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MỞ ĐẦU 

Cây Bát Giác Liên với tên khoa học là Dysosma difformis (Hemsl & E.H. 

Wilson) T.H.Wang, được biết đến như một loại thảo mộc đặc biệt thuộc họ 

Berberidaceae. Nó đã được người dân Việt Nam sử dụng rộng rãi như một phương 

thuốc dân gian để điều trị nhiều bệnh lý khác nhau như rắn cắn, sưng tấy, áp xe vú, 

nhọt độc, ho đờm và thậm chí là ung thư vú. Việc sử dụng thảo dược này được ghi 

nhận là rất hiệu quả và ít hoặc không gây ra tác dụng phụ đáng kể [1]. Hơn nữa, hiệu 

quả chữa bệnh của nó đã được các nghiên cứu khoa học chứng minh rõ ràng, xác định 

được bảy hợp chất chính có hoạt tính sinh học bao gồm podophyllotoxin (1) và các 

dẫn xuất khác như quercetin (2), rutin (3), kaempferol (4), nicotiflorin (5), α-

peltatin (6), deoxypodophyllotoxin (7), tất cả đều được phân lập từ phần thân rễ dưới 

mặt đất của cây Bát Giác Liên [2], hầu hết các hợp chất này đều có hoạt tính dược lý 

phổ rộng. Do có những hoạt tính quý này nên việc khai thác quy mô lớn có thể dẫn 

đến suy thoái đối với loài cây này trong hệ sinh thái. Hiện nay, loài Bát Giác Liên 

được đưa vào nhóm thực vật đang nguy cấp trong sách đỏ Việt Nam 2007 [3]. Để bảo 

tồn và thay thế nguồn nguyên liệu quý hiếm này, các nhà khoa học đang hướng đến 

việc nghiên cứu các gen liên quan đến quá trình trao đổi chất, đặc biệt là các gen trong 

con đường tổng hợp các hợp chất có hoạt tính làm thuốc. Đồng thời, họ cũng tìm 

kiếm các phương pháp nhằm tăng cường sản lượng các hợp chất này. 

Podophyllotoxin (PTOX) là một chất chuyển hóa có hoạt tính sinh học phổ 

rộng, được tìm thấy trong cả thực vật và nấm nội sinh. PTOX là chất gây độc tế bào 

và được sử dụng làm chất, tiền chất trong quá trình sinh tổng hợp thuốc chống ung 

thư ít độc hơn các hợp chất như teniposide, etoposide [4]. Chất này được chứng minh 

sử dụng hiệu quả cho ung thư phổi, u tinh hoàn, u nguyên bào thần kinh, u gan và các 

khối u khác [5], [6], v.v. Việc điều trị bằng deoxypodophyllotoxin (DPTOX) - một 

dẫn xuất của PTOX - đã được chứng minh làm giảm đáng kể sự gia tăng của tế bào 

DU-145. DPTOX đạt được hiệu quả này thông qua việc kích hoạt caspase-3 (một 

protease quan trọng trong quá trình phân hủy DNA), dẫn đến tăng cường quá trình 

chết tế bào theo chương trình (apoptosis). Ngoài ra, DPTOX còn tác động đến con 

đường truyền tín hiệu trong tế bào, làm giảm mức phosphoryl hóa Akt và kích hoạt 

con đường Bax/PTEN trong các tế bào DU-145 [7]. Gần đây, PTOX đã được tìm thấy 

trong dịch chiết ethanol của D. difformis (Hemsl. & E.H. Wilson) T.H. Wang, cho 

thấy hoạt động chống oxy hóa và/hoặc trị đái tháo đường đáng kể [1]. Ngoài ra, một 

số nghiên cứu chỉ ra rằng các dẫn xuất của PTOX được chiết xuất từ một số loài thuộc 

chi Dysosma có khả năng ức chế sự nhân lên của virus HIV thông qua việc ngăn chặn 

enzyme sao chép ngược [8]. Trong một nghiên cứu của Macrae và cộng sự, họ đã thử 
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nghiệm hoạt tính kháng virus của PTOX, α-peltatin và diphyllin trên hai loại virus: 

Cytomegalovirus murin (MCMV, virus DNA) và virus Sindbis (virus ARN). Kết quả 

cho thấy PTOX ở nồng độ 241 nM và α-peltatin ở nồng độ 250 nM có tác dụng ức 

chế mạnh mẽ virus MCMV (lần lượt là 74% và 85%), trong khi đó, hiệu quả ức chế 

đối với virus Sindbis lại rất kém (chỉ 3% và 5% tương ứng). Tuy vậy, sự tổng hợp 

hóa học của PTOX được coi là rất phức tạp và không hiệu quả bởi vì sự có mặt của 

4 trung tâm bất đối cùng với một C lactone và mức độ oxy hóa cao [9]. Hơn nữa, 

việc sử dụng công nghệ nuôi cấy sinh khối tế bào hoặc nuôi cấy cơ quan thực vật ở 

các loài có khả năng sản sinh PTOX khó khả thi do hàm lượng PTOX thu được rất 

thấp. Để tìm kiếm một nguồn thay thế cho việc sản xuất aryl tetralin lignin này, vi 

sinh vật nội sinh đã được phân lập và nghiên cứu.  

Các nghiên cứu trước đây đã chỉ ra khả năng sản xuất PTOX thành công từ 

các loại nấm nội sinh. Cụ thể, các nhà khoa học đã phân lập nấm như Phialocephala 

fortinii từ Podophyllum peltatum [4], Fusarium sp. (WB5121) từ D.Versipellis [10], 

Fusarium solani từ Podophyllum hexandrum [11], Aspergillus fumigatus từ 

Juniperus communis [12], Alternaria tenuissima từ Sinopodophyllum emodi (Wall.) 

Ying [13], Monilia sp., Penicillium từ Dysosma veitchii [14], đều có khả năng sản 

xuất PTOX. Điều đó cung cấp bằng chứng khoa học cho thấy nấm nội sinh có tiềm 

năng thay thế nguồn tài nguyên đang dần cạn kiệt. Tiềm năng thu nhận các hợp chất 

có hoạt tính sinh học cao, đặc biệt là PTOX và các dẫn xuất từ vi nấm nội sinh 

Dysosma difformis (hemsl & E.H. Wilson) T.H.Wang là hướng đi mới và hiệu quả 

trong việc khai thác, phát triển và bảo tồn loài dược liệu quý hiếm này. 

Xuất phát từ cơ sở khoa học và thực tiễn trên, NCS thực hiện luận án: “Nghiên 

cứu phân lập vi nấm nội sinh từ cây dược liệu Bát Giác Liên và đánh giá khả năng 

sinh hoạt chất podophyllotoxin và các dẫn xuất”. 

Mục tiêu nghiên cứu của luận án: 

Phân lập và tuyển chọn được các chủng vi nấm nội sinh cây Bát Giác Liên có 

khả năng sinh tổng hợp podophyllotoxin và các dẫn xuất có hoạt tính sinh học. 

Giải mã hệ gen chủng vi nấm nội sinh tuyển chọn. 

Xác định các điều kiện thích hợp sinh tổng hợp podophyllotoxin và các dẫn 

xuất của chủng vi nấm nội sinh tuyển chọn ở quy mô phòng thí nghiệm. 

Tinh chế và xác định được cấu trúc của chất/tiền chất podophyllotoxin từ 

chủng vi nấm nội sinh tuyển chọn. 

Các nội dung nghiên cứu của luận án: 

- Phân lập, định danh và sàng lọc chủng nấm nội sinh sản sinh hoạt chất 
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podophyllotoxin  

- Giải mã hệ gen chủng vi nấm nội sinh tuyển chọn và đề xuất con đường sinh 

tổng hợp chất/tiền chất podophyllotoxin. 

- Nghiên cứu một số điều kiện thích hợp cho sản sinh podophyllotoxin và các 

dẫn xuất của chủng vi nấm nội sinh lựa chọn bằng công nghệ lên men. 

- Lên men, thu hồi, xác định cấu trúc và đánh giá hoạt tính sinh học của các 

hợp chất từ vi nấm nội sinh tuyển chọn. 

Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của luận án: 

Nấm nội sinh tồn tại bên trong các mô khỏe mạnh của cây Bát Giác Liên, việc 

phân lập và xác định được khả năng sinh hoạt chất podophyllotoxin và các dẫn xuất 

tương tự của cây đã mở ra hướng đi tiềm năng nhằm tạo ra nguồn sản xuất 

podophyllotoxin và các dẫn suất có hoạt tính sinh học cho ngành công nghiệp dược. 

Kết quả nghiên cứu của luận án cho thấy, việc lựa chọn được các điều kiện thích hợp 

nhằm nâng cao khả năng sinh tổng hợp podophyllotoxin và các dẫn xuất của chủng 

vi nấm nội sinh Penicillium. herquei HGN12.1R (P. herquei HGN12.1R) đã tạo ra 02 

hợp chất là các ứng viên triển vọng định hướng ứng dụng làm tiền chất để tổng hợp 

thuốc chống ung thư. 

Những đóng góp mới của luận án: 

Luận án là nghiên cứu mới có hệ thống về phân lập, định danh và đánh giá khả 

năng sinh hoạt chất podophyllotoxin và các dẫn xuất của các chủng vi nấm nội sinh 

phân lập từ cây dược liệu Bát Giác Liên. Kết quả nghiên cứu của đề tài bước đầu cho 

thấy việc tạo ra nguồn nguyên liệu thay thế không chỉ giúp giảm áp lực lên nguồn tài 

nguyên thiên nhiên mà còn thể hiện tiềm năng ứng dụng thực tiễn cao, tạo tiền đề cho 

việc phát triển các quy trình sản xuất podophyllotoxin hiệu quả phục vụ ngành dược 

phẩm, luận án tập trung vào các điểm chính sau: 

- Đã phân lập được 6 chủng vi nấm nội sinh từ các mẫu cây Bát Giác Liên ở Việt 

Nam có khả năng gây độc tế bào ung thư mạnh. Đồng thời đã đánh giá được sự đa 

dạng về vi nấm nội sinh ở cây Bát Giác Liên bản địa. 

- Tuyển chọn được chủng vi nấm nội sinh ở cây Bát Giác Liên P. herquei HGN12.1R 

có khả năng tổng hợp PTOX và giải trình tự hệ gen bằng công nghệ PacBio, chú giải 

gen và dự đoán con đường sinh tổng hợp podophyllotoxin và các dẫn xuất. 

- Tách chiết, tinh sạch và xác định được cấu trúc của 02 hợp chất -peltatin và -

peltatin là dẫn xuất của podophyllotoxin từ chủng vi nấm nội sinh P. herquei 

HGN12.1R và chứng minh được hoạt tính của chúng. 
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Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1. Tổng quan về cây Bát Giác Liên và vi nấm nội sinh liên quan 

1.1. Giới thiệu chung về cây Bát Giác Liên và vi nấm nội sinh 

1.1.1. Đặc điểm sinh học và phân bố 

Theo Danh lục các loài thực vật Việt Nam, Cây Bát Giác Liên thuộc chi 

Podophyllum (Dysosma) có hai loài là Podophyllum tonkinense Gagnep, 1938 (hay 

Dysosma difformis) và Podophyllum versipelle Hence, 1883 (hay Dysosma 

versipellis), phân bố chủ yếu ở các tỉnh phía Bắc như Lai Châu, Lào Cai, Hà Giang 

(nay thuộc tỉnh Tuyên Quang), Lạng Sơn [15].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bộ: Ranunculales 

Họ:Berberidaceae 

Chi:Podophyllum 

       (Dysosma) 

Loài: tonkinense 

 Hình 1.1. Bát Giác Liên - Podophyllum tonkinense Gagnep [3] 

Theo tổng hợp của Man Thanh Long, cây Bát Giác Liên còn gọi là cây độc 

cước liên, độc diệp nhất chi hoa, cước diệp… có tên khoa học là Dysosma difformis 

(tên đồng nghĩa là Podophyllum tonkinense Gagnepain) thuộc họ Hoàng Liên gai, 

phân bố chủ yếu ở một số tỉnh của Trung Quốc (Quảng Tây, Quý Châu, Hồ Nam, …) 

và Việt Nam (Lai Châu, Lào Cai, Tuyên Quang...) [16]. 

Cây Bát Giác Liên (Podophyllum tonkinense Gagnep.), được mô tả trong Sách 

đỏ Việt Nam, là một loài cây thân thảo sống lâu năm, thường đạt chiều cao từ 30-50 

cm. Đặc trưng của loài này là có thân rễ dạng chuỗi với nhiều đốt và các củ mọc 

ngang. Cây thường có 1-2 lá có cuống, phiến lá rộng 20-30 cm, xẻ thùy hình tam giác 

hoặc trứng với 6-8 thùy nông, mép lá có răng cưa nhỏ. Cuống lá thường đính gần 

giữa phiến. Cụm hoa của Bát Giác Liên bao gồm 5-9 hoa màu nâu tím, có cuống, 

thường mọc gần gốc lá và rủ xuống. Mỗi hoa có 6 lá đài phủ lông ngoài, 6 cánh hoa 
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hình thuôn đầu tròn, 6 nhị ngắn hơn cánh hoa, và bầu thụôn với đầu nhụy to. Quả của 

cây là quả mọng hình bầu dục hoặc trứng, chứa nhiều hạt nhỏ. Cây ra hoa vào khoảng 

tháng 3-5 và kết quả từ tháng 5-8. Loài này nhân giống tự nhiên chủ yếu từ hạt. Phần 

trên mặt đất của cây Bát Giác Liên thường tàn lụi vào mùa đông, và chồi non mới sẽ 

mọc lên từ thân rễ vào đầu xuân. Loài cây này ưa thích môi trường ẩm ướt và bóng 

râm, thường sinh trưởng trên đất mùn ẩm gần khe suối, dưới tán rừng kín thường 

xanh. Đặc biệt, Bát Giác Liên thường được tìm thấy ở rừng núi đá vôi có độ cao từ 

800-1200 m. Hiện nay, do những đặc điểm sinh thái và giá trị của mình, Bát Giác 

Liên được xếp vào nhóm nguy cấp (EN A1a, c, d) trong Sách đỏ Việt Nam 2007 [3]. 

1.1.2. Thành phần hóa học và tác dụng dược lý của cây Bát Giác Liên 

Nhóm nghiên cứu của Nguyễn Thị Dung năm 2018 đã tiến hành chiết tách và 

phân lập các thành phần hóa học từ phần dưới mặt đất (bao gồm rễ và thân rễ) của 

cây Bát Giác Liên (Podophyllum tonkinense Gagnep.). Kết quả nghiên cứu, họ đã xác 

định được 7 hợp chất từ mẫu thu thập tại Sa Pa (Lào Cai), bao gồm quercetin (1), 

rutin (2), kaempferol (3), nicotiflorin (4), α-peltatin (5), deoxypodophyllotoxin (6), 

và podophyllotoxin (7). Đáng chú ý, đây là lần đầu tiên hai hợp chất α-peltatin và 

nicotiflorin được phát hiện trong loài Podophyllum tonkinense Gagnepain [2]. 

Showkat Ahmad Ganie và cộng sự đã thực hiện một nghiên cứu in vitro cho 

thấy chiết xuất n-hexan từ cây Dysosma emodi (Podophyllum hexandrum) có khả 

năng loại bỏ hiệu quả nhiều loại gốc tự do, bao gồm DPPH, superoxit (O2-), hydroxyl 

(OH-) và hydro peroxit (H2O2). Tác dụng chống oxy hóa của chiết xuất này được 

đánh giá là tương đương với vitamin E [17]. 

Trong một nghiên cứu tiếp theo, Ganie và cộng sự cũng chứng minh được tác 

dụng bảo vệ gan của chiết xuất n-hexan từ Dysosma emodi trên chuột thí nghiệm bị 

gây stress oxy hóa bằng CCl4. Bằng cách đo các chỉ số sinh hóa (như alanin 

aminotransaminase, aspartate aminotransaminase, lactate dehydrogenase) và các 

enzym chống oxy hóa huyết thanh, họ nhận thấy chiết xuất n-hexan ở các liều lượng 

20, 30 và 50 mg/kg/ngày giúp giảm hoạt tính của các enzym marker tổn thương gan. 

Đồng thời, nó cũng làm tăng đáng kể mức độ của các enzyme chống oxy hóa quan 

trọng như glutathione (GSH), glutathion peroxidase (GPx), glutathion reductase 

(GR), superoxid dismutase (SOD) và glutathion-S-transferase (GST), với hiệu quả 

phụ thuộc vào liều lượng [17]. 

Theo một nghiên cứu khác của De Long Yang và cộng sự thì thân rễ của 

P.hexandrum chứa một số lignans có hoạt tính chống khối u. PTOX là sản phẩm tự 

nhiên gây độc tế bào mạnh. Nó được sử dụng làm hợp chất khởi đầu để tổng hợp 
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thuốc chống ung thư etoposide và teniposide. PTOX hoạt động như một chất ức chế 

quá trình lắp ráp vi ống. Những loại thuốc này được sử dụng cho ung thư phổi, ung 

thư tinh hoàn, u nguyên bào thần kinh, u gan và các khối u khác. Bên cạnh đó, nó 

cũng cho thấy các hoạt động chống vi rút bằng cách can thiệp vào một số quá trình 

vi rút quan trọng [17]. 

Trong quá trình tìm kiếm các hợp chất trừ sâu từ thực vật, RuigeYang và cộng 

sự đã phát hiện ra rằng PTOX và các dẫn xuất của nó có hoạt tính diệt côn trùng tốt. 

Các hợp chất này được phân lập từ dịch chiết của thân rễ các loài Podophyllum 

hexandrum và Juniperus Sabina [18]. 

1.1.3. Ứng dụng của cây Bát Giác Liên trong Y học cổ truyền 

Cây Bát Giác Liên (Dysosma difformis), một thành viên của họ Hoàng Liên 

Gai (Berberidaceae), từ lâu đã được xem là một loại thảo mộc quý giá trong y học cổ 

truyền Việt Nam. Các tài liệu như Từ điển cây thuốc Việt Nam [15], [19] và Sách đỏ 

Việt Nam [3] đều khẳng định giá trị y học của loài cây này, đặc biệt là rễ và thân rễ 

chứa hoạt chất berberin với khả năng chữa trị đa dạng các bệnh lý từ mụn nhọt, lở 

ngứa, tràng nhạc, sưng yết hầu cho đến vết thương do rắn độc cắn. Một nghiên cứu 

khác, theo truyền thống, chúng được áp dụng phổ biến để điều trị viêm họng, mụn 

nhọt, rắn cắn, áp xe vú và ung thư vú [1]. Ngoài ra, toàn cây Bát Giác Liên còn được 

sử dụng rộng rãi trong dân gian để giải độc, tiêu viêm, tiêu phù, và sát trùng. Mặc dù 

sở hữu những công dụng quý giá, hiện trạng của hai loài chi Bát Giác Liên đang rất 

đáng báo động. Đây là nguồn gen quý hiếm có giá trị cao, loài cây này hiện nay bị 

khai thác rất nhiều để làm thuốc hoặc bị mất đi do nạn tàn phá rừng nên số lượng còn 

rất ít, vì vậy cần có những biện pháp bảo vệ phù hợp để bảo tồn nguồn gen quý phục 

vụ cho công tác nghiên cứu và bảo tồn [15]. 

1.2. Vi nấm nội sinh và mối quan hệ với cây chủ 

1.2.1. Sơ lược về vi nấm nội sinh 

Nấm nội sinh thực vật là những loài nấm sống toàn bộ hoặc một phần vòng 

đời bên trong các mô khỏe mạnh của cây chủ, bao gồm lá, thân, rễ, cành, mà thường 

không gây ra các triệu chứng bệnh rõ rệt [20]. Rễ là điểm xâm nhập chính của nhiều 

vi sinh vật nội sinh. Sau khi xâm nhập, vi nấm có thể tập trung tại một vị trí hoặc di 

chuyển khắp các mô dẫn đến rễ, thân, lá, từ đó thúc đẩy quá trình trao đổi chất, tăng 

cường phát triển lông rễ và hạn chế sự kéo dài của rễ [21]. Trong suốt thời gian dài 

đồng tiến hóa một số vi sinh vật nội sinh cùng tồn tại với các cây chủ của chúng, đã 

thiết lập một mối quan hệ đặc biệt với nhau và có thể ảnh hưởng đáng kể đến sự hình 

thành các sản phẩm trao đổi chất trong thực vật. Mặt khác các vi sinh vật nội sinh sẽ 
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sản xuất một số hợp chất hoạt tính sinh học để giúp cây ký chủ chống lại các căng 

thẳng sinh học và phi sinh học bên ngoài, đổi lại mang lại lợi ích cho sự phát triển 

của vật chủ [22], [23]. Một số loại nấm nội sinh đã phát triển khả năng sản xuất các 

chất có hoạt tính sinh học tương tự như các chất có nguồn gốc từ cây ký chủ. Điều 

này có lợi cho chúng ta khi nghiên cứu các mối quan hệ giữa các vi sinh vật nội sinh 

và cây ký chủ của chúng, phát triển một cách tiếp cận mới có thể thay thế để sản xuất 

hiệu quả các hợp chất hoạt tính sinh học khan hiếm và có giá trị [24]. Những vi sinh 

vật này sản xuất kháng sinh, enzyme và các hợp chất hoạt tính sinh học khác cho 

phép chúng tồn tại trong môi trường cạnh tranh với các vi sinh vật khác. Ngoài ra, 

các chất chuyển hóa thứ cấp mang lại khả năng bảo vệ cho cây chủ của chúng chống 

lại các tác nhân gây bệnh do vi khuẩn và nấm khác và/hoặc có thể thúc đẩy sự phát 

triển của cây. Nấm nội sinh được xem là nguồn sản phẩm tự nhiên có hoạt tính sinh 

học đầy hứa hẹn, có thể được tối ưu hóa thông qua những thay đổi trong điều kiện 

trồng trọt. Việc khám phá các phân tử hoạt tính sinh học mới do các vi sinh vật này 

tạo ra đã thu hút sự chú ý của các nhà nghiên cứu. Sự đa dạng về hóa học và chức 

năng của các sản phẩm tự nhiên từ nấm nội sinh thể hiện một loạt các ứng dụng trong 

y học, nông nghiệp, công nghiệp và môi trường [25]. 

Trong hai thập kỷ qua, nhiều hợp chất tự nhiên có hoạt tính sinh học cao đã 

được khám phá thành công từ nấm nội sinh. Các hợp chất này thể hiện tiềm năng ứng 

dụng rộng rãi trong nông nghiệp, y học và công nghiệp thực phẩm, nhờ vào các đặc 

tính như kháng khuẩn, diệt côn trùng, gây độc tế bào, chống ung thư, giảm thiểu oxy 

hóa, kháng tiểu đường, gây ức chế miễn dịch, kháng huyết khối, kháng viêm, kháng 

lại bệnh Alzheimer và một số bệnh lý khác [26], [27]. Cho đến nay, hàng trăm loài 

thực vật đã được nghiên cứu về nấm nội sinh và hầu hết chúng đều đã được chứng 

minh là có hệ nấm nội sinh đa dạng [28], [29].  

Bằng chứng từ các mô hóa thạch của thân và lá cho thấy sự tồn tại của vi sinh 

vật liên quan đến thực vật từ khi thực vật bậc cao xuất hiện trên trái đất hàng trăm 

triệu năm trước [30], gợi ý về lịch sử phát triển lâu dài của vi sinh vật nội sinh. Mặc 

dù vậy, công tác phân lập và tối ưu các điều kiện nuôi cấy nhằm tìm kiếm các chủng 

nấm nội sinh có khả năng tổng hợp các hợp chất có hoạt tính vẫn còn hạn chế. Do đó, 

cần có thêm các nghiên cứu chuyên sâu hơn trong lĩnh vực này [31].  

 1.2.2. Mối quan hệ giữa vi nấm nội sinh và cây chủ 

Một số vi sinh vật xuất hiện tích cực xâm nhập vào các mô thực vật thông qua 

xâm nhập hở hoặc vết thương, cũng như chủ động sử dụng các enzym thủy phân như 

cellulase và pectinase [32]. Trong thời gian dài đồng tiến hóa, các loại nấm nội sinh 

đã dần thích nghi với môi trường vi mô đặc biệt của chúng bằng biến thể di truyền, 
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bao gồm cả việc hấp thu một số đoạn DNA của thực vật vào hệ gen của chúng, cũng 

như chèn các đoạn DNA của nấm vào hệ gen của vật chủ. Điều này có thể dẫn đến 

một số vi sinh vật nội sinh có khả năng tổng hợp một số  ״hoạt chất thực vật״ có nguồn 

gốc từ cây ký chủ của chúng [32], [33]. 

Mỗi loài thực vật chứa một hoặc nhiều loài nấm nội sinh. Nấm nội sinh là các 

nhóm vi sinh vật đa ngành và có thể phát triển mà không có triệu chứng trong các mô 

khỏe mạnh khác nhau của thực vật sống ở trên hoặc dưới mặt đất, bao gồm cả thân, 

lá, rễ. Ước tính có hơn một triệu loài nấm nội sinh trong tự nhiên [34]. Các hợp chất 

có hoạt tính sinh học do nấm nội sinh tạo ra là rất quan trọng để tăng khả năng thích 

ứng của cả nấm nội sinh và cây chủ của chúng, chẳng hạn như khả năng chịu đựng 

các áp lực sinh học và phi sinh học. Ngoài ra, các hợp chất này có thể tạo ra việc sản 

xuất rất nhiều chất chuyển hóa thứ cấp có hoạt tính sinh học mới [23] mà con người 

có thể khai thác và ứng dụng như những nguồn dược liệu quan trọng. Một số nghiên 

cứu cho thấy các cơ chế phân tử có thể phát sinh thông qua quá trình đồng tiến hóa 

của VSV nội sinh với vật chủ thực vật trong quá trình thiết lập mối quan hệ cộng sinh 

[35], [36]. Quá trình tổng hợp các hợp chất hoạt tính sinh học của nấm nội sinh có 

thể được điều chỉnh theo những thay đổi về môi trường và nhu cầu cụ thể trong các 

giai đoạn phát triển của nuôi cấy nấm [37]. Những thay đổi về các thông số nuôi cấy 

(ví dụ: thành phần môi trường, nhiệt độ, pH, ánh sáng) có thể ảnh hưởng đến đặc 

điểm chuyển hóa của nấm nội sinh vật [38]. Axit 3-hydroxypropionic (3-HPA) kháng 

khuẩn do nội sinh Diaphorte phaseolorum phân lập từ rừng ngập mặn Brazil tạo ra 

cho thấy hoạt tính in vitro chống lại cả Staphylococcus aureus và Salmonella typhi 

[39]. Gần đây, Rajini và cộng sự đã xác định sản xuất cellulase là một trong những 

đặc điểm của nấm nội sinh Trichoderma asperellum, Epicoccum nigrum và 

Alternaria longipes liên quan đến quá trình xâm chiếm của Sorghum bicolor và ức 

chế sự phát triển in vitro của Fusarium thapsinum, Epicoccum sorghinum, Alternaria 

alternata và Curvularia lunata bằng cách thủy phân thành tế bào [40]. Các enzyme 

phân giải do nấm nội sinh sản xuất thường ổn định hơn các enzyme do chất xúc tác 

hóa học truyền thống sản xuất và thường hoạt động trong điều kiện pH, nhiệt độ và 

áp suất vừa phải [41]. Hoạt tính phân giải lignin ngoại bào của Ceratobasidum 

stevensii nội sinh phân lập từ Bischofia polycarpa đã được chứng minh bởi [42]. 

Trong nghiên cứu này, NCS tập trung vào việc khảo sát nấm nội sinh trên cây 

Bát Giác Liên (chi Podophyllum) nhằm mục đích thu nhận hợp chất có hoạt tính sinh 

học PTOX và các dẫn xuất liên quan. Đồng thời, nghiên cứu này cũng hướng đến 

việc xác định mối quan hệ giữa các loài nấm nội sinh này và cây chủ, để hiểu rõ hơn 

và tận dụng lợi thế của nấm nội sinh thực vật và đây cũng là một chiến lược để thúc 
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đẩy sản xuất một cách hiệu quả các hợp chất hoạt tính sinh học này thông qua quá 

trình lên men.  

Bảng 1.1. Nấm nội sinh sản sinh podophyllotoxin và cây ký chủ của chúng [29] 

Nấm nội sinh Ký hiệu 

chủng 

Cây chủ Hàm lượng 

podophyllotoxin  

TLTK 

Alternaria sp. - Sinopodophyllum 

hexandrum(=Podophyll

um hexandrum) 

- [14] 

Alternaria sp. SC13 Sabina vulgaris - [43] 

Alternaria 

neesex 

Ty Sinopodophyllum 

hexandrum 

2.4 µg/L [44] 

Fusarium 

oxysporum 

JRE1 Sabina recurva 

(=Juniperus recurva) 

28 µg/L [45] 

Monilia sp. - Dysosma veitchii - [14] 

Penicillium sp. - Sinopodophyllum 

hexandrum 

- [14] 

Penicillium sp. - Diphylleia sinensis - [14] 

Penicillium sp. - Dysosma veitchii - [14] 

Phialocephala 

fortinii 

PPE5, 

PPE7 

Sinopodophyllum 

peltatum 

0.5-189 µg/L [4] 

Trametes 

hirsuta 

- Sinopodophyllum 

hexandrum 

30 µg/L [46] 

1.2.3. Đa dạng vi nấm nội sinh thực vật 

Nấm nội sinh (VNNS) có sự phân bố rộng rãi trong thế giới thực vật, được công 

nhận là nguồn dồi dào các sản phẩm hoạt tính sinh học đầy hứa hẹn. Sự đa dạng sinh 

học của VNNS giúp khám phá các loài nấm mới hoặc ít được nghiên cứu, từ đó góp 

phần tìm kiếm các hợp chất có tiềm năng lớn trong y học (kháng sinh, chống ung thư, 

kháng viêm), nông nghiệp và công nghiệp. 

Việc phân lập VNNS từ các cây thuốc đã mang lại những kết quả quan trọng, 

đặc biệt là các cây sản sinh podophyllotoxin (PTOX) – một hợp chất chống ung thư 

quan trọng có trong cây Bát Giác Liên. Các nghiên cứu đã chứng minh khả năng đặc 
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biệt của nhiều chủng nấm nội sinh trong việc tổng hợp hoặc chuyển hóa để sản xuất 

PTOX, cho thấy sự đa dạng của các chi nấm liên quan. 

Sự phân bố rộng rãi của nấm nội sinh trong thực vật bậc cao được công nhận là 

nguồn dồi dào các sản phẩm hoạt tính sinh học đầy hứa hẹn. Những loại nấm này 

tổng hợp các lớp cấu trúc đa dạng của các chất chuyển hóa thứ cấp có tiềm năng điều 

trị. Nadeem và cộng sự đã phân lập được một loại nấm từ rễ cây Podophyllum 

hexandrum. Loại nấm này có khả năng sản xuất 29 µg g−1 podophyllotoxin dựa trên 

trọng lượng khô theo phân tích HPLC. Việc khuếch đại và giải trình tự DNA ribosome 

16S đã cho thấy sự đồng nhất 99% với trình tự rDNA 16S tương ứng của nấm 

Fusarium solani [11]. Chủng nấm nội sinh Fusarium oxysporum được tìm thấy trong 

cây Juniperus recurva cũng sản xuất podophyllotoxin thông qua quá trình chuyển 

hóa của chính nó [45]. Gần đây, một báo cáo đã đưa ra bằng chứng về việc sản xuất 

podophyllotoxin bởi các chủng nấm Fusarium nội sinh. Hai chủng nấm Fusarium 

phân lập từ Dysosma versipellis (một loại cây thuốc Trung Quốc) đã được đánh giá 

về sản lượng podophyllotoxin, chúng cho thấy khả năng sản xuất 277 và 1,25 µg g−1 

của hợp chất tương ứng [47]. Các nhà nghiên cứu đã phân tích các chất chuyển hóa 

thứ cấp của một số loại nấm nội sinh khác phân lập từ các cây sản sinh 

podophyllotoxin. Aspergillus fumigatus, một loại nấm nội sinh thu được từ 

Juniperous communis, sản sinh ra deoxypodophyllotoxin, có thể được chuyển hóa 

thành podophyllotoxin hoặc 6-methoxypodophyllotoxin và các glycoside của chúng 

[12]. Một loại nấm nội sinh khác, cụ thể là Phialocephala fortinii phân lập từ thân rễ 

của cây Podophyllum peltatum, sản sinh ra lượng podophyllotoxin thấp hơn theo báo 

cáo của [4]. Liang và cộng sự đã báo cáo rằng nấm nội sinh Alternaria tenuissima 

phân lập từ rễ và thân rễ của cây Sinopodophyllum emodi, có khả năng sản sinh 

podophyllotoxin như đã nghiên cứu thông qua phân tích sắc ký lỏng khối phổ [13]. 

Một số loài Penicillium được tìm thấy dưới dạng nấm nội sinh bên trong cây 

Diphylleia sinensis, được báo cáo là có khả năng sản sinh podophyllotoxin [48]. 

Eyberger và cộng sự đã tìm thấy vi nấm nội sinh Trametes hirsuta từ mẫu rễ khô của 

cây Podophyllum hexandrum ở Himalaya, Ấn Độ. Tương tự, hai chủng nấm 

Phialocephala fortinii phân lập từ rễ của cây Podophyllum peltatum cũng có khả năng 

sản xuất podophyllotoxin [49]. 

Các nghiên cứu đã thành công trong việc phân lập nhiều chủng nấm nội sinh mới 

từ các chi khác nhau, chứng minh khả năng sản xuất các hợp chất hoạt tính tương tự 

thực vật. Điều này đặc biệt quan trọng vì nấm nội sinh rất phong phú và hiện diện 

trong gần như tất cả các loài thực vật [50]. Việc phân lập VNNS, đặc biệt từ các loài 
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cây có đặc điểm sinh học và sinh thái độc đáo hoặc các cây thuốc quý, là một chiến 

lược hiệu quả để tìm kiếm các hoạt chất mới hoặc nguồn thay thế bền vững cho các 

hoạt chất quan trọng. 

2. Podophyllotoxin, các dẫn xuất và vi nấm nội sinh 

2.1. Tổng quan về podophyllotoxin và các dẫn xuất  

2.1.1. Giới thiệu về podophyllotoxin và các dẫn xuất 

PTOX là một chất hoá học nổi tiếng trong số hàng trăm chất từ thực vật, được 

phân lập chủ yếu từ rễ và thân của một số loài thuộc chi Podophyllum (hay Dysosma). 

PTOX được sử dụng làm tiền chất để tổng hợp thuốc chống ung thư etoposide và 

teniposide và etopophose phosphate [5], [45]. Aryl tetralin lignans tự nhiên này được 

sử dụng như một tác nhân hóa trị liệu cho nhiều loại ung thư [51]. PTOX lần đầu tiên 

được phân lập từ Podophyllum peltatum bởi Podwyssotzki [52], nhưng cấu trúc hoá 

học của chất này mới được xác định vào năm 1951 [53]. Vào cuối năm 2010 đã phân 

lập được PTOX từ các loại thực vật khác nhau như một số cây thuộc chi Podophylum 

(Podophyllum hexandrum), cây Táo ma (Podophyllum peltatum) thành phần chính 

của cây là podophylloxin hay một số cây thuộc chi Juniperus như Juniperus sabina, 

Juniperus thurifera, Juniperus chinensis...), và một số loài thuộc chi Linum [54].  

 

Hình 1.2. Cấu trúc hoá học của podophyllotoxin [53] 

PTOX hiện được thu nhận chủ yếu từ thực vật, sự tổng hợp hóa học của PTOX 

được coi là rất phức tạp và không hiệu quả bởi vì sự có mặt của 4 trung tâm bất đối 

cùng với một C lactone và mức độ oxy hóa cao [46], [55]. Để tìm kiếm một nguồn 

thay thế cho việc sản xuất aryl tetralin lignans này, vi sinh vật nội sinh đã được phân 
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lập và nghiên cứu. Gần đây PTOX đã được báo cáo là được sản xuất bởi vi sinh vật 

nội sinh từ Podophyllum hexandrum [46] và Podophyllum peltatum [4]. 

 PTOX, cùng với các dẫn xuất và đồng phân khác nhau của nó được công nhận 

rộng rãi là các hợp chất có hoạt tính dược lý phổ rộng. Etoposide là một acetal mạch 

vòng được điều chế từ 4-demethylepipodophyllotoxin β-d-glucopyranoside và 

acetaldehyde (dưới dạng dimethyl acetal của nó), trong khi teniposide là acetal mạch 

vòng được điều chế bằng cách thay thế 2-thiophenecarboxaldehyde của acetaldehyde. 

Hai loại thuốc này không hòa tan trong nước, nhưng hòa tan trong dung môi hữu cơ 

được sử dụng trong bệnh bạch cầu cấp tính, ung thư hạch Hodgkin và không Hodgkin, 

ung thư phổi tế bào nhỏ, tinh hoàn ung thư, ung thư biểu mô tế bào gan, u nguyên 

bào thần kinh và Kaposi sarcoma liên quan đến AIDS [56]. 

Hình 1.3. Cấu trúc hoá học của etoposide và teniposide [56] 

Khả năng chuyển hóa một lượng lớn 2,7'-cyclolignan DPTOX thành 6-

methoxypodophyllotoxin 7-O-glucoside đã được chứng minh trong nuôi cấy tế bào 

Linum flavum [57]. Ngoài vai trò là tiền chất tiềm năng của PTOX chống ung thư, 

DPTOX bản thân nó là một lignans quan trọng có tác dụng chữa bệnh hiệu quả chống 

lại rất nhiều khối u ác tính. DPTOX đã được chứng minh chống lại một số dòng tế 

bào khối u bao gồm A549, SK-OV-3, SK-MEL-2, HCT15, B16F10 và K562 [58]. 

Hơn nữa, DPTOX đã được ghi nhận thể hiện hoạt động kết tập tiểu cầu [59], hoạt 

tính chống hen trong cơ thể sống [60] và có phổ diệt côn trùng rộng [61], [62]. Gần 

đây, DPTOX đã được báo cáo là chống dị ứng bởi vì nó không chỉ ức chế phản ứng 

phản vệ thụ động ở da (PCA) mà còn có một cyclooxygenase kép (COX)-2 hoạt tính 

ức chế chọn lọc 5-lipoxygenase (LOX) [63], [64]. Thêm vào đó, tiềm năng sử dụng 



13 

 

 

1
3

 

DPTOX trong điều trị tăng sắc tố gây ra bởi bức xạ tia cực tím hoặc bởi rối loạn sắc 

tố da đã được báo cáo [65]. 

Hiện nay, nhiều dẫn xuất PTOX đã được phát triển bằng cách cải thiện cấu 

trúc hóa học hoặc bằng cách liên hợp với các phân tử khác, do đó cho phép đạt được 

các đặc tính sinh học tốt hơn [66]. Việt Nam hiện nay các nghiên cứu về PTOX mới 

chỉ dừng lại ở việc phân lập về thành phần các chất từ phần dưới mặt đất của Dysosma 

difformis ((hemsl & E.H. Wilson) T.H.Wang) [2]. Dysosma versipelle theo truyền 

thống được áp dụng phổ biến để điều trị viêm họng, mụn nhọt, rắn cắn, áp xe vú và 

ung thư vú [1]. Như vậy, việc khám phá sản xuất hiệu quả PTOX và các dẫn xuất mà 

không cần thu thập các loại cây này trong tự nhiên là một đặc quyền cho việc sử dụng 

PTOX trong tương lai cũng như bảo tồn loài thực vật đang bị đe dọa này.  

Hình 1.4. Cấu trúc hoá học của (A) Deoxypodophyllotoxin; 

(B) Epipodophyllotoxin; (C) PTOX derivative [59], [66] 

2.1.2. Hoạt tính sinh học của podophyllotoxin và các dẫn xuất 

PTOX một hợp chất từ Bát Giác Liên, có khả năng gây độc tế bào và ức 

chế quá trình lắp ráp các vi ống, đã được chứng minh là hiệu quả trong điều trị 

nhiều loại ung thư (phổi, tinh hoàn, u nguyên bào thần kinh, u gan) và các khối 

u khác [6], [67].  

PTOX là một chất chuyển hóa thứ cấp quan trọng về mặt y học của thực vật và 

cũng có nguồn gốc nội sinh. Nó là một hợp chất chống ung thư tự nhiên tiềm năng 

(với một số đặc tính chữa bệnh khác) được tìm thấy trong một số loài thuộc chi 

Podophyllum như P. hexandrum, P. peltatum, P. emodi, v.v. Nó không chỉ giới hạn 

ở chi Podophyllum mà còn được tìm thấy ở một số chi khác chẳng hạn như 

Jeffersonia, Diphylleia và Dysosma (Berberidaceae), Catharanthus (Apocynaceae), 

Polygala (Polygalaceae), Anthriscus (Apiaceae), Linum (Linaceae), Hyptis 

(Verbenaceae), Teucrium, Nepetaand Thymus (Labiaceae), Thuja, Juniperus, 

A B C
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Callitrisand Thujopsis (Cupressaceae), Cassia (Fabaceae), Haplophyllum 

(Rutaceae), Commiphora (Burseraceae), Hernandia (Hernandiaceae) [68] và nhiều 

loài khác. Tuy nhiên, các biện pháp canh tác ở những cây sản xuất PTOX phải đối 

mặt với những hạn chế nhất định về môi trường làm hạn chế việc sản xuất hợp chất 

vô cùng quý giá này [69]. Sản xuất nông nghiệp của Podophyllum đã không thành 

công vì cây không thể canh tác trong trường hợp không có điều kiện khí hậu thích 

hợp [70], [71]. Các phương pháp in vitro cũng đã không thể thực hiện được do toàn 

bộ quá trình sinh hóa, con đường chuyển hóa liên quan đến các enzyme chính, biến 

thể di truyền tham gia vào quá trình sinh tổng hợp PTOX, vẫn chưa được biết đến. 

Phương pháp nuôi cấy mô cũng không mang lại kết quả mong muốn [9], [55]. 

DPTOX một dẫn xuất của PTOX, được biết đến với khả năng kháng virus, 

chống oxy hóa, kháng khuẩn, kích thích miễn dịch và chống thấp khớp. Các hoạt tính 

này chủ yếu được tìm thấy ở các chi Juniperus và Podophyllum  [14], [45], [46]. Về 

ứng dụng của PTOX làm tiền chất tổng hợp thuốc chống ung thư, một nghiên cứu 

của Paul còn chỉ ra rằng DPTOX và β-peltatin có hoạt tính kháng virus đối với virus 

sởi (virus ARN) và virus Herpes simplex I (HSV-I, virus DNA) [72]. Ngoài ra, một 

số dẫn xuất PTOX chiết xuất từ một số loài thuộc chi Dysosma đã được chứng minh 

có khả năng ức chế sự nhân lên của virus HIV bằng cách ngăn chặn enzyme sao chép 

ngược [8]. Nghiên cứu của Macrae và cộng sự đã đánh giá hoạt tính kháng virus của 

PTOX, α-peltatin, và diphyllin trên virus Cytomegalovirus murin (MCMV, virus 

DNA) và virus Sindbis (virus ARN). Kết quả cho thấy PTOX (241 nM) và α-peltatin 

(250 nM) có khả năng ức chế MCMV một cách hiệu quả (lần lượt là 74% và 85%), 

nhưng lại có tác dụng ức chế kém đối với virus Sindbis (tương ứng 3% và 5%). [20].  

Khả năng chống hoạt động khối u của PTOX tương tự như của paclitaxel [73]. 

Ngoài ra, các xét nghiệm huyết học và thí nghiệm sinh hóa kiểm tra cho thấy PTOX 

không có độc tính nội tạng trong mô hình động vật [74]. Trong một thử nghiệm lâm 

sàng, ảnh hưởng của PTOX đối với mụn cóc sinh dục được so sánh với kem 

imiquimod 5%, kết quả cho thấy tác dụng ức chế mạnh đối với sự phát triển của mụn 

cóc trong nhóm được điều trị bằng PTOX so với nhóm được điều trị bằng kem 

imiquimod [75]. Nhiều nghiên cứu lâm sàng cho thấy rằng sự hấp thụ qua da của 

PTOX là giới hạn và PTOX trong cơ thể trải qua chuyển hóa ở gan và thận [76].  

