông thường, hệ vi sinh vật đường ruột của con người được chia thành nhiều 

ngành (phyla) khác nhau, trong đó có một số ngành chính, chiếm ưu thế với tỉ lệ vượt 

trội và những ngành chính này có thể khác nhau giữa các dân tộc. Những nghiên cứu 

đối với người Ý cho thấy, 4 ngành chính trong hệ vi sinh đường ruột của họ thường 

là Bacteriodetes, Firmicutes, Proteobacteria và Actinobacteria với tỉ lệ lần lượt là 

45,42%, 37,45%, 7,05% và 1,01% [134]. Trong khi đó ở người Đan Mạch, 5 ngành 

chính trong đó Firmicutes và Bacteroidetes chiếm đến 90%, còn lại Proteobacteria, 

Actinobacteria và Verrumicrobia chiếm khoảng 1-4% mỗi loại [62]. Nghiên cứu đối 

với người Trung quốc, 3 ngành chiếm ưu thế nhất đó là Firmicutes, Bacteroidetes và 

Proteobacteria với tỷ lệ là 49,08%, 42,06% và 5,39% tương ứng [130]. Với đối tượng 
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nghiên cứu là người Châu Phi, 3 ngành phong phú nhất đó là Firmicutes, 

Actinobacteria và Bacteroidetes với tỉ lệ 78%, 16,5% và 2,2% [135]. Như vậy có thể 

thấy, tùy đối tượng người nghiên cứu khác nhau sẽ có đặc thù riêng về các ngành vi 

sinh vật ưu thế trong đường tiêu hóa. 

Hình 3.10. Độ phong phú tương đối ở mức độ ngành của hệ vi sinh vật trong phân 7 

nữ giới tiểu đường type 2 (D1-D7) và 7 nữ giới không tiểu đường (C1-C7)  

Trong số các ngành chính, 2 ngành chiếm tỉ lệ lớn đó là Bacteroidetes và 

Firmicutes, đại diện cho khoảng 90% vi khuẩn đường ruột.  

Bacteroidetes là vi khuẩn kỵ khí Gram âm không sinh bào tử, chúng có mặt ở 

nhiều nơi của đường tiêu hóa, bao gồm khoang miệng và dạ dày, ngay cả khi có sự 

hiện diện của acid dạ dày và các enzyme tiêu hóa [136]. Ngành này có 4 

lớp: Bacterodia, Flavobacteria, Sphingobacteria và Cytophagia. Chúng đóng vai trò 

phân hủy và giải phóng năng lượng từ các phân tử hữu cơ khác nhau, cung cấp chất 

dinh dưỡng cho các vi khuẩn khác và bảo vệ cơ thể khỏi tác nhân gây hại [137]. 

Bacteroidetes có cả tác dụng tích cực lẫn tiêu cực đối với vật chủ. Vi khuẩn thuộc 

nhóm này có thể giúp ngăn chặn tình trạng viêm, nhưng chúng cũng có khả năng thúc 

đẩy quá trình viêm và một số được coi là mầm bệnh cơ hội [138]. Trong khi đó, ngành 
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Firmicutes là những vi khuẩn mà đa số có cấu trúc màng tế bào Gram dương. Ngành 

này bao gồm ba lớp Bacilli, Clostridia và Erysipelotrichia. Chúng lên men chất xơ và 

tinh bột kháng, cung cấp khoảng 10% tổng năng lượng cho cơ thể [139]. Tuy nhiên 

khi số lượng tăng cao, vi khuẩn này ảnh hưởng tiêu cực đối với quá trình chuyển hóa 

glucose và chất béo. Do vậy, việc tăng tỷ lệ Firmicutes so với các loài Bacteroidetes 

có liên quan đến bệnh béo phì và bệnh tiểu đường type 2 [140].  

Khi tỷ lệ Firmicutes/Bacteroidetes < 0,8 chứng tỏ cơ thể bị rối loạn vi khuẩn 

đường ruột [139]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, chỉ số Firmicutes/Bacteroidetes ở 

nhóm người tiểu đường type 2 là 0,49, điều này chứng tỏ vi khuẩn thuộc ngành 

Firmicutes giảm và vi khuẩn thuộc ngành Bacteroides tăng.  

Nghiên cứu cho thấy, sự suy giảm tỷ lệ Firmicutes ở người tiểu đường type 2 

so với người không tiểu đường được xem là một trong những dấu hiệu của chứng 

loạn khuẩn. Khi so sánh mức độ phong phú trong ngành Firmicutes của 2 nhóm, 

chúng tôi nhận thấy Firmicutes ở nhóm tiểu đường type 2 (trung bình 26,78%) thấp 

hơn đáng kể so với nhóm đối chứng (trung bình 40,59%) với p = 0,021. Một trong 

những nghiên cứu đầu tiên về thành phần khu hệ vi khuẩn đường ruột ở những người 

tiểu đường type 2 đã được thực hiện bởi Larsen và cộng sự [62]. Tương tự nghiên 

cứu của chúng tôi, kết quả nghiên cứu của Larsen cho thấy có sự giảm của ngành 

Firmicutes. Tuy nhiên, một số nghiên cứu khác lại có nhận định về sự thay đổi tỷ lệ 

vi sinh vật đường ruột ở người bệnh tiểu đường type 2 là do rối loạn sinh học. Điều 

này có thể liên quan đến sự gia tăng đáng kể của Firmicutes so với Bacteroidetes (F/B 

> 0,8) vì ngành vi khuẩn này có số lượng loài nhiều nhất tham gia vào quá trình lên 

men đường, làm gia tăng hấp thu calo, gia tăng giải phóng khí và tăng tính thấm của 

hàng rào biểu mô ruột. Do đó, có thể dẫn đến tăng cân và gây viêm, đây là những đặc 

điểm thường gặp ở người mắc bệnh tiểu đường type 2 [61], [134]. 

Vi sinh vật thuộc ngành Bacteroidetes ở mẫu bệnh tiểu đường trong nghiên 

cứu này là 53,62% có xu hướng cao hơn so với ở mẫu đối chứng là 50,64. Ở người 

tiểu đường type 2 và người béo phì, Bacteroidetes thường giảm đi [134], dẫn đến sự 

suy giảm sản xuất butyrate [141], một trong những acid béo chuỗi ngắn hỗ trợ chức 

năng của tế bào β trong tuyến tụy sau khi ăn [76]. Butyrate còn góp phần điều chỉnh 

các chức năng của hệ thống miễn dịch và bảo vệ chống lại sự xâm nhập của mầm 

bệnh [142] đồng thời giúp kích hoạt quá trình tạo glucose ở ruột, giúp cân bằng nội 
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môi [72]. 

Đối với ngành chiếm ưu thế thứ 3, Proteobacteria, ở nhóm bệnh tiểu đường 

type 2 có xu hướng cao hơn nhóm không bị tiểu đường (tỷ lệ trung bình là 10,58% so 

với 7,12%). Proteobacteria là một trong những ngành chính khi xác định vi khuẩn 

của đường ruột. Tuy nhiên, sự phong phú của vi khuẩn này có thể khác nhau ở các 

nghiên cứu. Đặc biệt, nhiều loài thuộc ngành Proteobacteria trở nên phong phú ở 

những đối tượng mắc bệnh tiểu đường [143], [144]. Những thay đổi này có thể được 

giải thích đó là, vi khuẩn thuộc ngành Proteobacteria và Bacteroidetes là những vi 

khuẩn gram âm, chúng có chứa lipopolysacarit (LPS) ở màng ngoài - có tác dụng 

kích thích phản ứng viêm mạnh và có thể biểu hiện nội độc tố trong máu. Do đó, khi 

có sự tăng lên của 2 ngành này, lượng LPS xuất hiện nhiều trong ruột, điều này có 

thể gây ra phản ứng viêm và là một trong những tác nhân làm phát triển bệnh tiểu 

đường [145]. Nghiên cứu của Larsen và công sự cũng cho thấy, bệnh lý tiểu đường 

type 2 có liên quan đến những thay đổi rõ rệt về thành phần của hệ vi sinh vật đường 

ruột ở cấp độ ngành [62].  

Fusobacteria là vi khuẩn kỵ khí, Gram âm, không sinh bào tử. Vi khuẩn này 

biến động khi bị tiểu đường. Fusobacteria kích hoạt các phản ứng viêm của vật chủ, 

liên quan viêm niêm mạc, đến béo phì ở đối tượng lớn tuổi mắc hội chứng chuyển 

hóa. Khi so sánh thành phần vi sinh vật của ngành Fusobacteria, tỉ lệ trung bình vi 

khuẩn này ở nhóm bệnh tiểu đường type 2 có xu hướng cao so với nhóm đối chứng 

(8,79% so với 0,21). Trong một số nghiên cứu, Fusobacteria được xếp sau Firmicutes, 

Bacteroidetes Proteobacteria tương tự như phát hiện của chúng tôi [146]. Trong 

nghiên cứu về vi sinh vật đường ruột của bệnh nhân tiểu đường type 2 ở miền bắc 

Trung Quốc, chi Fusobacterium, thuộc ngành Fusobacteria, tăng lên đáng kể ở bệnh 

nhân tiểu đường (p = 0,019) so với đối chứng [147]. 

Trong số 4 ngành chiếm ưu thế, chỉ duy nhất sự khác biệt của ngành Fimicutes 

là có ý nghĩa thống kê. Bên cạnh đó, 2 ngành còn lại, như Synergistetes và các vi sinh 

vật khác (Others), sự khác biệt giữa 2 nhóm nghiên cứu cũng có ý nghĩa thống kê với 

p lần lượt là 0.042 và 0.047. 

Kết quả trên cho thấy đặc trưng của các ngành vi khuẩn trong phân. Trong 

nghiên cứu này, kết quả cho thấy bệnh tiểu đường loại 2 có liên quan đến những thay 

đổi về thành phần của hệ vi sinh vật đường ruột chủ yếu rõ ràng ở cấp độ ngành. Sự 
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phong phú của Firmicutes bị giảm đi đáng kể, trong khi tỷ lệ Bacteroidetes, 

Proteobacteria và Fusobacteria ở những người mắc bệnh tiểu đường có xu hướng cao 

hơn so với những người không mắc bệnh tiểu đường. Những kết quả này tương tự 

với công bố của Larsen và cộng sự [62]. Những phát hiện của chúng tôi ủng hộ giả 

thuyết rằng sự thay đổi về vi khuẩn đường ruột và tình trạng rối loạn vi khuẩn có liên 

quan đến bệnh tiểu đường type 2. 

Bảng 3.5. Tỷ lệ trung bình một số chi vi sinh vật trong phân của nhóm nữ 

giới tiểu đường type 2 và nhóm nữ giới không tiểu đường 

TT Chi vi sinh vật 

Tỷ lệ trung bình (%) 

Chỉ số p Nhóm nữ  

không tiểu đường 

Nhóm nữ  

tiểu đường type 2 

1 Bacteroides 22.897 47.934 0.010 

2 Prevotella 21.476 0.847 0.014 

3 Oscillospira 3.901 1.136 0.002 

4 Ruminococcus 2.397 0.609 0.001 

5 Desulfovibrio 0.460 0.054 0.003 

6 Odoribacter 0.548 0.114 0.009 

7 Clostridium 0.257 0.119 0.016 

8 Butyricimonas 0.232 0.082 0.007 

9 Burkholderia 0.041 0.010 0.001 

10 Faecalibacterium 6.202 2.789 0.084 

11 Escherichia 0.983 4.968 0.098 

12 Akkermansia 0.084 0.020 0.220 

13 Fusobacterium 0.029 2.151 0.312 

14 Roseburia 5.427 3.503 0.353 

15 Lactobacillus 0.018 1.067 0.286 

16 Bifidobacterium 0.034 0.055 0.510 

17 Sutterella 3.636 3.714 0.943 

18 Lachnospira 2.533 3.030 0.819 

19 Dorea 0.299 0.468 0.330 

20 Others 17.676 12.939 0.418 
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Hình 3.11. Độ phong phú tương đối ở mức độ chi của hệ vi sinh vật trong phân 7 nữ 

giới tiểu đường type 2 (D1-D7) và 7 nữ giới không tiểu đường (C1-C7)  

Khi nghiên cứu thành phần vi khuẩn ở mức độ chi chúng tôi thấy trong tổng 

số 94 chi được tìm thấy chỉ 9 chi có sự khác biệt thành phần vi sinh vật giữa 2 nhóm 

có ý ngĩa thống kê (Bảng 3.5, Hình 3.11). 

Nhiều báo cáo cho thấy, các chi Bacteroides, Faecalibacterium, Akkermansia, 

Roseburia và Bifidobacterium gia tăng ở người tiểu đường type 2, trong khi các 

chi Ruminococcus, Fusobacterium và Blautia lại giảm [141].  

