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DANH MỤC CÁC KÝ HIỆU, CHỮ VIẾT TẮT 

Chữ viết tắt Tên tiếng Anh Tên tiếng Việt 

WHO World Health Organization  Tổ chức y tế thế giới 

HIV Human immunodeficiency virus  Viruts gây suy giảm miễn 

dịch ở người 

MDR Multi-drug-resistant Lao đa kháng thuốc 

XDR Extensively drug resistant Lao siêu kháng thuốc 

VRE Vancomycin-resistant Enterococcus  Vi khuẩn Enterococcus 

faecium kháng vancomycin 

MRSA Methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus 

Vi khuản Staphylococcus 

aureus kháng methicillin  

NO Oxid nitric Oxid nitric 

Gr (+) Gram-positive bacteria Vi khuẩn gram dương 

Gr (-) Gram-negative bacteria Vi khuẩn gram âm 

DNA Deoxyribonucleic acid Acid deoxyribonucleic 

HL-60 Human leukemia cell line  
Tế bào ung thư bạch cầu ở 

người 

MCF-7 
Human mammary adenocarcinoma 

cell 

Tế bào ung thư vú 

A549 Bronchogenic carcinoma cell lines Tế bào ung thư phế quản 

HEP-1 Hepatocellular carcinoma Tế bào ung thư gan 

HCT116 Human colorectal adenocarcinoma Tế bào ung thư ruột kết 

SNU638  Stomach cancer cells Ung thư dạ dày 

HCV Hepatitis C virus Virut viêm gan C 

PAF Platelet activating factor Yếu tố hoạt hóa 

MIC Minimal inhibitory concentration Nồng độ ức chế tối thiểu 

MIC50 Minimal inhibitory concentration 

reached by 50% 

Nồng độ ức chế tối thiểu đạt 

50% 

IC50 Inhibitory concentration 50% Nồng độ ức chế 50% sự tăng 

trưởng của tế bào thử 

nghiệm 

EC50 Effective concentration 50% Nồng độ hiệu quả 50% 

LD50 Lethal dose 50 Nồng độ làm chết 50 % số 

động vật thử nghiệm 

TNF-α Tumor necrosis factor-α Yếu tố hoại tử khối u- α 
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EtOAc  Ethylacetate Ethylacetate 

MeOH Methanol Methanol 

DC Dichloromethane Dichloromethane 

A Acetone Acetone 

DMSO Dimethylsulfoside Dimethylsulfoside 

TLC  Thin Layer Chromatography Sắc ký bản mỏng 

ESI-MS 
Electronspray ionization mas 

spectrum 

Phổ khối ion hóa phun mù 

điện tử 

ESI-HRMS  
High resolution electrospray 

ionization mass spectrum 

Phổ khối phân giải cao ion 

hóa phun điện tử 

1H-NMR  
Proton Nuclear Magnetic Resonance 

Spectroscopy 

Phổ cộng hưởng từ hạt nhân 

proton 

13
 C-NMR  

Carbon-13 Nuclear Magnetic 

Resonance Spectroscopy 

Phổ cộng hưởng từ hạt nhân 

carbon 13 

DEPT 
Distortioless Enhancement by 

Polarisation Transfer 

Phổ DEPT 

1H-1H COSY 
1H-1H Chemical Shift Correlation 

Spectroscopy 

Phổ tương tác proton 

HSQC 
Heteronuclear SingleQuantum 
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Phổ tương tác dị hạt nhân 

qua 1 liên kết 

HMBC 
Heteronuclear Multiple Bond 

Connectivity 

Phổ tương tác dị hạt nhân 

qua nhiều liên kết 

NOESY 
Nuclear Overhauser Effect 

Spectroscopy 

Phổ hiệu ứng Overhauser 

hạt nhân 

ROESY 
Rotational Frame Nuclear 

Overhauser Effect Spectroscopy  

Phổ hiệu ứng Overhauser 

hạt nhân khung xoay 

ADEP Acyldepsipeptide Acyldepsipeptide 

PARP Poly ADP ribose polymerase Chất ức chế y học 

ATP Adenosin triphosphat Adenosin triphosphat 

ADP Adenosin diphosphat Adenosin diphosphat 

Ala Alanine Acid amin alanin 

Leu Leucine Acid amin leucin 

Ile Isoleucine Acid amin isoleucin 
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1 

MỞ ĐẦU 

Lao là tình trạng nhiễm vi khuẩn Mycobacterium tuberculosis, thường gặp 

nhất ở phổi nhưng cũng có thể ảnh hưởng đến hệ thần kinh trung ương (lao màng 

não), hệ bạch huyết, hệ tuần hoàn (lao kê), hệ niệu dục, xương và khớp [1]. Hiện 

nay lao là một trong các căn bệnh nhiễm khuẩn chính và thường gặp nhất, ảnh 

hưởng đến 2 tỉ người trên thế giới, với 9 triệu ca mới mỗi năm và làm 2 triệu người 

tử vong [2]. Bệnh thường gặp ở các nước đang phát triển. Hầu hết 90 % các trường 

hợp nhiễm khuẩn lao là tiềm ẩn không triệu chứng. 10% còn lại sẽ tiến triển thành 

bệnh lao có triệu chứng, và nếu không điều trị, 50% số nạn nhân sẽ tử vong. Lao là 

một trong 3 bệnh truyền nhiễm gây tử vong cao nhất trên thế giới chỉ sau HIV. Sự 

sao nhãng trong các chương trình kiểm soát lao đã khiến lao trỗi dậy. Hơn nữa, một 

vấn đề mà các nhà khoa học đang phải đối mặt hiên nay là các chủng lao đa kháng 

thuốc (MDR, multiple drug resistant) đang ngày càng tăng cao. Đặc biệt, theo báo 

cáo mới đây của Tổ chức Y tế thế giới (WHO) [2], gần đây tại Ấn Độ (nước có tỷ lệ 

người nhiễm lao cao nhất thế giới) đã cho thấy hàng loạt trường hợp các bệnh nhân 

kháng thuốc hoàn toàn đối với tất cả các loại thuốc kháng sinh chữa lao (“totally 

drug resistant”). Các dòng thuốc kháng lao thế hệ 1, thế hệ 2 và thế hệ 3 đã được 

nghiên cứu và sử dụng để trị bệnh [3]. Tuy nhiên tình trạng kháng thuốc hoặc kháng 

thuốc hoàn toàn vẫn đang ngày càng gia tăng. Vì vậy, việc tìm kiếm các hợp chất 

kháng lao mới để điều trị bệnh là vấn đề rất cần thiết và có tính cấp bách không chỉ 

ở Việt Nam mà trên toàn thế giới. 

  Những nghiên cứu mới đây cho thấy xu hướng khai thác các hợp chất có 

hoạt tính từ các nguồn vi sinh vật: vi khuẩn, xạ khuẩn…đang ngày càng được các 

nhà khoa học quan tâm. Trong đó, xạ khuẩn (actinomycete) từ lâu đã được biết đến 

là nguồn vi sinh vật cung cấp các hợp chất kháng sinh và kháng lao đã được sử 

dụng làm thuốc.  

Việt Nam được biết đến là một trong những nước có đa dạng sinh học lớn 

nhất thế giới. Điều kiện khí hậu, thổ nhưỡng đa dạng ở các vùng miền khác nhau ở 

Việt Nam sẽ tạo ra các chủng xạ khuẩn khác nhau, phong phú và đa dạng. Chúng 

chính là nguồn thiên nhiên quý giá để nghiên cứu, tìm kiếm các hợp chất kháng lao 

mới, góp phần phục vụ cho việc điều trị bệnh lao đa kháng thuốc hiện nay. Tuy 

nhiên, việc phân lập các hợp chất thứ cấp từ xạ khuẩn vẫn đang còn là một vấn đề 

mới, ít được nghiên cứu ở Việt Nam. Vì vậy, đề tài “Nghiên cứu chiết tách, xác 

định cấu trúc hóa học và đánh giá tác động tới protein tái tổ hợp ClpC1 của các 

hợp chất từ một số loài xạ khuẩn Việt Nam” là cần thiết và có ý nghĩa thực tiễn, góp 

phần tìm ra các loại thuốc mới từ thiên nhiên an toàn, hiệu quả để điều trị bệnh lao.  

https://vi.wikipedia.org/wiki/Vi_khu%E1%BA%A9n
https://vi.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium_tuberculosis
https://vi.wikipedia.org/wiki/Ph%E1%BB%95i
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%E1%BB%87_th%E1%BA%A7n_kinh_trung_%C6%B0%C6%A1ng
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=H%E1%BB%87_b%E1%BA%A1ch_huy%E1%BA%BFt&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%E1%BB%87_tu%E1%BA%A7n_ho%C3%A0n
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=H%E1%BB%87_ni%E1%BB%87u_d%E1%BB%A5c&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/wiki/X%C6%B0%C6%A1ng
https://vi.wikipedia.org/wiki/Kh%E1%BB%9Bp
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Mục tiêu của luận án: 

Tìm kiếm các chất có tác động tới protein tái tổ hợp ClpC1 từ một số chủng 

xạ khuẩn ở Việt Nam. 

Với mục tiêu như trên, luận án đặt ra các nội dung nghiên cứu sau: 

 - Thu thập các mẫu xạ khuẩn ở các vùng miền khác nhau, tiếp nhận và xử lý 

các mẫu sinh khối chủng xạ khuẩn từ Viện vi sinh vật và Công nghệ sinh học, 

trường Đại học Quốc gia Hà Nội. 

- Đánh giá hoạt tính kháng chủng M. smegmatis (chủng tương đồng với vi 

khuẩn lao M. tuberculosis) của các chủng xạ khuẩn. 

-  Tạo các dịch chiết từ dịch nuôi cấy các chủng xạ khuẩn bằng các dung môi 

khác nhau. 

- Tách và tinh chế các chất sạch từ các dịch nuôi cấy của chủng xạ khuẩn. 

- Xác định cấu trúc hóa học của các chất sạch phân lập được. 

- Đánh giá tác động của các chất sạch phân lập được tới protein tái tổ hợp 

ClpC1 của vi khuẩn lao. 

Những đóng góp mới của luận án: 

- Lần đầu tiên hoạt tính kháng chủng M. smegmatis (chủng tương đồng với vi 

khuẩn lao M. tuberculosis) của tám chủng xạ khuẩn được đánh giá. Các chủng bao 

gồm Streptomyces spiroverticillatus VH19-A067, Streptomyces wuyanensis VH19-

A079, Streptomyces alboniger VH19-A105B, Streptomyces alboniger VH19-A121, 

Streptomyces aureus VTCC43181, Streptomyces cyaneus VTCC43860, 

Streptomyces sp. VTCC43168 và Actinoplanes missouriensis VTCC40900. 

- Lần đầu tiên 14 hợp chất được phân lập từ tám chủng xạ khuẩn nêu trên. 

Các chất bao gồm: obscurolide B2 (AT.01), chartreusin (AT.02), indole-3-

carboxylic acid (AT.03), nocardamin (AT.04), pleurone (AT.05), halolitoralin A 

(AT.06), (6Z)-15-methyl-6-hexadecenoic acid (AT.07), cardoltriene (AT.08), 

cardoltriene M (AT.09), 7-deoxyauramycinone (AT.11), 7-acetyl-3,6-dihydroxy-8-

methyl tetralone (AT.12), valin (AT.13), flufuran (AT.14), trehalose (AT.15). 

Trong đó có một chất mới được đặt tên là cardoltriene M (AT.09). 

Lần đầu tiên hoạt tính kháng chủng vi khuẩn M. smegmatis của hợp chất 

chartreusin (AT.02) được nghiên cứu.  

- Lần đầu tiên các hợp chất phân lập được từ xạ khuẩn được đánh giá khả 

năng tác động đến quá trình thủy phân ATP của protein tái tổ hợp ClpC1, một 

protein điều hòa quan trọng của vi khuẩn lao M. tuberculosis.  
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Chương 1. TỔNG QUAN 

1.1. Tình hình bệnh lao ở Việt Nam và thế giới – Tình hình kháng thuốc ở vi 

khuẩn lao 

1.1.1. Tình hình bệnh lao ở Việt Nam và thế giới   

Vi khuẩn gây ra bệnh lao được Robert Koch phân lập lần đầu tiên vào năm 

1882. Đây là loài vi khuẩn đại diện của chi Mycobacterium. Mặc dù loài 

Mycobacterium tuberculosis ước tính đã tồn tại 15- 20 nghìn năm. Tuy nhiên, căn 

cứ vào tính đa dạng nucleotide và khả năng đột biến, người ta thừa nhận chúng đã 

tiến hóa rất nhiều từ dạng nguyên thuỷ nhưng vẫn thuộc chi Mycobacterium [1].  

 Theo báo cáo của Tổ chức Y tế thế giới (TCYTTG-WHO Report 2021 

Global Tuberculosis Control), hiện nay mặc dù đã đạt được một số thành tựu đáng 

kể trong công tác chống lao trong thời gian qua. Tuy nhiên bệnh lao vẫn còn là 

nguyên nhân gây tử vong hàng đầu trong các bệnh truyền nhiễm. Năm 2021, thế 

giới có khoảng 1.6 triệu ca tử vong và 10.6 triệu ca nhiễm lao mới [2].  

Khi Tổ chức Y tế thế giới (WHO) công bố COVID-19 là “Đại dịch toàn cầu” 

vào cuối tháng 01/2020, đã có tác động rất lớn đến sự phát triển của toàn xã hội trên 

toàn cầu và Việt Nam. Đại dịch COVID-19 đã gây ảnh hưởng đến tỷ lệ phát hiện 

bệnh nhân lao trên thế giới trong năm 2020, đã giảm khoảng 20%. Trong đó ba 

nước có gánh nặng bệnh lao cao là Ấn Độ, Indonesia và Phillipine có số bệnh nhân 

lao phát hiện giảm khoảng 25-30% so với năm 2019. Tại Việt Nam, tỷ lệ phát hiện 

lao cũng đã giảm 3,1%. Tuy nhiên, việc chẩn đoán và điều trị bệnh nhân lao bị gián 

đoạn trong dịch bệnh Covid 19, dẫn đến số ca tử vong và lây truyền bệnh lao ra 

cộng đồng ngày càng tăng [2]. Theo báo cáo của WHO năm 2021, Việt Nam đứng 

thứ 11 trong 30 quốc gia có gánh nặng bệnh lao và bệnh lao đa kháng thuốc cao 

nhất thế giới. Mỗi năm có khoảng 170.000 ca mắc mới và khoảng 10.400 ca tử vong 

do bệnh lao ở Việt Nam [3].  

1.1.2. Tình trạng kháng thuốc ở vi khuẩn lao tại Việt Nam và trên thế giới 

Theo báo cáo của WHO, mỗi năm trên thế giới xuất hiện khoảng gần 

500.000 trường hợp lao đa kháng thuốc, trong đó 5-7% là lao siêu kháng thuốc 

(kháng với tất cả các loại thuốc điều trị). Có thể nói, sự bùng phát của bệnh lao 

kháng thuốc cũng là mối đe dọa lớn đối với công tác phòng chống căn bệnh này trên 

toàn thế giới [4]. Tỷ lệ mắc bệnh lao kháng thuốc đã tăng lên đáng kể, với khoảng 

8.400 bệnh nhân, trong đó có một tỉ lệ không nhỏ mắc lao đa kháng thuốc [5-7]. Chi 

phí điều trị bệnh lao đa kháng thuốc đắt gấp 10 lần so với bệnh lao thông thường, 

gây gánh nặng lớn cho bệnh nhân lao [5]. Vì vậy, bệnh lao đa kháng thuốc được 

xem là mối đe dọa nghiêm trọng đến sức khỏe cộng đồng. Các phương pháp điều trị 
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bệnh lao đa kháng thuốc (MDR) đã được các nhà nghiên cứu và các công ty dược 

phẩm phát triển rộng rãi. Tuy nhiên, sự lây lan của bệnh lao kháng thuốc vẫn là 

thách thức lớn đối với việc kiểm soát dịch bệnh. Do đó, việc tìm kiếm các loại 

kháng sinh mới và các thuốc hiệu quả hơn là rất cần thiết để khắc phục vấn đề này. 

  Nguyên nhân kháng thuốc của vi khuẩn lao là do cấu trúc tế bào của loài vi 

khuẩn này [1]. Cấu trúc vách tế bào và acid mycolic này làm cho vi khuẩn lao có 

sức chịu đựng cao, làm hư hại các hoá chất, khử nước, làm tăng khả năng kháng 

thuốc, và giảm hoạt động của chất kháng sinh. Nó làm cho vi khuẩn phát triển được 

bên trong đại thực bào và lẩn tránh hệ thống miễn dịch của chủ thể. Hiện nay, người 

ta đã xác định được bản đồ gen và nhiều mã gen kháng thuốc của vi khuẩn lao. Gen 

kháng thuốc mã hoá thông tin được vi sinh vật sử dụng để chống lại hiệu lực ức chế 

đặc hiệu của kháng sinh theo các cơ chế: làm giảm tính thấm của plasma membrane 

(màng nguyên tương); làm thay đổi đích tác động; tạo ra các isoenzym không có ái 

lực với kháng sinh nên bỏ qua tác động của kháng sinh; tạo ra enzym có thể biến 

đổi hoặc phá huỷ cấu trúc hoá học của phân tử kháng sinh.  

Cho đến nay, có rất nhiều thuốc kháng lao đã và đang được nghiên cứu và sử 

dụng để chống lại vi khuẩn lao như isoniazid, pyrazinamid, rifamycin, ethambutol 

(thuốc kháng lao thế hệ 1), hay fluoroquinone, cycloserine, ethionamide, 

capreomycin (thuốc điều trị lao đa kháng thuốc thế hệ 2) [8], hay bedaquiline và 

delamanid (thuốc điều trị lao siêu kháng thuốc thế hệ 3) [9]. Tuy nhiên, các báo cáo 

gần đây tại một số bệnh viện cho thấy vi khuẩn lao bắt đầu kháng lại các loại thuốc 

mới thế hệ 3 này [10]. Do đó, tình trạng kháng thuốc ở vi khuẩn lao hiện nay đòi 

hỏi các nhà khoa học cần tìm ra các loại thuốc kháng lao mới và không độc hại, ít 

gây tác dụng phụ, tiêu diệt tận gốc vi khuẩn lao. Những nghiên cứu mới đây cho 

thấy xu hướng khai thác các hợp chất có hoạt tính từ các nguồn vi sinh vật: vi 

khuẩn, xạ khuẩn… đang ngày càng được các nhà khoa học quan tâm. Đặc biệt, xạ 

khuẩn (actinomycete) là nguồn vi sinh vật cung cấp nhiều hợp chất có hoạt tính sinh 

học và là nguồn cung cấp hơn một nửa số thuốc kháng sinh hiện nay [11]. Do vậy, 

xạ khuẩn được xem là nguồn vi sinh vật cung cấp các hợp chất kháng sinh và kháng 

lao để phát triển thành thuốc. 

1.2. Các hợp chất kháng lao được phân lập từ xạ khuẩn trên thế giới và ở Việt 

Nam 

1.2.1. Giới thiệu về xạ khuẩn 

Xạ khuẩn (Actinomycetes) là vi khuẩn hiếu khí Gram (+), có cấu tạo dạng 

sợi, phân nhánh và thuộc lớp Actinobacteria [12]. Các loài liên quan đến bệnh ở 

người và động vật bao gồm Nocardia, Gordona, Tsukamurella, Streptomyces, 

Rhodococcus, Streptomycetes và Corynebacteria. Các chi kỵ khí có tầm quan trọng 
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trong y dược học bao gồm Actinomyces, Arachnia, Rothia, và Bifidobacterium. Xạ 

khuẩn phân bố rộng ở cả môi trường trên cạn và dưới nước, chủ yếu là trong đất, 

nơi chúng đóng vai trò quan trọng trong việc phân hủy các hợp chất polyme như 

chitin, keratin, lignocelluloses trong xác động thực vật và nấm thành các chất dễ 

bay hơi như geosmin [12]. Sự phân bố của xạ khuẩn phụ thuộc vào khí hậu, thành 

phần đất, mức độ canh tác và thảm thực vật. Trong mỗi gam đất thường có trên 1 

triệu xạ khuẩn (tính theo số khuẩn lạc mọc trên môi trường thạch). Xạ khuẩn có cấu 

trúc tế bào tương tự như vi khuẩn Gr (+), toàn bộ cơ thể chỉ là một tế bào bao gồm 

các thành phần chính: thành tế bào, màng sinh chất, chất nguyên sinh, chất nhân và 

các thể ẩn nhập [12]. 

Có khoảng 23000 hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học được phân lập từ vi 

sinh vật, trong đó có 10000 hợp chất được tạo ra từ xạ khuẩn (chiếm 45%). Trong 

số các hợp chất đã được phân lập từ xạ khuẩn, có khoảng 7600 hợp chất được sản 

sinh từ loài Streptomyces (chiếm 34%) [12]. Các hợp chất thứ cấp này có hoạt tính 

sinh học như kháng khuẩn, chống oxy hóa, kháng nấm, chống ung thư, chất độc 

thần kinh, chống tảo, chống giun sán, chống sốt rét và chống viêm. Trong đó, các 

hợp chất có hoạt tính kháng sinh được phân lập phần lớn từ xạ khuẩn. Hơn 80% 

thuốc kháng sinh được sản xuất có nguồn gốc từ xạ khuẩn [13], trong đó 50% 

kháng sinh có nguồn gốc từ chi Streptomyces [14]. Ngoài ra, một số các hợp chất 

thứ cấp có hoạt tính sinh học cũng được phân lập từ chủng xạ khuẩn khác như 

Actinoplanes, Amycolatopsis, Micromonospora và Saccharopolyspora. 

Tuy nhiên, các nghiên cứu giải trình tự bộ gen gần đây đã cho thấy rằng số 

lượng các hợp chất thứ cấp từ xạ khuẩn mang cụm gen sinh tổng hợp (SM-BGCs) 

nhiều hơn so với số lượng hợp chất thu được từ vi sinh vật khác [15]. Nói cách 

khác, nhiều nhóm gen sinh tổng hợp không xuất hiện trong điều kiện lên men 

truyền thống ở phòng thí nghiệm, hạn chế nghiêm trọng sự đa dạng hóa học của các 

hợp chất thứ cấp thu được từ quá trình lên men xạ khuẩn. Một số lớn các hợp chất 

thứ cấp đã được phân lập từ trước lại được tìm thấy nhiều lần từ xạ khuẩn, dẫn đến 

lãng phí về nguyên liệu và nguồn lao động [16]. Chính vì vậy, việc tìm kiếm các 

chiến lược mới để kích hoạt các cụm gen lặn của xạ khuẩn và tiềm năng trao đổi 

chất của chúng để thu được các sản phẩm tự nhiên đa dạng về cấu trúc là nhu cầu 

cấp thiết hiện nay của các nhà nghiên cứu [17].  

1.2.2. Các hợp chất kháng lao được phân lập từ xạ khuẩn trên thế giới 

1.2.2.1. Hợp chất kháng lao thuộc nhóm aminoglycoside 

Các loại thuốc thương mại được sử dụng để kháng lao thuộc aminoglycoside 

có nguồn gốc từ xạ khuẩn là streptomycine (phân lập từ chủng Strepomyces 
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griceus), kanamycin và các dẫn xuất của nó 1 – 6 (phân lập tử chủng S. 

kanamycetius), gentamicin 7 - 10 (phân lập từ chủng Micromonospora echinospora) 

[18]. Thuốc kháng lao loại này ức chế sự tổng hợp protein của vi khuẩn lao: 

 

 

Hình 1.1. Các thuốc lao có nguồn gốc từ xạ khuẩn thuộc khung aminoglycoside 

(1-10) 

1.2.2.2. Hợp chất kháng lao thuộc nhóm nitroimidazole 

Các hợp chất nhóm nitroimidazole phân lập từ xạ khuẩn được biết đến là có 

khả năng ức chế quá trình tổng hợp các mycolic acid. Mycolic acid là các acid béo 

bão hòa mạch dài, là thành phần quan trọng chiếm tới 60 % màng tế bào của vi 

khuẩn lao. Nhờ có các acid này, lớp vỏ tế bào của vi khuẩn lao trở nên trơ với các 

tác nhân bên ngoài, ngay cả với môi trường acid mạnh. Do vậy, vi khuẩn lao tránh 

được các tác nhân như thuốc kháng sinh, sự thay đổi môi trường và nhiệt độ. 

 

Hình 1.2. Các hợp chất nhóm nitroimidazole có nguồn gốc từ xạ khuẩn được sử 

dụng làm thuốc kháng lao (11-14) 

Azomycin 11 là kháng sinh có hoạt tính kháng lao được phân lập từ chủng xạ 

khuẩn S. eurocidicus. Pretomanid 12, metroidazole 13 và delamanid 14 là các loại 
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thuốc thế hệ sau được phát triển dựa trên nhóm khung nitroimidazole [19, 20]. 

1.2.2.3. Hợp chất kháng lao thuộc nhóm macrolide 

Rifamycin 15 – 19 là thuốc đặc trị kháng lao được phân lập từ chủng xạ 

khuẩn S. mediterraneus. Các dòng thuốc tổng hợp có biến đổi cấu trúc là rifamixin 

và rifabutin [21]. 

 

Hình 1.3. Các thuốc kháng lao nhóm macrolide phân lập từ xạ khuẩn (15-19) 

Desertomycin G 20 là một aminopolyol polyketide chứa vòng macrolactone 

được phân lập tử chủng xạ khuẩn S. althioticus MSM3 từ mẫu rong biển ở vùng 

biển Cantabrian (Đông Bắc Đại Tây Dương). Hợp chất 20 có hoạt tính kháng lao 

đối với chủng M. tuberculosis H37Rv và chủng lao đa kháng thuốc M. tuberculosis 

MDR-1, MDR-2 với cùng giá trị MIC là 16 g/mL [22]. 

 

Hình 1.4. Cấu trúc của hợp chất 20 - 21 

Dinactin 21 là một macrotetrolide được phân lập từ chủng xạ khuẩn S. 

puniceus AS13. Hợp chất 21 có hoạt tính kháng lao đối với chủng M. tuberculosis 
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H37Rv với giá trị nồng độ ức chế tối thiểu MIC là 1 g/mL và nồng độ diệt khuẩn 

tối thiểu MBC là 4g/mL. Hợp chất 21 cũng có hoạt tính kháng lao đối với chủng 

lao đa kháng thuốc với giá trị MIC từ 1 – 16 g/mL. Nghiên cứu cũng chỉ ra rằng, 

tương tác hiệp đồng giữa 21 với rifampicin hoặc amikacin cho thấy sự phù hợp để 

sử dụng kết hợp trong các phác đồ điều trị bệnh lao [23]. 

1.2.2.4. Hợp chất kháng lao thuộc nhóm cyclopeptide 

 

Hình 1.5. Cấu trúc của hợp chất 22 và 24 

Cyclomarin A 22 là một cyclopeptide được tìm thấy từ xạ khuẩn biển 

Streptomyces spp. CNB-982. Gần đây, hợp chất này được phát hiện có hoạt tính 

kháng lao thông qua cơ chế tác động lên đích protein điều hòa ClpC1 của vi khuẩn 

lao  [24]. Hợp chất 22 bao gồm 7 amino acid, trong đó có 2 amino acid cơ bản 

(alanin và valin), còn lại 5 amino acid không thông dụng là N-methylleucine, N-

methylhydroxyleucine, β-methoxyphenylalanine, 2-amino-3,5-dimethylhex-4-enoic 

acid, và N-(1,1-dimethyl-2,3-epoxypropyl)-β-hydroxytryptophan. Hợp chất 22 cho 

hoạt tính kháng lại vi khuẩn lao M. tuberculosis trên môi trường nuôi cấy bằng thịt 

và trong mẫu đại thực bào của người với nồng độ ức chế tối thiểu trong khoảng từ 

0,3 - 2,5 μM. Ở nồng độ 2,5 μM, cyclomarin A tiêu diệt 90 % vi khuẩn lao sau 5 

ngày. 

 

 

 

 

 

Hình 1.6. Cấu trúc của lassomycin 23 

Lassomycin 23 được phân lập từ chủng xạ khuẩn Lentzea kentuckyensis spp. 

IO0009804. Hợp chất 23 bao gồm 16 amino acid và được cấu tạo bởi một mạch 

vòng gồm 8 amino acid đầu Nitơ (N-terminal) gắn kết với mạch thẳng bởi liên kết  

giữa nhóm amino của đầu Nitơ (N-terminal) amin và nhóm carboxyl của Asp8  

23 
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[25]. 

Hợp chất 23 là một chất kháng lao có hoạt tính cao, thậm chí với các chủng 

lao đa kháng thuốc (MDR) hoặc kháng thuốc hoàn toàn (XDR) M. tuberculosis với 

giá trị MIC trong khoảng từ 0,41-1,65 M. Hợp chất 23 được xác định là tác động 

lên hoạt độ của ATPase và làm giảm đáng kể quá trình thủy phân protein của phức 

chất ClpP1/P2. 

Ecumicin 24 là một peptide vòng lớn được phân lập từ xạ khuẩn Nonomurae 

spp. MJM5123. Hợp chất 24 bao gồm 13 amino acid trong đó có các amino acid cơ 

bản và các amino acid đã bị methoxy hóa  [26]. 

Hợp chất 24 có hoạt tính kháng lại các dòng vi khuẩn lao đa kháng thuốc và 

kháng thuốc hoàn toàn với giá trị MIC trong khoảng 0,16 đến 0,62 μM. Đặc biệt 

hợp chất 24 còn có tác dụng kháng lại vi khuẩn lao đã bị bất hoạt với nồng độ vi 

khuẩn nhỏ nhất là 1.5 μM. Điều này cho thấy tiềm năng giảm thời gian điều trị bệnh 

lao của hợp chất này. Hanki Lee và cộng sự đã nghiên cứu cơ chế tác động lên 

ClpC1 của ecumicin và cho thấy hợp chất này liên kết với vùng biến thiên cấu trúc 

(allosteric site) của ClpC1 tạo nên sự thay đổi về cấu hình, qua đó tác động lên quá 

trình thủy phân protein của ClpC1/CplP1/ClpP2. 

 

Hình 1.7. Cơ chế đề xuất quá trình tác động của các hợp chất thứ cấp phân lập 

được từ xạ khuẩn lên ClpC1 ở vi khuẩn lao [27] 
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Ba hợp chất dẫn đường có tác dụng kháng lao được phân lập từ xạ khuẩn là 

cyclomarin A 22, lassomycin 23 và ecumicin 24 đều tác động lên đích ClpC1, làm 

thay đổi cấu trúc của ClpC1, làm giảm hoạt tính thủy phân protein của phức chất 

ClpC1/ClpP1/ClpP2, ngăn cản quá trình điều tiết cân bằng trên vi khuẩn lao và tiêu 

diệt vi khuẩn lao. Cơ chế tác động của các hợp chất này được mô tả trong hình 1.7 

[27]. 

