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TÓM TẮT 
Vi khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ thiên mềm có khả năng kháng oxy hoá 
và kháng viêm in vitro được phân lập và tuyển chọn. Hoạt tính kháng oxy 
hóa của các dòng vi khuẩn nội sinh được xác định nhờ vào phương pháp 
kháng oxy hóa tổng số, năng lực khử và trung hòa gốc tự do 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl. Hoạt tính kháng viêm của các dòng vi khuẩn nội sinh được 
xác định dựa vào khả năng ức chế sự biến tính albumin huyết thanh bò. Các 
dòng vi khuẩn nội sinh có khả năng sản sinh chất kháng oxy hóa với hàm 
lượng dao động từ 1,04±0,31 đến 358,7±17,9 mg ascorbic acid equivalent 
(AAE)/mL. Hàm lượng chất kháng viêm của các dòng vi khuẩn nội sinh dao 
động từ 0,40±0,01 đến 4,16±0,06 mg diclofenac equivalent (DE)/mL. Hàm 
lượng polyphenol và flavonoid của các dòng vi khuẩn nội sinh tạo ra lần lượt 
dao động từ 12,9±0,2 đến 23,8±0,1 mg gallic acid equivalent (GAE)/mL và 
13,9±2,8 đến 252,8±2,8 quercetin equivalent (QE)/mL. Các dòng vi khuẩn 
nội sinh trong cúc chỉ thiên mềm cho thấy tiềm năng sản sinh các các hợp 
chất kháng oxy hóa và kháng viêm. 
Từ khoá: Cúc chỉ thiên mềm, kháng oxy hóa, kháng viêm, vi khuẩn nội sinh 
ABSTRACT 
The study aimed to identify endophytic bacterial strains in Elephantopus 
mollis with anti-oxidant and anti-inflammatory properties in vitro. 
Endophytic bacterial strains’ antioxidant activity was determined using the 
method of total antioxidant capacity, reducing power, and neutralizing 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical. The anti-inflammatory activity of 
endophytic bacterial strains was assessed by their ability to inhibit bovine 
serum albumin denaturation. Endophytic bacterial strains could produce 
antioxidants with concentrations ranging from 1.04±0.31 to 358.7±17.9 mg 
AAE/mL. Endophytic bacterial strains' anti-inflammatory content ranged 
from 0.40±0.01 to 4.16±0.06 mg DE/mL. The findings of the research 
indicate that the polyphenol and flavonoid content of endophytic bacterial 
strains relates to their antioxidant and anti-inflammatory. The polyphenol 
and flavonoid content of the endophytic bacterial strains ranged from 
12.9±0.2 đến 23.8±0.1 mg gallic acid equivalent (GAE)/mL và 13.9±2.8 đến 
252.8±2.8 quercetin equivalent (QE)/mL, respectively. Elephantopus mollis 
endophytic bacterial strains have the capacity to generate secondary 
metabolites that have anti-inflammatory and antioxidant abilities. 
Keywords: Anti-inflammatory, antioxidant, endophytic bacteria, 
Elephantopus mollis 
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1. GIỚI THIỆU 

Viêm là một cơ chế phòng thủ của cơ thể con 
người đối với các tác động có hại từ bên ngoài và 
nội sinh do sự phá hủy tế bào cơ học, hóa học hoặc 
sinh học. Cytokine tham gia vào phản ứng viêm 
được đặc trưng là các cytokine tiền viêm như 
interleukin (IL)-1β, IL-6 và TNF-α (tumor necrosis 
factor α) và các cytokine kháng viêm (interleukin-
1Rα, interleukin-4, interleukin-10) và TGF-β1 
(transforming growth factor-β1) (Han & Yu, 2014; 
Matsuda et al., 2019). Các cytokine tiền viêm tăng 
cường nhiễm trùng toàn thân và bắt đầu phản ứng 
miễn dịch với bệnh tật, trong khi các cytokine kháng 
viêm chống lại những tác động này để giảm viêm và 
thúc đẩy quá trình lành vết thương. Ngoài ra, tình 
trạng viêm còn thúc đẩy và điều chỉnh nhiều phản 
ứng sinh học như apoptosis, hoại tử và tự thực bào 
do stress oxy hóa (He et al., 2016). Stress oxy hóa 
và viêm được chứng minh có mối liên quan mật thiết 
với nhau. Sự hiện diện của các tế bào viêm dẫn đến 
quá trình nitrat hóa và oxy hóa các đại phân tử sinh 
học như protein, lipid, DNA và RNA. Quá trình này 
tạo ra nhiều gốc tự do, bao gồm cả các loại oxy phản 
ứng (reactive species oxygen, ROS) và nitơ phản 
ứng (reactive species nitrogen, RNS) là nguyên 
nhân của stress oxy hóa. Quá trình viêm và stress 
oxy hóa kết hợp với nhau dẫn đến nguy cơ mắc các 
bệnh lý về tim mạch, ung thư, đái tháo đường, viêm 
gan, suy thận và thoái hóa thần kinh (Vona et al., 
2021; Scarian et al., 2024). Viêm và stress oxy hóa 
có thể được kiểm soát bằng cách bổ sung các hợp 
chất chuyển hóa thứ cấp có nguồn gốc từ thực vật. 
Tuy nhiên, số lượng các hoạt chất chuyển hóa thứ 
cấp do thực vật tạo ra trong môi trường sống tự 
nhiên thường thấp và phụ thuộc vào các yếu tố môi 
trường, trạng thái sinh lý và tuổi của thực vật. Bên 
cạnh đó, thực vật bị khai thác để ly trích các hợp 
chất chuyển hóa thứ cấp quá mức để thương mại hóa 
dẫn đến nguy cơ cạn kiệt. Quá trình tổng hợp nhân 
tạo các chất chuyển hóa thứ cấp thực vật thường 
không đạt hiệu quả cao do các phản ứng trao đổi chất 
phức tạp (Pyne et al., 2019; Ogbe et al., 2020). Do 
đó, các nhà khoa học đang quan tâm tìm kiếm nguồn 
cung cấp các hợp chất chuyển hóa thứ cấp mới có 
tác dụng tương tự như thực vật làm thuốc. 