Dựa trên nghiên cứu của Sheng Hu và cộng sự, DPTOX cho thấy tiềm năng 

chống ung thư tuyến tiền liệt trên tế bào PCa người DU-145. Dữ liệu chỉ ra rằng 

DPTOX làm giảm đáng kể sự tăng trưởng tế bào và kích hoạt caspase-3, một enzyme 

quan trọng trong quá trình apoptosis ở tế bào DU-145. Hơn nữa, việc điều trị bằng 
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DPTOX còn làm giảm đáng kể mức phosphoryl hóa Akt và kích hoạt con đường tín 

hiệu XEN (Bax)/PTEN trong các tế bào này [7]. 

Trong điều trị lâm sàng, các dẫn xuất PTOX như etoposide (VP-16) và 

teniposide (VM-26) được sử dụng làm tác nhân hóa trị liệu, chẳng hạn như kiểm soát 

ung thư phổi tế bào nhỏ [77], [78]. Tuy nhiên, những hạn chế của các loại thuốc này 

nổi bật là tác dụng sinh học chưa cao và kháng thuốc, đòi hỏi phải phát triển các loại 

thuốc chống ung thư mới dựa trên PTOX. Hiện nay, nhiều dẫn xuất PTOX đã được 

phát triển bằng cách cải thiện cấu trúc hóa học hoặc bằng cách liên hợp với các phân 

tử khác, do đó cho phép đạt được các đặc tính sinh học tốt hơn. 

Trong một nghiên cứu khác, dẫn xuất PTOX cho thấy khả năng gây độc tế bào 

đầy hứa hẹn chống lại các dòng tế bào ung thư người HL-60, A-549, HeLa và HCT-

8 [79]. 

2.1.3. Con đường sinh tổng hợp podophyllotoxin trong thực vật 

PTOX là tiền chất sản phẩm tự nhiên của etoposide hóa trị liệu, tuy nhiên chỉ 

một phần của con đường sinh tổng hợp của PTOX được biết, điều này cản trở các 

nghiên cứu tiếp cận tạo các vật chủ để sản xuất chất này. PTOX là một hợp chất quan 

trọng nhất của con đường sinh tổng hợp lignans, cho đến nay con đường sinh tổng 

hợp của PTOX ở thực vật được nghiên cứu ngày một rõ ràng hơn [30]. Thật vậy, một 

số nghiên cứu về một số loài Forsythia, Linum và Podophyllum đã bước đầu tổng hợp 

PTOX. Người ta đã chứng minh rằng axit ferulic và axit cinnamic thay thế 

methylenedioxy là những enzym quan trọng tham gia vào quá trình sinh tổng hợp 

PTOX [31], [80].  

Đã có báo cáo rằng quá trình sinh tổng hợp PTOX được bắt đầu từ rượu 

coniferyl được chuyển thành pinoresinol thông qua quá trình dime hóa một chất trung 

gian gốc đặc hiệu với sự có mặt của chất oxy hóa. Sau đó, pinoresinol bị khử thành 

secoisolariciresinol thông qua chất trung gian lariciresinol nhờ hoạt động của chất 

khử pinoresinol-lariciresinol. Sericoisolariciresinol dehydrogenase xúc tác quá trình 

lacton hóa secoisolariciresinol để tạo ra matairesinol, cuối cùng dẫn đến sự hình thành 

PTOX [81]. PTOX mang bốn trung tâm bất đối liên tiếp với bốn vòng hợp nhất, nó 
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có một số nhóm chức chứa oxy, tức là rượu, lactone, acetal và ba nhóm methoxy. Sự 

tổng hợp các dẫn xuất diễn ra do tính chất đa dạng của các vòng [82].  

Hình 1.5. Con đường sinh tổng hợp podophyllotoxin [83]. 

     Các đường đứt nét là các bước sinh tổng hợp các chất dự kiến. 

Lau and Sattely (2015) đã nghiên cứu hệ phiên mã trong Podophyllum 

hexandrum (mayapple) để xác định các gen sinh tổng hợp trong con đường PTOX là 

tiền chất của etoposide, chất ức chế topoisomerase tiềm năng. Kết quả đã xác định 

sáu enzyme mới xúc tác các bước chính sản xuất PTOX (Hình 1.5). Trình tự các 

enzyme góp phần vào quá trình sinh tổng hợp PTOX là dirigent protein (DIR), thành 

rượu coniferyl, thành (+)-pinoresinol, sau đó dưới tác động của pinoresinol-

lariciresinol reductase (PLR) được chuyển đổi thành (-)-secoisolariciresinol, chất này 

tiếp tục được chuyển đổi thành (-)- matairesinol bởi tác động của 
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sericoisolariciresinol dehydrogenase (SDH). Matairesinol sẽ tiếp tục được chuyển đổi 

bởi CYP719A23 thành (-)-pluviatolide. Pluviatolide có khả năng được chuyển đổi 

bởi Phex13114 (OMT1) thành (-)-yatein, tiếp tục được chuyển đổi bởi Phex30848 

(2-ODD) thành (-)-deoxypodophyllotoxin [83]. 

Nghiên cứu trên loài Dysosma versipellis (Hance) M. Chang, Palaniyandi và 

Jun đã chỉ ra rằng phân tích biểu hiện mRNA của các gen con đường chuyển hóa 

podophyllotoxin secoisolariciresinol dehydrogenase và pinoresionol lariciresinol 

reductase mức độ biểu hiện phụ thuộc vào nhiệt độ [84]. Trên thực tế, cây trồng ở 

nhiệt độ thấp làm tăng rõ rệt sự tích tụ PTOX trong thân rễ của D. versipellis lên 3,49 

lần so với nhiệt độ nhà kính. Từ kết quả này cho thấy rằng sự tích tụ PTOX trong 

thân rễ của D. versipellis ở nhiệt độ thấp biểu hiện gen trong con đường sinh tổng 

hợp PTOX. 

2.2. Nghiên cứu về podophyllotoxin từ vi nấm nội sinh  

2.2.1. Tình hình nghiên cứu thu nhận podophyllotoxin và các dẫn xuất từ vi 

nấm nội sinh trên thế giới 

PTOX là một hợp chất hữu cơ tự nhiên thuộc nhóm lignans không phải 

alkaloid có nguồn gốc thực vật được tìm thấy trong một số loài Podophyllum và một 

số chi khác như Sinopodophyllum, Juniperus, Dysosma, Diphylleia, Linum, 

Lithospermum v.v. Một số loại nấm nội sinh tạo ra PTOX như chất chuyển hóa thứ 

cấp được nghiên cứu và báo cáo trong một số tài liệu. Việc chiết xuất chất chuyển 

hóa của chúng có thể được thực hiện bằng các phương pháp sắc ký lớp mỏng (TLC) 

và sắc ký màng lỏng hiệu năng cao (HPLC) [85].  

PTOX, một chất tự nhiên nổi tiếng aryltetralin lignans xuất hiện ở một số loài 

thực vật được sử dụng làm tiền chất cho quá trình tổng hợp hóa học của thuốc chống 

ung thư như etoposide, teniposide và etopophose phosphate. Điều này báo cáo lần 

đầu tiên về việc sản xuất PTOX do một loại nấm nội sinh Fusarium oxysporum phân 

lập từ cây thuốc Juniperus recva ở Ấn Độ. Việc định lượng PTOX được thực hiện 

bởi HPLC, LC-MS và LC-MS / MS, theo đó nhóm tác giả đã chuẩn hóa các điều kiện 

nuôi cấy để đạt được sự tăng trưởng tối ưu và sản xuất PTOX. Thời gian tăng trưởng 

của nấm được quan sát lên đến 9 ngày, sinh khối sợi nấm cao nhất được ghi nhận vào 

ngày thứ 7, tuy nhiên hoạt chất PTOX đo được cao nhất vào ngày thứ 4 đạt 28µg/g 

trọng lượng khô tế bào [45].  

 Yang Xianzhi và cộng sự đã lên men 92 chủng nấm nội sinh được phân lập từ 

Sinopodophyllum hexandrum, Diphylleia sinensis và Dysosma veitchii, phân tích 

bằng TLC, HPLC. Kết quả cho thấy 6 chủng nấm nội sinh có thể tạo ra PTOX chiếm 

https://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Yang%20Xianzhi%22


18 

 

 

1
8

 

khoảng 6,5% tổng số chủng đã được phân lập. Trong đó 7% nấm nội sinh được phân 

lập từ S. hexandrum, 3% từ D. sinensis và 10% từ D. veitchii [14].  

Eyberger và cộng sự thu được thành công hai chủng Phialocephala fortinii nội 

sinh là PPE5 và PPE7 từ thân rễ của Sinopodophyllum peltatum mà có thể tạo ra 

PTOX với năng suất 0,5-189 µg /l trong nuôi cấy lên men sau 4 tuần [4]. 

Một số nghiên cứu trên thế giới về cách xác định PTOX thông qua vi nấm nội 

sinh, bằng kỹ thuật phân tích sắc ký lớp lỏng (TLC) và sắc ký lỏng hiệu năng (HPLC) 

các nhà khoa học đã phân lập và xác định được nhiều chủng vi nấm nội sinh trong 

một số chi Sinopodophyllum, Juniperus, Dysosma, Diphylleia, Linum, 

Lithospermum...sản sinh PTOX và các dẫn xuất (Bảng 1.2). Đây là cơ sở cho nghiên 

cứu của NCS tập trung phân lập vi nấm trong hai loài Bát Giác Liên ở Việt Nam là 

Dysosma difformis và Dysosma versipelle, trong các tài liệu đối với hai loài này chưa 

thấy có công bố việc thu nhận PTOX thông qua vi nấm nội sinh. 

Các hợp chất thứ cấp có nguồn gốc thực vật, dù thường chỉ được sản xuất với 

hàm lượng rất thấp, lại sở hữu hoạt tính sinh học mạnh mẽ, mang ý nghĩa to lớn đối 

với con người trong cả ngành thực phẩm và y tế. Nhiều hợp chất trong số này, như 

vincristin, vinblastin, taxol, PTOX, đã chứng minh hiệu quả trong điều trị ung thư. 

Tuy nhiên, việc phân tách và tinh chế các hợp chất thứ cấp này gặp nhiều khó khăn 

và tốn kém thời gian, đặc biệt khi chúng chỉ tồn tại với nồng độ cực kỳ nhỏ trong tế 

bào thực vật. Việc chiết xuất các chất chuyển hóa được thực hiện dựa trên nguyên tắc 

chiết xuất dung môi bằng cách sử dụng chủ yếu là metanol và etyl axetat làm dung 

môi hữu cơ. Sau đó, dung môi được làm bay hơi với sự trợ giúp của thiết bị cô quay, 

cặn thu được hòa tan lại trong dung môi thích hợp như dimethyl sulphoxide [46]. Một 

số tác giả đã sử dụng hỗn hợp dung môi metanol-dichloromethane-etyl axetat theo 

một tỷ lệ nhất định [86], [87]. Phát hiện và định lượng thông qua phân tích HPLC, 

LC-MS, GC-MS, v.v. là bước cuối cùng của xác nhận đặc tính của các hợp chất thu 

được. 

Một nghiên cứu của nhóm S. Kusari [12] đã thành công trong việc tách chiết 

thu nhận DPTOX từ Aspergillus fumigatus Fresenius, một loại nấm nội sinh 

Juniperus communis L. Horstmann bằng hệ dung môi CHCl3–MeOH (4:1, v⁄v) (Hình 

1B, phụ lục B). Tương tự, nhóm tác giả [45] đã đề xuất một phương pháp tách chiết 

và nhận biết PTOX đơn giản, hiệu quả từ nấm Fusarium oxysporum nội sinh 

Juniperus recurva (Hình 2B, phụ lục B).   
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Bảng 1.2. Hàm lượng của podophyllotoxin (PTOX), demethylpodophyllotoxin (Dm 

PTOX) và deoxypodophyllotoxin (DPTOX) ở các loài khác nhau của chi Juniperus 

[12] 

Cây chủ Địa điểm lấy 

mẫu 

Mô Khối 

lượng 

(g) 

Mùa 

(tháng) 

Dịch chiết PDT 

(µg 100 g-1) 

DmPDT 

(µg 100 g-1) 

DPDT 

(µg 100 g-1) 

Juniperus 

communis L. 

Horstmann 

Rombergpark, 

Germany 

Twigs 10 June Organic 

Aqueous 

623 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

17 235 

484 

 

Juniperus 

communis L. 

Meyer 

Rombergpark, 

Germany 

Twigs 10 June Total 

Organic 

Aqueous 

623 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

17 719 

8248 

389 

Juniperus 

communis L. 

Wilseder 

Berg 

Rombergpark, 

Germany 

Twigs 10 June Total 

Organic 

Aqueous 

<LOQ 

1492 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

8637 

13 306 

943 

Juniperus 

communis 

Hibernica 

(irischer 

Sa¨ulenwachh

older) 

Rombergpark, 

Germany 

Twigs 10 June Total 

Organic 

Aqueous 

1492 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

14 249 

7886 

355 

Juniperus 

blaaws 

Rombergpark, 

Germany 

Twigs 10 June Total 

Organic 

Aqueous 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

8241 

29 

33 

Juniperus 

procumbens 

Tremonia 

Rombergpark, 

Germany 

Twigs 10 June Total 

Organic 

Aqueous 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

62 

168 

20 

Juniperus x-

media 

Pfitzeriana 

Rombergpark, 

Germany 

Twigs 10 June Total 

Organic 

Aqueous 

<LOQ 

97030 

3070 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

25 006 

2534 

348 

Juniperus 

squamata 

Wilsonii 

Rombergpark, 

Germany 

Twigs 10 June Total 

Organic 

Aqueous 

100100 

4611 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

<LOQ 

25 006 

2534 

348 

Juniperus 

recurva 

Yarika, J & K, 

India 

Twigs 10 June Total 

Organic 

Aqueous 

4611 

819 

<LOQ 

 

<LOQ 

106 

<LOQ 

2882 

1683 

19 

Juniperus 

recurva 

Bonera, J & 

K, India 

Twigs 10 June Total 

Organic 

Aqueous 

819 

5522 

<LOQ 

106 

214 

<LOQ 

1702 

91 

123 

Juniperus 

recurva 

Sonamarg, J 

& K, India 

Twigs 10 June Total 

Organic 

Aqueous 

5522 

3230 

<LOQ 

214 

288 

<LOQ 

214 

11 269 

32 
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Phương pháp của M. Yousefzadi và cộng sự [88] khi tối ưu hoá chiết xuất 

PTOX cho thấy hệ dung môi metanol chiết xuất PTOX là cho kết quả tốt nhất, kết 

hợp với định lượng HPLC có thể xác định một lượng nhỏ PTOX trong nuôi cấy tế 

bào. Một nghiên cứu khác [13] cũng chỉ ra việc chiết xuất PTOX từ vi nấm nội sinh 

thông qua việc ngâm cặn tế bào trong dung môi methanol, tiếp đó chiết cặn với 

isopycnic chloroform và n-butyl alcohol, siêu âm phá vỡ tế bào, cô quay bay hơi dung 

môi, cặn còn lại xác định PTOX bởi TLC, HPLC...vv 

Trên đây là một số các phương pháp tách chiết PTOX và dẫn xuất từ nấm nội 

sinh cho hiệu quả cao, đó là cơ sở cho nghiên cứu hiện tại khi lựa chọn hệ dung môi 

chiết xuất PTOX nhanh, an toàn. 

2.2.2. Các nghiên cứu về gen và hệ gen liên quan đến chuyển hóa lignan ở vi 

nấm 

Các nghiên cứu về toàn bộ hệ gen (WGS) đóng vai trò cốt lõi trong việc giải mã cơ 

chế sinh tổng hợp phức tạp của lignan, bao gồm cả PTOX, ở các chủng nấm nội sinh. WGS 

cung cấp dữ liệu cơ sở di truyền để xác định các gen tham gia vào con đường sinh tổng hợp 

PTOX và lignan. Làm rõ tính đa dạng sinh học: Sự đa dạng của các dẫn xuất lignan mà vi 

nấm tạo ra phụ thuộc vào sự biểu hiện và hoạt tính của các cụm gen CYP450 và các enzyme 

khác như methyltransferases và reductases. Việc phân tích hệ gen chi tiết cho phép xác định 

các cụm gen này, từ đó mở ra hướng nghiên cứu và tối ưu hóa khả năng sản xuất lignan của 

vi nấm nội sinh. Theo đó, Lignan, bao gồm cả PTOX, là sản phẩm của con đường sinh 

tổng hợp phức tạp, bắt đầu bằng việc chuyển hóa các tiền chất trong con đường 

Shikimate và Phenylpropanoid. Các monolignol (như coniferyl alcohol) được tạo ra 

và sau đó trải qua bước dimer hóa oxy hóa (oxidative coupling) quan trọng, xúc tác 

bởi các enzyme laccase hoặc peroxidase, được mã hóa bởi các gen tương ứng trong 

hệ gen nấm. Cơ chế hình thành các lignan phức tạp đòi hỏi sự tham gia của các 

enzyme chuyên biệt, nổi bật là họ gen cytochrome P450 monooxygenases (CYP450). 

Các enzyme này chịu trách nhiệm cho các phản ứng hydroxyl hóa, methylen hóa 

vòng, và tuần hoàn (cyclization), tạo nên cấu trúc vòng methylenedioxy đặc trưng 

của PTOX. Sự đa dạng của các dẫn xuất lignan mà vi nấm tạo ra phụ thuộc vào sự 

biểu hiện và hoạt tính của các cụm gen CYP450 và các enzyme khác như 

methyltransferases và reductases. Việc phân tích hệ gen chi tiết cho phép xác định 

các cụm gen này, từ đó mở ra hướng nghiên cứu và tối ưu hóa khả năng sản xuất 

lignan của vi nấm nội sinh. Nhiều nghiên cứu WGS đã được thực hiện trên các chi nấm 

quan trọng, đặc biệt là Penicillium và Aspergillus, mang lại các kết quả đáng chú ý. 

Chi Penicillium, với 536 loài được công nhận, là một trong những chi nấm phổ 

biến và quan trọng nhất [89], [90]. Các loài Penicillium nổi tiếng với khả năng sản 

xuất nhiều loại chất chuyển hóa thứ cấp đa dạng, bao gồm các dẫn xuất phenalenone 
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[91], [92], polyene chuỗi dài [93], dẫn xuất acetaminophen [94] và dẫn xuất triene 

[95]. Tuy nhiên, các nghiên cứu tập trung vào giải trình tự hệ gen, khai thác và tìm 

kiếm các gen liên quan đến quá trình sinh tổng hợp các hợp chất hoạt tính sinh học 

trong Penicillium herquei vẫn còn hạn chế.  

Các hệ gen Penicillium được nghiên cứu trước đây đã ước tính kích thước hệ 

gen, dao động từ 25 Mb đến 36 Mb [96]. Các loài Penicillium thường có từ bốn đến 

tám nhiễm sắc thể [97], [98]. Trong tương lai, các phương pháp giải trình tự hệ gen 

bổ sung như PacBio hoặc các phương pháp giải trình tự đọc dài khác có thể giúp lắp 

ráp hệ gen chính xác hơn [99]. Dữ liệu của nhóm Guohua Yin và cộng sự cho biết 

khả năng trao đổi chất thứ cấp phức tạp của Penicillium spp., đặc biệt liên quan đến 

cơ sở di truyền của độc tố nấm mốc [100]. Theo cơ sở dữ liệu GenBank, các hệ gen 

ty thể Penicillium thường có kích thước khoảng 26–28 kb. Một nghiên cứu đã phân 

tích hệ gen ty thể lõi của 15 hệ gen ty thể của Aspergillus và Penicillium, xác định 

được 14 gen mã hóa protein lõi, tất cả đều nằm trên mạch thẳng [101]. 

Các nghiên cứu gần đây đã mở rộng hiểu biết về hệ gen của chi Penicillium. 

Visagie và cộng sự đã công bố hệ gen dự thảo của ba loài Penicillium khác nhau P. 

brevicompactum 18316 (31,00 Mb), P. biforme 15300 (35,45 Mb), và P. solitum 

18327 (34,18 Mb) [90]. Nhóm nghiên cứu của Huong Mai Pham đã giải trình tự hệ 

gen của chủng Penicillium oxalicum I1R1 phân lập từ rễ cây Ixora chinensis đã được 

giải trình tự bằng công nghệ Pacbio Sequel, Hệ gen hoàn chỉnh có kích thước 30,8 

Mb, được lắp ráp thành 8 nhiễm sắc thể, cùng với một mitogenome 26 kb. Phân tích 

chức năng đã tiết lộ các gen mã hóa cytochrome P450 và các enzyme liên quan đến 

sinh tổng hợp chất chuyển hóa thứ cấp. Phân tích so sánh cho thấy hệ gen lớn và khép 

kín của P. oxalicum chứa 9.500 nhóm orthologous, cung cấp dữ liệu giá trị cho các 

nghiên cứu phát sinh loài và quần thể trong tương lai [102]. Wenfeng Guo và cộng 

sự đã giải trình tự và lắp ráp hệ gen của chủng P. herquei bằng công nghệ thế hệ mới 

(NovaSeq & Nanopore) đã thiết lập một cơ sở dữ liệu di truyền phục vụ cho các 

nghiên cứu về chuyển hóa thứ cấp, hệ gen có kích thước 40.25 Mb (vượt trội hơn so 

với các chủng chuẩn thông thường). Phân tích BUSCO khẳng định độ hoàn thiện đạt 

mức tối ưu, đảm bảo tính đại diện cho toàn bộ các đặc tính sinh học của loài. Hệ gen 

dự đoán chứa 14.532 gen, trong đó hơn 60% đã được chú giải chức năng rõ ràng. Đặc 

biệt, hệ thống điều hòa di truyền vô cùng phức tạp với hơn 49.000 exon, tạo tiền đề 

cho sự đa dạng hóa protein. Phân tích KEGG cho thấy chủng này sở hữu một mạng 

lưới chuyển hóa đồ sộ với 338 con đường chuyển hóa khác nhau. Trong đó, các nhóm 

gen liên quan đến chuyển hóa axit amin, carbohydrate và truyền tín hiệu chiếm ưu 

thế, minh chứng cho khả năng thích nghi mạnh mẽ và tiềm năng sinh tổng hợp các 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Pham%20HM%22%5BAuthor%5D
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hợp chất tự nhiên quý giá. Những thông số trên khẳng định đây là một hệ gen "giàu" 

thông tin, cung cấp nền tảng vững chắc để khai thác các cụm gen chức năng (như 

OMT3) trong công nghệ sinh học và dược phẩm [103]. 

Ngoài ra, khi nghiên cứu hệ gen của Aspergillus sojae NBRC4239, sử dụng công 

nghệ giải trình tự pyrosequencing 454 và nghiên cứu hệ gen về các enzyme và các 

chất chuyển hóa thứ cấp so với các loài Aspergillus khác đã được giải trình tự đã tạo 

ra một trình tự không trùng lặp dài 39,5 Mb. Dữ liệu hệ gen A. sojae NBRC4239 sẽ 

hữu ích để mô tả các đặc điểm chức năng của nấm này được sử dụng trong các ngành 

công nghiệp Nhật Bản [104]. Hệ gen của chủng Fusarium solani MC503 nội sinh cây 

anh túc (Macleaya cordata), bằng cách sử dụng phần mềm BUSCO và CEGMA để 

đánh giá chất lượng lắp ráp hệ gen, kích thước hệ gen của chủng MC503 là 

61.238.035 bp, nó cung cấp thông tin về các gen tiềm năng liên quan đến quá trình 

sinh tổng hợp các chất chuyển hóa thứ cấp, bao gồm cả ancaloit và khả năng tương 

tác với cây chủ. Đây là một ví dụ về việc giải trình tự hệ gen để khám phá tiềm năng 

sinh học của nấm nội sinh [105]. 

 Những kết quả giải trình tự hệ gen này là nền tảng quan trọng để hiểu rõ hơn về 

tiềm năng sinh tổng hợp của Penicillium herquei và các loài vi nấm khác. Chúng mở 

ra hướng đi cho việc khai thác các gen liên quan đến sản xuất các hợp chất hoạt tính 

sinh học, góp phần vào phát triển dược phẩm và các ứng dụng công nghệ sinh học 

khác. 

2.2.3. Các gen chức năng tham gia con đường chuyển hóa podophyllotoxin và 

các dẫn xuất ở vi nấm 

Vi sinh vật nội sinh đóng vai trò quan trọng trong việc thúc đẩy sự tăng trưởng, 

phát triển thực vật và bảo vệ vật chủ khỏi các tác nhân gây bệnh [106], [107]. Mối 

quan hệ tương tác sinh lý, dinh dưỡng và di truyền phức tạp giữa cộng đồng vi sinh 

vật nội sinh và vật chủ cho thấy sự đồng tiến hóa. Điều này cho phép chúng trao đổi 

vật liệu di truyền thông qua chuyển gen ngang và chia sẻ các con đường tổng hợp 

chất chuyển hóa thứ cấp [108], [109]. 

Trong các hệ sinh thái tự nhiên, vi sinh vật nội sinh và vật chủ của chúng cùng 

tồn tại trong các mối quan hệ di truyền và sinh thái phức tạp. Các nghiên cứu trước 

đây đã mô tả các con đường sinh tổng hợp của PTOX và xác định các gen, protein 

liên quan ở thực vật [110], [111]. Cụ thể, ở Podophyllum hexandrum, ít nhất tám gen 

bao gồm DIR, PLR, SDH, CYP719A13, OMT3, CYP71CU1, OMT1 và 2-ODD được 

cho là đóng vai trò quan trọng trong việc chuyển đổi coniferyl alcohol thành DPTOX 

và etoposide [75]. Các gen này mã hóa cho các enzyme thực hiện các loại phản ứng 
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khác nhau như oxy hóa, khử, methyl hóa và tổng hợp, từng bước xây dựng nên phân 

tử PTOX từ các tiền chất ban đầu. 

Tuy nhiên, các cơ chế sinh hóa và phân tử chi phối quá trình sản xuất PTOX 

của nấm vẫn chưa được khám phá rộng rãi, đặc biệt đối với các nấm nội sinh như 

Penicillium herquei. Để làm sáng tỏ điều này, nhiều công cụ và phương pháp tin sinh 

học đã được sử dụng để xác định, chú thích và so sánh hệ gen vi khuẩn. Các công cụ 

này bao gồm phân tích trình tự khoảng cách phiên mã nội bộ (ITS), giải trình tự hệ 

gen, hệ gen so sánh, mảng vi mô, giải trình tự thế hệ tiếp theo, metagenomics và 

metatranscriptomics [94]. Những công cụ này cho phép phát hiện hệ gen nấm cũng 

như hiểu được mối liên hệ chặt chẽ giữa vi sinh vật nội sinh và vật chủ thực vật của 

chúng 

Bảng 1.3. Vai trò xúc tác của các gen trong chuyển đổi coniferyl alcohol thành PTOX 

STT 

Gen 

Vai trò Mã định 

danh 
Mô tả 

1 SDH 
Secoisolariciresinol 

dehydrogenase 

Xúc tác bước: Chuyển đổi 

secoisolariciresinol. Cụ thể hơn, 

trong con đường sinh tổng hợp 

lignan, enzyme dehydrogenase này 

thường xúc tác quá trình oxy hóa 

secoisolariciresinol thành 

matairesinol. Đây là một bước quan 

trọng trong việc chuyển đổi các 

lignan. 

2 CYP71BE54 
Desmethyl-deoxy-

podophyllotoxin synthase 

Xúc tác bước: Tổng hợp Desmethyl-

deoxy-podophyllotoxin. Là một 

enzyme cytochrome P450, nó tham 

gia vào các phản ứng hydroxyl hóa 

hoặc các biến đổi oxy hóa khác để 

tạo ra desmethyl-deoxy-

podophyllotoxin từ một tiền chất nào 

đó (chẳng hạn như 

deoxypodophyllotoxin hoặc một 

lignan liên quan). 

3 CYP82D61 
Demethylepipodophyllotoxin 

synthase 

Xúc tác bước: Tổng hợp 

Demethylepiodophpyllotoxin. 

Tương tự như enzyme CYP P450 

khác, nó xúc tác một bước chuyển 

hóa oxy hóa để tạo ra 

demethylepipodophyllotoxin từ một 

tiền chất. Epi- thường chỉ một đồng 

phân cấu hình. 

4 CYP719A23 Pluviatolide synthase 

Xúc tác bước: Tổng hợp 

Pluviatolide. Enzyme này xúc tác 

phản ứng tạo ra pluviatolide, một 
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STT 

Gen 

Vai trò Mã định 

danh 
Mô tả 

lignan vòng, từ các tiền chất tuyến 

tính. 

5 CPY719A24 Pluviatolide synthase 

Xúc tác bước: Tổng hợp 

Pluviatolide. Tương tự như 

CYP719A23, nó cũng xúc tác phản 

ứng tạo ra pluviatolide. Có thể có sự 

dư thừa chức năng hoặc chúng hoạt 

động ở các điều kiện khác nhau. 

6 CYP71CU1 Desmethylyatein synthase 

Xúc tác bước: Tổng hợp 

Desmethyllyatein. Xúc tác phản ứng 

tạo ra lignan desmethyllyatein từ 

một tiền chất 

7 VdtD* Inactive carboxylesterase-

like protein VdtD 

Không trực tiếp xúc tác một bước 

sinh tổng hợp podophyllotoxin. Mặc 

dù có "carboxylesterase-like", nhưng 

được mô tả là "inactive" (không hoạt 

động). Nó có thể là một protein có 

cấu trúc tương tự enzyme nhưng 

không có hoạt tính xúc tác, hoặc có 

vai trò khác không phải xúc tác trực 

tiếp (ví dụ: điều hòa, vận chuyển). 

8 OMT3 
Pluviatolide O-

methyltransferase 

Xúc tác bước: O-methyl hóa 

Pluviatolide. Enzyme này xúc tác 

phản ứng thêm một nhóm methyl (-

CH3) vào một nguyên tử oxy trên 

phân tử pluviatolide. Đây là một 

bước biến đổi quan trọng trong 

nhiều con đường sinh tổng hợp. 

9 OMT1 
Desmethyl-yatein O-

methyltransferase 

Xúc tác bước: O-methyl hóa 

Desmethyl-yatein. Tương tự OMT3, 

enzyme này xúc tác phản ứng thêm 

nhóm methyl vào nguyên tử oxy trên 

phân tử desmethyl-yatein. 

10 2-ODD 
Deoxyodophyllotoxin 

spynthase 

Xúc tác bước: Tổng hợp 

Deoxypodophyllotoxin. Enzyme này 

chịu trách nhiệm xúc tác phản ứng 

tạo ra deoxypodophyllotoxin, một 

tiền chất trực tiếp và rất gần với 

podophyllotoxin. 

11 PLR 
Bifunctional pinoresinol-

lariciresinol reductase 

Xúc tác bước: Khử pinoresinol và 

lariciresinol. Enzyme này xúc tác 

phản ứng khử (thêm hydro) trên hai 

lignan tiền chất là pinoresinol và 

lariciresinol, chuyển chúng thành 

các dạng khác trên con đường sinh 

tổng hợp. 
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3. Các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình sinh tổng hợp podophyllotoxin và các 

dẫn xuất của nó từ vi nấm nội sinh  

Hiệu suất thu nhận PTOX từ vi nấm nội sinh trong quá trình lên men bị chi 

phối bởi nhiều yếu tố như thời gian, pH môi trường, nhiệt độ, nguồn carbon và nitơ. 

Việc xác định một chu trình lên men tối ưu cho từng chủng vi sinh vật là vô cùng 

quan trọng để đạt được sản lượng chất chuyển hóa cao nhất, do sự khác biệt về giai 

đoạn phát triển và sản xuất chất chuyển hóa giữa các chủng. Điểm chung ở hầu hết 

các chủng là khả năng sản sinh các hợp chất chuyển hóa thứ cấp chủ yếu diễn ra trong 

giai đoạn giữa và cuối pha cân bằng của quá trình lên men. 

3.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

Trong báo cáo của J.-X. Huang và nhóm nghiên cứu [112] về các chủng vi 

nấm nội sinh sinh tổng hợp PTOX có dải nhiệt độ từ 22-32 °C, nhiệt độ dưới 22 °C 

chủng phát triển kém và do đó ảnh hưởng tới hàm lượng PTOX sinh ra, ở nhiệt độ 

trên 35 °C- 37 °C chủng không sinh trưởng. Kết quả nghiên cứu [13], [113], cho thấy 

nhiệt độ tối ưu sinh hoạt chất PTOX trung bình từ 26 °C- 28 °C. Như vậy, nhiệt độ 

lên men có tác động rõ rệt đến sự sinh trưởng và sinh tổng hợp PTOX. Các nghiên 

cứu cho thấy khoảng nhiệt thích hợp cho sản sinh PTOX là không rộng. 

 3.2. Ảnh hưởng của pH 

Khả năng sinh trưởng của vi nấm diễn ra trong một khoảng pH rộng, từ 2 đến 

9, với điều kiện tối ưu thường là khoảng 5 đến 7. Trong quá trình phát triển, sự thay 

đổi pH môi trường có thể làm biến đổi hoạt động trao đổi chất của vi nấm, bao gồm 

việc hấp thu chất dinh dưỡng và bài tiết các chất chuyển hóa. Cụ thể, việc giải phóng 

các axit hữu cơ như axit oxalic có xu hướng làm giảm pH, trong khi quá trình đồng 

hóa axit hữu cơ hoặc thủy phân urê lại làm tăng pH. 

Độ pH là một yếu tố then chốt ảnh hưởng đến tính thấm của thành và màng tế 

bào nấm, từ đó tác động trực tiếp đến sự vận chuyển ion và các chất khác qua màng 

tế bào. Do đó, pH của môi trường nuôi cấy có vai trò quyết định đối với quá trình trao 

đổi chất và đặc biệt là sự sinh tổng hợp các hợp chất chuyển hóa, đồng thời ảnh hưởng 

rõ rệt đến sự phát triển của vi sinh vật nội sinh [87].  

Mỗi loài vi sinh vật đều có một khoảng pH sinh trưởng đặc trưng và một giá 

trị pH tối ưu cho sự phát triển. Dựa vào pH tối ưu, các vi sinh vật được phân loại 

thành ưa axit (pH 0-5,5), ưa trung tính (pH 5,5-8,0) và ưa kiềm (pH 8,5-11,5). Một 

số loài có thể phát triển tốt nhất ở pH 10 trở lên. Các nghiên cứu cho thấy rằng pH tối 

ưu cho sự phát triển và sinh tổng hợp PTOX của vi nấm thường nằm trong khoảng 

axit yếu, cụ thể là từ 5,6-6,5 [49]. Điều này cho thấy pH môi trường nuôi cấy nên 

được điều chỉnh để phù hợp với các chủng nấm nội sinh, nhằm đạt được sản lượng 
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mong muốn. Do đó, các nghiên cứu về ảnh hưởng của pH là rất cần thiết để tối ưu 

hóa hiệu suất sinh tổng hợp PTOX. 

3.3. Ảnh hưởng của tốc độ lắc và thể tích dịch lên men 

Sự dao động về tốc độ lắc có tác động đến sinh trưởng của sợi nấm trong môi 

trường dịch thể. Khi lắc, oxy hòa tan được đưa vào môi trường tốt hơn và sợi nấm 

được đảo trộn đều, giúp chúng tiếp xúc đồng đều với môi trường từ trên xuống dưới. 

Thể tích dịch lên men trong thiết bị nuôi cấy cũng rất quan trọng để cung cấp đủ 

lượng oxy hòa tan và tốc độ thông thoáng, tạo điều kiện cho vi sinh vật phát triển và 

tổng hợp các hợp chất thứ cấp quan trọng. 

 Các nghiên cứu thường tối ưu tốc độ lắc trong khoảng 100 đến 250 vòng/phút, 

với tỷ lệ thể tích môi trường nuôi/thể tích bình là 5-30% (v/v). Chẳng hạn, một báo 

cáo của S. Kusari và cộng sự [12] đã chỉ ra rằng chủng nấm Aspergillus fumigatus 

Fresenius sản sinh PTOX hiệu quả dưới điều kiện lắc 200 vòng/phút và thể tích dịch 

nuôi cấy 20%. Tương tự, một nghiên cứu khác [11] cho thấy chủng Fusarium solani 

có thể sản xuất PTOX khi được lắc ở 100 vòng/phút, với thể tích dịch nuôi cấy 40%. 

Với nấm Phellinus linteus tăng trưởng tốt nhất ở 150 vòng/ phút, ở 200 vòng/ phút 

mật độ nấm giảm [114].  

3.4. Ảnh hưởng của thời gian 

Hình 1.6. Thời gian lên men Aspergillus fumigatus Fresenius sinh tổng hợp 

deoxypodophyllotoxin [12] 

Nhiều nghiên cứu đã chứng minh khả năng sản xuất thành công các hợp chất 

có hoạt tính sinh học từ nấm nội sinh. Mohammad Nadeem và cộng sự đã nuôi cấy 

nấm Fusarium solani trên môi trường PDB trong 15 ngày, thu được sản lượng PTOX 

là 29,0 μg/g trọng lượng khô tế bào ở 28 °C và pH 6,5, với tốc độ lắc 100 vòng/phút 

[11]. Tương tự, Mucor fragilis Fresen tổng hợp được 49,3 μg/g PTOX sau 7 ngày 
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nuôi cấy ở 26 °C, pH 6,5 và 180 vòng/phút [113]. Năm 2009, S. Kusari và cộng sự 

cũng báo cáo sản lượng DPTOX từ nấm Aspergillus fumigatus Fresenius là 4 ± 2 

μg/100 g trọng lượng khô tế bào, sau 9 ngày lên men ở 28 ± 2 °C, pH 5,6 và 200 

vòng/phút [12]. Một nghiên cứu khác đã nuôi cấy chủng TG9 trong 300 ml môi 

trường lỏng PDA ở 28 °C, pH 6,0 và 120 vòng/phút trong một tuần, sau đó xác định 

sự hiện diện của PTOX bằng phương pháp HPLC [13]. Những nghiên cứu này đã 

chứng minh rằng thời gian tối ưu cho quá trình sinh tổng hợp PTOX và các dẫn xuất 

của nó là khác nhau, tùy thuộc vào đặc tính sinh học của từng chủng nấm và điều kiện 

nuôi cấy cụ thể. 

3.5. Ảnh hưởng của nguồn carbon và nitơ 

Theo Gogoi và cộng sự, nghiên cứu của họ đã đi sâu vào tác động của các 

nguồn carbon và nitơ đối với sự phát triển và khả năng sản xuất chất chuyển hóa thứ 

cấp của chủng nấm Fusarium sp. DF2. Vi nấm này đạt sinh khối và sản lượng chất 

chuyển hóa cao nhất khi môi trường lên men chứa 0,1% dextrose, tiếp theo là glucose, 

sucrose và glycerol. Ngược lại, việc sử dụng tinh bột, lactose và mannitol làm giảm 

đáng kể cả sinh khối và lượng chất chuyển hóa 

Khi nghiên cứu về nguồn nitơ, các nhà khoa học nhận thấy dịch chiết nấm men 

có khả năng thúc đẩy sự tích lũy chất chuyển hóa thứ cấp, trong khi dịch chiết bò, 

pepton và (NH4)2SO4 chủ yếu làm tăng sinh khối nhưng không hiệu quả trong việc 

sản xuất các hoạt chất sinh học [115]. Trong báo cáo của [26] khi bổ sung 1% đường 

glucose; 1% cao nấm men; 0.5 % pepton; 0.5% tryton trong môi trường lên men 

chủng Penicillium reticulisporum tsp41 sinh tổng hợp Huperzin A cao nhất 0,0341 

mg/L dịch lên men. Phân lập từ môi trường nước ở rừng ngập mặn Yung Shue O, 

Hồng Kông, chủng vi nấm biển A. saccharicola phát triển tối ưu trong môi trường có 

bổ sung 0,5% pepton và 0,5% dịch chiết nấm men. Trong khi glucose không tác động 

đến sự tăng trưởng, nó lại là yếu tố quan trọng đối với quá trình sinh tổng hợp các 

hợp chất kháng khuẩn của chủng vi nấm này [116].  

3.6. Ảnh hưởng của tỷ lệ giống 

Bên cạnh các yếu tố môi trường dinh dưỡng, tỷ lệ tiếp giống ban đầu cũng là 

một yếu tố quan trọng cần xác định để đảm bảo quá trình sinh trưởng diễn ra hiệu 

quả. Tỷ lệ này ảnh hưởng trực tiếp đến sự cạnh tranh của vi sinh vật về dinh dưỡng 

và oxy. Cả khi mật độ tế bào quá cao hoặc quá thấp đều có thể làm giảm khả năng 

sinh trưởng [117]. Nếu mật độ ban đầu quá thấp, pha sinh trưởng log có thể bị kéo 

dài, trong khi mật độ ban đầu quá cao có thể nhanh chóng dẫn đến pha tử vong [118]. 

Ở hầu hết các nghiên cứu tỷ lệ tiếp giống thường dao động trong khoảng 1-15%, tùy 

thuộc vào quá trình khảo sát ban đầu.  
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3.7. Ảnh hưởng của nguồn cơ chất cảm ứng 

Một số nghiên cứu gần đây đã chứng minh tầm quan trọng của việc tối ưu hóa 

quá trình lên men cùng với việc sử dụng các nguồn cơ chất cảm ứng để tối đa hóa 

việc sản xuất các hợp chất có lợi ích kinh tế từ nấm nội sinh. Theo nghiên cứu của 

[26] nguồn ethanol và methanol được bổ sung vào môi trường như nguồn carbon đạt 

nồng độ cuối 0,5-2% đã kích thích sự phát triển của nấm và làm tăng khả năng sản 

xuất Huperzin A. Cũng liên quan đến việc làm tăng cường khả năng sinh tổng hợp 

Huperzin A, [119] đã bổ sung vào môi trường lên men một số chất cảm ứng HSE (H. 

serata extracts- tách chiết từ lá thạch tùng rang cưa), L-Lysine và axit acetic với các 

nồng độ lên men khác nhau. Kết quả cho thấy L-Lysine và HSE đã kích thích khả 

năng sinh Huperzin A và hệ sợi nấm. Trên cơ sở đó, NCS đã bổ sung cao chiết từ cây 

Bát Giác Liên để nghiên cứu nâng cao hoạt tính PTOX từ nấm nội sinh. Dựa vào con 

đường sinh tổng hợp PTOX và các dẫn xuất cho thấy axit ferulic và axit cinnamic là 

những enzyme quan trọng tham gia vào quá trình sinh tổng hợp PTOX, 

phenylananine như một nguồn nitơ và các gốc alcohol cần được xem xét đưa vào 

nghiên cứu.  
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Vật liệu nghiên cứu 

         Mẫu cây dược liệu Bát Giác Liên (Loài Dysosma difformis 

(hemsl.&E.H.Wilson) T.H.Wang) khoẻ mạnh được thu thập ngẫu nhiên vào tháng 

06/2020 tại Thôn Phìn Sảng, Xã Minh Tân, Huyện Vị Xuyên, Tỉnh Hà Giang. Tọa 

độ: 23°0'40.14"N 104°53'6.92"E, độ cao 1074 m và Bản Ngài Thầu, Xã Khun Há, 

Huyện Tam Đường, tỉnh Lai Châu. Toạ độ: 22o13`2.55”N 103o35’0.58”E, độ cao 

1890m. Nhiệt độ trung bình dao động khoảng 18-27 0C. 

         Chủng vi sinh vật: Gram âm (Escherichia coli DH5) và Gram dương 

(Staphylococcus sp., Bacillus 7TM11, Bacillus 2TM6, Enterobacter 14RM7-1) được 

lưu giữ tại Phòng Công nghệ tế bào thực vật, Viện Sinh học. 

Các dòng tế bào ung thư ở người: SK-LU-1 (tế bào ung thư phổi); HepG2 (tế 

bào ung thư gan); HL-60 (tế bào bạch cầu cấp tính) do GS. TS. J. M. Pezzuto, Trường 

Đại học Long-Island, US và GS. Jeanette Maier, trường Đại học Milan, Italia cung 

cấp. 