Rufomycin 25 được phân lập từ xạ khuẩn Streptomyces atratus MJM3502. 

Hợp chất 25 là một peptide vòng lớn chứa 7 acid amin. Hợp chất này có hoạt tính 

kháng mạnh trên vi khuẩn M. tuberculosis và M. abscessus với giá trị MIC lần lượt 

tương ứng là 0,02 M, 0,4 M. Hợp chất 25  ức chế hoạt động phân giải tế bào 

protein của ClpC1/P1/P2 khi không ảnh hưởng đến hoạt động ATPase của ClpC1 

[28]. 

Griselimycin 26 được phân lập từ chủng Streptomyces DSM 40835 có tác 

dụng kháng lao với dược động lực kém [29]. Tuy nhiên, dẫn xuất của griselmycin là 

cyclohexylgriselimycin 27 có tác dụng kháng lao cao với giá trị MIC 0,05 M đối 

với chủng lao được bao bọc trong các tế bào giống như đại thực bào (RAW264.7) 

[30]. Hợp chất 27 có khả năng chống lại vi khuẩn lao M. tuberculosis bằng cách gắn 

chặt vào enzyme DNA polymerase, sau đó ức chế sự sao chép và sửa chữa DNA 

của vi khuẩn [30]. Hợp chất này cũng có hoạt tính kháng lao cao ở chuột bị bệnh lao 

cấp tính và mãn tính, hứa hẹn sẽ kết hợp với rifampicin và pyrazinamide để rút ngắn 

thời gian điều trị lao [31]. 

 

Hình 1.8. Công thức hợp chất 25 - 27 

Trong các nghiên cứu gần đây người ta đã phân lập được hai hợp chất kháng 

lao đáng chú ý như actinomycin X2 28 và actinomycin D 29 được phân lập từ loài 

xạ khuẩn biển Streptomyces sp. MS449 [32]. 

Hai hợp chất dipeptide vòng là massetolide A 30 và viscosin 31 được phân 

lập từ xạ khuẩn biển Pseudomonas và xác định cấu trúc hóa học. Hai hợp chất này 

được tiến hành thử hoạt tính kháng lao trên chủng gây bệnh lao Tubercle bacillus và 

M. aviumintracellulare. Kết quả cho thấy hợp chất 30, 31 đều thể hiện hoạt tính ức 
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chế đối với chủng T. bacillus và M. avium-intracellulare với giá trị MIC tương ứng 

là 5-10, 10-20, 2,5-5 và 5-10 μg/mL [33]. 

 

Hình 1.9. Cấu trúc của hợp chất 28 – 34 

Từ loài xạ khuẩn biển LS247 có đặc tính tương đồng với chủng S. puniceus 

đã phân lập hai hợp chất peptide vòng là cyclo-D-Pro-D-Leu 32 và cyclo-D-Pro-D-

Val 33. Hai hợp chất này thể hiện hoạt tính kháng lao đối với chủng T. bacillus với 

giá trị MIC tương ứng là 7,1 và 18,5 μg/mL [34]. Hợp chất platensimycin 34 đã 

được phân lập trong quá trình sàng lọc về loài xạ khuẩn biển S. platensis. Kết quả 

cho thấy hợp chất này rất có tiềm năng nghiên cứu ứng dụng trong y dược do có 

hoạt tính rất mạnh đối với các chủng khuẩn gram (+) với phổ rất rộng [34]. 

Trong quá trình tìm kiếm các nonribosomal peptide có hoạt tính sinh học từ 

xạ khuẩn biển, nhóm nghiên cứu đã phân lập được hai hợp chất  nonribosomal 

peptidede mới là taeanamide A 35 và taeanamide B 36 từ xạ khuẩn biển 

Streptomyces sp. AMD43 được phân lập từ bờ biển Anmyeondo phía tây của Hàn 

Quốc [35]. Nhóm nghiên cứu đã làm sáng tỏ cấu trúc hoá học, đánh giá hoạt tính 

sinh học và con đường sinh tổng hợp của hai nonribosomal peptide này. Hai hợp 

chất này thể hiện hoạt tính kháng lao trung bình đối với chủng M. tuberculosis mc2 

6230 với giá trị MIC50 (nồng độ ức chế tối thiểu 50%) lần lượt tương ứng là 27 ± 

0,03 µM, 63 ± 0,05 µM (đối chứng dương là bedaquiline với giá trị MIC50 là 0,4 ± 

0,01 µM). Ngoài ra, hợp chất 36 còn thể hiện hoạt tính gây độc tế bào mạnh đối với 
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dòng ung thư phổi ở người (A549), ung thư ruột kết (HCT116), ung thư vú (MCF-7, 

MDA-MB-231), ung thư gan (SK-HEP-1) và ung thư dạ dày (SNU638) với giá trị 

IC50 từ 0,26 - 1,13 µM [35]. 

 

Hình 1.10. Cấu trúc của hợp chất 35 – 36 

1.2.2.5. Hợp chất kháng lao thuộc nhóm diaza-anthracene 

 

Hình 1.11. Cấu trúc của hợp chất 37 - 40 

Hai hợp chất là diazaquinomycin H 37 và diazaquinomycin J 38 được phân 

lập từ chủng Actinomyces có nguồn gốc từ bùn hồ Michigan. Hai hợp chất này thể 

hiện hoạt tính kháng lao đối với chủng M. tuberculosis H37Rv tương ứng giá trị 

MIC lần lượt là 0,04 và 0,07 μg/mL [36]. 
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1.2.2.6. Hợp chất kháng lao thuộc nhóm polyketide 

Hai hợp chất là phocoenamicin B 39 và phocoenamicin C 40 được phân lập 

từ dịch chiết acetone của chủng xạ khuẩn Micromonospora sp CA-214671 có nguồn 

gốc từ trầm tích biển ở quần đảo Canary, Tây Ban Nha. Hai hợp chất này thể hiện 

hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định đối với chủng Staphylococcus aureus kháng 

methicillin (MRSA) với giá trị MIC từ 4 đến 64 µg/mL và 16 đến 32 µg/mL đối với 

M. tuberculosis H37Rv. Ngoài ra, hai hợp chất này cũng có hoạt tính đối với B. 

subtilis và  M. bovis, tuy nhiên, ở nồng độ dưới 128 µg/mL, hai hợp chất này không 

có hoạt tính đối với M. bovis và vi khuẩn Enterococcus faecium kháng vancomycin 

(VRE) [37]. 

1.2.3. Các hợp chất kháng lao được phân lập từ xạ khuẩn ở Việt Nam 

Qua nghiên cứu tài liệu cho thấy ở Việt Nam hiện nay chỉ có một nhóm 

nghiên cứu về việc phân lập các hợp chất thứ cấp có tác dụng kháng lao từ xạ khuẩn 

[38]. Nhóm tác giả đã phân lập được 9 hợp chất thứ cấp từ chủng xạ khuẩn biển 

Micromonosprora sp. (G043), trong đó có 6 chất là cyclodipeptide. Kết quả thử 

nghiệm hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định cho thấy chất 43, 46, 47 có hoạt tính 

kháng vi khuẩn Gram (-) Escherichia coli với MIC lần lượt là 128, 32 và 32 μg/mL.  

Kết quả thử hoạt tính kháng lao của các chất 41 - 46, 48 và 49 trên vi khuẩn lao M. 

tuberculosis H37Rv cho thấy chỉ có chất 49 thể hiện hoạt tính kháng lao với giá trị 

MIC = 46 μg/mL. Phép thử hoạt tính kháng lao được thực hiện tại trường Đại học 

UIC – Chicago. 

 

Hình 1.12. Các hợp chất có hoạt tính kháng lao được phân lập từ xạ khuẩn 

Micromonosprora sp ở Việt Nam (41 - 49) 

1.3. Tổng quan về một số loài xạ khuẩn là đối tượng nghiên cứu  

1.3.1. Chủng xạ khuẩn Streptomyces alboniger 

1.3.1.1. Đặc điểm hình thái của chủng xạ khuẩn Streptomyces alboniger 

Streptomyces alboniger thuộc chi Streptomyces và lần đầu tiên được phân 
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lập từ đất sỏi bởi nhóm nghiên cứu Porter và cộng sự phía Bắc, Peoria, Illinois, Mỹ 

[39]. Sắc tố hòa tan màu đen được hình thành trên một số môi trường như thạch 

asparagine dextrose và không sản sinh sắc tố trên môi trường gelatin và một số chất 

hữu cơ khác. Bào tử màu trắng được hình thành trên một số loại thạch nhất định. 

Sinh trưởng tốt trên môi trường tổng hợp chứa nguồn carbon mannitol. Trong môi 

trường thạch asparagine dextrose, khuẩn lạc từ không màu phát triển thành màu 

vàng, tới màu đen và cuối cùng tạo thành bào tử có màu trắng. Các khuẩn lạc được 

phát triển trong điều kiện tối ưu sẽ tạo ra sợi nấm khí sinh màu trắng. Nhiệt độ tối 

ưu cho sự phát triển là 28-320C [39]. Hình thái học được xác định bằng kính hiển vi 

cho thấy các tế bào có độ cao 135 inch và phân nhánh không đều, bào tử có hình 

bầu dục (Hình 1.13) [39].  

 

Hình 1.13. Hình dạng sợi nấm của S. alboniger trên đĩa thạch tổng hợp [39] 

Bảng 1.1. Sự thay đổi của S. alboniger ở các nhiệt độ khác nhau [39] 

Nhiệt độ 
Độ tăng 

trưởng 

Sợi nấm 

kí sinh 

 Sắc tố 

hòa tan 

Màu sắc bề 

mặt 

Màu sắc 

tương phản 

24oC + - 

 

Đen 
Trên đen, dưới 

vàng 
Đen 

28oC + Trắng  Đen Đen Đen 

32oC + 
Màu trắng 

nhẹ 

 

Hơi đen 
Thay đổi từ 

trắng, vàng, nâu 

Thay đổi từ 

vàng đến nâu 

37oC + -  - Trắng Trắng 

Bảng 1.2. Sự thay đổi của S. alboniger ở các điều kiện môi trường khác nhau 

[39] 

Môi trường 

Lượng 

tăng 

trưởng 

Sợi nấm khí 

sinh và màu 

sắc bào tử 

Sắc tố hòa 

tan 
Nhận xét 

Asparagine 

dextrose dịch 

chiết thịt, agar 

Tốt 
Bào tử kém, 

màu trắng 
Màu đen 

Khuẩn lạc ở 48 giờ có 

màu vàng không có sắc 

tố; sắc tố bắt đầu xuất 

hiện ở ngày thứ 8. 
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Acid asparagine 

dextrose dịch 

chiết thịt, agar 

Kém Không màu Không màu 
Các khuẩn lạc ẩm và 

không màu. 

Gelatin Trung bình 
Sợi nấm khí 

sinh màu trắng 

Màu vàng 

nhạt 

Hóa lỏng từ nhẹ đến tốt; 

30 mm ở 36 ngày. 

Tinh bột 

Waksman, agar 
Tốt 

Màu trắng hoặc 

màu ô liu nhạt 

(Ridgway) 

Màu đen 

Vùng thủy phân 4-5 mm 

trong 14 ngày; không 

màu, trong suốt. 

Agar Emerson Tốt 
Màu trắng xuất 

hiện sau 2 tuần 
Không màu 

Đảo ngược màu vàng 

thành màu nâu. 

Agar Czapek Kém Màu trắng 
Không màu ở 

ngày thứ 12 

Đảo ngược thành màu 

trắng. 

Khoai tây Rất tốt 

Nhiều sợi nấm 

khí sinh màu 

trắng 

Đen, xanh lục 

đen điển hình 

Khuẩn lạc ẩm và màu 

vàng, sau đó trở thành 

màu trắng với sợi nấm 

khí sinh; bề mặt khuẩn 

lạc không màu. 

Calcium malate  Tốt Màu trắng 

Không màu, 

ngoại trừ 1 

tháng 

Đảo ngược thành màu 

trắng xám. 

Nutrient agar Kém Không màu Không màu 

Các khuẩn lạc, ẩm mịn, 

và sau đó có màu của 

môi trường. 

Glucose agar Kém Không màu Không màu 
Khuẩn lạc ẩm, mịn và có 

màu của môi trường. 

Sữa Litmus  
Kém – không 

có pellicle 
Màu trắng 

Màu sữa trong 

ở phần trên 

của lớp nước 

Vòng sinh trưởng màu 

trắng ở trên, sau đó màu 

xanh lục vàng đến nâu 

vàng nhạt và màu trắng ở 

dưới. 

Dextrose 

Krainsky, agar 

Trung bình 

tới tốt 

Sợi nấm khí 

sinh màu trắng 
Màu xám đen 

Đảo ngược thành màu 

xám đen. 

Dextrose khoai 

tây, agar 
Tốt tới rất tốt 

Nhiều sợi nấm 

khí sinh màu 

trắng 

Sắc tố màu 

nâu nhạt đã 

được nhìn 

thấy ở 1 

tháng. 

Đảo ngược thành màu 

nâu nhạt; bề mặt khuẩn 

lạc không màu. 

Agar Bennett Tốt 
Màu trắng đến 

màu xám nhạt 
Màu nâu đen 

Đảo ngược thành màu 

nâu sẫm. 

Cellulose (giấy 

lọc trong dung 

dịch Czapek) 

Không màu - - - 
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Cà rốt Rất tốt Màu trắng Không màu - 

Bột ngô ướt Tốt 
Sợi nấm khí 

sinh màu trắng 
Màu đen 

Sợi nấm phát triển nhiều 

nhưng bào tử kém. 

Maltose 

Sabouraud, agar 
Rất tốt Màu trắng Màu đen 

Sợi nấm khí sinh hình 

thành khoảng 2 tuần. 

1.3.1.2. Các hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học được phân lập từ xạ khuẩn 

Streptomyces alboniger 

 

Hình 1.14. Các hợp chất thuộc khung pamamycin (50 - 54) 

Năm dẫn xuất của pamamycin (50 - 54) được phân lập từ chủng xạ khuẩn S. 

alboniger. Cấu trúc của các pamamycin được đặc trưng bởi một vòng macrolide 16 

cạnh với mạch nhánh chứa dimethyl-amino [40]. Hợp chất này thể hiện hoạt tính 

kháng khuẩn mạnh đối với chủng Cochliobolus miyabeanus và Diaporthe citri IFO 

6443, hoạt tính trung bình đối với chủng Bacillus subtilis ATCC 6633 và B. cereus 

[41].  

Bảng 1.3. Hoạt tính kháng khuẩn của panamycin [41] 

Chủng vi sinh vật Giá trị MIC (μg/mL) 

Alternaria kikuchiana 25 

A. mali 12,5 

Aspergillus niger ATCC 6275 25 

Candida albicans 3147 25 

Cochliobolus miyabeanus 1,56 

Diaporthe citri IFO 6443 1,56 

Fusarium oxysporum f.sp.FO-1 12,5 

Gibberella fujikuroi 6,25 

Rhizoctonia solani 12,5 

Sclerotinia sclerotiorum 12,5 

Bacillus subtilis ATCC 6633 3,13 

B. cereus 3,13 



17 

Erwinia carotovora subsp. carotovora 6,25 

Pseudomonas fluorescens 100 

P. syringae pv. lachrymans 25 

Xanthomonas campestris pv. campestris 6,25 

Từ chủng xạ khuẩn S. alboniger NRRL B-1832 đã phân lập được ba hợp 

chất kháng sinh thuộc khung aminonucleoside là puromycin A-C 55-57 [42]. Trong 

đó, hợp chất 55 lần đầu tiên được phân lập vào năm 1952 [43]. Kết quả thử hoạt 

tính gây độc tế bào trên hai dòng tế bào ung thư ở người HL60 và NB4 cho thấy 

hợp chất 55 thể hiện hoạt tính mạnh ứng với giá trị IC50 lần lượt là 0,11 và 0,03 µM, 

hợp chất 56 và 57 không thể hiện hoạt tính [42]. Điều này cho thấy vai trò quan 

trọng của nhóm amine tự do trong hợp chất puromycin đối với hoạt tính gây độc tế 

bào. 

 

Hình 1.15. Các hợp chất thuộc khung aminonucleoside (55 -57) 

Từ xạ khuẩn S. alboniger YIM20533 có nguồn gốc từ mẫu đất ở Tây Tạng, 

Trung Quốc đã phân lập được 13 hợp chất. Trong đó, hợp chất 67-68 thuộc khung 

streptazolin, hợp chất 58 - 64 thuộc khung obscurolide hiếm với một pentanone 

được thế ở vòng benzen và hợp chất 65 với cấu trúc khung obscurolide dimer hiếm 

gặp [44]. Hợp chất 58 thể hiện hoạt tính kháng viêm thông qua tác động ức chế sản 

sinh oxid nitric (NO) trong các đại thực bào và hoạt động chống đông máu trên tiểu 

cầu. Hợp chất 67 thể hiện hoạt tính ức chế enzyme acetylcholinesterase [44]. 

Như vậy, qua các tài liệu đã công bố cho thấy việc nghiên cứu các hợp chất 

thứ cấp từ nguồn xạ khuẩn trên thế giới đã đạt được nhiều thành tựu quan trọng. 

Tuy nhiên, các nghiên cứu trong lĩnh vực này tại Việt Nam chưa được triển khai 

nhiều, trong khi nước ta được đánh giá là một trong các quốc gia có sự đa dạng sinh 

học phong phú. Cho đến nay, chưa có công trình nào trong nước công bố về các hợp 

chất thứ cấp phân lập từ chủng xạ khuẩn S. alboniger. Đây là một chủng có tiềm 

năng hoạt tính kháng sinh và kháng ung thư, đáng được quan tâm nghiên cứu. 
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Hình 1.16. Công thức cấu tạo của hợp chất 58 – 70 

1.3.2. Chủng xạ khuẩn Streptomyces wuyuanensis 

Hình 1.17. Hình ảnh sợi FX61T trên môi trường nuôi cấy ISP2, 28ºC trong 4 tuần 

[45] 

Streptomyces wyuanenis là một loài thuộc chi Streptomyces. S. wyuanenis 

được phân lập lần đầu tiên vào năm 2013, trong mẫu đất tại tỉnh Vụ Nguyên, thuộc 

vùng Nội Mông, Trung Quốc [45]. Ban đầu, các nhà khoa học phát hiện ra S. 

wuyuanensis là Xuefang Zhang đã gọi chúng là khuẩn dạng sợi FX61T sau khi quan 

sát hình ảnh của chủng này dưới kính hiển vi điện tử (Hình 1.17). Sau quá trình 

nghiên cứu bằng phương pháp đa pha, ông đã thấy tất cả đặc điểm hình thái và hóa 

học của chủng này tương đồng với các đặc điểm của chi Streptomyces. Vì vậy, ông 

đã quyết định đặt tên cho chủng FX61T theo địa điểm mà chủng này được phát hiện 

tại tỉnh Vụ Nguyên (Wuyan), là S. wuyanensis. 
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Hình 1.18. Hình ảnh khuẩn lạc của S. wuyuanensis  

Giải trình tự gen 16s DNA của FX61T và so sánh với các cơ sở dữ liệu của 

GenBank, kết quả cho thấy, trình tự có sự khác biệt rõ ràng với E.coli, và có sự liên 

kết về mặt phát sinh chủng loại với các chủng thuộc chi Streptomyces. Đây là chủng 

vi khuẩn Gram (+), hô hấp hiếu khi và không có khả năng di chuyển. Chúng phát 

triển thành các dạng sợi xoắn dài, trơn nhẵn. Khi nuôi cấy khuẩn lạc, S. wyuanensis 

có màu sắc khuẩn ty cơ chất màu trắng đến vàng, nâu, còn màu sắc của khuẩn ty khí 

sinh lại có màu trắng đến xám. 

Các đặc điểm về môi trường nuôi cấy chủng S. wuyanensis được thể hiện qua 

Bảng 1.4. 

Bảng 1.4. Khoảng giới hạn một vài điều kiện môi trường đối với S. wuyuanensis 

[45] 

Điều kiện Khoảng giới hạn Điều kiện tối ưu 

Nhiệt độ (ºC) 15 - 40 28 

pH 4,0 – 12,0 6,0 – 8,0 

NaCl (%) 0 - 9 

Trong một số môi trường dinh dưỡng khác nhau dưới đây, sự phát triển của 

S. wuyuanensis cũng khác nhau (Bảng 1.5). 

Qua nghiên cứu tài liệu cho thấy hiện nay chưa có công trình nào công bố về 

điều kiện sinh tổng hợp và phân lập các hợp chất thứ cấp từ chủng xạ khuẩn S. 

wuyuanensis ở Việt Nam cũng như trên thế giới. Vì vậy, việc nghiên cứu sinh khối 

chủng xạ khuẩn S. wuyuanensis thu tại vườn Quốc gia Cát Bà, Hải Phòng và phân 

lập các hợp chất thứ cấp từ chủng này là điều cần thiết, có ý nghĩa khoa học và ý 

nghĩa thực tiễn, nhằm góp phần tìm kiếm các hợp chất có hoạt tính sinh học lý thú 

từ xạ khuẩn để ứng dụng trong ngành y dược và đời sống. 

Bảng 1.5. Môi trường được sử dụng để phân lập S. wuyuanensis [45] 

Môi trường thạch 
Màu sắc khuẩn ty khí 

sinh 

Màu sắc khuẩn ty cơ 

chât 

Khả năng 

phát triển 

Czapek’s Xám Trắng Tốt 

Khoai tây Xám Vàng Tốt 

Nutrient - Vàng Tốt 
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ISP 2 Xám Vàng Tốt 

ISP 3 Xám Trắng hơi vàng Tốt 

ISP 4 Vàng nhạt Vàng Tốt 

ISP 5 Vàng nhạt Vàng Kém 

1.3.3. Chủng xạ khuẩn Streptomyces aureus 

1.3.3.1. Đặc điểm hình thái của chủng xạ khuẩn Streptomyces aureus 

Xạ khuẩn Streptomyces aureus là một loài xạ khuẩn thuộc chi Streptomyces. 

Cũng giống với đặc điểm hình thái của các chủng xạ khuẩn Streptomyces khác, xạ 

khuẩn S. aureus có dạng hình sợi, tế bào hình xoắn ốc giống như các nhánh bên của 

sợi nấm [46]. Bào tử có dạng hình cầu hay hình bầu dục, đường kính trung bình 

0,9μm, chiều rộng 0,9μm, chiều dài 1,2μm [46]. Xạ khuẩn S. aureus sống trong môi 

trường đất, được nuôi cấy ở nhiệt độ tối ưu là 280C và không phát triển ở 500C. Đặc 

điểm hình thái của xạ khuẩn S. aureus khác nhau tuỳ thuộc vào môi trường dinh 

dưỡng khác nhau (Bảng 1.6). 

 

Hình 1.19. Hình thái học của xạ khuẩn S. aureus [47] 

Bảng 1.6. Đặc điểm hình thái của xạ khuẩn S. aureus trong các môi trường dinh 

dưỡng khác nhau [48] 

Môi trường Khả năng phát triển 
Màu sắc khuẩn ty 

khí sinh 
Sắc tố hoà tan 

Sucrose nitrate, agar Kém Màu kem - 

Glycerol malate, agar Tốt, màu kem Màu trắng vàng Màu nâu nhạt 

Glucose-asparagine, 

agar 
Tốt, màu vàng nhạt Màu trắng vàng Màu vàng nhạt 

Glycerol-asparagine, 

agar 
Tốt Màu vàng nhạt Màu nâu vàng nhạt 

Nutrient agar Tốt Màu vàng da bò Màu nâu vàng nhạt 

Agar Bennett Rất tốt Màu xám vàng Màu nâu vàng đậm 

Tinh bột, agar 
Trung bình, không 

màu 
Màu trắng vàng Màu cam vàng nhạt 

Khoai tây Tốt, màu nâu vàng Màu nâu xám nhạt - 

Nitrate Keo tụ - - 

Gelatin agar 
Tăng trưởng bề mặt 

vừa phải 
Màu trắng Màu nâu 
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Sữa Litmus  Tốt - - 

Peptone tinh bột, thịt 

bò, agar 
Tốt Màu nâu vàng nhạt Màu nâu vàng đậm 

Dextrin casein digest 

agar 

Chuỗi bào tử dạng 

lượn sóng, màu nâu 

vàng 

Màu trắng nâu Màu nâu vàng đậm 

Cellulose-asparagine Không màu   

1.3.3.2. Các hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học được phân lập từ xạ khuẩn 

Streptomyces aureus 

 

Hình 1.20. Công thức cấu tạo của 71 - 75 

Hợp chất alkaloid gồm azirinomycin 71 và 3-methyl-2H-azirine-2-

carboxxylic acid 72 được phân lập từ chủng xạ khuẩn S. aureus. Hợp chất 72 thể 

hiện hoạt tính kháng sinh phổ rộng trong ống nghiệm đối với chủng vi khuẩn Gr (+) 

và Gr (-) [46, 49]. Hợp chất 71 thể hiện hoạt tính kháng khuẩn mạnh đối với chủng 

Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis và Streptococcus 

faecalis. Ngược lại, hợp chất 3-methyl-2H-azirine-2-carboxylic acid thể hiện hoạt 

tính kháng khuẩn yếu đối với chủng S. aureus và S. faecalis. 

Các hợp chất kháng sinh thuộc khung macrotetrolide gồm tetranactin 73, 

dinactin 74 và trinactin 75 được phân lập từ chủng xạ khuẩn S. aureus [50]. Hợp 

chất 73 có hoạt tính ức chế sự phát triển của vi khuẩn Gr (+) và nấm 

phytopathogenic. Tuy nhiên, vùng ức chế tăng trưởng rất nhỏ (<12mm) trong 

phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch với liều lượng là 200µg/đĩa. Vùng ức chế 

tăng trưởng nhỏ bởi hợp chất tetranactin không tan trong nước. Độc tính của hợp 

chất 73 đối với chuột chậm với giá trị LD50 > 300 mg/kg (đối với đường tiêm) và > 

15000 mg/kg (đối với đường uống) [48]. 

Ngoài ra, hợp chất 73 còn có tác dụng ức chế sự tăng sinh của tế bào lympho 

ở người và tạo ra các tế bào độc tố [51]. Hợp chất này cũng có khả năng làm tăng 

nồng độ Na+ nội bào trong tế bào lympho và ức chế sự hấp thu Ca2+ [52]. Do đó, tác 
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dụng ức chế hệ miễn dịch của hợp chất 73 có liên quan đến thuộc tính ionophore 

của nó [51]. 

 

Hình 1.21. Công thức cấu tạo của 76 - 80 

Năm 2014, nhóm kháng sinh manumycin được phân lập từ chủng xạ khuẩn 

S. aureus SOK1/5-04 bao gồm colabomycin E-G 76 – 78 và hợp chất 

dinorlabomycin A 79, dinorlabomycin E 80 được phân lập từ chủng đột biến S. 

aureus SOK1/5-04 colC3C4C5 [53]. Hợp chất 76 có hoạt tính ức chế giải phóng IL-

1β trong tế bào đại thực bào THP-1 ở nồng độ từ 0,25 µM đến ngưỡng ức chế ở 

nồng độ 0,5 µM do đó cho thấy hợp chất 76 là một chất kháng viêm tiềm năng [53]. 

Năm 2022, chủng xạ khuẩn S. aureus SPRI-371 được phân lập từ môi trường 

đất ở tỉnh Giang Tô, Trung Quốc [54]. Các dẫn xuất adenosine là aureonuclemycin 

A 81, aureonuclemycin B 82 được phân lập từ chủng xạ khuẩn này. Kết quả thử 

hoạt tính kháng khuẩn in vivo cho thấy hợp chất aureonuclemycin A có hoạt tính trị 

liệu cao đối với bệnh cháy lá do vi khuẩn hại lúa, bệnh thối nõn ở cam, quýt và hiệu 

quả tốt hơn khi sử dụng kết hợp giữa hợp chất 81 và 82. Các thí nghiệm cho thấy 

rằng, việc sử dụng kết hợp giữa hợp chất 81 150 gai/ha với hợp chất 82 75 gai/ha 

đạt hiệu quả điều trị trên 85% đối với bệnh cháy lá, bệnh rầy nâu, bệnh lùn sọc lá 

gây ra do vi khuẩn hại lúa. Hiệu quả điều trị của việc sử dụng kết hợp giữa hợp chất 

81 và 82 còn cao hơn thuốc trừ sâu thương mại với liều lượng thấp hơn. Ngoài ra, 

hợp chất aureonuclemycin có tính ổn định tốt, an toàn, độc tính thấp (độc tính cấp ở 

chuột với giá trị LD50 > 5000 mg/kg thể trọng). Do đó, việc kết hợp giữa hợp chất 
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81 và 82 là sự thay thế lý tưởng cho thuốc trừ sâu thương mại vì chi phí sản xuất 

công nghiệp thấp, liều lượng điều trị thấp và hiệu quả điều trị tốt [54]. 

 

Hình 1.22. Công thức cấu tạo của 81 - 82 

1.3.4. Chủng xạ khuẩn Streptomyces spiroverticillatus 

1.3.4.1. Đặc điểm hình thái của chủng xạ khuẩn Streptomyces spiroverticillatus 

Xạ khuẩn Streptomyces spiroverticillatus lần đầu được phân lập trong môi 

trường đất ở thành phố Higashinoshiro (tỉnh Akita) và ở ga Kuchian (Hokkaido), 

Nhật Bản vào tháng 7 năm 1955 [55]. Xạ khuẩn Streptomyces spiroverticillatus có 

dạng hình sợi, khuẩn ty khí sinh dài, màu trắng, rộng 0,8µ và khuẩn ty cơ chất 

không phân nhánh, chiều dài 0,6µ. Bào tử có dạng hình cầu, chiều dài 0,8µ, chuỗi 

bào tử dài, xoắn ốc, đường kính xoắn ốc khoảng 5-8µ, đôi khi gợn sóng. 

