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TÓM TẮT 
Nghiên cứu được thực hiện nhằm xác định khả năng ức chế tế bào 
ung thư của dịch ngoại bào và cao chiết ethyl acetate từ vi khuẩn 
nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 trên các dòng tế bào ung thư cổ tử 
cung (HeLa), ung thư đại trực tràng (HT29) và ung thư gan 
(HepG2, HUH7); dòng tế bào thận bình thường Hek 2.9.3 được sử 
dụng để đối chiếu. Kết quả nghiên cứu cho thấy cao chiết từ vi 
khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 có kết quả gây độc mạnh 
hơn dịch ngoại bào từ 1,37 đến 1,7 lần. Mẫu thử gây độc mạnh 
nhất trên dòng tế bào ung thư đại trực tràng (HT29) với IC50 được 
ghi nhận là 14,86 µg/mL đối với cao chiết và 23,55 µg/mL đối với 
dịch ngoại bào. Kết quả trong nghiên cứu này bước đầu mở ra một 
hướng mới cho nghiên cứu nguồn hợp chất thiên nhiên có hoạt tính 
sinh học từ vi khuẩn nội sinh thực vật. 

Từ khoá: Cao chiết, dịch ngoại bào, NCI Hoa Kỳ, Kosakonia sp. 
ZO-Rh4, tế bào ung thư 

ABSTRACT 
The study was conducted to determine the anticancer cell activity 
of cell-free supernatant and ethyl acetate extract from endophytic 
bacteria Kosakonia sp. ZO-Rh4 on cervical cancer (HeLa), 
colorectal cancer (HT29) and liver cancer (HepG2, HUH7) cell 
lines; the normal kidney cell line Hek 2.9.3 was used as a control. 
The results showed that the extract from the cell-free supernatant 
of Kosakonia sp. ZO-Rh4 had a stronger toxicity than the cell-free 
supernatant by 1,37 to 1,7 times. The sample was more toxic to the 
colorectal cancer cell line (HT29) with IC50 recorded as 14,86 
µg/mL for the extract and 23,55 µg/mL for the  cell-free 
supernatant. This study's initial resultsopened a new direction for 
research on natural sources of biologically active compounds from 
plant endophytic bacteria. 

Keywords: Extract, extraceuller fuiled, USA NCI, Kosakonia sp. ZO-
Rh4, cancer cell 
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1. GIỚI THIỆU 

Ung thư là một trong những nguyên nhân gây tử 
vong hàng đầu trên toàn thế giới, ảnh hưởng nghiêm 
trọng đến sức khỏe con người (Paolo et al., 2001). 
Hiện nay, tỷ lệ người bị mắc ung thư ngày càng gia 
tăng và trẻ hóa, trở thành một trong những vấn đề 
sức khỏe nghiêm trọng hàng đầu trên toàn thế giới 
với hơn 19 triệu ca mắc mới và khoảng 10 triệu ca 
tử vong năm 2020. Theo thống kê của 
GLOBOCAN, trên 185 quốc gia và vùng lãnh thổ, 
số ca mắc mới được dự đoán tăng gấp 1,5 lần trong 
20 năm tới (Hương et al., 2020; Thúy et al., 2021). 
Tế bào ung thư là tế bào tăng sinh liên tục và không 
có sự kiểm soát tự nhiên. Sự phát sinh ung thư có 
thể được gây ra bởi đột biến di truyền hoặc do môi 
trường tác động, dẫn đến sự ức chế phản ứng của tế 
bào đối với các cơ chế kiểm soát sự tăng trưởng bình 
thường và làm phát triển nhanh chóng các dòng tế 
bào tạo  ra khối u (Langie et al., 2015). Điều trị ung 
thư liên quan đến việc gây ra apoptosis và ức chế 
tăng sinh tế bào khối u (Kuno et al., 2012). Các tế 
bào ung thư biểu hiện sáu thay đổi quan  trọng trong 
sinh lý của chúng: khả  năng  tự  cung  cấp  các  tín  
hiệu  tăng  trưởng, không nhạy cảm  với  các  tín  
hiệu ức chế  tăng trưởng, khả  năng  kháng apoptosis, 
khả năng tăng sinh không giới  hạn, hình thành mạch 
kéo dài và di căn. Một  trong  những  phương  pháp  
điều  trị  ung thư hiện có là hóa trị, thường là lựa 
chọn điều trị chính. Tuy nhiên, hóa trị có thể dẫn đến 
tổn thương các  tế  bào và mô khỏe mạnh hoặc phát 
triển tình trạng kháng thuốc (Raguz et al., 2008; 
Hanahan et al., 2011). Liệu pháp gene cũng đang 
được các nhà nghiên cứu trên thế giới quan tâm, các 
nhà khoa học dự kiến trong tương lai liệu pháp gene 
sẽ là một trong những giải pháp tích cực. Các liệu 
pháp này còn được gọi là liệu pháp gene therapy và 
thường được sử dụng trong các trường hợp đặc hiệu, 
điển hình là in vivo gene therapy, ex vivo gene 
therapy và oncolytic viruses. Những nhược điểm 
của việc dùng liệu pháp gene có thể gây ra cũng 
đáng quan ngại, một số nhược điểm đang được 
nghiên cứu khắc phục là đột biến DNA và phản ứng 
miễn dịch. Mặc dù gene therapy có tiềm năng lớn 
trong điều trị ung thư, nhưng nó không phải là một 
phương pháp hoàn hảo và cần được nghiên cứu và 
kiểm soát cẩn thận (Trực, 2013; Cancer Information 
and Support Network, [CISN], 2013, National 
Heart, Lung and Institute, [NHI], 2022). 

