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��C �I�M SINH H�C C�A X� KHU�N N�I SINH 

TRÊN CÂY NGH� � NAM ��NH VÀ TI�M N�NG 

SINH T�NG H�P CH�T KHÁNG KHU�N 

�� T�T TH�NH, NGÔ CAO C��NG, V� XUÂN NAM 

1. M� ��U 

Vi sinh v�t (VSV) n�i sinh là nh�ng VSV sinh tr��ng trong mô t� bào th�c 

v�t, mà không gây ra nh�ng hi�u �ng có th� làm �nh h��ng ��n s� phát tri�n c�a 

cây ch� [2]. Trong �ó x� khu�n n�i sinh là nhóm VSV ���c chú ý nhi�u trong 

th�i gian g�n �ây, do có kh� n�ng sinh nhi�u ho�t ch�t sinh h�c nh� enzym, ch�t 

kích thích sinh tr��ng th�c v�t và kháng sinh, v�i nhi�u chi x� khu�n �ã ���c 

phân l�p �i�n hình nh� các loài thu�c chi Streptomyces, Micromonospora… X� 

khu�n n�i sinh v�i th�c v�t còn có thêm ��c tính sinh h�c quý mà các nhóm x� 

khu�n khác không có ���c nh� kh� n�ng ch�u áp l�c, tính thích nghi cao, ch�ng 

ch�u t�t v�i nhi�u lo�i VSV gây b�nh trên th�c v�t, m�t s� ch�t kháng sinh m�i 

���c phát hi�n g�n �ây ��u có ngu�n g�c t� x� khu�n n�i sinh [7]. Hi�n nay, vi 

khu�n gây b�nh có xu h��ng kháng l�i nhi�u lo�i kháng sinh, chúng là nguyên 

nhân tr�c ti�p và gián ti�n c�a hàng lo�t các b�nh nhi�m khu�n: th��ng hàn, 

nhi�m trùng ti�t ni�u, nhi�m khu�n v�t m�… [3]. M�t s� nghiên c�u g�n �ây cho 

th�y, t� l� phát hi�n ra các kháng sinh m�i trên x� khu�n n�i sinh có t� l� khá cao 

so v�i x� khu�n phân l�p t� ��t ho�c b� m�t th�c v�t. Ví d�: ch�t ansamycin có 

thêm nhóm ch�c chlorine m�i còn g�i là naphthomycin K, ���c tìm th�y t� 

Streptomyces sp. n�i sinh trong cây thu�c Maytenus hookeri [8].  

Vi�t Nam là n��c nhi�t ��i có �i�u ki�n khí h�u ��c tr�ng, v�i ngu�n d��c 

li�u vô cùng phong phú trong �ó có cây ngh�. Trong y h�c c� truy�n cây ngh� �ã 

���c s� d�ng hàng ngàn n�m nh� m�t ph��ng thu�c ch�a các b�nh v� d� dày, 

da, ph�i, h� th�ng tiêu hóa, �au nh�c, các v�t th��ng, bong gân và các r�i lo�n � 

gan. Bài báo này trình bày k�t qu� nghiên c�u m�t s� ��c �i�m sinh h�c c�a 

ch�ng x� khu�n n�i sinh có ho�t tính kháng khu�n, phân l�p trên cây ngh� tr�ng 

� t�nh Nam ��nh.  

2. V�T LI�U VÀ PH��NG PHÁP NGHIÊN C�U 

2.1.V�t li�u và ch�ng gi�ng vi sinh v�t 

Các m�u Ngh� (lá, thân, r�) tr�ng t�i huy�n Giao Th�y, Nam ��nh. Các VSV 

ki�m ��nh: Enterococcus faecalis ATCC 29212; Bacillus cereus ATCC 13061; 

Listeria innocua ATCC 33090; Pseudomonas aeroginosa; Candida albican ATCC 

10231; Salmonella typhimurium ATCC 14028; Escherichia coli ATCC 25922; 

Proteus vulgaris; Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 nh�n t� B� s�u t�p gi�ng 

