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MỞ ĐẦU 

Pyocyanin là một hoạt chất sinh học tự nhiên được sinh ra bởi vi khuẩn 

Gram âm Pseudomonas aeruginosa. Pyocyanin với đặc tính kháng khuẩn, không 

gây độc trên đối tượng sử dụng và có thể phân hủy trong tự nhiên nên hoạt chất này 

có nhiều ứng dụng trong kiểm soát sinh học đặc biệt trong lĩnh vực nuôi trồng thủy 

sản. Các nghiên cứu trước đây đã cho thấy pyocyanin có thể sử dụng như tác nhân 

kiểm soát bệnh do Vibrio spp. gây ra trong các hệ thống nuôi thủy sản tuần hoàn. 

Khả năng gây độc của pyocyanin từ các chủng phân lập từ môi trường có giá trị 

LC50 cao hơn rất nhiều so với nồng độ pyocyanin cần thiết để điều trị bệnh do vi 

khuẩn Vibrio spp. gây ra. Bên cạnh đó, sử dụng pyocyanin được tách chiết không 

chứa xác tế bào vi khuẩn là cách tiếp cận có thể loại bỏ rủi ro mắc bệnh do vi khuẩn 

P. aeruginosa. Do vậy, pyocyanin là hoạt chất sinh học từ vi sinh vật có tiềm năng 

ứng dụng như một chất kháng khuẩn nhằm hạn chế và thay thế các chất kháng sinh 

đang được sử dụng quá mức trong ngành nuôi trông thủy sản. 

Tuy nhiên, hiệu suất tổng hợp pyocyanin từ các chủng vi khuẩn tự nhiên còn 

hạn chế, do đó việc tăng cường khả năng sinh tổng hợp pyocyanin, tạo ra các chủng 

năng suất cao là hướng nghiên cứu được quan tâm. Có nhiều cách tiếp cận nhằm thu 

được hiệu suất tổng hợp pyocyanin cao như tối ưu điều kiện lên men, cải biến di 

truyền... Trong nghiên cứu này, việc tăng cường sự biểu hiện của các gen chính 

tham gia vào quá trình tổng hợp pyocyanin của vi khuẩn P. aeruginosa được sử 

dụng nhằm tạo chủng có hiệu suất tổng hợp pyocyanin cao. Quá trình sinh tổng hợp 

pyocyanin có sự tham gia của bảy gen là phzC, D, E, F, G, M and S. Trong đó hai 

gen phzM và phzS là hai gen chính chịu trách nhiệm chuyển hóa  phenazine-1-

carboxylic acid thành pyocyanin. Hai gen đích này đã được tách dòng từ chủng vi 

khuẩn thực địa sinh pyocyanin cao và nối vào vector pUCP24 đặt dưới sự điều khiển 

phiên mã bởi promoter Lac và được chuyển trở lại chủng để tăng cường sự biểu hiện 

của hai gen trong chủng vi khuẩn chọn lọc. Chủng vi khuẩn tái tổ hợp được nuôi 

trong các điều kiện, môi trường khác nhau  nhằm lựa chọn được điều kiện thích hợp 

cho quá trình sinh pyocyanin của chủng tái tổ hợp. Pyocyanin thu được từ chủng tái 

tổ hợp được chứng minh tiềm năng ứng dụng trong nuôi trồng thủy sản thông qua 

đánh giá khả năng kháng một số vi sinh vật kiểm định, Vibrio gây bệnh trên tôm như 

V. parahaemolyticus, V. harveyi. Ngoài ra hiệu quả của chế phẩm sinh học chứa 

pyocyanin được thử nghiệm, đánh giá tại các ao nuôi tôm thực tế.   

 Từ nhu cầu cấp thiết của thực tế và cách tiếp cận được trình bày như trên, đề 

tài nghiên cứu với tên “Nghiên cứu tạo chủng Pseudomonas aeruginosa tái tổ 

hợp nhằm tăng cường hiệu suất tổng hợp pyocyanin định hướng ứng dụng 



2 

 

trong nuôi trồng thủy sản” đã được tiến hành với các mục tiêu và nội dung nghiên 

cứu cụ thể như sau: 

 

Mục tiêu nghiên cứu: 

- Phân lập được chủng Pseudomonas aeruginosa có khả năng sinh 

pyocyanin và tạo được chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa tái tổ 

hợp mang thêm gen phzM và phzS để tăng cường tổng hợp pyocyanin;  

- Nghiên cứu được phương pháp chiết, thu hồi pyocyanin và xác định được 

đặc điểm của pyocyanin thu được; 

- Đánh giá được hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định và kháng Vibrio gây 

bệnh trên tôm của pyocyanin định hướng ứng dụng trong nuôi trồng thủy 

sản. 

Nội dung nghiên cứu chính: 

- Phân lập chủng vi khuẩn có khả năng sinh pyocyanin từ thủy sản và bùn, 

nước ao nuôi trồng thủy sản; 

- Nghiên cứu tạo chủng vi khuẩn P. aeruginosa PS39-phzMS tái tổ hợp 

mang thêm hai gen phzM và phzS để tăng cường tổng hợp pyocyanin; 

- Nghiên cứu phương pháp chiết, tinh chế pyocyanin từ P. aeruginosa 

PS39-phzMS; 

- Nghiên cứu đặc điểm kháng khuẩn của pyocyanin; 

- Nghiên cứu lựa chọn các điều kiện nuôi cấy để sinh tổng hợp pyocyanin 

bởi P. aeruginosa PS39-phzMS 

Ý nghĩa khoa học của đề tài: 

Vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa đã được chứng minh có khả năng sinh 

pyocyanin không độc đối với tôm nhưng có phổ kháng khuẩn rộng, có thể có nhiều 

ứng dụng trong thực tiễn. Tuy nhiên việc sản xuất thu nhận pyocyanin gặp khó khăn 

do chủng tự nhiên thường có năng suất thấp. Trong luận án này, chủng P. 

aeruginosa sinh pyocyanin cao đã được lựa chọn để cải biến, mang thêm gen phzM, 

phzS trong plasmid biến nạp, giúp chủng sinh pyocyanin tăng gần 60% so với chủng 

tự nhiên. Kết quả này đã khẳng định có thể cải biến chủng tự nhiên bằng kỹ thuật 

gen hiệu quả để làm tăng khả năng sinh chất thứ cấp nhằm ứng dụng vào thực tế sản 

xuất.  

Ý nghĩa thực tiễn của đề tài: 

Pyocyanin sinh ra từ các chủng Pseudomonas aeruginosa PS39-phzMS có 

khả năng kháng một số loại nấm, vi sinh vật gây bệnh và Vibrio spp. gây bệnh trên 

tôm. Vì vậy, pyocyanin sinh tổng hợp từ chủng chuyển gen của đề tài này có thể 
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được nghiên cứu sâu thêm để ứng dụng vào thực tiễn.  

Những đóng góp mới của luận án: 

- Đã chuyển gen vào chủng tự nhiên tạo được chủng vi khuẩn tái tổ hợp 

Pseudomonas aeruginosa PS39-phzMS mang plasmid pUCP24-phzMS tăng cường 

sản xuất pyocyanin cao hơn so với chủng tự nhiên. 

- Đã chọn lọc được môi trường và điều kiện nuôi cấy thích hợp để chủng tái 

tổ hợp sinh pyocyanin với năng suất cao. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN 

1.1. Vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas là một trong những chi vi khuẩn được nghiên cứu nhiều nhất. 

Chi này lần đầu tiên được phát hiện bởi Migula vào năm 1894 ban đầu được mô tả 

là vi khuẩn Gram âm, hiếu khí, hình que [1]. Các đặc điểm hình thái của vi khuẩn 

này khá tương đồng với các chủng vi khuẩn khác nên việc nhận biết chi 

Pseudomonas dựa vào đặc điểm hình thái gặp nhiều khó khăn. Sau đó, nhờ sự phát 

triển của các kỹ thuật phân loại hiện đại bằng cách kết hợp giữa sinh học phân tử, 

đặc điểm hình thái và sinh hóa, việc phân loại các chi của vi khuẩn nói chung và chi 

Pseudomonas trở nên dễ dàng và chính xác. Pseudomonas là một chi rất phổ biến vì 

nó có thể được tìm thấy trong nhiều môi trường như đất, nước, con người, động vật, 

thực vật và chúng tham gia vào nhiều quá trình chuyển hóa khác nhau. 

Pseudomonas có khả năng thích ứng tốt trong các điều kiện môi trường khắc nghiệt 

và chịu được các điều kiện bất lợi từ các yếu tố sống và không sống như oxy, độ 

ẩm, nhiệt độ cao hoặc thấp… Một số loài trong chi Pseudomonas được biết đến có 

khả năng gây bệnh ở những người có hệ thống miễn dịch kém. Tuy nhiên một số 

chủng thuộc loài Pseudomonas aeruginosa có khả năng sinh ra các hợp chất thứ cấp 

có thể phân hủy các hoạt chất hay ức chế vi khuẩn, từ đó mở ra khả năng ứng dụng 

rộng rãi trong các ngành như dược phẩm, công nghiệp, môi trường và đặc biệt trong 

lĩnh vực thủy sản [2]. 

1.1.1. Đặc điểm sinh học của Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa lần đầu tiên được mô tả năm 1882 trong bài báo với tựa đề 

“On the Blue and Green Coloration of Bandages” [3]. Trong đó P. aeruginosa được 

mô tả là vi khuẩn sản sinh ra sắc tố tan trong nước và phát ánh huỳnh quang xanh 

dưới tia UV. Chất sinh sắc tố này về sau được xác định là pyocianin, là một dẫn 

xuất của phenazine. Đến năm 1900, Migula xác định chúng thuộc chi Pseudomonas 

và từ đó vi khuẩn mang tên P. aeruginosa (Pseudo là tiếng Hy Lạp có nghĩa “giả”; 

monas trong tiếng Hy Lạp nghĩa là “đơn vị”; aeruginosa nghĩa là “gỉ đồng”). Ở 

Việt Nam P. aeruginosa thường được gọi là trực khuẩn mủ xanh. Ban đầu chi 

Pseudomonas được phân loại thành các nhóm tương đồng về gen mã hóa rRNA. 

Cách phân loại này đã được công nhận rộng rãi, nhưng dẫn đến nhiều loài thuộc chi 

Pseudomonas cần được phân loại lại. Hiện nay các nghiên cứu phát sinh loài mới 

dựa trên sự tương đồng của trình tự gen 16S rRNA đã tạo ra nhóm liên kết của P. 

aeruginosa bao gồm P. aeruginosa, P. alcaligenes, P. mendocina, Pseudomonas 

pseudoalcaligenes và P. flavescens [4] 
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Hình 1.1. Hình thái khuẩn lạc chủng P. aeruginosa trên thạch dinh dưỡng (A), ảnh nhuộm 

Gram của P. aeruginosa (B) và ảnh chụp kính hiển vi SEM (C) [5]. 

P. aeruginosa là vi khuẩn Gram âm, hiếu khí, hình que kích thước 1-1,5 µm 

x 0,5-1.0 µm, di động, có pili và không tạo nội bào tử (Hình 1.1). Chúng ưa khí, 

phát triển dễ trên các môi trường thông thường như LB, NB với nhiệt độ tối ưu 28 – 

32oC; pH 7,0 - 8,2, và có khả năng oxy hóa các chất chống oxy hóa. Tuy nhiên 

chúng cũng có thể phát triển ở nhiệt độ cao tới 42oC. Đây là một trong những đặc 

điểm để phân biệt P. aeruginosa với các loài vi khuẩn khác thuộc chi Pseudomonas 

[4]. Vi khuẩn có thể sinh các sắc tố hòa tan trong nước là pyocyanin và pyoverdin, 

có sức đề kháng cao với các yếu tố lý hóa, kháng kháng sinh cao. Trong môi trường 

ẩm, thoáng và không có ánh sáng mặt trời chiếu trực tiếp, P. aeruginosa sống được 

2 tuần. Trong môi trường có dinh dưỡng tối thiểu ở 5ºC, chúng sống được 6 tháng. 

P. aeruginosa có thể có nhiều hình thái khuẩn lạc khác nhau. Đa số các khuẩn lạc 

có dạng phẳng mọc lan trên bề mặt thạch và thường sinh hai sắc tố hòa tan là 

pyocyanin và pyoverdin. Pyocyanin có mầu xanh làm khuẩn lạc có mầu xanh 

pyoverdin là chất sắc tố huỳnh quang làm cho khuẩn lạc có mầu vàng xanh 

(Hình 1.1). Khi loài P. aeruginosa tạo ra cả hai sắc tố cùng một lúc, khuẩn lạc P. 

aeruginosa có mầu xanh biển ngả sang mầu xanh lá. Loài này còn có thể sinh các 

sắc tố tan trong nước khác như pyorubrin hoặc pyomelanin làm cho khuẩn lạc có 

mầu đỏ hoặc mầu nâu tương ứng [6].   

P. aeruginosa có vỏ nhầy là polysaccharide gồm nhiều tiểu phần mannuronic 

acid và glucuronic acid hay còn được gọi là alginate. Các dạng alginate này kết hợp 

với nhau tạo thành dạng cấu trúc biofilm giúp bảo vệ, che chở vi khuẩn khỏi các 

A B 

C 
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yếu tố bất lợi của môi trường tự nhiên cũng như môi trường sống trong vật chủ. Hầu 

hết các chủng P. aeruginosa có khả năng tổng hợp một loại protein F trên bề mặt 

gắn trên màng sinh chất. Protein F vận chuyển có chọn lọc các chất qua lại màng 

trong giới hạn khoảng 500 Da. Vì vậy, nó làm giảm tính thấm của màng, ngăn 

không cho các chất có hại đi vào bên trong tế bào giúp cho P. aeruginosa có khả 

năng đề kháng cao với nhiều loại kháng sinh [7].  

P. aeruginosa có một tiên mao (flagella) duy nhất ở một cực, tiên mao giúp 

cho vi khuẩn di động (Hình 1.1). Về cấu tạo hóa học, tiên mao được cấu tạo bởi các 

protein gọi là flagellin. Các flagellin mang tính kháng nguyên, được gọi là kháng 

nguyên lông H. Tiêm mao (pili) có cấu trúc là những sợi lông rất mảnh, dài khoảng 

6 nm, mọc quanh bề mặt tế bào. Tiêm mao giúp vi khuẩn bám vào môi trường lỏng 

hay bề mặt biểu mô của tế bào vật chủ trong quá trình lây nhiễm [8]. 

DNA của P. aeruginosa là một phân tử DNA trần, dạng vòng, tồn tại trong 

nguyên sinh chất có kích thước 5,2 - 7 triệu cặp base [9]. Thành phần DNA chứa 

khoảng 65% là guanine và cytosine. Ngoài ra, P. aeruginosa còn có vật chất di 

truyền ngoài nhân là các plasmid. Các plasmid của chủng kháng thuốc chứa các 

đoạn gen TEM, OXA, PSE mã hóa sinh enzyme betalactamase giúp phá hủy vòng 

betalactam của kháng sinh giúp P. aeruginosa kháng lại hầu hết các kháng sinh 

thuộc nhóm này. Do vậy một số trường hợp có thể gây khó khăn trong việc lựa 

chọn thuốc điều trị nhiễm khuẩn do P. aeruginosa. Một trong những yếu tố để phân 

biệt P. aeruginosa với các vi khuẩn khác trong chi Pseudomonas là dùng các đặc 

tính sinh hóa, sinh lý để xác định nhanh chủng này. Dễ dàng nhận thấy một đặc 

điểm để nhận biết chủng P. aeruginosa đó là khả năng sinh trưởng ở 42oC. Ngoài ra 

chỉ có 65% P. aeruginosa là có khả năng sinh sắc tố pyoverdine [9]. 

1.1.2. Sinh tổng hợp pyocyanin bởi Pseudomonas aeruginosa  

Vi khuẩn P. aeruginosa có khả năng tiết ra nhiều loại sắc tố trong đó có 

pyocyanin (sắc tố màu xanh da trời), tan trong nước và tan trong chloroform và 

pyoverdin (sắc tố xanh lục) tan trong nước nhưng không tan trong chloroform. Có 

tới 96% số chủng P. aeruginosa có khả năng sinh sắc tố pyocyanin. Pyocyanin sinh 

ra trong môi trường tiếp xúc nhiều với không khí, dễ dàng phát hiện khi nuôi vi 

khuẩn trên môi trường canh thang, thạch thường hoặc môi trường KingA là môi 

trường điển hình để phát hiện chủng sinh sắc tố pyocyanin [6]. Chỉ có P. 

aeruginosa sinh sắc tố pyocyanin (Hình 1.2). Môi trường KingB được sử dụng để 

phát hiện sắc tố pyoverdin. Ngoài P. aeruginosa,vi khuẩn P. fluorecens, P. pytida, 

P. veroni, P. monteilla cũng có khả năng sinh sắc tố này. Pyorubin là sắc tố màu 

hồng nhạt, chỉ 1% số chủng P. aeruginosa sinh ra sắc tố này. Pyomelanin là sắc tố 
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màu nâu đen, chỉ 1-2% số chủng P. aeruginosa sinh sắc tố này (Hình 1.2) [6]. 

 

 

Hình 1.2. P. aeruginosa sinh chất sinh sắc tố pyoverdine (mầu xanh lá/huỳnh quang), 

pyocyanin (xanh dương), và pyomelanin (nâu đậm) [6] 

1.1.3. Khả năng ứng dụng Pseudomonas aeruginosa 

1.1.3.1. Mức độ an toàn của P. aeruginosa 

P. aeruginosa là vi khuẩn phân bố ở nhiều môi trường khác nhau như đất, 

nước, động vật, thực vật và được coi là mầm bệnh cơ hội ở người, có thể gây bệnh ở 

những bệnh nhân bị suy giảm miễn dịch, bị bỏng, bệnh xơ nang [10]. Các chủng 

lâm sàng như P. aeruginosa PAO, P. aeruginosa PA14 được phân lập ở bệnh nhân 

bị bỏng. Những đặc tính liên quan đến tính sinh bệnh của vi khuẩn được biết đó là 

độc tính, kháng thuốc và hình thành màng sinh học [11]. Các chủng lâm sàng được 

biệt hóa từ các chủng môi trường nhờ khả năng sử dụng parafin làm nguồn cac-bon 

[12]. Những đột biến gây thiếu hụt gen oprD (gen porin) thường đa dạng ở các 

chủng lâm sàng hơn các chủng ở phòng thí nghiệm.  

Ngoài các chủng lâm sàng, được đặc biệt chú ý về tính sinh bệnh, còn có các 

chủng từ môi trường. Trong các nghiên cứu gần đây về hệ gen đã làm sáng tỏ chủng 

không độc và thể hiện đặc tính độc đáo của vi khuẩn này, đó là chúng sinh tổng hợp 

một loạt các chất chuyển hóa thứ cấp với nhiều ứng dụng tiềm năng trong công 

nghệ sinh học. Chẳng hạn, chủng P. aeruginosa ATCC15442 được phân lập từ môi 

trường, là chủng không gây độc tế bào và cũng không xâm nhiễm [13]. Một số 

nghiên cứu đã chỉ ra đặc tính probiotic của vi khuẩn P. aeruginosa được sử dụng để 

kiểm soát ô nhiễm môi trường hay ứng dụng trong sản xuất chế phẩm sinh học 

nhằm kiểm soát dịch bệnh, thúc đẩy tăng trưởng trong nuôi trồng thủy sản. Nghiên 

cứu của Hai và đồng tác giả (2009) đã chỉ ra chủng vi khuẩn P. aeruginosa khi 

được bổ sung trong thức ăn công thức ở liều lượng 105 CFU/mL đã giúp tăng cường 

sức khỏe và hệ miễn dịch của tôm bạc Penaeus latisulcatus [14]. Chủng P. 

aeruginosa YC58 được kết hợp với hệ vi sinh của ấu trùng hàu Crassostrea 

corteziensis, làm tăng tỷ lệ sống của hàu so với đối chứng không sử dụng [15]. Hơn 
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nữa, trong lĩnh vực tái tạo môi trường, sáng chế US11584913B2 đã bộc lộ tiềm 

năng ứng dụng của chủng P. aeruginosa GDUTAN1, được phân lập từ nước rỉ từ 

bãi rác, có đặc tính phân hủy monomethylamine cao đến 99% sau 96 giờ ở nồng độ 

50-140 mg/L. 

1.1.3.2. Ứng dụng Pseudomonas aeruginosa trong y học 

P. aeruginosa sản sinh ra nhiều nhóm chất có khả năng ức chế vi khuẩn hoặc 

sự hoạt động của vi khuẩn, đóng vai trò thiết yếu trong kiểm soát vi khuẩn kháng 

thuốc. Những chất này là sản phẩm thứ cấp từ nhiều chu trình chuyển hóa khác 

nhau bao gồm chu trình chuyển hóa polyketide và shikimic-chorismic acid. Nhiều 

nghiên cứu chỉ ra rằng các chất có hoạt tính kháng khuẩn, kháng nấm tiết ra trong 

quá trình trao đổi chất thứ cấp của vi khuẩn có thể áp dụng trong kiểm soát bệnh ở 

người, động vật và cây [16][17].  

P. aeruginosa sinh ra các chất với tính kháng khuẩn cao bao gồm các nhóm 

peptide được gọi là pyocin và nhóm heterocyclic như quinoline, phenylpyrrole và 

phenazine [18]. Trong quá trình cạnh tranh môi trường sống P. aeruginosa tiết ra 

những hợp chất heterocyclic tiêu diệt vi khuẩn bằng cách phá hủy DNA của vi 

khuẩn thông qua quá trình khử cực tế bào. Các nghiên cứu gần đây cho thấy P. 

aeruginosa tiết ra hợp chất cơ kim ức chế hoạt động của vi khuẩn đa kháng thuốc 

bao gồm vi khuẩn Klebsiella pneumoniae sinh carbapenemase và Staphylococcus 

aureus kháng kháng sinh methicillin [19]. Chủng này còn tiết ra lượng nhỏ 

phenazine-1-carboxylic acid có khả năng ức chế nấm Botrytis cinerea [20]. 

Hydroxytyrosol thuộc nhóm phenylethanoid tiết ra từ P. aeruginosa được đặc 

biệt quan tâm trong ngành dược phẩm do có nhiều hoạt tính có lợi cho sức khỏe của 

con người như kháng khuẩn, kháng viêm, bảo vệ tế bào thần kinh, chống u và khả 

năng điều chỉnh con đường chuyển hóa giúp hỗ trợ điều trị bệnh tim mạch và hội 

chứng rối loạn chuyển hóa. Vì vậy, hydroxytyrosol đã thu hút sự chú ý của nhiều 

nhà khoa học. P. aeruginosa đã được báo cáo có khả năng tổng hợp sinh học 

hydroxytyrosol với hàm lượng cao, hiệu suất lên đến 86% ở nồng độ 5 g/L tyrosol 

[21]. Ngoài ra, chủng P. aeruginosa 1001 tạo ra esterase (EstA) có khả năng thủy 

phân este metyl raxemic của β-acetylthioisobutyrat để tạo ra (D)-enantiomer, đóng 

vai trò như tiền chất của captopril. Captopril là một loại thuốc quan trọng trong điều 

trị suy tim sung huyết, tăng huyết áp và bệnh thận do tiểu đường. Điều này đạt được 

thông qua việc ức chế enzym chuyển đổi angiotensin. 

1.1.3.3. Ứng dụng của Pseudomonas aeruginosa trong nông nghiệp 

An ninh lương thực là vấn đề đang được quan tâm hàng đầu để dự phòng khi  

dân số thế giới đạt 9 tỷ người vào năm 2050. Để đảm bảo được lương thực và sự 
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phát triển bền vững thân thiện với môi trường, ngành nông nghiệp phải được phát 

triển theo hướng giảm sử dụng các chất hóa học như phân bón hóa học hay các chất 

diệt cỏ, diệt côn trùng [22]. Việc sử dụng vi sinh vật để thúc đẩy tăng trưởng của 

cây trồng và kiểm soát bệnh trong nông nghiệp là hướng tiếp cận bền vững thân 

thiện với môi trường [22]. Ngày nay chi Pseudomonas đang được chú ý do sự phổ 

biến của chúng trong môi trường và các hoạt tính đặc biệt của chi này đối với cây 

trồng như thúc đẩy tăng trưởng thực vật, kiểm soát các tác nhân sinh học nhằm cải 

thiện môi trường cho sự tăng trưởng, tăng sản lượng cây trồng và kiểm soát dịch 

bệnh ở cây (Hình 1.3) [23]. 

Hòa tan phosphate

Sản xuất siderophore

Sản xuất NH3

Sản xuất

hydrogen cyanide H
ỗ
tr
ợ

s
in

h
tr
ư
ở
n
g

K
iể
m

s
o

á
t
b
ệ
n
h

Pseudomonas sp.

Chất kháng khuẩn (2,4-DAPG, 

pyrrolnitrin, pyoluteoni)

Enzyme phân hủy thành tế bào

(chitinase, celluase)

Kích thích chống chịu

 

Hình 1.3. Tổng quan cơ chế thúc đẩy tăng trưởng và kiểm soát bệnh ở thực vật của chi 

Pseudomonas [24] 

Pseudomonas thúc đẩy tăng trưởng thực vật bằng cách hòa tan nitơ, 

phosphate, sắt vào trong đất làm cải thiện dinh dưỡng của đất. Nhiều nghiên cứu 

gần đây cho thấy sử dụng Pseudomonas tăng cường sự phát triển, tăng sản lượng và 

tổng hợp hoạt chất thứ cấp của cây. Ví dụ, Kumar và cộng sự đã cấy Pseudomonas 

fluorescens để tăng năng suất và hàm lượng curcumin ở nghệ [25]. Hammami và 

cộng sự đã sử dụng chủng Pseudomonas sp. Psf5, để kiểm soát bệnh chết héo trên 

cây giống cà chua do Sclerotinia sclerotiorum gây ra. Kết quả chủng vi khuẩn nay 

không những giúp cà chua kháng bệnh mà còn giúp làm bộ rễ cà chua phát triển 

mạnh, tăng chất lượng cây giống. Việc cấy vi khuẩn Pseudomonas vào đất xung 

quanh rễ cũng giúp cậy đậu xanh tăng trưởng tốt [26].  

Chủng P. aeruginosa LES4 được phân lập từ đất gần rễ cây cà chua được 

xác định có khả năng thúc đẩy tăng trưởng của cây nhờ sản sinh indole acetic acid, 

hydrogen cyanide (HCN), siderophore, hòa tan chất vô cơ như phosphate và tăng 

hòa tan ure. Chủng này còn có khả năng ức chế mạnh chống lại nấm Macrophomina 

phaseolina và Fusatium oxysporum. Khi cấy chủng P. aeruginosa LES4 vào đất 

xung quanh rễ cây vừng đã giúp giảm một nửa lượng phân bón cho cây nhưng 

lượng protein của vừng tăng 47,5% và lượng dầu tăng 33,3% so với nhóm cây đối 

chứng [27]. 
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Trong môi trường đất khắc nghiệt và hạn chế về chất dinh dưỡng, rễ cây là 

nơi sinh sống của các vi sinh vật có ích và có hại trong đất. Các loài Pseudomonas 

có lợi tiếp cận bề mặt rễ nhờ khả năng di chuyển của roi. Người ta thấy rằng 

Pseudomonas tạo ra một hệ sinh thái nhỏ ở rễ và cũng thúc đẩy sự phát triển của 

thực vật [24]. Sự tương tác của P. aeruginosa với thực vật mang lại mối liên kết có 

lợi khá phổ biến. P. aeruginosa tạo ra pyocyanin có trong đất đã giúp thúc đẩy cây 

chủ phát triển cũng như bảo vệ cây khỏi các bệnh có nguyên nhân từ vi sinh vật gây 

bệnh [24][28]. 

Siddiqui và cộng sự đã nghiên cứu vi khuẩn rhizobacteria trong việc kiểm 

soát bệnh thối rễ và bệnh rễ nốt trên cây đậu xanh và phát hiện thấy P. aeruginosa 

hoạt động như một tác nhân kiểm soát sinh học trong việc ức chế sự phát triển của 

Macrophomina phaseolina, Fusarium solani và Rhizoctonia solani. Pseudomonas 

cũng có hoạt tính tác động lên hệ thần kinh của ấu trùng Meloidogyne javanica dẫn 

đến tiêu diệt ấu trùng này trong giai đoạn hai của ấu trùng [29].  

Chủng P. aeruginosa 7NSK2 đã được sử dụng để làm tác nhân phòng trừ 

sinh học chống lại bệnh đạo ôn lá (Magnaporthe grisea) và bệnh khô vằn 

(Rhizoctonia solani) trên cây lúa một lá mầm. Kết quả chủng này đã giúp lúa chống 

bệnh đạo ôn lá tuy nhiên không kiểm soát được bệnh khô vằn [30].  

Ở Việt Nam, cũng có một số nghiên cứu về vi khuẩn Pseudomonas có khả 

năng ứng dụng trong nông nghiệp, cải thiện khả năng chống chịu của cây. Chủng 

Pseudomonas putida PS01 từ vùng rễ cây ngô có khả năng nâng cao sức chống chịu 

trong điều kiện mặn như giúp nâng cao khả năng nảy mầm và sống sót của hạt cây 

cải xoong ở nồng độ muối 150 mM đến nồng độ muối cao nhất 225 mM trong khi ở 

mẫu đối chứng thì hạt cải đã bị chết ở nồng độ 200 mM [31]. Trần Thị Thu Hà và 

cộng sự đã nghiên cứu chế phẩm sinh học từ Pseudomonas putida để kiểm soát 

bệnh chết nhanh trên cây hồ tiêu ở Gia Lai. Pseudomonas putida còn giúp cây hồ 

tiêu đen phát triển nhanh tăng khả năng kết hạt, kết quả cho thấy ở nhóm có xử lý 

chế phẩm sản lượng tăng 1,6 lần so với nhóm đối chứng không sử dụng chế phẩm 

[32]. Tác giả Chu Nguyên Thanh và cộng sự đã phân lập được ba chủng 

Pseudomonas từ vùng rễ cây, vùng đất nhiễm mặn xung quanh rễ cây. Các chủng 

này đều có đặc tính thúc đẩy tăng trưởng thực vật như sản sinh indole-3-acetic acid 

(IAA), hòa tan phosphate, cố định đạm. Đặc biệt chủng Pseudomonas sp. BT00P03 

đã cải thiện các chỉ số tăng trưởng của cây lạc trong điều kiện bình thường và đặc 

biệt trong điều kiện đất nhiễm mặn [33].  

1.1.3.4. Ứng dụng của Pseudomonas aeruginosa trong công nghiệp 

P. aeruginosa được ứng dụng hữu ích trong nhiều lĩnh vực khác nhau trong 
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công nghiệp và thương mại. Những ứng dụng này bao gồm phân hủy chất thải, 

trong lọc dầu, trong sản xuất dệt may, trong ngành giấy và sản xuất bột giấy, khai 

thác mỏ và ngành sản xuất chất nổ. Các sản phẩm như vanillin, rahmnolipid, 

protease, lipase thu được từ P. aeruginosa đóng vai trò thiết yếu trong hoạt động 

sản xuất.  

Vanillin là một trong những thành phần quan trọng nhất của hương vị tự 

nhiên. Vanillin được sử dụng rộng rãi trong các ngành công nghiệp thực phẩm, mỹ 

phẩm và dược phẩm. Nghiên cứu gần đây đã báo cáo sản xuất vanillin bằng chủng 

P. aeruginosa ISPC2 phân lập từ đất, được biến đổi gen sử dụng isoeugenol làm 

tiền chất trong quá trình sinh tổng hợp vanillin [34].  

Rhamnolipid là một loại glycolipid được sinh bởi P. aeruginosa và một số 

sinh vật khác. Rhamnolipid có nhóm đầu glycosyl, trong trường hợp này là gốc 

rhamnose và đuôi acid béo 3 - (hydroxyalkanoyloxy) alkanoic acid (HAA), ví dụ 

như 3-hydroxydecanoic acid. Hiện nay, rhamnolipid được sản xuất bởi P. 

aeruginosa là loại chất hoạt động bề mặt sinh học thiết yếu nhất kể từ khi Cơ quan 

Bảo vệ Môi trường Hoa Kỳ cho phép sử dụng chúng trong các sản phẩm thực phẩm 

và các ứng dụng công nghiệp khác [35]. Rhamnolipid đã được ngành công nghiệp 

thực phẩm đặc biệt khai thác như một chất bảo quản thay thế để tăng thời hạn sử 

dụng thực phẩm, do hoạt tính kháng khuẩn cao và đặc tính hóa lý của chúng, đồng 

thời để ổn định nhũ tương, kéo dài thời hạn sử dụng và ức chế bào tử mesophilic 

trong quá trình chế biến sữa đậu nành ở nhiệt độ cực cao (Ultra-high temperature 

processing) kết hợp với niacin. Sự kết hợp của niacin với rhamnolipid trong salad 

giúp kéo dài thời hạn sử dụng của sản phẩm và ức chế sự phát triển của nấm mốc. 

Khi sử dụng hỗn hợp natamycin, nisin và rhamnolipid trong quá trình chế biến phô 

mai làm tăng thời hạn sử dụng phô mai tươi thông qua việc ức chế sự phát triển của 

nấm mốc và vi khuẩn, đặc biệt là vi khuẩn Gram dương và vi khuẩn hình thành bào 

tử [35][36].  

P. aeruginosa còn được biết đến với khả năng sản xuất enzyme protease rất 

tốt. Enzyme này được dùng trong các ngành công nghiệp để phân hủy protein. 

Enzyme phân giải protein phần lớn được tìm thấy trong tất cả các sinh vật sống và 

cần thiết cho sự phát triển của tế bào và sự biệt hóa của tế bào. P. aeruginosa sinh 

tổng hợp protease ngoại bào và sử dụng maltose làm nguồn cacbon chính cho quá 

trình sinh trưởng. Hoạt tính protease đạt tối đa ở pH 9,5, nhiệt độ 37°C và thời gian 

ủ là 48 giờ [37].  

Lipase là enzym tan trong nước, xúc tác phản ứng thủy phân triacylglycerol 

không tan trong nước tạo thành các glyceril và các acid béo tương ứng nhờ hoạt 
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động của nó trên bề mặt phân pha nước-dầu. Nghiên cứu gần đây cho thấy P. 

aeruginosa là một trong những chủng vi khuẩn có khả năng sản xuất lipase với hiệu 

suất cao, có tiềm năng ứng dụng trong các lĩnh vực và các ngành công nghiệp khác 

nhau [38]. Do cấu trúc phân tử và tính chất xúc tác của lipase, các enzym này có các 

ứng dụng trong công nghệ sinh học cụ thể trong các lĩnh vực công nghiệp khác 

nhau như trong thẩm mỹ, quản lý chất thải môi trường và thực phẩm. Đặc biệt 

lipase hoạt động như chất xúc tác để tổng hợp các este và chuyển hóa dầu để sản 

xuất diesel sinh học [39].  

1.1.3.5. Ứng dụng của Pseudomonas aeruginosa trong thủy sản 

Trong nuôi tôm nước lợ, các loài thuộc chi Vibrio luôn là mối đe dọa nguy 

hiểm cho nghề nuôi tôm, ảnh hưởng đến sản lượng tôm nuôi [40]. Trong nhóm 

Vibrio gây bệnh ở tôm, thường gặp một số loài điển hình như V. alginolyticus, V. 

harveyi, V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. anguilarum gây bệnh phát sáng trên 

ấu trùng tôm, bệnh nhiễm khuẩn gan tụy cấp (Acute  Hepatopancreatic Necrosis 

Disease – AHPND).  

Nhiều nghiên cứu đã cho thấy việc sử dụng quá mức các loại thuốc kháng 

sinh để phòng và trị bệnh trong nuôi tôm gây một hệ quả tất yếu là tồn dư dư lượng 

kháng sinh; hình thành hệ vi sinh vật kháng thuốc kháng sinh, dẫn đến làm giảm 

hiệu quả của kháng sinh dùng để kiểm soát bệnh dịch ở tôm. Ví dụ như vi khuẩn V. 

harveyi và V. splendidus gây bệnh phát sáng trên ấu trùng tôm, có khả năng kháng 

với nhiều loại kháng sinh như erythromycin, kanamycin, pencicillin G và 

streptomycin. Manjusha và cộng sự đã nghiên cứu đánh giá khả năng kháng lại 20 

loại thuốc kháng sinh khác nhau của vi khuẩn Vibrio, kết quả cho thấy trong tổng số 

119 mẫu Vibrio phân lập được có 16,8% chủng nhạy cảm với tất cả các loại thuốc 

kháng sinh, nhưng có tới 83,19% các chủng Vibrio kháng lại với thuốc kháng sinh 

[40]. Tác giả Huỳnh Ngọc Tưởng đã phân lập được 8 loài Vibrio, nhiều nhất là V. 

parahaemolyticus, V. mimicus và V. alginolyticus từ 161 mẫu nước và 82 mẫu thủy 

sản. Có đến 96,7% số chủng phát hiện kháng với ít nhất 1 loại kháng sinh khảo sát 

và 18,1% số chủng có hiện tượng đa kháng. Pyocyanin đã được ứng dụng để trị 

bệnh trong thủy sản nhằm làm giảm hiện tượng kháng kháng sinh ở vi khuẩn, giảm 

mức độ tồn dư kháng sinh trong thủy sản.  

1.2. Pyocyanin 

Pyocyanin là hợp chất tự nhiên thứ cấp, dị vòng chứa nitơ, màu xanh dương, 

được sinh ra bởi vi khuẩn Gram âm P. aeruginosa [41]. Sắc tố này là một dẫn xuất 

chính trong số các phenazine gồm pyocyanin, phenazine-1-carboxylic acid (PCA), 

1-hydroxyphenazine (1-OH-PHZ) và phenazine-1- carboxamide (PCN) và được 
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nghiên cứu nhiều nhất [42]. Pyocyanin với đặc tính kháng khuẩn đặc biệt của mình, 

không gây độc trên đối tượng sử dụng tùy thuộc theo nồng độ và có thể phân hủy 

trong tự nhiên nên pyocyanin có nhiều ứng dụng trong kiểm soát sinh học đặc biệt 

trong lĩnh vực thủy sản [43].  

1.2.1. Cấu trúc của pyocyanin 

Pyocyanin là một dẫn xuất chính trong số các phenazine. Cấu trúc hóa học và 

tên gọi các dẫn xuất chính của phenazine được thể hiện ở Bảng 1.1 [44][24].  