Ở các quốc gia có khí hậu nhiệt đới, đa dạng sinh 
học mang lại nguồn tài nguyên quý giá để nghiên 
cứu và sàng lọc các nguồn hợp chất thiên nhiên có 
hoạt tính sinh học (Nghia et al., 2023). Tuy nhiên, 
việc biến đổi khí hậu và khai thác quá mức đã dẫn 

đến ngày càng nhiều loài thực vật có dược tính tốt 
bị thu hẹp và suy giảm số lượng đáng kể (Lân et al., 
2022). Khai thác quá mức tài nguyên thiên nhiên đã 
làm suy thoái môi trường, ảnh hưởng tiêu cực gây ra 
suy giảm tài nguyên và làm mất cân bằng hệ sinh 
thái. Vi khuẩn nội sinh có sự tương tác đối với hệ 
sinh thái, chúng đóng vai trò quan trọng trong chu 
trình dinh dưỡng, phân hủy hữu cơ và duy trì cân 
bằng sinh học, nghiên cứu vi khuẩn nội sinh giúp 
hiểu rõ hơn về tác động của khai thác tài nguyên 
thiên nhiên lên vi khuẩn và hệ sinh thái. Vì vậy, việc 
cân nhắc bền vững trong khai thác tài nguyên và 
nghiên cứu vi khuẩn nội sinh là cần thiết để bảo vệ 
môi trường và duy trì sự đa dạng sinh học (Viện 
Chiến lược, chính sách  tài nguyên và môi trường, 
[ISPONRE], 2011). Vi khuẩn nội sinh là vi khuẩn 
sống trong mô thực vật được tìm thấy ở vùng rễ, 
thân, lá, quả của thực vật chủ. Vi khuẩn nội sinh 
không gây hại cho vật chủ, thậm chí một số nhóm vi 
khuẩn nội sinh còn có khả năng hỗ trợ thực vật chủ 
sinh trưởng và phát triển (Hiệp et al., 2011; Tường 
et al., 2022). Kosakonia sp. thuộc nhóm vi khuẩn 
hiếu khí, có khả năng kích thích sự phát triển ở thực 
vật thông qua việc sản sinh IAA và nitrogenase. 
Ngoài ra, vi khuẩn Kosakonia sp. còn có khả năng 
sản sinh gallic acid, tannase enzyme, tannin, hợp 
chất phenolic,... (Matthias et al., 2018; Janet et al., 
2020; Ishita et al., 2023). 

Coley et al. (1909) đã sử dụng vi khuẩn và các 
chất chuyển hóa của chúng để điều trị ung thư; dịch 
nuôi cấy Streptococcus pyogenes và Serratia 
marcescens được dùng để điều trị cho những bệnh 
nhân có khối u không thể cắt bỏ. Hỗn hợp này ngày 
nay được gọi là 'độc tố Coley', đã được sử dụng cho 
khoảng 1200 bệnh nhân mắc bệnh ác tính. Ung thư 
đã thoái triển ở 52 trường hợp, bao gồm cả việc chữa 
khỏi hoàn toàn 30 bệnh nhân, đã được quan sát thấy. 
Cơ chế của phản ứng này hiện đã được công nhận 
một phần. Nhiễm trùng do vi khuẩn có thể kích hoạt 
đại thực bào và tế bào lympho, gây ra sản xuất chất 
gây độc tế bào, đặc biệt là yếu tố hoại tử khối u α 
(TNF-α) (Patyar et al., 2010). Hiện nay, protein và 
peptide của vi khuẩn đóng vai trò quan trọng như 
các tác nhân chống tăng sinh. Một số trong số này 
đã được sử dụng trong điều trị ung thư, một số khác 
đang trong các thử nghiệm lâm sàng trên người hoặc 
được nghiên cứu trong ống nghiệm. 

Với những mong muốn nghiên cứu phát triển các 
sản phẩm hỗ trợ điều trị ung thư từ dược liệu có 
nguồn gốc tự nhiên, tối ưu hóa thời gian chuẩn bị 
nguồn nguyên liệu, ít chịu tác động của việc khai 
thác và tác động của môi trường, bài báo này trình 
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bày kết quả ức chế tế bào ung thư từ các mẫu thử  
của vi khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Vi khuẩn Kosakonia sp. ZO-Rh4, được phân lập 
từ củ gừng Zingiber officinale tại vùng đồng bằng 
Sông Cửu Long, được lưu trữ tại phòng thí nghiệm 
Nghiên cứu và Phát triển Dược liệu, khoa Khoa học 
Tự nhiên, trường Đại học Cần Thơ. Vi khuẩn này 
nằm trong đề tài nghiên cứu “Sàng lọc, tuyển chọn 
vi khuẩn nội sinh ở cây dược liệu, ứng dụng hỗ trợ 
điều trị các bệnh lý liên quan hội chứng chuyển hóa” 
mã số B2023-TCT-02. 

Các dòng tế bào ung thư cổ tử cung (HeLa), ung 
thư đại trực tràng (HT29), ung thư gan (HepG2, 
HUH7) và dòng tế bào thường ở thận (Hek 2.9.3), 
được cung cấp bởi Viện Công nghệ Kyoto. 

