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MO PAU
1. Tinh cép thiét cia dé tai

Vi khuan lam thugc nhom vi khuan Gram 4m c6 kha ning quang
tir dudng, da xuat hién trén trai dat tir 3.8 ti ndm trude. Chung dong
vai tro quan trong trong hé sinh thai ty nhién nhd kha nang quang hop
tao oxy, cb dinh nito va sinh tong hop nhiéu hop chét thir cip c6 hoat
tinh sinh hoc nhu kha ning gy doc té bao, khang khuan, khang ndm,
khang virus, chdng oxy hda, ... Trong nhitng nim gin day, vi khuén
lam tré thanh d6i tugng dwoc cac nha khoa hoc quan tdm nghién ctru
va ung dung trong nhiéu linh vuc nhu cong nghé sinh hoc, dugce hoc,
néng nghiép bén viing va nhién liéu sinh hoc.

Maic du vay, mdt trong nhitng thach thirc 16n trong nghién ctru
vi khuén lam hién nay 1a han ché trong viéc x4c dinh danh phap khoa
hoc cuia ching. Cac phuwong phap phén loai truyén thong dua vao dic
diém hinh thai thuong thiéu tinh chinh x4c do hinh thai ctia vi khuan
lam d& bj thay d6i duéi tac dong cia mdi truong va cac giai doan sinh
truong khac nhau. Sy phat trién cua sinh hoc phan tir hién dai da mo
ra hudng tiép can moéi giai quyét nhimg han ché nay. Phuong phép tiép
can da chiu (polyphasic approach) 1a phuwong phap két hop dit liéu
hinh thai, sinh thai va cac chi thi phan ti (trinh tg gen 16S rRNA, ving
ITS, cac marker phén tir). Phuong phéap nay da dugc chimg minh la
cong cu hidu qua va can thiét trong phén loai vi khuén lam mot cach
chinh xac va xac dinh duoc mbi quan hé tién hoa gitra cac don vi phan
loai (taxon).

Viét Nam 1a qudc gia c6 nén ndng nghiép trong lua nude 1au doi
v6i dién tich dat trong lua chiém khoang 22% dién tich ca nudc tao
sinh canh thuan loi cho sy phat trién cua cac loai vi khuan lam dic biét
1a vi khuin lam c6 kha niang c¢é dinh dam. Nhiéu nghién ctru trong
nu6e cho thiy su da dang cua cac loai vi khuan lam phan lap tir dét
rudng laa. Tuy nhién, cic nghién ctru nay chii yéu dimg lai & mirc mo
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ta hinh thai ma it di sdu vé& dinh danh dua trén phuong phap tiép cin
da chiéu. Mat khéac, gia tri vé ngu(“)n hop chét ¢o hoat tinh sinh hoc do
cac chung vi khuan lam ban dia sinh tong hop van chua duoc khai thac
day du nhu tiém ning cua ching. Diéu ndy din dén nguy co bo sot
nhiéu ngudn tai nguyén vi khuén lam quy gia c6 thé phuc vu trong linh
vuc thyc pham chirc nang, ché pham sinh hoc va giai phap bén viing
cho néng nghiép va dac biét 1a itng dung trong nghién clru va phat
trién thuc méi trong linh vuc y - dugc.

Chinh vi vay, nghién ciru sinh da thyc hién dé tai “Nghién ciru
dinh danh vi khuin lam phan lap tai mét s6 dia phwong & Viét
Nam va danh gi4 hoat tinh sinh hoc ciia cic chiing tiém niing”.

2. Muc tiéu nghién ctru ciia dé tai

v/ Phan l4p va dinh danh céc chung vi khuén lam tai mot s dia
phuong & Viét Nam.

v Danh gia hoat tinh khang khuan va trc ché té bao ung thu ciia mot
s6 ching vi khudn lam tiém néng.

3. Pbi twong va pham vi nghién ctru

Nghién ciru tap trung vao viéc dinh danh cac ching vi khuan
lam dang soi phan l4p tir mau dét & cac tinh/ thanh phd Ha Noi, Hung
Yén, Thanh Héa, Hué va Dak Lik dya vao phwong phép tiép can da
chiéu; dong thoi, danh gia hoat tinh trc ché vi khuan va hoat tinh gay
doc té bao cua cao chiét tir cac chung vi khuin lam d3 phén 1ap dé lwa
chon chung tiém ning phuc vu dinh huéng nghién ctru va phat trién
thudc.

4. Noi dung nghién ciru

Noi dung 1. Phan 1ap va dinh danh céac ching vi khuin lam tai
mot s6 tinh/ thanh phd ¢ Viét Nam.

Noi dung 2. Danh gia hoat tinh trc ché vi khuin va hoat tinh gay
doc té bao cua cao chiét tong sd tir cac ching vi khuin lam d3 phan
lap.



Noi dung 3. Panh gia co ché tic dong cua cao chiét cia chung
Scytonema bilaspurense NK13 1én té bao HeLa.

Noi dung 4. Phan tich va xac dinh thanh phan hoat chat wrc ché
té bao HeLa trong cao chiét tong sb tir ching Scytonema bilaspurense
NKI13.

5. Y nghia khoa hoc va thye tién ciia dé tai luin 4n

* Y nghia khoa hoc:

- Luan 4n cung cip bang chung vé tinh da dang cua vi khuin
lam tai Viét Nam thong qua viéc phan lap, dinh danh cac chung bang
phuong phap tiép can da chidu; bd sung ngudn dit liéu quan trong vé
trinh tu doan gen 16S rRNA cua vi khuin lam vao ngan hang gen thé
gidi (GenBank) 1am céc trinh ty tham khéo cho cac nghién ctru tiép
theo vé vi khudn lam;

- Ddng thoi ludn 4n con cung cap dit 1iéu méi vé co ché tac dong
ctia cao chiét tir chung Scytonema bilaspurense NK13 trong tac dong
trc ché té bao ung thu HeLa.