Những phát triển mới trong hệ sinh thái vi sinh 
vật cho thấy rằng một số khả năng chịu đựng hoặc 
đề kháng của thực vật không chỉ bắt nguồn từ thực 
vật mà còn từ khuẩn nội sinh. Vi khuẩn nội sinh 
không chỉ giúp kích thích sinh trưởng ở thực vật mà 
còn có khả năng sản xuất ra các hợp chất chuyển hóa 
thứ cấp có lợi cho thực vật (Ogbe et al., 2020; Wu 
et al., 2024). Các hợp chất chuyển hóa thứ cấp này 

cũng sở hữu nhiều hoạt tính sinh học có giá trị đối 
với con người. Nhiều nghiên cứu phân lập vi khuẩn 
nội sinh trên các loài thực vật khác nhau đã được 
thực hiện. Tuy nhiên, các nghiên cứu về vi khuẩn 
nội sinh có hoạt tính kháng oxy hóa và kháng viêm 
trong và ngoài nước của cây cúc chỉ thiên mềm vẫn 
chưa được thực hiện.  

Cúc chỉ thiên mềm là một cây thuốc có công 
dụng điều trị cảm, sốt, ho, họng sưng đau, đau bụng, 
viêm kết mạc, viêm thận, tiêu chảy, vàng da, mụn 
nhọt thanh nhiệt, giải độc, khoan trung hạ khí và lợi 
tiểu. Nhiều công trình nghiên cứu cho thấy, cúc chỉ 
thiên mềm có khả năng kháng oxy hóa, kháng viêm, 
kháng khuẩn, bảo vệ gan và gây độc tế bào ung thư 
(Ngoc et al., 2020; Phuc et al., 2020; Thanh và ctv., 
2022, Tam et al., 2023). Nghiên cứu này tập trung 
vào hoạt tính sinh học của các dòng vi khuẩn nội 
sinh trong cây cúc chỉ thiên mềm, bước đầu nhằm 
tìm ra dòng vi khuẩn nội sinh có hoạt tính sinh học 
tiềm năng. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  
2.1. Nguyên liệu 

Cây cúc chỉ thiên mềm được thu vào tháng 6 
năm 2021 tại Thiên Cấm Sơn, huyện Tri Tôn, tỉnh 
An Giang. Cây cúc chỉ thiên mềm được nhận diện 
dựa vào đặc điểm hình thái theo mô tả trong bộ sách 
cây cỏ Việt Nam của Phạm Hoàng Hộ (2003). Đặc 
điểm hình thái của cây cúc chỉ thiên mềm được trình 
bày trong Hình 1. 

 
Hình 1. Hình thái cúc chỉ thiên mềm 

Ghi chú: A, E là hoa đầu kép; B là lá non đến lá trưởng 
thành; C, F là toàn bộ cây; D là bộ nhị đực và nhụy cái; 
G là hạt; H là thân và lá. 
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2.2. Thiết bị và hóa chất 

Hóa chất: môi trường potato dextrose broth 
(Himadia, Ấn Độ), ethanol (Cemeco, Việt Nam), 
hydrogen peroxide (Xilong, Trung Quốc, bộ nhuộm 
Gram (Nam Khoa, Việt Nam), agar (Hải Long, Việt 
Nam), Folin-ciocalteu (Merck, Đức), sodium 
carbonate (Xilong, Trung Quốc), gallic acid (Meck, 
Đức), aluminum chloride hexahydrate (Xilong, 
Trung Quốc), natri hydroxide (Merck, Đức), 
quercetin (Merck, Đức), kali ferricyanide (Merck, 
Đức), ferric chloride (Merck, Đức), trichloroacetic 
acid (Merck, Đức), 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine 
(Sigma-Aldrich, Mỹ), ascorbic acid (Sigma-
Aldrich, Mỹ) và sodium nitrite (Xilong, Trung 
Quốc) và một số hóa chất khác. 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 
2.3.1. Phân lập vi khuẩn nội sinh trong cây cúc 