VSV c�a Phòng Vi sinh, Phân vi�n Công ngh� sinh h�c, Trung tâm nhi�t ��i Vi�t - 

Nga. Các �o�n m�i khu�ch ��i gen 16S rDNA do Invitrogen (H�ng Kông) cung c�p. 
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2.2. Môi tr��ng 

Môi tr��ng nuôi c�y và phân lo�i: Các môi tr��ng theo ISP (International 

Streptomyces Project) [9] và khóa phân lo�i Bergay [15] ���c s� d�ng �� nuôi c�y 

và phân lo�i x� khu�n. Môi tr��ng MPA ���c s� d�ng �� nuôi c�y vi khu�n ki�m 

��nh và môi tr��ng Hansen ���c s� d�ng �� nuôi c�y n�m men Candida albican 

ATCC 10231 ki�m ��nh. 

2.3. Ph��ng pháp 

2.3.1. X� lý m�u và phân l�p x� khu�n  

M�u th�c v�t sau khi ���c x� lý, làm s�ch và phân l�p theo Shutsrirung [12]. 

Các ��a phân l�p ���c � � 28oC trong 15÷60 ngày. Các m�u x� khu�n ���c thu�n 

khi�t và gi� trên môi tr��ng ISP2 và s� d�ng trong các nghiên c�u ti�p theo. 

2.3.2. �ánh giá ho�t tính kháng khu�n 

Các ch�ng x� khu�n phân l�p ���c ki�m tra kh� n�ng ��i kháng v�i m�t s� 

ch�ng vi khu�n Gram (-) và Gram (+) và n�m men Candida albican ATCC 10231 

ki�m ��nh b�ng ph��ng pháp th�i th�ch và ph��ng pháp khu�ch tán trên th�ch. Kh� 

n�ng ��i kháng ���c �ánh giá d�a trên vòng �c ch� các VSV ki�m tra [6]. 

2.3.3. Kh�o sát m�t s� ��c �i�m sinh h�c c�a x� khu�n 

Nghiên c�u ��c �i�m sinh h�c theo ph��ng pháp ISP (1974) và khóa phân lo�i 

Bergey. Màu s�c c�a khu�n ty c� ch�t (KTCC), khu�n ty khí sinh (KTKS) và s�c t� 
tan ti�t ra môi tr��ng ���c �ánh giá trên b�ng màu c�a Tresner và Backus [10, 11]. 

Hình d�ng cu�ng sinh bào t� và c�u trúc b� m�t bào t� c�a x� khu�n nghiên c�u 

���c quan sát d��i kính hi�n vi quang h�c Olymbus BX51 (Nh�t B�n). 

Nghiên c�u �nh h��ng c�a �i�u ki�n nuôi c�y ��n kh� n�ng sinh tr��ng c�a 

x� khu�n g�m các y�u t�: pH ban ��u (4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0, 9,0 và 10,0); nhi�t �� 

(4; 10; 15; 30; 37; 45°C) và n�ng �� mu�i NaCl (1, 2, 3, 4, 5, 7, 10%) trên môi 

tr��ng ISP2 sau 96 gi� [14]. 

2.3.4. Xác ��nh kh� n�ng t�ng h�p m�t s� enzym ngo�i bào: cellulase, 

protease, amylase b�ng ph��ng pháp khu�ch tán trên th�ch 

Ch�ng x� khu�n ���c c�y trên môi tr��ng khoáng có b� sung các c� ch�t ��c 

hi�u: CMC (cacboxyl metyl cellulose) �� xác ��nh ho�t tính cellulose, tinh b�t �� 

xác ��nh ho�t tính amylase, casein �� xác ��nh ho�t tính protease. S� d�ng ph��ng 

pháp c�y ch�m �i�m, nuôi � 28÷30oC, ki�m tra k�t qu� sau 5 ngày. Kh� n�ng sinh 

t�ng h�p cellulase và amylase ���c xác ��nh b�ng vi�c b� sung 2ml dung l�ch lugol 

và �o ���ng kính vòng phân gi�i c� ch�t xu�t hi�n trên ��a. Dung d�ch axit 

tricloaxetic 50% (w/v) ���c s� d�ng �� xác ��nh kh� n�ng sinh t�ng h�p protease. 
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2.3.5. Phân lo�i x� khu�n b�ng ph��ng pháp gi�i trình t� gene mã hóa 