Bảng 1.1. Cấu trúc hóa học và tên gọi các dẫn xuất của phenazine [45]. 

 

Pyocyanin có công thức hóa học C13H10N2O và phổ UV của pyocyanin 

chuẩn được quan sát ở bước sóng 382 và 521 nm với HCl 0,2M là ống trắng. Tuy 

nhiên phổ UV của pyocyanin cũng có thay đổi khi thu trên các môi trường nuôi 

khác nhau. Ví dụ ở môi trường King A có bổ sung thêm ngô, pyocyanin có phổ hấp 

thụ ở bước sóng 214, 277 và 384 nm, môi trường bổ sung đậu tương thì pyocyanin 

có phổ hấp thụ ở bước sóng 212, 277 và 384 nm, môi trường bổ sung khoai lang thì 

pyocyanin có phổ hấp thụ ở bước sóng 221, 277 và 384 nm, trong khi với môi 

trường bổ sung dưa hấu thì phổ đo được ở bước sóng 216 nm [46] (Hình 1.4).  

Pyocyanin được tạo thành từ hai tiểu đơn vị của N-methyl-1-

hydroxyphenazine. Pyocyanin được phân loại thuộc dẫn xuất của nhóm phenazine. 

Con đường sinh tổng hợp phenazine của chi Pseudomonas được nghiên cứu sâu. 

Phenazine là một hợp chất dị vòng được tổng hợp tự nhiên đầu tiên dưới dạng 5-

methly-7-amino-1-carboxyphenazium betaine có màu đỏ đậm sau đó chất này được 

chuyển thành   phenazine-1- carboxylic (PCA) có màu vàng chanh, và cuối cùng là 

chuyển hóa thành 1-hydroxy-5-metyl phenazine (pyocyanin) [47].  
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Hình 1.4. Phổ UV-VIS của pyocyanin chuẩn (A) và pyocyanin chiết từ môi trường KingA 

có bổ sung ngô (B), đậu tương (C), khoai lang (D) và dưa hấu (E) [46].  

1.2.2. Hoạt tính sinh học và độc tính của pyocyanin 

1.2.2.1. Hoạt tính kháng khuẩn 

Pyocyanin có tính kháng khuẩn mạnh. Tính kháng khuẩn Escherichia coli 

của pyocyanin được báo cáo lần đầu tiên vào năm 1940. Nghiên cứu về tính kháng 

khuẩn của pyocyanin từ P. aeruginosa phân lập từ môi trường biển đã cho thấy gần 

90-95% khả năng ức chế vi khuẩn của các chủng P. aeruginosa là do pyocyanin 

[48]. Pyocyanin có khả năng kháng lại các loài vi khuẩn gây bệnh như Salmonella 

paratyphi, E. coli và Klebsiella gây bệnh viêm phổi [49]. Pyocyanin phân lập từ P. 

aeruginosa 4B có khả năng chống lại tác nhân gây bệnh khác nhau và vi khuẩn gây 

hư hỏng thực phẩm như Bacillus cereus. Ngoài ra, pyocyanin còn được biết đến với 

hoạt tính kháng nấm và khả năng kiểm soát sinh học hiệu quả. Sắc tố do vi khuẩn 

sản sinh đã được xác định là kháng sinh phổ rộng, chống lại có hiệu quả nấm bệnh 

và các chủng Vibrio spp. gây bệnh trong nuôi trồng thủy sản [50].  

Pyocyanin kháng Escherichia coli được đặt tên là colicin.  Hoạt tính kháng 

khuẩn của pyocyanin tinh khiết phụ thuộc vào nồng độ chất. Những nghiên cứu về 

cơ chế kháng khuẩn của pyocyanin đã cho thấy, pyocyanin tương tác với chuỗi hô 

hấp màng tế bào dẫn đến ức chế hoạt động trao đổi chất của các tế bào vi khuẩn. 
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Đối với E. coli, pyocyanin là nguyên nhân gây cạn kiệt nguồn cung cấp oxy cho các 

tế bào, sản sinh H2O2 và làm chuyển hướng dòng điện tử, gây ra độc tính đối với tế 

bào E. coli [51]. Pyocyanin từ Pseudomonas cũng có hoạt tính ức chế mạnh vi 

khuẩn E. coli phân lập từ mật củ cải đường [52].  

Tính kháng khuẩn của pyocyanin từ P. aeruginosa phân lập từ trầm tích đại 

dương thuộc quần đảo Hawaii đã được nghiên cứu bởi Angell và cộng sự (2006) 

[48]. Ngoài ra, sắc tố được sinh ra từ P. aeruginosa còn có khả năng chống lại các vi 

sinh vật như Acinetobacter, S. aureus và Streptococcus gây bệnh viêm phổi rất hiệu 

quả [50]. 

1.2.2.2. Hoạt tính kháng nấm 

Pyocyanin ức chế sự phát triển của nhiều loài nấm men Candida như C. 

albicans và nấm sợi như Aspergillus. Pyocyanin được tách chiết từ P. aeruginosa 

phân lập từ đờm của bệnh nhân xơ nang có thể ức chế sự phát triển của nấm như A. 

fumigatus và C. albicans. Tín hiệu tương tác qua trung gian giữa P. aeruginosa và 

C. albicans ở bệnh nhân xơ nang đã được tìm thấy [53]. Pyocyanin từ P. aeruginosa 

WS1 có nồng độ ức chế tối thiểu –MIC- đối với Aspergillus flavus và Aspergillus 

tương ứng là 64 và 128 μg/mL [54]. Nhiều bằng chứng lâm sàng cho thấy 

pyocyanin kìm hãm sự phát triển của các C. albicans khác nhau ở bệnh nhân bị 

nhiễm trùng phổi. Các chất như pyocyanin, pyrrolnitrin và pseudomonic acid được 

sinh bởi P. aeruginosa có khả năng kháng các loài Candida được nuôi trên môi 

trường thạch Sabouraud dextrose [55].  

1.2.2.3. Hoạt tính chống oxy hóa và chống ung thư 

Tác giả Rada đã chỉ ra rằng pyocyanin có khả năng gây độc lên tế bảo chủ bị 

vi khuẩn xâm nhiễm, làm suy giảm NADH, glutathione, phân hủy H2O2 và hoạt 

động chống oxy hóa khác như thay đổi trạng thái oxy hóa khử và tạo ra các gốc 

oxy. Pyocyanin thu được từ chủng P. aeruginosa BTRY1 có khả năng chống oxy 

hóa cao hơn hẳn so với vitamin C nhưng nồng độ pyocyanin sử dụng lại thấp hơn so 

với nồng độ chất chuẩn vitamin C [56].  

Hassani và cộng sự đã phân lập được chủng P. aeruginosa PHA-1 và sàng 

lọc các chủng đột biến thích ứng tự nhiên có nguồn gốc từ chủng vi khuẩn này. Kết 

quả nhóm nghiên cứu đã sàng lọc được dòng đột biến S300-8 có khả năng sinh 

pyocyanin cao hơn chủng tự nhiên PHA-1. Pyocyanin được sinh ra bởi dòng đột 

biến S300-8 thể hiện hiệu quả mạnh chống lại sự phát triển của dòng tế bào ung thư 

cơ vân: ở nồng độ thấp của các sắc tố này gây chết 65% tế bào sau 72 giờ ủ, độ độc 

tế bào được cải thiện bằng cách tăng nồng độ của các chất màu và thời gian phơi 

sáng. Hơn nữa, pyocyanin từ dòng đột biến S300-8 gây ra apoptosis loại bỏ những 
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tế bào không còn cần thiết, hoặc các tế bào bị tổn thương; phân mảnh DNA trong tế 

bào ung thư cơ vân tương ứng là 80% và 73,3% [57].  

Zhao và cộng sự đã công bố pyocyanin ức chế đáng kể sự tăng sinh của dòng 

tế bào ung thư HePG2 và kích hoạt sản xuất một lượng lớn các gốc tự do (ROS), từ 

đó điều chỉnh enzyme superoxide dismutase (SOD) và enzyme catalase, và làm suy 

giảm glutathione (GSH), giảm tỷ lệ oxy hóa GSH/GSH [58]. Pyocyanin ức chế sự 

tăng sinh của dòng tế bào nguyên bào sợi ở da người, ngoài ra, Laxmi và Bhat đã 

chỉ ra rằng pyocyanin được phân lập từ P. aeruginosa BTRY1 đã làm giảm hoạt 

tính tán huyết ngay cả ở nồng độ thấp 1 µg/mL. Tác giả cũng cho thấy pyocyanin 

không gây độc tế bào đối với dòng tế bào bình thường ở nồng độ dao động từ 6,25 

đến 100 µg/mL với tỷ lệ sống sót của tế bào lên đến 90% khi xử lý với pyocyanin ở 

nồng độ 6,25 µg/mL. Khả năng sống của tế bào khoảng 80% ngay cả ở nồng độ 

pyocyanin cao [59].  

1.2.2.4. Độc tính của pyocyanin  

Priyaja và cộng sự đã nghiên cứu về độc tính của pyocyanin với các dòng tế 

bào như dòng tế bào phổi phôi thai người (L-132), dòng tế bào cá hồi vân (RTG-2), 

dòng tế bào buồng trứng nhộng côn trùng (Sf9). Khi đánh giá chỉ số IC50 cho thấy 

dòng tế bào người có độ nhậy cảm hơn với pyocyanin so với các dòng tế bào khác 

với IC50 là 21,79 mg/L đã gây tổn thương màng sinh chất nồng độ này thấp hơn 5 

lần so với dòng tế bào cá hồi vân (Bảng 1.2) [60].  

Bảng 1.2. Nồng độ IC50 của pyocyanin tác động lên thành phần tế bào người, cá và côn 

trùng [60]  

 Dòng tế 

bào 

IC50 (mg/L) Tác động lên thành phần tế bào 

1 
Tế bào côn 

trùng Sf9 

106,39 ± 13,92 Ức chế enzyme dehydrogenase ở ty thể  

107,77 ± 28,14 Gây tổn thương màng sinh chất  

133,67 ± 23,6 Ức chế quá trình tổng hợp protein 

2 Dòng tế bào 

cá hồi RTG-

2 

146,19 ± 28,78 ức chế enzyme dehydrogenase ở ty thể  

109,83 ± 11,28 Gây tổn thương màng sinh chất  

76,64 ± 9,99 Ức chế quá trình tổng hợp protein 

3 Dòng tế bào 

người L-

132 

112,01 ± 23,73 Ức chế enzyme dehydrogenase ở ty thể  

21,79 ± 14,23 Gây tổn thương màng sinh chất  

32,57 ± 16,52 Ức chế quá trình tổng hợp protein 

Ở nồng độ cao 200 mg/L thì pyocyanin gây biến đổi hình thái tế bào so với 

trạng thái bình thường. Tuy nhiên trong nghiên cứu này ở nồng độ 6,25 mg/L, 

pyocyanin không gây độc đối với tế bào và các thành phần của tế bào. Tác giả đã 
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đưa ra kết luận ở nồng độ pyocyanin từ 5 đến 10 mg/L là nồng độ an toàn để ứng 

dụng pyocyanin. Trong một nghiên cứu khác sử dụng chuột và tôm làm thử nghiệm 

sinh học đánh giá độc tính của pyocyanin. Kết quả cho thấy xử lý pyocyanin ở tôm 

lên đến nồng độ 50 mg/L không gây độc trên tôm. Thử nghiệm sinh học với chuột ở 

nồng độ 750 mg/L pyocyanin không gây độc với chuột, tuy nhiên khi tăng nồng độ 

lên 1000 mg/L thì đã gây chết 3,83 đơn vị chuột (1 đơn vị chuột tương đương 1 con 

chuột nặng 20 g) [61].  

Pyocyanin dễ bị phân hủy trong tự nhiên. Khả năng suy thoái của phenazin 

và tiền chất của nó đã được chứng minh qua các tài liệu của các tác giả khác nhau 

như Chen (2008) [62] và Reszka (2004) [63]. Hoạt chất pyocyanin dễ dàng bị phân 

hủy bởi vi khuẩn Sphingomonas sp. DP58 trong đất trong vòng 40 giờ. Nhóm 

phenol trong pyocyanin rất dễ bị phân hủy bởi enzyme peroxidase có sẵn trong một 

số vi sinh vật trong đất. Pyocyanin là hoạt chất trung gian thứ cấp, quá trình oxy hóa 

của pyocyanin dẫn đến ngừng hoạt động của nó và trở nên không độc hại và các 

phản ứng này là không thể đảo ngược [62]. Các chất chuyển hóa trung gian có khả 

năng tự phân hủy theo thời gian và không có khả năng tích lũy về nồng độ vì vậy sử 

dụng cho tôm nuôi là an toàn [62]. Thực tế trên thị trường, vi khuẩn Pseudomonas 

và các hợp chất sản xuất bởi Pseudomonas đã được chấp nhận như là chế phẩm sinh 

học, được dùng làm chất đối kháng chống lại vi khuẩn gây bệnh trong các hệ thống 

tuần hoàn nuôi thủy sản [64]. Nghiên cứu độc tính của pyocyanin trên các hệ thống 

sinh học khác nhau, cho biết khả năng gây độc của pyocyanin từ các chủng phân lập 

ở môi trường có giá trị LC50 cao hơn rất nhiều so với nồng độ pyocyanin cần thiết 

để điều trị bệnh do vi khuẩn Vibrio gây ra. Hoàn toàn có thể sử dụng pyocyanin để 

loại trừ Vibrio trong các hệ thống nuôi thủy sản. Trong nghiên cứu này nồng độ ức 

chế tối thiểu (Minimum Inhibitory Concentration – MIC) của pyocyanin ức chế V. 

harveyi là 5 mg/L, ở 10 mg/L nó thể hiện khả năng diệt khuẩn. Nghiên cứu này đã 

chứng minh pyocyanin tiêu diệt được các chủng Vibrio và không ảnh hưởng đối với 

các tập đoàn vi khuẩn nitrat hóa tích hợp trong hệ thống tuần hoàn nuôi thủy sản. 

Mặc dù các chủng phân lập từ các mẫu lâm sàng gây ra độc tính, nhưng pyocyanin 

từ các chủng phân lập ở môi trường có thể được sử dụng như là tác nhân dự phòng 

để kiểm soát bệnh Vibrio trong các hệ thống tuần hoàn nuôi thủy sản [64]. 

1.2.3. Cơ chế kháng khuẩn của pyocyanin  

Ban đầu pyocyanin được dùng trong công nghiệp nhuộm nhờ có thể oxy hóa 

khử tương tự menaquinone. Nhờ cấu trúc hóa học đặc biệt của mình (5-methyl-1-

hydroxyphenazine), pyocyanin có khả năng cho nhận điện tử tạo ra nhiều hình thái 

khác nhau đồng thời cũng mang lại cho pyocyanin có hoạt tính oxy hóa phức tạp. 
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Pyocyanin có thể tồn tại ở hai dạng một là dạng oxy hóa ở môi trường kiềm 

pyocyanin có mầu xanh biển và dạng không oxy hóa ở môi trường acid thì 

pyocyanin có mầu đỏ (Hình 1.5) [65]. 

 

Hình 1.5. Pyocyanin ở môi trường kiềm có mầu xanh và pyocyanin ở môi trường acid có 

mầu đỏ.  

Đặc tính sinh học đặc biệt được quan tâm chính của pyocyanin là hoạt tính 

oxy hóa khử nhờ khả năng nhận điện tử tạo ra một gốc anion tương đối ổn định và 

dễ dàng tham gia chu trình oxy hóa khử. Pyocyanin tạo ra các gốc oxy hóa tự do 

(reactive oxygen species; ROS) từ đó tạo ra stress oxy hóa cho tế bào vật chủ hoặc 

vi sinh dẫn đến làm tổn thương các thành phần tế bào như DNA. Do đó cơ chế 

kháng khuẩn của pyocyanin có thể thông qua sự tăng nồng độ của các nhóm ROS 

như O2- và của H2O2 dẫn đến gây độc cho tế bào. Khả năng kháng lại pyocyanin của 

các vi khuẩn phụ thuộc vào mức độ hoạt động của hai enzyme superoxide 

dismutase và catalase, ngoài ra nó còn phụ thuộc vào nồng độ oxy [66].   

Pyocyanin của P. aeruginosa có tính oxy hóa khử cao nên dễ dàng xuyên 

qua màng sinh học của tế bào. Chính chất này đã giúp P. aeruginosa nhận và vận 

chuyển các điện tử trong quá trình hô hấp của vi khuẩn giúp vi khuẩn tồn tại trong 

môi trường nghèo oxy [66].   

1.2.4. Con đường sinh tổng hợp pyocyanin 

 Quá trình sinh tổng hợp pyocyanin bắt nguồn từ chorismic acide được tổng 

hợp trong con đường chuyển hóa shikimic acid. 

Con đường chuyển hóa Shikimate là con đường chuyển hóa cần thiết của vi 

khuẩn và cây để tổng hợp amino acid vòng thơm như phenylalanine, tyrosine and 

tryptophan và các hợp chất vòng thơm khác (Hình 1.6). Các hợp chất này tối cần thiết 

cho các chức năng chính của quá trình sinh trưởng. Quá trình này kết nối chuyển hóa 

carbohydrate sinh tổng hợp thành các hợp chất có vòng thơm [67]. Điều đáng lưu ý 

là con đường chuyển hóa Shikimate chỉ có mặt ở vi sinh vật và thực vật chứ không 

có mặt ở động vật. Do đó các hợp chất thứ cấp được tổng hợp từ con đường này 

dành được sự quan tâm lớn do tính ứng dụng và tầm quan trọng của chúng cho các 

sinh vật khác như các chất trytophane hay tyrosine là các amino acid thiết yếu [68].  

Trong con đường này, tiền chất chorismate đã được tạo ra là chất tham gia vào tổng 
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hợp phenazine và nhóm amino acid khác (Hình 1.6) [68].  

Phosphoenolpyruvate

3-Desoyarabinoheptulosenate-7-

phossphate

Erythrose-4-phoshate
5-Dehydroxyshikimate

Shikimate

Chorismate

Phenylalanine

Tyrosine

Triptophane

Naphthoquinone

p-Aminobenzoate

 

Hình 1.6. Con đường chuyển hóa Shikimate [67] 

Quá trình sinh tổng hợp pyocyanin có sự tham gia của bảy gen là phzC, D, E, 

F, G, M and S nằm trên con đường sinh tổng hợp chuyển hóa shikimic acid. 

Chorismate được enzyme phzA-G xúc tác, chuyển hóa thành phenazine-1-

carboxylic acid (PCA). Sau đó PCA được chuyển hóa thành ba loại phenazine khác 

nhau nhờ ba enzyme PhzH, PhzS và PhzM. Enzyme PhzM và PhzS là hai enzyme 

chính chịu trách nhiệm chuyển hóa PCA thành pyocyanin theo hai bước chính: 

Bước 1: PCA được enzyme PhzM xúc tác chuyển một nhóm methyl vào nguyên tử 



20 

 

nitơ của vòng phenazine để tạo thành 5-methylphenazine-1-carboxylic acid betaine; 

Bước hai: 5-methylphenazine-1-carboxylic acid betaine được enzyme PhzS oxy hóa 

thành pyocyanin (Hình 1.7) [69][70]. 

Phenazine-1-carboxylic acidChorismate

Phenazine-1-carboxamide 1-hydroxyphenazine 5-methylphenazine-1-

carboxylic acid betaine
Pyocyanin

 

Hình 1.7. Con đường sinh tổng hợp phenazine và pyocyanin [69] 

 

1.2.5. Tách chiết và tinh chế pyocyanin 

Pyocyanin đã được nghiên cứu tách chiết bằng cách sử dụng chloroform hòa 

tan pyocyanin trong môi trường nuôi cấy. Hỗn hợp chiết được tinh sạch bằng cột 

oxit nhôm sử dụng hỗn hợp dung môi chloroform và ethanol là dung môi rửa giải 

[71]. Một số tác giả khác đã sử dụng các phương pháp khác để tách pyocyanin như 

sử dụng kết tủa với nhôm sulphate, sử dụng màng lọc gel hay dùng sắc ký trao đổi 

ion. Hassanein, Raoof và các cộng sự đã sử dụng chín loại dung môi khác nhau để 

tách pyocyanin kết quả cho thấy chloroform có hiệu suất tách chiết cao nhất trong 

các dung môi được sử dụng. Trong nghiên cứu này, pyocyanin của mẫu được chiết 

hai lần bằng hai dung môi là chloroform và HCl 0,2N [72]. Tác giả Saosoong đã 

tinh sạch pyocyanin từ P. aeruginosa bằng cách sử dụng cột Amberlite XDA-4, sau 

đó cô pyocyanin bằng cột silicagel và cuối cùng dùng HPLC để thu phân đoạn 

pyocyanin tinh khiết. Độ tinh sạch của pyocyanin trong nghiên cứu này được xác 

định bằng HPLC, phổ UV và phổ IR [73].  
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1.2.6. Ứng dụng của pyocyanin 

1.2.6.1. Kiểm soát sinh học 

Trước đây pyocyanin được ứng dụng trong ngành dệt nhuộm để thay thế chất 

nhuộm mầu hóa học. Nhưng với đặc tính kháng khuẩn và kháng nấm mạnh của 

mình, hiện nay pyocyanin đang được chú ý như là một chất có khả năng kiểm soát 

sinh học trong nông nghiệp bằng cách ức chế tiêu diệt các vi sinh vật gây bệnh cho 

cây trồng [28]. 

1.2.6.2. Ứng dụng trong thủy sản  

Pyocyanin, một hợp chất trao đổi thứ cấp do Pseudomonas aeruginosa sản 

xuất, có tiềm năng ứng dụng quan trọng trong nuôi trồng thủy sản nhờ hoạt tính 

kháng khuẩn mạnh mẽ và các đặc tính sinh học đa dạng. Pyocyanin có khả năng ức 

chế sự phát triển của nhiều vi khuẩn gây bệnh phổ biến như Vibrio spp. (V. 

parahaemolyticus, V. harveyi, V. alginolyticus), giúp phòng ngừa các bệnh nghiêm 

trọng như hoại tử gan tụy cấp tính (AHPND) và bệnh phát sáng ở tôm, cá. Sử dụng 

pyocyanin làm giải pháp thay thế kháng sinh không chỉ giúp kiểm soát bệnh hiệu 

quả mà còn giảm thiểu nguy cơ kháng kháng sinh và tồn dư kháng sinh trong sản 

phẩm thủy sản, đáp ứng các tiêu chuẩn xuất khẩu. Ngoài ra, pyocyanin có thể kích 

thích hệ miễn dịch của vật nuôi thông qua việc điều chỉnh các loại oxy phản ứng 

(ROS), hỗ trợ vật nuôi chống lại tác nhân gây bệnh. Trong môi trường nuôi, 

pyocyanin có thể kiểm soát sự phát triển của vi sinh vật có hại, cải thiện chất lượng 

nước và cân bằng hệ sinh thái vi sinh. Hợp chất này cũng có tiềm năng tích hợp vào 

thức ăn như một phụ gia sinh học, giúp cải thiện sức khỏe và tăng trưởng của vật 

nuôi. Tuy nhiên, để tối ưu hóa hiệu quả, cần đánh giá kỹ lưỡng nồng độ sử dụng 

nhằm tránh tác động tiêu cực đến vật nuôi hoặc vi sinh vật có lợi, đồng thời đảm 

bảo sản xuất pyocyanin an toàn và không chứa tạp chất. Việc ứng dụng pyocyanin 

trong nuôi trồng thủy sản không chỉ nâng cao năng suất và chất lượng sản phẩm mà 

còn góp phần phát triển bền vững cho ngành. 

Nghiên cứu ứng dụng của pyocyanin được tiến hành ở nhiều phòng thí 

nghiệm trên thế giới như Mĩ (2006); Đức (2012); Iran (2012); Ấn Độ (2010) và 

Thái Lan (2010). Sắc tố do vi khuẩn sản sinh đã được xác định là kháng sinh phổ 

rộng, chống lại có hiệu quả nấm bệnh và các chủng Vibrio sp. gây bệnh trong nuôi 

trồng thủy sản. Priyaja đã thông báo rằng, tính kháng của pyocyanin với 7 loài 

Vibrio: V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, V. fluvialis, 

V. mediterrani và V. nereis với vòng kháng khuẩn từ 13,5 đến 31,0 mm [51]. Khi 

dùng dịch nuôi của P. aeruginosa có hàm lượng pyocynain là 30 mg/L cho vòng ức 

chế đạt 17,50 – 38,06 mm. Nồng độ ức chế tối thiểu của pyocyanin chống lại các vi 
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khuẩn và nấm dao động ở 20-120 µg/mL. Mức độ ảnh hưởng đối với một số chủng 

không gây bệnh như LA5, Bacillus clausii tương tự như khi sử dụng kháng sinh 

tetracyline. 

Nghiên cứu độc tính của pyocyanin trên các hệ thống sinh học khác nhau cho 

biết khả năng gây độc của pyocyanin từ các chủng phân lập ở môi trường có giá trị 

LC50 cao hơn rất nhiều so với nồng độ pyocyanin cần thiết để điều trị bệnh do vi 

khuẩn Vibrio gây ra [64]. Hoàn toàn có thể sử dụng pyocyanin để loại trừ Vibrio 

trong các hệ thống nuôi thủy sản. Trong nghiên cứu này nồng độ ức chế tối thiểu 

(Minimum Inhibitory Concentration – MIC) của pyocyanin ức chế V. harveyi là 5 

mg/L, ở 10 mg/L nó thể hiện khả năng diệt khuẩn. Nghiên cứu này đã chứng minh 

pyocyanin tiêu diệt được các chủng Vibrio và không ảnh hưởng đối với các tập 

đoàn vi khuẩn nitrat hóa tích hợp trong hệ thống tuần hoàn nuôi thủy sản. Mặc dù 

các chủng phân lập từ các mẫu lâm sàng gây ra độc tính, nhưng pyocyanin từ các 

chủng phân lập ở môi trường có thể được sử dụng như là tác nhân dự phòng để 

kiểm soát bệnh Vibrio trong các hệ thống tuần hoàn nuôi thủy sản. 

Khảo nghiệm tính an toàn trên tôm nuôi đã xác định nồng độ gây chết 50% 

của pyocyanin trên ấu trùng tôm biển tiếp xúc sau 12 giờ là 321,45 mg/L và 24 giờ 

là 217 mg/L. Đây là nồng độ cao hơn gấp hàng trăm lần so với nồng độ cần thiết để 

sử dụng trong điều trị bệnh [74].  

1.3. Chuyển gen mã hóa protein tham gia vào quá trình tăng sinh pyocyanin 

1.3.1. Các gen tham gia vào quá trình chuyển hóa phenazine  

Các gen nằm trên locus tham gia vào chuyển hóa tổng hợp phenazine từ P. 

fluorescens và P. aeruginosa đã được xác định và giải trình tự [75]. Locus này gồm 

một operon phzABCDEFG bao gồm bảy gen, đóng vai trò chính chuyển hóa 

chorismic acid thành PCA (Hình 1.8) [76][70]. Hai loài P. aureofaciens và P. 

fluorescens đều chứa 1 operon phzABCDEFG trong khi đó loài P. aeruginosa lại có 

chứa 2 operon phz1 (phzA1B1C1D1E1F1G1) và phz2 (phzA2B2C2D2E2F2G2), cả 

hai operon này đều mã hóa enzyme tổng hợp PCA, dẫn đến khả năng sinh tổng hợp 

PCA của chủng này hiệu quả hơn các nhóm vi khuẩn khác. Điều này dẫn đến khả 

năng sinh pyocyanin của P. aeruginosa hơn hẳn các vi khuẩn khác do PCA là tiền 

chất trung tâm cuối cùng để tổng hợp ra pyocyanin [76][70][77]. 
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PhzR PhzF
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Hình 1.8. Operon phzABCDEFG sinh tổng hợp phenazine của chủng  

Pseudomonas fluorescens 2-79 [75] 

Quá trình sinh tổng hợp tổng hợp phenazine bắt đầu với gen phzE tham gia 

vào quá trình amin hóa chorismic acid thành ADIC (2-amino-2-deoxyisochorismic 

acid) nhờ enzyme tổng hợp aminodeoxy isochorismate ADIC vừa được tạo thành sẽ 

được chuyển hóa thành DHHA (trans-2,3-dihydro-3 -hydroanthranilic acid) nhờ gen 

phzD. Các sản phẩm của phzF và phzG tổng hợp nên các hệ vòng đầu tiên 

phenazine-1, 6-dicarboxilic acid thông qua phản ứng trùng ngưng của 2 phân tử 

DHHA giống nhau, sau đó thành PCA (phenazine-1-carboxilic acid) nhờ các gen 

phzA và phzB. Sự biểu hiện muộn của gen phzC tạo điều kiện thuận lợi cho các chất 

chuyển hóa carbon đi vào con đường shikimate. 

1.3.2. Tổng hợp pyocyanin từ phenazine-1-carboxylic acid 

Pyocyanin được tổng hợp từ tiền chất PCA bằng hai bước tổng hợp được 

chịu trách nhiệm bởi hai enzyme được mã hóa từ hai gen phzS và phzM. Quá trình 

tổng hợp này liên quan đến quá trình methyl hóa phân tử bởi PhzM và hydroxyl hóa 

phân tử bởi PhzS. Trong quá trình này, PhzM dường như hoạt động trước chuyển 

hóa PCA thành 5-methyl-PCA, tiếp nối sau đó có sự tham gia chuyển hóa của PhzS 

để tổng hợp thành pyocyanin [70].  

Con đường sinh tổng hợp pyocyanin được nghiên cứu sâu với chủng P. 

aeruginosa PAO1. Nghiên cứu của tác giả Dimitri và cộng sự đã cho thấy P. 

aeruginosa PAO1 có khả năng tổng hợp các chất khác nhau thuộc nhóm phenazine 

như pyocyanin, PCN và 1-OHPHZ. Quá trình tổng hợp pyocyanin của chủng này 

gồm hai bước: bước 1 enzyme SAM-dependent methyltransferase PhzM xúc tác 

tổng hợp PCA thành 5-methylphenazine-1-carboxylic betaine acid. Bước thứ hai 

nhờ sự hoạt động xúc tác của enzyme NADH-dependent flavoprotein 
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monooxygenase PhzS, quá trình hydro hóa và quá trình decarboxy chuyển 5-

methylphenazine-1-carboxylic betaine acid thành pyocyanin. Trong một nghiên cứu 

khác ở E. coli biểu hiện gen phzS và nuôi cấy trong dịch nuôi của chủng vi khuẩn 

biểu hiện gen phzM thì phát hiện sự có mặt của pyocyanin. Nhưng ngược lại nếu 

nuôi chủng biểu hiện gen phzM bằng dịch nuôi vi khuẩn biểu hiện phzS thì chỉ phát 

hiện sự có mặt của PCA, 1-OHPHZ mà không thấy sự có mặt của pyocyanin. Điều 

này khẳng định khả năng PhzS có thể chuyển hóa PCA thành 1-OHPHZ [75]. 

Ngoài ra P. aeruginosa còn có khả năng tổng hợp PCN bằng enzyme được mã hóa 

bới gen phzH. Enzyme glutamine-dependent, phenazine-specific amidotransferase 

xúc tác chuyển hóa PCA thành PCN. Như vậy để P. aeruginosa sinh tổng hợp 

pyocyanin điều kiện bắt buộc phải có sự tham gia liên tiếp của hai enzyme PhzM và 

PhzS. Đây là cơ sở để nghiên cứu tăng cường khả năng sinh tổng hợp pyocyanin 

bằng phương pháp chuyển gen [75][70].   

1.3.3. Vai trò của PhzM và PhzS trong quá trình sinh tổng hợp pyocyanin 

Các gen phzM và phzS của Pseudomonas aeruginosa nằm trong cụm gen 

phenazine (phz cluster), cụm gen chịu trách nhiệm sinh tổng hợp các hợp chất 

phenazine, bao gồm pyocyanin. Trong hệ gene của P. aeruginosa PAO1 (NCBI 

Accession: NC_002516.2), cụm gen này thường nằm trong vùng từ 4.9 đến 5.1 Mb 

trên nhiễm sắc thể. Gen phzM có độ dài khoảng 888 bp, mã hóa enzyme 

methyltransferase (~35 kDa), xúc tác quá trình chuyển đổi phenazine-1-carboxylic 

acid (PCA) thành 5-methylphenazine-1-carboxylic acid (5-MPCA). Gen phzS dài 

khoảng 1,245 bp, mã hóa enzyme monooxygenase (~44 kDa), chịu trách nhiệm 

chuyển hóa 5-MPCA thành pyocyanin. Các gen này được điều hòa bởi hệ thống 

quorum sensing và các tín hiệu môi trường, đảm bảo pyocyanin được tổng hợp dưới 

các điều kiện thích hợp. Sự phối hợp chặt chẽ giữa phzM và phzS đóng vai trò quan 

trọng trong khả năng kháng khuẩn và tạo sắc tố xanh đặc trưng của P. aeruginosa. 

Tổng hợp pyocyanin từ chorismate bởi các operon phz tạo thành PCA, bước 

cuối cùng tổng hợp pyocyanin từ PCA được xúc tác bởi hai enzyme tổng hợp từ 

phzM và phzS [75]. Các nghiên cứu gần đây cho thấy quá trình tổng hợp pyocyanin 

cần có sự tham gia của hai enzyme PhzM và PhzS. Dimitri và cộng sự đã thực hiện 

nghiên cứu chứng minh vai trò của hai enzyme này trong quá trình sinh tổng hợp 

pyocyanin của chủng P. aeruginosa PAO1 bằng cách tạo ra chủng đột biến chỉ 

mang gen phzM (chủng PAOmxM) và chủng chỉ mang gen phzS (chủng PAOmxS). 

Hai chủng này cho sinh ra các sắc tố đặc biệt khi chúng được nuôi trên đĩa PIA.      



25 

 

4710000

m
e
x
G

m
e
x
H

m
e
x
I

o
p
m

D

P. aeruginosa PAO1, PA4209 (phzM) 

4715000

p
h
z
A

1

4720000

p
h
z
B

1

p
h
z
C

1

p
h
z
D

1

p
h
z
E

1

p
h
z
F

1

p
h
z
G

1

p
h
z
S

P
A

4222

fptA

P
A

4220

am
pO

am
pP

4725000

Nội bào
Màng trong
Khoang chu chất
Màng ngoài
Ngoại bào
Không xác định

p
h
z
A

1

p
h
zB

1

p
h
zC

1

p
h
z
D

1

p
h
z
E

1

p
h
z
F

1

p
h
z
G

1

p
h

zM

4715000 4720000

Nội bào
Màng trong
Khoang chu chất
Màng ngoài
Ngoại bào
Không xácđịnh

P. aeruginosa PAO1, PA4217 (phzS) 

A

B

 

 

 

 

Hình 1.9. Vị trí của gen phzS (A) và gen phzM (B) trên bộ gen của P. aeruginosa PAO1, 

cấu trúc không gian của một số enzyme được tổng hợp từ các gen phz của P. aeruginosa 

(C) [75] 

Chủng tự nhiên PAO1 có mầu xanh đặc trưng do có khả năng tổng hợp 

pyocyanin nhưng chủng PAOmxM thì lại có khuẩn lạc mầu vàng trong khi đó 

chủng PAOmxS thì lại sản sinh ra sắc tố đỏ đậm tan trong nước. Sử dụng phân tích 

trên máy HPLC và MS cho thấy cả hai chủng đột biến này đều tổng hợp PCA và 

PCN nhưng không phát hiện thấy sự có mặt của pyocyanin. Chủng PAOmxM có 

khả năng tổng hợp PCN và 1-OHPHZ với nồng độ cao hơn so với chủng tự nhiên. 

Tuy nghiên khi phân tích dịch chiết sắc tố từ chủng PAOmxS lại không phát hiện ra 

sự có mặt của 1-OHPHZ. Trong thí nghiệm khác khi trộn PAOmxM và PAOmxS 

với sự có mặt của pUCP-M và pUCP-S thì đã phục hồi được khả năng sinh tổng 

hợp pyocyanin [75]. Điều này cho thấy vai trò không thể tách rời của PhzM và 

PhzS trong quá trình sinh tổng hợp pyocyanin, nó cũng là cơ sở để tăng cường khả 

C 
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năng sinh tổng hợp pyocyanin trong sản xuất bằng cách tăng cường biểu hiện gen 

(Hình 1.9).     

Quá trình tổng hợp pyocyanin từ sản phầm PCA từ con đường chuyển hóa 

Shikimate được tiếp nối bằng hai enzyme mã hóa từ hai gen phzM và phzS. Hai gen 

phzM và phzS mã hóa enzyme đóng vai trò cần thiết cho quá trình sinh tổng hợp 

pyocyanin [75].   

1.3.4. Tăng cường biểu hiện gen phzM và phzS tham gia vào con đường sinh 

tổng hợp pyocyanin ở Pseudomonas aeruginosa 

1.3.4.1. Vector pUCP24, vector biểu hiện gen trong Pseudomonas 

Vector pUC18/19 vừa là vector tạo dòng vừa có khả năng biểu hiện gen 

ngoại lai, mang tính ưu việt cao như có khả nhân bản nhiều, mang nhiều điểm cắt 

cho enzyme giới hạn và có kích thước nhỏ. Plasmid này lại có hạn chế bởi chỉ có 

khả năng nhân bản trong tế bào chủ E. coli. Một dòng vector mới pUCP18/19 

được phát triển từ vector pUC18/19 giúp plasmid có thể tồn tại và nhân trong tế 

bảo chủ P. aeruginosa. Tuy nhiên, hệ vector pUC18/19 có khả năng nhân bản 

không cao trong chủng P. aeruginosa. Vì vậy, West và cộng sự đã đưa đoạn gen 

dài 1200 bp kiểm soát nhân bản của plasmid trong vi khuẩn P. aeruginosa vào 

plasmid pUCP18 để cải tiến khả năng nhân bản của plasmid trong P. aeruginosa 

(Hình 1.10). Vì các chủng P. aeruginosa kháng lại nhiều loại kháng sinh khác nhau 

trong đó có ampicillin, do vậy vùng gen chỉ thị kháng ampicillin -bla (mã hóa β-

lactamase) trong pUCP18 đã được thay bằng gen gm (từ vector pRO1600) mã hóa 

cho chỉ thị kháng gentamycin để giúp nhận biết dòng P. aeruginosa mang 

plasmid tái tổ hợp [78]. Vector mới thiết kế được đặt tên là pUPC24. 
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Hình 1.10. Cấu trúc của các plasmid được tạo thành từ pUCP18 [78] 

Cấu trúc vector được cấu tạo từ DNA của pUCP18 (phần mầu đen), từ pUCPGM (phần để 

trống), pRO1614 (phần chấm đen) và pALTER-1 (phần gạch đen). Vector có chứa các vị 

trí cắt của enzyme: EcoRI, SacI, KpnI, SmaI. BamHI, XbaI, SacI, PstI, SphI và HindIII  

 

Vector pUCP24 có cấu trúc được tổ chức hợp lý để hỗ trợ nhân bản và biểu 

hiện gen trong các vi khuẩn Gram âm như Pseudomonas aeruginosa và Escherichia 

coli. Các vị trí chức năng chính và chiều hoạt động của các gen được sắp xếp như 

sau: 
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Nguồn gốc sao chép pUC ori: Nằm gần điểm khởi đầu của plasmid, hoạt động 

theo chiều kim đồng hồ, hỗ trợ tái bản hiệu quả trong E. coli. 