2.1.2. Thiết bị và hóa chất nghiên cứu 

Thiết bị, dụng cụ nghiên cứu:  

Box cấy (Esco), tủ sấy (Selecta 52 L), tủ ấm nuôi cấy trong tối, máy lắc ổn 

nhiệt (WiseCube), máy PCR, máy điện di, máy voltex, máy li tâm, máy siêu âm phá 

vỡ tế bào, nồi hấp tiệt trùng (ALPMC-40DP), Kính hiển vi quang học (Carl Zeiss), 

tủ hút Streamline Class II (ESCO,Troisdorf, Đức); ELISA Plate Reader (Biotek, 

USA); Tủ lạnh sâu -20 °C, -80 °C; Tủ lạnh 4 °C; Bình nitơ lỏng; Cân kỹ thuật 

(SHINKO GS 600G), Máy lọc nước; Hệ thống lên men Bioflo 10 L (New 

Brunswick); Hệ thống lên men Blue Fer 100 L(Blue Fer 100, Vilab – Việt Nam); 

Máy đo pH (Hanna); Tủ lạnh 4 °C giữ giống (Jeio Tech); Máy cô quay R300 (Buchi, 

Flawil, Switzerland). 

Sắc ký lớp mỏng được thực hiện trên bản mỏng nhôm tráng sẵn silicagel 60 

F254 Merk (dày 0,25mm) với hệ dung môi dichloromethane:methanol tỷ lệ (9:1, v/v). 

Quan sát các vết sắc ký được thực hiện bằng đèn UV ở bước sóng 365nm, tiếp theo 

là hiện màu bằng dung dịch H2SO4 10%. 

Các dụng cụ như cối, chày sứ, pank, đĩa cấy, giấy thấm, dao, kéo, đĩa petri, 

que cấy, que trang, phiến kính, lamen, pipetman, bình tam giác 250ml, 500ml; Bình 

pyrex 500ml, bông không thấm nước, giấy bạc, cân kỹ thuật. Dụng cụ được hấp tiệt 

trùng ở 121 °C, 1atm trong 30 phút. 
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Hóa chất nghiên cứu 

Các hóa chất sử dụng: podophyllotoxin (Sigma, CAS No. 518-28-5); D-

glucose (Germany); TCA 20% (Sigma, Germany); G-spinTM Total DNA Extraction 

kit (INtRON Biotechnology, Sangdaewon, Korea); Methanol hữu cơ (India); Ethanol 

70%, Sodium thiosulfat 2,5% (MERCK), Sodium hypoclorit 5% (MERCK); 

Ellipticine (Sigma, Germany); DMSO 1% (Sigma, Germany); Cefotaxime 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, Mỹ). 

Một số hóa chất khác: Nitơ lỏng, CTAB, NaCl, NaOH, Tris-HCl, EDTA, H2O 

deion, Isopropanol, Ethanol, Chloroform, Isoamyl alcohol, RNase, đệm rửa, đệm 

tách, javen, cồn 750,… 

Cặp mồi ITS1/ITS4 khuếch đại vùng ITS [120]:  

ITS1 (5′-CCGTAGGTGAACCTGCGG-3′) và  

ITS4 (5′-TCC TCCGCTTATTGATATGC-3′) 

Môi trường nuôi cấy nấm: Thạch khoai tây glucose (PDA): Khoai tây, 20 g/l; 

glucose, 20 g/l; thạch, 20 g/l; nước cất 1 lít; pH 6,5 ± 0,2. Cách tiến hành, khoai tây 

gọt vỏ, rửa sạch, cắt thành dạng hạt lựu, bổ sung 500 ml nước cất và đun sôi trong 20 

phút, sau đó lọc chiết lấy nước trong, hòa tan glucose và thêm nước cất đến 1000 ml.  

Môi trường nuôi cấy khuẩn: Môi trường thạch Lysogeny Broth (LB): Peptone, 

10 g/l; cao nấm men, 5 g/l; NaCl, 5 g/l; thạch, 20 g/l; nước cất 1 lít; pH 7,0 ± 0,2. 

Địa điểm thực hiện nghiên cứu 

Việc xác định loài Dysosma difformis (Bát Giác Liên) do Trịnh Ngọc Bon, 

Viện Khoa học Lâm nghiệp Việt Nam và Nguyễn Thị Thanh Hương, phòng Thực vật 

học, Viện Sinh thái và Tài nguyên sinh vật xác định. 

Hoạt tính gây độc tế bào của mẫu nghiên cứu đã được thử nghiệm tại Phòng 

thử nghiệm sinh học, Viện Sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt 

Nam. 

Việc phân lập và xác định cấu trúc phân tử được thực hiện tại Phòng Dược 

liệu biển, thuộc Viện Hóa Học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

Phân lập, tách chiết và nghiên cứu các điều kiện nuôi cấy nấm nội sinh, hoạt 

tính kháng khuẩn được thực hiện tại Phòng Công nghệ tế bào thực vật, Viện Sinh 

học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Phương pháp thu thập mẫu cây dược liệu 

Mẫu cây Bát Giác Liên thuộc chi Podophyllum (Dysosma) được thu thập tại 
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khu bảo tồn tự nhiên tại Lai Châu, Hà Giang. Lựa chọn các cây khỏe mạnh, không 

còi cọc, không bị sâu hại hay biểu hiện bệnh như đốm lá, vàng cây… thu thập vào túi 

bóng vô trùng và bảo quản ở 8-10 °C cho tới khi thí nghiệm trong vòng 24h.  

2.2.2. Phương pháp định danh mẫu dược liệu nghiên cứu 

- Phương pháp truyền thống:  Mẫu sau khi thu thập được phân loại dựa trên 

phương pháp hình thái truyền thống phân loại thực vật [15], [19].  

  - Phương pháp sinh học phân tử: DNA lá non của mẫu cây dược liệu nghiên 

cứu được tách chiết và tinh sạch theo phương pháp CTAB của Doyle và cs. có cải 

tiến [121].  

 Kiểm tra sản phẩm DNA sau tách chiết được điện di trên gel agarose 1%. Nồng 

độ và độ tinh sạch của DNA tổng số của mẫu thể hiện qua thông số A260/280 (1,6-

2,0 được coi là mẫu tinh sạch). 

 Thực hiện phản ứng PCR: Thành phần phản ứng PCR bao gồm 

               Bảng 2.1. Thành phần của phản ứng PCR/tổng thể tích mẫu 

Thành phần Thể tích 

DNA (100 ng/µl) 4μl 

Mồi xuôi (100 pM) 2 µl 

Mồi ngược (100 pM) 2 µl 

Buffer (10X)  5 μl 

MgCl2 (25mM) 5μl 

dNTP (2,5mM) 5μl 

Tag polymerase (1 U/ µl) 2μl 

H2O 25 µl 

Tổng 50 µl 

                               

Chu trình nhiệt cho gen rbcL: 940C/5 phút; lặp lại 35 chu kì với (940C/30 giây, 

50-54 0C/60 giây, 720C /50 giây); 720C /10 phút và giữ ở 40C. 

Cặp mồi khuếch đại gen đích rbcL [122]: 

rbcL -F 5’- ATGTCACCACAAACAGAAAC -3’ 

rbcL -R 5’- TCGCATGTACCTGCAGTAGC -3’ 

 Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng cách chạy điện di trên gel agarose 1% ở 

điện áp 60-80 V trong 45 phút, sau đó nhuộm bằng ethidium bromide để hiển thị các 
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băng. Kích thước tương đối của các băng khoảng 600-700 bp được so sánh với thước 

DNA 1 kb (GeneRuler 1kb DNA Ladder SM0311, Thermo Scientific). Sau khi tinh 

sạch, các sản phẩm PCR được giải trình tự trên hệ thống ABI PRISM ® 3100 Avant 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems) theo nguyên lý của Sanger. 

 Phân tích kết quả: Trình tự các phân đoạn gen của mẫu thực vật được so sánh 

với trình tự của các loài tham chiếu trên ngân hàng Genbank (NCBI) thông qua phần 

mềm Bioeddit 

2.2.3. Phương pháp chiết xuất thực vật từ mẫu rễ cây Bát Giác Liên 

Tương tự như chiết xuất nấm, mẫu cây Bát Giác Liên được rửa sạch nhiều lần 

với nước cất, khử trùng bề mặt với ethanol 70 % trong 5 phút, cắt rễ thành các đoạn 

nhỏ 1 cm trong điều kiện vô trùng, nghiền nát và sấy khô đến trọng lượng không đổi. 

Bột khô sau đó được ngâm trong 100 ml metanol trong 24 giờ và siêu âm trong 1 giờ, 

tần số 20 kHz, lặp lại 3 lần để thu được dung dịch chiết xuất rễ cây. Sau khi lọc, dịch 

lọc chiết xuất rễ cây được bay hơi bằng thiết bị cô quay R300 ở 30 °C để thu cao chiết 

phục vụ các nghiên cứu tiếp theo [13] với một số bổ sung. 

2.2.4. Phương pháp phân lập và định loại vi nấm nội sinh 

2.2.4.1. Quy trình khử trùng bề mặt mẫu với một số bổ sung [123], [124] 

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

thực hiện các bước xử lý bề mặt mẫu cây Bát Giác Liên để loại bỏ hoàn toàn vi nấm 

và vi khuẩn ngoại sinh. Các mẫu rễ, thân, lá được rửa sạch dưới vòi nước để loại bỏ 

đất và sau đó để khô tự nhiên. Tiếp theo, các mẫu này được rửa lại bằng nước cất vô 

trùng rồi cắt thành các đoạn có kích thước 1 cm đặt trên giấy thấm vô trùng, để khô 

trong box cấy vô trùng. Tiến hành khử trùng bề mặt bằng cồn 70% trong 3 phút (đối 

với mẫu lá) hoặc 5 phút (đối với mẫu rễ và thân), sau đó rửa bằng natri hypochlorit 

5% cho 2 phút (đối với mẫu lá) hoặc 3 phút (đối với rễ và thân), ngâm trong dung 

dịch natri thiosulfat 2,5% trong 5 phút, tiếp theo rửa sạch trong ethanol 75%. Mẫu 

được tráng lại bằng nước cất vô trùng vài lần, thấm khô bằng giấy thấm vô trùng, sau 

đó đặt mẫu trên các đĩa chứa môi trường thạch LB. Các đĩa petri được ủ ở 25 °C và 

kiểm tra hàng ngày. Sau 5 ngày, mẫu nào không có dấu hiệu phát triển của vi khuẩn 

hoặc vi nấm xung quanh vùng cấy sẽ được xác nhận là sạch và đủ điều kiện cho việc 

phân lập vi nấm nội sinh. 

2.2.4.2. Phân lập nấm nội sinh  

Bước 1. Các mẫu thân, lá và rễ sau khi được khử trùng bề mặt, nghiền nát bằng 

cối và chày sứ vô trùng.  

Bước 2. Mẫu nghiền được phết lên thạch đĩa PDA có bổ sung chloramphenicol 
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(0,2%), mỗi mẫu được lặp lại ít nhất 3 lần và được ủ ở 25±2 °C trong 1-2 tuần. Từ 

mô thực vật sau khi được nghiền nát xuất hiện các khuẩn lạc nấm được coi là vi nấm 

nội sinh. Những loại nấm này được thuần khiết thêm trên các đĩa PDA mới để thu 

được các chủng nấm sạch. 

Các chủng nấm nội sinh thu được, được mã hóa theo vị trí và mô ban đầu (mã 

hóa HG, LC cho các mẫu từ Hà Giang và Lai Châu; mã hóa L, T, R cho các mẫu từ 

lá, thân, rễ tương ứng). Các nấm nội sinh này được cấy trong các ống thạch nghiêng 

PDA và lưu trữ thời gian ngắn ở nhiệt độ 4 °C, giữ lâu dài trong môi trường PDA 

lỏng có bổ sung 40% glycerol ở -80 °C tại Bộ sưu tập vi sinh vật thuộc Viện Sinh 

học. 

2.2.4.3. Định danh vi nấm sơ bộ bằng phương pháp truyền thống và bảo quản  

Nhận dạng chủng nấm qua màu sắc, hình dạng, kích thước, bề mặt khuẩn lạc, 

dạng mép khuẩn lạc, màu sắc khuẩn ty khí sinh, màu sắc khuẩn ty cơ chất, giọt tiết, 

sắc tố khuếch tán ra môi trường và các đặc điểm vi thể như vách ngăn sợi nấm, bào 

tử và cuống bào tử, … theo các khoá phân loại [125], [126], [127] để sơ bộ nhận 

dạng, phân loại các chủng nấm đến chi. 

2.2.4.4. Định danh vi nấm sơ bộ bằng phương pháp sinh học phân tử [128]  

*Tách chiết DNA: Nghiền khoảng 10-50 mg mẫu sinh khối nấm trong nitơ 

lỏng và tách chiết DNA tổng số theo kit tách chiết DNA genom G-spinTM Total DNA 

Extraction kit (INtRON, Korea).  

*Thực hiện phản ứng PCR: DNA tổng số của chủng được sử dụng trong phản 

ứng PCR nhằm nhân dòng các gene quan tâm thông qua cặp mồi đặc hiệu  

ITS1 (forward): 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’  

ITS4 (reverse): 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’  

Thể tích phản ứng PCR (50µl) bao gồm 300 ng DNA khuôn, 25 µl hỗn hợp 

Big Dye Terminator sequencing, 1,5 µmol/l mỗi mồi và nước khử ion. Chu trình nhiệt 

bao gồm: 95 °C trong 1 phút; sau đó là 36 chu kỳ nhiệt: 94 °C trong 30 giây, 53 °C 

trong 20 giây, 72 °C trong 30 giây; kéo dài ở 72 °C trong 5 phút; giữ ở 15 °C cho đến 

khi lấy mẫu. Sau khuếch đại, điện di sản phẩm PCR trên gel agaroza 1%, đoạn DNA 

có kích thước khoảng 490 bp là phù hợp. 

Tiếp theo, đoạn gen được xác định trình tự nucleotit bằng máy giải trình tự 

AEI PRISM @ 3700 Genetic Analyzer. Trình tự nucleotit đã được phân tích bằng 

phần mềm BioEdit sequence Alignment Editor. Sau đó, trình tự vùng này được so 

sánh với cơ sở dữ liệu trên Genebank (NCBI) sử dụng công cụ BLAST SEARCH. 
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Độ đồng nhất trình tự lớn hơn 99%, giữa 95% và 99%, ≤95% tương ứng với phân 

loại cấp loài, chi, họ. 

2.2.4.5. Phương pháp xây dựng cây phân loại 

Tất cả các trình tự đã được điều chỉnh bằng cách loại bỏ các khoảng trống và 

dữ liệu bị thiếu trong phần mềm Chromas 2.5 trước khi được sử dụng để phân tích 

phát sinh loài trong phần mềm MEGA7. Phương pháp Neighbor-Joining đã được sử 

dụng để suy ra lịch sử tiến hóa. Khoảng cách tiến hóa đã được chứng minh bằng 

phương pháp Maximum Composite Liability. Các giá trị Bootstrap nhỏ hơn 50 không 

được hiển thị trên phát sinh loài [129]. 

2.2.4.6. Phương pháp phân tích chỉ số đa dạng  

Sự đa dạng của nấm nội sinh đã được phân tích bằng cách sử dụng các chỉ số 

khác nhau như chỉ số ưu thế Simpson (D), chỉ số đa dạng Simpson (1- D), chỉ số đa 

dạng Shannon (H’), chỉ số giàu có Margalef (Dmg), chỉ số giàu có Menhinick (Dmn), 

chỉ số ưu thế Camargo (1/Dmn) và chỉ số đồng đều Pielou (P). Chỉ số tương đồng cho 

các quần thể nấm nội sinh giữa các mô được thử nghiệm và vị trí lấy mẫu cũng được 

đánh giá bằng cách sử dụng chỉ số Sorensen (S) [130], [131], [132]. Theo đó, công 

thức tính các chỉ số như sau: 

Chỉ số ưu thế  

Simpson (D) Trong đó: 

ni: Số lượng cá thể (hoặc khuẩn lạc) của loài thứ i. 

N: Tổng số cá thể (hoặc khuẩn lạc) của tất cả các loài trong 

mẫu. 

S: Tổng số loài (hoặc OTU) tìm thấy trong mẫu. 

Chỉ số đa dạng  

Simpson (1- D) 
 

Chỉ số đa dạng 

Shannon (H’) 
Trong đó: 

• pi: Tỷ lệ cá thể của loài thứ i trong quần xã (ni/N). 

• ln: Logarit tự nhiên. 

Chỉ số giàu có 

Margalef (Dmg) Trong đó: 

• S: Tổng số loài (hoặc OTU) tìm thấy trong mẫu. 



35 

 

 

3
5

 

• N: Tổng số cá thể (hoặc khuẩn lạc) của tất cả các 

loài trong mẫu. 

Chỉ số giàu có 

Menhinick (Dmn) 
Trong đó: 

• S: Tổng số loài (hoặc OTU) tìm thấy trong mẫu. 

• N: Tổng số cá thể (hoặc khuẩn lạc) của tất cả các 

loài trong mẫu. 

Chỉ số ưu thế 

Camargo (1/Dmn) 
 

Chỉ số đồng đều 

Pielou (P) Trong đó: 

• H′: Chỉ số đa dạng Shannon. 

• S: Tổng số loài (hoặc OTU) tìm thấy trong mẫu. 

Chỉ số Sorensen (S) 

Trong đó: 

• A: Số lượng loài (hoặc OTU) chỉ có trong quần 

xã/mẫu thứ nhất. 

• B: Số lượng loài (hoặc OTU) chỉ có trong quần 

xã/mẫu thứ hai. 

• C: Số lượng loài (hoặc OTU) có mặt ở cả hai quần 

xã/mẫu. 

2.2.4.7. Phương pháp xác định đặc điểm sinh học 

- Phương pháp xác định các đặc điểm sinh lý sinh hoá bao gồm pH, nhiệt độ, khả 

năng sinh các enzyme ngoại bào [133], [134]. Khảo sát dải pH từ 5-8 hoặc dải nhiệt 

độ 22 °C - 37 °C, các yếu tố cơ bản khác giữ nguyên. Xác định hoạt tính enzyme 

cellulase tác động lên cơ chất là cellulose 0,2% trong môi trường thạch. Cơ chất bị 

phân hủy làm độ đục của môi trường bị giảm và trở nên trắng đục khi nhuộm bằng 

dung dịch Lugol. Ðộ lớn của vòng phân giải phản ánh hoạt tính của enzyme cellulase.  

- Phương pháp xác định hoạt tính enzyme ngoại bào chitinase [114]. Chitinase tác 

động lên cơ chất là chitin 0,2% trong môi trường thạch. Cơ chất bị phân hủy làm độ 

đục của môi trường bị giảm và trở nên trong suốt khi nhuộm bằng dung dịch Lugol. 

Ðộ lớn của vòng phân giải phản ánh hoạt tính của enzyme chitinase. 
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2.2.5. Phương pháp sàng lọc các chủng nấm nội sinh sinh hoạt chất 

podophyllotoxin và các dẫn xuất 

2.2.5.1. Phương pháp nuôi cấy chủng nấm 

Chủng vi nấm được nuôi cấy trong bình tam giác có dung tích 500 ml chứa 

100 ml môi trường PDA, pH 7. Quá trình nuôi cấy diễn ra trên máy lắc tốc độ 150 

vòng/phút ở nhiệt độ 25 °C. Sau thời gian ≥ 120 giờ tuỳ chủng, sinh khối sẽ được thu 

hoạch. 

2.2.5.2. Phương pháp thu chiết xuất nấm [13] với một số bổ sung 

Nấm nội sinh được nuôi cấy trong 100 ml PDA, pH 7, lắc 150 vòng/phút ở 25 

± 2 oC trong 5 ngày. Sinh khối và dịch lọc nuôi cấy được thu thập riêng biệt thông 

qua giấy lọc. Sinh khối tươi sau đó được rửa với nước cất hai lần và sấy khô ở 45 oC 

–60 oC đến khối lượng không đổi trong thiết bị sấy đối lưu để đảm bảo đồng đều nhiệt 

độ, thời gian 24-48 giờ tuỳ vào lượng mẫu. Sinh khối khô được ngâm trong 100 ml 

dung môi hữu cơ methanol trong 24 giờ, siêu âm phá vỡ tế bào trong 1 giờ lặp lại 3 

lần để thu được chiết xuất sinh khối nấm. Sau khi lọc, dịch lọc lên men được bay hơi 

để thu được cao chiết dịch lọc. Chiết xuất sinh khối nấm và cao chiết dịch lọc nuôi 

cấy được trộn và sau đó cô quay ở 30 oC trong máy bay hơi R300 loại dung môi, thu 

chiết xuất nấm cho các nghiên cứu tiếp theo. 

2.2.5.3. Phương pháp xác định hoạt chất podophyllotoxin và dẫn xuất 

Phương pháp phát hiện nhanh bằng sắc ký bản mỏng TLC (Thin layer 

Chromatography) theo [113] với một số bổ sung: Chiết xuất nấm được hoà trong 

metanol (nồng độ 1 mg / ml). Phân tích 5 µL dịch chiết lên men trong methanol (nồng 

độ 1 mg/ml) trên bản silica gel 0,25 mm và được thực hiện trong hệ dung môi 

Diclomethan:methanol (9:1, v/v). Chất chuẩn podophyllotoxin (1 mg/ml metanol) 

được sử dụng như đối chứng dương. Bản silica gel được phun H2SO4 10 % để phát 

hiện PTOX hoặc được soi dưới tia UV bước sóng 254 nm để phát hiện các chất trong 

chiết xuất theo nghiên cứu của [135]. 

 Phương pháp phân tích mẫu bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao HPLC (High-

performance liquid chromatography) như mô tả của [136] với một số bổ sung, PTOX 

trong chiết xuất nấm được phân tích trong điều kiện sau:  

Hệ thống HPLC Agilent 1200 được trang bị đầu dò detector (DAD) (Agilent 

Technologies, PaloAlto, CA, Hoa Kỳ).  

Phạm vi bước sóng phát hiện từ 210 nm đến 365 nm, thu thập sắc ký được xác 

định ở 210 nm.  

Cột sắc ký Eclipse XDB-C18 (kích thước hạt 250 mm x 4,6 mm, 5 µm) 
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(Agilent Technologies) ở nhiệt độ 25 oC.  

Pha động là H2O (A)/acetonitril (B) (Merck), tốc độ dòng 0,5 ml/phút 

Nồng độ mẫu (Chiết xuất nấm và thực vật trong methanol): 10 mg/ml 

Nồng độ chất chuẩn (podophyllotoxin trong metanol): 1 mg/ml  

Thể tích tiêm mẫu 10 µl.  

Pha động ACN-H2O, chương trình rửa giải gradient dung môi: 

Thời gian (phút): 0 10 23 35 60 

ACN (% thể tích): 10 20 50 90 90 

Việc xác định PTOX và các dẫn xuất được thực hiện bằng cách so sánh thời 

gian lưu (Rt) và phổ UV với PTOX chuẩn. 

2.2.6. Phương pháp xác định hoạt tính gây độc tế bào của chiết xuất nấm  

Quy trình nuôi cấy tế bào in vitro 

        Để nuôi cấy các dòng tế bào ung thư HL-60 và SK-LU-1 theo phương pháp đơn 

lớp, NCS sử dụng môi trường DMEM (Hyclone, Logan, UT, Hoa Kỳ) có bổ sung 2 

mM L-glutamine, 10 mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate và 10% FBS (GIBCO). 

Đối với dòng tế bào HepG2, môi trường nuôi cấy là DMEM chứa 10% FBS (Huyết 

thanh bò thai nhi), 100 mg/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin (Sigma, 

Roedermark, Đức), cùng với 1% insulin. Tế bào được cấy chuyển sau mỗi 3 ngày với 

tỷ lệ 1:3 và được ủ trong tủ ấm CO2 ở điều kiện 37°C và 5% CO2. 

Quy trình thực hiện 

        Phương pháp thử độc tế bào in vitro, được Viện Ung thư Quốc gia Hoa Kỳ (NCI) 

công nhận là một xét nghiệm chuẩn để sàng lọc và nhận diện các hợp chất có hoạt 

tính ức chế hoặc tiêu diệt tế bào ung thư trong môi trường in vitro, đã được áp dụng. 

NCS đã đánh giá độc tính tế bào của chiết xuất nấm bằng cách sử dụng xét nghiệm 

sulforhodamine B (SRB), với một số cải tiến so với phương pháp gốc được trình bày 

bởi [144]. Trong xét nghiệm này, hàm lượng protein tế bào tổng số được xác định 

dựa trên mật độ quang học (OD) đo được sau khi nhuộm protein bằng SRB. Vì giá 

trị OD tỷ lệ thuận với lượng SRB gắn kết với protein, OD cao hơn sẽ phản ánh số 

lượng tế bào và protein lớn hơn. Điều kiện thực hiện xét nghiệm như sau: 

- Chiết xuất nấm (mẫu) được đưa vào giếng của khay 96 giếng để có nồng độ 0,032; 

0,16; 0,8; 4; 20; 100 µg/ml. 

- Các tế bào ung thư sau đó được tách rời bằng trypsin và đếm để điều chỉnh mật 

độ khoảng 104 tế bào/ml. Các tế bào đã điều chỉnh mật độ sẽ được cấy vào các 

giếng đã chứa chiết xuất nấm. Trên cùng một đĩa thử, bố trí một số giếng để làm 
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đối chứng ngày 0 (không có chiết xuất nấm, chỉ có tế bào ung thư). Sau 1h, các 

giếng đối chứng 0 ngày sẽ được cố định tế bào bằng axit Trichloroacetic (TCA 

20%) (Sigma, Deisenhofen, Đức) trong khi các đĩa còn lại tiếp tục được nuôi cấy 

trong tủ ấm CO2 ở 37oC, 5% CO2 trong 72 giờ. 

- Sau 72 giờ, tế bào được cố định vào đáy giếng bằng TCA trong 1 giờ, sau đó rửa 

sạch và làm khô ở nhiệt độ phòng. Tất cả các giếng tiếp theo được nhuộm bằng 

SRB trong 30 phút ở 37°C. Sau đó, chúng được rửa 3 lần bằng axit axetic và sấy 

khô ở nhiệt độ phòng. Để hòa tan lượng SRB còn lại, 10 mM Tris base không 

đệm được thêm vào. Các đĩa được lắc nhẹ trong 10 phút trước khi đọc kết quả 

mật độ quang học (OD) ở bước sóng 540 nm trên Máy đọc đĩa ELISA (Biotek, 

Hoa Kỳ). Khả năng ức chế tế bào sống khi có mặt chiết xuất nấm sẽ được xác 

định bằng công thức sau: 

           

 % ức chế tế bào = 100% - % tế bào sống sót 

DMSO 1% được sử dụng như đối chứng âm. 

Ellipticine (Sigma, Deisenhofen, Đức) ở nồng độ 10 µg /ml; 2 µg /ml; 0,4 µg 

/ml; 0,08 µg /ml và podophyllotoxin ở nồng độ 0,032 µg /ml; 0,16 µg /ml; 0,8 µg /ml; 

4; 20 µg /ml; 100 µg /ml được sử dụng như đối chứng dương. 

Giá trị IC50 (nồng độ ức chế 50% sự phát triển) được xác định bằng phần mềm 

máy tính Table Curve 2Dv4. 

Để đảm bảo tính chính xác, các thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Giá trị IC50 của 

chiết xuất nấm, chiết xuất D. difformis và đối chứng dương (podophyllotoxin và 

ellipticine) được đánh giá theo tiêu chuẩn của Viện Ung thư Quốc gia Hoa Kỳ (NCI) 

[137]. 

2.2.7. Phương pháp xác định hoạt tính kháng khuẩn của chiết xuất nấm 

Hoạt tính kháng khuẩn của chiết xuất nấm được đánh giá bằng phương pháp 

khuếch tán trên đĩa thạch [12] với một số bổ sung. Chiết xuất nấm hòa trong methanol 

để có nồng độ 1 mg/ml. Vi khuẩn Gram âm (Escherichia coli DH5) và Gram dương 

(Staphylococcus sp., Bacillus 7TM11, Bacillus 2TM6, Enterobacter 14RM7-1) được 

nuôi lỏng trong môi trường LB ở 37 ºC trong 24-48 giờ sao cho mật độ đạt khoảng 

107-108 cfu/ml. Sử dụng 100 µL vi khuẩn trải đều bề mặt đĩa thạch. Giấy thấm vô 

trùng có đường kính 6 mm được nhúng vào 40 µL chiết xuất nấm, để khô và đặt lên 

đĩa thạch. Đĩa thạch được đặt trong 4 ºC, 2 giờ, sau đó chuyển vào tủ 37 ºC trong 48 

% tế bào sống sót =

[OD (mẫu)  - OD (ngày 0)] x 100

OD (đối chứng âm) - OD (ngày 0)
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giờ. Sử dụng 04 đối chứng, trong đó 01 giấy thấm vô trùng tẩm môi trường, 01 giấy 

thấm vô trùng tẩm dung môi methanol, 01 giấy thấm vô trùng tẩm kháng sinh 

Cefotaxime (1 mg/ml), 01 giấy thấm vô trùng tẩm cao chiết rễ cây Bát Giác Liên. 

Đường kính kháng khuẩn được đo bằng mm, thí nghiệm được lặp lại 3 lần. 

2.2.8. Phương pháp nghiên cứu hệ gen của nấm nội sinh có khả năng sinh tổng 

hợp podophyllotoxin 

Chiết xuất DNA hệ gen, chuẩn bị thư viện và giải trình tự hệ gen 

DNA hệ gen nấm được chiết xuất bằng bộ kit DNA nấm E.Z.N.A.® Fungal 

DNA Mini (OMEGA, Hoa Kỳ) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Số lượng và chất 

lượng sản phẩm DNA được đánh giá bằng bộ kit xét nghiệm Qubit™ dsDNA HS 

(Máy đo huỳnh quang QUBIT 3.0) và điện di gel agarose 0,8%. DNA hệ gen nấm 

được pha loãng đến nồng độ 4 ng μL-1 với đệm EB, sau đó được cắt thành các đoạn 

nhỏ khoảng 10 kb bằng g-TUBE™ (Covaris), và được kiểm tra bằng máy Bioanalyzer 

Agilent 2100 với Bộ kit Agilent DNA 12000 (5067-1508-Agilent). 

Việc chuẩn bị thư viện được thực hiện bằng Bộ dụng cụ Chuẩn bị Mẫu 

SMRTbell Express 2.0 (100-938-900-PacBio), sau đó gắn polymerase và tinh sạch 

bằng bộ dụng cụ Liên kết Sequel và Kiểm soát Nội bộ 3.0 (101626-600-PacBio). 

Trước khi nạp vào Đĩa Mẫu (000-448-888-PacBio), nồng độ DNA hệ gen đã được 

xác định (9 pM) và thiết lập bằng phần mềm thiết lập mẫu trong cổng thông tin 

SMRTLink, phiên bản 9.0.  

Cuối cùng, hệ gen HGN12.1R được giải trình tự bằng PacBio SEQUEL với 

chip Khay Sequel SMRT Cell 1M v3 (101-531-001—PacBio) và Bộ dụng cụ Giải 

trình tự Sequel 3.0 (101-597-900—PacBio). 

Lắp ráp De novo, đánh giá chất lượng và chú thích gen chức năng 

Lắp ráp De novo 

Các trình tự thô (raw reads) từ hệ gen nấm đã được lắp ráp de novo bằng cách 

sử dụng quy trình Hierarchical Genome-Assembly Process (HGAP) phiên bản 4 

(Chin et al., 2013). Các trình tự lặp lại trong hệ gen HGN12.1R đã được che (masked) 

bằng công cụ RepeatMasker trên nền tảng trực tuyến Galaxy (https://usegalaxy.eu/) 

để tạo điều kiện thuận lợi cho các phân tích tiếp theo (The Galaxy Community, 2022). 

Việc dự đoán các gen tRNA và rRNA được thực hiện bằng cách sử dụng tRNAscan-

SE (phiên bản 2.0, http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/, truy cập ngày 22 tháng 7 

năm 2023) và công cụ barrnap trên máy chủ Galaxy Australia 

(https://usegalaxy.org.au/, truy cập ngày 6 tháng 9 năm 2023). 

Xác định và đánh giá gen 

https://usegalaxy.eu/
http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/
https://usegalaxy.org.au/
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Việc xác định gen ab initio cho trình tự hệ gen HGN12.1R đã được tiến hành 

bằng AUGUSTUS (phiên bản 3.4.0) trong OmicsBox phiên bản 3.0 

(https://www.biobam.com/omicsbox/), với Penicillium chrysogenum đóng vai trò là 

loài tham chiếu có quan hệ gần gũi. Mức độ hoàn chỉnh của quá trình lắp ráp hệ gen 

HGN12.1R sau đó được đánh giá bằng chương trình BUSCO (phiên bản 5) được triển 

khai trên máy chủ web gVolante (https://gvolante.riken.jp/analysis.html, truy cập 

ngày 7 tháng 9 năm 2023) so với cơ sở dữ liệu nấm. 

Chú thích chức năng gen 

Các chú thích chức năng gen được thực hiện với OmicsBox (phiên bản 3.0) sử dụng 

Blast2GO so với các cơ sở dữ liệu nonredundant (Nr) của NCBI, Gene Ontology 

(GO) và Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), với ngưỡng giá trị E 

là e−05. InterProScan5 trong OmicsBox được sử dụng để xác định các trình tự có sự 

tương đồng đáng kể với các trình tự protein đã biết (giá trị E-value được đặt là e−10). 

Sau đó, phân loại thứ bậc của các thuật ngữ Gene Ontology (GO), bao gồm thành 

phần tế bào (CC), chức năng phân tử (MF) và quá trình sinh học (BP), đã được phân 

tích và trực quan hóa bằng công cụ OmicsBox. 

Xác định các gen liên quan đến quá trình sinh tổng hợp PTOX ở Penicillium 

herquei 

       Để xác định các gen tương đồng tiềm năng (putative homologs) trong hệ gen 

nấm nội sinh Penicillium herquei, nghiên cứu đã sử dụng chiến lược sàng lọc dựa 

trên tính tương đồng trình tự (homology-based screening) với bộ dữ liệu truy vấn 

gồm 11 trình tự protein tham chiếu theo các bước sau đây: 

       Bước 1. Chuẩn bị dữ liệu truy vấn (Query dataset): Bộ dữ liệu bao gồm 10 

enzyme tham gia vào con đường sinh tổng hợp PTOX đã được mô tả chức năng ở 

thực vật Podophyllum hexandrum và 01 enzyme tham chiếu từ nấm (VdtD - tham gia 

sinh tổng hợp viriditoxin). Các trình tự được thu thập từ cơ sở dữ liệu UniProtKB 

(https://www.uniprot.org) với mã truy cập chi tiết như sau: DIR (Q1ZZU9), PLR 

(B0LL23), SDH (A3F5F0), 2-ODD (A0A0N9HQ36), OMT1 (A0A0N9HTA1), 

OMT3 (A0A0N9HMN6), CYP719A23 (L7T8H2), CYP71BE54 (A0A0N9HT29), 

CYP71CU1 (A0A0N9HTU1), CYP82D61 (A0A0N7F297) và VdtD 

(A0A443HK52). 

        Bước 2. Tìm kiếm và sàng lọc (Search and Filtering Strategy): Quá trình tìm 

kiếm được thực hiện thông qua công cụ BLASTP (phiên bản BLASTP ver 2.15.0+) 

để so sánh tìm kiếm trình tự protein tương đồng của 10 gen liên quan PTOX có mặt 

https://www.biobam.com/omicsbox/
https://gvolante.riken.jp/analysis.html
https://www.uniprot.org/


41 

 

 

4
1

 

trong hệ gen của chủng P. herquei. Để đảm bảo độ tin cậy và loại bỏ các kết quả 

dương tính giả, các ứng viên được lựa chọn phải thỏa mãn đồng thời ba tiêu chí như 

sau: 

(i) Giá trị E-value ≤1e-10 (đảm bảo độ ý nghĩa thống kê); 

(ii) Độ phủ trình tự (Query coverage) ≥60% (đảm bảo độ tương đồng về cấu trúc toàn 

vẹn); 

(iii) Chênh lệch kích thước trình tự (Size difference) ≤30% so với trình tự tham chiếu. 

(iiii) Dựa trên phân tích vị trí bắt đầu và kết thúc trên trình tự amino axit, các đoạn 

tương đồng cục bộ (HSPs) được đánh giá về tính liên tục và nối mạch. Các vùng có 

tọa độ tịnh tiến đồng thời trên cả trình tự thực vật và vi nấm được hợp nhất để xác 

định một locus gen duy nhất, từ đó loại bỏ các kết quả dương tính giả và đảm bảo 

tính toàn vẹn của cấu trúc gen ứng viên. 

        Bước 3. Xác thực miền chức năng (Domain Validation): Các trình tự thỏa mãn 

điều kiện sàng lọc thô tiếp tục được phân tích cấu trúc miền bảo thù (conserved 

domains) bằng cơ sở dữ liệu Pfam (http://pfam.xfam.org/) và InterProScan để xác 

nhận sự hiện diện của các miền xúc tác đặc trưng cho từng họ enzyme." 

2.2.9. Phương pháp xác định điều kiện lên men thích hợp cho nấm sinh tổng 

hợp podophyllotoxin và các dẫn xuất [138]  

2.2.9.1. Phương pháp hoạt hóa giống 

Giống được bảo quản ở 4 °C cần được hoạt hóa lại trước khi sử dụng cho các 

thí nghiệm tiếp theo. Cấy một miếng nấm kích thước khoảng 1x1 cm trên đĩa thạch 

PDA và ủ ở tủ ấm 25-28 °C. Sau 5-7 ngày, khi sợi nấm lan đều, mọc tốt thì được cấy 

chuyển từ môi trường thạch sang môi trường lỏng cho các mục đích tiếp theo. Với 

giống được cất giữ ở -20 °C hay nitơ lỏng cũng được hoạt hóa theo phương pháp 

tương tự. 

2.2.9.2. Phương pháp xác định khối lượng sinh khối tế bào 

Sinh khối tươi: Tiến hành thu nhận sinh khối tế bào nấm sau thời gian nuôi cấy 3-5 

ngày tuỳ mục đích thí nghiệm bằng cách ly tâm ở tốc độ 6.000 vòng/phút trong 10 

phút. Sau đó, dịch nổi được loại bỏ và thu sinh khối nấm lắng ở đáy ống ly tâm. 

Sinh khối khô: Sấy khô sinh khối nấm tươi đến khối lượng không đổi ở 80-105ºC và 

cân xác định khối lượng khô của sinh khối nấm. 

2.2.9.3. Phương pháp khảo sát môi trường lên men  

Nghiên cứu ảnh hưởng của môi trường lên men NCS tiến hành trên 05 môi 

trường có thành phần dinh dưỡng khác nhau: PDA, YMA, PGA, Sabouraud broth, 

http://pfam.xfam.org/
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Zhao, Czapek-Dox được tham khảo từ nhiều tác giả khác nhau, từ đó đánh giá sinh 

trưởng của nấm và sự sản sinh PTOX và các dẫn xuất.  

• Môi trường lên men PDA (g/l): Khoai tây 200 g, dextrose 20 g, nước cất 1 

lít; pH= 6. 

• Môi trường lên men YMA (Yeast Malt Agar) (g/l): Peptone 5g; Yeast extract 

3g; Malt extract 3g; Dextrose 10g; Agar 20g; nước cất 1 lít; pH= 6 – 6,5. 

• Môi trường lên men PGA (g/l): Khoai tây 200 g, glucose 20 g, nước cất 1 lít; 

pH= 6. 

• Môi trường Sabouraud broth (g/l): Dextrose 40 g/l; peptone 10g/l, pH= 6,5. 

• Czapek-Dox (g/l): Saccharose 30g; NaNO3 3g; K2HPO4 1g; KCl 0.05g; 

MgSO4.7H2O; FeSO4.7H2O 0.1g; Nước cất 1 lít; pH= 6. 

• Môi trường lên men của Zhao (Zhao et al., 2013) (g/l): Potato (soup extract) 

200 g/l; peptone 5 g/l; glucose or sucrose 10 g/l; K2HPO4 1 g/l; KCl 0.5 g/l; 

MgSO4.7H2O 1 g/l; pH= 6. 

2.2.9.4. Phương pháp khảo sát ảnh hưởng của thời gian nhân giống và tỷ lệ giống  

          Thời gian và tỷ lệ tiếp giống là hai yếu tố thiết yếu ảnh hưởng đến hiệu suất 

của quá trình lên men, bởi lẽ chúng tác động trực tiếp đến sự phát triển của vi sinh 

vật, từ đó quyết định hiệu quả lên men. Để tối ưu hóa quá trình này, cần xác định 

chính xác thời gian và tỷ lệ tiếp giống phù hợp. Trong nghiên cứu hiện tại, sau khi 

nhân giống trong môi trường lỏng PDA ở 25 0C, 48 giờ NCS đã khảo sát các tỷ lệ 

tiếp giống 1%, 3%, 5%, 7%, 9% sau và các mốc thời gian nhân giống tại 24, 36, 48, 

60, và 72 giờ. 

2.2.9.5. Phương pháp khảo sát ảnh hưởng của pH và nhiệt độ 

Trên cơ sở lựa chọn được môi trường thích hợp, tỷ lệ giống phù hợp, các bình 

nhân sinh khối được nuôi lắc 150 vòng/phút trong thời gian 3-5 ngày. Đánh giá tốc 

độ sinh trưởng ở dải nhiệt độ 22-32 °C, pH từ 5-8  

2.2.9.6. Phương pháp khảo sát ảnh hưởng của độ thông khí (tốc độ lắc và thể tích 

môi trường/ thể tích bình) 

Thể tích dịch lên men trong thiết bị nuôi cấy cũng rất quan trọng để cung cấp 

hàm lượng oxi hòa tan, tốc độ lắc giúp cho VSV tiếp xúc được các chất dinh dưỡng 

đầy đủ hơn và tổng hợp đươc nhiều hợp chất thứ cấp có giá trị kinh tế cao. Thông 

thường các nghiên cứu với nấm đa số tối ưu tốc độ lắc trong khoảng 100, 120, 150, 

180, 200 và 220 vòng/phút, thể tích môi trường nuôi/ thể tích bình là 5; 10; 15; 20; 

25 và 30 % (v/v).  
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2.2.9.7. Phương pháp khảo sát ảnh hưởng nguồn cacbon, nitơ, muối khoáng 

Để nghiên cứu ảnh hưởng nguồn cacbon, nitơ, muối khoáng đối với chủng 

nấm nghiên cứu, sau khi lựa chọn được môi trường lên men phù hợp từ nghiên cứu 

trước sẽ được bổ sung thay đổi các nguồn dinh dưỡng cacbon gồm tinh bột tan, 

dextrose, sucrose, D-maltose, mannitol, inositol [139]. Các nguồn dinh dưỡng nitơ 

khảo sát gồm cao nấm men, peptone, cao thịt, cao thịt bò, NH4NO3, (NH4)2SO4 [140] 

và có bổ sung một trong 03 loại muối khoáng MgSO4. 7H2O, K2HPO4 và KCl [139] 

được dùng để khảo sát theo phương pháp một biến một lúc [141]. 

2.2.9.8. Phương pháp khảo sát ảnh hưởng của tiền chất đến sinh tổng hợp Chất/tiền 

chất podophyllotoxin 

Mục đích để tìm ra tiền chất có thể làm tăng khả năng sinh tổng hợp Chất/tiền 

chất PTOX, các chất được sử dụng trong nghiên cứu gồm phenylalanine [142] và 

chiết xuất rễ cây Bát Giác Liên [143]. 

2.2.9.9. Nghiên cứu động thái quá trình lên men sinh tổng hợp Chất/tiền chất 

podophyllotoxin và các dẫn xuất 

Từ các kết quả nghiên cứu về điều kiện, thành phần môi trường lên men NCS 

tiến hành nghiên cứu động thái lên men sinh tổng hợp Chất/tiền chất PTOX trên thiết 

bị lên men 5-10 lít/mẻ để xác định thời điểm thu hồi sản phẩm. Đây là giai đoạn quan 

trọng cần xác định được đúng thời điểm kết thúc lên men trước khi vi nấm bị phân 

hủy làm giảm hàm lượng Chất/tiền chất PTOX tạo thành. Thí nghiệm được tiến hành 

trong 192 giờ và cứ sau mỗi 12 giờ lên men, tiến hành lấy mẫu xác định pH, sinh khối 

nấm và sự hình thành Chất/tiền chất PTOX thông qua phương pháp TLC, HPLC.  

