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Chữ viết tắt Tên đầy đủ và giải thích 

ACN Acetonitrile  

ATCC American Type Culture Collection 

(Bộ sưu tập chủng vi sinh chuẩn Hoa Kỳ) 

BI  Bayesian Inference (Suy luận Bayes) 

CDKN Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 

CICD Caspase-Independent Cell Death  

(Sự chết của tế bào không phụ thuộc caspase) 

D Diameter of the inhibition zone (Đường kính vòng vô khuẩn) 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DNA Deoxyribonucleic acid 

ĐCSH Đối chứng sinh học 

EtOAc Ethyl acetate 

FBS Fetal Bovine Serum (Huyết thanh thai bò) 

GenBank Ngân hàng gen thế giới 

GHS 

 

Globally Harmonized System of Classification and Labeling of 

Chemicals (Hệ thống hài hòa toàn cầu về phân loại và ghi nhãn 

hóa chất) 

HPLC 

 

High Performance Liquid Chromatography 

(Sắc ký lỏng hiệu năng cao) 
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IC Inhibitory concentration (Nồng độ ức chế) 

ITS Internal transcribed spacer (Vùng đệm trong được phiên mã) 

LC-HRMS Liquid Chromatography – High Resolution Mass spectrometry 

(Sắc ký lỏng khối phổ độ phân giải cao) 

MEGA Molecular Evolution Gentic Analysis  

(Phân tích di truyền tiến hóa phân tử) 

MeOH Methanol 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

PBS Phosphate-buffered saline 

PCR Polymerase chain reaction (Phản ứng chuỗi trùng hợp) 

PI Propidium iodide 

Rf Retention factor (Hệ số lưu giữ) 

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium 

rRNA Ribosomal Ribonucleic Acid  

RT- qPCR Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction  

(PCR phiên mã ngược định lượng) 

TAE Tris-HCl - Acid acetic - EDTA 

TLC Thin layer chromatography (Sắc ký bản mỏng) 

UV Ultraviolet (tia tử ngoại) 

VKL Vi khuẩn lam 

v/v Volunme/ volunme (thể tích / thể tích) 
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MỞ ĐẦU 

1. Tính cấp thiết của đề tài 

Vi khuẩn lam thuộc nhóm vi khuẩn Gram âm có khả năng quang tự dưỡng, đã 

xuất hiện trên trái đất từ 3,8 tỉ năm trước. Chúng đóng vai trò quan trọng trong hệ 

sinh thái tự nhiên nhờ khả năng quang hợp tạo oxy, cố định nitơ và sinh tổng hợp 

nhiều hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học như khả năng gây độc tế bào, kháng 

khuẩn, kháng nấm, kháng virus, chống oxy hóa, .... Trong những năm gần đây, vi 

khuẩn lam trở thành đối tượng được các nhà khoa học quan tâm nghiên cứu và ứng 

dụng trong nhiều lĩnh vực như công nghệ sinh học, dược học, nông nghiệp bền vững 

và nhiên liệu sinh học.  

Mặc dù vậy, một trong những thách thức lớn trong nghiên cứu vi khuẩn lam 

hiện nay là hạn chế trong việc xác định danh pháp khoa học của chúng. Các phương 

pháp phân loại truyền thống dựa vào đặc điểm hình thái thường thiếu tính chính xác 

do hình thái của vi khuẩn lam dễ bị thay đổi dưới tác động của môi trường và các giai 

đoạn sinh trưởng khác nhau. Sự phát triển của sinh học phân tử hiện đại đã mở ra 

hướng tiếp cận mới giải quyết những hạn chế này. Phương pháp tiếp cận đa chiều 

(polyphasic approach) là phương pháp kết hợp dữ liệu hình thái, sinh thái và các chỉ 

thị phân tử (trình tự gen 16S rRNA, vùng ITS, các marker phân tử). Phương pháp này 

đã được chứng minh là công cụ hiệu quả và cần thiết trong phân loại vi khuẩn lam 

một cách chính xác và xác định được mối quan hệ tiến hóa giữa các đơn vị phân loại 

(taxon). 

Việt Nam là quốc gia có nền nông nghiệp trồng lúa nước lâu đời với diện tích 

đất trồng lúa chiếm khoảng 22% diện tích cả nước tạo sinh cảnh thuận lợi cho sự phát 

triển của các loài vi khuẩn lam đặc biệt là vi khuẩn lam có khả năng cố định đạm. 

Nhiều nghiên cứu trong nước cho thấy sự đa dạng của các loài vi khuẩn lam phân lập 

từ đất ruộng lúa. Tuy nhiên, các nghiên cứu này chủ yếu dừng lại ở mức mô tả hình 

thái mà ít đi sâu về định danh dựa trên phương pháp tiếp cận đa chiều. Mặt khác, giá 

trị về nguồn hợp chất có hoạt tính sinh học do các chủng vi khuẩn lam bản địa sinh 

tổng hợp vẫn chưa được khai thác đầy đủ như tiềm năng của chúng. Điều này dẫn 
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đến nguy cơ bỏ sót nhiều nguồn tài nguyên vi khuẩn lam quý giá có thể phục vụ trong 

lĩnh vực thực phẩm chức năng, chế phẩm sinh học và giải pháp bền vững cho nông 

nghiệp và đặc biệt là ứng dụng trong nghiên cứu và phát triển thuốc mới trong lĩnh 

vực y - dược. 

Chính vì vậy, nghiên cứu sinh đã thực hiện đề tài “Nghiên cứu định danh vi 

khuẩn lam phân lập tại một số địa phương ở Việt Nam và đánh giá hoạt tính 

sinh học của các chủng tiềm năng”. 

2. Mục tiêu nghiên cứu của đề tài 

✓ Phân lập và định danh các chủng vi khuẩn lam tại một số địa phương ở Việt Nam. 

✓ Đánh giá hoạt tính kháng khuẩn và ức chế tế bào ung thư của một số chủng vi 

khuẩn lam tiềm năng.  

3. Đối tượng và phạm vi nghiên cứu 

Nghiên cứu tập trung vào việc định danh các chủng vi khuẩn lam dạng sợi phân 

lập từ mẫu đất ở các tỉnh/ thành phố Hà Nội, Hưng Yên, Thanh Hóa, Huế và Đăk Lắk 

dựa vào phương pháp tiếp cận đa chiều; đồng thời, đánh giá hoạt tính ức chế vi khuẩn 

và hoạt tính gây độc tế bào của cao chiết từ các chủng vi khuẩn lam đã phân lập để 

lựa chọn chủng tiềm năng phục vụ định hướng nghiên cứu và phát triển thuốc.   

4. Nội dung nghiên cứu  

Nội dung 1. Phân lập và định danh các chủng vi khuẩn lam tại một số tỉnh/ 

thành phố ở Việt Nam. 

Nội dung 2. Đánh giá hoạt tính ức chế vi khuẩn và hoạt tính gây độc tế bào của 

cao chiết tổng số từ các chủng vi khuẩn lam đã phân lập. 

Nội dung 3. Đánh giá cơ chế tác động của cao chiết của chủng Scytonema 

bilaspurense NK13 lên tế bào HeLa. 

Nội dung 4. Phân tách và xác định thành phần hoạt chất ức chế tế bào HeLa 

trong cao chiết tổng số từ chủng Scytonema bilaspurense NK13. 
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5. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài luận án 

* Ý nghĩa khoa học:  

- Luận án cung cấp bằng chứng về tính đa dạng của vi khuẩn lam tại Việt Nam 

thông qua việc phân lập, định danh các chủng bằng phương pháp tiếp cận đa chiều; 

bổ sung nguồn dữ liệu quan trọng về trình tự đoạn gen 16S rRNA của vi khuẩn lam 

vào ngân hàng gen thế giới (GenBank) làm các trình tự tham khảo cho các nghiên 

cứu tiếp theo về vi khuẩn lam;  

- Đồng thời luận án còn cung cấp dữ liệu mới về cơ chế tác động của cao chiết 

từ chủng Scytonema bilaspurense NK13 trong tác động ức chế tế bào ung thư HeLa. 

* Ý nghĩa thực tiễn: Nghiên cứu mở ra tiềm năng ứng dụng các chủng vi khuẩn 

lam bản địa trong phát triển nguồn dược liệu tự nhiên, đặc biệt là các hợp chất có hoạt 

tính kháng khuẩn và chống ung thư, phục vụ nghiên cứu và sản xuất thuốc có nguồn 

gốc tự nhiên. 

6. Những đóng góp mới của luận án 

✓ Kết quả của luận án đã cung cấp cơ sở dữ liệu phân loại đến cấp độ loài của 34/50 

chủng vi khuẩn lam ở Việt Nam theo phương pháp phân loại học hiện đại. Đồng 

thời, luận án đã phát hiện 16/50 chủng vi khuẩn lam chưa được đề xuất đến tên 

loài trong hệ thống phân loại của vi khuẩn lam. Kết quả này góp phần bổ sung cơ 

sở dữ liệu mới về nguồn tài nguyên vi sinh vật bản địa ở Việt Nam và cập nhật 

trình tự đoạn gen 16S rRNA trong ngân hàng gen thế giới (GenBank).  

✓ Kết quả của luận án đã chỉ ra hai chủng vi khuẩn lam có hoạt tính sinh học mạnh, 

trong đó chủng Desmonostoc sp. CAVN8204 ức chế vi khuẩn Bacillus cereus 

ATCC 14579 với đường kính vòng vô khuẩn đạt 19,0 mm và chủng Scytonema 

bilaspurense NK13 thể hiện độc tính cao trên tế bào ung thư HeLa với giá trị IC50 

là 3,8 µg/ ml. Bên cạnh đó, một phân đoạn (F6) được phân tách từ dịch chiết tổng 

số của chủng Scytonema bilaspurense NK13 có khả năng ức chế tế bào HeLa với 

giá trị IC50 là 3,5 µg/ ml. Kết quả này mở ra hướng nghiên cứu và phát triển thuốc 

điều trị ung thư có nguồn gốc từ vi khuẩn lam bản địa của Việt Nam.  
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✓ Kết quả của luận án đã làm sáng tỏ cơ chế gây chết của cao chiết tổng số từ chủng 

S. bilaspurense NK13 lên dòng tế bào ung thư HeLa thông qua kích hoạt con 

đường apoptosis, làm dừng chu trình tế bào và ức chế khả năng di cư của tế bào 

HeLa. Đây là lần đầu tiên các hợp chất có hoạt tính ức chế tế bào ung thư của chi 

Scytonema được nghiên cứu tương đối đầy đủ về cơ chế tác động. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Giới thiệu chung về vi khuẩn lam  

1.1.1. Đặc điểm cấu tạo tế bào  

Vi khuẩn lam (VKL) là một trong những nhóm sinh vật nhân sơ nguyên thủy 

nhất trên trái đất xuất hiện cách đây khoảng 3,5 - 3,8 tỷ năm, có khả năng thực hiện 

quá trình quang tự dưỡng. Chúng được tìm thấy ở hầu hết các môi trường được chiếu 

sáng và đóng vai trò quan trọng trong việc chuyển đổi bầu khí quyển trái đất từ trạng 

thái khử, thiếu oxy thành một bầu khí quyển oxy hóa. Sự kiện này là bước ngoặt lớn 

giúp đa dạng hóa các dạng sống và góp phần vào quá trình tiến hóa sinh học toàn cầu 

[Schopf J.W., 1987].  

Trước đây, VKL được xếp vào nhóm tảo do chúng có cơ chế quang hợp giống 

tảo nhân chuẩn và thực vật chứa lục lạp. Năm 1971, Stanier và cộng sự đã đề xuất 

đổi tên thành “vi khuẩn lam” (cyanobacteria) để nhấn mạnh hai đặc điểm tiêu biểu 

của chúng là sinh vật nhân sơ (bacteria) có màu xanh lam (cyano). Thứ nhất là cấu 

trúc và thành tế bào của VKL mang đặc điểm điển hình của sinh vật nhân sơ hơn so 

với các sinh vật nhân chuẩn như tế bào không có màng nhân và DNA không liên kết 

với protein histone. Thứ hai là trong tế bào có màng thylakoid chứa các sắc tố thực 

hiện chức năng quang hợp (trừ bộ Gloeobacter) và ribosome 70S phân bố rải rác trong 

tế bào chất. Tuy nhiên, tế bào chất lại thiếu một số bào quan như bộ máy golgi, mạng 

lưới nội chất, ty thể, lạp thể [Stanier R.Y, 1971]. 

Khi quan sát dưới kính hiển vi, thành tế bào VKL mang đặc điểm tương tự thành 

tế bào vi khuẩn Gram âm bao gồm bốn lớp là lớp màng ngoài (outer membrane) chứa 

lipopolyschaccarides (LPS), 2 khoang chu chất (periplasmic space) và lớp 

peptidoglycan nằm sát màng sinh chất. Tuy nhiên so với các vi khuẩn Gram âm, lớp 

peptidoglycan của VKL dày hơn đáng kể từ 10 nm (chi Synechococcus) đến hơn 700 

nm (loài Oscillatoria princeps) (Hình 1.1) [Sciuto K, 2015].  
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Hình 1.1. Cấu tạo thành tế bào vi khuẩn Gram dương, Gram âm và VKL  

(Nguồn: Sciuto K. và cộng sự, 2015) 

Bên cạnh đó, VKL sử dụng các sắc tố chính trong quá trình quang hợp là 

chlorophyll a. Ngoài ra, ở một số loài VKL còn chứa chlorophyll d như loài 

Acaryochloris marina hay chlorophyll f ở loài Halomicronema hongdechloris giúp 

chúng có thể quang hợp được ở điều kiện ánh sáng yếu [Allakhverdiev S.I., 2016]. 

Thêm vào đó, màu xanh lam đặc trưng của chúng là kết quả từ sự kết hợp giữa diệp 

lục và các sắc tố phycobiliprotein như phycocyanin, allophycocyanin và đôi khi là 

phycoerythrin - sắc tố đỏ khiến tế bào có màu đỏ hoặc đen. Các sắc tố này tập trung 

trong phycobilisome nằm trên màng thylakoid, đóng vai trò như chiếc anteen hấp thu 

ánh sáng và truyền năng lượng đến quang hệ II (photosystem II - PS II), từ đó chuyển 

tiếp đến quang hệ I (photosystem II - PS I), đồng thời giải phóng oxy. Tại quang hệ 

I, năng lượng ánh sáng được chuyển hóa thành năng lượng hóa học dưới dạng ATP, 

NADPH và H+ phục vụ cho pha tối (chu trình Calvin) tổng hợp carbohydrate từ CO₂. 

Hầu hết VKL quang hợp trong điều kiện hiếu khí, sử dụng H₂O làm chất cho điện tử 

và giải phóng oxy. Tuy nhiên, một số loài có khả năng thích nghi với môi trường yếm 
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khí bằng cách chỉ dùng quang hệ I và thay thế H₂O bằng các chất khác như H₂S, H₂ 

hoặc các hợp chất hữu cơ làm nguồn điện tử. 

Ngoài ra, nhiều loài VKL chứa lớp bao nhầy đặc biệt bao quanh các tế bào hoặc 

các sợi gọi là lớp ngoại bào (Hình 1.2). Thành phần chính của lớp ngoại bào là các 

exopolysaccharides (EPS) gồm các polysaccharide liên kết với protein. Các EPS được 

chia thành 3 loại là bao nhầy (sheaths), bao nhờn (slimes) hoặc bao nang (capsules) 

[Kumar D., 2018]. Lớp EPS của VKL có chức năng bảo vệ tế bào chống lại các điều 

kiện bất lợi của môi trường như tia cực tím, nồng độ muối cao, pH môi trường, nhiệt 

độ, … và tạo thành một lớp rào cản cơ học đối với hầu hết các phân tử có kích thước 

lớn giúp VKL có thể tồn tại trong môi trường sống cực đoan [Xiao Y., 2020].  

 

Hình 1.2. Các dạng bao nhày của một số loài VKL  

a, Aphnanothece saxicola; b, Aphanocapsa gravillei; c, Gloeocapsa caldariorum; d, Gloeothece 

rupestris; e, Asterocapsa submerse; f, Porphyrosiphon notarisii. Thước đo: 10 μm.  

(Nguồn: Kumar D. và cộng sự, 2018) 

Ở một số loài VKL thuộc bộ Nostocales khi sống trong điều kiện môi trường 

thiếu nitơ có thể biệt hóa tế bào sinh dưỡng (vegetative cell) thành tế bào dị hình 

(heterocyst). Đây là một loại tế bào đặc biệt có khả năng cố định nitơ khí quyển (N₂) 

thành dạng amoni (NH₄⁺) nhờ sự có mặt của enzyme nitrogenase. Chúng có hình dạng 
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lớn, thành tế bào dày và chứa lớp glycolipid và polysaccharide đặc biệt giúp ngăn 

oxy xâm nhập, bảo vệ enzyme nitrogenase khỏi bị phân hủy. Trong tế bào dị hình, 

quang hệ II bị bất hoạt để ngăn sản sinh oxy, duy trì điều kiện kỵ khí cho quá trình 

cố định nitơ. Enzyme nitrogenase gồm hai thành phần là dinitrogenase và 

dinitrogenase reductase được phiên mã bởi họ gen nif [Zehr J.P., 2003]. 

Khi điều kiện môi trường trở nên bất lợi như hạn hán, nhiệt độ cực đoan, thiếu 

ánh sáng hay dinh dưỡng, một số loài VKL trong bộ Nostocales có thể biệt hóa tế bào 

sinh dưỡng thành tế bào nghỉ (akinetes cell). Đây là các tế bào có lớp thành dày, kích 

thước lớn hơn tế bào sinh dưỡng, chứa nhiều chất dự trữ như glycogen và 

cyanophycin, cùng với lượng DNA tăng để giúp tế bào chuẩn bị nảy mầm khi điều 

kiện môi trường được cải thiện. Dù ở trạng thái nghỉ, các tế bào nghỉ vẫn duy trì quá 

trình trao đổi chất ở mức thấp. Chúng có thể tồn tại trong thời gian dài từ 18 đến 64 

năm. Thậm chí, tế bào nghỉ của loài Anabaena cylindrica có thể tồn tại trong môi 

trường trên Sao Hỏa [Olsson-Francis K., 2009]. 

1.1.2. Đặc điểm hình thái và sự phân bố  

Hình thái của VKL có mức độ đa dạng cao. Chúng có thể tồn tại ở dạng đơn 

bào, tập đoàn đến dạng sợi đa bào với sự biệt hóa tế bào phức tạp (Hình 1.3). Kích 

thước tế bào VKL thay đổi từ 0,2 µm (đối với các loài thuộc chi Picosynechococcus) 

đến hơn 100 µm (đối với một số loài thuộc chi Oscilatoria phân bố ở vùng nhiệt đới) 

[Flombaum P., 2013, Whitton B.A., 2007].  

VKL đơn bào là những tế bào độc lập, thường có hình cầu, hình trứng hoặc hình 

trụ, có kích thước từ 0,2 - 40 µm, phân bố rộng rãi ở thủy vực nước ngọt, nước lợ và 

nước mặn. Tế bào của VKL dạng đơn bào thường có thành tế bào dày và bao nhầy 

bảo vệ, một số loài có thể di chuyển bằng cách trượt trên bề mặt nước.  

Các loài VKL dạng tập đoàn bao gồm nhiều tế bào liên kết bởi lớp bao nhầy 

cấu tạo từ polysaccharide (EPS), giúp bảo vệ chúng khỏi điều kiện khắc nghiệt. Tùy 

điều kiện môi trường, mỗi tập đoàn có thể chứa từ vài tế bào đến hàng nghìn tế bào, 

với kích thước thay đổi từ vài trăm micromet đến milimet. Hình dạng và cấu trúc của 
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các tập đoàn đa dạng, có thể phân bố đều (như Merismopedia), theo cụm 

(Microcystis) hoặc dạng giả sợi (Cyanodictyon) [Whitton B.A., 2007].  

 

Hình 1.3. Các dạng hình thái của vi khuẩn lam  

VKL dạng đơn bào: Chroococcus subnudus (a), Chroococcus limneticus (b), Cyanothece aeruginosa 

(c), Snowella litoralis (d); VKL dạng tập toàn: Microcystis aeruginosa (e), Pleurocapsa minor (f); 

VKL dạng sợi: Planktothrix agardhii (g), Limnothrix redekei (h), Arthrospira jenneri (i), 

Johanseninema constricum (j), Phormidium sp. (k), Oscillatoria sp. (l, m), Schizothrix sp. (n), 

Tolypothrix sp. (o), Katagnymene accurate (p), Dolichospermum planctonicum (q), Dolichospermum 

sp. (r), Nostoc sp. (s), Nodularia moravica (t), Stigonema sp. (u, v) 

(Nguồn: Dvořák P. và cộng sự, 2015) 

VKL dạng sợi được cấu tạo từ các chuỗi tế bào nối tiếp nhau gọi là trichomes. 

Đôi khi các chuỗi có thể được bao bọc trong lớp bao nhầy hình thành sợi. Các tế bào 

của các loài vi khuẩn lam dạng sợi có hình dạng đa dạng (hình trụ, hình thùng, hình 

cầu hay vô định hình). Trong quá trình sinh trưởng, các chuỗi có thể phân mảnh thành 
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các tảo đoạn (hormogonia) hoặc tách rời nhờ sự hình thành lớp nhầy hay tế bào hoại 

tử (necridic cells), từ đó hình thành chuỗi mới. Dựa trên đặc điểm phân nhánh, VKL 

dạng sợi được chia thành ba nhóm là sợi không phân nhánh; sợi phân nhánh giả 

(Scytonema-like, Tolypothrix-like) và sợi phân nhánh thật [Komárek J., 2015] 

Chính sự đa dạng về hình thái đã góp phần giúp VKL thích nghi với nhiều điều 

kiện môi trường khác nhau. Chúng được tìm thấy ở hầu hết các môi trường được 

chiếu sáng trên trái đất từ các thủy vực nước ngọt, nước mặn, nước lợ đến đất liền 

thậm chí ở cả những nơi có điều kiện vô cùng khắc nghiệt như sa mạc khô nóng, vùng 

cực lạnh hay suối nước nóng tới 72°C [Bennett A.C., 2020; Vincent W.F., 2000]. Khả 

năng tồn tại trong điều kiện khắc nghiệt là kết quả của quá trình tiến hóa lâu dài và 

đặc điểm sinh lý đặc biệt như: chịu được nồng độ oxy thấp, sử dụng H₂S làm chất 

khử, chống tia cực tím. Cấu trúc tế bào của chúng thuộc nhóm vi khuẩn Gram âm, 

nhưng lại chứa không bào giúp chúng có thể nổi trên mặt nước; lục lạp để quang hợp 

và tế bào dị hình để cố định nitơ khí quyển. Những đặc điểm này không chỉ giúp VKL 

thực hiện nhiều chức năng sinh học mà còn thích nghi với các điều kiện môi trường 

khác nhau. Thêm vào đó, sự linh hoạt đặc điểm sinh lý và khả năng thích nghi nhanh 

với thay đổi môi trường, khí hậu và điều kiện sống giúp chúng tồn tại được từ sa mạc, 

rừng nhiệt đới, đến các đại dương hay vùng cực, thể hiện tính đa dạng sinh học và 

khả năng sinh tồn vượt trội [Gaysina L.A, 2018]. 

1.2. Phân loại vi khuẩn lam bằng phương pháp tiếp cận đa chiều  

Vi khuẩn lam là nhóm cổ sinh vật mang đặc điểm của cả sinh vật nhân sơ và 

sinh vật nhân chuẩn có khả năng quang hợp như tảo nhân chuẩn hay thực vật. Điều 

này khiến việc phân loại chúng trở nên phức tạp. Các phương pháp phân loại truyền 

thống chủ yếu dựa vào các đặc điểm hình thái của VKL dễ dẫn đến khả năng phân 

loại thiếu chính xác do hình thái của chúng thường bị thay đổi bởi điều kiện môi 

trường hay giai đoạn sinh trưởng khác nhau. Phương pháp tiếp cận đa chiều 

(polyphasic approach) được đề xuất bởi Hoffman và cộng sự năm 2005 không chỉ 

giúp cải thiện độ chính xác trong định danh khoa học cho các loài VKL, mà còn cung 

cấp cái nhìn toàn diện về sự đa dạng và tiến hóa của chúng. Đây là phương pháp kết 
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hợp nhiều phương pháp phân loại bao gồm đánh giá đặc điểm hình thái, siêu cấu trúc 

tế bào, sinh thái, sinh hóa và phân tử. Việc kết hợp các dữ liệu từ nhiều nguồn khác 

nhau trong phương pháp tiếp cận đa chiều không chỉ giúp cải thiện độ chính xác của 

hệ thống phân loại, mà còn cung cấp cái nhìn toàn diện về sự đa dạng và tiến hóa của 

VKL. Điều này đặc biệt quan trọng trong việc phân loại các nhóm VKL có đặc điểm 

hình thái tương tự nhưng lại có quan hệ tiến hóa khác nhau, giúp xây dựng một hệ 

thống phân loại phản ánh đúng sự đa dạng sinh học và các mối quan hệ tiến hóa của 

chúng [Hoffmann L., 2005]. Hiện nay, phương pháp tiếp cận đa chiều đã được các 

nhà phân loại học trên thế giới chấp nhận rộng rãi. Năm 2023, Strunecký và cộng sự 

đã xây dựng một hệ thống phân loại VKL chi tiết đến cấp độ chi bao gồm 20 bộ và 

65 họ, 601 chi [Strunecký O., 2023].  

1.2.1. Phân loại dựa vào đặc điểm hình thái và siêu cấu trúc tế bào  

Các đặc điểm hình thái như hình dạng và cách sắp xếp tế bào (đơn bào, đa bào, 

chuỗi phân nhánh, không phân nhánh giả, phân nhánh thật), kích thước tế bào, màu 

sắc, sự hiện diện của các tế bào chuyên biệt như tế bào dị hình, tế bào nghỉ; đặc điểm 

bao nhầy và hình thức sinh sản vẫn là một trong các tiêu chí quan trọng để phân loại 

VKL [Dvořák P., 2015]. Đây là phương pháp phân loại truyền thống dựa trên việc 

quan sát dưới kính hiển vi quang học [Komárek J., 2014].  

Từ những năm 1960, kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM) đã được sử dụng 

để nghiên cứu cấu trúc siêu hiển vi của VKL. Đến những năm 1980, các đặc điểm 

siêu cấu trúc này đã được mô tả chi tiết. Hệ thống phân loại do Rippka và cộng sự 

(1979) đề xuất hệ thống phân loại VKL dựa trên hình thái, đặc biệt là cấu trúc nội 

bào. Các đặc điểm siêu cấu trúc thường được dùng trong phân loại gồm: cách sắp xếp 

màng thylakoid, sự hiện diện của carboxysome, túi khí, tế bào dị hình, tế bào nghỉ và 

các cấu trúc đặc trưng khác [Gonzalez-Esquer C.R., 2016]. 

1.2.2. Phân loại dựa vào đặc điểm sinh thái 

Trong phương pháp tiếp cận đa chiều, phân loại VKL dựa vào đặc điểm sinh 

thái đóng vai trò bổ trợ quan trọng nhằm xác định mối quan hệ giữa các loài VKL với 

môi trường sống. Tiêu chí này phản ánh rõ khả năng thích nghi đa dạng của chúng 
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với nhiều điều kiện môi trường khác nhau, từ các hệ sinh thái nước ngọt, biển cho 

đến những vùng cực đoan khắc nghiệt. 

Sự phân bố kiểu gen của các loài VKL liên quan chắt chẽ với hệ sinh thái của 

chúng. Khi phân loại VKL theo đặc điểm sinh thái và sự phân bố của chúng cần được 

đánh giá trong mối liên quan đến môi trường và vị trí địa lý nơi chúng được phân lập. 

Nhiều loài có hình thái và môi trường sống tương tự nhưng lại khác biệt về đặc điểm 

di truyền nếu phân bố ở điều kiện địa lý cách xa nhau. Ví dụ 3 chủng VKL dạng 

Phormidium phân lập ở Bắc Cực và Nam Cực có hình thái giống nhau nhưng lại có 

sự khác biệt về kiểu gen [Comte K., 2010]; hay một số loài thuộc chi Microcoleus 

phân lập ở Bắc Mỹ và châu Âu đều có dạng sợi tương tự nhau lại thuộc các nhánh 

tiến hóa khác nhau [Dvořák P., 2012]. Tương tự, bảy loài mới thuộc chi Oculatella 

phân lập ở nhiều nơi trên thế giới cũng cho thấy sự đa dạng di truyền mặc dù có đặc 

điểm hình thái và ổ sinh thái tương đồng [Osorio-Santos K., 2014]. 

1.2.3. Phân loại dựa vào trình tự gen  

Sự tiến bộ của các kỹ thuật sinh học phân tử đã đem lại cuộc cách mạng trong 

việc phân loại phân tử VKL. Các nghiên cứu về mối quan hệ phát sinh chủng loại của 

các nhóm, loài và chi VKL khác nhau chỉ được quan tâm nhiều vào những thập niên 

cuối của thế kỷ 20 dựa trên phân tích trình tự gen 16S rRNA. Cho đến nay, phân tích 

gen 16S rRNA được xem là “tiêu chuẩn vàng” để định danh VKL do tính “bảo thủ 

cao” của gen này. Đây là gen phiên mã cho ribosome 16S - một thành phần trên tiểu 

đơn vị nhỏ 30S của ribosome ở vi khuẩn tham gia vào quá trình tổng hợp protein. 

Gen 16S rRNA có kích thước khoảng 1500 bp, bao gồm các vùng bảo thủ (conserved 

regions) và vùng biến đổi (variable regions) (Hình 1.4). Vùng bảo thủ đóng vai trò 

thiết yếu trong chức năng của ribosome và thường được dùng để thiết kế mồi đặc hiệu 

để PCR trong quá trình khuếch đại gen. Các vùng biến đổi từ V1 đến V9 chứa thông 

tin đặc trưng giúp phân biệt và định danh các loài vi khuẩn khác nhau. Tốc độ tiến 

hóa chậm và cấu trúc bảo thủ của gen 16S rRNA giúp chúng trở thành chỉ thị phân 

tử đáng tin cậy trong phân loại vi khuẩn [Fukuda K., 2016].  
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Hình 1.4. Cấu trúc gen 16SrRNA ở vi khuẩn lam 

(Nguồn: Fukuda K. và cộng sự, 2016) 

Hiện nay, trình tự nucleotide của đoạn gen 16S rRNA của nhiều loài VKL đã 

được bổ sung vào cơ sở dữ liệu của ngân hàng gen thế giới (Genbank), góp phần cung 

cấp các trình tự tham khảo hữu ích để nghiên cứu mối quan hệ phát sinh chủng - loại 

và hệ thống phân loại của chúng. Các chủng VKL có độ tương đồng trình tự đoạn gen 

16S rRNA trên 98,65% và nằm cùng nhánh đơn phát sinh trên cây phát sinh chủng - 

loại sẽ được xếp cùng một loài [Kim M., 2014]. Tuy nhiên, để xác định một chủng 

VKL là loài mới cần kết hợp phân tích đặc điểm hình thái và các chỉ thỉ phân tử khác 

như phân tích trình tự của vùng ITS (Internal Transcribed Spacer Region). Đây là 

đoạn trình tự đệm nằm giữa hai gen 16S rRNA và 23S rRNA có chứa hoặc không 

chứa trình tự gen tRNAIle (Isolecine) và tRNAAla (Alanine) có kích thước từ 283 bp - 

545 bp. Các đoạn trình tự bảo thủ trên vùng ITS là mục tiêu để thiết kế mồi cho phản 

ứng PCR nhằm phát hiện và xác định các chủng VKL mới ở các cấp độ phân loại 

khác nhau. Dựa vào trình tự nucleotide của đoạn ITS cho phép dự đoán cấu trúc bậc 

hai của phân tử RNA, qua đó so sánh với các trình tự bảo thủ đặc trưng như box B, 

D1 - D1’ và V3 với những loài tham chiếu gần để xác định loài mới [Iteman I., 2000]. 
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Ngoài ra, trình tự nucleoitide của một số gen chức năng như gen rbcL, nifH, … 

cũng được sử dụng trong phân loại VKL. Gen rbcL là gen mã hóa tổng hợp tiểu phần 

lớn của enzyme RuBisCO - một loại enzyme thiết yếu chịu trách nhiệm quang hợp 

và quang hô hấp ở sinh vật có chứa diệp lục. Đoạn gen này có tính chất tương đối bảo 

thủ được sử dụng để đánh giá mối quan hệ giữa các loài ở sinh vật có khả năng quang 

hợp [Singh P., 2015]. Gen nifH mã hóa tổng hợp enzyme nitrogenase ở VKL. Trình 

tự gen nifH phản ánh sự tiến hóa của quá trình cố định đạm ở các loài VKL có khả 

năng cố định nitơ [Zehr J.P., 2003]. Gen rpoC mã hóa tiểu đơn vị β’ của enzyme 

RNA polymerase đóng vai trò quan trọng trong quá trình tổng hợp RNA. Phân tích 

trình tự đoạn gen rpoC được sử dụng như một trong những marker phân tử thường 

được dùng để phân loại các chủng VKL do tính bảo thủ và sự đa dạng của chúng giữa 

các nhóm VKL khác nhau. Trình tự gen rpoC có sự khác biệt rõ rệt giữa các nhóm 

VKL có khả năng quang hợp và các nhóm sống trong các môi trường đặc thù 

[Bergsland K.J., 2011].  

Mặc dù gen 16S rRNA được sử dụng rộng rãi trong phân loại vi khuẩn lam nhờ 

tính bảo thủ, dễ khuếch đại và có bộ cơ sở dữ liệu tham chiếu lớn, nhưng đối với các 

nhóm VKL có mối quan hệ gần, gen này thường chưa đủ độ phân giải để phân loại 

sâu hoặc tách biệt các nhóm này. Do đó, việc bổ sung các marker có mức biến thiên 

cao hơn như ITS, rpoC1 và rbcL, nifH giúp gia tăng độ chính xác trong suy luận mối 

quan hệ phát sinh chủng - loại đặc biệt là các nhóm có mối quan hệ tiến hóa gần. Việc 

sử dụng kết hợp phân tích trình tự các gen này cùng với gen 16S rRNA giúp phân 

loại chính xác hơn các loài vi khuẩn lam và cung cấp cái nhìn sâu sắc về sự tiến hóa 

của chúng.  

So với phân loại dựa vào phân tích đặc điểm hình thái và sinh thái thì phân loại 

dựa vào sinh học phân tử có nhiều ưu điểm hơn, giúp quá trình xác định các loài trở 

nên chính xác hơn và phản ánh được mối quan hệ tiến hóa giữa các nhóm. Mục tiêu 

chính của phân loại học phân tử là: (i) Xác định mối quan hệ tiến hóa giữa các loài 

dựa trên nguồn gốc tổ tiên chung - các loài có quan hệ tiến hóa gần gũi sẽ được nhóm 

lại với nhau; (ii) Ước tính thời điểm phân kỳ giữa các loài, tức là thời gian tồn tại của 
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tổ tiên chung gần nhất. Các phương pháp phân tích phân tử đã mở rộng cách tiếp cận 

truyền thống, cho phép tái hiện chính xác hơn mối quan hệ tiến hóa giữa các sinh vật. 

Đặc biệt, trong nghiên cứu VKL, dữ liệu phân tử không chỉ hỗ trợ mô tả đặc điểm 

loài mà còn giúp xây dựng cây phát sinh chủng - loại một cách chi tiết. Nhờ vậy, dữ 

liệu sinh học phân tử đã trở thành tiêu chí nền tảng trong hệ thống phân loại hiện đại 

của VKL [Komárek J., 2014].  

Cùng với sự tiến bộ trong công nghệ gen đặc biệt là công nghệ giải trình tự gen 

thế hệ mới (Next-Genration Sequencing - NGS) và công nghệ giải trình tự thế hệ thứ 

ba (Third-Genration Sequencing) đã cho phép phân tích bộ gen hoàn chỉnh của VKL 

một cách nhanh chóng và chính xác hơn. Phân tích toàn bộ hệ gen góp phần bổ sung 

những hiểu biết về mối quan hệ tiến hóa, khả năng trao đổi chất, các cơ chế sinh học 

của các loài VKL và xác định các loài mới tiềm năng. Trình tự bộ gen VKL đầu tiên 

được công bố là trình tự của chủng Synechocystis sp. PCC 6803 vào năm 1996 bởi 

nhóm nghiên cứu của Kaneko và cộng sự [Kaneko T., 1996]. Tính đến tháng 2/2026, 

đã có khoảng gần 8.400 bộ gen của các chủng VKL được cập nhật vào cơ sở dữ liệu 

của GenBank [https://www.ncbi.nlm.nih.gov].  

1.2.4. Phân loại dựa vào mối quan hệ phát sinh chủng - loại  

Cây phát sinh chủng - loại (phylogentic tree) là một biểu đồ thể hiện các mối 

quan hệ tiến hóa giữa các loài, các nhóm sinh vật hoặc các gen có chung tổ tiên dựa 

trên phân tích dữ liệu gen, protein. Đây là công cụ cốt lõi trong nghiên cứu sinh học 

tiến hóa và phân loại học. Quá trình xây dựng cây phát sinh chủng - loại bao gồm các 

bước: thu thập các trình tự tham khảo từ cơ sở dữ liệu có sẵn, tiến hành căn chỉnh, 

sau đó áp dụng các phương pháp phân tích để suy luận mối quan hệ tiến hóa. Cây 

phát sinh chủng - loại đầu tiên được Haeckel E. và cộng sự xây dựng năm 1866 [Kapli 

P., 2020]. 

Trước khi xây dựng cây phát sinh chủng - loại việc thu thập các trình tự tham 

khảo hay còn gọi là nhóm ngoại (outgroup) có vai trò rất quan trọng trong việc xác 

định hướng tiến hóa và đảm bảo các nhánh trong cây phân loại được sắp xếp chính 

xác. Việc lựa chọn trình tự tham khảo cần đảm bảo hai tiêu chí: (1) phải có quan hệ 
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tiến hóa gần nhưng đủ khác biệt để không gây nhầm lẫn vị trí phân loại với các loài 

trong nhóm nghiên cứu; (2) cần đại diện cho một nhánh tiến hóa rõ ràng, đã được xác 

định từ trước. Nhờ có nhóm ngoại, cây phát sinh có thể tạo "gốc nhánh" (rooted), 

giúp xác định được chiều hướng của tiến hóa, phân biệt được đâu là đặc điểm tổ tiên 

và đâu là đặc điểm tiến hóa mới. Việc lựa chọn nhóm ngoại phù hợp là một bước 

quan trọng trong phân tích quan hệ tiến hóa của các chủng VKL. Sau đó, các trình tự 

nghiên cứu và trình tự tham khảo sẽ được tiến hành căn chỉnh, gióng hàng sao cho 

các vị trí tương đồng về mặt tiến hóa được đặt cùng một cột. Điều này giúp xác định 

được vị trí vùng bảo thủ và vị trí vùng biến đổi của đoạn gen. Đây là bước bắt buộc 

và quyết định chất lượng của cây phát sinh chủng - loại. Lựa chọn đúng phần mềm 

và thông số căn chỉnh phù hợp sẽ giúp đảm bảo rằng các vị trí trên cây phản ánh đúng 

mối quan hệ tiến hóa giữa các sinh vật [Kapli P., 2020]. 

Cây phát sinh chủng - loại được xây dựng dựa trên hai nhóm phương pháp chính 

là phương pháp dựa trên khoảng cách (distance-based methods) hoặc phương pháp 

dựa trên đặc điểm (character-based methods). Các phương pháp dựa khoảng cách như 

phương pháp UPGMA và kết nối láng giềng (Neighbor Joining - NJ) sẽ tính toán 

khoảng cách của mỗi trình tự để tập hợp thành một ma trận khoảng cách di truyền và 

kết hợp các thuật toán phân cụm để phân tích và dựng cây phát sinh. Mặc dù phương 

pháp này có ưu điểm về tốc độ xử lý nhưng thường làm mất thông tin do dữ liệu bị 

nén và không xét đến sự phân bố của trạng thái ký tự. Ngược lại, các phương pháp 

xây dựng cây phát sinh dựa trên đặc điểm như phương pháp tiết kiệm tối đa 

(Maximum Parsimony - MP), phương pháp hợp lý tối đa (Maximum Likelihood - 

ML) hay phương pháp suy luận Bayes (Bayesian Inference - BI) sẽ phân tích từng vị 

trí trong trình tự bằng cách so sánh đồng thời giữa các chuỗi; sử dụng xác suất để 

đánh giá sự thay đổi tiến hóa nhằm xây dựng được cây phát sinh thể hiện ít thay đổi 

về đặc điểm di truyền nhất và có xác suất xảy ra cao nhất. Tuy nhiên, các phương 

pháp này đòi hỏi thời gian xử lý lâu và khả năng tính toán cao, đặc biệt khi xử lý bộ 

dữ liệu phân tử có kích thước lớn. Trong khi phương pháp tiết kiệm tối đa (MP) xây 

dựng cây phát sinh chủng - loại dựa trên nguyên tắc tiến hóa xảy ra đơn giản nhất, thì 
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phương pháp hợp lý tối đa (ML) lại dựng cây phát sinh chủng - loại theo mô hình tiến 

hóa xác xuất để tính toán khả năng xuất hiện của dữ liệu trình tự là cao nhất, còn 

phương pháp Suy luận Bayes (BI) lại ước tính phân bố xác suất của cây có thể theo 

định lý Bayes dựa vào xác suất hậu kiểm [Van de Peer Y., 2003]. Mỗi thuật toán sẽ 

có ưu điểm và nhược điểm riêng, trong đó, phương pháp Hợp lý tối đa (Maximum 

likelihood method) và Suy luận Bayes (Bayesian Inference - BI) được sử dụng rộng 

rãi và có khả năng áp dụng cho nhiều mô hình tiến hóa khác nhau [Felsenstein 

J.,1981].   