Nguồn gốc sao chép RSF1010 ori: Nằm sau pUC ori, hoạt động theo chiều ngược 

kim đồng hồ, cho phép plasmid tái bản trong các vi khuẩn Gram âm khác như 

Pseudomonas aeruginosa. 

Gen kháng gentamicin (aada): Được định vị giữa pUC ori và lacZα, hoạt động 

theo chiều kim đồng hồ. Gen này mã hóa protein kháng gentamicin, cho phép chọn 

lọc các vi khuẩn mang plasmid trong môi trường chứa gentamicin. 

Promoter lac và vùng lacZα: Nằm liền kề vùng MCS, hoạt động theo chiều kim 

đồng hồ. Promoter này điều khiển sự biểu hiện của các gen chèn vào MCS, và hệ 

thống lacZα hỗ trợ kiểm tra sự chèn gen qua phương pháp xanh/trắng. 

Vùng MCS (Multiple Cloning Site): Được bố trí sau promoter lacZα, bao gồm 

nhiều vị trí nhận biết của enzyme cắt giới hạn như EcoRI, HindIII, BamHI, XhoI, 

giúp dễ dàng chèn gen mục tiêu. 

Ngoài vector pUPC24, việc phát triển các dòng vector mới để có thể 

nhân bản ổn định trong các chủng vi khuẩn khác nhau nhằm tạo công cụ cho các 

nghiên cứu tiếp theo đóng vai trò quan trọng trong chuyển gen. Lee và cộng sự đã 

tạo ra vector mới có kích thước 4,87 kb có khả năng nhân bản ổn định khi biến nạp 

vào vi khuẩn P. putida HK-6 và E. coli bằng cách chèn đoạn gen chịu trách nhiệm 

nhân bản plasmid của chủng Pseudomonas pRO1614 vào plasmid của E. coli 

pBGS18 tạo thành vector mới pJH1. Vector này chứa vùng tạo dòng có các vị trí 

cắt của nhiều loại enzyme EcoRI, SacI, KpnI, SmaI, BamHI, XbaI, SacI, Pstl, SphI 

và HindIII như vector pUCP24 nhưng pJH1 được thay đổi chứa gen kháng kháng 

sinh kanamicin. Vector mới có khả năng nhân bản ổn định ở chủng P. putida HK-6 

(Lee et al., 2006). Syringomycin một là một chất kháng nấm tự nhiên được sinh ra 

bởi gen syr và gen syp của chủng Pseudomonas syringae. Nếu sử dụng vi sinh vật 

chủ như E. coli để sản sinh syringomycin có thể dẫn tới protein thu được bị mất 

hoạt tính. Tác giả Shi-En Lu và cộng sự đã tạo dòng vector mới chứa các gen tổng 

hợp syringomycin như syr và gen syp kết hợp với MBP (maltose-binding protein) 

của E. coli và đoạn gen plasmid pRO1600 của chủng Pseudomonas tạo ra vector 

mới pMEKm12. Nhóm tác giả đã đưa plasmid vào tế bào chủ là chủng 

Pseudomonas syringae để tăng cường biểu hiện gen liên quan đến sinh tổng hợp 

syringomycin. Kết quả cho thấy vector pMEKm12 nhân bản ổn định trong tế bào 

chủ, protein thu được từ thí nghiệm này vẫn giữ được hoạt tính sinh học điều này 

đóng vai trò quan trọng trong nghiên cứu xác định chức năng hóa sinh liên quan đến 

quá trình tổng hợp peptide trong sinh tổng hợp syringomycin và syringopept [80].  
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1.3.4.2. Tăng cường biểu hiện gen nâng cao hiệu suất tổng hợp pyocyanin ở P. 

aeruginosa 

P. aeruginosa có hai operon phz tổng hợp PCA vì vậy, chủng có khả năng 

tổng hợp pyocyanin với hiệu suất cao. Do đó, việc tăng lượng enzyme sinh ra bởi 

phzM và phzS có thể dẫn đến hiệu quả trong tổng hợp pyocyanin cao hơn chủng tự 

nhiên. Tuy nhiên, hàm lượng hai enzyme mã hóa từ hai gen cũng cần ở tỷ lệ nhất 

định, cân bằng thì mới có khả năng thu được pyocyanin với hàm lượng cao. Như đã 

được mô tả trên con đường chuyển hóa sinh tổng hợp pyocyanin, nếu tăng cường 

biểu hiện PhzS mà thiếu hụt PhzM thì chủng sẽ ưu tiên sinh tổng hợp 1-

hydroxyphenazine. Nếu tăng cường biểu hiện PhzM mà thiếu hụt PhzA thì chỉ thu 

được 5-methylphenazine-1-carboxylic acid betaine. PhzS tham gia vào cả hai 

đường, trong đó con đường sinh ra 1-hydroxyphenazine là con đường ngắn nhất, dễ 

được chủng ưu tiên nhất. Trong khi đó, con đường sinh pyocyanin lại là con đường 

phức tạp hơn, phụ thuộc vào lượng 5-methylphenazine-1-carboxylic acid betaine 

tổng hợp dựa trên PCA do sự xúc tác của PhzM. Do vậy, việc tăng cường biểu hiện 

hai enzyme này để làm tăng sinh tổng hợp pyocyanin là vấn đề cần được nghiên 

cứu. Các nghiên cứu liên quan đến chuyển gen làm tăng sinh tổng hợp pyocyanin 

được liệt kê ở Bảng 1.3. 

Bảng 1.3. Một số phương pháp nâng cao khả năng sinh pyocyanin ở P. aeruginosa  

Tên chủng Giải pháp Năng suất tăng pyocyanin 

Nâng cao khả năng sinh pyocyanin bằng phương pháp chuyển gen trong operon phz 

P. aeruginosa PA-pUCP-

Phz++ [81] 

Sử dụng vector pUCP24 chuyển 

cụm gen phz vào chủng vi khuẩn 

P. aeruginosa MCCB117 

Tăng từ 20 mg/L ở chủng tự 

nhiên lên 48,15 mg/L ở chủng 

chuyển gen 

P. aeruginosa YTΔrpoS [82] 

Chủng P. aeruginosa đột biến 

loại bỏ gen rpoS dẫn đến gen 

phzM tăng cường biểu hiện. 

Nồng độ pyocyanin thu được 

từ chủng đột biến tăng 4 lần 

so với chủng tự nhiên. 

Nâng cao khả năng sinh pyocyanin bằng thay đổi nguồn cơ chất, điều kiện phương pháp nuôi cấy 

P. aeruginosa OG1 [83] 
Sử dụng vector oxygen là n-

hexane ở nồng độ tối ưu 3,48% 

Từ 11,96 mg/L lên 21,2 mg/L 

P. aeruginosa OG1 [84] 
Sử dụng vector oxygen là toluen 

ở nồng độ 0,2% 

Từ 8 mg/L lên 33 mg/L 

P. aeruginosa JY21 [85] 
Nuôi bổ sung môi trường liên 

tục (Fed-batch cultivation) 

365 μg/mL lên 676 μg/mL 

P. aeruginosa KU_BIO2 [46] KingA +đậu nành 2,56 μg/mL 

 

Tác giả Priyaja đã tiến hành chuyển gen tổng hợp pyocyanin bao gồm operon 

có chứa phz, gen phzM và phzS của chủng P. aeruginosa MCCB117 dài khoảng hơn 

10 kb vào vector pUCP24 sau đó chuyển vector này vào chính chủng này và đặt tên 
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là P. aeruginosa PA-pUCP-Phz++. Kết quả nồng độ pyocyanin thu được cao gấp 

đôi chủng tự nhiên (Bảng 1.3). Đây là một trong những nghiên cứu đầu tiên về 

chuyển gen tăng sinh pyocyanin. Tác giả Wang và cộng sự đã nghiên cứu tạo ra 

chủng P. aeruginosa đột biến thiếu vắng gen rpoS là gen điều hòa mật độ tế bào của 

P. aeruginosa [82]. Kết quả cho thấy chủng P. aeruginosa YTΔrpoS (chủng đột 

biến thiếu gen rpoS) có khả năng tăng sinh gấp đôi lượng PCA so với chủng tự 

nhiên, hơn nữa hàm lượng pyocyanin thu được đã tăng gấp 4 lần so với chủng tự 

nhiên (Bảng 1.3). Tác giá đã tìm ra sự thiếu vắng gen rpoS đã làm cho gen phzM 

tăng cường biểu hiện và hoạt động dẫn đến tăng sinh pyocyanin, nhưng về cơ chế 

tại sao dẫn đến hiện tượng này thì cần phải có các nghiên cứu tiếp theo [82]. Trong 

một nghiên cứu khác chủng P. aeruginosa OM13 được tạo đột biến bằng 

nitrosoguanidine (MNNG), kết quả cho thấy chủng đột biến có vòng kháng nấm gấp 

đôi so với chủng tự nhiên. Nhóm tác giả cho rằng khả năng kháng nấm của chủng 

này tăng lên sau đột biến có liên quan đến khả năng sinh pyocyanin của chủng này 

do pyocyanin là chất có khả năng kháng nấm chính của P. aeruginosa [86]. Các 

nghiên cứu này cho thấy khả năng ứng dụng chuyển gen vào sản xuất pyocyanin ở 

quy mô lớn là điều có thể. Chủng đột biến tạo thành có thể đóng vai trò là chủng 

gốc trong các nghiên cứu tiếp theo như tối ưu hóa quá trình lên men để phục vụ cho 

sản xuất pyocyanin trên quy mô công nghiệp.   

1.4. Các yếu tố ảnh hưởng đến sự sinh tổng hợp pyocyanin bởi P. aeruginosa 

Môi trường KingA là môi trường kinh điển tối ưu cho P. aeruginosa sinh 

tổng hợp pyocyanin do môi trường này ức chế P. aeruginosa sinh tổng hợp các chất 

sinh sắc tố khác [87]. Có rất nhiều nghiên cứu về tối ưu khả năng sinh pyocyanin 

bằng cách tối ưu thành phần môi trường nuôi cấy như bổ sung các amino acid như 

alanine và leucine vào môi trường nuôi cấy hoặc bổ sung thêm glycerol, sắt và 

sulphur [54]. Việc bổ sung thành phần như amino acid alanine và glycerol vào môi 

trường KingA đã mang lại hiệu quả cao cho hiệu suất tổng hợp pyocyanin. Việc bổ 

sung thêm nalidixic acid vào môi trường KingA đã làm giảm nồng độ cetrimide, ức 

chế nhiễm khuẩn do đó tăng cường sinh trưởng của P. aeruginosa đồng thời tăng khả 

năng tổng hợp pyocyanin của chủng này [41]. Ngoài ra còn một số yếu tố khác cũng 

góp phần quyết định khả năng sinh pyocyanin từ chủng tự nhiên và chủng đột biến đã 

cho thấy sự cạn kiệt phosphate trong môi trường nuôi cấy cũng tăng cường sản sinh 

chất sinh sắc tố. Cox đã tìm thấy bằng chứng về giảm nồng độ sắt trong môi trường 

nuôi cấy tạo điều kiện cho quá trình sinh tổng hợp pyocyanin [41]. Khả năng sinh 

pyocyanin cũng phụ thuộc vào mật độ tế bào nuôi cấy do sử dụng các thành phần 

dinh dưỡng nhanh dẫn đến thiếu dinh dưỡng trong môi trường nuôi cấy nhưng điều 
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này lại có thể mang lại hiệu quả sinh pyocyanin cao hơn bình thường [41].  

Một số tác giả đã áp dụng các phương pháp tối ưu sử dụng các mô hình 

thống kê nhằm lựa chọn các yếu tố có ảnh hướng chính đến quá trình sinh tổng hợp 

pyocyanin bởi P. aeruginosa và tìm ra điều kiện tối ưu nhằm tăng hiệu suất của quá 

trình này. Mô hình Plackett-Burman (PBD) là mô hình phổ biến được sử dụng 

nhằm loại bỏ các hạn chế của quá trình tối ưu một yếu tố, mô hình này cho phép xác 

định một cách nhanh chóng các yếu tố có ảnh hưởng đáng kể đến quá trình sinh 

tổng hợp các hoạt chất thứ cấp. Trong khi đó, phương pháp đáp ứng bề mặt cho 

phép đánh giá được tác động của các yếu tố, các tác động qua lại giữa các biến từ 

đó chọn lựa được điều kiện tối ưu cho quá trình mong muốn. Hai mô hình phổ biến 

của phương pháp đáp ứng bề mặt bao gồm Central composite (CCD) và Box-

Behnken. Tuy nhiên các nghiên cứu tối ưu quá trình sinh tổng hợp pyocyanin sử 

dụng mô hình thống kê hiện nay còn ít. Mô hình PBD và CCD đã được áp dụng đối 

với chủng Pseudomonas sp. M-18Q, hiệu suất sinh phenazine đã tăng 65,3% so với 

môi trường gốc [88]. Hai nghiên cứu của Patil và cộng sự (2017), Gahlout và cộng 

sự (2021) đều cho thấy peptone là biến có ảnh hướng đáng kể đến hiệu suất sinh 

pyocyanin, nghiên cứu đc tiến hành trên hai đối tượng khác nhau, Patil nghiên cứu 

chủng Pseudomonas sp. MCC 3145 trong khi Gahlout tập trung vào P. aeruginosa 

DN9 là chủng sinh pyocyanin được phân lập từ mẫu [89][90][91]. P. aeruginosa 

JY21 sinh pyocyanin lên đến 311,1 µg/mL và Pseudomonas MCCB 103 sau quá 

trình tối ưu hiệu suất sinh tổng hợp pyocyanin lên gấp năm lần so với môi trường 

chưa tối ưu [85].  

Việc bổ sung dung môi và chất hoạt động bề mặt đã được chứng minh có khả 

năng tăng sinh pyocyanin bởi P. aeruginosa [83]. Khi bổ sung toluene với nồng độ 

0,2%, hàm lượng pyocyanin thu được tăng lên đến 312% so với điều kiện không bổ 

sung toluene. Phương thức lên men có bổ sung dung môi, chất hoạt động bề mặt, có 

thể sử dụng cho các hình thức lên men vi sinh vật thu các hoạt chất thứ cấp một 

cách hiệu quả [92][93]. Một số dung môi đóng vai trò như các chất dẫn truyền oxy 

đến vi sinh vật (oxygen vector), các chất này như hexane, n-dodecane các 

hydrocacbon hay chất phá bọt được sử dụng như một chất bổ sung nhằm tăng lượng 

oxy hòa tan trong dung dịch lên men. Các chất này thường không gây độc đối với vi 

sinh vật, chúng có thể là nguồn carbon và năng lượng bổ sung. Ngoài vector oxygen 

được sử dụng, thời gian bổ sung các chất này trong quá trình lên men thu hoạt chất 

thứ cấp cũng rất quan trọng để đạt được hiệu suất cao (Bảng 1.3). Ozdal (2019) lên 

men chủng P. aeruginosa OG1 dưới điều kiện tối ưu có bổ sung n-hexane 3,48% 

sau 33,93 giờ nuôi cấy đã tăng hiệu suất sinh pyocyanin lên gấp 2 lần [83].   
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Vật liệu nano có ảnh hưởng lớn đến quá trình hình thành màng sinh học và 

hô hấp tế bào của P. aeruginosa [94][95], ngoài ra chúng còn có tác dụng trong kích 

thích tăng hoạt tính sinh tổng hợp các sắc tố trong đó có pyocyanin. Các vật liệu 

nano thường được sử dụng gồm nano bạc, nano kẽm, các dạng silica nanotube… 

[96][97]. Tuy nhiên, nồng độ của các vật liệu nano bổ sung có tác dụng tăng sinh 

pyocyanin thường khá cao, đặc biệt là các vật liệu nano oxit kim loại. Jablonska đã 

nghiên cứu ảnh hưởng của các loại vật liệu khác nhau lên khả năng sinh pyocyanin 

bới P. aeruginosa, kết quả cho thấy đối với vật liệu nanotube dưới dạng phân tán 

cho kết quả tăng sinh tốt hơn khi chỉ cần bổ sung với nồng độ thấp so với cùng vật 

liệu ở dạng không phân tán. Trong khi đó, nồng độ cao của nano kẽm lại ức chế quá 

trình sinh pyocyanin, với nồng độ thấp thì có khả năng làm tăng hiệu suất tổng hợp 

pycocyanin [94].  

Nhiều loại chất bố sung khác nhau được sử dụng trong quá trình nghiên cứu 

tối ưu quá trình sinh tổng hợp sắc tố của P. aeruginosa. Bên cạnh các thành phần 

môi trường cơ bản là nguồn cung cấp carbon và nitrogen, các chất bổ sung khác 

đóng vai trò như chất cảm ứng, chất kích thích cho quá trình này [98][99]. Một số 

hợp chất đã được nghiên cứu như các loại dầu gồm dầu thực vật ví dụ như dầu ô liu, 

dầu thô, các chất chiết thực vật hay phụ phế phẩm của các quy trình công nghiệp. Ví 

dụ như bã malt của quá trình sản xuất bia thủ công khi bổ sung vào môi trường 

King A đã giúp cho lượng pyocyanin thu được tăng lên 70% so với đối chứng 

[100][43][98].  



33 

 

CHƯƠNG 2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu và hóa chất 

Các mẫu nước nuôi thủy sản, mẫu tôm và cá được thu thập từ tháng 1 đến 

tháng 3 năm 2017 tại Quảng Ninh, Ninh Bình và Nam Định là nguồn để phân lập 

chủng vi khuẩn có khả năng sinh pyocyanin (Bảng 2.1). 

Bảng 2.1. Danh sách các mẫu sử dụng trong nghiên cứu 

TT Ký hiệu mẫu Địa điểm phân lập Nguồn phân lập Số mẫu 

1 NT1 –NT3 Tiên Yên - Quảng Ninh Nước nuôi tôm 3 

2 BT1 – BT3 Tiên Yên - Quảng Ninh Bùn ao nuôi tôm 3 

3 XT1 - XT3 Tiên Yên - Quảng Ninh Xoang tiêu hóa tôm 3 

4 XT4-XT6 Uông Bí - Quảng Ninh Xoang tiêu hóa tôm 3 

5 NT 1 Kim Sơn - Ninh Bình Nước ao tôm 1 

6 Bc1 Kim Sơn - Ninh Bình Bùn ao cá 1 

7 XT7 –XT8 Kim Sơn - Ninh Bình Xoang tiêu hóa tôm 2 

8 Rt1-Rt3 Kim Sơn - Ninh Bình Ruột tôm thẻ 3 

9 Bc2 –Bc3 Giao Thủy - Nam Định Bùn ao cá 2 

10 Bc5- Bc6 Giao Thủy - Nam Định Nước ao cá 2 

11 Tc1 Giao Thủy - Nam Định Thận cá 1 

12 Gc1 Giao Thủy - Nam Định Gan cá 1 

Các chủng thuộc Bộ sưu tập của phòng Công nghệ sinh học tái tạo môi 

trường-Viện Công nghệ sinh học: 10 chủng kí hiệu : PS5, PS8, PS9, PS10, PS12, 

PS39, PS40, PS41, PS42, PS43 được phân lập từ các mẫu nước, bùn ao nuôi tôm tại 

các tỉnh Quảng Ninh, Nam Định; Các chủng vi khuẩn Vibrio spp. được phân lập từ 

tôm bệnh bao gồm V. parahaemolyticus VpKG12T1; V. parahaemolyticus 

VpST22T; V. parahaemolyticus VpCMT31; V. harveyiharveyi Vh3; và V. 

alginolyticus Val. Tế bào E. coli TOP10, E. coli BL21 và E. coli Rosetta, được sử 

dụng trong nghiên cứu kiểm tra sự hoạt động của gen phzS, phzM trong vector 

pUCP24. Plasmid pUCP24 là quà tặng của Giáo sư Schweizer, Đại học Florida, 

Mỹ. 

Thành phần và các môi trường nuôi cấy vi khuẩn được sử dụng của các hãng 

như Merck và Himedia bao gồm NB (Merck 1.05443); BHI (Merck 1.10493); LB 

(Merck 71753); marine agar MRS (2216E); and KingA (Himedia M1543); TCBS 

(Merck 86348). 

Các hóa chất dùng cho sinh học phân tử đạt tiêu chuẩn dùng cho nghiên cứu 

với xuất xứ từ các hãng ThermoScience, Invitrogen và máy PCR (Eppendorf - Mỹ), 

bộ điện di (Mupid R 2plus – Nhật), máy soi gel (UV Transilluminator, Wealtec, Đài 

Loan). Các cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu được liệt kê tại Bảng 2.2. 
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Bảng 2.2. Danh sách các cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu 

Mục đích 
Tên 

mồi 
Trình tự Vị trí mồi 

Khuếch đại gen đặc 

trưng loài PA 956 

(Spilker, 2004) 

PA-F 5’-GGGGATCTTCGGACCTCA-3’ 189-206 

PA-R 5’-TCCTTAGAGTGCCC ACCCG - 3’ 1124-1144 

Khuếch đại gen phzM 

(Mavrodi, 2001) 

phzM-F 5’-ATGAATAATTCGAATCTTGCTG-3’ 
3670-3693 (Plasmid 

pUCP24-phzMS) 

phzM-R 5’-CCGTTGAAAGTTCCGATTCA-3’ 
2672-2691 (Plasmid 

pUCP24-phzMS) 

Khuếch đại gen phzS 

(Mavrodi, 2001) 

phzS-F 5’-CTCTAGAAAAGGAAGCACC-3’ 
2646-2663 (Plasmid 

pUCP24-phzMS) 

phzS-R 5’-TTGCATGCTAGCGTGGCCGTTCC-3’ 
1429-1451 (Plasmid 

pUCP24-phzMS) 

Giải trình tự plasmid 

(Universal primer) 
M13F 5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’ 

1390-1412 (Plasmid 

pUCP24-phzMS) 

Chú thích: ATG: codon khởi đầu, TCA, CTA: codon kết thúc (TGA và TAG trên mạch bổ sung); 

TCTAGA: vị trí nhận biết XbaI, GCATGC: vị trí nhận biết của SphI. 

2.2. Phương pháp vi sinh vật 

2.2.1. Phương pháp  phân lập vi khuẩn sinh pyocyanin 

Nước nuôi thủy sản, các xoang tiêu hóa của tôm cá được nghiền kỹ và được 

pha loãng về các nồng độ 10-3,10-4 và 10-5, cấy trải 0,1 mL dịch pha loãng lên đĩa 

thạch KingA và ủ ở 30C. Sau 24 giờ, quan sát và chọn những khuẩn lạc có màu 

xanh và làm đổi màu môi trường sang xanh để cấy chuyển liên tục nhằm tạo chủng 

thuần khiết. Những chủng này được cấy trong môi trường lỏng KingA để kiểm tra 

khả năng tiết pyocyanin và trên đĩa thạch KingB để quan sát khả năng phát huỳnh 

quang [87].   

2.2.2. Phương pháp nhuộm Gram và chụp ảnh kính hiển vi điện tử quét 

 Nhuộm Gram được tiến hành theo phương pháp Hucker cải tiến [101], hình 

thái tế bào vi khuẩn được quan sát và ghi lại hình ảnh dưới kính hiển vi điện tử quét 

(SEM – Hitachi S-4800, Nhật). Mẫu vi khuẩn được chuẩn bị để quan sát dưới kính 

hiển vi điện tử quét: Thu tế bào từ đĩa nuôi cấy, rửa trong dung dịch cacodylate 

0,1M, ly tâm 3000 vòng/phút trong 5 phút (2-3 lần) thu tủa; Cố định mẫu bằng 2,5-

3% glutaraldehyde/cacodylate 0,1M, pH 7,2 (1 giờ hoặc qua đêm ở 4oC); Rửa mẫu 

bằng dung dịch cacodylate 0,1M trong 1 giờ ở nhiệt độ phòng và cố định mẫu bằng 

OsO4 1% trong cacodylate 0,1M trong 1 giờ ở nhiệt độ phòng; Sau đó, rửa mẫu 

bằng dung dịch cacodylate 0,1M (2 lần x 5 phút/lần); Hòa loãng mẫu trong cồn 

tuyệt đối với nồng độ khác nhau (từ 50o, 70o, 80o, 90o đến 100o), nhỏ mẫu lên giấy 

bạc gắn sẵn trên đế, để mẫu khô hoàn toàn rồi phủ mẫu bằng một lớp dẫn điện Pt-Pd 
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và soi mẫu. 

2.2.3. Định danh vi khuẩn theo các phương pháp sinh hóa 

Phương pháp được thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất bộ Kit API 20NE 

(BioMérieux, Pháp), tóm tắt như sau: lấy 2 khuẩn lạc từ đĩa thạch nuôi sau 18-24 

giờ cho vào 4 mL dung dịch muối sinh lý 0,9% đã khử trùng; trộn đều, tránh phá 

hủy tiên mao, tiêm mao và không tạo bọt. Dung dịch này được nhỏ vào các giếng 

phản ứng có sẵn cơ chất, trong đó các phản ứng vi hiếu khí GLU, ADH và URE cần 

bổ sung dầu khoáng, các phản ứng hiếu khí GLU, ARA, MNE, MAN, NAG, MAL, 

GNT, CAP, ADI, MLT, CIT và PAC nhỏ dịch vi khuẩn dưới miệng giếng (không 

cho dịch đầy). Ủ mẫu trong khay ẩm ở 30C trong 24 giờ và đọc kết quả.  

2.2.4. Xác định gen đặc trưng loài PA 956 của P. aeruginosa 

 DNA tổng số được tách chiết theo hướng dẫn của bộ Kit Genomic DNA 

Purification (Thermo Scientific). Hàm lượng DNA sau tách chiết được đo trên hệ thống 

máy Nanodrop Implen2000. Sử dụng cặp mồi PA-F và PA-R đặc hiệu [102] (Bảng 

2.2) để khuếch đại đoạn gen PA có chiều dài 956 bp ở các chủng vi khuẩn phân lập, 

có độ đặc hiệu và độ nhạy 100% với chủng P. aeruginosa. Thành phần phản ứng 

gồm: 12,5 L 2X Master Mix (Invitrogen), 1 L mồi PA-F (10 µM), 1 L mồi PA-

R (10 µM), 2 L DNA tổng số (80-100 ng/L) tách chiết từ các chủng phân lập và 

thêm H2O đến 25 L. Chu trình nhiệt cho phản ứng: 94oC-5 phút; 35 chu kì (94oC-

30 giây; 58oC-30 giây; 72oC-45 giây) và kết thúc phản ứng ở 4C. Sản phẩm PCR 

được kiểm tra trên gel agarose 1,5%, đệm TAE 1X. 

2.2.5. Xây dựng cây phát sinh loài  

Trình tự vùng gen 16S rRNA được sử dụng để định danh vi khuẩn nghiên 

cứu bằng cách so sánh với cơ sở dữ liệu trên GenBank bằng công cụ BLAST trên 

NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), cây phát sinh chủng loại được xây dựng bằng phần 

mềm MEGA 7 theo phương pháp Neighbor - Joining, giá trị boostrap với số lặp lại 

(replicate) là 1000 lần. 

2.2.6. Xác định hoạt tính enzyme ngoại bào 

Môi trường nuôi cấy và đĩa thạch thử hoạt tính được chuẩn bị với các cơ chất 

đặc hiệu cho từng loại enzyme ngoại bào như amylase, protease, gelatinase, lipase 

(Phụ lục 1).  Cấy chấm điểm vi khuẩn lên các môi trường cơ chất tương ứng, ủ đĩa ở 

30oC qua đêm, sau đó quan sát kết quả thí nghiệm. 

Kiểm tra hoạt tính amylase bằng cách nhuộm dung dịch Lugol 1% vào đĩa 

thạch. Quan sát kết quả nếu thấy xuất hiện vùng trong suốt xung quanh khuẩn lạc 

thì xác định chủng vi khuẩn đó có hoạt tính enzym amylase, ngược lại sẽ không có 

hoạt tính. 
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Kiểm tra hoạt tính protease, gelatinase bằng cách nhuộm đĩa thạch với 

trichloroacetic acid 5% (TCA). Nếu xuất hiện vùng trong suốt xung quanh khuẩn 

lạc thì ta kết luận chủng vi khuẩn có hoạt tính của enzym protease, gelatinase và 

ngược lại nếu ta không thấy xuất hiện vùng trong suốt thì kết luận chủng vi khuẩn 

đó không có hoạt tính enzym đó. 

Kiểm tra hoạt tính lipase, nếu ta thấy xung quanh khuẩn lạc đục lên thì kết 

luận chủng vi khuẩn có hoạt tính enzym đó. 

2.3. Thiết kế vector biểu hiện và biểu hiện gen  

2.3.1. Tách chiết DNA tổng số của vi khuẩn 

DNA tổng số được tách chiết theo hướng dẫn của bộ Kit Genomic DNA 

Purification (Thermo Scientific) và điện di kiểm tra trên gel agarose 1%, đệm TAE 1X, 

sử dụng bộ điện di nằm ngang (Hãng Major – Mỹ). Hàm lượng DNA được đo bằng 

máy Nanodrop Implen2000.  

2.3.2. Phương pháp điện di kiểm tra DNA 

DNA tổng số, sản phẩm PCR, plasmid và các sản phẩm cắt giới hạn được 

kiểm tra và xác định trên gel agarose với nồng độ 1-2% agarose theo phương pháp 

của Sambrook và đồng tác giả [103]. Quá trình điện di sử dụng đệm TAE 1X, hiệu 

điện thế 100 volt, thời gian điện di trong khoảng 20-40 phút. DNA được quan sát 

dưới đèn UV sau khi nhuộm với ethidium bromide 0,5 µg/mL. 

2.3.3. Phương pháp tách dòng và xác định trình tự gen phzM và phzS  

Hai gen phzM và phzS của chủng vi khuẩn P. aeruginosa PS39 được khuếch 

đại với các cặp mồi lần lượt là phzM-F, phzM-R và phzS-F, phzS-R. Cặp mồi cho 

khuếch đại gen phzS được thiết kế có chứa trình tự cắt của enzyme giới hạn XbaI và 

SphI. Thành phần phản ứng gồm: 12,5 L 2X Master Mix (Invitrogen), 1 L mồi mỗi 

loại (2 M), 2 L DNA tổng số của P. aeruginosa PS39 và thêm H2O cho đến 25 L. 

Chu trình nhiệt:  94oC- 5 phút; 35 chu kỳ (94oC -30 giây, 50oC cho gen phzM và 60oC 

cho gen phzS -30 giây, 72oC-1 phút); 72oC-5 phút và 4oC. Đoạn DNA được khuếch 

đại có chiều dài theo lý thuyết, lần lượt khoảng 1000 bp và 1200 bp. 

Sản phẩm PCR (50 L) sản phẩm PCR được điện di trên gel agarose 1%. Cắt 

phần gel tương ứng với các băng DNA đúng với kích thước mong đợi (phzM và phzS 

có kích thước lần lượt là 1005 và 1209 bp) và tinh sạch theo hướng dẫn của bộ Kit 

QIAquick Gel Extracion (QIAGEN). DNA tinh sạch của gen phzM và phzS được 

tạo dòng vào vector pJET1.2 theo hướng dẫn của bộ kit CloneJETTM PCR Cloning 

Kit (Fermentas), sau đó được biến nạp vào tế bào khả biến E. coli TOP10 theo 

phương pháp của Sambrook và đồng tác giả (2001) [103]. Plasmid từ khuẩn lạc 

mọc trên đĩa được tách chiết và kiểm tra sự có mặt của gen phzM và phzS được chèn 

https://www.novoprolabs.com/vector/V12457
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bằng cắt với enzyme giới hạn Xhol and Xbal và PCR với cặp mồi (pJET1.2F; 

phzM-R). Plasmid tái tổ hợp nhận được từ tế bào E. coli được sử dụng để giải trình 

tự gen theo phương pháp Sanger. So sánh trình tự gen nhận được với các trình tự 

gen phzM và phzS khác trên GenBank để đánh giá mức độ tương đồng (bằng 

chương trình BLAST trên NCBI-https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ BlastAlign.cgi). 

2.3.4. Phương pháp tạo plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS 

Vector pUCP24 được tạo đầu bằng nhờ cắt với enzyme SmaI. Gen phzM  

(1005 bp) được khuếch đại bằng phương pháp PCR từ hệ gen của chủng vi khuẩn P. 

aeruginosa PS39 như đã trình bày ở trên, sử dụng Taq polymerase. Sản phẩm PCR 

sau đó được làm bằng đầu bằng enzyme blunting trong bộ kit CloneJETTM PCR 

Cloning Kit (Fermentas) sau đó được nối vào vector pUCP24 nhờ T4 DNA ligase 

(Fermentas), ở 22oC trong 10 phút để tạo thành vector pUCP24-phzM. Sản phẩm 

sau khi nối được biến nạp vào tế bào E. coli Top10 theo phương pháp của 

Sambrook và đồng tác giả (2001) [103] và được trải trên đĩa LB có chứa 5 g/mL 

gentamycin. Plasmid từ các dòng biến nạp được tách chiết và kiểm tra sự có mặt 

của gen phzM bằng PCR với cặp mồi M13F, phzM-R (Bảng 2.2) trong đó mồi 

M13F bắt cặp bổ sung với trình tự của vector pUCP24 và cắt bằng cặp enzyme giới 

hạn EcoRI và HindIII nằm trên vector ở hai đầu của gen. 

Vector pUCP24-phzM sau đó được được cắt bởi hai enzyme giới hạn XbaI 

và SphI. Gen phzS mang cả trình tự nhận biết bởi ribosome (kích thước 1222 

nucleotide từ vị trí -13 đến +1209) được khuếch đại từ chủng vi khuẩn P. 

aeruginosa PS39 như đã trình bày ở trên sau đó được cắt bằng enzyme hạn chế 

XbaI và SphI. Sản phẩm sau cắt được tinh sạch lại bằng bộ Kit QIAquick Gel 

Extracion (QIAGEN) và được nối ghép để tạo thành vector pUCP24-phzMS bằng 

enzyme T4 DNA ligase (Hình 2.1). Sản phẩm sau khi ghép gen được chuyển biến 

nạp vào tế bào khả biến E. coli Top10 để tách dòng và chọn dòng plasmid. Plasmid 

từ các chủng tái tổ hợp được tách chiết bằng kit AccuPrep plasmid Mini Extraction 

Kit (BIONEER). Plasmid thu nhận sau tách chiết được cắt với enzyme giới hạn 

EcoRI và HindIII để kiểm tra sự có mặt của phzS và PCR khuếch đại gen phzM 

bằng cặp mồi M13F, phzM-R (Bảng 2.2). Vector pUCP24-phzMS được giải trình 

tự trên hệ thống giải trình tự gen thế hệ mới nhằm kiểm tra toàn bộ operon biểu hiện 

của gen phzMS trong vector. Vector sau giải trình tự được đăng ký trên ngân hàng 

gen mã số MZ399165.1. 
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Hình 2.1. Sơ đồ quá trình thiết kế vector pUCP24-phzMS 

2.3.5. Kiểm tra sự biểu hiện của phzM, phzS trong E. coli 

2.3.5.1. Biểu hiện gen  

 Theo lý thuyết, việc kiểm tra khả năng biểu hiện của gen ngoại lai phải được 

tiến hành trực tiếp trên chủng tái tổ hợp mang gen. Tuy nhiên, trong nghiên cứu 

này, việc kiểm tra sự biểu hiện của gen trong chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39 

gặp khó khăn do hai nguyên nhân: (1) promoter Lac trong vector pUCP24 có nguồn 

gốc từ pUC18 không phải là promoter hoạt động mạnh để dùng cho biểu hiện gen. 

Vì vậy, gen được đặt dưới sự kiểm soát của promoter này thường có mức độ biểu 

hiện thấp; (2) Gen phzM, phzS trong pUCP24-phzMS có cùng nguồn gốc, mã hóa 

cho cùng loại enzyme và mức độ biểu hiện lại không cao nên khó có khả năng đánh 

giá, phân biệt enzyme tổng hợp từ chủng chủ và từ plasmid đưa vào. Do vậy, trong 

nghiên cứu này, để kiểm tra sự biểu hiện của gen trong vector pUCP24-phzMS 

chúng tôi đã chọn phương án kiểm tra gián tiếp thông qua sự biểu hiện của gen 

trong E. coli. 

 Plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS được biến nạp vào tế bào E. coli BL21 

(DE3), E. coli Rosetta và được trải trên đĩa thạch LB có 5 g/mL gentamycin 

(LBG). Dòng khuẩn lạc mọc trên đĩa được cấy chuyển vào 5 ml môi trường LBG và 

lắc 200 vòng/phút ở 37oC qua đêm. Dịch tế bào nuôi cấy qua đêm được chuyển 

sang môi trường LBG mới sao cho chỉ số OD600 tại thời điểm bắt đầu nuôi cấy đạt 

khoảng 0,1. Dịch nuôi cấy tiếp tục lắc ở 37oC, 200 vòng/phút cho đến khi OD600 đạt 

0,6-1,0 thì bổ sung thêm IPTG ở nồng độ cuối cùng 0,5 mM để cảm ứng promoter 

Lac phiên mã gen phzM, phzS. Tế bào được nuôi tiếp trong thời gian 6 giờ ở 
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cùng điều kiện. Sau đó, tế bào được thu lại bằng ly tâm 10000 rpm trong 5 phút và 

hòa vào nước sao cho OD600 = 10. Protein tổng số trong chủng tái tổ hợp được kiểm 

tra bằng cách, bổ sung 10 l đệm xử lý mẫu vào 50 l tế bào có OD600 = 10, lắc 

đều, sau đó xử lý ở 100oC trong 5 phút. Mẫu được đặt ngay trên đá trong 2 phút, ly 

tâm nhẹ. Dịch nổi chứa protein tổng số được kiểm tra bằng điện di SDS-PAGE theo 

phương pháp của Laemmli trên gel polyacrylamid 12,6% [104]. 