16S rRNA  

Tách chi�t DNA t�ng s� c�a x� khu�n theo trình t� �ã h��ng d�n c�a kít 

GeneJET Plant genomic DNA purification Mini Kit. DNA sau khi tách chi�t ���c gi� 

� -20°C và dùng �� làm khuôn cho các ph�n �ng PCR. Gen 16S rRNA c�a x� khu�n 

���c khu�ch ��i b�ng ph�n �ng Polymerase Chain Reaction (PCR) s� d�ng c�p m�i 

27F và 1492R v�i trình t� nh� sau 27F (5'AGATTTGATCCTGGCTCAG3'); 1492R 

(5'GGTTACCTTGTTACGACTT3') và ti�n hành theo Shutsrirung [12]. Trình t� 

nucleotide c�a gen 16S rDNA ���c ki�m tra b�ng ph�n m�m phân tích DNA STAR 

(Lasergene), so sánh trình t� gen t��ng �ng trên c� s� d� li�u GenBank b�ng công c� 

BLAST trên NCBI [1].  

3. K�T QU� VÀ BÀN LU�N 

3.1. L�a ch�n ch�ng x� khu�n có ho�t tính kháng khu�n cao 

T� các m�u thân, lá và r� cây ngh�, �ã phân l�p ���c 8 ch�ng x� khu�n. Trong 

�ó x� khu�n xu�t hi�n � t�t c� các b� ph�n c�a cây, s� ch�ng phân l�p ���c t� thân 

(3 ch�ng), r� (3 ch�ng) và t� lá (2 ch�ng), k�t qu� trên có s� khác bi�t v�i nghiên 

c�u �ã công b� [4].  

Trong s� 8 ch�ng x� khu�n phân l�p có 2 ch�ng có kh� n�ng �c ch� E. faecalis 

ATCC 29212 (chi�m 25%), 7 ch�ng có kh� n�ng �c ch� S. typhimurium ATCC 14028 

(chi�m 87,5%) và 2 ch�ng có kh� n�ng�c ch� c� 9 ch�ng VSV ki�m ��nh (chi�m 

25%), �ó là các ch�ng có kí hi�u NVGR3 và NVGC3 (hình 1). Hai ch�ng NVGR3 và 

NVGC3 ���c l�a ch�n ph�c v� cho nghiên c�u ti�p theo. 

 

 

 

Hình 1. Ho�t tính kháng S. typhimurium 
ATCC 14028 c�a các ch�ng x� khu�n n�i 
sinh cây ngh� vàng. 

3.2. ��c �i�m sinh h�c c�a các ch�ng x� khu�n 

��i v�i x� khu�n, ��c �i�m cu�ng sinh bào t� là m�t trong ch� tiêu phân lo�i 
quan tr�ng. Ch�ng NVGR3 có chu�i bào t� d�ng l��n sóng (Rf) xen l�n d�ng móc 
câu, t� m�t cu�ng có th� sinh ra 1 ��n 2 chu�i bào t� dài, s� l��ng bào t� t� 10÷50 
bào t�/chu�i. Ch�ng NVGC3 có chu�i bào t� dài, d�ng xo�n lò so (S). T� m�t 
cu�ng bào t� có th� sinh ra 1 ��n 3 chu�i bào t� dài, S� l��ng bào t� t� 30÷50 bào 
t�/chu�i (hình 2).  
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Khu�n ty khí sinh (KTKS) c�a x� khu�n NVGR3 trên các môi tr��ng ISP2 và 
ISP4 có màu xám, khu�n ty c� ch�t (KTCC) có màu xám ��m và s�c t� tan màu 
vàng nh�t. Trên môi tr��ng ISP7, KTKS và KTCC ��u có màu vàng xám. Ch�ng 
NVGR3 không sinh s�c t� tan melanin.  