Trong nghiên cứu của chúng tôi, chi Bacteroides gia tăng mạnh ở nhóm bệnh 

tiểu đường type 2 (giá trị trung bình 47,93% so với 22,9%), và sự khác biệt này có ý 

nghĩa thống kê (p = 0,009). Trong số các nghiên cứu về hệ vi khuẩn đường ruột của 

người tiểu đường type 2, Bacteroides là một trong hai đại diện thường xuyên được 

quan tâm nghiên cứu nhất. Trong số 8 nghiên cứu được thực hiện, 5 nghiên cứu cho 

thấy, Bacteroides tăng cao ở người tiểu đường type 2 [56], [148], [149], [150], [151] 

trong khi 3 nghiên cứu khác cho thấy sự suy giảm của vi khuẩn này [152], [153]. Sự 

không nhất quán này có thể được giải thích là do tác dụng kháng khuẩn của thuốc 

điều trị tiểu đường metformin [154]  hoặc do đặc thù riêng của mỗi cá thể khi tương 
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tác với hệ vi khuẩn đường ruột. Nghiên cứu của He và cộng sự [155], [156] cho thấy 

Bacteroides intestinalis và Bacteroides vulgatus đã giảm ở người mắc bệnh tiểu 

đường type 2 nhưng Bacteroides stercoris lại tăng. Khi thử nghiệm trên động vật, bổ 

sung Bacteroides acidifaciens [157] và Bacteroides uniformis [158] đã cải thiện tình 

trạng không dung nạp glucose và kháng insulin ở chuột bị tiểu đường. Như vậy có 

thể thấy, Bacteroides có thể đóng một vai trò có lợi đối với quá trình chuyển hóa 

glucose ở người tiểu đường type 2. 

Đối với chi Prevotella, ở người tiểu đường type 2 vi khuẩn này giảm đi rõ rệt 

(giá trị trung bình 0,85% so với 21,48%) với p = 0,014. Prevotella là một trong 2 chi 

chiếm ưu thế trong ngành Bacteroidetes. Vi khuẩn Bacteroides thông thường rất phổ 

biến, nhưng khi Prevotella xuất hiện thì các vi khuẩn thuộc chi Bacteroides sẽ giảm 

đi rõ rệt [28], [159]. Nghiên cứu cho thấy sự phong phú của Prevotella cao hơn có 

liên quan đến chế độ ăn kiểu giàu trái cây và rau xanh, trong khi sự phong phú 

của Bacteroides thường liên quan đến chế độ ăn giàu chất béo và giàu protein [29], 

[160]. Như vậy sự gia tăng Bacteroides và giảm Prevotella ở người tiểu đường có thể 

do ảnh hưởng của chế độ ăn uống. Tuy nhiên, tác dụng của vi khuẩn này phụ thuộc 

vào chủng vì trong khi một số chủng Prevotella trong ruột cải thiện quá trình chuyển 

hóa glucose thì một số chủng khác lại thúc đẩy các bệnh như hội chứng chuyển hóa 

và béo phì [161]. 

Bảng 3.5 cho thấy, chi Odoribacter và Clostridium giảm đi ở bệnh nhân tiểu 

đường. Odoribacter và Clostridium là vi khuẩn có tác dụng cải thiện bệnh tiểu đường 

type 2. Những rối loạn liên quan đến béo phì của hệ vi khuẩn đường ruột được đặc 

trưng bởi sự gia tăng số lượng lớn các vi khuẩn sản xuất succinate, đồng thời với việc 

giảm lượng vi khuẩn tiêu thụ succinate như Odoribacter và Clostridium [162]. Kết 

quả này phù hợp với nghiên cứu của chúng tôi, kết quả phân tích cho thấy, 2 chi vi 

khuẩn này bị giảm đi ở người bệnh tiểu đường type 2 so với người không mắc bệnh 

tiểu đường.  

Chi Ruminococcus và Desulfovibrio giảm ở nhóm bệnh tiểu đường type 2 so 

với nhóm đối chứng, sự khác nhau này có ý nghĩa thống kê (p = 0,001 và 0,003 tương 

ứng). Trong chi vi khuẩn Ruminococcus, loài Ruminococcus gnavus có thể gây bệnh 

do chúng tổng hợp một polysacaride phức tạp với chuỗi chính rhamnose và chuỗi bên 

glucose, polysacaride này làm tăng sự bài tiết các độc tố gây viêm như TNFα [163]. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glycan
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/rhamnose
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Ngoài ra, những nghiên cứu gần đây cho thấy hệ vi sinh vật của người mắc bệnh tiểu 

đường type 2 có sự gia tăng của vi khuẩn khử sulphate Desulfovibrio. Tương tự 

nghiên cứu của Singh và cộng sự, nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, có sự suy giảm 

của vi khuẩn sản xuất butyrate như Clostridium, Faecalibacterium và Roseburia. Đây 

cũng là đặc điểm chung được ghi nhận ở hệ vi sinh vật của người mắc bệnh tiểu 

đường type 2 [164].  

Ngoài ra, kết quả phân tích từ hình 3.11 cũng chỉ ra rằng nhóm người tiểu 

đường type 2 chứa nhiều vi khuẩn mầm bệnh cơ hội thuộc chi Escherichia, chứa ít 

chi vi khuẩn sản xuất butyrate (Faecalibacterium, Roseburia) và chi vi khuẩn phân 

giải chất nhầy (Akkermansia). Kết quả của chúng tôi trùng với một số kết quả nghiên 

cứu trước đây, đặc biệt là nghiên cứu của Murri và cộng sự [165]. 

Theo tìm hiểu của chúng tôi, một số vi khuẩn thuộc chi Bifidobacterium như 

B. bifidum, B. longum, B. infantis, B. animalis, B. pseudocatenulatum và B. breve  đều 

cải thiện khả năng dung nạp glucose ở động vật bị bệnh tiểu đường type 2 [166], 

[167]. Với những chi vi khuẩn còn lại, mặc dù có sự khác biệt khi so sánh giữa người 

tiểu đường type 2 và người không bị tiểu đường, nhưng những sai khác này không có 

ý nghĩa thống kê. 

Hệ vi sinh vật có liên quan đến sinh lý bệnh của nhiều bệnh mãn tính trong 

đó có tiểu đường type 2. Trong 10 năm qua, số lượng dữ liệu chỉ ra những thay đổi 

về thành phần hoặc chức năng của vi khuẩn đường ruột ở bệnh nhân tiểu đường type 

2 thu được ngày càng tăng. Nhiều kết quả ngược nhau đã được ghi nhận. Phân tích 

“rối loạn vi khuẩn” cho phép phát hiện những thay đổi ở vi khuẩn liên quan đến sự 

xuất hiện hoặc tiến triển của bệnh tiểu đường type 2. Một nghiên cứu lớn gần đây đã 

quan sát thấy rằng các vi khuẩn khác nhau được tìm thấy có liên quan đến kết quả 

trao đổi chất giống nhau ở các khu vực địa lý khác nhau [155]. Sự khác biệt giữa các 

kết quả và sự bất đồng về cách diễn giải là những đặc điểm chung của bất kỳ lĩnh 

vực khoa học mới nổi nào. Tuy nhiên, khi xác định được các thuộc tính của các vi 

sinh vật trong cơ thể người với bệnh tiểu đường type 2 sẽ góp phần làm rõ ràng hơn 

vấn đề này. 

Trong một nghiên cứu khác với 150 người tham gia gồm có 74 người mắc 

bệnh tiểu đường type 2 và 76 người không mắc bệnh tiểu đường. Kết quả cho thấy, 

nhóm người mắc bệnh tiểu đường type 2 có những khác biệt về hệ vi sinh vật đường 
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ruột: so với nhóm người không mắc bệnh tiểu đường và mức đa dạng α thấp hơn, tỷ 

lệ Firmicutes/Bacteroidetes cao hơn, và đặc biệt, sự đa dạng β khác biệt có ý nghĩa 

thống kê. Ở cấp độ ngành, hầu hết các lần đọc trình tự được phân thành bốn nhóm 

ngành và chiếm 98,61%, bao gồm: Firmicutes (65,33%), Bacteroidetes (18,33%), 

Actinobacteria (8,03%) và Proteobacteria (6,94%). Sự phong phú tương đối của từng 

hệ vi sinh vật đường ruột ở cấp độ ngành không khác biệt đáng kể giữa nhóm mắc 

bệnh tiểu đường và nhóm không mắc bệnh tiểu đường. Ở cấp độ chi, 21 chi có sự 

khác biệt đáng kể giữa nhóm người mắc bệnh tiểu đường type 2 và nhóm người 

không mắc bệnh tiểu đường. 

Khi phân tích các vi sinh vật trong cơ thể người của 2 nhóm, ở cấp độ phân 

loại ngành, thành phần giữa các cá thể khá giống nhau, trong khi ở cấp độ phân loại 

loài, sự tương đồng này bị mất đi. 

Bảng 3.6. Tỷ lệ trung bình một số loài vi sinh vật trong phân của nhóm nữ giới  

TT Loài vi sinh vật 

Tỷ lệ trung bình (%) 

Chỉ số p 
Nhóm nữ 

không tiểu 

đường  

Nhóm nữ 

tiểu đường 

type 2 

1 Prevotella copri 19.180 0.711 0.017 

2 Parabacteroides distasonis 0.441 1.348 0.007 

3 Ruminococcus callidus 0.267 0.033 0.005 

4 Clostridium citroniae 0.030 0.126 0.041 

5 Faecalibacterium prausnitzii 6.198 2.788 0.084 

6 Bacteroides uniformis 0.983 4.968 0.944 

7 Escherichia coli 2.344 2.264 0.098 

8 Lactobacillus salivarius 0.010 0.119 0.143 

9 Lactobacillus agilis 0.003 0.000 0.337 

10 Lactobacillus brevis 0.000 0.002 0.337 

11 Lactobacillus zeae 0.002 0.000 0.147 

12 Bifidobacterium longum 0.010 0.011 0.911 

13 Akkermasia muciniphia 0.084 0.020 0.220 

14 Clostridium butyricum 0.007 0.006 0.866 

15 Ruminococcus gnavus 0.709 2.063 0.399 
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16 Ruminococcus biforme 0.124 0.014 0.102 

17 Blautia obeum 0.198 0.121 0.432 

18 Bacteroides fragilis 1.444 1.640 0.892 

19 Others 55.566 70.748 0.023 

Hình 3.12. Độ phong phú tương đối ở mức độ loài của hệ vi sinh vật trong phân 7 

nữ giới tiểu đường type 2 (D1-D7) và 7 nữ giới không tiểu đường (C1-C7) 

Trong tất cả các loài được phân tích và so sánh thì 04 loài có sự khác biệt và có 

ý nghĩa thống kê đó là P. copri, P. distasonis, R. callidus, C. citroniae (Bảng 3.6, Hình 

3.22). Trong đó P. copri bị suy giảm ở nhóm người tiểu đường. Báo cáo cho thấy, vi 

khuẩn này được chứng minh có tác dụng hạ đường huyết ở chuột và ở người [168].  

Prevotella, vi khuẩn gram âm kỵ khí bắt buộc, là một trong những loài phổ 

biến nhất trong đường tiêu hóa của con người [169]. Khoảng 10-25% người Mỹ và 

châu Âu khỏe mạnh, lượng Prevotella trong phân có thể chiếm đến trên 10%. Trong 

số 5 loài Prevotella được báo cáo có mặt trong ruột người thì P. copri chiếm tỉ lệ 

nhiều nhất [170], [171].  

Các chủng P. copri có khả năng phân giải nhiều hydratcarbon phức tạp, tổng 
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hợp nhiều SCFA giúp tăng cường sức khỏe. Phân tích trình tự gen 16S rRNA cho 

thấy P. copri có khả năng tăng cường dự trữ glycogen ở gan và để sản xuất succinate, 

phân tử chịu trách nhiệm cân bằng nội môi glucose thông qua việc điều chỉnh quá 

trình tạo gluconeogenesis ở ruột, giúp cải thiện khả năng dung nạp glucose [58]. P. 

copri còn kích thích tổng hợp các cytokine như IL-6, IL-17 giúp giảm viêm. Tuy 

nhiên, những kết quả nghiên cứu khác nhau về vai trò của chúng đối với sức khỏe 

con người còn đang gây tranh cãi. Chính vì vậy, cần được nghiên cứu sâu hơn để xác 

định vai trò của vi khuẩn này đối với sức khỏe con người, đặc biệt đối với bệnh tiểu 

đường type 2. 

Béo phì là một yếu tố nguy cơ chính đối với bệnh tiểu đường type 2, chiếm 

90–95% trong tất cả các trường hợp mắc bệnh tiểu đường [172]. Nhiều nghiên cứu 

đã chỉ ra mối liên hệ trực tiếp giữa thành phần của hệ vi sinh vật đường ruột và cơ 

chế bệnh sinh của bệnh béo phì và tiểu đường [173]. Chế độ ăn gây béo phì có thể 

dẫn đến tăng tính thấm của ruột và rối loạn vi sinh vật, góp phần gây viêm mãn tính 

trong ruột và mô mỡ, đồng thời phát triển tình trạng kháng insulin, hậu quả dẫn đến 

bệnh tiểu đường type 2 [174]. 

Trong nghiên cứu này, P. distasonis có sự gia tăng ở nhóm người tiểu đường. 