Để đánh giá protein tái tổ hợp được tổng hợp ở pha protein tan hay không tan, 

tế bào biểu hiện được phá vỡ bằng siêu âm với chu kỳ 10 giây siêu âm và 20 giây 

nghỉ trong tổng thời gian 10 phút ở tần số 20 khz. Sau đó, dịch siêu âm được ly tâm 

13000 vòng/phút trong 10 phút để tách protein pha tan và pha không tan. Pha tan là 

phần dịch nổi được thu lại, còn phần cặn là pha không tan được hòa trở lại trong 

nước cất vô trùng để điện di kiểm tra. 

2.3.5.2. Điện di biến tính protein trên gel polyactylamide-SDS  

Chuẩn bị gel: Gel điện di polyacrylamide gồm có hai phần là gel tách và gel 

cô, được chuẩn bị theo các thành phần ghi trong Bảng 2.3. 

Bảng 2.3. Thành phần gel polyacrylamide 

Thành phần Gel tách 12,5% Gel cô 5% 

ddH2O 0,55ml 0,45 ml 

Tris 0,5 M pH 6,8 - 0,2 ml 

Tris 1,5 M pH 8,8 1,125 ml - 

Glycerol 50% 0,9 ml - 

Acrylamid 30% 1,89 ml 0,14 ml 

SDS 10% 45 µl 4 µl 

APS 10% 30 µl 8 µl 

TEMED 3 µl 1 µl 

Tổng 4,543 ml 0,803 ml 

 

Quy trình điện di: Dịch tế bào hoặc dịch protein ở pha tan và pha tủa được 

xử lý bằng đệm xử lý mẫu 6X (7 ml Tris-HCl 1 M, pH, 6,8; 3 ml glycerol 100%; 1 

g SDS; 0,6 ml 2-mercapto-ethanol; 1,2 mg bromophenol G-250) và ủ ở 100oC trong 

5-10 phút. Sau đó, mẫu được cho vào giếng và điện di trong đệm Tris glycine (0,05 

M Tris; 0,192 M glycine; 0,1% SDS)  với cường độ dòng điện 10 mA cho mỗi bản 

gel cho đến khi mẫu qua hết lớp gel cô. Tiếp theo, cường độ dòng điện được tăng 

lên 20 mA cho mỗi bản gel khi mẫu đến lớp gel có nồng độ polyacrylamide cao hơn 

(12,6%). Kết thúc điện di, gel được nhuộm coomassie brilliant blue R250 (0.1% 

coomassie R250, 10% acetic acid, 40% methanol). Sau khi ủ với thuốc nhuộm, gel 
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được rửa sạch bằng dung dịch tẩy nhuộm (10% acetic acid, 40% methanol) cho đến 

khi quan sát được rõ ràng các băng protein. 

2.3.6. Tạo chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39 mang plasmid pUCP24-phzMS 

2.3.6.1. Chuẩn bị tế bào khả biến P. aeruginosa PS39 

Tế bào khả biến P. aeruginosa PS39 được chuẩn bị mới cho biến nạp bằng 

xung điện. Cấy vi khuẩn vào môi trường NB lỏng (g/L: D(+)-glucose 1 g, peptone 

15 g, sodium chloride 6 g, yeast extract 3 g) và nuôi để đạt OD600 = 0,3-0,4. Rửa tế 

bào 3 lần với dung dịch sucrose 300 mM lạnh và thu giữ tế bào trong sucrose 300 

mM lạnh, bảo quản ở - 80oC [105]. 

2.3.6.2. Biến nạp plasmid tái tổ hợp vào tế bào P. aeruginosa PS39 

Plasmid pUCP24-phzMS (1 L, nồng độ 50 ng/L) được trộn vào tế bào khả 

biến P. aeruginosa PS39 và chuyển vào cuvet 0,2 cm (Bio-Rad). Tiến hành xung điện 

ở các hiệu điện thế khác nhau U = 1500, 2000 và 2500 (V) và thời gian hằng định t 

= 3 ms. Thêm ngay 500 L môi trường SOC ((g/L): yeast extract 5 g, tryptone 20 g, 

NaCl 0,584 g, KCl 0,186 g, MgSO4 2,4 g, glucose 4 g) vào cuvet, đảo đều. Mẫu 

được hút chuyển sang ống Eppendorf 1,5 ml và nuôi phục hồi vi khuẩn ở 30oC trong 

2 giờ. Sau đó vi khuẩn được cấy trải lên đĩa thạch NB có chứa gentamicin 200 g/mL 

(NBG). Sau 24 giờ, làm giàu các khuẩn lạc trong NB lỏng để tách plasmid và kiểm 

tra sự tồn tại của plasmid tái tổ hợp. 

2.3.7. Kiểm tra sự có mặt của plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS trong chủng tái 

tổ hợp 

Nuôi cấy các khuẩn lạc P. aeruginosa PS39 sau biến nạp trong môi trường NB 

có gentamicin 200 g/mL. Plasmid từ các mẫu được tách chiết bằng bộ Kit AccuPrep 

plasmid Mini Extraction Kit (BIONEER) và điện di kiểm tra trên gel agarose 1%. 

Quy trình tách chiết được tóm tắt như sau: sinh khối vi khuẩn được thu bằng ly tâm 

8000 vòng/phút trong hai phút. Sau đó tế bào được phá vỡ bằng dung dịch kiềm. 

Plasmid được tách khỏi phức hợp của DNA nhiễm sắc thể và xác tế bào bằng ly tâm 

ở 13000 vòng/phút, 4oC trong 10 phút. Dung dịch chứa plasmid được bổ sung vào cột 

tách chiết, plasmid sẽ liên kết với màng silica của cột. Tạp chất sẽ được loại bỏ bằng 

đêm rửa ở bước tiếp theo. Cuối cùng, plasmid được rửa giải bằng cách sử dụng đệm 

rửa giải là Tris-HCl 10 mM (pH 8,0). 

Plasmid thu nhận sau tách chiết được cắt với enzyme giới hạn EcoRI và 

HindIII để kiểm tra sự có mặt của phzS và PCR khuếch đại gen phzM bằng cặp 

mồi M13F; phzM-R (Bảng 2.2). Chu trình nhiệt: 94oC- 5 phút; 35 chu kỳ (94 oC-

30 giây, 52 oC-30 giây, 72 oC-1 phút); 72oC-5 phút, 4oC. Chủng P. aeruginosa 

PS39 làm đối chứng.   
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2.3.8. Giải trình tự plasmid pUCP24-phzMS để kiểm tra cassete biểu hiện phzMS 

bằng hệ thống giải trình tự thế hệ mới  

Sau khi tách chiết, plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS được sử dụng làm đầu 

vào để tạo ra một thư viện paired-end bằng cách sử dụng Nextera XT DNA Library 

Prep Kit (Illumina, USA). Quy trình được thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản 

xuất. Kích thước trung bình của amplicon là 300 bp. Việc giải trình tự được thực 

hiện từ cả hai đầu (150 chu kỳ x2) bởi hệ thống Miseq (Illumina Inc.) tại Công ty cổ 

phần dịch vụ phân tích di truyền Gentis. Dữ liệu thô được so sánh với trình tự 

plasmid pUCP24-phzMS trên lý thuyết (Mã số genbank U07167) bằng cách sử 

dụng chương trình BWA. Kết quả so sánh được trực quan hóa bởi IGV [106].   

Sau 16 giờ tiến hành đo OD và thu sinh khối bằng ly tâm ở nhiệt độ thường 

5.500 vòng/phút trong 5 phút để thực hiện bước tiếp theo. 

2.3.9. Phương pháp bảo quản và nuôi cấy chủng giống  

Các chủng vi khuẩn được bảo quản trong môi trường NBG có chứa và 

30% glycerol và giữ ở -80oC. Hoạt hóa và nuôi cấy các chủng vi khuẩn trong 20 

mL môi trường NBG, KingA có chứa gentamycin 200 g/mL cho các thí nghiệm 

tiếp theo.  

2.4. Phương pháp  nghiên cứu tách chiết, tinh chế pyocyanin  

2.4.1. Nuôi cấy chủng P. aeruginosa PS39-phzMS để thu dịch lên men cho tách 

chiết pyocyanin  

P. aeruginosa PS39-phzMS được cấy vào 50 mL môi trường KingA có 

chứa gentamycin 200 g/mL (được viết tắt là KingA-G), lắc 200 vòng/phút trong 

24 giờ ở 30oC. Sau đó, chuyển giống (10%) sang môi trường KingA-G và nuôi 

cấy lắc 200 vòng/phút đến khi OD đạt khoảng 0,6-0,8 thì bổ sung IPTG đến nồng 

độ cuối cùng là 0,5 mM và tiếp tục nuôi trong cùng điều kiện trong 72 giờ ở 

30oC. Dịch nổi chứa pyocyanin được thu bằng ly tâm 5000 vòng/phút trong 10 

phút và bảo quản ở -20oC hoặc 4oC cho các thí nghiệm nghiên cứu điều kiện tách 

chiết, tinh chế pyocyanin. 

2.4.2. Phương pháp định lượng pyocyanin 

Dịch nuôi vi khuẩn (1 mL) được được bổ sung thêm chloroform theo tỷ lệ 1:1 

về thể tích (1 dịch:1 chloroform). Hỗn hợp dịch nuôi và chloroform được lắc đều, ly 

tâm 5000 vòng/phút trong 10 phút. Pha dưới chloroform chứa pyocyanin (0,6 mL) 

được chuyển sang ống mới. Sau đó, 0,6 mL 0,2M HCl được bổ sung vào mẫu, lắc đều, 

sau đó để tĩnh để phân pha. Pha trên màu đỏ được thu lại và đo độ hấp thụ ánh sáng tại 

bước sóng 520 nm. Hàm lượng pyocyanin xác định theo công thức: pyocyanin 

(μg/mL) = OD520 x độ pha loãng x 17,072, trong đó 17,072 là hệ số hấp thụ [107].  
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2.4.3. Phương pháp tách chiết và định lượng PCA 

Hàm lượng PCA trong dịch nuôi cấy tế bào vi khuẩn được xác định theo 

phương pháp của Mavrodi [75]. Cụ thể, dịch nuôi cấy tế bào (10 mL) của các chủng 

P. aeruginosa PS39 và P. aeruginosa PS39-phzMS được acid hóa bằng clohydric 

acid đậm đặc để đạt được pH 2. Dung dịch acid hóa được chiết với benzene tỷ lệ 

1:1. Pha hữu cơ được làm khô bằng cách để bay hơi. Phần cặn khô màu vàng nhạt 

được hòa tan trong 1 mL NaOH 0,1M. Dịch chiết benzene của môi trường KingA 

đã acid hóa được sử dụng làm mẫu trắng [75]. 

Nồng độ PCA được xác định dựa vào đường chuẩn được xây dựng dựa trên 

PCA tinh khiết. Độ hấp thụ quang được xác định tại bước sóng 367 nm. Đường chuẩn 

PCA được thiết lập như sau: hòa tan 10 mg PCA trong 1 mL NaOH 0,1 M được dung 

dịch gốc có màu vàng chanh; hòa loãng PCA đến giải nồng độ 20; 10; 5; 2,5; 1,25 và 

0,6 µg/mL; Đo giải nồng độ ở OD 367nm trên máy đo quang phổ. Ghi lại các giá trị 

hấp thụ. Mỗi nồng độ được đo lặp lại 3 lần. Căn cứ vào giá trị OD 367nm thu được, vẽ 

đồ thị ở giải nồng độ trên với trục tung là giá trị hấp thụ tại OD 367nm, trục hoành là 

giải nồng độ được đo bằng phần mềm Excel (Win 10) (Phụ lục 2). 

2.4.4. Lựa chọn dung môi tách chiết pyocyanin 

Các dung môi hữu cơ khác nhau được sử dụng cho chiết xuất pyocyanin từ 

mẫu nuôi cấy P. aeruginosa PS39-phzMS bao gồm benzene, cloroform, methanol, 

hexane, diclometan, và ethylacetate. Dịch nuôi cấy được bổ sung thêm dung môi  

theo tỷ lệ thể tích 1 dung môi: 2 dịch nuôi cấy và trộn đều cho đến khi xuất hiện 

màu xanh lam. Sự có mặt của pyocyanin được xác định bằng cách  thêm thêm 1 mL 

HCl 0,2 N vào dung dịch, dung dịch có pyocyanin sẽ chuyển màu từ màu xanh lam 

sang màu hồng đỏ [14], sau đó dung dịch được trung hòa bằng NaOH 1N. Hiệu quả 

của dung môi chiết xuất được xác định thông qua lượng pyocyanin thu được. 

Pyocyanin được định tính và định lượng bằng phương pháp định lượng pyocyanin, 

TLC và UV-Vis được mô tả ở phần dưới. 

2.4.5. Các phương pháp xác định độ tinh sạch của pyocyanin 

Độ tinh sạch của phân đoạn chiết xuất pyocyanin được đánh giá bằng kỹ thuật sắc 

ký bản mỏng, sắc ký lỏng hiệu năng cao và UV-Vis.  

2.4.5.1. Phương pháp đo quang phổ UV-Vis 

Pyocyanin được chiết xuất bằng các dung môi khác nhau được phân tích bằng 

máy quang phổ UV-Vis. Phổ hấp thụ giữa bước sóng 200 và 900 nm được xác định. 

Pyocyanin tinh khiết được sử dụng làm đối chứng chuẩn và các đỉnh của mỗi dung dịch 

chiết bằng các dung môi khác nhau được ghi lại. 
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2.4.5.2. Phương pháp sắc ký bản mỏng 

Sắc ký bản mỏng (TLC) silica được tiến hành theo Cheluvappa R (2014) sử 

dụng bản sắc kí Merck silica gel, 0,2 mm, aluminum kích thước 20×20 cm (HPTLC 

Pre-coated Silica Gel 60 59 Plates). Chuẩn bị dung dịch pyocyanin trong 

chloroform 10 mg/mL. Hoạt hóa giấy sắc kí bằng chloroform : methanol (12,5 mL: 

12,5 mL). Gel được làm khô và sấy ở 100C trong 10 phút, để nguội đến nhiệt độ 

phòng. Mẫu được tra lên bản sắc kí cách mép dưới của giấy sắc kí khoảng 2 cm sau 

đó đặt giấy vào bình thủy tinh có chứa dung môi chloroform : methanol (12,5 mL: 

12,5 mL) cho đến khi dung môi còn cách mép trên của bản sắc kí 1 cm thì lấy giấy 

ra khỏi bình. Để khô, quan sát dưới ánh sáng cực tím ở bước sóng 254 và 366 nm và 

xác định giá trị hệ số lưu Rf. 

2.4.5.3. Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) 

Mẫu được phân tích trên hệ thống HPLC, Agilent 1260 series single 

quadrupole LC/MS system với cột sắc ký VertiSep GES C18. Pha động sử dụng hệ 

dung môi kênh A H2O (0,05% TFA) – kênh B MeOH được thiết lập gradient biến 

thiên từ tỉ lệ 90/10 đến tỉ lệ 0/100 trong 40 phút. Tốc độ dòng: 0,5 mL/phút; lượng 

bơm mẫu: 5 L. Thời gian phân tích: 25 phút. Nhiệt độ cột: 25C. 

a. Chuẩn bị mẫu:  

Chuẩn bị chất tham chiếu: mẫu chất tham chiếu được pha trong dung môi 

thành nồng độ 2 mg/mL, sau đó tiến hành pha loãng thành dãy các nồng độ khác 

nhau để thiết lập đường chuẩn định lượng. 

Chuẩn bị mẫu thử nghiệm: mẫu được trộn đều, cân lấy khối lượng xác định 

rồi pha trong dung môi MeOH thu được dung dịch mẫu có nồng độ chính xác. 

Các dung dịch chất tham chiếu và mẫu phân tích đều được lọc qua màng lọc 

0,45µm trước khi bơm vào hệ thống HPLC. 

b. Thiết lập đường chuẩn định lượng pyocyanin 

Trên hệ thống LC, đỉnh tín hiệu được lựa chọn của pyocyanin được phát hiện 

một cách ổn định tại thời gian lưu Rt 12,0 – 12,1 min đối với các mẫu chất tham 

chiếu dùng trong thang định lượng. Đường chuẩn được tính toán xây dựng bằng 

phần mềm Chemstation dựa trên diện tích đỉnh UV 280 nm tại thời gian lưu Rt 12,0 

– 12,1 min. 

Đường chuẩn định lượng có dạng y = ax + b được xây dựng dựa trên mối 

quan hệ giữa diện tích đỉnh UV được chọn (y) và nồng độ tương ứng của chất tham 

chiếu (x). Đường chuẩn định lượng thu được đạt độ tuyến tính cao với hệ số tương 

quan R2 ≥ 0,999 đối với phương pháp định lượng bằng DAD. 
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2.5. Phương pháp xác định đặc tính kháng khuẩn của pyocyanin 

2.5.1. Thử nghiệm hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định (VSVKĐ) và Vibrio  

Danh sách các chủng vi sinh vật kiểm định được sử dụng trong nghiên cứu: 

- Enterococcus faecalis ATCC 29212: Cầu khuẩn gây nhiễm trùng như viêm nội 

tâm mạc, đường tiết niệu, nhiễm khuẩn vết mổ. 

- Staphylococcus aureus ATCC 25923: cầu khuẩn Gram dương, gây mủ các vết 

thương, vết bỏng, gây viêm họng, nhiễm trùng có mủ trên da và các cơ quan nội tạng. 

- Bacillus cereus ATCC 13245: Trực khuẩn Gram dương gây ngộ độc thực phẩm. 

- Escherichia coli ATCC 25922: vi khuẩn Gram âm, gây một số bệnh về đường 

tiêu hóa như viêm dạ dày, viêm đại tràng, viêm ruột, bệnh lỵ. 

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853: vi khuẩn Gram âm, trực khuẩn mủ 

xanh, gây nhiễm trùng huyết, các nhiễm trùng ở da và niêm mạc, gây viêm đường tiết 

niệu, viêm màng não, màng trong tim, viêm ruột. 

- Salmonella enterica ATCC 13076: vi khuẩn Gram âm, gây bệnh thương hàn, 

nhiễm trùng đường ruột ở người và động vật. 

- Candida albicans ATCC 10231: nấm men, thường gây bệnh tưa lưỡi ở trẻ em 

và các bệnh phụ khoa. 

a) Nuôi cấy chủng vi sinh vật kiểm định 

Chuẩn bị dung dịch vi khuẩn hoặc nấm với nồng độ 2 x 104 CFU/mL: Hút 50 L 

dịch vi khuẩn hoặc nấm trong ống giữ chủng được lấy từ - 80oC cho vào bình tam giác 

chứa 25 mL môi trường LB lỏng với vi khuẩn hoặc YPD (0,5% yeast extract, 1% 

pepton, 1% glucose) với nấm ủ trong 37oC qua đêm cho đến khi đạt OD600=2,0. Sau đó 

hút 2 mL dịch OD= 2,0 vào ống chứa 15 mL môi trường LB lỏng với vi khuẩn hoặc 

YPD với nấm đặt tại nhiệt độ phòng cho tới khi OD = 1,0. Tiếp đó hút 2 mL dịch từ OD 

= 1,0 vào ống chứa 6 mL môi trường LB lỏng với vi khuẩn hoặc YPD với nấm sao cho 

đạt được nồng độ như ống mẫu chuẩn ( mẫu 0,5 McF chuẩn của hãng BBL). Từ đây hút 

100 L vào ống chứa 10 mL môi trường LB lỏng với vi khuẩn hoặc YPD với nấm thì 

được dịch vi khuẩn hoặc nấm 2 x 104 CFU/mL. 

b) Thử nghiệm hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định 

Hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định được thực hiện dựa trên phương pháp pha 

loãng đa nồng độ theo Hadacek (2000) [108]. Đây là phương pháp nhằm đánh giá mức 

độ kháng khuẩn mạnh yếu của các mẫu thử thông qua các giá trị thể hiện hoạt tính là 

MIC (Minimum Inhibitory Concentration - nồng độ ức chế tối thiểu). Thêm 100 L môi 

trường LB (đối với vi khuẩn) và YPD (nấm) vào các giếng của đĩa 96 giếng. Bổ sung 

dung dịch pyocyanin, các kháng sinh để đạt dải nồng độ (µg/mL) giảm dần ½ lần lượt là: 

50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78 và 0,4; 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 và 2 với số thí 
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nghiệm lặp lại n=3. Thêm 50 L dung dịch vi khuẩn và nấm ở nồng độ 2×104 CFU/mL 

vào các giếng tương ứng, ủ ở 37oC (đối với vi khuẩn), 28oC (đối với nấm). Sau 24 giờ, 

xác định giá trị MIC bằng cách đo độ đục tế bào ở 620 nm trên máy quang phổ Bioteck 

và phần mềm Raw data. Giá trị MIC được xác định tại giếng có nồng độ chất thử thấp 

nhất gây ức chế hoàn toàn sự phát triển của vi sinh vật sau 24 giờ nuôi cấy. Các đối 

chứng là kháng sinh streptomycin, tetramycin và kanamycin dành cho các chủng vi 

khuẩn; và chất kháng nấm nystatin và cycloheximide dành cho nấm. 

2.5.2. Phương pháp xác định nồng độ diệt khuẩn tối thiểu của pyocyanin 

Nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (Minimum Bactericidal Concentration - MBC) là 

nồng độ thấp nhất của dịch chiết hay hợp chất tinh khiết mà diệt 99,9% vi khuẩn. Thí 

nghiệm được thực hiện theo phương pháp pha loãng dung dịch của Hadacek có thay đổi 

cho phù hợp với đối tượng nghiên cứu [108]. Thêm vào các ống thí nghiệm 1 mL dịch 

chiết pyocyanin, 1 mL dịch vi khuẩn của các chủng Vibrio sp. 2.105 CFU/mL để đạt giải 

nồng độ pyocyanin cuối cùng là 4; 8; 12; 15; 20; 25; 30; 35; 40 và 50 µg/mL. Nuôi lắc 

200 vòng/phút ở 30ºC. Sau 18 - 24 giờ, quan sát dịch nuôi cấy và cấy trang 100 L dịch 

vi khuẩn từ các ống này lên đĩa thạch TCBS để xác định nồng độ diệt khuẩn tối thiểu. 

Sau 24 giờ, quan sát các đĩa thạch TCBS và xác định MBC. Thành phần cho 1 lít môi 

trường TCBS (g/L): Yeast extract 5 g, Proteose Peptone 10 g, Sodium thiosulfate 10 

g, Sodium citrate 10 g, Ox gall 5 g, Sodium cholate 3 g, Saccharose 20 g, Sodium 

chloride 10 g, Ferric citrate 1 g, Bromothymol blue 0,04 g, Thymol blue 0,04 g, Agar 

15g, pH 8,6 ± 0,2) 

2.5.3. Phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch 

Phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch được sử dụng để xác định khả năng 

kháng khuẩn theo Bauer (1966) có thay đổi cho phù hợp với hoạt chất nghiên 

cứu. Làm giàu các chủng vi khuẩn Vibrio spp. trong môi trường APW, lắc ở 

30ºC, 24 giờ. Cấy trải dịch vi khuẩn Vibrio lên đĩa thạch 2216E. Đặt khoanh giấy 

tẩm pyocyanin với các nồng độ khác nhau 0,2; 0,4; 0,8; 1,62; 3,25; 6,5; 13 và 26 

µg và kháng sinh đối chứng gentamycin 10 µg lên các đĩa petri đã cấy vi khuẩn 

và ủ ở 30C. Đo đường kính vùng ức chế sau 24 giờ [109].  

2.6. Phương pháp xác định điều kiện nuôi cấy chủng tái tổ hợp sinh pyocyanin 

2.6.1. Lựa chọn môi trường nuôi cấy 

Môi trường KingA là môi trường điển hình để tiết pyocyanin và ở đó 

peptone là nguồn nitơ [46][110]. Trong nghiên cứu này, KingA và KingA thay 

đổi đã được thử nghiệm để chọn được môi trường thích hợp cho sinh tổng hợp 

pyocyanin bởi P. aeruginosa PS39-phzMS. Môi trường KingA thay đổi bao gồm 

KingA + A, KingA + G, AM và GM như được nêu chi tiết trong Bảng 2.4. Các 
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môi trường này đã được thay đổi bằng cách thay thế một phần hoặc toàn bộ 

peptone bằng glutamic acid hoặc alanine làm nguồn nitơ. P. aeruginosa PS39-

phzMS từ tủ -80oC được cấy trong môi trường KingA có 200 g/mL gentamycin 

qua đêm, ở 30oC, 200 vòng/phút. Dịch nuôi cấy qua đêm được pha 10% (thể tích) 

vào các môi trường (50 mL môi trường trong bình tam giác 250 mL) và nuôi cấy 

đến OD600 đạt khoảng 0,6 – 0,8 thì bổ sung IPTG đến nồng độ cuối cùng là 0,5 

mM và tiếp tục nuôi ở cùng điều kiện trong thời gian 72 giờ ở 30oC, 200 

vòng/phút. Nồng độ pyocyanin tiết ra được sử dụng để đánh giá tác dụng của các 

thành phần được thay thế. 

Bảng 2.4. Thành phần của các môi trường thử nghiệm 

Thành phần (g/L) KingA KingA+A KingA +G AM GM 

Peptone 20 20 20 - - 

K2SO4 10 10 10 10 10 

MgCl2.H2O 3 3 3 3 3 

Glycerol 10 10 10 10 10 

Glutamic acid  - - 0.5 - 10 

Alanine - 0.5 - 10 - 

Gentamycin 

(g/mL) 

200 200 200 200 200 

pH 7± 0.2 7± 0.2 7± 0.2 7± 0.2 7± 0.2 

Nồng độ của glutamic acid trong môi trường lựa chọn GM được thay đổi để 

kiểm tra ảnh hưởng của nó đối với việc sản xuất pyocyanin. Glutamic acid được 

bổ sung ở các mức 0,75%, 1%, 1,25% và 1,5% (tương đương 7,5; 10; 12,5 và 15 

g/L); tỷ lệ giống được bổ sung bằng nhau là 10%. Nồng độ pyocyanin tiết ra sau 

72 giờ nuôi cấy được sử dụng để đánh giá ảnh hưởng của nồng độ glutamic acid. 

2.6.2. Phương pháp nghiên cứu ảnh hưởng của các điều kiện nuôi cấy 

Các yếu tố hóa lý ảnh hưởng đến sinh tổng hợp sắc tố pyocyanin như pH, nhiệt 

độ, thời gian và tốc độ lắc P. aeruginosa PS39-phzMS được nghiên cứu nhằm tăng khả 

năng sản sinh pyocyanin, như sau:  

• Ảnh hưởng của pH của môi trường: pH của môi trường chọn lọc được điều 

chỉnh trong khoảng pH 6-9. Độ pH của môi trường được điều chỉnh bằng 

cách sử dụng HCl 1N và NaOH 1N. Nồng độ pyocyanin được định lượng 

sau 72, 96 và 120 giờ nuôi cấy. 

• Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh tổng hợp pyocyanin được khảo sát bằng 

cách nuôi cấy vi khuẩn trong môi trường đã chọn trong dải 20oC - 45oC. 

• Điều kiện lắc được kiểm tra ở các tốc độ khác nhau 50, 100, 150, 200 
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vòng/phút. 

• Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy được xác định bằng cách kiểm tra nồng độ 

pyocyanin trong nuôi cấy sau mỗi 24 giờ trong 5 ngày liên tiếp. 

Dịch nuôi cấy được thu lại bằng phương pháp ly tâm trong 20 phút với tốc 

độ 5000 vòng/phút để xác định nồng độ pyocyanin. Các thí nghiệm sau lần lượt 

được kế thừa kế tiếp kết quả của các thí nghiệm trước.  

2.7. Phương pháp phân tích số liệu 

Tất cả các thí nghiệm được lặp lại ba lần hoặc sáu lần. Dữ liệu được phân 

tích bằng phần mềm GraphPad Prism 6.01, phân tích ANOVA, hoặc t-test với p < 

0,05 được cho là có sự khác biệt mang tính thống kê. Dữ liệu được thể hiện bằng 

giá trị trung bình (mean) và độ lệch chuẩn (standard deviation-SD) trong biểu đồ 

cột, biểu đồ đường hoặc bảng biểu.  

2.8. Sơ đồ nghiên cứu 

1. Phân lập vi khuẩn sinh

pyocyanin từ thủy sản và bùn,

nước ao nuôi trồng thủy sản

2. Nghiên cứu tạo chủng tái tổ hợp

P. aeruginosa PS39-phzMS

3. Nghiên cứu phương pháp chiết,

tinh chế pyocyanin từ P. aeruginosa

PS39-phzMS

4. Nghiên cứu đặc điểm kháng

khuẩn của pyocyanin

5. Nghiên cứu lựa chọn các điều

kiện nuôi cấy để sinh tổng hợp

pyocyanin bởi P. aeruginosa PS39-

phzMS

-Phân lập, sàng lọc, lựa chọn chủng sinh pyocynin

-Định danh chủng tiềm năng sinh pyocyanin

-Nghiên cứu đặc điểm hình thái sinh hóa của chủng

tiềm năng

- Tách dòng và giải trình tự gen phzM, phzS

- Thiết kế vector pUCP24-phzMS

- Kiểm tra sự biểu hiện của PhzM, PhzS trong E. coli

- Tạo chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-phzMS

- Lựa chọn dung môi chiết pyocyanin

- Đánh giá độ sạch của pyocyanin

- Đánh giá khả năng kháng vi sinh vật kiểm định

- Đánh giá khả năng kháng Vibrio gây bệnh trên tôm

- Nghiên cứu lựa chọn yếu tố hóa lý phù hợp cho sinh

tổng hợp pyocyanin

- Nghiên cứu lựa chọn nguồn cơ chất/dinh dưỡng

thích hợp cho sinh tổng hợp pyocyanin

  

Hình 2.2. Sơ đồ nghiên cứu 
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 Nhằm đạt được mục tiêu nghiên cứu của đề tài, các bước chính trong quá 

trình nghiên cứu được thực hiện và sơ đồ hóa tại Hình 2.2. Đầu tiên, các chủng có 

khả năng sinh pyocyanin được phân lập và chọn lọc trên môi trường đặc hiệu, 

chủng có hoạt tính cao được nghiên cứu chi tiết các đặc điểm về phân loài, hình 

thái, đặc tính sinh hóa. Sau khi chọn được chủng vi khuẩn sinh pyocyanin cao, được 

sử dụng làm nguồn khai thác, phân lập hai gen tham gia vào quá trình sinh tổng hợp 

pyocyanin là phzM và phzS. Hai gen này được gắn vào vector biểu hiện tạo vector 

tái tổ hợp mang đồng thời hai gen, khả năng biểu hiện của hai gen phzM và phzS 

trên vector tái tổ hợp được kiểm tra trong vi khuẩn E. coli. Vector tái tổ hợp mang 

hai gen trên được biến nạp vào chính chủng vi khuẩn sinh pyocyanin được lựa chọn 

ban đầu tạo chủng tái tổ hợp. Các điều kiện nuôi cấy chủng tái tổ hợp nhằm tăng 

sinh pyocyanin được xác định và pyocyanin thu được từ chủng này đã được tinh 

sạch và nghiên cứu các đặc tính như khả năng kháng khuẩn, ức chế các vi sinh vật 

gây bệnh trong nuôi trồng thủy sản.  
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

 

3.1. Phân lập và sàng lọc vi khuẩn Pseudomonas sinh pyocyanin 

3.1.1. Phân lập và sàng lọc vi khuẩn sinh pyocyanin 

Từ các mẫu nước, bùn ao nuôi thủy sản và dịch nghiền xoang tiêu hóa 

của tôm, cá, vi khuẩn được phân lập trên môi trường đặc hiệu KingA theo mô 

tả tại mục phương pháp nghiên cứu. Vi khuẩn sinh pyocyanin sinh sắc tố có 

màu xanh đặc trưng (Hình 3.1). Ngoài việc phân lập các chủng vi khuẩn mới 

từ mẫu môi trường, chúng tôi cũng đã sàng lọc các chủng trong Bộ sưu tập 

chủng giống của Phòng Công nghệ sinh học tái tạo môi trường. Trong số 28 

chủng (18 chủng mới phân lập, 10 chủng thuộc Bộ sưu tập, chi tiết tại phụ lục 

3) phân lập được chúng tôi đã chọn được 9 chủng có khuẩn lạc màu xanh trên 

môi trường KingA, làm đổi màu thành xanh ở môi trường KingA lỏng và định 

lượng pyocynin được tổng hợp ra (Phụ lục 3). 

 

 

 

Hình 3.1. Phân lập vi khuẩn sinh pyocyanin trên môi trường KingA. 

 

A. Đĩa nuôi cấy trên môi trường King A của mẫu xoang tiêu hóa tôm thu tại Ninh 

Bình; B. Chủng PS6 được phân lập, làm thuần từ mẫu xoang tiêu hóa tôm. 

 

Kết quả trong số 28 chủng vi khuẩn có khuẩn lạc màu xanh, có 9 chủng 

có khả năng sinh pyocyanin cao được thống kê trong Bảng 3.1. Nồng độ 

pyocyanin sinh ra bởi các chủng vi khuẩn trong khoảng từ 6,01±1,2 g/mL đến 

15,02±0,56 g/mL, trong đó chủng PS39 có khả năng sinh pyocyanin cao nhất đạt 

15,02±0,56 g/mL (Bảng 3.1). Chủng này có trong Bộ sưu tập chủng giống của 
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phòng Công nghệ tái tạo môi trường, bộ chủng giống được phân lập từ các 

mẫu nước, bùn ao nuôi thủy sản và bảo quản tại -80 oC trong glycerol. 

Bảng 3.1. Khả năng sinh pyocyanin của các chủng vi khuẩn phân lập 

 

STT 
Kí hiệu 

chủng 

Khả năng sinh 

pyocyanin (g/mL) 
Nguồn, địa điểm phân lập 

1 PS2 11,04±0,79 Bùn ao tôm - Tiên Yên, Quảng Ninh  

2 PS3 12,06±0,56 Bùn ao tôm - Tiên Yên, Quảng Ninh  

3 PS4 6,01±1,2 Nước nuôi cá - Ninh Bình  

4 PS6 10,03±0,7 Xoang tiêu hóa tôm –Ninh Bình  

5 PS11 11,05±0,46 Ruột tôm - Ninh Bình  

6 PS33 9,07±0,89 Bùn đáy ao nuôi cá- Nam Định  

7 PS35 12,09±0,7 Nước ao nuôi cá - Nam Định  

8 PS39 15,02±0,56 Bộ sưu tập Phòng CNSH Tái tạo môi trường 

9 PS44 7,06±0,62 Ruột Ruột cá, Nam Định - Nam Định  

 

Theo các tài liệu công bố, khả năng sinh pyocyanin chỉ duy nhất được thấy ở 

loài P. aeruginosa [41]. Nghiên cứu của Spilker và cộng sự (2004) đã chỉ ra cặp 

mồi (PA-F; PA-R) có độ đặc hiệu và độ nhạy 100% với loài P. aeruginosa [102]. 

Vì vậy, để sơ bộ xác định xem 9 chủng trên có phải là P. aeruginosa không, chúng 

tôi đã tiến hành khuếch đại đoạn gen PA có chiều dài 956 bp từ hệ gen của các 

chủng thông qua PCR trực tiếp từ khuẩn lạc.  

Kết quả (Hình 3.2) cho thấy gen PA đã được khuếch đại từ các chủng vi 

khuẩn PS4, PS6, PS11, PS33, PS35, PS39 với kích thước khoảng 1000 bp đúng 

theo lý thuyết. Các đoạn gen này được khuếch đại đặc hiệu. Vì vậy các chủng PS4, 

PS6, PS11, PS33, PS35, PS39 rất có thể là chủng thuộc loài P. aeruginosa. Ngoài ra 

một số chủng phân lập không xuất hiện băng DNA kích thước khoảng 1 kb là PS2, 

PS3, PS44. Các chủng này có thể không đúng là P. aeruginosa cần phân lập. 

Chủng PS39 mang gen PA và có khả năng sinh pyocyanin cao sẽ được định 

danh và sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo. 



51 

 

956 bp

Kb

1,00 −

0,50 −

M      (-)   (+)  PS44 PS39 PS35 PS33 PS11 PS6 PS4  PS3  PS2  

 

Hình 3.2. Điện di đồ phân tích sản phẩm PCR đoạn gen PA 956 bp của 9 chủng sinh 

pyocianin cao trên gel agarose 0,8%.  

M: Thang chuẩn DNA 1kb (GeneRular 1 kb DNA ladder, ThermoFisher), (+) chứng 

dương: chủng vi khuẩn P. aeruginosa ATCC27853; (-) chứng âm: Edwrdseilla ictaluri 

(Bộ sưu tập phòng CNSH tái tạo môi trường) 

3.1.2. Định danh chủng PS39 

3.1.2.1. Định danh chủng PS39 bằng đặc điểm hình thái và sinh hóa  

 

Hình 3.3. Đặc điểm hình thái và sinh học của chủng PS39 

A-Khuẩn lạc trên KingA sau 48 giờ; B-Vi khuẩn phát quang dưới ánh sáng UV 360 nm; C-

Ảnh nhuộm Gram; D, E-Tế bào vi khuẩn dưới kính hiển vi điện tử quét (SEM) độ phóng 

đại 7500X(D) và 15000X(E).  