* Y nghia thuc tién: Nghién ctru mé ra tiém ning tmg dung cac
chung vi khuan lam ban dia trong phat trién nguén duoc liéu tu nhién,
dic biét 1a cac hop chét co hoat tinh khang khuén va chéng ung thu,
phuc vu nghién ciru va san xuit thudc c¢6 ngudn gde tur nhién.

6. Nhirng dong gép méi cia luin an

v' Két qua cua ludn 4n di cung cép co sé dit liéu phan loai dén cip
d6 loai ciia 34/50 chung vi khuan lam & Viét Nam theo phwong
phap phéan loai hoc hién dai. Bf")ng thoi, luén an da phat hién 16/50
chung vi khuén lam chua dugc dé xuét dén tén loai trong hé thng
phan loai ctia vi khuén lam. Két qua nay gop phan bd sung co s
dir liéu méi vé ngudn tai nguyén vi sinh vat ban dia ¢ Viét Nam
va cap nhat trinh ty doan gen 16S rRNA trong ngan hang gen thé
gioi (GenBank).



v' Két qua ctia ludn 4n d3 chi ra hai ching vi khuan lam c6 hoat tinh
sinh hoc manh, trong dé chiing Desmonostoc sp. CAVNE204 1ic
ché vi khuan Bacillus cereus ATCC 14579 véi dudng kinh vong
v6 khuan dat 19,0 mm & ham luong 2 mg va chung Scytonema
bilaspurense NK13 thé hién doc tinh cao trén té bao ung thu HeLa
voi gia tri ICso l1a 3,8 pg/ ml. Bén canh d6, phan doan F6 dugc
phan tach tir cao chiét tong sd ctia chung Scytonema bilaspurense
NK13 c6 kha ning (rc ché manh té bao HeLa voi gia tri ICsp 1a
3,5 ng/ ml. Két qua nidy mé ra hudng nghién ctru va phat trién
thudc diéu tri ung thu c6 ngudn gde tir vi khuén lam ban dia cua
Viét Nam.

v/ Két qua cta luan an di lam sang to tic dong giy chét cua cao
chiét tdng s tir ching S. bilaspurense NK13 1én dong té bao ung
thu HeLa thong qua kich hoat con dudng apoptosis, lam dirng chu
trinh té bao va trc ché kha nang di cu cua té bao HeLa. Day 1a lan
déu tién cac hop chat c6 hoat tinh e ché t& bao ung thu cua chi
Scytonema duge nghién ciru twong ddi ddy dua vé tac dong & cip
d6 phan ttr va té bao.

7. CAu tric luin 4n
Lu4n 4n gém 7 phén trong do:
Mo dau: 04 trang
Chuong 1. Téng quan tai liéu gdm 30 trang
Chuong 2. Déi tugng va phuong phap nghién ctru: gdm 17 trang
Chuong 3. Két qua nghién ciru: gdm 67 trang
Két luan va kién nghi: gdm 02 trang
Tai liéu tham khao gdm: 199 tai liéu trong d6 co 14 tai liéu tiéng
Viét, 185 tai liéu tiéng Anh
Phu luc: 09 phu luc.



Chuong 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Gi6i thiéu chung vé vi khuin lam
1.1.1. Pic diém céu tao té bao

Té bao cua VKL ¢6 ciu trac dién hinh cta sinh vat nhan so.
Thanh té bao VKL ¢6 ciu tao twong tu thanh té bao vi khudn Gram am
nhung 16p peptidoglycan day hon. Té bao VKL gdm c6 ba loai 1a té
bao sinh dudng (vegetative), t& bao di hinh (heterocyst) va té bao nghi
(akinete).
1.1.2. Pic diém hinh thai va sy phan b

VKL c6 hinh thai da dang tir dang don bao, tap doan va dang
soi da bao. Ching dugc phan bd rong rii ¢ tit ca cac moi trudng duoc
chiéu anh séng trén trai dat.
1.2. Phén loai vi khuin lam bing phwong phap tiép cin da chiéu

Vi khudn lam 13 nhém vi sinh vat ¢6 c6 kha ning quang hop,
mang dac diém cua ca sinh vt nhan so va nhan chuan, khién viéc phan
loai trd nén phrc tap. Hoffman va cong su (2005) dé xuit phwong phap
tiép can da chiéu, két hop dit 1iéu hinh thai, sinh thai va phan ti. Hién
nay, phuong phap tiép can da chiéu da dugc cac nha phan loai hoc trén
thé giéi chip nhan rong rai.
1.3. Cac hop chit c6 hoat tinh sinh hoc tir vi khuin lam

Dén nam 2019, hon 1.630 hop chét thir cip da duge phan lap tir
vi khuén lam, thudc 260 ho hop chit va thé hién 14 loai hoat tinh sinh
hoc, ndi bat 1a hoat tinh gy doc té bao, giy chét va khang khuén. Dén
niam 2024, sb hop chét phat hién tir VKL ghi nhan dugc di ting lén
hon 3.000 hop chit.
1.4. Ung dung ciia vi khuén lam trong linh virc dwgc phim

Vi khuan lam 13 ngudn tong hop nhiéu hop chét sinh hoc quy,
tiém ning cung cip ngudn nguyén liéu cho nganh céng nghé duoc, my
pham.
1.5. Cac nghién ciru vé vi khuin lam & Viét Nam

5



Céc nghién ctru phan loai VKL tai Viét Nam chu yéu dua vao
dic diém hinh thai, chua c6 nhidu nghién ctru phan loai VKL dwa vao
phuong phap tiép can da chiéu.

Bén canh d6, VKL con duoc cac nha khoa hoc quan tam nhiéu
nho tiém ning tng dung trong xir Iy nude thai, cai tao dat nong nghiép
hay san xuét cac hop chét sinh hoc gia tri cao, bao gdm kha nang khéng
khuén, khang nim va chdng ung thu.

Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. P6i twong nghién ciru
2.1.2. Chiing vi khudn kiém dinh

Bén muoi bay ching vi khuan lam duoc phan 1ap tir dit rudng
lta, d4t ven song & Ha Noi, Thanh Héa va Hung trong thoi gian tir
thang 4 nam 2019 dén thang 12 nam 2021. Bén canh do, ba chung
DLI, DL12 va PM3 d3 c6 trong bd suu tip chung gidng VKL cua
nhém nghién ctru dugc phan lap ¢ Pak Lik va Hué.

2.1.2. Chiing vi khudn kiém dinh

Bén ching vi khuén thir nghiém dung trong nghién ctru gdm:
Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27852 duoc cung cip bdi Bo
mon Vi sinh vat hoc, Khoa Sinh hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc Tu
nhién.

2.1.3. Dong té bao

Nim dong té bao HeLa ATCC CCL-2, A549 CCL-185,
OVCAR-8 ATCC CVCL-1629, HaCaT ATCC CVCL-0038, HEK293
ATCC CRL-1573 dugc cung cip boi PTN nudi cdy Té bao dong vat
(Trung tdm Nghién ctru Khoa hoc Su séng, Khoa Sinh hoc).

2.2. Hoa chét, thiét bi

2.3. Phwong phap nghién ciru

2.3.1. Céc phuong phép phan 1ap va phan loai vi khuan lam
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2.3.2. Cac phuong phap nudi sinh khéi va thu cao chiét tong sb
2.3.3. Phuong phap danh gia hoat tinh va co ché tac dong
2.3.4. Cac phuong phap phéan tach va x4c dinh thanh phan hoat chat
Chuong 3. KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. Phan lap va dinh danh cac chiing vi khuin lam
3.1.1. Két qud phén ldp cdc chiing vi khudn lam

Nghién ctru dd phan 1ap dugc 47 chung vi khun lam thuén khiét
tir mau dat rudng lua, dit cat ven séng & cac tinh/ thanh phd Ha Noi,
Hung Yén, Thanh Hoa. Cac chiung nay dugc nudi gilr trong moi truong
BG11 dé dinh danh dua theo phuong phap tiép can da chiéu bang cach
phan tich dic diém hinh thai trén kinh hiém vi quang hoc va trinh tir
doan gen 16S rRNA.
3.1.2. Diic diém hinh thdi ciia cdc chiing vi khudn lam

Két qua cho thiy hinh thai caa 50 chung VKL nay dugc chia
thanh 3 nhom khac nhau. Trong d6, nhom I bao gdbm 41 ching VKL
dang thang khong phan nhanh; nhém II gdm ¢6 3 chung VKL dang soi
phan nhanh gia va nhém III bao gdm 6 ching VKL dang soi phan
nhanh that.
3.1.3. Phan tich trinh tw doan gen 16S rRNA ciia cdc chiing VKL
3.1.3.1. Khuéch dai va giai trinh tw doan gen 16S rRNA

Két qua dién di san phdm PCR khuéch dai doan gen 16S rRNA

ctia 50 ching VKL trong nghién ciru cho thiy, doan gen 16S rRNA
clia cac ching thu dugc déu co kich thude x4p xi 1000 bp v6i bing
sang, nét. San pham PCR dugc giai trinh tyr tai cong ty First Base
(Malaysia). Két qua giai trinh ty doan gen 16S rRNA cta mdi ching
duogc trich xudt va phan tich bang phdn mém SnapGen Viewer cho
kich thude khoang 950 bp (Phu luc 5).



3.1.3.2. Méi quan hé tién héa cia cdc ching vi khudn lam
Trinh tg doan gen 16S rRNA cua 50 ching vi khuén lam duoc
cin chinh, giong hang trinh ty dé danh gia ty 1¢ phan tram tuvong dong

so vo1 nhau.

33 Compactonostoc shennongjiaense CHAB5781 (MH598843.1)
Violetonostoc minutum CHAB 5840 (MN400069.1)
Parakomarekiella sesnandensis 0100088998 (MT044191.1)
Komarekiella atlantica CCIBt 3483 (KX638487.1)
Mojavia pulchra JT2-VF2 (AYST7534.1)
Dendronalium phyllosphericum CENA369 5KR137590 1)
Atlanticothrix silvestris CENA357 (KR137578.1)
2 Roholtiella edaphica JOH39 (KM268878.1)
Aulosira (4 trinh ty) NHOM 1

Ahomia (1 trinh tu)

iramis CCIBt 3536 (KJ566945.1)
Amazonocrinis nigriterrae CENA67 (MW326972.1)
Desmonostoc (16 trinh tw)
Desikacharya (4 trinh tw)
Nostoc neudorfense ARC8 (MK300544, g
eowgllea manoromense NUACC12 (LCAT4825.1)
Alnnos{oc 116 trinh tu)

Hassallia byssoidea CCALA 823 (AM905327.2)
Kryptousia macronema CENA336 (KY508609.1)
Tolypothrix distorta ACOI 731 (HG970652.1)

( 1)
Fulbrightiella bharadwajae 18G-f PS (OK083627.1) o
Sherwoodiella mauiensis HA4860-CV1 (KT336444.1 NHOM 2
Dulcicalothrix (1 trinh t

Masagocladus ambikapurensis TA-9 (MN966421 1)
Reptodigitus chapmanii SJR-DC (KF7615 |
Pelatocladus mammholoens:s HA4357-MV3 (JN385293.1) NHOM 3
Hapalosiphon (2 trinh
Neowestiellopsis (2 mn tw)
Westiellopsis (2 trinh tw)

Al 32 Brasilonema bromeliae SPC 951 (DQ486055.1)
Scytonema (2 trinh ty) NHOM 2
Chakia ciliosa 3 (KC875343.1)
?mmmmmm—

violaceus PCC 7421 6NR .074282.1)