2.2. Hóa chất và thiết bị 

Agar (Robika Hải Long; Vietnam), CCK-8 (Cell 
Counting Kit-8; Dojindo Molecular Technologies 
Inc., USA), D-glucose (Xilong, China), DMEM 
high glucose (Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium; FUJIFILM – Wako, Japan), ethyl acetate 
(Chemsol, Vietnam), EMEM (Eagle’s minimal 
essential medium; FUJIFILM – Wako, Japan), PDB 
(Potato dextrose broth; Hemadia, India). Cân phân 
tích (Ohaus, USA), máy cô quay chân không 
(Heiddolph, Germany), máy ly tâm lạnh (Mikro 12-
24, Hettich, Germany), máy ly tâm lạnh tốc độ cao 
Himac CF7D2 (Hitachi, Japan), máy sấy thăng hoa 
(DC – 801, Yamato, Japan), microplate reader SH-
1200 lab (Corona electric, Japan), tủ an toàn sinh 
học Class II type A2 (Panasonic, Japan), tủ cấy vi 
sinh vật (China), tủ lạnh (Sharp, Thailand). 

2.3. Phương pháp điều chế dịch ngoại bào và 
cao chiết ethyl acetate từ vi khuẩn nội 
sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 

Phương pháp điều chế cao chiết ethyl acetate từ 
vi khuẩn Kosakonia sp. ZO-Rh4 được thực hiện 
theo phương pháp điều chế cao chiết lỏng- lỏng của 
tác giả Nguyễn Kim Phi Phụng et al. (2007) có hiệu 
chỉnh phù hợp với điều kiện vật mẫu là vi khuẩn. Vi 
khuẩn Kosakonia sp. ZO-Rh4 được nuôi tăng sinh 
trong môi trường PDB (Potato dextrose broth), ở 
30°C, trên máy lắc ngang 200 vòng/phút trong 24 
giờ. 1 mL dịch nuôi tăng sinh ở trên được cho vào 
50 mL môi trường PDB mới, điều chỉnh mật số vi 
khuẩn đạt OD600 = 0,5, sau đó vi khuẩn được tiếp tục 
nuôi ở điều kiện nhiệt độ 30°C, trên máy lắc ngang 
200 vòng/phút trong 72 giờ. Sau 72 giờ, dịch nuôi 

tăng sinh được ly tâm ở 13,000 vòng/phút trong 10 
phút, phần dịch được thu và loại bỏ phần kết tủa. 
Phần dịch sau ly tâm sau đó được loại nước bằng 
phương pháp đông khô được gọi là dịch ngoại bào 
sử dụng trong nghiên cứu này. 

Phần dịch thu được sau khi ly tâm, được cho vào 
phễu chiết (bình lắng gạn) dung môi ethyl acetate 
được thêm vào tỷ lệ giữa phần dịch và dung môi là 
1:1. Sau đó phễu được tiến hành lắc, huyền phù và 
phần dịch không hòa tan được loại bỏ. Dịch lỏng 
phía trên được thu và tiến hành cô quay chân không 
đuổi dung môi, thu được cao chiết ethyl acetate từ 
vi khuẩn Kosakonia sp. ZO-Rh4. Cao chiết được trữ 
ở 4°C để sử dụng cho các thí nghiệm sau. 

2.4. Phương pháp gây độc tế bào 

Phương pháp đánh giá khả năng gây độc tế bào, 
được thực hiện theo mô tả của Tim năm 1983, có 
hiệu chỉnh theo điều kiện phòng thí nghiệm (Isabel 
et al., 2022; Nghia et al., 2023). 

Chuẩn bị tế bào thử nghiệm 

Các dòng tế bào thử nghiệm trữ trong nitrogen 
lỏng được phục hồi bằng cách nuôi trong môi trường 
chuyên biệt thích hợp, có bổ sung 10% huyết thanh 
bò (FBS) và 1% penicillin-streptomycin (PS), được 
nuôi tăng sinh ở điều kiện nhiệt độ 37°C, 5% CO2. 
Sau 2-3 lần nuôi cấy chuyền trong điều kiện nêu 
trên, tế bào được sử dụng cho các thí nghiệm tiếp 
theo. 

Chuẩn bị mẫu thử vi khuẩn nội sinh Kosakonia 
sp. ZO-Rh4 

Mẫu thử được pha trong DMSO 5% nồng độ 
mẫu thử lúc này là 4000 µg/mL, cao chiết được tiếp 
tục pha loãng bằng môi trường chuyên biệt của tế 
bào, để được các nồng độ khảo sát 3,125; 6,25; 12,5; 
25; 50; 100; 200; 400; 600 và 800 µg/mL. 

Khảo sát khả năng gây độc trên dòng tế bào 
thường ở thận (Hek 2.9.3) 