chỉ thiên mềm 

Vi khuẩn nội sinh được phân lập từ các mẫu rễ, 
thân và lá của cây cúc chỉ thiên mềm theo mô tả của 
Patle et al. (2018). Mẫu từ các bộ phận của cây được 
cắt thành những đoạn có chiều dài từ 2-3 cm, rửa 
sạch bằng nước cất vô trùng. Khử trùng bề mặt mẫu 
bằng ethanol 70% trong 5 phút, rửa sạch bằng nước 
cất vô trùng, ngâm trong NaClO 2% trong 3 phút và 
rửa lại ba lần bằng nước vô trùng. Sự hiện diện của 
vi sinh vật còn sót lại trên bề mặt mẫu sau khi khử 
trùng được kiểm tra bằng cách hút 50 µL nước cất 
rửa mẫu lần cuối cùng trải vào môi trường potato 
dextrose agar (PDA) và ủ ở 30°C. Nếu sau 24 giờ 
không phát hiện các khuẩn lạc trên đĩa petri thì 
chứng tỏ bề mặt mẫu đã được vô trùng tuyệt đối. Vi 
khuẩn phân lập được từ các mẫu này chính là vi 
khuẩn nội sinh trong rễ, thân và lá của cây cúc chỉ 
thiên mềm. Mẫu sau khi khử trùng được nghiền 
trong dung dịch đệm phosphate (pH 7) và để lắng 
trong 10-12 phút trong tủ cấy vô trùng. Tiếp theo sau 
đó, 100 µL phần dịch bên trên cho vào ống nghiệm 
chứa 10 mL môi trường PDA bán đặc đã được chuẩn 
bị trước, ủ 24-48 giờ ở 30°C. Sự phát triển của vi 
khuẩn nội sinh tạo thành vòng trắng đục (vòng 
pellicle) cách bề mặt môi trường 2-4 mm. Vi khuẩn 
từ vòng trắng đục được thu nhận, nuôi cấy và tách 
ròng cho đến khi thuần chủng. Độ thuần chủng của 
các dòng vi khuẩn được xác định dựa trên các đặc 
điểm kiểu hình như hình thái khuẩn lạc, màu sắc, 
kích thước và phản ứng Gram. Đặc điểm tế bào vi 
khuẩn được quan sát bằng kính hiển vi quang học 
(Olympus, Japan). 

Dịch ngoại bào của các dòng vi khuẩn được thu 
bằng cách nuôi tăng sinh 200 μLvi khuẩn trong 9800 
μL môi trường potato dextrose broth (PDB) 

(OD600=0,5), pH 7,  24 giờ ở 30°C trên máy lắc 
ngang 200 vòng/phút. Sau 24 giờ, dịch nuôi tăng 
sinh được ly tâm 3000 vòng/phút trong 15 phút loại 
bỏ tế bào thu được dịch ngoại bào. Dịch ngoại bào 
được lưu trữ ở 4°C để sử dụng cho các thí nghiệm 
trong nghiên cứu. 

2.3.2. Định lượng polyphenol và flavonoid tổng  

Định lượng polyphenol tổng  

Polyphenol tổng (TPC) được định lượng theo 
Dai et al. (2024) có điều chỉnh. Ống nghiệm được 
cho vào lần lượt 50 µL nước khử ion, 50 µL dịch 
ngoại bào, 50 µL thuốc thử Folin–Ciocalteu và lắc 
đều; tiếp tục thêm vào 50 µL Na2CO3 10% và ủ ở 
40°C, 30 phút trong bể điều nhiệt. Cuối cùng hỗn 
hợp phản ứng được đo độ hấp thu quang phổ ở bước 
sóng 765 nm. Hàm lượng TPC được xác định dựa 
trên phương trình đường chuẩn gallic acid (với đơn 
vị là mg gallic acid equivalent (GAE)/mL dịch ngoại 
bào). 

Phương pháp định lượng flavonoid tổng 

Flavonoid tổng (TFC) được định lượng theo mô 
tả của Dai et al. (2024) như sau: Lắc đều ống nghiệm 
chứa 1 mL dịch ngoại bào, 1 mL nước khử ion, rồi 
thêm vào 200 µL NaNO2 5% để yên 5 phút, tiếp tục 
thêm 200 µL AlCl3 10% và lắc đều. Sau khi ủ 6 phút, 
hỗn hợp phản ứng được thêm 2 mL NaOH 1 M, tiếp 
tục thêm nước cho đủ 5 mL. Độ hấp thu quang phổ 
của phản ứng được đo ở bước sóng 510 nm. Hàm 
lượng TFC trong 1 mL dịch ngoại bào được xác định 
dựa trên phương trình đường chuẩn quercetin (với 
đơn vị là mg quercetin equivalent (QE)/mL dịch 
ngoại bào). 

2.3.3. Khảo sát hoạt tính kháng oxy hóa in vitro 

Khảo sát hiệu quả trung hòa gốc tự do 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

Khả năng trung hòa gốc tự do DPPH của dịch 
ngoại bào được thực hiện theo mô tả của Sharma and 
Bhat (2009) có hiệu chỉnh. Phản ứng gồm 20 µL 
DPPH ( nồng độ 1000 µg/mL) phản ứng với 480 µL 
dịch ngoại bào ở nhiệt độ 30°C, 30 phút trong điều 
kiện tối. Sau khi ủ 30 phút, độ hấp thu quang phổ 
được đo ở bước sóng 517 nm.  

Khảo sát năng lực khử (Reducing power, RP) 

Khả năng kháng oxy hóa được đánh giá dựa vào 
năng lực khử được thực hiện theo mô tả của Oyaizu 
(1986), có điều chỉnh; lần lượt cho vào ống 
eppendorf 100 μL dịch ngoại bào, 100 μL đệm 
phosphate (0,2 M, pH 6,6) và 100 μL K3Fe(CN)6 
1%, và ủ ở 50°C trong 20 phút. Sau khi ủ, 100 μL 
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CCl3COOH 10% được thêm vào hỗn hợp phản ứng 
và ly tâm 3000 vòng/phút trong 10 phút; 150 μL 
phần dịch sau khi ly tâm được sử dụng phản ứng với 
150 μL FeCl3 0,1%, lắc đều. Độ hấp thu quang phổ 
của hỗn hợp phản ứng được đo ở bước sóng 700 nm. 