® C SAG 2209 (EF654055.1)
42 Halospirulina tapeticola (Y18791.1)
2 | ./ohannesbapustla floridana BLCC-M67 (MT321576.1)
0.02 8 Odorella ica CalAq792 (MH702368.1)

Hinh 3.6. Vi tri 3 nhom hinh thai trén cay phat sinh ching - loai
Nhom I: cdc ching vi khudn lam dang khéng phan nhanh; nhém II: cac
chung VKL dang phan nhanh gia, nhom IlI: cdc chung VKL dang phan

nhanh that

Két qua vé vi tri tién hoa ciia cic nhom trén cdy phat sinh ching
- loai cho thdy 50 chiing vi khuén lam trong nghién ctru dugc xép vao
10 chi, trong d6 nhom I gdm 5 chi 14 Aulosira (4 ching), Ahomia (1
chung), Desmonostoc (16 chung), Desikacharya (4 ching) va
Aliinostoc (16 ching); nhém IT gdm 2 chi 1a Dulcicalothrix (1 chung),
Scytonema (2 chung); nhom 11T gdm 3 chi 1a Hapalosiphon (2 ching),
Neowestiellopsis (2 ching), Westiellopsis (2 ching) (Hinh 3.6).
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Sau d0, trinh tu doan gen 16S rRNA cuia ting chiing & mdi nhém
s& dugc phén tich chi tiét hon trén cac cdy phat sinh ching - loai riéng
Két qua cho thdy, 50 chung VKL trong nghién ctru dwoc phéan loai vao
24 loai thudc 10 chi. Trong d6 c6 34 ching dugc dinh danh dén cép
d0 loai thudc 14 loai bao g6m Aulosira laxa CAVN2460, Ahomia soli
CAVN2432, Desmonostoc lechangense CAVNS500, D. meilinense
CAVNG6212, D. linckia CAVN2522, D. persicum CAVN2440, D.
persicum CAVN2441, D. persicum CAVN2442, D. persicum
CAVN2503, D. persicum CAVNS233, Aliinostoc magnakinetifex
CAVN2402, A. magnakinetifex CAVN2437, A. magnakinetifex
CAVN2438, A. magnakinetifex CAVN2489, A. magnakinetifex
CAVNR241, A. magnakinetifex CAVN9301, A. magnakinetifex
CAVNR8232, 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 DLI,
S. bilaspurense NK13, Neowestiellopsis persica CAVN2505, N.
persica CAVN4301, Westiellopsis prolifica CAVN2443, W. prolifica
CAVN4303, Hapalosiphon welwitschii CAVN2404 va Hapalosiphon
weththﬁh4D2411.Béncanhdé,16chﬁngc6nlaiduqcxépvéo10
loai mai, chua xac dinh tén loai, thudc 4 chi la Aulosira, Desmonostoc,
Desikacharya va Aliinostoc do thiéu trinh tu tham khao cta céac loai

chuan.



3.2. Két qua sang loc hoat tinh sinh hoc tir cac chiing vi khuin lam
3.2.1. Ham lwong sinh khoi va cao chiét

Két qua khdi lwong sinh khdi khé ctia 50 chung VKL dao dong
tir 1.000 mg dén 2.200 mg, trong d6 chung CAVN2512 ¢6 sinh khéi
thip nhat, con chung XN1103 thu duoc lwong sinh khdi nhiéu nhét.
3.2.2. Hogt tinh khdng khudn ciia cdc cao chiét

Cao chiét tong sd tir 50 chung VKL dugc danh gia kha nang e
ché d6i v6i 5 ching vi khuan gy bénh trén ngudi bang phuong phap

khuéch tan dia thach & ham luong 2 mg cao chiét tong s6/ dia gidy.
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Hinh 3.11. Hoat tinh khang khuan cua cao chiét tong sé tir 12 chung VKL
Khéng hoat tinh: D < 6mm; hoat tinh yéu: 6 mm <D < 10 mm;
Hoat tinh trung binh: 10 mm <D < 15 mm; Hoat tinh manh: D > 15 mm

Két qua & biéu dd hinh 3.11 chi ra rang c6 12 trong s 50 cao
chiét thé hién kha ning trc ché dugc it nhit mot ching vi khuin kiém
dinh vo6i duong kinh vong vo khuén dao dong tur 6,8 dén 19,0 mm
(Hinh 3.11). Trong s6 12 cao chiét c6 hoat tinh khang khuan, cao chiét
CAVN4303 c6 kha ning (rc ché pho rong trén 4 ching vi khuan kiém
dinh v6i duong kinh vong vo khudn dao dong tir 8.5 - 14,5 mm. Pang
cha ¥ 13 cao chiét CAVNS204 thé hién hoat tinh (rc ché manh nhét vi

khuén B. cereus v6i duong kinh vong vo khuan dat 19,0 mm.
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3.2.3. Hoat tinh irc ché té bao ung thw ciia cdc cao chiét

Két qua cho thiy trong sb cao chiét tong s tir 50 ching VKL
¢6 7 cao chiét thé hién hoat tinh gay doc 1én té bao HeLa. Két qua cho
thdy c6 7 cao chiét thé hién hoat tinh gy doc 1én té bao HeLa, trong
d6 c6 4 cao chiét tiém ning 13 CAVNS204, NK13, CAVN4301,
CAVN4303; 1 cao chiét it tiém nang (MD2411); 2 cao chiét khong gay
chét dang ké té bao HeLa (CAVN2440 va NS2000) va 43 cao chiét
con lai khong anh huong dén kha ning séng ciia té bao HeLa ¢ nong
d6 100 pg/ml (Bang 3.6).