X� khu�n NVGC3 có KTKS màu vàng trên môi tr��ng ISP2, m�u vàng sáng 
trên môi tr��ng ISP4 và ISP7. KTCC c�a x� khu�n này trên c� ba môi tr��ng ki�m 
tra ��u có m�u tr�ng. Ch�ng sinh s�c t� vàng trên môi tr��ng ISP4 và không sinh 
s�c t� melanine (b�ng 1 và hình 2). 
 

  

NVGR3 NVGC3 

Hình 2. ��c �i�m hình thái khu�n l�c và chu�i bào t� (x 600)  
c�a hai ch�ng x� khu�n sau th�i gian 7 ngày nuôi � nhi�t �� 28°C. 

B�ng 1. M�t s� ��c �i�m nuôi c�y và sinh h�c c�a hai x� khu�n n�i sinh NVGR3 và 
NVGC3 

��c �i�m 
Ch�ng nghiên c�u 

NVGR3 NVGC3 

Khu�n ty khí sinh Màu xám Màu vàng 

Khu�n ty c� ch�t Màu xám ��m Màu tr�ng 

C�u trúc chu�i bào t� L��n sóng Xo�n lò so 

S� l��ng bào t� trên chu�i 10÷50 30÷50 

S�c t� tan 
Vàng nh�t trên 

ISP2, ISP 4 
Vàng trên ISP 4 

S�c t� Melanin Không Không 

Ho�t tính cellulase + + 

Ho�t tính amylase + + 

Ho�t tính Protease + + 

Kh� n�ng s� d�ng các ngu�n ���ng: 

D- Glucose 

D-Arabinose 

D-Fructose 

Inositol 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 
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D-Mannitol 

Rhamnose 

Saccharose 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Kh� n�ng s� d�ng các ngu�n acid amin: 

D- alanine 

L- Methionine 

L-lysine 

 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

Ch�u mu�i NaCl % ≤ 7 ≤ 7 

pH sinh tr��ng 5 ≤ pH ≤ 10 4 ≤ pH ≤ 10 

Nhi�t �� sinh tr��ng 15 ≤ t ≤ 37 10 ≤ t ≤ 37 

Ghi chú: “+”: Có ho�t tính ho�c có ��ng hóa. 

M�t trong các ��c �i�m sinh lý, sinh hóa quan tr�ng c�a x� khu�n ���c s� d�ng 
trong phân lo�i là kh� n�ng ��ng hóa các ngu�n cacbon và nit�. Hai ch�ng x� khu�n 
NVGR3 và NVGC3 ���c nuôi c�y trên môi tr��ng khoáng ISP9 có b� sung ngu�n 
���ng và ngu�n nit� khác nhau. K�t qu� thí nghi�m (b�ng 1) cho th�y, c� hai ch�ng 
kh�o sát ��u phát tri�n t�t trên các ngu�n ���ng ki�m tra D- Glucose, D-arabinose, D-
fructose, inositol, D-mannitol, rhamnose và saccharose. Bên c�nh �ó, 2 ch�ng c�ng có 
kh� n�ng s� d�ng ba ngu�n nit� ki�m tra là D- alanine, L- methionine, L-lysine. 

Các ho�t ��ng trao ��i ch�t c�a VSV là k�t qu� c�a ph�n �ng hóa h�c. Vì v�y, 
nhi�t �� và pH môi tr��ng là hai y�u t� có tác ��ng l�n ��n quá trình s�ng c�a t� 
bào. �� ti�n hành nghiên c�u, ch�ng x� khu�n ���c c�y trên môi tr��ng ISP2 và 
nuôi � các �i�u ki�n nhi�t ��, pH, n�ng �� NaCl khác nhau. K�t qu� cho th�y c� 2 
ch�ng thu�c nhóm �a �m, sinh tr��ng t�t � nhi�t �� 30oC, môi tr��ng trung tính 
pH=7 ÷ 8 và ch�u ���c n�ng �� mu�i NaCl ≤ 7%. K�t qu� này phù h�p v�i tài li�u 
công b� [13] �a s� các ch�ng x� khu�n ch� phát tri�n ���c � n�ng �� NaCl d��i 9%. 
Hai ch�ng nghiên c�u ��u có kh� n�ng phân h�y các c� ch�t nh� cellulose, casein 
và tinh b�t (b�ng 1). 