Thí nghiệm xác định mức độ gây độc tế bào của 
dịch ngoại bào và cao chiết từ vi khuẩn Kosakonia 
sp. ZO-Rh4, trên dòng tế bào thận bình thường Hek 
2.9.3 được thực hiện như sau: dòng tế bào thận Hek 
2.9.3 sau khi được phục hồi và rửa với dung dịch 
đệm phosphate buffer saline (PBS), tế bào được ủ 2-
3 phút với 1 mL trypsin. Tiếp tục, 5 mL môi trường 
Eagle’s minimal essential medium (EMEM) được 
bổ sung, hỗn hợp được chuyển sang falcol, sau đó 
được ly tâm lạnh 800 vòng/ phút trong 3 phút.  Phần 
tế bào thu được sau ly tâm, được thêm vào 1 mL môi 
trường EMEM mới. Điều chỉnh mật số tế bào đạt 
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105 tế bào/mL. Gieo (seed) 100 µL môi trường chứa 
tế bào (105 tế bào/mL) vào mỗi giếng ủ 24 giờ trong 
điều kiện 37°C, 5% CO2. Sau khi được ủ 24 giờ, môi 
trường nuôi cấy bị loại bỏ, tế bào được rửa bằng 
PBS. Sau khi được rửa bằng PBS, mỗi giếng chứa 
tế bào được thêm vào 100 µL môi trường mới chứa 
cao chiết ở các nồng độ khảo sát, và được ủ 48 giờ 
ở điều kiện 37°C, 5% CO2. Môi trường nuôi cấy 
được loại bỏ và thêm 110 µL hỗn hợp CCK-8 và môi 
trường (tỷ lệ 1:10), tiếp tục được ủ 3 giờ ở điều kiện 
37°C, 5% CO2. Số lượng tế bào sống tỷ lệ thuận với 
cường độ màu hồng của formazan được đo ở bước 
sóng 450 nm, ở thời điểm 0 và 3 giờ sau khi cho 
CCK-8 vào. 

Khảo sát khả năng gây độc trên các dòng tế bào 
ung thư 

Khả năng gây độc của dịch ngoại bào và cao 
chiết vi khuẩn Kosakonia sp. ZO-Rh4 trên các dòng 
tế bào ung thư cổ tử cung (HeLa), ung thư đại trực 
tràng (HT29), ung thư gan (HepG2, HUH7) được 
thực hiện theo quy trình tương tự như đối với dòng 
tế bào thận Hek 2.9.3 nêu trên. Dòng tế bào ung thư 
cổ tử cung (HeLa) được nuôi trong môi trường 
EMEM như đối với tế bào thận Hek 2.9.3; các dòng 
tế bào ung thư đại trực tràng (HT29), ung thư gan 
(HepG2, HUH7) được nuôi trong môi trường 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM). 
Cao chiết vi khuẩn được sử dụng trong thí nghiệm 
này được chuẩn bị tương tự như trên, ở các nồng độ 
khảo sát là 3,125 µg/mL; 6,25 µg/mL; 12,5 µg/mL; 
25 µg/mL; 50 µg/mL; 100 µg/mL; 200 µg/mL; 400 
µg/mL. 

Theo Viện Ung thư quốc gia Hoa Kỳ (NCI Hoa 
Kỳ), cao chiết có hoạt tính kháng ung thư dựa vào 3 
tiêu chí (1) IC50 < 30 µg/ml; (2) Chỉ số chọn lọc 
(SI)>5 (IC50 của tế bào thường/ IC50 tế bào ung thư) 
(Paolo et al., 2001; Isabel et al., 2022); (3) Khả năng 

sống sót (cell survival) của tế bào được đánh giá 
thông qua chỉ số % (CS %), nồng độ nào cho giá trị 
CS ≤ 50% thì được đánh giá là có hoạt tính ức chế 
tế bào ung thư (Thoa et al., 2020). 

2.5. Phương pháp thống kê và mô tả số liệu 

Kết quả được phân tích thống kê bằng phần mềm 
Minitab 16.0. Kết quả thí nghiệm được biểu thị bằng 
biểu đồ phân tích hồi quy phi tuyến tính khớp đường 
cong bằng phần mềm Graphpad Prism 8.0. Số liệu 
được trình bài dưới dạng log(nồng độ sử dụng). Sự 
khác biệt có ý nghĩa thống kê khi p<0,05. 

3.  KẾT QUẢ 
3.1. Khảo sát độc tính của mẫu thử trên dòng 

tế bào thận bình thường Hek 2.9.3  

Ảnh hưởng của hai loại mẫu thử từ vi khuẩn 
Kosakonia sp. ZO-Rh4 đối với tế bào Hek 2.9.3 
được trình bày trong Hình 1. Kết quả cho thấy từ 
nồng độ khảo sát 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200, 
400 µg/mL tế bào phát triển gần như bình thường. 
Nghĩa là, sự thay đổi nồng độ mẫu thử từ 3,125 đến 
400 µg/mL, khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở 
mức 5% với nhau. Nồng độ cao chiết 600 µg/mL và 
800 µg/mL có khả năng ức chế dòng tế bào thận bình 
thường Hek 2.9.3. Dựa vào đồ thị biểu diễn mối 
tương quan giữa nồng độ cao chiết và hiệu quả ức 
chế dòng tế bào (Hình 1), suy ra được phương trình 
Log (IC50) = 2,78 tương đương với IC50=608,14 
µg/mL ở cao chiết và phương trình Log(IC50) = 2,74 
tương đương với IC50 = 554,63 µg/mL ở dịch ngoại 
bào. Xác định IC50 của mẫu thử trên dòng tế bào thận 
bình thường là cơ sở để xác định trị số SI trong đánh 
giá khả năng gây độc của dịch ngoại bào và cao chiết 
vi khuẩn Kosakonia sp. ZO-Rh4. Chỉ số SI là tiêu 
chuẩn đánh giá khả năng gây độc tế bào ung thư của 
mẫu thử theo quy ước của NCI Hoa Kỳ (Isabel et al., 
2022). 