Bang 3.6. Kha ning gy doc ciia cao chiét tir 7 chung VKL 1én té bao HeLa

TT | Cao chiét | Nong d cao chiét (ug/ml) Panh gia
1 10 | 50 | 100
1. | NKI3 ++ | +++ | +++ | +++ | Tiém ning
2. | CAVN4301| - + | +++ | +++ | Tiém ning
3. | CAVN4303 | - + | +++ | +++ | Tiém ning
4. | CAVN8204 | - + | +++ | +++ | Tiém ning
5. | MD2411 - - + | ++ | it tiém ning
6. | CAVN2440 | - - - + | Khong tiém ning
7. | NS2000 - - - + | Khong tiém ning

- khéng tac ddng; +: < gdy chét 10% tong té bao; ++: gdy chét 10 - 60%
16ng s6 té bao; +++: gdy chét > 60% tong sé té bao

Két qua danh gia doc tinh trén té bao HeLa bang phép thir MTT
cho thdy, ca 5 cao chiét tiém ning va it tiém ning déu gay doc cho té
bao HeLa véi gia trj ICso dao dong tir 3,8 dén 91,1 pg/ml (Bang 3.7).
Trong d6 cao chiét NK13 gay doc manh nhit v6i gia tri ICso 1a 3,8
png/ml dugc xép vao nhom doc tinh cip 1 (theo thang phan loai GHS).
Dong thoi, theo tiéu chuan ciia Vién Ung thu Qudc gia Hoa Ky (NCI),
cao chiét tong s6 duoc danh gia 1a c6 hoat tinh manh khi gié tri ICso <
20 pg/ ml, cho thiy cao chiét NK13 thé hién doc tinh té bao cire manh
1én té bao HeLa.
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Béng 3.7. Gia tri ICso clia cao chiét tir 5 chung VKL 1én té bao HeLa

STT | Cao chiét ICso (ng/ ml) Phén loai GSH
1. | Taxol 0,012 (14,05 nM) Cat. 1
2. | NK13 3,8+0,7 Cat. 1
3. | CAVN4303 345+ 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

Sau d6, cao chiét NK13 duoc danh gia doc tinh trén 2 dong té
bao ung thu OVCAR-8, A549 va hai dong té bao thuong 1a HaCaT
va HEK293. Két qua thay rang cao chiét NK13 déu gay doc trén ca
4 dong té bao véi gid tri ICso tir 0,6 dén 34,2 pg/ml.

Béng 3.8. Gia tri ICs ciia cao chiét NK13 1én 5 dong té bao

Dong té bao | ICso (ug/ml) | Phin loai GSH
HelLa 3,8£0,7 Cat. 1
HEK?293 0,6 +0,5 Cat. |
A549 8,3+0,9 Cat. 2
HaCaT 21,6 +32 Cat. 2
OVCAR-8 342+27 Cat. 2

Cat. 1: ICso <5 ug/ml; Cat. 2: 5 ug/ ml < ICso< 50 ug/ ml;
Cat. 3: 50 ug/ ml < ICsp< 300 ug/ ml

3.3. Co ché tic dong ciia cao chiét NK13 1én té bao HeLa
3.3.1. Tdc dong lén chu trinh té bao HeLa

Cao chiét NK13 gay bt giit chu ky té bao rd rét tai pha S véi ty
1¢ té bao bi giit lai & pha nay sau 48 gid 1a 24,8%. Trong khi do, ty 18
té bao tai pha S & cac nhom khéng xtr Iy (méu tring), xtr Iy bang
DMSO 0,1% va t véi Taxol 1an luot 14 11,5%, 15,3% va 1,98% (Hinh
3.14). Mic du sy ting ty 18 t& bao & giai doan sub-G1 khong thé duoc
sir dung tryc tiép 1am chi thi dé xac dinh té bao dang chét theo chuong
trinh (apoptosis), nhung két qua nay goi y kha ning qué trinh apoptosis

dang dién ra.
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Hinh 3.14. Tac dong clia cao chiét NK13 1én chu trinh té bao HeLa
Ty 1é té bao HeLa trong cdc pha ciia chu trinh té bao & mau PCSH (4), i véi
DMSO 0,1% (B), i vé6i Taxol nong do 13,5 ng/ ml (C), v véi cao chiét NK13 ¢
nong do 3,8 ug/ml (D); so sanh ty Ié té bao trong cdc pha G0/G1, S va G2/M
gitka cdc mau (E)

Két qua phan tich mirc d6 phién mi cua cac gen diéu hoa chu
trinh té bao thiy ring mirc d6 biéu hién cua cac gen CDKNIA (p21)
va CDKN2A (p16) ting 1én dang ké ¢ thoi diém 12 gio va 24 gio sau
khi té bao & voi cao chiét NK13 ¢ ndng d6 3,8 ug/ ml twong tmg lan
lwot 12 1an val,5 lan (tai thoi diém 12 gio) va 27 1an va 5,7 lan (tai
thoi diém 24 gid) so véi mau té bao u vai DMSO 0,1% (d6i chimg 4m
- NC). Trong khi d6, murc do biéu hién cta gen TP53 & mau té bao u
v6i cao chiét NK13 chi ting 1,4 1an so v6i miu d6i chung. Sy khac
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biét vé mirc do bicu hién ciia gen TP53 giira cac thoi diém va giita cac
tac nhan xir Iy ciing cho thay kha ning cao chiét NK 13 ¢6 thé diéu hoa
chu ky té bao théng qua co ché khong hoan toan phu thudc vao p53
trong giai doan dau (pha S).