2.2.10. Phương pháp phân lập chất podyphyllotoxin bằng sắc ký cột (Colum 

chromatography - CC)  

Dịch chiết metanol khô từ các chủng nấm được phân bố đều trong nước (500 

ml) và được chiết xuất liên tiếp lần lượt với n-hexan, methylene clorua và etyl axetat 

(3 x 500 ml cho mỗi dung môi) để thu được dịch chiết tương ứng và lớp nước còn lại. 

Phần methylene clorua được đưa vào cột silica-gel pha đảo (ODS-A, YMC), rửa giải 

với gradient MeOH-H2O (1/2, v/v) lên đến 100% MeOH để thu được các phân đoạn. 

Các phân đoạn cho thấy có băng tương tự trên tấm TLC được kết hợp sau đó được 

tinh chế thêm bằng HPLC (Agilent 1260 Infinity II). Rửa giải bằng các hỗn hợp 

acetonitril-H2O 66/34, acetonitril-H2O 65/35v/v) và Prep-HPLC (đồng phân 

acetonitril-H2O 57/43, v/v) để thu được các hợp chất tiếp theo [144].  
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2.2.11. Phương pháp xác định cấu trúc hóa học 

Cấu trúc hóa học của các hợp chất được xác định bằng cách kết hợp các 

phương pháp phổ hiện đại, bao gồm phổ khối (ESI-, HR-ESI-MS) và phổ cộng hưởng 

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

1H-1H-COSY). Cụ thể như sau: 

Sau khi tinh chế bằng các phương pháp sắc ký, các hợp chất thu được sẽ được 

đo phổ proton NMR (H1-NMR) để xác định độ tinh sạch. Tiếp theo, cấu trúc hóa học 

của chúng sẽ được xác định thông qua phổ C13-NMR và các phổ NMR hai chiều như 

HSQC, HMBC và COSY. Công thức phân tử của hợp chất sau đó sẽ được khẳng định 

bằng phổ khối (MS). Cuối cùng, dựa trên cấu trúc đã xác định, tên và tính mới của 

các hợp chất sẽ được kiểm tra bằng cách đối chiếu với các cơ sở dữ liệu hóa học 

chuyên ngành, ví dụ như SciFinder của Chemical Abstracts Service (CAS) [144]. 

2.2.12. Phương pháp đánh giá tác dụng chống oxy hóa  

Hoạt tính chống oxy hóa của cao chiết đã được xác định bằng cách đo khả 

năng trung hòa gốc tự do DPPH theo phương pháp của [145] có chỉnh sửa. 

Mẫu thử được pha stock trong DMSO ở nồng độ 2 mg/ml. Sau đó, pha loãng 

bừng nước cất khử ion để tạo dải nồng độ thử gồm: 100; 20; 4; 0,8 µg/ml. DPPH 

pha trong methanol (100%) nồng độ 0,25 µM. Hút 1ml mẫu nghiên cứu ở từng nồng 

độ vào các ống thủy tinh. Mỗi nồng độ được lặp lại 3 lần. Thêm 1ml dung dịch DPPH 

đã chuẩn vào mỗi ống có mẫu nghiên cứu.  

Ống đối chứng âm: Chứa 1ml DMSO 2 mg/ml và 1ml dung dịch DPPH. 

Ống đối chứng dương: Chỉ chứa 1ml nước và 1ml DPPH. Không có mẫu thử  

Sau khi ủ ở nhiệt độ phòng trong 30 phút, độ hấp thụ quang được đo ở bước sóng 517 

nm trên máy đọc ELISA.  

            Khả năng trung hòa gốc tự do được tính theo công thức: 

 

Trong đó: ODđối chứng dương:  Độ hấp thụ tại giếng không chứa chất thử 

                ODđối chứng âm: Độ hấp thụ tại giếng chứa dung môi DMSO 

                           ODmẫu thử:  Độ hấp thụ tại giếng chứa chất thử  

DPPH (%) = 
ODđối chứng dương - (ODmẫu thử - ODđối chứng âm ) 

ODđối chứng dương
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Giá trị EC50 (Effective Concentration at 50% - nồng độ dịch chiết cho khả 

năng trung hòa 50% gốc tự do DPPH) sẽ được xác định theo phần mềm TableCurve. 

Mẫu nào có giá trị EC50 càng thấp thì hoạt tính chống oxy hóa càng cao. 

2.2.13. Phương pháp xử lý số liệu  

Để đảm bảo tính tin cậy, các số liệu phân tích trong nghiên cứu này được thu 

thập ít nhất ba lần. Sau đó, phương pháp phân tích phương sai hai chiều (two-way 

ANOVA) và so sánh nhiều nhóm (Tukey's multiple comparisons test) đã được sử dụng 

để xử lý thống kê các dữ liệu này tại mức ý nghĩa P <0,05.  
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2.2.14. Sơ đồ nghiên cứu tổng quát trong luận án 

 

 

Hình 2.1. Sơ đồ nghiên cứu tổng quát trong luận án 

THU THẬP MẪU CÂY VÀ PHÂN 

LẬP CÁC CHỦNG NẤM NỘI SINH

ĐỊNH DANH CÁC CHỦNG NẤM NỘI SINH DỰA 

TRÊN HÌNH THÁI VÀ SINH HỌC PHÂN TỬ

DỰNG CÂY PHÁT SINH CHỦNG LOẠI

PHÂN TÍCH CHỈ SỐ ĐA DẠNG

SÀNG LỌC, KHƯ TRÚ CÁC CHỦNG NẤM CÓ KHẢ NĂNG 

SINH HOẠT CHẤT PODOPHYLLOTOXIN VÀ CÁC DẪN XUẤT

Sàng lọc hoạt tính kháng tế bào ung thư

(sk-lu-1, hl 60 và hepg2)Sàng lọc chất dựa trên TLC 

và HPLC

Xác định đặc điểm

sinh học

Phân tách trên sắc ký cột

và HPLC

TUYỂN CHỌN 01 CHỦNG NẤM 

HGN12.1R

XÁC ĐỊNH ĐIỀU KIỆN LÊN MEN 

THÍCH HỢP

LÊN MEN Ở QUY MÔ PHÒNG THÍ 

NGHIỆM TRÊN HỆ THỐNG 10 LÍT

Thu Hồi

ĐÁNH GIÁ HOẠT TÍNH CHỐNG OXY HÓA, 

HOẠT TÍNH GÂY ĐỘC TẾ BÀO  

Xác định đặc điểm hệ gen 

và dự đoán con đường

chuyển hoá

Sử dụng các

phương pháp phổ

MS và NMR

TINH CHẾ TIỀN CHẤT
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Chương 3. KẾT QUẢ  

3.1. Phân lập, định danh và sàng lọc chủng nấm nội sinh sản sinh hoạt chất 

podophyllotoxin 

3.1.1. Thu thập mẫu cây Bát Giác Liên 

Mẫu cây khoẻ mạnh được thu thập tại 2 địa điểm: (1) thôn Phìn Sảng, xã Minh 

Tân, Huyện Vị Xuyên, tỉnh Hà Giang, (2) bản Ngải Thầu, xã Khun Há, huyện Tam 

Đường, tỉnh Lai Châu.  

 

Hình 3.1. Thân và rễ cây Bát Giác Liên, mẫu thu tại Hà Giang và Lai Châu 

Các mẫu thu được mọc dưới tán rừng nguyên sinh, bị tác động mạnh vì trồng 

thảo quả. Tầng cây gỗ bao gồm các loài: Dẻ gai trung quốc, Dẻ mác, Sồi dĩa, Rơ đe 

quả to, Mỡ, Kháo nhậm, Lá dương đỏ. Tầng cây bụi: Không có, do bị phát hằng năm. 

Thảm tươi: Thảo quả, Cao hùng, Mua nguồn, nhục tháp, Quyển bá. Tầng đất dày 

>1,2m.  
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Bảng 3.1. Thông tin số lượng mẫu cây thu nhận được 

STT 
Tên khoa 

học 
Địa điểm thu mẫu GPS 

Số cây 

thu 

được 

1 
Dysosma 

difformis 

Thôn Phìn Sảng, xã 

Minh Tân, huyện Vị 

Xuyên, tỉnh Hà 

Giang. 

23°0'40.14"N 104°53'

6.92"E, Độ cao 1 

074m. 

30 

2 
Dysosma 

difformis 

Bản Ngài Thầu, Xã 

Khun Há, huyện Tam 

Đường, Lai Châu 

22°13'2.55"N 103°35'

0.58"E, Độ cao: 

1890m 

11 

Kết quả so sánh trình tự vùng gen rbcL của mẫu nghiên cứu với 5 trình tự gen 

rbcL của các loài trong chi Dysoma đã công bố trên Genbank cho thấy độ tương đồng 

rất cao dao động từ 98,25% đến 99,77% (Bảng 3.2). Mức độ sai khác chỉ từ 0,23% 

đến 1,75%. Cụ thể, trình tự vùng gen rbcL của mẫu nghiên cứu có độ tương đồng 

99,77% so với trình tự mã số NC_037906.1 (Dysoma difformis). Kết quả này đã 

khẳng định đối tượng nghiên cứu chính là loài Dysoma difformis.  

Bảng 3.2. Mức độ tương đồng của vùng rbcL của mẫu nghiên cứu với một số trình 

tự trên Genbank 

Mã số tra cứu 

trên Genbank 

Loài Giá trị E Độ tương đồng 

NC_037906.1  Dysosma difformis  0 99,77 

MG593056.1 Dysosma difformis  0 99,51 

MW927475.1 Dysosma difformis  0 99,39 

MN604379.1 Dysoma versipellis 0 98,28 

NC_037898.1 Dysoma versipellis 0 98,25 

3.1.2. Phân lập, định danh, xây dựng cây phát sinh chủng loại và phân tích chỉ 

số đa dạng của các chủng nấm nội sinh  

3.1.2.1. Phân lập nấm nội sinh  

        Từ hai mẫu vật liệu Dysosma difformis được thu từ Hà Giang và Lai Châu, nhóm 

nghiên cứu đã phân lập được 53 chủng vi nấm nội sinh trên môi trường PDA, ở 25°C 
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Hình 3.2. Khử trùng bề mặt mẫu trước khi phân lập 

Hình 3.3. Phân lập vi nấm nội sinh 

Trong đó 28 chủng được phân lập từ mẫu cây Bát Giác Liên thu được tại Hà 

Giang, 25 chủng từ mẫu Lai Châu. Ở Hà Giang, phần lớn nấm nội sinh được phân lập 

từ rễ (hoặc củ) với 82% (23 chủng), tiếp theo là lá với gần 11% (3 chủng) và thân 7% 

(2 chủng). Ngược lại, từ các mẫu ở Lai Châu, chỉ có bốn chủng được tìm thấy ở rễ 

(hoặc củ) (14%) trong khi số liệu ở lá và thân lần lượt là mười một và mười (44% và 

40%). Tổng cộng, tỷ lệ phân lập cao nhất là từ rễ, chiếm 50,94%, trong khi lá và thân 

với 26,42% và 22,64% (Bảng 3.3). Với vi nấm nội sinh được phân lập từ củ ký hiệu 

(C), vi nấm nội sinh được phân lập từ rễ ký hiệu (R). Để thuận tiện cho việc nhận biết 

và quản lý, nhóm quy ước chuyển ký hiệu (C) thành ký hiệu (R) và ký hiệu (R) thành 

ký hiệu (.1R), ví dụ: HGN3C → HGN3R; HGN3R → HGN3.1R (chi tiết giải trình 

tại phụ lục A).   

Bảng 3.3. Kết quả phân lập vi nấm nội sinh trên cây BGL theo khu vực lấy mẫu 

 Cả năm mươi ba chủng phân lập đều được xác định bằng quan sát hình thái 

được nêu chi tiết ở (Bảng 3.4, Hình 3.4, Hình 3.5). Sau khi quan sát các đặc điểm 

hình thái, các chủng nấm đã được định danh loài bằng phương pháp giải trình tự gen 

vùng ITS. 

Khu vực 

thu mẫu 

Loài cây 

BGL 

Kí hiệu vi 

nấm nội 

sinh 

Số lượng 

vi nấm 

Tỉ lệ (%) 

Lá Thân Rễ (Củ) 

Hà Giang Dysosma 

difformis  

HGN 28 11%  

 

7%  82%  

Lai Châu Dysosma 

difformis  

LCN 25 44%  40% 14%  
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Bảng 3.4. Mô tả hình thái của nấm nội sinh phân lập từ các mô khác nhau của cây BGL (Dysosmis difformis) 

tại Hà Giang và Lai Châu 

STT Tên chủng Vị trí mô 

phân lập 

Đặc điểm hình thái 

Khuẩn lạc Sợi dinh dưỡng Sợi cơ chất 

1 HGN6.1R Rễ Không cân đối, mép liền Trắng vàng Vàng nhạt 

2 HGN6.2R Rễ Cân đối, mép liền Trắng sữa, sợi lì như nhung Trắng 

3 HGN13R Rễ Cân đối, long bông Trắng, tâm vàng Vàng nhạt 

4 LCN9R Rễ Trắng tinh, sợi dài mảnh Trắng sữa Trắng sữa 

5 LCN21T Thân Cân đối, mép liền Xanh đậm Xanh lá cây 

6 HGN1R Rễ Sợi ngắn không cân đối Xanh rêu đậm, viền cam Xanh lá cây, cam 

7 LCN7L Lá Cân đối, sợi dài với các vòng tròn 

đồng tâm 
Đỏ, trắng, vàng Vàng hồng 

8 HGN8R Rễ Không cân đối, mép răng cưa với 

các vòng đồng tâm 
Xanh lá cây Vàng nhạt 

9 LCN1R Rễ Cân đối, sợi dài mảnh với các vòng 

tròn đồng tâm 
Vàng nâu Vàng 

10 HGN11.1R Rễ Cân đối, sợi nấm lan toả Vàng nhạt Vàng nhạt 

11 LCN3L Lá Cân đối, sợi nấm dài Tâm xanh lá, viền trắng Trắng xanh lá cây 

12 LCN19T Thân Tròn, sợi nấm mỏng dài, tâm màu 

tím nhạt 
Xám, tím nhạt Xám, tím nhạt 

13 LCN8.3L Lá Tròn đều cân đối Bột mịn như phấn màu xám Xám 

14 HGN7.1R Rễ Cân đối, sợi lì mặt thạch, xếp nếp 

kín đĩa 
Trắng sữa Trắng sữa 

15 HGN7R Rễ Cân đối, mép liền Trắng xốp Trắng 

16 HGN5L Lá Cân đối, bụi phấn bắn ra như tia 

nắng 
Trắng sữa Trắng sữa 
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STT Tên chủng Vị trí mô 

phân lập 

Đặc điểm hình thái 

Khuẩn lạc Sợi dinh dưỡng Sợi cơ chất 

17 LCN1L Lá Không đều, không có viền, tâm 

dạng bột, viền xanh 
Trắng xanh Trắng xanh 

18 LCN3T Thân Tròn, sợi nấm ngắn từ tâm tỏa ra 

như mặt trời. 
Trắng sữa Trắng sữa 

19 LCN1T Thân Không cân đối Xám nhạt Xám 

20 LCN8T Thân Cân đối, sợi nấm ngắn mịn Trắng sữa Trắng sữa 

21 HGN2.1R Rễ Không đều, không có viền Xanh lá cây, dạng bột Xanh lá cây 

22 HGN3R Rễ Cân đối, mép liền Trắng trong suốt Trắng sữa 

23 HGN7.2R Rễ Cân đối, sợi nấm dài. Trắng Trắng 

24 LCN16L Lá Cân đối, sợi nấm dài, có các vòng 

đồng tâm 
Trắng đỏ Hồng đậm 

25 HGN14R Rễ Cân đối, mép liền Trắng vàng Vàng nhạt 

26 HGN5R Rễ Cân đối, mép liền Trắng đỏ, sợi dài bông Hồng 

27 LCN7R Rễ Cân đối, mép liền Trắng vàng Vàng nhạt 

28 HGN6R Rễ Không cân đối, viền xẻ Trắng Trắng 

29 HGN13.1R Rễ Cân đối, sợi nấm ngắn mịn Xanh lá cây Xanh lá cây 

30 HGN12.1R Rễ Không cân đối, không viền Xanh lá cây, mép trắng Vàng be 

31 LCN15L Lá Tròn, sợi nấm có độ xốp ngắn Trắng, vàng Vàng nhạt 

32 LCN12.1L Lá Viền liền, bột mịn Ghi Ghi 

33 HGN1T Thân 
Không cân đối, không viền 

Nâu đen,  

sợi dài 
Nâu đen 

34 LCN12T Thân Viền liền, các vành tròn đồng tâm Trắng đục Trắng đục 

35 HGN14.1R Rễ Cân đối, sợi nấm sát mặt thạch Ghi Ghi 

36 HGN3L Lá Cân đối, tâm màu ghi Ghi Ghi 

37 HGN1L Lá Cân đối Trắng đục Trắng đục 
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STT Tên chủng Vị trí mô 

phân lập 

Đặc điểm hình thái 

Khuẩn lạc Sợi dinh dưỡng Sợi cơ chất 

38 LCN5L Lá Cân đối, bóng lì, bề mặt xuất hiện 

giọt tiết. Viền trắng trong 
Xanh đen Xanh đen 

39 HGN3T Thân Cân đối, mép liền Trắng bông Trắng  

40 LCN14L Lá Cân đối, sợi ngắn dầy xốp, lấm tấm 

trắng xanh xen kẽ 
Xanh lá, trắng Xanh lá 

41 LCN6T Thân Cân đối, sợi dài mảnh Ghi nhạt Ghi nhạt 

42 LCN13T Thân Cân đối, mép liền Xanh đen, trắng xốp Xanh trắng 

43 LCN17T Thân Cân đối, sợi dài mảnh Trắng tím nhạt Trắng tím nhạt 

44 LCN4T Thân Cân đối, sợi mảnh sát mặt thạch, 

lớp lớp trong veo. Tâm tím nhạt. 

Bề mặt lấm tấm hạt trắng 

Trắng, tâm tím nhạt Tím trắng 

45 HGN11R Rễ Không cân đối, không viền Trắng Trắng 

46 HGN12.2R Rễ Cân đối, bông xốp Trắng Trắng 

47 HGN3.1R Rễ Cân đối, xợi nấm xếp nếp Trắng Trắng 

48 LCN11L Lá Không cân đối, không viền Trắng đục, sợi lì Trắng 

49 LCN13L Lá Cân đối, sợi ngắn toả đều, có các 

vành đồng tâm 
Đỏ, vàng nhạt Hồng vàng 

50 HGN2R Rễ Không cân đối, mép liến Xanh trắng Xanh lá nhạt 

51 HGN5.1R Rễ Hệ sợi dài Đen Đen 

52 LCN3R Rễ Cân đối, sợi mảnh dài lan toả mép 

khuẩn lạc. Bề mặt lấm tấm các hạt 

trắng như bụi phấn 

Trắng đục Trắng đục 

53 HGN10R Rễ Không cân đối, không viền Đen vàng Đen 
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Hình 3.4. Hình thái khuẩn lạc của 28 chủng được phân lập từ cây BGL (Dysosma 

difformis) thu thập tại Hà Giang 

  

HGN6.1RHGN6.2RHGN11.1RHGN7.2RHGN2.1R

HGN1RHGN6R

HGN8R

HGN1T

HGN11RHGN12.1

R

HGN5R

HGN7R

HGN3T

HGN3L

HGN13R

HGN3R

HGN13.1R

HGN12.2R

HGN7.1R

HGN5L

HGN14R

HGN14.1R

HGN1L HGN3.1R

HGN2R HGN5.1R HGN10R
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Hình 3.5. Hình thái khuẩn lạc của 25 chủng được phân lập từ cây BGL 

(Dysosma difformis) thu thập tại Lai Châu 

 3.1.2.2. Kết quả giải trình tự các chủng vi nấm dựa trên vùng ITS 

53 chủng nấm đã được xác định thuộc 27 chi khác nhau, dựa trên kết quả phân 

tích trình tự các mẫu nấm (Bảng 1C, phụ lục C), trong đó hầu hết các mẫu phân lập 

thuộc ngành nấm Ascomycota, cùng với ba ngành nấm Basidiomycota, một ngành 

nấm Mucormyccota và một ngành nấm chưa xác định. Tần suất xâm chiếm của mỗi 

loại nấm phân lập đã được tính toán, cho thấy Fusarium là chi phổ biến nhất 

(11,11%), tiếp theo là Trametes (9,26%) và Penicillium (7,41%). Trình tự gen của 

các chủng vi nấm đã được so sánh với các trình tự tương ứng trên Ngân hàng Gen 

(Genebank) thông qua công cụ BLAST của NCBI được thể hiện ở (Phụ lục D). 

3.1.2.3. Xây dựng cây phát sinh loài vi sinh vật 

Cây phát sinh loài đã được xây dựng từ dữ liệu phân tích BLAST thông qua 

phương pháp maximum Composite Liability.  

  

LCN13T

LCN12T

LCN21TLCN7R

LCN1L LCN13L

LCN3L LCN1R

LCN7L LCN5L

LCN3TLCN4T

LCN11T

LCN19T LCN11L LCN12.1L

LCN9R

LCN8.3L

LCN8T

LCN16L LCN15L LCN14L LCN6T

LCN17T LCN3R



55 

 

 

Hình 3.6. Cây phát sinh loài của các nấm nội sinh phân lập từ mẫu cây  

Dysosma difformis_ Hà Giang.  

Lịch sử tiến hóa được suy ra bằng phương pháp Neighbor-Joining. Giá trị tin cậy cho 

từng nhánh riêng lẻ được xác định bằng phép kiểm tra bootstrap với 1000 lần lặp lại. Giá trị 

bootstrap nhỏ hơn 50 không được hiển thị trên cây phát sinh loài. Khoảng cách tiến hóa được 

tính toán bằng phương pháp Maximum Composite Likelihood. Phân tích phát sinh loài được 

thực hiện trong MEGA 7. 
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Hình 3.7. Cây phát sinh loài của các nấm nội sinh phân lập từ mẫu cây 

 Dysosma difformis_ Lai Châu.  

Cây phát sinh loài được suy ra bằng phương pháp Neighbor-Joining. Giá trị tin cậy 

cho từng nhánh riêng lẻ được xác định bằng phép kiểm tra bootstrap với 1000 lần lặp lại. 

Giá trị bootstrap nhỏ hơn 50 không được hiển thị trên cây phát sinh loài. Khoảng cách tiến 

hóa được tính toán bằng phương pháp Maximum Composite Likelihood. Phân tích phát sinh 

loài được thực hiện trong MEGA 7. 

Phân tích phát sinh chủng loại sử dụng phần mềm MEGA 7 được thực hiện 

nhằm xác nhận danh tính và đánh giá tính đa dạng của các chủng nấm nội sinh được 

phân lập. Cây phát sinh loài được xây dựng từ dữ liệu trình tự DNA (Hình 3.6 và 3.7) 

đã phân loại thành công các chủng nấm vào các ngành và chi khác nhau. Kết quả cho 

thấy các chủng nấm nội sinh thu được có mức độ đa dạng rất cao, phân bố trên cả ba 

ngành nấm lớn là Ascomycota, Basidiomycota, và Mucoromycota. Các chủng nấm từ 

Hà Giang (Hình 3.6) được phân chia thành hai nhánh chính (nhánh 1 và nhánh 2). 
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Nhánh 1 bao gồm phần lớn các chi thuộc ngành Ascomycota (như Fusarium, 

Penicillium, Trichoderma, Colletotrichum, Aspergillus), trong khi Nhánh 2 chủ yếu 

bao gồm các chi thuộc ngành Basidiomycota (Trametes) và Mucoromycota (Mucor). 

Các chủng nấm từ Lai Châu (Hình 3.7) cho thấy cấu trúc phân bố tương tự. Nhánh 1 

chủ yếu là các chi Ascomycota, nhánh 2 là các chi Mucoromycota và Basidiomycota. 

Đặc biệt, chủng Penicillium herquei 50SG10 (LCN12.1L) thuộc ngành Ascomycota 

lại nằm trong một cụm riêng biệt (Nhánh 3). Giá trị bootstrap nhỏ hơn 50 không được 

hiển thị trên cây phát sinh chủng loại cho thấy tính chính xác cao của việc gán tên 

chi/loài cho các chủng nấm phân lập, phục vụ mục đích phân loại để tiến hành các 

nghiên cứu chức năng tiếp theo. 

3.1.2.4. Phân tích chỉ số đa dạng VSV 

Khi phân tích các chỉ số đa dạng, bức tranh nấm nội sinh phân bố thông qua 

các chỉ số đa dạng khác nhau đã được làm rõ. Cụ thể, chỉ số Shannon cho thấy tính 

đa dạng cao nhất ở rễ (H′ = 2,673), tiếp theo là thân (H′ = 2,162) và lá (H′ = 2,054). 

Tương tự như vậy, tính đa dạng loài cao nhất ở rễ (Dmg = 4,551; Dmn = 3,079) và 

thân (Dmg = 4,024; Dmn = 3,175) và thấp nhất ở lá (Dmg = 3,41; Dmn = 2,405). Tuy 

nhiên, chỉ số đa dạng Simpson cho thấy quần thể nấm nội sinh có nhiều nhất ở lá (1-

D = 0,911), tiếp theo là thân (1-D = 0,897) và rễ (1-D = 0,867) (Bảng 3.5). Cuối cùng, 

chỉ số tương tự là cao nhất (S = 0,538) đối với so sánh lá so với rễ, điều này cho thấy 

số lượng các loài nấm nội sinh được phân bố ở lá và rễ cao hơn so với lá và thân 

(0,286) hoặc thân và rễ (0,148) (Bảng 3.6). Ngoài ra, chỉ số Sorensen là 0,615 cho 

thấy mức độ tương đồng trung bình về thành phần loài giữa hai địa điểm, Hà Giang 

và Lai Châu (Bảng 3.7). Đây là báo cáo đầu tiên về sự đa dạng của nấm nội sinh được 

phân lập từ D. difformis tại Việt Nam, mở ra một hướng đi tiềm năng để sàng lọc các 

chủng nấm nội sinh có khả năng sản xuất các hợp chất thứ cấp quan trọng. 

Bảng 3.5. Các chỉ số đa dạng đặc trưng của nấm nội sinh phân lập từ các mô 

  của D. difformis. 

Chỉ số đa dạng Rễ  Lá Thân 

Chỉ số ưu thế Simpson (D) 0,133 0,089 0,103 

Chỉ số đa dạng Simpson (1-D) 0,867 0,911 0,897 

Chỉ số đa dạng Shannon (H') 2,673 2,054 2,162 

Chỉ số độ giàu Margalef (Dmg) 4,551 3,410 4,024 

Chỉ số độ giàu Menhinnick (Dmn) 3,079 2,405 3,175 

Chỉ số ưu thế Carmago (Cm) 0,325 0,416 0,315 

Chỉ số độ đồng đều Pielou (P) 0,964 0,892 0,902 
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Bảng 3.6. Chỉ số tương tự Sorenson cho nấm sội sinh của D. difformis. 

Chỉ số tương tự Sorenson 

(S) Rễ Lá 

 

Thân 

Rễ 1,000 0,538  0,148 

Lá 0,538 1,000  0,286 

Thân 0,148 0,286  1,000 

              

Bảng 3.7. Các chỉ số đa dạng đặc trưng cho vị trí lấy mẫu của các loài 

                   nấm nội sinh phân lập từ D. difformis. 

Chỉ số đa dạng Ha Giang  Lai Chau 

Chỉ số ưu thế Simpson (D) 0,064  0,059 

Chỉ số đa dạng Simpson (1-D) 0,936  0,941 

Chỉ số đa dạng Shannon (H') 2,849  2,921 

Chỉ số độ giàu Margalef (Dmg) 5,402  5,903 

Chỉ số độ giàu Menhinnick (Dmn) 3,591  4,000 

Chỉ số ưu thế Carmago (Cm) 0,279  0,250 

Chỉ số độ đồng đều Pielou (P) 0,968  0,975 

Chỉ số tương tự Sorenson (S) 0,615  0,615 

 

3.1.3. Sàng lọc và tuyển chọn chủng P. herquei HGN12.1R có khả năng sinh 

hoạt chất podophyllotoxin và dẫn xuất 

3.1.3.1. Chiết xuất nấm 

Trong nghiên cứu này, các chủng nấm được nuôi lắc trong 100 ml môi trường 

PDA, pH 7 với tốc độ 150 vòng/phút, 25±2 ºC trong 5 ngày. Sau khi kết thúc nuôi 

cấy, sinh khối nấm và dịch lên men được thu bằng phương pháp lọc. Khối lượng sinh 

khối tươi (SKT): 23,12 ± 0,11 g, sinh khối khô (SKK): 0,86 ± 0,06 g. Tiếp theo, SKK 

được ngâm trong 100 ml dung môi methanol để tiến hành chiết rút các chất có hoạt 

tính. Các bước chiết xuất được thực hiện theo phương pháp của [13]. Kết quả thu 
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được chiết xuất nấm thô với khối lượng xấp xỉ 0,03 g. Chiết xuất này được sử dụng 

cho các nghiên cứu tiếp theo về khả năng sinh hoạt chất podophyllotoxin và dẫn xuất. 

 

Hình 3.8. Lên men và chiết xuất nấm (1: lên men; 2: lọc thu sinh khối nấm tươi; 3: 

sinh khối khô; 4: dịch chiết methanol tổng; 5: chiết xuất nấm) 

3.1.3.2. Đánh giá khả năng gây độc tế bào của các chiết xuất nấm nội sinh 

Hoạt tính gây độc tế bào in vitro của chiết xuất nấm đã được khảo sát trên ba 

dòng tế bào ung thư gồm SK-LU1, HL 60 và Hep2. Để so sánh, các nhà nghiên cứu 

đã sử dụng chiết xuất D. difformis và các đối chứng dương như PTOX và ellipticine. 

Kết quả chỉ ra rằng 28 chiết xuất có hoạt tính gây độc tế bào trên tế bào SK-LU-1, 

với giá trị IC50 nằm trong khoảng từ 0,036 đến 80,23 µg/ml. Đáng chú ý, có 21 chiết 

xuất thể hiện độc tính tế bào mạnh với IC50 từ 0,036 đến 18,75 µg/ml. (Bảng 3.8).  

Nhằm đánh giá sâu hơn tiềm năng chống ung thư, hai mươi mốt chiết xuất có 

hoạt tính mạnh trên SK-LU-1 này tiếp tục được thử hoạt tính trên HL-60 (Bệnh bạch 

cầu cấp tính ở người) và HepG2 (ung thư biểu mô tế bào gan ở người). Tuy nhiên, 

trong số 21 chiết xuất được thử nghiệm chỉ có sáu chiết xuất nấm cho thấy hoạt động 

gây độc tế bào rất mạnh đáng kể trên cả HL-60 và HepG2 với IC50 từ 0,073 đến 0,31 

µg /ml và từ 1,60 đến 10,84 µg /ml, tương ứng (Bảng 3.9). Các chiết xuất này thuộc 

về các chi Penicillium (hai chủng), Trametes, Purpureocillium, Aspergillus, và 

Ganoderma. Các chiết xuất còn lại (15 chiết xuất) đã không cho thấy hoạt tính gây 

độc tế bào đáng kể trên các dòng tế bào HL-60 và HepG2 (dữ liệu chi tiết về 15 chiết 

xuất này không được hiển thị trong tài liệu). 

  

51 2 3 4
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Bảng 3.8. Hoạt tính gây độc tế bào IC50 của 53 chiết xuất nấm gây độc trên dòng tế 

bào SK-LU-1  

STT 
Chiết xuất 

nấm 

Hoạt tính gây độc 

tế bào IC50 (µg/ml) 
STT Chiết xuất nấm 

Hoạt tính gây độc tế 

bào IC50 (µg/ml) 

1 HGN6.1R >100 29 HGN13.1R 4,030 ± 0,600 

2 HGN6.2R 80,230 ± 2,420 30 HGN12.1R 1,190 ± 0,110 

3 HGN13R 0,036 ± 0,001 31 LCN15L 80,220 ± 1,740 

4 LCN9R 0,163 ± 0,012 32 LCN12.1L 0,195 ± 0,027 

5 LCN21T 1,770 ± 0,150 33 HGN1T >100 

6 HGN1R 75,29 ± 2,580 34 LCN12T 2,230 ± 0,290 

7 LCN7L 6,440 ± 0,410 35 HGN14.1R >100 

8 HGN8.1R 3,030 ± 0,300 36 HGN3L >100 

9 LCN1R >100 37 HGN1L >100 

10 HGN11.1R >100 38 LCN5L >100 

11 LCN3L >100 39 HGN3T >100 

12 LCN19T 5,580 ± 0,450 40 LCN14L >100 

13 LCN8.3L >100 41 LCN3T 2,040 ± 0,190 

14 HGN7.1R >100 42 LCN13T 28,660 ± 1,500 

15 HGN7R >100 43 LCN17T 3,900 ± 0,260 

16 HGN5L >100 44 LCN4T >100 

17 LCN1L 1,370 ± 0,140 45 HGN11R 63,320 ± 6,410 

18 LCN6T >100 46 HGN12.2R 2,060 ± 0,310 

19 LCN1T 18,750 ± 1,110 47 HGN3.1R 9,590 ± 0,150 

20 LCN8T 2,490 ± 0,220 48 LCN11L 0,110 ± 0,036 

21 HGN2.1R 0,550 ± 0,050 49 LCN13L >100 

22 HGN3R >100 50 HGN2R 0,069 ± 0,004 

23 HGN7.2R >100 51 HGN5.1R 76,670 ± 2,680 

24 LCN16T >100 52 LCN3R 72,010 ± 6,430 

25 HGN14R >100 53 HGN10R >100 

26 HGN5R >100 54 D. difformis extract 0,160 ± 0,020 

27 LCN7R >100 55 Podophyllotoxin 0,054 ± 0,006 

28 HGN6R 2,090 ± 0,120 56 Ellipticine 0,430 ± 0,040 

Podophyllotoxin, Ellipticine được sử dụng làm đối chứng dương 
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Bảng 3.9. Hoạt tính gây độc tế bào IC50 của các chiết xuất nấm trên hai dòng tế 

bào ung thư HL-60 và HepG2 

STT Chiết xuất nấm Chi phân loại Hoạt tính gây độc tế bào IC50 (µg/ml) 

   HL-60 HepG2 

1 HGN12.1R  Penicillium 0,013 ± 0,004 0,071 ± 0,011 

2 HGN12.2R Trametes 0,056 ± 0,009 0,200 ± 0,030 

3 HGN13R Aspergillus 0,310 ± 0,030 1,600 ± 0,150 

4 HGN13.1R Penicillium 0,073 ± 0,006 10,840 ±1,190 

5 LCN3T Purpureocillium 0,028 ± 0,005 0,013 ± 0,003 

6 LCN8T Ganoderma 0,046 ± 0,007 2,020 ± 0,160 

7 
D. difformis 

extract 
- 0,840 ± 0,0800 1,110 ± 0,150 

8 Podophyllotoxin - 0,008 ± 0,001 0,180 ± 0,020 

9 Ellipticine - 0,280 ± 0,030 0,370 ± 0,040 

      Podophyllotoxin, Ellipticine được sử dụng làm đối chứng dương 

3.1.3.3. Phát hiện podophylplotoxin trong chiết xuất nấm nội sinh bằng phương 

pháp TLC (sắc ký bản mỏng) và HPLC (sắc ký lỏng hiệu suất cao) 

 Dựa trên kết quả sàng lọc, sáu chiết xuất nấm đã được xác định có hoạt tính 

gây độc tế bào rất mạnh trên cả ba dòng tế bào ung thư, nhóm nghiên cứu đã tiến 

hành phân tích sự hiện diện của PTOX. 

Hình 3.9. Phân tích TLC của chiết xuất nấm nội sinh 

HGN13R, LCN8T, LCN3T, HGN12.1R, HGN12.2R và HGN13.1R; 

podophyllotoxin được sử dụng làm chuẩn, đối chứng dương (P); môi trường không 

có nấm được sử dụng làm đối chứng âm (N) 
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Kết quả phân tích sắc ký lớp mỏng (TLC) cho thấy sự hiện diện của PTOX 

trong sáu chiết xuất nấm: HGN13R, LCN8T, LCN3T, HGN12.1R, HGN12.2R và 

HGN13.1R. Điều này được xác nhận khi so sánh với PTOX chuẩn (đối chứng dương) 

và môi trường không chứa nấm (đối chứng âm) (Hình 3.9). Do đó, các chủng nấm 

này sẽ tiếp tục được chọn để nghiên cứu thêm.  

Sáu chiết xuất nấm và dịch chiết Bát Giác Liên đã được thử nghiệm để tìm sự 

hiện diện của PTOX bằng cách sử dụng phân tích HPLC, thời gian lưu của chất chuẩn 

PTOX (Sigma) đã được sử dụng để so sánh.  

Trong lần phân tích HPLC đầu tiên, các pic sắc ký của chiết xuất HGN13R, 

HGN12.2R, LCN3T và LCN8T cho thấy đỉnh có thời gian lưu (Rt) tương ứng là 

37.164, 37.209, 37.197 và 37.202 phút tương tự như của chất chuẩn (Rt = 37.130 

phút). Trong lần phân tích HPLC thứ hai, các chiết xuất từ HGN12.1R, HGN13.1R, 

chiết xuất thực vật cho thấy thời gian lưu lần lượt là 37,359; 37,378; 37,353 cũng có 

thời gian lưu gần với PTOX chuẩn (Rt = 37.365 phút) (Bảng 3.10). 

Bảng 3.10. Dữ liệu HPLC để xác định PTOX 

Tên hợp chất Thời gian lưu (Rt) (phút) 

Podophyllotoxin1 (Tiêu chuẩn) 37.13 

HGN13R 37.164 

HGN12.2R 37.209 

LCN3T 37.197 

LCN8T 37.202 

Podophyllotoxin2 (Tiêu chuẩn) 37.365 

HGN12.1R 37.359 

HGN13.1R 37.378 

Chiết xuất thực vật (Chiết xuất D.difformis) 37.353 
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Hình 3.10. Xác định PTOX bằng HPLC-DAD 

Quan sát phổ UV của các chiết xuất HGN13R, HGN12.2R, LCN3T, LCN8T 

cho thấy các pic thu được rõ ràng và có thể tách chúng khỏi các loại hợp chất khác. 

Ngoài ra, việc so sánh phổ UV của các pic sắc ký đồ HPLC nói trên với phổ UV của 

PTOX chuẩn cho thấy sự trùng khớp, điều này xác nhận sự hiện diện của PTOX trong 

dịch chiết nấm (Hình 3.10) và (Hình 1E, phụ lục E). Tương tự, phổ UV của dịch chiết 

HGN12.1R, HGN13.1R và dịch chiết thực vật thể hiện mô hình tương tự như PTOX 

chuẩn. 

Các phân tích được thực hiện hai lần với hai PTOX chuẩn tách biệt. 1. Sắc ký 

đồ (A, C, E, G) và phổ UV (B, D, F, H) lần lượt của PTOX1 chuẩn (Sigma); dịch 

chiết HGN12.2R; dịch chiết LCN3T; dịch chiết LCN8T; 2. Sắc ký đồ (I, K, M, O) và 

phổ UV (J, L, N, P) lần lượt của PTOX2 chuẩn; dịch chiết HGN12.1R; dịch chiết 

HGN13.1R; và dịch chiết BGL.  

PTOX1

HGN12.2R

LCN3T

LCN8T

PTOX2

HGN12.1R

HGN13.1R

Dịch chiết thực vật

37.13

37.209

37.197

37.202

37.365

37.359

37.378

37.353
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Sau quá trình sàng lọc dữ liệu, chủng P. herquei HGN12.1R nổi bật với hoạt 

tính gây độc tế bào tương đối mạnh trên cả ba dòng tế bào ung thư, phổ UV trùng 

khớp với phổ của hợp chất PTOX chuẩn trong phân tích HPLC. Điều đó cung cấp 

bằng chứng mạnh mẽ về sự hiện diện của hợp chất hoạt tính mục tiêu và P. herquei 

HGN12.1R được chọn để khai thác các hoạt chất sinh học trong các nghiên cứu tiếp 

theo. 

3.1.4. Đặc điểm sinh học của chủng P. herquei HGN12.1R đã tuyển chọn 

3.1.4.1. Đặc điểm hình thái, định danh chủng tuyển chọn 

Đặc điểm hình thái như hệ sợi, bào tử, cuống bào tử và vách ngăn là những 

yếu tố quan trọng trong việc phân loại vi nấm theo phương pháp truyền thống. Chủng 

nấm HGN12.1R, sau khi nuôi cấy trên môi trường PDA ở 25°C trong 5 ngày, đã được 

quan sát và ghi nhận các đặc điểm sau: khuẩn lạc có màu xanh rêu, viền trắng, dạng 

tròn không đều. Bề mặt sợi nấm khí sinh mịn, ngắn, phân nhánh, mọc dày đặc sát mặt 

thạch. Khi quan sát dưới kính hiển vi quang học, chủng nấm này cho thấy cuống sinh 

bào tử thể bình có nhiều tầng. Bào tử khi còn non có hình cầu, nhưng khi già đi sẽ bị 

xé rách và tạo thành các chuỗi dài (Bảng 3.11). 

Bảng 3.11. Đặc điểm hình thái chủng HGN12.1R 

Đặc điểm hình thái đại thể              Đặc điểm hình thái vi thể  

- Màu xanh rêu, tròn không đều, 

đường kính 6-8 mm 

- Bề mặt sợi khuẩn ti khí sinh mịn 

như bụi phấn, tâm hơi lồi, viền 

liền trắng đục. 

- Không tiết sắc tố hoà tan 

- Bào tử được sản xuất với số lượng lớn, tạo 

thành các cột có cấu trúc dạng "chổi" đặc 

trưng của Penicillium 

- Cuống sinh bào tử phân nhánh. Bề mặt 

cuống ráp. Có tế bào sinh sản thể bình nhiều 

tầng. 

- Bào tử lúc non hình cầu, xé rách tạo dạng 

chuỗi bào tử dài khi già.  

Dựa trên những đặc điểm hình thái đại thể và vi thể này, việc nhận dạng sơ bộ 

theo các khóa phân loại  [125], [126] cho thấy chủng HGN12.1R thuộc chi 

Penicillium. Kết hợp phân tích và so sánh trình tự gen vùng ITS/18S rRNA của chủng 

vi nấm với các trình tự trên Ngân hàng Gen thông qua công cụ BLAST của NCBI, 
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kết quả cho thấy chủng HGN12.1R có độ tương đồng cao (99,80%) với trình tự gen 

của chủng Penicillium herquei BCC, mã số MF537646.1 (Bảng 1C, phụ lục C) đã 

đưa đến kết quả định danh HGN12.1R là P. herquei HGN12.1R. Chủng P. herquei 

HGN12.1R được đăng ký trên ngân hàng gen với mã số MZ462047. 

3.1.4.2. Đặc điểm sinh lý, sinh hoá của chủng nấm tuyển chọn 

Nghiên cứu ảnh hưởng của nhiệt độ đối với khả năng sinh trưởng của chủng 

nấm P. herquei HGN12.1R. đã chỉ ra sự thay đổi rõ rệt trong tốc độ sinh trưởng của 

hệ sợi nấm. Hệ sợi nấm sinh trưởng tốt nhất ở 25 °C với 0,87 ± 0,07 g SKK/100 ml) 

sau 72h nuôi cấy. Tuy nhiên, khi nhiệt độ tăng, tốc độ sinh trưởng giảm dần, xuống 

còn 0,28 ± 0,02 g SKK /100 ml ở 35 ℃ và ở 37 °C chủng nấm không phát triển. 

Bảng 3.12. Đặc điểm sinh học của P. herquei HGN12.1R  

               Tốc độ sinh trưởng của nấm 

Điều kiện thích hợp pH (6-7) Nhiệt độ (25 °C)  

Đơn vị g/100 ml  g/100 ml  

Chỉ số 
0,79 ± 0,02 ÷ 0,75 ± 

0,04 
0,87 ± 0,07   

                               Hoạt tính enzyme ngoại bào (D-d)mm 

 

 

 

 

 

                                   Chitinase                      Cellulase       

Về ảnh hưởng của pH, chủng P. herquei HGN12.1R có khả năng sinh trưởng 

ở tất cả 6 thang pH thử nghiệm. Tốc độ sinh trưởng hệ sợi nấm cao nhất sau 72 giờ 

nuôi cấy ở pH 6 (0,79 ± 0,02 g SKK/100 ml) và pH 7 (0,75 ± 0,04 g SKK/100 ml). 

