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TÓM TẮT
Xạ khuẩn đóng vai trò quan trọng trong quá trình phân hủy chất hữu cơ từ trầm tích rừng ngập mặn và 

là đối tượng tiềm năng tạo ra các hợp chất có hoạt tính sinh học quan trọng. Nghiên cứu này được thực hiện 
nhằm phân lập và đánh giá hoạt tính kháng khuẩn, kháng nấm của các chủng xạ khuẩn có nguồn gốc từ rừng 
ngập mặn tại khu vực tỉnh Khánh Hoà. Tổng cộng 46 chủng xạ khuẩn được phân lập từ 9 mẫu bùn thu thập 
tại 3 rừng ngập mặn khác nhau trong khu vực tỉnh Khánh Hoà. Trong đó, 18/46 chủng (39%) thể hiện hoạt 
tính đối kháng với 5 chủng vi sinh vật kiểm định. Đặc biệt, 4 chủng xạ khuẩn A11, A17, A18, A35 thể hiện hoạt 
tính đối kháng mạnh với 2 chủng kiểm định là Staphylococcus aureus ATCC 25923 và Bacillus subtilis ATCC 
6633 với đường kính vòng kháng từ 15-19 mm. Chủng xạ khuẩn A18 có hoạt tính đối kháng mạnh nhất đối với 
S. aureus ATCC 25923 và B. subtilis ATCC 6633, với đường kính vòng kháng lần lượt là 18,17 ± 0,29 mm và
19,67 ± 0,58 mm. Phân loại sơ bộ trên hệ thống môi trường ISP cho thấy chủng A18 thuộc chi Streptomyces.
Phân tích trình tự gen 16S rRNA cho thấy chủng Streptomyces sp. A18 thuộc loài Streptomyces griseorubens
với mức độ tương đồng cao nhất là 99,78% khi so sánh với cơ sở dữ liệu của các loài xạ khuẩn trên GenBank.
Kết quả cho thấy xạ khuẩn từ hệ sinh thái rừng ngập mặn sẽ là nguồn cung cấp tiềm năng cho các hợp chất có
hoạt tính kháng khuẩn, kháng nấm.

Từ khoá: xạ khuẩn, kháng khuẩn, kháng nấm, rừng ngập mặn.

ABSTRACT
Actinobacteria play an important role in the decomposition process of organic matter in mangrove 

sediments, and also are a potential source that can produce essential bioactive compounds. This study was 
carried out to isolate and evaluate the antagonistic activity of actinobacteria from the mangrove forests of Khanh 
Hoa province. A total of 46 distinct actinobacteria strains were isolated from nine sediment samples collected 
across three diff erent mangrove forests within Khanh Hoa province. Remarkably, 18 out of the 46 strains (39%) 
exhibited antagonistic activity against fi ve tested microorganisms. Especially, four isolated namely strains 
A11, A17, A18, and  A35 showed high antagonistic activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923 and 
Bacillus subtilis ATCC 6633 with inhibition zones ranging from 15 to 19 mm. In particular, strain A18 exhibited 
the highest capability of inhibiting the growth of bacteria against S. aureus ATCC 25923 and B. subtilis 
ATCC 6633 with inhibition zones measuring 18.17 ± 0.29 mm and 19.67 ± 0.58 mm, respectively. Preliminary 
classifi cation according to the International Streptomyces Project (ISP) showed that strain A18 belongs to the 
genus Streptomyces. Furthermore, Streptomyces sp. A18 was identifi ed as Streptomycs griseorubens by 16S 
rRNA sequence analysis, with a similarity of 99.78% compared with 16S rRNA sequences of actinobacterial 
species on the GenBank. The results of this study indicated that mangrove-derived actinobacteria as promising 
sources of bioactive compounds against pathogenic bacteria and fungi.

Keywords: actinobacteria, antibacterial activity, antifungal activity, mangrove forest.

I. TỔNG QUAN
Trong những năm qua, việc lạm dụng kháng

sinh để phòng trị bệnh nhiễm khuẩn đã gây ra 

nhiều tình trạng bất lợi trong y tế [1], chăn nuôi 
[2] và nuôi trồng thuỷ sản [3]. Điều này có thể 
dẫn đến sự xuất hiện nhanh chóng của các mầm 
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bệnh có khả năng kháng thuốc, kháng kháng 
sinh mạnh [4]. Do đó, nhu cầu ngày càng tăng 
đối với các loại kháng sinh mới cho thấy công 
cuộc nghiên cứu phân lập và sàng lọc các chủng 
vi sinh vật nhằm tạo ra các hợp chất kháng sinh 
mới là nhiệm vụ cấp bách hàng đầu [4], [5].

