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TÓM TẮT 
Nghiên cứu được thực hiện nhằm phân lập vi khuẩn nội sinh trong 
cây bí kỳ nam (Hydnophytum formicarum) có khả năng tạo ra chất 
chống oxy hoá (hàm lượng flavonoid tổng (TFC), chống oxy hoá 
tổng (TAC) và khả năng khử sắt (RP)). Ngoài ra, các dòng vi khuẩn 
có khả năng chống oxy hoá cao được định danh qua việc quan sát 
hình thái học,16s rRNA. Các mẫu rễ, thân và lá của cây bí kỳ nam 
ở thành phố Phú Quốc, tỉnh Kiên Giang được dùng làm nguyên 
liệu để phân lập vi khuẩn. Kết quả cho thấy tổng cộng 25 dòng vi 
khuẩn nội sinh được phân lập từ các bộ phận khác nhau của cây 
Bí kỳ nam đều có hoạt tính chống oxy hoá. Trong đó, 3 dòng vi 
khuẩn HF-L5, HF-T11 và HF-R6 được chọn để tiến hành định 
danh. Kết quả cho thấy các dòng vi khuẩn này thuộc chi Bacillus 
(dòng HF-L5 và HF-T11) và Pantoea (dòng HF-R6). 

Từ khoá: Vi khuẩn nội sinh, flavonoid, phosphomolybdenum, năng 
lực khử sắt 

ABSTRACT 
The study aims to find the bacteria Hydnophytum formicarum 
endophytic bacteria that have the ability to produce antioxidants 
(total flavonoid content (TFC), total antioxidant capacity (TAC), 
and reducing power (RP)). In addition, promising bacterial strains 
were identified through observing morphology, and 16s rRNA. 
Samples of roots, stems and leaves of Hydnophytum formicarum 
plant in Phu Quoc city, Kien Giang province were used as raw 
materials to isolate bacteria. The results showed that a total of 25 
endophytic bacterial strains isolated from different parts 
Hydnophytum formicarum had potential antioxidant activity. 
Among them, three bacterial strains HF-L5, HF-T11 and HF-R6 
were selected for identification. The results showed that these 
bacterial strains belong to the Bacillus genera (strains HF-L5 and 
HF-T11) and Pantoea (strain HF-R6). 

Keywords: Endophytic bacteria, flavonoid, phosphomolybdenum, 
reducing power 
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1. GIỚI THIỆU 

Theo Sách Đỏ Việt Nam (2007), bí kỳ nam 
(Hydnophytum formicarum) là một trong số 3 loài 
thực vật thuộc Vườn Quốc gia Phú Quốc đang có 
nguy cơ tuyệt chủng và xếp ở thứ hạng nguy cấp 
(EN) (Anh et al., 2007; Sâm et al., 2017). Cây bí kỳ 
nam (Hydnophytum formicarum) thuộc họ cà phê 
(Rubiaceae), bộ long đởm (Gentianales), là loài vừa 
sống phụ sinh với thân cây chủ (cây gỗ lớn) vừa 
sống cộng sinh với kiến (Huxley et al., 1991). Người 
ta cho rằng thân củ của cây bí kỳ nam có thể được 
sử dụng làm thuốc điều trị bệnh tiểu đường, cao 
huyết áp, nhức đầu, sốt, nổi mẩn da và ung thư. 
Trước đó, nghiên cứu cho thấy thân củ cây bí kỳ 
nam  chứa các hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học 
như aldehyd/xeton, terpenoid, phenol, flavonoid và 
tannin,… (Darwis et al., 2014). Ngoài ra, bí kỳ nam 
còn có khả năng ức chế xanthine oxidase (Nguyen 
et al., 2004). Do cây bí kỳ nam chứa nhiều chất có 
hoạt tính sinh học quý, đồng thời thân củ với hình 
dáng đặc biệt có thể làm cây cảnh, nên nhu cầu sử 
dụng về cây lớn và bị khai thác quá mức, khiến cây 
đang lâm vào tình trạng có nguy cơ tuyệt chủng.  