 
Hình 1. Khả năng gây độc của vi khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 trên dòng tế bào thận bình thường

*Ghi chú: A: Cao chiết; B: dịch ngoại bào từ vi khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4. Số liệu được trình bày theo dạng 
cơ số log(nồng độ). Các chữ cái khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức 5% với nhau trong cùng một biểu đồ. 
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3.2. Khả năng ức chế tế bào ung thư của cao 
chiết vi khuẩn Kosakonia sp. ZO-Rh4 

Khả năng gây độc của cao chiết vi khuẩn 
Kosakonia sp. ZO-Rh4 đối với dòng tế bào ung thư 
cổ tử cung HeLa (Hình 2A), ung thư đại trực tràng 
HT29 (Hình 2B), ung thư gan HepG2 (Hình 2C) và 
HUH7 (Hình 2D) cho thấy cao chiết vi khuẩn 
Kosakonia sp. ZO-Rh4 đều có khả năng gây độc đối 
với tất các các dòng khảo sát. 
 Đối với dòng tế bào ung thư cổ tử cung HeLa 
(Hình 2A), kết quả cho thấy từ nồng độ cao chiết 
khảo sát 3,125 µg/mL đã có khả năng ức chế được 
22,15±0,6%; khả năng ức chế tế bào ung thư cổ tử 
cung HeLa tăng khác biệt có ý nghĩa thống kê khi 
tăng nồng độ cao chiết, và đạt hiệu quả cao nhất là 
92,73±0,24% ở nồng độ 400 µg/mL. 

Cao chiết vi khuẩn Kosakonia sp. ZO-Rh4 có 
khả năng gây độc đối với tế bào ung thư đại trực 
tràng HT29 mạnh hơn tế bào ung thư cổ tử cung 
HeLa, cụ thể ở nồng độ cao chiết 3,125 µg/mL đã 
cho kết quả ức chế 30,45±0,45%, ở nồng độ 400 
µg/ml cao chiết đã ức chế 95,61±0,11%. Khả năng 
ức chế dòng tế bào HT29 của cao chiết cũng tăng 
khác biệt có ý nghĩa thống kê khi tăng nồng độ cao 
chiết từ 3,125 đến 400 µg/mL.  

Đối với dòng tế bào HepG2, khả năng ức chế của 
tế bào tăng dần tỷ lệ thuận với nồng đồng độ cao 
chiết, điều này diễn ra tương tự ở dòng tế bào 
HUH7. Ở nồng độ cao chiết 3,125 µg/mL, dòng tế 
bào là HepG2 và HUH7 có khả năng ức chế lần lượt 
là 18,82 µg/ml và 19,2 µg/ml). Khả năng ức chế 
dòng tế bào Hep G2 và HUH7 của cao chiết vi khuẩn 
Kosakonia sp. ZO-Rh4 tương đương nhau ở nồng độ 
400 µg/mL (khoảng 92%).

Hình 2. Biều đồ thể hiện khả năng ức chế các tế bào ung thư từ cao chiết vi khuẩn nội sinh Kosakonia 
sp. ZO-Rh4 

*Ghi chú: A. Tế bào ung thư cổ tử cung HeLa, B. Tế bào ung thư đại trực tràng HT29, C. Tế bào ung thư gan HepG2, 
D. Tế bào ung thư gan HUH7. Số liệu được trình bày theo dạng cơ số log(nồng độ). Các chữ cái khác biệt có ý nghĩa 
thống kê ở mức 5% với nhau trong cùng một biểu đồ. 
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3.3. Khảo sát hoạt tính gây độc tế bào của 
dịch ngoại bào vi khuẩn nội sinh  
Kosakonia sp. ZO-Rh4 

Tương tự với cao chiết, dịch ngoại bào của vi 
khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 cũng gây độc 
trên 4 dòng tế bào ung thư được khảo sát với chỉ số 
IC50 từ 23,55 µg/mL đến 29,65 µg/mL.  

Dịch ngoại bào có khả năng gây độc mạnh nhất 
đối với dòng tế bào HT29 (Hình 3B), với chỉ số IC50 
được ghi nhận là 23,55 µg/mL, hệ số SI là 23,55, 
đều này cho kết quả tương tự với khảo sát ở mẫu thử 
là cao chiết ethyl acetate. Ở 2 dòng tế bào ung thư 
gan HepG2 và HUH7 (Hình 3C và 3D), dịch ngoại 

bào cho kết quả gây độc tốt với chỉ số IC50 lần lượt 
là 29,65 µg/mL và 25,18 µg/mL, hệ số chọn lọc ghi 
nhận được là 18,71 đối với dòng tế bào HepG2 và 
22,03 đối với dòng tế bào HUH7. Dòng tế bào ung 
thư cổ tử cung HeLa (Hình 3A), dịch ngoại bào cũng 
mang lại hiệu quả gây độc cao, chỉ số IC50  được ghi 
nhận trong thí nghiệm này là 26 µg/mL, hệ số chọn 
lọc được xác định là 21,33.  

Dịch ngoại bào từ vi khuẩn nội sinh Kosakonia 
sp. ZO-Rh4 mang lại hiệu quả cao trong việc gây 
độc các tế bào ung thư được chọn. Trong đó, dịch 
ngoại bào gây độc mạnh nhất ở dòng tế bào ung thư 
đại trực tràng HT29, tương đồng với kết quả thí 
nghiệm ở các nghiệm thức dùng cao chiết.

Hình 3. Biều đồ thể hiện khả năng ức chế các tế bào ung thư từ dịch ngoại bào tăng sinh của vi khuẩn 
nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 

*Ghi chú: A. Tế bào ung thư cổ tử cung HeLa, B. Tế bào ung thư đại trực tràng HT29, C. Tế bào ung thư gan HepG2, 
D. Tế bào ung thư gan HUH7. Số liệu được trình bày theo dạng cơ số log(nồng độ). Các chữ cái khác biệt có ý nghĩa 
thống kê ở mức 5% với nhau trong cùng một biểu đồ. 