Mức độ tin cậy của cây phát sinh chủng - loại được kiểm tra bằng giá trị 

boostrap. Đây là chỉ số quan trọng trong khi xây dựng cây phát sinh chủng - loại thể 

hiện tần số xuất hiện của một nhóm (cluster) trên số lần cây phân loại được thiết lập 

tính theo tỷ lệ %. Giá trị bootstrap là một công cụ hỗ trợ cho việc xây dựng cây phát 

sinh loài thể hiện độ tin cậy về mối quan hệ tiến hóa của các thành viên trong nhóm 

của cây phả hệ [Felsenstein J., 1985]. Giá trị này chỉ ước tính được độ tin cậy của 

từng cụm nhỏ chứ không ước tính được độ tin cậy tổng thể của cây phân loại. Nếu 

giá trị bootstrap lớn hơn hoặc bằng 70% được coi là có ý nghĩa thống kê và trên 95% 

được xem là có độ tin cậy cao [Stamatakis A., 2005]. 

Để xây dựng các cây phát sinh chủng - loại, các nhà nghiên cứu sử dụng nhiều 

phần mềm như phần mềm MEGA (Molecular Evolutionary Gentics Analysis), 

BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees), IQ-TREE, MrBayes, …. 

Mỗi phần mềm đều có những ưu điểm, nhược điểm riêng. Do đó, việc lựa chọn phần 

mềm phù hợp phụ thuộc vào loại dữ liệu, phương pháp phân tích mong muốn và mục 

đích nghiên cứu. Các công cụ này không chỉ hỗ trợ việc xây dựng cây phát sinh chủng 

- loại mà còn cung cấp các công cụ phân tích mạnh mẽ để hiểu rõ hơn về các quá 

trình tiến hóa giữa các loài. Trong đó, phần mềm MEGA là một trong những phần 

mềm phổ biến nhất để phân tích dữ liệu trình tự và xây dựng cây phát sinh chủng - 

loại. Phần mềm này được xây dựng bởi Kumar và cộng sự năm 1994, giúp cung cấp 

các công cụ và phương pháp để phân tích dữ liệu di truyền, bao gồm các trình tự DNA 

và protein, nhằm xây dựng cây phát sinh chủng - loại, xác định mối quan hệ tiến hóa 
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giữa các loài và hiểu rõ hơn về các quá trình tiến hóa ở mức phân tử. Phần mềm 

MEGA cũng hữu ích trong các nghiên cứu y học, đặc biệt là trong việc phân tích các 

bệnh di truyền và nghiên cứu tiến hóa của các tác nhân gây bệnh. Nó hỗ trợ nhiều 

phương pháp xây dựng cây như là phương pháp Neighbor-Joining, Maximum 

Likelihood hay Maximum Parsimony. Cho đến nay, phần mềm MEGA đã trải qua 

nhiều lần nâng cấp và hiện nay đã cập nhật đến phiên bản MEGA XII [Kumar S., 

2024]. 

1.3. Các hợp chất có hoạt tính sinh học từ vi khuẩn lam  

Khả năng phân bố rộng rãi và hình thái đa dạng của VKL là kết quả của quá 

trình tiến hóa lâu dài, giúp chúng hình thành các cơ chế thích nghi hiệu quả, đặc biệt 

là khả năng tổng hợp lượng lớn các hợp chất thứ cấp. Các hợp chất này đóng vai trò 

quan trọng trong việc giúp chúng tồn tại trong điều kiện môi trường khắc nghiệt và 

chống lại sự cạnh tranh từ các sinh vật khác [Mazard S., 2016]. Tính đến năm 2019, 

đã có hơn 1630 hợp chất thứ cấp được phân lập từ VKL, thuộc 260 họ hợp chất thể 

hiện 14 loại hoạt tính sinh học khác nhau (Hình 1.5). Trong đó, nổi bật nhất là hoạt 

tính gây độc tế bào (cytotoxicity) với 110 họ chất chiếm 30,4%; tiếp theo là hoạt tính 

gây chết (lethality activities) và hoạt tính kháng khuẩn (antibacterial) lần lượt có 54 

và 43 họ hợp chất (tương ứng 14,9% và 11,9%). Các hợp chất này được xếp vào 10 

lớp hóa học khác nhau bao gồm alkaloid, depsipeptide, lipopeptide, 

macrolide/lactone, peptide, terpen, polysacarit,  lipid, polyketide và các nhóm khác. 

Phần lớn các hợp chất thứ cấp từ VKL được tổng hợp theo bốn con đường sinh hóa 

chính gồm: con đường shikimate, con đường malonate, con đường mevalonate và con 

đường methylerythritol-phosphate (MEP). Các con đường này đóng vai trò quan 

trọng trong quá trình sinh tổng hợp các hợp chất có hoạt tính sinh học cao của VKL 

[Demay J., 2019]. 

Năm 2021, Jones và cộng sự đã xây dựng cơ sở dữ liệu CyanoMetDB tập hợp 

2.010 hợp chất thứ cấp được sinh ra từ VKL có khối lượng phân tử giao động từ 0,12 

- 2,71 kDa [Jones M.R., 2021].  Cập nhật đến tháng 9 năm 2024, cơ sở dữ liệu trên 

CyanoMetDB phiên bản 3 đã ghi nhận gần 3.200 hợp chất từ VKL. Điều đó cho thấy 
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tốc độ phát hiện các hợp chất mới từ nhóm sinh vật này ngày càng gia tăng [Janssen 

E.M.-L., 2024].  

 

Hình 1.5. Các hoạt tính sinh học ứng dụng trong y dược của VKL  

(Nguồn: Demay J. và cộng sự, 2019) 

Bên cạnh đó, hơn 90 trong số 300 chi VKL đã định danh trong hệ thống phân 

loại của Komárek và cộng sự (2014) có khả năng tổng hợp các hợp chất có hoạt tính 

sinh học. Trong đó, có 153 họ hợp chất được sinh ra từ các loài VKL thuộc bộ 

Oscilatoriales chiếm tỷ lệ cao nhất đạt 46,5%, tiếp theo là bộ Nostocales tổng hợp 

được 98 họ hợp chất chiếm 29,7%. Ở cấp độ chi, Lyngbya là chi nổi bật nhất với 78 

họ hợp chất đã được phân lập, tính riêng loài L. majuscula đã phân lập được 48 họ 

hợp chất; chi Nostoc cũng là chi tiềm năng thứ hai với 50 họ hợp chất có hoạt tính đã 

được công bố [Demay J., 2019]. Anjum và cộng sự (2017)  đã chỉ ra rằng có khoảng 

450 hợp chất đã được phát hiện từ VKL ở biển chủ yếu từ các chi 

Lyngbya, Oscillatoria, và Symploca, trong đó có 58% hợp chất được phân lập từ chi 

Oscillatoria và 35% hợp chất được phân lập từ chi Lyngbya [Anjum K., 2017].  
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1.3.1. Các hoạt chất ức chế vi khuẩn 

Sự bùng nổ của các chủng vi sinh vật đa kháng thuốc trong những thập niên gần 

đây đã làm tăng nhu cầu tìm kiếm và phát triển các hợp chất mới kháng vi sinh vật 

theo các cơ chế tác động riêng. Simplkin và cộng sự (2017) đã chỉ ra rằng chỉ có 33% 

các loại thuốc kháng sinh được nghiên cứu có thể phát triển thành các sản phẩm 

thương mại trên thị trường [Simpkin V.L., 2017]. Hiện nay, VKL đang nổi lên như 

một nguồn nguyên liệu mới sản sinh ra nhiều hợp chất thứ cấp tiềm năng có hoạt tính 

chống lại nhiều loại vi sinh vật gây bệnh. Swain và cộng sự (2017) đã thống kê được 

121 hợp chất thuộc các lớp cấu trúc hóa học khác nhau có khả năng kháng khuẩn, 

kháng nấm mạnh đặc biệt là kháng các chủng vi khuẩn đa kháng thuốc, có tiềm năng 

sử dụng trong việc phát triển thuốc kháng sinh mới [Swain S.S., 2017]. 

Trong số 260 họ hợp chất phát hiện từ VKL, có 43 họ hợp chất ức chế được vi 

khuẩn Gram âm, Gram dương hay vi khuẩn đa kháng thuốc, chiếm 11,9% tổng số họ 

hợp chất [Demay J., 2019]. Trong đó, có đến 81% số hợp chất kháng khuẩn được 

phát hiện từ các chủng VKL thuộc bộ Nostocales và 70% số hợp chất kháng khuẩn 

thuộc nhóm alkaloid và polyketide [Carpine R., 2021]. Hợp chất malyngolide một 

loại kháng sinh thuộc nhóm polyketide đầu tiên được phân lập từ loài Lyngbya 

majuscula ức chế mạnh vi khuẩn Mycobacterium smegmatis and Streptococcus 

pyogenes [Cardllina J.H., 1979]. Họ hợp chất eucapsitrione phân lập từ Eucapsis sp. 

là dẫn xuất của anthraquinone có khả năng ức chế vi khuẩn Mycobacterium 

tuberculosis với nồng độ ức chế tối thiểu là 3,1 µM [Sturdy M., 2010]. Trong khi đó, 

họ hợp chất kulolide thuộc lớp depsipeptide bao gồm 44 hợp chất, được phân lập từ 

một số loài VKL thuộc bộ Nostocales, Osilatoricales không chỉ thể hiện hoạt tính 

kháng khuẩn mà còn có hoạt tính ức chế đối với động vật nguyên sinh, độc tính tế 

bào và độc tính gây chết [Demay J., 2019]. Bên cạnh đó, có khoảng 80 hợp chất thuộc 

họ hapalindole - like thuộc nhóm alkaloid được phân lập từ các loài VKL phân nhánh 

thật thuộc chi Westiella, Westiellopsis, Fischerella và Hapalosiphon thể hiện khả 

năng ức chế 27 chủng vi khuẩn khác nhau, cùng với hoạt tính kháng nấm, kháng tảo, 

độc tính tế bào, diệt côn trùng, thậm chí là đảo ngược tình trạng kháng thuốc của một 
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số dòng tế bào ung thư thông qua khả năng điều hòa kênh natri của tế bào [Cagide E., 

2014].  Hợp chất scytoscalarol và cybastacine A, B (thuộc nhóm terpen sesterterpen) 

phát hiện từ một số loài thuộc chi Scytonema và Nostoc có khả năng ức chế mạnh 

một số loại vi khuẩn với nồng độ ức chế tối thiểu thấp hơn 32 µg/ml [Cabanillas A.H., 

2018; Mo S., 2009]. Các hợp chất crossbyanol polybrominated A- E (thuộc nhóm 

polyhalogenated (PHC) được phân lập từ loài Leptolyngbya crossbyana ức chế vi 

khuẩn Staphylococcus aureus kháng methicillin (MRSA) ở nồng độ ức chế tối thiểu 

từ 2,0 đến 3,9 μg/ml [Choi H., 2010]. 

 

Hình 1.6. Cơ chế ức chế vi khuẩn của các chất thứ cấp từ VKL  

(Nguồn: Kar J. và cộng sự, 2022) 

Các hợp chất thứ cấp từ VKL ức chế vi khuẩn gây bệnh theo nhiều cơ chế khác 

nhau (Hình 1.6). Một trong những cơ chế phổ biến là ức chế hệ thống quorum sensing 

- hệ thống truyền tin giữa các tế bào vi khuẩn, đóng vai trò quan trọng trong việc điều 

hòa độc lực và hình thành màng sinh học. Một số hợp chất thuộc nhóm alkaloid và 

lipit như honaucin A-C, doscadenamide A, malyngolide, lyngbyoic acid phân lập từ 

VKL ở biển có thể ức chế hệ thống cảm nhận quorum của một số vi khuẩn V. harveyi, 
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E. coli và P. aeruginosa [Choi H., 2012; Dobretsov S., 2010; Liang X., 2019; Kwan 

J.C., 2011]. Trong khi đó, một số hợp chất thuộc nhóm lipit và peptide từ một số loài 

VKL ức chế vi khuẩn bằng cách phá vỡ tính toàn vẹn của màng tế bào vi khuẩn, gây 

ra sự rò rỉ các chất trong tế bào chất ra ngoại bào, phá vỡ chuỗi vận chuyển điện tử 

và ức chế các enzym quan trọng của tế bào vi khuẩn [Kar J., 2022].    

Một số hợp chất lại tác động lên một số con đường trao đổi chất quan trọng của 

tế bào vi khuẩn như con đường Shikimate, chuỗi vận chuyển điện tử và sinh tổng hợp 

thành tế bào. Hợp chất anaephenes A - C phân lập từ loài Hormoscilla sp. ức chế quá 

trình tổng hợp ATP và vận chuyển tích cực của vi khuẩn B. cereus và S. aureus 

[Brumley D., 2018]. Đường 7-deoxy-sedoheptulose phân lập từ loài Synechococcus 

elongates có cấu trúc tương tự NADPH sẽ thay thế NAPDH trong con đường 

Shikimate, từ đó các phản ứng khử sẽ bị dừng dẫn đến làm gián đoạn con đường 

Shikimate, từ đó tế bào không tổng hợp được axit amin thơm và gây ức chế sự sinh 

trưởng của vi khuẩn [Brilisauer K., 2019]. Ngoài ra, một số hợp chất thứ cấp của 

VKL cũng có khả năng ức chế enzyme DNA polymerase và RNA polymerase tham 

gia quá trình tổng hợp DNA, RNA và protein như hợp chất 12-epi-hapalindole E 

isonitrile phân lập từ loài Fischerella sp. và calothrixin A phân lập từ loài Calothrix 

sp. ức chế RNA polymerase trong quá trình phiên mã mRNA, từ đó ngăn cản quá 

trình tổng hợp protein của vi khuẩn B. subtilis [Doan T.N., 2000]. Nhóm hợp chất 

macrolides, thuộc lớp polyketide tác động lên quá trình gắn aminoacyl tRNA-

ribosome vào mRNA, từ đó ngăn chặn tổng hợp các protein mới [Kar J., 2022]. 

1.3.2. Các hoạt chất ức chế tế bào ung thư 

Vi khuẩn lam là nguồn sản sinh dồi dào các hợp chất có hoạt tính gây độc tế 

bào, đặc biệt tiềm năng trong nghiên cứu phát triển thuốc điều trị ung thư. Theo 

Demay và cộng sự (2019), các hợp chất gây độc tế bào chiếm tỷ lệ cao nhất trong các 

hợp chất đã được phân lập từ VKL với 110 họ chất tương ứng 30,4% số họ hợp chất. 

Những hợp chất này thuộc 4 lớp hóa học chính bao gồm nucleoside, depsipeptide, 

macrolide và lipopeptide [Demay J., 2019]. Các chi Symploca, Lyngbya, Scytonema 

và Oscillatoria cũng là nguồn tổng hợp các hợp chất macrolide có độc tính mạnh đối 
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với tế bào ung thư [Wang M., 2017]. Đáng chú ý, chỉ riêng chi Lyngbya đã phát hiện 

được 144 hợp chất ức chế tế bào ung thư [Swain S.S., 2015]. Một số hợp chất ức chế 

tế bào ung thư được phát hiện từ một số loài VKL tiêu biểu như hợp chất scytophycin 

A - E được phân lập từ loài Scytonema pseudohofmanni có khả năng ức chế mạnh đối 

với tế bào ung thư biểu bì và ung thư phổi đã được Bộ Thương mại Hoa kỳ cấp bằng 

sáng chế năm 1994 [Furusawa E., 1994]; hợp chất ambiguine I isonitriles phân lập từ 

một số loài VKL dạng phân nhánh thật như Fischerella ambigua, Hapalosiphon 

hibernicus, Westiellopsis prolifica có độc tính mạnh với dòng tế bào ung thư kết ruột 

HT-29 và tế bào ung thư vú MCF7 với giá trị EC50 lần lượt là 4,35 µM và 1,7 µM 

[Acuña U.M., 2015].  Năm 2020, Kawaguchi và cộng sự đã tinh sạch được hợp chất 

neo-aplysiatoxin A - một dẫn xuất mới của aplysiatoxin từ loài Moorea producens 

thể hiện độc tính trên tế bào ung thư hạch L1210 của chuột mạnh hơn so với các hợp 

chất đã biết trong họ chất aplysiatoxin [Kawaguchi M., 2020].  

Cho đến nay, ngày càng có nhiều hợp chất phân lập từ các chủng VKL đã được 

nghiên cứu và phát triển thành thuốc điều trị ung thư và được Cơ quan quản lý thực 

phẩm và thuốc Hoa Kỳ (FDI) và Cơ quan quản lý dược phẩm Châu Âu (EMA) cấp 

phép cho lưu hành trên thị trường hoặc trong các giai đoạn thử nghiệm lâm sàng. 

Trong đó, nổi bật nhất là các hợp chất trong họ Dolastatin đã được thử nghiệm lâm 

sàng ở pha 2 và được đánh giá là có hiệu quả chữa trị cao hơn thuốc chống ung thư 

Taxol từ 100-1000 lần. Hiện nay, đã có 5 loại thuốc sản xuất từ dolastatin10 được 

FDA cấp phép lưu hành trên thị trường là brentuximab vedotin, polatuzumab vedotin, 

enfortumab vedotin, disitamab vedotin, và tisotumab vedotin để điều trị ung thư 

[Kallifidas D., 2024]. Bên cạnh đó, hợp chất cryptophycin phân lập từ chủng Nostoc 

sp. GSV 224 có khả năng ức chế các dòng tế bào ung thư đa kháng thuốc với giá trị 

IC50 nhỏ hơn 50pM, là thành phần của thuốc kháng thể liên hợp trong liệu pháp điều 

trị ung thư mới. Dẫn xuất cryptophycin-52 đã được đưa vào thử nghiệm pha II trong 

điều trị ung thư buồng trứng kháng platinum [Weiss C., 2017]. Tỷ lệ phát hiện các 

hợp chất có cấu trúc mới ngày càng tăng, cho thấy VKL có tiềm năng trở thành nguồn 

dược liệu thay thế cho nguồn cây dược liệu truyền thống hay các loại vi sinh vật kinh 
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điển như nấm sợi và xạ khuẩn.  

1.3.3. Cơ chế tác động lên tế bào ung thư bởi các hoạt chất từ vi khuẩn lam 

Các hoạt chất từ VKL có khả năng tương tác với các phân tử đích quan trọng 

và kích hoạt quá trình chết tế bào ung thư theo chương trình một cách có kiểm soát 

(apoptosis). Một số cơ chế tác động chính lên tế bào ung thư của các hoạt chất từ 

VKL bao gồm: gây ngừng chu kỳ tế bào; kích hoạt con đường apoptosis của tế bào 

thông qua điều hòa biểu hiện họ enzyme caspase, thay đổi biểu hiện họ protein Bcl-

2 và ức chế khả năng di cư của tế bào ung thư.  

1.3.3.1. Làm ngừng (bắt giữ) chu trình tế bào 

Chu trình tế bào là quá trình sinh học thiết yếu điều khiển sự tăng trưởng, nhân 

đôi DNA và phân chia tế bào. Việc làm gián đoạn quá trình này có thể dẫn đến suy 

giảm khả năng sống dẫn đến kích hoạt sự chết theo chương trình (apoptosis) của tế 

bào. Nhiều hợp chất từ VKL đã được chứng minh có khả năng làm ngừng (bắt giữ) 

chu trình tế bào, đặc biệt thông qua tác động lên các protein tham gia hình thành bộ 

khung tế bào như sợi tubulin và actin hay phá vỡ cấu trúc thoi vô sắc. Tiêu biểu là 

các hợp chất trong họ dolastatin và dẫn xuất của nó như symplostatin 1 thuộc nhóm 

peptide phân lập từ một số chủng VKL sống ở biển gây dừng chu kỳ tế bào tại pha 

G2/M [Luesch H., 2000; Mooberry S.L., 2003]. Tương tự, cryptophycin 52 

(depsipeptide vòng phân lập từ chủng Nostoc sp.) gây rối loạn sự hình thành thoi vô 

sắc và dẫn đến làm dừng chu kỳ tế bào ở pha G2/M hay hợp chất calothrixin A - một 

indole phenanthridine pentacyclic - có khả năng gây ngừng chu trình tế bào tại pha S 

của tế bào ung thư bạch cầu [Drew L., 2002; Xu S., 2016]. Ngoài ra, hợp chất 

hectochlorin và lyngbyabellin gây bắt giữ chu trình tế bào ung thư lypho Burkitt bằng 

cách làm tăng độ dày bộ khung tế bào (gồm sợi actin, vi ống và sợi trung gian), đồng 

thời làm tăng đáng kể tỷ lệ tế bào hai nhân, từ đó làm dừng chu trình tế bào ở pha 

G2/M [Luesch H., 2000; Ramaswamy A.V., 2007]. Một số hợp chất khác tác động 

lên pha G1 như apratoxin A (từ Lyngbya sp.) gây ngừng chu trình tại pha G1 trên tế 

bào ung thư cổ tử cung HeLa ở nồng độ 50 nM, hay largazole phân lập từ loài 



33 
 

Symploca sp. gây dừng chu trình tế bào tại pha G1 và kích hoạt sự thoái hóa 

proteasome của E2F1 ở một số dòng tế bào ung thư phổi [Ma D., 2006; Wu L.C., 

2013].  

Bên cạnh đó, protein ức chế khối u p53 (được mã hóa bởi gen TP53) đóng vai 

trò then chốt trong quá trình kiểm soát chu trình tế bào thông qua cảm ứng với các tín 

hiệu stress nội bào đặc biệt là tổn thương DNA. Khi DNA bị tổn thương, p53 tác động 

tăng mức động biểu hiện gen CDKN1A (p21) mã hóa protein p21WAF1/CIP1, protein 

này gắn với cyclin-dependent kinases (CDK) và ức chế quá trình phosphoryl hóa Rb, 

dẫn đến ngừng chu trình tế bào tại pha G1/S [Vogelstein B., 2000]. Đồng thời, p53 

còn kiểm soát biểu hiện gen GADD45α mã hóa protein GADD45α có vai điều hòa 

chu trình tế bào tại điểm kiểm soát G2/M và tham gia sửa chữa DNA [Vogelstein B., 

2000; Wang X.W., 1999]. Ngoài ra, khi DNA không được sửa chữa, p53 còn có khả 

năng hoạt hóa các protein tiền apoptosis như BAX và PUMA, làm tăng tính thấm 

màng ty thể, giải phóng cytochrome c và kích hoạt chuỗi caspase dẫn đến quá trình 

apoptosis của tế bào [Vogelstein B., 2000]. Nhờ những cơ chế này, p53 được xem 

như một “người gác cổng” di truyền, ngăn chặn sự nhân đôi của các tế bào có DNA 

bị tổn thương, từ đó hạn chế sự tiến triển ác tính của tế bào ung thư. Trong khi đó, 

gen CDKN2A (p16) mã hóa protein p16INK4a ức chế thụ thể CDK4/6, ngăn sự 

phosphoryl hóa Rb từ đó cũng gây ngừng chu trình ở pha G1 [Serrano M., 1993; Kim 

W.Y., 2006]. Một số hợp chất phân lập từ vi khuẩn lam có khả năng tăng mức độ 

biểu hiện gen mã hóa p53, p21 và p16 từ đó gây ngừng chu trình tế bào như 

cylindrospermopsin, cryptophycin 52, largazole [Bain P., 2007; Drew L., 2002; Hu 

Z., 2006, Wu L.C., 2013]. 

1.3.3.2. Kích hoạt con đường apoptosis 

Apoptosis là quá trình tế bào chết một cách có kiểm soát. Nó là cơ chế thiết 

yếu được đặc trưng bởi những thay đổi sinh hóa và hình thái tế bào nhằm duy trì cân 

bằng nội môi và loại bỏ các tế bào bất thường. Quá trình này được diễn ra thông qua 

hai con đường tín hiệu: nội sinh (intrinsic pathway) và ngoại sinh (extrinsic pathway). 

Trong đó con đường nội sinh được kích hoạt bởi các stress nội bào như tổn thương 
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DNA, thiếu oxy, stress nội bào (rối loại chức năng ty thể), … Quá trình này chủ yếu 

liên quan đến rối loạn chức năng ty thể dẫn đến việc thay đổi tính bán thấm của màng 

ty thể và giải phóng cytochrome C vào bào tương. Song song đó, con đường ngoại 

sinh (extrinsic pathway) có thể được kích hoạt bởi sự gắn kết của các ligand đặc hiệu 

vào thụ thể chết trên bề mặt tế bào [Cavalcante G.C., 2019].  

* Điều hòa biểu hiện họ enzyme caspase  

Caspase thuộc nhóm enzyme protease cysteine đóng vai trò quan trọng trong 

việc kích hoạt quá trình apoptosis của tế bào được mã hóa bởi họ gen CASP. Họ 

enzyme caspase được chia thành 3 nhóm chính là nhóm caspase khởi phát (initiator 

caspase); caspase thực thi (executioner caspases) và caspase viêm (inflamatory 

caspase). Trong đó caspase 8 và caspase 9 đóng vai trò như hai “công tắc” chính trong 

nhóm caspase khởi phát có vai trò nhận tín hiệu gây chết để khởi động quá trình 

apoptosis. Caspase 8 được kích hoạt bởi tín hiệu ngoại bào như FasL - Fas, TNF - 

TNFR, TRAIL - DR4/5 để kích hoạt con đường apoptosis ngoại sinh còn caspase 9 

được kích hoạt bởi các tín hiệu nội bào như tổn thương ty thể từ đó kích hoạt con 

đường apoptosis nội sinh. Enzyme caspase 3 là “caspase chính” trong nhóm caspase 

thực thi được hoạt hóa bởi các caspapse khởi phát, đóng vai trò trung tâm tham gia 

vào cả con đường apoptosis nội sinh và ngoại sinh [Fan T.J., 2005]. 

Một số hợp chất thứ cấp có nguồn gốc từ VKL có khả năng điều hòa chuỗi phản 

ứng caspase, qua đó kích hoạt con đường apoptosis hiệu quả trên nhiều dòng tế bào 

ung thư. Cao chiết từ một số loài VKL thuộc chi Anabaena có khả năng kích hoạt 

quá trình apoptosis trên dòng tế bào bạch cầu cấp tủy (AML) thông qua cơ chế hoạt 

hóa enzyme caspase, từ đó làm tăng đáng kể số lượng tế bào chết theo chương trình 

so với mẫu đối chứng. Ngoài ra, các cao chiết này còn ức chế tác dụng bảo vệ của 

protein LEDGF (p75) khi protein này được biểu hiện quá mức trong tế bào AML giúp 

tế bào ung thư kháng lại với hóa trị [Oftedal L., 2010]. 

Các hợp chất như symplostatin 1, biselyngbyaside, cryptophycin, dolastatin 10, 

dolastatin 15 và curacin A tác động hoạt hóa enzyme caspase-3 từ đó kích hoạt con 

đường apoptosis của nhiều dòng tế bào ung thư như ung thu vú MDA-MB-435, ung 



35 
 

thư biểu mô buồng trứng SKOV3, ung thư phổi A549 [Catassi A., 2006; Mooberry 

S.L., 1997; 2003; Yonezawa T., 2012]. Drew và cộng sự (2002) đã chỉ ra rằng hợp 

chất cryptophycin 52 có vai trò hoạt hóa cả enzyme caspase-1và caspase-3 từ đó khởi 

động quá trình apoptosis của một số dòng tế bào ung thư tuyến tiền liệt LNCaP, PC-

3 và DU-145 [Drew L., 2002]. Bên cạnh đó, hợp chất somocystinamide A, một 

lipopeptide phân lập từ loài Lyngbya majuscula có khả năng ức chế sự tăng sinh khối 

u trên nhiều dòng tế bào ung thư như Jukrat, ung thư bạch cầu CEM, ung thư phổi 

A549, ung thư vú MCF-7 và ung thư tuyến tiền liệt PC-3 thông qua kích hoạt enzyme 

caspase-8 [Wrasidlo W., 2008].  

* Điều hòa biểu hiện họ protein Bcl-2 

Họ protein Bcl-2 là nhóm protein nằm trên màng ngoài ty thể, đóng vai trò quan 

trọng trong điều hòa quá trình apoptosis của tế bào theo con đường nội sinh. Họ 

protein này gồm hai nhóm là protein tiền apoptosis (pro-apoptotic) gồm các protein 

Bad, Bax, Bak có chức năng tăng tính thấm màng ty thể để giải phóng cytochrome C 

kích hoạt quá trình apoptosis theo con đường nội sinh. Nhóm protein ức chế apoptosis 

(anti-apoptotic) gồm các protein Bcl-2, Bcl-xL giúp bảo vệ tính toàn vẹn màng, ức 

chế quá trình chết tế bào.  

Nhiều nghiên cứu chỉ ra rằng một số hợp từ VKL có khả năng ức chế mạnh hoạt 

tính của protein Bcl-2 và Bcl-xL trong tế bào ung thư. Các hợp chất này thường tác 

động thông qua cơ chế phosphoryl hóa, từ đó làm giảm hoạt tính của các protein 

chống apoptosis. Chẳng hạn, hợp chất symplostatin 1 có khả năng ức chế sự sống sót 

của tế bào ung thư vú người thông qua việc phosphoryl hóa và ức chế Bcl-2 

[Mooberry S.L., 2003]. Tương tự, cryptophycin 52 làm tăng phosphoryl hóa Bcl-2 và 

Bcl-xL, tăng mức độ biểu hiệu của gen BAX từ đó kích hoạt con đường apoptosis của 

dòng tế bào ung thư tiền liệt tuyến người LNCaP [Drew L., 2002]; dolastatin 10 cũng 

kích hoạt phosphoryl hóa Bcl-2 trên dòng tế bào bạch cầu [Kalemkerian G.P., 1999].  

Ngoài ra, một số hợp chất phân lập từ VKL còn có tác động hoạt hóa protein 

tiền apoptosis. Catassi và cộng sự (2006) đã chỉ ra rằng các hợp chất curacin, 
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dolastatin 10 và 15 có thể ức chế quá trình phosphoryl hóa protein Bad tại vị trí serine 

136 ở dòng tế bào ung thư phổi A549, từ đó hoạt hóa protein Bad, di chuyển vào ty 

thể và giải phóng cytochrome C, dẫn đến apoptosis tế bào thông qua hoạt hóa caspase-

3 [Catassi A., 2006]. 

1.3.3.3. Ức chế khả năng di cư của tế bào 

Khả năng di cư là một trong những đặc điểm điển hình của tế bào ung thư phân 

biệt so với tế bào thường. Nó phản ánh khả năng xâm nhập, di chuyển của tế bào cũng 

như mối liên hệ chặt chẽ với quá trình di căn của tế bào ung thư. Vì vậy, ức chế được 

quá trình di cư của tế bào đóng vai trò quan trọng trong điều trị ung thư [Ohgami N., 

2015]. Cơ chế điều hòa quá trình này được kiểm soát bởi nhiều con đường tín hiệu 

khác nhau với sự tham gia của các phân tử then chốt như Integrin, N-cadherin, FAK, 

PI3K và AKT [Ohgami N., 2015; Thang N.D., 2015;]. Sự tăng biểu hiện N-cadherin 

thúc đẩy tương tác với integrin, kích hoạt enzyme focal adhesion kinase (FAK). Sau 

đó, FAK hoạt hóa enzyme phosphoinositide 3 – kinase (PI3K), dẫn đến tạo PIP3 và 

hoạt hóa enzyme kinase B (AKT). AKT hoạt hóa giúp tái tổ chức bộ xương actin, 

hình thành cấu trúc lamellipodia và filopodia, đồng thời bảo vệ tế bào khỏi anoikis, 

từ đó tăng khả năng di cư và xâm lấn của tế bào ung thư (Mitra S.K., 2006). 

Mặc dù VKL được xem là nguồn phong phú của các hợp chất tự nhiên có hoạt 

tính sinh học, nhưng các nghiên cứu về khả năng ức chế sự di cư của tế bào ung thư 

từ cao chiết hoặc hợp chất phân lập từ nhóm sinh vật này vẫn còn hạn chế. Một số 

nghiên cứu đã cho thấy hợp chất coibamide A ức chế khả năng di cư của dòng tế bào 

ung thư não U87-MG; majusculamide D ức chế sự di cư và tăng sinh của tế bào ung 

thư tuyến tụy [Serrill J.D., 2016; Zhao X., 2024]. Bên cạnh đó, hợp chất 

Isomalyngamide A và A1 phân lập từ loài Lyngbya majuscula ức chế sự di cư của 

dòng tế bào ung thư vú MDA-MB-231 ở nồng độ 0,06 và 0,337 µM bằng cách bất 

hoạt các phân tử p-FAK, FAK, p-AKT và AKT thông qua con đường ức chế integrin 

β1 [Chang T.T., 2011]. Polysaccharide từ chủng Nostoc commune NVPS có khả năng 

ức chế mạnh sự di chuyển tế bào ung thư phổi tế bào nhỏ (SCLC) thông qua ức chế 
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tín hiệu integrin β1/FAK, ngăn chặn EMT, giảm MMP-9, và ức chế JAK1/STAT3 

[Guo M., 2016].  

1.4. Ứng dụng của vi khuẩn lam trong lĩnh vực dược phẩm  

Vi khuẩn lam là nhóm vi sinh vật quang tự dưỡng có khả năng tổng hợp nhiều 

hợp chất có hoạt tính sinh học giúp chúng thích nghi với điều kiện môi trường khắc 

nghiệt và chống lại sự cạnh tranh từ các sinh vật khác [Mazard S., 2016]. Bên cạnh 

đó, với ưu điểm tốc độ sinh trưởng nhanh, dễ nuôi cấy và chi phí thấp, VKL có tiềm 

năng lớn để sản xuất ở quy mô công nghiệp. Nhờ vào những đặc tính sinh học và hóa 

học độc đáo này, chúng được coi là nguồn nguyên liệu mới tiềm năng thay thế các 

nguồn nguyên liệu truyền thống trong ngành dược, mỹ phẩm.  

Các hợp chất scytonemin và mycosporine-like amino acids (MAAs) được tổng 

hợp từ nhiều loài VKL giúp bảo vệ tế bào khỏi tổn thương do bức xạ UV được dùng 

để sản xuất kem dưỡng da, kem chống nắng hiệu quả [Derikvand P., 2017]. Không 

chỉ vậy, VKL còn được coi là nguồn cung cấp dồi dào các chất dinh dưỡng có giá trị 

như polysaccharide, protein, axit amin, axit béo thiết yếu, enzyme, vitamin và khoáng 

chất. Nổi bật là các loài VKL thuộc chi Athrospira chẳng hạn Arthrospira maxima, 

A. platensis (với tên thương mại là tảo xoắn - spirulina) có chứa hàm lượng protein 

rất cao từ 51 - 71% sinh khối khô, vitamin B12 và sắt - những vi chất thiết yếu cho 

hệ thần kinh, quá trình tạo DNA và huyết sắc tố [Khan Z., 2005]. Ngoài ra, các sắc 

tố tự nhiên từ VKL như carotenoid (beta-carotene, zeaxanthin, canthaxanthin) và 

phycobiliprotein (phycocyanin) vừa được dùng làm chất tạo màu thực phẩm, vừa có 

tác dụng chống oxy hóa, phòng ngừa ung thư, bệnh tim mạch và thoái hóa điểm vàng 

[Torregrosa-Crespo J., 2018]. 

Bên cạnh đó, nhiều loài VKL còn sản sinh lượng lớn các hợp chất thứ cấp có 

hoạt tính sinh học cao như gây độc tế bào, kháng khuẩn, kháng nấm, kháng virus, 

chống oxy hóa, chống viêm, ức chế lipoprotein mật độ thấp (LDL - Low-Density 

Lipoprotein) và tác dụng hạ triglyceride ứng dụng trong ngành dược phẩm. Từ 1500 

năm trước Công nguyên, loài Nostoc sp. đã được sử dụng để điều trị bệnh Gout và 
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một số loại ung thư [Liu X.J., 2003]. Tuy nhiên, các nghiên cứu về hợp chất có hoạt 

tính sinh học từ VKL chỉ được quan tâm nhiều từ năm 1982 sau khi các nhà khoa học 

tại trường Đại học ở Hawaii phân lập được hợp chất lyngbyatoxin A và aplysiatoxin 

từ loài Lyngbya majuscule có hoạt tính ức chế tế bào ung thư mạnh [Moore R.E., 

1982].  Từ năm 1983 đến 1994, khoảng 80% thuốc kháng khuẩn và chống ung thư 

được phê duyệt có nguồn gốc từ nguyên liệu tự nhiên. Bên cạnh đó, các hợp chất 

chiết xuất từ VKL còn có tác dụng hỗ trợ điều hòa huyết áp, cải thiện viêm mũi dị 

ứng, tăng cường miễn dịch, kiểm soát đường huyết, hỗ trợ sức khỏe tim mạch và tăng 

cường cơ bắp. Một số hợp chất có tác dụng điều hòa miễn dịch thúc đẩy sự phát triển 

của hệ vi sinh vật có lợi cho đường ruột [Furmaniak M.A., 2017].    

Không những vậy, nhiều chất thứ cấp từ VKL đã được ứng dụng thương mại 

rộng rãi, đặc biệt trong ngành mỹ phẩm và thực phẩm chức năng. Dự kiến đến năm 

2026, thị trường tảo toàn cầu sẽ đạt 6,09 tỷ USD với tốc độ tăng trưởng 6,7% mỗi 

năm, riêng thị trường VKL được dự báo tăng trưởng gấp đôi trong giai đoạn 2018 - 

2025. Trong đó, các sản phẩm sản xuất từ sắc tố phân lập từ VKL như phycocyanin 

và phycoerythrin chiếm tỷ trọng lớn trong các sản phẩm thương mại, điển hình là các 

sản phẩm C-Phycocyanin, PhycoLink®, PhycoPro™, Lightning Link® C-PE và 

Streptavidin C-Phycoerythrin. Gần đây, hợp chất Methylsilanolspirulinat chiết xuất 

từ Arthrospira platensis và Limnospira maxima đã được đưa vào cơ sở dữ liệu thành 

phần mỹ phẩm của Liên minh Châu Âu (EU) dùng cho sản phẩm chăm sóc da. Bên 

cạnh đó, sinh khối từ loài Aphanizomenon flos-aquae (tảo Klamath) được sử dụng 

làm thành phần chính trong nhiều loại mỹ phẩm như mặt nạ phục hồi tóc “Blue Green 

Algae” do công ty Aubrey Organics (Mỹ) sản xuất. Điều này cho thấy tiềm năng lớn 

của VKL trong công nghiệp mỹ phẩm.  

Ngoài ra, nhiều hợp chất tự nhiên từ VKL đã được nghiên cứu và phát triển 

thành thuốc chống virus và điều trị ung thư đã được thương mại (Bảng 1.1). Từ 1992 

đến năm 2020, trên thế giới đã có 21 bằng sáng chế được cấp cho nhiều hợp chất có 

hoạt tính sinh học sinh ra từ VKL [Verma S., 2022]. 
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Bảng 1.1. Các hợp chất kháng virus và tế bào ung thư từ VKL đã được thương mại  

Hoạt tính  Chủng VKL Tên sản phẩm thương mại Công ty 

Thuốc 

kháng 

virus 

Spirulina Apogen® Children Granules, 

Apogen® Children Chewables, 

Apogen® Lozenges 400 mg 

Tablets, Apogen® capsules, 

Far East Bio-

Tec. Co. Ltd. 