Vi khuẩn nội sinh thực vật là các vi sinh vật cư 
trú bên trong các mô, cơ quan, đa số sẽ không có bất 
kỳ dấu hiệu nhiễm trùng bên ngoài nào hoặc tác 
động bất lợi lên vật chủ của chúng (Ryan et al., 
2008). Có bằng chứng thuyết phục ủng hộ quan 
điểm cho rằng vi sinh vật nội sinh sở hữu các đặc 
tính có lợi cho cây chủ tương ứng của chúng, bao 
gồm hỗ trợ tăng trưởng, kháng côn trùng và sâu 
bệnh, có tác dụng kháng khuẩn chống lại mầm bệnh 
thực vật (Liu et al., 2016). Các hợp chất tự nhiên từ 
vi khuẩn nội sinh thể hiện hoạt động như thuốc 
chống vi trùng, thuốc chống nấm, chất chống ung 
thư, thuốc ức chế miễn dịch hoặc chất chống oxy 
hóa (Santoyo et al., 2016). Vi khuẩn nội sinh hiện 
được công nhận là một kho lưu trữ đặc biệt các hợp 
chất chuyển hoá thứ cấp có hoạt tính sinh học như 
polyphenol, flavonoid, terpenoid, alkaloid,… (Tan 
et al., 2018). 

Mặc dù trước đây đã có nhiều công trình nghiên 
cứu về cây bí kỳ nam, nhưng đa số những nghiên 
cứu này chỉ tập trung nghiên cứu các hợp chất có 
hoạt tính sinh học trong cây, trong khi các nghiên 
cứu về vi khuẩn nội sinh có khả năng chống oxy hoá 
trong cây bí kỳ nam vẫn còn rất hạn chế. Vì vậy, 
nghiên cứu này được thực hiện nhằm mục tiêu phân 
lập và tuyển chọn vi khuẩn nội sinh trong cây bí kỳ 
nam có khả năng chống oxy hoá. Kết quả của nghiên 
cứu mở ra hướng mới về nguồn hợp chất tự nhiên có 

hoạt tính sinh học, ứng dụng hỗ trợ điều trị bệnh, 
chăm sóc sức khỏe cho người dân. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  
2.1. Vật liệu nguyên cứu 
2.1.1. Thu thập và xử lý mẫu 

Cây bí kỳ nam được thu thập tại thành phố Phú 
Quốc, tỉnh Kiên Giang. Cây được tách thành rễ, thân 
(phần phình to do cộng sinh với kiến), lá và sử dụng 
phương pháp phân lập vi khuẩn nội sinh. Mẫu được 
rửa thật sạch dưới vòi nước mạnh để loại bỏ đất, bụi 
bẩn, để ráo tự nhiên. Mẫu được cắt thành từng đoạn 
ngắn (2 - 3 cm), để riêng từng loại mẫu trong từng 
ống Falcon có ghi nhãn. Dung dịch ethanol 70°C 
được cho vào bình tam giác vừa ngập mẫu, lắc nhẹ 
trong thời gian 10 phút. Mẫu được rửa sạch lại bằng 
nước cất vô trùng 3 lần (5 phút/lần). Hợp chất 
calcium hypochloride 2% được cho vào bình tam 
giác và lắc nhẹ trong 10 phút. Mẫu được rửa sạch 
bằng nước cất vô trùng 4 lần (5 phút/lần). Việc 
không hình thành khuẩn lạc được sử dụng để xác 
định hiệu quả khử trùng bề mặt của nước rửa cuối 
cùng bằng cách nhỏ một vài giọt lên đĩa thạch và ủ 
ở 37°C trong 48 giờ. 