P. distasonis là một trong những thành viên chính có chức năng sinh lý quan trọng đối 

với con người. Không giống với phát hiện của chúng tôi, nghiên cứu đã công bố cho 

thấy, sự phong phú của P. distasonis giảm đi khi ăn chế độ ăn giàu chất béo. Do vậy, 

ở những bệnh nhân béo phì, gan nhiễm mỡ, số lượng P. distasonis lại tương đối thấp 

[175], [176], [177]. Hơn nữa, khi bổ sung P. distasonis làm tăng tổng hợp succinate, 

giúp duy trì cân bằng nội môi và hỗ trợ cải thiện các rối loạn chuyển hóa [178].  

Ngược với P. distasonis, loài Ruminococcus callidus lại suy giảm ở nhóm bệnh 

tiểu đường type 2. Những nghiên cứu trước cho thấy, ở người gầy, vi khuẩn này biểu 

hiện phong phú trong đường ruột và giảm thiểu về số lượng ở người béo phì. Tương 

tự như vậy, trong nghiên cứu của chúng tôi, ở nhóm tiểu đường type 2 số lượng vi 

khuẩn này giảm so với nhóm đối chứng.  

Kết quả trong Bảng 3.6 cho thấy, C. citroniae gia tăng ở nhóm người tiểu 

đường type 2. Trong đường tiêu hóa, C. citroniae tổng hợp trimethylamine N-oxide 

(TMAO), một hợp chất có liên quan đến tình trạng viêm mô mỡ và cản trở quá trình 

truyền tín hiệu insulin ở gan, do vậy làm tăng tính kháng insulin, dẫn đến gia tăng 
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lượng đường trong máu và ảnh hưởng đến người tiểu đường type 2 [179]. 

Những nghiên cứu gần đây cho thấy Bacteroides unifomis có vai trò quan trọng 

trong chuyển hóa giúp giảm cân, giảm chứng gan nhiễm mỡ, giảm nồng độ 

cholesterol và trigliceride ở gan, tăng các acid béo chuỗi ngắn [180]. Trong nghiên 

cứu của chúng tôi, kết quả phân tích cho thấy hầu như không có sự khác biệt giữa 

thành phần loài B. unifomis ở mẫu đối chứng (2,34%) và mẫu người tiểu đường type 

2 (2,26%). 

Phân tích các loài chính thuộc ngành Firmicutes cho thấy có sự khác biệt giữa 

thành phần loài vi khuẩn F. prausnitzii. Ở người tiểu đường type 2, vi khuẩn này giảm 

đi rõ rệt, chỉ còn 2,79% so với 6,20% ở mẫu đối chứng. F. prausnitzii là vi khuẩn sản 

xuất butyrate chiếm ưu thế trong đường ruột và chúng chiếm tới 4% hệ vi sinh vật 

đường ruột [181]. Vi khuẩn này sản xuất các chất chuyển hóa chống viêm nhờ duy 

trì chức năng của hàng rào ruột, giúp giảm viêm nhiễm ở người béo phì [182]. Khi bị 

tiểu đường type 2, sự phong phú của F. prausnitzii đã giảm rõ rệt. Khi số lượng giảm 

đi, butyrate được tạo ra ở mức độ thấp và sẽ tạo điều kiện để các vi khuẩn sản xuất 

các cytokine gây viêm, làm tăng nguy cơ viêm nhiễm. 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, nhóm người tiểu đường type 2 có sự gia tăng 

đáng kể về vi khuẩn E. coli (4,97% so với 0,98%). E. coli là một trong những mầm 

bệnh phổ biến nhất ở bệnh nhân tiểu đường. Khoảng 70% bệnh nhân tiểu đường bị 

nhiễm trùng đường tiết niệu, và khoảng 40% bệnh nhân tiểu đường bị viêm túi mật 

là do nhiễm vi khuẩn này [183]. Đường máu cao ở người bệnh có tác động tiêu cực 

đến chức năng thực bào, do đó người tiểu đường type 2 dễ bị nhiễm khuẩn. 

Một nghiên cứu toàn bộ metagenome của người đã chứng minh rằng ở bệnh 

nhân tiểu đường, mức Lactobacillus spp và Bifidobacterium spp cao hơn nhiều so với 

người không mắc bệnh tiểu đường [184]. Tuy nhiên, so với Bifidobacterium, chi 

Lactobacillus mặc dù được nghiên cứu và báo cáo thường xuyên, nhưng các kết quả 

thường có sự không đồng nhất.   

Trong nghiên cứu này có 4 loài thuộc chi Lactobacillus là L. salivarius, L. 

agilis, L. brevis và L. zeae được phát hiện. Trong số 4 loài, lượng vi sinh vật thuộc 

loài L. salivarius ở nhóm bệnh tiểu đường type 2 có xu hướng cao hơn so với nhóm 

đối chứng (0,119% so với 0,01%), tuy nhiên sự khác biệt này không có ý nghĩa thống 

kê (p = 0,143). Lactobacillus salivarius là vi khuẩn tồn tại trong miệng và ruột non, 
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vi khuẩn này có vai trò tăng cường hệ thống miễn dịch. Trong nghiên cứu của Pei-

Shan Hsieh và cộng sự cho thấy L. salivarius có thể tăng cường biểu hiện GLUT2 

trong các tế bào biểu mô ruột của người, giúp vận chuyển glucose từ máu vào tế bào 

và giúp điều chỉnh quá trình chuyển hóa lipid trong máu ở người tiểu đường type 2. 

Bên cạnh đó, L. salaryrius còn làm giảm đáng kể tổn thương gan và thận [185]. Wang 

và cộng sự đã phát hiện ra khả năng của L. salaryarius để điều chỉnh giảm các 

cytokine gây viêm IL-8, TNF-α, IL-17, MIP-1β đồng thời điều chỉnh tăng cytokine 

kháng viêm TGF-β1, đây là những cytokine liên quan đến cơ chế bệnh sinh của tiểu 

đường [186]. Vi khuẩn gia tăng trong ruột của bệnh nhân tiểu đường type 2 cũng bao 

gồm vi khuẩn khử sulphate Desulfovibrio, cũng như Lactobacillus 

gasseri, Lactobacillus reuteri và Lactobacillus plantarum [187], [188]. Hơn nữa, 

việc điều trị người bệnh tiểu đường týp 2 tại Nhật Bản bằng thuốc ức chế α-

glucosidase đã làm tăng Lactobacillus spp [188].  

3.1.3.2. Kết quả phân tích thành phần loài ở nhóm nam giới 

Số lượng trình tự đọc của 2 nhóm gồm 13 ngành chính (Hình 3.13). Kết quả 

Hình 3.13 chỉ ra rằng Bacteroidetes chiếm ưu thế cao nhất ở tất cả các mẫu và tỷ lệ 

trung bình ở nhóm đối chứng là 61,25%, nhóm bị bệnh tiểu đường trung bình 46,60% 

(p = 0,21). Ngành chiếm ưu thế thứ 2 là ngành Firmicutes với tỷ lệ trung bình là 

32,47% ở nhóm đối chứng và 36,52% ở nhóm bị bệnh tiểu đường (p = 0,79). Ngành 

chiếm ưu thế tiếp theo là Proteobacteria, cụ thể: ở các mẫu đối chứng là 3,22%, ở 

nhóm bị bệnh tiểu đường là 12,58% (p = 0,02). Các kết quả của nghiên cứu này cho 

thấy sự phù hợp so với kết quả của các nghiên cứu trước thể hiện qua thành phần 3 

ngành chiếm ưu thế là Bacteroidetes, Firmicutes và Proteobacteria. 

Bảng 3.7. Tỷ lệ trung bình một số ngành vi sinh vật trong phân của nhóm nam giới 

tiểu đường type 2 và nhóm nam giới không tiểu đường 

TT Ngành vi sinh vật 

Tỷ lệ trung bình (%) 

Chỉ số p Nhóm nam tiểu 

đường type 2 

Nhóm nam không 

tiểu đường 

1 Bacteroidetes 46.601 60.826 0.216 

2 Firmicutes 36.522 32.469 0.796 

3 Fusobacteria 3.540 3.232 0.948 

4 Proteobacteria 12.582 3.225 0.021 
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5 Cyanobacteria 0.030 0.009 0.363 

6 Tenericutes 0.021 0.023 0.917 

7 Actinobacteria 0.311 0.103 0.373 

8 Verrucomicrobia 0.189 0.023 0.430 

9 Euryarchaeota 0.009 0.014 0.795 

10 Lentisphaerae 0.102 0.019 0.461 

11 Synergistetes 0.023 0 0.374 

12 TM7 0 0 #DIV/0! 

13 Others 0.056 0.049 0.909 

 
Hình 3.13. Độ phong phú tương đối ở mức độ ngành của hệ vi sinh vật trong phân 3 

nam giới tiểu đường type 2 (D8-D10) và 3 nam giới không tiểu đường (C8-C10) 

Kết quả phân tích trình tự của 22 chi vi khuẩn chính (Bảng 3.8, Hình 3.14) chỉ 

ra rằng nhóm người bị bệnh tiểu đường type 2 chứa nhiều vi khuẩn mầm bệnh cơ hội 

thuộc các chi như Desulfovibrio, Escherichia; chứa ít chi vi khuẩn sản xuất butyrate 

(Faecalibacterium, Roseburia) và chi vi khuẩn phân giải chất nhầy (Akkermansia, 

Prevotella). Khi nghiên cứu cụ thể về độ phong phú của các chi, chúng tôi thấy lượng 

vi sinh vật thuộc chi Veillonella ở nhóm đối chứng chiếm 0,08%, ở nhóm bệnh tiểu 

đường type 2 là 0,39%, sự khác biệt giữa 2 nhóm có ý nghĩa thống kê (p = 0,025). 
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Bảng 3.8. Tỷ lệ trung bình một số chi vi sinh vật trong phân của nhóm nam giới  

tiểu đường type 2 và nhóm nam giới không tiểu đường 

TT Chi vi sinh vật 

Tỷ lệ trung bình (%) 

Chỉ số p Nhóm nam tiểu 

đường type 2 

Nhóm nam không 

tiểu đường 

1 Bacteroides 39.731 44.158 0.829 

2 Prevotella 1.743 10.811 0.420 

3 Oscillospira 3.700 1.921 0.605 

4 Ruminococcus 1.624 1.437 0.882 

5 Odoribacter 0.351 0.803 0.302 

6 Desulfovibrio 0.449 0.101 0.422 

7 Butyricimonas 0.449 0.112 0.205 

8 Clostridium 0.243 0.250 0.976 

9 Burkholderia 0.021 0.030 0.618 

10 Faecalibacterium 7.895 10.464 0.705 

11 Escherichia 4.493 0.835 0.378 

12 Akkermansia 0.190 0.023 0.422 

13 Fusobacterium 0.094 0.002 0.185 

14 Roseburia 2.265 2.855 0.788 

15 Lactobacillus 0.089 0.077 0.825 

16 Bifidobacterium 0.044 0.023 0.531 

17 Sutterella 4.011 1.507 0.184 

18 Lachnospira 2.132 0.840 0.275 

19 Dorea 0.512 0.143 0.228 

20 Veillonella 0.377 0.080 0.025 

21 Others 18.954 14.878 0.200 



74 

 

Hình 3.14. Độ phong phú tương đối ở mức độ chi của hệ vi sinh vật trong phân 3 

nam giới tiểu đường type 2 (D8-D10) và 3 nam giới không tiểu đường (C8-C10) 

Ngoài ra, khi nghiên cứu 2 chi probiotic là Lactobacillus và Bifidobacterium 

chúng tôi thấy nhóm người tiểu đường type 2 có tỷ lệ 2 chi vi khuẩn này đều cao hơn 

so với nhóm đối chứng. Đối với chi Lactobacillus ở nhóm đối chứng tỷ lệ trung bình 

là 0,077% và nhóm tiểu đường type 2 là 0,089%. Chi Bifidobacterium chiếm 0,023% 

ở nhóm đối chứng và 0,045% ở nhóm tiểu đường type 2. Nguyên nhân dẫn tới 2 chi 

vi khuẩn này tăng ở nhóm bệnh tiểu đường có thể do người mắc bệnh tiểu đường 

thường ăn ít tinh bột, nhưng lại ăn nhiều chất xơ, đây có thể là nguyên nhân làm tăng 

2 nhóm vi khuẩn probiotic này. 

Trong ngành Bacteroidetes, vi khuẩn thuộc lớp Bacteroidia chiếm đa số trong 

cả mẫu đối chứng và mẫu nam giới mắc bệnh tiểu đường type 2. Tuy nhiên ở mẫu 

đối chứng có tỷ lệ trung bình Bacteroidia cao hơn so với mẫu nam giới mắc bệnh tiểu 

đường type 2 (60,82% và 46,60% tương ứng). Trong số các loài thuộc lớp 

Bacteroidia, loài vi khuẩn B. unifomis trong nghiên cứu của chúng tôi cho thấy có sự 

khác biệt giữa thành phần loài B. unifomis ở mẫu đối chứng (3,22%) và mẫu người 

tiểu đường type 2 (1,13%) (p = 0,44). 
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 Phân tích các loài chính thuộc ngành Firmicutes (Hình 3.15) cho thấy có sự 

khác biệt giữa thành phần loài vi khuẩn F. prausnitzii. Ở mẫu đối chứng thành phần 

loài vi khuẩn chiếm 10,46% và mẫu người tiểu đường type 2 chiếm 7,9%. Thành phần 

loài vi khuẩn F. prausnitzii ở nhóm đối chứng cao hơn so với nhóm nam giới mắc 

bệnh tiểu đường type 2 (p = 0,70). Đây là vi khuẩn sản xuất butyrate và các axit béo 

chuỗi ngắn trong đường tiêu hóa, vì vậy đây có thể là một trong loài ảnh hưởng hoặc 

liên quan đến bệnh tiểu đường type 2. 