(FEBICO) 

(Nangang, Đài 

Bắc, Đài Loan) Arthrospira 

FEM-101 

ApoX Surface Anti-Viral Spray 

Spirulina Apogen® Liquid Tincture  

Spirulina (hoạt 

chất FB-1603) 

Apomivir® (thuốc kháng virus 

mới) 

Aphanizomenon 

flos-aquae  

 

Blue - Green Algae from Klamath 

Lake 

Source Naturals, 

Inc. (California, 

Mỹ) 

Aphanizomenon 

flos-aquae 

Blue - Green Algae from Klamath 

Lake - 1000 MG 

Sunny Greens 

(Utah, Mỹ) 

Thuốc trị 

ung thư 

Symploca 

hydnoides, 

Lyngbya 

majuscula 

Brentuximab vedotin 63 

(Adcetris™) (dạng thuốc liên hợp 

kháng thể) 

Seattle Gentics 

(Bothell, WA, 

Mỹ) 

Lyngbya sp.  Glembatumumab vedotin Celldex 

Therapeutics, 

Inc. 

(Phillipsburg, 

New Jersey, Mỹ) 

Nostoc sp. GSV 

224 

Cryptophycin 1 Merck Pvt. Ltd. 

(Mỹ) 

(Nguồn: Verma S. và cộng sự, 2022) 
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1.5. Các nghiên cứu về vi khuẩn lam tại Việt Nam  

1.5.1. Các nghiên cứu về đa dạng vi khuẩn lam  

Việt Nam là quốc gia nằm trong khu vực khí hậu nhiệt đới gió mùa ẩm với tiềm 

năng đa dạng sinh học cao trong đó có đa dạng VKL. Các nghiên cứu phân loại VKL tại 

Việt Nam được thực hiện từ những năm 1960 với nghiên cứu của Cao Ngọc Phương và 

cộng sự (1964) và Hortobagyi (1967 - 1969). Đáng chú ý, năm 1996, Dương Đức Tiến 

lần đầu tiên xây dựng hệ thống phân loại VKL tại Việt Nam ghi nhận 262 loài và dưới 

loài thuộc 61 chi từ môi trường đất ruộng lúa và nước ngọt [Dương Đức Tiến, 1996]. 

Sau đó, nhiều nghiên cứu khác tiếp tục bổ sung dữ liệu về đa dạng VKL tại các hệ sinh 

thái khác nhau. Chẳng hạn, Võ Hành và cộng sự (2006) đã phân loại được 26 loài VKL 

có tế bào dị hình từ đất nông nghiệp tỉnh Đắk Lắk, trong khi Nguyễn Thị Thu Liên (2007) 

ghi nhận 33 loài từ các thủy vực ở thành phố Huế, trong đó có 18 loài mới được ghi nhận 

tại Việt Nam [Võ Hành, 2006, Nguyễn Thị Thu Liên, 2017]. Ngô Thị Trang và cộng 

sự (2012) phát hiện được 6 chủng VKL thuộc các chi Jaaginema, Phormidium và 

Microcystis từ thủy vực Hà Nội [Ngô Thị Trang, 2012]; Phạm Thị Bình Nguyên và 

cộng sự (2020) xác định 47 loài từ các thủy vực ở Trà Vinh [Phạm Thị Bình Nguyên, 

2020]. Đặc biệt, Nguyễn Đức Diện và cộng sự (2018) công bố danh lục gồm 75 loài và 

dưới loài VKL có tế bào dị hình phân lập từ đất trồng tại Việt Nam, trong đó 32 loài đặc 

hữu vùng nhiệt đới [Nguyễn Đức Diện, 2018]. Nhìn chung, các nghiên cứu đã phản ánh 

rõ sự đa dạng và phong phú của VKL tại Việt Nam, đồng thời cho thấy tiềm năng lớn 

trong việc phát hiện các loài VKL mới ở nước ta. Tuy nhiên, phần lớn các nghiên cứu 

trên vẫn dựa trên đặc điểm hình thái, dễ gây thiếu chính xác trong định danh các loài 

VKL. 

Cùng với sự phát triển của công nghệ sinh học, các nhà khoa học trong nước đã áp 

dụng các kỹ thuật sinh học phân tử hiện đại trong phân loại VKL ở Việt Nam. Hoàng 

Phương Hà và cộng sự (2003) đã phân loại được 3 chủng VKL thuộc chi Anabeana bằng 

phương pháp phân loại truyền thống kết hợp phân loại phân tử dựa trên trình tự gen 16S 

rRNA [Hoàng Phương Hà, 2003]. Sau đó, Hồ Sỹ Hạnh và cộng sự (2006) đã sử dụng 

kỹ thuật RAPD-PCR để phân tích tính đa dạng di truyền của 5 loài VKL thuộc chi 
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Calothrix phân lập ở đất trồng lúa tỉnh Đăk Lăk [Hồ Sỹ Hạnh, 2006].  Đến năm 2017, 

nhóm nghiên cứu của Phạm Thị Lương Hằng và cộng sự lần đầu tiên công bố về đa dạng 

của 13 chủng VKL thuộc họ Nostocaceae phân lập từ đất ruộng lúa ở Thừa Thiên Huế 

dựa trên phương pháp tiếp cận đa chiều [Pham H.T.L., 2017]. Bên cạnh đó, Nguyễn 

Đức Bách và cộng sự (2021) cũng đã thành công định danh chủng Arthrospira platensis 

VQ-VN bằng đánh giá trình tự đoạn gen 16S rRNA kết hợp phân tích đặc điểm hình thái 

[Nguyễn Đức Bách, 2021]. Maltseva và cộng sự (2022) công bố được loài Aliinostoc 

vietnamicum - loài VKL mới được phân lập từ đất rừng ở vườn Quốc gia Cát Tiên, góp 

phần khẳng định tiềm năng trong việc phát hiện và mô tả các loài VKL mới ở nước ta 

[Maltseva S., 2022].   

1.5.2. Các nghiên cứu về hoạt chất sinh học từ vi khuẩn lam 

Trong những năm gần đây, nghiên cứu về hợp chất có hoạt tính sinh học từ VKL 

ở Việt Nam đã được các nhà khoa học quan tâm nhiều. Năm 2011, Nguyễn Tiến Đạt 

và cộng sự là nhóm đầu tiên công bố khả năng sinh hợp chất ức chế dòng tế bào ung 

thư của 4 chủng VKL thuộc chi Microcystis và Anabeana phân lập tại thủy vực nước 

ngọt Việt Nam. Nghiên cứu đã cho thấy cao chiết tổng số từ cả 4 chủng này đều có 

độc tính tế bào đối với tế bào ung thư cổ tử cung HeLa. Hợp chất Ergosterol phân lập 

từ chủng M. aeruginosa TC-3 ức chế mạnh sự hoạt hóa NF-βB với giá trị IC50 là 0,91 

µg/ml [Nguyen T.D., 2011].  Năm 2017, Phạm Thị Lương Hằng và cộng sự cũng 

công bố về khả năng ức chế dòng tế bào ung thư vú (MCF7), ung thư đại trực tràng 

(HCT116) và ung thư gan (HepG2) của 26 cao chiết tổng số từ 13 chủng VKL phân 

lập từ đất ruộng lúa ở tỉnh Thừa Thiên Huế với giá trị IC50 từ 47,8 μg/ml đến 232 

μg/ml [Pham H.T.L., 2017].  

Bên cạnh đó, các nghiên cứu về hoạt tính kháng vi sinh vật của cao chiết VKL 

cũng được quan tâm nhiều hơn. Lê Thị Ánh Tuyết và cộng sự (2011) thành công phân 

tách được hợp chất flourensandiol từ loài Anabaena sp. phân lập tại tỉnh Đăk Lăk có 

hoạt tính kháng khuẩn mạnh [Lê Thị Ánh Tuyết, 2011]. Nguyễn Thị Thu Liên và 

công sự (2017) đã sàng lọc được 11 trong số 20 chủng VKL phân lập từ đất ruộng 

lúa tỉnh Thừa Thiên Huế ức chế được các chủng vi sinh vật gây bệnh trên người với 
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đường kính vòng kháng khuẩn từ 4,5 - 9,0 mm [Nguyễn Thị Thu Liên, 2017]. Cùng 

năm đó, Phạm Thị Lương Hằng và công sự (2017) cũng đã thành công sàng lọc được 

11 trong số 13 chủng VKL thuộc họ Nosctocaceae thể hiện khả năng tổng hợp được 

hợp chất có hoạt tính kháng các chủng vi khuẩn Gram dương, Gram âm, trong đó cao 

chiết methanol từ chủng Nostoc sp APD4 ức chế mạnh nhất chủng vi khuẩn Bacilus 

subtilis với đường kính vòng kháng khuẩn là 23,3 mm [Pham T.L.H, 2017]. Cao Thị 

Huệ và công sự (2017) đã cho thấy cao chiết từ chủng tảo xoắn S. platensis BM thể 

hiện hoạt tính kháng 3 chủng vi khuẩn Gram dương là E. faecalis, S. aureus và B. 

cereus và một chủng nấm C. albicans với nồng độ ức chế tối thiểu từ 16 - 64 µl/ ml 

[Cao Thị Huệ, 2020]. Năm 2022, Nguyễn Văn Kiên và cộng sự lần đầu tiên công bố 

khả năng ức chế vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus gây bệnh chết sớm trên tôm của 

một số chủng VKL phân lập tại Việt Nam. Kết quả cho thấy, chủng NK1111 thuộc 

họ Nostocaceae có khả năng làm giảm 95,6% nồng độ vi khuẩn V. parahaemolyticus 

sau 96 giờ cùng nuôi và cao chiết MeOH từ chủng này đã ức chế được 83,9% vi 

khuẩn ở nồng độ 2,5 mg/ ml. Điều đó chứng tỏ chủng NK1111 có khả năng sản sinh 

hợp chất có hoạt tính ức chế vi khuẩn gây bệnh trên tôm [Nguyễn Văn Kiên, 2022]. 

Nhóm đã thành công tạo ra màng sinh học tự dưỡng kết hợp giữa chủng vi khuẩn lam 

NK1111 với vi tảo ức chế được 99,6% vi khuẩn V. parahaemolyticus sau 120 giờ thử 

nghiệm [Phạm Thị Lương Hằng, 2025]. Các kết quả nghiên cứu cho thấy tiềm năng 

ứng dụng hợp chất có hoạt chất sinh học từ VKL ở Việt Nam rất lớn và cần được 

nghiên cứu sâu hơn.  
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu  

2.1.1 Chủng vi khuẩn lam  

 Bốn mươi bảy chủng VKL được phân lập từ đất ruộng lúa, đất ven sông ở các 

tỉnh/ thành phố Hà Nội (kinh độ 21°00′N - 21°14′N, vĩ độ 105°37′E - 105°51′E), 

Hưng Yên (20°20′N kinh độ, vĩ độ 106°15′E) và Thanh Hóa (kinh độ 19°43′N - 

20°27′N, vĩ độ 105°12′E - 105°50′E). Mẫu đất được thu ở ba vị trí khác nhau trong 

thời gian từ tháng 4 năm 2019 đến tháng 12 năm 2021.    

Bên cạnh đó, ba chủng DL1, DL12 và PM3 đã có trong bộ sưu tập chủng giống 

VKL của nhóm. Chủng DL1, DL12 được phân lập bởi Võ Hành và cộng sự (2006) 

từ mẫu đất trồng lúa và đất trồng bông tỉnh Đắk Lắk [Võ Hành, 2006]; chủng PM3 

được phân lập từ đất ruộng lúa huyện Phú Vang, TP. Huế bởi PGS.TS. Nguyễn Thị 

Thu Liên, Viện Công nghệ Sinh học, Đại học Huế.  

Các chủng VKL thuần khiết được nuôi giữ trong môi trường BG11 (Phụ lục 1) 

[Rippka R., 1979] và lưu trữ tại Bộ môn Chuyên Sinh, Trường THPT Chuyên, Đại 

học Khoa học Tự nhiên, ĐHQG Hà Nội. 

2.1.2. Chủng vi khuẩn kiểm định 

Bốn chủng vi khuẩn thử nghiệm dùng trong nghiên cứu gồm: Bacillus cereus 

ATCC 14579, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pneumoniae 

ATCC 49619, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27852 được cung cấp bởi Bộ môn Vi sinh vật học, Khoa Sinh học, Trường Đại học 

Khoa học Tự nhiên.  

Các chủng vi khuẩn được bảo quản ở -80oC sẽ được hoạt hóa trong môi trường 

LB lỏng và nuôi lắc với tốc độ 200 vòng/ phút/ 37oC trong thời gian 24 giờ.  

2.1.3. Dòng tế bào  

Năm dòng tế bào A549 ATCC CCL - 185(tế bào ung thư phổi), HeLa ATCC 

CCL-2 (tế bào ung thư cổ tử cung), OVCAR-8 ATCC CVCL-1629 (tế bào ung thư 

vú), HaCaT ATCC CVCL-0038 (tế bào tạo sừng da người), HEK293 ATCC CRL-

1573 (tế bào thận phôi người) được cung cấp bởi PTN nuôi cấy Tế bào động vật 
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(Trung tâm Nghiên cứu Khoa học Sự sống, Khoa Sinh học). Các dòng tế bào được 

nuôi cấy trong môi trường DMEM hoặc RPMI 1640 bổ sung 10% huyết thanh thai 

bò, 1% kháng sinh Penicillin/Streptomycin trong tủ nuôi cấy tế bào duy trì ở 37ºC và 

5% CO2. 

2.2. Hóa chất, thiết bị  

Các hóa chất chính sử dụng trong nghiên cứu gồm: Dung môi n-hexane,  ethyl 

acetate (EtOAc), methanol (MeOH) (Fisher- Hàn Quốc); kháng sinh Ceftriaxone (Bio 

industries - Mỹ), sắc ký bản mỏng silica gel 60F254 (Merck- Đức), Sephadex - LH20 

(Merck- Đức), Silica gel 60 (0,040 - 0,063 mm, Merck- Đức), PrepMan® Ultra 

Sample Preparation Reagent (Applied Biosystems - Mỹ), DMEM Low Glucose, 

RPMI 1640 Low Glucose (Pan Biotech - Đức), Penicillin/Streptomycin (Cytiva - 

Mỹ), Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco - Mỹ), kit MTT (Invitrogen - Mỹ), kit tách 

RNA tổng số (Gen JET RNA Purification Kit - Thermo Scietific - Mỹ), kit tổng hợp 

cDNA (RevertAid First Strand cDNA Synthesis - Thermo Scietific - Mỹ), kit 

Annexin V (Invitrogen - Mỹ), Propidium Iodide (Invitrogen - Mỹ), RNase A (Merck 

- Mỹ), … 

Các thiết bị chính sử dụng trong thí nghiệm tại phòng thí nghiệm Hóa sinh và 

sinh hoc phân tử, trung tâm Khoa học sự sống, phòng thí nghiệm Trọng điểm Công 

nghệ Protein và Enzyme (KLEP), Đại học Khoa học và Công nghệ Hà Nội (USTH) 

bao gồm: Bể rửa siêu âm (Elmasonic S40 - Đức); tủ an toàn sinh học (Esco - 

Singapore), máy cô quay chân không; tủ ấm nuôi vi khuẩn (Incubator - Hàn quốc); 

tủ sấy (Memmert - Đức); máy lắc; cân điện tử (VNS - Trung Quốc); máy ly tâm lạnh 

Sigma 3K (Đức); bể ổn nhiệt sinh học (Memmert - Đức); máy đo quang phổ ; máy 

đo Nanodrop, máy đông khô, kính hiển vi Zeiss Axioplan II, tủ nuôi tế bào 37oC có 

điều chỉnh CO2 và độ ẩm 5%, kính hiển vi, máy realtime PCR, Tủ âm sâu (-80oC), hệ 

thống đo Flow Cytometer (BD FACSCanto II), hệ thống sắc ký lỏng cao áp 

(Shimazu), hệ thống Acquity UPLC I-Class Plus kết hợp với khối phổ kế Xevo G3 

ESI/QTOF mass spectrometer (Waters Corporation - Mỹ). 
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2.3. Phương pháp nghiên cứu  

Quy trình thí nghiệm được thực hiện theo sơ đồ Hình 2.1. 

 

Hình 2.1. Sơ đồ quy trình thí nghiệm 

2.3.1. Các phương pháp phân lập và phân loại vi khuẩn lam 

2.3.1.1. Phương pháp thu mẫu vi khuẩn lam 

Các mẫu vi khuẩn lam ngoài tự nhiên được thu theo hướng dẫn của Graham và 

cộng sự (2008). Mẫu đất được thu ở tầng mặt (0 - 2 cm), diện tích 10 x 10 cm. Mẫu 

được lấy tại 3 vị trí khác nhau tại mỗi điểm thu mẫu cho vào mỗi túi nilon đã ghi nhãn 

về địa điểm, thời gian và người thu mẫu [Graham J.L., 2008]. 

2.3.1.2. Phương pháp phân lập vi khuẩn lam 

Vi khẩn lam được phân lập theo phương pháp cấy trải trên đĩa thạch theo mô tả 

của Andersen và cộng sự (2005) [Andersen R.A., 2005]. Đầu tiên, 1 g mỗi mẫu đất 
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đất ruộng lúa, đất ven sông chứa VKL được hoà trong môi trường BG0 thành dạng 

huyền phù, sau đó hút 0,5 ml hỗn hợp nuôi trong các đĩa petri chứa môi trường thạch 

BG0 (môi trường BG11 thiếu nitrate) theo phương pháp cấy vạch. Các đĩa được nuôi 

ở điều kiện chiếu sáng 12 giờ sáng/ 12 giờ tối, với cường độ chiếu sáng 10 μmol.m-

2.s-1. Các khuẩn lạc VKL mọc sau 2 tuần sẽ được nhặt ngẫu nhiên và quan sát các đặc 

điểm về màu sắc, hình dạng sợi, hình thái tế bào sinh dưỡng, tế bào dị hình, tế bào 

nghỉ dưới kính hiển vi quang học. Bước này được lặp lại nhiều lần để thu được dòng 

thuần (chủng thuần). Các chủng thuần sẽ được nuôi trong môi trường BG11 có bổ 

sung kháng sinh augmetin nồng độ 10 g/ml để thu được các chủng thuần khiết không 

nhiễm các loại vi sinh vật khác.  

2.3.1.3. Quan sát và phân tích hình thái  

Các chủng VKL thuần khiết được đánh giá đặc điểm hình thái dưới kính hiển 

vi huỳnh quang Zeiss Axioplan II được kết nối với máy ảnh kỹ thuật số BUC5F-

2000C.  Các đặc điểm hình thái được quan sát bao gồm hình dạng, màu sắc sợi, hình 

thái của tế bào đầu sợi, sự hiện diện của tế bào dị hình, tế bào nghỉ và bao nhầy. Hình 

thái của mỗi chủng được quan sát và chụp ảnh lặp lại 3 ngày/ lần trong thời gian 10 

tuần. Kích thước của tế bào sinh dưỡng, tế bào dị hình, tế bào nghỉ (chiều rộng, chiều 

dài) được đo lặp lại 30 lần trên mẫu tế bào sống theo mô tả của Phạm Thị Lương 

Hằng và cộng sự (2017) [Pham T.L.H., 2017].  

2.3.1.4. Tách chiết DNA tổng số, khuếch đại và giải trình tự đoạn gen 16S rRNA 

Quy trình tách chiết DNA tổng số các chủng VKL được thực hiện theo mô tả 

của Boyer S.L. và cộng sự (2001; 2002). Mỗi chủng được nuôi 2 tuần trong môi 

trường BG11 để thu sinh khối tươi. Sau đó, 50 mg sinh khối tươi được chuyển sang 

ống eppendorf 1,5 ml và bổ sung 100 µl dung dịch PrepMan (Applied Biosystems, 

USA). Mẫu được ủ ở 96oC trong 5 phút và ly tâm ở tốc độ 12.000g/ 4oC trong 10 

phút. Tiếp theo, dịch nổi được chuyển sang ống eppendorf mới và được pha loãng 5 

lần bằng dung dịch tris-HCl 10 mM, pH = 8,0. Mẫu DNA tổng số được bảo quản ở -

20oC và sử dụng trực tiếp làm khuôn mẫu trong phản ứng PCR khuếch đại đoạn gen 

16S rRNA [Boyer S.L., 2001; 2002].  
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Một phần của gen 16S rRNA được khuếch đại thông qua kỹ thuật PCR lồng sử 

dụng ba mồi 1R, 2F và 6R theo Boyer và cộng sự (2001; 2002) [Boyer S.L., 2001; 

2002]. Đầu tiên, cặp mồi 2F/1R được sử dụng để khuếch đại đoạn gen 16S và vùng 

ITS với kích thước khoảng 1600 bp; sau đó, sản phẩm của phản ứng PCR lần 1 được 

dùng làm khuôn để thực hiện phản ứng PCR lần 2 với cặp mồi 2F/ 6R nhằm khuếch 

đại một phần đoạn gen 16S rRNA có kích thước khoảng 991 bp (xấp xỉ 1000 bp). 

Trình tự các mồi, vị trí gắn mồi và thành phần phản ứng PCR được thể hiện ở Bảng 

2.1 và 2.2. Chu kỳ nhiệt PCR gồm 3 bước chính như sau: (1) bước biến tính ban đầu 

ở 95 °C trong 2 phút; (2) 40 chu kỳ lặp lại (biến tính ở 95 °C trong 20 giây, gắn mồi 

ở 56 °C trong 20 giây, kéo dài ở 72 °C trong 1 phút 30 giây); và bước (3) kéo dài cuối 

cùng ở 72 °C trong 10 phút [Pham T.L.H., 2017].  

Bảng 2.1. Trình tự mồi cho phản ứng PCR 

Mồi Trình tự (3’ - 5’) Vị trí TLTK 

2F GGG GGA TTT TCC GCA ATG GG 359-78 [Boyer S.L., 

2001; 2002] 
1R CTC TGT GTG CCT AGG TAT CC 26-45 

6R GAC GGG CCG GTG TGT ACA 1334-50 

 

Bảng 2.2. Thành phần phản ứng PCR 

Thành phần Thể tích (µl) Nồng độ 

Master mix 2X (GoTaq®, Promega, US) 15  

Mồi xuôi (F) 1 0,3 µM 

Mồi ngược (R) 1 0,3 µM 

DNA tổng số 1 5 ng/ µl 

H2O (free DNAase) 12  

Tổng thể tích 30  
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Sản phẩm của phản ứng PCR được điện di kiểm tra chất lượng trên gel agarose 

1% (pha trong đệm TAE, bổ sung 1 µl thuốc nhuộm redsafe) chạy trong đệm TAE 

1X với thời gian 25 phút ở hiệu điện thế 100V. Kích thước của các băng DNA được 

quan sát dưới đèn UV và so sánh với thang chuẩn (DNA ladder 1kb - Cleaver 

Scientific Ltd, Anh) để xác định kích thước băng. Các sản phẩm PCR khuếch đại 

thành công (băng DNA sáng rõ, kích thước gần 1000 bp) được gửi tới công ty First 

Base, Malaysia để giải trình tự hai chiều theo phương pháp Sanger. 

2.3.1.5. Xây dựng cây phát sinh chủng - loại  

Trình tự đoạn gen 16S rRNA của các chủng VKL sau khi giải trình tự sẽ được 

trích xuất bằng phần mềm Snapgene Viewer và tìm kiếm các trình tự tham chiếu trên 

cơ sở dữ liệu của ngân hàng gen thế giới (GenBank) bằng công cụ BLAST 

[http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi]. Các trình tự tham chiếu được lựa chọn khi 

có độ tương đồng về trình tự đoạn gen 16S rRNA lớn hơn 98,65% - chỉ số giới hạn 

để xếp các chủng vi khuẩn lam vào cùng một loài theo Kim và cộng sự (2014) [Kim 

M., 2014]. Bên cạnh đó, trình tự đoạn gen 16S rRNA của một số loài chuẩn (type 

species) thuộc các bộ Synechococcales, Spirulinales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, 

Gloeobacterales, Chroococcales, Chroococcidiopsidales trong cơ sở dữ liệu của 

https://www.algaebase.org/ được sử dụng làm nhóm ngoại (outgroup) khi xây dựng 

cây phát sinh chủng - loại.  

Trình tự đoạn gen 16S rRNA của các chủng trong nghiên cứu và các trình tự 

tham chiếu được gióng hàng trình tự bằng công cụ MAFFT v7 [Katoh K., 2013]. Các 

trình tự có độ dài khác nhau sẽ được căn chỉnh, loại bỏ những phần không trùng khớp 

ở hai đầu. Kết quả gióng hàng trình tự được trích xuất thành tệp lưu trữ ở định dạng 

“.FASTA”. Sau đó, dữ liệu trình tự sau khi gióng hàng được dùng để xây dựng cây 

phát sinh chủng - loại bằng phần mềm phân tích MEGA 12 (Molecular Evolution 

Gentic Analysis ver.12.0) theo phương pháp Maximum Likelihood (ML) với mô hình 

tiến hóa K2+G+I (K2: Kimura 2 parameter, G+I: Gamma distributed with Invariant 

sites) và giá trị bootstrap là 1.000 lần lặp lại [Kumar S., 2024].  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.algaebase.org/
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2.3.2. Các phương pháp nuôi sinh khối và thu cao chiết tổng số 

2.3.2.1. Nuôi và thu sinh khối vi khuẩn lam 

Các chủng VKL được nuôi riêng rẽ trong 2 lít môi trường BG11, ở nhiệt độ 25 

± 2 °C, theo chu kỳ chiếu sáng/tối 12:12 giờ với ánh sáng huỳnh quang trắng có cường 

độ 20 µmol m⁻² s⁻¹. Các bình nuôi được lắc nhẹ hai ngày một lần để tăng lượng CO2 

trong môi trường. Sinh khối tươi của mỗi chủng được thu sau 7 tuần nuôi cấy bằng 

cách ly tâm ở 6.000 g/ 10 phút ở 20oC. Sinh khối tươi được sấy thăng hoa hơi nước 

để chuyển thành sinh khối khô bằng hệ thống máy đông khô Operon FDTA5025 (Hàn 

Quốc) và bảo quản ở nhiệt độ - 20°C [Pham T.L.H., 2017].  

Bên cạnh đó, sau khi sàng lọc được chủng VKL thể hiện hoạt tính sinh học ấn 

tượng nhất sẽ được nuôi với thể tích lớn. Mỗi mẻ nuôi từ 10 - 20 lít và lặp lại nhiều 

lần để đảm bảo có đủ sinh khối khô cho thí nghiệm phân tách hợp chất có hoạt tính 

sinh học. 

2.3.2.2. Tách chiết và thu cao chiết tổng số  

Các hợp chất thứ cấp từ sinh khối của các chủng VKL được tách chiết theo mô 

tả bởi Phạm và cộng sự (2017) với một số điều chỉnh. Đầu tiên, lượng sinh khối khô 

của mỗi chủng được nghiền nát trong một ít hỗn hợp dung môi hữu cơ (EtOAc - 

MeOH, 1:1, v/v) bằng cối, chày sứ. Sau đó, bổ sung lượng hỗn hợp dung môi theo tỷ 

lệ 100 ml cho 2 g sinh khối. Tế bào được phá vỡ bằng siêu âm trong thời gian 30 

phút. Tiếp theo, hỗn hợp được lắc ở 120 vòng/ phút trong thời gian 30 phút ở nhiệt 

độ phòng và ly tâm ở 5.000 g với thời gian 10 phút ở nhiệt độ 20° C để thu dịch nổi. 

Dịch nổi được lọc qua giấy lọc để thu dịch lọc. Phần cặn tế bào được chiết thêm hai 

lần nữa trong 100 ml hỗn hợp dung môi theo quy trình trên. Phần dịch lọc của 3 lần 

chiết được gộp thành dịch chiết tổng số. Tiếp theo, dung môi hữu cơ được làm bay 

hơi hoàn toàn bằng phương pháp cô quay chân không và sấy khô để thu được cao 

chiết tổng số. Cao chiết tổng số của mỗi chủng được xác định khối lượng và bảo quản 

ở -20o C cho đến khi sử dụng [Pham T.L.H., 2017].  
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2.3.3. Phương pháp đánh giá hoạt tính và cơ chế tác động  

2.3.3.1. Đánh giá hoạt tính kháng khuẩn  

Cao chiết tổng số từ các chủng VKL được sử dụng để đánh giá hoạt tính kháng 

khuẩn theo mô tả của Bui H.T. và cộng sự (2007). Ban đầu, 2 mg cao chiết của mỗi 

chủng vi khuẩn lam được hòa tan trong 40 μl hỗn hợp dung môi (EtOAc - MeOH, 1: 

1) và tra lên đĩa giấy thử hoạt tính có đường kính 6 mm. Dung môi MeOH (40 µl/đĩa 

giấy) được sử dụng làm đối chứng âm; kháng sinh cefotaxim (hàm lượng 10 μg/ 40 

µl) được dùng làm đối chứng dương. Sau khi để bay hơi hoàn toàn dung môi trong tủ 

cấy vô trùng, các đĩa giấy đã thấm cao chiết được đặt lên bề mặt đĩa thạch peptri chứa 

các chủng vi khuẩn thử nghiệm tương ứng và được giữ ở 4oC trong thời gian 3 giờ để 

cao chiết khuếch tán vào thạch. Cuối cùng, các đĩa thử hoạt tính được đặt ở nhiệt độ 

37°C trong thời gian 24 giờ. Vùng ức chế là vùng không màu (trong suốt) bao quanh 

đĩa giấy. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần, đường kính vòng ức chế (D) của mỗi cao 

chiết/kháng sinh được đo bao gồm cả đường kính của đĩa giấy [Bui H.T., 2007]. Số 

liệu được xử lý bằng phần mềm GraphPad Prism 8. 

2.3.3.2. Đánh giá độc tính tế bào  

Ban đầu, phương pháp limit test được sử dụng để sàng lọc sơ bộ khả năng gây 

độc của cao chiết tổng số từ các chủng VKL trên dòng tế bào ung thư HeLa. Cao chiết 

mỗi chủng VKL sẽ được pha loãng trong dung môi DMSO ở 4 nồng độ là 1, 10, 50, 

100 µg/ml. Tế bào HeLa đuợc nuôi trong đĩa 96 giếng đến khi đạt nồng độ khoảng 

5.000 tế bào/ giếng sẽ được ủ với các cao chiết ở 4 nồng độ trên trong thời gian 48 

giờ. Sau đó, hình thái tế bào được quan sát dưới kính hiển vi soi ngược để xác định 

khoảng nồng độ gây ảnh hưởng đến tỷ lệ sống sót của tế bào HeLa ở bốn mức độ tác 

động là không tác động; gây chết tế bào dưới 10%; từ 10 - 60% và trên 60%. Cao 

chiết được đánh giá có “tiềm năng” khi bắt đầu gây chết tế bào ở nồng độ 10 µg/ ml; 

“ít tiềm năng” khi tác động gây chết tế bào từ nồng độ 50 µg/ ml và “không tiềm 

năng” khi bắt đầu gây chết tế bào ở nồng độ 100 µg/ ml.  

Các cao chiết VKL tiềm năng và ít tiềm năng sẽ được lựa chọn đánh giá độc 

tính trên dòng tế bào ung thư HeLa bằng kit MTT (Invitrogen, Mỹ) theo mô tả của 
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Mosmann T. (1983). Sau khi tế bào HeLa nuôi trong mỗi giếng của đĩa 96 giếng đạt 

mật độ khoảng 5.000 tế bào sẽ được bổ sung 50 µl dịch chiết VKL đã pha loãng ở 

các nồng độ khác nhau. Dải nồng độ phù hợp cho thí nghiệm MTT được tính toán 

dựa vào kết quả thí nghiệm limit test. Taxol (Invitrogen, USA) là thuốc được FDA 

phê duyệt để điều trị nhiều loại ung thư như ung thư vú, buồng trứng, phổi, cổ tử cung 

được sử dụng làm đối chứng dương và pha ở dải nồng độ từ 0,1 nM đến 125,9 nM 

theo nghiên cứu của Nguyen T.B.L và cộng sự (2021) [Nguyen T.B.L, 2021]. Các tế 

bào được nuôi trong môi trường bổ sung 0,1% DMSO được sử dụng làm đối chứng 

âm. Sau 48 giờ ủ với dịch chiết/ taxol/ DMSO, 10 µl dung dịch MTT (nồng độ 10 

mg/ml) được bổ sung vào mỗi giếng và tiếp tục ủ ở 37°C trong 4 giờ. Sau đó, dung 

dịch chứa MTT được loại bỏ và 100 µl DMSO được thêm vào mỗi giếng để hòa tan 

tinh thể formazan hình thành [Mosmann T., 1983]. Tỷ lệ tế bào sống được tính dựa 

trên giá trị đo mật độ quang học bằng máy ELISA SpectraMax Plus384 (Molecular 

Devices, USA) tại hai bước sóng 540 nm và 630 nm. Tỷ lệ sống sót của tế bào được 

tính theo công thức: 

Tỷ lệ sống (%) = 
Giá trị trung bình (A540 - A630) mẫu 

x 100% 
Giá trị trung bình (A540 - A630) đối chứng âm 

Mỗi nồng độ được lặp lại 3 lần và mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Giá trị IC₅₀ 

(nồng độ cao chiết gây ức chế 50% sự phát triển tế bào) được tính toán bằng phần 

mềm GraphPad Prism 8. 

Cao chiết có độc tính mạnh nhất trên dòng tế bào HeLa sẽ được đánh giá độc 

tính trên 2 dòng tế bào ung thư (A549, OVCAR-8) và hai dòng tế bào thường (HaCaT, 

HEK293) bằng phương pháp MTT theo quy trình như trên. 

2.3.3.3. Xác định tỷ lệ tế bào chết theo con đường apoptosis  

 Tỷ lệ tế bào chết theo con đường apoptosis bởi tác động của cao chiết từ chủng 

có độc tính mạnh nhất trên tế bào HeLa được xác định theo mô tả của Schutte và cộng 

sự (1998). Phương pháp này được thực hiện dựa trên nguyên lý phát hiện sự có mặt 

của phosphatidylserine (PS) ở mặt ngoài màng tế bào của những tế bào trong giai 

đoạn apoptosis bằng cách sử dụng Annexin V gắn với thuốc nhuộm FITC huỳnh 
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quang. Đầu tiên, tế bào HeLa được nuôi cấy trong đĩa peptri đường kính 6 cm đến 

khi đạt tỷ lệ bao phủ bề mặt khoảng 30 - 40%. Sau 24 giờ, môi trường nuôi cấy được 

thay thế bằng môi trường mới có chứa dịch chiết NK13 nồng độ 3,8 µg/ ml (giá trị 

IC50); hoặc Taxol nồng độ 13,5 ng/ ml (giá trị IC50 - đối chứng dương); hoặc DMSO 

0,1% (đối chứng âm); hoặc không xử lý (ĐCSH). Tế bào được tiếp tục nuôi trong 

thời gian 24 giờ. Tiếp theo, cặn tế bào được thu bằng cách ly tâm và hòa trong đệm 

annexin 1X (annexin binding buffer) ở nồng độ 1 × 106 tế bào/ml. Sau đó, các tế bào 

được nhuộm với thuốc thử PI (propidium iodide) ở nồng độ 4 µg/ml và 1 µl Annexin 

V-FITC trong thời gian 15 phút ở điều kiện 4oC và tránh ánh sáng để đánh dấu các tế 

bào sống, hoại tử (necrosis) hoặc apoptosis. Cuối cùng, các mẫu tế bào được bổ sung 

150 µl đệm Annexin binding 1X [Schutte B., 1998]. Tỷ lệ các tế bào bị apoptosis 

được đánh giá bằng cách xác định theo tỷ lệ tế bào gắn với annexin V theo phương 

pháp đo tế bào theo dòng chảy (flow cytometry) trên hệ thống FACSCanto II (BD 

Biosciences).  

2.3.3.4. Xác định pha bị bắt giữ trong chu trình tế bào  

 Phương pháp này dựa trên nguyên lý DNA tế bào được nhuộm bằng propidium 

iodide (PI). Cường độ tín hiệu của PI tương ứng với khối lượng DNA được đo bằng 

phương pháp đo tế bào theo dòng chảy trên hệ thống FACSCanto II và được thực 

hiện theo mô tả của Darzynkiewicz và cộng sự (2017). Các tế bào HeLa sau khi ủ 24 

giờ với cao chiết NK13/Taxol/hoặc DMSO 0,1% sẽ được rửa trong đệm PBS lạnh 

(pH 7,4) và thu riêng rẽ, rồi được bổ sung hai lần thể tích ethanol 100% lạnh để cố 

định tế bào trong thời gian 2 giờ. Tiếp theo, tế bào được thu lại bằng cách ly tâm ở 

400 g trong 5 phút và rửa lại một lần bằng đệm PBS (pH 7,4). Sau đó, tế bào được 

huyền phù trong đệm PBS ở nồng độ 1x106 tế bào/ml và được bổ sung 50 μg/ml 

RNase A vào mỗi giếng, ủ ở 37°C trong 30 phút. Sau khi ủ, 20 μg PI được bổ sung 

vào mỗi ống tế bào và giữ trong 45 phút ở điều kiện 4oC và tránh ánh sáng để nhuộm 

nhân tế bào [Darzynkiewicz Z., 2017]. Tỷ lệ tế bào tại các pha sub-G1, G0/G1, S và 

G2/M trong chu trình tế bào được xác định bằng phương pháp đo tế bào theo dòng 

chảy trên hệ thống FACSCanto II.  
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2.3.3.5. Đánh giá khả năng di cư của tế bào ung thư 

 Khả năng di cư của tế bào ung thư được đánh giá bằng phương pháp tạo vết 

xước (would healing) theo mô tả của Grada và cộng sự (2017). Đầu tiên, các tế bào 

HeLa được nuôi trong môi trường DMEM có bổ sung 10% huyết thanh bò (FBS) ủ 

với dịch chiết trong đĩa 24 giếng cho đến khi đạt độ phủ bề mặt trên 95%. Vết xước 

được tạo trên lớp tế bào đơn bằng đầu pipet vô trùng loại có thể tích 200 µl. Tiếp 

theo, đĩa nuôi cấy được rửa nhiều lần bằng dung dịch PBS 10% đến khi loại bỏ hết 

các tế bào bị bong. Sau đó, tế bào được nuôi tiếp trong môi trường có dịch chiết NK13 

ở nồng độ 1,2 µg/ ml (giá trị IC10) hoặc Taxol nồng độ 1,8 ng/ ml (giá trị IC10 - đối 

chứng dương) hoặc DMSO 0,1% (đối chứng âm). Theo thời gian, tế bào HeLa từ 

vùng lân cận sẽ di cư lan sang khoảng trống vừa được tạo ra do xước [Grada A., 

2017]. Diện tích tế bào HeLa di cư sẽ được đánh giá bằng phần mềm ImageJ phiên 

bản IJ154 bản miễn phí tại các thời điểm 0 giờ, 6 giờ, 12 giờ và 21 giờ và tính toán 

theo công thức: 

 

2.3.3.6. Đánh giá mức độ biểu hiện của các gen  

Mức độ biểu hiện của 12 gen TP53, Caspase-3 (CASP-3), Caspase-8 (CASP-

8), BAX, CDKN1A (p21), CDKN2A (p16), Integrin 1α, Integrin 1β, FAK, AKT, PI3K 

và N-cadherin được đánh giá thông qua phương pháp RT- qPCR theo mô tả của 

Nguyễn Thị Bích Loan và cộng sự (2021) [Nguyen T.B.L., 2021]. Mức độ biểu hiện 

của các gen trong nghiên cứu được so sánh với gen nội chuẩn TBP. Trình tự các cặp 

mồi đặc hiệu được thể hiện ở phụ lục 2. 

Quy trình thực hiện phản ứng RT - qPCR như sau: trước tiên, RNA tổng số của 

tế bào HeLa được tách bằng kit Gen JET RNA Purification Kit. Nồng độ RNA được 

đo bằng máy Nanodrop. Sau đó, cDNA được tổng hợp từ 1µg RNA tổng số theo quy 

trình của bộ kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis cho phản ứng thể tích 20 µl. 

Thành phần phản ứng bao qồm 10 µl master mix 2X (power SYBR1 Green - 

Enzymnonics, Hàn Quốc); 0,5 µl mồi xuôi (nồng độ 10 µM); 0,5µl mồi ngược (nồng 
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độ 10 µM); 2 μl cDNA và 7 µl H2O (tổng thể tích phản ứng 20 µl). Phản ứng RT-

qPCR được thực hiện trên máy Realtime PCR LightCycler @ 96 (Enzymnonics, Hàn 

Quốc) với quy trình như sau: biến tính ban đầu ở 95°C trong 15 phút, tiếp theo là 40 

chu kỳ lặp lại gồm biến tính ở 95°C trong 15 giây, gắn mồi ở 58°C trong 10 giây và 

kéo dài cuối cùng ở 72°C trong 30 giây.  

Mức độ biểu hiện của các gen trong nghiên cứu được tính toán dựa trên phương 

pháp Ct và so sánh với gen nội chuẩn TBP [Nguyen T.B.L., 2021]. Gen TBP là gen 

nội chuẩn mã hóa cho protein TATA-binding (TBP) - một yếu tố phiên mã cơ bản, 

đóng vai trò then chốt trong quá trình khởi đầu phiên mã ở sinh vật nhân thực.  