2.1.2. Phân lập các dòng vi khuẩn nội sinh 

Vi khuẩn nội sinh của lá, thân và rễ cây bí kỳ 
nam được phân lập trên môi trường PDA (potato - 
dextrose - agar). Mẫu đã khử trùng được cho vào cối 
chày vô trùng, giã nhuyễn, cho thêm 1 mL nước cất 
vô trùng vào cối, khuấy đều và để yên. Phần dịch 
trích bên trên được cho 100 µL vào các ống nghiệm 
chứa môi trường PDA bán đặc (mỗi nghiệm thức lặp 
lại 3 lần). Các ống nghiệm được ủ ở 30°C từ 2 - 4 
ngày. Các ống nghiệm được quan sát nếu thấy có 
một lớp màng mỏng (pellicle) gần bề mặt môi 
trường thì chứng tỏ có sự hiện diện của vi khuẩn nội 
sinh. Kim cấy đã khử trùng được dùng đâm xuyên 
qua màng pellicle và cấy vào đĩa môi trường đặc 
tương ứng, ủ ở 30°C. Sau 24 – 48 giờ, các khuẩn lạc 
khác nhau mọc trên bề mặt môi trường được tiếp tục 
cấy chuyền sang các đĩa môi trường PDA mới vài 
lần đến khi các khuẩn lạc xuất hiện trên đường cấy 
rời nhau và hình thái khuẩn lạc thuần nhất. Khi thấy 
vi khuẩn đã thật sự ròng (thuần nhất) thì cấy chuyển 
sang ống nghiệm chứa môi trường PDA để trữ ở 4°C 
(Cao Ngọc Điệp, 2011). 

Quan sát và mô tả hình thái khuẩn lạc vi khuẩn 
gồm hình dạng, màu sắc, độ nổi khuẩn lạc và sau đó 
tiến hành nhuộm Gram vi khuẩn.  
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2.2. Phương pháp thu nhận dịch ngoại bào 
của vi khuẩn nội sinh  

Vi khuẩn nội sinh được nuôi cấy trong môi 
trường PDB (potato dextrose broth), lắc và ủ ở 30°C 
với tốc độ 200 vòng/phút trong 24 giờ. Mật độ tế bào 
được điều chỉnh mật độ quang ở bước sóng 600 nm 
(OD600 = 0,5). Tiếp tục cho 200 mL dịch tế bào vừa 
đo được thêm vào 9,8 mL môi trường PDB và ủ 
trong 48 giờ. Sau đó, môi trường nuôi cấy được ly 
tâm ở tốc độ 3000 vòng/phút ở 4°C trong 10 phút và 
chất nổi phía trên không có tế bào được sử dụng cho 
thí nghiệm tiếp theo. 

2.3. Xác định hàm lượng flavonoid tổng 

Tổng hàm lượng flavonoid của dịch ngoại bào vi 
khuẩn nội sinh được xác định bằng cách sử dụng 
quercetin làm tiêu chuẩn (Matíc et al., 2017). Trộn 
10 mL Na2NO2 5% với 100 mL dung dịch chứa 50 
mL dịch ngoại bào từ vi khuẩn nội sinh. Sau 5 phút, 
thêm 10 mL AlCl3 10% vào hỗn hợp và ủ trong 6 
phút ở nhiệt độ phòng. Sau đó, thêm 100 mL NaOH 
1 M vào hỗn hợp dung dịch đã ủ. Sau đó, độ hấp thụ 
của dung được đo ở bước sóng 510 nm bằng phương 
pháp đo quang phổ. Hàm lượng flavonoid toàn phần 
chứa trong dịch ngoại bào của vi khuẩn nội sinh cây 
bí kỳ nam được đo lường bằng hàm lượng quercetin 
đương lượng (QE). 

2.4. Khảo sát hoạt tính chống oxy hoá tổng 

Khả năng kháng oxy hóa tổng (total antioxidant 
capacity, TAC) của các dòng vi khuẩn nội sinh trong 
cây bí kỳ nam được đánh giá bằng phương pháp 
phosphomolybdenum (Prieto et al., 1999; Aliyu et 
al., 2013) có hiệu chỉnh. Dịch ngoại bào của vi 
khuẩn phản ứng với phosphomolybdenum với tỷ lệ 
1:3 (v/v). Hỗn hợp phản ứng được ủ ở 95°C trong 
90 phút. Sau đó, làm mát đến nhiệt độ phòng, độ hấp 
thu quang phổ của hỗn hợp được đo ở bước sóng 
695 nm. Dung dịch tham chiếu acid ascorbic 500 
µg/ml được pha thành dãy nồng độ 30, 25, 20, 15, 
10 (µg/ml). 