Tốc độ sinh trưởng chậm nhất được ghi nhận ở pH 4 (0,16 ± 0,04 g SKK/100 ml).  

Khảo sát hoạt tính enzyme ngoại bào của chủng P. herquei HGN12.1R cho 

thấy khả năng phân giải chitinase, cellulase. Vòng phân giải trung bình đối với 

chitinase là 6,3 ± 0,08 mm và đối với cellulase là 8,5 ± 0,05 mm (Bảng 3.12) 

3.1.4.3. Khảo sát hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định của chủng nấm tuyển chọn 

Hoạt tính kháng khuẩn in vitro của chiết xuất nấm HGN12.1R được khảo sát 

bằng phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch đối với các chủng Escherichia coli DH5, 

D

d

D

d
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Staphylococcus sp., Bacillus 7TM11, Bacillus 2TM6, Enterobacter 14RM7-1. Các 

chủng vi sinh vật này đại diện cho nhóm vi khuẩn Gram âm, Gram dương. Kết quả 

kháng khuẩn của chiết xuất nấm HGN12.1R được trình bày trong (Bảng 3.13). 

Bảng 3.13. Hoạt tính kháng khuẩn của chiết xuất nấm HGN12.1R  

 

Yếu tố 

khảo sát 

Đường kính vùng ức chế (mm) 

Staphylococcus 

sp. 

Bacillus 

7TM11 

Escherichia 

coli DH5 

Enterobacter 

14RM7-1 

Bacillus 

2TM6 

HGN12.1R 10,67±0,58 14,33±0,58 2,33±0,29 12,83±0,76 12,37±0,6 

Methanol - - - - - 

Cefotaxime 35±0,37 33,3±0,25 31,3±0,17 26,3±0,29 31,7±0,33 

Chiết xuất 

BGL 

7,7±0,12 9,0±0,08 3,4±0,05 7,7±0,17 6,7±0,21 

 

 

Hình 3.11. Biểu đồ hoạt tính kháng khuẩn của chiết xuất nấm HGN12.1R  

 

Hình 3.12. Hoạt tính kháng khuẩn trên đĩa thạch của chiết xuất nấm HGN12.1R (a: 

Bacillus 2TM6; b: Bacillus 7TM11; c: Enterobacter 14RM7-1; d: Staphylococcus 

sp; e: Escherichia coli DH5; 1: Chiết xuất nấm HGN12.1R; 2: Môi trường; 3: Dung 

môi methanol; 4: Kháng sinh Cefotaxime; 5: Chiết xuất rễ Bát Giác Liên) 

Kết quả cho thấy chiết xuất nấm HGN12.1R có tác dụng ức chế các chủng vi 

khuẩn Gram âm và Gram dương. Vùng ức chế dao động từ 2-14 mm. Chiết xuất thể 

hiện hoạt tính kháng khuẩn rõ rệt trên Bacillus 7TM11, Enterobacter 14RM7-1, và 
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Bacillus 2TM6, tác dụng giảm dần trên Staphylococcus sp., và không có hoặc rất ít 

tác dụng trên Escherichia coli DH5. Tương tự như vậy hoạt chất cao chiết từ rễ cũng 

cho kết quả kháng khuẩn tương đối đồng nhất với cao chiết nấm HGN12.1R.  

3.2. Đặc điểm hệ gen của chủng P. herquei HGN12.1R 

3.2.1. Kết quả tách chiết DNA  

DNA tổng số của chủng P. herquei HGN12.1R đã được tách chiết. Kiểm tra 

bằng điện di trên gel agarose 1% cho thấy DNA có băng kích thước lớn và rõ ràng 

(Hình 3.13). Nồng độ và độ tinh sạch của DNA được trình bày trong (Bảng 3.14). 

Kết quả thu được DNA có nồng độ khá cao và độ tinh sạch rất tốt, tiếp tục sử dụng 

cho những nghiên cứu  tiếp theo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.13. Kết quả điện di kiểm tra sản phẩm tách DNA tổng số 

(M: Marker 1kb, Thermo Scientific) 

Bảng 3.14. Nồng độ và độ tinh sạch mẫu DNA tổng số của nấm 

Mẫu Nồng độ Độ tinh sạch 

HGN12.1R 89,8 ng/µl 1,91 

 3.2.2. Giải trình tự và phân tích hệ gen 

Hệ gen của nấm P. herquei HGN12.1R đã được lắp ráp và chú thích (Bảng 

3.15). Tổng kích thước hệ gen đạt 34.960.691 bp, với số lượng contig (kích thước 

≥1000 bp) là 8. Giá trị N50 của hệ gen là 6.172.464 bp và tỉ lệ GC là 46,38%. Tổng 

số gen dự đoán trong hệ gen là 12.871, trong đó có 12.593 gen mã hóa mRNA, 263 

gen tRNA và 15 gen rRNA. 

MHGN12.1RĐC (-)

Kb 
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Đánh giá mức độ hoàn chỉnh của hệ gen bằng BUSCOs cho thấy hệ gen hoàn 

chỉnh và có một bản sao duy nhất là 97,9%, với 0,4% gen trùng lặp, 1,1% gen bị phân 

mảnh, và 0,6% gen bị thiếu. 

Bảng 3.15. Đặc điểm hệ gen và số liệu lắp ráp hệ gen của P. herquei HGN12.1R 

Các tham số lắp ráp và chú giải Giá trị 

Tổng kích thước hệ gen lắp ráp (bp) 34.960.691 

Số lượng scaffold (chỉ tính các scaffolds ≥ 1000 bp) 8* 

Số lượng scaffold (chỉ tính các scaffolds ≥ 50000 bp) 7 

Số bộ gen bào quan được nhận dạng 1 

Scaffold có kích thước lớn nhất (bp) 8.398.835 

Hàm lượng GC (%) 46,38 

Độ dài N50 của scaffold (bp) 6.172.464 

Số lượng L50 scaffold/contig tại độ dài N50 3 

Tổng số gen được dự đoán 12.871 

Độ phủ hệ gene 195.0× 

Đánh giá mức độ hoàn chỉnh hệ gen lắp ráp (%)   

Độ hoàn chỉnh toàn phần 98,3 

BUSCO hoàn chỉnh và bản sao đơn 97,9 

BUSCO hoàn chỉnh và bản sao nhân bản 0,4 

BUSCO phân mảnh 1,1 

BUSCO thiếu khuyết 0,6 

Chú giải trình tự lặp trong hệ gen   

Loại trình tự lặp không xác định (%) 0 

Lặp đơn giản (%) 0,59 

Lặp có độ phức tạp thấp (%) 0,14 

Tổng kích thước trình tự lặp (bp) 254.455 

Chú giải gen mã hoá ARN   

Số gen mã hoá mRNA 12,593 

số gen mã hoá tRNA 263 

số gen mã hoá rRNA 15 

*Bản lắp ráp gồm 7 contig/scaffolds được nhận định ở cấp nhiễm sắc thể 

(chromosome-level) và 1 scaffold chưa được gán vị trí (unplaced scaffold). 

3.2.3. Kết quả chú giải hệ gen 

Mục tiêu xác định vị trí và chức năng của các gen và các yếu tố di truyền khác 

trong hệ gen. Cung cấp thông tin chi tiết về các gen tham gia vào quá trình sinh tổng 

hợp PTOX.  
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Chú giải hệ gen chủng HGN12.1R đã được thực hiện sử dụng nhiều cơ sở dữ 

liệu. Kết quả chú giải cho thấy tổng số 7401 gen duy nhất được chú giải (tức là tổng 

số tất cả các gen xuất hiện trong ít nhất một cơ sở dữ liệu). Cụ thể, số lượng gen được 

chú giải bởi các cơ sở dữ liệu riêng lẻ như sau: 7.452 gen qua Uniprot, 11.201 gen 

qua RefSeq, 3.852 gen qua Gene Ontology, 4.464 gen qua KEGG và 9.491 gen qua 

PFAM. 

Biểu đồ Venn (Hình 3.14) biểu diễn sự giao nhau giữa các tập hợp gen được 

chú giải. Kết quả chỉ ra rằng có 2474 gen được chú giải bởi cả Refseq và Uniprot; 

1789 gen bởi Refseq và PFAM; và 1467 gen chỉ được chú giải bởi Refseq. Chỉ có 2 

gen được chú giải riêng bởi Uniprot và 1 gen bởi KEGG, không có gen nào chỉ được 

chú giải riêng bởi GO. 

 

Hình 3.14. Biểu đồ Venn chú giải gen chức năng trên các CSDL RefSeq, Uniprot, 

Gene Onology, Pfam và KEGG của nấm P. herquei HGN12.1R 

3.2.4. Dự đoán các nhóm gen liên quan đến sinh tổng hợp podophyllotoxin ở 

chủng P. herquei HGN12.1R 

        Mặc dù PTOX đã được tìm thấy ở nhiều loài thực vật, con đường sinh tổng hợp 

của nó vẫn chưa được khám phá một cách đầy đủ. Theo Kumar [146] có ít nhất 26 

gen liên quan đến 69 bước phản ứng tổng hợp PTOX bắt đầu từ D-erythrose-4-phos-

phate đến PTOX. Tuy nhiên phần lớn các nghiên cứu đều cho thấy chỉ có 33 bước 

phản ứng với sự tham gia của 26 gen/enzyme được phân tích, nhận diện một cách rõ 

ràng. 
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Trong giai đoạn đầu tiên chất chính là coniferyl alcohol được hình thành từ 

phenylalanine qua 9 bước phản ứng. Giai đoạn sau từ coniferyl alcohol trải qua một 

số phản ứng dimer hoá, dehyro hoá và methyl hoá để hình thành một số chất trung 

gian chuyển hoá quan trọng như pluviatolid và yatein. Cuối cùng từ chất trung gian 

yatein được chuyển hoá thành deoxypodophyllotoxin và sau cùng là PTOX [147], 

[148]. Trong nghiên cứu này, các enzyme liên quan tới giai đoạn đầu hình thành 

coniferyl alcohol (monolignol) từ phenylalanine được xác nhận bằng con đường sinh 

tổng hợp phenylpropanoid (KEGG) (Hình 1F, phụ lục F) và được tóm tắt bằng sơ đồ 

sau (Hình 3.15) 

Hình 3.15. Các enzyme liên quan tới giai đoạn đầu hình thành coniferyl alcohol 

Giai đoạn sau của phản ứng sinh tổng hợp PTOX được xem là quan trọng nhất 

bởi phần lớn các chất trung gian quan trọng, các dẫn xuất có hoạt tính tương tự như 

PTOX đều được hình thành ở giai đoạn này. Có ít nhất 9 gen tham gia vào qúa trình 

chuyển hoá từ coniferyl alcohol đến PTOX bao gồm: DIR, PLR, SDH, CYP719A23, 

OMT3, CYP71CU1, OMT1, 2-ODD và DOP7H [83], [149] (Bảng 1H, phụ lục H). 

Dựa trên các gen tương đồng ở thực vật (Hình 2F, phụ lục F) như PLR, SDH, 2-ODD, 

CYP719A23, OMT3, CYP71CU1 và OMT1 có liên quan đến cơ chế sinh tổng hợp 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/phenylalanine
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/phenylalanine
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PTOX [83], nghiên cứu này tiến hành tìm kiếm một số gen tương đồng tìm được ở 

nấm để dự đoán sự có mặt của chúng trong hệ gen nấm (Hình 3.16).  

Hình 3.16. Các gen tham gia vào quá trình chuyển hoá từ coniferyl alcohol đến 

podophyllotoxin 

Để xác định các gen chính liên quan đến con đường sinh tổng hợp PTOX ở chủng P. 

herquei HGN12.1R, NCS đã thực hiện sàng lọc các gen ứng viên trong hệ gen bằng 

công cụ BLASTP. Bộ dữ liệu truy vấn bao gồm 09 gen tham chiếu từ thực vật và 01 

gen từ nấm (gen VdtD – gen duy nhất tìm thấy ở nấm có chức năng tương tự gen 

dirigent ở thực vật). 

Các kết quả BLASTP được sàng lọc nghiêm ngặt với ngưỡng giá trị E (E-value) < 

1e-10 và được xác minh lại cấu trúc miền bảo thủ thông qua cơ sở dữ liệu Pfam. Kết 

quả phân tích cuối cùng đã xác định được tổng cộng 33 gen tương đồng tiềm năng từ 

hệ gen P. herquei HGN12.1R. liên quan đến con đường sinh tổng hợp 

podophyllotoxin. 

Về phân bổ số lượng, nhóm gen CYP719A23 (Pluviatolide synthase) chiếm số lượng 

lớn nhất với 06 gen (độ tương đồng dao động từ 21,24% đến 25,33%). Theo sau là 

các nhóm gen SDH, CYP82D61 và CYP71CU1, mỗi nhóm đều có 05 bản sao được 
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tìm thấy. Các họ gen Cytochrome P450 khác cũng xuất hiện phổ biến bao gồm nhóm 

CYP71BE54 với 03 gen. Nhóm gen OMT3 có 04 bản sao và VdtD* có 02 bản sao 

với độ tương đồng cao nhất lên tới 39,07%. Đáng chú ý, các nhóm gen OMT1, 2-

ODD và PLR đều là những gen đơn bản (chỉ có 01 bản sao thực tế) với độ tương đồng 

lần lượt là 27,61%; 26,90% và 26,74%. Kết quả này khẳng định tính chính xác của 

quá trình lọc trình tự theo vị trí đầu - cuối và các tiêu chuẩn tin sinh học đã đề ra. 

Thống kê chi tiết kết quả tìm kiếm các gen tương đồng được trình bày trong Bảng 

3.16  

Bảng 3.16. Thống kê kết quả dự đoán các gen liên quan đến con đường sinh tổng hợp 

podophyllotoxin ở P. herquei HGN12.1R giai đoạn từ coniferyl alcohol tới 

podophylotoxin (E-value <1e-10) 

STT 

Gen trong thực vật và nấm Hệ gen HGN12.1R  

Mã ký hiệu Mô tả gen 

Số lượng 

bản sao gen 

có trình tự 

tương đồng 

% tương 

đồng (tối 

thiểu- tối 

đa) 

1 SDH 
Secoisolariciresinol 

dehydrogenase 
5 25-31,09 

2 CYP71BE54 
Desmethyl-deoxy-

podophyllotoxin synthase 
3 22,41-30 

3 CYP82D61 
Demethylepipodophylloto

xin synthase 
5 24,15-27,79 

4 CYP719A23 Pluviatolide synthase 6 21,24-25,33 

5 CYP71CU1 Desmethylyatein synthase 5 19,86-27,711 

6 VdtD* 

Inactive 

carboxylesterase-like 

protein VdtD 

2 24,32-39,07 

7 OMT3 
Pluviatolide O-

methyltransferase 
4 26,00-32,24 
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STT 

Gen trong thực vật và nấm Hệ gen HGN12.1R  

Mã ký hiệu Mô tả gen 

Số lượng 

bản sao gen 

có trình tự 

tương đồng 

% tương 

đồng (tối 

thiểu- tối 

đa) 

8 OMT1 
Desmethyl-yatein O-

methyltransferase 
1 27,61 

9 2-ODD 
Deoxypodophyllotoxin 

synthase 
1 26,9 

10 PLR 

Bifunctional 

pinoresinol-lariciresinol 

reductase 

1 26,74 
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3.3. Xác định điều kiện thích hợp cho sản sinh podophyllotoxin và các dẫn xuất 

từ P. herquei HGN12.1R bằng công nghệ lên men  

3.3.1. Ảnh hưởng của môi trường 

Quá trình lên men được tiếp giống đầu vào là 5%, tuổi giống từ 48-60 giờ, nhiệt 

độ 25 °C trên môi trường PDA. Quan sát sự sinh trưởng của nấm cho thấy trong 2-3 

ngày đầu, các chủng nấm ở giai đoạn pha tăng trưởng (logarit) và sinh trưởng tăng 

dần. Bắt đầu từ ngày thứ 4, các hạt pelet nấm xuất hiện với tốc độ tăng vọt, ban đầu 

tròn nhỏ li ti, sau kích thước tăng dần. Trên các môi trường khác nhau, màu sắc dịch 

và kích thước hạt nấm cũng khác nhau. 

Kết quả nêu trong Bảng 3.17 chỉ ra khi thay đổi thành phần môi trường, so với 

đối chứng PGA, hàm lượng sinh khối nấm thay đổi rõ rệt. Sinh khối tăng mạnh ở môi 

trường PDA. Chủng nấm này cho thấy sự thích nghi tốt với nguồn đường dextrose, 

dẫn đến việc khi điều chỉnh thành phần đường trong môi trường (so với đối chứng), 

sinh trưởng đã tăng đáng kể từ 9,45± 0,08 g/l lên 14,09± 0,06 g/l. Hình ảnh TLC cũng 

cho thấy quá trình lên men sinh tổng hợp PTOX và các dẫn xuất khả quan với đa dạng 

băng vạch so với chất chuẩn PTOX (Hình 3.17). 

NCS đã lựa chọn môi trường lên men PDA cho các nghiên cứu tiếp theo. Các 

hình ảnh sinh khối tươi (Hình 1G, phụ lục G) và sinh khối khô (Hình 2G, phụ lục G) 

được thể hiện trong nghiên cứu này.  

Bảng 3.17. Vai trò của môi trường nuôi cấy tới sinh trưởng của P. herquei 

HGN12.1R 

Môi trường 

nuôi cấy 

Màu sắc dịch nuôi 

cấy, hình dạng sinh 

khối nấm 

Sinh trưởng của nấm 

 

SKT (g/l) SKK (g/l) 

PGA Cam vàng, hạt nhỏ 265,61± 0,06 9,45± 0,08 

Zhao Xanh, hạt nhỏ li ti 220,04± 0,07 11,48± 0,09 

PDA Cam vàng, hạt nhỏ 350,09± 0,08 14,09± 0,06 

YMA Vàng, hạt to 140,06± 0,05 6,07± 0,02 

Sabouraud broth Vàng, hạt to 125,32± 0,07 5,59± 0,03 

Czapek-Dox Cam vàng, hạt nhỏ 27,82± 0,09 0,87± 0,06 
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Hình 3.17. TLC xác định sự có mặt của Chất/tiền chất ở các môi trường khác nhau 

ảnh hưởng tới sinh trưởng của P. herquei HGN12.1R (đường số 3: Czapek-Dox, 

đường số 4: PDA, đường số 5: Zhao, đường số 6: YMA, đường số 7: PGA, đường số 

8: Sabouraud broth, đường số 9: Chất chuẩn PTOX, đường số 10: ĐC-) 

3.3.2. Ảnh hưởng của pH và nhiệt độ 

Nhiệt độ đóng vai trò quan trọng trong việc ảnh hưởng đến quá trình sinh 

trưởng, sinh sản và phát triển của vi nấm [150]. Quá trình lên men được tiếp giống 

đầu vào là 5%, tuổi giống từ 48-60 giờ, nhiệt độ 25 °C trên môi trường PDA. Các kết 

quả từ Bảng 3.18 cho thấy các chủng phát triển tốt nhất ở 25 °C, đây cũng là nhiệt độ 

tối ưu để sản sinh PTOX và các dẫn xuất của nó. 

Bảng 3.18. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng sinh trưởng của nấm HGN12.1R 

Nhhiệt độ Sinh khối tươi (g/l) Sinh khối khô (g/l) 

22 °C 266,50 ± 0,15 10,06 ± 0,10 

25 °C 332,37 ± 0,12 13,04 ± 0,04 

28 °C 301,66 ± 0,07 12,96 ± 0,11 

32 °C 270,35 ± 0,17 11,22 ± 0,01 

 

Hình 3.18. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới sinh trưởng, màu sắc của nấm HGN12.1R 

Trên cơ sở đó, môi trường được điều chỉnh pH lần lượt từ 5 đến 8, quá trình 

lên men được tiếp giống đầu vào là 5%, tuổi giống từ 48-60 giờ, nhiệt độ 25 °C trên 
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môi trường PDA kết quả cho thấy pH thích hợp cho chủng HGN12.1R là 7,0 và hàm 

lượng sinh khối khô đạt 13,76 ± 0,05 g/l. Đây cũng là pH tốt nhất cho sinh tổng hợp 

chất/tiền chất PTOX của P. herquei HGN12.1R (Bảng 3.19) 

Bảng 3.19. Ảnh hưởng của pH đến khả năng sinh trưởng của P. herquei HGN12.1R 

pH Sinh khối tươi (g/l) Sinh khối khô (g/l) 

pH 5 253,58 ± 0,05 10,08 ± 0,01 

pH 6 298,74 ± 0,12 12,34 ± 0,19 

pH 7 340,36 ± 0,08 13,76 ± 0,05 

pH 8 300,55 ± 0,05 12,52 ± 0,15 

 

Hình 3.19. Ảnh hưởng của pH tới sinh trưởng, màu sắc của nấm HGN12.1R 

3.3.3. Ảnh hưởng của thời gian nhân giống và tỷ lệ giống 

Tốc độ sinh trưởng của nấm trong môi trường dịch thể phụ thuộc nhiều vào 

thời gian nhân giống và tỷ lệ giống gốc được cấy vào. Các yếu tố này tác động trực 

tiếp đến mật độ và kích thước của nấm, từ đó ảnh hưởng đến tốc độ sinh trưởng tổng 

thể. Trong thí nghiệm này nấm được định kỳ thu ở các mốc 24, 36, 48, 60 và 72 giờ 

trước khi chuyển vào môi trường nuôi cấy. 

Bảng 3.20. Ảnh hưởng của thời gian nhân giống đến khả năng sinh trưởng của P. 

herquei HGN12.1R 

Chỉ tiêu 

theo dõi 
24 giờ 36 giờ 48 giờ 60 giờ 72 giờ 

SKT (g/l) 119,48 ± 0,05 195,95 ± 0,12 290,08 ± 0,04 318,93 ± 0,06 239,23 ± 0,10 

SKK (g/l) 4,45 ± 0,07 6,90 ± 0,03 10,03 ± 0,06 12,95 ± 0,08 8,09 ± 0,10 

pH 5 pH 6 pH 7 pH 8
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Kết quả ở (Bảng 3.20) cho thấy chủng Penicillium herquei HGN 12.1R có thời 

gian nhân giống thích hợp ở thời điểm 48-60 giờ, nếu ngắn hơn hoặc dài hơn đều ảnh 

hưởng tới khả năng sinh trưởng của các chủng nấm, Trước 48 giờ, sinh khối tạo thành 

chưa nhiều, vi nấm vừa qua giai đoạn thích nghi với môi trường, nếu chuyển vào bình 

lên men thì giống phải mất một khoảng thời gian thích nghi, bên cạnh đó lượng sinh 

khối quá ít có thể làm giảm hiệu suất lên men, tăng nguy cơ tạp nhiễm. Sau 72 giờ 

nuôi cấy, các tế bào vi nấm đã phát triển gần hết pha logarit và chuẩn bị bắt đầu pha 

cân bằng, lúc này chuyển giống vào môi trường lên men, giống sẽ không phát triển 

mạnh, vì vậy việc tích lũy sinh khối và PTOX sẽ kém. Vì vậy, giống ở giai đoạn 48-

60 giờ đã phát triển và tạo sinh khối nhiều, khi chuyển sang môi trường lên men giống 

sẽ tiếp tục phát triển mạnh tạo điều kiện cho sinh tổng hợp PTOX tốt hơn. 

Hình 3.20. Lượng sinh khối nấm hình thành ở các thời gian nhân giống 

khác nhau của chủng P. herquei HGN12.1R 

Bên cạnh đó, tỷ lệ giống gốc cấy vào môi trường dịch thể luôn là một trong những 

yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến tốc độ sinh trưởng của giống, tới mật độ và kích 

thước của hạt nấm. Trong nghiên cứu này, tỷ lệ giống được cấy tính theo tỷ lệ với 

môi trường nuôi cấy, các mức độ giống cấy cho môi trường bao gồm: 1%; 3%, 5%, 

7%, 9% giống cấp 1 so với môi trường nuôi cấy. 

Bảng 3.21. Ảnh hưởng của tỷ lệ giống đến khả năng sinh trưởng và sinh tổng hợp 

của P. herquei HGN12.1R 

Chỉ tiêu 

theo dõi 
1% 3% 5% 7% 9% 

SKT (g/l) 200,52 ± 0,06 244,45 ± 0,07 335,07± 0,09 261,1 ± 0,08 174,1 ± 0,09 

SKK (g/l) 7,45 ± 0,07 8,05 ± 0,08 13,12 ± 0,08 14,53 ±0,04 8,55 ± 0,10 

24h 36h 48h 60h 72h
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Từ kết quả ở (Bảng 3.21) cho thấy, tỷ lệ giống thích hợp nhất là 5% khi đó hàm 

lượng sinh khối khô của nấm lớn nhất, khi nâng tỷ lệ giống lên 7% thì hàm lượng 

sinh khối khô của nấm cũng chỉ cho sự tích lũy sinh khối tương đương, bên cạnh đó 

về mặt kinh tế thì 5% vừa tiết kiệm lại hiệu quả. Khi lên men ở quy mô lớn hơn thì 

% nhân giống có thể cao hơn và cần có bước khảo sát thêm. 

Hình 3.21. Ảnh hưởng % nhân giống tới khả năng sinh trưởng của chủng P. herquei 

HGN12.1R 

3.3.4. Ảnh hưởng của độ thông khí đến khả năng sinh trưởng của các chủng nấm 

Trong nghiên cứu này NCS khảo sát số vòng lắc lần lượt là 100, 120, 150, 200 

vòng/phút của dòng nấm trên PDA lỏng, pH 7, nhiệt độ 25 °C, thời gian 5 ngày, tuổi 

giống 48-60 giờ, tỷ lệ tiếp giống 5%, kết thúc quá trình lên men lấy mẫu ra cân và 

sấy khô sinh khối đến trọng lượng không đổi. Kết quả thu được cho thấy ở (Bảng 

3.22), sinh khối nấm tạo thành tăng dần khi tốc độ lắc tăng dần từ 100-150 vòng/phút, 

khi đó các hạt pillet đồng đều, Sau đó khi lên đến 200 vòng/phút thì lượng sinh khối 

thu được tiếp tục tăng nhưng chênh không đáng kể so với tốc độ lắc ở 150 vòng/phút 

cho lượng sinh khối khô 14,02± 0,03 g/l. 

 Bảng 3.22. Ảnh hưởng của tốc độ lắc đến khả năng sinh trưởng của P. herquei 

HGN12.1R 

Chỉ tiêu theo 

dõi 

Tốc độ lắc (vòng/phút) 

100 120 150 200 

Sinh khối tươi 

(g/l) 
216,85 ± 0,08 309,45 ± 0,11 345,37 ± 0,08 350,23 ± 0,07 

 Sinh khối khô 

(g/l) 
8,93 ± 0,11 12,75 ± 0,06 14,02 ± 0,03 14,18 ± 0,09 

                            Song song với đó, thể tích môi trường nuôi/ thể tích bình được khảo sát cụ thể là 

5; 10; 15; 20; 25 và 30 % (v/v) để xác định được điều kiện cung cấp hàm lượng oxi 

hòa tan, tốc độ thông thoáng cho nấm phát triển và sản xuất các hợp chất thứ cấp có 

1% 3% 5% 7% 9%
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giá trị kinh tế cao. Từ kết quả (Bảng 3.23) cho thấy % thể tích dịch lên men ảnh hưởng 

đáng kể tới sự sinh trưởng của nấm, với 5-15% lượng sinh khối tăng dần tuy nhiên 

khi thể tích 20% thì sinh trưởng của nấm đạt cực đại, khi tăng lượng dịch lên 25%, 

30% thì tốc độ sinh trưởng của nấm gần như không thay đổi. 

Bảng 3.23. Ảnh hưởng của thể tích môi trường nuôi/thể tích bình đến khả năng 

sinh trưởng của P. herquei HGN12.1R 

Chỉ tiêu 

theo dõi 

Thể tích môi trường nuôi/ thể tích bình % (v/v) 

5 10 15 20 25 30 

Sinh khối 

tươi (g/l) 

289,37 ± 

0,07 

309,42 ± 

0,10 

332,40 ± 

0,07 

341,23 ± 

0,07 

346,24 ± 

0,02 

339,55 ± 

0,07 

Sinh khối 

khô (g/l) 

7,92 ± 

0,05 

11,74 ± 

0,04 

12,02 ± 

0,07 

14,36 ± 

0,08 

14,78 ± 

0,07 

14,48 ± 

0,10 

3.3.5. Ảnh hưởng nguồn cacbon, nitơ, muối khoáng tới sinh trưởng của P. 

herquei HGN12.1R 

Trong nghiên cứu này, sau khi lựa chọn được môi trường lên men ở trên, NCS 

thay đổi nguồn cacbon (Tinh bột, dextrose, D-maltose, sucrose, mannitol, inositol) và 

nitơ (Cao nấm men (CNM), Cao thịt, cao thịt bò, pepton, NH4NO3, (NH4)2SO4), 

nguồn muối khoáng (MgSO4. 7H2O, K2HPO4 và KCl) với hàm lượng tương tự và 

đánh giá sự ảnh hưởng của chúng tới sinh trưởng của hệ sợi nấm. Kết quả được thể 

hiện ở các bảng sau đây. 

Bảng 3.24. Ảnh hưởng của nguồn cacbon tới sinh trưởng của P. herquei HGN12.1R 

Chỉ tiêu 

theo dõi 

Ảnh hưởng của nguồn cacbon (g/l) 

Tinh bột Dextrose 
D-

maltose 
Sucrose Mannitol Inositol 

Sinh khối 

tươi (g/l) 

302,23 ± 

0,05 

352,89 ± 

0,03 

270,17 ± 

0,09 

280,08 

± 0,13 

265,43 ± 

0,08 

268,15 

± 0,07 

Sinh khối 

khô (g/l) 

13,68 ± 

0,07 

15,45 ± 

0,04 

12,12 ± 

0,11 

12,46 ± 

0,09 

11,89 ± 

0,06 

11,95 ± 

0,12 
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Hình 3.22. Sắc ký lớp mỏng (TLC) của chiết xuất nấm trên các môi trường có 

nguồn đường khác nhau (Đường số 1: Inositol, đường số 2: Mannitol, đường số 3: 

Tinh bột tan, đường số 4: Sucrose, đường số 5: D-maltose, đường số 6: Chất chuẩn-

PTOX, đường số 7: ĐC (-), đường số 8: Dextrose) 

Carbon là một thành phần thiết yếu cấu tạo nên các loại đường như 

monosaccharide, disaccharide và polysaccharide, đóng vai trò là nguồn năng lượng 

chính cho sự sinh trưởng của tế bào [151]. Từ Bảng 3.24 cho thấy, chủng nấm lên 

men tốt trên cả 6 nguồn đường thay thế, tuy nhiên với nguồn đường là dextrose hệ 

sợi nấm phát triển tốt hơn, sinh khối khô đạt 15,45± 0,04 g/l cao nhất, sau đó đến tinh 

bột, 04 nguồn đường còn lại hệ sợi nấm sinh trưởng mỏng hơn và tương đối như nhau. 

Các kết quả định tính trên bản TLC cũng cho kết quả tương ứng, so với chất chuẩn 

PTOX ở đường số 6 thì nguồn đường dextrose cho vạch rõ ràng, đậm nét và cùng 

nhiều sản phẩm phụ có thể là các dẫn xuất của PTOX. Do đó, nguồn dextrose được 

lựa chọn làm nguồn đường thích hợp nhất cho nấm P. herquei HGN12.1R. 

Bảng 3.25. Ảnh hưởng của nguồn nitơ tới sinh trưởng của P. herquei HGN12.1R 

Chỉ tiêu 

theo dõi 

Ảnh hưởng của nguồn nitơ (g/l)  

CNM Cao thịt 
Cao thịt 

bò 
Pepton NH4NO3 (NH4)2SO4 

Sinh khối 

tươi (g/l) 

223,15 

± 0,05 

340,11± 

0,03 

345,05 ± 

0,09 

305,52 ± 

0,10 

150,23 ± 

0,17 

121,49 ± 

0,08 

Sinh khối 

khô (g/l) 

9,86 ± 

0,07 

15,21 ± 

0,09 

15,35 ± 

0,05 

13,55 ± 

0,06 

6,95 ± 

0,04 

5,78 ± 

0,10 
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Hình 3.23. Ảnh hưởng của các nguồn nitơ khác nhau tới sinh trưởng của chủng P. 

herquei HGN12.1R 

 

Hình 3.24. Sắc ký lớp mỏng (TLC) của chiết xuất nấm trên các nguồn nitơ khác 

nhau (Đường số 4: CNM, đường số 5: Cao thịt, đường số 6: Chất chuẩn-PTOX, 

đường số 7: ĐC (-), đường số 8: Cao thịt bò, đường số 9: Pepton, đường số 10: 

NH4NO3, đường số 11: (NH4)2SO4) 

Nitơ đóng vai trò cốt yếu, cung cấp nguyên liệu cho tế bào nấm để tổng hợp 

các amino axit, protein và chitin- thành phần chính của của thành tế bào sợi nấm. 

Nấm có khả năng sử dụng đa dạng các nguồn nitơ, bao gồm cả nitơ vô cơ và hữu cơ. 

Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng nguồn nitơ hữu cơ và vô cơ tạo ra sự khác biệt đáng kể 

trong việc hỗ trợ phát triển của hệ sợi nấm  [152]. Đáng chú ý, hầu hết các loài nấm 

đều tận dụng tốt các nguồn nitơ phức tạp như cao nấm men và peptone (cao chiết xuất 

từ thịt bò). Peptone được ghi nhận là nguồn nitơ tối ưu cho sinh trưởng của nấm 

Cao thịt bò Cao thịt Peptone

Cao nấm men NH4NO3
(NH4)2SO4
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nhộng trùng hạ thảo [153]. Trong nghiên cứu của NCS, kết quả cũng cho thấy nguồn 

nitơ hữu cơ thích hợp với sinh trưởng và sinh tổng hợp Chất/tiền chất PTOX của 

chủng nấm. Thay thế nguồn CNM bằng 1 trong 3 loại cao thịt, cao thịt bò và pepton 

đều cho kết quả tốt. 

 Muối khoáng là một phần quan trọng của tế bào, chiếm khoảng 2-5% khối 

lượng khô. Chúng tồn tại dưới dạng các muối như sunfat, phosphat, cacbonat, và 

clorua, nhưng trong tế bào lại chủ yếu ở dạng các ion. Các ion này luôn duy trì một 

tỷ lệ cân bằng để đảm bảo độ pH và áp suất thẩm thấu ổn định, tạo điều kiện thích 

hợp cho sự sống của vi sinh vật. Trong nghiên cứu này NCS lựa chọn bổ sung 0,25g/l 

cho mỗi nguồn khoáng theo [139] 

Hình 3.25. Ảnh hưởng của nguồn muối khoáng tới sinh trưởng của P. herquei 

HGN12.1R 

Bảng 3.26. Ảnh hưởng của nguồn muối khoáng tới sinh trưởng của P. herquei 

HGN12.1R 

Chỉ tiêu theo dõi 
Ảnh hưởng của nguồn muối khoáng (g/l) 

MgSO4. 7H2O  K2HPO4 KCl 

Sinh khối tươi (g/l) 330,16 ± 0,05 287 ± 0,06 273 ± 0,15 

Sinh khối khô (g/l) 15,05 ± 0,05 13,66 ± 0,04 12,89 ± 0,08 

Từ số liệu trên cho thấy chủng P. herquei HGN12.1R thích hợp với nguồn 

đường dextrose, nguồn nitơ hữu cơ như cao thịt bò (có thể thay thế cao thịt hoặc 

pepton) và nguồn muối khoáng MgSO4. 7H2O. 

3.3.6.  Ảnh hưởng của tiền chất đến sinh trưởng của các chủng nấm 

Trong nghiên cứu của [154] đã nghiên cứu ảnh hưởng của tiền chất 

phenylalanine và chiết xuất thực vật lên sinh trưởng và sinh tổng hợp PTOX của 1 

chủng nấm nội sinh F. proliferatum TQN5T. Theo đó hàm lượng PTOX và sinh khối 

nấm tăng đáng kể so với môi trường lên men ban đầu. Trong nghiên cứu này, chiết 

MgSO4. 7H2O  K
2
HPO

4
 KCl 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=948311


83 

 

xuất BGL hoặc Phenylalanine được bổ sung với hàm lượng 10 µg/ml sau 3 ngày nuôi 

cấy nấm. Kết thúc thời gian lên men hàm lượng sinh khối nấm được kiểm tra và xác 

định sự sản sinh PTOX bằng phương pháp TLC. Kết quả được nêu ở (Bảng 3.27) và 

(Hình 3.26). 

Bảng 3.27. Ảnh hưởng của tiền chất tới sinh trưởng của P. herquei HGN12.1R 

Chỉ tiêu theo dõi 
Ảnh hưởng của tiền chất (µg/ml) 

Phenylalanine Chiết xuất BGL 

Sinh khối khô (g/l) 14,96 ± 0,05 15,58 ± 0,14 

Sinh khối tươi (g/l) 339,31± 0,07 356,86 ± 0,09 

So sánh tác dụng làm tăng sinh trưởng của 2 tiền chất trên, NCS thấy rằng Cả 

hai tiền chất đều cho thấy tác dụng tích cực lên tốc độ sinh trưởng của chủng nấm 

trong quá trình lên men. Mặc dù vậy, chiết xuất BGL vẫn cho hiệu quả hơn. Tuy 

nhiên, chiết xuất BGL không phải lúc nào cũng sẵn, hơn nữa loài thực vật này hiện 

đang nằm trong sách đỏ đang cần được bảo tồn. Vì vậy việc bổ sung tiền chất kích 

thích tăng trưởng và sinh tổng hợp PTOX ưu tiên với lựa chọn phenylalanine. 

 

Hình 3.26. Sắc ký lớp mỏng (TLC) ảnh hưởng của tiền chất tới lên men chủng P. 

herquei HGN12.1R (Đường số 1: Chiết xuất thực vật, đường số 2: Phenylalanine, 

đường số 3: Chất chuẩn-PTOX, đường số 4: ĐC (-)) 

3.4. Lên men, thu hồi, xác định cấu trúc và đánh giá hoạt tính sinh học của các 

hợp chất từ P. herquei HGN12.1R  

3.4.1. Động thái quá trình lên men 

 



84 

 

Sau quá trình nhân giống 5% vào môi trường lên men bằng bơm nhu động. 

Điều kiện lên men ban đầu: pH 7,0; nhiệt độ 25 °C; tốc độ khuấy 120 vòng/phút; tốc 

độ thổi khí 1vvm. Theo dõi quá trình lên men và xác định các thông số sinh khối tươi, 

sinh khối khô, sự thay đổi pH và sự sản sinh Chất/tiền chất PTOX. Kết quả cho thấy, 

sinh khối nấm tăng từ 12 giờ – 120 giờ và đạt đỉnh điểm tại mốc 144 giờ. Phương 

pháp TLC cho thấy sau 72 giờ lên men chủng nấm bắt đầu sinh PTOX và ở thời điểm 

144 giờ -168 giờ sự tích lũy PTOX được cho là tối ưu khi chiết xuất nấm có màu gần 

tương tự với mẫu chuẩn PTOX, lượng sinh khối ở thời điểm này cũng đạt ngưỡng ổn 

định, sau 168 giờ sinh khối nấm ổn định và kết quả TLC không cho thấy có sự thay 

đổi ở 192 giờ. Chỉ số pH của môi trường giảm dần trong 48 giờ đầu và tới 72 giờ đạt 

pH= 5,5 sau đó duy trì ổn định.  

            Bảng 3.28. Động thái lên men của chủng P. herquei HGN12.1R trên thiết bị 

lên men 5-10 lít/mẻ. 

Thời gian lên 

men (giờ) 
pH Sinh khối tươi (g/l) Sinh khối khô (g/l) 

12 7,0 91,09 ± 1,83 4,05 ± 0,12 

24 6,5 130,14 ± 1,47 6,03 ± 0,53 

48 6,0 199,35 ± 1,24 8,85 ± 0,86 

72 5,5 222,27 ± 1,14 10,65 ± 0,73 

96 5,5 284,05 ± 1,64 12,60 ± 0,84 

120 5,5 310,08 ± 1,35 14,80 ± 0,94 

144 5,5 365,36 ± 1,60 16,19 ± 0,73 

168 5,5 366,45 ± 0,54 16,05 ± 0,10 

192 5,5 365,98 ± 1,14 15,99 ± 0,17 
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Hình 3.27. Biểu đồ động thái lên men P. herquei HGN12.1R 

Hình 3.28. Sắc ký lớp mỏng (TLC) của chiết xuất nấm theo thời gian lên men trên 

hệ thống 5-10 lít/mẻ (Bản 5: đường số 1-8: tương ứng 12h -168h, đường số 9: 

PTOX, đường số 10: ĐC (-), đường số 11: cao chiết BGL; Bản 6: đường số 3: 192h, 

đường số 4: PTOX, đường số 5: ĐC (-)) 

Dựa trên kết quả cho thấy lượng hoạt chất tích lũy tương đương nhau ở thời 

điểm 144 giờ và 168 giờ, NCS đã quyết định chọn 144 giờ là thời gian lên men tối 

ưu. Lựa chọn này giúp tiết kiệm đáng kể điện năng, thời gian và công sức lao động 

mà vẫn đảm bảo hiệu quả sản xuất. 
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Hình 3.29. Các công đoạn lên men, thu hồi sản phẩm và chiết xuất nấm  

P. herquei HGN12.1R 

(1: Vào mẫu; 2: Tiếp giống; 3: Điều chỉnh các thông số lên men; 4 và 5: Thời 

gian lên men 12-24 giờ và 144-168 giờ; 6,7: Thu hồi; 8,9: Sinh khối nấm sấy 

khô; 10: Chiết methanol; 11: Cao chiết) 

3.4.2. Tách chiết, tinh sạch và xác định cấu trúc các hợp chất  

Sử dụng 45 g chiết xuất methanol khô từ P. herquei HGN12.1R (ký hiệu: 

VN12C) được phân bố đều trong nước (500 ml) và chiết phân lớp lần lượt với các 

dung môi hữu cơ n-hexane, ethyl acetate và methylene chloride (3 × 500 ml cho mỗi 

dung môi) để thu được các chiết xuất tương ứng (195 mg, 1,143 g và 2,577 g tương 

ứng) và phần dịch nước (Hình 3.30). Phân đoạn methylene chloride VN-12C -D 

(2,577 g) được đưa qua cột silica gel pha đảo (ODS-A, YMC) với hệ dung môi rửa 

giải gradient MeOH-H2O (1/2, v/v) đến 100% MeOH để thu được tám phân đoạn (ký 

hiệu: D1 → D8) (Hình 3.31).  
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Hình 3.30. Sơ đồ chiết phân lớp của mẫu VN-12C 

Hình 3.31. Sơ đồ chiết phân lập hợp chất từ phân đoạn VN-12C-D 

Các phân đoạn D5 và D6 cho thấy các vệt tương tự trên bản TLC và được kết 

hợp cùng nhau chạy HPLC (Agilent 1260 Infinity II) với hệ dung môi rửa giải đẳng 

dòng acetonitrile-H2O (66/34, v/v) thu được hợp chất VN12C - 03 (5 mg).  

Các phân đoạn D7 và D8 được kết hợp dựa trên kết quả TLC và được chạy 

HPLC hệ dung môi rửa giải acetonitrile- H2O 65/35 (v/v) để thu được phân đoạn 

D7C. Từ phân đoạn D7C được tiếp tục chạy HPLC hệ dung môi rửa giải acetonitrile- 

H2O 57/43 (v/v) để thu được hợp chất VN-12C - 06 (6 mg). 
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Các hợp chất được đo trên máy quang phổ FT-NMR AVANCE NEO 600 

(Bruker, Đức), Viện Hóa học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam xác 

định hợp chất tinh khiết VN-12C-03, VN-12C-06 tương tự như PTOX.  

Phần dịch nước được tiến hành sắc ký cột diaion HP-20 thu được 3 phần kí 

hiệu là W1, W2, W3. Tuy nhiên, sử dụng các phương pháp sắc ký kết hợp như TLC, 

CC, HPLC đối với các phân đoạn dịch nước cũng như các phân đoạn khác không thu 

được hợp chất sạch. 