Mức biểu hiện gen (Fold-change) = 2- [Ct
1
- Ct

2
]
 

Ct1: chu kỳ ngưỡng của gen mục tiêu 

Ct2: chu kỳ ngưỡng của gen nội chuẩn (TBP) 

Các thí nghiệm đều được lặp lại ba lần. Kết quả thí nghiệm được thể hiện giá trị 

trung bình và sai số bằng phương pháp phân tích phương sai (ANOVA), kết hợp với 

kiểm định hậu nghiệm Student-Newman-Keuls (SNK). Phần mềm SPSS phiên bản 

18 (SPSS Japan Inc.) được sử dụng để xử lý số liệu thống kê, với mức ý nghĩa thông 

kê là p < 0,05.   

2.3.4. Các phương pháp phân tách và xác định thành phần hoạt chất  

2.3.4.1. Chiết phân lớp lỏng - lỏng  

 Phương pháp chiết phân lớp lỏng - lỏng được áp dụng để phân tách cao chiết 

tổng thành các phân đoạn có độ phân cực khác nhau, dựa trên nguyên lý về khả năng 

không trộn lẫn giữa các dung môi có độ phân cực khác biệt. Cụ thể, một dung môi có 

độ phân cực cao (như nước) sẽ không được hòa với một dung môi có độ phân cực 

thấp hơn (như EtOAc hoặc n-hexane), từ đó cho phép phân tách được các hợp chất 

được tan trong mỗi pha dung môi tùy theo đặc tính phân cực của chúng [Mazzola 

P.G., 2008]. Quy trình tiến hành phương pháp chiết phân lớp lỏng - lỏng được thực 

hiện theo sơ đồ Hình 2.2.  Cao chiết tổng số NK13 được phân tách thành 4 phân lớp 

n-hexane, EtOAc, MeOH và H2O. Sau đó, các phân lớp được cô quay chân không và 
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sấy ở 37oC đến khi loại bỏ hoàn toàn dung môi để xác định khối lượng, thành phần 

vết chất và đánh giá độc tính trên tế bào HeLa của mỗi cao chiết. 

 

Hình 2.2. Quy trình chiết phân lớp lỏng - lỏng 

2.3.4.2. Phân tách các chất bằng sắc ký cột thủy tinh 

Sắc ký cột được lựa chọn để phân tách tiếp các hợp chất thứ cấp từ các cao chiết 

thu được sau khi chiết lỏng - lỏng. Vật liệu pha tĩnh được sử dụng trong các cột sắc 

ký bao gồm silica gel và sephadex LH20, tương ứng với hai hệ dung môi khác nhau 

(pha động) nhằm tối ưu hiệu quả phân tách. 
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* Sắc ký cột silica gel 

Sắc ký cột sử dụng silica gel làm pha tĩnh để phân tách các hợp chất thứ cấp dựa 

trên độ phân cực của các hợp chất. Những hợp chất có độ phân cực thấp có khả năng 

ái lực yếu với hạt silica gel, do đó di chuyển nhanh ra khỏi cột; trong khi đó, các hợp 

chất có độ phân cực cao tạo ái lực mạnh hơn với silica gel và bị giữ lại trong cột lâu 

hơn sẽ được rửa giải ra sau trong hệ dung môi có độ phân cực cao. 

Cao chiết n-Hexane được phân tách thành phần hợp chất có hoạt tính bằng sắc 

ký cột silica gel theo mô tả của Bui H.H. và cộng sự (2007) có sự điều chỉnh tỷ lệ hệ 

dung môi pha động [Bui H.H., 2007]. Đầu tiên, 60g silica gel được trương nở hoàn 

toàn trong 200 ml hệ dung môi đầu (n-hexane - EtOAc, 7:3, v/v), sau đó hỗn hợp 

được chuyển vào cột sắc ký thủy tinh có kích thước 1,2 cm x 120 cm và giữ ổn định 

trong khoảng 60 phút. Sau khi cột được ổn định, 500 mg cao chiết được hòa tan trong 

2 ml dung môi hệ 1 đến khi tan hoàn toàn và nhẹ nhàng tra lên bề mặt gel bằng pipet. 

Các hợp chất thứ cấp trong cao chiết được rửa giải bằng các hệ dung môi có độ phân 

cực tăng dần (Bảng 2.3) với tốc độ dòng khoảng 0,5 ml/ phút. Các phân đoạn rửa giải 

được thu vào các ống nghiệm với thể tích từ 3-5 ml. 

Bảng 2.3. Hệ dung môi cho chạy sắc ký cột silicagel 

Hệ dung môi Thành phần Thể tích (ml) 

1 n-hexane - EtOAc (7: 3, v/v) 200 

2 n-hexane - EtOAc (5: 5, v/v) 200 

3 n-hexane - EtOAc (2: 8, v/v) 200 

4 EtOAc - MeOH (9: 1, v/v) 200 

5 EtOAc - MeOH (7:3, v/v) 200 

6 EtOAc - MeOH (5:5, v/v) 200 

7 EtOAc - MeOH (2: 8, v/v) 200 

8 MeOH 200 

 

Sau đó thành phần hợp chất trong các phân đoạn sẽ được phân tích bằng phương 

pháp sắc ký đồ TLC ở hai bước sóng 254 nm và 365 nm. Các phân đoạn có số lượng 
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và thành phần vết chất tương tự nhau sẽ được gộp lại, loại bỏ dung môi và xác định 

khối lượng. 

* Phương pháp sắc ký cột sephadex LH20 

Sắc ký cột sử dụng gel sephadex LH20 được sử dụng để phân tách các hợp 

chất dựa trên kích thước phân tử. Sephadex LH20 là vật liệu có kích thước hạt rất 

nhỏ, cấu tạo từ các chuỗi dextran đã được hydroxypropyl hóa và liên kết chéo để tạo 

thành mạng lưới polysaccharide. Trong quá trình sắc ký, các phân tử lớn không thâm 

nhập vào bên trong hạt gel mà chỉ di chuyển quanh bề mặt bên ngoài, do đó được rửa 

giải ra khỏi cột nhanh hơn. Ngược lại, các phân tử nhỏ hơn có thể xâm nhập vào cấu 

trúc lưới của gel với tốc độ khác nhau tùy thuộc vào khối lượng và hình dạng phân 

tử; phân tử càng nhỏ thì càng dễ bị giữ lại lâu trong pha tĩnh do thời gian di chuyển 

qua gel kéo dài. 

Khoảng 60g sephadex LH20 được trương nở trong 400 ml MeOH trong vòng 

30 phút. Sau khi trương nở hoàn toàn, gel được chuyển nhẹ nhàng vào cột sắc ký thủy 

tinh và được giữ ổn định trong khoảng 60 phút. Sau đó, 500 mg cao chiết đã hòa tan 

trong 2 ml MeOH được tra lên bề mặt gel và rửa giải bằng dung môi MeOH với tốc 

độ dòng 0,5 ml/ phút. Các phân đoạn thu được sau rửa giải được tiếp tục phân tích 

bằng phương pháp TLC để đánh giá sơ bộ thành phần hóa học. Những phân đoạn có 

thành phần và vị trí vết chất tương tự nhau khi quan sát ở bước sóng 254 nm và 365 

nm sẽ được gộp lại [Ngô T.T., 2021]. 

2.3.4.3. Sắc ký mỏng (TLC) 

Các phân đoạn thu được sau khi chiết phân lớp và sắc ký cột thủy tinh sẽ được 

phân tích thành phần chất bằng phương pháp TLC sử dụng bản silica gel 60 F254 theo 

mô tả của Ngô T.T. và cộng sự (2021) [Ngo T.T., 2021]. Trước tiên, bản TLC silica 

gel 60F254 được chuẩn bị có kích thước 6,5 x 7 cm hoặc 4 x 7 cm; vạch xuất phát 

được đánh dấu cách mép dưới 1 cm và vạch kết thúc cách mép trên 0,5 cm tương ứng 

với khoảng cách di chuyển của chất trên bản TLC lần lượt là 5 cm và 2,5 cm.  Các 

cao phân đoạn sẽ được hòa tan trong dung môi tương ứng với nồng độ 0,1 µg/ 10µl, 

sau đó sẽ được tra lên vạch xuất phát bằng ống mao dẫn, để ở nhiệt độ phòng trong 5 
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- 10 phút cho dung môi bay hơi hoàn toàn. Tiếp theo, bản TLC được đặt vào hộp kín 

chứa 5 ml hệ dung môi gồm n-hexane - EtOAc - MeOH (65: 35:  5, v/v) (gọi là pha 

động). Bản TLC được lấy ra khi mức dung môi chạy đến vạch kết thúc và được quan 

sát, phát hiện thành phần các vết chất ở bước sóng 254 nm và 365 nm. Những phân 

đoạn có thành phần vết chất tương tự nhau sẽ được gộp lại và đánh giá hoạt tính.  

2.3.4.4. Sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC)  

Các phân đoạn được hòa tan trong dung môi MeOH với nồng độ 10 mg/ml và 

được tinh sạch bằng hệ thống sắc ký HPLC pha đảo (reversed-phase HPLC) sử dụng 

cột C18 (C18-80Å, 250 × 10 mm, 4µm, Water, Mỹ) trong gradient dung môi của 

MeOH từ 30% - 100% trong nước khử ion, tốc độ dòng 0,8 ml/ phút (Bảng 2.4). Thời 

gian chạy toàn bộ chu trình phân tích là 35 phút. Các hợp chất khác nhau được phát 

hiện trong khoảng bước sóng từ 190 nm đến 400 nm sẽ được thu lại để đánh giá hoạt 

tính và xác định thành phần hoạt chất bằng phương pháp sắc ký lỏng kết hợp đo phổ 

khối lượng độ phân giải cao (LC- HRMS).  

Bảng 2.4. Gradient nồng độ MeOH trong phân tích HPLC 

Thời gian (phút) 0,2 5 8 12 28 30 35 

MeOH (%) 30 70 90 100 100 30 30 

 

2.3.4.5. Xác định thành phần hợp chất bằng LC-HRMS  

Phân đoạn có hoạt tính sau khi tinh sạch bằng phương pháp HPLC được phân 

tích thành phần hoạt chất bằng phương pháp sắc ký lỏng phổ khối phân giải cao (LC-

HRMS) ở hai chế độ ion hóa dương [M+H]+ và chế độ ion hóa âm [M+H]- trên hệ 

thống Acquity UPLC I-Class Plus kết hợp với khối phổ kế Xevo G3 ESI/QTOF mass 

spectrometer (Waters Corporation - Mỹ) được thực hiện bởi PGS.TS. Nguyễn Thị 

Kiều Oanh, trường Đại học Khoa học và Công nghệ Hà Nội.  

Quy trình thí nghiệm được thực hiện theo mô tả của Phan và cộng sự (2024). 

Trước tiên, phân đoạn có hoạt tính được hòa tan trong dung môi MeOH với tỷ lệ 1,0 

mg/ml, sau đó lọc qua màng lọc có kích thước lỗ 0,22 μm trước khi tiêm vào hệ thống 
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ACQUITY UPLC I-Class Plus. Các hợp chất được phân tách bằng cột UPLC BEH 

C18 130 Å, 1,7 μm, 2,1 mm × 100 mm, với pha động là thành phần của dung môi A 

(0,1% axit formic trong H2O) và dung môi B (acetonitrile - ACN). Các hợp chất được 

rửa giải trong hệ dung môi gradient bắt đầu với 1% dung môi B tại thời điểm 0,5 

phút, sau đó tăng tuyến tính lên 35% trong khoảng thời gian 15,5 phút, tiếp tục tăng 

lên 100% trong vòng 2 phút, cuối cùng cột được cân bằng ở 1% dung môi B trong 5 

phút trước khi tiêm mẫu tiếp theo. Tốc độ dòng của pha động được duy trì ở mức 0,6 

ml/phút và thể tích mẫu được tiêm vào cột là 10 µl [Phan U.T.T., 2024].  

Các thông số của hệ thống QTOF được thiết lập ở chế độ MSe với dải quét khối 

lượng điện tích (m/z) từ 100 đến 1500, tần suất mỗi lần quét là 0,1 giây. Ở chế độ 

năng lượng thấp, điện áp được thiết lập ở mức 6 V, trong khi ở chế độ năng lượng 

cao, điện áp được tăng dần từ 15 V đến 40 V. Dữ liệu về khối lượng điện tích (m/z) 

và sắc ký đồ LC, phổ khối lượng được thu thập và phân tích bằng phần mềm Masslynx 

4.2 và UNIFI (Waters Corporation). Các KLPT đo được (observed mass) và tra cứu 

trên cơ sở dữ liệu http://dnp.chemnetbase.com/ và https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 

để xác định CTCT và tên của các hợp chất thu được.  

  

http://dnp.chemnetbase.com/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Phân lập và định danh các chủng vi khuẩn lam  

3.1.1. Kết quả phân lập của các chủng vi khuẩn lam 

Quy trình phân lập các chủng VKL được thể hiện ở Hình 3.1. Qua nhiều lần cấy 

chuyển liên tục, nghiên cứu đã phân lập được 47 chủng VKL thuần khiết. Các chủng 

này được nuôi giữ trong môi trường BG11 để định danh các chủng dựa theo phương 

pháp tiếp cận đa chiều bằng cách phân tích đặc điểm hình thái trên kính hiểm vi quang 

học và trình tự đoạn gen 16S rRNA.  

 

Hình 3.1. Quy trình phân lập vi khuẩn lam 

3.1.2. Đặc điểm hình thái của các chủng vi khuẩn lam 

Đặc điểm hình thái của 47 chủng VKL đã phân lập và 3 chủng có trong bộ sưu 

tập được đánh giá dựa trên hình dạng, màu sắc chuỗi, kích thước, hình dạng của tế 

bào sinh dưỡng, tế bào nghỉ và tế bào dị hình dưới kính hiển vi quang học. Kết quả 

cho thấy hình thái của các chủng VKL này được chia thành 3 nhóm khác nhau. Trong 

đó, nhóm I bao gồm 41 chủng VKL dạng thẳng không phân nhánh; nhóm II gồm có 

3 chủng VKL dạng sợi phân nhánh giả và nhóm III bao gồm 6 chủng VKL dạng sợi 
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phân nhánh thật. Đặc điểm hình thái và kích thước tế bào mỗi chủng VKL được thể 

hiện ở Phụ lục 3.   

 

Hình 3.2. Hình thái của 20 chủng vi khuẩn lam thuộc nhóm I 

Ak: Akinete cell (Tế bào nghỉ); BH: Basal heterocyst (Tế bào dị hình gốc); Ho: Hormogonia (Tảo 

đoạn); IH: Intercalary heterocyst (Tế bào dị hình xen kẽ); TH: Terminal heterocyst (Tế bào dị hình 

đầu chuỗi); Sh: Sheath (Lớp màng nhầy); VC: Vegetative cell (Tế bào sinh dưỡng) 
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Hình 3.3. Hình thái của 21 chủng vi khuẩn lam thuộc nhóm I 

Ak: Akinete cell (Tế bào nghỉ); BH: Basal heterocyst (Tế bào dị hình gốc); Ho: Hormogonia (Tảo 

đoạn); IH: Intercalary heterocyst (Tế bào dị hình xen kẽ); TH: Terminal heterocyst (Tế bào dị hình 

đầu chuỗi); Sh: Sheath (Lớp màng nhầy); VC: Vegetative cell (Tế bào sinh dưỡng)  
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Hình thái của 41 chủng VKL thuộc nhóm I đều có đặc điểm chung là cấu tạo 

dạng sợi dài, không phân nhánh, thẳng hoặc hơi cong, đôi khi các sợi được cuộn trong 

bào nhầy trong suốt (Hình 3.2; 3.3). Quan sát dưới kính hiển vi, các chủng này có 

màu sắc đa dạng từ màu xanh xám, xanh - o liu, xanh lam, màu xám nhạt hoặc màu 

nâu thẫm. Chúng có lớp màng nhầy phân tán hoặc mỏng, trong suốt bao quanh sợi. 

Tế bào sinh dưỡng trong các sợi non thường có dạng hình trụ, kích thước đồng đều, 

xếp chặt với nhau, có khả năng trượt trong môi trường. Tuy nhiên, khi trưởng thành, 

các sợi có xu hướng bị cuộn gập sợi trong bao nhầy, tế bào sinh dưỡng trở nên lớn 

hơn và có hình dạng thay đổi từ dạng hình thùng, hình cầu hoặc hình trụ, đôi khi có 

hình dạng không cố định, kích thước không đồng đều, có vách ngăn rõ giữa các tế 

bào, hơi thắt lại ở vách. Các tế bào dị hình có kích thước lớn, chủ yếu có hình cầu 

hoặc hình bầu dục, có thể xuất hiện đơn độc (chủng CAVN6515) hoặc thành chuỗi 

từ 2 đến 3 tế bào ở đầu sợi (chủng CAVN2441, CAVN8202), nằm xen kẽ trong chuỗi 

(CAVN8241), hay ở gốc sợi (chủng CAVN0801), đôi khi chúng xuất hiện ở trong 

chuỗi trước các tế bào nghỉ (chủng CAVN8233). Tế bào nghỉ chủ yếu có dạng hình 

bầu dục, hình cầu, hoặc hình trụ, kích thước lớn hơn nhiều so với tế bào sinh dưỡng. 

Chúng có thể xuất hiện thành chuỗi khoảng 10 - 20 tế bào nằm xen kẽ trong sợi 

(chủng CAVN2502), hoặc ở đầu sợi (CAVN8233), đôi khi chúng tạo thành chuỗi 

liên kết rời rạc (CAVN8241) hay xuất hiện đơn độc tách khỏi sợi (CAVN8204). Các 

tế bào nghỉ được quan sát thấy ở hầu hết các chủng VKL thuộc nhóm I có vai trò 

quan trọng trong quá trình sinh sản bên cạnh hình thức sinh sản bằng tảo đoạn. 

Nhóm II bao gồm ba chủng là DL1, DL12 và NK13 có dạng sợi phân nhánh 

giả, màu xanh lam đậm pha xanh lục, cấu trúc đẳng hướng hoặc dị hướng trong lớp 

bao nhầy mỏng không màu (Hình 3.4). Tế bào sinh dưỡng ở các sợi trưởng thành 

thường có hình trụ hoặc hình thùng xếp sát nhau, không rõ vách ngăn giữa các tế bào. 

Đối với các sợi non, tế bào sinh dưỡng gần như có dạng hình vuông; các tế bào sinh 

dưỡng ở đầu mút sợi thường thuôn nhọn tạo thành hình nón. Các tế bào dị hình chủ 

yếu xuất hiện đơn độc ở xen kẽ trong sợi hoặc ở đầu mút sợi, hiếm khi thành cặp ở 

giữa chuỗi hay ở gốc nhánh. Các tế bào dị hình ở đầu sợi thường thuôn dài, hình nón 
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tròn còn tế bào dị hình ở giữa chuỗi thường có hình trụ dài. Ở ba chủng này còn quan 

sát thấy sự hình thành của đĩa hoại tử và tảo đoạn để phân chia hình thành sợi mới; 

không quan sát thấy sự xuất hiện của tế bào tế bào nghỉ. Hai chủng DL1 và NK13 có 

hình thái điển của chi Scytonema với dạng sợi phân nhánh giả đơn hoặc kép. Trong 

khi đó, chủng DL12 mang đặc điểm hình thái điển hình của chi Calothrix với dạng 

sợi thuôn nhọn rõ rệt ở phần ngọn, phần gốc sợi phình rộng, tế bào dị hình chủ yếu 

xuất hiện ở gốc sợi có hình cầu hoặc bán cầu. 

 

 

Hình 3.4. Hình thái của 3 chủng vi khuẩn lam thuộc nhóm II  

BH: Basal heterocyst (Tế bào dị hình gốc); Ho: Hormogonia (Tảo đoạn); IH: Intercalary 

heterocyst (Tế bào dị hình xen kẽ); TH: Terminal heterocyst (Tế bào dị hình đầu chuỗi); Sh: Sheath 

(Lớp màng nhầy); VC: Vegetative cell (Tế bào sinh dưỡng); Nec: Necridia (Tế bào hoại tử); FB: 

False branching (Phân nhánh giả) 
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Hình 3.5. Hình thái của 6 chủng vi khuẩn lam thuộc nhóm III 

BH: Basal heterocyst (Tế bào dị hình gốc); Ho: Hormogonia (Tảo đoạn); IH: Intercalary heterocyst 

(Tế bào dị hình xen kẽ); TH: Terminal heterocyst (Tế bào dị hình đầu chuỗi); Sh: Sheath (Lớp màng 

nhầy); VC: Vegetative cell (Tế bào sinh dưỡng); Nec: Necridia (Tế bào hoại tử); TB: True 

branching (Phân nhánh thật); LT: Lateral trichome (Nhánh bên); MT: Main trichome (nhánh chính) 

Nhóm III gồm có 6 chủng VKL là MD2411, CAVN2404, CAVN2443, 

CAVN2505, CAVN4301 và CAVN4303 (Hình 3.5). Đây là các chủng VKL có cấu 

tạo dạng sợi phân nhánh thật kiểu chữ T hoặc chữ Y, màu xanh lam; nhánh bên có 

thể phát triển từ một phía hay cả hai phía so với nhánh chính. Các sợi được nằm trong 
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bao nhầy mỏng, trong suốt. Tế bào sinh dưỡng có hình dạng đa dạng từ hình thùng, 

hình cầu đến hình trụ, vách ngăn rõ ràng và bị thắt cạnh ở giữa các tế bào. Các tế bào 

sinh dưỡng ở cuối sợi thường có hình cầu hoặc hình trụ có phần cuối thuôn nhọn. Tế 

bào dị hình chủ yếu có dạng thùng, hình cầu hoặc hình trụ, thường xuất hiện đơn độc 

ở gốc sợi, xen kẽ trong sợi và đầu mút sợi ở cả nhánh chính và nhánh bên, đôi khi nó 

nằm xen kẽ giữa các tế bào nghỉ hay thành chuỗi hai tế bào. Không quan sát thấy tế 

bào nghỉ. Hình thức sinh sản của các chủng VKL thuộc nhóm III là hình thành tảo 

đoạn.   

 3.1.3. Phân tích trình tự đoạn gen 16S rRNA của các chủng vi khuẩn lam  

3.1.3.1. Khuếch đại và giải trình tự đoạn gen 16S rRNA  

Kết quả điện di sản phẩm PCR khuếch đại đoạn gen 16S rRNA của 50 chủng 

VKL trong nghiên cứu cho thấy, đoạn gen 16S rRNA của các chủng thu được đều có 

kích thước xấp xỉ 1000 bp với băng sáng, nét (Phụ lục 4). Sản phẩm PCR được giải 

trình tự tại công ty First Base (Malaysia).  Trình tự đoạn gen 16S rRNA của mỗi 

chủng được trích xuất và phân tích bằng phần mềm SnapGene Viewer cho kích thước 

khoảng 950 bp (Phụ lục 5). Kết quả thu được đáp ứng được các tiêu chuẩn cần thiết 

về kích thước và khối lượng thông tin phù hợp của đoạn gen 16S rRNA để xây dựng 

cây phát sinh chủng - loại và đánh giá mức độ tương đồng về trình tự đoạn gen 16S 

rRNA của các chủng VKL trong nghiên cứu so với các chủng tham chiếu trên cơ sở 

dữ liệu của GenBank. 

3.1.3.2. Mối quan hệ tiến hóa của các chủng vi khuẩn lam  

Các chủng được xác định vị trí và mối quan hệ tiến hóa trên cây phát sinh chủng 

- loại dựa vào trình tự đoạn gen 16S rRNA. Kết quả cho thấy 50 chủng VKL trong 

nghiên cứu được xếp vào 10 chi, trong đó nhóm I bao gồm 5 chi là Aulosira (4 chủng), 

Ahomia (1 chủng), Desmonostoc (16 chủng), Desikacharya (4 chủng) và Aliinostoc 

(16 chủng); nhóm II bao gồm 2 chi là Dulcicalothrix (1 chủng) và Scytonema (2 

chủng); nhóm III gồm 3 chi là Hapalosiphon (2 chủng), Neowestiellopsis (2 chủng) 

và Westiellopsis (2 chủng) (Hình 3.6). 
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Hình 3.6. Vị trí 3 nhóm hình thái trên cây phát sinh chủng - loại  

Nhóm I: các chủng vi khuẩn lam dạng không phân nhánh; nhóm II: các chủng VKL dạng phân 

nhánh giả; nhóm III: các chủng VKL dạng phân nhánh thật 

Sau khi xác định được vị trí của các nhóm hình thái trên cây phát sinh chủng - 

loại, trình tự đoạn gen 16S rRNA của từng chủng trong mỗi chi sẽ được phân tích chi 

tiết hơn trong các cây phát sinh chủng - loại riêng dựa trên phương pháp Maximun 

Likelihood với 1000 lần lặp lại để có thể xác định được danh pháp khoa học. Một 

chủng có thể được định danh đến loài khi đảm bảo cả hai tiêu chí sau: thứ nhất là 

chúng hình thành một nhánh đơn phát sinh với chủng chuẩn/chủng tham chiếu trên 
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cây phát sinh chủng - loại; thứ hai là chúng có trình tự đoạn gen 16S rRNA tương 

đồng trên 98,65% so với chủng chuẩn/ chủng tham chiếu [Kim M., 2014].  

A. Nhóm hình thái I.  

Nhóm I bao gồm 41 chủng VKL có dạng sợi thẳng không phân nhánh thuộc 5 

chi lần lượt là Aulosira gồm 4 chủng (nhóm Aul.), Ahomia gồm 1 chủng (nhóm Aho.), 

Desmonostoc gồm 16 chủng (nhóm Dem.), Desikacharya gồm 4 chủng (nhóm Dei.) 

và Aliinostoc gồm 16 chủng (nhóm Ali.) (Hình 3.6).  

i. Chi Aulosira 

Bốn chủng VKL bao gồm CAVN0801, CAVN2460, CAVN8202, XN1103 nằm 

ở ba nhánh đơn phát sinh thuộc chi Aulosira trên cây phát sinh chủng - loại (Hình 

3.7) và mức độ tương đồng về trình tự đoạn gen 16S rRNA so với chủng Aulosira 

laxa NIES-50 (là chủng tham chiếu của loài chuẩn thuộc chi Aulosira) đạt từ 98,7% 

đến 99,6% (Bảng 3.1) [Hauer T., 2014].  

Trong đó, chủng CAVN2460 thuộc nhánh Aul. 2 có độ tương đồng đạt 99,6% 

về trình tự đoạn gen 16S rRNA và nằm cùng nhánh đơn phát sinh so với chủng tham 

chiếu Aulosira laxa NIES-50 với giá trị bootstrap là 94% (Hình 3.7, Bảng 3.1). Hơn 

nữa, hình thái của chủng CAVN2460 có nhiều điểm tương đồng so với chủng A. laxa 

NIES-50 như: cả hai chủng đều dạng sợi thẳng, đối xứng hai đầu được bao bọc bởi 

lớp bao nhầy không màu; tế bào sinh dưỡng có hình trụ hoặc hình thùng, màu xám 

xanh pha nâu xẫm. Các tế bào dị hình chủ yếu hình cầu, bầu dục hoặc hình trụ. Ở các 

sợi non, tế bào dị hình có hình cầu hình thường xuất ở đầu mút của sợi. Ngoài ra, hai 

chủng này đều được phân lập từ mẫu đất trồng lúa [Hauer T., 2014; Guiry, 2023]. Vì 

vậy, có thể xác định chủng CAVN2460 thuộc loài Aulosira laxa và được đặt tên là 

chủng A. laxa CAVN2460.  

Mặt khác, ba chủng CAVN0801, CAVN8202 (nhánh Aul. 1) và XN1103 

(nhánh Aul. 3) có mức độ tương đồng về trình tự đoạn gen 16S rRNA so với chủng 

tham chiếu A. laxa NIES-50 đạt từ 98,7% đến 99,4%, nhưng lại nằm ở hai nhánh đơn 

phát sinh tách biệt so với chủng A. laxa NIES-50 ở trên cây phát sinh chủng - loại, 

cho thấy chúng thuộc 2 loài khác nhau có quan hệ gần gũi với loài A. laxa (là loài 
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chuẩn của chi Aulosira) và được xếp vào loài chưa xác định là Aulosia sp. (Hình 3.7; 

Bảng 3.1).  

 

Hình 3.7. Cây phát sinh chủng - loại của chi Aulosira và Ahomia 

* biểu thị chủng chuẩn, ** biểu thị loài chuẩn 

Tóm lại, 4 chủng thuộc chi Aulosira được định danh lần lượt là: chủng 

CAVN2460 thuộc loài Aulosira laxa với tên gọi là A. laxa CAVN2460, ba chủng 

CAVN0801, CAVN8202 và XN1103 thuộc hai loài chưa được xác định với tên gọi 

lần lượt là Aulosira sp. CAVN0801, Aulosira sp. CAVN8202 và Aulosira sp. 

XN1103. 
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Bảng 3.1. Tỷ lệ tương đồng (%) về trình tự đoạn gen 16S rRNA của các chủng 

thuộc chi Aulosira và Ahomia 

 Chủng 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1 CAVN0801            

2 CAVN2460 99,6           

3 CAVN8202 99,2 99,0          

4 XN1103 99,2 98,8 98,3         

5 Aulosira laxa NIES-50 (KJ920353.1) 99,5 99,6 98,9 98,7        

6 Aulosira sp. SG5-PS (PP165366.1) 99,5 99,4 99,4 98,7 99,3       

7 Aulosira sp. CENA272 (MN551913.1) 99,0 98,9 98,9 99,4 98,8 99,0      

8 
Nostoc carneum IAM M-35 

(AB325906.1) 
98,9 99,0 98,6 99,5 98,7 98,9 99,4     

9 Tolypothrix sp. NQAIF319 (KJ636968.1) 98,9 99 98,3 99,5 98,7 98,7 99,4 99,8    

10 CAVN2432 96,8 96,7 96,6 97,3 96,4 96,9 97,3 97,1 97,1   

11 Ahomia soli RAN-4C-PS (OQ690028.1)* 96,9 96,7 96,7 97,4 96,6 97,1 97,4 97,1 97,1 99,9  

* biểu thị chủng chuẩn 

ii. Chi Ahomia 

Chủng CAVN2432 có trình tự đoạn gen 16S rRNA tương đồng đến 99,9% so 

với chủng tham chiếu Ahomia soli RAN-4C-PS (Bảng 3.1). Trên cây phát sinh chủng 

- loại, chúng nằm cùng nhánh với các chủng tham chiếu thuộc chi Ahomia và có quan 

hệ tiến hóa gần nhất với chủng Ahomia soli RAN-4C-PS với giá trị bootstrap đạt 92% 

(Hình 3.7). Bên cạnh đó, hình thái của chủng Ahomia soli RAN-4C-PS có nhiều điểm 

tương đồng so với chủng CAVN2432 về kích thước và hình dạng các dạng tế bào. 

Cụ thể cả hai chủng đều có dạng sợi màu nâu, đối xứng hai đầu, tế bào sinh dưỡng 

có dạng hình trụ hoặc hình thùng thắt lại ở hai đầu, được xếp lỏng lẻo với nhau thành 

chuỗi; tế bào dị hình hình cầu hoặc bầu dục xuất hiện đơn lẻ nằm ở cả đầu sợi và xen 

kẽ trong sợi; sinh sản bằng hình thức nảy mầm của tế bào nghỉ có dạng hình bầu dục. 

Hơn nữa, cả hai chủng đều được phân lập từ bề mặt đất ẩm [Pal S., 2024]. Dựa vào 

sự tương đồng về trình tự đoạn gen 16S rRNA, vị trí phân loại trên cây phát sinh 
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chủng - loại và các đặc điểm hình thái, sinh thái có thể xác định chủng CAVN2432 

thuộc loài Ahomia soli và được đặt tên là chủng Ahomia soli CAVN2432. 

iii.  Chi Desmonostoc 

 Mười sáu chủng VKL bao gồm CAVN8204, CAVN2503, CAVN8233, 

CAVN2441, CAVN2440, CAVN2442, CAVN6212, CAVN2522, CAVN5500, 

CAVN2403, CAVN2513, CAVN2525, CAVN8213, CAVN2560, CAVN6515 và 

NK1813 được xếp vào nhánh đơn phát sinh cùng các chủng tham chiếu thuộc chi 

Desmonostoc với giá trị bootstrap là 68% và được phân tách thành 7 nhánh đơn phát 

sinh tương ứng với 7 loài (Hình 3.8) cho thấy 16 chủng này thuộc 7 loài trong chi 

Desmonostoc.  

    Đầu tiên, chủng CAVN5500 (nhánh Dem. 2) nằm cùng nhánh đơn gốc với 

các chủng tham chiếu thuộc loài Desmonostoc lechangense với giá trị bootstrap là 

93% (Hình 3.8). Ngoài ra trình tự đoạn gen 16S rRNA của chủng CAVN5500 tương 

đồng 100% so với chủng chuẩn D. lechangense CF01 (Bảng 3.3) [Pecundo M.H., 

2021]. Vì vậy, chủng CAVN5500 có thể định danh thuộc loài D. lechagense và được 

gọi tên là chủng D. lechagense CAVN5500. Bên cạnh đó, chủng CAVN2522 (nhánh 

Dem. 3) được xác định thuộc loài Desmonostoc linckia do chúng nằm cùng nhánh 

đơn phát sinh cùng chủng Desmonostoc linckia IAM M-251 and Desmonostoc linckia 

NIES 28 với giá trị bootstrap đạt 80%, và có tỷ lệ tương đồng về trình tự đoạn gen 

16S rRNA đạt 99,8% so với chủng tham chiếu Desmonostoc linckia NIES 28 

[Hrouzek P., 2013]. Chủng CAVN6212 thuộc nhánh Dem. 4 nằm cùng nhánh đơn 

phát sinh với hai chủng tham chiếu thuộc loài D. meilinense với giá trị bootstrap đạt 

96% ở trên cây phát sinh chủng - loài và có tỷ lệ tương đồng về trình tự đoạn gene 

16S rRNA so với chủng chuẩn D. meilinense CSM 017-N đạt 99,5% (Hình 3.8; Bảng 

3.1) [Pecundo M.H., 2023]. Do vậy, chủng CAVN6212 được xác định thuộc loài D. 

meilinense và được đặt tên là chủng D. meilinense CAVN6212.  
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Hình 3.8. Cây phát sinh chủng - loại của chi Desmonostoc và Desikachary 

 (1) bao gồm các chủng CAVN2513, CAVN2525, CNVN2560, CAVN6515 và CAVN8213;  

(2) bao gồm các chủng CAVN2441, CAVN2442 và CAVN2503; (3) bao gồm chủng NS2000;  

* biểu thị chủng chuẩn; ** biểu thị loài chuẩn  
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Bảng 3.2. Tỷ lệ tương đồng (%) về trình tự đoạn gen 16S rRNA của các chủng thuộc chi Desmonostoc và Desikacharya 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 

1 CAVN2403(1)                             

2 Desmonostoc entophytum IAM_M-267 (AB093490.1) 99,9                            

3 Desmonostoc salinum (NR177798.1) 99,8 99,6                           

4 CAVN5500 99,5 99,4 99,3                          

5 Desmonostoc lechangense CF01 (MZ263177.1)* 99,5 99,4 99,3 100                         

6 CAVN2522 98,5 98,4 98,2 98,7 98,7                        

7 Desmonostoc linckia NIES-28 (LC215283.1) 98,8 98,6 98,5 99,0 99,0 99,8                       

8 CAVN6212 98,6 98,5 98,4 98,9 98,9 99,4 99,6                      

9 D. meilinense CSM018-N2 (OM746703.1)* 98,8 98,6 98,5 99,0 99,0 99,5 99,8 99,9                     

10 CAVN8204 98,1 98,0 97,9 98,4 98,4 98,6 98,9 98,5 98,6                    

11 D. magnisporum AR6-PS (MH497066.1) 98,1 98,0 97,9 98,4 98,4 98,6 98,9 98,5 98,6 99,5                   

12 D. punense MCC2741 (KT166436.1) 98,1 98,0 97,9 98,4 98,4 98,6 98,9 98,5 98,6 99,5 99,5                  

13 D. alborizicum 1387 (OM800960.1) 98,1 98,0 98,1 97,9 97,9 98,1 98,4 98,0 98,1 99,0 99,0 99,0                 

14 NK1813 98,7 98,6 98,5 98,2 98,2 98,2 98,5 98,1 98,2 98,5 98,5 98,5 98,5                

15 Desmonostoc sp. CENA383 (KR137604.1) 98,4 98,2 98,1 98,4 98,4 98,4 98,6 98,2 98,4 98,7 98,9 98,7 98,2 99,3               

16 CAVN8233 99,0 98,9 98,7 99,0 99,0 98,7 99,0 98,6 98,7 98,6 98,6 98,6 98,1 99,0 99,0              

17 CAVN2440(2) 99,1 99,0 98,9 99,1 99,1 98,9 99,1 98,7 98,9 98,7 98,7 98,7 98,2 99,1 99,1 99,9             

18 D. persicum SA14 (MF642332.1)* 99,1 99,0 98,9 99,1 99,1 98,9 99,1 98,7 98,9 98,7 98,7 98,7 98,2 99,1 99,1 99,9 100            

19 D. danxiaense CHAB5868 (MH291266.1) 98,7 98,6 98,5 98,7 98,7 98,7 99,0 98,6 98,7 98,7 98,7 98,7 98,2 99,3 99,3 99,1 99,3 99,3           

20 D. muscorum Lukesova 1/87 (AM711523.1)** 97,9 97,7 97,6 97,9 97,9 98,4 98,6 98,2 98,4 98,5 98,2 98,2 98,0 98,0 97,9 97,9 98,0 98,0 98,2          

21 Nostoc neudorfense ARC8 (MK300544.1) 95,5 95,4 95,2 95,5 95,5 95,8 96,0 95,9 96,0 96,4 96,2 96,4 95,9 96,6 96,3 96,0 96,2 96,2 96,3 97,1         

22 CAVN2490(3) 94,3 94,2 94,3 94,2 94,2 94,5 94,6 94,5 94,6 94,4 94,7 94,2 93,9 94,7 94,4 94,3 94,5 94,5 94,7 95,8 95,1        

23 CAVN8242 94,5 94,3 94,5 94,3 94,3 94,6 94,7 94,6 94,7 94,6 94,8 94,3 94,0 94,8 94,6 94,4 94,6 94,6 94,8 95,9 94,7 99,6       

24 PM3 94,7 94,6 94,5 94,7 94,7 94,9 95,0 94,9 95,0 94,8 95,1 94,6 94,3 95,1 94,8 94,7 94,8 94,8 95,1 96,2 95,4 99,0 99,1      

25 Nostoc sp. NPA1 (KY818310.1) 94,3 94,2 94,3 94,2 94,2 94,5 94,6 94,5 94,6 94,4 94,7 94,2 93,9 94,7 94,4 94,3 94,5 94,5 94,7 95,8 95,1 100 99,6 99,0     

26 Desikacharya nostocoides BHU1-PS (MH036167.2)** 94,6 94,4 94,3 94,6 94,6 94,4 94,6 94,4 94,6 93,9 94,4 93,9 93,6 94,8 94,4 94,8 95,0 95,0 94,8 95,1 94,8 98,0 98,1 98,5 98,0    

27 Desikacharya soli BHU2-PS (MH036168.2) 94,7 94,6 94,4 94,7 94,7 94,6 94,7 94,6 94,7 94,0 94,6 94,0 93,8 95,0 94,6 95,0 95,1 95,1 95,0 95,2 95,0 98,1 98,2 98,6 98,1 99,9   

28 Nostoc sp._APM3 (KY818312.1) 94,7 94,6 94,5 94,7 94,7 94,9 95,0 94,9 95,0 94,8 95,1 94,6 94,3 95,1 94,8 94,7 94,8 94,8 95,1 96,2 95,4 99 99,1 100 99,0 98,5 98,6  

 (1) bao gồm các chủng CAVN2513, CAVN2525, CNVN2560, CAVN6515 và CAVN8213; (2) bao gồm các chủng: CAVN2441, CAVN2442 và 

CAVN2503; (3) bao gồm chủng NS2000; * biểu thị chủng chuẩn; ** biểu thị loài chuẩn 
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Năm chủng CAVN2440, CAVN2441, CAVN2442, CAVN2503 và CAVN8233 

thuộc nhánh Dem. 7 (Hình 3.8) có mức độ tương đồng về trình tự đoạn gen 16S rRNA 

so với chủng chuẩn D. persicum SA14 đạt từ 99,9 - 100% (Bảng 3.2). Hơn nữa, trên 

cây phát sinh chủng - loại, 5 chủng này nằm cùng nhánh đơn phát sinh với chủng 

tham chiếu D. persicum SA14 với giá trị bootstrap là 85% (Hình 3.8). Không chỉ vậy, 

chủng tham chiếu D. persicum SA14 được Kabirnataj và cộng sự phân lập từ đất 

ruộng lúa ở miền Bắc Iran tương tự hệ sinh thái phân lập được 5 chủng VKL thuộc 

nhánh này. Chủng D. persicum SA14 cũng mang các đặc điểm hình thái tương tự 5 

chủng trong nghiên cứu như có cấu chuỗi chuỗi dài màu xanh lam pha lục sáng đến 

thẫm, các sợi trưởng thành với xu hướng cuộn gập nhẹ; tế bào sinh dưỡng chủ yếu có 

dạng hình thùng, hình cầu đến cầu dẹt, lớp phân tán không màu bao quanh sợi; tế bào 

sinh dưỡng hình thùng hoặc hình trụ; tế bào dị hình gần như hình cầu với hai nốt cực 

có thể nhìn thấy rõ ràng nằm xen kẽ giữa sợi hoặc ở đầu sợi, màu vàng hoặc không 

màu [Kabirnataj S., 2020]. Sự tương đồng về đặc điểm hình thái, sinh thái cũng như 

trình tự đoạn gen 16S rRNA cho thấy 5 chủng ở nhánh Dem.7 thuộc loài D. persicum 

và được định danh lần lượt là các chủng D. persicum CAVN2440, D. persicum 

CAVN2442, D. persicum CAVN2441, D. persicum CAVN2503 và D. persicum 

CAVN8233.  