2.5. Khảo sát khả năng chống oxy hoá bằng 
năng lực khử  

Năng lực khử (reducing power) của dịch ngoại 
bào từ vi khuẩn nội sinh trong cây bí kỳ nam được 
thực hiện theo phương pháp của Oyaizu (1986). Hỗn 
hợp phản ứng lần lượt gồm dịch ngoại bào của vi 
khuẩn, đệm phosphate (0,2M, pH 6,6) và K3Fe(CN)6 
1% với cùng tỷ lệ thể tích được ủ 50°C trong 20 
phút, thêm TCA 10% với thể tích bằng với thể tích 
của dịch ngoại bào cho vào phản ứng. Sau đó, hỗn 
hợp phản ứng được ly tâm 3000 vòng/phút trong 10 
phút. Phần dịch sau khi ly tâm được rút 500 μL cho 

vào 100 μL FeCl3 0,1%, lắc đều. Độ hấp thu quang 
phổ của hỗn hợp phản ứng được đo ở bước sóng 700 
nm. Acid ascorbic được sử dụng làm chất đối chứng 
dương.  

2.6. Định danh vi khuẩn  
2.6.1. Nhận dạng hình thái và sinh lý 

Quan sát đặc điểm hình thái của tế bào vi khuẩn 
bằng cách sử dụng kính hiển vi quang học 
(Olympus, Nhật Bản) và kính hiển vi điện tử quét 
(Carl Zeiss, Đức). Vi khuẩn được xác định Gram  
bằng cách nhuộm với crystal violet, cố định bằng 
iod và nhuộm bằng safranin. Sau mỗi bước nhuộm 
tế bào vi khuẩn được rửa bằng nước. Sau khi nhuộm, 
tế bào vi khuẩn có màu hồng biểu thị Gram âm, 
trong khi màu xanh tím biểu thị các tế bào Gram 
dương. 

Hình thái của vi khuẩn nội sinh trong cây bí kỳ 
nam được đo bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM) 
(Fouad et al., 2017).  

2.6.2. Nhận dạng bằng phương pháp sinh học 
phân tử 

Các khuẩn lạc đơn lẻ được chọn lọc và nuôi cấy 
trong môi trường PDB ở 30°C trên máy lắc ở tốc độ 
200 vòng/phút trong 16 đến 24 giờ để thu được 
huyền phù vi khuẩn. DNA bộ gen được chiết xuất 
theo phương pháp của Neumann et al., 1992. Trình 
tự gen 16S rRNA được khuếch đại bằng phản ứng 
chuỗi polymerase (PCR) theo phương pháp của 
Aravind (Aravind et al., 2009). Trình tự 16S rRNA 
của chủng vi khuẩn được khuếch đại bằng cách sử 
dụng các đoạn mồi 27F (50-AGAGTTTGATCCT 
GGCTCAG-30) và 1492R (50-TACGGT-TACCTT 
GTTACGACTT-30). PCR được thực hiện ở 95°C 
(5 phút), 35 chu kỳ 94°C (1 phút), 53°C (1 phút), 
72°C (1,5 phút) và 72°C (5 phút). Trình sắp xếp 
chuỗi Macrogen (Macrogen, Inc. Seoul, Hàn Quốc) 
đã được sử dụng để giải trình tự các sản phẩm PCR 
của gen 16S rRNA. Các so sánh BLAST được thực 
hiện tại Trung tâm Thông tin Công nghệ sinh học 
Quốc gia (NCBI) để chọn ra các chủng có độ tương 
tự cao.  

2.7. Xử lý số liệu 
Tất cả các phép thử nghiệm được thực hiện ba 

lần và kết quả được biểu thị bằng giá trị trung bình 
± độ lệch chuẩn. Các kết quả được phân tích 
ANOVA (Tukey test) sử dụng phần mềm Minitab 
16.0. Kết quả được coi là có ý nghĩa thống kê với 
p<0,05. 
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3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Phân lập vi khuẩn nội sinh 
Kết quả phân lập vi khuẩn nội sinh từ các bộ 

phận khác nhau của cây bí kỳ nam đã thu được 25 
dòng vi khuẩn nội sinh. Trong đó 7 dòng được phân 
lập từ rễ (28%), 7 dòng được phân lập từ lá (28%) 
và 11 dòng (44%) được phân lập từ thân cây bí kỳ 
nam.  

 
Hình 1. Các bộ phận cây Bí kỳ nam 
A, B: Cây bí kỳ nam với đầy đủ bộ phận 

C: Bộ phận rễ cây bí kỳ nam 

D: Bộ phận thân (củ) cây Bí kỳ nam 

Các dòng vi khuẩn nội sinh được phân lập từ cây 
bí kỳ nam được kí hiệu là HF-R, HF-L, HF-T tương 
ứng với roots (rễ), leaves (lá) và tuber (thân củ).  