Giữa các nguồn vi sinh vật được sử dụng 
rộng rãi trong thực tế để sản xuất kháng sinh thì 
xạ khuẩn đóng góp khoảng 70% nguồn kháng 
sinh tự nhiên và cũng là nguồn tạo ra nhiều 
hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học khác 
như enzyme, chất ức chế enzyme, chất điều 
hòa miễn dịch, chất chống oxy hóa, chống ung 
thư,… [6]. Xạ khuẩn (Actinobacteria) là một 
nhóm lớn bao gồm các vi khuẩn gram dương, 
hiếu khí, có tỷ lệ G-C cao trong DNA, có khả 
năng hình thành các sợi phân nhánh hoặc sợi 
nấm và bào tử vô tính [7]. Các chất chuyển hóa 
thứ cấp có hoạt tính sinh học do vi sinh vật 
tạo ra được báo cáo là khoảng 23.000, trong 
đó có tới 10.000 hợp chất được tạo ra bởi  xạ 
khuẩn (chiếm 45%). Trong tất cả các loài xạ 
khuẩn, khoảng 7.600 hợp chất được tạo ra bởi 
các loài thuộc chi Streptomyces, đặc biệt là các 
kháng sinh với hoạt tính mạnh [8]. Vì vậy mà 
chi Streptomyces được biết đến như là nguồn 
kháng sinh phổ biến nhất, cung cấp khoảng 2/3 
lượng kháng sinh tự nhiên  cho ứng dụng trong 
y tế, nông nghiệp và thú y [9]. Nhiều loại kháng 
sinh được tạo ra bởi xạ khuẩn đã được báo cáo 
như novobiocin, amphotericin, streptomycin, 
vancomycin, neomycin, gentamycin, 
chloramphenicol, tetracycline, erythromycin, 
nystatin,... [7]. Các chủng xạ khuẩn mới từ các 
hệ sinh thái hoặc môi trường sống chưa được 
khám phá được coi là nguồn rất quan trọng của 
các hợp chất sinh học mới [10].

Hệ sinh thái rừng ngập mặn là nguồn tiềm 
năng để phân lập xạ khuẩn sản xuất kháng sinh. 
Rừng ngập mặn là một hệ sinh thái đặc biệt 
phân bố ven biển các vùng nhiệt đới và cận 
nhiệt đới, nơi có hàm lượng chất hữu cơ cao hỗ 
trợ cho sự đa dạng của quần xã thực vật, động 
vật và vi sinh vật [11]. Nhiều nghiên cứu cho 
rằng sự căng thẳng đối với sinh vật do sự biến 
động nhanh chóng của các yếu tố môi trường 
trong rừng ngập mặn, chẳng hạn như nhiệt độ, 

độ mặn và hàm lượng oxy có thể thúc đẩy sự 
xuất hiện của các loài mới [12]. Tình trạng này 
tạo ra nhiều vi sinh vật mới bao gồm cả xạ 
khuẩn có chứa các con đường trao đổi chất đặc 
biệt để thích nghi, dẫn đến việc sản xuất ra các 
hợp chất chuyển hóa mới có giá trị [13].

Rừng ngập mặn toàn cầu phân bố chủ yếu ở 
Châu Á (42%), Châu Phi (20%), Bắc và Trung 
Mỹ (15%), Châu Đại Dương (12%) và Nam 
Mỹ (11%), bao phủ khoảng 60-75% bờ biển 
của các khu vực nhiệt đới và cận nhiệt đới trên 
thế giới [14]. Việt Nam là một trong các quốc 
gia có diện tích rừng ngập mặn lớn với tổng 
diện tích khoảng 200.000 ha [15] và là một 
trong 16 quốc gia có mức độ đa dạng sinh học 
cao trên thế giới [16].

Khánh Hòa là một khu vực nằm sát biển 
với nhiều khu rừng ngập mặn có tiềm năng 
trong việc khai thác nguồn xạ khuẩn mới có 
khả năng sinh các hợp chất có hoạt tính sinh 
học. Trước năm 1975, toàn tỉnh Khánh Hòa có 
diện tích rừng ngập mặn ước tính khoảng 3000 
ha. Nhưng trong giai đoạn 1990-2000, nhiều 
khu rừng ngập mặn đã bị chặt phá để xây dựng 
ao nuôi trồng thủy sản và đến năm 2000, tỉnh 
chỉ còn 100 ha rừng ngập mặn [17] và đang 
phải chống chịu trước tình hình biến đổi khí 
hậu đang diễn ra mạnh mẽ trên toàn thế giới. 
Trước tình hình đó, việc đẩy mạnh các nghiên 
cứu phân lập và sàng lọc các hợp chất kháng 
sinh mới từ xạ khuẩn rừng ngập mặn luôn được 
khuyến khích. Trong những năn gần đây, đã có 
một vài nghiên cứu về các vi khuẩn sinh tổng 
hợp các hợp chất có hoạt tính sinh học từ rừng 
ngập mặn Khánh Hòa [18], nhưng mối quan 
tâm này đối với xạ khuẩn còn hạn chế. Vì vậy, 
cần có nhiều nghiên cứu hơn để khai thác triệt 
để tiềm năng của xạ khuẩn rừng ngập mặn 
trong việc sản xuất các hợp chất sinh học mới.
II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
NGHIÊN CỨU

1. Vật liệu nghiên cứu
9 mẫu bùn được thu thập từ rừng ngập mặn 

thuộc khu vực tỉnh Khánh Hòa. Các mẫu được 
bảo quản tại  phòng thí nghiệm Công nghệ Sinh 
học và Môi trường, Trường Đại học Nha Trang 
để tiến hành phân lập xạ khuẩn.
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Sử dụng 5 chủng vi sinh vật kiểm định 
là Escherichia coli ATCC 25922 (EC22), 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (SA23), 
Bacillus subtilis ATCC 6633 (BS33), Vibrio 
harveyi VH62 (VH62), Candida albicans 
ATCC 10231 (CA31) (được lưu trữ tại phòng 
thí nghiệm Viện Công nghệ sinh học và Môi 
trường, Trường Đại học Nha Trang) để đánh 
giá hoạt tính đối kháng của các chủng xạ khuẩn 
phân lập được.