 Phân tích loài thuộc ngành Proteobacteria cho thấy có sự khác biệt giữa thành 

phần loài E. coli. Ở mẫu đối chứng thành phần loài E. coli chiếm 0,8354%, trong khi 

ở người tiểu đường type 2 là 4,4928% (p = 0,37). 

Bảng 3.9. Tỷ lệ trung bình một số loài vi sinh vật trong phân của nhóm nam giới 

tiểu đường type 2 và nhóm nam giới không tiểu đường 

TT Loài vi sinh vật 

Tỷ lệ trung bình (%) 

Chỉ số p Nhóm nam tiểu 

đường type 2 

Nhóm nam 

không tiểu 

đường 

1 Prevotella copri 0.913 8.967 0.387 

2 Parabacteroides distasonis 0.576 1.144 0.361 

3 Ruminococcus callidus 0.026 0.021 0.749 

4 Clostridium citroniae 0.040 0.063 0.502 

5 Faecalibacterium prausnitzii 7.895 10.460 0.705 

6 Bacteroides uniformis 1.126 3.225 0.443 

7 Escherichia coli 4.493 0.835 0.378 

8 Lactobacillus salivarius 0.021 0.002 0.275 

9 Lactobacillus agilis 0.007 0.056 0.408 

10 Lactobacillus brevis 0.000 0.000 #DIV/0! 

11 Lactobacillus zeae 0.000 0.000 #DIV/0! 

12 Bifidobacterium longum 0.009 0.009 1.000 

13 Akkermasia muciniphia 0.190 0.023 0.422 

14 Clostridium butyricum 0.005 0.000 0.374 

15 Ruminococcus gnavus 0.489 0.145 0.023 

16 Ruminococcus biforme 0.260 0.073 0.511 
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17 Blautia obeum 0.164 0.080 0.453 

18 Bacteroides fragilis 5.679 1.771 0.522 

19 Veillonella dispar 0.344 0.073 0.026 

20 Others 58.769 55.854 0.625 

 

Hình 3.15. Độ phong phú tương đối ở mức độ loài hệ vi sinh vật trong phân 3 nam 

giới bệnh tiểu đường type 2 (D8-D10) và 3 nam giới không tiểu đường (C8-C10) 

Trong tất cả các loài được phân tích, so sánh thì 02 loài có sự khác biệt và có 

ý nghĩa thống kê đó là R. gnavus và V. dispar (Bảng 3.9). Tuy nhiên, hiện nay vẫn 

chưa có các nghiên cứu sâu về tác động của các loài này đối với người tiểu đường 

type 2. 

Đi vào phân tích cụ thể 02 chi vi khuẩn probiotics là Lactobacillus và 

Bifidobacterium chúng tôi thấy nhóm nữ tiểu đường type 2 có tỷ lệ 2 chi vi khuẩn 

này đều cao hơn nhóm đối chứng. Đối với chi Lactobacillus ở nhóm đối chứng tỷ lệ 

là 0,018% và nhóm tiểu đường type 2 là 1,07% (p = 0,29). Chi Bifidobacterium chiếm 

0,034% ở nhóm đối chứng và 0,055% ở nhóm tiểu đường type 2 (p = 0,51). Phân tích 

đối với nhóm nam (Bảng 3.9) thì nhóm tiểu đường cũng cho kết quả 2 chi vi khuẩn 

này cao hơn nhóm đối chứng. Mặc dù Lactobacillus và Bifidobacterium là hai chi vi 
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khuẩn gram dương được sử dụng rộng rãi như các chế phẩm sinh học để cải thiện 

thành phần của hệ vi sinh vật đường ruột nhưng cho đến nay sự khác biệt giữa 2 nhóm 

vẫn chưa rõ ràng. Các nghiên cứu cơ bản đều cho kết quả Lactobacillus ở người tiểu 

đường type 2 cao hơn ở người không tiểu đường. Số lượng vi khuẩn Bifidobacterium 

ở người tiểu đường type 2 có xu hướng thấp hơn ở người không tiểu đường. Thành 

phần hệ vi sinh vật đường ruột thay đổi nhiều ở những người mắc bệnh tiểu đường 

type 2. Số lượng vi khuẩn gram dương, chẳng hạn như Lactobacillus và Clostridium 

(phylum Firmicutes) và Bifidobacterium (phylum Actinobacteria) giảm. Trong khi 

đó, số lượng vi khuẩn gram âm thuộc ngành Bacteroidetes tăng lên [189]. Số lượng 

vi khuẩn gram âm cao có thể làm tăng nguy cơ biến chứng ở những người mắc bệnh 

tiểu đường type 2. 

Nguyên nhân chi vi khuẩn Lactobacillus và Bifidobacterium trong nghiên cứu 

của chúng tôi và các nghiên cứu khác tăng ở nhóm người tiểu đường type 2 có thể là 

do sử dụng các sản phẩm probiotics hằng ngày hoặc khi sử dụng giải trình tự các sản 

phẩm PCR đã phát hiện vi khuẩn chết không biểu hiện tác dụng trao đổi chất của 

chúng. Một số kết quả nghiên cứu gần đây cho thấy, khi sử dụng sữa chua có chứa vi 

khuẩn Lactobacillus và Bifidobacterium để giảm stress thì cũng giảm giá trị glucose 

máu và kháng insulin [190]. 

Nghiên cứu của Sato cho thấy vi khuẩn Lactobacillus có xu hướng gia tăng ở 

những người mắc bệnh tiểu đường type 2 ở Nhật Bản, cũng như những người mắc 

bệnh tiểu đường type 2 ở Châu Âu. Các nghiên cứu đối với người tiểu đường type 2 

và người không tiểu đường ở Châu Á cũng thấy có sự khác biệt về số lượng 

Lactobacillus. Tất cả các nghiên cứu này đều có chung kết quả là Lactobacillus ở 

người mắc bệnh tiểu đường type 2 cao hơn người không tiểu đường. Theo các nghiên 

cứu trước đây, không phải tất cả các vi khuẩn Lactobacillus đều có tác dụng tích cực 

đối với người mắc bệnh tiểu đường [188]. Vì vậy cần nghiên cứu thêm để xác định 

sự khác biệt về số lượng vi khuẩn Lactobacillus trên từng nhóm đối tượng, từ đó đưa 

ra kết quả chi tiết, cụ thể. 

Các khả năng khác có thể là nguyên nhân khiến số lượng vi khuẩn thuộc chi 

Lactobacillus khác biệt giữa 2 nhóm nghiên cứu đó là do sử dụng thuốc trong điều trị 

bệnh tiểu đường type 2. Một số nghiên cứu trước đây cho biết có xu hướng giảm số 

lượng vi khuẩn Lactobacillus trong đường tiêu hóa của những người mắc bệnh tiểu 
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đường loại 2. Tuy nhiên, điều này có thể thay đổi nếu bệnh nhân bắt đầu thực hiện 

các thói quen mới như ăn thực phẩm giàu probiotics, thực phẩm giàu chất xơ hoặc 

dùng thuốc chống tăng đường huyết. Khi ăn thực phẩm giàu probiotics như sữa chua, 

kefir, pho mát và thực phẩm giàu chất xơ không hòa tan đã làm tăng số lượng vi 

khuẩn Lactobacillus trong đường tiêu hóa [191]. 

Là một chi chiếm ưu thế trong ngành Firmicutes, Lactobacillus thể hiện tác 

dụng chống tiểu đường nổi bật thông qua tác dụng kích thích tiết hormone incretine 

và giảm nội độc tố trong máu [192]. Một số nghiên cứu cho thấy, các thuốc hạ đường 

huyết khác nhau có thể điều chỉnh có chọn lọc sự phong phú của các loài 

Lactobacillus sp. Nghiên cứu của Zhang và cộng sự cho rằng điều trị bằng metformin 

dẫn đến thay đổi hơn 20 chi. Trong đó tỷ lệ vi khuẩn sản xuất SCFA như 

Butyricimonas, Coprococcus và Ruminococcus tăng lên, phù hợp với sự thay đổi về 

hàm lượng SCFA trong phân. Các chi Lactobacillus và Akkermansia cộng sinh cũng 

tăng theo, ngược lại hai loại mầm bệnh cơ hội, Prevotella và Proteus, đã giảm khi 

điều trị bằng metformin [193]. Khi có sự kết hợp, Metformin và Sitagliptin đã làm 

tăng tính phong phú của L. johnsonii và L. intestinalis spp. Acarbose làm tăng đáng 

kể L. intestinalis, nhưng làm giảm các loài L. johnsonii và Lactobacillus sp. Trong 

một báo cáo khác, Wang và cộng sự đã chỉ ra rằng các chi Lactobacillus cũng được 

làm giàu sau khi điều trị bằng Liraglutide và Saxagliptin [194].  

Nhưng cũng có nghiên cứu cho thấy, ở người tiểu đường type 2, sử dụng 

metformin làm suy giảm sự phong phú của 5 chi vi khuẩn quan trọng trong đường 

ruột, trong khi những người không sử dụng hoặc dùng thuốc khác thì thành phần vi 

khuẩn đường ruột gần giống với nhóm đối chứng không bị tiểu đường type 2 [195]. 

Như vậy, việc chia nhóm tiểu đường type 2 theo chế độ dùng thuốc có thể giúp đánh 

giá được ảnh hưởng của chúng đối với biến động về khu hệ vi khuẩn đường ruột ở 

người tiểu đường type 2 so với người không tiểu đường. 

Một số nước như Nhật Bản, Iran và một số nơi của Trung Quốc có thói quen 

ăn thực phẩm chứa nhiều probiotics. Đặc biệt, Nhật Bản được biết đến là quốc gia 

dẫn đầu thị trường toàn cầu trong lĩnh vực men vi sinh. Kết quả đánh giá nghiên cứu 

ở Iran cũng cho thấy rằng người Iran đã bắt đầu nhận ra tầm quan trọng của việc tiêu 

thụ thực phẩm hoặc sản phẩm chứa nhiều probiotics, do đó nhu cầu về thực phẩm 

hoặc các sản phẩm probiotics tăng lên. Truyền thống đổi sữa thành các sản phẩm lên 

men cũng đã được áp dụng từ lâu ở Trung Quốc vì vậy người Trung Quốc rất có thể 
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đã quen với việc tiêu thụ sữa lên men có chứa vi sinh, một trong số đó là chi 

Lactobacillus [196]. Những lý do này là nguyên nhân khiến Lactobacillus ở người 

tiểu đường type 2 cao hơn so. 

Đánh giá về số lượng vi khuẩn Bifidobacterium giữa 2 nhóm, các kết quả 

nghiên cứu vẫn còn tranh luận. Tuy nhiên, đa số các nghiên cứu đều kết luận rằng xu 

hướng số lượng Bifidobacterium của những người không tiểu đường cao hơn so với 

những người tiểu đường. Bằng chứng này không đáng chú ý vì vi khuẩn thuộc chi 

Bifidobacterium có tác dụng chống viêm mà những người có thói quen ăn kiêng chất 

béo và những người bị rối loạn chuyển hóa như tiểu đường type 2 sẽ giảm thành phần 

của chi vi khuẩn Bifidobacterium [196].  

Nghiên cứu các loài thuộc chi Bifidobacterium của chúng tôi cho thấy: chỉ thấy 

xuất hiện 1 loài là Bifidobacterium longum và tỷ lệ tương đương nhau giữa 2 nhóm. 

Nhóm nữ tiểu đường type 2 chiếm 0,011%  0,018%, nhóm đối chứng là 0,01%  

0,015%; nhóm nam tiểu đường type 2 chiếm 0,009%  0,004%, nhóm đối chứng là 

0,009%  0,016%. Sự khác biệt ở cả đối tượng nữ và nam đều không có ý nghĩa thống 

kê. Bifidobacterium longum ở nhóm nữ tiểu đường type 2 lớn hơn so với nhóm đối 

chứng. Trong khi đó, nhóm nam nghiên cứu, sự biến động loài B. longum ở nhóm 

tiểu đường type 2 nhỏ hơn so với nhóm đối chứng.  

 Các nghiên cứu khác cũng cho thấy số lượng vi khuẩn Bifidobacterium fragilis 

và B. longum không khác biệt đáng kể trong đường tiêu hóa giữa 2 nhóm. Ngoài ra, 

kết quả nghiên cứu của Le và cộng sự cho thấy có sự khác biệt đáng kể về số lượng 

vi khuẩn Bifidobacterium adolescentis của những người tiểu đường type 2 và những 

người không tiểu đường. Số lượng B. adolescentis trong đường tiêu hóa của người 

không tiểu đường cao hơn. 