Khuẩn lạc của các dòng vi khuẩn nội sinh được 
phân lập từ cây bí kỳ nam đa dạng về hình dạng, 
màu sắc và kích thước (Hình 2). Đa số các dòng vi 
khuẩn đều có bìa nguyên, chỉ có duy nhất dòng HF-
T11 có bìa răng cưa.  

 
Hình 2. Hình thái khuẩn lạc của một số dòng vi 

khuẩn nội sinh 

 

 

 
Hình 3. Đặc điểm khuẩn lạc của các dòng vi 

khuẩn nội sinh cây Bí kỳ nam 

Vi khuẩn nội sinh trong cây bí kỳ nam đa phần 
có màu trắng sữa, hình tròn đều và kích thước dao 
động trong khoảng 0,5 – 1 mm là chủ yếu. Chỉ có 2 
dòng HF-T11 và HF-T8 có kích thước lớn (3 – 
4mm). 

3.2. Hoạt tính chống oxy hoá của vi khuẩn 
nội sinh cây bí kỳ nam 

Kết quả khảo sát hoạt tính chống oxy hoá của 
dịch ngoại bào của các dòng vi khuẩn cho thấy, 25 
dòng vi khuẩn đều có thể tạo ra các hợp chất kháng 
oxy hóa ( Bảng 1). Hàm lượng TFC dao động từ 7,39 
± 0,545 đến 132,23 ± 1,441 mg QE/mL. 
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Bảng 1. Hoạt tính chống oxy hoá của dịch ngoại bào vi khuẩn nội sinh trong cây Bí kỳ nam 

STT Dòng VK TFC TAC RP 
mg QE/mL mg acid ascorbic/mL 

1 HF-R1 21,23 ± 0,943jk 109,04 ± 1,271u 222,66 ± 0,49n 
2 HF-R2 22,80 ± 0,545j 246,25 ± 0,655k 283,45 ± 2,52jk 
3 HF-R3 21,86± 0,545jk 201,59 ± 0,182p 182,32 ± 2,95o 
4 HF-R4 7,39 ± 0,545n 180,21 ± 0,182s 7,54 ± 1,75u 
5 HF-R5 22,17 ± 0,943j 205,05 ± 0,480o 180,92 ± 2,22o 
6 HF-R6 93,87 ± 0,943d 366,27 ± 0,480c 474,76 ± 0,97g 
7 HF-R7 9,91 ± 0,943mn 208,19 ± 0,480n 247,87 ± 1,28m 
8 HF-L1 30,66 ± 0,943i 252,12 ± 0,480j 288,77 ± 0,49j 
9 HF-L2 50,16 ± 1,441g 350,86 ± 0,480e 524,62 ± 0,84e 

10 HF-L3 102,36 ± 0,943b 360,61 ± 0,480d 543,11 ± 0,84c 
11 HF-L4 18,08 ± 0,545l 183,56 ± 0,791r 97,45 ± 0,97s 
12 HF-L5 68,40 ± 0,943f 298,40 ± 0,961h 442,27 ± 0,84h 
13 HF-L6 78,77 ± 0,943e 382,52 ± 0,832b 534,43 ± 3,18d 
14 HF-L7 39,15 ± 0,943h 343,52 ± 0,314g 504,17 ± 0,49f 
15 HF-T1 12,42 ± 1,441m 215,95 ± 0,182l 122,94 ± 8,53q 
16 HF-T2 19,03 ± 1,441kl 199,81 ± 0,629p 175,88 ± 0,84o 
17 HF-T3 98,59 ± 0,943c 347,29 ± 3,328f 637,51 ± 1,75a 
18 HF-T4 17,45 ± 0,943l 123,19 ± 1,104t 112,86 ± 0,84r 
19 HF-T5 19,03 ± 0,545kl 189,33 ± 0,480q 150,11 ± 1,28p 
20 HF-T6 32,55 ± 0,943i 267,74 ± 0,314i 297,17 ± 0,49i 
21 HF-T7 10,85 ± 0,943m 212,18 ± 0,182m 281,20 ± 0,49k 
22 HF-T8 10,85 ± 0,943m 208,83 ± 0,655n 264,12 ± 0,84l 
23 HF-T9 31,60 ± 0,943i 348,24 ± 0,314ef 504,17 ±1,28f 
24 HF-T10 17,45 ± 0,943l 91,01  ± 1,441v 48,99 ± 0,84t 
25 HF-T11 132,23 ± 1,441a 407,67 ± 0,314a 613,7 ± 0,84b 