2. Thu mẫu và bảo quản mẫu
Mẫu bùn được thu thập tại 3 địa điểm rừng 

ngập mặn bao gồm Tuần Lễ, Ninh Ích và Cam 
Thịnh Đông tại khu vực tỉnh Khánh Hoà. Mỗi 
rừng ngập mặn sẽ tiến hành lấy 3 mẫu bùn tại 
3 vị trí khác nhau. Vị trí lấy mẫu gần các vùng 
rễ của cây ngập mặn [19] và lấy vào thời điểm 
thuỷ triều rút.

Chuẩn bị dụng cụ dùng lấy mẫu vô trùng 
để tránh nhiễm chéo. Mẫu bùn được lấy bằng 
cách loại bỏ lớp đất trên bề mặt và thu lớp đất 
nằm ở độ sâu 5-15 cm [20] cho vào túi đã được 
khử trùng. Mẫu được vận chuyển về phòng thí 
nghiệm Công nghệ Sinh học và Môi trường, 
Trường Đại học Nha Trang và bảo quản lạnh 
ở 4oC cho đến khi tiến hành phân lập và không 
được quá 10 ngày.

3. Phân lập xạ khuẩn từ mẫu bùn
Các mẫu bùn được để khô ở nhiệt độ phòng 

trong 7 ngày trước khi tiến hành phân lập xạ 
khuẩn [21]. Mẫu bùn được phân lập bằng 
phương pháp pha loãng nồng độ [20], [22].

Cân 1g bùn cho vào ống nghiệm vô trùng chứa 
9 ml nước muối sinh lý (0,9%) đã khử trùng sau 
đó trộn đều mẫu ta được nồng độ 10-1. Sử dụng 
ống mẫu ở độ pha loãng 10-1 tiếp tục pha loãng 
đến nồng độ cuối cùng là 10-4. Hút 100 µl dịch 
ở các độ pha loãng 10-2, 10-3, 10-4 cấy trang vào 
các đĩa có chứa môi trường phân lập xạ khuẩn 
là Actinomycete Isolation Agar (AIA), Humic 
acid Vitamin Agar (HVA), Starch Casein Agar 
(SCA) và Starch Yeast Peptone Agar (SYP), bổ 
sung 25 µg/ml nystatin để hạn chế sự phát triển 
của nấm. Các đĩa cấy đem ủ ở 30°C và quan 
sát từ ngày thứ 5 trở đi trong vòng 25 ngày. 
Xác định các chủng xạ khuẩn căn cứ vào hình 
thái khuẩn lạc. Khuẩn lạc các chủng xạ khuẩn 

thường có bề mặt khô, dạng bột, bám chắc vào 
môi trường thạch, hình thành sợi nấm phân 
nhánh, có hoặc không có sợi nấm khí sinh [20], 
[22].

Từ các đĩa phân lập, chọn các khuẩn lạc đơn 
của xạ khuẩn cấy ria ba chiều trên môi trường 
Half-strength Potato Dextrose Agar (HPDA) 
[23] bổ sung 1,5% NaCl và nuôi trong tủ ấm ở 
30℃ để làm thuần.

Sau khi được làm thuần, các chủng xạ 
khuẩn được bảo quản trong các ống cryotube 2 
ml và eppendorf 1,5 ml chứa môi trường Potato 
Dextrose Broth (PDB) + 1,5% NaCl bổ sung 
20% glycerol ở -20oC [23].

4. Đánh giá khả năng kháng khuẩn, 
kháng nấm của các chủng xạ khuẩn

Các chủng xạ khuẩn sau khi làm thuần được 
nuôi lắc trên môi trường Gause I lỏng ở tốc 
độ 150 vòng/phút, nhiệt độ 30℃ trong 7 ngày 
[24]. Thu dịch nuôi cấy và ly tâm ở tốc độ 8000 
vòng/phút trong 20 phút, thu dịch nổi và loại 
bỏ sinh khối [24]. Dịch nổi được lọc vô trùng 
bằng đầu lọc 0,22 µm để loại bỏ các tế bào tự 
do trong dịch. Phần dịch sau khi lọc được bảo 
quản lạnh cho đến khi sử dụng.

5 chủng vi khuẩn và nấm mục tiêu được lưu 
trữ tại phòng thí nghiệm Viện Công nghệ Sinh 
học và Môi trường, Trường Đại học Nha Trang 
được hoạt hoá trong môi trường Nutrient Broth 
(NB) đối với 3 chủng EC22, SA23 và BS33; 
VH62 trên môi trường Tryptic Soy Broth 
(TSB) + 3% NaCl; và CA31 trên môi trường 
PDB; cả 5 chủng được nuôi lắc qua đêm ở tốc 
độ 150 vòng/phút ở 37oC. Sau đó 5 chủng kiểm 
định được cấy ria trên môi trường thạch tương 
ứng và ủ qua đêm ở 37oC trước khi sử dụng để 
kiểm tra hoạt tính đối kháng của xạ khuẩn.