 

Hình 1.23. Khuẩn lạc của xạ khuẩn Streptomyces spiroverticillatus [55] 

Bảng 1.7. Sự thay đổi của Streptomyces spiroverticillatus ở các điều kiện môi 

trường khác nhau [55] 

Môi trường 
Khả năng phát 

triển 

Màu sắc khuẩn 

ty khí sinh 

Màu sắc khuẩn 

ty cơ chất 
Sắc tố hoà tan 

Peptone khoai tây, 

glycerine, agar 
Tốt, đặc Màu trắng 

Thay đổi từ màu 

vàng cam đến 

màu vàng da bò 

Thường không 

có, đôi khi màu 

nâu nhạt 

Nước canh, agar Trung bình - 

Thay đổi từ màu 

vàng đậm đến 

màu vàng nhạt 

- 

Nutrient agar Rất tốt, đặc - Thay đổi từ màu Có thể là màu 
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vàng đến màu 

vàng da bò 

nâu nhạt 

Peptone glucose, 

agar (Waksman's B) 
Rất tốt 

Màu trắng hoặc 

trắng nâu 

Thay đổi từ màu 

cam vàng đậm 

đến màu hổ 

phách 

Thay đổi từ màu 

cam vàng đậm 

tới màu nâu nhạt 

Glucose broth Trung bình Màu trắng 

Thay đổi từ màu 

vàng đậm đến 

không màu 

- 

Tinh bột, agar 

(Waksman's A) 
Tốt 

Màu trắng hoặc 

màu trắng nâu 

hoặc màu trắng 

hồng 

Thay đổi từ màu 

cam nhạt đến 

màu nâu nhạt, 

màu vàng 

- 

Glucose asparagine 

agar (Krainsky's) 
Rất tốt 

Màu trắng hoặc 

màu trắng nâu 

Màu cam vàng 

nhạt 
- 

Ca-malate agar 

(Glycerine 

ammonium agar) 

Rất tốt, đặc Màu trắng 

Thay đổi từ màu 

cam vàng nhạt 

đến màu cam 

vàng đậm, màu 

nâu nhạt 

- 

Sucrose ammonium, 

agar (Czapek's 

modified) 

Kém Màu trắng 

Thay đổi từ 

không màu đến 

màu cam vàng 

nhạt 

- 

Agar tổng hợp 

(Czapek's) 
Nghèo Màu trắng 

Thay đổi từ 

không màu đến 

màu nâu nhạt, 

màu cam vàng 

đậm 

- 

Agar thường Kém 
Màu trắng hoặc 

màu trắng nâu 

Thay đổi từ 

không màu đến 

màu nâu nhạt 

- 

Khoai tây Rất tốt, đặc 
Màu trắng hoặc 

màu trắng nâu 

Thay đổi từ màu 

nâu nhạt đến 

màu nâu, màu 

nâu vàng nhạt 

Màu nâu 

Cà rốt Tốt Màu trắng 

Thay đổi từ màu 

cam vàng nhạt 

đến màu nâu 

nhạt, màu nâu 

Màu nâu nhạt 

Trứng Nghèo Màu trắng 

Thay đổi từ 

không màu đến 

màu nâu nhạt 

- 
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Sữa không kem Tốt Màu xám nâu 

Thay đổi từ màu 

vàng đến màu 

cam càng đậm 

Màu cam vàng 

nhạt 

Gelatin  Kém - - - 

Agar tyrosine  Tốt 
Màu trắng hoặc 

màu trắng nâu 

Màu nâu nhạt, 

đôi khi không 

màu 

 

1.3.4.2. Các hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học được phân lập từ xạ khuẩn 

Streptomyces spiroverticillatus 

Vào năm 1987, từ xạ khuẩn Streptomyces spiroverticillatus có nguồn gốc từ 

môi trường đất ở Trung Quốc phân lập được hợp chất tautomycin 83 [56]. Hợp chất 

83 có hoạt tính kháng nấm đối với chủng Sclerotinia sclerotiorum và nó cũng gây ra 

sự thay đổi hình thái của tế bào bạch cầu K562 ở người. Hơn nữa, người ta thấy 

rằng hợp chất 83 còn có khả năng ức chế protein-serinelthreonine phosphatase (PP) 

type 1 và 2A với giá trị IC50 lần lượt tương ứng là 22, 32 nM, trong khi hợp chất 

này ức chế PP2B ở nồng độ cao ứng với giá trị IC50> 10 µM [57]. Ngoài ra, hợp 

chất 83 ức chế sự phát triển của tế bào ung thư tuyến giáp thể tuỷ thông qua ức chế 

enzyme glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) [58]. 

 

Hình 1.24. Công thức cấu tạo của hợp chất 83 - 84 

Hợp chất xanthostatin 84 được phân lập từ xạ khuẩn Streptomyces 

spiroverticillatus [59]. Hợp chất này có hoạt tính kháng khuẩn đối với 

Xanthomonas oryzae và Xanthomonas citri với giá trị MIC lần lượt tương ứng là 2 

và 4 μg/mL. 
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Hình 1.25. Con đường sinh tổng hợp của hợp chất 85 

Một hợp chất thuộc khung macrolactam là verticilactam 85 được phân lập từ 

chủng xạ khuẩn Streptomyces spiroverticillatus JC-8444 [60]. Hợp chất 85 là hợp 

chất với một đơn vị β-ketoamide đặc trưng trong vòng 16-polyketide macrolactam. 

Hợp chất 85 có hoạt tính kháng nấm đối với chủng Escherichia coli HO-141, 

Magnaporthe oryzae và hoạt tính gây độc tế bào đối với tế bào ung thư bạch cầu 

HL-60 ở người. Tuy nhiên, hợp chất này không có hoạt tính sinh học ở nồng độ lên 

đến 50 µg/mL. Ngoài ra, hợp chất 85 còn thể hiện hoạt tính kháng ký sinh trùng sốt 

rét Plasmodium falciparum 3D7 ứng với giá trị IC50 là 12 μM [61]. 

1.3.5. Chủng xạ khuẩn Streptomyces cyaneus 

1.3.5.1. Đặc điểm hình thái của chủng xạ khuẩn Streptomyces cyaneus 

 

Hình 1.26. Hình ảnh chụp bằng kính hiển vi điện tử quét của xạ khuẩn Streptomyces 

cyaneus trong môi trường tinh bột nitrate agar 

Xạ khuẩn Streptomyces cyaneus có hình sợi, chuỗi bào tử có hình xoắn ốc, 

bào tử có màu xám hoặc đỏ, bề mặt bào tử nhẵn. Khuẩn ty cơ chất có màu nâu vàng 

và sắc tố khuếch tán có màu hơi vàng nâu đến màu nâu [62]. Xạ khuẩn 

Streptomyces cyaneus có thể thủy phân pectin, tinh bột, lipid và cellulose, nhưng 

không thuỷ phân lecithin, protein và enzyme catalase. Xạ khuẩn Streptomyces 

cyaneus có thể sử dụng nguồn carbon như maltose, fructose, rhamnose, lactose, 

raffinose, mannitole và xylose. Xạ khuẩn Streptomyces cyaneus tăng trưởng vừa 
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phải trên arabinose, natri axetat, sucrose, glucose, L-asparagin, L-leucine, L-cystiene 

và glycine. Xạ khuẩn Streptomyces cyaneus phát triển tốt ở  nồng độ NaCl trên 

0,5% đến 5%, nhưng không tăng trưởng khi có mặt của 6% NaCl, chúng tăng 

trưởng tốt ở điều kiện nhiệt độ từ 20 đến 400C và giá trị pH từ 5 đến 9 [62]. 

Bảng 1.8. Đặc điểm hình thái của xạ khuẩn Streptomyces cyaneus trong môi 

trường dinh dưỡng khác nhau 

Môi trường 
Khả năng phát 

triển 

Màu sắc khuẩn 

ty khí sinh 

Màu sắc khuẩn 

ty cơ chất 

Sắc tố khuếch 

tán 

ISP1 - - - - 

ISP2 - - - - 

ISP3 Tốt Màu đỏ 
Màu nâu vàng 

nhạt 
Màu nâu vàng 

ISP4 Tốt Màu xám Màu nâu nhạt Màu vàng nhạt 

ISP5 Trung bình Màu đỏ 
Màu nâu vàng 

nhạt 
Màu đỏ cam đậm 

ISP6 Trung bình Màu xám nhạt Màu nâu vàng Màu nâu đậm 

ISP7 Tốt Màu xám nhạt Màu vàng nhạt Màu nâu đậm 

Tinh bột nitrate 

agar 
Tốt Màu xám nhạt 

Màu nâu vàng 

nhạt 
Màu nâu vàng 

1.3.5.2. Các hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học được phân lập từ xạ khuẩn 

Streptomyces cyaneus 

Hợp chất anthracycline gồm ditrisarubicin A 86, ditrisarubicin B 87 và 

ditrisarubicin C 88 được phân lập từ môi trường nuôi cấy của chủng xạ khuẩn 

Streptomyces cyaneus MG344-hF49 [63]. Các hợp chất này đều có hoạt tính ức chế 

sự phát triển đối với vi khuẩn Gr (+). Ngoài ra, các hợp chất anthracycline còn có 

hoạt tính gây độc tế bào đối với tế bào bạch cầu L-1210 và ức chế tổng hợp RNA 

với giá trị LD50 trong khoảng 5-10 mg/kg qua đường tiêm [63]. 

Xạ khuẩn Streptomyces cyaneus A447 được phân lập từ mẫu đất ở đảo 

Hachijyo, Tokyo, Nhật Bản. Từ dịch chiết acetone của chủng xạ khuẩn 

Streptomyces cyaneus A447 phân lập được các hợp chất anthracycline gồm A447 

A-D (89 - 94) [64]. Hợp chất 89 và 90 được xác định là cosmonycin C và 

cosmonycin D [65, 66]. Hợp chất 91 và 92 thể hiện hoạt tính ức chế tế bào bạch cầu 

P388 ở chó với giá trị IC50 tương ứng là 2,9 và 1,4 ng/mL [64]. Hợp chất 89 thể 

hiện hoạt tính ức chế hoạt động của STAT3 (bộ chuyển đổi và hoạt hoá yếu tố phiên 

mã 3) thông qua sự ức chế biểu hiện của các protein trong STAT3 bao gồm cyclin 

D1, Bcl-xL, Survivin, Mcl-1 và VEGF trong tế bào MDA-MB-468. Nghiên cứu chỉ 

ra rằng hợp chất 89 gây ra sự tích tụ trong giai đoạn G0 – G1 của chu kỳ tế bào và 

gây ra quá trình chết tế bào thông qua phân cắt PARP và hoạt hóa caspase-3. Do đó, 
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hợp chất 89 được coi là một ứng cử viên tiềm năng cho việc biến đổi con đường 

STAT3 [67]. 

 

Hình 1.27. Công thức cấu tạo của các hợp chất anthracycline 86 - 94 

Hợp chất adipostatin A-B 95 - 96 được phân lập từ môi trường nuôi cấy 

chủng xạ khuẩn Streptomyces cyaneus 2299-SV1 [68]. Hợp chất adipostatin này có 

hoạt tính ức chế enzyme glycerol-3-phosphate dehydrogenase với giá trị  IC50 lần 

lượt là 4,1 và 4,5 µM. Các hợp chất này có khả năng ngăn chặn sự tích luỹ chất béo 

trong tế bào 3T3-L1. 

Từ môi trường nuôi cấy của chủng xạ khuẩn Streptomyces cyaneus 1763 

phân lập được hai hợp chất là AH-1763 Ia 97 và AH-1763 IIa 98 [62]. Hợp chất 97 

được cho là tetracenomycin (l,4,4a,5,12,12a-hexahydro - 4, 4a, ll, 12a-tetrahydroxy-

3,8-dimethoxy-9-methoxycarbonyl-10-methyl-1,5,12-trioxonaphthacene) [69]. Hợp 

chất 98 thể hiện hoạt tính ức chế tăng sinh đối với virus trong tế bào Vero với giá trị 

EC50 là 2,1 µg/mL trong khi giá trị IC50 là 15,2 µg/mL ức chế sự phát triển của tế 

bào. Ngoài ra, hợp chất 98 còn có hoạt tính kháng khuẩn đối với vi khuẩn Gr (+). 
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Hình 1.28. Công thức cấu tạo của 95 - 98 

1.3.6. Chủng xạ khuẩn Actinoplanes missouriensis 

1.3.6.1. Đặc điểm hình thái của chủng xạ khuẩn Actinoplanes missouriensis 

Xạ khuẩn Actinoplanes missouriensis lần đầu được phân lập từ môi trường 

đất ở Hamilton, Missouri, Hoa Kỳ và được Couch mô tả đầu tiên [70]. Màu sắc của 

khuẩn ty cơ chất là màu cá hồi trên môi trường thạch Czapek, không hình thành 

khuẩn ty khí sinh. Trong môi trường thạch Czapek, xạ khuẩn Actinoplanes 

missouriensis tạo ra sắc tố hoà tan màu hoa oải hương nhạt [70]. Các bào tử có hình 

cầu (1-1,2 µM) sắp xếp thành các cuộn không đều trong nang bào tử. Các cuống 

sinh bào tử có dạng hình cầu với đường kính 6 đến 14 µM (hình 1.29) [70]. Xạ 

khuẩn Actinoplanes missouriensis phát triển tốt ở điều kiện nhiệt độ 280C. 

 

Hình 1.29. Ảnh chụp bằng kính hiển vi điện tử quét của xạ khuẩn Actinoplanes 

missouriensis, 10µm [70] 

1.3.6.2. Các hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học được phân lập từ xạ khuẩn 

Actinoplanes missouriensis 

Hợp chất actaplanin (A4696) 99 được phân lập từ chủng xạ khuẩn 

Actinoplanes missouriensis ATCC 23342 [71, 72]. Cấu trúc của hợp chất 99 gồm 

phức hợp giữa glycopeptide với amino acid thơm và đường glucose, mannose, 

rhamnose. Các đơn vị hợp phần của hợp chất actaplanin thể hiện hoạt tính kháng 

khuẩn đối với vi khuẩn Bacillus subtilis. 
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Hình 1.30. Công thức cấu tạo của hợp chất 99 

1.4. Tổng quan về protein ClpC1 

Protein Clp đóng vai trò quan trọng trong quá trình gây bệnh và sống sót của 

nhiều loài vi khuẩn gây bệnh nói chung và vi khuẩn lao nói riêng [73]. Protein Clp 

của vi khuẩn lao M. tuberculosis chứa hai thành phần có hoạt tính protease (ClpP1 

và ClpP2) và hai thành phần có hoạt tính ATPase (ClpC1 và ClpX). Một điều khác 

biệt ở vi khuẩn lao M. tuberculosis so với các vi khuẩn khác, ClpC1 có trình tự bảo 

toàn cao và khi ClpC1 kết hợp với phức hợp ClpP để đảm nhiệm vai trò chaperon 

(protein bảo vệ) trong tế bào [74]. ClpC1 là một protein có 848 amino acid. Các 

monomer protein của ClpC1 có 5 cấu trúc xoắn riêng biệt bao gồm: cấu trúc xoắn 

N-terminal (từ đoạn 3-153), cấu trúc xoắn lớn D1 (từ đoạn 154-350), cấu trúc xoắn 

nhỏ D1 (từ đoạn 351-464), cấu trúc xoắn lớn D2 (từ 465-722) và xoắn nhỏ D2 (từ 

723-848) [75].  

 

Hình 1.31. Chuỗi amino acid của protein ClpC1 trong vi khuẩn lao M. tuberculosis  

ClpC1 sẽ tiếp nhận ra các protein lỗi như một cơ chất (cơ chất), bẻ lại cấu 

trúc gập của protein và chuyển chúng vào trong khoang protease được tạo bởi hệ 

phức hợp ClpP1/P2 dưới tác động của các ATPase. Cuối cùng, hệ phức hợp 

heptameric sẽ thủy phân các protein lỗi thành các chuỗi peptit ngắn (10-15 amino 
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acid) và tiếp tục bị thủy phân bởi các peptidase của tế bào [76]. Vì vậy, sự thủy 

phân protein trong tế bào sẽ giảm hoặc dừng hoàn toàn nếu protein ClpC1 mất hoạt 

tính [77, 78]. Do đó, protein ClpC1 đã trở thành mục tiêu quan trọng trong quá trình 

tìm kiếm và sàng lọc các tác nhân chống lại vi khuẩn lao một cách an toàn và hiệu 

quả. 

 

Hình 1.32. Cơ chế hoạt động của protease điều hòa ClpC1 trong vi khuẩn lao M. 

tuberculosis [76] 

Do đặc điểm của M. tuberculosis là sinh trưởng và phát triển chậm, cũng như 

dễ lây truyền nên trong nhiều nghiên cứu, các nhà khoa học lựa chọn nghiên cứu 

protein ClpC1 từ vi khuẩn lao thông qua biểu hiện protein tái tổ hợp ClpC1. Vi 

khuẩn Escherichia coli được sử dụng để tái tổ hợp protein ClpC1 trong các phòng 

thí nghiệm có độ an toàn sinh học không cao [79]. Nghiên cứu của nhiều nhà khoa 

học cho thấy, nhiệt độ được sử dụng để tái tổ hợp protein ClpC1 thường là 30oC 

[80] hoặc 37oC [75, 81]. Điều này chứng minh khoảng nhiệt độ từ 30oC đến 37oC là 

khoảng nhiệt độ tối ưu để tái tổ hợp protein ClpC1. 

 Hầu hết các loại kháng sinh phổ biến hiện nay đều được phát hiện nhờ khả 

năng can thiệp vào quá trình tổng hợp các đại phân tử như DNA, RNA, lipid, 

protein và peptidoglycan của vi khuẩn khi chúng đang nhân bản trong môi trường 

tăng trưởng tổng hợp ở phòng thí nghiệm. Các mục tiêu khác của kháng sinh được 

phát hiện bằng phương pháp này bao gồm quá trình cân bằng nội môi, truyền tín 

hiệu, sản xuất yếu tố gây độc … Trong đó, mạng lưới cân bằng protein (bao gồm 

các chaperone tham gia vào quá trình gấp và duy trì cấu trúc protein, các protease 

tham gia vào quá trình phân hủy protein) đặc biệt thu hút các nhà khoa học do ảnh 

hưởng của nó tới nồng độ của hàng trăm protein khác. Trong trường hợp mạng lưới 

cân bằng protein không thể hoạt động một cách bình thường, sự tấn công của hệ 

thống miễn dịch vật chủ có thể làm hỏng hệ thống protein của M. tuberculosis một 

cách dễ dàng và cuối cùng là tiêu diệt vi khuẩn. Vì vậy, đối với vi khuẩn M. 

tuberculosis, hai thành phần chính của phức hợp protease thuộc họ protease Clp 
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được đặc biệt chú trọng là ClpC1 và phức hợp ClpP1P2 [28]. 

Các peptide mạch vòng tiêu diệt các chủng M. tuberculosis kháng thuốc bằng 

cách liên kết với vùng tận cùng N của ClpC, hoạt hóa quá trình thủy phân ATP và 

tách sự thủy phân này khỏi sự phân hủy của phức hợp ClpCP [82]. Các hợp chất 

peptide mạch vòng được phân lập từ xạ khuẩn như cyclomarin A, lassomycin và 

ecumicin,… cho thấy hoạt tính kháng lao mạnh đối với M. tuberculosis trong thử 

nghiệm in vitro [83-85]. Các peptide vòng này có các đặc tính như độc tính thấp, ái 

lực liên kết và tính chọn lọc cao. Kết quả nghiên cứu cho thấy các peptide mạch 

vòng trên nhắm đích vào protease ClpC1 theo các cơ chế khác nhau [83-85]. 

Ecumicin là một kháng sinh tự nhiên tiềm năng trong việc tiêu diệt các chủng M. 

tuberculosis một cách hiệu quả. Trong các thí nghiệm in vitro, ecumicin làm tăng 

hoạt tính ATPase của ClpC1 lên vài lần trong khi hoạt động phân hủy protein bị suy 

giảm. Lassomycin, một peptide mạch vòng được tổng hợp bằng con đường 

ribosome ở xạ khuẩn, cũng là một kháng sinh tự nhiên khác có khả năng tiêu diệt 

M. tuberculosis một cách hiệu quả. Mặc dù có cấu trúc khác với ecumicin, 

lassomycin cũng kích thích hoạt động thủy phân ATP của ClpC1 [86]. Cyclomarin 

A liên kết với đuôi N của protease ClpC1 của M. tuberculosis và ảnh hưởng đến 

hoạt động của nó một cách không xác định. Tương tự như lassomycin và ecumicin, 

sự liên kết của cyclomarin A với ClpC1 làm tăng cường hoạt động thủy phân ATP 

của nó. Điều này làm tăng cường độ phân hủy cơ chất, cũng như làm giảm tính 

chọn lọc của phức hợp protease, gây ra sự phân hủy protein không kiểm soát dẫn 

đến sự chết tế bào [86].  

Phương pháp sàng lọc các hoạt chất kháng lao sử dụng đích không tế bào 

ClpC1 là một phương pháp mới và hiện đại đang được một số nhóm nghiên cứu có 

uy tín trên thế giới sử dụng để sàng lọc các hoạt chất kháng lao từ xạ khuẩn. 

Phương pháp này không độc hại và không nguy hiểm vì không sử dụng trực tiếp vi 

khuẩn lao trong quá trình sàng lọc. Phương pháp này cho phép tiến hành sàng lọc 

hàng loạt các hoạt chất phân lập được xạ khuẩn cũng như từ các nguồn vi sinh vật 

hoặc nguồn thiên nhiên khác. Trong quá trình xây dựng mô hình sàng lọc, cơ chế 

tác động của các chất có hoạt tính lên đích ClpC1 của vi khuẩn lao cũng sẽ được 

làm rõ, giúp tiết kiệm chi phí và thời gian hơn các phép thử thông thường. 

Như vậy, có thể thấy đa phần các hợp chất thứ cấp có hoạt tính kháng lao 

được phân lập từ xạ khuẩn. Xạ khuẩn chính là nguồn cung cấp các hợp chất kháng 

lao dồi dào, phong phú nhất, đã và đang trở thành đối tượng nghiên cứu tiềm năng 

để các nhà khoa học tìm kiếm, phát hiện các thuốc kháng lao mới phục vụ cho y 

dược học. Đất nước Việt Nam trải dài trên 3600 km với địa hình khí hậu, thổ 
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nhưỡng đa dạng, phong phú từ vùng núi cao, vùng đầm lầy, ngập mặn, vùng ven 

biển chính là nguồn cung cấp các chủng xạ khuẩn có khả năng sản sinh ra các hợp 

chất kháng lao có hoạt tính cao. Tuy nhiên, các nghiên cứu về các hợp chất kháng 

lao từ xạ khuẩn ở Việt Nam hiện nay còn rất ít được nghiên cứu. Vì vậy, đề tài luận 

án Tiến sĩ “Nghiên cứu chiết tách, xác định cấu trúc hóa học và đánh giá tác động 

tới protein tái tổ hợp ClpC1 của các hợp chất từ một số loài xạ khuẩn Việt Nam ” là 

cần thiết, có ý nghĩa khoa học, góp phần tìm kiếm các hợp chất kháng lao từ xạ 

khuẩn ở Việt Nam và định hướng cho các nghiên cứu tiếp theo trong y dược học. 
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG, PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU VÀ THỰC 

NGHIỆM 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

2.1.1. Xạ khuẩn thuộc chi Streptomyces  

Từ 26 mẫu đất và trầm tích được thu thập ở các địa điểm khác nhau tại rừng 

ngập mặn xã Phù Long - Hải Phòng, vườn quốc gia Cát Bà - Hải Phòng, suối Yến - 

chùa Hương - Hà Nội, hồ Quan Sơn – Hà Nội, vườn quốc gia Cúc Phương - Ninh 

Bình và rừng ngập mặn Quỳnh Lương - Nghệ An, chúng tôi tiến hành nghiên cứu 4 

chủng xạ khuẩn có hoạt tính kháng M. smegmatis mạnh nhất được phân lập từ các 

địa điểm khác nhau. 

Bảng 2.1. Các chủng xạ khuẩn được phân lập từ các địa điểm thu thập khác nhau 

STT Kí hiệu  
Nguồn 

gốc 
Địa điểm thu thập Toạ độ 

1 

Streptomyces 

spiroverticillatus 

VH19-A067 

Mẫu đất 

Ngã ba sông Đáy và sông 

Vạc, xã Thường Kiếm, 

huyện Kim Sơn, tỉnh 

Ninh Bình 

N2003’0,8’’E10606’52,8’’ 

2 

Streptomyces 

wuyuanensis 

VH19-A079 

Mẫu đất 

Rừng ngập mặn Quỳnh 

Lương, xã Quỳnh Lương, 

huyện Quỳnh Lưu, Nghệ 

An 

N1908’42,1’’E105041’43,1’’ 

3 

Streptomyces 

alboniger  

VH19-A105B 

Mẫu đất 

Đường lên đỉnh núi Mây 

Bạc, vườn quốc gia Cúc 

Phương, huyện Nho 

Quan, tỉnh Ninh Bình 

N20021’0,8’’E105036’15,7’’ 

4 

Streptomyces 

alboniger  

VH19-A121 

Mẫu đất 

Đỉnh núi Mây Bạc, vườn 

quốc gia Cúc Phương, 

huyện Nho Quan, tỉnh 

Ninh Bình (648 m so với 

mực nước biển 

N21021’21,9’’E105036’36,2’’ 

3 chủng xạ khuẩn Streptomyces cyaneus VTCC43860, Streptomyces sp 

VTCC43168, Streptomyces aureus VTCC43181 được nuôi cấy và được cung cấp 

bởi Trung tâm nguồn gen Vi sinh vật quốc gia - Viện Vi sinh vật và Công nghệ 

Sinh học, trường Đại học Quốc Gia Hà Nội. 

2.1.2. Xạ khuẩn hiếm thuộc chi Actinoplanes 

Chủng xạ khuẩn hiếm A. missouriensis VTCC40900 được nuôi cấy và được 

cung cấp bởi Trung tâm nguồn gen Vi sinh vật quốc gia - Viện Vi sinh vật và Công 

nghệ Sinh học, trường Đại học Quốc Gia Hà Nội. 
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2.2. Hoá chất, thiết bị nghiên cứu 

2.2.1. Hoá chất 

Sử dụng các dung môi có độ phân cực khác nhau như: n-hexan 99% (Trung 

Quốc), dichloromethane (Trung Quốc), ethylacetat 99,5% (Trung Quốc), acetone 

99% (Trung Quốc), methanol 96% (Việt Nam), ethanol 96% (Việt Nam). Sắc ký 

lớp mỏng (TLC) được thực hiện trên bản mỏng silica gel Merck 60 F254. Sắc kí cột 

được tiến hành với silica gel cỡ hạt 40-63 μm, dianion HP-20, RP-18 và sephadex 

LH-20 (Aldrich). TLC được hiện màu bằng thuốc thử vanillin/H2SO4, hơ nóng ở 

80-100oC và thuốc thử Dragendorff. 

2.2.2. Thiết bị 

 Phổ cộng hưởng từ hạt nhân NMR được ghi bằng máy Bruker Avance 500 

MHz (Đức) và máy Bruker Avance III 600 MHz (Đức) tại Viện Hóa học, Viện Hàn 

lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.  

 Phổ khối ESI-MS được đo trên máy Agilent LC-MSD-Trap SL tại Viện Hóa 

học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam và máy AMD 402 (Đức). 

 Phổ khối phân giải cao HR-ESI-MS được đo trên máy FT-ICR-MS Varian 

(USA), tại Viện Hóa học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.  

 Độ quay cực được đo trên thiết bị Jasco P-2000 Polarimeter serial 

A060161232, Viện Hóa sinh biển, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

 Máy cất quay chân không của hãng Buchi Thụy Sĩ, máy sấy, bể siêu âm, 

dụng cụ thủy tinh, đèn tử ngoại để soi bản mỏng (UV Bloblock) bước sóng λ = 254 

nm và 360 nm, các loại cột sắc ký với kích cỡ khác nhau. 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Phương pháp thu thập và phân lập chủng xạ khuẩn 

2.3.1.1. Phương pháp thu thập chủng xạ khuẩn 

Mẫu chủng xạ khuẩn được thu thập ở các vùng miền khác nhau, địa hình 

khác nhau (cửa biển, cửa sông, mẫu đất đá, sỏi.. trong rừng) với các độ sâu lấy mẫu 

khác nhau. Tọa độ tại mỗi điểm lấy mẫu được ghi nhận trên máy định vị GPS. Các 

thông tin khác như nhiệt độ, độ ẩm, độ mặn, độ sâu cũng được đo bằng các máy 

chuyên dụng. Các mẫu được đựng riêng lẻ trong ống falcon 50 mL khử trùng và bảo 

quản lạnh trong thời gian vận chuyển về phòng thí nghiệm. 

2.3.1.2. Phương pháp phân lập chủng xạ khuẩn 

 Mẫu được để khô tự nhiên trong 2-3 ngày và nghiền nhỏ. Lấy 1 gam mẫu 

và pha loãng tới nồng độ 10-3, 10-4 trong nước cất đã vô trùng, sau đó trải lên đĩa 

Petri chứa hai môi trường khác nhau là NaST21 (dung dịch A: 750 mLnước biển 

khử trùng, K2HPO4 1g, Bactogar 16g; dung dịch B: 250 mL nước biển khử trùng, 
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KNO3 1g, MgSO4 1g, CaCl2.2H2O 1g, FeCl3 0,2g, MgSO4.7H2O 0,1g) và HV 

(Humic acid 1g, CaCO3 0,02 g, FeSO4.7H2O 0,01g, KCl 1,7 g, MgSO4.7H2O 0,05g, 

Na2HPO4 0,5g, vitamin nhóm B 5mL, Agar 16g, nước cất 1L, pH 7). Cả hai môi 

trường được bổ sung acid nalidixic 20mg/L và cycloheximide 50 mg/L. Đĩa phân 

lập được ủ ở 28-30°C trong 14 đến 21 ngày. Khuẩn lạc được ria lên môi trường YS 

(Cao nấm men 2g, tinh bột 10g, nước cất 1L) và giữ lạnh sâu ở -80°C [87]. 