Khảo sát khả năng kháng oxy hóa tổng (total 
antioxidant capacity, TAC) 

Phương pháp phosphomolybdenum theo mô tả 
của Prieto et al. (1999) được sử dụng để khảo sát khả 
năng kháng oxy hóa tổng số. Dịch ngoại bào được 
sử dụng là 300 µL để phản ứng với 900 µL dung 
dịch TAC trong 90 phút ở nhiệt độ 95°C. Độ hấp thu 
quang phổ được đo ở bước sóng 695 nm.  

Ascorbic acid được sử dụng làm chất đối chứng 
dương và môi trường PDB được sử dụng làm đối 
chứng âm cho các phương pháp kháng oxy hóa nêu 
trên. Dựa trên phương trình đường chuẩn ascorbic 
acid, hàm lượng chất kháng oxy hóa có trong dịch 
ngoại bào được biểu diễn dưới dạng mg ascorbic 
acid equivalent (AAE)/ mL dịch ngoại bào.   

2.3.4. Khảo sát khả năng kháng viêm in vitro 

Khả năng kháng viêm của dịch ngoại bào được 
xác định dựa trên sự ức chế sự biến tính protein 
albumin theo phương pháp của Shah et al. (2017) có 
hiệu chỉnh; sử dụng 150 µL albumin huyết thanh bò 
(bovine serum albumin, BSA) 5% phản ứng với 150 
µL dịch ngoại bào ở 27°C trong 15 phút. Protein 
BSA trong phản ứng bị biến tính bằng cách ủ ở 80°C 
trong 10 phút. Sau khi làm mát, mật độ quang của 
hỗn hợp phản ứng được đo ở bước sóng 660 nm. 
Diclofenac được sử dụng như chất đối chứng dương 
để xây dựng phương trình đường chuẩn. Khả năng 
kháng viêm của các dòng vi khuẩn nội sinh được 
biểu diễn dưới dạng hàm lượng chất kháng viêm có 
trong dịch ngoại bào tương đương diclofenac (mg 
diclofenac equivalent (DE)/mL dịch ngoại bào). 

2.3.5. Định danh một số dòng vi khuẩn nội sinh 
trong cây cúc chỉ thiên mềm 

Sau khi khảo sát khả năng sản sinh polyphenol, 
flavonoid, cũng như khả năng kháng oxy hóa và 
kháng viêm, dòng vi khuẩn thể hiện hoạt tính cao 

được tuyển chọn để định danh. Trình tự gene 16S 
rRNA của các dòng vi khuẩn nội sinh được khuếch 
đại bằng phản ứng PCR (Polymerase Chain 
Reaction) theo mô tả của Aravind et al. (2009). Các 
đoạn mồi được sử dụng cho phản ứng PCR để 
khuếch đại gene 16S rRNA của các dòng vi khuẩn 
nội sinh là 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTC 
AG-3′) và 1492R (5′- TACGGTTACCTTGTTACG 
ACTT-3). Phản ứng PCR được thực hiện ở 95°C (5 
phút), 35 chu kỳ như sau: 94°C (1 phút), 53°C (1 
phút), 72°C (1,5 phút) và 72°C (5 phút). Sản phẩm 
PCR của gene 16S rRNA được giải trình tự tại công 
ty Macrogen (Macrogen, Inc. Seoul, Hàn Quốc). 
Các so sánh BLASTN được thực hiện để chọn ra các 
dòng vi khuẩn có độ tương đồng cao. Cây phát sinh 
chủng loài của các dòng vi khuẩn nội sinh dựa vào 
trình tự gene 16S rRNA được xây dựng bằng phần 
mềm Molecular Evolutionary Genetics Analysis 
Version 11.0.13 (MEGA 11.0.13).  

2.3.6. Thống kê phân tích số liệu 

Kết quả được xử lý thống kê theo phương pháp 
ANOVA (kiểm định Tukey’s) bằng phần mềm 
Minitab 16.0. Số liệu được trình bày dưới dạng 
MEAN±SEM. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Phân lập các dòng vi khuẩn nội sinh 

trong cây cúc chỉ thiên mềm 

Từ rễ, thân và lá của cây cúc chỉ thiên mềm phân 
lập được 19 dòng vi khuẩn nội sinh. Trong đó có 4 
dòng phân lập từ rễ chiếm 21,1%, 10 dòng phân lập 
từ thân chiếm 52,6% và 5 dòng phân lập từ lá chiếm 
26,3%. Các dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ 
thiên mềm được mã hóa cụ thể như sau: EM-Rx, 
EM-Sx, EM-Lx với MP: Elephantopus mollis, R: 
Root (rễ), S: Stem (thân) và L: Leaf (lá). Các dòng 
vi khuẩn nội sinh phân lập trong nghiên cứu này đều 
có đặc tính là sinh trưởng và phát triển trong điều 
kiện vi hiếu khí, khi phát triển tạo thành màng mỏng 
pellicle cách mặt môi trường khoảng 0,5-1 cm. Đặc 
điểm hình thái khuẩn lạc và tế bào của các dòng vi 
khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ thiên mềm được 
liệt kê và mô tả cụ thể trong Bảng 1 và Bảng 2. 
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Bảng 1. Đặc điểm hình thái và tế bào của các dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ thiên mềm 
Dòng vi 
khuẩn 