Ghi chú: Các chữ cái giống nhau trên cùng một cột biểu diễn sự khác biệt không ý nghĩa 5% bằng phép thử Tukey. TFC: 
Hàm lượng flavonoid tổng số; TAC: Chống oxy hoá tổng; RP: Chống oxy hoá bằng phương pháp khảo sát năng lực khử 
sắt 

Nhiều nghiên cứu chứng minh rằng flavonoid có 
hoạt tính chống oxy hóa, chống lão hóa và có nhiều 
hoạt tính chữa bệnh trên người. Williams et al. 
(2004) cho rằng nhiều chất thuốc nhóm flavonoid có 
khả năng ức chế các quá trình oxy hóa và được phân 
loại là các chất chống oxy hóa. Kết quả định lượng 
ghi nhận trong dịch ngoại bào của các dòng vi khuẩn 
nội sinh được phân lập từ cây bí kỳ nam có sự hiện 
diện của flavonoid. Trong đó dòng vi khuẩn HF-T11 
cho thấy có khả năng sản sinh flavonoid tốt nhất là 
132,23 ± 1,441 mg QE/mL dịch ngoại bào, điều này 
chứng minh dòng vi khuẩn này có hoạt tính chống 
oxy hóa tốt. Các hợp chất flavonoid thường được 
biết đến là chất chuyển hóa thứ cấp thực vật có vòng 
thơm chứa ít nhất một nhóm hydroxyl.   

Các dòng vi khuẩn nội sinh trong cây bí kỳ nam 
được sàng lọc dựa trên tổng khả năng chống oxy hóa 
(TAC) của chúng. Hoạt tính chống oxy hóa tổng của 
các dòng vi khuẩn nội sinh được xác định dựa trên 
việc khử Mo (VI) thành Mo (V) bằng các hợp chất 
kháng oxy hóa và hình thành phức hợp photphat/Mo 

(V) màu xanh trong phương pháp 
phosphomolybdenum. TAC được xác định bằng 
cách sử dụng đường chuẩn axit ascorbic. Nhìn 
chung, dòng vi khuẩn có hàm lượng chất chống oxy 
hoá cao nhất trong tổng cộng 25 dòng vi khuẩn nội 
sinh phân lập từ cây bí kỳ nam là dòng HF-T11 
(407,67 ± 0,314 mg AAE/mL dịch ngoại bào), tiếp 
theo là dòng HF-L6 và HF-L3 với hàm lượng chất 
chống oxy hoá lần lượt là 382,52 ± 0,832 và 360,61 
± 0,480 mg AAE/mL dịch ngoại bào (Bảng 1).  

Các chất kháng oxy hóa có thể ức chế hoạt động 
của các chất gây stress oxy hóa thông qua khả năng 
khử Fe3+ thành Fe2+ (Öztaşkin et al., 2015). Chiết 
xuất ethyl acetate từ thân rễ của cây bí kỳ nam có 
hoạt tính chống oxy hóa mạnh (Senawong et al., 
2013). Hầu như chưa có nghiên cứu nào nói về khả 
năng chống oxy hoá của các dòng vi khuẩn nội sinh 
trong cây bí kỳ nam. Kết quả cho thấy dòng HF-T11 
và HF-T3 có khả năng chống oxy hoá mạnh mẽ 
(613,7 ± 0,84 và tương ứng là 637,51 ± 1,75 mg 
AAE/mL dịch ngoại bào). Qua đó có thể thấy đối 
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với phương pháp này, các dòng vi khuẩn nội sinh 
được phân lập từ thân cây bí kỳ nam có khả năng 
khử Fe3+ thành Fe2+ mạnh mẽ. 