3.4. So sánh hiệu quả gây độc của cao chiết 
và dịch ngoại bào từ vi khuẩn nội sinh 
Kosakonia sp. ZO-Rh4 

Hiệu quả gây độc của 2 mẫu thử từ vi khuẩn 
Kosakonia sp. ZO-Rh4 đối với các dòng tế bào ung 
thư được so sánh dựa vào các chỉ số IC50, SI và 

CS%, được trình bày trong Bảng 1. Theo NCI quy 
định, cao chiết có hoạt tính ức chế tế bào ung thư khi 
IC50<30 µg/mL, CS%≤50 µg/mL. 

Kết quả trình bày trong Bảng 1 cho thấy rằng,  vi 
khuẩn Kosakonia sp. ZO-Rh4  có khả năng gây độc 
mạnh nhất ở dòng tế bào ung thư đại trực tràng 
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HT29. Thấp nhất là các dòng tế bào ung thư gan 
HepG2 và HUH7. 

Cao chiết có hiệu quả gây độc tế bào ung thư 
mạnh hơn so với dịch ngoại bào. Đối với dòng tế 
bào HT29 cao chiết cho thấy hiệu quả gây độc mạnh 
hơn dịch ngoại bào 1,58 lần (so sánh ở chỉ số IC50). 

Tương tự ở dòng tế bào HeLa, cao chiết cho thấy 
hiệu quả hơn dịch ngoại bào 1,64 lần, dòng tế bào 
HepG2 là 1,7 lần và HUH7 là 1,37 lần. Điều này cho 
thấy rằng cao chiết có khả năng ức chế tế bào ung 
thư tốt hơn dịch ngoại bào, tăng khả năng kháng 
khối u của các dòng tế bào ung thư. 

Bảng 1. Hiệu quả gây độc các dòng tế bào ung thư của cao chiết vi khuẩn Kosakonia sp. ZO-Rh4.
Dòng tế bào Mẫu thử Phương trình Log(IC50) IC50 (µg/mL) SI CS%(µg/mL) 

HeLa Cao chiết Log(IC50) = 1,2 (R2 = 0,9966) 15,89 38,28 <25 
Dịch ngoại bào Log(IC50) = 1,42 (R2 = 0,9965) 26 38,28 <30 

HT29 Cao chiết Log(IC50) = 1,17 (R2 = 0,9759) 14,86 40,93 <25 
Dịch ngoại bào Log(IC50) = 1,37 (R2 = 0,9966) 23,55 23,55 <30 

HepG2 Cao chiết Log(IC50) = 1,24 (R2 = 0,9958) 17,42 18,32 <25 
Dịch ngoại bào Log(IC50) = 1,49 (R2 = 0,9967) 29,65 18,71 <30 

HUH7 Cao chiết Log(IC50) = 1,26 (R2 = 0,9988) 18,32 33,19 <25 
Dịch ngoại bào Log(IC50) = 1,4 (R2 = 0,9984) 22,03 25,47 <30 

* Ghi chú: Theo NCI, chất thử nghiệm có hoạt tính khi IC50 < 30 µg/mL, SI>5, CS%<50

4.  THẢO LUẬN 

Vi khuẩn nội sinh là nhóm vi sinh vật đa dạng 
nhưng chưa được nghiên cứu nhiều, có mối quan hệ 
cộng sinh với thực vật và là nguồn cung cấp các hoạt 
chất sinh học đầy kỳ vọng (Ranghu, 2012). Nhiều 
loài thực vật đã được nghiên cứu đa dạng vi sinh vật 
nội sinh trong các cơ quan (Shiva et al., 2015). Các 
thí nghiệm gây độc tế bào đánh giá khả năng tồn tại 
của tế bào có thể được phân loại theo các cơ chế 
khác nhau như đánh giá sự mất tính toàn vẹn của 
màng, hoạt động trao đổi chất màng, mất cấu trúc 
lớp đơn và bắt giữ tế bào trong các giai đoạn khác 
nhau của chu trình tế bào. Trong nghiên cứu này, 
mục tiêu cần đạt được là xác định được độc tính của 
các mẫu thử từ vi khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-
Rh4 trên các dòng tế bào, thu thập số liệu đồng thời 
ghi nhận các chỉ số IC50, SI và CS%, tham chiếu với 
khung quy chuẩn của NCI Hoa Kỳ, từ đó xác định 
khả năng ức chế tế bào ung thư của các mẫu thử từ 
vi khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4. 

Nghiên cứu này đã cung cấp thông tin về việc 
các mẫu thử từ vi khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-
Rh4 đã không gây độc trên dòng tế bào thận bình 
thường Hek 2.9.3, ở các nồng độ khảo sát từ 3.125 
đến 400 µg/mL. Mặc dù nhóm nghiên cứu, đã mở 
rộng khảo sát lên đến nồng độ 800 µg/mL, nhưng 
cần đến 608,14 µg/mL đối với cao chiết và 554,63 
µg/mL đối với dịch ngoại bào. Nhóm nghiên cứu đã 
so sánh kết quả về khảo sát sự gây độc của mẫu thử 
trên nhóm tế bào Hek 2.9.3 với các nghiên cứu về 
dược liệu, cao chiết. Nghiên cứu của Trịnh Thị Diệu 
Thường et al. (2019) cho thấy chỉ số IC50 gây độc 
của các bài thuốc dân gian tại tỉnh Sóc Trăng có 
nồng độ từ 1,7 µg/mL đến 210 µg/mL. Salar et al., 