CDKN1A (p21) CDKN2A (p16) TP53
89 -

1
reer
20 rerx
- 1
10

KOO o Ca
IR EE
& A

Fold change
Fold change

Hinh 3.15. Mirc d6 biéu hién gen diéu hoa chu trinh té bao HeLa
NC: doi chung am; PC: Taxol 1,8 ng/ml (Poi chimg duong),
N e dg tin cdy voi gid tri P <0,05; 0,01, 0,001

3.3.2. Tdc déng lén con dwong apoptosis ciia té bao HeLa

Cao chiét NK13 duoc danh gia 1a c6 hiéu qua giy nén sy chét
theo chuong trinh (apoptosis) cua t& bao HeLa véi gia tri ICso 1a 3,8
g/ ml. Két qua cho thdy cao chiét NK13 thé hién tac dong gay ra sy
chét theo churong trinh (apoptosis) chil yéu & giai doan apoptosis mudn
(Q2) véi ty 1é té bao HeLa chét tang gap 3 va 4 1an so v6i nhom té bao
khong xir Iy (PCSH) va nhém té bao 1 DMSO 0,1%. Bén canh do,
Taxol lai thé hién tic dong gy apoptosis manh trén té bao HeLa & ca
gia doan apoptosis sdm va apoptosis muodn dic biét, ty 18 té bao & pha
apoptosis mudn cao hon lan luotla 3,2; 13,1 va 9,8 14n so véi cac miu
té bao 1 v6i cao chiét NK 13, DMSO 0,1% va khong xir Iy (Hinh 3.16).
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Hinh 3.16. Tac dong ciia cao chiét NK 13 1én con dudng apoptosis cua té
bao HeLa
A: Khéng xir ly; B: té bao duoc it véi DMSO 0,1% (PC dm); C: Taxol nong
d¢ 13,5 ng/ml; D: Cao chiét NK13 nong do 3,8 ug/ ml; E: So sanh ty 1é té
bao chét ¢ cac giai doan khi 1t véi cao chiét NK13 so véi mau doi chirng, *
mukc do tin cqy voi gia tri P < 0,05

Muc do biéu hién cua cac gen BAX, CASPASE-3, CASPASE-8
diéu hoa con dudng apoptosis ciia té bao HeLa déu ting khi dugc u
v6i cao chiét NK13 va sy ting biéu hién nay c6 xu hudng phu thudc
vao thoi gian 0 mau. Tai thoi diém 12 gid sau khi & mau, mirc phién
mi ciia cic gen BAX, CASPASE-3, CASPASE-8 tang lan luot 12,5; 0,9;
1,42 va 1,36 1an so v&i nhom té bao xir Iy véi DMSO 0,1% (d6i chimg
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am). Dén thoi diém 24 gio, mirc do phién ma cac gen nay tang 1én lan
luot 14 23,2; 1,26; 3,75 va 2,68 1an so v6i miu ddi ching; va gip 1,5
dén gan 2 14n so v6i thoi diém 12 gio (Hinh 3.16).

BAX Caspase 3 Caspase 8
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Hinh 3.17. Mirc d6 biéu hién cua gen diéu hoa
con dudng apoptosis cua té bao HeLa
NC: doi chirng am; PC: Taxol 1,8 ng/ml (P6i chimng dwong);
¥ OREEXE ke do tin cqy voi gia tri P < 0,05, 0,01, 0,001

3.3.3. Tdc déng irc ché khd néng di cw ciia té bao HeLa

Cao chiét NK13 d trc ché dang ké kha ning xam lan cua té bao
HeLa. Tai thoi diém 6 gio, 12 gid va 21 gio, ving dién tich vét xudc
duogc che phu boi té bao HeLa khi @1 voi cao chiét NK13 nhé hon lan
luot 2,1; 1,4 va 1,7 1an so voi mau dbi chimg 4m. Pang chu ¥ 13 hiéu
qua trc ché su di cu té bao cua té bao HeLa khi duoc u voi cao chiét
NK13 t6t hon so véi miu té bao 1 v6i Taxol (Hinh 3.18; 3.19).

Mirc d6 biéu hién gen Integrin-15 va N-cadherin & cic té bao
HeLa dugc 0 véi cao chiét NK13 di giam dang ké sau 6 gior va 12 gid.
Tir @6 dan dén sy giam biéu hién cua cac phan tir tin hiéu FAK, PI3K
va AKT (Hinh 3.20). Pang chu v, té bao sau 6 gid u vdi cao chibt
NK13 thi mirc phién ma cua cac gen Integrin-1p, N-cadherin, FAK,
PI3K va AKT chi con 1an lugt 1a 50%, 30%, 70%, 50% va 60% so voi
nhom d6i chimg am. Trong khi d6, mirc @6 biéu hién ctia gen Integrin-

1o khong bi anh hudng.
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Hinh 3.18. Tac dong cta cao chiét NK13 Ién kha néng di cu cua t€ bao HeLa
NC: déi chitng égm (DMSO 0,1%); PC: Déi chitng dwong (Taxol)
Integrin -1a Integrin -18 FAK

Fold change

‘\gé, £ o‘\v

PI3K-a

v@
4

'F #é‘?f’?@ -
"c" s
\\Q‘\i-

& & ‘.c "%, & CEEEE g
Hinh 3.20. Miic d6 biéu hién cac gen didu hoa qua trinh di cu cua té bao HeLa
NC: doi chirng dm (DMSO 0,1%),; PC: Doi chirng dwong (Taxol)
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3.4. Phan tach hoat chit irc ché té bao Hela tir cao chiét tong s6 NK13
3.4.1. Phan tach thanh phan cao chiét NK13 bang phuwong phdp chiét lIong - long

90 g sinh khdi khé chung S. bilaspurense NK13 duoc chiét 4
lan trong hén hop dung méi EtOAc va MeOH (ty 1é 1:1, v/v) thu dugc
13,9 g cao chiét tong sd (goi tit 1a cao chiét NK13). Cao chiét NK13
dugc phan tach trong cac dung méi c6 d6 phan cuc ting dan dé thu
duoc 4 cao chiét n-Hex, EtOAc, MeOH va H,O v&i ham luong thé
hién 6 bang 3.9. Sau d6, ba phan doan nay dugc danh gia ddc tinh trén
té bao ung thu ¢b tir cung HeLa. Két qua cho thiy, cao chiét EtOAc va
n-Hex c6 kha ning trc ché manh véi dong té bao HeLa véi gia tri ICso
lan luot 14 2,2 va 12,0 pg/mL, trong khi phan doan MeOH lai thé hién
tinh e ché yéu trén té bao HeLa dua theo tiéu chuén cia Vién Ung
thu Qudc gia Hoa Ky (NCI) (Hinh 3.21).