Đồng thời, 8 chủng VKL bao gồm CAVN2403, CAVN2525, CAVN2560, 

CAVN2513, CAVN6515 và CAVN8213 (nhánh Dem. 1), CAVN8204 (nhánh Dem. 

5) và NK1813 (nhánh Dem. 6) không tạo thành nhánh đơn phát sinh với bất kỳ chủng 

tham chiếu nào ở trên cây phát sinh chủng - loại (Hình 3.9). Hơn nữa, các chủng này 

có tỷ lệ tương đồng về trình tự đoạn gen 16S rRNA so với chủng Desmonostoc 

muscorum Lukesova 1/87 từ 97,9 đến 98,5%, lớn hơn giới hạn xác định hai chủng 

cùng một chi theo Yaza và cộng sự (2014) [Yarza P., 2014]. Đây là chủng chuẩn 

thuộc loài Desmonostoc muscorum (là loài chuẩn của chi Desmonostoc) [Hrouzek P., 

2013]. Vì vậy, 8 chủng trên được định danh thuộc ba loài chưa xác định trong chi 

Desmonostoc với tên gọi lần lượt là Desmonostoc sp. CAVN2403, Desmonostoc sp. 

CAVN2525, Desmonostoc sp. CAVN2560, Desmonostoc sp. CAVN2513, 
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Desmonostoc sp. CAVN6515, Desmonostoc sp. CAVN8213, Desmonostoc sp. 

CAVN8204 và Desmonostoc sp. NK1813. 

Tóm lại, 16 chủng VKL thuộc chi Desmonostoc được xác định thuộc 7 loài bao 

gồm loài D. lechangense (1 chủng), D. meilinense (1 chủng), D. persicum (5 chủng), 

D. linckia (1 chủng) và 3 loài chưa xác định gọi tên là Desmonostoc sp. (8 chủng). 

iv. Chi Desikacharya 

Dựa vào vị trí trên cây phát sinh chủng - loại thấy rằng bốn chủng CAVN2490, 

NS2000, CAVN8242 và PM3 nằm cùng nhánh đơn phát sinh với các chủng tham 

chiếu thuộc chi Desikacharya (Hình 3.8). Phân tích trình tự đoạn gen 16S rRNA cho 

thấy các chủng này có mức độ tương đồng từ 98,1% đến 98,5% so với chủng chuẩn 

BHU1-PS của loài Desikacharya nostocoides (là loài chuẩn của chi Desikacharya) 

(Bảng 3.2) [Saraf A.G., 2019]. Tỷ lệ này lớn hơn giá trị giới hạn chi nhưng lại nhỏ 

hơn giá trị giới hạn loài [Kim, 2014; Yarza P., 2014]. Không chỉ vậy, cả bốn chủng 

này có đặc điểm đặc trưng của chi Desikacharya theo mô tả của Saraf và cộng sự 

(2019) như tế sinh dưỡng ở đầu mút sợi có dạng hình cầu, tế bào sinh dưỡng chủ yếu 

có dạng thùng kích thước đều nhau, thắt lại ở giữa các tế bào; sợi có cấu trúc đẳng 

hướng, rất dài, màu xanh lam đậm [Saraf A.G., 2019].  Dựa vào vị trí trên cây phát 

sinh chủng - loại, tỷ lệ tương đồng của đồng về đoạn gen 16S rRNA và đặc điểm hình 

thái, cho thấy cả bốn chủng này đều thuộc chi Desikachary và được đặt tên lần lượt 

là Desikacharya sp. CAVN2490, Desikacharya sp.  CAVN8242, Desikacharya sp. 

NS2000 và Desikacharya sp. PM3.  

 Bên cạnh đó, chi Desikacharya được Saraf và cộng sự công bố năm 2019 tách 

từ chi Nostoc dựa vào phương pháp tiếp cận đa chiều. Do đó, những chủng tham khảo 

được công bố trước đó thuộc chi Nostoc mà nằm cùng nhánh với chi Desikacharya 

trên cây phát sinh chủng - loại như chủng Nostoc sp. NPA1, Nostoc sp. PCC 9426 và 

Nostoc sp. APM3 cần được định danh lại thuộc chi Desikacharya [Papaefthimiou D., 

2008, Pham T.L.H., 2017]. 

v. Chi Aliinostoc  

Trên cây phát sinh chủng - loại, 16 chủng VKL bao gồm CAVN2402, 

CAVN2424, CAVN2435, CAVN2436, CAVN2437, CAVN2438, CAVN2439, 
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CAVN2463, CAVN2489, CAVN2501, CAVN2502, CAVN2512, CAVN 8232, 

CAVN8235, CAVN9301 VÀ CAVN8241 được xếp vào 4 nhánh đơn phát sinh thuộc 

chi Aliinostoc tương ứng với 4 loài (Hình 3.9).  

 

Hình 3.9. Cây phát sinh chủng - loại của chi Aliinostoc  

(1) bao gồm các chủng CAVN2437, CAVN2438, CAVN2489 và CAVN9301; (2) bao gồm chủng CAVN2436; 

 (3) bao gồm các chủng CAVN2502, CAVN2512, CAVN2439, CAVN2436 và CAVN8235;  

* biểu thị chủng chuẩn; ** biểu thị loài chuẩn 
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Nhánh Ali. 1 gồm có bảy chủng CAVN2402, CAVN2438, CAVN2437, 

CAVN2489, CAVN8232, CAVN8241 và CAVN9301 được nằm cùng nhánh đơn 

phát sinh với chủng Aliinostoc magnakinetifex SA18 (là chủng chuẩn của loài A. 

magnakinetifex) ở trên cây phát sinh chủng - loại với giá trị bootstrap đạt 88% (Hình 

3.9). Đồng thời, 7 chủng này có mức độ tương đồng trình tự đoạn gen 16S rRNA đạt 

98,8% - 100% so với chủng A. magnakinetifex SA18 (Bảng 3.3). Kết hợp sự tương 

đồng về các đặc điểm hình thái của các chủng này so với chủng A. magnakinetifex 

SA18 như: tế bào sinh dưỡng thường có dạng hình cầu, vuông hoặc hình trụ, hơi thắt 

ở vách tế bào, các sợi non có dạng thẳng, sợi già có xu hướng cuộn lại; tế bào dị hình 

thường có dạng hình cầu, xuất hiện ở đầu mút sợi hay xen kẽ trong sợi; tế bào nghỉ 

chủ yếu có hình cầu lớn, nằm xen kẽ hay tách rời khỏi sợi, chứa nhiều hạt hạt dự trữ; 

tảo đoạn có thể xuất hiện tế bào dị hình ở đầu mút [Kabirnataj S., 2020]; cho thấy 7 

chủng này đều thuộc loài A. magnakinetifex và gọi tên lần lượt là A. magnakinetifex 

CAVN2402, A. magnakinetifex CAVN2437, A. magnakinetifex CAVN2438, A. 

magnakinetifex CAVN2489, A. magnakinetifex CAVN8232, A. magnakinetifex 

CAVN8241 và A. magnakinetifex CAVN9301.  

Tiếp theo, nhánh Ali. 2 bao gồm ba chủng là CAVN2434, CAVN2435 và 

CAVN2436 nằm cùng nhánh đơn phát sinh với chủng Aliinostoc catenatum SA24 (là 

chủng chuẩn của loài Aliinostoc catenatum) với giá trị bootstrap là 70% (Hình 3.9). 

Ba chủng này có tỷ lệ tương đồng về trình tự đoạn gen 16S rRNA từ 99,8 đến 99,9% 

so với chủng A. catenatum SA24 (Bảng 3.3) [Kabirnataj S., 2020]. Dựa vào các đặc 

điểm hình thái tương đồng của 3 chủng này với chủng Aliinostoc catenatum SA24 

như: tế bào sinh dưỡng thường có hình trụ hoặc hình thùng, xếp lỏng lẻo thành dạng 

sợi với vách rõ ràng giữa các tế bào; các sợi non có màu nâu nhạt pha xanh lục, sau 

đó chuyển dần về màu nâu; các tế bào dị hình có hình cầu hay bầu dục; tế bào nghỉ 

có kích thước lớn, chứa nhiều hạt dự trữ, chủ yếu có hình bầu dục, xuất hiện đơn lẻ 

hoặc thành chuỗi [Kabirnataj S., 2020]. Cho nên có thể xếp 3 chủng này thuộc loài 

A. catenatum với tên gọi lần lượt là A. catenatum CAVN2434, A. catenatum 

CAVN2435 và A. catenatum CAVN2436.  
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Bảng 3.3. Tỷ lệ tương đồng (%) về trình tự đoạn gen 16S rRNA của các chủng thuộc chi Aliinostoc 

 
Chủng 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1.  CAVN2402(1) 

               
2.  CAVN8232 99,9 

              
3.  CAVN8241 98,8 98,7 

             
4.  Aliinostoc magnakinetifex SA18 (MK503791.2)* 100 99,9 98,8 

            
5.  CAVN2435 98,9 98,8 98,7 98,9 

           
6.  CAVN2434/ 98,8 98,7 98,8 98,8 99,9 

          
7.  Aliinostoc catenatum SA24 (MK503792.1)* 98,7 98,6 98,7 98,7 99,8 99,9 

         
8.  CAVN8235 98,0 97,9 98,5 98,0 98,6 98,7 98,8 

        
9.  Aliinostoc sp. CENA175 (KC695867.1) 97,4 97,2 97,6 97,4 98,2 98,3 98,5 98,5 

       
10.  Nostoc entophytum MBDU 679 (KT818634.1) 98,1 98,0 98,6 98,1 98,7 98,8 98,9 99,9 98,6 

      
11.  CAVN2501(2) 97,9 98,0 97,4 97,9 98,2 98,1 98,0 98,5 97,4 98,6 

     
12.  Aliinostoc morphoplasticum NOS (KY403996.1)** 98,2 98,1 97,7 98,2 98,6 98,5 98,3 97,9 97,0 98,0 98,9 

    
13.  Aliinostoc elgonense TH3S05 (AM711548.1) 97,3 97,4 96,8 97,3 97,4 97,2 97,1 96,4 95,6 96,5 97,5 97,4 

   
14.  Aliinostoc vietnamicum VP225 (ON133560.1) 98,3 98,5 97,8 98,3 98,9 98,8 98,9 98,5 97,6 98,6 98,1 98,0 97,0 

  
15.  Aliinostoc alkaliphilum CENA513 (KX458483.1) 96,6 96,5 96,4 96,6 96,6 96,8 96,9 96,9 96,3 97,0 96,8 97,1 94,9 96,8 

 
(1) bao gồm các chủng CAVN2437, CAVN2438, CAVN2489 và CAVN9301; (2) bao gồm chủng CAVN2436; (3) bao gồm các chủng CAVN2502, 

CAVN2512, CAVN2439, CAVN2436 và CAVN8235; * biểu thị chủng chuẩn, ** biểu thị loài chuẩn
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Nhánh Ali.4 bao gồm 5 chủng là CAVN2501, CAVN2502, CAVN2439, 

CAVN2512, CAVN2463 có trình tự đoạn gen 16S rRNA tương đồng 100% so với 

nhau và 98,9% so với chủng Aliinostoc morphoplasticum NOS (là chủng chuẩn của 

loài A. morphoplasticum) (Bảng 3.4). Trên cây phát sinh chủng - loại dựa vào trình 

tự đoạn gen 16S rRNA, các chủng này cùng nằm một nhánh đơn phát sinh với giá trị 

bootstrap là 73% (Hình 3.9). Loài A. morphoplasticum là loài chuẩn thuộc chi 

Aliinostoc được Bagchi và cộng sự công bố vào năm 2017 [Bagchi S.N., 2017]. Thêm 

vào đó, năm chủng này có nhiều đặc điểm hình thái tương đồng so với chủng A. 

morphoplasticum NOS được miêu tả bởi Bagchi và cộng sự (2017) như là tế bào sinh 

dưỡng chủ yếu có dạng hình thùng, hình trụ, vách ngăn giữa các tế bào rõ ràng; tế 

bào dị hình có hình dạng đa dạng, các lỗ cực lớn có thể quan sát rõ ràng; tế bào nghỉ 

có thể xuất hiện đơn lẻ hoặc thành dạng chuỗi, thành dầy, bên trong có hạt dự trữ màu 

nâu, bên ngoài có màu xanh lục [Bagchi S.N., 2017]. Do đó, năm chủng CAVN2501, 

CAVN2502, CAVN2439, CAVN2512, CAVN2463 được được xác định thuộc loài 

Aliinostoc morphoplasticum. 

Cuối cùng, chủng CAVN8235 (thuộc nhánh Ali. 3) xuất hiện trong nhánh đơn 

phát sinh cùng 2 chủng tham khảo Aliinostoc sp. CENA175 và Nostoc entophytum 

MBDU 679 với giá trị bootstrap là 94% (Hình 3.9). Chủng CAVN8235 có tỷ lệ tương 

đồng về trình tự đoạn gen 16S rRNA cao nhất so với chủng Nostoc entophytum 

MBDU 679 cho thấy đây là 2 chủng thuộc cùng 1 loài trong chi Aliinostoc (Bảng 3.3) 

do chúng có tỷ lệ tương đồng về trình tự đoạn gen 16S rRNA so với chủng Aliinostoc 

morphoplasticum NOS (chủng chuẩn của chi Aliinostoc) lần lượt là 97,9 và 98,0% 

(cao hơn so với tiêu chí xếp 2 chủng cùng chi) [Yarza P., 2014]. Vì vậy chủng 

CAVN8235 được xác định thuộc loài chưa xác định trong chi Aliinostoc với tên gọi 

là Aliinostoc sp. CAVN8235. Đồng thời chủng Nostoc entophytum MBDU 679 nằm 

cùng nhánh với các chủng tham chiếu thuộc chi Aliinosotoc ở trên cây phát sinh chủng 

- loại nên chủng này cần được định danh lại thuộc chi Aliinosotoc [Anahas A.M.P., 

2018]. 
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Tóm lại, 16 chủng VKL thuộc chi Aliinostoc được định danh thuộc 5 loài khác 

nhau, trong đó có 3 chủng được xếp vào loài A. catenatum, 5 chủng được xếp vào 

loài A. morphoplasticum, 7 chủng được xếp vào loài A. magnakinetifex và 1 chủng 

thuộc loài chưa xác định Aliinostoc sp.    

B. Nhóm hình thái II  

Trên cây phát sinh chủng - loại, nhóm hình thái II gồm có ba chủng DL12, DL1 

và NK13 được xếp vào 2 nhánh là Dul. và Scy. (Hình 3.10). Trong đó, chủng DL12 

(nhánh Dul.) nằm cùng nhánh đơn phát sinh với chủng chuẩn Dulcicalothrix 

necridiiformans V13 với giá trị bootstrap là 91% ở trên cây phát sinh chủng - loại 

(Hình 3.10) và có tỷ lệ độ tương đồng về trình tự đoạn gen 16S rRNA đạt 99,8% 

(Bảng 3.4). Hơn nữa, hai chủng này còn có có nhiều nét tương đồng về đặc điểm hình 

thái như các sợi màu xanh lục có cấu trúc dị cực với một đầu thuôn nhọn (đỉnh), tế 

bào dị hình hình cầu xuất hiện ở đầu còn lại của sợi, có sự hình thành đĩa hoại tử và 

xuất hiện lớp bao nhầy khá dày, không màu bao quanh sợi, hở ở hai đầu trong giai 

đoạn sinh sản; các tế bào sinh dưỡng thường co hẹp dần về phía cuối sợi. Không chỉ 

vậy, chúng lại được phân lập từ mẫu đất ở cánh đồng lúa và cánh đồng bông [Saraf 

A., 2019]. Từ sự tương đồng về đặc điểm hình thái, sự tương đồng về trình tự đoạn 

gen 16S rRNA và vị trí trên cây phát sinh chủng - loại cũng như khu hệ sinh thái cho 

thấy chủng DL12 được xác định thuộc loài D. necridiiformans và được gọi tên là 

chủng Dulcicalothrix necridiiformans DL12. 

Hai chủng DL1 và NK13 (nhánh Scy.) đã tạo thành nhánh đơn phát sinh cùng 

các chủng tham chiếu thuộc chi Scytonema với giá trị bootstrap là 90% và có mối 

quan hệ tiến hóa gần gũi nhất với hai chủng Scytonema bilaspurense 10C-PS và 

Scytonema sp. 1f (Hình 3.10). Phân tích về trình tự đoạn gen 16S rRNA thấy rằng, 

hai chủng DL1 và NK13 tương đồng 99,3% với nhau và có tỷ lệ tương đồng cao nhất 

(99,4% và 99,9%) so với chủng Scytonema bilaspurense 10C-PS và Scytonema sp. 

1f (Bảng 3.4). Chủng S. bilaspurense 10C-PS được Singh và cộng sự phân lập năm 

2016 tại một thủy vực nước ngọt ở Bilaspur, Chhattisgarh, Ấn Độ có đặc điểm tương 

đồng với chủng DL1 và NK13 về đặc điểm chuỗi, hình dạng, kích thước của tế bào 
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sinh dưỡng, tế bảo dị hình [Singh P., 2016]. Vì vậy, hai chủng DL1 và NK13 được 

xác định cùng thuộc loài Scytonema bilaspurense và được đặt tên là Scytonema 

bilaspurense DL1 và Scytonema bilaspurense NK13. 

 

Hình 3.10. Cây phát sinh chủng - loại của 5 chi Neowestillopsis, Westillopsis, 

Hapalosiphon, Scytonema và Dulcicalothrix  

* biểu thị chủng chuẩn, ** biểu thị loài chuẩn 



82 
 

Bảng 3.4. Hệ số tương đồng về trình tự đoạn gen 16S rRNA của 5 chi Neowestillopsis, Westillopsis, Hapalosiphon, 

Scytonema và Dulcicalothrix 

 
Nhóm Chủng 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

1 II DL12                             

2 Dulcicalothrix necridiiformans V13 (KY863521.1)** 99,7 
            

  

3 DL1 93,2 93,2 
           

  

4 NK13 93,3 93,3 99,2 
          

  

5 Scytonema bilaspurense 10C-PS (KT222810.1)* 93,5 93,5 99,4 99,9 
         

  

6 Scytonema sp. 1f (KU668900.1) 93,5 93,5 99,4 99,9 100 
        

  

7 III MD2411 92,2 92,5 91,5 91,5 91,6 91,6 
       

  

8 CAVN2404 92,1 92,4 91,4 91,4 91,5 91,5 99,9 
      

  

9 Hapalosiphon welwitschii UH IC-52-3 (KJ767019.1) 92,2 92,5 91,5 91,5 91,6 91,6 100 99,9 
     

  

10 CAVN2443 91,1 91,2 91,0 90,8 90,6 90,6 98,6 98,5 98,6 
    

  

11 CAVN4303 90,9 91,1 90,8 90,7 90,5 90,5 98,5 98,3 98,5 100 
   

  

12 Westiellopsis prolifica SAG 23.96 (AJ544087.1)** 91,1 91,2 91,0 90,8 90,6 90,6 98,6 98,5 98,6 100 99,9 
  

  

13 CAVN2505/ CAVN4301 90,8 91,1 91,4 91,2 91,1 91,1 98,3 98,2 98,3 99,0 98,6 98,7 
 

  

14 Neowestiellopsis persica SA33 (MF066912.1)** 90,8 91,1 91,4 91,2 91,1 91,1 98,3 98,2 98,3 99,0 98,6 98,7 100   

 

* biểu thị chủng chuẩn; ** biểu thị loài chuẩn  
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C. Nhóm hình thái III 

Dựa vào vị trí trên cây phát sinh chủng - loại thấy rằng 6 chủng VKL thuộc 

nhóm III được xếp vào 3 nhánh đơn phát sinh tương ứng với 3 chi là Neowestiellopsis 

(2 chủng), Westiellopsis (2 chủng) và Hapalosiphon (2 chủng).  

Đầu tiên, nhánh Neo. gồm có 2 chủng là CAVN2505 và CAVN4301 được xác 

định thuộc loài Neowestiellopsis persica do chúng được nằm cùng nhánh đơn phát 

sinh cùng chủng Neowestiellopsis persica SA33 ở trên cây phát sinh chủng - loại với 

giá trị bootstrap là 96% và có độ tương đồng 100% về trình tự đoạn gen 16S rRNA 

so với chủng chuẩn SA33 (Hình 3.10 và Bảng 3.5). Loài N. persica là loài chuẩn của 

chi Neowestillopsis. Ngoài ra chủng N. persica SA33 được Kabirnataj và cộng sự 

phân lập từ mẫu đất ruộng lúa ở tỉnh Mazandaran, Iran có nhiều nét tương đồng về 

đặc điểm hình thái, sinh thái so với hai chủng trong nghiên cứu [Kabirnataj S., 2018].  

Thứ hai, nhánh Wes. bao gồm 2 chủng CAVN2443 và CAVN4303 được nằm 

cùng nhánh đơn phát sinh các chủng tham chiếu thuộc loài Westiellopsis prolifica (là 

loài chuẩn của chi Westiellopsis) với giá trị bootstrap đạt 97%. Đồng thời, trình tự 

đoạn gen 16S rRNA của hai chủng này tương đồng đến 99,9 % và 100% so với hai 

chủng tham chiếu W. prolifica SAG 23.96 (Hình 3.10, Bảng 3.5) [Gugger M.F., 

2004]. Điều đó cho thấy chủng CAVN2443 và CAVN4303 thuộc loài W. prolifica và 

được đặt tên tương ứng là chủng W. prolifica CAVN2443 và W. prolifica 

CAVN4303. 

Cuối cùng, hai chủng CAVN2404 và MD2411 (nhánh Hap.) nằm cùng nhánh 

phát sinh loài với ba chủng tham khảo thuộc chi Hapalosiphon (Hapalosiphon 

welwitschii UH IC-52-3, Hapalosiphon sp. IAM M-264 và Hapalosiphon sp. SAMA 

45) với giá trị bootstrap đạt 99% (Hình 3.10). Trong đó, chủng H. welwitschii UH IC-

52-3 cũng được phân lập từ mẫu đất ở Úc, cho thấy có môi trường sống tương đồng 

với của chủng CAVN2404 và MD2411 [Stratmann K., 1994]. Hơn nữa, trình tự đoạn 

gen 16S rRNA của chủng CAVN2404 và MD2411 tương đồng từ 99,9% đến 100% 

so với chủng tham chiếu H. welwitschii UH IC-52-3 (Bảng 3.4) cho nên hai chủng 



84 
 

này được xác định thuộc loài Hapalosiphon welwitschii với tên chủng là H. 

welwitschii CAVN2404 và H. welwitschii MD2411.  

Bên cạnh đó, trên cây phát sinh chủng - loại, chủng Westiella intricata UH HT-

29-1 có quan hệ gần gũi với với các chủng tham khảo thuộc chi Hapalosiphon (Hình 

3.11). Đồng thời, Casamatta và cộng sự (2020) cũng chỉ ra rằng nhiều chủng VKL 

thuộc họ Hapalosiphonaceae được định danh sai chi do thiếu cơ sở dữ liệu về trên 

GenBank và các tài liệu khoa học liên quan. Vì vậy, dựa trên mối quan hệ tiến hóa 

của chủng Westiella intricata UH HT-29-1 trên cây phát sinh chủng - loại, chúng tôi 

đề xuất chủng này cần được định danh lại thuộc loài Hapalosiphon welwitschia 

[Casamatta D.A., 2020]. 

Tổng kết lại, 50 chủng vi khuẩn lam trong nghiên cứu được định danh vào 24 

loài thuộc 10 chi. Trong đó có 34 chủng được xác định danh pháp đến cấp độ loài 

thuộc 14 loài bao gồm Aulosira laxa CAVN2460, Ahomia soli CAVN2432, 

Desmonostoc lechangense CAVN5500, D. meilinense CAVN6212, D. linckia 

CAVN2522, D. persicum CAVN2440, D. persicum CAVN2441, D. persicum 

CAVN2442, D. persicum CAVN2503, D. persicum CAVN8233, Aliinostoc 

magnakinetifex CAVN2402, A. magnakinetifex CAVN2437, A. magnakinetifex 

CAVN2438, A. magnakinetifex CAVN2489, A. magnakinetifex CAVN8241, A. 

magnakinetifex CAVN9301, A. magnakinetifex CAVN8232, A. catenatum 

CAVN2434, A. catenatum CAVN2435, A. catenatum CAVN2436,  A. 

morphoplasticum CAVN2501, A. morphoplasticum CAVN2502, A. 

morphoplasticum CAVN2512, A. morphoplasticum CAVN2439, A. 

morphoplasticum CAVN2463, Dulcicalothrix necridiiformans DL12, Scytonema 

bilaspurense DL1, S. bilaspurense NK13, Neowestiellopsis persica CAVN2505, N. 

persica CAVN4301, Westiellopsis prolifica CAVN2443, W. prolifica CAVN4303, 

Hapalosiphon welwitschii CAVN2404 và Hapalosiphon welwitschii MD2411. Bên 

cạnh đó, 16 chủng còn lại được xếp vào 10 loài chưa xác định thuộc 4 chi là Aulosira, 

Desmonostoc, Desikacharya và Aliinosotoc do thiếu trình tự tham chiếu của các loài 

chuẩn.  Kết quả này cho thấy tiềm năng đa dạng sinh học cao của VKL phân lập từ 
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mẫu đất ruộng lúa, đất ven sông ở nước ta, đồng thời đặt nền tảng cho các nghiên cứu 

sâu hơn về phân loại, hoạt tính sinh học và ứng dụng sau này. 

3.2. Đánh giá hoạt tính sinh học của cao chiết tổng số từ vi khuẩn lam 

3.2.1. Khối lượng sinh khối và cao chiết  

Kết quả thể hiện trong Bảng 3.5 cho thấy sinh khối khô của 50 chủng VKL 

trong nghiên cứu dao động từ 1.000 mg đến 2.200 mg, trong đó chủng CAVN2512 

có sinh khối thấp nhất, còn chủng XN1103 thu được lượng sinh khối nhiều nhất (Bảng 

3.5).  

Bảng 3.5. Sinh khối khô, khối lượng cao chiết và hiệu suất tách chiết 

STT Chủng Sinh khối (mg) Khối lượng cao chiết (mg) 

1.  CAVN0801 1.900 302 

2.  CAVN2460 1.900 172 

3.  CAVN8202 1.400 250 

4.  XN1103 2.200 202 

5.  CAVN2432 1.700 186 

6.  CAVN2403 1.200 256 

7.  CAVN2513 1.700 245 

8.  CAVN2525 1.300 203 

9.  CAVN2560 1.100 197 

10.  CAVN6515 2.000 260 

11.  CAVN8213 1.700 166 

12.  CAVN5500 2.100 224 

13.  CAVN2522 1.000 132 

14.  CAVN6212 1.700 308 
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STT Chủng Sinh khối (mg) Khối lượng cao chiết (mg) 

15.  CAVN8204 1.300 162 

16.  NK1813 1.100 217 

17.  CAVN2440 1.100 101 

18.  CAVN2441 2.100 445 

19.  CAVN2442 1.000 77 

20.  CAVN8233 1.200 198 

21.  CAVN2503 2.100 349 

22.  CAVN2490 2.000 325 

23.  NS2000 1.900 296 

24.  CAVN8241 1.700 262 

25.  PM3 2.100 325 

26.  CAVN2437 1.800 172 

27.  CAVN9301 1.800 273 

28.  CAVN2438 1.100 239 

29.  CAVN2489 1.400 270 

30.  CAVN2402 1.600 281 

31.  CAVN8232 1.300 167 

32.  CAVN8241 1.400 131 

33.  CAVN2434 2.000 172 

34.  CAVN2435 1.600 205 

35.  CAVN2436 1.800 198 

36.  CAVN8235 2.000 290 
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STT Chủng Sinh khối (mg) Khối lượng cao chiết (mg) 

37.  CAVN2512 1.000 99 

38.  CAVN2439 1.400 159 

39.  CAVN2501 2.000 261 

40.  CAVN2502 1.900 247 

41.  CAVN2463 1.900 167 

42.  NK13 2.000 270 

43.  DL1 1.100 214 

44.  DL12 1.600 190 

45.  MD2411 1.400 260 

46.  CAVN2404 1.200 223 

47.  CAVN2443 1.100 192 

48.  CAVN4303 1.100 250 

49.  CAVN2505 1.200 202 

50.  CAVN4301 1.100 122 

 

Sau đó, sinh khối khô của các chủng sẽ được tách chiết trong hỗ hợp dung môi 

EtOAc và MeOH (theo tỷ lệ 1:1) để thu dịch chiết tổng số. Sau đó, các dịch chiết 

được cô quay để loại bỏ dung môi để thu cao chiết tổng số của mỗi chủng. Khối lượng 

cao chiết tổng của các chủng có độ dao động lớn từ 77 mg (chủng CAVN2442) đến 

445 mg (CAVN2441) (Bảng 3.5).  

3.2.2. Hoạt tính kháng khuẩn của các cao chiết  

Cao chiết tổng số từ 50 chủng VKL được đánh giá khả năng ức chế đối với 5 

chủng vi khuẩn gây bệnh trên người bao gồm Bacillus cereus ATCC 14579, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, 

Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27852 bằng phương 
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pháp khuếch tán đĩa thạch ở hàm lượng 2 mg cao chiết/ đĩa giấy. Kết quả đánh giá 

hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết tổng số từ các chủng VKL được thể hiện ở biểu 

đồ Hình 3.11 và Phụ lục 7. 

 

Hình 3.11. Hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết tổng số từ 12 chủng VKL 

Hoạt tính yếu: 6 mm ≤ D < 10 mm; Hoạt tính trung bình: 10 mm ≤ D < 15 mm;  

Hoạt tính mạnh: D ≥ 15 mm [Pham T.L.H., 2017] 

Trong số 50 cao chiết tổng số có 12 cao chiết (tương ứng tỷ lệ 24%) thể hiện 

khả năng ức chế được ít nhất một chủng vi khuẩn kiểm định với đường kính vòng vô 

khuẩn dao động từ 6,8 đến 19,0 mm. Tỷ lệ này cao hơn 1,7 lần so với tỷ lệ 14% các 

chủng VKL có hoạt tính kháng khuẩn được ghi nhận trong nghiên cứu của Ghasemi 

và cộng sự (2003), khi sàng lọc hoạt tính kháng khuẩn của 150 chủng VKL phân lập 

từ mẫu đất ruộng lúa tại Iran [Ghasemi Y., 2003]. Đồng thời, nó cũng cao hơn 1,2 lần 

so với kết quả nghiên cứu của Jaki và cộng sự (1999) khi sàng lọc được 18 trong số 

86 cao chiết từ 43 chủng VKL phân lập từ các hệ sinh thái khác nhau ở Thụy Điển có 

hoạt tính kháng khuẩn (chiếm 20,9%) [Jaki B., 1999]. 

Trong số 12 cao chiết có hoạt tính kháng khuẩn, cao chiết từ chủng Westiellopsis 

prolifica CAVN4303 có khả năng ức chế phổ rộng trên 4 chủng vi khuẩn kiểm định 

với đường kính vòng vô khuẩn từ 8,5 - 14,5 mm; tiếp theo cao chiết từ 5 chủng VKL 

Desmonostoc persicum CAVN2440, D. persicum CAVN2442, Scytonema 
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bilaspurense NK13, Hapalosiphon welwitschii CAVN2404 và Neowestiellopsis 

persica CAVN4301 ức chế được 3 chủng vi khuẩn kiểm định; cao chiết từ 4 chủng 

bao gồm chủng Desmonostoc sp. CAVN8204, Desikacharya sp. NS2000; 

Desikacharya sp. PM3 và Aliinostoc magnakinetifex CAVN2437 ức chế được 2 

chủng vi khuẩn và 2 cao chiết A. magnakinetifex CAVN2438, Hapalosiphon 

welwitschii MD2411 chỉ ức chế yếu vi khuẩn S. aureus với đường kính vòng vô khuẩn 

là 8,3 mm (Hình 3.11). 

Đồng thời, kết quả Hình 3.11 cũng chỉ ra rằng cao chiết tổng số từ các chủng 

VKL thể hiện khả năng ức chế vi khuẩn Gram dương mạnh hơn so với vi khuẩn Gram 

âm. Cụ thể, có đến 10 cao chiết ức chế được vi khuẩn S. aureus, 8 cao chiết ức chế vi 

khuẩn B. cereus và 7 cao chiết ức chế vi khuẩn S. pneumonia. Đáng chú ý là cao chiết 

từ chủng Desmonostoc sp. CAVN8204 thể hiện hoạt tính ức chế mạnh nhất vi khuẩn 

B. cereus với đường kính vòng vô khuẩn đạt 19,0 mm, cao chiết từ chủng 

Desikacharya sp. PM3 ức chế mạnh hai loại vi khuẩn  S. aureus và B. cereus với 

đường kính vòng vô khuẩn từ 15,5 đến 18,0 mm. Ngược lại, chỉ có cao chiết từ 2 

chủng VKL có hoạt tính ức chế yếu đối với vi khuẩn P. aeruginosa với đường kính 

vòng vô khuẩn từ 8,5 mm - 10,5 mm và 1 cao chiết ức chế vi khuẩn E. coli với đường 

kính vòng vô khuẩn đạt 8,3 mm (Hình 3.11). Kết quả này hoàn toàn tương đồng với 

nghiên cứu của Jaki (1999), Ghasemi (2003), Soltani (2005) [Jaki B., (1999); 

Ghasemi Y., 2003; Soltani N., 2005]. Theo Soltani và cộng sự (2005), vi khuẩn Gram 

dương thường nhạy cảm hơn với các hợp chất kháng khuẩn do cấu trúc thành tế bào 

của chúng chủ yếu bao gồm lớp peptidoglycan dày, nhưng không có lớp màng ngoài 

chứa LPS bảo vệ [Soltani N., 2005]. Ngược lại, tế bào của vi khuẩn Gram âm có lớp 

màng ngoài chứa LPS, giúp bảo vệ tế bào khỏi tác động của nhiều loại kháng sinh và 

hợp chất kháng khuẩn [Sciuto K., 2015]. Ngoài ra, một số hợp chất kháng khuẩn từ 

VKL có thể ức chế sự phát triển của vi khuẩn thông qua cơ chế phá vỡ tính toàn vẹn 

của màng tế bào, tác động trực tiếp lên lớp peptidoglycan hoặc màng tế bào. Do không 

có lớp màng ngoài bảo vệ nên vi khuẩn Gram dương dễ bị tác động hơn so với vi 

khuẩn Gram âm [Kar J., 2022].  
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3.2.3. Hoạt tính ức chế tế bào ung thư của các cao chiết  

Cao chiết tổng số từ 50 chủng VKL được đánh giá mức độ tác động lên tỷ lệ 

sống của tế bào HeLa bằng phương pháp limit test. Kết quả cho thấy trong số 50 cao 

chiết tổng số có 7 cao chiết thể hiện hoạt tính gây độc lên tế bào HeLa, trong đó có 4 

cao chiết tiềm năng là CAVN8204, NK13, CAVN4301, CAVN4303; 1 cao chiết ít 

tiềm năng (MD2411) và 2 cao chiết không gây chết đáng kể đối với tế bào HeLa 

(CAVN2440 và NS2000) (Bảng 3.6). Đồng thời, 43 cao chiết còn lại không ảnh 

hưởng đến khả năng sống của tế bào HeLa ở nồng độ 100 µg/ml (Phụ lục 7). Sau đó, 

5 cao chiết tiềm năng và ít tiềm năng được pha loãng ở các dải nồng độ thích hợp để 

đánh giá độc tính trên dòng tế bào HeLa bằng thử nghiệm MTT để xác định giá trị 

IC50 của mỗi cao chiết.   

Bảng 3.6. Khả năng gây độc của cao chiết từ 7 chủng VKL lên tế bào HeLa 

STT Cao chiết Nồng độ cao chiết (µg/ml) Đánh giá 

1 10 50 100 

1.  NK13 ++ +++ +++ +++ Tiềm năng 

2.  CAVN4301 - + +++ +++ Tiềm năng 

3.  CAVN4303 - + +++ +++ Tiềm năng 

4.  CAVN8204  - + +++ +++ Tiềm năng 

5.  MD2411 - - + ++ Ít tiềm năng 

6.  CAVN2440 - - - + Không tiềm năng 

7.  NS2000 - - - + Không tiềm năng 

-: không tác động; +: < gây chết 10% tổng tế bào; ++:  gây chết 10 - 60% tổng số tế bào;  

+++: gây chết > 60% tổng số tế bào 

Kết quả thử nghiệm MTT cho thấy, cả 5 cao chiết đều gây độc cho tế bào HeLa 

với giá trị IC50 dao động từ 3,8 µg/ml đến 91,1 µg/ml (Bảng 3.8; Hình 3.12). Độc tính 

của Taxol lên tế bào HeLa ở giá trị IC50 là 12 ng/ml, kết quả này phù hợp với kết quả 

đã được công bố trong các nghiên cứu của Nguyen B.L.T.  (2021) và Sun (2019). 
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Đáng chú ý là biểu đồ đường cong đáp ứng liều của cao chiết từ chủng S. bilaspurense 

NK13 lên tế bào HeLa có xu hướng tương tự như Taxol (Hình 3.12). 

 

Hình 3.12. Độc tính của cao chiết từ 5 chủng VKL lên tế bào HeLa 

Theo hướng dẫn phân loại cấp độ gây độc của hợp chất của Hệ thống hài hòa 

toàn cầu về phân loại và ghi nhãn hóa chất (GHS) của Liên hiệp quốc ban hành năm 

2023 [UN, 2023] thấy rằng cao chiết tổng số từ hai chủng Desmonostoc sp. 

CAVN8204 và H. welwitschii MD2411 được xếp vào nhóm độc tính cấp 3 (mức độ 
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gây độc trung bình) trên tế bào HeLa với giá trị IC50 lần lượt là 67,9 và 91,1 µg/ml; 

cao chiết từ 2 chủng W. prolifica CAVN4303, N. persica CAVN4301 được xếp vào 

nhóm độc tính cấp 2 (mức độ gây độc mạnh) với giá trị IC50 lần lượt đạt 34,5 và 40,7 

µg/ml; đặc biệt cao chiết từ chủng S. bilaspurense NK13 được xếp vào nhóm độc tính 

cấp 1 (mức độ gây độc cực mạnh) với giá trị IC50 là 3,8 µg/ ml (Bảng 3.8). Đồng thời, 

theo tiêu chuẩn của Viện Ung thư Quốc gia Hoa Kỳ (NCI), một cao chiết được đánh 

giá là có độc tính mạnh khi giá trị IC50 ≤ 20 µg/ ml [Suffness M., 1990], cho thấy cao 

chiết từ chủng S. bilaspurense NK13 thể hiện độc tính tế bào rất mạnh lên tế bào 

HeLa.  

Bảng 3.7. Giá trị IC50 của cao chiết từ 5 chủng VKL lên tế bào HeLa 

STT Cao chiết IC50 (µg/ ml) Phân loại GSH  

1.  Taxol  0,012 (14,05 nM) Cat. 1 

2.  NK13 3,8 ± 0,7 Cat. 1 

3.  CAVN4303 34,5 ± 1,5 Cat. 2 

4.  CAVN4301 40,7 ± 1,4 Cat. 2 

5.  CAVN8204 67,9 ± 5,5 Cat. 3 

6.  MD2411 91,1 ± 5,7 Cat. 3 

Cat. 1: IC50 < 5 µg/ ml; Cat. 2: 5 µg/ ml < IC50 < 50 µg/ ml;  

Cat. 3: 50 µg/ ml < IC50 < 300 µg/ ml. 