Khả năng kháng khuẩn, kháng nấm của các 
chủng xạ khuẩn được đánh giá bằng phương 
pháp khuếch tán đĩa thạch của Gebreyohannes 
và cộng sự [25]. Các chủng vi sinh vật kiểm 
định được cấy chuyền trên môi trường Nutrient 
Agar (đối với ba chủng EC22, BS33, SA23), 
môi trường Tryptone Soya Agar bổ sung 3% 
NaCl (đối với VH62) và Potato Dextrose Agar 
(đối với CA31). Sau 18-24h, sử dụng que cấy 
vô trùng lấy sinh khối từ khuẩn lạc trên cho vào 
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ống McFarland có chứa 2ml dung dịch nước 
muối sinh lý vô trùng cho đến khi mật độ tế 
bào vi sinh vật đạt 108 CFU/ml tức thông số 
xuất hiện trên máy là 0,5 theo tiêu chuẩn của 
McFarland [26]. Dùng tăm bông tiệt trùng cấy 
trang dịch vi sinh vật kiểm định trên môi trường 
Mueller Hinton agar (MHA) và MHA bổ sung 
3% NaCl (đối với VH62). Môi trường MHA 
được hấp tuyệt trùng ở 121oC trong 15 phút, 
thể tích môi trường cho mỗi đĩa pettri Φ 90 mm 
là 20 ml. Tạo các giếng thạch với đường kính d 
= 6 mm trên các đĩa môi trường MHA đã được 
cấy trang dịch vi sinh vật kiểm định, tiến hành 
nhỏ 80µl dịch nuôi cấy xạ khuẩn vào các giếng. 
Ủ các đĩa trong tủ lạnh từ 2-4h để dịch khuếch 
tán vào môi trường thạch, sau đó ủ trong tủ ấm 
37oC trong 24h [25].

Hoạt tính của chủng xạ khuẩn tiềm năng 
được xác định thông qua đường kính vòng vô 
khuẩn theo công thức: D - d (mm), trong đó 
D là đường kính vòng vô khuẩn, d là đường 
kính giếng thạch. Mức độ kháng được đánh giá 
thông qua đường kính vòng vô khuẩn so với 
tiêu chuẩn của Lorian (Kháng: ≤ 9 mm; Trung 
bình: ≥ 10 – 13 mm; Nhạy: ≥ 14 mm) [27].

5. Phân loại xạ khuẩn
5.1. Phân loại sơ bộ
Chủng xạ khuẩn tiềm năng được phân loại 

sơ bộ bằng cách nuôi trên hệ thống môi trường 
ISP 1-7 và quan sát các chỉ số như cường độ 
phát triển, màu sắc khuẩn ty khí sinh (KTKS), 
khuẩn ty cơ chất (KTCC), khả năng sinh sắc tố 
tan và sự hình thành sắc tố melanin sau 14 và 
21 ngày nuôi trong tủ ấm ở 30oC theo Shirling 
và Gottlieb [28]. Màu sắc của KTKS và KTCC 
của chủng xạ khuẩn tiềm năng được so với 
bảng màu của Tresner và Backus [29].

Tiến hành nhuộm Gram và quan sát chủng 
xạ khuẩn dưới kính hiển vi ở độ phóng đại 
1000 lần [5] để ghi nhận đặc điểm hình thái hệ 
sợ khuẩn ty và chuỗi bào tử [28].

Tất cả các đặc điểm được so sánh với khoá 
phân loại  Bergey [30] để xác định đến chi của 
chủng xạ khuẩn tiềm năng.

5.2. Định danh bằng sinh học phân tử
Chủng xạ khuẩn tiềm năng được làm thuần 

trên môi trường HPDA có bổ sung 1,5% NaCl, 

nuôi cấy từ 5 – 7 ngày và tiến hành tách chiết 
DNA. Quy trình tách chiết DNA tổng số từ 
khuẩn lạc được thực hiện bằ ng phương pháp 
cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) 
theo mô tả  củ a Wilson [31] có  cả i tiế n: Dùng 
que cấy vô trùng lấy một lượng khuẩn lạc cho 
vào ống eppendorf 1,5 ml đã hấp tiệt trùng, bổ 
sung 600 µl CTAB 2% (5 ml tris HCl 2M; 0,4 
ml EDTA 0,5M; 2,8 ml NaCl 5M; 0,2g CTAB; 
1,8 ml nướ c cất) và 200 µl SDS dùng chày 
chuyên dụng nghiền mẫu để phá vỡ tế bào. Ủ 
mẫu trong bể ổn nhiệt ở nhiệt độ 65oC trong 15 
phút. Sau đó ly tâm với tốc độ 8000 vòng/phút 
trong 25 phút ở nhiệt độ 4oC. Hút 600 µl dịch 
nổi cho vào ống eppendorf 1,5 ml mới, bổ sung 
250 µl sodium acetate (3M) vortex đều trong 
30 giây và ủ lạnh trong đá 5 – 10 phút, quan 
sát sự xuất hiện màu trắng sữa của dịch mẫu. 
Tiến hành ly tâm lạnh ở 4oC với tốc độ 8000 
vòng/phút trong 30 phút. Thu dịch nổi vào một 
eppendorf 1,5 ml mới và bổ sung isopropanol 
với tỷ lệ là Vmẫu : Visopropanol = 1:1, đảo nhẹ 40 lần 
và ủ ở nhiệt độ -20oC trong vòng 20 phút. Sau 
đó đem ly tâm với tốc độ 8000 vòng/phút trong 
25 phút ở 4oC, thu kết tủa và loại bỏ dịch. Bổ 
sung 500 µl ethanol 70% để rửa phần cặn bẩn 
kết tủa cùng với DNA, ly tâm 8000 vòng/ phút 
trong 20 phút ở 4oC và loại bỏ cồn. Hòa tan tủa 
trong 40 µl đệm Elution, vortex đều. Thực hiện 
đo nanodrop và điện di trên gel agarose 1% để 
kiểm tra chất lượng DNA tách chiết được, đồng 
thời lưu trữ mẫu ở nhiệt độ -20oC.