Bang 3.9. Khbi lugng, doc tinh trén té bao HeLa cta 4 cao chiét

STT | Phanlép |KL (g)| ICso(ng/ml) | Phan loai GHS
1 |n-Hex 7,1 12,0+ 1,1 Cat. 2
2 | EtOAc 2.3 2,2+04 Cat. 1
4 | MeOH 3,9 133,2+2,1 Cat. 3
5 |HO 0,6 - -

R~0,6

n-hexane EtOAc MeOH n-hexane EtOAc MeOH
Hinh 3.22. Sic ky d6 TLC cua ba cao chiét
quan sat ¢ budc song 254 nm (4) va budc song 365nm (B)
18



Cao chiét EtOAc va n-hexane thé hién hoat tinh gdy doc manh
trén dong té bao HeLa dua theo tiéu chuan ctia Vién ung thu qudc gia
Hoa Ky (NCI) véi gié tri ICso lan luot 13 2,2 va 12,0 pg/ml; tiép theo
1a cao chiét MeOH thé hién doc tinh trung binh trén dong té bao HeLa
voi gia tri ICso 1a 133,2 ug/ml, trong khi d6 phan 16p H>O khong gay
doc cho té bao HeLa (Bang 3.9; Hinh 3.21).

Két qua sac ky d6 TLC ciia 3 cao chiét khi quan sat & hai budc
song 254 nm va 365 nm thiy rang s6 lugng vét chat c6 xu hudéng giam
dén trong nhimg cao chiét c6 d6 phan cuc ting din, trong d6 cao chiét
n-hexane c6 nhidu vét cht nhat cho thiy dung méi ndy di hoa tan
duogc phan 16n hop chét thir cp trong cao chiét NK13. Ngoai ra, cao
chiét n-hexane va EtOAc xuit hién vét chdt mau tim va mau tring
sang & vi tri Rr khoang 0,6 trén sic ky ¢ TLC khi quan sat & budc
song 254 nm va 365 nm (Hinh 3.22).

3.4.2. Phdn tach thanh phan hoat chat bang sdc ky cét thuy tinh

Phan doan n-Hexane va EtOAc ¢6 ddc tinh rat manh trén dong
té bao HeLa duoc lua chon dé tiép tuc phan tach hop chét co mat bang
mau tim tai chi s6 Rr khoang 0,6 bang phuong phép sic ky cot thity
tinh st dung pha tinh la silica gel va sephadex LH-20. C4c phan doan
rira giai dwoc phén tich thanh phan, vi tri cic bang chat bang sic ky
ban moéng (TLC). Céac phan doan c6 sy twong dong nhau vé thanh
thanh va vi tri cac bang chét quan sat & budc song 254 nm va 365 nm
s€ dugc gbp lai. Sau d6 cac phan doan s€ dugc loai bo dung mbi va
xac dinh ham lugng. Két qua thu dugc phan doan D3 c6 ham lugng
33 mg xuat hién bang mau tim & vi tri Rrkhoang 0,6 va it tap chat. Vi
vay, phin doan nay duoc sir dung dé tinh sach hop chat chira vét chét
mau tim & bude song 254 nm bang phuong phap sic ky 16ng hiéu ning
cao (HPLC) (Hinh 3.26).
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Hinh 3.26. Sic ky dd TLC ciia cac phan doan tir phan doan BC
quan sat ¢ budc song 254 nm (4) va 365 nm (B)

3.4.3. Két qud tinh sach phén doan D3 bang phwong phdp HPLC

Dua vao sac ky dd HPLC, cac hop chat chinh trong phan doan
D3 dugc quan sat tot nhit & bude song 212 nm (Hinh 3.27A). Két qua
cho thay di thu duoc 6 phan doan sau rira giai ky hiéu 12 F1 - F6, trong
d6 phan doan F5, F6 dugc rira giai ¢ thoi gian luu 18,0 - 18,4 va 18,4
- 18,8 cho dinh cao nhat v6i ham luong tuong ung 1a 1,7 va 2,4 mg
(Bang 3.17). Diéu d6 chi ra ring, dy 1a hai hop chat chinh c6 trong
phan doan D3. Sau d6, phan doan F5 va F6 dwoc phan tich thanh phan
bang chit bang TLC. Két qua trén sic ky dd TLC cho thiy hop chat
chtra bing mau tim va biang mau tring sang & vi tri Re= 0,6 xudt hién

0 ca hai phan doan F5, F6 khi quan sat 6 budc song 254 nm va 365

nm (hinh 3.27 B, C).
B Cc

A mau
0 s 10 15 20 25 " "3 " phat F5F6  FS F6

4000 -212nm, 4nm (1.00)
Hinh 3.27. Sic ky d6 HPLC cua phéan doan D3 (A)
va TLC cua phan doan F5, F6 (B, C)
quan sdt ¢ buéc song 212 nm (4); 254 nm (B), 365 nm (C)
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Hinh 3.28. Ddc tinh ctia phan doan F6 1é€n té bao HeLa