3.4.2.1. Xác định cấu trúc phân tử của hợp chất VN-12C-03 

NCS đã phân lập thành công hợp chất VN-12C-03 dưới dạng bột trắng. Để xác 

định cấu trúc của nó, NCS sử dụng các kỹ thuật phổ cộng hưởng từ hạt nhân (NMR), 

bao gồm ¹H NMR, ¹³C NMR và các phổ hai chiều như HSQC, HMBC (Hình 1I, 2I, 

3I, phụ lục I). 

Dựa trên kết quả phân tích phổ và đối chiếu với các tài liệu tham khảo, NCS 

xác định VN-12C-03 chính là α-Peltatin, một dẫn xuất đã biết của hợp chất mục tiêu 

PTOX. Hợp chất này có công thức phân tử là C21H20O8 và khối lượng phân tử là 400 

g/mol. 

 

 

Hình 3.32. Cấu trúc phân tử của hợp chất VN-12C-03 

3.4.2.2. Xác định cấu trúc phân tử của hợp chất VN-12C-06 

Hợp chất VN-12C-06 được thu nhận dưới dạng bột màu trắng. Để làm sáng tỏ 

cấu trúc phân tử của nó, NCS đã tiến hành các phân tích phổ cộng hưởng từ hạt nhân 

(NMR), bao gồm phổ ¹H và ¹³C NMR cùng với các thí nghiệm tương tác 2 chiều như 

HSQC và HMBC (Hình 4I, 5I, 6I, phụ lục I). 



89 

 

Các dữ liệu phổ này đã được so sánh cẩn thận với phổ của các lignans đã biết, 

đặc biệt là β-Peltatin. Từ các phân tích sâu và đối chiếu với tài liệu tham khảo, hợp 

chất VN-12C-06 đã được xác nhận là β-Peltatin, với công thức phân tử C₂₂H₂₂O₈ và 

khối lượng phân tử 414 g/mol. Việc xác định β-Peltatin là quan trọng, bởi hợp chất 

này cũng là một dẫn xuất của PTOX, một thành phần mục tiêu trong nghiên cứu này. 

 

Hình 3.33. Cấu trúc phân tử của hợp chất VN-12C-06 

3.4.3. Đánh giá hoạt tính sinh học của các hợp chất  

3.4.3.1. Kết quả đánh giá hoạt tính chống oxy hóa theo phương pháp loại gốc tự do 

DPPH 

Mẫu thử được pha stock trong DMSO ở nồng độ 2 mg/ml. Sau đó được pha 

thành dải nồng độ thử mẫu như sau: 0,8; 4; 20 và 100 µg/ml với nước cất khử ion. 

DPPH pha trong methanol (100%) nồng độ 0,25 µM. Hút 1ml mẫu nghiên cứu đã pha 

ở các nồng độ vào ống thủy tinh. Mỗi nồng độ thử chất được lặp lại 3 lần. Thêm 1ml 

dung dịch DPPH đã chuẩn bị ở trên vào các ống đã có sẵn mẫu nghiên cứu. Ống đối 

chứng, không có mẫu thử chỉ có 1ml nước và 1ml DPPH. Ủ ở nhiệt độ phòng trong 

30 phút. Các kết quả về giá trị EC50 (nồng độ mẫu thử cần thiết để ức chế 50% gốc 

tự do DPPH) của các phân đoạn chiết được trình bày ở (Bảng 3.29). 
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Bảng 3.29. Giá trị EC50 của các chất phân lập từ chủng HGN12.1R 

Nồng độ 

(µg/ml) 

% oxi hóa gốc tự do DPPH 

VN12C.03 VN12C.06 Resveratrol 

100 76,98±0.05 69,13±0.07 70,61±0.005 

20 70,19±1.05 68,42±0.05 68,96±0.015 

4 38,24±0.05 12,61±0.25 67,43±0.025 

0,8 14,29±0.35 7,88±0.12 66,60±0.008 

EC50 6,44±0,41 18,75±1,11 0,054±0,006 

          Khả năng trung hòa gốc tự do DPPH của mẫu thử thể hiện qua việc làm giảm 

màu DPPH, được xác định bằng phép đo độ hấp thụ quang ở bước sóng 517 nm trên 

máy đọc ELISA. Thí nghiệm được tiến hành với các nồng độ chất thử thay đổi từ 0,8; 

4; 20 và 100 µg/ml. Resvetrol (hợp chất polyphenol) chiết xuất từ quả nho được sử 

dụng làm đối chứng cho thí nghiệm. Nhìn chung, đối với tất cả các phân đoạn 

(VN12C.03, VN12C.06) và Resveratrol, phần trăm ức chế gốc tự do DPPH tăng lên 

khi nồng độ tăng lên. Điều này là phù hợp với cơ chế hoạt động của các chất chống 

oxy hóa, khi nồng độ cao hơn sẽ có nhiều phân tử hơn để trung hòa gốc tự do. 

3.4.3.2. Kết quả thử nghiệm hoạt tính gây độc tế bào 

Kết quả gây độc với dòng tế bào SK-LU-1: Ung thư phổi ở người (human lung 

carcinoma) được trình bày ở (Bảng 3.30). Bảng trình bày phần trăm ức chế tế bào 

trung bình (TB) và sai số tương ứng ở các nồng độ khác nhau (20; 4; 0,8; 0,16; 0,032 

µg/ml) cho từng mẫu nghiên cứu. Kết quả cho thấy các mẫu nghiên cứu đã thể hiện 

hoạt tính gây độc tế bào SK-LU-1 với giá trị IC50 từ 0,04 -18,61 µg/ml. Chất đối 

chứng dương Ellipticine hoạt động ổn định trong thí nghiệm. Nhìn chung, phần trăm 

ức chế có xu hướng giảm khi nồng độ giảm. 
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 Bảng 3.30. Hoạt tính gây độc tế bào IC50 của các chất phân lập từ chủng HGN12.1R 

Nồng độ (µg/ml) 

 

Phần trăm ức chế (%) 

VN12C-03 VN12C-06 

TB Sai số TB Sai số 

20 52,25 1,71 54,62 1,32 

4 19,95 0,40 48,51 12,62 

0.8 7,76 1,17 45,69 0,76 

0,16 4,23 0,48 11,41 1,10 

0,032 3,02 0,27 5,15 0,55 

IC50 18,61±1,10 5,99±0,44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nồng độ 

(µg/ml) 

Cao chiết 
Nồng độ 

(µg/ml) 

Ellipticine 

TB Sai số TB Sai số 

20 55,10 1,43 10 95,27 2,14 

4 53,46 0,32 2 76,18 1,10 

0,8 51,67 1,17 0,4 49,16 1,08 

0,16 49,45 0,09 0,08 22,42 0,98 

0,032 17,05 1,78    

IC50 0,21±0,02 IC50 0,45±0,02 
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Chương 4. THẢO LUẬN 

4.1. Phân lập, định danh, sàng lọc và nghiên cứu đặc điểm sinh học của chủng 

nấm nội sinh P. herquei HGN12.1R từ cây Bát Giác Liên sản sinh PTOX và các 

dẫn xuất. 

Trong nhiều thập kỷ qua, nấm nội sinh đã trở thành một nguồn tài nguyên hứa 

hẹn cho việc khám phá các hợp chất có hoạt tính sinh học mới, đặc biệt là các loại 

thuốc điều trị có nguồn gốc từ thực vật. Khả năng tổng hợp các hợp chất gần giống 

với các chất chuyển hóa của vật chủ khiến chúng trở thành nguồn nguyên liệu thô 

quan trọng cho ngành công nghiệp dược phẩm [84], [155]. Do đó, việc nghiên cứu sự 

đa dạng của các loài nấm liên quan đến cây thuốc là một cách tiếp cận tuyệt vời để 

khám phá các nguồn vi sinh vật mới có khả năng sản xuất các hợp chất có giá trị y 

học từ rễ cây Dysosma difformis [1], việc khảo sát nấm nội sinh cư trú trong loài thực 

vật này trở nên đặc biệt quan trọng. 

           Ở nghiên cứu hiện tại, NCS đã phân lập được 53 chủng nấm nội sinh từ D. 

difformis tại hai địa điểm Hà Giang và Lai Châu. Các chủng này được định danh dựa 

trên quan sát hình thái và giải trình tự gen rDNA vùng ITS, sau đó xây dựng cây phát 

sinh loài bằng phần mềm MEGA 7 để mô tả mối quan hệ phân loại. 

Kết quả định danh ban đầu đã ghi nhận sự hiện diện của hai chi Apiochitrum 

và Ganoderma thuộc ngành Basidiomycota trên cây thân thảo – đây là những phát 

hiện mới lạ đối với loài thực vật này. Đặc biệt, NCS phân loại Mucor sp. vào ngành 

Mucoromycota thay vì Zygomycota như mô tả của Tan và cộng sự [10] phù hợp với 

hệ thống phân loại gần đây nhất đã xếp các loài nấm Zygomycota vào các ngành 

Zoopagomycota, Mucoromycota và Glomeromycota [156]. Kết quả phân tích phát 

sinh loài đã chứng minh sự thích nghi chuyên biệt của các loài nấm với từng loại mô 

và môi trường sống. Điều này hoàn toàn nhất quán với nghiên cứu của Gupta và cộng 

sự, khi họ chỉ ra rằng địa điểm thu thập, kích thước mẫu (đoạn mô cấy), và vị trí của 

nấm nội sinh trong mô thực vật đều là những yếu tố then chốt định hình quần xã nấm 

nội sinh [157]. Điều thú vị là các chủng Fusarium được phân lập trong lá và rễ nằm 

ở các nhánh khác nhau, điều này có thể đưa ra giả thuyết là do sự thích nghi của vi 

sinh vật nội sinh với các mô khác nhau. Sự khác biệt trong cấu trúc của cây phát sinh 

loài giữa hai địa điểm thu thập cũng chỉ ra rằng các môi trường sống khác nhau có 

thể ảnh hưởng đến sự tiến hóa di truyền và đa dạng của các loài VSV nội sinh sống 

trong D. difformis. 
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Để có cái nhìn toàn diện về quần xã nấm nội sinh và xác định các nguồn tiềm 

năng sản sinh hợp chất thứ cấp, việc đánh giá các chỉ số đa dạng sinh học là cần thiết. 

Các mô hoặc địa điểm có độ đa dạng vi nấm nội sinh cao có thể chứa nhiều loài nấm 

độc đáo với khả năng sản xuất các hợp chất có giá trị dược liệu [158]. Các nghiên 

cứu trước đây đã chỉ ra sự đa dạng cao của nấm nội sinh liên quan đến Catharanthus 

roseus với chỉ số đa dạng Shannon và Simpson cũng như chỉ số giàu có Menhinick 

đối với vỏ cây lần lượt là 1,47; 0,85 và 1,89 [159]. Katoch và cộng sự đã báo cáo các 

chỉ số đa dạng của quần thể nấm nội sinh được phân lập từ Monarda citriodora, cho 

thấy sự đa dạng cao và sự phong phú về loài trong lá với chỉ số phong phú Shannon, 

Simpson, Margalef và Menhinick lần lượt là 2,89; 0,944; 5,882 và 4,243 [131].  

Trong nghiên cứu này, NCS cũng đã đánh giá các chỉ số đa dạng sinh học của 

cộng đồng nấm nội sinh liên quan đến D. difformis thông qua bảy chỉ số khác nhau. 

Kết quả cho thấy tính đa dạng của các chủng phân lập tương tự như quần thể nấm nội 

sinh trong mô của D. difformis ở Hà Giang và Lai Châu. Cụ thể, 27 chủng (50,94%) 

được phân lập từ rễ, 12 chủng (22,64%) từ thân cây và 14 chủng (26,42%) từ lá. Khi 

xem xét các chỉ số đa dạng theo mô thực vật, rễ cây cho thấy chỉ số đa dạng Shannon 

(H) cao nhất (2,673), tiếp theo là lá (2,162) và thân (2,056) được nêu trong Bảng 3.5. 

Tương tự, chỉ số giàu Margalef (Dmn) cũng cao nhất ở rễ (3,70), lá (3,41) và thân 

(3,175). So với các nghiên cứu trước đây, kết quả của NCS cho thấy các giá trị cao 

đối với chỉ số đa dạng Simpson, chỉ số đa dạng Shannon, chỉ số giàu Margalef và chỉ 

số giàu Menhinick, khẳng định tính đa dạng cao của nấm nội sinh liên quan đến D. 

difformis. Giá trị cao của chỉ số đồng đều Pielou và giá trị thấp của chỉ số thống trị 

Camargo và chỉ số đa dạng Shannon cho thấy các mô hình khác nhau về tính đặc hiệu 

mô. Mặc dù chỉ số Simpson chỉ thể hiện sự thống trị của một số loài, chỉ số Shannon 

được đánh giá cao hơn vì xem xét cả tính phong phú và tính đồng đều của loài [158], 

[160]. Hệ số tương đồng của Sorensen, với giá trị thấp và giá trị trung bình, biểu thị 

mức độ tương đồng thấp và trung bình trong thành phần loài đối với các mô và vị trí 

khác nhau, tương ứng. Những kết quả này ngụ ý rằng: (i) Nội sinh thể hiện sự hấp 

dẫn khác nhau đối với các mô khác nhau; và (ii) Sự khác biệt ở khu vực thu thập thực 

vật có thể dẫn đến sự khác biệt trong cộng đồng vi sinh vật. Điều này phù hợp với kết 

luận của Gupta và cộng sự về ảnh hưởng của vị trí thu thập và vị trí của nấm nội sinh 

trong mô thực vật đến cộng đồng nấm nội sinh [157]. Đây là báo cáo đầu tiên về sự 

đa dạng của nấm nội sinh cư trú trên D. difformis tại Việt Nam, mang lại giá trị to lớn 

về đa dạng sinh học và tiềm năng dược liệu từ nguồn gen địa phương. Nghiên cứu 
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này cung cấp cái nhìn toàn diện hơn về hệ vi sinh vật của cây chủ, khác biệt với các 

nghiên cứu trước đây vốn chỉ tập trung vào một hoặc hai chủng nấm cụ thể, chẳng 

hạn như F. solani được phân lập từ Podophyllum hexandrum sản xuất PTOX tại Ấn 

Độ bởi Nadeem [11] hay A. fumigatus được phân lập từ Juniperus communis sản xuất 

DPTOX tại Đức bởi S. Kusari [12]. 

Từ đó, NCS tập trung khám phá tiềm năng của các chủng nấm này để sản xuất 

các hợp chất có hoạt tính sinh học. Cụ thể, NCS đã sàng lọc hoạt tính của chúng với 

mục tiêu tìm ra chủng ưu việt nhất có khả năng sản sinh PTOX và các hợp chất tương 

tự cây chủ. Theo Tan và Zou nghiên cứu, từ một cây duy nhất phân lập được hàng 

trăm loài VNNS và trong số đó, ít nhất một loài thường biểu hiện tính đặc hiệu với 

vật chủ [35]. Thử nghiệm độc tính tế bào cho thấy hoạt tính mạnh mẽ của sáu chủng 

phân lập bao gồm Penicillium sp. (HGN 12.1R), Penicillium sp. (HGN 13.1R), 

Trametes sp., Purpureocillium sp., Aspergillus sp. và Ganoderma sp. chống lại cả ba 

dòng tế bào ung thư (SK-LU-1, HL-60 và HepG2). Hoạt tính gây độc tế bào trên dòng 

tế bào SK-LU-1 của 53 chiết xuất nấm được trình bày trong Bảng 3.8, trong đó 28 

chiết xuất cho thấy hoạt tính từ 0,036 đến 80,23 µg/ml. Đặc biệt, chủng HGN12.1R 

thể hiện hoạt tính gây độc tế bào tương đối mạnh mẽ trên SK-LU-1. Khi thử nghiệm 

sâu hơn trên HL-60 và HepG2 thì HGN12.1R tiếp tục cho thấy hoạt tính mạnh đồng 

thời trên HL-60 với IC50 là 0,013 ± 0,004 µg/ml và 0,071 ± 0,011 µg/ml trên HepG2 

được nêu trong Bảng 3.9, điều đó khẳng định độc tính cao của HGN12.1R trên cả ba 

dòng tế bào ung thư. Nghiên cứu này chưa từng được báo cáo rộng rãi trong các 

nghiên cứu trước đây về nấm nội sinh, khẳng định tiềm năng lớn trong việc sàng lọc 

các chủng nấm có độc tính cao đối với tế bào ung thư để nghiên cứu sâu hơn về các 

hợp chất hoạt tính sinh học và cơ chế hoạt động của chúng. So sánh với các nghiên 

cứu khác, dịch chiết của NCS cho thấy hoạt tính tương đương hoặc mạnh hơn một số 

hợp chất/dịch chiết đã được báo cáo: ví dụ, cyclo (L-[4-hydroxyprolinyl]-L-leucine) 

và cyclo (L-Phe-trans-4-hydroxy-L-Pro) từ Streptomyces griseus với IC50 lần lượt là 

115,7 và >200 µg/ml trên tế bào HL-60 [161]. Dịch chiết CH2Cl2 của Artemisia 

turanica với IC50 là 104 µg/ml [162] hoặc dịch chiết methanol của nấm Chaga 

Inonotus obliquus thể hiện độc tính tế bào vừa phải đối với HL-60, LU-1, SW480 và 

HepG2 với các giá trị lần lượt là 32,2 µg/ml, 38,0 µg/ml, 41,3 µg/ml và 51,3 µg/ml 

[163]. Rahaman và cộng sự đã báo cáo hoạt tính gây độc tế bào của 80 loài VNNS 

phân lập từ cây ngập mặn Sundarbans trên tế bào MCF-7 và SK-LU-1, trong đó chỉ 

có Talaromyces harzianum (HFSF-1) có khả năng ức chế sự phát triển tế bào hiệu 
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quả trên cả hai dòng tế bào (IC50 < 20 µg/ml). Talaromyces sp. và Aspergillus oryzae 

cho thấy tác dụng độc hại đáng kể trên tế bào MCF-7 (IC50 < 20 µg/ml) trong khi 

Penicillium chrysogenum chỉ cho thấy hoạt tính tốt trên tế bào SK-LU-1 [164]. 

Để xác nhận sự hiện diện của PTOX trong các chiết xuất nấm có khả năng gây 

độc tế bào cao, NCS đã tiến hành phân tích bằng sắc ký lớp mỏng (TLC) và sắc ký 

lỏng hiệu năng cao (HPLC). Kết quả phân tích TLC cho thấy sự hiện diện của PTOX 

trong các chiết xuất HGN13R, LCN8T, LCN3T, HGN12.1R, HGN12.2R và 

HGN13.1R được nêu ở Hình 3.9. Điều này được khẳng định bằng việc so sánh với 

PTOX chuẩn và môi trường không có nấm (đối chứng âm). Phân tích HPLC-DAD ở 

Hình 3.10 và Bảng 3.10 cung cấp bằng chứng định tính mạnh mẽ hơn. Trong lần phân 

tích HPLC đầu tiên, các pic sắc ký của chiết xuất HGN13R (thời gian lưu Rt = 37,164 

phút), HGN12.2R (Rt = 37,209 phút), LCN3T (Rt = 37,197 phút) và LCN8T (Rt = 

37,202 phút) tương ứng với thời gian lưu của chất chuẩn PTOX1 (Rt = 37,13 phút). 

Trong lần phân tích HPLC thứ hai, các chiết xuất từ HGN12.1R (Rt = 37,359 phút), 

HGN13.1R (Rt = 37,378 phút) và dịch chiết thực vật (Rt = 37,353 phút) cũng có thời 

gian lưu gần với PTOX2 chuẩn (Rt = 37,365 phút). Hơn nữa, quan sát phổ UV của 

các pic sắc ký HPLC này và so sánh chúng với phổ UV của PTOX chuẩn cho thấy sự 

trùng khớp, điều này càng củng cố sự hiện diện của PTOX trong dịch chiết nấm. Mặc 

dù sắc ký đồ và phổ UV của HGN12.1R, HGN13.1R và dịch chiết thực vật thể hiện 

mô hình tương tự PTOX chuẩn nhưng chưa hoàn toàn rõ ràng, điều này có thể do sự 

phức tạp của các chất chuyển hóa khác cùng tồn tại trong chiết xuất, mở ra cơ hội 

tiềm năng để tìm ra nhiều hợp chất thứ cấp quan trọng khác được nêu trong Hình 

3.10. Những kết quả này phù hợp với kết quả TLC và khẳng định thêm rằng chiết 

xuất nấm có chứa PTOX.  

Từ các dữ liệu sàng lọc, chủng nấm P. herquei HGN12.1R nổi lên như một 

ứng viên đầy tiềm năng để khai thác các hợp chất có nguồn gốc từ thực vật chủ. Dựa 

trên hoạt tính gây độc tế bào mạnh mẽ nhất đối với cả ba dòng tế bào ung thư cùng 

với phổ UV trùng khớp với phổ của hợp chất PTOX chuẩn trong phân tích HPLC, 

HGN12.1R không chỉ mở ra cơ hội lớn để tìm kiếm các hợp chất thứ cấp khác ngoài 

PTOX mà còn mang lại giá trị ứng dụng cao.  

Nghiên cứu của NCS củng cố thêm cho những phát hiện trước đây, khi các chi 

nấm nội sinh như Aspergillus, Penicillium, và Trametes đều được chứng minh có khả 

năng sản xuất PTOX. Đáng chú ý, Penicillium phân lập từ Dysosma veitchii và 
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Trametes hirsuta cũng đã được ghi nhận sản xuất hợp chất này [165]. Đáng chú ý, 

Penicillium phân lập từ Dysosma veitchii đã được ghi nhận sản xuất hợp chất này 

[166]. Puri và cộng sự đã phân lập và mô tả đặc điểm của Trametes hirsuta có khả 

năng sản xuất PTOX [46]. Ngoài ra, trong nghiên cứu của NCS lần đầu tiên cho thấy 

sự hiện diện của PTOX đã được phát hiện trong Ganoderma sp., điều này có thể là 

kết quả của sự cộng sinh với D. difformis. Đặc biệt, nghiên cứu này lần đầu tiên ghi 

nhận sự hiện diện của PTOX trong nấm Ganoderma sp., có thể là kết quả của mối 

quan hệ cộng sinh với D. difformis. Đây là một phát hiện quan trọng, vì Ganoderma 

lucidum (nấm Linh chi) vốn là một loại nấm dược liệu nổi tiếng đã được sử dụng để 

điều trị nhiều bệnh khác nhau như ung thư và tiểu đường [167], [168], khả năng sản 

xuất PTOX của nó sẽ mở ra một tiềm năng ứng dụng mới. Tương tự, đây cũng là báo 

cáo đầu tiên về khả năng sản xuất PTOX ở Purpureocillium lilacinum, một loài nấm 

đã được nghiên cứu kỹ lưỡng về hoạt tính sinh học và thành phần hóa học [169] 

nhưng chưa từng ghi nhận khả năng này.  

Tóm lại, những kết quả này đã củng cố mạnh mẽ giả thuyết cho rằng nấm nội 

sinh có thể sản xuất các hợp chất có nguồn gốc từ thực vật chủ. Các nghiên cứu sâu 

hơn về định lượng PTOX và các gen liên quan đến quá trình sinh tổng hợp hợp chất 

này ở nấm nội sinh sẽ giúp mở đường cho việc sản xuất PTOX ở quy mô lớn, tạo ra 

những ứng dụng tiềm năng trong y học và dược phẩm.  

Nghiên cứu đặc điểm sinh học của P. herquei HGN12.1R cho thấy, về đặc 

điểm hình thái đại thể có khuẩn lạc màu xanh rêu, tròn đều, đường kính 6-8 mm, bề 

mặt sợi khuẩn tơ mịn như bụi phấn. Ở cấp độ vi thể, quan sát cho thấy bào tử được 

sản xuất với số lượng lớn tạo thành cấu trúc chổi đặc trưng của chi Penicillium, bào 

tử hình bầu dục, phân nhánh nhiều) được nêu trong Bảng 3.11, các đặc điểm này cũng 

phù hợp với mô tả về chi Penicillium [126], [125]. Để xác nhận định danh này, trình 

tự rDNA của vùng ITS đã được giải trình tự và so sánh với cơ sở dữ liệu gen. Kết quả 

cho thấy chủng nấm này có độ tương đồng cao (99,80%) với trình tự gen của 

Penicillium herquei culture BCC (mã số MF537646.1), từ đó khẳng định việc định 

danh là P. herquei HGN12.1R (Bảng 1C, phụ lục C). Phát hiện này đặc biệt có ý 

nghĩa khi xét đến tiềm năng sinh học của chi Penicillium. Các nghiên cứu trước đây 

đã chứng minh chi này là một nguồn sản xuất PTOX và nhiều hợp chất chuyển hóa 

thứ cấp có cấu trúc mới cùng hoạt tính sinh học đã được phân lập từ các chủng nấm 

thuộc chi này [170]. 
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 Nghiên cứu về ảnh hưởng của nhiệt độ và pH đến khả năng sinh trưởng của 

chủng P. herquei HGN12.1R cho thấy những đặc điểm sinh lý quan trọng được nêu 

trong Bảng 3.12. Hệ sợi nấm sinh trưởng tốt nhất ở nhiệt độ 25 °C, đạt 0,87 ± 0,07 g 

SKK/100 ml. Mật độ nấm giảm đáng kể khi nhiệt độ tăng lên 35 °C và 37 °C, tại đó 

nấm không phát triển. Điều này chỉ ra rằng 25 °C là nhiệt độ tối ưu cho sự phát triển 

của chủng. Về ảnh hưởng của pH, chủng P. herquei HGN12.1R có khả năng sinh 

trưởng ở tất cả 6 thang pH thử nghiệm. Tốc độ sinh trưởng hệ sợi nấm cao nhất ở pH 

6 (0,79 ± 0,02 g SKK/100 ml) và pH 7 (0,75 ± 0,04 g SKK/100 ml). Tốc độ sinh 

trưởng chậm nhất được ghi nhận ở pH 4 (0,16 ± 0,04 g SKK/100 ml). Kết quả cho 

thấy chủng nấm sinh trưởng tốt ở môi trường pH trung bình và hơi kiềm, sinh trưởng 

chậm lại khi môi trường có tính axit tăng, điều này cũng cho thấy nấm tồn tại được ở 

hầu hết các vùng thổ nhưỡng khác nhau tại Việt Nam. 

Khảo sát hoạt tính enzyme ngoại bào của chủng P. herquei HGN12.1R cho thấy 

khả năng phân giải chitin và cellulose. Vòng phân giải trung bình đối với chitinase là 

6,3 ± 0,08 mm và đối với cellulase là 8,5 ± 0,05 mm (Bảng 3.12). Hoạt tính của các 

enzyme này gợi ý về vai trò của chủng nấm trong việc phân giải các thành phần cấu 

trúc của thực vật (ví dụ: chitin trong thành tế bào nấm hoặc côn trùng, cellulose trong 

thành tế bào thực vật), từ đó hỗ trợ quá trình xâm nhiễm và thiết lập mối quan hệ nội 

sinh với vật chủ. Hoạt tính enzyme ngoại bào cũng có thể đóng vai trò trong việc cạnh 

tranh sinh học hoặc thích nghi với môi trường sống. 

Về hoạt tính kháng khuẩn, chiết xuất methanol của chủng P. herquei 

HGN12.1R được khảo sát bằng phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch đối với các 

chủng vi khuẩn Gram âm (Escherichia coli DH5, Enterobacter 14RM7-1) và Gram 

dương (Staphylococcus sp., Bacillus 7TM11, Bacillus 2TM6). Kết quả cho thấy chiết 

xuất HGN12.1R có hoạt tính kháng khuẩn rõ rệt trên các chủng Gram dương như 

Bacillus 7TM11 (đường kính vòng ức chế 14,33 ± 0,58 mm) và Bacillus 2TM6 (12,37 

± 0,6 mm). Đối với vi khuẩn Gram âm, hoạt tính ức chế cũng được ghi nhận trên 

Enterobacter 14RM7-1 (12,83 ± 0,76 mm), trong khi hoạt tính trên Staphylococcus 

sp. (10,67 ± 0,58 mm) và Escherichia coli DH5 (2,33 ± 0,29 mm) giảm dần hoặc rất 

ít. Điều này chỉ ra rằng chiết xuất nấm nội sinh HGN12.1R từ Dysosma difformis có 

khả năng ức chế cả vi khuẩn Gram âm và Gram dương, nhưng với mức độ khác nhau, 

phù hợp với nhận định về sự khác biệt cấu trúc tế bào của vi khuẩn Gram dương so 

với vi khuẩn Gram âm ảnh hưởng đến độ nhạy với kháng sinh [171]. Khi so sánh với 
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kháng sinh đối chứng Cefotaxime, hoạt tính của HGN12.1R thấp hơn đáng kể trên 

Bacillus 7TM11 (33,13 ± 0,24 mm) và Enterobacter 14RM7-1 (26,33 ± 0,29 mm), 

nhưng vẫn thể hiện tiềm năng. Các nghiên cứu trước đây cũng đã báo cáo hoạt tính 

kháng khuẩn của nấm nội sinh: A. fumigatus sản xuất deoxypodophyllotoxin và có 

hoạt tính kháng khuẩn [132]. Shobha và nhóm nghiên cứu đã xác định dịch chiết của 

F. oxysporum và Aspergillus spp. thể hiện hoạt tính kháng khuẩn đầy hứa hẹn với 

vùng ức chế Bacillus cereus tương ứng với 1,2 cm và 0,8 cm [172]. Như vậy P. 

herquei HGN12.1R sở hữu cả hai hoạt tính chống ung thư và kháng khuẩn, kết quả 

cho thấy sự tương đồng với các nghiên cứu khác khi một chủng nấm có thể sở hữu cả 

hai đặc tính này, ví dụ như nấm nội sinh Dysosma versipellis [10]. Những kết quả 

nhận được mở ra hướng nghiên cứu sàng lọc các phân tử có hoạt tính sinh học mới. 

Điều này ủng hộ mạnh mẽ giả thuyết về sự tương tác sinh lý, dinh dưỡng và di truyền 

giữa cộng đồng nội sinh vật và vật chủ [109], cho thấy sự đồng tiến hóa giữa thực vật 

và nấm nội sinh của chúng. Điều này có thể bao gồm việc trao đổi vật liệu di truyền 

thông qua chuyển gen ngang và chia sẻ các con đường tổng hợp chất chuyển hóa thứ 

cấp [108]. Khám phá này ủng hộ giả thuyết rằng nấm nội sinh và cây ký chủ trải qua 

quá trình cộng sinh lâu dài chia sẻ con đường trao đổi chất, dẫn đến khả năng vi sinh 

vật tạo ra các hợp chất tương tự như cây ký chủ và một trong những ưu điểm của việc 

sản xuất các hợp chất tự nhiên từ vi sinh vật là chúng có thể dễ dàng được sản xuất 

trên quy mô lớn trong môi trường lên men nhân tạo [173]. Mặc dù sự sụt giảm hoặc 

mất hoàn toàn khả năng sinh podophyllotoxin khi nuôi cấy in vitro là hoàn toàn có 

thể và được giải thích do sự thiếu vắng các áp lực chọn lọc sinh thái và các tín hiệu 

biểu sinh từ cây chủ. Do đó, mối liên hệ giữa vi nấm nội sinh và cây Bát Giác Liên 

không chỉ dừng lại ở việc trú ngụ đơn thuần, mà là một sự ràng buộc sinh tồn chặt 

chẽ, nơi khả năng tổng hợp dược liệu là “ngôn ngữ hóa học” chung được tinh chỉnh 

qua hàng triệu năm thích nghi. 

4.2. Nghiên cứu đặc điểm và chú giải hệ gen của chủng nấm nội sinh P. herquei 

HGN12.1R 

           Trong các hệ sinh thái tự nhiên, vi sinh vật nội sinh và vật chủ của chúng cùng 

tồn tại trong các mối quan hệ di truyền và sinh thái phức tạp. Khả năng sinh tổng hợp 

podophyllotoxin của các chủng vi nấm nội sinh phân lập từ cây Bát Giác Liên không 

đơn thuần là một đặc tính sinh hóa độc lập, mà là kết quả của một quá trình đồng tiến 

hóa (co-evolution) và tương tác sinh thái - tiến hóa sâu sắc. Theo giả thuyết về sự 
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chuyển gen ngang (Horizontal Gene Transfer - HGT), mối quan hệ cộng sinh lâu dài 

đã tạo điều kiện cho sự trao đổi vật chất di truyền giữa cây chủ và vi sinh vật, dẫn đến 

sự xuất hiện của các cụm gen sinh tổng hợp tương đồng trong hệ gen của nấm. Điều 

này phản ánh một chiến lược tiến hóa hiệu quả, nơi vi nấm đóng vai trò như một 'hệ 

thống phòng thủ mở rộng' (extended phenotype), giúp cây chủ tăng cường khả năng 

chống chịu trước các áp lực sinh học từ môi trường rừng tự nhiên. Hơn nữa, sự hiện 

diện ổn định và mật độ cao của vi nấm tại các mô có hoạt tính mạnh như thân rễ củng 

cố giả thuyết về sự phân chia lao động sinh hóa (metabolic division of labor) trong 

một thực thể thống nhất (holobiont). Các nghiên cứu gần đây chỉ ra rằng, việc duy trì 

khả năng sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp giống cây chủ thường gắn liền với những 

tương tác sinh hóa phức hợp, trong đó cây chủ cung cấp các tiền chất quan trọng hoặc 

các phân tử tín hiệu (elicitors) để kích hoạt các cụm gen im lặng trong nấm. Các 

nghiên cứu trước đây đã mô tả các con đường sinh tổng hợp của PTOX và xác định 

các gen và protein liên quan đến quá trình này ở thực vật [147], [174]. Các nghiên 

cứu khác báo cáo rằng, ở Podophyllum hexandrum, ít nhất tám gen (DIR, PLR, SDH, 

CYP719A13, OMT3, CYP71CU1, OMT1 và 2-ODD) được cho là đóng vai trò quan 

trọng trong việc chuyển đổi coniferyl alcohol thành deoxypodophyllotoxin và 

etoposide của nó [83], [175]. Tuy nhiên, các cơ chế sinh hóa và phân tử chi phối quá 

trình sản xuất PTOX của nấm vẫn chưa được khám phá nhiều, đặc biệt là đối với vi 

nấm nội sinh như Penicillium herquei. Gần đây, nhiều công cụ và phương pháp khác 

nhau đã được sử dụng để xác định, chú thích và so sánh hệ gen vi sinh vật, chẳng hạn 

như phân tích trình tự khoảng cách phiên mã nội bộ (ITS), giải trình tự hệ gen, hệ gen 

so sánh, mảng vi mô, giải trình tự thế hệ tiếp theo, metagenomics và 

metatranscriptomics [176], [177]. Các công cụ này cho phép phát hiện hệ gen nấm 

cũng như hiểu được mối liên hệ chặt chẽ giữa nấm nội sinh và vật chủ của chúng. 

Nhìn chung, các lignans chủ yếu được tìm thấy trong thực vật bao gồm 

deoxypodophyllotoxin, yatein, PTOX, nemerosin, guayadequiol, matairesinol, 

peltatin và podophyllotoxone [178].  

Penicillium herquei, một thành viên của chi Penicillium, được biết đến với khả 

năng sản xuất đa dạng các chất chuyển hóa thứ cấp như dẫn xuất phenalenone, 

polyene mạch dài, dẫn xuất acetaminophen và dẫn xuất triene phenalenone [91], [92], 

[93] [94], [95]. Tuy nhiên, có rất ít nghiên cứu tập trung vào giải trình tự hệ gen, khai 

thác và tìm kiếm các gen liên quan đến quá trình sinh tổng hợp các hợp chất hoạt tính 

sinh học ở Penicillium herquei. Nghiên cứu của NCS là một trong số ít nghiên cứu 
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đã giải trình tự và chú thích toàn bộ hệ gen của chủng P. herquei HGN12.1R thuộc 

chi Penicillium với chất lượng cao. Trình tự hệ gen của chủng HGN12.1R được giải 

toàn bộ và đọc trình tự đoạn dài trên hệ máy PacBio Sequel ở độ sâu bao phủ là 

195,0×. Sau khi tập hợp dữ liệu giải trình tự denovo, NCS đã xác định được toàn bộ 

hệ gen của P. herquei HGN12.1R với kích thước xấp xỉ 34,96 Mb với hàm lượng GC 

là 46,38%. Kích thước này lớn hơn so với các chủng được báo cáo khác trong cùng 

chi Penicillium, chẳng hạn như P. chrysogenum KF-25 (29,92 Mb) [179], P. 

chrysogenum NCPC10086 (32,2 Mb) [180], Penicillium chrysogenum HKF-25 

(31,48 Mb) [181], P. oxalicum I1R1 (30,8 Mb) [102]. Theo tìm hiểu của NCS, chỉ có 

một hệ gen của loài P. herquei (40,24 Mb) [182] đã được lắp ráp và chú thích và hệ 

gen này lớn hơn hệ gen của NCS. Sự khác biệt về kích thước hệ gen này có thể là do 

sự khác biệt trong công nghệ giải trình tự, ảnh hưởng lớn đến kích thước hệ gen và 

số lượng contig được tạo ra sau khi lắp ráp [183]. Hệ gen của chủng HGN12.1R đã 

được lắp ráp với độ hoàn chỉnh đạt 98,3%, với 12.871 gen dự đoán. Tổng số 7.401 

gen đã được chú giải chức năng thông qua các cơ sở dữ liệu như RefSeq, Uniprot, 

Gene Ontology và Pfam. NCS đã tìm thấy hệ gen HGN12.1R chứa 1 gen tương đồng 

với PLR (26,7% tương đồng) và 91 gen tương đồng với SDH (23,7-35,6% tương 

đồng). Sự hiện diện của các gen này cung cấp bằng chứng di truyền thuyết phục, cho 

thấy nấm có khả năng thực hiện các phản ứng khử và oxy hóa quan trọng để chuyển 

hóa pinoresinol thành các tiền chất như secoisolariciresinol và matairesinol, từ đó tạo 

ra PTOX. Sự khác biệt này có thể là do sự khác biệt trong quá trình sinh tổng hợp 

PTOX giữa thực vật và nấm. Cũng có thể có các bước chuyển hóa trung gian chưa 

được xác định trong con đường sinh tổng hợp của nấm vẫn chưa được làm sáng tỏ. 

NCS tìm thấy 10 gen tương đồng với OMT1, 4 gen với OMT3 và 79 gen với 

CYP82D61. Sự đa dạng về số lượng gen này cho thấy nấm có khả năng thực hiện 

nhiều phản ứng hydroxyl hóa và methyl hóa, từ đó tạo ra nhiều sản phẩm trung gian 

và các dẫn xuất khác nhau của PTOX. Hệ gen này có đầy đủ các gen cần thiết cho 

quá trình sinh tổng hợp protein và có thể được sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo 

về sinh học phân tử và ứng dụng công nghệ sinh học. Hệ gen chủng P. herquei 

HGN12.1R đã được ký gửi tại GenBank mã số GCA_039634405.1.  

Để chú giải hệ gen, biểu đồ Venn (Hình 3.14) là một công cụ trực quan mạnh 

mẽ, cho phép chúng ta đánh giá mức độ tin cậy và sự đa dạng của các chú giải bằng 

cách so sánh kết quả từ nhiều cơ sở dữ liệu khác nhau RefSeq Nonredundant (Nr), 

Uniprot, Gene Onology, Pfam và KEGG. Tổng số gen được chú giải duy nhất là 7401 
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gen, chiếm một tỷ lệ đáng kể trong tổng số 12.871 gen dự đoán của chủng P. herquei 

HGN12.1R. Phân tích sự chồng lấn giữa các vòng tròn trong biểu đồ Venn cho thấy 

các vùng giao thoa thể hiện mức độ tin cậy của chú giải. Một gen được chú giải bởi 

nhiều cơ sở dữ liệu sẽ có độ tin cậy cao hơn. Vùng giao thoa giữa RefSeq và Uniprot 

với số lượng gen được chú giải là 2474, cho thấy một lượng lớn gen có chuỗi protein 

được xác nhận trong cả hai cơ sở dữ liệu chính này, củng cố thêm tính chính xác trong 

việc xác định danh tính của gen. Vùng giao thoa giữa RefSeq và Pfam có 1789 gen 

nằm trong vùng giao thoa này. Điều này có nghĩa là các gen này không chỉ có chuỗi 

protein được xác định mà còn chứa các domain chức năng đã biết. Vùng giao thoa 

giữa RefSeq, Uniprot và Pfam với 1467 gen được chú giải bởi cả ba cơ sở dữ liệu 

này. Đây là những gen có chú giải có độ tin cậy cao nhất, với thông tin về chuỗi, 

domain chức năng và danh tính được xác nhận từ nhiều nguồn.  

Các gen chỉ được chú giải bởi một cơ sở dữ liệu như KEGG với 9.491 gen, điều 

này cho thấy nấm P. herquei HGN12.1R có nhiều gen tham gia vào các con đường 

trao đổi chất nhưng chuỗi protein hoặc domain của chúng có thể chưa được nghiên 

cứu rộng rãi hoặc có tính độc đáo. Hay như Pfam, số lượng lớn gen được chú giải 

cũng rất đáng chú ý. Điều này chỉ ra rằng nhiều gen của nấm có các domain chức 

năng đã biết nhưng chuỗi protein tổng thể của chúng có thể không có sự tương đồng 

cao với các protein hoàn chỉnh đã được chú thích trong Uniprot hay RefSeq. Như vậy 

biểu đồ Venn không chỉ là một hình ảnh đơn thuần mà là bằng chứng cho thấy quá 

trình chú giải hệ gen của P. herquei HGN12.1R đã được thực hiện một cách toàn diện 

và chặt chẽ. Các vùng giao thoa cung cấp các chú giải có độ tin cậy cao, trong khi 

các vùng không giao thoa cho thấy sự đa dạng của các gen, từ các gen có chức năng 

đã được xác định rõ ràng đến các gen tham gia vào các con đường trao đổi chất đặc 

trưng của nấm. Kết quả này là nền tảng vững chắc để tiếp tục phân tích sâu hơn về 

các gen liên quan đến sinh tổng hợp PTOX. 

Cho đến nay, bức tranh tổng thể về con đường sinh tổng hợp PTOX ở thực vật 

vẫn chưa được làm sáng tỏ một cách toàn diện. Tuy nhiên, một số bước quan trọng 

đã được xác định, trong đó hầu hết các tác giả tập trung vào việc khám phá các gen 

và enzyme chịu trách nhiệm chuyển đổi phenylalanine thành deoxypodophyllotoxin 

và dẫn xuất của nó [83], [174], [184]. Trong nghiên cứu này, NCS đã nhận ra 10 gen 

tiềm năng trong hệ gen HGN12.1R, liên quan đến quá trình sản xuất PTOX từ rượu 

coniferyl bằng cách chú thích và giải trình tự hệ gen nấm được nêu trong Bảng 3.16.  
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Trong giai đoạn đầu của quá trình sinh tổng hợp PTOX, các protein dẫn hướng 

(DIR) đóng vai trò chủ chốt trong việc chỉ đạo quá trình hình thành pinoresinol có 

chọn lọc theo vùng và lập thể từ hai phân tử archiral của rượu coniferyl [185], [186]. 

Trong nghiên cứu của NCS, protein thực vật DIR không được tìm thấy trong hệ gen 

HGN12.1R. Thay vào đó, NCS đã phát hiện ra một loại protein khác, VdtD, có vẻ 

như có chức năng tương tự như DIR ở thực vật. Một nghiên cứu đã chỉ ra VdtD hoạt 

động như một protein chỉ thị để thúc đẩy khả năng chọn lọc lập thể ghép nối [187]. 

Việc phát hiện ra protein VdtD từ hệ gen HGN12.1R có thể cung cấp những hiểu biết 

mới về con đường tổng hợp PTOX ở nấm, cho thấy sự khác biệt đáng kể so với các 

con đường thực vật (Hình 3.15). 

Trong các bước tiếp theo (Hình 3.16), pinoresinol trải qua quá trình chuyển 

đổi hai bước thành matairesinol. Đầu tiên, pinoresinol được chuyển đổi thành 

lariciresinol và secoisolariciresinol bởi PLR. Sau đó, SDH oxy hóa 

secoisolariciresinol thành matairesinol. Quá trình này đã được quan sát thấy ở nhiều 

loài thực vật, bao gồm Forsythia intermedia, Podophyllum peltatum, Linum 

corymbulosum, Sinopodophyllum hexandrum và Isatis indigotica [83], [188], [189].  