2.3.2. Phương pháp tạo cao chiết từ dịch nuôi cấy của các chủng xạ khuẩn 

Các chủng xạ khuẩn nuôi cấy trên môi trường thạch sau 5 – 7 ngày được cấy 

vào bình tam giác 1000 mL chứa 350 ml môi trường YS, lắc ở 160 vòng/phút, 28 - 

300C. Sau 72 giờ nuôi cấy, dịch xạ khuẩn không tạp nhiễm, có mật độ 25 – 30 × 106 

tế bào/mL được làm giống gốc cho hệ thống lên men 50 lít. Lượng giống ban đầu 

bơm vào với tỷ lệ 2,5 - 3% (v/v). Môi trường lên men phải đảm bảo đã được khử vô 

trùng và làm nguội trước khi tiếp giống. Sau khi tiếp giống, hệ thống lên men bắt 

đầu được vận hành, các thông số: tốc độ sục khí, tốc độ khuấy và nhiệt độ trong hệ 

thống lên men được đảm bảo theo đúng yêu cầu. Động học của quá trình thay đổi 

mật độ tế bào của các chủng xạ khuẩn trong hệ thống lên men 50 lít được theo dõi 

chặt chẽ trong suốt quá trình lên men. Sau quá trình lên men 144 giờ, dịch nuôi cấy 

xạ khuẩn được thu nhận (50L) được tiến hành ly tâm 10000 vòng/phút ở nhiệt độ 

phòng, thu được phần dịch nước và phần tế bào. Phần dịch nước được chiết với 

EtOAc, sau đó cô quay thu được cao chiết EtOAc [88]. Phần tế bào được ngâm 

chiết trong methanol/nước (cồn/nước) theo tỉ lệ 9:1 (3 x 4h x 1 L), sau đó tiến hành 

ly tâm 10000 vòng/phút ở nhiệt độ phòng để loại bỏ cặn. Dịch chiết thu được được 

tiến hành cất loại dung môi thu được cao chiết methanol (cao chiết cồn). Các hợp 

chất thứ cấp sản sinh từ chủng xạ khuẩn khác nhau sẽ có mức độ hòa tan trong 

các dung môi khác nhau. Việc lựa chọn dung môi chiết xuất dựa vào tham khảo 

tài liệu và khảo sát lượng nhỏ các dịch chiết tổng để thu được hiệu suất chiết cao 

nhất. Tùy theo từng chủng xạ khuẩn mà lựa chọn dung môi phù hợp để chiết các 

hợp chất đạt hiệu suất cao nhất. 

2.3.3. Phương pháp phân lập các hợp chất thứ cấp từ cao chiết 

Tách và tinh chế các chất sạch từ các cao chiết bằng phương pháp sắc kí cột 

kết hợp với sắc kí lớp mỏng, sắc kí lớp mỏng điều chế với các hệ dung môi thích 

hợp. Sắc kí cột gồm sắc kí cột thường và sắc kí cột nhanh (flash chromatography) 

sử dụng silica gel (Merck). Đối với các chất phân cực mạnh sử dụng sắc ký rây 

phân tử Sephadex LH–20, sắc ký cột pha đảo RP–18 hoặc nhựa trao đổi ion 

Dianion. Trong hầu hết các trường hợp cần chạy cột lặp lại nhiều lần hoặc dùng 

phương pháp kết tinh phân đoạn, kết tinh lại để tinh chế chất. Kiểm tra độ tinh khiết 
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của các chất cũng như theo dõi quá trình tách chất trên cột bằng sắc kí lớp mỏng 

(TLC) với hệ dung môi thích hợp. Cụ thể:  

- Phương pháp tách và tinh chế các chất kém phân cực: sử dụng các hệ dung 

môi (n-hexan/EtOAc, n-hexan/DC…) làm dung môi rửa giải cho các hệ sắc ký cột 

silica gel, lựa chọn các dung môi phù hợp, lặp lại sắc ký cột nhiều lần. 

- Phương pháp tách và tinh chế các chất có độ phân cực trung bình: sử dụng 

các hệ dung môi (DC/MeOH, EtOAc/DC, DC/acetone,…) làm dung môi rửa giải 

cho các hệ sắc ký cột silica gel, pha đảo Rp, Sephadex…, lặp lại sắc ký cột nhiều 

lần. 

- Phương pháp tách và tinh chế các chất có độ phân cực mạnh: sử dụng các 

dung môi có độ phân cực mạnh (MeOH/H2O, acetone/H2O, 100% MeOH,…) làm 

dung môi rửa giải cho các hệ sắc ký cột dianion, Rp, Sephadex.  

2.3.4. Phương pháp xác định cấu trúc các hợp chất thứ cấp phân lập được 

Cấu trúc hóa học của các hợp chất phân lập từ dịch nuôi cấy chủng vi sinh 

vật được xác định bằng cách sử dụng kết hợp các phương pháp phổ hiện đại như 

phổ khối phân giải thường và phân giải cao (ESI-MS, HR-ESI-MS), phổ cộng 

hưởng từ hạt nhân một chiều (1H- NMR, 13C- NMR, DEPT) và hai chiều (COSY, 

HSQC, HMBC, NOESY, ROESY).  

2.3.5. Phương pháp đánh giá hoạt tính sinh học 

2.3.5.1. Phương pháp đánh giá hoạt tính kháng vi khuẩn tương đồng vi khuẩn lao 

Mycobacterium smegmatis   

Mycobacterium smegmatis là một loại vi khuẩn thuộc ngành Actinobacteria 

và chi Mycobacterium và lần đầu tiên được phân lập vào năm 1884 bởi Lustgarten 

[89]. Mycobacterium smegmatis  có hơn 2000 gen tương đồng với M. tuberculosis 

và có cùng cấu trúc tế bào đặc biệt của M. tuberculosis và các loài vi khuẩn khác. 

Hơn nữa, Mycobacterium smegmatis là "chủng phát triển nhanh" và không gây 

bệnh. Mặt khác, việc nghiên cứu vi khuẩn lao M. tuberculosis cần điều kiện về thời 

gian và cơ sở hạ tầng phức tạp do đó, các nhà nghiên cứu sử dụng Mycobacterium 

smegmatis làm mô hình cho việc nghiên cứu các loài Mycobacteria [90].  

Các chủng xạ khuẩn được nuôi trên môi trường thạch YS trong 7 ngày ở 

30°C, chủng vi khuẩn Mycobacterium smegmatis KCTC 9108 được nuôi trên môi 

trường 219 lỏng (g/L: pepton – 10, cao nấm men – 5, cao malt – 5, casamino acid – 

5, cao thịt bò – 2, glycerol – 2, tween 80 – 50 mg, MgSO4.7H2O – 1) ở 30°C trong 

24 giờ. Dịch nuôi vi khuẩn được bổ sung vào môi trường 219 thạch đã khử trùng 

với tỷ lệ 1% và đổ ra đĩa petri. Các thỏi thạch chứa xạ khuẩn có kích thước 5 mm 

được đặt lên đĩa. Với các mẫu thử hoạt tính là dịch tách chiết thì tiến hành tạo các lỗ 
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trên đĩa thạch kiểm định bằng ống nhựa và nhỏ 50µl mẫu vào các lỗ. Ủ đĩa ở 30°C 

trong 24 giờ. Hoạt tính kháng khuẩn được xác định bằng đường kính vòng vô khuẩn 

trên đĩa thạch [91, 92]. 

2.3.5.2. Phương pháp đánh giá tác dụng ức chế protein ClpC1 của vi khuẩn lao 

- Biểu hiện và tinh sạch protein tái tổ hợp ClpC1 

Plasmid pET28b là một vector phổ biến thường được sử dụng trong tổng hợp 

protein tái tổ hợp [93]. Cấu trúc của plasmid này được thiết kế để tối ưu hóa việc 

biểu hiện protein ở hệ thống vi khuẩn Escherichia coli [93].  

 

Hình 2.1. Cấu trúc của plasmid pET28b 

Plasmid pET28b chứa nhiều yếu tố quan trọng [93, 94]: 

+ Nhiệt độ cản: Plasmid này chứa một nhiệt độ cản, thường là một gen như 

cI857, cho phép kiểm soát sự biểu hiện của gen được chèn vào plasmid. Nhiệt đội 

cản này cho phép người dùng điều chỉnh mức độ biểu hiện của protein trong vi 

khuẩn, thông qua sự điều chỉnh nhiệt độ môi trường. 

+ Các điểm neo antibiotic: Plasmid pET28b thường chứa các điểm neo 

antibiotic, như điểm kháng kháng sinh kanamycin hoặc tetracycline, để chọn lọc vi 

khuẩn chứa plasmid sau khi tiến hành biến đổi. 

+ Vùng đính kèm: Plasmid này cũng chứa vùng đính kèm (multiple cloning 

site - MCS) để thuận tiện cho việc chèn gen của protein cần biểu hiện vào plasmid. 

Vùng này thường có nhiều điểm cắt cho phép lựa chọn enzyme phù hợp để chèn 

DNA. 
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+ Promoter mạnh: Plasmid pET28b thường sử dụng một promoter mạnh như 

T7 promoter để kích hoạt việc biểu hiện gen được chèn vào plasmid. Promoter này 

được điều chỉnh bởi hệ thống kiểm soát như nhiệt đội cản, giúp kiểm soát mức độ 

biểu hiện của protein. 

Với cấu trúc linh hoạt và các yếu tố quan trọng như vậy, plasmid pET28b là 

công cụ hữu ích trong tổng hợp protein tái tổ hợp, cho phép nghiên cứu viên và các 

nhà khoa học điều chỉnh và kiểm soát quá trình biểu hiện protein một cách chính 

xác và hiệu quả [93]. 

Plasmid pET28b có chứa trình tự protein ClpC1 được biến nạp vào tế bào 

Escherichia coli BL21 (DE3) khả biến theo phương pháp của Sambrook et al., 2001 

[95]. Dịch tăng sinh từ khuẩn lạc đơn của chủng này được bổ sung theo tỷ lệ 1/100 

(thể tích:thể tích) vào môi trường LB (Tryptone 10g, cao nấm men 5g, NaCl 10g, 

pH=7) dịch thể có kanamycin (nồng độ cuối 50 µL/mL) và được cảm ứng bằng 1 

mM IPTG (isopropyl01-thio-β-D galactopyranosidee-Sigma) khi OD600 nm của dịch 

nuôi cấy đạt giá trị 0,3 – 0,4 ở các nhiệt độ khảo sát. Cắn tế bào thu sau ly tâm được 

hòa tan trong dung dịch đệm phản ứng (5mM Imidazole, 0,5M NaCl, 20mM Tris-

HCl pH 7,9) và dịch thu sau khi siêu âm (B. Braun Braun-sonic 2000U) được sử 

dụng làm mẫu để: i) kiểm tra mức độ biểu hiện của protein ClpC1; ii) lọc qua màng 

0,45 µm lấy 10 mL làm mẫu tinh sạch qua cột sắc ký ái lực (cột His Trap HP 5mL, 

GE Healthcare Life Sciences). Protein ClpC1 được rửa giải khỏi cột bằng dung dịch 

đệm rửa giải (1 M Imidazole, 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,9).  

- Điện di protein SDS – PAGE 

Điện di SDS – PAGE 12% với marker SM 0431 (Fermentas) theo phương 

pháp của LaemLi (1970) được sử dụng để đánh giá mức độ biểu hiện và tinh sạch 

của protein ClpC1 tái tổ hợp [96]. Sau điện di bản gel được nhuộm bằng Coomassie 

Brilliant Blue và tẩy qua đêm. Hình ảnh các băng trên bản gel được quan sát bằng 

máy ImageQuant LAS 500. 

- Đánh giá hoạt độ ATPase và khảo sát ảnh hưởng của một số chất đến hoạt 

độ ATPase của ClpC1 

Hoạt độ thuỷ phân ATP-ase của ClpC1 được xác định bằng cách đo mức độ 

phospho được giải phóng bởi ClpC1 (bằng cách sử dụng đường chuẩn được xây 

dựng trên nồng độ phosphate tự do) khi sử dụng thuốc thử BIOMOL Green (Enzo 

life Science, Farmingdate, NY) [28]. Cụ thể là, ClpC1 sau khi tinh sạch được ủ với 

ATP (100 µM) ở 370C, 1 giờ trong đệm phản ứng (100 mM Tris, 200 mM KCl, 8 

mM, pH 7,5) với thể tích cuối cùng là 50 µL. Hỗn hợp phản ứng sau khi bổ sung 

100 µL thuốc thử BIOMOL Green được ủ thêm 30 phút ở nhiệt độ phòng, sau đó 
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được đo ở bước sóng 620nm bằng máy BIO-RAD Benchmark Plus. Hoạt độ ATP-

ase của ClpC1 tái tổ hợp được xem là 100% khi hoạt độ này được xác định ngay sau 

khi tinh sạch và khi không bổ sung dịch chiết tổng từ xạ khuẩn. Hoạt độ ATP-ase 

của ClpC1 tái tổ hợp tại các thời điểm khác (1-11 ngày sau khi tinh sạch) hoặc khi 

bổ sung các dịch chiết tổng từ xạ khuẩn được đánh giá và so sánh với hoạt độ ban 

đầu này. Các dịch tách chiết từ xạ khuẩn được làm khô, hoàn nguyên trong DMSO 

và được thử nghiệm ở nồng độ cuối cùng là 0,02 và 0,2 mg/mL. Các thí nghiệm 

được lặp lại 3 lần và phương pháp thống kê được sử dụng là phương pháp Student 

T-test. 

Các thí nghiệm để đánh giá tác dụng ức chế protein ClpC1 của vi khuẩn lao 

được thực hiện tại Viện Vi sinh vật và Công nghệ Sinh học, trường Đại học Quốc 

Gia Hà Nội. 

2.4. Chiết xuất và phân lập các chất từ dịch nuôi cấy của các chủng xạ khuẩn 

2.4.1. Chiết xuất và phân lập các chất từ dịch nuôi cấy của xạ khuẩn 

Streptomyces alboniger VH19-A121 

Dịch nuôi cấy thu được sau khi nhân giống chủng xạ khuẩn Streptomyces 

alboniger VH19-A121 (50 L) được tiến hành ly tâm 10000 vòng/phút ở nhiệt độ 

phòng. Tách riêng dịch nước và tế bào. Phần dịch nước (40 L) được chiết với 

EtOAc (3 x 4h x 20 L) thu được dịch chiết EtOAc. Gộp các dịch chiết EtOAc và cất 

loại dung môi thu được cao chiết EtOAc ký hiệu là 121E (6,2 g). Phần dịch nước 

còn lại sau khi chiết với EtOAc được cô quay thu được cao nước ký hiệu là 121CN 

(10,2 g). 

Phần tế bào được ngâm chiết trong methanol/nước theo tỉ lệ 9:1 (3 x 4h x 1 

L), sau đó tiến hành ly tâm 10000 vòng/phút ở nhiệt độ phòng để loại bỏ cặn. Dịch 

chiết thu được được tiến hành cất loại dung môi thu được cao chiết methanol ký 

hiệu là 121X (7,0g). 

Cao chiết EtOAc 121E (6,2 g) được đưa lên cột sephadex LH-20 với dung 

môi rửa giải 100% methanol thu được 5 phân đoạn (121E.1 - 121E.5). Phân đoạn 

121E.2 (30 mg) được tiến hành chạy sắc ký cột silica gel với hệ dung môi 

CH2Cl2/Acetone (9:1 đến 8:2) thu được chất sạch AT.01 (3,7 mg). 

Khảo sát cao nước 121CN và cao chiết methanol 121X bằng sắc ký bản 

mỏng cho thấy sự giống nhau giữa hai cao chiết. Gộp hai cao chiết này thu được 

17,2 gam (ký hiệu là 121CN). Cao chiết 121CN (17,2 g) được đưa lên cột sephadex 

LH-20 với dung môi rửa giải là methanol:nước (tỉ lệ 9:1) thu được 8 phân đoạn 

(121CN1 đến 121CN8). Phân đoạn 121CN5 (521 mg) được tiến hành chạy sắc ký 

cột sephadex LH-20 với dung môi rửa giải là methanol/nước (9:1) thu được 5 phân 
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đoạn (121CN.5.1 đến 121CN.5.5). Phân đoạn 121CN5.5 (101 mg) được tiếp tục 

tinh chế bằng sắc ký cột sephadex LH-20 (Methanol/nước 9:1) thu được 3 phân 

đoạn (121CN5.5.1-121CN5.5.3). Phân đoạn 121CN5.5.2 (32 mg) được tinh chế lần 

nữa trên cột sephadex LH-20 (100% methanol) thu được chất sạch AT.02 (5,6 mg).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.2. Sơ đồ phân lập các chất từ dịch nuôi cấy xạ khuẩn Streptomyces 

alboniger VH19-A121 

121CN5.5.2 

(32 mg) 

    Cặn tế bào 

AT.01 

(3,7 mg) 

 

5 phân đoạn 

(121E1→121E5) 

121E2 

(3,4 g) 

Silica gel 

DC: A (9:1→ 8:2) 

Cao MeOH 
(121X; 7 g) 

Cao EtOAc  

(121E; 6,2 g) 
Cao nước (121CN; 

10,2 g) 

40L dịch nước 

- Chiết với MeOH: H2O = 9 : 1 

- Cất loại dung môi 

Dịch nuôi cấy xạ khuẩn 

VH19-A21 

Li tâm 

- Chiết với EtOAc (3x24h) 

- Cất loại dung môi 

Sephadex LH-20 

100%MeOH 

Cao tổng 

(121CN; 17,2 g) 

 

Sephadex, MeOH:H2O (9:1) 

 8 phân đoạn 

(121CN1→121CN8) 

121CN5 

(521 mg) 

5 phân đoạn 

(121CN5.1→121CN5.5) 

121CN5.5 

(101 mg) 

 

3 phân đoạn 

(121CN5.5.1→121CN5.5.3) 

Sephadex, MeOH:H2O (9:1) 

 

Sephadex, 

100% MeOH 

AT.02 

(5,6 mg) 

 

Sephadex, MeOH:H2O (9:1) 
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Chất AT.01 (Obscurolide B2): Chất bột, màu vàng; C15H17NO4; 

 (c 0,1, CH2Cl2), HR-ESI-MS (m/z): 276,1221 (tính toán lý thuyết 

cho C15H18NO4 276,1236 [M+H]+), 298,1045 (tính toán lý thuyết cho C15H17NO4Na 

[M+Na]298,1055); 1H-NMR (500 MHz, CDCl3), δH (ppm): 9,77 (1H, s, CHO), 7,73 

(2H, d, J = 8,5 Hz, H-3’, H-5’), 6,67 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-2’, H-6’), 5,88 (1H, dd, J 

= 15,0, 7,0 Hz, H-6), 5,64 (1H, m, H-7), 4,60 (1H, brs, C5-OH), 4,41 (1H, m, H-3), 

4,35 (1H, dd, J = 7,2, 3,0 Hz,  H-4), 4,32 (1H, m, H-5), 3,18 (1H, dd, J = 18,0, 7,5 

Hz, H-2a), 2,44 (1H, dd, J = 18,0, 3,5 Hz, H-2b), 1,74 (3H, dd, J = 6,5, 1,5 Hz, H-

8); 13C-NMR (125 MHz, CDCl3), δC (ppm): 190,3 (C-7’), 174,9 (C-1), 150,9 (C-1’), 

132,3 (C-3’, C-5’), 131,4 (C-6), 128,2 (C-7), 128,1 (C-4’), 112,6 (C-2’, C-6’), 87,3 

(C-4), 73,1 (C-5), 51,0 (C-3), 36,3 (C-2), 17,8 (C-8). 

Chất AT.02 (Chartreusin): Chất bột màu vàng lục; C32H32O14; ESI-MS 

(m/z): 639,1 [M-H]-; HR-ESI-MS (m/z): 641,1876 (tính toán lý thuyết cho 

C32H33O14 641,1870 [M+H]+). Dữ liệu phổ 1H and 13C NMR: xem bảng 3.3 

2.4.2. Chiết xuất và phân lập các chất từ dịch nuôi cấy của xạ khuẩn 

Streptomyces wuyuanensis VH19-A079 

Sau quá trình lên men, dịch nuôi cấy (50 L) xạ khuẩn Streptomyces 

wuyuanensis VH-A079 được tiến hành ly tâm 10000 vòng/phút ở nhiệt độ phòng để 

tách riêng dịch nước và cặn tế bào. Phần dịch nước (40 L) được chiết với EtOAc (3 

× 4 h × 20 L), cất loại dung môi thu được cao chiết EtOAc.  

Phần cặn tế bào sau khi được ly tâm được chiết với methanol : nước theo tỉ lệ 

9:1 (3 x 4h x 1 L), sau đó tiến hành ly tâm 10000 vòng/phút ở nhiệt độ phòng để 

loại bỏ cặn. Dịch chiết thu được được tiến hành cất loại dung môi thu được cao 

chiết methanol. 

Khảo sát cao chiết ethyl acetate và methanol bằng sắc ký bản mỏng với nhiều 

hệ dung môi, so sánh thấy sự giống nhau giữa hai cao chiết nên gộp hai cao chiết lại 

được 23 gam cao tổng. Từ 23 gam cặn chiết 79E được tách bằng sắc ký cột với 

Diaion HP-20,  hệ dung môi lần lượt là 100% H2O → MeOH : H2O (2:8 → 3:7 

→5:5) →100% MeOH thu  được 11 phân đoạn, 79E.1→79E.11.  

Phân đoạn 79E.7 (841 mg) được tiến hành chạy sắc ký cột sephadex LH-20 

với dung môi rửa giải là n-hexan:CH2Cl2:MeOH (1:1:2) thu được 7 phân đoạn, 

79E.7.1 → 79E.7.7. Phân đoạn 79E.7.6 (96,4 mg) được tinh chế trên cột sephadex 

LH-20 với dung môi rửa giải là n-hexan:CH2Cl2:MeOH (1:1:2) thu được 4 phân 

đoạn, 79E.7.6.1 → 79E.7.6.4.  Phân đoạn 79E.7.6.3 (24,3 mg) được tinh chế trên 

cột silica gel với dung môi là n-hexan:acetone (7:3→6:4) thu được chất sạch AT.03 

(4 mg). 



43 

Chất AT.03 (Indole-3-carboxylic acid): Bột màu vàng nhạt; C9H7NO2; 

ESI-MS (m/z): 178,5 [M-H+H2O]-; Dữ liệu phổ 1H and 13C NMR: xem bảng 3.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.3. Sơ đồ phân lập các chất từ dịch nuôi cấy xạ khuẩn Streptomyces 

wuyuanensis (VH19-A079) 

 

Dianion HP-20, 100% H2O → MeOH : H2O 

(2:8 → 3:7 →5:5) 

Sephadex LH-20 

H:DC:MeOH (1:1:2) 

Sephadex LH-20 

H:DC:MeOH (1:1:2) 

Cao chiết (79E) 23 g 

 

11 phân đoạn 

(79E1→79E11) 

79E7 

(841 mg) 

79E7.6.3 

(24,3 mg) 

 

AT.03 

(4 mg) 

7 phân đoạn 

(79E7.1→79E7.7) 

79E7.6 

(96,4 g) 

4 phân đoạn 

(79E7.6.1→79E7.6.4) 

Silica gel, H:A (7:3→6:4) 

Dịch nuôi cấy xạ 

khuẩn VH19-A079 

Dịch nước Cặn tế 

bào 

Ly tâm 

Cao 

chiết 

EtOAc 

- Chiết với EtOAC (3x24h) 

- Cất loại dung môi 

Dịch nước 

- Chiết với MeOH: H2O = 9 : 1 

- Cất loại dung môi 

Cao chiết 

MeOH 
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2.4.3. Chiết xuất và phân lập các chất từ dịch nuôi cấy của xạ khuẩn 

Streptomyces aureus VTCC43181 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.4. Sơ đồ phân lập các chất từ dịch nuôi cấy xạ khuẩn Streptomyces aureus 

VTCC43181 

Sinh khối thu được từ xạ khuẩn Streptomyces aureus VTCC 43181 được ly 

Dịch nuôi cấy xạ 

khuẩn VTCC 

43181 

Dịch 

nước 

Cặn tế 

bào 

Ly tâm 

- Chiết với Cồn: H2O = 9 : 1 

- Cất loại dung môi 

10 phân đoạn 

CN4.1→CN4.1

0 

RP 

MeOH/H2O (6:4) 

CN1.1 

(54 

mg) 

AT.04 

(7 mg) 

SK TLC điều chế 

Silica gel, EtOAc: MeOH (95:5→1:1) 

4 phân đoạn 

CN1.1.1→CN1.

1.4 

CN1.1.

3 

(24 

mg) 

Cao chiết CN 

4,5 g 

CN4 

(1,2 g) 

Sephadexl LH-20, MeOH:H2O (9:1)  

CN1 

(2,1 g) 

6 phân đoạn 

(CN1→CN6

) 

Silica gel, EtOAc: MeOH 

(95:5→1:1) 

Silica gel 

 EtOAc:MeOH:H2O 

(9:1:0,1) 

CN4.1 

(20 

mg) 

CN4.9 

(50 

mg) 
Sephadex LH-

20 

100% MeOH  
AT.05 

(3 mg) 

4 phân đoạn 

CN4.9.1→CN4.

9.4 

CN4.9.

3 

(37 

mg) 
RP 

MeOH/H2O 
(6:4) 

AT.06 

(12 mg) 
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tâm, tách riêng phần dịch nước ra khỏi phần cặn tế bào. Phần tế bào sau khi được ly 

tâm được chiết với cồn : nước (9:1). Phần dịch chiết được cất loại dung môi, thu 

được phần cao chiết cồn ký hiệu là CN.   

 Từ 4,5 g cao chiết CN được tiến hành chạy sắc ký cột sephadex LH-20 với 

dung môi rửa giải là methanol/nước (9:1) thu được 6 phân đoạn, CN1 → CN6. Phân 

đoạn CN1 (2,1 g) trên cột sắc ký silica gel với hệ dung môi EtOAc/MeOH (95:5 

→1:1) thu được 3 phân đoạn, CN1.1 → CN1.3. Tinh chế phân đoạn CN1.1 (54 mg) 

trên cột silica gel với hệ dung môi EtOAc/MeOH (95:5 →1:1) thu được 4 phân 

đoạn, CN1.1.1 → CN1.1.4. Tinh chế phân đoạn CN1.1.3 (24 mg) bằng sắc kí bản 

mỏng điều chế thu được chất sạch AT.04 (7 mg). Phân đoạn CN4 (1,2 g) được tinh 

chế trên cột silica gel với hệ dung môi EtOAc/MeOH/H2O (9:1:0,1) thu được 10 

phân đoạn, CN4.1→CN4.10. Tinh chế phân đoạn CN4.1 (20 mg) bằng cột sephadex 

LH-20 với dung môi rửa giải là methanol thu được chất sạch AT.05 (3 mg). Tinh 

chế phân đoạn CN4.9 (50 mg) trên cột RP với hệ dung môi MeOH/H2O (6:4) thu 

được 4 phân đoạn, CN4.9.1→CN4.9.4. Phân đoạn CN4.9.3 (37 mg) được tinh chế 

bằng cột RP với hệ dung môi MeOH/H2O (6:4) thu được chất sạch AT.06 (12 mg). 

Chất AT.04 (Nocardamin): Chất bột, không màu; C27H48N6O9; HR-ESI-MS 

(m/z): 601,3527 (tính toán lý thuyết cho C27H49N6O9 601,3561 [M+H]+), 623,3353 

(tính toán lý thuyết cho C27H48N6O9Na 623,3380 [M+Na]+). Dữ liệu phổ 1H- và 13C 

NMR: xem bảng 3.5.  

Chất AT.05 (Pleurone): Chất bột màu trắng, C4H2O4; Phổ khối ESI-MS của 

hợp chất này cho pic ion phân tử tại m/z 119 [M+Na-H2O]+
. Dữ liệu phổ 1H- và 13C 

NMR: xem bảng 3.6.  

Chất AT.06 (Halolitoralin A): Chất rắn, màu trắng; C27H48N6O6; HR-ESI-

MS (m/z): 553,3730 (tính toán lý thuyết cho C27H49N6O6 553,3714 [M+H]+), 

575,3548 (tính toán lý thuyết cho C27H48N6O6Na 575,3533 [M+Na]+). 1H-NMR (δH, 

J, 500 MHz, CD3OD): 3,57-3,54 (2H, m, α-H của Leu1 & Leu2), 3,50 (1H, d, J = 

3,5 Hz, α-H của Ile), 3,43 (3H, d, J = 4,5 Hz, α-H của Ala1, Ala2 & Ala3), 1,97-1,95 

(1H, m, β-H của Ile), 1,83-1,77 (2H, m, γ-H của Leu1 & Leu2), 1,83-1,59 (4H, m, β-

H của Leu1 & Leu2), 1,66-1,59 (2H, m, γ-H của Ile), 1,08-1,07 (3H, d, J = 7.0 Hz, β-

H của Ala3), 1,05-1,01 (9H, m, β-H của Ala1 & Ala2, β’-H của Ile), 1,00-0,96 (15H, 

m, -H của Leu1 & Leu2, -H của Ile); 13C-NMR (δC, J, 125 MHz, CD3OD): 175,2 

(C=O, Leu1 & Leu2), 174,5 (C=O, Ala), 174,0 (C=O, Ile), 61,8 (α-C, Ala1, Ala2 & 

Ala3), 60,9 (α-C, Ile), 54,7 (α-C, Leu1 & Leu2), 41,8 (β-C, Leu1 & Leu2), 37,7 (β-C, 

Ile), 25,9 (γ-C, Ile), 25,8 (γ-C, Leu1 & Leu2), 23,2 (-C, Leu2), 22,0 (-C, Leu1), 

19,1 (β-C, Ala3), 17,7 (β-C, Ala1 & Ala2), 15,6 (β’-C, Ile), 12,2 (-C, Ile). 
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2.4.4. Chiết xuất và phân lập các chất từ dịch nuôi cấy của xạ khuẩn 

Streptomyces spiroverticillatus VH19-A067 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.5. Sơ đồ phân lập các chất từ dịch nuôi cấy xạ khuẩn Streptomyces 

spiroverticillatus VH19-A067 

Dịch nuôi cấy xạ khuẩn 

VH19-A067 

Dịch nước Cặn tế bào 

Ly tâm 

Cao chiết EtOAc 

- Chiết với EtOAC (3x24h) 

- Cất loại dung môi 

Dịch nước 

- Chiết với Cồn: H2O = 9 : 1 

- Cất loại dung môi 

Cao chiết Cồn 

SKC Dianion  

Nước : Cồn (100% nước→9:1→Cồn 

100%) 

Silica gel, DC:MeOH (95:5) 

 

Cao chiết (67CX) 

10 g 

67CX1 

(7 g) 

2 phân đoạn 

(67CX1→CX2) 

2 phân đoạn 

(67CX1.1→CX1.2) 

67CX1.2 

(5,2 g) 

Sephadex LH-20, 100%MeOH 

AT.07 

(4 mg) 

67CX1.2.2 

 (38 mg) 

67CX1.2.3 67CX1.2.1 

Sephadex LH-20, 100%MeOH 
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Sau quá trình lên men, dịch nuôi cấy (50L) xạ khuẩn Streptomyces 

spiroverticillatus VH19-A067 được tiến hành ly tâm 10000 vòng/phút ở nhiệt độ 

phòng để tách riêng dịch nước và cặn tế bào. Phần dịch nước (40 L) được chiết với 

EtOAc (3 x 4h x 20 L) và cất loại dung môi thu được cao chiết EtOAc.  