Tác dụng của probiotic rất rộng và khác nhau tùy thuộc vào loài vi sinh vật. Do 

đó, cần nghiên cứu thêm về số lượng loài vi khuẩn từ chi Bifidobacterium và 

Lactobacillus. Ngoài ra, nên phát triển liệu pháp dựa trên hệ vi sinh vật cho những 

người tiểu đường type 2, đặc biệt là vi khuẩn từ chi Bifidobacterium và một số loài 

thuộc chi Lactobacillus có tác dụng tích cực trong việc giảm lượng đường trong máu. 

3.2. Mối tương quan của vi khuẩn đường ruột với chỉ số glucose và BMI 

3.2.1. Mối tương quan giữa tính đa dạng của vi khuẩn đường ruột với chỉ số 

glucose và BMI ở nhóm nữ giới 

Phân tích tương quan vi khuẩn đường ruột với chỉ số BMI và glucose cho 
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thấy: trong số 13 ngành có 10/13 ngành có tương quan nghịch với chỉ số BMI, 11/13 

ngành tương quan nghịch với chỉ số glucose. Đối với 10 ngành (Firmicutes, 

Cyanobacteria, Tenericutes, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Euryarchaeota, 

Lentisphaerae, Synergistetes, TM7, Others) có mối tương quan nghịch với BMI thì 

cũng có tương quan nghịch với chỉ số glucose. Ngoài ra, ngành Proteobacteria có 

tương quan thuận với BMI nhưng tương quan nghịch với glucose. Trong số các 

ngành có tương quan nghịch với chỉ số glucose chỉ có ngành Actinobacteria tương 

quan có ý nghĩa thống kê (R = -0.609, P = 0.021). Khi nghiên cứu các ngành có 

tương quan nghịch với chỉ số BMI thì 04/10 ngành (Firmicutes, Lentisphaerae, 

Synergistetes và Others) tương quan có ý nghĩa thống kê (R = -0.576, P = 0.031; R 

= -0.537, P = 0.048; R = -0.555, P = 0.039 và R = -0.539, P = 0.047 tương ứng). Đối 

với các ngành có tương quan thuận với glucose (Bacteroidetes, Fusobacterium) và 

tương quan thuận với chỉ số BMI (Bacteroidetes, Fusobacterium, Proteobacteria) thì 

đều không có ý nghĩa thống kê. 

 Ngoài ra, khi phân tích tỷ lệ Firmicutes/ Bacteroidetes với chỉ số glucose thì 

thấy đây là tương quan nghịch và có ý nghĩa thống kê (R = -0.590, P = 0.026), tỷ lệ 

Firmicutes/ Bacteroidetes với chỉ số BMI là tương quan nghịch không có ý nghĩa 

thống kê (R = -0.386, P = 0.173) (Hình 3.16). 

Nhiều tài liệu đã chỉ ra rằng béo phì có liên quan đến sự phong phú của 

Firmicutes và Bacteroidetes và tỷ lệ Firmicutes/Bacteroidetes, nhưng những thay đổi 

của chúng còn gây tranh cãi trong các nghiên cứu khác nhau [49], [197], [198]. Phù 

hợp với kết quả của chúng tôi, Duan và cộng sự cho thấy, Firmicutes của đối tượng 

béo phì giảm đi (đối chứng: 61,45%, béo phì: 37,39%), trong khi Bacteroidetes tăng 

lên đáng kể (đối chứng: 32,44%, béo phì: 53,73%), và tỷ lệ Firmicutes/Bacteroidetes 

giảm, phù hợp với kết quả nghiên cứu của chúng tôi [199]. Tương tự như vậy, nghiên 

cứu của Schwiertz và cộng sự cũng cho thấy ở những người bị béo phì có sự suy giảm 

Firmicutes đáng kể, trong khi Bacteroidetes tăng lên, dẫn đến tỷ lệ 

Firmicutes/Bacteroidetes giảm [49]. 

Sự mất cân bằng trong thành phần phân loài được ghi nhận rõ ràng trong bệnh 

tiểu đường type 2 và được coi là sự gia tăng tương đối tỷ lệ Firmicutes/ Bacteroidetes 

[200]. Chứng loạn khuẩn trong các rối loạn chuyển hóa thường bao gồm sự gia tăng 

tỷ lệ vi khuẩn thuộc ngành Proteobacteria [201], ngành này bao gồm nhiều mầm bệnh 

phổ biến ở người được tìm thấy như Escherichia, Shigella, Salmonella, 

Helicobacter... [202]. 
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Hình 3.16. Mối tương quan giữa Actinobacteria, Firmicutes/ Bacteroidetes với chỉ 

số glucose; Firmicutes, Firmicutes/ Bacteroidetes với chỉ số BMI 

Kháng insulin xảy ra khi các tế bào trong cơ, mỡ và gan không phản ứng tốt với 

tín hiệu của insulin để vận chuyển glucose từ máu vào tế bào, kết quả là làm lượng 

đường trong máu tăng cao. Hiên tượng này kéo dài sẽ dẫn đến bệnh lý tiểu đường 

type 2.  

Nghiên cứu cho thấy, tình trạng kháng insulin và lượng mỡ tăng cao sẽ làm 

giảm sự đa dạng của vi khuẩn đường ruột [203]. Allin và cộng sự báo cáo, người có 

nồng độ glucose máu cao có hệ vi sinh vật đường ruột bất thường trong đó có sự giảm 

độ phong phú của chi Clostridium cũng như vi khuẩn phân giải chất nhầy A. 

muciniphila, đồng thời, tỷ lệ của Bifidobacteria và Staphylococci cao hơn bình 

thường [204]. Hiện tượng kháng insulin được thúc đẩy bởi vi khuẩn Prevotella copri 

và Bacteroides vulgatus [203]. Ở cấp độ chi, sự phong phú của Clostridium tương 

quan nghịch với nồng độ glucose [205]. Phù hợp với sự phong phú ngày càng tăng ở 
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những người mắc bệnh tiền tiểu đường, Ruminococcus có mối tương quan thuận với 

nồng độ glucose. Phát hiện này đã chứng minh rằng sự đa dạng loài ngày càng tăng 

có liên quan đến việc điều chỉnh glucose được cải thiện và giảm lượng mỡ và giảm 

viêm, trong khi đó mức độ phong phú vi khuẩn thấp có liên quan đến mỡ, kháng 

insulin, rối loạn lipid máu và viêm [205]. 

  

  

Hình 3.17. Mối tương quan giữa Ruminococcus, Butyricimonas với chỉ số glucose 

và chỉ số BMI  

Phân tích mối tương quan của các chi đối với chỉ số BMI và glucose máu 

chúng tôi thấy: trong số 20 chi đã phân tích ở trên thì 11 chi (Prevotella, Oscillospira, 

Ruminococcus, Odoribacter, Desulfovibrio, Butirycimonas, Clostridium, 

Burkholderia, Faecalibacterium, Akkermansia và Roseburia) có tương quan nghịch 

với cả chỉ số BMI và glucose. Ngoài 11 chi trên thì chi Sutterella và Others cũng có 

tương quan nghịch với BMI; các chi Escherichia, Bifidobacteria và Lachnospira có 

tương quan nghịch với chỉ số glucose. Trong số các chi tương quan thuận 
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(Bacteroides, Escherichia, Fusobacterium, Lactobacillus, Bifidobacterium, 

Lachnospira và Dorea) với chỉ số BMI thì tương quan của chi Bacteroides có ý nghĩa 

thống kê (R = 0.577, P = 0.031). Các chi (Bacteroides, Fusobacterium, Lactobacillus, 

Sutterella, Dorea và Others) tương quan thuận với chỉ số glucose nhưng đều không 

có ý nghĩa thống kê.  

Trong số 11 chi có mối tương quan nghịch với cả 02 chỉ số glucose và BMI 

thì 03 chi có tương quan nghịch với glucose (Ruminococcus, Butyricimonas, 

Clostridium) và có ý nghĩa thống kê (R = -0.567, P = 0.035; R = -0.554, P = 0.04; R 

= -0.567, P = 0.034 tương ứng) nhưng có tới 06 chi tương quan nghịch với chỉ số 

BMI (Oscillospira, Ruminococcus, Odoribacter, Desulfovibrio, Butirycimonas, 

Burkholderia) và có ý nghĩa thống kê. Qua kết quả nghiên cứu thì 02 chi 

(Ruminococcus, Butyricimonas) có mối tương quan nghịch và có ý nghĩa thống kê 

với cả 02 chỉ số glucose máu và BMI (Hình 3.17) 

  

  

Hình 3.18. Mối tương quan giữa R. callidus, R. biforme và P. distasonis với chỉ số 

glucose, BMI ở nhóm nữ giới 
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Khi phân tích mối tương quan của 19 loài thì 13/19 loài có mối tương quan 

nghịch với chỉ số glucose, 10/19 loài tương quan nghịch với chỉ số BMI. Trong số 

các loài có tương quan nghịch này thì 09/19 loài (P. copri, R. callidus, F. prausnitzii, 

L. agilis, L. zeae, A. muciniphia, C. butyricum, Ruminococcus biforme, Blautia 

obeum) có tương quan nghịch với cả 02 chỉ số glucose và BMI. Tất cả các loài có 

tương quan nghịch với chỉ số glucose đều không có ý nghĩa thống kê nhưng có 02 

loài (Ruminococcus callidus, R. biforme) tương quan nghịch với chỉ số BMI và có ý 

nghĩa thống kê (R = -0.729, P = 0.003; R = -0.538, P = 0.047 tương ứng). Trong số 

các loài có tương quan thuận với chỉ số glucose và BMI được phân tích, chỉ có loài 

P. distasonis tương quan thuận và có ý nghĩa thống kê với cả chỉ số glucose và chỉ số 

BMI (Hình 3.18). 

Đối với các chi probiotics truyền thống chúng tôi thấy có 02 loài (L. salivarius, 

L. brevis) thuộc chi Lactobacillus được tìm thấy đều tương quan thuận với glucose 

và BMI. Ngược lại, 02 loài (L. agilis, L. zeae) có tương quan nghịch với cả 2 chỉ số 

glucose và BMI. Đối với chi Bifidobacterrium chỉ phát hiện được loài B. longum và 

tương quan nghịch với chỉ số glucose nhưng lại tương quan thuận với chỉ số BMI. 

3.2.2. Mối tương quan giữa tính đa dạng của vi khuẩn đường ruột với chỉ số 

glucose và BMI ở nhóm nam giới 

Phân tích vi khuẩn đường ruột của nam giới với chỉ số glucose và BMI cho 

thấy: trong số 13 ngành thì ngành TM7 chiếm 0% ở tất cả các mẫu của cả 2 nhóm 

nghiên cứu, 2/13 ngành có tương quan nghịch với glucose (Firmicutes, Bacteroidetes) 

và 3/13 ngành tương quan nghịch với chỉ số BMI (Bacteroidetes, Tenericutes, 

Euryarchaeota). Các ngành có tương quan nghịch với chỉ số glucose và BMI đều 

không có ý nghĩa thống kê. Tuy nhiên tỷ lệ giữa Firmicutes/Bacterroides lại tương 

quan thuận với glucose và BMI nhưng không có ý nghĩa thống kê. Trong các ngành 

có tương quan thuận với glucose và BMI, tương quan của ngành Proteobacteria với 

chỉ số glucose và BMI có ý nghĩa thống kê (R = 0.983, P < 0.05; R = 0.909, P = 

0.012) (Hình 3.19).  
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Hình 3.19. Mối tương quan giữa ngành Bacteroidetes, Proteobacteria với chỉ số 

glucose và BMI 

Phân tích tương quan của các chi đối với chỉ số glucose máu và BMI chúng 

tôi thấy: trong số 21 chi thì 06 chi (Prevotella, Ruminococcus, Odoribacter, 

Burkholderia, Faecalibacterium, Roseburia) có mối tương quan nghịch với 2 chỉ số 

glucose và BMI nhưng tất cả đều không có ý nghĩa thống kê. Trong 15 chi có mối 

tương quan thuận với glucose và BMI, chỉ duy nhất chi Veillonella tương quan thuận 

với chỉ số BMI (R = 0,853, P = 0,031) (Hình 3.20) nhưng tương quan với chỉ số 

glucose lại không có ý nghĩa thống kê (R = 0,652, P = 0,160). Đây là chi vi khuẩn kỵ 

khí gram âm, có thể trở thành mầm bệnh cơ hội khi cơ thể suy giảm hệ miễn dịch. Chi 

Lactobacillus, Bifidobacterium đều có tương quan thuận với chỉ số glucose và BMI, 

trong khi chi Faecalibacterium và Roseburia có tương quan nghịch với cả chỉ số 

glucose máu và BMI. Các nghiên cứu gần đây cho thấy chi Roseburia có thể cải thiện 

hệ sinh thái đường ruột và giảm tỷ lệ mắc bệnh tiểu đường. 
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Hình 3.20. Mối tương quan giữa Roseburia, Veillonella với chỉ số glucose và BMI 

Khi phân tích mối tương quan của 20 loài thì 8/20 loài có mối tương quan 

nghịch với glucose, 6/20 loài có tương quan nghịch với BMI. Trong số các loài có 

tương quan nghịch này thì 6/20 loài (P. copri, P. distasonis, Clostridium citroniae, 