Sau đó, cao chiết từ chủng S. bilaspurense NK13 (gọi tắt là cao chiết NK13) 

tiếp tục được lựa chọn để đánh giá độc tính trên hai dòng tế bào ung thư OVCAR-8 

(ung thư buồng trứng), A549 (ung thư phổi) và hai dòng tế bào thường là HaCaT và 

HEK293 để xác nhận lại hoạt tính gây độc mạnh của cao chiết này. Kết quả độc tính 

của cao chiết NK13 lên 4 dòng tế bào được thể hiện ở Hình 3.13 và Bảng 3.8. 

Kết quả ở Hình 3.13 và Bảng 3.8 chỉ ra rằng, cao chiết NK13 đều có khả năng 

gây độc trên cả 4 dòng tế bào ở nhóm nguy cơ cấp 1 và nguy cơ cấp 2 dựa theo thang 

phân loại của GHS với giá trị IC50 dao động từ 0,6 đến 34,2 µg/ml. Điều đó cho thấy 

cao chiết từ chủng S. bilaspurense NK13 có khả năng sinh hoạt chất gây độc mạnh 

trên phổ rộng với nhiều dòng tế bào. Đáng chú ý là cao chiết NK13 gây độc cực mạnh 

lên tế bào HEK293 với giá trị IC50 là 0,6 µg/ml nhưng trong khoảng nồng độ từ 0,7 - 
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30,0 μg/ml, tỷ lệ sống sót của tế bào HEK293 luôn duy trì ở mức 42% cho thấy cao 

chiết NK13 có thể gây ra tác động lên sự tăng sinh của tế bào HEK293 trong khoảng 

nồng độ này (Hình 3.13). 

Bảng 3.8. Giá trị IC50 của cao chiết NK13 lên 5 dòng tế bào 

    Dòng tế bào IC50 (µg/ml) Phân loại GSH 

HeLa 3,8 ± 0,7 Cat. 1 

HEK293 0,6 ± 0,5 Cat. 1 

A549 8,3 ± 0,9 Cat. 2 

HaCaT 21,6 ± 3,2 Cat. 2 

OVCAR-8 34,2 ± 2,7 Cat. 2 

Cat. 1: IC50 < 5 µg/ ml; Cat. 2: 5 µg/ ml < IC50 < 50 µg/ ml;  

Cat. 3: 50 µg/ ml < IC50 < 300 µg/ ml. 

 

Hình 3.13. Độc tính của cao chiết NK13 lên 4 dòng tế bào  
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Kết quả trên cho thấy hoạt tính gây độc tế bào của cao chiết từ chủng S. 

bilaspurense NK13 chưa thể hiện rõ tính tác động chọn lọc giữa tế bào ung thư và tế 

bào thường. Cụ thể, cao chiết NK13 gây độc mạnh trên tế bào HeLa (IC50 = 3,8 

µg/ml), đồng thời cũng ức chế đáng kể các dòng tế bào ung thư khác như A549 và 

OVCAR-8 với giá trị IC50 lần lượt là 8,3 và 20,6 µg/ml; nhưng cao chiết này cũng 

gây độc mạnh trên các dòng tế bào thường HEK293 và HaCaT với IC50 tương ứng là 

0,6 và 21,6 µg/ml. Điều này cho thấy cao chiết NK13 có phổ tác động gây độc tế bào 

rộng, song chưa chứng minh được khả năng ưu tiên tiêu diệt tế bào ung thư.  

Trên cơ sở dữ liệu của CyanoMetDB phiên bản 3 (cập nhật đến tháng 9 năm 

2024), đến nay đã có hơn 3.000 hợp chất được phát hiện từ VKL, trong đó có hơn 

400 hợp chất phân lập từ các chủng VKL thuộc chi Noctoc; khoảng hơn 100 hợp chất 

phân lập từ hai chi Hapalosiphon và Westiellopsis và 75 hợp chất phân lập từ chi 

Scytonema [Janssen E.M.-L., 2024] cho thấy tiềm năng phát hiện hợp chất có hoạt 

tính sinh học mới từ các chủng VKL thuộc những chi này. Nhiều hợp chất như 

scytophycin, tolytoxin, tubercidin, nostodione A, scytonemide A, B và scytoscalarol 

thể hiện độc tính mạnh trên một số dòng tế bào ung thư khác nhau được phân lập từ 

một số loài thuộc chi Scytonema như S. saleyeriense, S. ocellatum, S. mirabile, S. 

burmanicum và S. hofmannii [Carmeli, S., 1990; Furusawa E., 1994; Patterson G.M., 

1993; 1994; Shim S.H., 2008]. Thêm vào đó, nghiên cứu của Gigova và cộng sự 

(2011) đã chỉ ra rằng cao chiết tổng số từ chủng Scytonema ocellatum có khả năng 

ức chế tế bào HeLa với giá trị IC50 < 30 µg/ml [Gigova L., 2011]. Nghiên cứu của 

Nehul và cộng sự (2024) cho thấy cao chiết nước từ chủng VKL thuộc loài Scytonema 

schmidtii phân lập ở mẫu đất tỉnh Ahmednagar, Ấn Độ thể hiện độc tính trên dòng tế 

bào HeLa với giá trị IC50 là 55 µg/ml [Nehul J.N., 2024]. Tuy nhiên, cho đến nay 

chưa có nghiên cứu nào đánh giá hoạt tính gây độc tế bào từ loài S. bilaspurense được 

công bố. Trong khi đó cao chiết tổng số từ chủng S. bilaspurense NK13 trong nghiên 

cứu có độc tính trên tế bào ung thư HeLa ở giá trị IC50 là 3,8 µg/ ml mạnh hơn so với 

các cao chiết từ các loài khác thuộc chi Scytonema đã công bố. 

Ngoài ra, nhiều nghiên cứu ở Việt Nam đã cho thấy tiềm năng phát hiện các 

chủng VKL có khả năng sinh tổng hợp các hợp chất có hoạt tính kháng khuẩn, kháng 

ung thư mạnh. Chẳng hạn, nghiên cứu của Phạm Lương Hằng và cộng sự (2017) đã 
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sàng lọc được 11 trong 13 chủng VKL thuộc họ Nostoc phân lập từ đất ruộng lúa có 

khả năng ức chế được cả vi khuẩn Gram dương và Gram âm và 3 chủng ức chế dòng 

tế bào ung thư vú và ung thư đại trực tràng với giá trị IC50 từ 47,8 μg/ml đến 232 

μg/ml [Pham T.L.H., 2017]. Nhóm hợp chất Carbamidocyclophanes phát hiện từ 

chủng Nostoc sp. CAVN2 và Nostoc sp. CAVN10 phân lập ở Việt Nam thể hiện hoạt 

tính kháng khuẩn và gây độc tế bào mạnh [Bui H.T., 2007; Preisitsch M., 2015; 2016] 

cho thấy tiềm năng phát hiện những hợp chất mới có hoạt tính sinh học từ các chủng 

VKL bản địa.  

Tổng hợp lại, nghiên cứu đã phát hiện được 12 chủng từ 50 chủng VKL đã phân 

lập có khả năng tổng hợp được hợp chất ức chế ít nhất một trong bốn chủng vi khuẩn 

gây bệnh phổ biến trên người, trong đó cao chiết tổng số từ chủng Desmonostoc sp. 

CAVN8204 thể hiện khả năng ức chế mạnh nhất trên chủng vi khuẩn B. cereus với 

đường kính vòng vô khuẩn đạt 19,0 mm. Cả bảy cao chiết có độc tính trên tế bào ung 

thư HeLa đều thể hiện hoạt tính kháng khuẩn. Cao chiết tổng số từ 5 chủng VKL 

Desmonostoc sp. CAVN8204, H. welwitschii MD2411, N. persica CAVN4301, W. 

prolifica CAVN4303 và S. bilaspurense NK13 gây độc tế bào ung thư HeLa ở nhóm 

độc tính cấp 1 đến cấp 3. Nổi trội nhất là cao chiết tổng số từ chủng S. bilaspurense 

NK13 gây độc trên tế bào HeLa với giá trị IC50 là 3,8 µg/ ml, đồng thời kháng được 

cả vi khuẩn Gram dương và Gram âm với đường kính vòng vô khuẩn từ 9,5 - 11,3 

mm. Cao chiết NK13 được lựa chọn để tiếp tục nghiên cứu làm sáng tỏ cơ chế gây 

chết đối với tế bào HeLa ở cấp độ phân tử và tế bào. Đồng thời, chủng S. bilaspurense 

NK13 được nuôi sinh khối với thể tích lớn để đảm bảo thu đủ lượng sinh khối khô 

cho thí nghiệm phân tách và xác định thành phần hợp chất gây độc trên tế bào ung 

thư HeLa. 

3.3. Cơ chế tác động của cao chiết NK13 lên tế bào HeLa 

3.3.1. Tác động lên chu trình tế bào HeLa 

Kết quả về tỷ lệ phần trăm tế bào ở các pha sub-G1, G0/G1, S và G2/M và tỷ lệ 

phần trăm tế bào phân bố ở mỗi pha trong chu trình tế bào trong quần thể singlet (tập 

hợp các tế bào đơn lẻ) được thể hiện ở Hình 3.14. 
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Hình 3.14. Tác động của cao chiết NK13 lên chu trình tế bào HeLa 

Tỷ lệ tế bào HeLa trong các pha của chu trình tế bào ở mẫu ĐCSH (A), ủ với DMSO 0,1% (B), ủ 

với Taxol nồng độ 13,5 ng/ ml (C), ủ với cao chiết NK13 ở nồng độ 3,8 μg/ml (D); so sánh tỷ lệ tế 

bào trong các pha G0/G1, S và G2/M giữa các mẫu (E) 

Kết quả cho thấy cao chiết NK13 gây bắt giữ chu trình tế bào rõ rệt tại pha S 

với tỷ lệ tế bào bị giữ sau 48 giờ đạt 24,6%. Trong khi đó, tỷ lệ tế bào tại pha S ở các 

nhóm ĐCSH (tế bào không xử lý), xử lý với DMSO 0,1% và Taxol nồng độ 13,5 ng/ 

ml (giá trị IC50) lần lượt là 11,5%; 15,3% và 2,0%. Ngược lại, Taxol lại gây ức chế 
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quá trình phân bào bằng cách gây bắt giữ tế bào tại pha G2/M với tỷ lệ tế bào bị giữ 

lại đạt 82,6% cao hơn hẳn so với các nhóm còn lại. Ngoài ra, tỷ lệ tế bào tại pha sub-

G1 trong mẫu tế bào ủ với cao chiết NK13 đạt 22,2% - cao hơn đáng kể so với nhóm 

tế bào không xử lý (2,0%) và tế bào ủ với DMSO (3,3%) (Hình 3.14). Mặc dù sự tăng 

tỷ lệ tế bào ở pha sub-G1 không thể sử dụng trực tiếp làm chỉ thị để xác định tế bào 

chết theo chương trình (apoptosis), nhưng kết quả này gợi ý khả năng quá trình 

apoptosis đang diễn ra. 

 

Hình 3.15. Mức độ biểu hiện gen điều hòa chu trình tế bào HeLa 

NC: đối chứng âm; PC: Taxol 1,8 ng/ml (Đối chứng dương); 

*, **, *** mức độ tin cậy với giá trị P <0,05; 0,01; 0,001  

Bên cạnh đó, kết quả phân tích mức độ biểu hiện của các gen điều hòa chu trình 

tế bào cho thấy rằng mức độ biểu hiện của các gen CDKN1A (p21) và CDKN2A (p16) 

tăng lên đáng kể ở thời điểm 12 giờ và 24 giờ sau khi tế bào ủ với cao chiết NK13 ở 

nồng độ 0,12 µg/ ml (giá trị IC10) tương ứng lần lượt 12 lần và 1,5 lần (tại thời điểm 

12 giờ) và 27 lần và 5,7 lần (tại thời điểm 24 giờ) so với mẫu tế bào ủ với DMSO 

0,1% (đối chứng âm) (Hình 3.15). Trong khi đó, mức độ biểu hiện của gen TP53 

không có sự khác biệt ở thời điểm 12 giờ giữa nhóm tế bào được xử lý với cao chiết 

NK13 và tế bào xử lý với DMSO 0,1%; tuy nhiên, sau 24 giờ, mức độ biểu hiện của 

gen TP53 ở mẫu tế bào ủ với cao chiết NK13 tăng 1,4 lần so với mẫu đối chứng (Hình 

3.15). Bên cạnh đó, biểu hiện của các gen này ở mẫu được ủ với Taxol (đối chứng 

dương) ở nồng độ 1,8 ng/ml không thấy có sự khác biệt so với mẫu đối chứng âm 

(NC) tại thời điểm 12 giờ. Tuy nhiên, đến thời điểm 24h ủ thuốc (Taxol), mức độ 
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phiên mã của gen CDKN1A (p21) và CDKN2A (p16) cao hơn so với mẫu đối chứng 

âm tương ứng là 28 lần và 2,8 lần; tuy nhiên không thấy sự khác biệt về biểu hiện của 

gen TP53 (Hình 3.15). Kết quả này hoàn toàn phù hợp với kết quả đánh giá về tỷ lệ 

tế bào HeLa bị bắt giữ các pha của chu trình tế bào. Qua đó có thể chứng minh cao 

chiết NK13 có tác động điều hòa chu trình tế bào thông qua việc kích hoạt các gen 

ức chế tăng sinh tế bào như gen CDKN1A (p21) và CDKN2A (p16). Sự khác biệt về 

mức độ biểu hiện của TP53 giữa các thời điểm và giữa các mẫu cũng cho thấy khả 

năng cao chiết NK13 có thể điều hòa chu kỳ tế bào thông qua cơ chế riêng, không 

hoàn toàn phụ thuộc vào TP53.    

Mặc dù p53 thường gây ngừng chu trình tế bào thông qua cảm ứng tổn thương 

DNA, trong nghiên cứu này, cao chiết NK13 và Taxol lại không ảnh hưởng đến mức 

độ biểu hiện của gen này. Tuy nhiên, cả hai chất này đều làm tăng mạnh biểu hiện 

của gen CDKN1A (p21) và CDKN2A (p16) là hai gen mã hóa protein ức chế kinase 

phụ thuộc cyclin (CDK), qua đó gây ngừng chu trình tế bào. Các protein cyclin và 

CDK cũng đóng vai trò quan trọng trong điều hòa chu trình tế bào, đặc biệt trong quá 

trình phân bào, và việc cảm ứng p21 và p16 có thể dẫn đến bất hoạt CDK, gây ngừng 

chu trình tại pha sớm (pha S). Một số nghiên cứu trước đây đã chỉ ra rằng gen 

CDKN1A có thể được hoạt hóa và gây ngừng chu kỳ tế bào tại pha G1 thông qua cơ 

chế không phụ thuộc gen TP53 [Ho C.J.,2019, Jeong J.H., 2010]. Bên cạnh đó, Koster 

và cộng sự (2011) cũng cho thấy Taxol có khả năng gây chết tế bào theo chương trình 

không phụ thuộc p53 [Koster R., 2011]. Vì vậy, từ kết quả nghiên cứu này có thể đưa 

giả thuyết rằng cao chiết NK13 điều hòa chu trình tế bào thông qua việc tăng mức độ 

biểu hiện gen CDKN1A và CDKN2A theo cơ chế không phụ thuộc TP53. Hai gen này 

có khả bất hoạt các kinase phụ thuộc cyclin (CDK), từ đó làm gián đoạn hoạt động 

của các cyclin cần thiết cho các pha trong chu trình tế bào, đặc biệt là ngăn cản quá 

trình nguyên phân, dẫn đến ngừng chu trình tế bào ở pha S.  

3.3.2. Tác động lên con đường apoptosis của tế bào HeLa 

Kết quả đánh giá tác động của dịch chiết NK13 lên sự chết theo chương trình 

của tế bào HeLa được thể hiện ở Hình 3.16. 
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Hình 3.16. Tác động của cao chiết NK13 lên con đường apoptosis của tế bào HeLa 

A: Không xử lý; B: tế bào được ủ với DMSO 0,1% (ĐC âm); C: Taxol nồng độ 13,5 ng/ml; D: Cao 

chiết NK13 nồng độ 3,8 µg/ ml; E: So sánh tỷ lệ tế bào chết ở các giai đoạn khi ủ với cao chiết 

NK13 so với mẫu đối chứng, * mức độ tin cậy với giá trị P < 0,05 

Cao chiết NK13 được đánh giá là có hiệu quả gây nên sự chết theo chương trình 

(apoptosis) của tế bào HeLa ở nồng độ 3,8 µg/ ml (giá trị IC50). Kết quả phân tích 

dòng chảy tế bào cho thấy tỷ lệ tế bào bị hoại tử (Q1), tế bào bị apoptosis muộn (Q2), 

apoptosis sớm (Q3) và tế bào sống (Q4) của tế bào HeLa khi được ủ với cao chiết 

NK13 lần lượt là 11,1%; 10,8%; 1,7% và 76,3% (Hình 3.18). Cao chiết NK13 thể 
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hiện tác động gây ra sự chết theo chương trình (apoptosis), thể hiện ở tỷ lệ tế bào 

HeLa trong giai đoạn apoptosis (Q2 và Q3) đạt 12,5% cao gấp 3 và 4 lần so với nhóm 

ĐCSH (tế bào không xử lý) và nhóm tế bào ủ DMSO 0,1%. Bên cạnh đó, Taxol lại 

thể hiện tác động gây apoptosis mạnh trên tế bào HeLa ở cả pha apoptosis sớm và 

apoptosis muộn; đặc biệt, tỷ lệ tế bào ở pha apoptosis muộn cao hơn lần lượt là 3,2; 

13,1 và 9,8 lần so với các mẫu tế bào ủ với cao chiết NK13, DMSO 0,1% và không 

xử lý (Hình 3.16). 

Quá trình apotosis được diễn ra theo hai con đường là nội sinh và ngoại sinh. 

Con đường apoptosis nội sinh được khởi phát bởi sự hoạt hóa của protein tiền 

apoptosis BAX, dẫn đến sự giải phóng cytochrome C từ ty thể. Trong khi đó, con 

đường apoptosis ngoại sinh chủ yếu đường kích hoạt bởi các tín hiệu ngoài tế bào, từ 

đó hoạt hóa enzyme CASPASE- 8. Cả hai con đường này đều dẫn đến sự hoạt hóa 

của CASPASE - 3 (caspase thực thi) - có chức năng phân giải DNA của tế bào, dẫn 

đến sự chết tế bào. Vì vậy, để làm rõ cơ chế tác động của cao chiết NK13 lên con 

đường apoptosis của dòng tế bào HeLa, mức độ phiên mã của các gen BAX, 

CASPASE-3, và CASPASE-8 được phân tích bằng kỹ thuật RT - qPCR.  

 

Hình 3.17. Mức độ biểu hiện của gen điều hòa con đường apoptosis của tế bào HeLa 

NC: đối chứng âm; PC: Taxol 1,8 ng/ml (Đối chứng dương);  

*, **, *** mức độ tin cậy với giá trị P < 0,05; 0,01; 0,001  

Kết quả cho thấy mức độ biểu hiện của các gen này trên tế bào HeLa đều tăng 

lên khi được ủ với cao chiết NK13 và sự tăng biểu hiện này có xu hướng phụ thuộc 

vào thời gian ủ mẫu. Tại thời điểm 12 giờ sau khi ủ mẫu, mức phiên mã của các gen 
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BAX, CASPASE-3, CASPASE-8 tăng lần lượt 12,5; 0,9 và 1,4 lần so với nhóm tế bào 

xử lý với DMSO 0,1%. Đến thời điểm 24 giờ, mức độ phiên mã các gen này tăng lên 

lần lượt là 23,2; 1,3 và 3,8 lần so với mẫu đối chứng âm; và gấp 1,5 đến gần 2,0 lần 

so với thời điểm 12 giờ. Đáng chú ý là cao chiết NK13 đã kích hoạt con đường 

apoptosis của tế bào HeLa chủ yếu thông qua việc kích hoạt gen BAX và CASPASE-

8 tại thời điểm 12 giờ. Ngược lại, Taxol hầu như không tác động đến biểu hiện ở các 

gen này ở thời điểm 12 giờ, nhưng lại làm tăng mức độ phiên mã của chúng sau 24 

giờ (Hình 3.17). Các kết quả này cho thấy cao chiết NK13 có khả năng kích hoạt cả 

hai con đường apoptosis nội sinh và ngoại sinh của tế bào HeLa thông qua việc tăng 

biểu hiện của các gen điều hòa kích hoạt con đường chết theo chương trình của tế 

bào. Tuy nhiên, cao chiết NK13 cho thấy tác động rõ ràng hơn lên con đường 

apoptosis nội sinh thông qua sự gia tăng rất nhanh mức độ phiên mã của gen BAX.  

Một số nghiên cứu đã chứng minh dịch chiết/ hoạt chất phân lập từ VKL có tác 

động điều hòa mức độ biểu hiện gen liên quan kích hoạt quá trình apoptosis của tế 

bào ung thư. Chẳng hạn nghiên cứu của Goshtasbi và cộng sự (2025) cho thấy dịch 

chiết MeOH từ chủng Chroococcus turgidus KANI phân lập vùng đất ngập nước ở 

Iran đã tăng biểu hiện của BAX từ đó kích hoạt quá trình apoptosis của dòng tế bào 

ung thư đại tràng SW-480 [Goshtasbi H., 2025]. Bên cạnh đó, nghiên cứu của 

Heisnam và cộng sự (2022) chỉ ra rằng phycocyanin từ chủng Westiellopsis sp. kích 

hoạt con đường apoptosis của dòng tế bào ung thư vú MDA MB 231 thông qua hoạt 

hóa protein CASPASE - 3 [Heisnam R., 2022]. Hợp chất Scytonemin phân lập từ 

chủng Nostoc commune kích hoạt con đường apoptosis nội sinh dòng tế bào bạch cầu 

(HL-60 và Jurrket) thông qua việc làm tăng tính thấm của màng ty thể, giải phóng 

cytochrome c và kích hoạt caspase-9 dẫn đến kích hoạt protein caspase-3/7 chỉ sau 6 

giờ ủ mẫu [Zilakova S., 2025]. Mặc dù vậy, chưa có nghiên cứu nào đánh giá tác 

động của dịch chiết hay hợp chất phân lập từ vi khuẩn lam thuộc chi Scytonema lên 

mức độ biểu hiện của các gen điều hòa con đường apoptosis của tế bào ung thư.    
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3.3.3. Tác động ức chế khả năng di cư của tế bào HeLa 

Kết quả đánh giá tác động của cao chiết NK13 lên khả năng ức chế sự di cư của 

tế bào HeLa tại thời điểm 6 giờ, 12 giờ và 21 giờ được thể hiện ở Hình 3.18 và 3.19.  

 

Hình 3.18. Tác động của cao chiết NK13 lên khả năng di cư của tế bào HeLa    

NC: đối chứng âm (DMSO 0,1%); PC: Đối chứng dương (Taxol) 

Kết quả chỉ ra rằng, cao chiết NK13 đã ức chế đáng kể khả năng di cư của tế 

bào HeLa. Tại thời điểm 6 giờ, 12 giờ và 21 giờ, vùng diện tích vết xước được che 

phủ bởi tế bào HeLa khi ủ với cao chiết NK13 nhỏ hơn lần lượt 2,1; 1,4 và 1,7 lần so 

với mẫu đối chứng âm. Đáng chú ý là hiệu quả ức chế sự di cư tế bào của tế bào HeLa 

khi được ủ với cao chiết NK13 tốt hơn so với mẫu tế bào ủ với Taxol (đối chứng 

dương - PC) thể hiện ở diện tích tế bào HeLa di cư nhỏ hơn khoảng 1,4 lần so với 

mẫu đối chứng dương tại thời điểm 21 giờ (Hình 3.18; 3.19).  
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Kết quả đánh giá tác động của cao chiết NK13 lên mức độ biểu hiện của 6 gen 

Integrin 1α, Integrin 1β, N-cadherin, FAK, PI3K và AKT được thể hiện ở Hình 3.19 

và 3.20. 

 

Hình 3.19. Mức độ biểu hiện các gen điều hòa quá trình di cư của tế bào HeLa 

NC: đối chứng âm (DMSO 0,1%); PC: Đối chứng dương (Taxol) 

 

Hình 3.20. Biểu đồ so sánh diện tích tế bào HeLa di cư  

NC: đối chứng âm (DMSO 0,1%); PC: Đối chứng dương (Taxol) 

*, ** mức độ tin cậy với giá trị P < 0,05; 0,01 
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Từ hình 3.19 và 3.20 thấy rằng mức độ biểu hiện gen Integrin-1β và N-cadherin 

ở các tế bào HeLa ủ với cao chiết NK13 đã giảm đáng kể sau 6 giờ và 12 giờ. Từ đó 

dẫn đến sự giảm biểu hiện của các phân tử tín hiệu FAK, PI3K và AKT (Hình 3.19). 

Đáng chú ý, tế bào sau 6 giờ ủ với cao chiết NK13, mức phiên mã của các gen 

Integrin-1β, N-cadherin, FAK, PI3K và AKT giảm chỉ còn lần lượt là 50%, 30%, 

70%, 50% và 60% so với nhóm đối chứng âm. Trong khi đó, mức độ biểu hiện của 

gen Integrin-1α không bị ảnh hưởng. Đặc biệt, hiệu quả ức chế này vẫn được duy trì 

đến thời điểm 12 giờ sau xử lý, cho thấy tác động ổn định của cao chiết NK13 trong 

việc ức chế biểu hiện các gen này. Ngược lại, Taxol không gây ra sự thay đổi đáng 

kể nào trong biểu hiện các gen trên sau 6 giờ xử lý. Tuy nhiên, đến thời điểm 12 giờ, 

bắt đầu cho thấy hiệu quả ức chế của Taxol lên khả năng di cư của tế bào thông qua 

việc làm giảm mức biểu hiện của các gen Integrin-1β, N-cadherin, FAK, PI3K và 

AKT lần lượt còn 50%, 45%, 80%, 75% và 90% so với nhóm đối chứng (Hình 3.19). 

Một số nghiên cứu trước đây đã chứng minh rằng quá trình di cư của tế bào ung thư 

được điều hòa thông qua con đường tín hiệu Integrin/ N-cadherin/ FAK/ PI3K/ AKT 

[Lien L.T., 2015; Ohgami N., 2015; Weinberg F., 2010]. Do đó, ức chế được mức độ 

biểu hiện của gen mã hóa cho các protein này có vai trò quan trọng điều trị tế bào ung 

thư. Cho đến nay, chưa có nhiều nghiên cứu đề cập đến khả năng ức chế di cư của 

các hợp chất hoặc cao chiết từ vi khuẩn lam [Miao C., 2016; Zhao X., 2024]. Do đó, 

kết quả nghiên cứu này cung cấp thêm thông tin đáng chú ý về cơ chế tín hiệu trong 

việc ức chế sự di cư của tế bào HeLa bởi cao chiết từ chủng Scytonema bilaspurense 

NK13. 

3.4. Phân tách hoạt chất ức chế tế bào HeLa từ cao chiết tổng số NK13  

3.4.1. Phân tách thành phần cao chiết NK13 bằng phương pháp chiết lỏng - lỏng 

Chủng S. bilaspurense NK13 được nuôi sinh khối 4 lần với tổng thể tích 100 lít 

trong môi trường BG11 trong thời gian 7 tuần, sinh khối tươi được thu bằng phương 

pháp lọc qua túi lọc. Lượng sinh tươi được loại nước bằng phương pháp đông khô 

thu được 90g sinh khối khô. Sau đó, sinh khối khô được chiết 5 lần trong hỗn hợp 
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dung môi EtOAc và MeOH (tỷ lệ 1:1, v/v). Dịch chiết tổng số được cô quay để loại 

bỏ dung môi, thu được 13,9 g cao chiết tổng số. 

Bảng 3.9. Khối lượng, hiệu suất chiết, độc tính trên tế bào HeLa của 4 cao chiết 

STT Cao chiết Khối lượng 

(mg) 

Hiệu suất 

chiết (%) 

IC50 

(µg/ml) 

Phân loại 

GHS 

1 n-hexane 7.100 51,1 12,0 ± 1,1 Cat. 2 

2 EtOAc 2.300 16,5 2,2 ± 0,4 Cat. 1 

3 MeOH 3.900 32,4 133,2 ± 2,1 Cat. 3 

4 H2O 600 4,3 - - 

Cat. 1: IC50 < 5 µg/ ml; Cat. 2: 5 µg/ ml < IC50 < 50 µg/ ml;  

Cat. 3: 50 µg/ ml < IC50 < 300 µg/ ml. 

 

Hình 3.21. Độc tính của 3 phân lớp n-hexane, EtOAc, MeOH lên tế bào HeLa 

Cao chiết NK13 được phân tách thành phần hợp chất theo phương pháp chiết 

lỏng - lỏng trong các dung môi có độ phân cực tăng dần để thu được 4 cao chiết tương 
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ứng là n-hexane, EtOAc, MeOH và nước. Khối lượng và hiệu suất phân tách của các 

cao chiết thể hiện ở Bảng 3.9 chỉ ra rằng cao chiết n-hexane chiếm khối lượng lớn 

nhất đạt 7.100 mg với hiệu suất phân tách là 51,1% cao gấp 1,8 lần so với cao chiết 

MeOH, gấp 3 lần so với cao chiết EtOAc. Điều đó chứng tỏ rằng, các hợp chất trong 

cao chiết NK13 chủ yếu thuộc nhóm hợp chất có độ phân cực thấp được hoà tan hầu 

hết trong dung môi n-hexane. 

Đồng thời, 10 mg mỗi loại cao chiết được hòa tan trong DMSO 100% ở nồng 

độ 100 mg/ml để đánh giá độc tính trên dòng tế bào HeLa bằng thử nghiệm MTT. 

Kết quả cho thấy, cao chiết EtOAc và n-hexane thể hiện hoạt tính gây độc mạnh trên 

dòng tế bào HeLa dựa theo tiêu chuẩn của Viện ung thư quốc gia Hoa Kỳ (NCI) với 

giá trị IC50 lần lượt là 2,2 và 12,0 µg/ml [Suffness M., 1990]; tiếp theo là cao chiết 

MeOH thể hiện độc tính trung bình trên dòng tế bào HeLa với giá trị IC50 là 133,2 

µg/ml, trong khi phân lớp H2O không gây độc cho tế bào HeLa (Bảng 3.9; Hình 3.21). 

Theo phân loại GHS, cao chiết EtOAc được xếp vào nhóm độc tính cấp 1; cao chiết 

n-hexane và MeOH lần lượt được xếp vào nhóm độc tính cấp 2 và cấp 3 [UN, 2023].  

 

Hình 3.22. Sắc ký đồ TLC của ba cao chiết n-hexane, EtOAc, MeOH 

quan sát ở bước sóng 254 nm (A) và bước sóng 365nm (B) 

Thêm vào đó, thành phần hợp chất trong mỗi cao chiết được phân tích bằng 

phương pháp sắc ký bản mỏng (TLC). Kết quả sắc ký đồ TLC của 3 loại cao chiết 



107 
 

khi quan sát ở hai bước sóng 254nm và 365 nm thấy rằng số lượng vết chất có xu 

hướng giảm dần trong những cao chiết có độ phân cực tăng dần, trong đó cao chiết 

n-hexane có nhiều vết chất nhất cho thấy dung môi này đã hòa tan được phần lớn hợp 

chất thứ cấp trong cao chiết NK13. Ngoài ra, cao chiết n-hexane và EtOAc xuất hiện 

vết chất màu tím và màu trắng sáng ở vị trí Rf khoảng 0,6 trên sắc ký đồ TLC khi 

quan sát ở bước sóng 254 nm và 365 nm (Hình 3.22). Theo Bladt (2009), hợp chất 

này có thể thuộc nhóm alkaloid [Bladt S., 2009]. Bên cạnh đó, Demay và cộng sự 

(2019) đã chỉ ra rằng có 24 trong số 260 họ hợp chất phân lập từ VKL thuộc nhóm 

alkaloids thể hiện hoạt tính sinh học [Demay J., 2019]. Trong đó tiêu biểu là nhóm 

hợp chất hapalindoles phân lập từ nhiều loài VKL thuộc họ Hapalosiphonaceae có 

khả năng ức chế nhiều loài vi khuẩn, và gây độc tế bào; hợp chất didehydromirabazole 

phân lập từ Scytonema mirabile có hoạt tính kháng nấm và gây độc tế bào mạnh; hợp 

chất laucysteinamide A phân lập từ Caldora penicillata gây độc đối với dòng tế bào 

ung thư phổi H-460 [Demay J., 2019; Pattenden G., 1992; Zhang C.; 2017]. Đồng 

thời, trong các thí nghiệm thử hoạt tính gây độc tế bào ung thư, chúng tôi nhận thấy 

các cao chiết chứa vết chất màu tím khi quan sát ở bước sóng 254 nm (trên bản TLC) 

đều thể hiện hoạt tính gây độc tế bào mạnh. Vì vậy, chúng tôi xác định các vết chất 

màu tím này (có thể thuộc nhóm alkaloid) là mục tiêu để phân tách hoạt chất trong 

cao chiết n-hexane và EtOAc bằng các phương pháp sắc ký cột. 

3.4.2. Phân tách phân lớp có hoạt tính bằng sắc ký cột  

3.4.2.1. Phân đoạn cao chiết n-hexane bằng sắc ký cột silica gel 

Cao chiết n-hexane chứa các hợp chất có độ phân cực thấp nên được phân tách 

bằng cột sắc ký với pha tĩnh là hạt silica gel (kích thước hạt 0,04 - 0,063 mm, Merck). 

Khoảng 7.100 mg cao chiết n-hexane được bằng phân tách bằng cột sắc ký siligca 

gel, được rửa giải trong 8 hệ dung môi để thu được 8 phân đoạn tương ứng ký hiệu là 

A1 - A8 với khối lượng được thể hiện ở Bảng 3.10. Trong đó, hai phân đoạn A2 và 

A3 xuất hiện vết chất màu tím khi quan sát ở bước sóng 254 nm với hệ số Rf khoảng 

0,6 (Hình 3.23). Vì vậy, hai phân đoạn này được gộp lại thành phân đoạn A2-3 có 

khối lượng 500 mg. 
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Bảng 3.10. Khối lượng các phân đoạn (A1-A8) từ cao chiết n-hexane 

Phân đoạn A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 

Khối lượng (mg) 1.100 300 200 200 1.100 1.500 900 500 

 

 

Hình 3.23. Sắc ký đồ TLC của các phân đoạn (A1- A8) từ cao chiết n-hexane 

quan sát ở bước sóng 254 nm (A) và 365 nm (B) 

Phân đoạn A2-3 tiếp tục được phân tách thành phần hợp chất thứ cấp bằng cột 

sắc ký silica gel lần 2. Tổng số 140 phân đoạn rửa giải (thể tích từ 3,0 - 4,0 ml/ phân 

đoạn) được thu lại và phân tích thành phần chất bằng sắc ký TLC. Dựa vào kết quả 

quan sát được trên sắc ký đồ TLC ở bước sóng 254 nm và 365 nm, 140 phân đoạn 

được gộp lại để thu còn 10 phân đoạn kí hiệu lần lượt là B1 - B10 (Hình 3.24). Khối 

lượng mỗi phân đoạn thể hiện ở Bảng 3.11. 

 

Hình 3.24. Sắc ký đồ TLC của các phân đoạn (B1 - B10) từ phân đoạn A2-3 

quan sát ở bước sóng 254 nm (A) và 365 nm (B) 



109 
 

Bảng 3.11. Khối lượng của các phân đoạn (B1 - B10) từ phân đoạn A2-3 

Phân đoạn Hệ dung môi rửa giải Khối lượng (mg) 

B1 

n-hexane - EtOAc (7:3, v/v) 

14,1 

B2 42,3 

B3 89,5 

B4 n-hexane - EtOAc (5:5, v/v) 269,0 

B5 n-hexane - EtOAc (2:8, v/v) 27,1 

B6 EtOAc - MeOH (9:1, v/v) 11,0 

B7 EtOAc - MeOH (7:3, v/v) 9,7 

B8 EtOAc - MeOH (5:5, v/v) 15,1 

B9 EtOAc - MeOH (2:8, v/v) 21,9 

B10 MeOH  5,1 

 

Đồng thời, kết quả từ sắc ký đồ TLC cũng cho thấy đã phân tách được phân 

đoạn B4 xuất hiện vết chất màu tím ở vị trí khoảng 0,6 khi quan sát ở bước sóng 254 

nm với khối lượng là 269 mg (Bảng 3.11). Bên cạnh đó, phân đoạn B4 được rửa giải 

trong hệ dung môi n-hexane - EtOAC (5:5, v/v) cho thấy vết chất màu tím thuộc 

nhóm hợp chất ít phân cực và được hòa tan tốt nhất trong hệ dung môi này. 

3.4.2.2. Phân tách phân lớp EtOAc bằng sắc ký cột sephadex LH20 

Các hợp chất thứ cấp trong cao chiết EtOAc có độ phân cực cao hơn so với các 

hợp chất trong phân lớp n- hex nên sẽ được phân tách bằng sắc ký cột với pha tĩnh là 

gel sephadex LH20 thay vì silica gel. Từ 2.300 mg cao chiết EtOAc được phân tách 

bằng cột sắc ký sephadex LH20, mỗi cột có khối lượng 500 mg và được rửa giải trong 

dung môi MeOH. Các phân đoạn thu hồi sau rửa giải được phân tích thành phần hợp 

chất bằng sắc ký TLC.  

Dựa trên kết quả quan sát từ sắc ký đồ TLC ở bước sóng 254 nm và 365 nm, 

các phân đoạn có thành phần và vị trí vết chất tương tự nhau sẽ được gộp lại. Kết quả 

đã thu được 15 phân đoạn gộp từ 160 phân đoạn sau rửa giải ký hiệu tương ứng là C1 

- C15 (Hình 3.25). Trong đó, hợp chất chứa vết chất màu tím tại vị trí Rf khoảng 0,6 
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được quan sát thấy ở phân đoạn C2, C3 với khối lượng lần lượt là 70 mg và 110 mg 

(Bảng 3.12).   

Bảng 3.12. Khối lượng của các phân đoạn (C1 - C15) từ cao chiết EtOAc 

STT Phân đoạn Khối lượng (mg) STT Phân đoạn Khối lượng (mg) 

1 C1 88,2 9 C9 23,6 

2 C2 70,0 10 C10 35,2 

3 C3 110,0 11 C11 89,6 

4 C4 30,7 12 C12 77,5 

5 C5 44,3 13 C13 8,9 

6 C6 3,8 14 C14 15,6 

7 C7 8,5 15 C15 7,6 

8 C8 7,1    

 

 

Hình 3.25. Sắc ký đồ TLC của các phân đoạn (C1 - C15) từ phân lớp EtOAc 

quan sát ở bước sóng 254nm (A) và 365 nm (B) 
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Ba phân đoạn bao gồm B4 được rửa giải từ cao chiết n-hexane và C2, C3 được 

rửa giải từ cao chiết EtOAc có chứa hợp chất hiện vết màu tím trên sắc ký đồ TLC 

khi quan sát ở bước sóng 254 nm với hệ số Rf khoảng 0,6 được gộp lại thành phân 

đoạn BC0 với tổng khối lượng đạt 449 mg. Từ kết quả trên sắc ký đồ TLC cho thấy 

các phân đoạn này vẫn còn chứa nhiều tạp chất. Vì vậy, phân đoạn BC0 tiếp tục được 

phân tách tiếp bằng cột sắc ký silica gel lần 3. 

3.4.2.3. Phân tách phân đoạn BC0 bằng sắc ký cột silica gel 

Phân đoạn BC0 được rửa giải trong hệ dung môi n-hexane - EtOAc (5:5, v/v). 

Đồng thời hình ảnh trên sắc ký đồ TLC ở bước sóng 254 nm cho thấy vết chất màu 

tím xuất hiện ở vị trí Rf khoảng 0,6. Điều này chỉ ra rằng đây là hợp chất có độ phân 

cực yếu. Cho nên hệ dung môi rửa giải được sử dụng để phân tách hợp chất trong cột 

sắc ký silica gel lần 3 thay đổi có độ phân cực thấp hơn nhằm mục đích tăng khả năng 

phân tách được các hợp chất có độ phân cực yếu (Bảng 3.13).  