Phần cặn tế bào được ngâm chiết trong cồn/nước theo tỉ lệ 9:1 (3 x 4h x 1 L), 

sau đó tiến hành ly tâm 10000 vòng/phút ở nhiệt độ phòng để loại bỏ cặn. Dịch 

chiết thu được được tiến hành cất loại dung môi thu được cao chiết cồn. 

Khảo sát cao chiết ethyl acetate và cao chiết cồn bằng sắc ký bản mỏng với 

nhiều hệ dung môi, so sánh thấy sự giống nhau giữa hai cao chiết nên gộp hai cao 

chiết lại được 10 gam cao tổng. Từ 10 gam cao chiết 67CX được tách bằng sắc ký 

cột với Dianion,  hệ dung môi lần lượt là 100% H2O → H2O : cồn (9:1 → 8:2 

→5:5) →100% cồn thu  được 2 phân đoạn, 67CX1 và 67CX2. Phân đoạn 67CX1 (7 

g) được tiến hành chạy sắc ký cột silica gel với hệ dung môi là CH2Cl2 : MeOH 

(95:5) thu được 2 phân đoạn, 67CX1.1 và 67CX1.2. Phân đoạn 67CX1.2 (5,2 g) 

được tiến hành chạy sắc ký cột sephadex LH-20 với dung môi rửa giải là methanol 

thu được 3 phân đoạn, 67CX1.2.1 → 67CX1.2.3. Tinh chế phân đoạn 67CX1.2.2 

(38 mg) bằng cột sephadex LH-20 với dung môi rửa giải là methanol thu được chất 

sạch AT.07 (4 mg). 

Chất AT.07 ((6Z)-15-methyl-6-hexadecenoic acid): Chất rắn, màu hồng 

nhạt; C17H32O2; HR-ESI-MS (m/z): 267,2335 (tính toán lý thuyết cho C17H31O2 

267,2324 [M-H]-). 1H-NMR (δH, J, 600 MHz, CD3OD): 5,36 (2H, m, H-6, H-7), 

2,30 (2H, m, H-2), 2,06 (4H, m, H-5, H-8), 1,61 (2H, m, H-3), 1,54 (1H, m, H-

15),1,34 (2H, m, H-4), 1,33 – 1,31 (10H, m, H-9, H-10, H-11, H-12, H-13), 1,20 

(2H, m, H-14), 0,91 (6H, m, H-16, H-17); 13C-NMR (δC, J, 125 MHz, CD3OD): 

177,8 (C-1), 130,8 (C-6, C-7), 40,2 (C-14), 35,0 (C-2), 33,0 (C-9, C-12), 30,7 (C-4), 

28,5 (C-10, C-11), 29,1 (C-15), 28,1 (C-5), 26,1 (C-3), 23,7 (C-13), 23,0 (C-16, C-

17). 

2.4.5. Chiết xuất và phân lập các chất từ dịch nuôi cấy của xạ khuẩn 

Streptomyces alboniger VH19-A105B 

Sau quá trình lên men, dịch nuôi cấy (50 L) xạ khuẩn Streptomyces 

alboniger VH19-A105B được tiến hành ly tâm 10000 vòng/phút ở nhiệt độ phòng 

để tách riêng dịch nước và cặn tế bào. Phần dịch nước (40 L) được chiết với EtOAc 

(3 x 4h x 20 L) và cất loại dung môi thu được cao chiết EtOAc.  

Phần cặn tế bào sau khi được ly tâm, được chiết với methanol : nước theo tỉ 

lệ 9:1 (3 x 4h x 1 L), sau đó tiến hành ly tâm 10000 vòng/phút ở nhiệt độ phòng để 

loại bỏ cặn. Dịch chiết thu được được tiến hành cất loại dung môi thu được cao 
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chiết MeOH. 

Khảo sát cao chiết ethyl acetate và methanol bằng sắc ký bản mỏng với nhiều 

hệ dung môi, so sánh thấy sự giống nhau giữa hai cao chiết nên gộp hai cao chiết lại 

được 10 gam cao tổng. Từ 10 gam cao chiết 105E được tách bằng sắc ký cột với 

chất hấp phụ Dianion,  hệ dung môi lần lượt là 100% H2O → MeOH : H2O (2:8 → 

3:7 →5:5) →100% MeOH thu  được 7 phân đoạn, 105E.1→105E.7. Phân đoạn 

105E.6 (150 mg) được tiến hành chạy sắc ký cột sephadex LH-20 với dung môi rửa 

giải là methanol thu được 3 phân đoạn, 105E.6.1 → 105E.6.3. Phân đoạn 105E.6.3 

(45 mg) được tinh chế trên cột silica gel với hệ dung môi là CH2Cl2:MeOH (100:5) 

thu được 3 phân đoạn, 105E.6.3.1 → 105E.6.3.3. Phân đoạn 105E.6.3.2 (18 mg) 

được tinh chế trên cột silica gel với hệ dung môi là CH2Cl2:MeOH (100:5) thu được 

chất sạch AT.11 (10 mg). 

Phân đoạn 105E.7 (521 mg) được tiến hành chạy sắc ký cột silica gel với hệ 

dung môi là CH2Cl2:Acetone (99:1) thu được 6 phân đoạn, 105E.7.1 → 105E.7.6. 

Phân đoạn 105E.7.1 (91 mg) được tinh chế trên cột sephadex LH-20 với dung môi 

rửa giải là methanol thu được chất sạch AT.08 (6 mg). Phân đoạn 105E.7.2 (33 mg) 

được tinh chế trên cột Sephadex LH-20 với dung môi rửa giải là methanol thu được 

2 phân đoạn, 105E.7.2.1 → 105E.7.2.2. Tinh chế phân đoạn 105E.7.2.2 (12 mg) 

bằng sắc kí bản mỏng điều chế thu được chất sạch AT.09 (4,5 mg).  

Phân đoạn 105E7.3 (115 mg) được tinh chế bằng cột silica gel với hệ dung 

môi là CH2Cl2:MeOH (100:1→100:5) thu được 4 phân đoạn, 105E.7.3.1 → 

105E.7.3.4. Tinh chế phân đoạn 105E.7.3.2 (45 mg) bằng cột sephadex LH-20 với 

dung môi rửa giải là methanol thu được chất sạch AT.10 (7 mg). 

Chất AT.08 (Cardoltriene): dạng dầu, màu nâu; C21H30O2; HR-ESI-MS 

(m/z): 313,2196 (tính toán lý thuyết cho C21H29O2 313,2168 [M-H]-). Dữ liệu phổ 

1H-NMR và 13C NMR: xem bảng 3.7. 

 Chất AT.09 (Cardoltriene M): dạng dầu, màu nâu; C36H47NO5; HR-ESI-

MS (m/z): m/z 596,3325 (tính toán lý thuyết cho C36H47NO5Na 596,3352 [M+Na]+), 

572,3406 (tính toán lý thuyết cho C36H46NO5 572,3376 [M-H]-). Dữ liệu phổ 1H-

NMR và 13C NMR: xem bảng 3.7. 

Chất AT.10 (Chartreusin): Phổ NMR của hợp chất AT.10 trùng với hợp 

chất AT.02. 

Chất AT.11 (7-deoxyauramycinone): Chất rắn, màu cam; C21H18O7; HR-

ESI-MS (m/z): 382,1053 (tính toán lý thuyết cho C21H18O7 382,1059 [M]). Dữ liệu 

phổ 1H-NMR và 13C NMR: xem bảng 3.8. 



49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.6. Sơ đồ phân lập các chất từ dịch nuôi cấy xạ khuẩn Streptomyces 

alboniger VH19-A105B 

Dịch nuôi cấy xạ khuẩn 

VH19-A105B 

Dịch nước Cặn tế bào 

Ly tâm 

Cao chiết EtOAc 

- Chiết với EtOAC (3x24h) 

- Cất loại dung môi 

Dịch nước 

- Chiết với MeOH: H2O = 9 : 1 

- Cất loại dung môi 

Cao chiết MeOH 

Dianion, 100% H2O → MeOH : H2O (2:8 → 3:7 →5:5) →100% MeOH 

 

Sephadex LH-20, 100%MeOH Silicavgel 

DC:A (99:1) 

Silica gel 
DC:MeOH (100:5) 

SKC điều chế 

Sephadex LH-20 

100%MeOH 

Silica gel DC:MeOH 

(100:1→100:5) 

Sephadex LH-20 

100%MeOH 

AT.10 

(7 mg) 

Sephadex LH-20 

100%MeOH 

AT.08 

(6 mg) 
105E7.2.1 

 

105E7.2.2 

(12 mg) 

 

105E7.2 

(33 mg) 

 

6 phân đoạn 

(105E7.1→105E7.6) 

105E7.1 

(91 mg) 

Cao chiết (105E) 

10 g 

 

7 phân đoạn 

(105E1→105E7) 

AT.11 

(10 mg) 

105E6 

(150 mg) 

105E7 

(521 mg) 

3 phân đoạn 

(105E6.1→106E6.3) 

105E6.3 

(45 mg) 

3 phân đoạn 

(105E6.3.1→105E6.3.3) 

105E6.3.3 

(18 mg) 

Silica gel, DC:MeOH (100:5) 

105E7.3 

(115 mg) 

 

4 phân đoạn 

(105E7.3.1→4) 

AT.09 

(4,5 mg) 
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2.4.6. Chiết xuất và phân lập các chất từ dịch nuôi cấy của xạ khuẩn 

Streptomyces cyaneus VTCC43860 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.7. Sơ đồ phân lập các chất từ dịch nuôi cấy xạ khuẩn Streptomyces 

cyaneus VTCC43860  

Sinh khối thu được từ xạ khuẩn Streptomyces cyaneus VTCC43860 được 

tiến hành ly tâm để tách riêng dịch nước và cặn tế bào. Phần dịch nước (40 L) được 

chiết với EtOAc, cất loại dung môi thu được cao chiết EtOAc. Phần cặn tế bào sau 

khi được ly tâm, được chiết với methanol : nước (9:1) thu được cao chiết MeOH. 

 Khảo sát cao chiết EtOAc và MeOH bằng sắc ký bản mỏng với nhiều hệ 

dung môi, so sánh thấy sự giống nhau giữa hai cao chiết nên gộp hai cao chiết lại 

SKC Silica gel, H:DC:NH3 (7:3:0,01) 

SK TLC điều chế 

AT.12 

(3 mg) 

Cao chiết (T) 

1,48 g 

T5.2 

(9,4 mg) 

T5.3 T5.1 

T5 

(22 mg) 

6 phân đoạn 

(T1→T6) 

Dịch nuôi cấy xạ 

khuẩn VTCC 43860 

Dịch nước Cặn tế bào 

Ly tâm 

Cao chiết EtOAc 

- Chiết với EtOAc (3x24h) 

- Cất loại dung môi 

Dịch nước 

- Chiết với MeOH: H2O = 9 : 1 

- Cất loại dung môi 

Cao chiết MeOH 

Sephadex LH-20, 100%MeOH 
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được 1,48 gam cao tổng. Từ 1,48 g cao chiết VTCC43860 được tiến hành chạy sắc 

ký cột silica gel với hệ dung môi n-hexan:CH2Cl2:NH3=7:3:1% với độ phân cực 

tăng dần thu được 6 phân đoạn, T1 – T6. Phân tách phân đoạn T5 (22 mg) trên cột 

sắc ký sephadex LH-20 với dung môi rửa giải là methanol thu được 3 phân đoạn, 

T5.1 – T5.3. Phân đoạn T5.2 (9,4 mg) được tinh chế bằng sắc ký bản mỏng điều chế 

thu được chất sạch AT.12 (3 mg). 

Chất AT.12 (7-acetyl-3,6-dihydroxy-8-methyl tetralone): Dạng bột, màu 

trắng; C13H15O4; HR-ESI-MS (m/z): 235,0960 (tính toán lý thuyết cho C13H15O4 

235,0970 [M+H]+), 257,0783 (tính toán lý thuyết cho C36H47NO5Na 257,0790 

[M+Na]+), 233,0827 (tính toán lý thuyết cho C36H46NO5 233,0814 [M-H]-). Dữ liệu 

phổ 1H-NMR và 13C NMR: xem bảng 3.9.  

2.4.7. Chiết xuất và phân lập các chất từ dịch nuôi cấy của xạ khuẩn 

Streptomyces sp. VTCC43168 

Sinh khối thu được từ xạ khuẩn Streptomyces sp. VTCC43168 được tiến 

hành ly tâm, tách riêng phần dịch nước ra khỏi phần cặn tế bào. Phần cặn tế bào sau 

khi được ly tâm, được chiết với methanol : nước (9:1). Phần dịch chiết sẽ được cất 

loại dung môi, thu được phần cao chiết methanol. Phần dịch nước được chiết với 

ethyl acetate, sau đó được cô quay để loại dung môi thu được phần cặn còn lại là 

cao chiết ethyl acetate. 

 Khảo sát cao chiết ethyl acetate và methanol bằng sắc ký bản mỏng với nhiều 

hệ dung môi, so sánh thấy sự giống nhau giữa hai cao chiết nên gộp hai cao chiết lại 

được 17,785 gam cao tổng. Từ 17,785 gam cao chiết 168V được tiến hành chạy sắc 

ký cột sephadex LH-20 với dung môi rửa giải là methanol thu được 6 phân đoạn, 

168V1 → 168V6. Phân tách phân đoạn 168V3 (8,5 g) trên cột sắc ký silica gel với 

hệ dung môi CH2Cl2/MeOH (95:5 →7:3) thu được 9 phân đoạn, 168V3.1 → 

168V3.9. Tinh chế phân đoạn 168V3.9 (203,6 mg) trên sephadex LH-20 với dung 

môi rửa giải là methanol thu được 3 phân đoạn, 168V3.9.1 → 168V3.9.3. Tinh chế 

phân đoạn 168V3.9.1 (80,9 mg) bằng cột sắc ký silica gel với hệ dung môi 

CH2Cl2/MeOH (9:1 →7:3) thu được 2 phân đoạn 168V3.9.1.1, 168V3.9.1.2. Phân 

đoạn 168V3.9.1.1 (12 mg) được tinh chế bằng sắc kí bản mỏng điều chế thu được 

chất sạch AT.13 (6,3 mg). 

 Chất AT.13 (Valin): Chất rắn, màu trắng; C5H11NO2 ;  ESI-MS (m/z): 115,8 

[M-H]-. 1H-NMR (CD3OD, 500 MHz), δH (ppm), J (Hz): 3,32-3,40 (1H, m, H-2), 

2,27 (1H, m, H-3), 1,08 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-4), 1,03 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-5); 13C-

NMR (δC, J, 125 MHz, CD3OD): 180,3 (C-1), 61,8 (C-2), 31,0 (C-3), 19,3 (C-4), 

17,7 (C-5). 
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Hình 2.8. Sơ đồ phân lập các chất từ dịch nuôi cấy xạ khuẩn Streptomyces sp. 

VTCC43168 

2.4.8. Chiết xuất và phân lập các chất từ dịch nuôi cấy của xạ khuẩn 

Actinoplanes missouriensis VTCC40900 

SK TLC điều chế 

Silica gel, DC: MeOH (9:1→7:3) 

Sephadex LH-20, 100%MeOH 

Silica gel, DC: MeOH (95:5→7:3) 

Sephadexl LH-20, 100%MeOH 

168V3.9 

(203,6 mg) 

Cao chiết (168V) 

17,785 g 

168V3 

(8,5 g) 

6 phân đoạn 

(168V1→168V6) 

9 phân đoạn 

(168V3.1→168V3.9) 

3 phân đoạn 

(168V3.9.1→168V3.9.3) 

168V3.9.1 

(80,9 mg) 

VT3.9.1.2 VT3.9.1.1 

(12 mg) 

AT.13 

(6,3 mg) 

Dịch nuôi cấy xạ khuẩn 

VTCC 43168 

Dịch nước Cặn tế bào 

Ly tâm 

Cao chiết EtOAc 

- Chiết với EtOAC (3x24h) 

- Cất loại dung môi 

Dịch nước 

- Chiết với MeOH: H2O = 9 : 1 

- Cất loại dung môi 

Cao chiết MeOH 
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Hình 2.9. Sơ đồ phân lập các chất từ dịch nuôi cấy xạ khuẩn Actinoplanes 

missouriensis VTCC40900   

Sau quá trình lên men, dịch nuôi cấy (50 L) chủng xạ khuẩn Actinoplanes 

missouriensis VTCC40900 được tiến hành ly tâm để tách riêng dịch nước và cặn tế 

Silica gel, EtOAC:MeOH:H2O (6:4:0,1) 

 

Sephadex LH-20, MeOH:H2O (9:1) 

 

H9.2 

(1,5 g) 

Cao chiết (H9) 

7,3 g 

 

10 phân đoạn 

(H9.1→H9.10) 

9 phân đoạn 

(H9.2.1→H9.2.9) 

SK TLC điều chế 

 AT.14 

(4 mg) 

H9.2.2 

(35 mg) 

H9.2.9 

(140 mg) 

Sephadex LH-20, 100%MeOH 

H9.2.9.1 

 

H9.2.9.2 

(67 mg) 

 

H9.2.9.3 

 

AT.15 

(3,6 mg) 

Sephadex LH-20, MeOH:H2O (9:1) 

 

Dịch nuôi cấy xạ khuẩn 

VTCC40900 

Dịch nước Cặn tế bào 

Ly tâm 

Cao chiết EtOAc 

- Chiết với EtOAC (3x24h) 

- Cất loại dung môi 

Dịch nước 

- Chiết với MeOH: H2O = 9 : 1 

- Cất loại dung môi 

Cao chiết MeOH 
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bào. Phần dịch nước (40 L) được chiết với ethyl acetate (3 × 4 h × 20 L), cất loại 

dung môi thu được cao chiết EtOAc. Phần cặn tế bào sau khi được ly tâm, được 

chiết với methanol : nước (9:1) và cất loại dung môi thu được cao chiết methanol. 

 Khảo sát cao chiết ethyl acetate và methanol bằng sắc ký bản mỏng với nhiều 

hệ dung môi, so sánh thấy sự giống nhau giữa hai cao chiết nên gộp hai cao chiết lại 

được 7,3 gam cao tổng ký hiệu là H9. Từ 7,3 gam cao chiết H9 được tiến hành chạy 

sắc ký cột sephadex LH-20 với dung môi rửa giải là methanol/nước (9:1) thu được 

10 phân đoạn, H9.1 → H9.10. Phân tách phân đoạn H9.2 (1,5 g) trên cột silica gel 

với dung môi là EtOAc:MeOH:H2O (6:4:0,1) thu được 9 phân đoạn, H9.2.1 → 

H9.2.9. Phân đoạn H9.2.2 (35 mg) được tinh chế bằng sắc kí bản mỏng điều chế thu 

được chất sạch AT.14 (4 mg). Phân đoạn H9.2.9. (140 mg) được tinh chế bằng cột 

sephadex LH-20 với dung môi rửa giải là methanol thu được 3 phân đoạn, H9.2.9.1 

→ H9.2.9.3. Tinh chế phân đoạn H9.2.9.2 (67 mg) bằng cột sephadex LH-20 với 

dung môi rửa giải là methanol/nước (9:1) thu được chất sạch AT.15 (3,6 mg). 

Chất AT.14 (Flufuran): Tinh thể hình kim; C6H6O4, ESI-MS: m/z = 140,7 

[M-H]-. 1H-NMR (CD3OD, 500 MHz) δH: 7,95 (1H, s,H-2), 6,51 (1H, s, H-4), 4,42 

(2H, s, H-7); 13C-NMR (CD3OD, 125 MHz) δC: 177,2 (C-6), 170,2 (C-5), 147,4 (C-

3), 141,0 (C-2), 110,6 (C-4), 61,2 (C-7). 

Chất AT.15 (Trehalose): Chất rắn màu trắng; C12H22O11, ESI-MS: m/z = 

364,9 [M+Na]+. 1H-NMR (CD3OD, 500 MHz) δH 5,14 (2H, d, J = 3,5 Hz), 3,84 

(6H, m), 3,70 (2H, m), 3,49 (2H, dd, J = 10,0, 3,5 Hz), 3,33 (2H, m);13C-NMR 

(CD3OD, 125 MHz) δC 95,0 (C-1), 74,6 (C-3), 73,8 (C-2), 73,2 (C-5), 71,9 (C-4), 

62,6 (C-6). 
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả phân lập và định danh các chủng xạ khuẩn 

3.1.1. Phân lập chủng xạ khuẩn 

 26 mẫu đất và trầm tích được thu thập từ các vùng dọc khu vực miền Bắc tới 

miền Trung, Việt Nam, cụ thể: 

 - Rừng ngập mặn Phù Long, huyện Cát Hải, thành phố Hải Phòng thu được 3 

mẫu bùn, 2 mẫu đất và 2 mẫu lá mục (tổng cộng 7 mẫu). 

 - Vườn quốc gia Cát Bà, huyện Cát Hải, thành phố Hải Phòng thu được 2 

mẫu lá mục, 2 mẫu đất và 1 mẫu bùn (tổng cộng 5 mẫu). 

 - Trên đỉnh núi Mây Bạc, Vườn quốc gia Cúc Phương, huyện Nho Quan, tỉnh 

Ninh Bình thu được 2 mẫu đất. 

 - Đường lên đỉnh núi Mây Bạc, Vườn quốc gia Cúc Phương, huyện Nho 

Quan, tỉnh Ninh Bình thu được 3 mẫu đất. 

 - Ngã ba sông Đáy và sông Vạc, xã Thường Kiếm, huyện Kim Sơn, tỉnh 

Ninh Bình thu được 1 mẫu đất. 

- Rừng ngập mặn huyện Kim Sơn, tỉnh Ninh Bình thu được 3 mẫu đất. 

- Rừng ngập mặn Quỳnh Lương, xã Quỳnh Lương, huyện Quỳnh Lưu, tỉnh 

Nghệ An thu được 2 mẫu đất. 

- Hồ Quan Sơn, huyện Mỹ Đức, Hà Nội thu được 2 mẫu đất 

- Suối Yến, chùa Hương, huyện Mỹ Đức, Hà Nội thu được 1 mẫu đất. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Để phân lập xạ khuẩn hiệu quả, các mẫu đất, trầm tích được phơi khô 2-3 

ngày để giảm thiểu các đối tượng không mong muốn như nấm mốc, vi khuẩn. Đồng 

thời, kháng sinh nalidixic acid và cycloheximide cũng được bổ sung thêm để ức chế 

sự phát triển của vi khuẩn và nấm. Từ 26 mẫu đất, trầm tích thu được, chúng tôi đã 

phân lập được 181 chủng khác nhau về đặc tính khuẩn lạc như màu sắc, kích thước 

khuẩn lạc, cấu trúc hệ sợi, sự phát triển của khuẩn ty, sự tiết sắc tố... Kết quả chi tiết 

được thể hiện trên bảng 3.1 và hình 3.1. Các chủng sau khi làm sạch được lưu giữ 

Hình 3.1. Đặc điểm khuẩn lạc của một số chủng xạ khuẩn được phân lập  
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trong glycerol ở -200C hoặc -800C. 

Bảng 3.1. Các chủng xạ khuẩn được phân lập tại các địa điểm khác nhau  

Địa điểm phân lập 
Kí hiệu chủng xạ 

khuẩn 

Số lượng 

chủng phân 

lập 

Nguồn 

gốc 

Rừng ngập mặn Phù Long, huyện Cát Hải, thành 

phố Hải Phòng 

VH19-A001, 

VH19-A002  
2 

Mẫu bùn 

VH19-A008 đến 

VH19-A010 
3 

VH19-A012 1 

VH19-A073 đến 

VH19-A076 
4 

VH19-A110 đến 

VH19-A120 
11 

VH19-A129 đến 

VH19-A131 
3 

VH19-A159 đến 

VH19-A162 
4 

VH19-A003 đến 

VH19-A007  
5 

Mẫu đất 

VH19-A013 đến 

VH19-A018 
6 

VH19-A147 đến 

VH19-A151 
5 

VH19-A163 đến 

VH19-A166 
4 

VH19-A071, 

VH19-A072 
2 Lá mục 

Vườn quốc gia Cát Bà, huyện Cát Hải, thành phố 

Hải Phòng 

VH19-A029 đến 

VH19-A035 
7 

Mẫu bùn 
VH19-A019, 

VH19-A020  
2 

VH19-A042 đến 

VH19-A055 
14 

Mẫu đất 
VH19-A167, 

VH19-A168 
2 

VH19-A011 1 

Lá mục 

A021 - A028 8 

VH19-A036 1 

VH19-A038 đến 

VH19-A041 
4 

Trên đỉnh núi Mây Bạc, vườn quốc gia Cúc VH19-A101 đến 9 Mẫu đất 
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Phương, huyện Nho Quan, tỉnh Ninh Bình (648 

m cách mực nước biển) 

VH19-A109 

VH19-A121 đến 

VH19-A128 
8 

VH19-A132 đến 

VH19-A135 
4 

Đường lên đỉnh núi Mây Bạc, vườn quốc gia Cúc 

Phương, huyện Nho Quan, tỉnh Ninh Bình 

VH19-A037 1 Mẫu đất 

VH19-A056 đến 

VH19-A059 
4 

VH19-A083 đến 

VH19-A100 
18 

Ngã ba sông Đáy và sông Vạc, xã Thường Kiếm, 

huyện Kim Sơn, tỉnh Ninh Bình 

VH19-A064 đến 

VH19-A067 
4 

Mẫu đất 

VH19-A152 đến 

VH19-A154 
3 

Rừng ngập mặn huyện Kim Sơn, tỉnh Ninh Bình 

VH19-A060 đến 

VH19-A063 
4 

Mẫu đất 

VH19-A068 đến 

VH19-A070 
3 

VH19-A136 đến 

VH19-A146 
11 

VH19-A155 đến 

VH19-A158 
4 

VH19-A177 đến 

VH19-A179 
3 

Rừng ngập mặn Quỳnh Lương, xã Quỳnh Lương, 

huyện Quỳnh Lưu, tỉnh Nghệ An 

VH19-A077 đến 

VH19-A082 
6 

Mẫu đất 

VH19-VH19 đến 

VH19-A180 
1 

Hồ Quan Sơn, huyện Mỹ Đức, Hà Nội 
VH19-A169 đến 

VH19-A176 
8 

Mẫu đất 

Suối Yến, chùa Hương, huyện Mỹ Đức, Hà Nội VH19-A181 1 Mẫu đất 

Đánh giá sơ bộ về hình thái xạ khuẩn cho thấy trong tổng số 181 chủng xạ 

khuẩn phân lập được có 135 chủng thuộc chi Streptomyces chiếm 74,6% và 46 

chủng thuộc nhóm xạ khuẩn hiếm chiếm 25,4%. Nghiên cứu cho thấy rằng các 

chủng xạ khuẩn hiếm hầu hết được tìm thấy ở khu vực rừng ngập mặn Phù Long và 

vườn quốc gia Cát Bà, nơi các mẫu bùn và lá mục cho số lượng xạ khuẩn đáng kể 

hơn so với trong đất. 

3.1.2. Sàng lọc các chủng xạ khuẩn có khả năng kháng Mycobacterium 

smegmatis 

Các chủng xạ khuẩn được sàng lọc hoạt tính kháng Mycobacteria smegmatis 
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bằng phương pháp khuếch tán kháng sinh trên đĩa thạch. Kết quả cho thấy trong số 

181 chủng xạ khuẩn có 14 chủng (chiếm 7,7%) có khả năng ức chế M. smegmatis 

(thể hiện trong phần phụ lục PL1). Trong đó, các chủng xạ khuẩn có hoạt tính 

kháng M. smegmatis mạnh nhất là VH19-A002 (từ rừng ngập mặn Phù Long), 

VH19-A067 (từ ngã ba sông Đáy và sông Vạc), VH19-A079 (từ rừng ngập mặn 

Quỳnh Lương), VH19-A105B (từ đường lên đỉnh núi Mây Bạc) và VH19-A121 (từ 

đỉnh núi Mây Bạc). Vị trí lấy mẫu (vĩ độ và kinh độ), màu sắc khuẩn lạc, hình dạng 

bào tử và đường kính vòng kháng khuẩn (mm) của các chủng VH19-A002, VH19-

A067, VH19-A079, VH19-A105B và VH19-A121 được trình bày trong Bảng 3.2.  

Bảng 3.2. Đặc điểm khuẩn lạc và kết quả hoạt tính kháng M. smegmatis của các 

chủng xạ khuẩn 

 

Các chủng VH19-A002, VH19-A067 và VH19-A079 cho thấy hoạt tính 

kháng M. smegmatis tương đương với đường kính vòng kháng khuẩn là 9 mm, 

trong khi chủng VH19-A105B có hoạt tính kháng M. smegmatis yếu hơn với đường 

kính vòng kháng khuẩn là 8 mm. Chủng VH19-A121 là chủng có hoạt tính mạnh 

nhất với đường kính vòng kháng khuẩn là 11 mm (Hình 3.2).  

Kí hiệu 

mẫu 

Tên chủng Địa điểm phân lập Vĩ độ Kinh độ Màu sắc 

khuẩn lac 

Hình dạng 

bào tử 

Đường kính 

vòng kháng 

khuẩn (mm) 

VH19-

A002 

Streptomyces 

avidinii 

Rừng ngập mặn Phù 

Long, huyện Cát Hải, 

thành phố Hải Phòng  

N20°48’35’’ E106°55’47,2’’ Màu trắng. 

dạng bột, 

Thẳng, linh 

động 

9 

VH19-

A067 

Streptomyces 

spiroverticillatus 

Ngã ba sông Đáy và sông 

Vạc, xã Thường Kiếm, 

huyện Kim Sơn, tỉnh 

Ninh Bình  

N20°3’0,8’’ E106°6’52,8’’ Màu nâu 

nhạt, dạng 

bột 

Xoắn ốc 9 

VH19-

A079 

Streptomyces 

wuyuanensis 

Rừng ngập mặn Quỳnh 

Lương, xã Quỳnh 

Lương, huyện Quỳnh 

Lưu, tỉnh Nghệ An  

N19°8’42,1’’ E105°41’43,1’’ Màu nâu 

nhạt, dạng 

bột 

Xoắn ốc 9 

VH19-

A105B 

Streptomyces  

alboniger 

Đường lên đỉnh núi Mây 

Bạc, vườn quốc gia Cúc 

Phương, huyện Nho 

Quan, tỉnh Ninh Bình  

N20°21’0,8’’ E105°36’15,7’’ Màu nâu, 

dạng bột 

Thẳng, linh 

động  

8 

VH19-

A121 

Streptomyces 

alboniger 

Trên đỉnh núi Mây Bạc, 

vườn quốc gia Cúc 

Phương, huyện Nho 

Quan, tỉnh Ninh Bình 

(648 m cách mực nước 

biển) 

N21°21’21,9’’ E105°36’36,2’’ Màu nâu 

nhạt, dạng 

bột 

Thẳng, linh 

động 

 

11 
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Hình 3.2. Ảnh minh họa khả năng kháng M. smegmatis của các chủng xạ khuẩn  

Chủng VH19-A105B và VH19-A121 đều có địa điểm lấy mẫu là Vườn Quốc 

gia Cúc Phương nhưng địa điểm thu mẫu ở vị trí thấp hơn (trên đường lên đỉnh Mây 

Bạc) do đó hoạt tính kháng khuẩn của chủng VH19-A121 cao hơn rất nhiều. Điều 

này có thể được giải thích là do chủng VH19-A121 được phân lập ở vùng ít được 

khám phá (trên đỉnh núi cao), nơi môi trường sinh thái chưa bị ảnh hưởng nhiều bởi 

hoạt động của con người. Các tài liệu trước đây đã báo cáo rằng nhiều xạ khuẩn 

được phát hiện từ môi trường sống ít được khám phá hoặc môi trường bất thường là 

nguồn sản xuất các chất chuyển hóa có hoạt tính tiềm năng [97]. Xạ khuẩn sống ở 

những vùng như vậy có thể tạo ra bộ gen lớn với nhiều yếu tố phiên mã có khả năng 

đáp ứng với các môi trường cụ thể [98, 99]. Do đó, các chất chuyển hóa thứ cấp do 

các sinh vật này tạo ra cũng như hoạt tính sinh học đó có thể tăng lên [100]. 