Các đặc điểm hình thái khuẩn lạc, tế bào và sinh hóa của chủng vi khuẩn 

PS39 được tập trung nghiên cứu. Trên môi trường thạch KingA, khuẩn lạc dạng 



52 

 

tròn, trơn, nhẵn và có màu xanh (Hình 3.3A), phát huỳnh quang trên môi trường 

KingB (Hình 3.3B). Kết quả nhuộm Gram (Hình 3.3C) và chụp kính hiển vi điện tử 

quét (Hình 3.3D) cho thấy chủng PS39 là trực khuẩn Gram âm bắt màu đỏ, hình 

que, hai đầu tròn, chiều dài khoảng 1 - 1,5 μm, chiều rộng khoảng 0,5 - 1 μm, đứng 

một mình hoặc thành đôi. Các đặc điểm hình thái của chủng PS39 tương tự các 

chủng thuộc loài P. aeruginosa.  

Chủng PS39 được định danh bằng đặc điểm sinh hóa bằng Kit 20NE 

(Biomerieux, Pháp). Kết quả phân tích chỉ ra, chủng PS39 âm tính với các phản ứng 

indole (TRP), urease (URE), arabinose (ARA), mannose (MNE) và penylacetic acid 

(PAC); dương tính với các phản ứng khử NO3 (NO3), chuyển hóa arginine 

dihydrolase (ADH), thủy phân esculin (ESC), gelatin (GEL), -galatosidase (PNPG), 

chuyển hóa glucose (GLU), mannitol (MAN), nacetylglucosamine (NAG), potassium 

gluconate (GNT), capric acid (CAP) và trisodium citrate (CIT) (Bảng 3.2).   

 

Bảng 3.2. Đặc điểm sinh hóa chủng Pseudomonas sp. PS39 

 

V: tùy theo chủng. (-) âm tính; (+) dương tính 

Như vậy, đặc điểm sinh hóa của chủng PS39 tương đồng với đặc điểm sinh 

hóa của chủng chuẩn P. aeruginosa ATCC27853.  

3.1.2.2. Nghiên cứu phát sinh loài chủng PS39 bằng sinh học phân tử  

Theo lý thuyết, trình tự đoạn gen 16S rRNA được sử dụng làm chỉ thị phân tử 

cho nghiên cứu phát sinh loài của chủng chọn lọc PS39. Đoạn gen 16S rRNA được 

khuếch đại bằng cách PCR sử dụng cặp mồi 27F (5’ GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

3’) và 1492R (5’CTACGGCTACCTTGTTACGA 3’) của chủng PS39 đã được giải 

trình tự bằng phương pháp Sanger trước đây trong nghiên cứu khác tại Phòng Công 

nghệ sinh học tái tạo môi trường, Viện Công nghệ sinh học với mã số được đăng kí 

trên Ngân hàng gen (GenBank NCBI) KJ579953. Trong nghiên cứu này, chúng tôi 

sử dụng trình tự 16S rRNA đã có sẵn này để thực hiện việc nghiên cứu phát sinh 

loài chủng PS39. Trình tự 16S rRNA được so sánh sóng hàng với các trình tự trên 

Ngân hàng gen sử dụng công cụ Blast trên NCBI, các thông số được sử dụng để so 

sánh là mức độ tương đồng, độ bao phủ của các trình tự với nhau và giá trị E-value 

của mỗi hit. Các đại diện với mức độ tương đồng khác nhau được lựa chọn và sử 

dụng trong xây dựng cây phát sinh loài của PS39, ngoài ra trình tự 16S rRNA của 

các đại diện gần gũi thuộc các bộ chủng giống chuẩn cũng được sử dụng để so sánh 

đánh giá mức độ tương đồng và quan hệ phát sinh loài với chủng PS39. 
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Bảng 3.3. Mức độ tương đồng của gen 16S rRNA chủng PS39 với một số chủng trên ngân 

hàng gen (Genbank NCBI) 

 

Mã số Chủng so sánh 
Độ bao 

phủ 
E value 

Mức độ 

tương đồng 

MZ648186.1  Pseudomonas aeruginosa CNEB4  100% 0.0 99,80% 

NR_117678.1  Pseudomonas aeruginosa DSM 50071  99% 0.0 99,80% 

DQ464061.1  Pseudomonas aeruginosa PAL106  100% 0.0 99,80% 

NR_114471.1  Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 97% 0.0 99,73% 

EF062511.2  Pseudomonas aeruginosa MCCB 117  97% 0.0 99,73% 

PP064586.1 Pseudomonas aeruginosa ATCC 15692  97% 0.0 99,73% 

EF062514.2 Pseudomonas aeruginosa MCCB 102  97% 0.0 99,73% 

FJ972533.1  Pseudomonas aeruginosa NO5 93% 0.0 99,44% 

FJ972528.1 Pseudomonas aeruginosa K2  93% 0.0 99,44% 

OQ923798.1  Pseudomonas aeruginosa PAO1  91% 0.0 98,50% 

NR_112062.1  Pseudomonas resinovorans ATCC 14235  98% 0.0 97,35% 

NR_043421.1  Pseudomonas mendocina NCIB 10541 99% 0.0 96,66% 

NR_042435.1  Pseudomonas nitroreducens IAM 1439  99% 0.0 96,92% 

NR_114167.1  Azotobacter chroococcum NBRC 102613  95% 0.0 96,51 

NR_043420.1  Pseudomonas fluorescens IAM 12022  99% 0.0 94,12% 

 

Kết quả so sánh trình tự gen 16S rRNA của chủng PS39 với các chủng vi 

khuẩn khác trên Genbank cho thấy độ tương đồng cao nhất đạt 99,8% với gen từ 

chủng Pseudomonas aeruginosa CNEB4 mã số MZ648186.1 (Bảng 3.3, Hình 3.4). 

Chủng vi khuẩn PS39 có độ tương đồng 99,73% với chủng P. aeruginosa 

MCCB117 được phân lập từ nước biển của Ấn Độ và chủng P. aeruginosa 

MCCB102 có nguồn gốc từ nước lợ của Ấn Độ. Đây là các mẫu được các nhà khoa 

học Ấn Độ dùng để nghiên cứu thu nhận pyocyanin có khả năng ức chế vi khuẩn 

Vibrio gây bệnh ở tôm sú [51][111]. Kết hợp đặc điểm hình thái, sinh hóa và gen 

chi thị PA cho loài P. aeruginosa, có thể khẳng định chủng PS39 thuộc loài P. 

aeruginosa và được đặt tên là Pseudomonas aeruginosa PS39.  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=V9F472B8114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_465071
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_1883105
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_447025
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_186193
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_399683
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_430821
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_1816053
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_1860391
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_581503
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_444767
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_591699
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_1900833
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_441293
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_8161139
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_Query_443325
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Hình 3.4. Cây phả hệ di truyền gen 16S rRNA của chủng PS39 (KJ579953) với các gen 

tương ứng từ các chủng trên ngân hàng gen 

3.1.3. Nghiên cứu một số đặc điểm sinh học của chủng PS39 

Bảng 3.4. Hoạt tính enzyme và tính kháng kháng sinh của chủng PS39 

TT Enzyme/Kháng sinh P.aeruginosa PS39 

1 

Hoạt tính enzyme 

Amylase + 

2 Protease +++ 

3 Gelatinase ++ 

4 Lipase + 

5 

Kháng sinh 

Tetracyclin (TE) R 

6 Ampicillin (AM) R 

7 Penicillin (PG) R 

8 Kanamicin (KM) R 

9 Gentamicin (GM) S 

10 Gentamicin 

200 µg/mL 
S 

 

Ghi chú: +: dương tính; -: âm tính; R (Resistance): Kháng kháng sinh; S (Sensitive): nhạy cảm với 

kháng sinh 
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Khả năng kháng kháng sinh của chủng PS39 cũng đã được kiểm tra. Kết quả 

cho thấy chủng vi khuẩn đề kháng với các loại kháng sinh được thử nghiệm gồm 

tetracyclin, ampicillin, penicillin, kanamycin, nhưng nhạy cảm với gentamicin với 

liều lượng được khuyến cáo (Bảng 3.4) (Phụ lục 13). Đặc điểm sinh enzyme ngoại 

bào gồm amylase, gelatinase, lipase, protease của chủng PS39 cũng được xác định. 

Kết quả cho thấy chủng PS39 sinh enzyme amylase và lipase với hoạt tính thấp, 

nhưng các hoạt tính gelatinase và protease tương đối tốt được thể hiện trong Hình 3.5. 

 

 

 

Hình 3.5. Khả năng sinh enzyme ngoại bào của chủng Pseudomonas sp. PS39  

A: Amylase; B: Protease; C: Gelatinase; D: Lipase 

 

3.2. Nghiên cứu tạo chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39 mang thêm bản sao 

gen phzM và phzS trong plasmid 

3.2.1. Phân lập, tách dòng gen phzM và phzS từ P. aeruginosa PS39  

3.2.1.1. Tách chiết DNA hệ gen, khuếch đại gen phzM và phzS bằng PCR 

DNA tổng số của chủng P. aeruginosa PS39 được tách chiết và kiểm tra 

bằng điện di trên gel agarose (Hình 3.6). Sản phẩm PCR thể hiện trên điện di đồ là 

một băng đậm duy nhất, có kích thước lớn hơn kích thước băng chuẩn 10 Kb, 

không bị đứt gãy, không bị lẫn ARN. Kết quả nhận được cho thấy sản phẩm DNA 

hệ gen đảm bảo tốt để sử dụng làm khuôn cho PCR khuếch đại gen phzM và phzS. 

Gen phzM được định vị trước gen phzA1 từ nucleotide 4.713.098 đến 

nucleotide 4.712.094 (1005 bp) và gen phzS từ nucleotide 4.720.300 đến nucleotide 

4.721.508 (1209 bp) nằm tiếp phía sau gen phzG1 trên genome của vi khuẩn P. 

aeruginosa [75]. Sản phẩm PCR khuếch đại hai gen phzM và phzS được chỉ ra ở 

Hình 3.6 B, C với một băng DNA duy nhất, đậm nét. Kích thước gen nhận được có 

chiều dài lần lượt khoảng 1,0 kb và 1,2 kb, đúng với kích thước được mong đợi theo 

tính toán lí thuyết gồm kích thước gen và đoạn mồi tương ứng.  
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Hình 3.6. Điện di đồ phân tích DNA hệ gen (A) và sản phẩm PCR khuếch đại gen phzM 

(B); phzS (C) và sản phẩm sau tinh sạch (D) trên gel agarose 0,8%.  

M: thang chuẩn DNA (O’GeneRuler 1Kb DNA Ladder- ThermoScientific); 1: DNA hệ gen chủng 

P. aeruginosa PS39 (A); 2: sản phẩm PCR gen phzM (B); 3: sản phẩm PCR gen phzS (C); 4: sản 

phẩm PCR đã tinh sạch gen phzM và 5: sản phẩm PCR đã tinh sạch của gen phzS (D). 

 

3.2.1.2. Tách dòng và xác định trình từ gen phzM và phzS 

Sản phẩm PCR hai gen phzM và phzS được tái tổ hợp vào vector pJET1.2 tạo 

vector tái tổ hợp pJET1.2-phzM và pJET1.2-phzS. Các chủng biến nạp chứa vector 

pJET1.2-phzM và pJET1.2-phzS được kiểm tra, xác định sự có mặt của hai dòng 

gen phzM và phzS thông qua hai phương pháp: 1) cắt plasmid tái tổ hợp với cặp 

enzyme giới hạn XhoI và XbaI có mặt ở vùng tách dòng gen nằm về hai phía của 

gen được chèn vào trên vector và 2) PCR với cặp mồi đặc hiệu cho từng gen đích. 

Theo lý thuyết, trên cả hai gen đều không có vị trí nhận biết của enzyme giới hạn 

XhoI, gen phzS có trình tự XbaI ở tận cùng đầu 5' nằm trên trình tự mồi,  gen phzM 

không có vị trí nhận biết bởi enzyme XbaI. Vì vậy, hai plasmid được cắt bằng cặp 

enzyme này sẽ tạo các đoạn gen có kích thước khoảng 3,0 kb (vector pJET1.2) và 

1,0 kb (đối với gen phzM) và 1,2 kb (đối với gen phzS).  Kết quả trên điện di đồ cho 

thấy, các đoạn gen đã được cắt và được PCR có kích thước đúng như mong đợi. 

(Hình 3.7). Để chắc chắn hai gen được chèn vào là phzM và phzS,  cả hai dòng 

plasmid đã được sử dụng để giải trình tự gen bằng mồi M13 nằm trên plasmid. 
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Hình 3.7. Điện di đồ phân tích plasmid, sản phẩm cắt plasmid pJET1.2-phzM và pJET1.2-

phzS với cặp enzyme giới hạn XhoI và XbaI, sản phẩm PCR gen đích từ plasmid tái tổ hợp 

trên gel agarose 0,8%. 

M: thang chuẩn DNA (O’GeneRuler 1Kb DNA Ladder- ThermoScientific); A: Phân tích plasmid  

pJET1.2-phzM; B: 3: Phân tích plasmid  pJET1.2-phzS. 

Trình tự nucleotide của hai gen được giải có chất lượng cao (Phụ lục 4) các 

đỉnh rõ ràng. Kết quả so sánh với các gen cùng nhóm trên GenBank bằng chương 

trình BLAST đã chỉ ra gen phzM tương đồng 99,61% so với gen tương ứng mã số 

CP093015 trên ngân hàng gen (Hình 3.8). Gen này được đăng ký trên ngân hàng 

gen với mã số MF673740 (Phụ lục 5,6). Gen phzM mã hóa cho protein gồm 334 

amino acid, có kích thước ước đoán khoảng 35 kDa. Kết quả phân tích trình tự 

amino acid suy diễn từ trình tự nucleotide của gen phzM cho thấy protein có chứa 

domain chính nằm ở các gốc amino acid 67-176 đảm nhận chức năng 

methyltransferase [75] (Hình 3.9). 

 
 
 



58 

 
PhzM-PS39 1      ATGAATAATTCGAATCTTGCTGCTGCGCGTAATTTGATACAAGTTGTTACCGGGGAATGG  60 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 817288  ATGAATAATTCGAATCTTGCTGCTGCGCGTAATTTGATACAAGTTGTTACCGGGGAATGG  817347 

 

PhzM-PS39 61     AAGTCCCGTTGCGTCTACGTCGCTACGCGCCTCGGGCTGGCCGATCTGATCGAGAGCGGG  120 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 817348  AAGTCCCGTTGCGTCTACGTCGCTACGCGCCTCGGGCTGGCCGATCTGATCGAGAGCGGG  817407 

 

PhzM-PS39 121    ATCGACAGCGACGAGACGCTGGCCGCCGCGGTCGGTTCCGATGCCGAGCGCATCCATCGA  180 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 817408  ATCGACAGCGACGAGACGCTGGCCGCCGCGGTCGGTTCCGATGCCGAGCGCATCCATCGA  817467 

 

PhzM-PS39 181    CTGATGCGCCTGCTGGTGGCCTTCGAGATCTTCCAGGGCGATACCCGCGACGGCTACGCC  240 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 817468  CTGATGCGCCTGCTGGTGGCCTTCGAGATCTTCCAGGGCGATACCCGCGACGGCTACGCC  817527 
 

PhzM-PS39 241    AATACCCCCACCAGCCACCTGCTGAGGGATGTCGAGGGCTCCTTCCGCGACATGGTGCTG  300 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 817528  AATACCCCCACCAGCCACCTGCTGAGGGATGTCGAGGGCTCCTTCCGCGACATGGTGCTG  817587 

 

PhzM-PS39 301    TTCTACGGCGAGGAGTTCCACGCCGCCTGGACGCCCGCCTGCGAGGCGCTACTCAGCGGT  360 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 

CP093015 817588  TTCTACGGCGAGGAGTTCCACGCCGCCTGGACGCCCGCCTGCGAGGCGCTGCTCAGCGGT  817647 

 

PhzM-PS39 361    ACCCCAGGCTTCGAGCTGGCGTTCGGCGAAGACTTCTACAGCTACCTGAAGCGCTGCCCG  420 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 817648  ACCCCAGGCTTCGAGCTGGCGTTCGGCGAAGACTTCTACAGCTACCTGAAGCGCTGCCCG  817707 
 

PhzM-PS39 421    GATGCAGGCCGGCGCTTCCTGCTGGCGATGAAGGCAAGCAACCTGGCCTTCCATGAGATC  480 

                 ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 817708  GATGCCGGCCGGCGCTTCCTGCTGGCGATGAAGGCAAGCAACCTGGCCTTCCATGAGATC  817767 
 

PhzM-PS39 481    CCCAGGCTCCTGGATTTCCGCGGGCGTAGCTTCGTCGACGTCGGTGGCGGTTCCGGCGAA  540 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 817768  CCCAGGCTCCTGGATTTCCGCGGGCGTAGCTTCGTCGACGTCGGTGGCGGTTCCGGCGAA  817827 
 

PhzM-PS39 541    TTGACCAAGGCCATCCTGCAGGCCGAGCCCAGCGCCCGGGGCGTGATGCTCGACCGCGAG  600 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 817828  TTGACCAAGGCCATCCTGCAGGCCGAGCCCAGCGCCCGGGGCGTGATGCTCGACCGCGAG  817887 
 

PhzM-PS39 601    GGTTCCCTCGGCGTGGCCCGCGACAACCTCTCCAGCCTGTTGGCAGGGGAGCGCGTCAGC  660 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 817888  GGTTCCCTCGGCGTGGCCCGCGACAACCTCTCCAGCCTGTTGGCAGGGGAGCGCGTCAGC  817947 

 

PhzM-PS39 661    CTGGTGGGCGGCGACATGCTGCAAGAGGTGCCGTCCAACGGCGATATCTACCTGCTGTCG  720 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 817948  CTGGTGGGCGGCGACATGCTGCAAGAGGTGCCGTCCAACGGCGATATCTACCTGCTGTCG  818007 

 

PhzM-PS39 721    CGGATCATCGGCGATCTGGACGAAGCCGCCAGCCTGAGGTTGCTCGGCAATTGCCGCGAG  780 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 818008  CGGATCATCGGCGATCTGGACGAAGCCGCCAGCCTGAGGTTGCTCGGCAATTGCCGCGAG  818067 

 

PhzM-PS39 781    GCGATGGCCGGCGACGGCCGGGTGGCGGTGATCGAGCGAACCATCTCGGCCAGCGAGCCG  840 

                 ||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 818068  GCGATGGCCGGCGACGGCCGGGTGGTGGTGATCGAGCGAACCATCTCGGCCAGCGAGCCG  818127 
 

PhzM-PS39 841    TCGCCGATGTCGGTGCTCTGGGACGTGCACCTGTTCATGGCCTGCGCTGGCCGCCACCGC  900 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 818128  TCGCCGATGTCGGTGCTCTGGGACGTGCACCTGTTCATGGCCTGCGCTGGCCGCCACCGC  818187 
 

PhzM-PS39 901    ACCACCGAGGAGGTGGTCGACCTGCTCGGGCGCGGCGGCTTCGCGGTGGAGCGGATCGTC  960 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 818188  ACCACCGAGGAGGTGGTCGACCTGCTCGGGCGCGGCGGCTTCGCGGTGGAGCGGATCGTC  818247 

 

PhzM-PS39 961     GACCTGCCGATGGAAACCCGCATGATCGTCGCTGCCAGGGCCTGAATCGGAACTTTCAAC  1020 

                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| 

CP093015 818248   GACCTGCCGATGGAAACCCGCATGATCGTCGCTGCCAGGGCCTGAATCGGAACTCTCAAC  818307 

 

PhzM-PS39 1021    GG  1022 

                  || 

CP093015 818308   GG  818309 

Hình 3.8. So sánh trình tự gen phzM từ chủng P. aeruginosa PS39 với gen phzM tương đồng 

cao nhất trong ngân hàng gen, có nguồn gốc từ chủng P. aeruginosa H16 (Hannover, Đức). 
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1    MNNSNLAAARNLIQVVTGEWKSRCVYVATRLGLADLIESGIDSDETLAAAVGSDAERIHR  60 

61   LMRLLVAFEIFQGDTRDGYANTPTSHLLRDVEGSFRDMVLFYGEEFHAAWTPACEALLSG  120 

121  TPGFELAFGEDFYSYLKRCPDAGRRFLLAMKASNLAFHEIPRLLDFRGRSFVDVGGGSGE  180 

181  LTKAILQAEPSARGVMLDREGSLGVARDNLSSLLAGERVSLVGGDMLQEVPSNGDIYLLS  240 

241  RIIGDLDEAASLRLLGNCREAMAGDGRVAVIERTISASEPSPMSVLWDVHLFMACAGRHR  300 

301  TTEEVVDLLGRGGFAVERIVDLPMETRMIVAARA  334 

Hình 3.9. Trình tự protein suy diễn từ gen phzM từ chủng P. aeruginosa PS39.  

Vùng tô đậm: vùng hoạt tính methyltransferase. 

Gen phzS tương đồng cao nhất (99,68%) so với trình tự gen phzS của chủng vi 

khuẩn P. aeruginosa H16 (Hannover, Đức) (Hình 3.10). Gen đã được đăng ký trên 

ngân hàng gen với mã số MF770713 (phzS) (Phụ lục 7,8). Kết quả dịch mã gen ra 

protein cho thấy, gen mã hóa cho protein có 402 amino acid, có kích thước ước đoán 

khoảng 44 kDa (Hình 3.11). Trên chuỗi amino acid có mặt vùng liên kết NADH (159-

DVLVGADGIHSAVR-172), vùng liên kết flavin ADP (11-GAGIGG-16) và vị trí hoạt hóa cơ 

chất (303-GRITLLGDAAHLMYPMGANGA-323) (Hình 3.11). Như vậy gen phzM và 

phzS của chủng P. aeruginosa PS39 đã được tách dòng và giải trình tự thành công.   

 
PhzS-PS39 1      TCGAACACTCTAGAAAAGGAAGCACCCATGGGCGAACCCATCGATATCCTCATTGCCGGC  60 

                 |||||||||| ||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 810159  TCGAACACTCGAGAAAAGGAAGCACCCATGAGCGAACCCATCGATATCCTCATTGCCGGC  810100 

 

PhzS-PS39 61     GCCGGCATCGGCGGCCTCAGTTGCGCCCTGGCCCTGCACCAGGCCGGCATCGGCAAGGTC  120 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 810099  GCCGGCATCGGCGGCCTCAGTTGCGCCCTGGCCCTGCACCAGGCCGGCATCGGCAAGGTC  810040 

 

PhzS-PS39 121    ACGCTGCTGGAAAGCAGCAGCGAGATACGCCCCCTTGGCGTCGGCATCAATATCCAGCCG  180 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 810039  ACGCTGCTGGAAAGCAGCAGCGAGATACGCCCCCTTGGCGTCGGCATCAATATCCAGCCG  809980 

 

PhzS-PS39 181    GCGGCGGTCGAGGCCCTCGCCGAACTGGGCCTCGGCCCGGCGCTGGCGGCCACCGCCATC  240 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809979  GCGGCGGTCGAGGCCCTCGCCGAACTGGGCCTCGGCCCGGCGCTGGCGGCCACCGCCATC  809920 

 

PhzS-PS39 241    CCCACCCATGAGCTGCGCTACATCGACCAGAGCGGCGCCACGGTATGGTCCGAGCCGCGC  300 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809919  CCCACCCATGAGCTGCGCTACATCGACCAGAGCGGCGCCACGGTATGGTCCGAGCCGCGC  809860 

 

PhzS-PS39 301    GGGGTGGAAGCCGGCAACGCCTATCCGCAGTACTCGATCCATCGCGGCGAACTGCAGATG  360 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809859  GGGGTGGAAGCCGGCAACGCCTATCCGCAGTACTCGATCCATCGCGGCGAACTGCAGATG  809800 

 

PhzS-PS39 361    ATCCTGCTCGCCGCGGTGCGCGAGCGTCTCGGCCAACAGGCGGTTCGCACCGGTCTCGGC  420 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 

CP093015 809799  ATCCTGCTCGCCGCGGTGCGCGAGCGTCTCGGCCAACAGGCGGTACGCACCGGTCTCGGC  809740 

 

PhzS-PS39 421    GTGGAGCGCACCGAAGAGCGCGACGGCCGCGTACTGATCGGCGCCCGCGACGGACACGGC  480 

                 |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809739  GTGGAGCGCATCGAAGAGCGCGACGGCCGCGTACTGATCGGCGCCCGCGACGGACACGGC  809680 

 

PhzS-PS39 481    AAGCCCCTGGCGCTCGGTGCCGATGTGCTGGTCGGCGCCGACGGCATCCACTCGGCGGTC  540 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809679  AAGCCCCTGGCGCTCGGTGCCGATGTGCTGGTCGGCGCCGACGGCATCCACTCGGCGGTC  809620 

 

PhzS-PS39 541    CGCGCGCACCTGCATCCCGACCAGGGGCCGCTGTCCCACGGTGGGATCACCATGTGGCGC  600 
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                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809619  CGCGCGCACCTGCATCCCGACCAGGGGCCGCTGTCCCACGGTGGGATCACCATGTGGCGC  809560 

 

PhzS-PS39 601    GGCGTCACCGAGTTCGACCGCTTCCTCGACGGCAAGACCATGATCGTCGCCAACGACGAG  660 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809559  GGCGTCACCGAGTTCGACCGCTTCCTCGACGGCAAGACCATGATCGTCGCCAACGACGAG  809500 

 

PhzS-PS39 661    CACTGGTCGCGCCTGGTCGCCTATCCGATCTCGGCGCGCCACGCGGCCGAAGGCAAGTCG  720 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809499  CACTGGTCGCGCCTGGTCGCCTATCCGATCTCGGCGCGCCACGCGGCCGAAGGCAAGTCG  809440 

 

PhzS-PS39 721    CTGGTGAACTGGGTGTGCATGGTGCCGAGCGCCGCCGTCGGCCAGCTCGACAACGAAGCC  780 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809439  CTGGTGAACTGGGTGTGCATGGTGCCGAGCGCCGCCGTCGGCCAGCTCGACAACGAAGCC  809380 

 

PhzS-PS39 781    GACTGGAACCGCAACGGACGCCTGGAAGACGTGTTGCCGTTCTTCGCCGACTGGGACCTG  840 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809379  GACTGGAACCGCAACGGACGCCTGGAAGACGTGTTGCCGTTCTTCGCCGACTGGGACCTG  809320 

 

PhzS-PS39 841    GGCTGGTTCGACATCCGCGACCTGCTGACCCGCAACCAGTTGATCCTGCAGTACCCGATG  900 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809319  GGCTGGTTCGACATCCGCGACCTGCTGACCCGCAACCAGTTGATCCTGCAGTACCCGATG  809260 

 

PhzS-PS39 901    GTCGACCGCGATCCGCTGCCGCACTGGGGCCGGGGACGCATCACGCTGCTCGGCGACGCC  960 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809259  GTCGACCGCGATCCGCTGCCGCACTGGGGCCGGGGACGCATCACGCTGCTCGGCGACGCC  809200 

 

PhzS-PS39 961    GCCCACCTGATGTATCCGATGGGCGCCAACGGCGCTTCGCAGGCGATCCTCGACGGCATC  1020 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809199  GCCCACCTGATGTATCCGATGGGCGCCAACGGCGCTTCGCAGGCGATCCTCGACGGCATC  809140 

 

PhzS-PS39 1021   GAGCTGGCCGCCGCGCTGGCGCGCAACGCCGACGTGGCCGCAGCCCTGCGCGAATACGAA  1080 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809139  GAGCTGGCCGCCGCGCTGGCGCGCAACGCCGACGTGGCCGCAGCCCTGCGCGAATACGAA  809080 

 

PhzS-PS39 1081   GAAGCGCGGCGGCCGACCGCCAACAAGATCATCCTGGCCAACCGCGAACGGGAAAAAGAG  1140 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809079  GAAGCGCGGCGGCCGACCGCCAACAAGATCATCCTGGCCAACCGCGAACGGGAAAAAGAG  809020 

 

PhzS-PS39 1141   GAATGGGCCGCGGCTTCGCGACCGAAGACCGAGAAGAGCGCGGCGCTGGAAGCGATCACC  1200 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 809019  GAATGGGCCGCGGCTTCGCGACCGAAGACCGAGAAGAGCGCGGCGCTGGAAGCGATCACC  808960 

 

PhzS-PS39 1201   GGCAGCTACCGCAACCAGGTGGAACGGCCACGCTAGCA  1238 

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

CP093015 808959  GGCAGCTACCGCAACCAGGTGGAACGGCCACGCTAGCA  808922 

 

Hình 3.10. So sánh trình tự gen phzS từ chủng P. aeruginosa PS39 với gen phzS tương đồng 

cao nhất trong ngân hàng gen, có nguồn gốc từ chủng P. aeruginosa H16 (Hannover, Đức).  
 

Query  1    MGEPIDILIAGAGIGGLSCALALHQAGIGKVTLLESSSEIRPLGVGINIQPAAVEALAEL  60 

Query  61   GLGPALAATAIPTHELRYIDQSGATVWSEPRGVEAGNAYPQYSIHRGELQMILLAAVRER  120 

Query  121  LGQQAVRTGLGVERTEERDGRVLIGARDGHGKPLALGADVLVGADGIHSAVRAHLHPDQG  180 

Query  181  PLSHGGITMWRGVTEFDRFLDGKTMIVANDEHWSRLVAYPISARHAAEGKSLVNWVCMVP  240 

Query  241  SAAVGQLDNEADWNRNGRLEDVLPFFADWDLGWFDIRDLLTRNQLILQYPMVDRDPLPHW  300 

Query  301  GRGRITLLGDAAHLMYPMGANGASQAILDGIELAAALARNADVAAALREYEEARRPTANK  360 

Query  361  IILANREREKEEWAAASRPKTEKSAALEAITGSYRNQVERPR  402 

 

Hình 3.11. Trình tự protein suy diễn từ gen phzS từ chủng P. aeruginosa PS39. Vùng chữ 

đậm gạch chân: vùng liên kết NADH; Vùng chữ đậm không gạch chân: vùng liên kết 

flavin ADP; Vùng chữ đậm, nghiêng, gạch chân: vị trí hoạt hóa cơ chất.   
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3.2.2. Thiết kế vector pUCP24-phzMS mang hai gen phzM và phzS 

3.2.2.1. Thiết kế vector pUCP24-phzM  

Để tạo plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzM, vector pUCP24 được cắt mở vòng 

với enzyme giới hạn SmaI. Như kết quả được trình bày ở Hình 3.12A, plasmid có 

kích thước khoảng 4 kb đúng với kích thước chuẩn của plasmid pUCP24 (4035 bp). 

Sản phẩm cắt được làm sạch và gắn với gen phzM đã được tạo đầu bằng. Bởi vì sản 

phẩm PCR gen phzM được khuếch đại nhờ Taq DNA polymerase có đầu nhô 3’-A 

nên cần loại adenine trước khi thực hiện phản ứng gắn nối gen vào plasmid. Sau 

biến nạp bằng sốc nhiệt, sáu dòng khuẩn lạc trắng được chọn để nuôi cấy và tách 

plasmid. Kết quả điện di kiểm tra plasmid nhận được như trên Hình 3.12B.  

 

M1 1   2                  M  1  2  3  4  5  6                        M    1    2                        M   1   2  3   4   5  6 

A. pUCP24+SmaI    B. Dòng pUCP24-phzM    C. pUCP24-phzM/EcoRI và HindIII D. PCR gen phzM

Kb

23,0 −
9,4 −

4,3 −

2,0 −

Kb

10,0 −

4,0 −

1,0 −

Kb

10,0 −

4,0 −

1,0 −

Kb

10,0 −

4,0 −

1,0 −

 

 

Hình 3.12. Điện di đồ kiểm tra plasmid pUCP24 cắt bằng SmaI (A), sáu dòng plasmid 

pUCP24-phzM tách từ sáu dòng khuẩn lạc (B), sản phẩm cắt hai dòng pUCP24-phzM 

bằng EcoRI và HindIII (C) và sản phẩm PCR gen phzM từ 6 dòng plasmid với cặp mồi 

M13F/phzM-R (D). M1: DNA lambda cắt bằng HindIII; M: thang chuẩn DN 

(O’GeneRuler 1Kb DNA Ladder-ThermoScientific)  

Việc kiểm tra sự có mặt của gen phzM và chiều gắn của gen với vector được 

thực hiện bằng cách cắt plasmid tách từ các dòng biến nạp, với EcoRI và HindIII và 

PCR khuếch đại gen phzM với cặp mồi (M13F; phzM-R). Kết quả điện di sản phẩm 

cắt cho thấy cả hai dòng plasmid đều được cắt thành hai đoạn DNA có kích thước 

tương ứng với gen phzM (1 kb) và vector pUCP24 (4 kb) xuất hiện trên bản gel (Hình 

3.12C). Điều này phù hợp với khảo sát lý thuyết, vì EcoRI và HindIII không có vị trí 

cắt trên trình tự gen phzM mà chỉ có một vị trí cắt ở vùng cắt đa trị của vector [78]. 

Thêm nữa, sản phẩm PCR khuếch đại gen phzM cũng chỉ ra một băng DNA có kích 

thước khoảng 1 kb tương ứng với kích thước gen phzM (Hình  3.12D). Như vậy có 

thể khẳng định gen phzM đã được gắn đúng chiều với promoter Lac của pUCP24 và 

plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzM đã được thiết kế thành công. 
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3.2.2.2. Thiết kế vector pUCP24-phzMS 

Để tạo plasmid tái tổ hợp chứa cả hai gen phzM và phzS, sản phẩm PCR gen 

phzS và plasmid pUCP24-phzM đều được cắt bằng hai enzyme giới hạn XbaI và 

SphI. Sản phẩm cắt được tinh sạch và được sử dụng trong phản ứng gắn gen phzS 

vào pUCP24-phzM với sự có mặt của enzyme T4 DNA ligase. Sau khi biến nạp sản 

phẩm gắn gen vào tế bào E. coli Top10, khuẩn lạc phát triển trên môi trường chứa 

kháng sinh gentamycin được nuôi cấy và tách plasmid kiểm tra. Kết quả điện di 

plasmid được chỉ ra trên Hình 3.13A. Việc kiểm tra sự có mặt của gen phzS và 

phzM được thực hiện bằng cách cắt plasmid này, với EcoRI và HindIII. Kết quả 

điện di sản phẩm cắt cho thấy, có 2 vạch DNA tương ứng kích thước hai gen phzM 

và phzS với tổng chiều dài là khoảng 2,2 kb và vector pUCP24 (4 kb) xuất hiện trên 

bản gel (Hình 3.13B). Điều này phù hợp với tính toán lý thuyết, vì cả hai 2 gen 

không tồn tại vị trí cắt của hai enzyme giới hạn mà chỉ có một vị trí cắt ở vùng cắt 

đa nối của vector [78]. Như vậy có thể khẳng định vector pUCP24-phzMS đã được 

thiết kế thành công. Để chắc chắn việc thiết kế không ảnh hưởng đến gen và 

cassette biểu hiện của gen, plasmid pUCP24-phzMS đã được giải trình tự trên hệ 

thống giải trình tự gen thế hệ mới. 

Thư viện DNA plasmid được tạo bởi Nextera XT DNA Library Prep Kit, sau đó 

được giải trình tự bằng hệ thống giải trình tự thế hệ mới Miseq - Illumina. Dữ liệu trình 

tự đủ điều kiện và được phân tích bằng phần mềm Miseq Reporter và IGV (Phụ lục 9). 

Trình tự plasmid pUCP24-phzMS được đăng ký trên NCBI GenBank với mã số 

MZ399165.1 (Phụ lục 10). 

 

Hình 3.13. Điện di dồ kiểm tra plasmid pUCP24-phzMS sau tách chiết (A) và cắt bằng với 

EcoRI và HindIII (B) trên gel agarose 0,8%.  

M: thang chuẩn DNA (O’GeneRuler 1Kb DNA Ladder- ThermoScientific).  
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Theo lý thuyết, plasmid pUCP24 là một vectơ phổ rộng hay vectơ con thoi, 

được xây dựng dựa trên thông tin di truyền của vectơ pMB1 (ColE1), với chiều dài 

4035 bp, nhằm mục đích sao chép ở cả Pseudomonas và E. coli [78]. Cấu trúc vec-tơ 

chứa 2 điểm khởi đầu sao chép (ori) ở cả Pseudomonas và E. coli, chứa gen aacC1 

kháng gentamicin và vùng cắt đa trị - MCS của các enzyme giới hạn EcoRI, SacI, 

KpnI, SmaI, BamHI, XbaI, SacI, PstI, SphI và HindIII nằm trong vùng gen lacZ (Mã 

số genbank U07167).  

Plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS có chiều dài là 6266 bp, được chú thích 

đầy đủ tại Hình 3.14 và Phụ lục 10. Phân tích trình tự cho thấy các gen phzM và 

phzS đã được chèn vào đúng hướng của operon lac. Trong đó, gen phzM chứa một 

trình tự hoàn chỉnh gồm 1005 bp, trải dài từ nucleotide 2672 đến 3693, với CDS 

(trình tự mã hóa) là 1005 bp bao gồm các mã mở đầu và kết thúc ở nucleotide tương 

ứng số 3691-3693 và 2689-2691. Vị trí liên kết của ribosome đối với gen này nằm ở 

các nucleotide 3732-3736 có nguồn gốc từ pUCP24. Tiếp theo, chiều dài của gen 

phzS được xác định là 1209 bp với các nucleotide từ 1436 đến 2644, với vùng CDS 

là 1209 bp bao gồm các mã mở đầu và kết thúc ở các nucleotide số 2642-2644 và 

1434-1436. Vị trí liên kết của ribosome đối với gen này nằm ở các nucleotide 2652-

2655 có nguồn gốc từ gen phzS của P. aeruginosa PS39. Trình tự plasmid pUCP24-

phzMS được đăng ký trên NCBI GenBank với mã số MZ399165.1. 

Như vậy, nhờ việc giải trình tự gen thế hệ mới, toàn bộ plasmid tái tổ hợp 

pUCP24-phzMS đã được đọc trình tự và chỉ ra sự có mặt của 2 gen được tạo dòng 

phzM và phzS. Ở đó, cả 2 gen đều tương đồng hoàn toàn với trình tự 2 gen đã được 

xác định trong nghiên cứu trước đó và được đăng ký trên ngân hàng dữ liệu gen 

GenBank NCBI với mã số là MF673740 (phzM) và MF770713 (phzS). Kết quả 

trình tự nhận được đã xác nhận và làm rõ vị trí của gen phzM và phzS cũng như sự 

có mặt của các yếu tố cần thiết cho biểu hiện của 2 gen, tồn tại trong cấu trúc 

plasmid. Như vậy đã tạo được chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-phzMS mang 

plasmid chứa đầy đủ 2 gen phzM và phzS.  
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Hình 3.14. Chú giải plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS. Sơ đồ plasmid pUCP24-phzMS (A) 

và chú giải chi tiết các thành phần của plasmid (B) (thực hiện bởi phần mềm UGENE v.39). 