3.3. Ph� kháng khu�n t� d�ch lên men c�a hai ch�ng x� khu�n 
NVGR3 và NVGC3 

D�ch chi�t t� d�ch sau lên men c�a 2 ch�ng ��u có ho�t tính kháng khu�n � 
m�c �� khác nhau ��i v�i các ch�ng VSV ki�m ��nh (b�ng 2 và hình 3). Ch�ng 
NVGR3 có ho�t tính kháng khu�n v�i nhi�u ch�ng VSV ki�m ��nh, ���ng kính 
vòng kháng ��t cao nh�t v�i ch�ng L. innocua ATCC 33090 (19mm) và nh� nh�t 
v�i ch�ng E. faecalis ATCC 29212 (6 mm). ��i v�i n�m men C. albicans ATCC 
10231 ch�ng NVGR3 th� hi�n vòng kháng ��t 6 mm. �i�u này cho th�y, ch�ng 
NVGR3 có ti�m n�ng trong thu nh�n ho�t ch�t kháng khu�n dùng trong y d��c. Do 
�ó ch�ng NVGR3, �ã phân lo�i k� h�n b�ng ph��ng pháp sinh h�c phân t�, k�t qu� 
th� hi�n � ph�n 3.4. 
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B�ng 2. Ph� kháng khu�n d�ch chi�t t� môi tr��ng lên men c�a hai ch�ng x� khu�n 

Ch�ng vi sinh v�t ki�m ��nh 
���ng kính vòng vô khu�n (D-d, mm) 

Ch�ng NVGC3 Ch�ng NVGR3 

Bacillus cereus ATCC 13061 15 18 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 3 6 

Escherichia coli ATCC15224 15 16 

Listeria innocua ATCC 33090 16 19 

Proteus vulgaris 9 17 

Salmonella typhimurium ATCC 14028 12 18 

Pseudomonas aeruginosa 15 15 

Candida albicans ATCC 10231 2 6 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 8 16 

Ghi chú: “D”: ���ng kính vòng kháng khu�n; “d”: ���ng kính l� th�ch. 
 

 

 

        

 

 

 

 

 

Hình 3: Ho�t tính kháng khu�n c�a hai ch�ng x� khu�n tuy�n ch�n 

1. Ho�t tính kháng B. cereus ATCC 13061; 2. E. faecalis ATCC 29212; 3. E. coli 

ATCC15224; 4. L. innocua ATCC 33090; 5. P. vulgaris; 6. S. typhimurium ATCC 14028; 7. P. 

aeruginosa; 8. C. albicans ATCC 10231; 9. S. epidermidis ATCC 12228. 

3.4. Phân lo�i x� khu�n n�i sinh NVGR3 d�a trên trình t� gen 16S rRNA. 

DNA t�ng s� c�a x� khu�n NVGR3 ���c s� d�ng làm khuôn cho ph�n �ng PCR 

khu�ch ��i gen 16S rDNA b�ng c�p m�i 27F và 1492R. S�n ph�m c�a ph�n �ng PCR 

cho m�t b�ng duy nh�t có kích th��c kho�ng 1,4 kb trên gel agarose 1%, t��ng �ng v�i 

kích th��c mong ��i (hình 4). Vì v�y, s�n ph�m PCR sau khi tinh s�ch ���c s� d�ng �� 

gi�i trình t� hai chi�u cho �o�n gen 16S rDNA. 

1 2 3 4 5 

6 7 8 9 
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Hình 4. �i�n di �� s�n ph�m 
PCR c�a ch�ng NVGR 3 trên 

gel agarose 1%. 