3.1.3. Phân loại các chủng xạ khuẩn 

Các chủng có hoạt tính kháng M. smegmatis mạnh nhất là VH19-A002, 

VH19-A067, VH19-A079, VH19-A105B, VH19-A121 được phân loại dựa trên 

màu sắc của khuẩn ty cơ chất, hình dạng khuẩn lạc, khả năng sinh sắc tố, hình thái 

chuỗi bào tử, trình tự 16S rDNA và được thực hiện bởi Thạc sĩ Vũ Hà Phương, 

khoa Sinh học, trung tâm nghiên cứu khoa học sự sống, Đại học Khoa học Tự 

nhiên-Đại học Quốc gia Hà Nội. Bằng cách phân tích dữ liệu trên, xạ khuẩn VH19-

A002, VH19-A067, VH19-A079, VH19-A105B và VH19-A121 được phân loại lần 

lượt là Streptomyces avidinii VH19-A002, Streptomyces spiroverticillatus VH19-

A067, Streptomyces wuyanensis VH19-A079, Streptomyces alboniger VH19-

A105B và Streptomyces alboniger VH19-A121 (Hình 3.3, Bảng 3.2). Tất cả các 

chủng đều thuộc chi Streptomyces, được biết đến như là nguồn hứa hẹn để khám 

phá các loại thuốc chống lao. Trong số 5 chủng trên, Streptomyces wuyanensis 

VH19-A079 được phát hiện lần đầu tiên ở tỉnh Wuyan, Trung Quốc vào năm 2013 

và cho đến nay vẫn chưa được nghiên cứu về hoạt tính sinh học và các hợp chất thứ 

cấp [45]. Đây là lần đầu tiên Streptomyces wuyanensis được nghiên cứu về hoạt tính 



60 

kháng khuẩn đối với M. smegmatis. Streptomyces avidinii VH19-A002, 

Streptomyces spiroverticillatus VH19-A067, Streptomyces alboniger VH19-A105B 

được phát hiện có chứa các hợp chất kháng khuẩn, kháng sinh và chống ung thư 

[61, 101-103].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.3. Hình ảnh khuẩn lạc của 5 chủng xạ khuẩn có hoạt tính kháng M. 

smegmatis cao nhất 

Nghiên cứu của chúng tôi đã lần đầu tiên báo cáo về hoạt tính kháng M. 

smegmatis của Streptomyces avidinii và Streptomyces spiroverticillatus. 

Streptomyces alboniger được chú ý nhờ khả năng phân lập được hợp chất 

acyldepsipeptide (ADEP), một chất kháng lao tiềm năng [104]. Streptomyces 

alboniger VH19-A121 lần đầu tiên được phân lập vào năm 1954 từ các mẫu đất ở 

Illinois, Mỹ [39] và có hoạt tính gây độc tế bào trên nhiều dòng tế bào ung thư 

[105]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, Streptomyces alboniger VH19-A121 là 

chủng có hoạt tính kháng Mycobacteria smegmatis mạnh nhất. Từ các chủng này đã 

phân lập được các hợp chất pamamycin, một loại kháng sinh kháng nhiều loại vi 

khuẩn gây bệnh, bao gồm Mycobacteria smegmatis và Mycobacteria phlei [106].  

3.2. Kết quả xác định cấu trúc của các chất được phân lập từ dịch nuôi 

cấy chủng xạ khuẩn 

Từ kết quả đánh giá hoạt tính kháng chủng M. smegmatis trên, chúng tôi lựa 

chọn các chủng có hoạt tính mạnh nhất Streptomyces spiroverticillatus VH19-A067, 

Streptomyces wuyanensis VH19-A079, Streptomyces alboniger VH19-A105B, 

Streptomyces alboniger VH19-A121 để phân lập các hợp chất. Chủng xạ khuẩn 

VH19-A002 Streptomyces avidii sau khi được nhân giống và lên men chứa nhiều 

VH19-A002 VH19-A067 VH19-A079 

VH19-A105B VH19-A121 
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tạp chất và không chứa các chất tiềm năng có thể tách chiết và phân lập. Vì vâỵ 

chúng tôi không tiến hành chiết tách các hợp chất thứ cấp từ chủng này. 

Ngoài ra ba chủng Streptomyces aureus VTCC43181, Streptomyces cyaneus 

VTCC43860, Streptomyces sp. VTCC43168 và Actinoplanes missouriensis 

VTCC40900 được chúng tôi lựa chọn từ ngân hàng chủng giống của Viện vi sinh 

vật và Công nghệ sinh học-Đại học Quốc gia Hà Nội để lên men và chiết tách các 

hợp chất thứ cấp. Các chủng này được lựa chọn trên cơ sở tham khảo tài liệu cho 

thấy có hoạt tính kháng khuẩn tiềm năng. Bản mỏng TLC của các chủng này cũng 

cho thấy có chứa nhiều hợp chất thứ cấp có khả năng phân lập và chiết tách. 

3.2.1. Biện luận cấu trúc hóa học các hợp chất từ xạ khuẩn Streptomyces 

alboniger VH19-A121 

3.2.1.1. Chất AT.01 

 

Hình 3.4. Cấu trúc và tương tác HMBC, COSY, NOESY của hợp chất AT.01 

Hợp chất AT.01 được phân lập dưới dạng chất rắn, màu vàng. Phổ khối phân 

giải cao HR-ESI-MS của hợp chất này cho pic ion giả phân tử tại m/z 276,1221 

(tính toán lý thuyết cho C15H18NO4 276,1236 [M+H]+) và 298.1045 (tính toán lý 

thuyết cho C15H17NO4Na 298,1055 [M+Na]+), tương ứng với công thức phân tử là 

C15H17NO4. 

Dữ liệu phổ NMR của chất AT.01 cho thấy tín hiệu đặc trưng của 

obscurolide chứa khung butyrolactone. Phổ 1H-NMR xuất hiện bốn tín hiệu của 

proton vòng butyrolactone tại δH 2,44 (1H, dd, J = 18,0, 3,5 Hz, H-2b), 3,18 (1H, 

dd, J = 18,0, 7,5 Hz, H-2a), 4,35 (1H, m, H-4) and 4,41 (1H, m, H-3). Sự hiện diện 

của vòng thơm thế ở vị trí para được xác định bởi tín hiệu tại δH 6,67 (2H, d, J = 8,5 

Hz, H-2’, H-6’), 7,73 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-3’, H-5’). Ngoài ra, hai tín hiệu proton 

olefin có cấu hình E (trans) tại δH 5,88 (1H, dd, J = 15,0, 7,0 Hz, H-6) và 5,64 (1H, 

m, H-7). Tín hiệu của proton methyl tại δH 1,74 (3H, d, J = 6,5, 1,5 Hz, H-8), một 

tín hiệu proton tại δH 4,60 (1H, brs, C5-OH) và một tín hiệu của nhóm aldehyde tại 
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δH 9,77 (1H, s, CHO) cũng được quan sát thấy. 

 

Hình 3.5. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) của chất AT.01 

Phổ 13C-NMR xuất hiện một tín hiệu của nhóm aldehyde carbonyl liên hợp 

tại δC 190,3 (C-7’)], một nhóm lactone carbonyl tại δC 174,9 (C-1), một oximethine 

carbon (δC 73,1, C-5), một nhóm oximethine tại δC 87,3 (C-4), một nhóm methylene 

tại δC 36,3 (C-2) và một methyl carbon tại δC 17,8 (C-8), cùng với hai olefin carbon 

tại δC 131,4 (C-6), 128,2 (C-7) và carbon vòng thơm trong khoảng từ δC 112,6-150,9 

ppm. Cấu trúc cuối cùng của AT.01 được khẳng định bằng phổ hai chiều (COSY, 

HSQC, HMBC và NOESY). Nhóm aldehyde liên kết với vòng thơm tại C-4’ được 

chứng minh bằng tương tác trong HMBC giữa H-3’, H-5’ (δH 7,73) đến C-7’ (δC 

190,3) và C-1’ (δC 150,9). Việc gán các nguyên tử carbon và proton trong vòng 

butyrolactone được xác nhận bởi các tương tác trong phổ COSY giữa H-2a (δH 

3,18) và H-2b (δH 2,44)/H-3 (δH 4,41) và H-4 (δH 4,35), cũng như tương tác trong 

phổ HMBC giữa H-2a (δH 3,18) và H-2b (δH 2,44) với C-1 (δC 174,9), C-3 (δC 51,1) 

và C-4 (δC 87,4). Tương tác COSY giữa H-4 (δH 4,35)/H-5 (δH 4,32); H-5 (δH 

4,32)/H-6 (δH 5,88); H-6 (δH 5,88)/H-7 (δH 5,64); H-7 (δH 5,64)/H-8 (δH 1,74), và 

tương tác HMBC giữa H-6 (δH 5,88) và H-7 (δH 5,64)/C-5 (δC 73,1); H-8 (δH 

1,74)/C-6 (δC 131,4) và C-7 (δC 128,2); H-5 (δH 4,32)/C-3 (δC 51,1) cho phép xác 

định cấu trúc của obscurolide.  
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Cấu hình trans tại vị trí C-6 and C-7 được xác định dựa trên hằng số tương 

tác lớn (J = 15.0 MHz) giữa H-6 and H-7. Tương tác NOESY giữa H-5 (δH 4.32)/H-

7 (δH 5.64) cho phép xác định proton H-5 ở vị trí α. Do đó, nhóm hydroxyl tại C-5 

được định hướng ở vị trí β. Cấu hình tương đối của H-3 and H-4 được xác định là 

trans dựa vào tương tác NOESY giữa H-4 (δH 4.35)/H-5 (δH 4.32). Dữ liệu phổ của 

AT.01 phù hợp với dữ liệu phổ của obscurolide B2 [44]. Do đó, hợp chất AT.01  

được xác định là obscurolide B2. Các hợp chất obscurolide thuộc một trong những 

lớp chất ức chế phosphodiesterases và được phân lập từ nhiều loài thuộc chi 

Streptomyces. Obscurolide B2 lần đầu tiên được phân lập từ Streptomyces 

vitidocbtomogenes năm 1993 [107]. Đây là lần đầu tiên hợp chất này phân lập từ 

Streptomyces alboniger. 

 

Hình 3.6. Phổ 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) của chất AT.01 

3.2.1.2. Chất AT.02 

Hợp chất AT.02 được phân lập dưới dạng bột, màu vàng lục. Công thức 

phân tử của hợp chất AT.02 được xác định là C32H32O14 qua pic ion giả phân tử 

trong phổ khối thường (ESI-MS) và phổ khối phân giải cao (HR-ESI-MS) tại m/z 

639,1 [M-H]-, 641,1876 (tính toán lý thuyết cho C32H33O14 641,1870 [M+H] +). 
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Hình 3.7. Cấu trúc và tương tác HMBC, COSY của hợp chất AT.02 

 

Hình 3.8. Phổ HR-ESI-MS của chất AT.02  

Phân tích phổ NMR cho phép xác định cấu trúc của hợp chất AT.02 gồm 

một hệ vòng thơm trong đó có hai đơn vị cấu trúc -lactone và một mạch đường 

disaccharide. Phổ 1H-NMR của AT.02 cho thấy có năm tín hiệu proton vòng thơm 

tại δH 7,41 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-10), 7,44 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-17), 7,51 (1H, d, J 

= 8,5 Hz, H-16), 8,19 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8) và 7,61 (1H, t, J = 8,0 Hz, H-9). 

Ngoài ra, xuất hiện tín hiệu của nhóm methyl gắn vào vòng thơm tại δH 2,81 (3H, s, 

H-19) và một tín hiệu singlet của nhóm hydroxyl tại δH 11,63 (C6-OH). Trong vùng 

đường, xuất hiện tín hiệu của hai đơn vị monosaccharide bao gồm 10 tín hiệu của 

proton oxymethine tại δH 3,30 (1H, dd, J = 10,0, 3,0 Hz, H-9’), 3,78 (1H, m, H-4’), 

3,84 (1H, m, H-8’), 3,87 (1H, m, H-10’), 3,88 (1H, m, H-3’), 4,27 (1H, m, H-2’), 

5,70 (1H, d, J = 4,5 Hz, H-7’), 5,33 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1’), 4,22 (1H, m, H-11’), 

3,92 (1H, m, H-5’), cùng với hai tín hiệu của methyl proton tại δH 1,44 (3H, d, J = 
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6,5 Hz, H-6’), 1,38 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-12’), và một methoxy proton tại δH 3,36 

(3H, s, H-13’). 

 

Hình 3.9. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) của hợp chất AT.02 

Phổ 13C-NMR của chất AT.02 cho thấy 32 tín hiệu carbon bao gồm một 

aglycone thơm và một disaccharide. Mười một tín hiệu của carbon thơm bậc 3 tại δC 

96,6 (C-5), 109,0 (C-4), 117,7 (C-2), 119,0 (C-12), 119,8 (C-3), 126,9 (C-7), 138,5 

(C-13), 140,2 (C-18), 146,5 (C-15), 153,1 (C-11), 157,3 (C-6), năm methine carbon 

trong vòng thơm tại δC 115,2 (C-10), 118,4 (C-8), 120,9 (C-16), 127,8 (C-9), 133,0 

(C-17), cùng với hai lactone carbonyl liên hợp tại δC 159,2 (C-1), 164,7 (C-14) và 

một methyl carbon tại δC 22,2 (C-19) được xác định thuộc phần aglycone. Ngoài ra, 

10 tín hiệu của methine carbon gắn với oxy tại  δC 67,1 (C-11’), 67,6 (C-8’), 68,1 

(C-10’), 70,9 (C-5’), 71,0 (C-3’), 73,1 (C-4’), 80,1 (C-9’), 82,3 (C-2’), 98,9 (C-1’, 

C-anomer), 101,4 (C-7’, C-anomer), hai methyl carbon tại δC 16,5 (C-12’), 16,4 (C-

6’) và một nhóm methoxy tại δC 57,0 (C-13’) được gán cho đơn vị đường. So sánh 

phổ 1H và phổ 13C-NMR của đơn vị đường với tài liệu dược báo cáo cho thấy cấu 

trúc của chất AT.02 bao gồm hai monosaccharide là D-fucose and D-digitalose. 
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Hình 3.10. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) của hợp chất AT.02 (giãn rộng)  

 

Hình 3.11. Phổ 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) của hợp chất AT.02   

Việc gán các nguyên tử carbon và proton trong chất AT.02 cũng được xác 

nhận bằng phổ 2D NMR (COSY, HSQC, HMBC và NOESY). Tương tác COSY 

giữa H-8 (δH 8,19)/H-9 (δH 7,61); H-9 (δH 7,61)/H-10 (δH 7,41); H-16 (δH 7,51)/H-17 
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(δH 7,44), cũng như tương tác HMBC giữa H-8 (δH 8,19) với C-6 (δC 157,3) và C-10 

(δC 115,2); H-9 (δH 7,61) với C-7 (δC 126,9), C-10 (δC 115,2) và C-11 (δC 153,1); H-

10 (δH 7,41) với C-12 (δC 119,0) và C-8 (δC 118,4); H-16 (δH 7,51) với C-3 (δC 

119,8), C-15 (δC 119,8) và C-18 (δC 140,2); H-17 (δH 7,44) với C-2 (δC 117,7) và C-

15 (δC 146,5) cho phép xác định vị trí của các proton trong hệ vòng thơm với hai 

đơn vị -lactone liên hợp. Ngoài ra, tương tác HMBC giữa H-19 (δH 2,81)/C-2 (δC 

117,7), C-18 (δC 140,2) và C-17 (δC 133,0), cùng với tương tác của proton trong 

nhóm hyroxyl C6-OH (δH 11,63)/C-6 (δC 96,6) và C-5 (δC 109,0) cho phép xác định 

vị trí của nhóm methyl và hydroxyl trong đơn vị aglycone như trong hình 3.14. 

 

Hình 3.12. Phổ DEPT của hợp chất AT.02 trong CDCl3 

Các liên kết trong đơn vị đường cũng được xác định thông qua tương tác 

COSY giữa H-1’ (δH 5,33)/H-2’ (δH 4,27); H-2’ (δH 4,27)/H-3’ (δH 3,88); H-3’ (δH 

3,88)/H-4’ (δH 3,78); H-5’ (δH 3,92)/H-6’ (δH 1,44); H-7’ (δH 5,70)/H-8’ (δH 3,84); 

H-8’ (δH 3,84)/H-9’ (δH 3,30); H-9’ (δH 3,30)/ H-10’ (δH 3,87); H-10’ (δH 3,87)/ H-

11’ (δH 4,22); H-11’ (δH 4,22)/H-12’ (δH 1,38). Đơn vị D-digitalose được gắn vào vị 

trí C-2’ của D-fucose được chứng minh qua tương tác trong phổ HMBC giữa H-2’ 

(δH 5,33) với C-7’ (δC 101,4). Phần đường được liên kết với aglycone tại vị trí C-1’ 

được chứng minh bởi tương tác HMBC giữa H-1’ (δH 5,33) với C-11 (δC 153,1).  
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Hình 3.13. Phổ COSY của hợp chất AT.02 trong CDCl3 

 

Hình 3.14. Phổ HMBC của hợp chất AT.02 trong CDCl3 
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Dữ liệu phổ 1H and 13C-NMR của hợp chất AT.02 được trình bày ở Bảng 3.3 

và được so sánh với số liệu trong tài liệu tham khảo cho phép xác định hợp chất 

AT.02 là chartreusin, một benzonaphthopyranone glycoside đã được phân lập và 

xác định trước đây từ Streptomyces chartreusis [108]. Đây là lần đầu tiên 

chartreusin được phân lập từ loài Streptomyces alboniger. 

Bảng 3.3. Dữ liệu phổ 1H và 13C-NMR của chất AT.02 và chartreusin [108] 

C 
AT.02 Chartreusin [108] 

H (ppm)a C (ppm)b H (ppm)c C (ppm)d 

1  159,2  159,0 

2  117,7  117,5 

3  119,8  120,1 

4  109,0  108,9 

5  96,6  97,4 

6  157,3  155,9 

7  126,9  126,6 

8 8,19 (d, J = 8,0 Hz) 118,4 8,09 (d, J = 8,4 Hz) 116,8 

9 7,61 (t, J = 8,0 Hz) 127,8 7,75 (t, J = 8,4 Hz) 128,9 

10 7,41 (d, J = 8,0 Hz) 115,2 7,54 (d, J = 8,4 Hz) 114,9 

11  153,1  154,6 

12  119,0  118,4 

13  138,5  139,1 

14  164,7  164,3 

15  146,5  146,7 

16 7,51 (d, J = 8,5 Hz) 120,9 7.67 (d, J = 8,3 Hz) 121,3 

17 7,44 (d, J = 8,5 Hz) 133,0 7.63 (d, J = 8,3 Hz) 133,5 

18  140,2  139,0 

19 2,81 (s) 22,2 2,81 (s) 22,2 

1’ 5,33 (d, J = 7,5 Hz) 98,9 5,40 (d, J = 7,7 Hz) 100,2 

2’ 4,27 (m) 82,3 3,98 (m) 78,4 

3’ 3,88 (m) 71,0 3,67 (m) 71,8 

4’ 3,78 (m) 73,1 3,65 (m) 72,5 

5’ 3,92 (m) 70,9 3,96 (m) 70,7 

6’ 1,44 (d, J = 6,5 Hz) 16,4 1,00 (d, J = 6,4 Hz) 17,0 

7’ 5,70 (d, J = 4.5 Hz) 101,4 5,44 (d, J = 4,0 Hz) 99,9 

8’ 3,84 (m) 67,6 3,39 (m) 67,4 
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9’ 
3,30 (dd, J = 10,0; 

3,0 Hz) 
80,1 

3,10 (dd, J = 10,1; 3,1 

Hz) 
80,3 

10’ 3,87 (m) 68,1 3,63 (m) 67,9 

11’ 4,22 (m) 67,1 4,26 (q, J = 6,2 Hz) 66,3 

12’ 1,38 (d, J = 6,5 Hz) 16,5 1,23 (d, J = 6,2 Hz) 16,9 

13’ 3,36 (s) 57,0 3,15 (s) 56,4 

6-OH 11,63 (s)    

a500 MHz, CDCl3; b125 MHz, CDCl3; c400 MHz, DMSO-d6; d100 MHz, DMSO-d6 

3.2.2. Biện luận cấu trúc hóa học hợp chất từ xạ khuẩn Streptomyces 

wuyuanensis VH19-A079 

 

Hình 3.15. Cấu trúc hóa học của chất AT.03 

Hợp chất AT.03 được phân lập dưới dạng bột màu vàng nhạt. Phổ ESI-MS 

cho pic ion giả phân tử tại m/z 178,5 [M-H+H2O]- . Trên phổ 1H-NMR xuất hiện 5 

tín hiệu proton của vòng thơm tại vị trí δH 8,15 (1H, dd, J = 6,6, 1,8 Hz, H-4), 8,03 

(1H, d, J = 3,0 Hz, H-2), 7,51 (1H, dd, J = 7,2, 0,6 Hz, H-7), 7,21 (1H, m, H-6), 

7,19 (1H, m, H-5), và một tín hiệu tại vị trí δH 10,94 (1H, s, NH). Phổ 13C-NMR cho 

thấy 8 tín hiệu carbon thơm tại δC 137,8 (C-8), 132,7 (C-2), 127,4 (C-9), 123,2 (C-

6), 122,0 (C-5), 121,9 (C-4), 112,8 (C-7), 108,6 (C-3) và 1 tín hiệu nhóm carboxylic 

tại δC 166,1 (C-10). Dữ liệu phổ NMR của hợp chất AT.03 cho thấy các tín hiệu đặc 

trưng của indole carboxylic acid. 

Việc gán phổ cộng hưởng từ proton và carbon-13 dựa trên phổ hai chiều 

COSY, HSQC, HMBC và NOESY. Trên phổ COSY cho thấy tương tác giữa H-4 

(δH 8,15)/H-5 (δH 7,19); H-5 (δH 7,19)/H-6 (δH 7,21); H-6 (δH 7,21)/H-7 (δH 7,51), 

cũng như tương tác trên phổ HMBC giữa H-2 (δH 8,03) với C-3 (δC 108,6), C-9 (δC 

127,4) và C-8 (δC 137,8); H-4 (δH 8,15) với C-6 (δC 123,2); H-7 (δH 7,51) với C-4 

(δC 121,9) và C-5 (δC 122,0); H-6 (δH 7,21) với C-4 (δC 121,9), C-5 (δC 122,0) và C-

7 (δC 112,8); H-5 (δH 7,19) với C-4 (δC 121,9), C-7 (δC 112,8) và C-8 (δC 137,8) đã 

xác định vị trí của các proton trong vòng indole. 

Kết hợp dữ liệu phổ NMR, MS và so sánh với tài liệu tham khảo, hợp chất 

AT.03 được xác định là indole-3-carboxylic acid [109]. Hợp chất này lần đầu tiên 

được phân lập từ chủng Streptomyces wuyuanensis. Hợp chất indole-3-carboxylic 
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acid thể hiện hoạt tính kháng khuẩn, chống ung thư và hoạt tính kháng oxy hóa 

[110]. 

Bảng 3.4. Dữ liệu phổ 1H và 13C-NMR của chất AT.03 và indole-3-carboxylic 

acid [109] 

C 
AT.03 Indole-3-carboxylic acid [109] 

H (ppm)a C (ppm)b H (ppm)c C (ppm)d 

1     

2 8,03 (d, J = 3,0) 132,7 7,94 (s) 133,4 

3  108,6  108,7 

4 8,15 (dd, J = 6,6, 1,8 Hz) 121,9 8,06 (dd, J = 7,7, 1,3 Hz) 122,0 

5 7,19 (m) 122,0 7,16 (ddd, J = 7,7, 7,7, 1,3 Hz) 122,4 

6 7,21 (m) 123,2 7,19 (ddd, J = 7,7, 7,7, 1,3 Hz) 123,6 

7 7,51 (dd, J = 7,2, 0,6 Hz) 112,8 7,43 (ddd, J = 7,7, 7,7, 1,3 Hz) 112,9 

8  137,8  138,2 

9  127,4  127,6 

a600 MHz, Acetone-d6; b125 MHz, Acetone-d6; c500 MHz, CD3OD; d125 MHz, 

CD3OD 

3.2.3. Biện luận cấu trúc hóa học các hợp chất từ xạ khuẩn Streptomyces aureus 

VTCC43181 

3.2.3.1. Chất AT.04 

Hợp chất AT.04 được phân lập dưới dạng bột không màu. Phổ HR-ESI-MS 

của AT.04 cho thấy pic ion giả phân tử tại m/z 601,3527 (tính toán lý thuyết cho 

C27H49N6O9 601,3561 [M+H]+), 623,3353 (tính toán lý thuyết cho C27H48N6O9Na 

623,3380 [M+Na]+).  

 

Hình 3.16. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC, COSY của hợp chất AT.04 
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Trên phổ 1H-NMR xuất hiện 7 tín hiệu của methylene proton tại δH 3,62 (6H, 

t, J = 6,5 Hz, H-2, H-13, H-24), 3,19 (6H, t, J = 6,5 Hz, H-6, H-17, H-28), 2,79 (6H, 

t, J = 6,5 Hz, H-9, H-20, H-31), 2,49 (6H, t, J = 6,5 Hz, H-10, H-21, H-32), 1,65 

(6H, m, H-3, H-14, H-25), 1,53 (6H, m, H-5, H-16, H-27), 1,35 (6H, m, H-4, H-15, 

H-26). Phổ 13C-NMR cho thấy 7 tín hiệu của methylene carbon tại δC 49,1 (C-2), 

40,1 (C-6), 28,9 (C-9), 31,6 (C-10), 29,7 (C-5), 27,1 (C-3), 24,6 (C-4) và hai 

carbonyl carbon tại δC 174,7 (C-8), 174,5 (C-11). Dữ liệu phổ NMR của hợp chất 

AT.04 cho thấy tín hiệu đặc trưng của vòng macrocyclic hydroxamate. 

 

Hình 3.17. Phổ HR-ESI-MS của hợp chất AT.04 

Việc gán các tín hiệu proton và carbon trong chất AT.04 đã được xác định 

bằng phổ 2D NMR (COSY, HSQC và HMBC). Tương tác COSY giữa H-6 (δH 

3,19)/H-5 (δH 1,53); H-5 (δH 1,53)/H-4 (δH 1,35); H-4 (δH 1,35)/H-3 (δH 1,65); H-3 

(δH 1,65)/H-2 (δH 3,62), cùng với tương tác HMBC giữa H-2 (δH 3,62) với C-3 (δC 

27,1) và C-4 (δC 24,6);H-6 (δH 3,19) với C-4 (δC 24,6), C-5 (δC 29,7) và C-8 (δC 

174,7); H-9 (δH 2,79) với C-8 (δC 174,7), C-10 (δC 31,6) và C-11 (δC 174,5); H-10 

(δH 2,49) với C-8 (δC 174,7) và C-9 (δC 28,9) cho phép xác định vị trí của các proton 

trong vòng macrocyclic. 

Kết hợp dữ liệu phổ NMR, MS và so sánh với tài liệu tham khảo cho phép 

xác định hợp chất AT.04 là nocardamin, một vòng trimer vòng của N-hydroxy-N’-

succinylcadaverine [111, 112]. Nocardamin là một hydroxamate siderophore và lần 

đầu tiên được phân lập từ chủng Nocardia [113]. Hợp chất này có hoạt tính 

siderophore (tạo phức với sắt) và hoạt tính chống sốt rét [111]. 
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Bảng 3.5. Dữ liệu phổ 1H-NMR và 13C-NMR của AT.04 và nocardamin [111] 

Vị trí 
AT.04 Nocardamin [111] 

H (ppm)a C (ppm)b H (ppm)c C (ppm)d 

1, 12, 23   9,6 (br s)  

2, 13, 24 3,62 (t, J = 6,5 Hz) 49,1 3,46 (t, J = 6,9 Hz) 46,8 

3, 14, 25 1,65 (m) 27,1 1,51 (m) 25,8 

4, 15, 26 1,35 (m) 24,6 1,20 (m) 23,1 

5, 16, 27 1,53 (m) 29,7 1,37 (m) 28,6 

6, 17, 28 3,19 (t, J = 6,5 Hz) 40,1 3,00 (m) 38,3 

7, 18, 29   7,72 (br t)  

8, 19, 30  174,7  172,0 

9, 20, 31 2,79 (t, J = 6,5 Hz) 28,95 2,28 (t, J = 6,3 Hz) 30,0 

10, 21, 32 2,49 (t, J = 6,5 Hz) 31,6 2,58 (m) 27,5 

11, 22, 33  174,5  171,4 

a500 MHz, CD3OD; b125 MHz, CD3OD; c500 MHz, DMSO-d6; 
d125 MHz, DMSO-d6 

3.2.3.2. Chất AT.05 

 

Hình 3.18. Cấu trúc hóa học của hợp chất AT.05 

Chất AT.05 được phân lập dưới dạng bột màu trắng. Phổ khối ESI-MS của 

hợp chất này cho pic ion giả phân tử tại m/z 119 [M+Na-H2O]+. Trên phổ 1H-NMR 

xuất hiện hai tín hiệu của proton olefin tại δH 5,43 (1H, d, J = 8,0 Hz; H-5); 7,39 

(1H, d, J = 8,0 Hz; H-6). Phổ 13C-NMR xuất hiện tín hiệu của hai nhóm carbonyl tại 

δC 164,4 (C-4); 151,7 (C-2) và 2 tín hiệu của 2 carbon olefin tại δC 100,0 (C-5); 

142,6 (C-6). Từ các thông tin trên, cho thấy chất AT.05 có cấu trúc vòng lactone 

gồm 4 nguyên tử carbon và 2 nguyên tử oxi. Kết hợp các dữ liệu phổ (Bảng 3.6) và 

so sánh với tài liệu tham khảo cho phép kết luận chất AT.05 là pleurone (4H-1,3-

dioxine-2,4-dione) ứng với công thức phân tử là C4H2O4 [114]. Hợp chất pleurone 

có hoạt tính kháng oxi hóa và hoạt tính ức chế bạch cầu [114]. Ngoài ra, pleurone 

có hoạt tính ức chế enzym HCV NS3 protease với giá trị IC50 là 78.9 μM [115]. 