Sau khi tách chiết thành công DNA của xạ 
khuẩn, thực hiện phản ứng PCR khuếch đại 
vùng gene 16S rRNA với cặp mồi đặc hiệu 27F 
(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) và 
1492R (5’- GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) 
[32]. Thành phần phản ứng PCR được thực 
hiện với tổng thể tích là 25 µl bao gồm: 2 μl 
DNA tổng số; 12,5 μl MyTaq HS mix; 0,5 μl 
mồi xuôi 27F (10µM); 0,5 μl mồi ngược 1492R 
(10µM); 9,5 μl nước cất khử ion vô trùng. Phả n 
ứ ng PCR đượ c thự c hiệ n bằng máy luân nhiệ t 
Biorad theo chu trì nh nhiệt: 94°C/5 phú t; 30 
chu kỳ: 94°C/1 phút, 48°C/1 phút, và  72°C/1 
phú t; cuố i  cù ng 72°C/10 phú t và giữ ở 4°C/∞.

Kiểm tra kết quả PCR bằng phương pháp 
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điện di trên gel agarose 1% có nhuộm ethidium 
bromide với thang chuẩn có kích thước 1kb. 
Quan sát kết quả dướ i đèn UV bằ ng máy đọc 
gel (Transiluminator Cleaver Scientifi c – Anh). 
Sả n phẩ m PCR đoạ n gen 16S rRNA đượ c gở i 
đế n Công ty Nam Khoa để  giả i trì nh tự . Trì nh 
tự  nucleotide củ a gen 16S rRNA đượ c phân tí ch 
bằ ng phầ n mề m Geneious 2019.2 và  so sánh 
mứ c độ  tương đồ ng vớ i trì nh tự  đã  đượ c công 
bố  trên GenBank bằ ng chương trì nh BLAST 
[33] để  đị nh danh loà i xạ khuẩn.
III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

1. Bộ sưu tập xạ khuẩn từ mẫu bùn
Từ 9 mẫu bùn nhóm nghiên cứu đã phân lập 

được 46 chủng xạ khuẩn dựa trên màu sắc và 
hình dạng đặc trưng của khuẩn lạc xạ khuẩn, 
bao gồm 17 chủng trên môi trường HVA 
(37%), 14 chủng trên môi trường AIA (30%), 
12 chủng trên môi trường SCA (26%) và 3 

chủng trên môi trường SYP (7%). Các chủng 
xạ khuẩn được làm thuần trên môi trường 
HPDA  + 1,5% NaCl có đặc điểm hình thái và 
màu sắc đa dạng với nhóm xạ khuẩn màu nâu 
và màu trắng chiếm ưu thế.

Kết quả cho thấy HVA là môi trường tiềm 
năng có thể sử dụng để phân lập xạ khuẩn từ 
mẫu bùn rừng ngập mặn. Trong một báo cáo của 
Hayakawa và Nonomura [34] về việc sử dụng 
môi trường phân lập HVA cho thấy môi trường 
HVA vượt trội hơn so với các môi trường khác 
hiện đang được sử dụng để phân lập và định 
lượng xạ khuẩn đất. HVA cho phép phát triển 
số lượng lớn nhất các khuẩn lạc xạ khuẩn thuộc 
về các chi Streptomyces, Micromonospora, 
Microbispora, Streptosporangium, Nocardia, 
Dactylosporangium, Microtetraspora và 
Thermomonospora trên đĩa thạch, đồng thời 
hạn chế sự phát triển của các loài vi khuẩn 

Hình 1: Tỉ lệ các chủng xạ khuẩn được phân lập từ các môi trường khác nhau.

Hình 2: Khuẩn lạc của một số chủng xạ khuẩn trên môi trường HPDA.
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khác [34]. Theo sau là môi trường AIA và SCA 
cũng cho thấy tiềm năng sử dụng để phân lập 
xạ khuẩn rừng ngập mặn. Môi trường AIA 
dường như đặc hiệu và nhạy cảm nhất đối với 
xạ khuẩn vì chứa muối natri propionate hoạt 
động như một chất chống nấm [35]. Ngoài ra, 
độ trong suốt của môi trường AIA còn tạo điều 
kiện thuận lợi cho việc quan sát các khuẩn lạc 
[35]. Môi trường SCA cũng được báo cáo là 
phù hợp nhất cho sự phát triển của xạ khuẩn 
so với hệ thống môi trường ISP và một số môi 
trường khác như GAA (Glucose Asparagine 
Agar), GlAA (Glycerol Asparagine Agar), NA 
(Nutrient Agar) khi sử dụng để phân lập xạ 
khuẩn [36]. Mặc dù môi trường SYP khá hiệu 
quả khi sử dụng để phân lập xạ khuẩn trong 
một số nghiên cứu [37] nhưng kết quả cho thấy 
môi trường SYP không phù hợp để phân lập xạ 
khuẩn từ các mẫu bùn rừng ngập mặn thu thập 
tại khu vực tỉnh Khánh Hòa.