Phân tích phiên mã đã làm sáng tỏ những khác biệt đáng kể trong quá trình 

sinh tổng hợp PTOX giữa thực vật và nấm, được thể hiện qua sự phân bố các gen 

đồng đẳng PLR và SDH. Trong khi các loài thực vật như Schisandra chinensis biểu 

hiện 4 gen PLR và 11 gen SDH, và Anthriscus sylvestris có 14 gen PLR và 8 gen 

SDH, thì chủng nấm HGN12.1R lại cho thấy một sự khác biệt rõ rệt. Cụ thể, số lượng 

gen SDH chiếm 05 gen được xác định, trong khi các gen PLR chỉ có một gen đơn có 

giá trị E < e−10. Sự khác biệt này có thể là do những con đường sinh tổng hợp PTOX 

khác nhau giữa hai giới hoặc do sự tồn tại của các bước chuyển hóa trung gian chưa 

được làm sáng tỏ ở nấm. 

Tương tự, các enzyme thuộc họ Cytochrome P450 (CYP) cũng đóng vai trò 

quan trọng trong quá trình này. Ở thực vật, CYP719A23 chịu trách nhiệm hình thành 

cầu nối methylenedioxy trong quá trình chuyển hóa từ matairesinol sang pluviatolide. 

Các enzyme như OMT3, CYP71CU1, CYP71BE54, CYP82D61, OMT1 và 2-ODD 

sau đó xúc tác quá trình chuyển đổi pluviatolide thành các hợp chất khác [83]. Trong 

hệ gen chủng HGN12.1R, bốn enzyme thuộc họ CYP đã được xác định có mật độ 

cao nhất. Enzyme 2-ODD, có thể đóng vai trò quan trọng trong việc chuyển đổi yatein 
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thành deoxypodophyllotoxin, tiền chất của α-peltatin và β-peltatin. Phát hiện này 

được củng cố bởi kết quả phân tích NMR, đã xác nhận sự hiện diện của α-peltatin và 

β-peltatin trong dịch chiết của nấm HGN12.1R, làm cho nghiên cứu này trở thành 

một trong số ít những công trình xác nhận bằng thực nghiệm cấu trúc hóa học của các 

hợp chất này trong nấm. Điều này cho thấy sự tương đồng về cấu trúc giữa các hợp 

chất được tìm thấy ở nấm và thực vật, từ đó mở ra tiềm năng lớn cho việc khai thác 

nấm trong sản xuất các hợp chất có giá trị này. 

4.3. Xác định điều kiện thích hợp cho quá trình lên men, tách chiết, tinh sạch và 

xác định cấu trúc các hợp chất từ P. herquei HGN12.1R  

           Quá trình lên men để thu nhận PTOX và các dẫn xuất từ vi nấm nội sinh bị 

ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố như thời gian, pH môi trường, nhiệt độ, nguồn carbon 

và nitơ. Việc xác định chu trình lên men tối ưu cho từng chủng vi sinh vật là vô 

cùng cần thiết để đạt được lượng sản phẩm chuyển hóa tối đa, bởi lẽ mỗi chủng có 

giai đoạn phát triển và sản sinh chất chuyển hóa riêng biệt. Điểm chung của hầu hết 

các chủng vi sinh vật là chúng thường sản sinh các hợp chất chuyển hóa thứ cấp vào 

giữa và cuối pha cân bằng của chu trình lên men. 

4.3.1. Xác định điều kiện lên men thích hợp 

Công nghệ lên men sử dụng VNNS được coi là cách tiếp cận tiềm năng để 

sản xuất các hợp chất dược phẩm như PTOX. Các nghiên cứu cũng đã chứng minh 

nhiều nhóm gen liên quan đến quá trình sinh tổng hợp các hoạt chất sinh học không 

hoạt động hoặc chưa được biểu hiện khi chủng vi nấm được nuôi cấy dưới điều 

kiện thí nghiệm [190]. Vì vậy, cần có những khảo sát cụ thể các yếu tố tác động 

đến quá trình lên men chủng P. herquei HGN12.1R để thu nhận hoạt tính sinh học 

và hiệu suất lên men cao nhất. Trong nghiên cứu của NCS, chủng HGN12.1R phát 

triển tốt nhất trên môi trường PDA với nguồn đường dextrose và cho hàm lượng 

sinh khối khô cao nhất 14,09 ± 0,06 g/l, dextrose (glucose) có vai trò then chốt là 

nguồn cung cấp carbon và năng lượng chính, thúc đẩy quá trình chuyển hóa để tạo ra 

các tiền chất như phosphoenolpyruvate (PEP) và erythrose-4-phosphate (E4P). Hai 

hợp chất này là điểm khởi đầu của con đường shikimate, dẫn đến việc tổng hợp 

phenylalanine – tiền chất khởi đầu của con đường phenylpropanoid, con đường sinh 

tổng hợp chính cho các ligan như PTOX. Nghiên cứu trước đây đã chỉ ra dinh dưỡng 

là nhân tố quan trọng ảnh hưởng đến toàn bộ quá trình sinh trưởng của giống nấm 

[191].  
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Thời gian lên men thích hợp của mỗi chủng VSV là khác nhau để sản sinh các 

hợp chất chuyển hóa thứ cấp, tuy nhiên phần lớn các quá trình đều diễn ra ở thời điểm 

giữa hoặc cuối pha cân bằng [192]. Chủng P. herquei HGN12.1R có xu hướng tăng 

trưởng cả SKT và SKK trong khoảng thời gian từ 24 giờ đến 60 giờ. Sau 60 giờ, cả 

SKT và SKK đều bắt đầu giảm, cho thấy nấm đã bước vào giai đoạn suy giảm. Mật 

độ ban đầu thấp có thể dẫn đến kéo dài pha sinh trưởng log, trong khi đó nếu mật độ 

tế bào ban đầu cao hơn có thể nhanh chóng dẫn đến pha tử vong [118]. 

Kết hợp phân tích tỷ lệ giống được cấy vào môi trường là 1%; 3%, 5%, 7%, 

9% cho thấy về mặt kinh tế thì 5% vừa tiết kiệm lại hiệu quả với hàm lượng SKK 

tăng lên 15.89 ± 0,08 g/l. Trong nghiên cứu của Narayanaswamy chỉ ra khi mật độ tế 

bào trong bình nuôi cấy quá cao hoặc quá thấp đều làm cho tế bào sinh trưởng kém 

[117]. Mỗi loài có nhiệt độ tối ưu để phát triển và sinh tổng hợp chất chuyển hóa khác 

nhau [193]. Trong nghiên cứu của NCS chủng P. herquei HGN12.1R sinh trưởng 

tốt nhất ở 25 °C cho lượng SKK là 13,04 ± 0,04. Với nhiệt độ này khá đồng nhất với 

các nghiên cứu của [11], [12], [13], [113] cho thấy nhiệt độ tối ưu sinh hoạt chất 

PTOX của các chủng nấm nội sinh trung bình từ 26 °C - 28 °C. 

Giá trị pH của môi trường lên men ảnh hưởng trực tiếp đến sự tăng trưởng và 

các quá trình chuyển hóa của vi nấm [194]. Trong suốt quá trình lên men, vi nấm tiêu 

thụ chất dinh dưỡng và sản sinh chất chuyển hóa, dẫn đến sự thay đổi pH của môi 

trường. Đặc biệt, việc tiết ra các axit hữu cơ, như axit oxalic, sẽ làm giảm đáng kể độ 

pH môi trường [195]. Chủng vi nấm P. herquei HGN12.1R cho thấy sinh trưởng tốt 

trong dải pH từ 5,0 đến 8,0 và đạt 13,76 ± 0,05 (g/l) sinh khối khô tại pH 7. Trong 

các nghiên cứu của [11], [12], [13], [113] cho thấy pH của vi nấm phát triển và sinh 

tổng hợp PTOX hầu hết là ở điều kiện axit yếu 5.6-6.5. 

Lượng oxy hòa tan trong môi trường nuôi cấy lỏng là yếu tố then chốt cho sự 

phát triển của nấm. Trong quá trình lên men, nấm liên tục tiêu thụ cả oxy và dinh 

dưỡng, làm cho nồng độ oxy hòa tan có xu hướng giảm. Để khắc phục điều này và 

tăng cường hiệu suất lên men, việc điều chỉnh tốc độ lắc và thể tích dịch lên men phù 

hợp là rất quan trọng. Những yếu tố này giúp oxy hòa tan tốt hơn vào môi trường, 

đảm bảo đủ lượng oxy cho quá trình trao đổi chất của nấm. Nghiên cứu trước đây chỉ 

ra chủng vi nấm Aspergillus fumigatus Fresenius sản sinh PTOX dưới điều kiện lắc 

200 vòng/ phút, thể tích dịch nuôi 20% [12]. Chủng Fusarium solani được lắc ở 100 

vòng/ phút, thể tích dịch nuôi 40% sản sinh PTOX [11]. Nấm Phellinus linteus tăng 
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trưởng tốt nhất ở 150 vòng/ phút, ở 200 vòng/ phút mật độ nấm giảm [114]. Nghiên 

cứu chủng P. herquei HGN12.1R khi lắc ở 150 vòng/ phút và thể tích dịch nuôi 20% 

cho thấy sinh trưởng tốt nhất, kết quả này cho thấy cũng phù hợp với các nghiên cứu 

của các tác giả trước đó. 

Sự thay đổi nồng độ các nguồn carbon và nitơ - những thành phần dinh dưỡng 

thiết yếu trong quá trình lên men - đã được chứng minh là có tác động trực tiếp đến 

sinh khối và hàm lượng kháng sinh của các chủng nấm [196]. Trong báo cáo của Lê 

Thị Minh Thành và cộng sự khi bổ sung 1% đường glucose; 1% cao nấm men; 0,5 % 

pepton; 0,5% tryton trong môi trường lên men chủng Penicillium reticulisporum 

tsp41 sinh tổng hợp Huperzin A cao nhất 0,0341 mg/L dịch lên men [26]. Một nghiên 

cứu chi tiết của Gogoi và cộng sự đã chỉ ra ảnh hưởng của nguồn carbon và 

nitơ đến quá trình sinh tổng hợp sinh khối và các chất chuyển hóa thứ cấp của 

chủng vi nấm Fusarium sp. DF2 [115]. Chủng vi nấm này tạo ra lượng sinh khối và 

chất chuyển hóa cao nhất trong môi trường lên men có bổ sung 0,1% dextrose. Lượng 

sinh khối và chất chuyển hóa giảm đáng kể khi lên men trong môi trường chứa tinh 

bột, lactose và mannitol. Khi khảo sát ảnh hưởng của nguồn nitơ, dịch chiết nấm men 

làm gia tăng hàm hượng chất chuyển hóa thứ cấp trong khi dịch chiết bò, pepton và 

(NH4)2S04 chỉ làm tăng sinh khối nhưng không hiệu quả cho sản sinh các hoạt chất 

sinh học [115].  

Nghiên cứu của NCS chỉ ra, chủng P. herquei HGN12.1R thích nghi nhất với 

nguồn đường dextrose, nguồn nitơ sử dụng đa dạng. Phân tích này cho thấy rằng 

trong khi các nguồn nitơ vô cơ như ammonium sulfate có thể hiệu quả cho việc tăng 

sinh khối và tổng hợp các enzyme cơ bản, thì các nguồn nitơ hữu cơ phức tạp có thể 

cung cấp các yếu tố kích thích hoặc các tiền chất sẵn có, giúp "bật" các cụm gen liên 

quan đến sinh tổng hợp các chất chuyển hóa thứ cấp như PTOX một cách hiệu quả 

hơn. Dữ liệu NCS thu được cho thấy MgSO4.7H2O là nguồn khoáng phù hợp nhất 

với lượng sinh khối khô đạt 15,05 ± 0,05 g/l. 

Nghiên cứu ảnh hưởng của nguồn cơ chất cảm ứng tới sinh trưởng và khả năng 

kích hoạt sản sinh các sản phẩm trao đổi chất thứ cấp đúng hướng, một số nghiên cứu 

gần đây đã chứng minh tầm quan trọng của việc tối ưu hóa quá trình lên men cùng 

với việc sử dụng các nguồn cơ chất cảm ứng để tối đa hóa việc sản xuất các hợp chất 

có lợi ích kinh tế từ nấm nội sinh. Việc bổ sung các hợp chất như chất kích thích, tiền 

chất hoặc chiết xuất được coi là một phương pháp đơn giản, hiệu quả để kích thích 
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sản xuất các hợp chất mong muốn [143], [155], [197]. Theo Yan và cộng sự báo cáo 

nghiên cứu làm tăng khả năng sinh tổng hợp Huperzin A, nhóm tác giả đã bổ sung 

vào môi trường lên men một số chất cảm ứng HSE (dịch chiết thực vật H. serata - 

tách chiết từ lá thạch tùng răng cưa), L-Lysine và axit acetic với các nồng độ lên men 

khác nhau. Kết quả cho thấy L-Lysine và HSE đã kích thích khả năng sinh Huperzin 

A và hệ sợi nấm [119]. Trong nghiên cứu của NCS, chiết xuất thực vật hoặc 

Phenylalanine được bổ sung với hàm lượng 10 µg/ml đã làm tăng khả năng sinh 

trưởng trong lên men của chủng nấm nghiên cứu. Phenylalanine được xem là lựa 

chọn hiệu quả trong nghiên cứu này vì tính bền vững. 

4.3.2. Lên men và tách chiết, tinh sạch và xác định cấu trúc các hợp chất từ P. 

herquei HGN12.1R 

Sản xuất các chất chuyển hóa tự nhiên từ quá trình lên men nấm nội sinh mang 

lại nhiều lợi thế rõ rệt. Phương pháp này có thể thực hiện trong môi trường đơn giản 

và chi phí thấp. Hơn nữa, nó giúp tiết kiệm thời gian và giảm thiểu nguy cơ ô nhiễm, 

tạo điều kiện thuận lợi cho việc sản xuất ở quy mô công nghiệp [198] [84]. Ví dụ, 

taxol, camptothecin, PTOX và vinca alkaloid đã được sản xuất thành công bằng cách 

lên men nấm nội sinh [33], [84], [113]. Tuy nhiên, không thể phủ nhận rằng một số 

hạn chế nhất định của quá trình lên men đã cản trở việc sản xuất thương mại các hợp 

chất tự nhiên trong nấm nội sinh, chẳng hạn như sản lượng các chất chuyển hóa mong 

muốn thấp do nuôi cấy trong môi trường vô trùng, khó khăn trong việc tối ưu hóa 

môi trường nuôi cấy khi mở rộng quy mô, và sự phức tạp của quy trình tinh chế các 

hợp chất [124], [198], [199]. Một số chiến lược đã được thực hiện để cải thiện sản 

lượng các chất chuyển hóa mong muốn, bao gồm các kỹ thuật biến đổi gen, tối ưu 

hóa môi trường nuôi cấy và bổ sung elicitor [142], [198], [199]. 

Nghiên cứu động thái quá trình lên men trên hệ thống 5-10 lít/mẻ đã cung cấp 

một bức tranh toàn diện về mối liên hệ giữa các yếu tố sinh lý của chủng nấm và quá 

trình sinh tổng hợp PTOX, giúp xác định thời điểm thu hoạch tối ưu một cách khoa 

học và chính xác. 

Quá trình lên men thể hiện một sự chuyển dịch trao đổi chất rõ rệt. Trong giai 

đoạn đầu, từ 12 giờ đến 72 giờ, nấm tập trung vào trao đổi chất sơ cấp (primary 

metabolism), ưu tiên tiêu thụ nguồn đường dextrose để tăng trưởng sinh khối. Điều 

này được minh chứng bằng sự gia tăng mạnh mẽ của sinh khối tươi và khô, từ 91,09 

g/l và 4,05 g/l ở 12 giờ lên đến 222,27 g/l và 10,65 g/l ở 72 giờ. Trong giai đoạn này, 
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hoạt động trao đổi chất mạnh mẽ cũng dẫn đến sự sụt giảm pH môi trường, từ 7,0 

xuống 5,5, do sự sản sinh các axit hữu cơ. 

Sau 72 giờ, nấm chuyển sang giai đoạn ổn định, nơi tốc độ tăng trưởng sinh 

khối chậm lại và đạt đỉnh điểm tại 144 giờ với sinh khối khô là 16,19 ± 0,73 g/l. Sự 

ổn định của sinh khối và pH ở mức 5,5 cho thấy nấm đã chuyển hướng năng lượng 

sang trao đổi chất thứ cấp (secondary metabolism). Đây chính là thời điểm các gen 

liên quan đến sinh tổng hợp PTOX (như VdtD, PLR, SDH, OMT, CYP) có khả năng 

được biểu hiện mạnh mẽ và hoạt động tích cực để tổng hợp các hợp chất chuyên biệt. 

Phân tích TLC đã củng cố mạnh mẽ mối liên hệ này, khi cho thấy sự tích lũy PTOX 

bắt đầu từ 72 giờ và đạt đỉnh trong khoảng thời gian từ 144 giờ đến 168 giờ. Kết quả 

này cho thấy việc tối ưu hóa điều kiện lên men không chỉ giúp nấm tăng trưởng tốt 

mà còn tạo ra các tín hiệu môi trường (như sự thay đổi nồng độ chất dinh dưỡng và 

pH ổn định) để kích hoạt quá trình sinh tổng hợp PTOX. Do đó, thời điểm 144 giờ 

được xác định là tối ưu nhất cho việc thu hoạch, vì tại đây nấm không chỉ đạt sinh 

khối tối đa mà còn tích lũy hàm lượng PTOX dồi dào. Nghiên cứu lên men chủng 

Fusarium sp. LĐL 4.4 sản sinh Huperzin A, ở thời điểm 108 giờ là thích hợp để thu 

hồi lên men, giá trị pH cũng thay đổi tương tự P. herquei HGN12.1R [26]. Hàm lượng 

PTOX và sinh khối khô liên quan đến Fusarium solani báo cáo vào 192-240 giờ của 

lên men là thời điểm thích hợp để thu hồi PTOX [45]. 

Sau khi đã xác định được thời điểm thu hoạch tối ưu là 144 giờ, sinh khối nấm 

P. herquei HGN12.1R đã được thu hồi và tiếp tục trải qua quy trình chiết tách, tinh 

sạch để phân lập và xác định cấu trúc các hợp chất chuyên biệt, bao gồm VN-12C-03 

và VN-12C-06. Dựa trên Các tín hiệu phổ 1H và 13C NMR, các hợp chất này được 

xác định là α-peltatin, β-peltatin với công thức phân tử lần lượt là C21H20O8 (400 

g/mol), C22H22O8 (414 g/mol). Đây là một trong số ít nghiên cứu xác nhận bằng thực 

nghiệm cấu trúc hóa học của α-peltatin và β-peltatin trong nấm bằng cách sử dụng 

phân tích NMR.  

Hợp chất VN-12C-03 thu được có dạng bột màu trắng. Trên phổ 1H NMR xuất 

hiện tín hiệu đơn của 3 proton thơm tại  6.13 (1H, s, H-8) và 6.36 (2H, s, H-2’ và H-

6’), cùng với tín hiệu của 2 nhóm methoxy tại  3.74 (6H, s, 3’,5’-OCH3). Phân tích 

phổ cộng hưởng từ 13C NMR và phổ 2 chiều HSQC cho thấy sự xuất hiện tín hiệu 

của 21 nguyên tử carbon, trong đó có các tín hiệu của một vòng benzene thế 5 vị trí 

[ 119.8 (C-4a), 138.7 (C-5), 134.1 (C-6), 148.2 (C-7), 103.1 (C-8), 132.5 (C-8a)], 
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một vòng benzene thế các vị trí 1,3,4,5 [ 132.8 (C-1’), 108.9 (C-2’ và C-6’), 148.0 

(C-3’ và C-5’), và 135.0 (C-4’)], một nhóm carbonyl tại  177.6 (C-2a), 3 nhóm 

oxymethylene tại  73.6 (C-3a), 27.0 (C-4), và 101.9 (OCH2O), cùng với 3 nhóm 

methine tại  44.6 (C-1), 48.2 (C-2), và 33.4 (C-3). Các tín hiệu phổ 1H và 13C NMR 

này cho gợi ý hợp chất VN-12C-03 có dạng khung lignans – một dạng phenolic khá 

phổ biến ở thực vật. Khi so sánh số liệu phổ 1H và 13C NMR của hợp chất VN-12C-

03 với hợp chất lignans đã biết là α-Peltatin cho kết quả hoàn toàn tương đồng, gợi ý 

sự đồng nhất về cấu trúc của cả 2 hợp chất [200]. 

Để xác định thêm sự quy kết các vị trí và cấu trúc của hợp chất VN-12C-03, 

phân tích các tương tác trên phổ HMBC được thực hiện. Trên phổ HMBC, tương tác 

giữ  5.89 với C-6 và C-7 giúp xác định rõ vị trí của nhóm OCHO ở vị trí C-6/C/7. 

Các vị trí của vòng thơm 5 vị trí được xác định thông qua tương tác HMBC từ H-8 

tới C-4a, C-5, C-6, C-7, và C-8a. Vị trí của vòng benzen thế 1,3,4,5 cũng được xác 

định tại C-1 bởi các tương tác HMBC từ H-1 tới C-1’, từ H-2’ và H-6’ tới C-1. Ngoài 

ra, tương tác HMBC từ H-3a đến C-2, C-2a, C-3, và C-4 giúp khẳng định sự hợp chất 

của vòng gamma-lactone với vòng cyclohexane của khung lignans ở vị trí C-2/C-3. 

Vị trí của 2 nhóm methoxy tại C-3’ và 5’ được khẳng định bởi tương tác HMBC từ  

3.74 đến C3’ và C-5’.  

Như vậy, với các kết quả phân tích phổ và so sánh với tài liệu tham khảo, hợp 

chất VN-12C-03 đã được xác định là α-Peltatin, với công thức phân tử C21H20O8, khối 

lượng phân tử 400 g/mol. α-Peltatin được xem là một dẫn xuất của PTOX [147]. 

Hợp chất VN-12C-06 thu được có dạng bột màu trắng. Trên phổ 1H NMR xuất 

hiện tín hiệu đơn của 3 proton thơm tại  6.12 (1H, s, H-8) và 6.42 (2H, s, H-2’ và H-

6’), cùng với tín hiệu của 3 nhóm methoxy tại  3.73 (9H, s, 3’,4’,5’-OCH3). Phân 

tích phổ 13C NMR và phổ HSQC cho thấy sự xuất hiện tín hiệu của 22 nguyên tử 

carbon, trong đó có các tín hiệu của một vòng benzene thế 5 vị trí  120.5 (C-4a), 

139.4 (C-5), 134.6 (C-6), 148.7 (C-7), 103.2 (C-8), 132.8 (C-8a)], một vòng benzene 

thế các vị trí 1,3,4,5 [ 138.7 (C-1’), 109.5 (C-2’ và C-6’), 153.7 (C-3’ và C-5’), và 

138.9 (C-4’)], một nhóm carbonyl tại  177.9 (C-2a), 3 nhóm oxymethylene tại  74.0 

(C-3a), 27.8 (C-4), và 102.4 (OCH2O), cùng với 3 nhóm methine tại  45.2 (C-1), 

48.3 (C-2), và 34.0 (C-3). Các tín hiệu phổ 1H và 13C NMR này cho gợi ý hợp chất 

VN-12C-06 có dạng khung lignans, tương tự với hợp chất VN-12C-03  
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Khi so sánh số liệu phổ 1H và 13C NMR của hợp chất VN-12C-06 với hợp chất 

lignans đã biết là β-Peltatin cho kết quả hoàn toàn tương đồng, gợi ý sự đồng nhất về 

cấu trúc của cả 2 hợp chất [201]. 

Để xác định thêm sự quy kết các vị trí và cấu trúc của hợp chất VN-12C-06, 

phân tích các tương tác trên phổ HMBC được thực hiện. Tương tự như với hợp chất 

VN-12C-03, trên phổ HMBC, tương tác giữa  5.90 và 5.89 với C-6 và C-7 giúp xác 

định rõ vị trí của nhóm OCHO ở vị trí C-6/C/7. Các vị trí của vòng thơm thế 5 vị trí 

được xác định thông qua tương tác HMBC từ H-8 tới C-4a, C-5, C-6, C-7, và C-8a. 

Vị trí của vòng benzen thế 1,3,4,5 cũng được xác định tại C-1 bởi các tương tác 

HMBC từ H-1 tới C-1’, từ H-2’ và H-6’ tới C-1. Ngoài ra, tương tác HMBC từ H-3a 

đến C-2, C-2a, C-3, và C-4 giúp khẳng định sự hợp chất của vòng gamma-lactone với 

vòng cyclohexane của khung lignans ở vị trí C-2/C-3. Vị trí của 3 nhóm methoxy tại 

C-3’, C-4’, và C-5’ được khẳng định bởi tương tác HMBC từ  3.73 đến C3’ C-4’, 

và C-5’. 

Kết quả phân tích phổ và so sánh với tài liệu tham khảo cho thấy hợp chất VN-

12C-06 được xác định là β-Peltatin, với công thức phân tử là C22H22O8 và khối lượng 

phân tử 414 g/mol. β-Peltatin cũng được công nhận là một dẫn xuất của PTOX [147]. 

Các hợp chất này thể hiện sự tương đồng về cấu trúc với α-peltatin và β-

peltatin được tìm thấy trong thực vật. Dữ liệu cấu trúc này phù hợp với các nghiên 

cứu trước đây trên thực vật [147], [200], [201] Trong một nghiên cứu khác, đã chiết 

xuất và định lượng deoxypodophyllotoxin từ Aspergillus fumigatus nuôi cấy bằng 

phương pháp LC–MS, họ đề xuất giả thuyết rằng sự chuyển gen theo chiều ngang (từ 

cây chủ sang nấm nội sinh) có thể liên quan đến quá trình sản xuất 

deoxypodophyllotoxin [12]. Theo Arroo và cộng sự cho rằng deoxypodophyllotoxin 

được coi là tiền chất trong quá trình tổng hợp sinh học của β-peltatin và PTOX [202]. 

Trong nghiên cứu của Germaine và cộng sự đã báo cáo việc sản xuất PTOX 

của Fusarium oxysporum ủng hộ cho lý thuyết rằng trong quá trình tiến hóa lâu dài 

của các loài nội sinh và cây chủ của chúng, các loài nội sinh đã tự thích nghi với môi 

trường vi mô đặc biệt của chúng bằng biến đổi di truyền, bao gồm việc hấp thụ một 

số DNA thực vật vào hệ gen của chính chúng [203]. Gần đây, Penicillium herquei, 

một thành viên của chi Penicillium, được biết đến với tiềm năng sản xuất nhiều chất 

chuyển hóa thứ cấp như dẫn xuất phenalenone [91], [92] .  

Trong nghiên cứu này, cả alpha-peltatin và beta-peltatin đều là dẫn xuất PTOX 
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được tạo ra bằng cách biến đổi vòng B trong cấu trúc hợp chất PTOX. Trong một số 

nghiên cứu đã cho rằng chúng thể hiện hoạt động kháng vi-rút và chống khối u đáng 

kể [147], [148]. Do đó, phát hiện của NCS cung cấp sự hỗ trợ quan trọng cho giả 

thuyết về con đường tổng hợp PTOX trong nấm nội sinh. 

4.3.3. Đánh giá hoạt tính chống oxy hóa và hoạt tính gây độc tế bào của các 

hợp chất từ P. herquei HGN12.1R 

Gốc tự do DPPH, được sử dụng rộng rãi để đánh giá khả năng hoạt động của 

các hợp chất như chất dọn gốc tự do và cung cấp hydro, là một phương pháp nhanh 

chóng, đơn giản và không tốn kém để kiểm tra khả năng chống oxy hóa. Thử nghiệm 

DPPH dựa trên việc loại bỏ DPPH, một gốc tự do ổn định. Gốc DPPH có màu tím 

sẫm trong dung dịch và hấp thụ mạnh ở bước sóng khoảng 517 nm, khi đã khử và 

chuyển thành DPPH-H nó chuyển sang không màu hoặc vàng nhạt [204]. Trong 

nghiên cứu của NCS hoạt tính chống oxy hóa của hai hợp chất VN12C.03 và 

VN12C.06 so với chất chuẩn Resveratrol thông qua khả năng ức chế gốc tự do DPPH 

ở các nồng độ khác nhau và giá trị EC50.  

Nhìn chung, giá trị EC50 càng thấp thì hoạt tính chống oxy hóa càng mạnh, so 

với đối chứng Resveratrol hợp chất VN12C.03 có giá trị EC50 là 6,44 ± 0,41 µg/ml. 

Hợp chất VN12C.03 cho thấy khả năng ức chế gốc tự do DPPH, với giá trị EC50 là 

6,44±0,41 µg/ml. Mặc dù hoạt tính này yếu hơn so với chất chuẩn Resveratrol, nó 

vẫn thể hiện tiềm năng nhất định. VN12C.03 vẫn có thể được nghiên cứu để sử dụng 

như một chất chống oxy hóa trong các sản phẩm thực phẩm chức năng hoặc thuốc hỗ 

trợ, đặc biệt khi kết hợp với các chất khác để tạo ra hiệu ứng hiệp đồng [205]. 

VN12C.03 có thể là một ứng viên tiềm năng trong các công thức mỹ phẩm tự nhiên. 

Việc tìm thấy một hợp chất có hoạt tính từ nguồn nấm nội sinh là một kết quả đáng 

khích lệ, mở ra hướng nghiên cứu và phát triển trong tương lai. 

Hợp chất VN12C.06 có giá trị IC50=18,75±1,11 mg/ml, đây là giá trị IC50 cao 

nhất trong số các hợp chất đã được thử nghiệm (bao gồm cả VN12C.03 và chất chuẩn 

Resveratrol). Giá trị IC50 cao này cho thấy hoạt tính chống oxy hóa của VN12C.06 là 

thấp. Để đạt được hiệu quả ức chế 50% gốc tự do DPPH, cần phải sử dụng một nồng 

độ hợp chất rất cao, điều này làm giảm đáng kể tính khả thi của việc ứng dụng hợp 

chất này như một chất chống oxy hóa hiệu quả. Mặc dù vậy, nghiên cứu vẫn sẽ tập 

trung vào các hoạt tính sinh học khác của hợp chất này. Việc nó là một dẫn xuất của 
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PTOX cho thấy tiềm năng có các hoạt tính quan trọng như chống ung thư, kháng 

khuẩn và chống viêm (Gordaliza et al, 2004). 

Trong nghiên cứu khả năng gây độc tế bào, cả hai hợp chất đều được thử nghiệm 

trên dòng tế bào ung thư phổi người SK-LU-1. Đáng chú ý, VN12C.06 cho thấy khả 

năng gây độc tế bào mạnh hơn đáng kể so với VN12C.03. Giá trị IC50 của VN12C.06 

là 5,99±0,41 µg/ml, thấp hơn nhiều so với VN12C.03 (18,61±0,41 µg/ml), điều này 

cho thấy VN12C.06 hiệu quả hơn trong việc ức chế 50% tế bào ung thư ở nồng độ 

thấp hơn. Từ đó cho thấy tiềm năng ứng dụng Phát triển thuốc chống ung thư của 

VN12C.06 là một phát hiện cực kỳ quan trọng. Hợp chất này, với giá trị IC50 thấp, có 

thể được xem xét làm chất chỉ đạo để phát triển các loại thuốc chống ung thư mới. 

Trong nghiên cứu của Oktriawan và cộng sự đã chứng minh nấm nội sinh cư trú trong 

cây chủ của chúng mà không có triệu chứng rõ ràng. Chúng đã được chứng minh là 

nguồn dồi dào các hợp chất hoạt tính sinh học mới với cấu trúc đa dạng, 01 hợp chất 

mới là 5,7-dihydroxy-3(R)-methylphthalide (1), đã được phân lập từ Xylaria brevipes 

PGR1, và ba hợp chất đã biết, (–)-altenuene (2), alternariol (3) và altertoxin I (4), đã 

được phân lập từ Alternaria alternata D-8. Các hợp chất này được chứng minh có 

khả năng gây độc tế bào [206].  

Các hợp chất VN12C.03 và VN12C.06 từ nấm nội sinh P. herquei HGN12.1R 

là nguồn tiềm năng cho việc phát triển các ứng dụng dược lý. Trong khi VN12C.03 

có thể được khai thác trong lĩnh vực chống oxy hóa (đặc biệt là trong mỹ phẩm và 

thực phẩm chức năng), thì VN12C.06 lại thể hiện tiềm năng vượt trội trong lĩnh vực 

chống ung thư, mở ra hướng nghiên cứu đầy hứa hẹn cho việc phát triển thuốc mới.  

4.4. Những hạn chế và hướng nghiên cứu tiếp theo 

Mặc dù đã thu được những kết quả ban đầu đầy hứa hẹn, nghiên cứu vẫn còn 

một số hạn chế cần được giải quyết để tối đa hóa tiềm năng ứng dụng của các hợp 

chất từ chủng nấm P. herquei HGN12.1R. Dưới đây là những hạn chế và các hướng 

nghiên cứu tiếp theo được đề xuất.  

Những hạn chế  

- Hàm lượng PTOX và các dẫn xuất như VN12C.03 và VN12C.06 thu được thấp và 

từ quy mô lên men nhỏ 5-10 lít, hiện tại chưa đáp ứng được nhu cầu sản xuất thương 

mại. 
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- Các thử nghiệm hoạt tính chống oxy hóa và gây độc tế bào mới chỉ dừng lại ở mô 

hình in vitro (trên tế bào). Các đánh giá này chưa đủ để kết luận về hiệu quả thực sự 

và độ an toàn của hợp chất trên cơ thể sống. 

Hướng nghiên cứu tiếp theo 

- Cần thực hiện các nghiên cứu để tối ưu hóa môi trường nuôi cấy (thành phần dinh 

dưỡng, pH, nhiệt độ), điều kiện lên men và thời gian thu hoạch trên quy mô lớn hơn 

(ví dụ: lên men trong bioreactor) nhằm tăng đáng kể sản lượng của các hợp chất mong 

muốn. 

- Nghiên cứu sâu hơn về cơ chế sinh tổng hợp PTOX có thể cho phép sử dụng các kỹ 

thuật biến đổi gen (như chỉnh sửa gen CRISPR-Cas9) hoặc bổ sung các elicitor để 

kích thích nấm sản xuất các chất chuyển hóa thứ cấp này với năng suất cao hơn. 

- Cần mở rộng các nghiên cứu hơn như thử nghiệm in vivo trên động vật. Điều này 

sẽ giúp xác định tính hiệu quả, dược động học và độc tính toàn thân của VN12C.03 

và VN12C.06. 

- Đánh giá hoạt tính gây độc tế bào của VN12C.06 trên nhiều dòng tế bào ung thư 

khác nhau để xác định tính chọn lọc và phổ hoạt tính của nó. 

- Phân tích chi tiết sự khác biệt về cấu trúc giữa VN12C.03 và VN12C.06 (như sự 

hiện diện của nhóm methoxy ở vị trí C4') và liên hệ với sự khác biệt về hoạt tính. Từ 

kết quả phân tích đó, có thể thực hiện các biến đổi hóa học đối với VN12C.03 để tạo 

ra các dẫn xuất mới có hoạt tính chống ung thư mạnh hơn. Ngược lại, có thể tối ưu 

hóa cấu trúc của VN12C.06 để tăng tính chọn lọc đối với tế bào ung thư và giảm thiểu 

tác dụng phụ. 

- Dựa vào tiềm năng đã được xác định của 2 hợp chất, nghiên cứu có thể tập trung 

phát triển VN12C.03 thành sản phẩm mỹ phẩm hoặc thực phẩm chức năng chống oxy 

hóa, trong khi VN12C.06 có thể được nghiên cứu chuyên sâu hơn cho mục tiêu phát 

triển thuốc điều trị ung thư. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ  

 

KẾT LUẬN 

1. Đã phân lập được 53 chủng vi nấm nội sinh từ 2 mẫu vật liệu Dysosma 

difformis được thu thập từ Hà Giang và Lai Châu. Từ đó đã đánh giá được tính đa 

dạng loài VNNS thông qua phân tích các chỉ số đa dạng Shannon, Simpson. Đã tuyển 

chọn được 06/53 chủng có hoạt động gây độc tế bào rất mạnh đối với 3 dòng tế bào 

SK-LU-1 (Ung thư phổi ở người), HL-60 (Bệnh bạch cầu cấp tính ở người) và HepG2 

(Ung thư biểu mô tế bào gan ở người). Kết hợp các phương pháp phân tích TLC, 

HPLC xác định khả năng sinh tổng hợp PTOX đã lựa chọn được chủng HGN12.1R 

tiềm năng với đầy đủ các đặc điểm sinh học cho các nghiên cứu tiếp theo. 

2. Đã giải trình tự và lắp ráp hệ gen chủng vi nấm P. herquei HGN12.1R bằng công 

nghệ PacBio. Hệ gen chủng P. herquei HGN12.1R có kích thước khoảng 35,0 Mb 

tương ứng với độ hoàn thiện 98,3%. Đã chú giải hệ gen và dự đoán các nhóm gen 

liên quan đến con đường sinh tổng hợp PTOX và các dẫn xuất. 

3. Đã xác định điều kiện thích hợp cho sản sinh PTOX và các dẫn xuất của chủng P. 

herquei HGN12.1R bằng công nghệ lên men ở quy mô phòng thí nghiệm với các 

thông số: nhân giống 5%; pH 7,0; nhiệt độ 25 °C; tốc độ khuấy 120 vòng/phút; 

tốc độ thổi khí 1vvm và 144h là thời gian lên men tối ưu nhất.  

4. Đã tách chiết, tinh sạch và xác định được cấu trúc của 02 hợp chất α-peltatin và β-

peltatin là dẫn xuất của PTOX. Cả hai hợp chất đều thể hiện hoạt tính chống oxy hoá 

với EC50 dao động từ   6,44±0,41 ÷ 18,75±1,11 µg/ml và hoạt tính gây độc tế bào 

IC50 dao động từ   5,99±0,41 ÷ 18,61±0,41 µg/ml. 

KIẾN NGHỊ 

- Tiếp tục nghiên cứu tối ưu điều kiện lên men và các nghiên cứu sâu hơn để tăng 

hiệu suất sinh tổng hợp PTOX và các dẫn xuất của chủng P. herquei HGN12.1R. 

- Đánh giá chức năng các gen dự đoán con đường sinh tổng hợp PTOX và các dẫn 

xuất của chủng nấm nghiên cứu. 

- Nghiên cứu thử nghiệm in vivo hoạt tính của VN12C.03 và VN12C.06. 

- Đánh giá hoạt tính gây độc tế bào của VN12C.06 trên nhiều dòng tế bào ung thư 

khác nhau để xác định tính chọn lọc và phổ hoạt tính của nó 
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PHỤ LỤC B 

 

 

 

 

Hình 1B. Tách chiết xác định PTOX bởi TCL, HPLC [45]  

 

 

 

 

 

 

 

 

Dịch lên men chứa 

 sinh khối nấm  

Sinh khối nấm 

Ly tâm, lọc 

Sấy khô 60 °C, nghiền bằng nitơ lỏng
 
 

Bột nấm khô 

Tách chiết 

Trích ly với dung môi hữu cơ 

(Chloroform: Methanol = 4:1) x 4 lần. 