Vi khuẩn nội sinh phân lập từ dược liệu đã được 
chứng minh là có hoạt tính kháng khuẩn và kháng 
nấm (Tejesvi et al., 2008; Ohike et al., 2013; Rovna 
et al., 2020). Chúng cũng tạo ra các chất chuyển hóa 
thứ cấp có hoạt tính sinh học (Photolo et al., 2020; 
Almuhayawi et al., 2021; Urumbil and Anilkumar, 
2021). Tuy nhiên, các nghiên cứu về vi khuẩn nội 
sinh liên quan đến cây bí kỳ nam còn khan hiếm. 
Đây là một trong những nghiên cứu đầu tiên tìm thấy 
vi khuẩn nội sinh của cây bí kỳ nam ở Việt Nam.  

3.3. Kết quả giải trình tự DNA của một số 
dòng vi khuẩn  

Sản phẩm PCR (với cặp mồi 27F (50-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-30) và 1492R 
(50-TACGGT-TACCTTGTTACGACTT-30)) của 
3 dòng vi khuẩn tuyển chọn được sử dụng để giải 
trình tự 16s rRNA và sử dụng phần mềm Blast N để 
so sánh với trình tự 16s rRNA của các dòng vi khuẩn 

có trong ngân hàng dữ liệu NCBI. Kết quả cho thấy 
trình tự các dòng vi khuẩn có độ tương đồng với 
trình tự gen của dòng vi khuẩn trên ngân hàng dữ 
liệu rất cao, khoảng 99% (Bảng 2).  

Bảng 2. Kết quả so sánh trình tự DNA của các 
dòng vi khuẩn trên NCBI 

Dòng vi 
khuẩn 

Chiều 
dài (bp) Các loài quan hệ Độ tương 

đồng (%) 

HF-L5 1404 Bacillus safensis 
strain NS3 99,72 

HF-R6 1386 Pantoea dispersa 
strain SR348 100 

HF-T11 1417 
Bacillus 
thuringiensis strain 
FDAARGOS_794 

99,79 

Kết quả nhận diện đặc điểm hình thái, đặc điểm 
tế bào và kết quả test sinh hoá của các dòng vi khuẩn 
nội sinh trong cây bí kỳ nam đều phù hợp với kết 
quả định danh bằng phương pháp sinh học phân tử, 
cụ thể được trình bày trong Bảng 3. 

Bảng 3. Đặc điểm hình thái của các dòng vi khuẩn 
Dòng vi khuẩn Hình ảnh khuẩn lạc Gram SEM 

HF-L5 

   

HF-R6 

   

HF-T11 
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Trong đó, hình dạng khuẩn lạc được cấy trong 
đĩa petri có đường kính 10 cm ở điều kiện bình 
thường. Hình ảnh nhuộm Gram được quan sát dưới 
kính hiển vi ở vật kính 40x và đo kích thước vi 
khuẩn trong SEM. Hình ảnh đặc điểm khuẩn lạc và 
nhuộm Gram được chụp ở điều kiện bình thường. 
Kết quả đã chỉ ra rằng 2 dòng vi khuẩn HF-L5 và 
HF-T11 là 2/25 dòng vi khuẩn nội sinh cây bí kỳ 
nam cho kết quả Gram dương (8%).  

Kết quả định danh dòng vi khuẩn HF-R6 phù 
hợp với mô tả của Trang et al. (2024), đã tìm thấy 
dòng vi khuẩn Pantoea sp. trong cây Cò sen có khả 
năng sản sinh các hợp chất thứ cấp có hoạt tính 
chống oxy hoá. Các dòng vi khuẩn thuộc chi 
Pantoea có thể tạo ra các chất thúc đẩy sự phát triển 
của thực vật và khả năng cố định đạm sinh học 
(Dastager et al., 2009; Chen et al., 2017). Ngoài ra, 
Pantoea spp. có thể sản xuất chất kháng oxy hóa và 
kháng sinh (Sulja et al., 2022; Essghaier et al., 
2023). Nghiên cứu này chứng minh rằng Pantoea 
sp. là vi khuẩn nội sinh phát triển trong cây bí kỳ 
nam, sản sinh ra các chất có lợi. Ngoài ra, các dòng 
vi khuẩn nội sinh thuộc chi Bacillus cũng đã được 
chứng minh rằng có khả năng chống oxy hoá mạnh 
mẽ như nghiên cứu của Zheng et al. (2016).  Chất 
kháng oxy hóa rất quan trọng đối với các ứng dụng 
điều trị bệnh vì khả năng vô hiệu hóa các oxy hoạt 
động (Reactive Oxygen Species, ROS) ở những 
bệnh nhân đang chống lại các bệnh liên quan đến tác 
nhân truyền nhiễm hoặc rối loạn chuyển hóa 
(Elswaifi et al., 2009; Pellegrino, 2016). Nghiên cứu 