 

3.2.3. Kiểm tra khả năng biểu hiện của hai gen phzM và phzS trong vector tái tổ 

hợp pUCP24-phzMS 

Trước khi plasmid pUCP24-phzMS được đưa vào chủng Pseudomonas 

aeruginosa PS39, chúng tôi đã kiểm tra hoạt động của cassette biểu hiện bằng cách 

đánh giá sự biểu hiện của các gen phzM và phzS trong tế bào E. coli. Thông thường, 

việc kiểm tra biểu hiện gen sẽ được thực hiện trên các chủng tái tổ hợp P. 
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aeruginosa mang gen mục tiêu. Tuy nhiên, do chủng P. aeruginosa PS39 vốn đã 

mang hai gen nội sinh phzM và phzS chịu trách nhiệm tổng hợp pyocyanin, việc 

phân biệt giữa protein PhzM và PhzS được tổng hợp từ plasmid và từ gen nội sinh 

gặp nhiều khó khăn. Hai nguyên nhân chính được xác định gồm (1) kích thước 

protein dịch mã từ hai nguồn gen là như nhau nên chúng nằm trên cùng vị trí trên 

điện di đồ; (2) sự biểu hiện của protein từ gen trong plasmid có xu hướng rất thấp 

do promoter lac trong pUCP24 không phải là promoter mạnh chuyên dùng cho biểu 

hiện gen. Do đó, để xác nhận hoạt động và khả năng tổng hợp protein PhzM và 

PhzS từ plasmid, chúng tôi đã biến nạp plasmid pUCP24-phzMS vào các tế bào E. 

coli BL21 và Rosetta để đánh giá sự biểu hiện của hai gen này. 

 

Hình 3.15. Kết quả biến nạp vector tái tổ hợp pUCP24-phzMS vào tế bào khả biến E. coli 

BL21 và Rosetta 

Kết quả thu được (Hình 3.15) cho thấy ở nồng độ gentamycin 5 µg/mL, cả 

hai dòng E. coli BL21 và Rosetta mang plasmid pUCP24-phzMS đều phát triển 

mạnh, với mật độ khuẩn lạc dày. Đặc biệt, dòng Rosetta xuất hiện số lượng khuẩn 

lạc nhiều hơn so với dòng E. coli BL21, điều này có thể do sự khác biệt trong đặc 

tính của hai dòng tế bào khả biến. Quan sát bằng mắt thường cho thấy các khuẩn lạc 

có hình dạng tròn, bề mặt trơn, mọc riêng rẽ và không có khuẩn lạc vệ tinh. Những 

khuẩn lạc này có thể được chọn để nuôi cấy tiếp phục vụ các thử nghiệm sau. Tuy 

nhiên, ở nồng độ gentamycin 20 µg/mL, không xuất hiện khuẩn lạc ở cả hai dòng. 

Điều này cho thấy ở nồng độ này, gentamycin đã ức chế hoàn toàn sự phát triển của 

các tế bào mang plasmid pUCP24-phzMS trong cả hai dòng E. coli BL21 và 

Rosetta. 
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Sau khi nuôi cấy hai chủng trong môi trường biểu hiện chứa gentamycin và 

0,5 M IPTG trong thời gian 10 giờ, tốc độ phát triển của tế bào không cao. Kết quả 

đo sinh khối cho thấy dòng đối chứng không bổ sung IPTG có sinh khối tăng gấp 

đôi so với dòng tái tổ hợp. Phân tích kết quả điện di (Hình 3.16) cho thấy, dù lượng 

tế bào được hiệu chỉnh bằng nhau trên mỗi giếng, các băng protein có kích thước 

khoảng trên 30 kDa ở dòng Rosetta cảm ứng IPTG thể hiện độ đậm cao hơn so với 

dòng không cảm ứng. Trong khi đó, độ đậm của các băng protein dưới 30 kDa 

không có sự khác biệt giữa các dòng. 

Khi xem xét các băng protein có kích thước tương ứng với PhzS (44 kDa) và 

PhzM (35 kDa), kết quả cho thấy sự khác biệt rõ rệt giữa dòng cảm ứng và dòng 

không cảm ứng. Cụ thể, một băng protein có kích thước nhỏ hơn 45 kDa đã được 

tổng hợp trong dòng Rosetta số 5 và số 6 sau cảm ứng IPTG, trong khi dòng không 

cảm ứng không biểu hiện băng này. Đối với dòng BL21, sự biểu hiện protein rất 

thấp, các băng protein trên gel điện di mờ và khó phân biệt, dẫn đến không thể xác 

nhận rõ sự khác biệt. Kiểm tra phân bố protein giữa pha tan và pha tủa cho thấy 

băng protein thấp hơn 45 kDa được biểu hiện trong pha tan của dòng Rosetta số 5, 

gợi ý rằng đây có thể là protein PhzS đã được biểu hiện. Đối với vùng protein kích 

thước 35 kDa (tương ứng PhzM), sự xuất hiện của nhiều protein kích thước tương 

tự từ chủng chủng chủ, với lượng tổng hợp lớn, gây khó khăn trong việc xác định 

PhzM. 

Tuy nhiên, khi so sánh protein giữa pha tan của chủng tái tổ hợp và đối 

chứng, hai băng protein có kích thước xấp xỉ 35 kDa và 38 kDa được phát hiện 

trong pha không tan của dòng Rosetta số 5 nhưng không xuất hiện ở dòng đối 

chứng. Điều này cho thấy khả năng protein PhzM đã được biểu hiện, với một phần 

tồn tại trong pha không tan (Hình 3.16). 

kDa

− 45

−35

− 25

(-)   1    2    3    4    M   5   6    7   (-)  5P  5S M  S  P      

BL21                 Rosetta1             Rosetta1(-)

 

Hình 3.16. Phân tích protein tổng số, protein pha tan, không tan được biểu hiện trong hai 

chủng E. coli BL21 và Rosetta mang pUCP24-phzMS. 
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1-7: Các dòng tế bào khác nhau; (-): Các dòng vi khuẩn được nuôi cấy trong 

môi trường không có IPTG; 5S, 5P: Protein tương ứng trong pha tan, pha tủa từ 

chủng Rosetta số 5, Rosetta1(-) S, P: Protein tương ứng trong pha tan, pha tủa từ 

chủng Rosetta không cảm ứng; M: Protein chuẩn (Fermentas). 

Từ kết quả này có thể cho rằng, promoter lac trong vector pUCP24-phzMS 

đã hoạt động và rất có thể đã sinh tổng hợp ra PhzS, PhzM. Vì vậy cấu trúc vector 

pUCP24-phzMS có thể khẳng định là hoàn thiện cho việc biến nạp vào chủng P. 

aeruginosa PS39. 

3.2.4. Tạo chủng P. aeruginosa PS39 tái tổ hợp mang vector pUCP24-phzMS 

3.2.4.1. Tạo chủng P. aeruginosa PS39 tái tổ hợp 

Plasmid pUCP24-phzMS thu nhận từ thí nghiệm trước được sử dụng để 

biến nạp vào tế bào chủ P. aeruginosa PS39 bằng kỹ thuật xung điện. Các khuẩn 

lạc trắng xuất hiện trên đĩa thạch LB+gentamicin 200 g/mL được chọn lựa để 

kiểm tra sự có mặt của pUCP24-phzMS trong tế bào. Plasmid từ các khuẩn lạc 

này được tách chiết và điện di kiểm tra trên gel agarose (Hình 3.17A). Để kiểm 

tra sơ bộ sự có mặt của hai gen phzM và phzS trong pUCP24-phzMS, các plasmid 

tái tổ hợp được cắt đồng thời với hai enzyme giới hạn EcoRI và HindIII. Điện di đồ 

sản phẩm cắt giới hạn (Hình 3.17B) cho thấy pladmid đã được cắt thành công tạo 

hai băng DNA rõ nét tương ứng với kích thước khoảng 2,2 kb và 4 kb khi so sánh 

với thang chuẩn DNA. Kết quả này tương tự được quan sát khi cắt plasmid từ các 

dòng E. coli nhận được sau biến nạp với pUCP24-phzMS (Hình 3.13). Như vậy có 

thể khẳng định đã biến nạp thành công plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS vào 

chủng P. aeruginosa PS39 và chủng biến đổi di truyền được gọi là P. aeruginosa 

PS39-phzMS.  

 

Hình 3.17. Điện di đồ kiểm tra sản phẩm cắt pUCP24-phzMS được tách từ P. aeruginosa 

PS39 tái tổ hợp trên gel agarose 0,8%. M-thang chuẩn DNA (O’GeneRuler 1Kb DNA 

Ladder- ThermoScientific); A) 1-5: Plasmid từ các dòng tế bào biến nạp P. aeruginosa 

PS39-phzMS; 6: DNA chủng P. aeruginosa PS39 gốc; B) 7-10: sản phẩm cắt plasmid 

pUCP24-phzMS của các dòng tế bào sau biến nạp với enzyme giới hạn EcoRI và HindIII. 
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3.2.4.2. Kiểm tra sự tồn tại của plasmid pUCP24-phzMS ở chủng tái tổ hợp qua 

các lần nuôi cấy chuyển khác nhau 

Sự duy trì plasmid tái tổ hợp trong chủng vi khuẩn qua các lần nuôi cấy 

chuyển là yếu tố quan trọng để đánh giá độ ổn định của chủng tái tổ hợp. Trong 

nghiên cứu này, chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-phzMS được đánh giá, kiểm 

tra sự có mặt của plasmid pUCP24-phzMS liên tục qua 5 lần nuôi cấy chuyển ( 

sau mỗi lần nuôi cấy chủng được giữ, bảo quản cho lần cấy chuyển tiếp theo ). 

Sau mỗi lần nuôi cấy, plasmid được tách chiết và cắt với cặp enzyme giới hạn 

EcoRI và HindIII, nếu sản phẩm cắt plasmid tạo thành 2 đoạn DNA có kích thước 

tương ứng khoảng 4 kb và 2,2 kb thì chứng tỏ plasmid pUCP24-phzMS mang 2 

gen phzM và phzS vẫn tồn tại trong tế bào chủng tái tổ hợp. Kết quả kiểm tra sản 

phẩm cắt plasmid của lần nuôi cấy chuyển thứ 2 và thứ 5 được trình bày tại Hình 

3.18 cho thấy sản phẩm cắt plasmid gồm hai đoạn DNA với kích thước tương ứng. 

Do đó có thể khẳng định sự ổn định của chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-

phzMS và cấu trúc plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS vẫn được duy trì qua nhiều 

lần nuôi cấy chuyển.  

 

Hình 3.18. Điện di đồ kiểm tra plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS và sản phẩm cắt 

enzyme giới hạn (EcoRI và HindIII) từ chủng P. aeruginosa PS39-phzMS lần nuôi cấy 

chuyển 2 (A) và lần nuôi cấy chuyển 5 (B). M-thang chuẩn ADN (O’GeneRuler 1Kb ADN 

Ladder- ThermoScientific); 1, 2, 3 – plasmid được tách từ chủng P. aeruginosa PS39-

phzMS (lần nuôi cấy chuyển thứ 2 và 5); C1-sản phẩm cắt plasmid pUCP24-phzMS với 

enzyme giới hạn 
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3.3. Nghiên cứu phương pháp thu hồi, tinh sạch pyocyanin từ P. aeruginosa 

PS39-phzMS 

3.3.1. Chọn dòng P. aeruginosa PS39-phzMS sinh pyocyanin cao 

Sự biểu hiện của gen phzM và phzS ở các dòng biến nạp P. aeruginosa PS39-

phzMS được đánh giá bởi khả năng tổng hợp pyocyanin so với chủng gốc theo thời 

gian. Trong số 15 dòng tế bào được sàng lọc, 7 dòng có khả năng tiết pyocyanin xấp 

xỉ bằng và cao hơn chủng gốc trong cùng điều kiện nuôi cấy (Hình 3.19). Hai trong 

số bảy dòng tế bào được sàng lọc, PA4 và PA6 đã tiết pyocyanin cao nhất lần lượt 

là 62 mg/L và 66 mg/L gấp gần hai lần chủng gốc (38 mg/L) sau 7 ngày nuôi cấy. 

Dòng sinh pyocyanin cao nhất được sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo.  

 

 

Hình 3.19. Khả năng sinh tổng hợp pyocyanin ở các dòng tế bào biến nạp sau 7 ngày nuôi cấy 

 

Khả năng tăng sinh pyocyanin của chủng tái tổ hợp sau khi xác định sự có 

mặt và tính toàn vẹn của cặp gen phzM-phzS, sẽ được đánh giá thông qua sự giảm 

hàm lượng tiền chất PCA và sự tăng hàm lượng pyocyanin thông qua việc nuôi cấy 

tế bào vi khuẩn chủng tự nhiên P. aeruginosa PS39 và chủng tái tổ hợp P. 

aeruginosa PS39-phzMS. Dịch nuôi cấy vi khuẩn trong môi trường KingA sau 2 

ngày, của chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-phzMS và chủng tự nhiên P. 

aeruginosa PS39, có và không có plasmid pUCP24-phzMS, được sử dụng để tách 

chiết và xác định hàm lượng pyocyanin và PCA.  
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Hình 3.20. Tách chiết PCA và pyocyanin từ chủng tự nhiên P. aeruginosa PS39 (A) và 

chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-phzMS (B). Ống 1: Pyocyanin (xanh lam); ống 2: lớp 

dung môi màu vàng trên cùng chứa PCA. 

Quan sát hình ảnh các ống tách chiết bằng mắt thường, có thể nhận thấy 

pyocyanin ở chủng tự nhiên (Hình 3.20A ống 1) có màu xanh lam, nhạt hơn so với 

pyocyanin của chủng tái tổ hợp (Hình 3.20B ống 1). Thêm nữa, lớp dung môi phía 

trên ống chiết xuất PCA của chủng tự nhiên (Hình 3.20A ống 2) có màu vàng xuất 

hiện, trong khi ở ống chiết xuất PCA của chủng tái tổ hợp (Hình 3.20B ống 2) là lớp 

dung môi trong suốt.  

Các dịch chiết này được tiếp tục định lượng nồng độ pyocyanin và PCA theo 

phương pháp đã được mô tả trong phần phương pháp nghiên cứu và dựa theo 

phương trình đường chuẩn trình bày tại Phụ lục 2. Kết quả thể hiện, nồng độ PCA 

chiết xuất từ dịch nuôi cấy chủng tự nhiên P. aeruginosa PS39 là 14,48 ± 1,14 

g/mL, trong khi PCA chiết xuất từ dịch nuôi cấy chủng tái tổ hợp P. aeruginosa 

PS39-phzMS thấp hơn rất nhiều (1,041 ± 0,57 g/mL) (Hình 3.21). Ngược lại, nồng 

độ pyocyanin được chiết xuất từ chủng tái tổ hợp tăng lên đến 31,22 g/mL, cao 

hơn 2 lần so với nồng độ pyocyanin được chiết xuất từ chủng tự nhiên (13,47 

g/mL) (Hình 3.21). Như vậy, ở chủng tự nhiên đã tổng hợp đồng thời cả hai sắc tố 

PCA và pyocyanin trong đó hàm lượng pyocyanin thấp hơn chủng tái tổ hợp, còn 

hàm lượng PCA lại cao hơn rất nhiều so với chủng tái tổ hợp.  
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Hình 3.21. Hàm lượng pyocyanin (A) và PCA (B) được sản sinh bởi chủng tự nhiên P. 

aeruginosa PS39 và chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-phzMS. PS39: P. aeruginosa 

PS39; PS39-phzMS: P. aeruginosa PS39-phzMS. Sự khác biệt đáng kể được đánh giá 

bằng phân tích t-test với p <0,0001. 

3.3.2. Nghiên cứu tách chiết, tinh chế pyocyanin 

Pyocyanin là sản phẩm tiết ra môi trường được sinh ra trong quá trình nuôi 

cấy chủng P. aeruginosa PS39-phzMS trong môi trường GM pH 8 (môi trường 

KingA có chút thay đổi bởi glutamic acid thay thế peptone) bổ sung gentamycin, ở 

nhiệt độ 28-30C, nuôi lắc 200 vòng/phút; sản phẩm sau nuôi cấy có cơ chất dư 

thừa, xác vi khuẩn, protein, chất màu và các sản phẩm khác. Để thu nhận pyocyanin 

cần sử dụng dung môi để tách chiết, các dung môi đã được sử dụng trong nghiên 

cứu tách chiết pyocyanin từ dịch nuôi cấy vi khuẩn, bao gồm benzene, hexane, 

methanol, dichloromethane, ethylacetate và chloroform.  

Quan sát hình ảnh chiết pyocyanin với các dung môi benzene, hexane và 

ethylacetate (ống 1, 2 và 5 Hình 3.22A) thấy dung dịch tạo thành 2 lớp riêng biệt 

nhưng không loại bỏ được pyorubin (đỏ) và pyomelanin (nâu) khỏi dịch nuôi cấy 

chứa pyocyanin. Ngược lại, dung dịch không phân pha khi sử dụng methanol (ống 3 

Hình 3.22A). Trong khi đó, dichloromethane và chloroform tạo ra sự phân tách lớp 

tốt, trong đó lớp trên bao gồm pyorubin và pyomelanin, và lớp dưới là hỗn hợp 

pyocyanin (xanh lam) và pyoverdine (vàng) (ống 4, 6 Hình 3.22A). 

Pha dung môi chứa pyocyanin được thu nhận và acid hóa bằng HCl 0,2N. 

Tại đó, pyocyanin được hòa tan trong HCl và tạo ra dung dịch màu hồng, trong khi 

pyoverdine giữ lại trong pha dung môi. Dichloromethane và chloroform đã loại 

được pyoverdine khỏi pyocyanin (ống 4, 6 Hình 3.22B), với các dung môi còn lại 

đã không tách riêng được pyoverdine (ống 1, 2, 3 và 5 Hình 3.22B). Các pha acid 
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sau khi được trung hòa bằng NaOH 1N đến pH trung tính sẽ hình thành dung dịch 

chiết chứa pyocyanin màu xanh. Pyocyanin được tách chiết bằng dichloromethane 

và chloroform cho màu xanh điển hình (ống 4, 6 Hình 3.22C) tương tự như 

pyocyanin tinh khiết làm đối chứng (ống C Hình 3.22C).  

Pyocyanin trong dung dịch chiết với các dung môi khác nhau được định 

lượng theo phương pháp định lượng pyocyanin ở bước sóng 520 nm và được trình 

bày trong Bảng 3.5. 

 

Hình 3.22. Tách chiết pyocyanin từ dịch nuôi cấy vi khuẩn P. aeruginosa PS39-phzMS 

với các dung môi khác nhau. (A) Sử dụng các dung môi khác nhau để phân tách pyocyanin 

(lớp màu xanh dưới cùng); (B) Acid hóa bằng HCl 0,2N; (C) Trung hoà bằng NaOH 1N. 0: 

PY0 đối chứng; 1: benzene; 2: hexane; 3: methanol; 4: dichloromethane; 5: ethylacetate; 6: 

chloroform. 
 

Chloroform là dung môi cho hiệu quả chiết xuất cao nhất với hàm lượng 

pyocyanin thu được đạt 25,27 ± 1,02 (µg/mL), tiếp đến là dichlomethan đạt 20,26 ± 

0,87 (µg/mL). Như vậy, chloroform là dung môi cho hiệu quả cao phù hợp để tách 

chiết pyocyanin từ dịch nuôi cấy vi khuẩn P. aeruginosa PS39-phzMS.  

Bảng 3.5. Hiệu suất tách chiết pyocyanin bởi các dung môi khác nhau  

TT Dung môi Nồng độ pyocyanin (µg/mL) 

1 Benzene 10,50 ± 1,02 

2 Hexane 11,24 ± 1,24 

3 Methanol 12,42 ± 1,08 

4 Dichloromethane 20,26 ± 0,876 

5 Ethylacetate 4,20 ± 0,64 

6 Chloroform 25,27 ± 1,024 
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Pyocyanin được tách chiết từ sáu dung môi khác nhau đã được kiểm tra độ 

tinh khiết bằng kỹ thuật TLC và phân tích phổ ánh sáng tử ngoại khả kiến UV-Vis, 

pyocyanin tinh khiết được sử dụng làm đối chứng (Hình 3.23).  

 

Hình 3.23. Quang phổ UV-Vis của pyocyanin chiết tách sử dụng các dung môi khác nhau.  

A) Phổ TLC; B). DC: pyocyanin nguyên chất; 1: benzene; 2: hexane; 3: methanol; 4: 

dichlometan; 5: ethylacetate; 6: chloroform. 

Kết quả sắc ký đồ TLC (Hình 3.23A) chỉ ra, các đường chạy 1, 2, 3 và 5 

tương ứng với các dung môi được sử dụng để tách chiết pyocyanin benzene, 

hexane, methanol và ethylacetate, vẫn có các đốm nâu ở chân bản sắc ký, ngược lại, 

ở các đường chạy 4 và 6 tương ứng với hai dung môi dichlomethan và chloroform, 

không còn thấy vạch nâu ở dưới chân bản sắc ký và giống với đường chạy của mẫu 

đối chứng. Giá trị Rf của pyocyanin được xác định trên bản sắc ký là 0,72, tương tự 

như các công bố pyocyanin trước đây [112][113].  

Hình ảnh đo phổ tử ngoại khả kiến UV-Vis của các dịch chiết pyocyanin bởi 

các dung môi khác nhau được thể hiện trên Hình 3.23B và tổng hợp các đỉnh hấp 

phụ và đỉnh hấp phụ cực đại được thể hiện trong Bảng 3.6. Quan sát hình ảnh phổ 

UV-Vis của 2 mẫu pyocyanin được tách chiết từ hai dung môi dichlomethan và 

chloroform cho thấy sự tương đồng cao với mẫu pyocyanin đối chứng (Hình 

3.23B), đều có đỉnh hấp phụ ở bước sóng 520 nm của sắc tố pyocyanin và đạt đỉnh 

hấp phụ cực đại 274 nm tương tự pyocyanin đối chứng (Bảng 3.6). Như vậy, kết 

quả phân tích đặc điểm phổ hấp thụ tử ngoại khả kiến UV-Vis của pyocyanin trong 
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HCl 0,2N được tinh sạch từ chủng P. aeruginosa PS39-phzMS bởi 2 dung môi 

dichlomethan và chloroform cho hiệu quả cao đạt độ tinh sạch tương tự pyocyanin 

đối chứng.  

Bảng 3.6. Quang phổ khả kiến của các dịch chiết pyocyanin bằng dung môi khác nhau 

 

TT Dung môi chiết 
Bước sóng hấp phụ 

0,2N HCl (nm) 

Bước 

sóng 

PYO 

Bước sóng 

cao nhất 

(nm) 

1 PYO tinh sạch 220; 280; 380, 520 520 280  

2 Benzene 203; 278; 387; 523  278 

3 Hexane 206; 251, 387, 521  251 

4 Methanol 239; 272, 387; 525  272 

5 Dichloromethane 208; 274; 387; 520 520 274 

6 Ethylacetate 222; 387; 525  387 

7 Chloroform 274; 387; 520 520 274 

8 Dịch nuôi vi khuẩn không chiết  224; 387; 521  387 

 

Từ kết quả khảo sát lựa chọn dung môi thích hợp cho tách chiết pyocyanin từ 

dịch nuôi cấy vi khuẩn, chloroform được sử dụng trong các nghiên cứu tiếp theo và 

trong xây dựng quy trình tách chiết và làm sạch sản phẩm pyocyanin (Hình 3.24). 

Tổng hợp các bước tách chiết pyocyanin từ dịch nuôi vi khuẩn: 

• Thu dịch lên men sinh khối khi pyocyanin đạt nồng độ tối đa được xác 

định theo theo phương pháp Essar (1990);  

• Thêm chloroform theo tỷ lệ 1:1 về thể tích (dịch lên men : chloroform), 

lắc đều trong 15 phút, sau đó chuyển toàn bộ dung dịch vào phễu chiết, 

để lắng đến khi dung dịch phân thành 2 lớp; 

• Thu pha dung môi chloroform màu xanh chứa pyocyanin; Loại bỏ xác tế 

bào và dung dịch sau nuôi cấy; 

• Thêm chlorohydric acid 0,2N theo tỉ lệ thể tích 1:1, lắc đều đến khi lớp 

dung dịch phía trên có màu đỏ chứa pyocyanin và lớp dung dịch bên dưới 

không còn màu xanh (nếu pha dưới còn màu xanh thì thêm HCl lắc tiếp, 

đến khi dung dịch hết màu xanh). Loại pha dưới chloroform không còn 

chứa pyocyanin. Thu pha acid màu đỏ và trung hòa bằng NaOH 1M đến 

pH trung tính; Lọc dung dịch qua giấy lọc để thu được dung dịch 
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pyocyanin trong suốt màu xanh; 

• Bổ sung chloroform theo tỷ lệ 1:1 (thể tích) và cô đặc dung dịch bằng 

máy cô quay chân không ở 80℃ (Rotodex) đến thể tích nhỏ nhất; 

• Bổ sung hexane theo tỷ lệ 5:1 (thể tích) (không hòa tan pyocyanin), để 4-

8℃ trong 4 giờ, sau đó -20℃ trong 24 giờ; 

• Lọc thu phần tủa bột và làm khô trong chân không, thu được pyocyanin dạng 

bột màu xanh; 

• Định lượng (theo phương pháp Essar) và kiểm nghiệm sản phẩm 

pyocyanin thu được bằng các phương pháp HPLC; MIC và MBC. 

 
Hình 3.24. Minh hoạ các bước chiết pyocyanin từ dịch nuôi cấy chủng P. aeruginosa 

PS39-phzMS 

3.3.3. Đánh giá độ sạch của pyocyanin 

Chế phẩm dạng bột pyocyanin thu được từ chủng P. aeruginosa PS39-

phzMS được phân tích các đặc điểm hóa, lý và đánh giá chất lượng bằng các kỹ 

thuật như phổ UV-Vis, sắc ký bản mỏng, sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) và khối 

phổ phân giải cao.  

Phân tích phổ UV-Vis của pyocyanin trong dung dịch HCl cho thấy 

pyocyanin được chiết bằng dichlometan và chloroform có phổ tương tự như 

pyocyanin tinh khiết. Pyocyanin tinh khiết và pyocyanin được chiết bằng 

dichlometan và chloroform đều có đỉnh hấp phụ ở bước sóng 520 nm được sử dụng 

để định lượng pyocyanin (Hình 3.23). Đỉnh cao nhất trong phổ của pyocyanin được 

chiết xuất bằng chloroform là 274 nm. Bước sóng hấp thụ này thuộc phạm vi của 

pyocyanin mà được thấy trong nhiều công bố trước đây [113].  

Hình ảnh sản phẩm pyocyanin được tách chiết dưới dạng dung dịch và dạng 

bột được thể hiện tại Hình 3.25. Bột sau khi thu được làm sạch bằng sắc kí bản 

mỏng sau đó kết tủa trong n-Hexane. Thu tủa pyocyanin và làm khô trong chân 
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không đến khối lượng không đổi. Chất lượng pyocyanin được đánh giá về hàm 

lượng, độ tinh sạch bằng kỹ thuật HPLC và khối lượng phân tử của hoạt chất thu 

được. Pyocyanin dạng tinh thể được quan sát dưới kính hiển vi điện tử và thể hiện 

tại Hình 3.26.  

 

 

Hình 3.25. Hình ảnh pyocyanin sau quá trình tách chiết và làm sạch. Thứ tự từ trái sang: 

Dịch chiết pyocyanin từ dịch nuôi, bột pyocyanin, bản sắc ký bản mỏng pyocyanin, ống 

kết tủa pyocyanin trong n-Hexan. 

 

 

Hình 3.26. Tinh thể pyocyanin thu nhận được sau khi tinh sạch 

Hàm lượng và độ sạch của pyocyanin được xác định bằng sắc ký lỏng hiệu 

năng cao (HPLC, Agilent 1260 series single quadrupole LC/MS system) với 

phương trình đường chuẩn y = 91,185x - 100,638 và hệ số tương quan R2 = 0,9999, 

chỉ ra hàm lượng pyocyanin trong mẫu dạng dung dịch đạt 278,97 µg/mL; trong 

mẫu dạng bột đạt 951,27 mg/g (chiếm 95,13%) và tinh thể có độ tinh khiết đạt 97% 

(Hình 3.27, Phụ lục 11). 
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Hình 3.27. Sắc ký đồ sắc ký lỏng hiệu năng cao mẫu tách chiết pyocyanin từ Pseudomonas 

aeruginosa PS39-phzMS. Bước sóng hấp phụ 280 nm; A: Chất tham chiếu pyocyanin 

chuẩn; B: Mẫu pyocyanin tách chiết từ dịch nuôi cấy vi khuẩn. 

 

Hình 3.28. Khối phổ phân giải cao (HRMS) của pyocyanin tách chiết từ dịch nuôi cấy 

Pseudomonas aeruginosa PS39-phzMS 

Thêm nữa, kết quả phân tích phổ khối lượng phân giải cao HRMS (Hình 3.28) 

của pyocyanin chỉ ra khối lượng phân tử của hợp chất là M = 210 tương ứng với 

công thức phân tử C13H10N2O của pyocyanin. Pyocyanin từ chủng tái tổ hợp có các 

đặc tính giống như pyocyanin của các nghiên cứu tham khảo.  

3.4. Đặc tính kháng khuẩn của pyocyanin  

3.4.1. Khả năng kháng các vi sinh vật kiểm định của pyocyanin 

Nhằm nghiên cứu phổ kháng khuẩn, dịch chiết pyocyanin thu được từ 

chủng P. aeruginosa PS39-phzMS được kiểm tra hoạt tính ức chế trên các vi 

sinh vật kiểm định (VSVKĐ). Kết quả được trình bày ở Bảng 3.7 cho thấy, sự 

tăng trưởng của các VSVKĐ gồm vi khuẩn Gram (+): E. faecalis ATCC 

29212, S. aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC 13245; vi khuẩn Gram (-): E. 

coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. enterica ATCC 13076 bị 

ức chế hoàn toàn ở nồng độ ức chế tối thiểu MIC là 25 µg/mL. Đối với nấm 

men nồng độ ức chế tối thiểu là 6,25 µg/mL. Có thể thấy rằng, pyocyanin thể 

hiện tính kháng khuẩn phổ rộng trên nhiều dạng vi sinh vật khác nhau (Bảng 

3.7, Phụ lục 12). 
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Bảng 3.7. Nồng độ ức chế tối thiểu của pyocyanin và các kháng sinh đối với vi sinh vật 

kiểm định 

Nồng độ 

(µg/mL) 

Gram (+)a Gram (-)b Nấm men 

E
. f

a
ec

a
li
s 

A
T

C
C

2
9
9
2
1
2
 

S
. a

u
re

u
s 

A
T

C
C

2
5
9
2
3
 

B
. c

er
eu

s 

A
T

C
C

1
3
2
4
5
 

E
. c

o
li
 

A
T

C
C

2
5
9
2
2
 

P
. a

er
u
g
in

o
sa

 

A
T

C
C

2
7
8
5
3
 

S
. e

n
te

ri
ca

 

A
T

C
C

1
3
0
7
6
 

C
. a

lb
ic

a
n
s 

A
T

C
C

1
0
2
3
1
 

Pyocyanin 25 25 25 25 25 25 6,25 

Streptomycin 256 256 128 32 256 128 - 

Tetracyline 4 16 64 8 256 256 - 

Kanamycin 128 4 8 128 64 16 - 

Nystatin - - - - - - 8 

Cycloheximide - - - - - - 32 

* Ghi chú: Gram (+)a: E. faecalis ATCC299212, S. aureus ATCC25923, B. cereus ATCC 13245. 

Gram (-)b: E. coli ATCC25922, P. aeruginosa ATCC27853, S. enterica ATCC13076. Dấu -: không 

thực hiện phản ứng 

3.4.2. Đánh giá khả năng kháng Vibrio spp. gây bệnh trên tôm của pyocyanin  

3.4.2.1. Đánh giá nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của pyocyanin với các chủng 

Vibrio spp. 

Hoạt tính đối kháng của pyocyanin lên các chủng vi khuẩn Vibrio spp., 

kháng kháng sinh gây bệnh hoại tử gan tuỵ cấp trên tôm thẻ chân trắng và bệnh 

khác ở tôm đã được kiểm tra trên 5 chủng vi khuẩn đại diện bao gồm V. 

parahaemolyticus (VpKG12T1, VpST22T, VpCMT31) và V. harveyi (Vh3) và V. 

alginolyticus (Val) để đánh giá khả năng ức chế tối thiểu của dịch chiết pyocyanin 

đối với các chủng vi khuẩn này.  

Bảng 3.8. Nồng độ ức chế tối thiểu, MIC (g/mL), của pyocyanin đối với các chủng 

Vibrio spp. 

 VpKG12T1 VpST22T VpCMT31 Vh3 Val 

Pyocyanin (g/mL) 12,5 12,5 12,5 17,5 17,5 

 

* Ghi chú: VpKG12T1: V. parahaemolyticus VpKG12T1; VpST22T: V. parahaemolyticus 

VpST22T; VpCMT31: V. parahaemolyticus VpCMT31; Vh3: V. harveyiharveyi Vh3; Val: V. 

alginolyticus 

Từ kết quả trên Bảng 3.8 cho thấy, ba chủng VpKG12T1, VpST22T và 

VpCMT31 bị ức chế sinh trưởng hoàn toàn ở nồng độ tối thiểu ở 12,5 g/mL, hai 

chủng còn lại gồm Vh3 và Val bị ức chế ở nồng độ 17,5 g/mL.  
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3.4.2.2. Đánh giá nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (MBC) của pyocyanin với các chủng 

Vibrio spp. 

Các chủng Vibrio spp. sau 24 giờ được nuôi cấy trong môi trường lỏng APW 

có bổ sung pyocyanin ở các nồng độ khác nhau từ 4 đến 50 g/mL, kết quả quan sát 

độ đục cho thấy, tất cả 5 chủng Vibrio đều sinh trưởng được đến nồng độ 12 g/mL, 

riêng 2 chủng Val và Vh3 sinh trưởng được đến nồng độ dịch chiết pyocyanin cao 

hơn là 15 g/mL. Ở các nồng độ cao hơn, không quan sát thấy độ đục của dịch nuôi 

cấy của tất cả các vi khuẩn khảo sát (Bảng 3.9). Kiểm tra sự sinh trưởng của các 

chủng vi khuẩn bằng cách cấy trang dịch nuôi cấy từ tất cả các ống này lên đĩa thạch 

TCBS, kết quả được tổng hợp tại Bảng 3.10.  

Bảng 3.9. Sự sinh trưởng của các chủng Vibrio spp. trong môi trường APW bổ sung 

pyocyanin 

Vibrio spp. 1-2.105 CFU/mL Nồng độ pyocyanin (g/mL) 

 4 8 12 15 20 25 30 35 40 50 

Vh3 + + + + - - - - - - 

Val + + + + - - - - - - 

VpKG12T1 + + + - - - - - - - 

VpST22T + + + - - - - - - - 

VpCMT31 + + + - - - - - - - 

* Ghi chú: (+) sinh trưởng; (-) không sinh trưởng; VpKG12T1: V. parahaemolyticus VpKG12T1; 

VpST22T: V. parahaemolyticus VpST22T; VpCMT31: V. parahaemolyticus VpCMT31; Vh3: V. 

harveyiharveyi Vh3; Val: V. alginolyticus 

Bảng 3.10. Sự sinh trưởng của các chủng Vibrio spp. trên môi trường thạch TCBS 

Vibrios spp. 1-2.105 CFU/mL 
Nồng độ pyocyanin (g/mL) 

4 8 12 15 20 25 30 35 40 50 

Vh3 + + + + + - - - - - 

Val + + + + + - - - - - 

VpKG12T1 + + + + - - - - - - 

VpST22T + + + + - - - - - - 

VpCMT31 + + + + - - - - - - 

* Ghi chú: (+) sinh trưởng; (-) không sinh trưởng; VpKG12T1: V. parahaemolyticus VpKG12T1; 

VpST22T: V. parahaemolyticus VpST22T; VpCMT31: V. parahaemolyticus VpCMT31; Vh3: V. 

harveyiharveyi Vh3; Val: V. alginolyticus 

Kết quả tại Bảng 3.10 cho thấy, ở nồng độ pyocyanin 20 g/mL, không xuất 

hiện khuẩn lạc của ba chủng vi khuẩn VpCMT31, VpKG12T1 và VpST22T sinh 

trưởng trên đĩa thạch TCBS, có nghĩa là các chủng vi khuẩn này bị ức chế hoàn toàn 

ở nồng độ này. Đối với 2 chủng Vh3 và Val, không có khuẩn lạc trên đĩa thạch TCBS 

ở nồng độ pyocyanin 25 g/mL, có nghĩa là 2 chủng vi khuẩn này bị ức chế hoàn 
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toàn ở nồng độ pyocyanin 25 g/mL. Như vậy, có thể khẳng định giá trị diệt khuẩn 

tối thiểu MBC đến 99,9% của dịch chiết pyocyanin đối với chủng VpCMT31, 

VpKG12T1 và VpST22T là 20 g/mL; và đối với chủng Vh3 và Val là 25g/mL.  

3.4.2.3. Đánh giá khả năng kháng các chủng Vibrio spp. gây bệnh trên tôm bằng 

phương pháp khuếch tán đĩa thạch 

Hoạt tính kháng khuẩn của dịch chiết pyocyanin cũng được đánh giá dựa vào 

khả năng ức chế sự sinh trưởng của các chủng Vibrio spp. theo phương pháp khuếch 

tán đĩa thạch Kirby-Bauer.  

Bảng 3.11. Khả năng kháng các chủng Vibrio spp. gây bệnh trên tôm của pyocyanin 

pyocyanin 

(µg/khoanh giấy) 

Đường kính vùng ức chế (mm) của các chủng Vibrio spp. 