Hình dạng khuẩn 
lạc 

Dạng 
bìa 

Độ 
nổi 

Kích thước 
(mm) Màu sắc Hình dạng tế 

bào/Gram 
EM-L1 Tròn nhỏ Nguyên Mô 0,1 Trắng sữa Que/Âm 
EM-L2 Tròn nhỏ Nguyên Lài 1,0 Trắng ngà Que/Dương 
EM-L3 Tròn nhỏ Nguyên Mô 0,5 Trắng sữa Que/Dương 
EM-L4 Tròn nhỏ Nguyên Mô 0,1 Trắng ngà Que/Âm 
EM-L5 Tròn to Nguyên Lài 3,0 Trắng ngà Cầu/Dương 
EM-S1 Tròn nhỏ Nguyên Lài 1,5 Trắng ngà Que/Dương 
EM-S2 Tròn to Răng cưa Lài 2,0 Trắng ngà Que/Dương 
EM-S3 Tròn nhỏ Nguyên Mô 1,5 Trắng sữa Que/Dương 
EM-S4 Tròn nhỏ Nguyên Lài 0,1 Trắng ngà Que/Dương 
EM-S5 Tròn nhỏ Nguyên Mô 0,1 Trắng đục Que/Dương 
EM-S6 Tròn nhỏ Nguyên Mô 0,5 Trắng sữa Cầu/Âm 
EM-S7 Tròn nhỏ Nguyên Lài 1,5 Trắng ngà Cầu/Âm 
EM-S8 Tròn nhỏ Nguyên Lài 1,5 Trắng sữa Cầu/Dương 
EM-S9 Tròn nhỏ Nguyên Mô 0,1 Trắng ngà Cầu/Âm 
EM-S10 Tròn nhỏ Nguyên Mô 0,1 Trắng đục Que/Âm 
EM-R1 Tròn nhỏ Nguyên Lài 1,5 Trắng ngà Que/Âm 
EM-R2 Tròn to Nguyên Lài 2,0 Trắng ngà Que/Dương 
EM-R3 Tròn nhỏ Nguyên Mô 0,5 Trắng sữa Cầu/Dương 
EM-R4 Tròn nhỏ Nguyên Mô 0,1 Trắng ngà Cầu/Dương 

Kết quả ở Bảng 1 và Bảng 2 cho thấy, khuẩn lạc 
các dòng vi khuẩn nội sinh phân lập được đều có 
dạng hình tròn. Kích thước khuẩn lạc trong khoảng 
0,5 mm đến 3 mm. Khuẩn lạc màu trắng ngà có 11 
dòng (chiếm 57,89%), màu trắng sữa có 6 dòng 
(chiếm 31,58%) và trắng đục có 2 dòng (chiếm 
10,53%). Tế bào vi khuẩn hình que có 12 dòng 
(chiếm 63,16%) và hình cầu có 7 dòng (chiếm 
36,84%). Các dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc 
chỉ thiên mềm có cả Gram dương (12 dòng, chiếm 
63,16%) và Gram âm (7 dòng, chiếm 36,84%). 

Bảng 2. Tỷ lệ đặc điểm hình thái khuẩn lạc và tế 
bào của các dòng vi khuẩn nội sinh 

Chỉ tiêu Mô tả Số 
lượng  

Tỷ lệ 
(%) 

Hình dạng 
khuẩn lạc 

Tròn nhỏ (< 2 mm) 16 84,2 
Tròn lớn (≥ 2mm) 3 15,8 

Hình dạng 
tế bào 

Que 12 63,2 
Cầu 7 36,8 

Gram Âm 7 36,8 
Dương 12 63,2 

Màu sắc 
Trắng ngà 11 57,9 
Trắng đục 2 10,5 
Trắng sữa 6 31,6 

Độ nổi Mô 10 52,6 
Lài 9 47,4 

Bìa Nguyên 18 94,7 
Răng cưa 1 5,3 

3.2. Hàm lượng polyphenol và flavonoid 
tổng 

Polyphenol và flavonoid là những nhóm chất 
thiên nhiên có tác dụng tăng cường sức khỏe tiềm 
năng. Mối tương quan giữa việc sử dụng 
polyphenol, flavonoid và việc giảm các yếu tố nguy 
cơ mắc các bệnh mạn tính đã được chứng minh (Di 
Lorenzo et al., 2021). Polyphenol, flavonoid có 
nguồn gốc từ thực vật đã được nghiên cứu và sử 
dụng để bảo vệ sức khỏe con người từ rất lâu. Bên 
cạnh nguồn polyphenol và flavonoid có nguồn gốc 
từ thực vật, các dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc 
chỉ thiên mềm cũng có thể sản sinh ra polyphenol và 
flavonoid. Hàm lượng polyphenol và flavonoid do 
các dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ thiên 
mềm sản sinh ra được trình bày trong Bảng 3. Các 
dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ thiên mềm 
có khả năng sản sinh polyphenol với hàm lượng dao 
động từ 12,9±0,2 đến 23,8±0,1 mg GAE/mL dịch 
ngoại bào và hàm lượng flavonoid dao động từ 
13,9±2,8 đến 252,7±2,8 mg QE/mL dịch ngoại bào. 
Dòng vi khuẩn EM-L1, EM-L3 và EM-S10 có khả 
năng sản sinh polyphenol và flavonoid nhiều hơn 
khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05) so với các 
dòng vi khuẩn còn lại. 