F. prausnitzii, B. unifomis, L. agilis) có tương quan nghịch với cả 02 chỉ số glucose 

và BMI. Tất cả các loài có tương quan nghịch với chỉ số glucose và BMI đều không 

có ý nghĩa thống kê. Loài B. longum và Others tương quan nghịch với chỉ số glucose 

nhưng lại tương quan thuận với chỉ số BMI. Hai loài thuộc chi Lactobacillus là L. 

brevis và L. zeae không phát hiện được trong bất cứ mẫu nào. Trong số các loài có 

tương quan thuận với chỉ số glucose và BMI được phân tích thì có 02 loài 

Ruminococcus gnavus, V. dispar tương quan thuận và có ý nghĩa thống kê với chỉ số 

BMI nhưng không có ý nghĩa thống kê với glucose. 
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Hình 3.21. Mối tương quan giữa R. gnavus, V. dispar với chỉ số glucose và BMI 

BMI là một thước đo tốt của bệnh béo phì. BMI tăng là một yếu tố nguy cơ 

của nhiều bệnh như tăng huyết áp, thiếu máu cơ tim, đột quỵ, tiểu đường, rối loạn 

hô hấp… 

Béo phì là một tình trạng phức tạp chịu ảnh hưởng của nhiều yếu tố như yếu tố 

di truyền, nội tiết và môi trường [206]. Hệ vi sinh vật đường ruột có thể ảnh hưởng 

đến việc tăng cân và thay đổi chuyển hóa năng lượng. Hệ vi sinh vật đường ruột tiết 

ra enzym để phân giải các polysaccharide mà cơ thể không tiêu hóa được, tạo ra các 

monosaccharide để cơ thể hấp thu được; nó kích hoạt lipoprotein lipase trên biểu mô 

ruột, từ đó glucose và axit béo nhanh chóng được hấp thu, góp phần làm tăng khối 

lượng chất béo và tăng cân. Nhiều nghiên cứu trên cả đối tượng người và động vật thí 

nghiệm cho thấy mối liên hệ đáng kể giữa sự gia tăng của một số nhóm vi khuẩn và 

bệnh béo phì. Một số nghiên cứu phát hiện ra rằng chi Lactobacillus là loại vi sinh vật 

chiếm ưu thế nhất trong phân của những người thừa cân và béo phì [207]. Ngoài ra, 
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tỷ lệ Firmicutes (Lactobacilli) tăng và Bacteroidetes giảm (Bacteroides) có liên quan 

đến béo phì. Loài vi khuẩn L. reuteri thường xuyên được tìm thấy ở những đối tượng 

béo phì trong khi L. paracasei và L. plantarum có liên quan đến tình trạng gầy [52]. 

Do nhiều vi sinh vật không nuôi cấy được nên việc phát hiện bằng các công cụ phân 

tử dựa trên sự tương đồng về trình tự 16S rDNA rất có ý nghĩa. Tuy nhiên, phương 

pháp này có thể phát hiện cả những vi sinh vật chết không biểu hiện tác dụng trao đổi 

chất nên vai trò của của chúng với một số bệnh cần có những nghiên cứu sâu hơn. 

Ở Việt nam, các nghiên cứu của Lactobacillus và Bifidobacterium đối với 

người tiểu đường vẫn chưa được biết đến, đặc biệt là nhóm người trưởng thành. Bên 

cạnh đó, chế độ ăn uống và di truyền ở cộng đồng người Việt Nam khác với các dân 

tộc khác nên có thể ảnh hưởng đến tình trạng của hệ vi sinh vật đường ruột. Dựa vào 

kết quả nghiên cứu của chúng tôi và các nghiên cứu khác sẽ là cơ sở để phát triển các 

sản phẩm hỗ trợ cho điều trị bệnh tiểu đường type 2 ở Việt Nam. Tuy nhiên để chắc 

chắn mối liên quan giữa Lactobacillus và Bifidobacterium với người tiểu đường type 

2 thì cần nghiên cứu sâu hơn đối với mỗi loài cụ thể của hai chi vi sinh vật này để xác 

định tính loạn khuẩn cũng như xác định liệu pháp vi sinh cụ thể cho người mắc bệnh 

tiểu đường type 2. 

Các nghiên cứu trước đây cho thấy: L. acidophilus, L. gasseri, L. salivarius 

tăng ở người tiểu đường type 2. Trong khi loài L. amylovorus lại giảm ở bệnh nhân 

tiểu đường type 2. Điều này chứng tỏ tác động chức năng đa dạng đối với sự trao đổi 

chất của vật chủ bởi vi khuẩn từ chi này. Hơn nữa, một số loài từ chi này cũng đã 

được thử nghiệm như chế phẩm sinh học. Các nghiên cứu thực nghiệm trên chuột cho 

thấy hầu hết các tác dụng có lợi trên các mô hình của chuột tiểu đường type 2 như L. 

plantarum, L. reuteri, L. casei, L. curvatus, L. gasseri, L. paracasei, L. rhamnosus, 

L. sakei. Ngoài ra, nghiên cứu trên người cho thấy loài L. sporogenes, L. casei 

Shirota, L. reuteri được sử dụng như monoprobiotics để cải thiện bệnh tiểu đường 

type 2. Loài L. plantarum cũng được sử dụng nghiên cứu chuyên sâu và cho thấy, L. 

plantarum làm giảm chỉ số glucose trong máu [208]. 

Để nghiên cứu vai trò của chi Lactobacillus chúng tôi đã tiến hành phân lập 

và định danh cũng như khả năng sống của chúng trong một số môi trường mà các vi 

sinh vật này có thể trải qua khi đưa vào đường ruột nhằm hỗ trợ điều trị một số bệnh 

hiện nay. 
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3.3. Đánh giá tiềm năng ứng dụng Lactobacillus trong hỗ trợ điều trị bênh tiểu 

đường type 2 

3.3.1. Phân lập Lactobacillus và đánh giá hiệu quả kháng khuẩn 

3.3.1.1. Phân lập Lactobacillus 

Vi khuẩn lactic (LAB - Lactic Acid Bacteria) là nhóm vi khuẩn an toàn, Gram 

dương, tế bào có dạng hình que hay hình cầu, không sinh bào tử và không di động. 

Vi khuẩn lactic có khả năng sống sót trong điều kiện sinh trưởng ở dải nhiệt độ rộng 

từ 15 đến 45°C, pH từ 3-11, bao gồm các chi chính Lactobacillus, Lactococcus, 

Carnobacterium, Enterococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, 

Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus và 

Weissella. 

Những loài như Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. casei 

rhamnosus, L. delbrueckii bulgaricus, L. fermentum, L. reuteri, Lactococcus lactis 

lactis, L. lactis cremoris, B. bifidum, B. infantis, B. adolecentis, B. longum, B. breve, 

Enterococcus faecalis, và E. faecium là những loài phổ biến nhất thường sử dụng như 

probiotic hữu ích cho người [209]. Ngoài khả năng sinh acid hữu cơ, một số chủng 

vi khuẩn lactic còn có khả năng sinh ra các chất ức chế vi sinh vật gây bệnh như 

diacetyl, hydroperoxyt, acetaldehyde và bacteriocin [210]. 

 

Hình 3.22. Khuẩn lạc vi khuẩn Lactobacillus phân lập từ mẫu phân người 

Bằng phương pháp phân lập và đếm khuẩn lạc, chúng tôi thu được số lượng 

chủng Lactobacillus ở nhóm người khỏe mạnh là (3,9 ± 1.2) x 103 CFU/g và ở nhóm 

bệnh tiểu đường type 2 là (2.7 ± 0.8) x 103 CFU/g. Như vậy lượng vi khuẩn thuộc chi 

Lactobacillus ở nhóm người khỏe mạnh cao hơn nhóm bệnh tiểu đường type 2. 
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Từ những kết quả phân lập vi sinh vật từ mẫu phân của nhóm đối tượng nghiên 

cứu, đã tuyển chọn được 68 chủng Lactobacillus có khuẩn lạc dạng lồi lên, mịn 

(không nhăn), trắng đục, không màu, rìa trơn hoặc xẻ thùy đồng thời có vòng tan 

CaCO3 xung quanh khuẩn lạc lớn và rõ ràng. 

3.3.1.2. Đánh giá hiệu quả kháng khuẩn 

E. coli và S. aureus là nguyên nhân phổ biến gây ra các bệnh nhiễm trùng mắc 

phải tại cộng đồng và bệnh viện, bệnh có thể dẫn đến tử vong nếu không được chữa 

trị đúng cách và kịp thời. Các nghiên cứu gần đây về phân tích thành phần loài trong 

hệ vi sinh vật đường ruột cho thấy lượng E. coli ở người mắc bệnh tiểu đường type 2 

cao hơn so với những người khỏe mạnh. Do vậy, trong nghiên cứu này 2 chủng kiểm 

định E. coli ATCC 11105 và S. aureus ATCC13709 được sử dụng để đánh giá khả 

năng kháng khuẩn sơ bộ của các chủng Lactobacillus tuyển chọn. Trong 68 chủng 

Lactobacillus được phân lập, đã tuyển chọn được 17 chủng kháng cả 2 chủng kiểm 

định, đường kính vòng kháng khuẩn từ 5,2 đến 20,3 mm. Trong đó, 5/17 chủng 

Lactobacillus có khả năng kháng mạnh cả hai chủng S. aureus ATCC13709 và E. 

coli ATCC 11105, đường kính vòng kháng từ 16,3 mm đến 20,3 mm, đó là các chủng 

Lactobacillus 02, 13, 15, 16, 17. 

 

Hình 3.23. Khả năng kháng khuẩn của chủng Lactobacillus tuyển chọn 

Trong một nghiên cứu khác về khả năng ức chế vi khuẩn gây bệnh của 20 

chủng Lactobacillus cho thấy 3 chủng gồm Lactobacillus 1089, 1115 và 1141 có khả 

năng kháng tốt nhất S. aureus với đường kính vòng kháng lên đến hơn 20 mm [211]. 
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Nghiên cứu của Y.H. Shim và cộng sự đã đánh giá sự ức chế vi khuẩn E. coli của 6 

chủng Lactobacillus bao gồm L. gasseri, L. rhamnosus, L. acidophilus SNUL, L. 

plantarum, L. paracasei, L. acidophilus (Antibio300). Nhóm tác giả này chỉ ra vùng 

ức chế trung bình của từng chủng có sự khác nhau tuy nhiên sự chênh lệch không lớn, 

đường kính vòng kháng trong khoảng từ 10,5 mm đến 20,5 mm [212]. Điều đáng chú 

ý, cả 17 chủng được lựa chọn trong nghiên cứu của chúng tôi đều có khả năng kháng 

tốt với cả hai chủng kiểm định, đồng thời chúng luôn ổn định hoạt tính sau nhiều lần 

thử nghiệm. 

3.3.2. Xác định các đặc điểm probiotics của Lactobacillus 

- Khả năng chịu acid của Lactobacillus 

Chủng Lactobacillus ức chế tác nhân gây bệnh chỉ có giá trị như một probiotic 

nếu chúng chịu được pH và muối mật trong đường tiêu hóa của người. Trước khi đến 

đường ruột, vi khuẩn probiotic phải tồn tại trong môi trường axit của dạ dày khoảng 3 

giờ. Thông thường pH trong dạ dày khác nhau ở mỗi người và dao động 2,0 đến 4,0 

[211]. Trong môi trường pH 2,0 tỷ lệ sống sót của 17 chủng dao động trong khoảng 

21 đến 96%. Trong đó có 8 chủng bao gồm Lactobacillus 01, 02, 03, 04, 13, 15, 16, 

17 có số tế bào sống sót dao động từ 82 đến 96%. Những chủng Lactobacillus 05, 06, 

07, 08, 09, 11, 14 có khả năng sống sót thấp ở pH 2,0 dao động từ 21 đến 50%. 

 

Hình 3.24. Khả năng chịu acid của các chủng Lactobacillus tuyển chọn ở pH 2 

Kết quả nghiên cứu này tương đồng với kết quả nghiên cứu của Jacobsen và 

cộng sự (1999) khi nhóm tác giả kiểm tra sự sống sót của Lactobacillus sau 3 giờ ở 

pH 2,5 [212]. Nghiên cứu của Hà Thị Thu (2020), sau 3h nuôi cấy ở pH 3,0, cả 3 
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chủng Lactobacillus thử nghiệm đều có tỷ lệ sống sót cao (95,27%, 94,15% và 

98,54%) [213]. Nghiên cứu của Yan Bao và các cộng sự ở pH 3 của 90 chủng 

Lactobacillus phân lập từ nguồn sữa lên men truyền thống của vùng dân tộc thiểu số 

tại Mông Cổ và Trung Quốc [214]. Kết quả cho thấy 35/90 chủng sinh trưởng tốt ở 

điều kiện axit (pH 3,0). Mười một chủng được sàng lọc thêm từ 35 chủng có khả năng 

chịu đựng cao với dịch dạ dày mô phỏng (pH 2,5 trong 3 giờ). Trong đó chỉ có chủng 

F6 sống sót với tỷ lệ 53,7% trong dịch dạ dày mô phỏng (pH 2,0). Trong khi kết quả 

nghiên cứu của chúng tôi 17 chủng được thử nghiệm về khả năng sống sót cao ở pH 

2 trong thời gian nuôi cấy là 3 giờ, khả năng sống sót giao động trong khoảng từ 21 

đến 96% kết quả này có sự khác biệt với nghiên cứu của Yan Bao và cộng sự. Đây 

có thể là do nguồn gốc chủng nghiên cứu. Cụ thể, các chủng Lactobacillus này được 

phân lập trong đường ruột của người, do đó chúng cũng đã từng chịu áp lực pH thấp 

trong dạ dày vật chủ và trở nên thích nghi với môi trường acid dạ dày nên ưu thế hơn 

các loài Lactobacillus trong sản phẩm lên men. 