này sử dụng 3 phương pháp khảo sát hoạt tính chống 
oxy hóa, bao gồm TFC, TAC và RP để đánh giá hoạt 
động kháng oxy hóa của các chất chuyển hóa nội 
sinh. Kết quả cho thấy HF-T11 thể hiện hoạt tính 
chống oxy hóa tốt nhất. Chủng HF-T11 được xác 
định là Bacillus sp. HF-T11. Trong nghiên cứu phân 
lập và xác định vi khuẩn nội sinh từ loài Berberis 
lycium (Nisa et al., 2022), kết quả định danh đã chỉ 
ra rằng các dòng vi khuẩn được định danh lần lượt 
là Bacillus cereus (LBL6), Bacillus thuringiensis 
(SBL3) và Bacillus anthracis (SBL4) trên cơ sở giải 
trình tự vùng gene 16S rRNA và sử dụng mồi tương 
tự như giải trình tự vi khuẩn nội sinh cây bí kỳ nam 
(với cặp mồi 27F (50-AGAGTTTGATCCTGGCTC 
AG-30) và 1492R (50-TACGGT-TACCTTGTTAC 
GACTT-30)). Ngoài ra, phân tích GCMS của chiết 
xuất từ vi khuẩn nội sinh thuộc chi Bacillus trong 
Berberis lycium cho thấy sự hiện diện của 12 chất 
chuyển hóa thứ cấp có hoạt tính sinh học tương ứng 
với các hoạt động kháng khuẩn, kháng nấm, chống 
oxy hóa, chống khối u và chống ung thư. Điều này 
cho thấy 2 dòng vi khuẩn HF-T11 và HF-L5 thuộc 
Bacillus sp. là những vi khuẩn nội sinh thường hay 
xuất hiện ở các loại cây dược liệu. Ngoài ra, vi 
khuẩn nội sinh trong cây bí kỳ nam có thể có khả 
năng kháng nấm và kháng khuẩn nếu được nghiên 
cứu chuyên sâu hơn. Kết quả thu được trong nghiên 
cứu này cũng phù hợp với kết quả được công bố 
trước đó của Akinsanya et al. (2015) và Essghaier et 
al. (2023). Cây phát sinh loài của các dòng vi khuẩn 
HF-L5, HF-R6 và HF-T11 được vẽ dựa trên trình tự 
gen 16S rRNA (Hình 4). 

 
Hình 4. Sơ đồ phả hệ của các dòng vi khuẩn 

Kết quả phân tích mối quan hệ di truyền của các 
dòng vi khuẩn nội sinh trong cây bí kỳ nam được thể 
hiện qua Hình 4. Trong đó, phân tích phát sinh loài 
được đánh giá bằng Neighbor-Joining với 1,000 lần 

phân tích bootstrap. Kết quả đã chỉ ra rằng các dòng 
vi khuẩn nội sinh cây bí kỳ nam được định danh lần 
lượt là  Bacillus sp. HF-T11, Bacillus sp. HF-L511 
và Pantoea sp. HF-R6. Qua đó có thể thấy được rằng 
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cây phả hệ có mối liên kết giữa các dòng vi khuẩn 
dựa vào trình tự 16s rRNA được vẽ bằng phần mềm 
Mega11. 

4. KẾT LUẬN 

Hai mươi lăm dòng vi khuẩn nội sinh đã được 
phân lập từ rễ, thân và lá cây bí kỳ nam trên môi 
trường dinh dưỡng PDA (pH=6,5). Tất cả hai mươi 
lăm dòng vi khuẩn được phân lập đều có khả năng 

chống oxy hoá, đặc biệt là có tính chống oxy hoá 
mạnh được định danh lần lượt là Bacillus sp. HF-
T11, Bacillus sp. HF-L511 và Pantoea sp. HF-R6. 
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