2011 đã công bố rằng không ghi nhận được IC50 của 
chiết xuất Zingiber officinale đối với dòng tế bào 
Hek 2.9.3 trong nồng độ thử nghiệm từ 0,913 µg/mL 
đến 500 µg/mL. Sự khác biệt diễn ra ở đây là mẫu 
thử của các nghiên cứu trước đây là thuốc và thực 
vật, còn trong nghiên cứu này là vi khuẩn nội sinh 
từ củ Zingiber officinale. Điều quan trọng là nồng 
độ mà nhóm nghiên cứu nhắm đến là 3,125 đến 400 
µg/mL, hoàn toàn không gây độc trên dòng tế bào 
Hek 2.9.3 ở cả cao chiết và dịch ngoại bào của vi 
khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 

Đối với dòng tế bào ung thư cổ tử cung HeLa 
(Hình 2A và Hình 3A), theo công bố từ nghiên cứu 
của Jamal et al. (2016), cao chiết từ Zingiber 
officinale được ghi nhận chỉ số IC50 là 37,45 µg/mL, 
sau 48 giờ thí nghiệm với cao chiết. Trong nghiên 
cứu này, chỉ số IC50 được ghi nhận được là 15,89 
µg/mL đối với cao chiết và 26 µg/mL đối với dịch 
ngoại bào. Mẫu thử từ vi khuẩn nội sinh Kosakonia 
sp. ZO-Rh4 được phân lập từ củ Zingiber officinale, 
có chỉ số IC50 thấp hơn so với việc dùng chiết xuất 
từ Zingiber officinale đã được công bố từ các nghiên 
cứu trước. Tuy nhiên, vào năm 2020, Nguyễn Văn 
Sơn et al. đã công bố sự ảnh hưởng của hai hợp chất 
6,8-prenylacacetin và 8-prenylacacetin trên dòng tế 
bào ung thư cổ tử cung HeLa với IC50 lần lượt gần 
bằng 7 µg/mL và 2 µg/mL, cho thấy cả hai hợp chất 
đều có chỉ số IC50 thấp hơn mẫu thử từ vi khuẩn nội 
sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 (cao chiết: 2,27 lần và 
7,9 lần; dịch ngoại bào: 3,71 lần và 13 lần). Tương 
tự ở dòng tế bào Hek 2.9.3, sự khác biệt diễn ra ở 
đây là sử dụng hợp chất sẽ có hiệu quả cao hơn sử 
dụng các chiết xuất tổng hợp, khi phân tích về mối 
quan hệ hoạt động cấu trúc các hợp chất sẽ có tính 
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liên kết chuyên biệt hơn so với việc sử dụng các 
chiết xuất tổng hợp, quá trình thẩm thấu qua màng 
tế bào hoặc do tính tương thích của cấu trúc hợp chất 
và cấu trúc tế bào HeLa có sự kết nối tốt hơn.  

Theo công bố của Arezoo et al. (2020), nghiên 
cứu ghi nhận chủng vi khuẩn Pseudomonas có sự 
gây độc trên dòng tế bào ung thư đại trực tràng 
HT29, cụ thể ở mẫu thử exopolysaccharides (EPS) 
A chỉ số IC50 được công bố là 44,8 µg/mL và 12.7 
µg/mL ở mẫu thử EPS B. Parisa et al. (2019), đã 
công bố rằng vi khuẩn Lacticaseibacillus paracasei 
ức chế 50% tế bào ung thư đại trực trạng ở nồng độ 
12,5 µg/mL trong 48 giờ khảo sát với mẫu thử. Quan 
sát hình 2B và 3B cho thấy mẫu thử từ vi khuẩn nội 
sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 cho ra kết quả gần bằng 
với công bố của Arezoo và Lc. Paracasei, ghi nhận 
được kết quả IC50 ở mẫu thử cao chiết là 14,86 
µg/mL và dịch ngoại bào là 23,55 µg/mL. Trong 
thảo luận này, hiệu quả gây độc của mẫu thử từ vi 
khuẩn Kosakonia sp. ZO-Rh4 thấp hơn so với mẫu 
EPS B của vi khuẩn Pseudomonas và vi khuẩn Lc. 
Paracasei. Tuy nhiên, mẫu thử từ vi khuẩn 
Kosakonia sp. ZO-Rh4 vẫn đáp ứng được yêu cầu 
của NCI Hoa Kỳ về khả năng gây độc tế bào ung thư 
của cao chiết với chỉ số IC50 < 30 µg/mL. 

Vào năm 2018, Mohsen et al. đã thực hiện thí 
nghiệm gây độc trên tế bào ung thư gan HepG2 bằng 
20 dòng vi khuẩn được thu thập từ bọt biển tại vùng 
biển Địa Trung Hải và biển Đỏ, chỉ số IC50 được ghi 
nhận dao động từ 309 µg/mL đến 724 µg/mL. Năm 
2019, Gayathri et al. đã công bố kết quả nghiên cứu 
tác dụng chống ung thư của Bacillus pumilis AMK1, 
trên dòng tế bào ung thư gan HepG2. Chỉ số IC50 của 
cao chiết từ AMK1 đối với HepG2 được ghi nhận là 
42,98 µg/mL. Đến năm 2022, Trần Thị Thùy Linh 
et al. đã công bố khả năng ức chế của hai hợp chất 
liriodenine và lysicamine trên dòng tế bào ung thư 
HepG2, chỉ số IC50 được xác định lần lượt là 
18,12±0,21 µg/mL và 34,48±1,21 µg/mL. Mẫu thử 
từ vi khuẩn Kosakonia sp.  ZO-Rh4 cũng đã mang 
lại kết quả gây độc trên dòng tế bào ung thư gan 
HepG2 đáng được quan tâm (Hình 2C, 3C), chỉ số 
IC50 giữa mẫu thử và HepG2 được xác định và công 
bố là 17,42 µg/mL đối với cao chiết, 29,65 µg/mL 
đối với dịch ngoại bào, kết quả có phần khả quan 
hơn các nghiên cứu trước đó. Trong đó, cao chiết từ 
vi khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 cho hiệu 
quả ức chế tế bào ung thư gan HepG2 cao nhất. 