- Khả năng chịu muối mật của Lactobacillus 

Khả năng dung nạp mật được coi là một đặc tính quan trọng 

của Lactobacillus giúp nó tồn tại. Nồng độ mật trung bình trong ruột người là 0,3% nên 

đây là nồng độ dùng để chọn lọc những chủng probiotic kháng mật. Trong thí nghiệm 

này, sau 24 giờ ủ trong môi trường MRS có bổ sung 0,3% (w/v) muối mật, tất cả 17 

chủng thử nghiệm cho thấy tỷ lệ sống sót cao và tương đối đồng đều giữa các chủng. 

Có 16/17 chủng có tỷ lệ sống sót dao động trong khoảng từ 90 đến 97,3% và duy nhất 

1 chủng Lactobacillus 06 có số tế bào sống sót thấp hơn với 65,5% (Hình 3.25). 

 

Hình 3.25. Khả năng chịu muối mật của các chủng Lactobacillus tuyển chọn ở nồng 

độ 0.3% 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713509002898?casa_token=ofZ4IAv8yNsAAAAA:3WydoAlbZpGcRVeCCqeik7f156FBDPPdolt8Msgs9DEpg38yuyBj-qoStZ5HRt1AbtdC7PVbWNg#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713509002898?casa_token=ofZ4IAv8yNsAAAAA:3WydoAlbZpGcRVeCCqeik7f156FBDPPdolt8Msgs9DEpg38yuyBj-qoStZ5HRt1AbtdC7PVbWNg#!
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Chủng có số tế bào sống sót cao trên 95% là Lactobacillus 04, Lactobacillus 

09, Lactobacillus 16, Lactobacillus 17. Chủng có số tế bào sống sót thấp nhất là 

Lactobacillus 08, Lactobacillus 06, Lactobacillus 02. Khả năng chịu đựng muối mật 

cao của chủng thể hiện lợi thế cho sự tồn tại của những chủng Lactobacillus này 

trong đường ruột. Một số minh chứng khẳng định cho giả thiết này đã được chứng 

minh bởi tác giả Song và cộng sự [215]. Cũng cùng mục đích, đối tượng nghiên cứu 

nhưng khác về nguồn gốc phân lập chủng, Song và cộng sự khi nghiên cứu 10 chủng 

Lactobacillus được phân lập từ nhiều nguồn khác nhau cho thấy: 5/10 chủng (chiếm 

50%) có khả năng chống chịu hoàn toàn với muối mật 0,3% bao gồm các chủng 

Lactobacillus sp. JNU 8829, L. casei MB3, L. sakei MA9, L. sakei CH8, và L. 

acidophilus [215]. Một nghiên cứu khác cũng cùng mục đích, khi nghiên cứu khả 

năng dung nạp mật của 28 chủng Lactobacillus, thuộc 3 loài L. plantarum, L. casei 

và Lactobacillus delbruki được phân lập từ pho mát Koozeh, cho thấy có 27/28 

chủng phân lập không có khả năng dung nạp muối mật và duy nhất chủng L. casei 

sống sót được trong môi trường muối mật 0.3% [216]. Trong khi nghiên cứu của Hà 

Thị Thu thì hầu hết Lactobacillus trong đường ruột người đều có khả năng sinh 

trưởng tốt trong môi trường bổ sung 0,3% muối mật, tỷ lệ sống sót dao động từ 90-

99% [213]. 

3.3.3. Định danh vi khuẩn Lactobacillus 

Từ những kết quả nghiên cứu về Lactobacillus trong đường ruột của người bị 

bệnh tiểu đường. Trong số 17 chủng, chúng tôi đã xác định được 3 chủng 

Lactobacillus 17, Lactobacillus 16, Lactobacillus 13 hội tụ được cả 3 đặc tính 

probiotic quý. Do đó, chúng tôi lựa chọn 3 chủng này cho các nghiên cứu về định loại 

đến loài. Bằng cặp mồi 27F/1492R đã khuếch đại được đoạn gen 16S rRNA có kích 

thước khoảng 1500 bp (Hình 3.26A). Trình tự gen của 3 chủng được so sánh đối chiếu 

với dữ liệu nguồn gen và phân tích bằng BLAST trên GeneBank. Kết quả cả 3 chủng 

Lactobacillus 17, Lactobacillus 16, Lactobacillus 13 có độ tương đồng lần lượt là 

99,93%, 99,93% và 100%, với loài L. plantarum trên GenBank. Cây phát sinh chủng 

loại được xây dựng bằng phần mềm MEGA7 so sánh và phân tích về trình tự 

nucleotide chủng Lactobacillus 17, Lactobacillus 16, Lactobacillus 13 với các loài 

tương đồng về thành phần loài trên GenBank (Hình 3.26B). Kết quả đã chỉ ra cả 3 
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chủng Lactobacillus 13, Lactobacillus 16, Lactobacillus 17 đều thuộc về loài L. 

plantarum và kí hiệu L. plantarum 13, L. plantarum 16 và L. plantarum 17. 

 

Hình 3.26. A. Sản phẩm PCR của 3 chủng:  M: Maker, 1: Lactobacillus 13; 2: 

Lactobacillus 16; 3: Lactobacillus 17. B. Cây phát sinh chủng loại 

Nghiên cứu cụ thể về khả năng kháng khuẩn và sống sót trong môi trường pH 

2, muối mật 0,3% của 03 chủng L. plantarum 13, L. plantarum 16 và L. plantarum 

17, chúng tôi thấy chủng L. plantarum 16 ưu thế hơn 02 chủng còn lại. Vì vậy, trong 

thí nghiệm tiếp theo chúng tôi sử dụng chủng L. plantarum 16. 

L. plantarum là vi khuẩn lactic rất hữu ích, được tìm thấy trong thực phẩm lên 

men, trong đường ruột của người và động vật. Hiện nay, L. plantarum được sử dụng 

phổ biến như probiotic hỗ trợ trong việc điều trị chứng rối loạn tiêu hóa ở người và 

động vật. Đáng chú ý, chủng L. plantarum 17, L. plantarum 16, L. plantarum 13 

được phân lập từ bệnh nhân tiểu đường type 2 ở Việt Nam. Chủng này có khả năng 

kháng khuẩn tốt với hai chủng kiểm định thử nghiệm đồng thời sống sót cao trên 

90% trong điều kiện acid thấp pH 2 và muối mật 0,3% sau 3 giờ nuôi cấy. Nhiều 

nghiên cứu gần đây cho thấy L. plantarum cải thiện chuyển hóa và làm giảm glucose 

trong máu [208]. Kết quả này góp phần hữu ích nhằm định hướng ứng dụng chủng 

trong việc tạo thực phẩm bổ sung giúp tăng cường miễn dịch trong phòng và hỗ trợ 

điều trị bệnh tiểu đường. 

Nghiên cứu của Lee và cộng sự cho thấy, khi sử dụng L. plantarum HAC01 

trong điều trị bệnh tiểu đường đã làm giảm đáng kể lượng đường và HbA1c trong máu, 

đồng thời cải thiện khả năng dung nạp glucose và tình trạng kháng insulin [217]. 
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3.3.4. Đánh giá hiệu quả tăng tiết GLP-1 và dung nạp sucrose trên chuột của 

L. plantarum 16 

3.3.4.1. Hiệu quả tăng tiết GLP-1 trong huyết thanh 

Mức GLP-1 giảm đáng kể và có ý nghĩa thống kê (p < 0,01) đã được quan sát 

thấy ở nhóm chuột bị tiểu đường không được điều trị so với nhóm chuột khỏe mạnh. 

Bổ sung Liraglutide cho chuột bị tiểu đường, sau 4 tuần điều trị, mức GLP-1 tăng đáng 

kể (p <0,01). Đặc biệt, khi cho chuột tiểu đường sử dụng L. plantarum 16, sau 4 tuần, 

mức GLP-1 tăng tương đương so với nhóm dùng Liraglutide (Hình 3.27). 

 

Hình 3.27. Nồng độ GLP-1 trong huyết thanh chuột khi kết thúc thử nghiệm 

Việc điều tiết các hormone, sinh lý ruột của vi khuẩn đường ruột và các chất 

chuyển hóa của chúng mang lại một phương pháp mới để hỗ trợ sức khỏe đường ruột 

cũng như của cơ thể. Chúng tôi đã hướng mục tiêu đến hormone incretin, GLP-1, do 

tác động của hormone này đối với việc giảm đường huyết và tăng cảm giác no, được 

mô tả chi tiết trong những nghiên cứu gần đây. Thật vậy, điều trị bệnh tiểu đường type 

2 bằng các chất chủ vận thụ thể GLP-1, bao gồm exenatide và liraglutide được FDA 

chấp thuận, đã chứng minh giảm đáng kể tình trạng tăng đường huyết, HbA1c [218]. 

Các nghiên cứu trước đây đã xác định hệ vi sinh vật đường ruột rất quan trọng trong 

việc điều hòa bài tiết GLP-1, mặc dù cơ chế hoạt động và các vi khuẩn chịu trách 
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nhiệm cho hoạt động này vẫn chưa được xác định rõ ràng [219]. Trong nghiên cứu 

này, lần đầu chúng tôi hướng đến việc xác định các chủng vi sinh vật có khả năng thúc 

đẩy bài tiết GLP-1.  

3.3.4.2. Hiệu quả dung nạp sucrose 

Sau 4 tuần, thử nghiệm dung nạp đường sucrose được thực hiện và chúng tôi 

nhận thấy mức đường huyết tối đa đạt được sau 60 phút. Mức đường huyết của nhóm 

được điều trị với L. plantarum 16 cao hơn một chút so với nhóm được điều trị bằng 

Liraglutide. Mức độ glucose cao hơn đáng kể (p < 0,01) ở chuột bị tiểu đường không 

được điều trị so với chuột được điều trị bằng L. plantarum 16 (Hình 3.28). Chuột 

được điều trị bằng L. plantarum 16 hay Liraglutide cho thấy mức độ glucose đã giảm 

đáng kể sau khi thử nghiệm dung nạp đường sucrose (2 g/kg thể trọng). 

 

Hình 3.28. Ảnh hưởng của điều trị đến nồng độ glucose trong máu của chuột sau 

khi uống sucrose 

Nhiều nghiên cứu cho thấy lợi ích của lợi khuẩn Lactobacillus như hoạt động 

chống khối u, hoạt động kháng khuẩn, cải thiện hệ thống miễn dịch và khôi phục hệ 

vi sinh vật đường tiêu hóa sau khi sử dụng kháng sinh [220]. Tác dụng hạ đường 

huyết đáng kể ở chuột tiểu đường thông qua việc tăng cường giải phóng GLP-1 và 

cải thiện chức năng tế bào  tuyến tụy khi sử dụng những chủng Lactobacillus khác 

nhau đã được Manaer và cộng sự nghiên cứu [221]. Nghiên cứu trước đây cho thấy 

điều trị với L. plantarum đơn lẻ hoặc kết hợp (liều duy nhất hàng ngày 1.0 x 107 

CFU/mL) giúp giảm căng thẳng và chống lại tình trạng tăng đường huyết [222].  
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Bổ sung Lactobacillus được chứng minh là có khả năng chống bệnh tiểu đường 

ở loài gặm nhấm. Nghiên cứu trên người dung nạp glucose kém cho thấy L. reuteri 

giúp cải thiện sự bài tiết incretin và insulin [223]. Theo Panwar và cộng sự, các chủng 

Lactobacillus khác nhau như L. rhamnosus GG, L. casei, L. acidophilus, L. plantarum 

và L. reuteri đều làm giảm mức glucose máu hoặc cải thiện tình trạng kháng insulin 

ở chuột tiểu đường [224]. Thí nghiệm bổ sung L. plantarum 16 bốn tuần của chúng 

tôi cũng cho thấy lợi khuẩn này làm giảm đáng kể mức glucose máu ở chuột bị tiểu 

đường. Kết quả này cho thấy, chính Lactobacillus có thể được coi là một ứng cử viên 

hỗ trợ điều trị cho bệnh tiểu đường type 2. 