2. Đánh giá khả năng kháng khuẩn, 
kháng nấm

Kết quả sàng lọc 46 chủng xạ khuẩn cho 
thấy có 14/46 chủng xạ khuẩn có hoạt tính 
đối kháng với SA23, 12/46 chủng đối kháng 
với BS33 và 3/46 chủng đối kháng với CA31. 
Không có chủng xạ khuẩn nào thể hiện hoạt 
tính đối kháng với EC22 và VH62 (Hình 4).

 Kết quả đánh giá hoạt tính đối kháng của 
18 chủng xạ khuẩn với 5 chủng vi sinh vật 
kiểm định được trình bày ở Bảng 1. Có 4 chủng 
xạ khuẩn A11, A17, A18, và A35 thể hiện hoạt 
tính đối kháng mạnh với 2 chủng vi sinh vật 

kiểm định là SA23 và BS33 (Hình 5). Hoạt tính 
đối kháng với SA23 của các chủng lần lượt là: 
A11 (15,67 ± 0,29 mm), A17 (17,33 ± 0,58 
mm), A18 (18,17 ± 0,29 mm), A35 (15,67 ± 
0,58 mm). Hoạt tính đối kháng với B. subtilis 
ATCC 6633 của các chủng lần lượt là: A11 
(18,67 ± 0,58 mm), A17 (18,5 ± 0,5 mm), A18 
(19,67 ± 0,58 mm), A35 (19,17 ± 0,29 mm). 
Trong đó, chủng xạ khuẩn A18 có hoạt tính đối 
kháng mạnh nhất với đường kính vòng kháng 
18,17 ± 0,29 mm và 19,67 ± 0,58 mm lần lượt 
với SA23 và BS33.

Kết quả chứng minh các chủng xạ khuẩn từ 
rừng ngập mặn khu vực tỉnh Khánh Hoà thể 
hiện hoạt tính đối kháng với vi khuẩn Gram 
dương nhiều hơn so với vi khuẩn Gram âm. 
Điều này tương tự với kết quả của một số 
nghiên cứu khác đã được công bố trước đây 
[22], [24]. Các chủng vi khuẩn Gram âm có 
khả năng kháng thuốc cao và ít nhạy cảm với 
kháng sinh hơn so với các chủng Gram dương 
là do sự khác biệt về cấu trúc tế bào giữa các vi 
sinh vật này [21]. Vi khuẩn Gram âm có màng 
lipopolysaccharide bên ngoài giúp thành tế bào 
ngăn chặn các chất hòa tan trong lipid thấm vào 
bên trong. Trong khi đó, vi khuẩn Gram dương 
dễ bị tác động hơn vì chỉ có lớp peptidoglycan 
bên ngoài, lớp peptidoglycan này không phải là 
một hàng rào chống thấm hiệu quả [38]. Một số 
lý do khác có thể dẫn đến sự khác biệt trong kết 
quả đối kháng là loại kháng sinh được sản xuất 
và nồng độ kháng sinh trong mẫu dịch nuôi cấy 
xạ khuẩn. Có thể các chủng xạ khuẩn hầu hết 

Hình 3: Khuẩn lạc xạ khuẩn trên môi trường phân lập sau 14 ngày 
(A) Môi trường SCA, (B) Môi trường HVA, Mũi tên màu đỏ: khuẩn lạc xạ khuẩn.
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chỉ sản xuất chất kháng sinh đặc hiệu với vi 
khuẩn Gram dương nên không chống lại các vi 
khuẩn Gram âm. Hay một số chủng xạ khuẩn 
có thể sản xuất kháng sinh chống lại vi khuẩn 
Gram âm nhưng nồng độ kháng sinh trong mẫu 

dịch nuôi cấy thấp hơn ngưỡng nồng độ ức 
chế tối thiểu (MIC) dẫn đến kết quả không có 
chủng xạ khuẩn đối kháng với nhóm vi khuẩn 
Gram âm được sử dụng.

Hình 4: Số lượng chủng xạ khuẩn kháng vi sinh vật kiểm định.

Hình 5: Kết quả kiểm tra hoạt tính đối kháng của các chủng xạ khuẩn với BS33 (A) và SA23 (B).

Bảng 1: Kết quả đánh giá hoạt tính đối kháng của 18 chủng xạ khuẩn với 5 chủng vi sinh vật kiểm

Chủng xạ 
khuẩn

Đường kính vòng kháng (D-d, mm)
Gram (+) Gram (-) Nấm men

BS33 SA23 EC22 VH62 CA31
A1 2 - - - -
A2 - 3 - - -
A3 2 - - - -
A4 4 5 - - -
A8 - 2 - - -
A10 - 4 - - -
A11 18 15 - - -
A14 - - - - 6
A17 18 17 - - -
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3. Phân loại xạ khuẩn
3.1. Phân loại sơ bộ
Phân tích hình thái cho thấy, chủng A18 có 

khuẩn lạc hình oval, bề mặt khô, dạng bột, tâm 
nhô cao, màu nâu xám, viền phóng xạ (Hình 6 – 
A). Khuẩn ty cơ chất có màu vàng nhạt, khuẩn 
ty khí sinh dạng thẳng, phân nhánh, không 
phân đốt, có dạng xoắn ốc và xoắn móc câu ở 
đầu. Bào tử trần, dạng chuỗi dài, số lượng bào 
tử lớn hơn 10 bào tử trong 1 chuỗi hoàn chỉnh 
(Hình 6 – B,C).