Cô đặc bay hơi dung môi 

HPLC, LC, LC-MS  

Podophyllotoxin 

Cao chiết PTOX 

thô 
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Hình 2B. Tách chiết, tinh sạch thu nhận deoxyPodophyllotoxin (DPTOX) [12]  
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Tách chiết 
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môi hữu cơ CHCl3–

MeOH (4:1, v/v) x 3 
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môi ở 30 °C 

Hoà lại cao chiết 
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môi hữu cơ CHCl3–

MeOH (4:1, v/v) x 3 

lần. Cô bay hơi dung 

môi ở 30 °C 
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PHỤ LỤC C 

Bảng 1C. Kết quả BLAST trình tự gen ITS của các mẫu nấm với các trình tự tương đồng trên NCBI  

TT 
Chủng vi 

nấm nội sinh 
Địa điểm 

Mô 

thực 

vật 

Mã số  đăng ký 

Ngân hàng Gen 

Tên chủng so sánh  

(Mã số) 

Độ tương 

đồng(%) 
Chi, Ngành 

Tần xuất 

xuất hiện 

của các 

chi nấm 

(CF, %) 

1 HGN6.1R Hà Giang Rễ MZ461976 
Apiotrichum dehoogii culture 

CBS8686 (KY101656.1) 
99.80 

Apiotrichum, 

Basidiomycota 
1.85 

2 HGN6.2R Hà Giang Rễ MZ468130 
Aspergillus sp. 151304 

(MT371256.1) 
91.94 

Aspergillus, 

Ascomycota 
5.56 

3 HGN13R Hà Giang Rễ MZ462046 
Aspergillus flavus GFRSS 

(MT447477.1) 
100   

4 LCN9R Lai Châu Rễ MZ470737 
Aspergillus nomius IXX-FS31 

(KR296870.1) 
99.82   

5 LCN21T Lai Châu Thân MZ470733 
Cercospora citrullina C2015 

(KY593165.1) 
100 

Cercospora, 

Ascomycota 
1.85 

6 HGN1R Hà Giang Rễ ON142327 
Cladosporium sphaerospermum 

SCAU177 (MH464425.1) 
99.82 

Cladosporium, 

Ascomycota 
3.70 

7 LCN7L Lai Châu Lá MZ470614 
Cladosporium sp. XHMEA3 

(MH985344.1) 
100   

8 HGN8R Hà Giang Rễ MZ469934 

Clonostachys rogersoniana 

voucher IFRD500-015 

(MT559105.1) 

100 
Clonostachys, 

Ascomycota 
3.70 

9 LCN1R Lai Châu Rễ MZ477226 

Clonostachys rosea 197 WS 

(MG396999.1) 

  

100   
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TT 
Chủng vi 

nấm nội sinh 
Địa điểm 

Mô 

thực 

vật 

Mã số  đăng ký 

Ngân hàng Gen 

Tên chủng so sánh  

(Mã số) 

Độ tương 

đồng(%) 
Chi, Ngành 

Tần xuất 

xuất hiện 

của các 

chi nấm 

(CF, %) 

10 HGN11.1R Hà Giang Rễ MZ461968 
Colletotrichum gloeosporioides 

Y35 (MT729915.1) 
100 

Colletotrichum, 

Ascomycota 
5.56 

11 LCN3L Lai Châu Lá MZ470466 
Colletotrichum kohawee WZ-135 

(MN856281.1) 
100   

12 LCN19T Lai Châu Thân MZ470465 
Colletotrichum acutatum WZ-298 

(MN856415.1) 
99.27   

13 LCN8.3L Lai Châu Lá MZ470419   Fungal sp. 1.85 

14 HGN7.1R Hà Giang Rễ MZ461980 
Fusarium oxysporum LZ070103 

(FJ157216.1) 
99.80 

Fusarium, 

Ascomycota 
11.11 

15 HGN7R Hà Giang Rễ MZ461979 
Fusarium oxysporum LZ070103 

(FJ157216.1) 
99.6   

16 HGN5L Hà Giang Lá MZ461981 
Fusarium solani LJ02 

(MT579853.1) 
99.81   

17 LCN1L Lai Châu Lá MZ470447 
Fusarium sp. 2 IM-2014 

(KJ920732.1) 
88.71   

18 LCN6T Lai Châu Thân MZ472087 
Fusarium sp. 2 IM-2014 

(KJ920732.1) 
88.74   

19 LCN1T Lai Châu Thân MZ470445 
Fusarium sp. 2 IM-2014 

(KJ920732.1) 
92.48   

20 LCN8T Lai Châu Thân MZ470735 
Ganoderma lucidum AL BS 

(MH160076.1) 
100 

Ganoderma, 

Basidiomycota 
1.85 
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TT 
Chủng vi 

nấm nội sinh 
Địa điểm 

Mô 

thực 

vật 

Mã số  đăng ký 

Ngân hàng Gen 

Tên chủng so sánh  

(Mã số) 

Độ tương 

đồng(%) 
Chi, Ngành 

Tần xuất 

xuất hiện 

của các 

chi nấm 

(CF, %) 

21 HGN2R Hà Giang Rễ MZ461975 
Guignardia sp. voucher HQU PL08 

(MK640597.1) 
99.83 

Guignardia, 

Ascomycota 
1.85 

22 HGN3R Hà Giang Rễ MZ461966 
Ilyonectria destructans 

(MK403674.1) 
100 

Ilyonectria, 

Ascomycota 
5.56 

23 HGN7.2R Hà Giang Rễ MZ461985 
Ilyonectria robusta JJHHD-6 

(MN091953.1) 
99   

24 LCN16L Lai Châu Lá MZ470426 Ilyonectria sp. HB 5 (KP761761.1) 99.80   

25 HGN14.1R Hà Giang Rễ MZ462039 
Lasiodiplodia venezuelensis CBS 

129753 (MH865369.1) 
100 

Lasiodiplodia, 

Ascomycota 
1.85 

26 HGN5R Hà Giang Rễ MZ469936 Mucor sp. RL288 (MT557384.1) 99.29 
Mucor, 

Mucoromycota 
3.70 

27 LCN7R Lai Châu Rễ MZ470734 
Mucor circinelloides M 

(MK791718.1) 
99.47   

28 HGN6R Hà Giang Rễ MZ461978 
Neurospora intermedia WS11JB14 

(KT844672.1) 
99.45 

Neurospora, 

Ascomycota 
1.85 

29 HGN13.1R Hà Giang Rễ MZ468131 
Penicillium citrinum JBGC3.4 

(MG554246.1) 
100 

Penicillium, 

Ascomycota 
7.41 

30 HGN12.1R Hà Giang Rễ MZ462047 
Penicillium herquei BCC 

(THA):84323 (MF537646.1) 
99.80   

31 LCN15L Lai Châu Lá MZ470422 
Penicillium herquei LTL319 

(MF663569.1) 
99.81   
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TT 
Chủng vi 

nấm nội sinh 
Địa điểm 

Mô 

thực 

vật 

Mã số  đăng ký 

Ngân hàng Gen 

Tên chủng so sánh  

(Mã số) 

Độ tương 

đồng(%) 
Chi, Ngành 

Tần xuất 

xuất hiện 

của các 

chi nấm 

(CF, %) 

32 LCN12.1L Lai Châu Lá MZ470423 
Penicillium herquei 505G10 

(MH986808.1) 
100   

33 HGN1T Hà Giang Thân MZ461977 
Pestalotiopsis sp. SC24c 

(MG489866.1) 
99.80 

Pestalotiopsis, 

Ascomycota 
1.85 

34 LCN12T Lai Châu Thân MZ470448 
Phaeoacremonium sp. MRHf10 

(MK120896.1) 
100 

Phaeoacremoniu

m, Ascomycota 
1.85 

35 HGN14R Hà Giang Rễ MZ461983 
Phaeosphaeriopsis musae A731 

(KU529845.1) 
100 

Phaeosphaeriopsi

s, Ascomycota 
3.7 

36 HGN3L Hà Giang Lá MZ461982 
Phaeosphaeriopsis musae A731 

(KU529845.1) 
100   

37 HGN1L Hà Giang Lá MZ461986 
Phyllosticta capitalensis H 

(ON014497.1) 
99.49 

Phyllosticta, 

Ascomycota 
3.70 

38 LCN5L Lai Châu Lá MZ470604 
Phyllosticta capitalensis PN-2014-

08-28-A1 (KT319044.1) 
99.83   

39 HGN3T Hà Giang Thân MZ462053 
Plectosphaerella oligotrophica 

CGMCC 3.15078 (NR_155632.1) 
99.42 

Plectosphaerella, 

Ascomycota 
3.70 

40 LCN14L Lai Châu Lá MZ470459 
Plectosphaerella cucumerina 

PCO.52 (HQ248206.1) 
99.60   

41 LCN3T Lai Châu Thân MZ470446 
Purpureocillium lilacinum 

PIYN7703 (MH483756.1) 
99.53 

Purpureocillium, 

Ascomycota 
1.85 

42 LCN13T Lai Châu Thân MZ470584 
Setophoma sp. PSRF58 

(MN888811.1) 
100 

Setophoma, 

Ascomycota 
1.85 
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TT 
Chủng vi 

nấm nội sinh 
Địa điểm 

Mô 

thực 

vật 

Mã số  đăng ký 

Ngân hàng Gen 

Tên chủng so sánh  

(Mã số) 

Độ tương 

đồng(%) 
Chi, Ngành 

Tần xuất 

xuất hiện 

của các 

chi nấm 

(CF, %) 

43 LCN17T Lai Châu Thân MZ470424 
Simplicillium sp. FTIZZJ01 

(FJ196609.1) 
99.81 

Simplicillium, 

Ascomycota 
1.85 

44 LCN4T Lai Châu Thân MZ471623 
Talaromyces amestolkiae CBS 

274.95 (KP975419.1) 
100 

Talaromyces, 

Ascomycota 
1.85 

45 HGN11R Hà Giang Rễ MZ469933 
Trametes cf. cubensis 118-25 

(KJ654514.1) 
99.83 

Trametes, 

Basidiomycota 
9.26 

46 HGN12.2R Hà Giang Rễ MZ461967 
Trametes cf. cubensis 118-25 

(KJ654514.1) 
100   

47 HGN3.1R Hà Giang Rễ MZ461984 
Trametes cf. cubensis 118-25 

(KJ654514.1) 
100   

48 LCN11L Lai Châu Lá MZ470263 
Trametes cf. cubensis 118-25 

(KJ654514.1) 
99.83   

49 LCN13L Lai Châu Lá MZ470264 
Trametes cf. cubensis 118-25 

(KJ654514.1) 
99.5   

50 HGN2.1R Hà Giang Rễ MZ469935 
Trichoderma citrinoviride SC2e 

(MG461650.1) 
97.01 

Trichoderma, 

Ascomycota 
5.56 

51 HGN5.1R Hà Giang Rễ MZ462050 
Trichoderma citrinoviride SC2e 

(MG461650.1) 
97.01   

52 LCN3R Lai Châu Rễ MZ477227 
Trichoderma lixii NGS 

(KX580184.1) 
99.82   

53 HGN10R Hà Giang Rễ MZ469932 
Xylaria sp. NBRTSLF-46 

(MF807974.1) 
99.24 

Xylaria, 

Ascomycota 
1.85 



 
 

D-1 

 

  

D
-1

 

PHỤ LỤC D 

1. >Apiotrichum_HGN6.1R_ MZ461976 

CTTCCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGTGATTGCCCTAGTGGCTTAAACTATATCCATATACACCTGTGAACC

GTTTGATTGACACTCTGTGTTGATTTTACAAACAATGTGTAATGAACGTCTAGTTATTATAACAAAAAATAACTTTCAACA

ACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA

TCGAATCTTTGAACGCAACTTGCGCTCTCTGGTATTCCGGAGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATCTCAACCATTAG

GGTTTCTTAATGGCTTGGATTTGGGTGTTGCCAGTCTCTTGGCTCACCTTAAAGGAGTTAGCGAGTTTAACAATGTCGTCT

GGCGTAATAAGTTTCGCTGGTAAGACTTGTGAAGTTTGCTTCTAATCGTCTTCGGACAATTACTTTGACTCTGGCCTCAAA

TCAGGTAG 

2. > Aspergillus_HGN6.2R_ MZ468130 

TGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTCGCGCGGCCGCCGGGGGGGAACCCCTCCCCCCGGGCGAGCGCCCGCCGGAGACCCCAA

CGTGAACACTGTCTGAAGTTTTGTCGTCTGAGTTCGATTGTATCGCAATCACTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGT

TCCGGCATCGATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAAC

GTACATTGCACCCCCTGGTATTCCGGGGGGTATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGG

TCCTCGACCCCAAACTTCAGACAGTGTTCACGTTGGGGTCTCCGGCGGGCGCTCGCCCGGGGGGAGGGGTTTGTCCCCCG

CTCTCGTAGGCCCGGCCGGCGCTGGCCGACGCTGAAAAACAACCATTATTTCTCCAAGGTGACCTCGGATCAGGTAGGGA

TACCCGCTGAACTTAATCATATCAATAAGC 

3. > Aspergillus_HGN13R_ MZ468131 

GGGTTCTAGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCATTCATGGCCGCCGGG

GGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCG

CAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTG

AATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAG

CGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCG

GCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAA

TCAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA 

4. >Aspergillus_LCN9R_ MZ470737 
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GTAGGATTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCAAGGCCGCCG

GGGGGCATCCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGAACGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTA

TCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGT

GTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCG

AGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCCCCCTCCGGGGGGGGACGGGCCCTAAAGG

CAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAAC

GCAAAACAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG

AA 

5. >Cercospora_LCN21T_ MZ470733 

CTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTGAGGGCCTTCGGGCTCGACCTCCAACCCTTTGTGAACACAACT

TGTTGCTTCGGGGGCGACCCTGCCGTTTCGACGGCGAGCGCCCCCGGAGGCCTTCAAACACTGCATCTTTGCGTCGGAGTT

TAAGTAAATTAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA

ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTT

CGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCGCCGCGGTGTTCCGCGCGCCTCAAAGTCTCCGGCTGAGCT

GTCCGTCTCTAAGCGTTGTGATTTCATTAATCGCTTCGGAGCGCGGGCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTGACC

TCGGATCAG 

6. >Cladosporium_HGN1R_ON142327 

GCTGGCTCGGGCGGGAGTTCACACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTCCAGGCGGGGGCCCC

GGGTGGACATTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAATTTAATTAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCT

CTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT

TTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTA

TTGGGCGACGCGGTCCGCCGCGCGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTTCGTCCCCTCAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTA

AAGGGTGCCGCGGGGGGCCACGCCGTGAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGA

ACTTAAGCATATCAATAAAGCGGAGGAAAAGCATATCAATAGAGCGGGAGGACCTGGCCGGGGAAAGTTAGAACAATTT

TGATTGTACGATTC 

7. >Cladosporium_LCN7L_ MZ470614 
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TTCCGTAGGGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGGTCTAACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGT

CCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCA

GTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA

ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGG

GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGCGTGCCTCAAATC

GACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGCTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAA

ACCCATTTCTAAGGTGACCTCGGATCAGGA 

8. >Clonostachys_HGN8R_ MZ469934 

CCTTGTGTGCCCCGGATCCAGGCACCCGCCGGGGGACCTTAACTCTTGTTTTATTTAGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAA

ATAAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAAGTAATGTGA

ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGC

GTCATTTCAACCCTCATACCCCTAGGGTGTGGTGTTGGGGATCGGCCAAGGCCCGCAAGGGACGGCCGGCCCCTAAATCT

AGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTAATATTCCGCATCGGAGAAGCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACC

CCCAACTTTCTAAGGTTGACCTCAGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG 

9. >Clonostachys_LCN1R_ MZ477226 

CCAGCCCATGTGAACATACCTATCGTTGCTTCGGCGGGATCGCCCCGGGCGCCTCGTGTGCCCCGGATCCGGCGCCCGCC

TAGGAACCTTAACTCTTGTTTTATTTTGGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCT

TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT

GAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTAGGGCGTG

GTGTTGGGGATCGGCCAAGGCCCGCAAGGGACGGCCGGCCCCTAAATCTAGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGA

AGTAGTGATATTCCGCATCGGAGAGCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCCAAGGTTGACCTCAGATCAGGT

AGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA 

10. >Colletotrichum_HGN11.1R_ MZ469933  

GCGGGTAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCCCCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGAT

TTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG

AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC

AGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTA
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GGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGA

CTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA

TAACCGAAGG 

11. >Fungal sp._LCN8.3L_ MZ470419 

GCCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGCGGGTCCCTCGTGGACCTAACCTCCCACCCTTGTCTCTTGTATACCCTGTTGCTT

TGGCGGGCCCACTGGGGATCCCCCAGTCGCCGAGGGGCCCTGTGCCCCTGGGCCCGTGTCCGCCAGAGCGCCCTGGAACC

CTCATGAAGATGGACTGTCTGAGCATGATTGATAATAATCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATG

AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC

CCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTGTGGTCCCCCCG

TGATACGGGGGACCTGCCTGAAAGGCAGTGGCGACGCCCGCCTAGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCGG

GAAGGGTCTACGGGTGTTGGTCATCCACGATAATTTTTTCCACGGTTGACCTCGGATCAGTAGA 

12. >Colletotrichum_LCN19T_ MZ470465 

TCCGTAGGGGGAACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACGTACCTAACCGTTGCTTCG

GCGGGCAGGGGAAGCCTCTCGCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACGGGGACGGGGCGCCCGCCGGAGGAA

ACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAATAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCT

GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC

ACATTGCGCTCGCCAGCATTCTGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCC

CCACGGCCGACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTAACGTCTCGCACTG

GGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTTAAACCCCCAAATTCTTACAGGTGACCTCGGATCAGGTACGATC 

13. >Fungal sp._LCN8.3L_ MZ470419 

GCCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGCGGGTCCCTCGTGGACCTAACCTCCCACCCTTGTCTCTTGTATACCCTGTTGCTT

TGGCGGGCCCACTGGGGATCCCCCAGTCGCCGAGGGGCCCTGTGCCCCTGGGCCCGTGTCCGCCAGAGCGCCCTGGAACC

CTCATGAAGATGGACTGTCTGAGCATGATTGATAATAATCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATG

AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC

CCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTGTGGTCCCCCCG

TGATACGGGGGACCTGCCTGAAAGGCAGTGGCGACGCCCGCCTAGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCGG

GAAGGGTCTACGGGTGTTGGTCATCCACGATAATTTTTTCCACGGTTGACCTCGGATCAGTAGA 
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14. >Fusarium_HGN7.1R_ MZ461980 

TCCGTAGGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCG

GCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGT

AAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATA

AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGC

CTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCG

GTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTC

TGAATGTGACCTCGGATCAT 

15. >Fusarium_HGN7R_ MZ461979 

TTCCGTAGGGGTGACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCG

GCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGT

AAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATA

AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGC

CTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCG

GTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTC

TGAATGTGACCTCGGATCAGG 

16. >Fusarium_HGN5L_ MZ461981 

CTATTCACTCATCACCCTGTGACATACCTAAACGTTGCTTCGGCGGGAATAGACGGCCCCGTGAAACGGGCCGCCCCCGC

CAGAGGACCCTTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTCTGAGTAAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCT

CTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT

TTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGCCCCCGGGCCT

GGCGTTGGGGATCGGCGGAGCCCTTTGTGGGCACACGCCGTCCCCCAAATACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATCG

CGTAGTAGCTAACACCTCGCGACTGGAGAGCGGCGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTCTTCTGAAGTTGACCTCGAA

TCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCG 

17. >Fusarium_LCN1L_ MZ470447 

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCG

GCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGT
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AAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATA

AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGC

CTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCCTCGCGGCAAGCCGGCCCCG

AAATCTAGTGGCGGTCTCGCTGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGTAAAACCCTCGCAACTGGTACGCGGCGCGGCCAAGCCG

TTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAC 

18. >Purpureocillium_LCN3T_ MZ472087 

TCCCAACCCACTGTGACCTTACCTCAGTTGCCTCGGCGGGAACGCCCCGGCCGCCTGCCCCCGCGCCGGCGCCGGACCCA

GGCGCCCGCCGCAGGGATCCCAAACTCTCTTGCATTACGCCCAGCGGGCGGAATTTCTTCTCTGAGTTGCACAAGCAAAA

ACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATG

TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCG

AGCGTCATTTCAACCCTCGAGCCCCCCCGGGGGCCTCGGTGTTGGGGGACGGTACACCAGCCGCCCCCGAAATGCAGTGG

CGACCCCGCCGCAGCCTCCCCT 

19. >Fusarium_LCN1T_ MZ470445 

TCCGTAGGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCG

GCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGT

AAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATA

AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGC

CTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCG

GTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTC

TGAATGTGACCTCGGATCAT 

20. >Ganoderma_LCN8T_ MZ470735 

CTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGC

TTCAGATTGCGAGGCACGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCATATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTATAAAGTAACA

GAATGTGTATTGCGATGTAACACATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCA

GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTC

CGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGGCTTG

TCGGCCGTTATCGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTCTCGGTGTGATAATGTCTACGC
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CGCGACCGTGAAGCGTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCTTATAAGACAGCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGAC

TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAT 

21. >Trichoderma_ HGN2.1R _ MZ469935 

GTCAACTCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA

CCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTACTATCTGAGCCATCTCGGC

GCCCCTCGTGGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC

GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCT

GGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTTTACGGG

GCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCG

CGTCCACAGCCGTTAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATA

TCAAAAGCCGGAGGAA 

22. >Ilyonectria_HGN3R_ MZ461984 

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCATATCGTTGCCTCG

GCGGTGCCCGTTTCGGCGGCCCGCCAGAGGACCCAAACCCTGTATTAAAGTATTCTTCTGAGTAAATGATTAAATCAATC

AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA

ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCA

ACCCTCAAGCCCCCGGGCTTGGTGTTGGAGACCGGCGAGCCCTCCGGGGCACGCCGCCTCCCAAATTTAGTGGCGGTCTC

GCTGTAGCTTCCTCTGCGTAGTAGCACACCTCGCACTGGGAAACAGCGTGGCCACGCCGTAAAACCCCCCACTTCTGAAA

GGTTGACCTCGGATCA 

23. >Ilyonectria_HGN7.2R_ MZ461985 

GGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCATATTGTTGCCTCGGCGGTG

CCTGTTTCGGCAGCCCGCCAGAGGACCCAAACCCTAGATTACATTAAAGCATTTTCTGAGTCAATGATTAAATCAATCAA

AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT

TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAAC

CCTCAAGCCCCCGGGCTTGGTGTTGGAGATCGGCGAGCCCCCCGGGGCGCGCCGTCTCCCAAATATAGTGGCGGTCCCGC

TGTAGCTTCCTCTGCGTAGTAGCACACCTCGCACTGGGAAACAGCGTGGCCACGCCGTAAAACCCCCCACTTCTGAAAGG

TGACCTCGGATG 
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24. >Ilyonectria_LCN16L_ MZ470426 

TCCGTAGGGGTGACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCATATTGTTGCCTC

GGCGGTGCCTGTTTCGGCAGCCCGCCAGAGGACCCAAACCCTAGATTACATTAAAGCATTTTCTGAGTCAATGATTAAAT

CAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT

GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC

ATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGCTTGGTGTTGGAGATCGGCGAGCCCCCCGGGGCGCGCCGTCTCCCAAATATAGTGGC

GGTCCCGCTGTAGCTTCCTCTGCGTAGTAGCACACCTCGCACTGGGAAACAGCGTGGCCACGCCGTAAAACCCCCCACTT

CTGAAAGGTGACCTCGGATGCA  

25. >Phaeosphaeriopsis_HGN14R_ MZ461983 

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACATTCAGTAGCCCAGCTACTTGTTTACACCCTTGTCTTTTTGCGTACTTA

TCGTTTCCTCGGCGGGCTTGCCTGCCGGTTGGACAACTTTATAACCTTTTTAAATCTTCAATCAGCGTCTGAATAATATAC

AATAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAA

TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGT

CATTTGTACCTTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGTGCTTGTCTTTTTGTTAAGACTCACCTCAAAGTCATTGGCAGCCAGTGT

TTTGGTAGTAAGCGCAGCACATTTTGCGTCTTGGTCCCTTAACAGCAGCATCCATCAAGCCATTTTCTCACTTTGACCTCG

GATCAGGT 

26. >Mucor_HGN5R_ MZ462050 

TTTTCATAATTTTGGCTTGTCCATCATTATCTATTTACTGTGAAACGTATTATTACTTGACGCCTGAGGGATGTTCCAYTGC

TATAAGGATAGGCAGCGGAAATGTTAACCGAGTCATAATCAAGCTTAGGCTTGGTATCCTATTATTATTTACCAAAAGAA

TTCAGAATTAATATTGTAACATAGACGTAAAAAATCTATAAAACAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGAT

GAAGAACGTAGCAAAGTGCGATAACTAGTGTGAATTGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAACTTGCGCTC

ATTGGTATTCCAATGAGCACGCCTGTTTCAGTATCAAAACAAACCCTCTATCCAACTTTTGTTGAATAGGATGACTGAGAG

TCTCTTGATCGTCAGATCTCGAACCTCTTGAAATGTACAAAGGCCTGATCTTGTTTGAATGCCTGAACTTTTTTTTAATATA

AAGAGAAGCTCTTGCGGTAAACTGTGCTGGGGCCTCCCAAATAACACTTTTTTAAATTTGATCTGAAATCAGGTGGGATT

ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAAA 

27. >Mucor_LCN7R_ MZ470734 
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CATTATTTTGGCTTGTCCATCATTATCTATTTACTGTGAAACGTATTATTACTTGACGCCTGAGGGATGTTCCATTGCTATA

AGGATAGGCAGCGGAAATGTTAACCGAGTCATAATCAAGCTTAGGCTTGGTATCCTATTATTATTTACCAAAAGAATTCA

GAATTAATATTGTAACATAGACGTAAAAAATCTATAAAACAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAA

GAACGTAGCAAAGTGCGATAACTAGTGTGAATTGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAACTTGCGCTCATT

GGTATTCCAATGAGCACGCCTGTTTCAGTATCAAAACAAACCCTCTATCCAACTTTTGTTGAATAGGATGACTGAGAGTCT

CTTGATCGTCAGATCTCGAACCTCTTGAAATGTACAAAGGCCTGATCTTGTTTGAATGCCTGAATTTTTTTTTAATATAAA

AAAAACTTCTGGCGGAAAATGGGGTTGGGGCCTCCCAAATACCCTTTTTTTAATTTTAATCTAAAATCAGGGGGAATACC

C 

28. >Neurospora_HGN6R_ MZ461978 

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAGAGTTGCAAAACTCCCACAAACCATCGCGAATCTTACCCGTACGGTT

GCCTCGGCGCTGGCGGTCCGGAAAGGCCCTCGGGCCCTCCCGGATCCTCGGGTCTCCCGCTCGCGGGAGGCTGCCCGCCG

GAGTGCCGAAACTAAACTCTGGATATTTTATGTCTCTCTGAGTAAACTTTTAAATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCT

CTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT

TTGAACGCACATTGCGCTCGCCAGTATTCTGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATCAAGCTCTGCTTGCGT

TGGGGATCCGCGGCTGTCCGCGGTCCCTCAAAATCAGTGGCGGGCTCGCTAGTCACACCGAGCGTAGTAACTCTACATCG

CTATGGTCGTGCGGCGGGTTCTTGCCGTAAAACCCCCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGG 

29. >Penicillium citrinum HGN13.1R_ MZ462046 

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGCCCCTCGGGGCCCAACCTCCCACCCGTGTTGCCCGAA

CCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCCGCCGACGGCCCCCCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACCTATAAC

GAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGT

GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGA

GCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGG

CGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCCAA

CCTTTAATTATCTCAGGTGACCTCGGATCA 

30. >P. herquei HGN12.1R_ MZ462047 

TCATTAACGAGTTCTGACACTTCCGTAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGAGGGCCCTCTGG

GTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCAGGCCCGCCTCACGGCCGCCGGGGGGCTTCTCGCCCCC
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GGGCCCGCGCCTGCCGGAGACACCTTTGAACGCTGTCTGAAGTTTGCAGTCTGAGCGATTAGCTAAATTAGTTAAAACTT

TCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT

GAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCA

AGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCTCGTCCCCCCTCTGCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGTGTCCGGTCC

TCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTTAGCAGGAAACACAAGGAGGAGCATATCAAT

AAGCGGAGACGATGATAATCCTTA 

31. >Penicillium_LCN15L_ MZ470422 

CGTAGCTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGAGGACCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTAT

TGTACCTTGTTGCTTCGGCAGGCCCGCCTCACGGCCGCCGGGGGGCTTCTCGCCCCCGGGCCCGCGCCTGCCAGAGACAC

CTTTGAACGCTGTCTGAAGTTTGCAGTCTGAGCGATTAGCTAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCG

GCATAGGTGAAGAACACAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAATCATCGAGTCTTTGAACGCA

CATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCT

CGTCCCCCCTCTGCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGTGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCAC

CCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCTTAGCAGGAAACACAAGGAGGAGCATATCAATAAGCGGAGACGATGATAATCCT

TA 

32. >Penicillium_LCN12.1L_ MZ470423 

CGACTGATCGAGGTCACCTGAAAAAAAGATTGTGTCGTCGGCTAAGGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAG

CCCCATACGCTCGAGGACCGGACACGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGCAGAGGGGGACGAGGCCCAAC

ACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTC

AAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAATTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAA

GAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTAATTTAGCTAATCGCTCAGACTGCAAACTTCAGACAGCGTTCAAAGGTGTCTCCG

GCAGGCGCGGGCCCGGGGGCGAGAAGCCCCCCGGCGGCCGTGAGGCGGGCCTGCCGAAGCAACAAGGTACAATAAACA

CGGGTGGGAGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCAGTAATGATCCTTCCGCAGGC 

33. >Pestalotiopsis_HGN1T_ MZ461977 

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTATAGAGTTTTCTAAACTCCCAACCCATGTGAACTTACCTTTTGTTGCCTCG

GCAGAAGTTATAGGTCTTCTTATAGCTGCTGCCGGTGGACCATTAAACTCTTGTTATTTTATGTAATCTGAGCGTCTTATTT

TAATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
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AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGC

GTCATTTCAACCCTTAAGCCTAGCTTAGTGTTGGGAATCTACTTCTTTATAGTTGTAGTTCCTGAAATACAACGGCGGATT

TGTAGTATCCTCTGAGCGTAGTAATTTTTTTCTCGCTTTTGTTAGGTGCTATAACTCCCAGCCGCTAAACCCCCAATTTTTT

GTGGTGACCTCGGATCAG 

34. >Phaeoacremonium_LCN12T_ MZ470448 

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTAACGAGTTTCGTACTCCAAACCCTTTGTGAACATACCTGTTTTCGTTGCT

TCGGCAGGTGAAGGCGGACGGCCTCCGGGCCTGAAGCCGCCGCCGGGCGGACCCCTCGCGGGGCGCTGCCGGGTGGGCC

TGCCGGAGGGCACAGACTCTGTATTACAACGTACCTCTCTGAGTTATATTTTACAAACAAGTAAAAACTTTCAACAACGG

ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA

ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCAGGCCCTGGTT

GCCTGGTGTTGGGGCGCCGCGCACCCTCAGCGGGCGCGGGCCCCGAAAGTCAGTGGCGGGCTCGCCAGGACTCCGAGCG

CAGTAATTTTCTCTCGCTGTGGAGCGCCTGGTGGGTTACCGGCCGTAAAACACCCCAAATTCTAAAGGTTGACCTCC 

35. >Lasiodiplodia_HGN14.1R_ MZ462039  

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCTTTGTGAACGTACC

TCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAA

TAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT

TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC

ATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTT

CAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTCTCA

AGGTTGACCTCGGATCA 

36. >Phaeosphaeriopsis_HGN3L_ MZ461982 

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACATTCAGTAGCCCAGCTACTTGTTTACACCCTTGTCTTTTTGCGTACTTAT

CGTTTCCTCGGCGGGCTTGCCTGCCGGTTGGACAACTTTATAACCTTTTTAAATCTTCAATCAGCGTCTGAATAATATACA

ATAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAAT

TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC

ATTTGTACCTTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGTGCTTGTCTTTTTGTTAAGACTCACCTCAAAGTCATTGGCAGCCAGTGTT
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TTGGTAGTAAGCGCAGCACATTTTGCGTCTTGGTCCCTTAACAGCAGCATCCATCAAGCCATTTTCTCACTTTGACCTCGG

ATCAGGTATG 

37. >Phyllosticta_HGN1L_ MZ461986 

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAAATGTAATAACTTCTATTGAAAGGTTCCAGAGTAGGCGCTACAAC

GCCGAAATGACCTTCTCACCCTTGTGTACTCACTATGTTGCTTTGGCGGGTCGACCTGGTTCCGACCCAGGCGGCCGGCGC

CCCCAGCCTTAACTGGACAGGACGCCCGGCTAAGTGCCCGCCAGTATACAAAACTCAAGAATTCATTTTGTGAAGTCCTG

ATATATCATTTAATTGATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT

AAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATG

CCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCAACGTCCGCTGCCGGACGGGCCTTGAAGACCTCG

GCGACGGCGTCCTAGCCTCGAGCGTAGTAGTAAAATATCTCGCTTTGGAGTGCTGGGCGACGGCCGCCGGACAATCGACC

TTCGGTCTATTTTTCAAGGTGACCTCGGATCATG 

38. >Phyllosticta_LCN5L_ MZ470604 

CTTCCGTAGGGGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAAATGTAACAACTTCTATTGAAAGGTTCCAGAGTAGGCGCTACAA

CGCCGAAATGACCTTCTCACCCTTGTGTACTCACTATGTTGCTTTGGCGGGTCGACCTGGTTCCGACCCAGGCGGCCGGCG

CCCCCAGCCTTAACTGGCCAGGACGCCCGGCTAAGTGCCCGCCAGTATACAAAACTCAAGAATTCATTTTGTGAAGTCCT

GATATATCATTTAATTGATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA

TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCAT

GCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCAACGTCCGCTGCCGGACGTGCCTTGAAGACCTC

GGCGACGGCGTCCTAGCCTCGAGCGTAGTAGTAAAATATCTCGCTTTGGAGTGCTGGGCGACGGCCGCCGGACAATCGAC

CTTCGGTCTATTTTCCAAGGTGACCTCGATCAGGTAATGCA 

39. >Plectosphaerella_HGN3T_ MZ462053 

CTCTCTACTCTTTGTGAACTATTATAGCTGTTGCTTCGGCGGCGCCCGCGAGGGTGCCCGCCGGTCTCATCAGAATCTCTG

TTTTCGAACCCGACGATACTTCTGAGTGTTCTTAGCGAACTGTCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGCTCCAGCATCG

ATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATGGC

GCCTTCCAGTATCCTGGGAGGCATGTCTGTCCGAGCGTCGTTTCAACCCTCGAGCCCCTGTGGCCCGGCGTTGGGGATCTG

CCACGGCAGGCCCCTAAAACCAGTGGCGGACCCGACGGGCCCTCTCCTTTACGTAGTAGCATTCGCCTCGTATTGGGAGT
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CCTCGGCGTCCTGCCTCTAAACCCCCCACAAGCCCGCTCCGGCGGCACCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCC

GCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA 

40. >Plectosphaerella_LCN14L_ MZ470459 

TCCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTACTATACTCTCTACCCTTTGTGAACTATTATACCTGTTGCTT

CGGCGGCGCCCGATAGGGTGCCCGCCGGTCTCATCAGAATCTCTGTTTTCGAACCCGACGATACTTCTGAGTGTTCTTAGC

GAACTGTCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATGTAATGTGA

ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATGGCGCCTTCCAGTATCCTGGGAGGCATGCCTGTCCGAGC

GTCGTTTCAACCCTCGAGCCCCTGTGGCCCGGCGTTGGGGATCTGCCACGGCAGGCCCCTAAAACCAGTGGCGGACCCGA

TGGGCCCTCTCCTTTACGTAGTAGCATTCGCCTCGTATTGGGAGTCCTCGGCGTCCTGCCTCTAAACCCCCCACAAGCCCG

CTTCGGCGGCACCAAAGGT 

41. >Fusarium_LCN6T_ MZ470446 

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGTCCCTCGGGGCTTCCGTAGGGGTAACCTGCGGAGGGA

TCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAAC

GGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTC

AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA

ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAG

CCCCCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCCTCGCGGCAAGCCGGCCCCGAAATCTAGTGGCGGTCTCGCTGCAGCTT

CCATTGCGTAGTAGTAAAACCCTCGCAACTGGTACGCGGCGCGGCCAAGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACC

TCGGATCAGGTAGATGC 

42 >Setophoma_LCN13T_ MZ470584 

CTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCAAAAGTCAAGTCGGGGGCTGTAAAGCTCTCGTCTACACCCATGTC

TTTTGCGTACTCTTGTTTCCTCGGTGGCGCAAGCTGCCGATTGGACAAACCAAAACCTTTTTTGTAATTGCAATCAGCGTC

TGAAAATAATCTAATTATTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA

TAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATG

CCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCGTATTACGACTCGCCTTAAATTCATTG

GCAGCCGGCACTTTGGCCTAGGAGCGCAGCACATTTTGCGATCGTAGCCCGTTGCACTGGCGTCCATCAAGAACATTTAC

CACGTTTGACCTCGGATCA 
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43. >Simplicillium_LCN17T_ MZ470424 

GGGCTGCGGAGGGATCATTATCGAGTTTATTCAACTCCCAAACCCTATGTGAACTTACCACTTGTTGCTTCGGCGGCGCTC

TGGCGCTGCCGGGGGTATCAAACTCTTATTGTTTTTACAGCATTATCTGAGTGGCCGAAAGGCAAAAAACAAATGAATCA

AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA

TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA

CCCTCGAGCCCGACTCTTCGGAGGACGGCCCGGCGTTGGGGACCGGCAGACTGCCCCGCGCCTCCGGGCGTGGGACGCC

GCCCCCGAAATTTAGTGGCGGCCCTTCGAGGCGACCTCTGCGTAGTAACTTACCTCGCACTGGGAAAATCGAAGCGGCCA

CGCCGTAAAACACCCAACTATTTTAAGGTGACCTCGAATCAGTACG 

44. >Talaromyces_LCN4T_ MZ471623 

GGGGACTCGTGGCACCTCCCACCCTTGTCTCTATACACCTGTTGCTTTGGCGGGCCCACCGGGGCCACCTGGTCGCCGGGG

GACATCTGTCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCGCTCTGTGAACCCTGATGAAGATGGGCTGTCTGAGTACTATGAAAAT

TGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG

CAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCA

TTTCTGCCCTCAAGCACGG 

45. >Trametes_HGN11R_ MZ461968 

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGTTCTGACATGGGTTGTAGCTGGCCTCACGAGGCATGTGCACGC

CCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTTGGCGTGGGCTTCGAGGGCCTTCACGGGCTTTTGAGGCATT

CTGCCTGCCTATGTATCACTACAAACACTATAAAGTAACAGAATGTAATCGCGTCTAACGCATCTTAATACAACTTTCAGC

AACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC

ATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGGTATTCTCAACCCAC

ACATCCTTGCGATGCTTGTGAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGCTGGCCCGTCGCGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTT

GGTTCCTTGCGGATCGGCTCTCAGTGTGATAATTGTCTACGCTGTGACCGTGAAGCGTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCCTG

CTAGGGACAACTTACTTGACATCTGACCTCAAATCAGGTAGG 

46. >Trametes_HGN12.2R_ MZ461967 

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGTTCTGACATGGGTTGTAGCTGGCCTCACGAGGCATGTGCACGCC

CTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTTGGCGTGGGCTTCGAGGGCCTTCACGGGCTTTTGAGGCATTC

TGCCTGCCTATGTATCACTACAAACACTATAAAGTAACAGAATGTAATCGCGTCTAACGCATCTTAATACAACTTTCAGCA
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ACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA

TCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGGTATTCTCAACCCACA

CATCCTTGTGATGCTTGTGAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGCTGGCCCGTCGCGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTTG

GTTCCTTGCGGATCGGCTCTCAGTGTGATAATTGTCTACGCTGTGACCGTGAAGCGTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCCTGC

TAGGGACAACTTACTTGACATCTGACCTCAAATCAG 

47. >Trametes_HGN3.1R_ MZ461966 

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGTTCTGACATGGGTTGTAGCTGGCCTCACGAGGCATGTGCACGC

CCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTTGGCGTGGGCTTCGAGGGCCTTCACGGGCTTTTGAGGCATT

CTGCCTGCCTATGTATCACTACAAACACTATAAAGTAACAGAATGTAATCGCGTCTAACGCATCTTAATACAACTTTCAGC

AACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC

ATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGGTATTCTCAACCCAC

ACATCCTTGTGATGCTTGTGAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGCTGGCCCGTCGCGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTT

GGTTCCTTGCGGATCGGCTCTCAGTGTGATAATTGTCTACGCTGTGACCGTGAAGCGTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCCTG

CTAGGGACAACTTACTTGACATCTGACCTCAAATCAGGTAG 

48. >Trametes_LCN11L_ MZ470263 

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGTTCTGACATGGGTTGTAGCTGGCCTCACGAGGCATGTGCACGC

CCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTTGGCGTGGGCTTCGAGGGCCTTCACGGGCTTTTGAGGCATT

CTGCCTGCCTATGTATCACTACAAACACTATAAAGTAACAGAATGTAATCGCGTCTAACGCATCTTAATACAACTTTCAGC

AACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC

ATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGGTATTCTCAACCCAC

ACATCCTTGCGATGCTTGTGAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGCTGGCCCGTCGCGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTT

GGTTCCTTGCGGATCGGCTCTCAGTGTGATAATTGTCTACGCTGTGACCGTGAAGCGTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCCTG

CTAGGGACAACTTACTTGACATCTGACCTCAAATCAGTACGA 

49. >Trametes_LCN13L_ MZ470264 

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGTTCTGACATGGGTTGTAGCTGGCCTCACGAGGCATGTGCACGCC

CTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTTGGCGTGGGCTTCGAGGGCCTTCACGGGCCTTTGAGGCATTC

TGCCTGCCTATGTATCACTACGAACACTATAAAGTAACAGAATGTAATCGCGTCTAACGCATCTTAATACAACTTTCAGCA
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ACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA

TCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGGTATTCTCAACCCACA

CATCCTTGCGATGCTTGTGAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGCTGGCCCGTCGCGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTTG

GTTCCTTGCGGATCGGCTCTCAGTGTGATAATTGTCTACGCTGTGACCGTGAAGCGTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCCTGC

TAGGGACAACTTACTTGACATCTGACCTCAAATCA 

50. >Guignardia_HGN2R_ MZ461975 

CTTCCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAAATGTAACAACTTCTATTGAAAGGTTCCAGAGTAGGCGCTACA

ACGCCGAAATGACCTTCTCACCCTTGTGTACTCACTATGTTGCTTTGGCGGGTCGACCTGGTTCCGACCCAGGCGGCCGGC

GCCCCCAGCCTTAACTGGCCAGGACGCCCGGCTAAGTGCCCGCCAGTATACAAAACTCAAGAATTCATTTTGTGAAGTCC

TGATATATCATTTAATTGATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG

ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCA

TGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCAACGTCCGCTGCCGGACGTGCCTTGAAGACCT

CGGCGACGGCGTCCTAGCCTCGAGCGTAGTAGTAAAATATCTCGCTTTGGAGTGCTGGGCGACGGCCGCCGGACAATCGA

CCTTCGGTCTATTTTCCAAGGTTGACCTCGGATCAGAT 

51. >Trichoderma_ HGN5.1R _ MZ469936  

AACTCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGC 

CCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTACTATCTGAGCCAT

CTCGGCGCCCCTCGTGGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA

CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG

TATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTTT

ACGGGGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCG

CGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA

GCATATCAATAAGGCGGAGGAA 

52. >Trichoderma_LCN3R_ MZ477227 

CACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGAC

CAACCAAAACTCTTTTTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAA

ATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
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TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGT

CATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTCCCTCTGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATACA

GTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAA

CACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCTAGGTGGGG 

53. >Xylaria_HGN10R_ MZ469932 

GCAGACTCCTRATCCCTGTGACATACCTTCTGTTGCCTCGGCAGGCCCTGGCCTACCCTGTAGCGCCCCTACRCTGTAGGG

CTTGCTTTAGGGGGAGCGCTGGGGGCACCTGCCGGCGGCTCGCAAAACTCTGTTTAGCATTGAATTCTGAACATATAACT

AAATAAATTGAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG

AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGC

GTCATTTCAACCCTTAAGCCCCTGTTGCTTAGCGTTGGGAGCCTACGGCAGCGTAGCTCCCTAAAGTTAGTGGCGTGGTCG

GTTCACACTCCAGACGTAGTAGATTTTCACCTCGCCTGTAGATGGATCGGTCCCCTGCCGTAAAACACCCCAATTTTTAAA

GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAACCCGGAGGAAA 
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PHỤ LỤC E 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1E. Xác định PTOX bằng HPLC-DAD. Sắc ký đồ (A) và phổ UV (B) của PTOX chuẩn (Sigma); Sắc ký đồ 

(C) và phổ UV (D) của dịch chiết HGN13R 



 

 

F-1 

 

  

F
-1

 

PHỤ LỤC F 

 

 

 
Hình 1F. Chú giải các gen liên quan con đường sinh tổng hợp podophylotoxin chủng HGN12.1R theo KEGG 
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Hình 2F. Chú giải các gen liên quan con đường sinh tổng hợp các chất thứ cấp từ thực vật 



 

 

G-1 

 

  

G
-1

 

PHỤ LỤC G 

 

Hình 1G. Sinh khối tươi ở các môi trường lên men 

 

Hình 2G. Sinh khối khô của nấm ở các môi trường lên men 
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PHỤ LỤC H 

CƠ SỞ DỮ LIỆU CHÚ GIẢI CÁC GEN LIÊN QUAN CON ĐƯỜNG SINH 

TỔNG HỢP PODOPHYLOTOXIN  

CHỦNG HGN12.1R 

Bảng 1H. Kết quả dự đoán các gen liên quan đến con đường sinh tổng hợp 

podophyllotoxin ở vi nấm giai đoạn từ coniferyl alcohol tới podophylotoxin 

(E-value <1e-10) 

 

STT query_id subject_id 
percent_ 

identity 

alignment_ 

length 
evalue 

Gene 2- ODD         

1 2-ODD g9213.t1 26.76 284 6.34E-18 

Gene CYP719A23         

1 CYP719A23 g1641.t1 25.33 529 6.84E-40 

2 CYP719A23 g5094.t1 22.475 396 5.99E-19 

3 CYP719A23 g9823.t1 24.481 241 1.06E-16 

4 CYP719A23 g1371.t1 24.545 220 1.01E-14 

5 CYP719A23 g9194.t1 23.385 449 1.09E-14 

6 CYP719A23 g2973.t1 21.236 518 2.79E-11 

Gene CYP71BE54         

1 CYP71BE54 g1039.t1 30 170 9.73E-18 

2 CYP71BE54 g9194.t1 22.749 422 1.11E-17 

3 CYP71BE54 g231.t1 22.406 424 7.48E-17 

Gene CYP71CU1         

1 CYP71CU1 g1641.t1 22.474 485 8.09E-26 

2 CYP71CU1 g10554.t1 27.711 166 6.65E-14 
3 CYP71CU1 g231.t1 23.013 239 1.98E-12 

4 CYP71CU1 g9823.t1 21.862 247 6.54E-12 

5 CYP71CU1 g2973.t1 19.86 428 7.86E-10 

Gene CYP82D61         

1 CYP82D61 g3057.t1 25.786 477 5.79E-28 

2 CYP82D61 g5094.t1 25.754 431 2.40E-26 

3 CYP82D61 g9194.t1 24.194 434 3.63E-18 

4 CYP82D61 g2973.t1 24.146 439 1.86E-15 

5 CYP82D61 g9823.t1 27.67 206 2.17E-14 

Gene OMT1         

1 OMT1 g8859.t1 27.607 163 1.59E-10 

Gene OMT3         

1 OMT3 g7168.t1 28.417 278 3.75E-20 

2 OMT3 g10850.t1 26 350 1.28E-18 

3 OMT3 g12335.t1 32.24 183 9.30E-18 
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STT query_id subject_id 
percent_ 

identity 

alignment_ 

length 
evalue 

4 OMT3 g3739.t1 26.575 365 9.81E-18 

Gene PLR          

1 PLR g392.t1 26.744 258 1.59E-12 

Gene SDH         

1 SDH g1875.t1 29.964 277 1.75E-27 

2 SDH g5174.t1 29.963 267 5.71E-25 

3 SDH g12571.t1 31.086 267 1.21E-23 

4 SDH g4822.t1 30.35 257 5.54E-21 

5 SDH g5828.t1 25 244 1.48E-08 

Gene VdtD          

1 VdtD g9688.t1 39.068 558 2.61E-119 

2 VdtD g7072.t1 24.324 407 3.00E-24 
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PHỤ LỤC I 

  

 

Hình 1I. Phổ 1H NMR của hợp chất VN12C.03 

 

Hình 2I. Phổ HSQC của hợp chất VN12C.03  
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Hình 3I. Phổ HMBC của hợp chất VN12C.03 

 

Hình 4I. Phổ 1H NMR của hợp chất VN12C.06 
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Hình 5I. Phổ HSQC của hợp chất VN12C.06 

 

 

Hình 6I. Phổ HMBC của hợp chất VN12C.06 

 


























































