3.3. Hoạt tính kháng oxy hóa in vitro 

Chất kháng oxy hóa là các hợp chất có khả năng 
ngăn ngừa, trì hoãn hoặc ức chế quá trình oxy hóa 
deoxyribonucleic acid, lipid màng và protein, do đó 
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bảo vệ trực tiếp tế bào khỏi tổn thương oxy hóa (Rao 
et al., 2021). Khả năng kháng oxy hóa của dịch 
ngoại bào từ các dòng vi khuẩn nội sinh trong cây 
cúc chỉ thiên mềm đã được xác định dựa trên 
phương pháp TAC, RP và DPPH, đây là các thử 
nghiệm kháng oxy hóa phổ biến đã được sử dụng 
rộng rãi để đánh giá hoạt tính kháng oxy hóa trên 
nhiều đối tượng. Khả năng kháng oxy hóa của các 
dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ thiên mềm 
được khảo sát và trình bày trong Bảng 3. 

Hoạt tính kháng oxy hóa tổng số TAC dựa trên 
sự khử Mo(VI) thành Mo(V), được thể hiện thông 
qua sự tạo phức Mo(V)-phosphate có màu xanh lá 
đặc trưng ở môi trường acid. Hàm lượng chất kháng 
oxy hóa tổng số của các dòng vi khuẩn nội sinh phân 
lập trong cây cúc chỉ thiên mềm khác nhau (Bảng 
3), thay đổi từ 19,1±0,9 đến 358,7±17,9 mg 
AAE/mL dịch ngoại bào. Hàm lượng chất kháng 
oxy hóa TAC cao nhất ở dòng vi khuẩn EM-L1 
(358,7±17,9 mg AAE/mL dịch ngoại bào) cao hơn 
18,8 lần so với dòng vi khuẩn có hàm lượng chất 
kháng oxy hóa TAC thấp nhất là EM-S4 (19,1±0,9 
mg AAE/mL dịch ngoại bào). 

Năng lực khử RP thường được xem là một chỉ 
thị hoạt động cho điện tử và cũng là một cơ chế trong 
hoạt động kháng oxy hóa quan trọng. Chất kháng 
oxy hóa sẽ khử Fe3+ trong phức K3Fe(CN)6 trở thành 
Fe2+ trong phức K4Fe(CN)6, sau đó phức K4Fe(CN)6 
sẽ tác dụng với Fe3+ có trong FeCl3. Hàm lượng chất 
có năng lực khử của các dòng vi khuẩn khác biệt rất 
lớn, cụ thể dòng vi khuẩn EM-L1 có khả năng tạo ra 
chất có năng lực khử cao nhất là 135,4±7,0 mg 
AAE/mL dịch ngoại bào. Ngược lại, khả năng tạo 
chất có năng lực khử thấp nhất là dòng vi khuẩn EM-
L2 chỉ tạo được 1,04±0,31 mg AAE/mL dịch ngoại 
bào, thấp hơn dòng EM-L1 130,2 lần (Bảng 3).   

Khả năng trung hòa gốc tự do DPPH của các 
dòng vi khuẩn phân lập trong nghiên cứu này được 
khảo sát (Bảng 3). Hàm lượng chất kháng oxy hóa 

có khả năng trung hòa gốc tự do DPPH dao động từ 
20,9±1,1 AAE/mL dịch ngoại bào ở dòng vi khuẩn 
EM-L4 đến 38,4±1,9 mg AAE/mL dịch ngoại bào ở 
dòng vi khuẩn EM-L1.  

Các dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ 
thiên mềm đã được chứng minh có khả năng tạo ra 
chất kháng oxy hóa, trung hòa hoặc khử được nhiều 
gốc tự do khác nhau. Kết quả khảo sát hoạt tính 
kháng oxy hóa còn cho thấy hàm lượng chất kháng 
oxy hóa ở cả 3 phương pháp RP, TAC và DPPH có 
sự tỷ lệ thuận với hàm lượng polyphenol, flavonoid. 
Kết quả nghiên cứu cho thấy, dòng vi khuẩn EM-L1 
có khả năng sản sinh hàm lượng chất kháng oxy hóa 
tổng số và hàm lượng chất có năng lực khử nhiều 
hơn dòng vi khuẩn MV-R3 lần lượt là 3,17 và 1,19 
lần. Dòng vi khuẩn MV-R3 là dòng vi khuẩn nội 
sinh trong cây cò sen đã được nhóm nghiên cứu 
phân lập và công bố (Dai et al., 2024). Như vậy, 
dòng vi khuẩn EM-L1 cho thấy khả năng cung cấp 
nguồn chất kháng oxy hóa đầy tiềm năng. 