Chủng A18 khi nuôi cấy trên các môi trường 
ISP1, ISP3, ISP4, ISP6 và ISP7, cho thấy khả 
năng phát triển tốt, khuẩn ty khí sinh có màu 
xám trắng và khuẩn ty cơ chất có màu vàng từ 
nhạt đến đậm sau 14 và 21 ngày. Trong khi đó, 
trên môi trường ISP2, chủng A18 phát triển vừa 

phải, không sinh khuẩn ty khí sinh và khuẩn ty 
cơ chất có màu vàng nhạt sau 14 ngày nuôi cấy, 
đến ngày 21 khuẩn ty khí sinh màu xám trắng 
mới được hình thành. Trên môi trường ISP5, 
khuẩn lạc chủng A18 phát triển tốt, khuẩn ty 
khí sinh và khuẩn ty cơ chất đều có màu trắng 
sau 14 và 21 ngày nuôi cấy. Chủng A18 có khả 
năng sinh sắc tố tan màu vàng trên môi trường 
ISP2 sau 14 ngày nuôi cấy và môi trường ISP3 
sau 21 ngày nuôi cấy. Chủng A18 không có khả 
năng hình thành sắc tố melanin trên môi trường 
ISP1, ISP6, và ISP7 (Bảng 1, Bảng 2). 

So sánh các đặc điểm hình thái, màu sắc 
KTKS, KTCC, khả năng hình thành sắc tố tan 
và sắc tố melanin với khoá phân loại Bergey 
[30], cho thấy chủng xạ khuẩn A18 tương đồng 
với mô tả của chi Streptomyces.

Chủng xạ 
khuẩn

Đường kính vòng kháng (D-d, mm)
Gram (+) Gram (-) Nấm men

BS33 SA23 EC22 VH62 CA31
A18 19 18 - - -
A19 6 8 - - -
A20 - 4 - - -
A22 4 3 - - -
A23 - - - - 6
A24 8 5 - - 4
A25 6 8 - - -
A26 7 5 - - -
A35 19 15 - - -

Hình 6: Hình thái khuẩn lạc (A), hệ sợi khí sinh và bào tử của chủng xạ khuẩn A18 (B, C)
Mũi tên màu đỏ: hệ sợi khuẩn ty khí sinh. Mũi tên màu đen: chuỗi bào tử.
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Bảng 2: Đặc điểm nuôi cấy của chủng A18 trên các môi trường ISP ở ngày 14

Môi trường
Ngày 14

Phát triển KTKS KTCC Sắc tố tan Melanin
ISP-1 Tốt Xám trắng Vàng nâu - -
ISP-2 Vừa phải - Vàng nhạt Vàng -
ISP-3 Tốt Xám trắng Vàng nhạt - -
ISP-4 Tốt Xám trắng Vàng nhạt - -
ISP-5 Tốt Trắng Trắng - -
ISP-6 Tốt Xám trắng Vàng nâu - -
ISP-7 Tốt Xám trắng Vàng nâu - -

Bảng 3: Đặc điểm nuôi cấy của chủng A18 trên các môi trường ISP ở ngày 21

Môi trường
Ngày 21

Phát triển KTKS KTCC Sắc tố tan Melanin
ISP-1 Tốt Xám trắng Vàng nâu - -
ISP-2 Vừa phải Xám trắng Vàng Vàng -
ISP-3 Tốt Xám trắng Vàng Vàng -
ISP-4 Tốt Xám trắng Vàng nhạt - -
ISP-5 Tốt Trắng Trắng - -
ISP-6 Tốt Xám trắng Vàng nâu - -
ISP-7 Tốt Xám trắng Vàng nâu - -

3.2. Định danh bằng sinh học phân tử
Chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. A18 có 

hoạt tính đối kháng mạnh nhất với 2 chủng vi 
sinh vật kiểm định là SA23 và BS33 được tiến 
hành định danh bằng sinh học phân tử thông 
qua đoạn gen 16S rRNA.

Kết quả điện di sản phẩm khuếch đại đoạn 
gen 16S rRNA trên gel agarose 1% chứng tỏ 
quá trình khuếch đại đoạn gen 16S rRNA của 
chủng Streptomyces sp. A18  được thực hiện 
thành công. Sản phẩm PCR có band sáng rõ 
ràng và có kích thước khoảng 1500bp đúng 
như  lý thuyết (Hình 7).

Kết quả giải trình tự gen 16S rRNA nhận 
được từ Công ty Nam Khoa được tiến hành xử 
lý, tinh sạch bằng phần mềm Geneious 2019.2 
và so sánh độ tương đồng với các trình tự trên 
ngân hàng dữ liệu NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) bằng chương trình 
BLAST. Sau khi so sánh với bộ gen của các 
loài vi khuẩn trên Genbank xác định chủng 
Streptomyces sp. A18 có độ tương đồng là 
99,78% với chủng Streptomyces griseorubens 