Chúng tôi đưa ra giả thuyết rằng việc uống L. plantarum 16 có thể dẫn đến sự 

thay đổi mức độ hormon GLP-1. Chúng tôi đã đo mức độ của GLP-1 trong huyết 

thanh. Sau 4 tuần thử nghiệm, chúng tôi nhận thấy rằng hormone GLP-1 đã giảm đáng 

kể ở nhóm chuột tiểu đường do streptozotocin gây ra so với nhóm đối chứng. Những 

kết quả này chứng minh rằng mức độ GLP-1 tăng lên tương quan với tác dụng chuyển 

hóa có lợi của L. plantarum 16. Một số nghiên cứu đã chỉ ra rằng điều trị bằng probiotic 

làm tăng cường tiết hormon incretin có liên quan đến việc tăng mức hormon insulin 

bằng cách phục hồi các tiểu đảo tuyến tụy do hoạt động chống oxy hóa, tái tạo GLP-

1 và sự bài tiết GLP-1 liên quan đến sự điều hòa của hệ vi sinh vật đường ruột [225]. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã phát hiện ra, sử dụng L. plantarum 16, làm tăng 

mức GLP-1 và làm hạ đường huyết ở chuột bị tiểu đường. 

Các nghiên cứu trước đây đã xác đinh hệ vi sinh vật đường ruột là thành phần 

quan trọng trong việc điều hòa bài tiết GLP-1, mặc dù cơ chế hoạt động và các vi 

khuẩn chịu trách nhiệm cho hoạt động này vẫn chưa được xác định rõ ràng [226]. 

Trong nghiên cứu này, lần đầu tiên chúng tôi kiểm tra khả năng thúc đẩy bài tiết GLP-

1 của chủng vi sinh vật có nguồn gốc từ người Việt Nam. 

Lợi khuẩn probiotic được định nghĩa là vi sinh vật sống mang lại lợi ích sức 

khỏe cho vật chủ của chúng khi được sử dụng với lựng vừa đủ. Nhiều nghiên cứu khác 

nhau đã chỉ ra những lợi ích của lợi khuẩn Lactobacillus như hoạt động chống khối u, 

hoạt động kháng khuẩn, cải thiện hệ thống miễn dịch và khôi phục hệ vi sinh vật đường 

tiêu hóa sau khi sử dụng kháng sinh. Manaer và cộng sự đã báo cáo tác dụng hạ đường 

huyết đáng kể ở chuột tiểu đường thông qua việc tăng cường giải phóng GLP-1 và cải 

thiện chức năng tế bào  tuyến tụy khi sử dụng những chủng Lactobacillus khác nhau 
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[227]. Nghiên cứu trước đây cho thấy điều trị với L. plantarum đơn lẻ hoặc kết hợp 

với các lợi khuẩn khác giúp cải thiện tình trạng căng thẳng, chống oxy hóa và chống 

lại tình trạng tăng đường huyết [228]. Trong nghiên cứu này chúng tôi đã phát hiện ra, 

sử dụng L. plantarum 16 làm tăng mức GLP-1 và làm hạ đường huyết ở chuột tiểu 

đường. Chúng tôi đưa ra giả thuyết rằng việc uống L. plantarum 16 có thể dẫn đến 

thay đổi hormon GLP-1 theo chiều hướng tăng. Một số nghiên cứu đã chỉ ra rằng điều 

trị bằng probiotic làm tăng tiết hormon incretine có liên quan đến việc tăng mức 

hormon insulin bằng cách phục hồi các tiểu đảo tuyến tụy do hoạt động chống oxy 

hóa, tái tạo GLP-1 và sự bài tiết GLP-1 liên quan đến sự điều hòa của hệ vi sinh vật 

đường ruột [226]. Nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, trọng lượng cơ thể đã giảm đáng 

kể ở nhóm chuột tiểu đường, sự giảm trọng lượng đột ngột này có thể do sự phân giải 

lipid trong mô cơ vì lipid tham gia vào quá trình tạo đường mới. tuy nhiên, trọng lượng 

cơ thể chuột đã tăng lên đáng kể sau 04 tuần điều trị bằng chủng L. plantarum 16. Cơ 

chế hỗ trợ điều trị bệnh tiểu đường có thể liên quan đến tăng mức insulin, từ đó cải 

thiện việc kiểm soát đường huyết và ngăn ngừa giảm cân. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

 KẾT LUẬN 

1. Đánh giá sự thay đổi hệ vi sinh vật đường ruột giữa 2 nhóm nghiên cứu, 

nhóm nữ đối chứng có số lượng OTUs phong phú hơn nhóm nữ tiểu đường type 2 

(trung bình là 288 và 214 tương ứng). Trong khi phân tích nhóm nam giới thì những 

người mắc bệnh tiểu đường type 2 có OTUs phong phú hơn nhóm không mắc bệnh 

tiểu đường type 2 (trung bình là 252 và 217 tương ứng).  

Ở nhóm nam giới, số lượng trình tự đọc tập trung ở ba ngành (Bacteroidetes, 

Firmicutes, Proteobacteria), trong đó ngành Proteobacteria là có sự khác biệt giữa 2 

nhóm (p = 0,021). Phân tích sự khác biệt của chi và loài, chỉ có 1 chi và 2 loài khác 

biệt nhau có ý nghĩa thống kê. 

Phân tích thành phần loài ở nhóm nữ giới, số lượng trình tự đọc tập trung ở 

bốn ngành (Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria và Fusobacteria) và chiếm 

>98,56%. Trong số 4 ngành chiếm ưu thế, chỉ duy nhất sự khác biệt của ngành 

Fimicutes là có ý nghĩa thống kê. Phân tích sự khác biệt của chi và loài thì thấy có 9 

chi và 4 loài khác biệt nhau giữa 2 nhóm và có ý nghĩa thống kê.  

2. Phân tích mối liên quan của vi khuẩn đường ruột với một số chỉ số dùng 

chẩn đoán và tiên lượng bệnh tiểu dường type 2 chúng tôi thấy: 

Ở nữ giới, ngành Actinobacteria tương quan nghịch với chỉ số glucose, 4 ngành 

(Firmicutes, Lentisphaerae, Synergistetes và Others) tương quan nghịch với BMI và 

đều có ý nghĩa thống kê. Đối với các chi, có 3 chi tương quan nghịch glucose và 6 

chi tương quan nghịch BMI có ý nghĩa thống kê, trong đó 2 chi (Ruminococcus, 

Butyricimonas) tương quan nghịch với cả 2 chỉ số và đều có ý nghĩa thống kê.  

Ở nam giới chỉ có ngành Proteobacteria tương quan thuận với cả hai chỉ số 

glucose và BMI là có ý nghĩa thống kê. Đối với các chi, chỉ có chi Veillonella tương 

quan thuận với BMI có ý nghĩa thống kê. Phân tích tương quan ở mức độ loài, nhóm 

nữ có 2 loài tương quan nghịch với BMI có ý nghĩa (Ruminococcus callidus, 

Ruminococcus biforme) và 01 loài tương quan thuận và có ý nghĩa với cả 02 chỉ số 

(P. distasonis); ở nam giới không có loài nào tương quan với glucose có ý nghĩa thống 

kê nhưng có 02 loài tương quan thuận với BMI và có ý nghĩa thống kê (R. gnavus, V. 

dispar). 

3. Phân lập vi khuẩn có khả năng liên quan đến bệnh tiểu đường type 2 và đánh 
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giá khả năng giảm đường huyết của chủng vi khuẩn phân lập trên chuột thí nghiệm 

cho thấy: 

Có 03 chủng Lactobacillus 17, Lactobacillus 16, Lactobacillus 13 hội tụ được 

các đặc điểm quý của vi khuẩn probiotic, và 03 chủng này đều thuộc loài L. 

plantarum. Nghiên cứu về khả năng sống sót trong môi trường pH 2, muối mật 0,3% 

và kháng khuẩn của 03 chủng Lactobacillus 17, Lactobacillus 16, Lactobacillus 13, 

chúng tôi thấy chủng L. plantarum 16 ưu thế hơn 02 chủng còn lại. Thử nghiệm L. 

plantarum 16 trên chuột trong thời gian 4 tuần, đã làm tăng mức GLP-1 và hạ glucose 

máu ở chuột bị tiểu đường.  

KIẾN NGHỊ 

Nghiên cứu tiếp trên lượng mẫu bệnh nhân lớn hơn để các kết quả thu được có 

độ tin cậy cao hơn. 
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Các OTU thuộc Lactobacillus 

>OTU_(k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillac

eae;g__Lactobacillus;s__) 

TAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTG

AGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACAC

GTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTA

TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGagagTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATG

TGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTT

GAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGT

AGATatatGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACT

GACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGG 

>OTU_(k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillac

eae;g__Lactobacillus;s__salivarius) 

TAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTG

AGTGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAC

GAGTGAGAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTATCTAACCAGCAAGTCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG

TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGA

TGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGAC

TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGC

GTAGATatatGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTctctGGTCTGTAACT

GACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGG 

>OTU_(k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillac

eae;g__Lactobacillus) 

TAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTG

AGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGT

GCGTGAGAGTAACTGTTCACGCAGTGACGGTATTCAACCAGAAAGTCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTA

TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTACTTAAGTCTGA



xxiv 

TGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGTGAC

TTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGC

GTAGATatatGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAA

CTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGG 

>OTU_(k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillac

eae;g__Lactobacillus;s__agilis) 

TAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTG

AGTGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAT

GCAGGAGAGTAACTGTTCTTGTATTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG

TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGA

TGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAATTGCATTGGAAACTGGAGGAC

TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGC

GTAGATatatGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTctctGGTCTGTAACT

GACGCTGAGGTTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGG 

>OTU_(k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillac

eae;g__Lactobacillus;s__zeae) 

TAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTG

AGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGG

TCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTA

TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTttttAAGTCTGATG

TGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACT

TGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCG

TAGATatatGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT

GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGG 

>OTU_(k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillac

eae;g__Lactobacillus;s__brevis) 

TAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTG

AGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACAC

CTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG



xxv 

TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTttttAAGTCTGATG

TGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTT

GAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGT

AGATatatGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACT

GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGG 

Các OTU thuộc Bifidobacterium 

>OTU_(k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f__

Bifidobacteriaceae;g__Bifidobacterium;s__) 

TGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT

GCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTTGATCGGGAGCAAGC

CTTCGGGTGAGTGTACCTTTCGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAG

CAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG

TAAAGGGCTCGTAGGCGGTTCGTCGCGTCCGGTGTGAAAGTCCATCGCT

TAACGGTGGATCTGCGCCGGGTACGGGCGGGCTGGAGTGCGGTAGGGG

AGACTGGAATTCCCGGTGTAACGGTGGAATGTGTAGATATCGGGAAGA

ACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCGTTACTGACGCTGAGGAGC

GAAAGCGTGGG 

GAGCGAACAGG 

>OTU_(k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f__

Bifidobacteriaceae;g__Bifidobacterium;s__longum) 

TGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT

GAGGGATGGAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTATCGGGGAGCAAGC

GAGAGTGAGTTTACCCGTTGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCA

GCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTA

AAGGGCTCGTAGGCGGTTCGTCGCGTCCGGTGTGAAAGTCCATCGCTTA

ACGGTGGATCCGCGCCGGGTACGGGCGGGCTTGAGTGCGGTAGGGGAG

ACTGGAATTCCCGGTGTAACGGTGGAATGTGTAGATATCGGGAAGAACA

CCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCGTTACTGACGCTGAGGAGCGA

AAGCGTGGGGAGCGAACAGG 

>OTU_(k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f__

Bifidobacteriaceae;g__Bifidobacterium;s__) 



xxvi 

TGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT

GCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTTGATCGGGAGCAAGC

CTTCGGGTGAGTGTACCTTTCGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAG

CAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG

TAAAGGGCTCGTAGGCGGTTCGTCGCGTCCGGTGTGAAAGTCCATCGCT

TAACGGTGGATCTGCGCCGGGTACGGGCGGGCTGGAGTGCGGTAGGGG

AGACTGGAATTCCCGGTGTAACGGTGGAATGTGTAGATATCGGGAAGA

ACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCGTTACTGACGCTGAGGAGC

GAAAGCGTGGGGAGCGAACAGG 

Các OTU thuộc Faecalibacterium 

>OTU_(k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococc

aceae;g__Faecalibacterium) 

TGGGGAATATTGCACAATGGgggAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTG

GAGGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAACTCCTGTCGTTGAGGACGATAAT

GACGGTACTCAACAAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC

GGTAAAACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGG

GAGCGCAGGCGGAAGCGCAAGTTGGATGTGAAACCCATGGGCTCAACC

CATGGCCTGCATCCAAAACTGTGTTTCTTGAGTAGTGCAGAGGTAGGCG

GAATTCCCGGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATCGGGAGGAACACCA

GTGGCGAAGGCGGCCTACTGGGCACCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAG

CATGGGTAGCAAACAGG 

>OTU_(k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococc

aceae;g__Faecalibacterium;s__prausnitzii) 

TGGGGAATATTGCACAATGGgggAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTG

GAGGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAACTCCTGTTGTTGAGGAAGATAAT

GACGGTACTCAACAAGGAAGTGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC

GGTAAAACGTAGGTCACAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGG

AGCGCAGGCGGGAGAACAAGTTGGAAGTGAAATCCATGGGCTCAACCC

ATGAACTGCTTTCAAAACTGTTtttCTTGAGTAGTGCAGAGGTAGGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGG

CGAAGGCGGCCTACTGGGCACCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTGTG

GGTAGCAAACAGGA 