Đầu tiên, 449 mg phân đoạn BC0 được hòa trong 2,0 ml hệ dung môi 1 (n-

hexane - EtOAc, 8:2, v/v), nạp lên cột silica gel và rửa giải trong 9 hệ dung môi để 

thu được 121 phân đoạn. Dựa trên sự tương đồng về thành phần và vị trí các vết chất 

của các phân đoạn khi quan sát sắc ký đồ TLC ở bước sóng 254 nm và 365 nm, 121 

phân đoạn đã gộp lại còn 12 phân đoạn ký hiệu từ D1 đến D12 (Hình 3.26). Khối 

lượng của mỗi phân đoạn được thể hiện ở Bảng 3.13.  

 

Hình 3.26. Sắc ký đồ TLC của các phân đoạn (D1 - D12) từ phân đoạn BC0 

quan sát ở bước sóng 254 nm (A) và 365 nm (B) 
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Bảng 3.13. Khối lượng các phân đoạn (D1- D12) từ phân đoạn BC0 

STT Hệ dung môi rửa giải Phân đoạn Khối lượng (mg) 

1.  n-hexane - EtOAc (8:2, v/v) D1 21,2 

2.  n-hexane - EtOAc (6: 4, v/v) D2 11,5 

D3 33,0 

D4 87,7 

3.  n-hexane - EtOAc (4:6, v/v) D5 31,2 

D6 23,1 

D7 13,0 

4.  n-hexane - EtOAc (2:8/ v/v) D8 47,4 

5.  EtOAc - MeOH (9:1, v/v) D9 19,8 

6.  EtOAc - MeOH (7:3, v/v) D10 7,6 

7.  EtOAc - MeOH (5:5, v/v)  D11 14,1 

8.  EtOAc - MeOH (2:8, v/v)  D12 20,2 

9.  MeOH 

 

Kết quả trên sắc ký đồ TLC quan sát ở bước sóng 254 nm và 365 nm chỉ ra rằng 

phân đoạn D3 có khối lượng 33 mg xuất hiện vết chất màu tím ở vị trí Rf khoảng 0,6 

và ít tạp chất nên phân đoạn này được dùng để tinh sạch hợp chất chứa vết chất màu 

tím ở bước sóng 254 nm bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) (Hình 

3.26; Bảng 3.13).   

3.4.3. Kết quả tinh sạch phân đoạn D3 bằng phương pháp HPLC 

Kết quả tinh sạch thành phần hoạt chất trong phân đoạn D3 bằng phương pháp 

HPLC được thể hiện ở 3.27. 
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Hình 3.27. Sắc ký đồ HPLC của phân đoạn D3 (A) và TLC của phân đoạn F5, F6 (B, C) 

quan sát ở bước sóng 212 nm (A); 254 nm (B), 365 nm (C) 

Dựa vào sắc ký đồ HPLC thấy rằng các hợp chất chính trong phân đoạn D3 

quan sát ở bước sóng 212 nm đã thu được 6 phân đoạn sau rửa giải ký hiệu là F1 - 

F6, trong đó phân đoạn F5, F6 được rửa giải ở thời gian lưu 18,0 - 18,4 phút và 18,4 

- 18,8 phút cho đỉnh cao nhất với khối lượng tương ứng là 1,1 mg và 2,4 mg (Hình 

3.27A; Bảng 3.14). Điều đó chỉ ra rằng, đây là hai hợp chất chính có trong phân đoạn 

D3. Sau đó, phân đoạn F5 và F6 được phân tích thành phần chất bằng sắc ký TLC. 

Kết quả trên sắc ký đồ TLC cho thấy vết chất màu tím và màu trắng sáng tại vị trí Rf 

khoảng 0,6 khi quan sát ở bước sóng 254 nm và 365 nm xuất hiện ở cả hai phân đoạn 

F5, F6 (Hình 3.27 B, C). 

Bảng 3.14. Thời gian lưu, khối lượng và độc tính của phân đoạn F5, F6 

Phân đoạn Thời gian lưu (phút) Tỷ lệ MeOH (%) Khối lượng (mg) 

F5 18,0 - 18,4 100 1,1 

F6 18,4 - 18,8 100 2,4 

 

Sau đó, phân đoạn F5 và F6 được đánh giá hoạt tính gây độc trên tế bào HeLa, 

tuy nhiên do khối lượng của phân đoạn F5 thu được ít không đủ để thử hoạt tính, vì 

vậy chỉ có phân đoạn F6 được đánh giá độc tính trên tế bào HeLa. 
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Hình 3.28. Độc tính của phân đoạn F6 lên tế bào HeLa 

Kết quả cho thấy, phân đoạn F6 ức chế tế bào HeLa với giá trị IC50 là 3,5 µg/ 

ml, được xếp vào nhóm độc tính cấp 1 theo thang phân loại của GHS (Hình 3.28). 

Đồng thời quan sát dưới kính hiển vi thấy rằng hình thái của tế bào HeLa khi ủ với 

phân đoạn F6 ở nồng độ 0,1 µg/ml đã bị thay đổi hình dạng, khoảng 30% - 40% tế 

bào bị co cụm, ảnh hưởng đến khả năng tăng sinh của chúng (Hình 3.28). Bên cạnh 

đó, tỷ lệ sống sót của tế bào duy trì từ 43% đến 45% trong khoảng nồng độ từ 1,0 đến 

20 μg/ml; cho thấy rằng phân đoạn F6 có khả năng tác động lên hình thái tế bào ở dải 

nồng độ đang thử nghiệm mà không làm thay đổi tỷ lệ sống sót của tế bào. Điều này 

có thể lý giải là do tỷ lệ tăng sinh và tỷ lệ chết của tế bào cân bằng nhau hoặc có thể 

do phân đoạn F6 tác động lên bộ khung tế bào làm tế bào bị ức chế phân chia ở khoảng 

nồng độ này. Điều này phù hợp với hình thái tế bào HeLa ở Hình 3.28. 
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Hình 3.29. Tác động của phân đoạn F6 lên hình thái tế bào HeLa  

Mặt khác, độc tính của phân đoạn F6 trên tế bào HeLa tương đương với độc 

tính của cao chiết tổng số từ chủng Scytonema bilaspurene NK13. Điều này có thể 

được giải thích hiện tượng này do trong cao chiết tổng số có chứa nhiều nhóm hoạt 

chất gây độc tế bào khác nhau có khả năng thể hiện tác động hiệp đồng giữa các nhóm 

hoạt chất trong cao chiết tổng số. Trong khi đó, các phân đoạn thu được sau quá trình 

tinh sạch đã loại bỏ đi nhiều tạp chất trong cao chiết tổng, dẫn đến hoạt chất trong 

phân đoạn tinh sạch thể hiện hoạt tính hoạt tính đơn lẻ, phản ánh được cơ chế tác 

động của một chất hoặc nhóm chất.  
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3.4.5. Phân tích thành phần hoạt chất trong phân đoạn F6 bằng LC-HRMS 

Thành phần các hoạt chất trong phân đoạn F6 được phân tích bằng phương pháp 

sắc ký lỏng - khối phổ có độ phân giải cao (LC-HRMS) ở hai chế độ ion hóa dương 

[M+H]+  và chế độ ion hóa âm [M+H]-. Kết quả sắc ký đồ tổng ion (TIC) ở Hình 3.30 

và 3.31 chỉ ra rằng các đỉnh sắc ký có cường độ tín hiệu mạnh chủ yếu tập trung trong 

khoảng thời gian từ 8,5 - 11,5 phút ở chế độ ion hóa dương, trong đó đỉnh sắc ký ở 

10,18 phút có cường độ tín hiệu mạnh nhất, phản ánh sự hiện diện của một hoặc một 

số hợp chất chiếm tỷ lệ chính trong phân đoạn F6. Trong khi đó, ở chế độ ion hóa âm, 

các đỉnh sắc ký chủ yếu được phát hiện trong khoảng thời gian từ 9 - 12 phút.    

Những khối lượng điện tích (mass-to-charge, m/z) có cường độ tín hiệu (TIC) 

lớn hơn 104 sẽ được phân tích để xác định KLPT đo được. Kết quả đo phổ khối lượng 

cho thấy có 46 KLPT đo được (Observed masses) ở chế độ ion hóa [M+H]+ và 28 

KLPT đo được ở chế độ ion hóa [M+H]- trong phân đoạn F6 (Bảng 3.15 và 3.16). 

Các hợp chất trong phân đoạn F6 được xác định dựa vào KLPT đo được (observed 

mass) và so sánh với cơ sở dữ liệu http://dnp.chemnetbase.com/ và 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ cập nhật vào tháng 10 năm 2025. Kết quả ở Bảng 

3.15 và 3.16 chỉ ra rằng, phân đoạn F6 gồm có 46 và 28 hợp chất chính được phát 

hiện lần lượt ở chế độ ion hóa [M+H]+ và [M+H]-. Các hợp chất này thuộc nhiều 

nhóm chất như lipopeptide, phospholipid, polyketide/alkaloid, hợp chất chứa nhóm 

halogen, diterpenoid, glycoside chứa lưu huỳnh.  

Trong 74 KLPT đã đo được, có 26 hợp chất thể hiện hoạt tính gây độc trên tế 

bào đã được phát hiện ở hai chế độ ion hóa dương và ion hóa âm bao gồm 

phytosphingosine; aristolochic acid Va/ Via/ D/ E/ VIIa; cathestatin A; achyrophenol 

E; epopromycin A; 6-Docosenamide; erucylamide; latespinoside D; 14-

Bromoreticulatine; kobusine; dysideanone B; phomopoxide C/ D/ E; plakorstatin 1/ 

2; manadoperoxide B/ isomanadoperoxide B;  photeroid B; ochocinone A; ophiobolin 

T; knepachycarpanol C (Hình 3.30; 3.31). Trong đó, nổi bật một số hơp hợp chất có 

độc tính mạnh trên một số dòng tế bào ung thư như hợp chất dysideanone B phân lập 

từ loài bọt biển Dysidea avara và hợp chất Phomopoxide C/ D/ E phân lập từ nấm 

http://dnp.chemnetbase.com/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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men Phomopsis sp. YE3250 ức chế mạnh trên một số dòng tế bào ung thư ở người 

như HeLa, HepG2, H460, MCF7 [Jiao W.H., 2014; Huang R., 2018], hợp chất 

Ophiobolin T ức chế mạnh tế bào ung thư HepG2 và KB với giá trị IC50 lần lượt là 

0,24 µM và 3,01 µM, đồng thời có khả năng kháng vi khuẩn Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus kháng meticillin (MRSA) và vi khuẩn lao BCG [Wang Q.X., 

2013]; hợp chất 6-Docosenamide có độc tính mạnh trên tế bào A549, MCF-7 và HT-

29 với giá trị LC50 < 3,16 µg/ ml (nồng độ gây chết 50%). Tuy nhiên những hợp chất 

này chưa từng được phát hiện ở bất kỳ loài vi khuẩn lam nào. Cho thấy tiền năng phát 

hiện những hợp chất gây độc tế bào mới có nguồn gốc từ chủng S. bilaspurene NK13. 

Bên cạnh đó, có 03 hợp chất bao gồm Methyl 2-oxooctadecanoate có CTPT: 

C19H36O3 (STT: 32, Bảng 3.15); semiplenamide F có CTPT là C22H43NO (STT: 39, 

Bảng 3.15) và 20-Nor-3α-acetoxy-12-hydroxy-abieta-5,7,9,11,13-pentaene có 

CTPT: C21H26O (STT 20, Bảng 3.16) đã được phát hiện ở các loài vi khuẩn lam khác 

như Arthrospira platensis, Lyngbya semiplena, Microcoleus lacustris (Hình 3.30; 

3.31) [Mohammed H., 2025; Han B., 2003; Pérez Gutiérrez R.M., 2008]. Hợp chất 

Semiplenamide F được phân lập từ loài Lyngbya semiplena thể hiện độc tính yếu trên 

dòng tế bào ung thư nguyên bào thần kinh chuột N18TG2 [Han B., 2003]. Hai hợp 

chất còn lại chỉ thể hiện hoạt tính kháng khuẩn, kháng oxy hóa mà không thể hiện 

độc tính trên tế bào ung thư. So sánh với giá trị IC₅₀ là 3,5 µg/ml của phân đoạn F6 

lên tế bào HeLa có thể suy luận rằng phân đoạn F6 có thể chứa các hợp chất kháng 

ung thư có công thức cấu tạo khác với 03 chất có cùng khối lượng phân tử nêu trên. 

Đây có thể là các hợp chất chưa từng được ghi nhận ở vi khuẩn lam. 

Ngoài ra, 2 hợp chất có CTPT đo được C12H14N5O8P (STT: 22, Bảng 3.15) và 

C11H19NO10S2 (STT: 23, Bảng 3.15) được phát hiện ở thời gian lưu 10,19 phút có 

cường độ tín hiệu lớn nhất trong phân đoạn F6 cho thấy đây là hai hợp chất chiếm tỷ 

lệ cao nhất trong phân đoạn F6. Tuy nhiên, chưa xác định được hợp chất nào có hoạt 

tính gây độc tế bào từ hai CTPT đo được này. Vì vậy có thể dự đoán rằng đây là hai 

hợp chất trong phân đoạn F6 có CTPT là C12H14N5O8P và C11H19NO10S2 nhưng có 
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công thức cấu tạo khác so với những hợp chất tự nhiên đã được phát hiện. Có thể dự 

đoán khả năng gây độc mạnh trên tế bào HeLa của phân đoạn F6 là kết quả tác động 

hiệp đồng của nhiều hợp chất thứ cấp chưa được xác định. Để xác định được rõ hợp 

chất gây độc chính trong phân đoạn F6 cần tiếp tục tinh sạch và xác định công thức 

cấu tạo bằng phương pháp cộng hưởng từ (NMR).  
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Hình 3.30. Sắc ký đồ tổng ion của phân đoạn F6 ở chế độ ion hóa [M+H]+ 

* biểu thị hợp chất được phân lập từ vi khuẩn lam 
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Hình 3.31. Sắc ký đồ tổng ion của phân đoạn F6 ở chế độ ion hóa [M+H]- 

* biểu thị hợp chất được phân lập từ vi khuẩn lam 
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Bảng 3.15. Thành phần hợp chất trong phân đoạn F6 ở chế độ ion hóa [M+H]+ 

STT CTPT Thời 

gian 

lưu 

(phút) 

Đếm đầu 

dò 

(Detector 

counts) 

Cường độ 

tín hiệu 

(Response) 

KLPT lý 

thuyết 

(Expected 

mass) (Da) 

KLPT đo 

được (Da) 

Số khối 

(m/z) 

Sai số 

KLPT 

(Mass 

error) 

(ppm) 

Hợp chất có hoạt 

tính gây độc tế 

bào hoặc đã phát 

hiện ở VKL 

Nguồn gốc TLTK 

1 C15H29NO 6,60 12.562 12.562 239,2249 239,2236 240,2314 -5,5 N/A   

2 C16H35NO2 6,73 38.619 38.619 273,2668 273,2646 274,2724 8,0 N/A   

3 C18H39NO3 6,82 55.203 55.203 317,2930 317,2883 318,2962 14,7 N/A   

4 C16H35NO3 6,90 18.919 18.919 289,2617 289,2602 290,2680 -5,2 N/A   

5 C20H43NO4 6,90 16.976 16.976 361,3192 361,3165 362,3244 -7,5 N/A   

6 C18H30N4O7 7,67 59.244 59.244 414,2114 414,2038 415,2116 18,5 N/A   

7 C23H29ClO7 7,67 11.998 11.998 452,1602 452,1585 453,1663 3,8 N/A   

8 C10H17NO9S2 8,60 20.305 20.305 359,0345 359,0437 360,0515 25,6 N/A   

9 C17H11NO8 8,60 23.220 23.220 357,0485 357,0435 358,0514 -13,8 

Aristolochic 

acid Va; Via; 

D; E VII a 

Aristolochia Michl J. 2014 

10 
C18H16BrN3O2 9,01 126.959 126.959 387,0337 387,0366 388,0445 7,5 

Discorhabdin Y Latrunculia  
Perry N.B., 

1986 C18H16BrN3O2 9,01 125.002 125.002 385,0426 385,0400 386,0478 -6,8 

11 C17H18Cl3NO3 9,01 23.091 23.091 389,0352 389,0369 390,0447 4,3 N/A   

12 
C18H16BrN3O2 9,26 35.723 35.723 387,0337 387,0363 388,0442 

6,7 Discorhabdin Y Latrunculia  
Perry N.B., 

1986 C18H16BrN3O2 9,26 43.509 43.509 385,0426 385,0207 386,0285 

13 
C18H12BrN3O2 9,41 91.326 91.326 383,0092 383,0058 384,0136 -8,9 N/A   

C18H12BrN3O2 9,41 88.296 88.296 381,0113 381,0074 382,0152 -10,2 N/A   
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14 C15H27N3O4 9,47 48.206 48.206 313,2002 313,2022 314,2101 6,6 N/A   

15 
C16H23Br2NO2 9,62 247.960 175.487 421,0075 420,9965 422,0043 -7,5 N/A   

C16H23Br2NO2 9,62 137.381 137.381 419,0096 418,9992 420,0071 -24,7 N/A   

16 
C12H14BrN5O5S 9,89 41.347 41.347 421,0025 420,9919 421,9997 -25,1 N/A   

C12H14BrN5O5S 9,89 55.824 55.824 418,9899 418,9893 419,9971 -1,5 N/A   

17 C21H21N3O2 10,11 314.067 218.255 347,1634 347,1637 348,1715 0,9 N/A   

18 C17H23N3O5 10,11 58.442 58.442 349,1638 349,1624 350,1702 -4,0 Cathestatin A 
Penicillium 

citrinum 

Woo J.T., 

1995 

19 C18H24N2O5 10,11 37.592 37.592 348,1685 348,1669 349,1747 -4,7 N/A   

20 C23H19N3O2 10,15 22.057 22.057 369,1477 369,1461 370,1539 -4,5 N/A   

21 C17H24BrClO3 10,19 135.404 135.404 390,0597 390,0606 391,0684 2,2 N/A   

22 C12H14N5O8P 10,19 2.396.936 902.979 387,0580 387,0571 388,0649 -2,3 N/A   

23 C11H19NO10S2 10,19 1.072.294 936.891 389,0450 389,0531 390,0609 20,7 N/A   

24 C19H16O7S 10,19 150.593 150.593 388,0617 388,0610 389,0688 -1,8 N/A   

25 C11H21NO10S2 10,19 275.592 275.592 391,0607 391,0525 392,0603 -21,0 N/A   

26 C19H17ClO7 10,19 22.999 22.999 392,0663 392,0620 393,0698 -11,0 N/A   

27 C24H36O4 10,19 22.311 22.311 388,2614 388,2601 389,2679 -3,3 Achyrophenol E 
Achyrocline 

satureioides 

Wang S., 

2021 

28 C28H54 10,19 33.398 33.398 390,4226 390,4281 391,4359 14,1 N/A   

29 C24H37NO3 10,19 29.148 29.148 387,2773 387,2758 388,2836 -4,0 N/A   

30 C20H38O7 10,19 40.506 40.506 390,2618 390,2597 391,2675 -5,3 N/A   

31 C21H35N5O2 10,19 37.015 37.015 389,2791 389,2786 390,2864 1,2 N/A   

32 C19H36O3 12,75 49.455 49.455 312,2664 312,2643 313,2722 -6,7 
Methyl 2-

oxooctadecanoate 

Arthrospira 

platensis* 

Mohammed, 

H., 2025 
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33 C30H52O10S2 12,81 102.209 93.808 636,3002 636,2993 637,3072 -1,3 N/A   

34 C21H40O3 14,31 242.559 213.727 340,2977 340,2959 341,3037 -5,4 N/A   

35 C20H39NO3 14,32 28.874 28.874 341,2930 341,2974 342,3053 12,9 N/A   

36 C8H4O3 15,12 24.851 24.851 148,0160 148,0138 149,0217 -15,1 N/A   

37 C21H36N2O6 15,12 80.994 80.994 412,2573 412,2579 413,2657 1,2 Epopromycin A 
Streptomyces 

sp. NK04000 

Tsuchiya K., 

1997 

38 C42H63O4P 15,14 30.135 30.135 662,4464 662,4471 663,4549 1,1 N/A   

39 C22H43NO 15,28 127.722 115.644 337,3345 337,3341 338,3420 -0,9 

Semiplenamide 

F 

Lyngbya 

semiplena* 
Han B., 2003 

6-Docosenamide 
Asimina 

parvifIoa 

Ratnayake 

S., 1992 

erucylamide 
Penicillium 

chrysogenum 

El-Gazzar, 

N., 2025 

40 C42H63O4P 15,36 33.691 33.691 662,4464 662,4483 663,4561 2,9 N/A   

41 C42H63O4P 15,52 108.447 108.447 662,4464 662,4486 663,4564 3,3 N/A   

42 C34H60N4O10 15,57 34.630 34.630 684,4309 684,4304 685,4382 -0,8 N/A   

43 C28H33O15 17,32 99.327 89.100 609,1819 609,1780 610,1859 -6,4 N/A   

44 C25H38O13S2 17,32 10.236 10.236 610,1754 610,1792 611,8706 6,3 Latespinoside D 
Asteropecten 

latespinosus 

Higuchi R., 

1996 

45 C28H33O15 17,59 28.656 28.656 609,1820 609,1770 610,1848 -8,1 N/A   

46 C28H37N5O7 17,91 27.381 27.381 555,2693 555,2704 556,2782 2,0 N/A   

* biểu thị thuộc nhóm vi khuẩn lam 
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Bảng 3.16. Thành phần hợp chất trong phân đoạn F6 ở chế độ ion hóa [M+H]- 

STT CTPT Thời 

gian 

lưu 

(phút) 

Đếm đầu 

dò 

(Detector 

counts) 

Cường độ 

tín hiệu 

(Response) 

KLPT lý 

thuyết 

(Expected 

mass) 

(Da) 

KLPT 

đo được 

(Da) 

Số khối 

(m/z) 

Sai số 

KLPT 

(Mass 

error) 

(ppm) 

Hợp chất có hoạt 

tính gây độc tế bào 

hoặc đã phát hiện ở 

VKL 

Nguồn gốc TLTK 

1 C12H26O6 8,51 82.088 82.088 266,1729 266,1718 265,1640 -4,2 N/A   

2 C12H14N5O8P 8,99 55.332 55.332 387,0580 387,0529 386,0450 -13,3 N/A   

3 C16H23Cl4NO 8,99 54.593 54.593 385,0534 385,0537 384,0459 0,9 N/A   

6 C16H26N2O4 9,32 31.849 31.849 310,1893 310,1877 309,1799 -4,9 N/A   

7 C13H24N6O3 9,32 166.512 166.512 312,1910 312,1898 311,1820 -3,9 N/A   

8 C19H14BrN2O2 9,40 46.224 46.224 383,0218 383,0310 382,0232 24,1 14-Bromoreticulatine Fascaplysinopsis 

reticulata; 

Didemnum sp. 

Segraves 

N.L., 2003 

C19H14BrN2O2 9,40 45.360 45.360 381,0239 381,0328 380,0250 23,4 

9 C20H27NO2 9,45 15.657 15.657 313,2042 313,2089 312,2011 15,0 Kobusine Aconitum 

yesoense var. 

macroyesoense 

Yamashita 

H., 2020 

10 C13H24N6O3 9,49 98.640 98.640 312,1910 312,1898 311,1820 -3,8 N/A   

11 C16H23Br2NO2 9,60 91.176 91.176 421,0075 421,0141 420,0062 15,6 N/A   

C16H23Br2NO2 9,60 66.082 66.082 419,0096 419,0185 418,0106 21,3 N/A   

12 C20H14BrN3O3 9,61 32.191 32.191 423,0219 423,0119 422,0041 23,5 N/A   

13 C23H30O3 9,74 17.265 17.265 354,2195 354,2237 353,2159 12,0 Dysideanone B  Dysidea avara Jiao W.H., 

2014 
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14 C13H24N6O3 9,75 83.012 83.012 312,1910 312,1904 311,1826 -1,9 N/A   

15 C12H14BrN5O5S 9,88 17.724 17.724 421,0025 421,0041 419,9963 3,8 N/A   
 

C12H14BrN5O5S 9,88 32.273 32.273 418,9899 418,9892 417,9814 -1,7 N/A   

17 C18H25N3O4 10,10 178.705 130.108 347,1845 347,1814 346,1736 -8,9 N/A   

18 C22H24N2O2 10,10 19.124 19.124 348,1838 348,1816 347,1738 -6,1 N/A   

19 C18H30O5 10,22 449.671 406.394 326,2093 326,2084 325,2005 -2,9 Phomopoxide C/D/E Phomopsis sp. 

YE3250 

Huang R., 

2018 

20 C21H26O 10,34 62.460 62.460 294,1984 294,1988 293,1909 1,3 20-Nor-3α-acetoxy-

12-hydroxy-abieta-

5,7,9,11,13-pentaene 

Microcoleus 

lacustris* 

Pérez 

Gutiérrez 

R.M., 2008 

21 C18H30O5 10,43 192.601 192.601 326,2093 326,2083 325,2005 -3,2 Phomopoxide C/D/E Phomopsis sp. 

YE3250 

Huang R., 

2018 

22 C18H30O5 10,74 158.798 158.798 326,2093 326,2088 325,2009 -1,7 Phomopoxide C/D/E Phomopsis sp. 

YE3250 

Huang R., 

2018 

23 C19H32O5 11,21 603.003 520.711 340,2250 340,2235 339,2156 -4,4 Plakorstatin 1/ 2 Plakortis nigra Pettit G. 

R., 2004 

manadoperoxide B/ 

isomanadoperoxide B 

Plakortis cfr. lita  Fattorusso 

C., 2010 

24 C23H30O2 11,27 30.822 30.822 338,2246 338,2263 337,2185 5,1 Photeroid B Phomopsis tersa Chen S., 

2020 

25 C25H34O3 11,78 15.968 15.968 382,2508 382,2516 381,2438 2,1 Ochocinone A Scyphocephalium 

ochocoa 

Foundikou 

H., 2018 
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Ophiobolin T Ulocladium sp. Wang Q.X., 

2013 

Knepachycarpanol 

C 

Knema pachycarpa Giap T.H., 

2019 

26 C19H32O5 11,84 160.017 160.017 340,2250 340,2238 339,2160 -3,4 Plakorstatin 1/ 2 Plakortis nigra Pettit G. 

R., 2004 

manadoperoxide B/ 

isomanadoperoxide B 

Plakortis cfr. lita  Fattorusso 

C., 2010 

27 C35H54O11S 12,77 23.120 23.120 682,3387 682,3392 681,3314 0,8 N/A   

28 C26H38N2O 14,29 12.037 12.037 394,2984 394,2989 393,2911 1,2 N/A   

29 C19H32O5 16,15 65.114 65.114 340,2250 340,2241 339,2163 -2,6 Plakorstatin 1/ 2 Plakortis nigra Pettit G. 

R., 2004 

 manadoperoxide B/ 

isomanadoperoxide B 

Plakortis cfr. lita  Fattorusso 

C., 2010 

* biểu thị thuộc nhóm vi khuẩn lam 
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KẾT LUẬN 

1. Đã định danh đến cấp độ loài của 34 chủng vi khuẩn lam trong số 50 chủng 

phân lập tại một số địa phương ở Việt Nam thuộc 14 loài: Aulosira laxa; Ahomia 

soli; Desmonostoc lechangense; D. meilinense; D. persicum; Aliinostoc 

magnakinetifex; A. catenatum; A. morphoplasticum; Dulcicalothrix 

necridiiformans; Scytonema bilaspurense; Neowestiellopsis persica; 

Westiellopsis prolifica và Hapalosiphon welwitschia;  16 chủng còn lại được 

định danh đến cấp độ chi thuộc 4 chi là Aulosira, Desmonostoc, Desikacharya 

và Aliinostoc, trong đó chúng thuộc 10 loài chưa được đặt tên trong hệ thống vi 

khuẩn lam. 

2.  Đã phát hiện được cao chiết tổng số của 12 trong 50 chủng vi khuẩn lam có 

hoạt tính kháng khuẩn, trong đó cao chiết từ chủng CAVN8204 ức chế mạnh vi 

khuẩn Bacillus cereus với đường kính vòng vô khuẩn đạt 19,0 mm. Cao chiết 

của 7 trong số 12 chủng vi khuẩn lam này thể hiện hoạt tính ức chế tế bào ung 

thư, trong đó cao chiết của chủng Scytonema bilaspurense NK13 thể hiện độc 

tính mạnh trên tế bào ung thư HeLa với giá trị IC50 là 3,8 µg/ ml. 

3. Cao chiết tổng số từ chủng Scytonema bilaspurense NK13 có khả năng gây chết 

tế bào ung thư cổ tử cung HeLa thông qua kích hoạt apoptosis, gây ngừng chu 

kỳ tế bào tại pha S (theo cơ chế không phụ thuộc p53) và ức chế quá trình di cư 

(với sự điều hòa biểu hiện của các gen BAX, CASP, CDKN, N-cadherin, 

Integrin, FAK, PI3K, AKT). Đồng thời, đã phân tách một phân đoạn có khả 

năng ức chế mạnh tế bào HeLa với giá trị IC50 là 3,5 µg/ ml. Phân đoạn này 

được đặt tên là F6 chứa 2,4 mg từ 13,9 g cao chiết tổng số từ chủng S. 

bilaspurense NK13 và đã được phân tích thành phần chất dựa vào phương pháp 

khối phổ độ phân giải cao.  
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KIẾN NGHỊ 

✓ Tinh sạch và xác định cấu trúc cấu tạo của hoạt chất trong phân đoạn F6 của chủng 

Scytonema bilaspurense NK13 bằng phương pháp cộng hưởng từ hạt nhân (NMR). 

✓ Đánh giá cơ chế tác động của các chất tinh sạch trong phân đoạn F6 lên tế bào ung 

thư HeLa. 
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PHỤ LỤC 



i 
 

Phụ lục 1. Thành phần môi trường BG11 [Rippka, 1979] 

STT Thành phần Stock (g/100mL) 
Thể tích cần trong 1L 

môi trường (mL) 

1 NaNO3 15 10 

2 MgSO4.7H2O 7,5 1 

3 K2HPO4.3H2O 4 1 

4 CaCl2.2H2O 3,6 1 

5 Na2CO3 2 1 

6 C6H8FeNO7 0,6 1 

7 Acid Citric 0,6 1 

8 Na2Mg-EDTA 0,1 1 

9 *[Vi lượng A5+Co]  1 

10 H2O  982 

 

* Thành phần vi lượng A5+Co 

STT Thành phần 
Stock 

(mg/100mL) 

Thể tích cần trong 1L 

môi trường (mL) 

1 H3BO3 286 

1 

2 MnSO4.H2O 154,5 

3 Na2MoO4.2H2O 39 

4 ZnSO4.7H2O 22,2 

5 CuSO4.5H2O 7,9 

6 Co(NO3)2.6H2O 4,04 

7 H2O 100mL 

 

  



ii 
 

Phụ lục 2. Danh sách mồi sử dụng cho phan tích RT- qPCR 

Gen Mồi Trình tự (5’-3’) 

TP53 
Xuôi (Fw) 5-CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG-3 

Ngược (Rv) 5-TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC-3 

CASP3 
Xuôi (Fw) 5-GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG-3 

Ngược (Rv) 5-GCATCGACATCTGTACCAGACC-3 

CASP8 
Xuôi (Fw) 5-AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA-3 

Ngược (Rv) 5-TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC-3 

BAX 
Xuôi (Fw) 5-TGACGGCAACTTCAACTGGG-3 

Ngược (Rv) 5-AGCACTCCCGCCACAAAGA-3 

CDKN1A 

(p21Cip1) 

Xuôi (Fw) 5-AAGTCAGTTCCTTGTGGAGC-3 

Ngược (Rv) 5-ATTAGCGCATCACAGTCGCG-3 

CDKN2A 

(p16INK4A) 

Xuôi (Fw) 5- CAACGCACCGAATAGTTACG-3 

Ngược (Rv) 5- TGCCCATCATCATGACCTGG-3 

Integrin-1-α 
Xuôi (Fw) 5-CCGAAGAGGTACTTGTTGCAGC-3 

Ngược (Rv) 5-GGCTTCCGTGAATGCCTCCTTT-3 

Integrin-1-β 
Xuôi (Fw) 5-GGATTCTCCAGAAGGTGGTTTCG-3 

Ngược (Rv) 5-TGCCACCAAGTTTCCCATCTCC-3 

FAK 
Xuôi (Fw) 5-GCCTTATGACGAAATGCTGGGC-3 

Ngược (Rv) 5-CCTGTCTTCTGGACTCCATCCT-3 

AKT 
Xuôi (Fw) 5-TGGACTACCTGCACTCGGAGAA-3 

Ngược (Rv) 5-GTGCCGCAAAAGGTCTTCATGG-3 

PI3K 
Xuôi (Fw) 5-GAAGCACCTGAATAGGCAAGTCG-3 

Ngược (Rv) 5-GAGCATCCATGAAATCTGGTCGC-3 

N-cadherin 
Xuôi (Fw) 5-CCTCCAGAGTTTACTGCCATGAC-3 

Ngược (Rv) 5-GTAGGATCTCCGCCACTGATTC-3 

TBP (gen 

nội chuẩn) 

Xuôi (Fw) 5-CACGAACCACGGCACTGATT-3 

Ngược (Rv) 5-TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC-3 



iii 
 

Phụ lục 3. Đặc điểm hình thái và kích thước tế bào của các chủng vi khuẩn lam đã phân lập 

ST

T 

Nhóm 

hình 

thái 

Tên chủng Ký hiệu 

trên 

Genebank 

Màu 

sắc sợi 

Cấu 

trúc 

chuỗi 

Bao 

nhầy 

Đặc điểm tế bào Hệ sinh 

thái Tế bào sinh dưỡng Tế bào dị hình Tế bào nghỉ 

Dài 

(µm) 

Rộng

(µm) 

Hình 

dạng 

Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

Vị trí Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

1.  I 

 

CAVN2403 PQ538921 Xanh 

lam 

nhạt 

I Mỏng, 

trong 

suốt 

3,1 - 

6,4 

4,3 - 

5,0 

I 4,3 - 

7,6 

3,6 - 

5,7 

O/ S I/ T 4,3 - 

9,3 

5,3 - 

7,9 

O/ S Đất cát 

ven sông 

2.  CAVN2560 PQ538923 Xanh 

lam 

nhạt 

I Mỏng, 

trong 

suốt 

2,5 - 

6,3 

3,8 - 

5,0 

I 3,1 - 

6,2 

3,8 - 

6,2 

O/ S I/ T 4,6 - 

6,9 

5,3 - 

6,9 

O/ S Đất 

ruộng lúa 

3.  CAVN6515 PQ538919 Xanh 

lam 

nhạt 

I Mỏng, 

trong 

suốt 

2,5 - 

6,5 

3,8 - 

5,0 

B/S 3,8 - 

6,0 

3,8 - 

5,0 

O/ S I/ T 4,0 - 

7,5 

4,0 - 

10 

O/ S Đất cát 

ven sông 

4.  CAVN5500 PQ538917 Xanh 

lam 

nhạt 

I Dầy, 

trong 

suốt 

2,5 - 

5,0 

4,3 - 

5,0 

B 2,5 - 

5,6 

3,5 - 

5,0 

O/ S I/ T 7,0 - 

14,5 

5,5 - 

10 

O/ S Đất cát 

ven sông 

5.  CAVN8213 PQ538920 Xanh 

lam 

nhạt 

I Mỏng, 

trong 

suốt 

2,4 - 

6,7 

4,0 - 

6,2 

B/I 3,8 - 

7,1 

4,3 - 

5,0 

O/ S I/ T 4,8 - 

5,5 

4,5 - 

6,7 

O/S Đất 

ruộng lúa 



iv 
 

ST

T 

Nhóm 

hình 

thái 

Tên chủng Ký hiệu 

trên 

Genebank 

Màu 

sắc sợi 

Cấu 

trúc 

chuỗi 

Bao 

nhầy 

Đặc điểm tế bào Hệ sinh 

thái Tế bào sinh dưỡng Tế bào dị hình Tế bào nghỉ 

Dài 

(µm) 

Rộng

(µm) 

Hình 

dạng 

Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

Vị trí Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

6.  I CAVN2513 PQ538918 Xanh 

lam 

nhạt 

I Mỏng, 

trong 

suốt 

2,9 - 

6,1 

3,6 - 

5,0 

B/S 3,0 - 

6,3 

3,9 - 

6,1 

O/ S I/ T 4,2 - 

8,2 

5,0 - 

8,2 

O/ I Đất 

ruộng lúa 

7.  CAVN2440 - Xanh 

xám 

I Mỏng, 

trong 

suốt 

3,1 - 

8,8 

5,7- 

10 

B/ I 7,5-

10,6 

7,5 - 

10 

O/ S I/T 6,2 - 

9,4 

8,6-

11,3 

O Đất 

ruộng lúa 

8.  CAVN2442 - Xanh 

xám 

I Mỏng, 

trong 

suốt 

4,4 - 

11,3 

5,0 - 

6,3 

B/C 7,6 - 

11,7 

6,7 - 

8,3 

O I/T 7,5 - 

15 

4,7 - 

12,5 

I Đất 

ruộng lúa 

9.  CAVN2441 PQ538914 Xanh 

xám  

I Mỏng, 

trong 

suốt 

3,7 - 

7,4 

5,6 - 

6,3 

B 6,7 - 

14,8 

6,7 - 

10,4 

O/S I/T 6,7 - 

11,1 

6,3 - 

9,6 

O Đất 

ruộng lúa 

10.  CAVN2503 PQ538913 Xanh 

xám 

I Mỏng, 

trong 

suốt 

4,0 - 

6,5 

6,3 - 

7,0 

B 5,0 - 

9,7 

5,0 - 

10 

O/S I/T 7,5 - 

12,5 

6,9 - 

11,3 

O Đất 

ruộng lúa 



v 
 

ST

T 

Nhóm 

hình 

thái 

Tên chủng Ký hiệu 

trên 

Genebank 

Màu 

sắc sợi 

Cấu 

trúc 

chuỗi 

Bao 

nhầy 

Đặc điểm tế bào Hệ sinh 

thái Tế bào sinh dưỡng Tế bào dị hình Tế bào nghỉ 

Dài 

(µm) 

Rộng

(µm) 

Hình 

dạng 

Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

Vị trí Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

11.  I CAVN8233 PQ538912 Xanh 

ô liu 

I Mỏng, 

trong 

suốt 

2,5- 

10 

6,3 - 

7,5 

B 5,0 - 

8,8 

6,3 - 

10 

O/S I/T 5,0 - 

12,5 

6,3 - 

13,8 

O/B Đất 

ruộng lúa 

12.  CAVN8204 PQ538915 Xanh 

xám 

I Mỏng 

trong 

suốt 

3,8 - 

8,0 

5,0 - 

6,0 

B 3,0 - 

9,0 

4,0 - 

7,5 

O/S I/T 7,5 - 

15 

4,5 - 

6,9 

C Đất 

ruộng lúa 

13.  CAVN6212 - Xanh 

lam  

I Mỏng, 

trong 

suốt 

2,1 - 

5,2 

3,3 - 

5,2 

I 3,2 - 

5,2 

3,6 - 

5,6 

O/ S I/ T 4,8 - 

7,2 

4,3 - 

5,0 

O/ S Đất cát 

ven sông 

14.  NK1813 OP106434 Xanh 

ô liu 

I Mỏng, 

không 

màu 

5,2 - 

7,2 

5,0 - 

7,1 

B/O/

S 

10 - 

13,5 

8,3 - 

10,8 

O I/T 11,8 

- 

18,6 

5,2 - 

9,6 

O Đất 

ruộng lúa 

15.  CAVN2525 PQ538922 Xanh 

lam 

nhạt 

I Mỏng, 

không 

màu 

2,7-

4,5 

4,5-

5,4 

 

I 4,1-

5,4 

4,5-

5,4 

O/S I/T 4,5-

5,4 

5,4-

6,4 

I Đất 

ruộng lúa 



vi 
 

ST

T 

Nhóm 

hình 

thái 

Tên chủng Ký hiệu 

trên 

Genebank 

Màu 

sắc sợi 

Cấu 

trúc 

chuỗi 

Bao 

nhầy 

Đặc điểm tế bào Hệ sinh 

thái Tế bào sinh dưỡng Tế bào dị hình Tế bào nghỉ 

Dài 

(µm) 

Rộng

(µm) 