3.4. Hoạt tính kháng viêm in vitro 

Viêm là phản ứng của cơ thể để chống lại nhiễm 
trùng và tổn thương mô. Cơ chế viêm rất quan trọng 
đối với chức năng của sinh vật và được kiểm soát 
chặt chẽ liên quan đến nhiều yếu tố. Viêm sinh lý là 
kết quả của sự di nhập bạch cầu đến các mô bị tổn 
thương để loại bỏ mầm bệnh. Tuy nhiên, khi bản 
chất tự giới hạn của phản ứng viêm và cơ chế kiểm 
soát không cân bằng, tình trạng viêm mất kiểm soát 
có thể dẫn đến sự phát triển của nhiều bệnh nghiêm 
trọng (Scotece & Conde-Aranda, 2022). Nghiên cứu 
đã tiến hành sàng lọc hoạt tính kháng viêm của các 
dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ thiên mềm 
thông qua phản ứng bảo vệ protein BSA khỏi sự biến 
tính do nhiệt. Kết quả nghiên cứu cho thấy, các dòng 
vi khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ thiên mềm có 
khả năng sản sinh chất kháng viêm với hàm lượng 
dao động từ 0,40±0,01 đến 4,16±0,06 mg DE/mL 
dịch ngoại bào (Bảng 3). 

Bảng 3. Hàm lượng polyphenol, flavonoid, chất kháng oxy hóa và chất kháng viêm in vitro có trong dịch 
ngoại bào của các dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ thiên mềm 

Dòng vi khuẩn Polyphenol(1) Flavonoid(2) DPPH(3) RP(4) TAC(5) BSA(6) 
EM-L1 23,7±0,1a 252,7±2,8a 38,4±1,9a 135,4±7,0a 358,7±17,9a 4,16±0,06a 

EM-L2 19,3±0,5de 29,6±1,8k 32,6 ±1.6bcd 1,0±0,3j 42,7±2,1kl 0,51±0,01k 

EM-L3 21,9±0,3b 208,4±5,6b 35,4±1,8ab 89,8±4,7b 296,5±14,8b 3,60±0,06b 

EM-L4 12,9±0,2j 97,5±2,8h 20,9±1,1h 45,1±2,5zfg 139,9±7,0g 1,61±0,07g 

EM-L5 19,1±0,1de 75,1±1,8i 32,1±1,6bcd 46,9±2,6ef 106,8±5,3hij 1,25±0,02hi 

EM-S1 19,1±0,1def 158,7±3,6e 32,6±1,6bcd 28,5±1,7hi 222,9±11,1cd 2,66±0,06d 

EM-S2 12,9±0,2j 70,9±2,8i 21,4±1,1gh 64,2±3,5c 99,3±5,0j 1,12±0,01i 

EM-S3 19,7±0,2d 27,2±2,8k 32,1±1,6bcd 23,7±1,4i 38,9±1,9kl 0,41±0,01k 

EM-S4 13,8±0,1i 13,9±2,8l 21,8±1.1gh 26,8±1,6hi 19,1±0,9l 0,40±0,01k 
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Dòng vi khuẩn Polyphenol(1) Flavonoid(2) DPPH(3) RP(4) TAC(5) BSA(6) 
EM-S5 17,6±0,1g 125,4±2,8g 28,5±1,4def 90,0±4,8b 176,6±8,8f 2,06±0,06f 

EM-S6 19,3±0,1de 43,6±2,8j 32,4±1,6bcd 25,8±1,6hi 59,7±3,0k 0,70±0,01j 

EM-S7 19,5±0,4de 169,0±3,8d 33,1±1,7bcd 3,48±0,43j 237,0±11,8c 2,76±0,02d 

EM-S8 18,7±0,08ef 92,7±3,8h 30,4±1,5cdef 52,7±2,9def 127,6±6,4ghi 1,40±0,06h 

EM-S9 16,1±0,13h 89,6±4,8h 27,0±1,4ef 54,5±3,0cde 130,4±6,5gh 1,57±0,03g 

EM-S10  20,6±0,24c 194,5±3,8c 34,5±1,7abc 85,2±4,5b 273,8±13,7b 3,26±0,06c 

EM-R1 15,6±0,33h 93,3±1,8h 25,7±1,3fg 35,3±1,4gh 134,2±6,7gh 1,59±0,01g 

EM-R2 18,3±0,80fg 70,2±2,1i 30,5±1,5cde 61,6±3,3cd 100,2±5,0ij 1,16±0,02i 

EM-R3 18,7±0,21ef 144,2±3,2f 30,2±1,5cdef 30,6±1,8hi 204,9±10,2de 2,43±0,02e 

EM-R4 19,0±0,35def 134,5±3,8fg 32,5±1,6bcd 44,4±2,5fg 189,9±9,5ef 2,33±0,11e 

Hàm lượng polyphenol được xác định dựa vào phương trình đường chuẩn gallic acid có dạng: y = 0,0078x + 0,0608 
(R2 = 0,9972), đơn vị mg GAE/mL dịch ngoại bào. (2) Hàm lượng flavonoid được xác định dựa vào phương trình đường 
chuẩn quercetin có dạng: y = 0,0011x + 0,0517 (R2 = 0,9971), đơn vị mg QE/mL dịch ngoại bào. (3) Hàm lượng chất 
có khả năng trung hòa gốc tự do DPPH được xác định dựa vào phương trình đường chuẩn ascorbic acid có dạng: y = -
0,8179 + 1,1592 (R2 = 0,9958), đơn vị mg AAE/mL dịch ngoại bào. (4) Hàm lượng chất có năng lực khử được xác định 
dựa vào phương trình đường chuẩn ascorbic acid có dạng: y = 0,0119x + 0,0847 (R2 = 0,9981), đơn vị mg AAE/mL 
dịch ngoại bào. (5) Hàm lượng chất kháng oxy hóa tổng số được xác định dựa vào phương trình đường chuẩn ascorbic 
acid có dạng: y = 0,0106x - 0,0024 (R2 = 0,9978), đơn vị mg AAE/mL dịch ngoại bào. (6) Hàm lượng chất kháng viêm 
được xác định dựa vào phương trình đường chuẩn diclofenac có dạng: y = 6,5792x - 0,0902 (R² = 0,991), đơn vị mg 
DE/mL dịch ngoại bào. Trong cùng một cột, các số trung bình theo sau bởi một hoặc những chữ cái giống nhau thì khác 
biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức ý nghĩa 5% bằng phép thử Tukey’s. 