Hợp chất này được xem là chất có tiềm năng trong phát triển thuốc kháng HCV (vi 

rút viêm gan C) [115]. 



74 

Bảng 3.6. Dữ liệu phổ 1H-NMR và 13C-NMR của AT.05 so với pleurone [115] 

Vị trí 
AT.05 Pleurone [115] 

H (ppm)a C (ppm)b H (ppm)c C (ppm)d 

2  151,7  151,5 

4  164,4  164,3 

5 5,43 (d, J = 8,0 Hz) 100,0 5,44 (d, J = 7,6 Hz) 100,2 

6 7,39 (d, J = 8,0 Hz) 142,6 7,38 (d, J = 7,6 Hz) 142,2 

a500 MHz, DMSO-d6; 
b125 MHz, DMSO-d6; 

c400 MHz, DMSO-d6; 
d100 MHz, DMSO-d6 

3.2.3.3. Chất AT.06 

 

Hình 3.19. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC trong hợp chất AT.06 

Hợp chất AT.06 được phân lập dưới dạng chất rắn, màu trắng. Phổ khối phân 

giải cao HR-ESI-MS cho tín hiệu pic ion giả phân tử tại m/z 553,3730 (tính toán lý 

thuyết cho C27H49N6O6 553,3714 [M+H]+), 575,3548 (tính toán lý thuyết cho 

C27H48N6O6Na 575,3533 [M+Na]+). Trên phổ 1H-NMR xuất hiện 10 tín hiệu proton 

tại δH 3,57-3,54 (2H, m, α-H của Leu1 & Leu2), 3,50 (1H, d, J = 3,5 Hz, α-H của 

Ile), 3,43 (3H, d, J = 4,5 Hz, α-H của Ala1, Ala2 & Ala3), 1,97-1,95 (1H, m, β-H của 

Ile), 1,83-1,77 (2H, m, γ-H của Leu1 & Leu2), 1,83-1,59 (4H, m, β-H của Leu1 & 

Leu2), 1,66-1,59 (2H, m, γ-H của Ile), 1,08-1,07 (3H, d, J = 7,0 Hz, β-H của Ala3), 

1,05-1,01 (9H, m, β-H của Ala1 & Ala2, β’-H of Ile), 1,00-0,96 (15H, m, -H của 

Leu1 & Leu2, -H của Ile). 

Phổ 13C-NMR cho thấy tín hiệu của 9 nhóm methyl, 3 nhóm methylene, 9 

nhóm methin và 6 nhóm carbonyl tại δC 175,2 (C=O, Leu), 174,5 (C=O, Ala), 174,0 

(C=O, Ile). Dữ liệu phổ NMR của hợp chất AT.06 cho thấy tín hiệu đặc trưng của 
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vòng hexapeptide. Trình tự sắp xếp các gốc amino acid trong hợp chất AT.06 được 

xác định bằng phổ HMBC. Tương tác giữa H-α (Ala) (δH 3,43) với C=O (Ala) (δC 

174,5) và C=O (Leu) (δC 175,2); H-β (Ala) (δH 1,08-1,01) với C-α (Ala) (δC 61,8); 

H-α (Leu) (δH 3,57-3,54) với C=O (Ala) (δC 174,5) và C=O (Leu) (δC 175,2); H-β 

(Leu) (δH 3,57-3,54) với C=O (Leu) (δC 175,2) và C-α (Leu) (δC 54,7); H-α (Ile) (δH 

3,50) với C=O (Ala) (δC 174,5) và C=O (Ile) (δC 174,0), H-β’ (Ile) (δH 1,05-1,01) 

với C-α (Ile) (δC 60,9) và C-γ (Ile) (δC 25,9). Sự kết nối giữa các phân tử amino acid 

được khẳng định qua phổ -IDA TOF MS/MS tại m/z 340 [Ala-Leu-Ala-Leu - CO]-, 

255 [Ala-Leu-Ala]-, 227 [Ala-Leu-Ala - CO]-
. Kết hợp phổ NMR, HR-ESI-MS và 

so sánh với tài liệu tham khảo, hợp chất AT.06 được xác định là halolitoralin A, 

một hexapeptide vòng gồm Ala (x3), Leu (x2) và Ile [116, 117]. Halolitoralin A 

được phân lập từ xạ khuẩn biển Halobacillus litoralis YS3106 (Biển Hoàng Hải, 

Trung Quốc) [116]. Hợp chất này thể hiện hoạt tính kháng khuẩn mạnh, hoạt tính 

chống giun sán và hoạt tính chống ung thư yếu [116]. 

3.2.4. Biện luận cấu trúc hóa học hợp chất từ xạ khuẩn Streptomyces 

spiroverticillatus VH19-A067 

 

Hình 3.20. Cấu trúc hóa học của hợp chất AT.07 

Hợp chất AT.07 được phân lập dưới dạng chất rắn, màu hồng nhạt. Phổ khối 

phân giải cao HR-ESI-MS cho tín hiệu pic ion giả phân tử tại m/z 267,2335 (tính 

toán lý thuyết cho C17H31O2 267,2324 [M-H]-) cho phép xác định công thức phân tử 

là C17H32O2. Trên phổ 1H-NMR xuất hiện tín hiệu của hai proton olefin tại δH 5,36 

(2H, m, H-6, H-7), 11 tín hiệu proton của nhóm methylen tại δH 2,30 (2H, m, H-2), 

2,06 (4H, m, H-5, H-8), 1,61 (2H, m, H-3), 1,34 (2H, m, H-4), 1,33 (2H, m, H-9, H-

10, H-11, H-12, H-13), 1,20 (2H, H-14), một tín hiệu của nhóm methine tại δH 1,54 

(1H, m, H-15) và 2 nhóm methyl tại δH 0,91 (6H, m, H-16, H-17).  

Phổ 13C-NMR xuất hiện 17 tín hiệu trong đó một tín hiệu carbon của nhóm 

carboxylic acid tại δC 177,8 (C-1), tín hiệu của hai carbon olefin tại δC 130,8 (C-6, 

C-7), một tín hiệu của methin carbon tại δC 29,1 (C-15), 10 tín hiệu methylen 

carbon tại δC  40,2 (C-14), 35,0 (C-2), 33,0 (C-9, C-12), 30,7 (C-4), 28,5 (C-10, C-

11), 28,1 (C-5), 26,1 (C-3), 23,7 (C-13) và tín hiệu của hai methyl carbon tại δC 

23,0 (C-16, C-17). Việc gán các số liệu phổ NMR được xác định dựa trên cơ sở kết 

hợp phân tích dữ liệu phổ hai chiều HSQC, COSY, NOESY và HMBC.  
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Tương tác COSY giữa H-2 (δH 2,30)/H-3 (δH 1,61); H-3 (δH 1,61)/H-4 (δH 

1,34); H-4 (δH 1,34)/H-5 (δH 2,06); H-8 (δH 2,06)/H-9 (δH 1,31); H-14 (δH 1,34)/H-

15(δH 1,54); H-15 (δH 1,54)/H-16, H-17 (δH 0,91). Phổ HMBC xuất hiện tương tác 

giữa H-2 (δH 2,30) với C-1 (δC 177,8), C-3 (δC 26,1) và C-4 (δC 30,7); H-3 (δH 1,61) 

với C-1 (δC 177,8), C-2 (δC 35,0) và C-4 (δC 30,7); H-5, H-8 (δH 2,06) với C-6, C-7 

(δC 130,8); H-6, H-7 (δH 5,36) với C-5, C-8 (δC 28,1); H-15 (δH 1,54) với với C-16, 

C-17 (23,0). Tương tác NOESY giữa H-6 (δH 5,36)/H-7 (δH 5,36) cho phép xác định 

cấu trúc tương đối của AT.07. Kết hợp phân tích các dữ liệu phổ và so sánh với tài 

liệu tham khảo cho phép xác định cấu trúc của hợp chất AT.07 là (6Z)-15-methyl-6-

hexadecenoic acid [118]. 

 

Hình 3.21. Tương tác HMBC, COSY của hợp chất AT.07 

3.2.5. Biện luận cấu trúc hóa học các hợp chất từ xạ khuẩn Streptomyces 

alboniger VH19-A105B 

3.2.5.1. Chất AT.08 

Hợp chất AT.08 được phân lập ở dạng dầu, màu nâu. Phổ khối phân giải cao 

HR-ESI-MS cho tín hiệu pic ion giả phân tử tại m/z 313,2196 (tính toán lý thuyết 

cho C21H29O2 313,2168 [M-H]-).  

 

Hình 3.22. Cấu trúc và tương tác COSY, HMBC, NOESY của hợp chất AT.08 

Phổ 1H-NMR xuất hiện 3 tín hiệu của vòng thơm tại δH 6,14 (2H, d, J = 2,5 

Hz, H-4, H-6), 6,09 (1H, m, H-2) cho thấy vòng thơm với 3 nhóm thế ở các vị trí 

1,3,5; 7 tín hiệu proton olefin tại δH 5,83 (1H, m, H-14’), 5,42 (1H, m, H-12’), 5,40 

(1H, m, H-11’), 5,35 (1H, m, H-8’), 5,34 (1H, m, H-9’), 5,02 (1H, m, H-15’a), 4,96 

(1H, m, H-15’b), và 9 tín hiệu của nhóm methylene ứng với δH  2,83 (2H, m, H-

13’), 2,81 (2H, m, H-10’), 2,45 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-1’), 2,08 (2H, m, H-7’), 1,56 

(2H, m, H-2’), 1,32 (2H, m, H-6’), 1,30 (4H, m, H-3’, H-4’), 0,93 (2H, m, H-5’).  
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Hình 3.23. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CD3OD) của hợp chất AT.08  

 

 

Hình 3.24. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CD3OD) của chất AT.08 (giãn rộng) 
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Hình 3.25. Phổ 13C-NMR (125 MHz, CD3OD) của hợp chất AT.08 

 

Hình 3.26. Phổ 13C-NMR (125 MHz, CD3OD) của chất AT.08 (giãn rộng) 

Phổ 13C-NMR xuất hiện 6 tín hiệu carbon của vòng thơm ứng với δC 159,3 

(C-1, C-3), 146,3 (C-5), 107,9 (C-4, C-6), 100,9 (C-2), 6 carbon olefin tại δC 137,9 

(C-14’), 130,2 (C-8’, C-9’), 128,7 (C-12’), 127,8 (C-11’), 115,0 (C-15’) và 9 tín 
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hiệu nằm trong vùng ankyl ứng với δC 36,9 (C-1’), 32,3 (C-13’), 31,4 (C-2’), 30,8 

(C-4’), 30,4 (C-3’), 23,7 (C-6’), 23,0 (C-5’), 28,1 (C-7’), 26,4 (C-10’). Việc gán các 

tín hiệu dựa trên cơ sở kết hợp với dữ liệu phổ COSY, HSQC, HMBC và NOESY. 

Dữ liệu phổ COSY chỉ ra tương tác của các proton trong nhóm allyl giữa H-

15’ (δH 5,02)/H-14’ (δH 5,83); H-12’ (δH 5,42)/H-13’ (δH 2,83); H-7’ (δH 2,08)/H-8’ 

(δH 5,35), H-6’ (δH 1,32); H-1’ (δH 2,45)/H-2’ (δH 1,56); H-6’ (δH 1,32)/H-5’ (δH 

0,93); H-5’ (δH 0,93)/H-4’ (δH 1,30). Vị trí của nhóm ankyl cũng được xác định dựa 

vào tương tác trên phổ HMBC giữa H-7’ (δH 2,08) với C-8’, C-9’ (δC 130,2); H-10’ 

(δH 2,81) với C-11’ (δC 127,8), C-12’ (δC 128,7); H-5’ (δH 0,93) với C-16’ (δC 23,7), 

H-6’ (δH 1,32) với C-4’ (δC 30,8); H-4’ (δH 1,30) với C-3’ (δC 30,4). Ngoài ra, trên 

phổ HMBC còn xuất hiện tương tác giữa H-1’ (δH 2,45) với C-4, C-6 (δC 107,9), C-

5 (δC 146,3), C-2’ (δC 32,4), C-3’ (δC 30,4); H-2 (δH 6,09) với C-1, C-3 (δC  159,3), 

C-4 (δC  107,9); H-6 (δH 6,14) với C-1 (δC  159,3), C-2 (δC  100,9), C-4 (δC  107,9), 

C-1’ (δC  36,9), cho thấy nhóm allyl liên kết với vòng thơm tại vị trí C-5. Phổ 

NOESY cũng cho thấy tương tác giữa H-4 (δH  6,14)/H-6 (δH 6,14); H-1’ (δH 

2,45)/H-2’ (δH 1,56), H-8’ (δH 5,35)’/ H-9’ (δH 5,34)’; H-11’ (δH 5,40)’/ H-12’ (δH 

5,42)’ cho phép xác định cấu hình tương đối của hợp chất AT.08.  

 Kết hợp dữ liệu phổ NMR, HR-ESI-MS và so sánh với tài liệu tham khảo, 

hợp chất AT.08 được xác định là cardoltriene [119]. Hợp chất này có hoạt tính 

chống sốt rét tốt (IC50 = 5,69 μM) và hoạt tính chống côn trùng đối với chủng 

Leishmania amazonensis [120, 121]. 

 

Hình 3.27. Phổ HMBC của hợp chất AT.08 trong CD3OD 
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3.2.5.2. Chất AT.09 

 

Hình 3.28. Cấu trúc hóa học của chất AT.09 

Hợp chất AT.09 được phân lập ở dạng dầu, màu nâu. Phổ khối phân giải cao 

HR-ESI-MS cho tín hiệu pic ion giả phân tử tại m/z 596,3325 (tính toán lý thuyết 

cho C36H47NO5Na 596,3352 [M+Na]+), 572,3406 (tính toán lý thuyết cho 

C36H46NO5 572,3376 [M-H]-) cho phép xác định công thức phân tử của hợp chất 

AT.09 là C36H47NO5.  

 

Hình 3.29. Phổ (-)-HR-ESI-MS của chất AT.09 
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Hình 3.30. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) của chất AT.09 

 

Hình 3.31. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) của chất AT.09 (giãn rộng) 

Phổ 1H-NMR xuất hiện 6 tín hiệu của vòng thơm tại δH 6,98 (2H, d, J = 8,5 

Hz, H-3’’, H-5’’), 6,47 (2H, dd, J = 8,5, 3,0 Hz, H-2’’, H-6’’), 6,29 (1H, m, H-6), 

6,22 (1H, br s, H-2), 9 tín hiệu proton olefin tại δH 5,88 (1H, m, H-7’’’), 5,83 (1H, 
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m, H-14’), 5,73 (1H, m, H-6’’’), 5,42 (1H, m, H-12’), 5,41 (1H, m, H-11’), 5,36 

(1H, m, H-8’), 5,34 (1H, m, H-9’), 5,04 (2H, m, H-15’) và 11 tín hiệu của nhóm 

methylene ứng với δH 3,86 (2H, s, H-7’’), 2,96 (1H, m, H-3’’’a), 2,40 (1H, d, J = 

3,5, H-3’’’b), 2,82 (2H, m, H-13’), 2,77 (2H, m, H-10’), 2,50 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-

1’), 2,02 (2H, m, H-7’), 1,48 (2H, m, H-2’), 1,27 (8H, m, H-3’, H-4’, H-5’, H-6’). 

Ngoài ra, trên phổ 1H-NMR còn cho thấy 2 tín hiệu của nhóm methine tại δH 4,79 

(1H, m, H-5’’’), 3,97 (1H, m, H-4’’’) và 1 tín hiệu của nhóm methyl tại δH 1,25 (3H, 

m, H-9’’’). 

Phổ 13C-NMR xuất hiện 12 tín hiệu carbon của vòng thơm ứng với δC 155,5 

(C-3), 154,8 (C-1), 144,1 (C-5), 143,8 (C-1’’), 130,3 (C-4’’), 129,1 (C-3’’, C-5’’), 

117,1 (C-4), 114,1 (C-2’’, C-6’’), 108,8 (C-6), 101,0 (C-2), 8 carbon olefin tại δC 

138,5 (C-7’’’), 136,9 (C-14’), 130,9 (C-8’,) 129,3 (C-12’), 127,6 (C-9’), 126,9 (C-

11’), 124,6 (C-6’’’), 114,7 (C-15’), 11 tín hiệu nằm trong vùng ankyl no ứng với δC 

33,5 (C-1’), 31,0 (C-2’, C-13’), 30,0 (C-3’, C-4’, C-5’, C-6’), 27,2 (C-7’), 25,6 (C-

10’), 23,2 (C-9’’’). Ngoài ra, phổ 13C-NMR còn cho thấy tín hiệu của nhóm 

methylene tại δC 35,3 (C-3’’’), 2 nhóm methine tại δC 84,7 (C-5’’’), 55,5 (C-4’’’) và 

1 nhóm lactone carbonyl tại δC 174,9 (C-2’’’). So sánh dữ liệu phổ 1H và 13C-NMR 

với dữ liệu của AT.08 cho thấy cấu trúc của hợp chất AT.08 và AT.09 tương tự 

nhau. 

 

Hình 3.32. Phổ 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) của chất AT.09 
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Hình 3.33. Phổ 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) của chất AT.09 (giãn rộng) 

Sự gán kết các tín hiệu phổ 1H và 13C-NMR được khẳng định dựa trên các 

tương tác xuất hiện trên phổ HSQC, COSY và HMBC. Phổ COSY cũng cho thấy sự 

phù hợp với sự gắn kết như trên khi xuất hiện các tương tác của các proton trong 

vòng thơm giữa H-2’’ (δH 6,47)/H-3’’ (δH 6,98); H-6’’ (δH 6,47)/H-5’’ (δH 6,98) và 

tương tác của các proton trong nhóm allyl giữa H-15’ (δH 5,04)/H-14’ (δH 5,83); H-

12’ (δH 5,42)/H-13’ (δH 2,82); H-13’ (δH 2,82)/ H-14’ (δH 5,83); H-11’ (δH 5,41)/H-

10’ (δH 2,77); H-9’ (δH 5,34)/H-10’ (δH 2,77); H-7’ (δH 2,02)/H-8’ (δH 5,36), H-6’ 

(δH 1,27); H-1’ (δH 2,50)/H-2’ (δH 1,48); H-2’ (δH 1,48)/H-3’ (δH 1,27); H-7’’’ (δH 

5,88)/H-8’’’ (δH 4,34), H-6’’’ (δH 5,73); H-8’’’ (δH 4,34)/H-9’’’ (δH 1,25); H-3’’’ (δH 

2,96)/H-4’’’ (δH 3,97); H-4’’’ (δH 3,97)/H-5’’’ (δH 4,79); H-5’’’ (δH 4,79)/H-6’’’ (δH 

5,73).  

 

Hình 3.34. Phổ DEPT của chất AT.09 trong CDCl3  
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Hình 3.35. Phổ HSQC của chất AT.09 trong CDCl3 

 

Hình 3.36. Phổ HMBC của chất AT.09 trong CDCl3 
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Hình 3.37. Phổ COSY của chất AT.09 trong CDCl3 

 

Hình 3.38. Phổ NOESY của chất AT.09 trong CDCl3 
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Trên phổ HMBC xuất hiện tương tác giữa H-1’ (δH 2,50) với C-4 (δC 117,1), 

C-5 (δC 144,1), C-6 (δC 108,8); H-2 (δH 6,22) với C-4 (δC  117,1); H-6 (δH 6,29) với 

C-2 (δC  101,0), C-4 (δC  117,1), C-1’ (δC  33,5), cho thấy mạch nhánh allyl liên kết 

với vòng thơm tại vị trí C-5. Vị trí thế của mạch nhánh phenyl vào vòng phenolic ở 

vị trí C-4 được xác định dựa vào tương tác giữa H-7’’ (δH 3,86) với C-3 (δC  155,3), 

C-5 (δC  144,1); H-5’’ (δH 6,98) với C-1’’ (δC  143,8), C-3’’ (129,1), C-7’’ (29,6); H-

3’’ (δH 6,98) với C-1’’ (δC  143,8), C-5’’ (129,1); H-2’’ (δH 6,47) với C-6’’ (δC 

114,1) trong phổ HMBC. Tương tác NOESY giữa H-2’’ (δH 6,47)/H-4’’’ (δH 3,97), 

H-5’’’ (δH 4,79); H-4’’’ (δH 3,97)/H-5’’’ (δH 4,79); H-5’’’ (δH 4,79)/H-6’’’ (δH 5,73), 

H-7’’’ (δH 5,88); H-6’’’ (δH 5,73)/H-7’’’ (δH 5,88); H-8’ (δH 5,36)’/ H-9’ (δH 5,34)’; 

H-11’ (δH 5,41)’/ H-12’ (δH 5,42)’ cho phép xác định cấu hình tương đối của hợp 

chất AT.09 như trong hình 3.39. 

 Dữ liệu phổ 1H and 13C-NMR của hợp chất AT.09 được trình bày ở Bảng 

3.7. Từ các dữ liệu phổ được trình bày ở trên có thể kết luận chất AT.09 là chất mới 

và được đặt tên là cardoltriene M. 

 

Hình 3.39. Tương tác HMBC, COSY và NOESY trong hợp chất AT.09 

Bảng 3.7. Dữ liệu phổ 1H và 13C-NMR của chất AT.08 và AT.09 

C 
AT.08 AT.09 Cardoltriene [119] 

H (ppm)a C (ppm)b H (ppm)c C (ppm)d H (ppm)e C (ppm)f 

1  159,3  154,8  156,4 

2 6,09 (1H, m) 100,9 6,22 (1H, br s) 101,0 6,17 (1H, br s) 100,2 

3  159,3  155,3  156,4 

4 
6,14 (1H, d, J = 2,5 

Hz) 
107,9  117,1 

6,24 (1H, d, J = 

1,8 Hz) 
108,1 

5  146,3  144,1  146,2 

6 
6,14 (1H, d, J = 2,5 

Hz) 
107,9 6,29 (1H, m) 108,8 

6,24 (1H, d, J = 

1,8 Hz) 
108,1 
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1’ 
2,45 (2H, t, J = 

7,5 Hz) 
36,9 

2,50 (2H, t, J = 

7,5 Hz) 
33,5 

2,44 (2H, t, J = 

7,7 Hz) 
35,8 

2’ 1,56 (2H, m) 32,4 1,48 (2H, m) 31,0 1.,53 (2H, m) 31,0 

3’ 1,30 (2H, m) 30,4 1,27 (2H, m) 30,0 1,28 (2H, m) 29,6 

4’ 1,30 (2H, m) 30,8 1,27 (2H, m) 30,0 1,28 (2H, m) 29,4 

5’ 0,93 (2H, m) 23,0 1,27 (2H, m) 30,0 1,28 (2H, m) 29,3 

6’ 1,32 (2H, m) 23,7 1,27 (2H, m) 30,0 1,28 (2H, m) 29,2 

7’ 2,08 (2H, m) 28,1 2,02 (2H, m) 27,2 
2,03 (2H, q, J = 

6,6 Hz) 
27,2 

8’ 5,35 (1H, m) 130,2 5,36 (1H, m) 130,9 5,37 (1H, m) 130,4 

9’ 5,34 (1H, m) 130,2 5,34 (1H, m) 127,6 5,37 (1H, m) 129,3 

10’ 2,81 (2H, m) 26,4 2,77 (2H, m) 25,6 2,80 (2H, m) 25,6 

11’ 5,40 (1H, m) 127,8 5,41 (1H, m) 126,9 5,37 (1H, m) 127,6 

12’ 5,42 (1H, m) 128,7 5,42 (1H, m) 129,3 5,37 (1H, m) 126,8 

13’ 2,83 (2H, m) 32,3 2,82 (2H, m) 31,0 2,80 (2H, m) 31,5 

14’ 5,83 (1H, m) 137,9 5,83 (1H, m) 136,9 

5,82 (1H, 

ddt, J = 17,1, 

10,3, 6,2 Hz) 

136,8 

15’ 
5,02 (1H, m) 

4,96 (1H, m) 
115,0 5,04 (1H, m) 114,7 

5,05 (1H, dq, J 

= 17,1, 1,6 Hz) 

4,98 (1H, dq, J 

= 10,3, 1,6 

Hz) 

114,7 

1’’    143,8   

2’’   
6,47 (1H, dd, J 

= 8,5, 3,0 Hz) 
114,1   

3’’   
6,98 (1H, d, J = 

8,5 Hz) 
129,1   

4’’    130,3   

5’’   
6,98 (1H, d, J = 

8,5 Hz) 
129,1   

6’’   
6,47 (1H, dd, J 

= 8,5, 3,0 Hz) 
114,1   

7’’   3,86 (2H, s) 29,6   

1’’’       

2’’’    174,9   

3’’’   

2,96 (1H, m) 

2,40 (1H, d, J = 

3,5 Hz) 

35,2   

4’’’   3,97 (1H, m) 55,5   

5’’’   4,79 (1H, m) 84,7   

6’’’   5,73 (1H, m) 124,6   
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7’’’   5,88 (1H, m) 138,5   

8’’’   4,34 (1H, m) 67,5   

9’’’   1,25 (3H, m) 23,2   

a500 MHz, CD3OD; b125 MHz, CD3OD; c500 MHz, CDCl3; 
d125 MHz, CDCl3, 

e300 MHz, 

CDCl3; 
f100 MHz CDCl3 

3.2.5.3. Chất AT.10 

Hợp chất AT.10 được phân lập dưới dạng bột, màu vàng lục. Dựa vào phổ 

NMR cho thấy cấu trúc của hợp chất AT.10 trùng với hợp chất AT.02 là 

chartreusin. 

3.2.5.4. Chất AT.11 

Hợp chất AT.11 được phân lập dưới dạng chất rắn, màu cam. Công thức phân 

tử của hợp chất AT.11 là C21H18O7 được xác nhận qua pic ion giả phân tử tại tại m/z 

382,1053 (tính toán lý thuyết cho C21H18O7 382,1059 [M]) trong phổ khối HR-ESI-

MS. 

Phổ 1H-NMR xuất hiện 2 tín hiệu proton của nhóm hydroxyl tại δH 12,09 

(1H, s), 12,51 (1H, s), tín hiệu proton của vòng thơm tại δH 7,83 (1H, dd, J = 7,5, 

1,0 Hz, H-1), 7,67 (1H, t, J = 8,0 Hz, H-2), 7,64 (1H, s, H-11), 7,28 (1H, dd, J = 

8,0, 1,0 Hz, H-3). Ngoài ra, xuất hiện 2 tín hiệu singlet của nhóm methyl tại δH 3,48 

(3H, s, H-15), 1,42 (3H, s, H-13) và 5 tín hiệu proton của vòng no tại δH 3,91 (1H, s, 

H-10), 3,06 (1H, ddd, J = 19,0, 6,5, 3,0 Hz, H-7a), 2,90 (1H, m, H-7b), 2,32 (1H, m, 

H-8a), 1,92 (1H, m, H-8b). 

 

Hình 3.40. Cấu trúc hóa học của chất AT.11 

Phổ 13C-NMR xuất hiện 21 tín hiệu carbon, trong đó hai tín hiệu carbonyl 

của vòng quinon tại δC 192,8 (C-5), 181,6 (C-12), một tín hiệu carbonyl của ester tại 

δC 171,6 (C-14), 12 tín hiệu carbon của vòng thơm tại δC 162,5 (C-4), 161,0 (C-6), 

142,0 (C-10a), 137,1 (C-2), 133,7 (C-6a), 133,6 (C-12a), 130,7 (C-11a), 124,5 (C-

3), 121,1 (C-11), 119,9 (C-1), 115,9 (C-4a), 113,6 (C-5a), bốn tín hiệu carbon của 

vòng no tại δC 69,6 (C-9), 57,5 (C-10), 30,8 (C-8), 20,1 (C-7) và hai tín hiệu methyl 

carbon tại δC 52,5 (C-15), 27,4 (C-13). Dữ liệu NMR cho thấy xuất hiện các tín hiệu 

đặc trưng của hợp chất anthraquinone. Điều này cũng được xác nhận qua tương tác 



89 

COSY và HMBC. Tương tác COSY giữa H-1 (δH 7,83)/H-2 (δH 7,67); H-2 (δH 

7,67)/H-3 (δH 7,28); H-8a (δH 2,32)/H-7a (δH 3,06); H-8b (δH 1,92)/H-7b (δH 2,90). 

Phổ HMBC xuất hiện các tương tác giữa H-1 (δH 7,83) với C-3 (δC 124,5), C-4a (δC 

115,9) và C-12 (δC 181,6) ; H-2 (δH 7,67) với C-4 (δC 162,5) và C-12a (δC 133,6); H-

3 (δH 7,28) với C-1 (δC 119,9)và C-4a (δC 115,9); H-7a (δH 3,06) với C-6a (δC 

133,7), C-8 (δC 30,8) và C-9 (δC 69,6) ; H-7b (δH 2,90) với C-6a (δC 133,7), C-8 (δC 

30,8)và C-10a (δC142,0) ; H-10 (δH 3,91) với C-6a (δC 133,7), C-8 (δC 30,8), C-9 

(δC 69,6), C-10a (δC 142,0), C-11 (δC 121,1)và C-14  (δC 171,6) ; H-11 (δH 7,64) với 

C-5a (δC 113,6), C-6a (δC 133,7), C-10 (δC 57,5), C-11a (δC 130,7) và C-12 (δC 

181,6) ; H-13 (δH 1,42) với C-9 (δC 69,6), C-10 (δC 57,5) và C-8 (δC 30,8) ; H-15 

(δH 3,48) với C-14 (δC 171,6). Ngoài ra, tương tác giữa 4-OH (δH 12,09) với C-3 (δC 

124,5), C-4 (δC 162,5) và C-4a (δC 115,9) ; 6-OH (δH 12,51) với C-5a (δC 113,6), C-

6 (δC 161,0) và C-6a (δC 133,7) cho thấy hai nhóm hydroxyl được gắn vào vòng 

thơm tại vị trí C-4 và C-6. Cấu trúc tương đối của hợp chất AT.11 được xác định 

qua tương tác trong phổ NOESY giữa H-1 (δH 7,83)/H-2 (δH 7,67) ; H-2 (δH 

7,67)/H-3 (δH 7,28) ; H-8a (δH 2,32)/H-7a (δH 3,06) ; H-8b (δH 1,92)/H-7b (δH 

2,90) ; H-8a (δH 2,32)/H-13 (δH 1,42); H-10/H-11 (δH 7,64), H-13 (δH 1,42). 