Hình 

dạng 

Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

Vị trí Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

16.  I CAVN2522 PQ538916 Xanh 

lam 

nhạt 

I Dày, 

không 

màu 

2,5-

4,5 

4,0-

6,4 

I 2,7-

4,5 

2,7-

5,4 

S I/T 4,3-

7,2 

3,9-

5,7 

S Đất 

ruộng lúa 

17.  CAVN8242  Xanh 

lam 

đậm 

I Mỏng, 

phân 

tán 

3,1- 

5,9 

3,5 - 

4,0 

B/C/

S 

3,5 - 

7,5 

3,5 - 

5,7 

O/S/

P 

I/T 3,9 - 

12,1 

4,3 - 

8,6 

O Đất 

ruộng lúa 

18.  PM3  Xanh 

lam 

đậm 

I Mỏng, 

phân 

tán 

2,8 - 

5,0 

2,5 - 

5,0 

I 5,0 - 

6,3 

4,5 - 

6,3 

O/S I/T 4,9 - 

5,7 

4,6 - 

5,7 

O Đất 

ruộng lúa 

19.  CAVN2490  Xanh 

lam 

đậm 

I Mỏng, 

phân 

tán 

3,2 - 

6,5 

3,4 - 

4,5 

B/C/

S 

3,1- 

6,2 

4,5-

5,5 

O/S/

P 

I/T - -  Đất cát 

ven sông 

20.  NS2000 OP106435 Xanh 

lam 

đậm 

I Phân 

tán, 

mỏng  

3,0 - 

5,3 

3,4 - 

4,9 

B/C/

S 

5,2 - 

7,3 

4,5 - 

6,2 

O/S/

P 

I/T - -  Đất 

ruộng lúa 



vii 
 

ST

T 

Nhóm 

hình 

thái 

Tên chủng Ký hiệu 

trên 

Genebank 

Màu 

sắc sợi 

Cấu 

trúc 

chuỗi 

Bao 

nhầy 

Đặc điểm tế bào Hệ sinh 

thái Tế bào sinh dưỡng Tế bào dị hình Tế bào nghỉ 

Dài 

(µm) 

Rộng

(µm) 

Hình 

dạng 

Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

Vị trí Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

21.  I CAVN2437 PQ538897 Xám 

nhạt 

I Mỏng, 

phân 

tán 

2,2 - 

5,9 

3,0 - 

4,4 

B/C 3,7 - 

7,4 

3,7 - 

5,9 

O/S I/T 5,9 - 

10 

5,9 - 

7,0 

O Đất 

ruộng lúa 

22.  CAVN9301 PQ538902 Xám  I Mỏng, 

phân 

tán 

2,3 - 

5,0 

3,3 - 

3,8 

B/C 2,0 - 

5,0 

3,5 - 

5,0 

O/S I/T 3,0 - 

5,0 

3,0 - 

4,0 

O Đất ven 

sông 

23.  CAVN2402 PQ538899 Xám 

nhạt 

I Phân 

tán 

3,0 - 

5,0 

2,5 - 

3,5 

B/C 4,0 - 

6,0 

3,5 - 

4,5 

O/S I/T 4,3 - 

7,1 

4,3 - 

5,0 

O/S Đất ven 

sông 

24.  CAVN2438 PQ538898 Xám 

nhạt 

I Mỏng, 

trong 

suốt 

3,7 - 

7,0 

3,3 - 

3,7 

B/C 3,0 - 

7,7 

3,0 - 

6,7 

O/S I/T 3,7 - 

9,6 

4,4 - 

8,9 

O/S Đất 

ruộng lúa 

25.  CAVN2489 PQ538900 Xám 

nhạt  

I Mỏng, 

trong 

suốt 

2,3 - 

5,0 

2,8 - 

3,5 

B/C/

S 

3,0 - 

5,0 

3,0 - 

4,0 

O/S I/T 5,0 - 

7,5 

6,0 - 

7,0 

O/S Đất ven 

sông 
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ST

T 

Nhóm 

hình 

thái 

Tên chủng Ký hiệu 

trên 

Genebank 

Màu 

sắc sợi 

Cấu 

trúc 

chuỗi 

Bao 

nhầy 

Đặc điểm tế bào Hệ sinh 

thái Tế bào sinh dưỡng Tế bào dị hình Tế bào nghỉ 

Dài 

(µm) 

Rộng

(µm) 

Hình 

dạng 

Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

Vị trí Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

26.  I CAVN8232 PQ538901 Xám  I Mỏng, 

phân 

tán 

2,0 - 

5,0 

3,0 - 

4,0 

B/C 3,5 - 

6,0 

3,5 - 

4,5 

O/S I/T 4,5 - 

6,5 

3,5 - 

4,0 

O/S Đất 

ruộng lúa 

27.  CAVN8241 PQ538896 Xám 

nhạt 

I Mỏng, 

phân 

tán 

2,0 - 

5,0 

3,0 - 

4,8 

B/C 2,8 - 

6,5 

3,5 - 

5,3 

O/S I/T 4,5 - 

6,0 

3,3 - 

4,5 

O/S Đất 

ruộng lúa 

28.  CAVN2435 PQ538893 Xám 

 

I Mỏng, 

phân 

tán 

2,2 - 

6,1 

2,4 - 

3,7 

B/C 3,7 - 

7,8 

2,4 - 

5,2 

O/S/

P 

I/T 4,4 - 

6,5 

3,7 - 

4,4 

O/S Đất 

ruộng lúa 

29.  CAVN2434 PQ538894 Xám I Mỏng, 

phân 

tán 

3,7-

7,6 

3,2-

3,8 

B/C 2,6-

4,4 

2,9-

3,4 

O/S I/T 5,9-

6,5 

5,0-

5,3 

O Đất 

ruộng lúa 

30.  CAVN2436 PQ538895 Xám I Mỏng, 

phân 

tán 

3,2-

7,4 

2,6 - 

4,1 

B/C 2,4-

6,8 

2,4-

3,8 

O/S I/T 5,9-

9,3 

4,1-

5,3 

S/O Đất 

ruộng lúa 



ix 
 

ST

T 

Nhóm 

hình 

thái 

Tên chủng Ký hiệu 

trên 

Genebank 

Màu 

sắc sợi 

Cấu 

trúc 

chuỗi 

Bao 

nhầy 

Đặc điểm tế bào Hệ sinh 

thái Tế bào sinh dưỡng Tế bào dị hình Tế bào nghỉ 

Dài 

(µm) 

Rộng

(µm) 

Hình 

dạng 

Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

Vị trí Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

31.  I CAVN2501 PQ538905 Nâu 

nhạt 

I Mỏng, 

phân 

tán 

2,8-

6,8 

2,3-

3,7 

B 2,6-

4,7 

2,7-

3,9 

O/S I/T 4,6-

6,5 

3,0-

4,9 

S Đất 

ruộng lúa 

32.  CAVN2502 PQ538904 Nâu 

nhạt 

I Mỏng, 

phân 

tán 

2,6 - 

6,7 

2,4 - 

3,6 

B/I 2,4 - 

4,8 

2,4 - 

4,0 

O/S I/T 4,8 - 

6,7 

2,6 - 

5,2 

S/O Đất 

ruộng lúa 

33.  CAVN2439 PQ538908 Nâu 

nhạt 

I Phân 

tán 

1,7 - 

4,3 

2,9 - 

3,3 

B/I 2,1 - 

5,2 

2,9 - 

4,3 

O/S I/T 3,8 - 

4,8 

2,9 - 

4,8 

S/O Đất 

ruộng lúa 

34.  CAVN2463 PQ538910 Nâu 

nhạt 

I Mỏng, 

phân 

tán 

2,3 - 

7,7 

2,7 - 

3,6 

B/I 3,6 - 

7,7 

2,7 - 

4,5 

O/S I/T 5,5- 

7,3 

5,5 - 

6,4 

S Đất 

ruộng lúa 

35.  CAVN2512 PQ538909 Nâu 

nhạt 

I Phân 

tán 

2,4 - 

4,8 

3,1 - 

4,3 

B/I 4,3 - 

9,5 

3,8 - 

6,0 

O/S I/T 8,1 - 

11,4 

4,0 - 

6,2 

I Đất 

ruộng lúa 

36.  CAVN8235 PQ538903 Xám 

thẫm 

I Phân 

tán 

2,8 - 

6,9 

3,8 - 

4,8 

B/C 5,7 - 

8,6 

3,8 - 

6,7 

O/S/

P 

I/T 7,6 - 

10,4 

5,2 - 

7,1 

S/O Đât 

ruộng lúa 
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(µm) 

Hình 

dạng 

Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

Vị trí Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

37.  I CAVN2432 - Xám 

nhạt  

I Mỏng, 

phân 

tán 

3,5 - 

8,5 

3,4 - 

5,4 

B 3,1 - 

10,8 

4,2 - 

6,2 

O/S I/T 5,4 - 

9,2 

4,6 - 

9,2 

O/S Đất 

ruộng lúa 

38.  XN1103 OP106433 Xám  H/ F Dày, 

không 

màu 

4,2 - 

7,1 

4,5 - 

7,2 

C/B/

P 

5,0 - 

7,6 

5,5 - 

6,6 

S/H

S 

B - -  Đất 

ruộng lúa 

39.  CAVN8202 PQ538892 Xanh 

lam 

I/ F Dày, 

không 

màu 

2,0 - 

9,0 

4,0 - 

7,5 

C/B 2,0 - 

7,5 

4,4 - 

7,0 

 

S/H

S/C 

B/I - -  Đất 

ruộng lúa 

40.  CAVN0801 PQ538890 Xám  H Dày, 

không 

màu 

2,0 - 

10,5 

4,0 - 

6,8 

C/B 2,0 - 

7,5 

2,5 - 

7,8 

 

S/H

S/C 

B/I - -  Đất 

ruộng lúa 

41.  CAVN2460 PQ538889 Xanh 

ô liu 

H Dày, 

không 

màu 

3,8 - 

11,1 

5,0 - 

11,8 

C/B/

S 

2,3 - 

10,5 

 

5,5 - 

8,0 

S/H

S/C 

B/I - -  Đất 

ruộng lúa 
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Dài 

(µm) 

Rộng 
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dạng 

Vị trí Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

42.  II DL12  Xanh 

lam 

đậm 

H/F Dày, 

phân 

tán 

2,3 - 

6,8 

4,5 - 

10,9 

C/P 4,1 - 

7,7 

4,1 - 

11,4 

S/H

S/C 

B/I - -  Đất trồng 

bông 

43.  DL1  Xanh 

lam 

I/ F Mỏng, 

không 

màu 

6,3 - 

18,8 

4,3 - 

7,6 

B/C 8,7 - 

17,5 

6,8 - 

13,3 

C B/I/

T 

- -  Đất 

ruộng lúa 

44.  NK13 MZ593485 Xanh 

lam  

I - 

H/F 

Mỏng, 

không 

màu 

5,5 - 

6,7 

5,2 -

7,1 

B/C 8,3 - 

12,7 

6,7 - 

8,2 

C B/I/

T 

- -  Đất 

ruộng lúa 

45.  III MD2411 OP106432 Xanh 

lam  

H/T Mỏng, 

trong 

suốt  

3,3 - 

11,7 

3,3 - 

7,7 

I 3,0 - 

11,1 

3,2 - 

5,0 

HS/

S/C 

B/I/

T 

- -  Đất 

ruộng lúa 

46.  CAVN2404  Xanh 

lam 

H/T Mỏng, 

trong 

suốt 

3,2 - 

10,7 

3,5 - 

7,4 

I 3,1 - 

11,5 

3,2 - 

5,4 

HS/

S/C 

B/I/

T 

- -  Đất 

ruộng lúa 
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Vị trí Dài 

(µm) 

Rộng 

(µm) 

Hình 

dạng 

47.  III CAVN2443  Xanh 

lam 

H/T Mỏng, 

trong 

suốt 

4,5 - 

15,9 

3,6 - 

10,9 

I 6,4 - 

15,5 

4,1 - 

10,9 

I B/I/

T 

- - - Đất 

ruộng lúa 

48.  CAVN4303  Xanh 

lam  

H/T Mỏng, 

trong 

suốt  

4,3 - 

13,6 

2,9 - 

7,1 

I 4,3 - 

11,4 

2,9 - 

10 

HS/

S/C 

B/I/

T 

- - - Đất 

ruộng lúa 

49.  CAVN2505  Xanh 

lam  

H/T Mỏng, 

trong 

suốt 

4,2 - 

16,2 

3,4 - 

7,6 

I 3,9 - 

18,6 

4,4 - 

8,8 

I B/I/

T 

- - - Đất 

ruộng lúa 

50.  CAVN4301  Xanh 

lam  

H/T Mỏng, 

trong 

suốt 

2,0 - 

12,3 

2,5 - 

7,8 

I 2,5 - 

16,2 

3,4 - 

6,4 

I B/I/

T 

- - - Đất 

ruộng lúa 

 

Chú thích: Cấu trúc chuỗi: H (Heteropolar) - Chuỗi phân cực, I (Isopolar) - chuỗi đẳng cực; F (False-branching) - phân nhánh giả, T (True-

branching) - phân nhánh thật;  

Hình dạng: B (Barrel-shaped) hình thùng, C (Cylindrical) hình trụ, I (Irregular) không đồng đều, S (Spherical) hình cầu, O (Oval) bầu dục; Vị 

trí: B (Basal) gốc, I (Intercalar) xen kẽ, T (Terminal) tận cùng. 
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Phụ lục 4. Kết quả điện di sản phẩm PCR đoạn gen 16S rRNA của 50 chủng VKL 

 

Chú thích: M: marker 1kb; (-) Đối chứng âm; 1: CAVN2512, 2: CAVN2439, 3: CAVN2501, 4: CAVN2463, 5: CAVN2432; 6: CAVN2435; 7: 

CAVN2436; 8: CAVN8237; 9: CAVN2438; 10: NS2000; 11: NK13; 12: DL1;13: CAVN2440;14: CAVN2441;15: CAVN2403;16: CAVN5500; 

17: CAVN8213;18: CAVN2505; 19: MD2411; 20: CAVN2560; 21: CAVN6515; 22: CAVN2513; 23: CAVN2503; 24: CAVN2442; 25: 

NK1813;26: CAVN2525; 27: CAVN8233; 28: CAVN8204; 29: CAVN6212; 30: CAVN8242;  31: PM3; 32: CAVN2490; 33: CAVN2522; 34: 

XN1103;35: CAVN8235; 36: CAVN2502; 37: CAVN8202; 38: CAVN0801; 39: DL12; 40: CAVN2460; 41: CAVN2404; 42: CAVN4303; 43: 

CAVN4303; 44: CAVN4301; 45: CAVN4301; 46: CAVN2402; 47: CAVN2489; 48: CAVN8232; 49: CAVN8241; 50: CAVN2434.
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Phụ lục 5. Trình tự đoạn gen 16S rRNA của 50 chủng vi khuẩn lam  

STT Tên chủng Trình tự đoạn gen 16S rRNA 

1.  CAVN2403 CCCAAGGAATCCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGC

ATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTG

TGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCAAAGCTCAACTTTGTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCC

TGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAA

GCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCG

TAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG

TATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAACTCTTCTGAAAGGAAGAGGTGCCTTCGGGAGC

GCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTG

CCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCC

TTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGAT

CGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACAC

ACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTACTCCAACCTTTCGAGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACT

GGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAG 

2.  CAVN2560 TGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGGAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCCGATTAGCT

AGTAGGTGGGGTAAGAGCCTACCTAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTT

GTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA

GGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCAAAGCTCAACTTTGTA

AAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACA

CCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCT

AGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC
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STT Tên chủng Trình tự đoạn gen 16S rRNA 

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCA

AGGCTTGACATGTCGCGAACTCTTCTGAAAGGAAGAGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT

CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTG

ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGG

CAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCA 

3.  CAVN6515 ATTTTTCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAC

ACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATT

GGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCAAAGCTCAACTTTGTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAG

AGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGG

CCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGT

GGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTG

ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAACTCTTCT

GAAAGGAAGAGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA

CGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAAT

CCCATAAACCGTGGCTCAGTC 

4.  CAVN5500 TTTGGGGGATTTTTCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAG

GGAAGAACAAAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG

GAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCGAAGCTCAACTTCGTAAAGGCAGTGGAAACTAC

ACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCT

CTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATA

CTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAA
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STT Tên chủng Trình tự đoạn gen 16S rRNA 

AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGA

ACTTTTCTGAAAGGAAGAGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG

TCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG

GGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCA

AGCTAATCCCATAAACCGTGGCTC 

5.  CAVN8213 GAAGTCGGTCTGGGAAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGGAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGT

CCGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAGAGCCTACCTAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACA

CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGG

CTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG

GTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCAAAGCT

CAACTTTGTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATC

AGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACC

CCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGG

GGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAA

GAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAACTCTTCTGAAAGGAAGAGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCG

TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAG

ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTA 

6.  CAVN2513 GTCTGGGCAACACTGGGAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGGAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCCGATTAGC

TAGTAGGTGGGGTAAGAGCCTACCTAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGT

TGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG

AGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCAAAGCTCAACTTTGT
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STT Tên chủng Trình tự đoạn gen 16S rRNA 

AAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAAC

ACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCC

TAGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCA

CGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC

AAGGCTTGACATGTCGCGAACTCTTCTGAAAGGAAGAGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG

TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGT

GACAAACCGGAGGAAGGGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTAC 

7.  CAVN2440 CCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAAC

TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTG

CTGTCAAAGAGCGAAGCTCAACTTCGTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCG

GTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAG

CGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGC

GTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTA

ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAACCCTGCTGAAAGGTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAG

GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAG

TTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACAC

ACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCAGAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCA

ACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCC 

8.  CAVN2442 AGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC

GCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCGAA

GCTCAACTTCGTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG

ATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATA
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STT Tên chủng Trình tự đoạn gen 16S rRNA 

CCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCT

GGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCG

AAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAACCCTGCTGAAAGGTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAG

AGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA

CGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCAGAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGAAGGAGTTCAGATCGAAGGCTGCA

ACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTAC 

9.  CAVN2441 CCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACT

CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGC

TGTCAAAGAGCGAAGCTCAACTTCGTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGG

TGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGC

GAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCG

TTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA

TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAACCCTGCTGAAAGGTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGG

TGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGT

TGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACA

CGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCAGAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAA

CTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAA 

10.  CAVN2503 GGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAG

TTGGTGGGGTAAAAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT

CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGT

AAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
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ATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCGAAGCTCAACTTCGTAAA

GGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACC

GGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAG

CTGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGC

AAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAG

GCTTGACATGTCGCGAACCCTGCTGAAAGGTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG

TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGAC

AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCA

GCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCAGAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCA 

11.  CAVN8233 GAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTG

AGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCG

CAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCGAAGCTCAACTTCGTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAG

AGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGA

GGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCG

AGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA

AGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAACCCTGCTGAAAGGTGGGGGTGC

CTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCG

TTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCC

CCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCAGAAACCGTGGCTC

ATTTCA 

12.  CAVN8204 ATTTAGCTTCAGGTCTAGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACTGGATGTGCCGGAAGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTC

GCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAGAGCCTACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGA
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GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGG

AAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGC

CGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCGA

AGCTCAACTTCGTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA

GATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGAT

ACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCC

TGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC

GAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATCTGATTGAAAGGTCAGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTG

TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGA

GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCT

ACGGACAGAGGGCAGCAAGATAGCGATGTCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCATTCT 

13.  CAVN6212 GTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAA

TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGG

TACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAG

CGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCGAAGCTCAACTTCGTAAAGGCAGTGGAAACTACACAGCTAGAGTGCGTTCG

GGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGA

CACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCG

ACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC

GCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAACTTTCTTGAAAGAGAAG

GATGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC

CCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGC

ATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGC 
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14.  NK1813 CCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATG

CAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCAAAGCTTAACTTTGTAAAGGC

AGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGT

GGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTG

TAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAG

TGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT

GACATGTCGCGAATCCTGGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG

ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAAC

CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCAA

GCTAGCGATAGCAAGCAAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAAT

TGCAGGTCAGC 

15.  CAVN2525 TGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGGAAGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCCGATTAGCTA

GTAGGTGGGGTAAGAGCCTACCTAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTG

TAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG

GATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCAAAGCTCAACTTTGTAA

AGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACAC

CGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTA

GCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACG

CAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAA

GGCTTGACATGTCGCGAACTCTTCTGAAAGGAAGAGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC

GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGA
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CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGC

AGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCA 

16.  CAVN2522 CCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATG

CAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCGAAGCTCAACTTCGTAAAGGC

AGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGT

GGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTG

TAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAG

TGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT

GACATGTCGCGAACCTTCTTGAAAGAGAAGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG

ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAAC

CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCTAA

CTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTG

CAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGT 

17.  CAVN8242 TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAAGTTCTGAAGGTA

CTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCG

TCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTTAACTAGATAAAAGCAGTGGAAACTACATAGCTAGAGTGCGTTCGGGGT

AGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTACTAGGCCGCAACTGACACT

GAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGCGAGTATCGACC

CTCGCAGTGCCGGAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA

CAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAGTCCTCTTGAAAGGGAGGAGT

GCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT

CGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATG
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CCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTCCGAACAGAGGGCAGCGAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCCCGGAAATCGGAGC

TCAGTCAGATCGAA 

18.  PM3 GAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAATGACGGTACTTGA

GGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGC

AGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTTAACTAGATAAAAGCAGTGGAAACTACATAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGAG

GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTACTAGGCCGCAACTGACACTGAGG

GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGCGAGTATCGACCCTCGC

AGTGCCGGAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC

GGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCTT

CGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTT

TTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCC

TTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTCCGAACAGAGGGCAGCGAGCGTGCGAACGCAAGCAAATCCCGGAAATCGGAGCTCA

GTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGG 

19.  CAVN2490 AAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAAGTTCTGAAGGTACTTGAG

GAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCA

GGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTTAACTAGATAAAAGCAGTGGAAACTACATAGCTAGAGTACGTTCGGGGTAGAGG

GAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGCGAGTATCGACCCTCGCA

GTGCCGGAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG

GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCTTC

GGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTT

TAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCT
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TACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTCCGAACAGAGGGCAGCGAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCCCGGAAATCGGAGCTCAGT

TCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCTTGT 

20.  NS2000 ACTACTGGGAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGT

GTGGTAAGAGCGCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC

GGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACC

TCTTTTCTCAAGGAATAAGTTCTGAAGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAA

GCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTTAACTAGATAAAAGCAGTG

GAAACTACATAGCTAGAGTACGTTCGGGGTAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCG

AAGGCGCTCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAAC

GATGGATACTAGGCGTTGCGAGTATCGACCCTCGCAGTGCCGGAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTG

AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGAC

ATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT

TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGA

GGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTCCGAACAGAGGGCAGCGAGCTAG

CGATAGCAAGCAAATCCCGGAAATCGGA 

21.  CAVN2437 CCTCTTTTCTCAGGGAATAAGAACTGAAGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGC

AAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCCTTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAGCA

GTGGAAACTACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTG

GCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTA

AACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGT

GTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTT

GACATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
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ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAAC

CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTAC

ACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGCTTGCAACTCAGCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATT

GCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGG 

22.  CAVN9301 GCGAAGCTGACGAAGCAATACCGCGTGAGGGAGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGAACTGAAGGTACCTGA

GGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGC

AGGTGGCCTTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCA

GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGG

GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAG

CCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG

CGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCT

TCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTT

TTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCC

CTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCA

GTTCAGATCGAAGCTTGCACTCAGCTTCTGAGAA 

23.  CAVN2402 CCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGAGCCGAAAGGTAAAAGATTTATTGCCTAGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGT

GGTAAGAGCGCACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG

GAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTC

TTTTCTCAGGGAATAAGAACTGAAGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGC

GTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCCTTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAGCAGTGG

AAACTACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGA

AAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACG
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ATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGA

AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACAT

GTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG

GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG

AAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCG

ATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGCTTGCA 

24.  CAVN2438 CCTCTTTTCTCAGGGAATAAGAACTGAAGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGC

AAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCCTTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAGCA

GTGGAAACTACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTG

GCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTA

AACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGT

GTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTT

GACATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG

ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAAC

CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTAC

ACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGCTTGCAACTCAGCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATT

GCAGGTCAGC 

25.  CAVN2489 TTTGGGGGATTTTTCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAG

GGAATAAGAACTGAAGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCCTTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAGCAGTGGAAACTACAA

AGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGTGCT

ACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACT
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AGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAG

GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAAT

CCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC

CCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG

GATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATG

CAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGCTTGCAACTCAGCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATAC

TGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACCACCCGGC 

26.  CAVN8232 GCGAAGCCGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGTACTGAAGGTACCTGA

GGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGC

AGGTGGCCTTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCA

GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGG

GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAG

CCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG

CGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCT

TCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTT

TTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCC

CTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCA

GTTCAGATCGAAGCTTGCAACTCAGCTTCGTGAAGGAGGAT 

27.  CAVN8241 GGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAAAAAAATGAAGGTA

CTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGG

TCCGCAGGTGGCACTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAGAGCAGTGGAAACTACAGAGCTAGAGTGCGTTCGGGG

TAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACGC
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TGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGAC

CCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC

ACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAG

TGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC

TCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCAT

GCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCATAAACCGTAGC

TC 

28.  CAVN2435 CCTCTTTTCTCAAGGAATAAGAACTGAAGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGC

AAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCCCTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAGCA

GTGGAAACTACAGAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTG

GCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTA

AACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGT

GTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTT

GACATGTCGCGAATCCTTCTGAAAGGAAGGAGTGCCTTAGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG

ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAAC

CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTAC

ACAGCGATGTGATGCTAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATT

GCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCC 

29.  CAVN2434 CCTCTTTTCTCAAGGAATAAGAAAGTGAAGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATG

CAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCCCTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAGC

AGTGGAAACTACAGAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGT

GGCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGT
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AAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAG

TGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTT

GACATGTCGCGAATCCTTCTGAAAGGAAGGAGTGCCTTAGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG

ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAAC

CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTAC

ACAGCGATGTGATGCTAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATT

GCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCC 

30.  CAVN2436 CCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAAGAAAGTGAAGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAAC

TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCCCTGTAAGTCTG

CTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAGCAGTGGAAACTACAGAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGG

TGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGC

GAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCG

TTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA

TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATCCTTCTGAAAGGAAGGAGTGCCTTAGGGAGCGCGAACACAGG

TGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGT

TGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACA

CGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCTAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAA

CTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAAT 

31.  CAVN2501 AGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATAAGCCGTGAGGTAAAAGATTTATTGCCTAGAGATGAGCTCGCGTCTGAT

TAGCTAGTTGGTGTGGTAAGAGCGCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGC

CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTT

GGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAAGTTCTGAAGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
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GGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTC

ATAAAAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGA

ACACCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGT

CCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACG

CACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA

CCAAGACTTGACATGTCGCGAACTTTTCTGAAAGGAAGAGGTGCCTTAGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG

TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGAACTCTAGAGAGACTGCCG

GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAG

GGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGCTGCACTCC 

32.  CAVN2502 TAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATAAGCCGTGAGGTAAAAGATTTATTGCCTAGAGATGAGCTCGCGTCTGA

TTAGCTAGTTGGTGTGGTAAGAGCGCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCT

TGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAAGTTCTGAAGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA

CGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCT

CATAAAAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAG

AACACCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAG

TCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC

GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT

ACCAAGACTTGACATGTCGCGAACTTTTCTGAAAGGAAGAGGTGCCTTAGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGAACTCTAGAGAGACTGCC

GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAA

GGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCACTCGCTTCTGA 
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33.  CAVN2439 CCTCTTTTCTCAAGGAATAAGTTCTGAAGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCA

AGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAGCAG

TGGAAACTACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGG

CGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAA

ACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTG

TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTG

ACATGTCGCGAACTTTTCTGAAAGGAAGAGGTGCCTTAGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT

GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGAACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCG

GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACAC

AGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGC

AGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGG 

34.  CAVN2463 CGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAAGTTCTGAAGGTACTTGAGGAATAAGCA

TCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATT

GAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTG

GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCT

AGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGA

GCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTA

TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACTTTTCTGAAAGGAAGAGGTGCCTTAGGGAGCGC

GAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGTTGCC

AGCATTAAGATGGGAACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTT

GGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCG

AAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGC 



xxxii 
 

STT Tên chủng Trình tự đoạn gen 16S rRNA 

35.  CAVN2512 GGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATAAGCCGTGAGGTAAAAGATTTATTGCCTAGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAG

TTGGTGTGGTAAGAGCGCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT

CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGT

AAACCTCTTTTCTCAAGGAATAAGTTCTGAAGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAT

GCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAG

CAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGG

TGGCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCG

TAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAA

GTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGAC

TTGACATGTCGCGAACTTTTCTGAAAGGAAGAGGTGCCTTAGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA

GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGAACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAA

CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTA

CACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCA 

36.  CAVN8235 TTAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGAGCCGAAAGGTAAAAGATTAATTGCCTAGAGATGAGCTCGCGTCTG

ATTAGCTAGTTGGTGTGGTAAGAGCGCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTC

TTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAAGAAAGTGAAGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTA

ATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCACTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAA

CCTCATAAGAGCAGTGGAAACTACAGAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGA

AGAACACCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGT

AGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGT

ACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
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TTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATCTTTCTGAAAAGGAGGAGTGCCTTAGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCT

CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGAACTCTAGAGAGACTGC

CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAA

AGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCA 

37.  CAVN2432 CCTCTTTTCTCAAGGAAGAACACAATGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATG

CAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCGATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTCATAAGAGC

AGTGGAAACTACATAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGT

GGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCG

TAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAG

TGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTT

GACATGTCGCGAACTTTGGTGAAAGCTAAAGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG

ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAAC

CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTTTGGACAGAGGGCAGCAA

GCCGGCAACGGCAAGCAAATCCCGTAAACCAAAGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAA

TTGCAGGTCAGCA 

38.  XN1103 CCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACATAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAAC

TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTG

CTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTCATAAGAGCAGTGGAAACTACATAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGG

TGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGC

GAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCG

TTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA

TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACTTTTCTGAAAGGAAAAGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGG
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TGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGT

TGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACA

CGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCGAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCTCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAA

CTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCA 

39.  CAVN8202 CTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTAAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGTGG

TAAGAGCGCACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA

GGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTT

TTCTCAAGGAAGAAGAGATGACGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGT

TATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTCATAAAAGCAGTGGAA

ACTACATAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAA

GCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGAT

GGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAA

CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGT

CGCGAACCCTCTTGAAAGGGAGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG

GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA

AGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCGAGCTAGTGA

TAGCAAGCAAATCTCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCA 

40.  CAVN0801 CTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAAAGGTGAAAGATTTATTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGTGGT

AAGAGCGCACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG

GCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTT

CTCAGGGAAGAACATAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTT

ATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTCATAAGAGCAGTGGAAA
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CTACATAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAG

CGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATG

GATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAAC

TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTC

GCGAACCCTCTTGAAAGGGAGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG

TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA

GGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCGAGCTAGCGAT

AGCAAGCAAATCTCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGC 

41.  CAVN2460 CGCATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAATG

ACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGT

AAAGCGTCCGCAGGTGGCAATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTCATAAGAGCAGTGGAAACTACATAGCTAGAGTGCGT

TCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAAC

TGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGT

ATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG

GCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTCTGGAAAGG

GAGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC

GCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA

GTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCGAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCTCATAA

ACCGTGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAA 

42.  DL12 AAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGACGAAGGCTTTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTAGACGGTACTTGAGG

AATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAG

GTGGTTTTGTAAGTCTGCTGTTAAAGCGTTAGGCTCAACCTAATAAGGGCAGTGGAAACTATGAGACTAGAGTATGTTAGGGGTAGAGGGA
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ATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGACAATACTGACACTGAGGGAC

GAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGCCCGTATCGACCCGGGCATT

GTCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT

GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCGCGAATCCTTGTGAAAGCAGGGTGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTA

GTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTA

CGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCGACGAACAAAGGGCAGCTAGTTAGCAATAACATGCAAATCTCAGAAATCGTCGCTCAGTTC

AGATTGAAGGCTGCAACTCGCCTTCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTA 

43.  DL1 GAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAATAAGTTGAAGGTACTTG

AGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCG

CAGGTGGTTTGTCAAGTCTGCTGTCAAAGCGTCTGGCTTAACTAGATAAAGGCAGTGGAAACTGAGAGACTGGAGTATGGTAGGGGTAGA

GGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGACCATAACTGACACTGAG

GGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTACGCGTATCGACCCGC

GTAGTGCCGGAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA

GCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCCCGATGAAAGTTGGGAGTGCC

TTAGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT

ACTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGAACTCTAAGAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCC

CTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTGTGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGTGATAGCAAGCAAATCTCACAAACCACGGCTCA

GTTCAGATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGTGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGGCT

TGTA 

44.  NK13 GACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAACCTCTTTTCTCAGGGAATAATAAGTTGAAGGTACCTGAGGAATAAG

CATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTT
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TATCAAGTCTGCTGTCAAAGCGTCTGGCTTAACTAGATAAAGGCAGTGGAAACTGAGAGACTGGAGTATGGTAGGGGTAGAGGGAATTCC

CGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGACCATAACTGACACTGAGGGACGAAAG

CTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTACGCGTATCGACCCGCGTAGTGCCGG

AGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT

ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCTCTCTGAAAGGAGAGAGTGCCTTAGGGAGCG

CGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTACTTAGTTGC

CATCATTAAGTTGGGAACTCTAAGAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCT

GGGCTACACACGTACTACAATGCTGTGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGTGATAGCAAGCAAATCTCACAAACCACGGCTCAGTTCAGATCG

CAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGTGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCG 

45.  MD2411 ACCACTGGGAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCTGTGGGTGAAAGGTTAACTGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGT

GGTGTAAGGGACTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC

GGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACC

TCTTTTCTCAAGGAAGAATGATGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAG

CGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGCTGTGTGTGTCTATTGTTAAAGAGTTTGGCTCAACCAAATAAGGGCGGTAG

AAACTACACAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGA

AAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAAC

GATGGATACTAGGCGTTGAGAGTATCGACCCTCTCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGA

AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACAT

GTCTGGAATCTCTGGGAAACTAGAGAGTGCCTTCGGGAGCCAGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG

GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTACTTAGTTGCCAGCATTTAGGATGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG

GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCGAGACTGC

GAAGTTAAGCAAATCTCAGAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGCAG 
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46.  CAVN2404 CGGTGGCTAATACCGGATGTGCCTGTGGGTGAAAGGTTAACTGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGTGTAAGGGA

CTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

GTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAG

GAAGAATGATGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAA

TGATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGCTGTGTGTGTCTATTGTTAAAGAGTTTGGCTCAACCAAATAAGGGCGGTAGAAACTACACAG

CTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGC

TAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAG

GCGTTGAGAGTATCGACCCTCTCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGA

ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCTGGAATCT

CTGGGAAACTAGAGAGTGCCTTCGGGAGCCAGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC

GCAACGAGCGCAACCCTCGTACTTAGTTGCCAGCATTTAGGATGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG

ATGAC 

47.  CAVN2443 CGGTGGCTAATACCGGGTATGCCGAGAGGTGAAAGGTTAACTGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGTGTAAGGGA

CTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

GTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGG

GAATAAGCAAGTGAAGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGCTGTGTGTGTCTATTGTTAAAGAGTTTGGCTCAACCAAATAAGGGCGGTAGAAACTACACA

GCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTG

CTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTA

GGCGTTGAGAGTATCGACCCTCTCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGG

AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCTGGAACT

CTGGGGAAACTCGGAGGTGCCTTCGGGAGCCAGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
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CCGCAACGAGCGCAACCCTCGTACTTAGTTGCCAGCATTTCGGATGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAAGGAAGGTG

GGGATGAC 

48.  CAVN4303 CGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT

CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGCAAG

TGAAGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGC

GTAAAGCGTCCGTAGGTGGCTGTGTGTGTCTATTGTTAAAGAGTTTGGCTCAACCAAATAAGGGCGGTAGAAACTACACAGCTAGAGTGC

GTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCA

ACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGAGA

GTATCGACCCTCTCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG

GGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCTGGAACTCTGGGGAAAC

TCGGAGGTGCCTTCGGGAGCCAGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTTGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC

GCAACCCTCGTACTTAGTTGCCAGCATTTCGGATGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA

AGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCGAGACTGCGAAGTCAAGCAAATCTCAG

AAACC 

49.  CAVN2505 CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGCAAGTGAAGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTC

CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTAGCAGTGTGTGTCTATTG

TTAAAGAGTTTGGCTTAACCAAATAAAGGCGGTAGAAACTACACAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAA

TGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGAGAGTATCGACCCTCTCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTA

AGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTC

GATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCTGGAATCTTGGGGAAACTCAAGAGTGCCTTCGGGAGCCAGAACACAGGTGG

TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTACTTAGTTGCCAGCACTTCGGGTG
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GGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACG

TACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCGAGACTGCGAAGTTAAGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACT

CGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCC 

50.  CAVN4301 AGGAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGCAAGTGAAGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCA

GCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTAGCAGTGTGTGTCTATTGTTAAAGAGTT

TGGCTTAACCAAATAAAGGCGGTAGAAACTACACAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA

GATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGAT

ACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGAGAGTATCGACCCTCTCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCC

TGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC

GAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCTGGAATCTTGGGGAAACTCAAGAGTGCCTTCGGGAGCCAGAACACAGGTGGTGCATGGCTG

TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTACTTAGTTGCCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTA

AGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAAT

GCTACGGACAAAGGGCAGCGAGACTGCGAAGTTAAGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCG

TGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGCCTGANCCCC 
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Phụ lục 6. Hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết tổng số từ các chủng VKL 

I. Staphylococcus aureus ATCC 25923 
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II. Bacillus cereus ATCC 14579 
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III. Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 
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IV. Escherichia coli ATCC 25922 
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V. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27852 
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Phụ lục 7. Kết quả Limit test của cao chiết tổng số từ 50 chủng VKL 

STT Cao chiết Nồng độ cao chiết 

(µg/ml) 

Đánh giá 

1 10 50 100 

1.  NK13 ++ +++ +++ +++ Tiềm năng 

2.  CAVN4301 - + +++ +++ Tiềm năng 

3.  CAVN4303 - + +++ +++ Tiềm năng 

4.  CAVN8204  - + +++ +++ Tiềm năng 

5.  MD2411 - - + ++ Ít tiềm năng 

6.  CAVN2440 - - - + Không tiềm năng 

7.  NS2000 - - - + Không tiềm năng 

8.  CAVN2403 - - - - Không ảnh hưởng 

9.  CAVN2560 - - - - Không ảnh hưởng 

10.  CAVN6515 - - - - Không ảnh hưởng 

11.  CAVN5500 - - - - Không ảnh hưởng 

12.  CAVN8213 - - - - Không ảnh hưởng 

13.  CAVN2513 - - - - Không ảnh hưởng 

14.  CAVN2442 - - - - Không ảnh hưởng 

15.  CAVN2441 - - - - Không ảnh hưởng 

16.  CAVN2503 - - - - Không ảnh hưởng 

17.  CAVN8233 - - - - Không ảnh hưởng 

18.  CAVN6212 - - - - Không ảnh hưởng 

19.  NK1813 - - - - Không ảnh hưởng 

20.  CAVN2525 - - - - Không ảnh hưởng 

21.  CAVN2522 - - - - Không ảnh hưởng 

22.  CAVN8242 - - - - Không ảnh hưởng 

23.  PM3 - - - - Không ảnh hưởng 

24.  CAVN2490 - - - - Không ảnh hưởng 

25.  CAVN2437 - - - - Không ảnh hưởng 
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26.  CAVN9301 - - - - Không ảnh hưởng 

27.  CAVN2402 - - - - Không ảnh hưởng 

28.  CAVN2438 - - - - Không ảnh hưởng 

29.  CAVN2489 - - - - Không ảnh hưởng 

30.  CAVN8232 - - - - Không ảnh hưởng 

31.  CAVN8241 - - - - Không ảnh hưởng 

32.  CAVN2435 - - - - Không ảnh hưởng 

33.  CAVN2434 - - - - Không ảnh hưởng 

34.  CAVN2436 - - - - Không ảnh hưởng 

35.  CAVN2501 - - - - Không ảnh hưởng 

36.  CAVN2502 - - - - Không ảnh hưởng 

37.  CAVN2439 - - - - Không ảnh hưởng 

38.  CAVN2463 - - - - Không ảnh hưởng 

39.  CAVN2512 - - - - Không ảnh hưởng 

40.  CAVN8235 - - - - Không ảnh hưởng 

41.  CAVN2432 - - - - Không ảnh hưởng 

42.  XN1103 - - - - Không ảnh hưởng 

43.  CAVN8202 - - - - Không ảnh hưởng 

44.  CAVN0801 - - - - Không ảnh hưởng 

45.  CAVN2460 - - - - Không ảnh hưởng 

46.  DL12 - - - - Không ảnh hưởng 

47.  DL1 - - - - Không ảnh hưởng 

48.  CAVN2404 - - - - Không ảnh hưởng 

49.  CAVN2443 - - - - Không ảnh hưởng 

50.  CAVN2505 - - - - Không ảnh hưởng 
 

-: không tác động; +: < gây chết 10% tổng tế bào; ++:  gây chết 10 - 60% tổng 

số tế bào; +++: gây chết > 60% tổng số tế bào 

 