VpCMT31 VpST22T VpKG12T1 Vh3 Val 

26 26,00,06 28,00,06 26,20,07 25,30,05 31,70,12 

13 23,30,03 25,20,05 22,20,05 23,60,05 28,50,07 

6,5 21,60,05 22,30,04 21,70,05 22,10,05 27,00,07 

3,25 19,20,05 20,60,03 18,20,05 18,20,05 25,40,07 

1,625 17,90,05 19,10,05 17,20,05 16,30,05 18,30,06 

0,8125 15,00,05 16,30,05 14,20,05 13,70,05 15,60,05 

0,4062 14,00,05 12,20,05 11,70,05 9,90,05 14,20,05 

0,2031 5,70,03 0,0 0,0 0,0 6,00,01 

Gen (10) 9,00,02 9,00,01 110,05 6,00,01 7,00,01 

* Ghi chú: VpKG12T1: V. parahaemolyticus VpKG12T1; VpST22T: V. parahaemolyticus 

VpST22T; VpCMT31: V. parahaemolyticus VpCMT31; Vh3: V. harveyi Vh3; Val: V. 

alginolyticus. 

Kết quả nhận được (Bảng 3.11) cho thấy, ở nồng độ pyocyanin dưới 6,5 

µg/khoanh giấy (đường kính 6 mm), đường kính vòng kháng khuẩn đa số đều  20 

mm, trong giải nồng độ từ 6,5 – 13 µg/khoanh giấy không có sự khác biệt nhiều trên 

một chủng, nhưng từ nồng độ 26 µg/khoanh giấy đường kính vòng kháng khuẩn 

tăng lên rõ rệt và đạt khoảng 25 – 32 mm, trong khi ở kháng sinh đối chứng 

gentamycin (Gen) 10 µg/khoanh giấy đường kính vòng kháng khuẩn rất nhỏ dao 

động từ 6-11 mm. Như vậy pyocyanin có khả năng ức chế mạnh các chủng Vibrio 

spp. trong đó có các chủng V. parahaemolyticus VpKG12T1, VpST22T, VpCMT31 

là các chủng gây bệnh trên tôm. Trong tất cả các thí nghiệm ở nồng độ tetracycline 

(T) 10 µg/khoanh giấy (đường kính 6 mm) các chủng Vibrio spp. đều sinh trưởng 

bình thường, không phát hiện thấy vòng kháng khuẩn xung quanh khoanh giấy do 

các chủng này đã kháng lại kháng sinh tetracycline (Hình 3.29). 
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Hình 3.29. Minh họa khả năng kháng của pyocyanin với các chủng Vibrio spp. gây bệnh 

trên tôm: V. parahaemolyticus VpCMT3 (A), V. parahaemolyticus VpST22T (B), V. 

alginolyticus Val (C) và V. harveyi Vh3 (D). T – Tetracycline; Gen – Gentamycin; a, b, 

1,2,3 và 4 – tương ứng các nồng độ của pyocyanin 0,406; 0,8125; 3,25; 6,5; 13; 26 

µg/khoanh giấy; 

3.5. Nghiên cứu điều kiện nuôi thích hợp cho tăng sinh pyocyanin từ P. 

aeruginosa PS39-phzMS 

Các điều kiện nuôi cấy vi khuẩn có thể ảnh hưởng đến khả năng sinh tổng 

hợp hoạt chất của chủng vi sinh vật. Đối với chủng vi khuẩn P. aeruginosa PS39-

phzMS, các yếu tố hóa lý và thành phần môi trường nuôi cấy được khảo sát để kiểm 

tra khả năng sinh tổng hợp pyocyanin (Phụ lục 14).   

3.5.1. Ảnh hưởng của các yếu tố hóa lý đến sinh tổng hợp pyocyanin bởi P. 

aeruginosa PS39-phzMS 

3.5.1.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy 

 

Hình 3.30. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh tổng hợp pyocyanin ở chủng P. aeruginosa 

PS39-phzMS. Nồng độ pyocyanin được thể hiện bằng biểu đồ cột với giá trị trung bình và 

độ lệch chuẩn. 
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Ảnh hưởng của nhiệt độ được xác định bằng cách nuôi cấy chủng tái tổ hợp 

ở giải nhiệt độ khác nhau từ 20oC, 28oC, 30oC, 37oC và 45oC. Trong đó, nhiệt độ tối 

ưu để sinh tổng hợp pyocyanin có hàm lượng cao là khoảng 28 - 30oC. Nồng độ 

pyocyanin do P. aeruginosa PS39-phzMS tạo ra ở nhiệt độ tối ưu là khoảng 24 

μg/mL và có sự khác biệt không đáng kể giữa 28oC và 30oC (t-test28 vs 30: p=0,3005). 

Sự gia tăng nhiệt độ làm giảm nồng độ pyocyanin, khi nhiệt độ đạt 45oC pyocyanin 

giảm xuống 3,7 ± 0,43 μg/mL (Hình 3.30). Kết quả nhận được cho thấy, ở khoảng 

28 - 30C là nhiệt độ thích hợp cho sinh tổng hợp pyocyanin ở chủng PS39-phzMS. 

3.5.1.2. Ảnh hưởng của tốc độ lắc 

Trong quá trình lên men, nồng độ oxy là yếu tố quan trọng đối với sự phát 

triển của vi khuẩn cũng như sản xuất các chất chuyển hóa thứ cấp. Kế thừa kết quả 

xác định nhiệt độ tối ưu, các thử nghiệm về tốc độ lắc được thực hiện ở 30oC và với 

các tốc độ lắc khác nhau 50, 100, 150 và 200 vòng/phút, kết quả được minh họa 

trong Hình 3.31. Hàm lượng pyocyanin thu nhận tăng dần theo tốc độ lắc và đạt cao 

nhất 23,97 ± 1,89 g/mL sau 72 giờ nuôi cấy ở 200 vòng/phút. Kết quả cho thấy, 

nồng độ pyocyanin tăng tỷ lệ thuận với tốc độ lắc và chủng PS39-phzMS được nuôi 

cấy ở 200 vòng/phút là tốc độ tối ưu và phù hợp với điều kiện phạm vi thí nghiệm. 

Điều này cho thấy oxy có vai trò rất quan trọng trong việc sinh tổng hợp pyocyanin 

ở vi khuẩn P. aeruginosa.  

 

Hình 3.31. Ảnh hưởng của tốc độ lắc đến quá trình sinh tổng hợp pyocyanin ở chủng P. 

aeruginosa PS39-phzMS. Nồng độ pyocyanin được thể hiện bằng giá trị trung bình và độ 

lệch chuẩn. 
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3.5.1.3. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy 

P. aeruginosa PS39-phzMS được nuôi cấy trong môi trường KingA với các 

điều kiện tối ưu đã xác định ở trên. Dịch nuôi cấy được thu thập sau mỗi khoảng 

thời gian 24 giờ để xác định hàm lượng pyocyanin được tiết ra môi trường. Kết quả 

nhận được chỉ ra, nồng độ pyocyanin tăng lên theo thời gian và đạt cực đại sau 120 

giờ nuôi cấy, với hàm lượng pyocyanin đạt đỉnh 34,04 ± 0,87 μg/mL và giảm nhanh 

sau đó (144 giờ nuôi cấy) (Hình 3.32). Như vậy, thời gian nuôi cấy thích hợp cho 

sản sinh pyocyanin ở chủng P. aeruginosa PS39-phzMS trong điều kiện thí nghiệm 

là 120 giờ (hay 5 ngày). 

 

Hình 3.32. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến sinh tổng hợp pyocyanin ở chủng P. 

aeruginosa PS39-phzMS. Nồng độ pyocyanin được hiển thị bằng giá trị trung bình và độ 

lệch chuẩn. 

3.5.1.4. Ảnh hưởng của pH 

 

Hình 3.33. Ảnh hưởng của pH đến sinh tổng hợp pyocyanin bởi P. aeruginosa PS39-

phzMS. Nồng độ pyocyanin được hiển thị bằng giá trị trung bình và độ lệch chuẩn, 

ANOVA: p<0,0001. 
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Ảnh hưởng của pH được xác định bằng cách nuôi cấy P. aeruginosa PS39-

phzMS trên môi trường được điều chỉnh đến các pH khác nhau (6, 7, 8 và 9), được 

cấy với 10% giống, ở 30oC và 200 vòng/phút theo kết quả của các thí nghiệm trước 

về nhiệt độ và tốc độ lắc. Nồng độ pyocyanin ở pH 6, 9 không cho thấy sự khác biệt 

đáng kể sau 72 giờ cho đến 120 giờ, đạt tương ứng từ 16,73±0,68 đến 18,5±0,34 

μg/mL và 14,51±0,78 đến 21,06±0,85 μg/mL. Sự sinh tổng hợp pyocyanin cao nhất 

đạt 34,60 ± 0,71 μg/mL được quan sát thấy ở pH 8 sau 120 giờ nuôi cấy (Hình 

3.33). Kết quả nhận được chỉ ra, nồng độ pyocyanin đạt cao nhất sau 120 giờ và ở 

pH 8 là 34,60±0,71 μg/mL. Ở môi trường pH 6 hoặc pH 9, nồng độ pyocyanin của 

chủng P. aeruginosa PS39-phzMS bị ảnh hưởng mạnh, có giá trị thấp nhất sau 120 

giờ nuôi cấy. Với pH môi trường là 7, nồng độ pyocyanin có sự thay đổi nhưng 

chưa đạt cao nhất.   

3.5.2. Lựa chọn một số nguồn dinh dưỡng thích hợp cho sinh tổng hợp pyocyanin 

 

Hình 3.34. Ảnh hưởng của các thành phần môi trường đến sinh tổng hợp pyocyanin ở 

chủng P. aeruginosa PS39-phzMS. KingA: Môi trường KingA; KingA+A: KingA + 

Alanine; KingA+G: KingA + Glutamic acid; AM: KingA + Alanine không có peptone; 

GM: KingA + Glutamic acidkhông có peptone. Nồng độ pyocyanin được hiển thị bằng giá 

trị trung bình và độ lệch chuẩn, t-testAM vs GM: p<0,05.  

Năm môi trường khác nhau được tạo nên dựa vào môi trường kinh điển 

KingA, đã được sử dụng cho nuôi cấy chủng P. aeruginosa PS39-phzMS nhằm 

kiểm tra khả năng sinh tổng hợp pyocyanin. Các điều kiện nuôi cấy được kế thừa từ 

các thí nghiệm nghiên cứu ảnh hưởng của các điều kiện nuôi cấy đến khả năng sinh 

pyocyanin. Quan sát bình nuôi cấy trong quá trình phát triển cho thấy hai trong số 

năm môi trường thử nghiệm sinh sắc tố pyocyanin xanh lục đậm là AM và GM. 

Chúng là môi trường KingA trong đó peptone được thay thế tương ứng bằng 

Alanine và glutamic acid. Nồng độ pyocyanin sinh tổng hợp trên môi trường AM và 
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GM lần lượt là 34,71 ± 0,35 µg /mL và 35,57 ± 0,26 µg/mL; dữ liệu được trình bày 

trong Hình 3.34. 

Alanin và glutamic acid đều thích hợp cho sinh tổng hợp pyocyanin, tuy 

nhiên, với glutamic acid hàm lượng pyocyanin được sinh tổng hợp cao hơn (t-test, p 

= 0,0277) và được chọn cho các bước tiếp theo của quá trình tối ưu. Glutamic acid 

được bổ sung ở các mức 0,75%, 1%, 1,25% và 1,5% (tương đương 7,5; 10; 12,5 

và 15 g/L) dùng khảo sát để nghiên cứu ảnh hưởng đối với sản sinh pyocyanin bởi 

P. aeruginosa PS39-phzMS. Ở nồng độ glutamic acid cao hơn 1% cho thấy khả 

năng tăng sinh pyocyanin tăng cao dần. Với nồng độ glutamic acid 1,5% khả năng 

tăng sinh pyocyanin cao nhất đạt 49,57 ± 1,71 µg/mL (Hình 3.35). Thành phần của 

môi trường sinh pyocyanin phù hợp với P. aeruginosa PS39-phzMS là K2SO4 10 

g/L; MgCl2.H2O 3 g/L; glycerol 10 mL/L; gentamycin 200 g/mL và glutamic acid 

15 g/L. Ở pH 8 và 30oC, sau 120 giờ nuôi cấy pyocyanin đạt mức cao nhất và cao 

hơn xấp xỉ 3 lần so với chủng tự nhiên P. aeruginosa PS39. 

 

Hình 3.35. Ảnh hưởng của nồng độ glutamic acid đến sinh tổng hợp pyocyanin ở chủng  

P. aeruginosa PS39-phzMS. Nồng độ pyocyanin được hiển thị bằng giá trị trung bình và độ lệch chuẩn, 

phân tích one-way ANOVA sử dụng phần mềm GraphPad Prism 6.01 với p<0,0001. 

Như vậy nghiên cứu trên cho thấy điều kiện tối ưu của chủng vi khuẩn P. 

aeruginosa PS39-phzMS mang plasmid tái tổ hợp chứa hai gen phzM, phzS đã sản 

sinh pyocyanin với hiệu quả cao nhất là: pH 8, nhiệt độ 30℃, tốc độ lắc 200 

vòng/phút; thời gian 120 giờ trong môi trường KingA được thay thế peptone bởi 

1,5% glutamic acid. 
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CHƯƠNG 4. THẢO LUẬN 

4.1. P. aeruginosa PS39 sinh pyocyanin và khả năng kháng khuẩn  

Vi khuẩn sinh pyocyanin được tìm thấy từ nhiều nguồn sinh thái khác nhau, 

các vi khuẩn này có các đại diện được phân lập từ nguồn đất, nước và nước biển, 

các mẫu bệnh phẩm … [48][46][114]. Với định hướng tìm kiếm, sàng lọc chủng vi 

khuẩn có khả năng sinh pyocyanin để phục vụ trong công nghiệp nuôi trồng thủy 

hải sản, mẫu nước đầm nuôi tôm đã được sử dụng làm nguồn nguyên liệu cho quá 

trình phân lập và tuyển chọn chủng. 

P. aeruginosa được cho là nhóm vi khuẩn đặc trưng cho khả năng sinh tổng 

hợp pyocyanin. Pyocyanin được tổng hợp bởi 90-95% các chủng P. aeruginosa 

phân lập [115]. Tương tự, kết quả thu được từ nghiên cứu này cho thấy cả 9 chủng 

vi khuẩn phân lập đều sinh sắc tố xanh đặc trưng của pyocyanin (Hình 3.1) đều 

thuộc chi Pseudomonas và được khẳng định thông qua kết quả khuếch đại đoạn gen 

PA (Hình 3.2) đặc trưng cho loài P. aeruginosa.  

Các chủng vi khuẩn được phân lập từ nghiên cứu này cho thấy chúng đều có 

khả năng sinh pyocyanin trên môi trường KingA với các mức độ khác nhau. Môi 

trường KingA [87] chứa thành phần chính gồm peptone, MgCl2, K2SO4 là môi 

trường cơ bản được sử dụng để sàng lọc và thay đổi nhằm tăng cường sự sinh tổng 

hợp pyocyanin cũng như hạn chế sự hình thành của các loại sắc tố khác. Môi trường 

KingA là môi trường King đã được bổ sung glycerol, để tối ưu sinh tổng hợp 

pyocyanin bởi nhiều nghiên cứu trước đây khi so sánh với các môi trường dinh 

dưỡng khác [46]. Chủng PS39 có khả năng sinh pyocyanin cao nhất trong số 9 

chủng vi khuẩn phân lập sinh pyocyanin, có các đặc điểm sinh hóa giống với đặc 

điểm sinh hóa của chủng chuẩn P. aeruginosa ATCC27853 từ bộ sưu tập chủng 

giống của Mỹ ATCC (Bảng 3.2). Kết hợp các đặc điểm về hình thái khuẩn lạc, tế 

bào, đặc điểm sinh hóa và trình tự gen đặc trưng loài, gen 16S rRNA, chủng vi 

khuẩn phân lập PS39 được định danh P. aeruginosa PS39. Chủng gốc PS39 trong 

thí nghiệm này sinh pyocyanin cao hơn so với các chủng phân lập khác được chỉ ra 

trong quá trình sàng lọc các chủng phân lập (15,02±0,56 mg/L, kết quả được trình 

bày tại mục 3.1.3). Trong nghiên cứu này, sự thay đổi thành phần môi trường 

KingA trong sàng lọc các dòng tái tổ hợp, bằng cách thay thế peptone bởi glutamic 

acid đã làm tăng cường sự sản sinh pyocyanin ở các dòng tái tổ hợp. 

Trình tự gen 16S rRNA của chủng vi khuẩn PS39 có độ tương đồng cao 

100% với một số chủng P. aeruginosa khác được phân lập từ mẫu nước biển hoặc 

nước lợ như chủng P. aeruginosa MCCB117 được phân lập từ nước biển của Ấn 

Độ và chủng P. aeruginosa MCCB102 có nguồn gốc từ nước lợ của Ấn Độ. Đây là 
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các mẫu được các nhà khoa học Ấn Độ dùng để nghiên cứu thu nhận pyocyanin có 

khả năng ức chế vi khuẩn Vibrio spp. gây bệnh ở tôm sú [51]. P. aeruginosa là vi 

khuẩn Gram âm phổ biến ở môi trường trên cạn và cả dưới nước, là đại diện chính 

của chi Pseudomonas phát huỳnh quang, là chi Pseudomonas đa dạng nhất với hơn 

140 loài, các loài này thường xuyên được phân loại lại do tính đa dạng sinh học của 

chúng [116]. Tính linh hoạt trong trao đổi chất của P. aeruginosa tạo cho loài vi 

khuẩn này có sức đề kháng cao và khả năng chịu được các điều kiện bất lợi, và 

chúng có thể phục hồi trong các môi trường khắc nghiệt khác nhau [117].  Các loài 

Pseudomonas biểu hiện các kiểu hình khác nhau nhờ sản sinh các yếu tố như 

alginate, chất kết dính, neuraminidases, lipopolysaccharide, exotoxin A, 

enterotoxin, exoenzyme S, phospholipase C, elastase, leukocycline và các sắc tố 

[118]. P. aeruginosa có thể tổng hợp ít nhất sáu loại sắc tố khác nhau: fluorescein, 

pyoverdine, pyomelanin, aeruginosin A, aeruginosin B và pyocyanin [119]. Ba chất 

màu cuối cùng được liệt kê vào nhóm phenazine [115]. Trong đó, pyocyanin là sắc 

tố quan trọng trong các loại phenazine tự nhiên đã được mô tả, các hợp chất này 

cũng có thể được tổng hợp bởi một số ít loài vi khuẩn và cổ khuẩn [115].  

Ngoài ra, nhờ sự đa dạng kiểu hình và tính linh hoạt trong trao đổi chất mà 

loài vi khuẩn này có khả năng sử dụng hơn 90 loại phân tử làm nguồn cacbon và 

năng lượng [120]. Khuẩn lạc P. aeruginosa có đường kính trung bình từ 0,8 đến 2,2 

μm và có màu xanh lục do sự tổng hợp của hai sắc tố chính được tạo ra là màu xanh 

lam (pyocyanin) và màu vàng (fluorescein). Khuẩn lạc của chủng P. aeruginosa 

PS39 có kích thước và màu xanh lục đặc trưng (Hình 3.3), là chủng có thể sản sinh 

cả 2 loại sắc tố là pyocyanin và fluorescein. Việc sinh các sắc tố, đặc biệt là 

pyocyanin, có thể được xem nhưtăng cường sự biểu hiện của các yếu tố độc lực của 

P. aeruginosa. Ngoài ra, sự sản sinh các phenazine giúp P.  aeruginosa tăng khả 

năng thích nghi trong bất kỳ môi trường sống nào mà chúng sinh trưởng. Điều này 

giúp chúng tồn tại, duy trì tốt hơn trong môi trường sống [121]. P. aeruginosa có 

thể phát triển trong môi trường tự dưỡng nhưng tạo ra ít pyocyanin hơn khi được 

tiếp xúc với nước, với môi trường (Gonçalves & Vasconcelos, 2021)[115].  

Hiện nay có rất ít công bố về khả năng kháng lại vi khuẩn Vibrio gây bệnh 

trên các đối tượng thủy sản, đặc biệt Vibrio spp. gây bệnh trên tôm của pyocyanin. 

Do đó khả năng ức chế và diệt Vibrio gây bệnh tôm của pyocyanin sinh ra bởi 

chủng P. aeruginosa PS39 trong nghiên cứu này đã cung cấp thêm thông tin về ứng 

dụng của pyocyanin trong ngăn ngừa bệnh nhiễm khuẩn Vibrio trong nuôi tôm nước 

lợ. Kết quả này được củng cố hơn khi có một số nghiên cứu khác đều công bố các 

kết quả tương đồng về khả năng kháng khuẩn của pyocyanin từ Pseudomonas. Có 
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thể kể đến tác giả Priyaja và cộng sự (2012) đã công bố tính kháng của pyocyanin 

thu được từ vi khuẩn Pseudomonas phân lập từ môi trường nước lợ đối với 7 loài 

Vibrio bao gồm V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, V. 

fluvialis, V. mediterrani và V. nereis với đường kính vòng kháng khuẩn từ 13,5 đến 

31,0 mm. Tác giả cũng chỉ ra khả năng sinh pyocyanin của các chủng P. aeruginosa 

phụ thuộc vào độ mặn của môi trường nuôi cấy, lượng pyocyanin cao nhất được 

sinh tổng hợp trong môi trường có độ mặn 5-10 g/L [51]. Năm 2022, Balakrishnan 

sử dụng pyocyanin từ P. aeruginosa như một loại thuốc an toàn và thân thiện với 

môi trường khi ứng dụng vào hệ thống nuôi trồng thủy sản, kết quả đã cho thấy hiệu 

quả ức chế vi khuẩn Vibrio spp. ở nồng độ 5 mg/L và không ảnh hưởng đến các 

nhóm vi sinh vật dị dưỡng tự nhiên khác [122]. Thêm nữa, chủng P. aeruginosa và 

pyocyanin đã được ứng dụng giúp gia tăng sức khỏe và hệ miễn dịch của tôm bạc 

Penaeus latisulcatus khi cho tôm ăn với liều lượng 105 CFU/mL. Vi khuẩn P. 

aeruginosa YC58 cũng liên kết hoạt động với hệ vi sinh của ấu trùng hàu Cortez, C. 

Corteziensis, giúp gia tăng tỷ lệ sống và tăng trưởng của hàu ngọc Pinctada 

mazatlanica [15][14]. 

4.2. Chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-phzMS và khả năng tăng sinh 

pyocyanin 

Chủng tự nhiên P. aeruginosa PS39 trong nghiên cứu này có khả năng sinh 

pyocyanin, tuy nhiên hàm lượng pyocyanin sinh tổng hợp chỉ đạt 15,02±0,56 

g/mL (Bảng 3.1) do đó việc tạo chủng tái tổ hợp có có khả năng sinh pyocyanin 

cao và ổn định là mục tiêu được đặt ra. Hai gen quan trọng trong quá trình chuyển 

hóa sinh tổng hợp pyocyanin bởi P. aeruginosa là phzM và phzS, là hai gen đích 

được lựa chọn cho việc đồng biểu hiện nhằm tăng năng suất sản sinh pyocyanin ở 

chủng P. aeruginosa PS39. Hai gen này được nhân bản từ bộ gen của chủng tự 

nhiên P. aeruginosa PS39 sau đó, được biến nạp vào chính chủng P. aeruginosa 

PS39 thông qua vector biểu hiện pUCP24 nhằm tăng cường sự biểu hiện của hai 

enzyme PhzM và PhzS từ đó thúc đẩy sự tăng năng suất pyocyanin của chủng vi 

khuẩn chủ. 

 Plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS chứa 2 gen phzM và phzS được biến nạp 

vào tế bào khả biến P. aeruginosa PS39 tạo chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-

phzMS. Mavrodi và đồng tác giả (2001) đã khẳng định vai trò của hai enzyme này 

khi P. fluorescens (không sinh tổng hợp pyocyanin) được biến nạp với phzM và 

phzS đã tổng hợp một lượng đáng kể pyocyanin và ngay cả với chủng E. coli được 

biến nạp với 2 gen trên đã tiết pyocyanin nhờ chuyển hóa cơ chất PCA được bổ 

sung vào môi trường nuôi cấy ở thời điểm thích hợp [75]. Thêm nữa, khi chủng P. 
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aeruginosa bị bất hoạt gen phzM do đột biến nếu được biến nạp với plasmid mang 

gen phzM sẽ gia tăng sự tổng hợp pyocyanin với hàm lượng cao hơn so với chủng 

gốc [68][75]. Như vậy, trong thí nghiệm này chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39 -

phzMS đã nhận plasmid mang 2 gen phzM và phzS cho phép biểu hiện pyocyanin 

tăng cường so với chủng gốc. 

Trong hai thập kỷ qua, công nghệ giải trình tự thế hệ mới (NGS) đã được 

phát triển và ứng dụng mạnh mẽ trong y học, nông nghiệp, môi trường, vi sinh và 

sinh học [123]. NGS là một công cụ mạnh mẽ để phân tích gen, toàn bộ bộ gen và 

các nhóm gen. Trong vi sinh vật học, nó có thể giúp nghiên cứu bệnh tật và xác 

định đặc điểm của các gen chức năng ở vi khuẩn [123]. Millan và cộng sự (2015) đã 

áp dụng NGS để phân tích plasmid pAMBL1 và pAMBL2 từ P. aeruginosa, nghiên 

cứu sử dụng phần mềm Geneious 7.1.7 để xử lý dữ liệu từ hệ thống PacBio. Họ 

phát hiện ra rằng plasmid pAMBL1 và pAMBL2 có chứa khả năng sao chép 

blaVIM-1 cassette, có thể góp phần làm tăng mức độ kháng kháng sinh của P. 

aeruginosa. Trong nghiên cứu này plasmid pUCP24-phzMS đã được giải trình tự từ 

tế bào chủng tái tổ hợp để xác nhận sự tồn tại của cặp gen phzM-phzS trong plasmid 

bằng hệ thống Miseq.  

Hai gen phzM vàphzS được cài vào vector pUCP24 được đảm bảo phiên mã 

trong cùng sợi mRNA nhờ sự có mặt của trình tự khởi động, promotor chung cho cả 

hai gen (Lac promoter) và sự gắn đúng chiều của 2 gen này trong vector với các trình 

tự vị trí gắn ribosome phù hợp cho mỗi gen. Quá trình dịch mã mRNA thành PhzM 

và PhzS sẽ được bắt đầu khi các ribosome liên kết với các vị trí gắn ribosome của 

mỗi gen. Dữ liệu thu được từ việc giải trình từ toàn bộ vector đã xác nhận và làm rõ 

vị trí cũng như khả năng hoạt động của các gen đồng biểu hiện phzM và phzS. Vị trí 

liên kết của ribosome đối với gen phzM nằm ở các nucleotide 3732-3736 (trên trình 

tự của vector pUCP24), còn với vị trí liên kết ribosome cho phzS nằm ở vị trí 

nucleotide 2652-2655 có nguồn gốc từ gen phzS của P. aeruginosa PS39.  

Thêm nữa, minh chứng cho việc biểu hiện thành công phzM và phzS còn thể 

hiện ở việc tăng cường khả năng chuyển hóa PCA thành pyocyanin ở chủng tái tổ 

hợp. Pyocyanin được tổng hợp từ tiền chất PCA (là một chất thuộc nhóm 

phenazines, được tổng hợp bởi Pseudomonas) bằng hai bước chuyển hóa nhờ hai 

enzyme PhzS và PhzM được mã hóa từ hai gen trên. Quá trình tổng hợp pyocyanin 

từ tiền chất PCA bởi P. aeruginosa gồm hai bước: Bước 1) Enzyme PhzM xúc tác 

chuyển hóa PCA thành 5-methylphenazine-1-carboxylic betaine acid; Bước 2) Quá 

trình hydro hóa và quá trình decarboxy của 5-methylphenazine-1-carboxylic betaine 

acid thành pyocyanin với sự tham gia của enzyme PhzS (Hình 1.7). Sự tham gia 
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đồng thời của hai enzyme PhzM và PhzS là điều kiện bắt buộc để P. aeruginosa 

sinh tổng hợp pyocyanin. Đây là cơ sở để nghiên cứu tăng cường khả năng sinh 

tổng hợp pyocyanin bằng phương pháp chuyển gen [75][70]. Tuy nhiên từ PCA có 

thể hình thành một số hợp chất khác như PCN và 1-OHPHZ bởi sự xúc tác của các 

nhóm enzyme khác [70]. Kết quả nhận được ở chủng tự nhiên thể hiện, PCA vẫn 

còn với một lượng đáng kể không được chuyển hóa hoàn toàn thành pyocyanin. 

Trong khi đó, với chủng tái tổ hợp lớp dung môi chứa PCA trong suốt không màu 

chứng tỏ hàm lượng rất thấp hoặc không còn PCA trong dịch nuôi cấy Hình 3.21A 

và 3.15B cho thấy sự khác biệt về màu sắc của pyocyanin và PCA được tạo ra ở 

chủng tự nhiên và tái tổ hợp. 

Kết quả cho thấy rằng việc tăng cường biểu hiện đồng thời các gen phzM và 

phzS trong vi khuẩn tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-phzMS dẫn đến tăng cường sinh 

tổng hợp pyocyanin thông qua chuyển hóa PCA, thể hiện ở nồng độ chất đích 

pyocyanin cao hơn và tiền chất PCA ít hơn trong dịch nuôi chủng tái tổ hợp so với 

chủng tự nhiên. Vì vậy, việc chuyển gen phzM và phzS vào chủng tự nhiên gốc là 

một cách hiệu quả để tăng chuyển đổi PCA thành pyocyanin. 

Priyaja đạt được kết quả tương tự khi tác giả chuyển cụm gen tổng hợp 

pyocyanin (hơn 10 kb), operon bao gồm các gen phz, trong đó chứa phzM và phzS 

của chủng P. aeruginosa MCCB117 bằng cách sử dụng vectơ pUCP24 vào chính P. 

aeruginosa MCCB117 [111]. Năng suất pyocyanin của dòng tái tổ hợp cao gấp đôi 

so với dòng tự nhiên [111]. Nghiên cứu về P. putida KT2440 được biến đổi gen bởi 

Askitosari và cộng sự đã cho thấy lượng pyocyanin tăng đáng kể bằng cách tái tổ 

hợp đồng thời hai plasmid, một plasmid chứa phzM và một plasmid khác mang 

phzS. Bên cạnh đó, lượng PCA trong chủng đã giảm đáng kể khoảng 90%. Hơn 

nữa, nghiên cứu cũng chỉ ra rằng cụm gen phzM và phzS từ các chủng P. 

aeruginosa khác nhau có tác dụng khác nhau trong việc tăng cường sản xuất 

pyocyanin [124]. Do đó, hiệu suất của plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS rõ ràng đã 

tác động tích cực đến quá trình tổng hợp pyocyanin của P. aeruginosa PS39-phzMS, 

dẫn đến lượng PCA thấp. PCA là hợp chất tiền thân của pyocyanin, 1-

hydroxyphenazine (1-OH-PHZ) và phenazine-1-carboxamide (PCN). Sự tổng hợp 

pyocyanin từ PCA thông qua xúc tác của hai enzyme phzM và phzS, trong khi 1-OH-

PHZ được tạo thành với sự xúc tác bởi chỉ một enzyme phzS và PCA chuyển hóa 

thành PCN nhờ enzyme phzH. Nghiên cứu khác cũng cho thấy E. coli JM109 mang 

plasmid chứa các gen phzM và phzS, đã chuyển hóa PCA thành pyocyanin [75].  

Các phương pháp tiếp cận khác cũng đã được nghiên cứu để tăng sản xuất 

pyocyanin bởi nhiều nhóm nghiên cứu. Ví dụ, Wang et al. (2020) đã tạo ra P. 
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aeruginosa YTΔrpoS đột biến trong đó gen RpoS bị mất [82].  P. aeruginosa 

YTΔrpoS có thể tăng tổng hợp gấp đôi lượng PCA, và nồng độ pyocyanin tăng lên 

4 lần so với chủng tự nhiên. Tác giả nhận thấy rằng sự vắng mặt của gen RpoS đã 

gây ra sự gia tăng biểu hiện của gen phzM và kết quả là hàm lượng pyocyanin đã 

tăng lên [82][99]. 

Tóm lại, trong nghiên cứu này NGS đã được áp dụng để xác định trình tự 

plasmid của P. aeruginosa PS39-phzMS. Cấu trúc plasmid tái tổ hợp đã được xác 

nhận như đã thiết kế. Nồng độ pyocyanin được tạo ra bởi dòng tái tổ hợp tăng đáng 

kể ở mức cao hơn 2 lần (31,22 g/mL) so với chủng tự nhiên (13,47 g/mL) trong 

đó PCA từ P. aeruginosa PS39-phzMS (OD367 = 0,03) giảm đáng kể so với P. 

aruginosa PS39 (OD367 = 0,39). Do đó, plasmid chứa các gen phzM và phzS có thể 

cải thiện sinh tổng hợp pyocyanin thông qua việc chuyển hóa PCA phenazine thành 

pyocyanin cao hơn thông qua các enzym PhzM và PhzS. Những dữ liệu đó là bằng 

chứng cho thấy việc hiệu quả của việc tăng cường biểu hiện phzM và phzS trong 

quá trình sinh tổng hợp pyocyanin ở P. aeruginosa. 

Kết quả NGS của plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS đã chứng minh sự toàn 

vẹn của gen phzM và phzS trong plasmid của chủng chuyển gen P. aeruginosa PS39-

phzMS qua đó có thể chọn lọc được chủng có khả năng tạo pyocyanin qua việc xác 

định hàm lượng do vi khuẩn tạo ra. Đồng thời, kết quả này đã tiếp cận được kỹ thuật 

NGS và chứng minh sự toàn vẹn, đầy đủ thành phần yếu tố của plasmid tái tổ hợp 

cho phép biểu hiện của các gen quan tâm. Bằng phương pháp biến nạp plasmid mang 

các gen phzM và phzS vào chính chủng tự nhiên (chủng gốc) đã đạt được hiệu quả 

biểu hiện tính chất của của gen làm tăng chuyển hóa hợp chất PCA tạo năng suất sản 

sinh pyocyanin tăng cao. Từ kết quả này cho thấy có thế áp dụng cho các nghiên cứu 

tương tự để tăng năng sất các sản phẩm trao đổi chất do vi khuẩn tạo ra. 

Như đã thể hiện qua các kết quả thu được, các dung môi benzene, hexane và 

ethylacetate đã tạo các pha riêng rẽ giữa dung môi chiết và dịch nuôi cấy vi khuẩn 

trong quá trình chiết xuất pyocyanin, tuy nhiên không loại bỏ pyorubin (màu đỏ) và 

pyomelanin (màu nâu) ra khỏi môi trường nuôi cấy có chứa pyocyanin. Ngược lại, 

dichloromethane và chloroform tạo ra sự phân tách tốt giữa các pha, trong đó lớp 

trên cùng bao gồm pyorubin và pyomelanin, và pha dưới là hỗn hợp pyocyanin 

(màu xanh) và pyoverdine (màu vàng). Pha dưới có màu xanh lam chứa dung môi 

và hợp chất pyocyanin (xanh lam) và pha trên (nâu đỏ) chứa các thành phần khác 

(Hình 3.22). Pha dung môi chứa pyocyanin được thu và acid hóa bằng cách thêm 

HCl 0,2N. Pyocyanin hòa tan trong pha HCl và tạo dung dịch màu hồng, còn 

pyoverdine nằm trong pha dung môi. Dichloromethane và chloroform là những 
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dung môi thích hợp vì chúng có thể loại pyoverdine ra khỏi pyocyanin. Dung dịch 

acid hóa được trung hòa bằng NaOH 1N đến pH trung tính để tạo ra dung dịch chứa 

pyocyanin tinh sạch. Các dung dịch pyocyanin được chiết xuất bằng 

dichloromethane và chloroform có màu xanh điển hình tương tự như pyocyanin tinh 

khiết (Hình 3.23) và đạt hàm lượng lần lượt 20,26 ± 0,876 (µg/mL), 25,27 ± 1,024 

(µg/mL). Như vậy, chloroform là dung môi tốt nhất được sử dụng để chiết xuất 

pyocyanin, và tương tự với kết quả được công bố ở các nghiên cứu khác [42]. 

Pyocyanin được chiết bằng cách sử dụng chloroform hòa tan pyocyanin trong môi 

trường nuôi cấy. Hỗn hợp chiết còn được tinh sạch bằng cột oxit nhôm và sử dụng 

hỗn hợp dung môi chloroform : ethanol làm dung môi rửa giải [71]. Một số tác giả 

khác đã sử dụng các phương pháp khác để tách pyocyanin như sử dụng kết tủa với 

nhôm sulphate, sử dụng màng lọc gel hay dùng sắc ký trao đổi ion. Hassanein, 

Raoof và cộng sự đã sử dụng chín loại dung môi khác nhau để tách pyocyanin kết 

quả cho thấy chloroform có hiệu suất tách chiết cao nhất trong các dung môi được 

sử dụng. Tác giả Saosoong đã tinh sạch pyocyanin từ P. aeruginosa bằng cách sử 

dụng cột Amberlite XDA-4, sau đó cô pyocyanin bằng cột silicagel và cuối cùng 

dùng HPLC để thu phân đoạn pyocyanin tinh khiết.  

Chế phẩm dạng bột pyocyanin được sản xuất từ chủng P. aeruginosa PS39-

phzMS được phân tích các đặc điểm hóa, lý và đánh giá chất lượng bằng các kỹ 

thuật như phổ tử ngoại khả kiến UV-Vis, sắc ký bản mỏng, khối phổ phân giải cao 

và sắc ký lỏng hiệu năng cao. Độ tinh sạch của pyocyanin trong nghiên cứu này 

được xác định. Pyocyanin được chiết từ dịch nuôi cấy có giá trị Rf là 0,72 trên bản 

sắc ký lớp mỏng. Phổ UV-Vis của dịch chiết cho thấy các đỉnh hấp thụ từ 274 đến 

280 nm, có nghĩa là pyocyanin được sinh tổng hợp bởi P. aeruginosa PS39-phzMS 

có đặc điểm tương đồng với pyocyanin trong các nghiên cứu của Stephen, Abdul-

Hussein và những tác giả khác [112][125][113].  