NBRC 12780 (Bảng 4).
Streptomyces griseorubens từ biển được 

báo cáo lần đầu tiên bởi Ye và cộng sự vào năm 
2009, có nguồn gốc từ trầm tích dưới đáy biển 
ở Uy Hải, Trung Quốc. Chủng Streptomyces 
griseorubens WBF9 cho thấy hoạt động chống 
khối u mạnh mẽ [39]. Al-Askar và cộng sự 
[40] đã phân lập được chủng Streptomyces 
griseorubens E44G từ mẫu đất trồng trọt ở Ả 
Rập Xê-út, cho thấy hoạt tính đối kháng với 
nhiều loại nấm gây bệnh trên thực vật và các 
vi khuẩn Gram âm. Gong và công sự [41] đã 
báo cáo về xạ khuẩn phân lập từ trầm tích rừng 
ngập mặn tại biển Maowei, Trung Quốc. Trong 
đó, Streptomyces griseorubens là một trong 2 
loài xạ khuẩn chiếm ưu thế từ các mẫu phân 
lập. Các chủng Streptomyces griseorubens từ 
rừng ngập mặn cho thấy hoạt tính đối kháng 
mạnh chống lại Bacillus cereus ATCC 14579 
và đối kháng yếu với Escherichia coli ATCC 
13706 [41]. Đặng Thị Thùy Dương và cộng sự 
[42] cũng đã phân lập được chủng xạ khuẩn 
Streptomyces griseorubens LD-X11 từ mẫu đất 
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thu thập ở các vùng trồng hoa Lily tại Hà Nội. 
Chủng Streptomyces griseorubens LD-X11 
có khả năng đối kháng mạnh với chủng nấm 
Fusarium oxysporum LTM-N12 gây bệnh thối 
củ ở hoa Lily.

Chủng xạ khuẩn Streptomyces griseorubens 
A18 có khả năng đối kháng mạnh với các chủng 
vi sinh vật kiểm định Gram dương là S . aureus 
ATCC 25923 và B. subtilis ATCC 6633, cho 
thấy tiềm năng sản xuất hợp chất kháng khuẩn 

nhắm mục tiêu các vi khuẩn Gram dương gây 
hại. Hơn nữa, với các nghiên cứu đi trước 
về loài xạ khuẩn Streptomyces griseorubens 
cho thấy tiềm năng của chủng Streptomyces 
griseorubens A18 có thể sử dụng để tiếp tục 
các nghiên cứu ứng dụng như xử lí các hợp 
chất hữu cơ khó phân huỷ, tác nhân kiểm soát 
nấm gây bệnh, hợp chất chống oxi hoá, chống 
ung thư.

Bảng 4: Mức độ tương đồng trình tự gene của chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. A18 với trình tự gene 
của các chủng xạ khuẩn có sẵn trên ngân hàng gene dựa vào trình tự gen vùng 16S-rRNA.

Chủng xạ khuẩn Xác định loài trên ngân hàng gen Mã số Độ tương đồng (%)
Streptomyces sp. A18 Streptomyces griseorubens NBRC 12780 99,78%

IV. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ
Đã phân lập được 46 chủng xạ khuẩn từ 9 

mẫu bùn rừng ngập mặn khu vực tỉnh Khánh 
Hoà. Tổng cộng 18/46 chủng (39%) thể hiện 
hoạt tính đối kháng với các chủng kiểm định và 
chủng A18 có hoạt tính đối kháng mạnh nhất 
với đường kính vòng kháng 18,17 ± 0,29 mm 
và 19,67 ± 0,58 mm lần lượt với 2 chủng kiểm 
định là S. aureus ATCC 25923 và B. subtilis 
ATCC 6633. Phân loại sơ bộ và định danh sinh 
học phân tử thông qua phân tích trình tự gen 
16S rRNA xác định chủng A18 là Streptomyces 
griseorubens với độ tương đồng là 99,78% khi 
so sánh với trình tự gen 16S rRNA của các loài 
xạ khuẩn có sẵn trên Genbank. Kết quả nghiên 
cứu có ý nghĩa trong việc tìm ra các loài xạ 
khuẩn từ rừng ngập mặn có khả năng sinh ra 
các hợp chất có hoạt tính sinh học mới, ứng 
dụng cho sản xuất các hợp chất kháng sinh mới 
chống lại vi khuẩn và nấm gây bệnh kháng 
kháng sinh đang xuất hiện ngày càng nhiều.

Từ nghiên cứu trên nhóm đưa ra một số 
kiến nghị định hướng các nghiên cứu tiếp theo 

như thử nghiệm hoạt tính đối kháng của chủng 
Streptomyces griseorubens A18 với các loài vi 
sinh vật gây hại phổ biến như Staphylococcus 
aureus kháng methicillin (MRSA), 
Streptococcus pneumoniae, Fusarium 
oxysporum, Rhizoctonia solani,… Nghiên cứu 
thêm về đường cong sinh trưởng để xác định 
thời điểm mà chủng Streptomyces griseorubens 
A18 thể hiện hoạt tính đối kháng mạnh nhất. 
Nghiên cứu các điều kiện nuôi cấy (như tỉ lệ 
tiếp giống, nhiệt độ, pH, nồng độ muối,…) để 
chủng xạ khuẩn Streptomyces griseorubens 
A18 tạo kháng sinh tốt nhất. Nghiên cứu tách 
chiết, tinh sạch, xác định bản chất hóa học và 
đặc tính của chất kháng sinh được tách chiết 
từ chủng xạ khuẩn Streptomyces griseorubens 
A18. Nghiên cứu thêm về khả năng sinh ra các 
loại enzyme khác nhau của chủng Streptomyces 
griseorubens A18 như amylase, cellulase, 
protease, lipase, chitinase,… Từ đó có thể 
ứng dụng chủng xạ khuẩn A18 vào thực tiễn 
như sản xuất chất kháng sinh ở quy mô công 
nghiệp, làm chế phẩm vi sinh,…
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