3.5. Định danh một số dòng vi khuẩn nội sinh 
trong cây cúc chỉ thiên mềm  

Kết quả khảo sát cho thấy, dòng vi khuẩn EM-
L1, EM-L3 và EM-S10 có khả năng sản sinh 
polyphenol, flavonoid, kháng oxy hóa và kháng 
viêm hiệu quả hơn các dòng vi khuẩn còn lại. Do đó, 
dòng vi khuẩn EM-L1, EM-L3 và EM-S10 đã được 
chọn để giải trình gene 16S RNA. Trình tự gene 16S 
RNA của dòng vi khuẩn EM-L1, EM-L3 và EM-S10 
được so sánh với trình tự của các dòng vi khuẩn 
trong ngân hàng gene bằng phần mềm BLASTN của 
NCBI (National Center for Biotechnology 
Information). Kết quả định danh được trình  bày 
trong Bảng 4 cho thấy, dòng vi khuẩn EM-L1, EM-
L3 và EM-S10 có mức độ tương đồng cao lần lượt 
với dòng vi khuẩn Enterobacter cancerogenus 
strain RCB454, Bacillus cereus strain SW9SE và 
Enterobacter mori strain BC1. Như vậy, dòng vi 
khuẩn EM-L1 và EM-S10 thuộc chi Enterobacter, 
còn dòng vi khuẩn EM-L3 thuộc chi Bacillus. 

Đặc điểm hình thái và cây phát sinh chủng loài 
của dòng vi khuẩn EM-L1, EM-L3 và EM-S10 lần 
lượt được trình bày trong Hình 2 và Hình 3. Dòng vi 
khuẩn EM-L1, EM-S10 được mô tả là có tế bào hình 
que và Gram âm phù hợp với kết quả định danh (chi 
Enterobacter có tế bào hình que, Gram âm). Dòng 
vi khuẩn EM-L3 được mô tả tế bào có dạng hình 
que, Gram dương cho thấy sự phù hợp với kết quả 
định danh thuộc chi Bacillus. Như vậy, các dòng vi 
khuẩn sống nội sinh trong cây cúc chỉ thiên mềm có 
khả năng sản sinh polyphenol, flavonoid, kháng oxy 

hóa và kháng viêm được định danh là Enterobacter 
sp. EM-L1, Bacillus sp. EM-L3 và Enterobacter sp. 
EM-S10. 

 
Hình 2. Đặc điểm hình thái khuẩn lạc, tế bào 
của một số dòng vi khuẩn EM-L1, EM-L3 và 

EM-S10 
A, B, C, D lần lượt là đặc điểm hình thái khuẩn lạc của 
dòng vi khuẩn EM-L1, EM-L3 và EM-S10 
A’, B’, C’, D’ lần lượt là đặc điểm hình thái tế bào của 
dòng vi khuẩn EM-L1, EM-L3 và EM-S10 dưới kính hiển 
vi quang học (Olympus, Japan) ở độ phóng đại 400 lần. 
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Bảng 4. Nhận diện các dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ thiên mềm 

Dòng Loài tương đồng Chiều dài 
đoạn gene 

Độ phủ 
(%) 

Mức độ tương 
đồng (%) 

Accesion 
number 

EM-L1 Enterobacter cancerogenus strain 
RCB454 819 100 100 KT260666.1 

EM-L3 Bacillus cereus strain SW9SE 1439 100 99,9 MN068934.1 
EM-S10 Enterobacter mori strain BC1 825 100 100 MT613362.1 

 
Hình 3. Cây phát sinh chủng loài dòng vi khuẩn EM-L1, EM-L3 và EM-S10 

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã phân lập được 19 dòng vi khuẩn 
nội sinh từ rễ, thân và lá của cây cúc chỉ thiên mềm. 
Các dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc chỉ thiên 
mềm đều có thể được nuôi cấy trong điều kiện 
phòng thí nghiệm và sản sinh polyphenol và 
flavonoid. Các dòng vi khuẩn nội sinh trong cây cúc 
chỉ thiên mềm có khả năng kháng oxy hóa và kháng 
viêm. Trong đó, dòng vi khuẩn EM-L1, EM-L3 và 
EM-S10 cho thấy khả năng sản sinh polyphenol, 
flavonoid, hàm lượng chất kháng oxy hóa và kháng 
viêm vượt trội hơn các dòng vi khuẩn còn lại. Các 
dòng vi khuẩn được định danh là Enterobacter sp. 

EM-L1, Bacillus sp. EM-L3 và Enterobacter sp. 
S10. Nghiên cứu này nhằm định hướng thêm nguồn 
các hợp chất tự nhiên từ vi khuẩn nội sinh thực vật 
có khả năng kháng oxy hóa và kháng viêm tiềm 
năng, ứng dụng để bảo vệ sức khỏe con người bên 
cạnh nguồn hợp chất từ thực vật đang được sử dụng 
phổ biến hiện nay. 
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