0,1% DMSO 0,1 pg/ml

0,5 pg/ml 1pg/ml 2,5 pg/ml

5 pg/ml 10 pg/ml 20 pg/ml

Hinh 3.29. Tac dong ciia phian doan F6 1én hinh thai té bao HeLa
Két qua cho thiy, phan doan F6 wrc ché té bao HeLa véi gia tri
I1Csola 3,5 pg/ ml, dugc Xép vao nhom ddc tinh cép 1 theo thang phéan
loai cia GHS (Hinh 3.28). Pdng thoi quan sat dudi kinh hiém vi thay
rang hinh thai cta té bao HeLa khi & véi phan doan F6 & ndng d6 0,1
pg/ml da bi thay ddi hinh dang, khoang 30% - 40% té bao bi co cum,
21



anh huong dén kha ning ting sinh ciia ching (Hinh 3.29). Bén canh
do, ty 18 séng sot cua té& bao duy tri tir 43% dén 45% & khoang ndng
do tir 1,0 dén 20 pg/ml; cho thiy ring phan doan F6 c6 thé wrc ché qua
trinh phan bao cia té bao ma khong gay chét té bao trong khoang ndng
do nay.
3.4.4. Phén tich thanh phin hoat chit trong phin dogn F6 bang
LC-HRMS

Két qua sic ky d6 tong ion (TIC) ¢ Hinh 3.30 va 3.31 chi ra
rang cac dinh sic ky co cuong do tin hiéu manh chi yéu tap trung
trong khoang thoi gian tir 8,5 - 11,5 phut & ché do ion héa dwong, trong
d6 dinh sic ky ¢ 10,18 phut c6 cudng dd tin hiéu manh nhét, phan anh
su hién dién ctia mdt hoac mot ) hop chét chiém ty 1€ chinh trong
phan doan F6. Trong khi d6, & ché d6 ion hoa am, cac dinh sic ky chu

yéu duoc phat hién trong khoang tir 9 - 12 phiit.
TOF MSE TIC (100-1500) Se ESI+ T

Achyrophenol E
175x 10¢

150 x 10*

125x 104

Cathestatin A
100 x 104 ‘

Discorhabdin C

Bx10! ~ Epopromycin A

Aristolochic acid Va; Via; DiE Vil a POpEY

50 x 10¢ | | Semiplenamide F*

[

— Phytosphingosine 981\ || Methyl 2-ox0octadecanoatg: $-Docosenamide

9.01\ 3.3 \ 442 |45, Erucylamide

688 7 oNg.60 n\/\ 1279

0 A A NJMIW N D M

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19
Thoi gian luu (phat)

TIC [Counts]

_Latespinoside D

Hinh 3.30. Séc ky d6 tong ion ciia phan doan F6 & ché d¢ ion hoa [M+H]*
* biéu thi hop chat dwoc phdn ldp tie vi khuan lam

Nhiing khéi lugng dién tich (mass-to-charge, m/z) co cudng
d6 tin hiéu (TIC) 16n hon 10* s& dugc phan tich dé xac dinh KLPT
do duoc. Két qua do phd khdi lugng cho thay c6 42 KLPT do duoc
(Observed masses) & ché do ion héa [M+H]" va 20 KLPT do duogc &
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ché d¢ ion hoa [M+H]" trong phan doan F6 (Bang 3.15 va 3.16), trong
d6 c6 3 KLPT do duoc dugc phat hién ¢ ca hai ché d6 ion hoa.

Phomopoxide C/ D/ E
Dysideanone B

20-Nor-3 toxy-12-hydroxy-abieta-5.7.9,11,13-pent

Kobusine
Phomopoxide C/ D/ E
Plakorstatin 1/ 2

‘manadoperoxide B/
isomanadoperoxide B

TOF MSE TIC (100-1500) 6eV ESI-
20,0x 104

17.5x 10 14-Bromoreticulatine

Photeroid B
15,0x 10
Ochocinone A

125x 10 Ophiobolin T

TIC [Counts]

10,0 x 10*

75x10¢ manadoperoxide B/

isomanadoperoxide B
12,76

‘ 1428

50x10¢

25x10¢

0 b—runet

Hinh 3.31. Séc ky dd tong ion cua phan doan F6 & ché do ion hoa [M+H]
* biéu thi hop chat duoc phdn lap tir vi khudn lam

Sau d6, cac hop chét trong phan doan F6 dugc xac dinh dya
vao KLPT do dugc (observed mass) va so sanh véi co so di li€u
http://dnp.chemnetbase.com/ va https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
cap nhat vao thang 10 nam 2025 [Kim S., 2025]. Két qua ¢ Bang
3.15 va 3.16 chi ra rang, phan doan F6 gdm c6 59 hop chit chinh
duoc phat hién 1an luot & ché do ion hoa [M+H]" va [M+H]". Cac
hop chét nay thudc nhidu nhém chat nhu lipopeptide, phospholipid,
polyketide/alkaloid, hop chait chira nhém halogen, diterpenoid,
glycoside chtra luu huynh.

KET LUAN

1. Di phan 14p va dinh danh 50 chung vi khudn lam vao 24 loai

thudc 10 chi dwa vao phuong phap tiép can da chiéu.
2. ba sang loc duoc mot s6 cao chiét téng sb tir 50 ching c6 hoat

tinh sinh hoc:
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v 12 cao chiét thé hién hoat tinh khang khuan (trong d6 cao chiét
tir chiing Desmonostoc sp. CAVN8204 tic ché vi khuan Bacillus
cereus voi D = 19,0 mm);

v 7 cao chiét co doc tinh trén té bao ung thu HeLa, cao chiét tir
chung Scytonema bilaspurene NK13 ¢6 doc tinh manh nhit
(ICso = 3,8 pg/ml).

D3 danh gia tac dong ctia cao chiét NK 13 1én té bao HeLa & cap
d6 phan tir va té bao; phéan tach dugc phan doan F6 co hoat tinh
trc ché manh té bao HeLa (ICso = 3,5 pg/ml) va phan tich LC-
HRMS cho thiy su hién dién ciia 74 hop chét trong phan doan
nay.
KIEN NGHI
v Tinh sach va x4c dinh cu tric ciu tao cua hoat chét trong phan
doan F6 cua chung Scytonema bilaspurense NKI13 bing
phuong phap cdng hudng tir hat nhan (NMR).
v' DPanh gia co ché tac dong cua cac chét tinh sach trong phan
doan F6 1én té bao ung thu HeLa.
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