Kết hợp dữ liệu phổ NMR, MS và so sánh với tài liệu tham khảo cho phép 

xác định chất AT.11 là 7-deoxyauramycinone (9-epi-7-deoxy-nogalamycinone 

[122]. Hợp chất này có hoạt tính kháng khuẩn đối với chủng Bacillus subtilis, 

Streptomyces viridochromogene, Staphylococcus aureus và Escherichia coli với giá 

trị MIC khoảng 20μg/mL [123]. 

 

Hình 3.41. Tương tác HMBC và COSY của hợp chất AT.11 

Bảng 3.8. Dữ liệu phổ 1H-NMR và 13C-NMR của AT.11 so với 7-

deoxyauramycinone [122] 

Vị trí 

AT.11 7-deoxyauramycinone [122] 

H (ppm)a 
C 

(ppm)b 
H (ppm)c 

C 

(ppm)d 

1 7,83 (dd, J = 7,5, 1,0 Hz) 119,9 7,80 (dd, J = 7,5, 1,1 Hz) 120,2 

2 7,67 (t, J = 8,0 Hz) 137,1 7,66 (dd, J = 8,4, 7,4 Hz) 137,3 

3 7,28 (dd, J = 8,0, 1,0 Hz) 124,5 7,27 (dd, J = 8,4, 1,1 Hz) 124,8 
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4  162,5  162,7 

4-OH 12,09 (s)  12,08 (s)  

4a  115,9  116,2 

5  192,8  193,1 

5a  113,6  113,8 

6  161,0  161,2 

6-OH 12,51 (s)  12,50 (s)  

6a  133,7  133,8 

7 

3,06 (ddd, J = 19,0, 6,5, 

3,0 Hz) 

2,90 (m) 

 

20,1 

3,03 (ddd, J = 19,1, 6,7, 

3,0 Hz) 

2,86 (ddd, J = 18,7, 10,3, 

6,9 Hz) 

20,4 

8 

2,32 (m) 

1,92 (m) 

 

30,8 

2,31 (m) 

1,90 (ddd, J = 13,4, 6,7, 

1,1 Hz) 

31,1 

9  69,6  69,9 

10 3,91 (s) 57,5 3,89 (s) 57,7 

10a  142,0  142,2 

11 7,64 (s) 121,1 7,62 (s) 121,4 

11a  130,7  131,0 

12  181,6  181,9 

12a  133,6  134,0 

13 1,42 (s) 27,4 1,40 (s) 27,7 

14  171,6  171,9 

15 3,48 (s) 52,5 3,73 (s) 52,8 

a500 MHz, CDCl3; 
b125 MHz, CDCl3; 

c600 MHz, CDCl3; 
d150 MHz, CDCl3 

3.2.6. Biện luận cấu trúc hóa học hợp chất từ xạ khuẩn Streptomyces cyaneus 

VTCC43860 

 

Hình 3.42. Cấu trúc hóa học  và tương tác HMBC, COSY của hợp chất AT.12 

 Hợp chất AT.12 được phân lập dưới dạng bột, màu trắng. Công thức phân tử 

của hợp chất này là C13H14O4  được xác định qua pic ion giả phân tử tại m/z 
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235,0960 (tính toán lý thuyết cho C13H15O4 235,0970 [M+H]+), 257,0783 (tính toán 

lý thuyết cho C13H14O4Na 257,0790 [M+Na]+), 233,0827 (tính toán lý thuyết cho 

C13H13O4 233,0814 [M-H]-) trong phổ HR-ESI-MS. 

 Phổ 1H-NMR xuất hiện một tín hiệu proton của vòng thơm tại δH 6,73 (1H, s, 

H-5), một tín hiệu của nhóm oxymethine tại δH 4,42 (1H, m, H-3), hai tín hiệu 

proton methylene tại δH 3,18 (1H, dd, J = 16,5, 4,0 Hz, H-4a), 2,98 (1H, dd, J = 

16,5, 7,5 Hz, H-4b), 2,95 (1H, dd, J = 15,5, 3,0 Hz, H-2a), 2,72 (1H, dd, J = 15,5, 

3,0 Hz, H-2b) và hai nhóm methyl tại δH 2.77 (3H, s, H-12), 2.62 (3H, s, H-13). 

Trên phổ 13C-NMR cho thấy hai tín hiệu của nhóm carbonyl tại δC 207,0 (C-11), 

196,3 (C-1), 6 tín hiệu carbon vòng thơm tại δC  162,0 (C-6), 147,5 (C-10), 144,9 

(C-8), 130,5 (C-7), 125,0 (C-9), 116,2 (C-5), một tín hiệu carbon oximethin tại δC 

65,8 (C-3), hai carbon methylen tại δC 49,3 (C-2), 39,7 (C-4) và hai tín hiệu nhóm 

methyl tại δC 32,7 (C-13), 22,5 (C-12). 

Sự gán kết các tín hiệu phổ 1H và 13C-NMR được khẳng định dựa trên các 

tương tác xuất hiện trên phổ HSQC, COSY và HMBC. Phổ COSY cho thấy tương 

tác giữa H-2b (δH 2,72)/H-3 (δH  4,42); H-3 (δH  4,42)/H-4a (δH 3,18), H-4b (δH 

2,98). Tương tác HMBC giữa H-2a (δH 2,95) với C-3 (δC 65,8) và C-4 (δC 39,7); H-

2b (δH 2,72) với C-1 (δC 196,3), C-3 (δC 65,8) và C-4 (δC 39,7); H-4b (δH 2,98) với 

C-2 (δC 49,3), C-3 (δC 65,8) và C-9 (δC 125,0); H-5 (δH 6,73) với C-4 (δC 39,7), C-6 

(δC 162,0) và C-9 (δC 125,0); H-12 (δH 2,77 )với C-8 (δC 144,9) và C-9 (δC 125,0); 

H-13 (δH 2,62) với C-11 (δC 207,0). Ngoài ra, tương tác giữa H-5 (δH 6,73) với C-7 

(δC 130,5); H-12 (δH 2,77 ) với C-7 (δC 130,5) và H-13 (δH 2,62) với C-7 (δC 130,5) 

cho thấy nhóm acetyl chỉ được gắn ở vị trí C-7. Dữ liệu phổ NMR cho thấy các tín 

hiệu đặc trưng của khung tetralone. Dựa vào việc phân tích phổ NMR, MS và so 

sánh với tài liệu tham khảo cho phép kết luận hợp chất AT.12 là 7-acetyl-3,6-

dihydroxy-8-methyl tetralone [124]. Hợp chất này đã được phân lập từ xạ khuẩn 

Micromonospora sp. SA246 và có hoạt tính ức chế quá trình peroxy hóa lipid với 

giá trị IC50 là 1,89 μg/mL [124]. 

Bảng 3.9. Dữ liệu phổ 1H và 13C-NMR của chất AT.12 và 7-acetyl-3,6-dihydroxy-

8-methyl tetralone [124] 

C 
AT.12 

7-acetyl-3,6-dihydroxy-8-methyl 

tetralone [124] 

H (ppm)a C (ppm)b H (ppm)c C (ppm)d 

1  196,3  197,3 

2 
2,95 (1H, dd, J = 15,5, 3,0 Hz) 

2,72 (1H, dd, J = 15,5, 3,0 Hz) 

49,3 2,71 (1H, dd, J = 16,0, 3,6 Hz) 

2,45 (1H, dd, J = 16,0, 6,8 Hz) 

49,2 

3 4,42 (1H, m) 65,8 4,15 (1H, m) 64,9 
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4 
3,18 (1H, dd, J = 16,5, 4,0 Hz)  

2,98 (1H, dd, J = 16,5, 7,5 Hz) 

39,7 3,03 (1H, dd, J = 16,0, 3,6 Hz) 

2,77 (1H, dd, J = 16,0, 6,8 Hz) 

39,9 

5 6,73 s 116,2 6,60 s 113,8 

6  162,0  157,1 

7  130,5  130,9 

8  144,9  137,7 

9  125,0  123,4 

10  147,5  145,5 

11  207,0  205,7 

12 2.77 s 22,5 2,29 s 18,5 

13 2.62 s 32,7 2,36 32,4 

a500 MHz, CDCl3; b125 MHz, CDCl3; cDMSO-d6; 
d DMSO-d6 

3.2.7. Biện luận cấu trúc hóa học hợp chất từ xạ khuẩn Streptomyces sp. 

VTCC43168 

Hợp chất AT.13 được phân lập dưới dạng chất rắn, màu trắng. Công thức 

phân tử của hợp chất được xác định là C5H11NO2 dựa vào pic ion giả phân tử tại m/z 

115,8 [M-H]- trên phổ (-)-ESI-MS. Phổ 1H-NMR của chất AT.13 xuất hiện một tín 

hiệu proton methine gắn với nhóm chức amin tại H 3,32-3,40 (1H, m, H-2), một tín 

hiệu proton methine tại H 2,27 (1H, m, H-3) và hai tín hiệu proton methyl tại H 1,08 

(3H, d, J = 7,0 Hz, H-4), 1,03 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-5).  

 

Hình 3.43. Cấu trúc hóa học của chất AT.13 

Phổ 13C-NMR và DEPT của chất AT.13 xuất hiện 5 tín hiệu, bao gồm hai tín 

hiệu carbon methine với δC 61,8 (C-2), 31,0 (C-3), hai tín hiệu carbon methyl với δC 

19,3 (C-4), 17,7 (C-5) và 1 tín hiệu của nhóm carboxyl với δC 180,3 (C-1). 

Trên cơ sở phân tích dữ liệu phổ trên cho phép kết luận chất AT.13 là valin 

(Acid 2-amino-3-methylbutanoic) [125]. Valin là một amino acid thiết yếu, tham 

gia quá trình tổng hợp protein. 

Bảng 3.10. Dữ liệu phổ 1H và 13C-NMR của chất AT.13 và valin [125] 

C AT.13 Valin [125] 

H (ppm)a C (ppm)b C (ppm)c 

1  180,3 175,2 

2 3,32-3,40 (1H, m) 61,8 61,2 

3 2,27 (1H, m) 31,0 29,8 
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4 1,08 (3H, d, J = 7,0 Hz) 19,3 19,0 

5 1,03 (3H, d, J = 7,0 Hz) 17,7 17,8 

a500 MHz, CD3OD; b125 MHz, CD3OD; c600 MHz, D2O 

3.2.8. Biện luận cấu trúc hóa học các hợp chất từ xạ khuẩn Actinoplanes 

missouriensis VTCC40900 

3.2.8.1. Chất AT.14 

Hợp chất AT.14 được phân lập dưới dạng tinh thể hình kim, không màu. Phổ 

khối ESI-MS của hợp chất AT.14 cho pic ion giả phân tử tại m/z 140,7 [M-H]-. 

Trên phổ 1H-NMR xuất hiện hai tín hiệu tại δH 7,95 (1H, s, H-2), 6.51 (1H, s, H-4) 

và một nhóm oximethylen tại δH 4,42 (2H,s, H-7). Phổ 13C-NMR xuất hiện tín hiệu 

của một nhóm carbonyl tại δC 177,2 (C-6); tín hiệu của bốn carbon vòng thơm tại δC 

170,2 (C-5), 147,4 (C-3), 141,0 (C-2) và 110,6 (C-4); và một carbon oximethylen 

tại δC 61,2 (C-7). So sánh với tài liệu tham khảo, cho phép kết luận chất AT.14 là 

dẫn xuất của vòng furan [126]. Phổ NMR của chất AT.14 hoàn toàn trùng khớp với 

5-hydroxymethylfuran-3-carboxylic acid hay flufuran. Flufuran được phân lập lần 

đầu tiên từ chủng nấm Polyporus arcularius [126]. Flufuran thể hiện hoạt tính 

kháng nấm đối với chủng Phytophthora cinnamomi và P. nicotianae. Hợp chất này 

còn thể hiện  hoạt tính ức chế enzyme monoamine oxidase (MAO), một enzym có 

liên quan đến các bệnh về thần kinh như trầm cảm, parkison [127, 128]. 

 

Hình 3.44. Cấu trúc của hợp chất AT.14 

Bảng 3.11. Dữ liệu phổ của 1H-NMR, 13C-NMR của AT.14 so với flufuran [126] 

C 

AT.14 

 

Flufuran [126] 

 

H (ppm)a C (ppm)b H (ppm)a C (ppm)b 

2 7,95 (1H, s) 141,0 7,94 (1H, s) 141,0 

3  147,4  147,4 

4 6,51 (1H, s) 110,6 6,49 (1H, br t; J = 0,5 Hz) 110,8 

5  170,2  170,4 

6  177,2  176.9 

7 4,42 (2H, s) 61,2 4,40 (2H, br d; J =0,5 Hz) 61,2 

a500 MHz, CD3OD; b125 MHz, CD3OD 
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3.2.8.2. Chất AT.15 

Hợp chất AT.15 được phân lập dưới dạng chất rắn, màu trắng. Phổ khối ESI-

MS của hợp chất này cho pic ion giả phân tử tại m/z 364,9 [M+Na]+. Trên phổ 1H-

NMR của chất AT.15 cho thấy tín hiệu proton anomer tại H 5,14 (d, J = 3,5 Hz) với 

hằng số tương tác nhỏ (3.5 Hz), cho thấy đây là một đường  α-glucoside. Ngoài ra, 

các tín hiệu proton của đường glucose được quan sát thấy tại δH 3,84 (m), 3,70 (m), 

3,49 (dd, J = 10,0, 3,5 Hz), 3,33 (m). Phổ 13C-NMR xuất hiện các tín hiệu carbon tại 

δC 95,0 (C-1); 74,6 (C-3); 73,8 (C-2); 73,2 (C-5); 71,9 (C-4); 62,6 (C-6). Kết hợp 

các dữ liệu phổ NMR, phổ MS (m/z 364,9 [M+Na]+) và so sánh với tài liệu tham 

khảo cho phép kết luận chất AT.15 là trehalose [129]. Trehalose là một disaccharide 

bao gồm hai phân tử đường α-glucoside qua liên kết α,α-1,1-glycoside [129]. 

Trehalose được sinh ra trong quá trình sinh tổng hợp của M. smegmatis và M. 

tuberculosis. Trehalose rất cần thiết cho sự phát triển và tồn tại của vi khuẩn [129]. 

 

Hình 3.45. Cấu trúc hóa học của hợp chất AT.15 

3.3. Kết quả đánh giá hoạt tính của các chất sạch phân lập được 

3.3.1. Hoạt tính kháng chủng Mycobacterium smegmatis 

Hợp chất AT.01 và AT.02 được đánh giá về hoạt tính kháng khuẩn đối với 

chủng M. smegmatis. Do M. smegmatis có tính an toàn, không gây bệnh và thân 

thiện với môi trường nên vi khuẩn này được sử dụng thay thế cho vi khuẩn lao M. 

tuberculosis trong nghiên cứu của chúng tôi [130-132]. Không giống với các loài vi 

khuẩn Mycobacterium khác, M. smegmatis phát triển rất nhanh trong phòng thí 

nghiệm nuôi cấy tế bào và không sống ở động vật có vú [130-132]. Do đó, vi khuẩn 

này không gây bệnh cho người [130-132]. Ngoài ra, M. smegmatis chứa các trình tự 

gen tương đồng với vi khuẩn lao M. tuberculosis [130, 131]. Dó đó, M. smegmatis 

được sử dụng rộng rãi trong các xét nghiệm hoạt tính kháng khuẩn [133-140]. Kết 

quả cho thấy hợp chất AT.02 thể hiện hoạt tính kháng M. smegmatis mạnh với 

đường kính vòng vô khuẩn là 15 mm, trong khi hợp chất AT.01 không thể hiện hoạt 

tính kháng M. smegmatis (Bảng 3.12). Chartreusin được báo cáo là có hoạt tính 

kháng khuẩn tiềm năng đối với chủng Mycobacterium tuberculosis 607 và 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv [80]. Tuy nhiên, đây là lần đầu tiên hợp chất 
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chartreusin được phân lập từ Streptomyces alboniger và có hoạt tính kháng khuẩn 

đối với M. smegmatis. 

Bảng 3.12. Hoạt tính kháng chủng M. smegmatis của hợp chất AT.01 và AT.02 

Hợp chất M. smegmatis* 

AT.01 0 

AT.02 15 ± 1,0 

Rufomycin 12 ± 1,0 

*: Đường kính vòng vô khuẩn (mm) 

3.3.2. Đánh giá hoạt tính ATPase của protein tái tổ hợp ClpC1 

Việc tinh sạch protein tái tổ hợp bằng cột tinh sạch Ni-TED được thực hiện 

nhanh chóng, dễ dàng và phù hợp với các thí nghiệm tổng hợp protein trong quy mô 

phòng thí nghiệm [141]. Kết quả thí nghiệm cho thấy các protein ClpC1 sau khi 

được tổng hợp đều nằm trong màng tế bào, chỉ được thu lại sau quá trình phá màng 

tế bào bằng sóng siêu âm. 

Điều này hoàn toàn phù hợp với các nghiên cứu từ trước đến nay đã chỉ ra 

CplC1 là một dạng protein nội bào đảm nhiệm chức năng quan trọng trong việc 

kiểm duyệt và loại bỏ các protein hoặc phân tử không còn cần thiết, giúp duy trì sự 

ổn định và hoạt động hiệu quả của các protein khác trong tế bào vi khuẩn. Protein 

tái tổ hợp ClpC1 có trọng lượng phân tử xấp xỉ 93,5 kDa (hình 3.46). 

 

Hình 3.46. Các phân đoạn rửa Protein tái tổ hợp ClpC1. M: Maker; 1: phân 

đoạn rửa lần 3; 2: phân đoạn rửa lần 2; 3: phân đoạn rửa lần 1; 4: phân đoạn 

ptotein tổng số chưa qua cột; 5, 6: Phân đoạn rửa giải; I, II, III: Phân đoạn 

ptotein tổng số sau khi qua cột 
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Hoạt tính thuỷ phân ATP (Adenosin triphosphat) và mức độ ổn định của 

protein tái tổ hợp ClpC1 được tiến hành kiểm tra và theo dõi trong suốt thí nghiệm. 

Hoạt độ thuỷ phân ATP của tế bào được xác định bằng phương pháp đo lượng 

phosphate (Pi) giải phóng ra. Khi enzym ATPase thủy phân ATP thành ADP 

(Adenosin diphosphat) và Pi thì Pi sẽ được giải phóng. Lượng Pi này có thể được đo 

bằng cách sử dụng phản ứng hoá học với chất chỉ thị BIOMOL® Green [142]. Đây 

là phương pháp đơn giản, dễ thực hiện và chi phí thấp cho phép xác định hàm lượng 

nhỏ Pi. Kết quả cho thấy, ATP bắt đầu tăng dần tốc độ thủy phân tại nồng độ 10μM 

và thể hiện đầy đủ chức năng thủy phân (Hình 3.47). Do đó, để xác định hoạt tính 

ATPase cũng như ảnh hưởng của các chất sạch đến hoạt tính ATPase của ClpC1, 

các thí nghiệm được thực hiện với nồng độ ATP 100 μM. 

Sau khi tinh sạch, protein tái tổ hợp ClpC1 được tiến hành kiểm tra tính ổn 

định của hoạt tính thủy phân ATP. Từ hình 3.48 cho thấy hoạt tính thủy phân ATP 

ổn định trong 7 ngày. Sau ngày thứ 7, hoạt độ ATPase không còn ổn định. 

 

Hình 3.47. Hoạt độ thủy phân ATP của Protein tái tổ hợp ClpC1 theo nồng độ 

ATP 

 

Hình 3.48. Hoạt độ thủy phân ATP của protein tái tổ hợp ClpC1 theo ngày 
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Các tài liệu đã công bố cho thấy ecumicin và rufomycin là hai loại kháng sinh 

có đích tác động tới protein ClpC1 của vi khuẩn Mycobacterium tuberculosis bằng 

cách ảnh hưởng đến chức năng thủy phân ATP của nó [28, 143, 144]. Các hợp chất 

kháng sinh này tác động tới protein ClpC1 theo các hướng khác nhau. Khi nồng độ 

của ecumicin tăng sẽ tác động tới protein ClpC1 thông qua việc tăng hoạt độ 

ATPase của protein này [28, 143, 144]. Ngược với ecumicin, rufomycin tác động 

tới protein ClpC1 theo hướng giảm hoạt tính của ATPase [28, 143, 144]. Do đó, 

ecumicin và rufomycin được sử dụng làm chất đối chứng dương trong nghiên cứu 

này. Chúng tôi đã thử nghiệm các nồng độ khác nhau của các hợp chất AT.01, 

AT.02, AT.03, AT.04, AT.05, AT.06, AT.07, AT.08, AT.09, AT.11, AT.12, 

AT.14 (0.1 µM, 1.0 µM và 10.0 µM) và quan sát hoạt động của enzyme ATPase 

của protein ClpC1. Kết quả cho thấy, hoạt tính của ATPase tăng dần theo nồng độ 

của hợp chất AT.03, AT.06 và AT.14, do vậy, các hợp chất này có khả năng ảnh 

hưởng đến quá trình thủy phân ATP của protein ClpC1 tương tự như ecumicin, tuy 

nhiên với hoạt độ phân giải ATP thấp hơn. Đối với hai chất AT.08 (Cardoltriene), 

AT.09 (Cardoltriene M), khi tăng nồng độ thì hoạt tính của ATPase giảm dần, do 

vậy, hai hợp chất này có khả năng ảnh hưởng đến quá trình thủy phân ATP của 

protein ClpC1 tương tự như rufomycin, tuy nhiên với hoạt độ phân giải ATP cao 

hơn. Với tác dụng làm giảm đến gần 50% hoạt tính thuỷ phân ATP tại nồng độ 

10μM của hai chất AT.08, AT.09 cho thấy là hai trong số các chất có tiềm năng cao 

trong kháng vi khuẩn lao thông qua con đường tác động đến protein ClpC1 theo 

hướng giảm hoạt độ ATPase trong khi các chất AT.03, AT.06 và AT.14 làm tăng 

hoạt độ ATPase của protein ClpC1. Tuy nhiên, cần có các nghiên cứu sâu hơn về cơ 

chế và vị trí tác động của các hợp chất này lên protein tái tổ hợp ClpC1 của vi 

khuẩn lao. 

 

Hình 3.49. Kết quả đánh giá tác động của các hợp chất lên ATPase của ClpC1 
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Bảng 3.13. Tổng kết các hợp chất phân lập được từ các chủng xạ khuẩn nghiên 

cứu 

TT 
Chủng xạ 

khuẩn 
Kí hiệu Tên chất Công thức cấu tạo 

Hoạt tính 

sinh học 

1 

Streptomyces 

alboniger 

VH19-A121 

AT.01 Obscurolide B2 

 

 

  AT.02 Chartreusin 

 

Hoạt tính 

kháng M. 

smegmatis 

2 

Streptomyces 

wuyuanensis 

VH19-A079 

AT.03 
Indole-3-carboxylic 

acid 

 

Tác động tới 

protein tái tổ 

hợp ClpC1  

3 

Streptomyces 

aureus 

VTCC43181 

AT.04 Nocardamin 

 

 

  

AT.05 Pleurone 

 

 

AT.06 Halolitoralin A 

 

Tác động tới 

protein tái tổ 

hợp ClpC1  

4 
Streptomyces 

spiroverticillatus 
AT.07 

(6Z)-15-methyl-6-

hexadecenoic acid  
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VH19-A067 

5 

Streptomyces 

alboniger 

VH19-A105B 

AT.08 Cardoltriene 

 

Tác động tới 

protein tái tổ 

hợp ClpC1 

  

AT.09 
Cardoltriene M 

(chất mới) 

 

Tác động tới 

protein tái tổ 

hợp ClpC1 

AT.10 Chartreusin 

 

 

AT.11 
7-

deoxyauramycinone 

 

 

6 

Streptomyces 

cyaneus 

VTCC43860 

AT.12 

7-acetyl-3,6-

dihydroxy-8-methyl 

tetralone  

 

7 
Streptomyces sp. 

VTCC43168 
AT.13 Valin 

 

 

8 

Actinoplanes 

missouriensis 

VTCC40900 

AT.14 Flufuran 

 

Tác động tới 

protein tái tổ 

hợp ClpC1 

  AT.15 Trehalose 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

➢ Kết luận 

1. Đã phân lập được 181 chủng xạ khuẩn khác nhau từ 26 mẫu đất và trầm 

tích được thu thập từ các vùng dọc khu vực miền Bắc tới miền Trung, Việt Nam và 

sàng lọc hoạt tính kháng chủng M. smegmatis là chủng tương đồng với vi khuẩn lao 

M. tuberculosis của 181 chủng xạ khuẩn này. Kết quả cho thấy các chủng xạ khuẩn 

có hoạt tính kháng M. smegmatis mạnh nhất là S. avidinii VH19-A002 (từ rừng 

ngập mặn Phù Long), S. spiroverticillatus VH19-A067 (từ ngã ba sông Đáy và sông 

Vạc), S. wuyanensis VH19-A079 (từ rừng ngập mặn Quỳnh Lương), S. alboniger 

VH19-A105B (từ đường lên đỉnh núi Mây Bạc) và S. alboniger VH19-A121 (từ 

đỉnh núi Mây Bạc).  

2. Đã tiến hành nghiên cứu phân lập và xác định cấu trúc hóa học của 14 hợp 

chất từ dịch sinh khối của các chủng xạ khuẩn bằng các phương pháp phổ hiện đại 

như HR-ESI-MS, 1H-NMR, 13C-NMR, HSQC, HMBC, COSY, NOESY, cụ thể 

như sau: 

 + 2 chất từ chủng S. alboniger VH19-A121 là obscurolide B2 (AT.01) 

thuộc khung obscurolide, chartreusin (AT.02) thuộc khung benzonaphthopyranone 

glycoside. 

+ 1 chất từ chủng S. wuyanensis VH19-A079 là indole-3-carboxylic acid 

(AT.03) thuộc khung indole carboxylic acid. 

+ 3 chất từ chủng S. aureus VTCC43181 là nocardamin (AT.04) thuộc hợp 

chất cyclopeptide, pleurone (AT.05) thuộc khung lacton, halolitoralin A (AT.06) 

thuộc hợp chất cyclopeptide. 

+ 1 chất từ chủng S. spiroverticillatus VH19-A067 là (6Z)-15-methyl-6-

hexadecenoic acid (AT.07) thuộc hợp chất carboxylic acid. 

+ 3 chất từ chủng S. alboniger VH19-A105B là cardoltriene (AT.08) thuộc 

hợp chất polyphenol, cardoltriene M (AT.09, chất mới) thuộc hợp chất polyphenol, 

7-deoxyauramycinone (AT.11) thuộc khung anthraquinone. Trong đó có 1 chất mới 

được đặt tên là cardoltriene M (AT.09). 

+ 1 chất từ chủng S. cyaneus VTCC43860 là 7-acetyl-3,6-dihydroxy-8-

methyl tetralone (AT.12) thuộc khung tetralone. 

+ 1 chất từ chủng Streptomyces sp. VTCC43168 là valin (AT.13) thuộc hợp 

chất amino acid. 

+ 2 chất từ chủng A. missouriensis VTCC40900 là flufuran (AT.14) thuộc 

khung furan, trehalose (AT.15) thuộc khung glycoside.  

3. Các hợp chất AT01 và AT02 đã được đánh giá hoạt tính kháng chủng M. 
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smegmatis, trong đó hợp chất AT02 thể hiện hoạt tính mạnh hơn chất đối chứng 

dương rufomycin, với đường kính kháng khuẩn là 15 mm. Hợp chất AT01 không 

thể hiện hoạt tính.  

4. Mười hai hợp chất (AT.01, AT.02, AT.03, AT.04, AT.05, AT.06, AT.07, 

AT.08, AT.09, AT.11, AT.12, AT.14) được đánh giá khả năng tác động lên hoạt 

tính ATPase của protein tái tổ hợp ClpC1. Đây là lần đầu tiên các hợp chất này 

được đánh giá khả năng tác động lên quá trình thủy phân ATP của protein ClpC1, 

một protein điều tiết quan trọng của vi khuẩn lao M. tuberculosis. Kết quả cho thấy 

có 5 hợp chất là indole-3-carboxylic acid (AT.03), halolitoralin A (AT.06), flufuran 

(AT.14), cardoltriene (AT.08) và cardoltriene M (AT.09) có tác dụng ức chế 

protein ClpC1 thông qua quá trình thủy phân ATP của protein ClpC1. Kết quả 

nghiên cứu cho thấy các hợp chất phân lập được từ các xạ khuẩn nghiên cứu đã tác 

động tới protein ClpC1 của vi khuẩn lao. Trong đó, chất cardoltriene (AT.08) và 

cardoltriene M (AT.09) được xem là hai trong số các chất có tiềm năng cao trong 

kháng vi khuẩn lao thông qua con đường tác động đến protein ClpC1. 

➢ Kiến nghị 

- Tiếp tục nghiên cứu các chủng xạ khuẩn đã phân lập được cũng như điều 

kiện nuôi cấy chủng xạ khuẩn nhằm tìm kiếm các hợp chất mới có hoạt tính kháng 

khuẩn và kháng lao mà trong khuôn khổ luận án chưa có điều kiện thực hiện. 

- Có những nghiên cứu tiếp theo, sâu hơn về cơ chế và vị trí tác động của các 

hợp chất như indole-3-carboxylic acid (AT.03), halolitoralin A (AT.06), flufuran 

(AT.14), cardoltriene (AT.08) và cardoltriene M (AT.09) đến protein tái tổ hợp 

ClpC1. 

- Nghiên cứu quy trình phân lập và nuôi cấy lượng lớn các chủng xạ khuẩn (S. 

spiroverticillatus VH19-A067, S. wuyanensis VH19-A079, S. alboniger VH19-

A105B và S. alboniger VH19-A121) nhằm tìm kiếm các hợp chất kháng lao mới 

phục vụ cho y dược học. 
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