M: Thang DNA chu�n;  
1: S�n ph�m PCR 

Hình 5. M�c �� t��ng ��ng di truy�n gi�a ch�ng 
NVGR3 v�i các loài x� khu�n có h� hàng g�n d�a 

vào trình t� nucleotide c�a gen 16S rRNA 

Gen mã hóa 16s rRNA c�a ch�ng NVGR3 có �� t��ng ��ng 99% so v�i gen 

t��ng �ng c�a các ch�ng x� khu�n thu�c loài Streptomyces collinus 3M4D2 

(KC119160.1) (hình 5). Ngoài ra, khi so sánh ��c �i�m hình thái, sinh lý và hóa sinh 

cho th�y, ch�ng NVGR3 có các ��c �i�m gi�ng v�i ch�ng Streptomyces collinus 

Lindenbein [5] hay nh� ISP 5129 [5] thu�c nhóm A-1nh�: chu�i bào t� ng�n, KTKS 

có màu xám trên môi tr��ng ISP (2, 4 và 7), ch�ng có kh� n�ng s� d�ng các ngu�n 

cacbon nh� D- glucose, L-arabinose, sucrose, inositol, D-manitol, D- fructose, 

rhamnose và raffinose. ��i chi�u các ��c �i�m sinh h�c và d�a trên phân tích trình 

t� gen 16S rDNA có th� k�t lu�n ch�ng NVGR3 thu�c loài Streptomyces collinus và 

���c ��t tên là Streptomyces collinus NVGR3.  

4. K�T LU�N 

1. T� các m�u r�, cành và lá c�a cây ngh� thu nh�n � huy�n Giao Th�y, Nam 

��nh, Vi�t Nam, �ã phân l�p ���c 8 ch�ng x� khu�n n�i sinh. 

2. Hai ch�ng x� khu�n n�i sinh NVGR3 và NVGC3 có kh� n�ng �c ch� c� 9 

ch�ng VSV ki�m ��nh. D�ch chi�t t� môi tr��ng lên men c�a ch�ng x� khu�n n�i 

sinh NVGR3 có ho�t tính ��i kháng m�nh v�i các VSV ki�m ��nh ���c l�a ch�n 

cho nghiên c�u. 

3. D�a trên c� s� phân lo�i theo ��c �i�m hình thái, sinh lý, sinh hóa và k�t 

h�p v�i k�t qu� phân tích trình t� gen 16S rDNA, ch�ng x� khu�n NVGR3 ���c 

��nh danh là Streptomyces collinus NVGR3. 
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SUMMARY 

BIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF ENDOPHYTIC ACTINOMYCETES 

ASSOCIATED FROM CURCUMA LONGA TREES AND THE POTENTIAL 

TO BIOSYNTHETIZE ANTIMICROBIAL SUBASTANCES 

Endophytic actinomycetes associated with medicinal plants have widely 

reported to inhibit microbial pathogens and shown the potential applications. In 

traditional medicine, Curcuma longa has been used for thousand years. This is a 

precious medicinal plant, with the desire to find endophytic Actinomycetes strains 

with many precious properties on medicinal plants. In the paper, roots, branches and 

leaves of Curcuma longa were collected at Giao Thuy district, Nam Dinh province, 

Vietnam. The results showed that 8 endophytic Actinomycetes strains were isolated, 

in which, there are two strains named NVGR3 and NVGC3 could inhibit all tested 

strains (18.5%) and especially, NVGR3 strain has the best antibacterial activity. The 

isolated NVGR3 was selected for studying on biological characteristics. This strain 

reached high biomass yields as grow in several cultivation media at pH 5÷10, 

salinity up to 7% and growth temperature of 15÷37oC. Based on the results of 

morphological, physiological and biochemical characterizations and phylogenetic 

analysis of 16S rDNA, the isolated NVGR3 was identified as Streptomyces collinus 

species named Streptomyces collinus NVGR3. 

T� khóa: X� khu�n n�i sinh, ngh� vàng, Curcuma longa, endophytic 

actinomycetes. 
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