Thongchai et al. (2017) đã tiến hành thí nghiệm 
xác định khả năng gây độc của chủng vi khuẩn 
Streptomyces sp. BO-07 trên dòng tế bào ung thư 
gan HUH7, chỉ số IC50 được xác định là 88,26 

µg/mL. Đến năm 2018, San et al. đã công bố kết quả 
ảnh hưởng của nấm Antrolia cinnamomea và 
Zingiber officinale trên dòng tế bào HUH7, kết quả 
được ghi nhận là IC50 của nấm Antrolia cinnamoea 
và Zingiber officinale được ghi nhận lần lượt là 
245,4 µg/mL và 50,33 µg/mL. Các nghiên cứu này 
đã phản ánh được hiệu quả gây độc dòng tế bào ung 
thư gan HUH7 của vi sinh vật. Nghiên cứu cũng xác 
định được IC50 của mẫu thử vi khuẩn Kosakonia sp. 
ZO-Rh4, trên dòng tế bào HUH7 là 18,32 µg/mL ở 
cao chiết và 25,18 µg/mL ở dịch ngoại bào, kết quả 
này cho thấy Kosakonia sp. ZO-Rh4 có phần gây 
độc trên dòng HUH7 cao hơn các nghiên cứu trên. 

Trong nghiên cứu này, các mẫu thử từ vi khuẩn 
nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 có tác động gây độc 
tế bào ung thư theo cơ chế chết tương tự chu trình 
apoptosis. Mẫu thử từ vi khuẩn nội sinh Kosakonia 
sp. ZO-Rh4, khởi đầu là sự thẩm thấu qua màng tế 
bào ung thư, làm cho nồng độ oxy trong tế bào ung 
thư thấp hoặc tổn thương DNA của tế bào ung thư. 
Mẫu thử từ vi khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 
gây cản trở quá trình vận chuyển dinh dưỡng của tế 
bào ung thư, hạn chế sự sản sinh tế bào ung thư và 
ngăn chặn sự truyền tín hiệu. Vi khuẩn nội sinh 
Kosakonia sp. ZO-Rh4 đã làm vỡ và gây chết tế bào 
ung thư. 

Đây chỉ là nghiên cứu trên tế bào người trên thực 
nghiệm phụ thuộc vào độ nhạy và độ chính xác của 
kỹ thuật được sử dụng phương pháp quang phổ. Vì 
thế, việc phát hiện các hoạt động ức chế của các mẫu 
thử từ vi khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 còn 
hạn chế nhất định cần tiến hành trên lâm sàng để có 
thêm bằng chứng chính xác. Một trong những nhược 
điểm của phương pháp đo quang phổ xác định IC50 
này là hoạt động ức chế của các mẫu thử đã thay đổi 
rất nhanh khi đi từ nồng độ cao đến thấp. 

Có thể thấy, các nghiên cứu về hợp chất thiên 
nhiên được tách chiết tinh khiết, cho kết quả ức chế 
tế bào ung thư rất cao. Kiến nghị nên nghiên cứu 
tách chiết, tổng hợp và tinh sạch các hợp chất thiên 
nhiên có trong vi khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-
Rh4, nghiên cứu thêm về các khả năng chống ung 
thư của các chiết xuất từ vi khuẩn nội sinh 
Kosakonia sp. ZO-Rh4 trên mô hình in vivo. 

5.   KẾT LUẬN 

Mẫu thử cao chiết và dịch ngoại bào từ vi khuẩn 
nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 phân lập từ củ gừng 
(Zingiber officinale), có khả năng ức chế in vitro đối 
với các dòng tế bào ung thư cổ tử cung (HeLa), ung 
thư đại trực tràng (HT29) và ung thư gan (HepG2, 
HUH7). Đáp ứng các yêu cầu của của NCI Hoa Kỳ 
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với IC50 < 30 µg/mL, SI > 5 và CS% ≤ 50. Cao chiết 
từ vi khuẩn nội sinh Kosakonia sp. ZO-Rh4 có khả 
năng gây độc cao hơn dịch ngoại bào 1.37 – 1.70 lần 
(so sánh IC50). Cả hai mẫu thử đều gây độc mạnh 
nhất trên tế bào ung thư đại trực tràng (HT29), với 
IC50 là 14,86 µg/mL ở cao chiết và 23,55 µg/mL ở 
dịch ngoại bào. Kết quả này mở ra một hướng 
nghiên cứu về nguồn hợp chất thiên nhiên có khả 
năng kháng ung thư tiềm năng, bổ sung thêm các 

nguồn hợp chất đang được sử dụng bằng con đường 
tổng hợp, hoặc từ thực vật hiện nay. 
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