4.3. Điều kiện thích hợp cho sinh tổng hợp pyocyanin ở chủng tái tổ hợp P. 

aeruginosa PS39-phzMS 

P. aeruginosa là loài vi khuẩn có nhiều tiềm năng ứng dụng thương mại cao. 

Pyocyanin được tạo ra bởi loài này đã thể hiện các đặc tính của hoạt động kháng 

khuẩn phổ rộng, hoạt tính kháng nấm, tạo màu thực phẩm, phân hủy thuốc trừ sâu, và 

nhiều ứng dụng khác, pyocyanin còn sở hữu một đặc tính đặc biệt là kiểm soát sinh 

học [126][49][46]. Nhờ những đặc tính này, P. aeruginosa tạo ra pyocyanin được 

ứng dụng trong một số lĩnh vực như xử lý môi trường, công nghiệp thực phẩm và 

nông nghiệp [46].   
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Bởi vậy, các điều kiện nuôi cấy đã được tối ưu hóa để sinh tổng hợp 

pyocyanin bởi P. aeruginosa PS39-phzMS và các đặc điểm của pyocyanin tinh 

khiết đã được nghiên cứu. Tại kết quả đánh giá sơ bộ về khả năng sản sinh 

pyocyanin từ các dòng tế bào biến nạp plasmid tái tổ hợp pUCP24-phzMS trên môi 

trường tiết pyocyanin GM đã chỉ ra sự tiết pyocyanin rất cao sau 7 ngày. Điều này 

đưa ra một gợi ý về việc lựa chon một môi trường sinh tổng hợp pyocyanin thích 

hợp cho chủng tái tổ hợp. Như đã thấy, kết quả kiểm tra năng suất sinh pyocyanin 

trên môi trường GM (1,5% glutamic acid) với điều kiện tối ưu ở pH 8, nhiệt độ 

30oC, tốc độ lắc 200 vòng/phút và thời gian nuôi cấy trong 120 giờ, pyocyanin đạt 

hàm lượng cao nhất là 49,57 µg/mL. Sau tối ưu cho thấy hiệu suất sinh pyocyanin 

tăng đáng kể so với chủng P. aeruginosa PS39-phzMS nuôi cấy trên môi trường 

truyền thống KingA (31,22 mg/L, Hình 3.35). Gaber và cộng sự tối ưu hóa các điều 

kiện sản xuất pyocyanin của chủng P. aeruginosa chủng JY21, họ đề xuất rằng các 

điều kiện nuôi cấy tối ưu cho JY21 là pH 8, 30oC, tương tự như P. aeruginosa 

PS39-phzMS. Nhưng thời gian lên men tối ưu thì khác nhau giữa 2 chủng nghiên 

cứu, 72 giờ là thời gian tốt nhất cho P. aeruginosa JY21, trong khi P. aeruginosa 

PS39-phzMS cần thời gian lâu hơn [85]. Sự khác biệt có thể được giải thích bởi bản 

chất khác biệt giữa các chủng sinh pyocyanin này. Chúng thuộc cùng một loài, 

nhưng là các dòng khác nhau nên các đặc điểm sinh trưởng và thời gian sản xuất 

pyocyanin cũng khác nhau. Điều kiện nuôi cấy cũng khác nhau giữa các chủng P. 

aeruginosa có khả năng sinh tổng hợp pyocyanin; ví dụ, P. aeruginosa được nghiên 

cứu bởi Liang et al. phát triển ở pH 7 và 30°C với năng suất tối đa 10 μg/mL [127]. 

Kết quả tương tự cho thấy các chủng P. aeruginosa PA14 sản xuất pyocyanin ở pH 

7 ở 30°C [128]. Độ pH tối ưu khác với P. aeruginosa PS39-phzMS, tuy nhiên, nhiệt 

độ tối ưu tương tự như nghiên cứu này. 

Môi trường GM cải tiến, trong đó peptone được thay thế bằng glutamic acid 

1,5%, cho thấy sự khác biệt đáng kể trong sản xuất pyocyanin so với môi trường 

KingA ban đầu. Dữ liệu đã xác nhận mối quan hệ giữa nguồn nitơ và năng suất sản 

xuất pyocyanin của chủng PS39-phzMS. Điều này phù hợp với các nghiên cứu thực 

nghiệm khác đã thay đổi nguồn nitơ để cải thiện nồng độ pyocyanin. Peptone được 

thay thế bằng các nguồn bổ sung nitơ và dinh dưỡng như đậu tương, ngô và đậu 

phộng, trong đó đậu tương có lợi thế hơn vì nó làm tăng nồng độ pyocyanin cao gấp 

ba lần so với đậu phộng [46]. Việc bổ sung amino acid vào môi trường nuôi cấy 

nhằm tăng sinh pyocyanin đã được nhiều tác giả nghiên cứu, trong đó glutamic acid  

là một trong các chất có ảnh hưởng đáng kể đế khả năng tăng sinh pyocyanin 

[115][129]. Việc lựa chọn chỉ amino acid và khoáng để làm môi trường nuôi tiết 
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pyocyanin giúp cho việc sản xuất sau này dễ dàng, giảm giá thành và quá trình tách 

chiết cũng đơn giản hơn [99]. Trong môi trường KingA, chủng PS39 sinh 

pyocyanin giao động trong khoảng 13-15 mg/L, tuy nhiên khi khảo sát trên môi 

trường KingA có cải tiến bổ sung glutamic acid thay thế cho peptone cho thấy khả 

năng sinh pyocyanin của PS39 cao hơn. Đây là gợi ý cho việc thiết lập môi trường 

nuôi cấy với giá thành rẻ hơn (glutamic acid rẻ hơn peptone) và hiệu quả cao hơn 

trong nghiên cứu tối ưu các điều kiện sinh tổng hợp pyocyanin bởi chủng tái tổ hợp. 

Pyocyanin là hợp chất dễ phản ứng với phân tử oxy dẫn đến mất hoạt chất. 

Do đó khi bố trí thí nghiệm này cũng theo dõi thời điểm dùng khí và ngưng dùng 

khí trong quá trình lên men để thu nhận lượng pyocyanin tốt nhất. Tốc độ khuấy là 

yếu tố cần thiết trong quá trình lên men đối với P. aeruginosa PS39-phzMS, tốc độ 

tối ưu là 200 vòng/phút. Kết hợp với các điều kiện tối ưu khác, chủng pyocyanin tạo 

ra P. aeruginosa PS39-phzMS có thể tổng hợp pyocyanin ở 23,96 µg/mL. Lựa chọn 

được các điều kiện nuôi cấy phù hợp: Môi trường khoáng (KingA) và glutamic acid 

1,5%, pH 8, nhiệt độ 30℃, tốc độ lắc 200 vòng/phút, với thời gian 120 giờ điều 

kiện tiêu chuẩn. 

P. aeruginosa PS39-phzMS có khả năng sinh pyocyanin cao, hoạt chất 

pyocyanin có nhiều ứng dụng: hoạt tính kháng khuẩn và kháng nấm. Các kết quả 

nghiên cứu này đã cung cấp thêm kiến thức cơ bản về phương pháp tạo ra một 

lượng pyocyanin cao thông qua quá trình lên men vi khuẩn và chiết xuất bằng 

chloroform với triển vọng ứng dụng ở qui mô công nghiệp để sản xuất được 

pyocyanin với số lượng cao và giá thành hợp lý qua đó có thể ứng dụng pyocyanin 

rộng rãi trong nhiều lĩnh vực. 



95 

 

KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Đã phân lập được 18 chủng và sàng lọc được 9 chủng vi khuẩn có khả năng sinh 

pyocyanin trong khoảng 6,01±1,2 g/mL đến 15,02±0,56 g/mL, trong đó chọn 

được một chủng PS39 tổng hợp pyocyanin cao nhất (15,02±0,56 µg/mL) được 

định danh thuộc loài P. aeruginosa.  

2. Đã thiết kế thành công vector pUCP24-phzMS chứa 2 gen phzM (1000 bp, 

MF673740) và phzS (1200 bp, MF770713) được tách dòng từ chủng tự nhiên 

PS39 và được giải trình tự toàn bộ trên hệ thống giải trình tự thế hệ mới với mã 

số MZ399165.1. Sự hoạt động của operon lac mang hai gen phzM và phzS trong 

vector pUCP24-phzMS đã được kiểm tra trên dòng tế bào E. coli. Vector  

pUCP24-phzMS đã biến nạp thành công vào chủng tự nhiên PS39 tạo ra chủng 

tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-phzMS tăng cường tổng hợp pyocyanin. 

3. Pyocyanin được tách chiết thành công từ dịch nuôi cấy bằng dung môi 

chloroform với tỷ lệ thể tích 1 dung môi : 1 dịch nuôi cấy. Sản phẩm pyocyanin 

tạo ra có màu xanh đặc trưng, đặc tính phổ UV-Vis tương tự pyocyanin tinh 

khiết, có phổ khối lượng tương ứng công thức phân tử của pyocyanin 

(C13H10N2O) và đạt độ tinh sạch 97% (HPLC). 

4. Pyocyanin từ chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-phzMS có khả năng ức chế 

và diệt vi khuẩn Vibrio spp. gây bệnh trên tôm trong khoảng 12,5 - 17,5 g/mL 

và 20 - 25 g/mL, tùy thuộc từng chủng. Pyocyanin cũng kháng các vi sinh vật 

kiểm định như B. cereus ATCC13245, E. faecalis ATCC299212, S. aureus 

ATCC25923, E. coli ATCC25922, S. enterica ATCC13076, P. aeruginosa 

ATCC27853 ở nồng độ ức chế tối thiểu 25 g/mL và với C. albicans 

ATCC10231 là 6,25 g/mL. 

5. Đã xác định được môi trường GM (pH 8) và các điều kiện nuôi cấy phù hợp 

gồm nhiệt độ thích hợp 30°C, với tốc độ lắc 200 vòng/phút trong thời gian 120 

giờ cho sinh tổng hợp pyocyanin của chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-

phzMS đạt năng suất cao nhất 49,57±1,71 µg/mL.  

 

KIẾN NGHỊ 

1. Nghiên cứu tối ưu quá trình lên men lượng lớn P. aeruginosa PS39-phzMS 

nhằm thu nhận pyocyanin với số lượng lớn nhằm thử nghiệm, ứng dụng trong 

thực tế;  

2. Nghiên cứu mở rộng phổ kháng khuẩn của pyocyanin tập trung vào nhóm các vi 

sinh vật gây bệnh trên đối tượng nông nghiệp (cây trồng) và thủy hải sản. 
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PHỤ LỤC 

 

Phụ lục 1. Các môi trường sử dụng trong xác định hoạt tính enzyme ngoại bào 

❖ Môi trường thử hoạt tính protease (g/l) 

NB: 8g  

Casein: 10g 

Agar: 17g 

Nước: 1 lít 

Chỉnh pH = 7,6 bằng NaOH 

❖ Môi trường thử hoạt tính amylase (g/l) 

NB: 8g 

Tinh bột tan: 2g 

Agar: 17g 

Nước 1 lít 

Chỉnh pH7,6 bằng NaOH 

❖ Môi trường thử hoạt tính Gelatinase 

NB: 8g 

Gelatine: 15g 

Agar: 17g 

Nước 1 lít 

Chỉnh pH7,6 bằng NaOH 

❖ Môi trường thử hoạt tính Lipase 

NB: 8g 

Agar: 17g  

Nước: 1 lít 

Chỉnh pH = 7,6 bằng NaOH. Sau khi khử trùng để nguội 50oC rồi bổ sung Tween-

80 với tỷ lệ 1% 

 

 

 



 

Phụ lục 2: Đường chuẩn PCA 

PCA (µg/mL) 20 10 5 2.5 1.25 0.6 

OD367nm 0.535 0.284 0.144 0.071 0.036 0.017 

 

O D  3 6 0 n m

P
C

A
 (


g
/m

L
)

0 .0 0 .2 0 .4 0 .6

0

5

1 0

1 5

2 0

2 5

Y = 37.32*X - 0.2028

R 2 = 0 .9 9 9 0

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Phụ lục 3. Danh sách các chủng vi khuẩn phân lập và sàng lọc khả năng 

sinh pyocyanin 

STT Kí hiệu chủng 
Khả năng sinh 

pyocyanin (g/mL) 
Nguồn gốc 

1 PS5 0 

Bộ sưu tập của phòng Công 

nghệ sinh học tái tạo môi 

trường, các chủng được phân 

lập từ các mẫu nước, bùn ao 

nuôi tôm tại các tỉnh Quảng 

Ninh, Nam Định. 

2 PS8 0 

3 PS9 0 

4 PS10 0 

5 PS12 0 

6 PS39 15,02 ± 0,56 

7 PS40 0 

8 PS41 0 

9 PS42 0 

10 PS43 0 

11 PS1 0 
Bùn ao tôm - Tiên Yên, Quảng 

Ninh 
12 PS2 11,04 ± 0,79 

13 PS3 12,06 ± 0,56 

14 PS4 6,01 ± 1,2 Nước nuôi cá - Ninh Bình  

15 PS6 10,03 ± 0,7 Xoang tiêu hóa tôm – Ninh 

Bình  16 PS7 0 

17 PS11 11,05 ± 0,46 
Ruột tôm - Ninh Bình 

18 PS17 0 

19 PS21 0 

Bùn đáy ao nuôi cá- Nam Định  

20 PS22 0 

21 PS23 0 

22 PS25 0 

23 PS26 0 

24 PS27 0 

25 PS28 0 

26 PS33 9,07 ± 0,89 

27 PS35 12,09 ± 0,7 Nước ao nuôi cá - Nam Định 

28 PS44 7,06 ± 0,62 Ruột cá - Nam Định 

 



 

 

Hình ảnh một số chủng phân lập được từ mẫu thu thập tại Quảng Ninh và 

Ninh Bình 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Phụ lục 4. Phổ giải trình tự nucleotide của gen phzM và phzS từ chủng P. 

aeruginosa PS39 

 

Phổ giải trình tự nucleotide của gen phzM:  

phzM_pJET1_2F 

 

 



 

 

 

phzM_pJET1_2R 

 



 

 

 

 

 

 



 

Phổ giải trình tự nucleotide của gen phzS:  

phzS_pJET1_2F 

 

 



 

 

phzS_pJET1_2R 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

Phụ lục 5. Trình tự nucleotide của gen phzM từ chủng P. aeruginosa PS39 

  1 atgaataatt cgaatcttgc tgctgcgcgt aatttgatac aagttgttac cggggaatgg 

 61 aagtcccgtt gcgtctacgt cgctacgcgc ctcgggctgg ccgatctgat cgagagcggg 

121 atcgacagcg acgagacgct ggccgccgcg gtcggttccg atgccgagcg catccatcga 

181 ctgatgcgcc tgctggtggc cttcgagatc ttccagggcg atacccgcga cggctacgcc 

241 aataccccca ccagccacct gctgagggat gtcgagggct ccttccgcga catggtgctg 

301 ttctacggcg aggagttcca cgccgcctgg acgcccgcct gcgaggcgct actcagcggt 

361 accccaggct tcgagctggc gttcggcgaa gacttctaca gctacctgaa gcgctgcccg 

421 gatgcaggcc ggcgcttcct gctggcgatg aaggcaagca acctggcctt ccatgagatc 

481 cccaggctcc tggatttccg cgggcgtagc ttcgtcgacg tcggtggcgg ttccggcgaa 

541 ttgaccaagg ccatcctgca ggccgagccc agcgcccggg gcgtgatgct cgaccgcgag 

601 ggttccctcg gcgtggcccg cgacaacctc tccagcctgt tggcagggga gcgcgtcagc 

661 ctggtgggcg gcgacatgct gcaagaggtg ccgtccaacg gcgatatcta cctgctgtcg 

721 cggatcatcg gcgatctgga cgaagccgcc agcctgaggt tgctcggcaa ttgccgcgag 

781 gcgatggccg gcgacggccg ggtggcggtg atcgagcgaa ccatctcggc cagcgagccg 

841 tcgccgatgt cggtgctctg ggacgtgcac ctgttcatgg cctgcgctgg ccgccaccgc 

901 accaccgagg aggtggtcga cctgctcggg cgcggcggct tcgcggtgga gcggatcgtc 

961 gacctgccga tggaaacccg catgatcgtc gctgccaggg cctgaatcgg aactttcaac 

1021 gg// 

 



 

Phụ lục 6. Thông tin đăng ký trên Ngân hàng gen của gen phzM (dưới 

định dạng GenBank) 

 

 

 



 

 

Phụ lục 7. Trình tự nucleotide của gen phzS từ chủng P. aeruginosa PS39 

   1 tcgaacactc tagaaaagga agcacccatg ggcgaaccca tcgatatcct cattgccggc 

  61 gccggcatcg gcggcctcag ttgcgccctg gccctgcacc aggccggcat cggcaaggtc 

 121 acgctgctgg aaagcagcag cgagatacgc ccccttggcg tcggcatcaa tatccagccg 

 181 gcggcggtcg aggccctcgc cgaactgggc ctcggcccgg cgctggcggc caccgccatc 

 241 cccacccatg agctgcgcta catcgaccag agcggcgcca cggtatggtc cgagccgcgc 

 301 ggggtggaag ccggcaacgc ctatccgcag tactcgatcc atcgcggcga actgcagatg 

 361 atcctgctcg ccgcggtgcg cgagcgtctc ggccaacagg cggttcgcac cggtctcggc 

 421 gtggagcgca ccgaagagcg cgacggccgc gtactgatcg gcgcccgcga cggacacggc 

 481 aagcccctgg cgctcggtgc cgatgtgctg gtcggcgccg acggcatcca ctcggcggtc 

 541 cgcgcgcacc tgcatcccga ccaggggccg ctgtcccacg gtgggatcac catgtggcgc 

 601 ggcgtcaccg agttcgaccg cttcctcgac ggcaagacca tgatcgtcgc caacgacgag 

 661 cactggtcgc gcctggtcgc ctatccgatc tcggcgcgcc acgcggccga aggcaagtcg 

 721 ctggtgaact gggtgtgcat ggtgccgagc gccgccgtcg gccagctcga caacgaagcc 

 781 gactggaacc gcaacggacg cctggaagac gtgttgccgt tcttcgccga ctgggacctg 

 841 ggctggttcg acatccgcga cctgctgacc cgcaaccagt tgatcctgca gtacccgatg 

 901 gtcgaccgcg atccgctgcc gcactggggc cggggacgca tcacgctgct cggcgacgcc 

 961 gcccacctga tgtatccgat gggcgccaac ggcgcttcgc aggcgatcct cgacggcatc 

1021 gagctggccg ccgcgctggc gcgcaacgcc gacgtggccg cagccctgcg cgaatacgaa 

1081 gaagcgcggc ggccgaccgc caacaagatc atcctggcca accgcgaacg ggaaaaagag 

1141 gaatgggccg cggcttcgcg accgaagacc gagaagagcg cggcgctgga agcgatcacc 

1201 ggcagctacc gcaaccaggt ggaacggcca cgctagcatg caaaaaa// 

 



 

Phụ lục 8. Thông tin đăng ký trên Ngân hàng gen của gen phzS (dưới 

định dạng GenBank) 

 

 

 

 

 

 



 

Phụ lục 9. Thông số giải trình tự Miseq 

Plasmid tái tổ hợp sau khi tách chiết được tạo thư viện sử dụng bộ kit Nextera XT 

DNA Library Prep Kit (Illumina, USA). Thư viện được giải trình tự hai chiều (150 x 2) 

trên hệ thống Miseq (Thông số mẻ chạy như bảng bên dưới). Dữ liệu thô được phân tích 

bằng phần mềm BWA (Li, Durbin, 2009) và IGV (Robinson et al., 2011). 

 

Cycle Status 

Extracted 311 Called 311 Scored 311 Error Rated 0 

 

Run Summary 

Level Yield Total (G) Projected Total Yield (G) Aligned (%) Error Rate (%) Intensity Cycle 1 % >= Q30 

Read 1 0.10 0.10 0.00 NaN 191 96.54 

Read 2 0.01 0.01 0.00 NaN 952 98.97 

Read 3 0.10 0.10 0.00 NaN 195 96.03 

Non-Indexed Total 0.20 0.20 0.00 NaN 193 96.29 

Total 0.21 0.21 0.00 NaN 446 96.36 
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Chất lượng mẻ chạy 

 

 

 

 

 

 

 



 

Phụ lục 10. Trình tự Plasmid pUCP24-phzMS 

LOCUS       MZ399165                6266 bp    DNA     circular SYN 12-

OCT-2022 

DEFINITION  Shuttle vector pUCP24-phzMS, complete sequence. 

ACCESSION   MZ399165 

VERSION     MZ399165.1 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Shuttle vector pUCP24-phzMS 

  ORGANISM  Shuttle vector pUCP24-phzMS 

            other sequences; artificial sequences; vectors. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 6266) 

  AUTHORS   West SE, Schweizer HP, Dall C, Sample AK and Runyen-Janecky 

LJ. 

  TITLE     Construction of improved Escherichia-Pseudomonas shuttle 

vectors 

            derived from pUC18/19 and sequence of the region required for 

their 

            replication in Pseudomonas aeruginosa 

  JOURNAL   Gene 148 (1), 81-86 (1994) 

   PUBMED   7926843 

REFERENCE   2  (bases 1 to 6266) 

  AUTHORS   Vinh,N.Q., Loi,N.T.T., Uyen,N.H., Thuan,N.C. and Trang,N.H. 

  TITLE     The recombinant plasmid pUCP24-phzMS in boosting production 

of 

            pyocyanin in Pseudomonas aeruginosa PS39-phzMS strain 

  JOURNAL   Unpublished 

REFERENCE   3  (bases 1 to 6266) 

  AUTHORS   Vinh,N.Q., Loi,N.T.T., Uyen,N.H., Thuan,N.C. and Trang,N.H. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (13-JUN-2021) Vast Culture Collection of 

Microorganisms, 

            Institute of Biotechnology, Vietnam Academy of Science and 

            Technology, 18 Hoang Quoc Viet Street, Hanoi, Cau Giay 10000, 

            Vietnam 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..6266 

                     /organism="Shuttle vector pUCP24-phzMS" 

                     /mol_type="other DNA" 

                     /db_xref="taxon:2983419" 

     gene            complement(1436..2644) 

                     /gene="phzS" 

     CDS             complement(1436..2644) 

                     /gene="phzS" 

                     /codon_start=1 

                     /transl_table=11 

                     /product="putative flavin-containing monooxygenase" 

                     /protein_id="UXX42323.1" 

                      
        1 cctctcaggc gccgctggtg ccgctggttg gacgccaagg gtgaatccgc ctcgataccc 

       61 tgattactcg cttcctgcgc cctctcaggc ggcgataggg gactggtaaa acggggattg 

      121 cccagacgcc tcccccgccc cttcaggggc acaaatgcgg ccccaacggg gccacgtagt 

      181 ggtgcgtttt ttgcgtttcc acccttttct tccttttccc ttttaaacct tttaggacgt 

      241 ctacaggcca cgtaatccgt ggcctgtaga gtttaaaaag ggacggattt gttgccatta 

      301 agggacggat ttgttgttaa gaagggacgg atttgttgtt gtaaagggac ggatttgttg 

      361 tattgtggga cgcagataca gtgtcccctt atacacaagg aatgtcgaac gtggcctcac 

      421 ccccaatggt ttacaaaagc aatgccctgg tcgaggccgc gtatcgcctc agtgttcagg 

      481 aacagcggat cgttctggcc tgtattagcc aggtgaagag gagcgagcct gtcaccgatg 

      541 aagtgatgta ttcagtgacg gcggaggaca tagcgacgat ggcgggtgtc cctatcgaat 

      601 cttcctacaa ccagctcaaa gaagcggccc tgcgcctgaa acggcgggaa gtccggttaa 

      661 cccaagagcc caatggcaag gggaaaagac cgagtgtgat gattaccggc tgggtgcaaa 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2983419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7926843
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2983419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MZ399165.1?from=1436&to=2644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MZ399165.1?from=1436&to=2644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2314663602


 

      721 caatcatcta ccgggagggt gagggccgtg tagaactcag gttcaccaaa gacatgctgc 

      781 cgtacctgac ggaactcacc aaacagttca ccaaatacgc cttggctgac gtggccaaga 

      841 tggacagcac ccacgcgatc aggctttacg agctgctcat gcaatgggac agcatcggcc 

      901 agcgcgaaat agaaattgac cagctgcgaa agtggtttca actggaaggc cggtatccct 

      961 cgatcaagga cttcaagttg cgagtgcttg atccagccgt gacgcagatc aacgagcaca 

     1021 gcccgctaca ggtggagtgg gcgcagcgaa agaccgggcg caaggtcaca catctgttgt 

     1081 tcagttttgg accgaagaag cccgccaagg cggtgggtaa ggccccagcg aagcgcaagg 

     1141 ccgggaagat ttcagatgct gagatcgcga aacaggctcg ccctggtgag acatgggaag 

     1201 cggcccgcgc tcgactaacc cagatgccgc tggatctggc ctagaggccg tggccaccac 

     1261 ggcccggcct gcctttcagg ctgcgcaact gttgggaagg gcgatcggtg cgggcctctt 

     1321 cgctattacg ccagctggcg aaagggggat gtgctgcaag gcgattaagt tgggtaacgc 

     1381 cagggttttc ccagtcacga cgttgtaaaa cgacggccag tgccaagctt gcatgctagc 

     1441 gtggccgttc cacctggttg cggtagctgc cggtgatcgc ttccagcgcc gcgctcttct 

     1501 cggtcttcgg tcgcgaagcc gcggcccatt cctctttttc ccgttcgcgg ttggccagga 

     1561 tgatcttgtt ggcggtcggc cgccgcgctt cttcgtattc gcgcagggct gcggccacgt 

     1621 cggcgttgcg cgccagcgcg gcggccagct cgatgccgtc gaggatcgcc tgcgaagcgc 

     1681 cgttggcgcc catcggatac atcaggtggg cggcgtcgcc gagcagcgtg atgcgtcccc 

     1741 ggccccagtg cggcagcgga tcgcggtcga ccatcgggta ctgcaggatc aactggttgc 

     1801 gggtcagcag gtcgcggatg tcgaaccagc ccaggtccca gtcggcgaag aacggcaaca 

     1861 cgtcttccag gcgtccgttg cggttccagt cggcttcgtt gtcgagctgg ccgacggcgg 

     1921 cgctcggcac catgcacacc cagttcacca gcgacttgcc ttcggccgcg tggcgcgccg 

     1981 agatcggata ggcgaccagg cgcgaccagt gctcgtcgtt ggcgacgatc atggtcttgc 

     2041 cgtcgaggaa gcggtcgaac tcggtgacgc cgcgccacat ggtgatccca ccgtgggaca 

     2101 gcggcccctg gtcgggatgc aggtgcgcgc ggaccgccga gtggatgccg tcggcgccga 

     2161 ccagcacatc ggcaccgagc gccaggggct tgccgtgtcc gtcgcgggcg ccgatcagta 

     2221 cgcggccgtc gcgctcttcg gtgcgctcca cgccgagacc ggtgcgaacc gcctgttggc 

     2281 cgagacgctc gcgcaccgcg gcgagcagga tcatctgcag ttcgccgcga tggatcgagt 

     2341 actgcggata ggcgttgccg gcttccaccc cgcgcggctc ggaccatacc gtggcgccgc 

     2401 tctggtcgat gtagcgcagc tcatgggtgg ggatggcggt ggccgccagc gccgggccga 

     2461 ggcccagttc ggcgagggcc tcgaccgccg ccggctggat attgatgccg acgccaaggg 

     2521 ggcgtatctc gctgctgctt tccagcagcg tgaccttgcc gatgccggcc tggtgcaggg 

     2581 ccagggcgca actgaggccg ccgatgccgg cgccggcaat gaggatatcg atgggttcgc 

     2641 ccatgggtgc ttccttttct agaggatccc cccgttgaaa gttccgattc aggccctggc 

     2701 agcgacgatc atgcgggttt ccatcggcag gtcgacgatc cgctccaccg cgaagccgcc 

     2761 gcgcccgagc aggtcgacca cctcctcggt ggtgcggtgg cggccagcgc aggccatgaa 

     2821 caggtgcacg tcccagagca ccgacatcgg cgacggctcg ctggccgaga tggttcgctc 

     2881 gatcaccacc acccggccgt cgccggccat cgcctcgcgg caattgccga gcaacctcag 

     2941 gctggcggct tcgtccagat cgccgatgat ccgcgacagc aggtagatat cgccgttgga 

     3001 cggcacctct tgcagcatgt cgccgcccac caggctgacg cgctcccctg ccaacaggct 

     3061 ggagaggttg tcgcgggcca cgccgaggga accctcgcgg tcgagcatca cgccccgggc 

     3121 gctgggctcg gcctgcagga tggccttggt caattcgccg gaaccgccac cgacgtcgac 

     3181 gaagctacgc ccgcggaaat ccaggagcct ggggatctca tggaaggcca ggttgcttgc 

     3241 cttcatcgcc agcaggaagc gccggcctgc atccgggcag cgcttcaggt agctgtagaa 

     3301 gtcttcgccg aacgccagct cgaagcctgg ggtaccgctg agtagcgcct cgcaggcggg 

     3361 cgtccaggcg gcgtggaact cctcgccgta gaacagcacc atgtcgcgga aggagccctc 

     3421 gacatccctc agcaggtggc tggtgggggt attggcgtag ccgtcgcggg tatcgccctg 

     3481 gaagatctcg aaggccacca gcaggcgcat cagtcgatgg atgcgctcgg catcggaacc 

     3541 gaccgcggcg gccagcgtct cgtcgctgtc gatcccgctc tcgatcagat cggccagccc 

     3601 gaggcgcgta gcgacgtaga cgcaacggga cttccattcc ccggtaacaa cttgtatcaa 

     3661 attacgcgca gcagcaagat tcgaattatt catgggtacc gagctcgaat tcgtaatcat 

     3721 gtcatagctg tttcctgtgt gaaattgtta tccgctcaca attccacaca acatacgagc 

     3781 cggaagcata aagtgtaaag cctggggtgc ctaatgagtg agctaactca cattaattgc 

     3841 gttgcgctca ctgcccgctt tccagtcggg aaacctgtcg tgccagctgc attaatgaat 

     3901 cggccaacgc gcggggagag gcggtttgcg tattgggcgc tcttccgctt cctcgctcac 

     3961 tgactcgctg cgctcggtcg ttcggctgcg gcgagcggta tcagctcact caaaggcggt 

     4021 aatacggtta tccacagaat caggggataa cgcaggaaag aacatgtgag caaaaggcca 

     4081 gcaaaaggcc aggaaccgta aaaaggccgc gttgctggcg tttttccata ggctccgccc 

     4141 ccctgacgag catcacaaaa atcgacgctc aagtcagagg tggcgaaacc cgacaggact 

     4201 ataaagatac caggcgtttc cccctggaag ctccctcgtg cgctctcctg ttccgaccct 

     4261 gccgcttacc ggatacctgt ccgcctttct cccttcggga agcgtggcgc tttctcatag 

     4321 ctcacgctgt aggtatctca gttcggtgta ggtcgttcgc tccaagctgg gctgtgtgca 

     4381 cgaacccccc gttcagcccg accgctgcgc cttatccggt aactatcgtc ttgagtccaa 

     4441 cccggtaaga cacgacttat cgccactggc agcagccact ggtaacagga ttagcagagc 



 

     4501 gaggtatgta ggcggtgcta cagagttctt gaagtggtgg cctaactacg gctacactag 

     4561 aagaacagta tttggtatct gcgctctgct gaagccagtt accttcggaa aaagagttgg 

     4621 tagctcttga tccggcaaac aaaccaccgc tggtagcggt ggtttttttg tttgcaagca 

     4681 gcagattacg cgcagaaaaa aaggatctca agaagatcct ttgatctttt ctacggggtc 

     4741 tgacgctcag tggaacgaaa actcacgtta agggattttg gtcatgagat tatcaaaaag 

     4801 gatcttcacc tagatccttt taaattaaaa atgaagtttt aaatcaatct aaagtatata 

     4861 tgagtaaact tggtctgaca gttaccaatg cttaatcagt gaggcaccta tctcagcgat 

     4921 ctgtctattt cgttcatcca tagttgcctg actccccgtc gtgtagataa ctacgatacg 

     4981 ggagggctta ccatctggcc ccagtgctgc aatgataccg cgagacccac gctcaccggc 

     5041 tccagattta tcagcaataa accagccagc cggaagggcc gagcgcagaa gtggtcctgc 

     5101 aactttatcc gcctccatcc agtctattaa ttgttgccgg gaagctagag taagtagttc 

     5161 gccagttaat agtttgcgca acgttgttgc cattgctaca ggcatcgtgg tgtcacgctc 

     5221 gtcgtttggt atggcttcat tcagctccgg ttcccaacga tcaaggcgag ttacatgatc 

     5281 ccccatgttg tgcaaaaaag cggttagctc cttcggtcct ccgatcgttg tcagaagtaa 

     5341 gttggccgca gtgttatcac tcatggttat ggcagcactg cataattctc ttactgtcat 

     5401 gccatccgta agatgctttt ctgtgactgg tgagtcgaat tggccgcggc gttgtgacaa 

     5461 tttaccgaac aactccgcgg ccgggaagcc gatctcggct tgaacgaatt gttaggtggc 

     5521 ggtacttggg tcgatatcaa agtgcatcac ttcttcccgt atgcccaact ttgtatagag 

     5581 agccactgcg ggatcgtcac cgtaatctgc ttgcacgtag atcacataag caccaagcgc 

     5641 gttggcctca tgcttgagga gattgatgag cgcggtggca atgccctgcc tccggtgctc 

     5701 gccggagact gcgagatcat agatatagat ctcactacgc ggctgctcaa acttgggcag 

     5761 aacgtaagcc gcgagagcgc caacaaccgc ttcttggtcg aaggcagcaa gcgcgatgaa 

     5821 tgtcttacta cggagcaagt tcccgaggta atcggagtcc ggctgatgtt gggagtaggt 

     5881 ggctacgtct ccgaactcac gaccgaaaag atcaagagca gcccgcatgg atttgacttg 

     5941 gtcagggccg agcctacatg tgcgaatgat gcccatactt gagccaccta actttgtttt 

     6001 agggcgactg ccctgctgcg taacatcgtt gctgctgcgt aacatcgttg ctgctccata 

     6061 acatcaaaca tcgacccacg gcgtaacgcg cttgctgctt ggatgcccga ggcatagact 

     6121 gtacaaaaaa acagtcataa caagccatga aaaccgccac tgcgccgtta ccaccgctgc 

     6181 gttcggtcaa ggttctggac cagttgcgtg agcgcatacg ctacttgcat tacagtttac 

     6241 gaaccgaaca ggcttatgtc aattcg// 

 

Chú thích: 

Atgcatgc: vị trí gắn ribosome và vị trí gen pRO1614rep (411-1244) 

Atgcatgc: vị trí gắn ribosome và vị trí gen pUCGM aacC1 (5511-6044, mạch 

bổ sung) 

Atgcatgc: vị trí mồi xuôi M13_pUC (1390-1412)   

Atgcatgc: vị trí mồi ngược M13_pUC (3734-3756, mạch bổ sung) 

Atgcatgc: vị trí Lac-promotor (3770-3799, mạch bổ sung) 

Atgcatgc: vị trí gắn ribosome Lac (3732-3736, mạch bổ sung) 

Atgcatgc: Vị trí gen phzM (2672-3693, mạch bổ sung) 

Atgcatgc: Vị trí gắn ribosome gen phzS (1436-2644, mạch bổ sung) 

 

 

 

 

 

 



 

Phụ lục 11. Kết quả phân tích pyocyanin bằng HPLC 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 

 



 

Phụ lục 12. Kết quả thử nghiệm hoạt tính kháng khuẩn 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

Phụ lục 13. Hình ảnh khả năng kháng kháng sinh của chủng P. 

aeruginosa PS39  

 

Khả năng kháng kháng sinh gentamycin của chủng tái tổ hợp P. aeruginosa 

PS39-phzMS (trái); chủng P. aeruginosa PS39 có vòng ức chế (phải) 

Phụ lục 14. Bảng số liệu và hình ảnh các điều kiện ảnh hưởng đến quá 

trình sinh tổng hợp pyocyanin bởi chủng tái tổ hợp P. aeruginosa PS39-

phzMS 

1. Ảnh hưởng của các thành phần môi trường 

Môi 

trường 

PYO (mg/ml) 

Mean SD n 

KingA 23,6 0,05 3 

KingA+A 10 0,05 3 

KingA+G 12,4 0,1 3 

AM 34,71 0,35 3 

GM 35,57 0,26 3 

 

 

 

5 loại môi trường (1) KingA, (2) KingA+A); (3) KingA+G; (4) AM; (5) GM 

 



 

2. Ảnh hưởng của nồng độ axit glutamic 

Axit glutamic 

(%) 

PYO (mg/ml) 

Mean SD n 

0,75 25,27 0,34 3 

1 39,8 0,43 3 

1,25 42,07 0,34 3 

1,5 49,57 1,71 3 

 

 

GM1: 0,75%; GM2: 1%; GM3: 1,25%; GM4: 1,5% 

 

3. Ảnh hưởng của pH môi trường 

pH pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 

Thời 

gian 

(giờ) 

Mean SD n Mean SD n Mean SD n Mean SD n 

72 16,73 0,68 3 23,85 0,45 3 24,6 0,69 3 14,51 0,78 3 

96 17,2 0,26 3 26,34 0,62 3 29,93 0,43 3 18,61 0,17 3 

120 18,5 0,34 3 30,5 0,7 3 34,6 0,71 3 21,06 0,85 3 

 

 

 

 



 

4. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy 

Nhiệt độ 

(oC) 

PYO (mg/ml) 

Mean SD n 

20 3,56 0,3 3 

28 24,04 0,25 3 

30 24,24 0,15 3 

37 7,26 0,43 3 

45 3,7 0,49 3 

5. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy 

Thời gian 

(giờ) 

Pyocyanin (µg/ml) 

Mean SD n 

24 14,51 0,52 3 

48 19,75 0,33 3 

72 24,94 0,7 3 

96 27,42 0,67 3 

120 34,04 0,87 3 

144 19,68 0,91 3 

 

6. Ảnh hưởng của tốc độ lắc 

Tốc độ lắc 

(vòng/phút) 

Pyocyanin (µg/ml) 

Mean SD n 

50 10,556 0,2744 3 

100 16,657 0,7769 3 

150 17,353 1,4114 3 

200 23,967 1,8903 3 

 

 


