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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén chung vi nAm Aspergillus fumigatus SDF8 thun
khiét v& mit sinh hoc dwoc phan 18p tir than cdy thiét sam nai da (Tsuga chinensis
(Franch.) Pritz.) phan b tai Ha Giang, Viét Nam c6 hoat tinh gdy doc té bao ung thu
A549, MCF7 (ICsy 36,18ug/ml; 50,56ug/ml), c¢6 kha ning sinh téng hop chit chéng
oxy héa polyphenol, flavonoit ham lwong l4n Iuot dat 99,09mg GAE/g, 96,25mg QE/g
cao chiét tr dich 1én men, ¢6 hoat tinh chéng oxy hoa cao loai bd géc tu do hydroxyl
v6i ty 18 phan trdm e ché 12 68,38% & ndng d6 600pug/ml cao chiét hoat chat sinh hoc
thd, DPPH, superoxit 1an luot vai ty 1& phﬁn tram tc ché 1a 70,80%, 75,96%, va ning
luong khir sit 12 0,73 & néng d6 800ug/ml cao chiét hoat chét sinh hoc thdé va mang
trinh tw ADN vung ITS1-5,8S-1TS2 c6 d6 dai 525bp da dugce dang ky trén ngén hang
GenBank NCBI (ma sb OM721777). Hoat chét sinh hoc ¢6 tac dung trong viéc diéu tri
bénh ung thu, phong ngira va diéu tri cdc bénh lién quan dén gbc tu do nhu bénh tim

mach, xo vita ddng mach, ting huyét ap, tiéu dudng, viém khép va 1o hoa.
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Linh vye ky thuat dwogc dé cap

Giai phép httu ich thudc linh vuc cdng nghé vi sinh vat hoc va cdng ngh¢ sinh
hoc ung dung trong y dugc lién quan dén ching vi ndm noi sinh trén cay thiét sam nui
d4 c6 hoat tinh gy doc t& bao ung thu va sinh téng hop cac chét chéng oxy cao. Cu thé,
giai phap hiru ich d& xuét ching vi nam ndi sinh Aspergillus fumigatus SDFS thuan khiét
vé mat sinh hoc, dugc phéan 1ap tir than cla cay thiét sam nui da (Tsuga chinensis
(Franch.) Pritz.) phan bd tai Huyén Béng Vin, Tinh Ha Giang, Viét Nam c6 hoat tinh
gay doc té bao ung thu cao va sinh tdng hop polyphenol, flavonoit ¢6 hoat tinh chéng

oxy hda cao.
Tinh trang ky thuat cda giai phap hiru ich

Ung thu da va dang la mdi quan tim ngay cang ting ctia nhan loai nhat 1a khi xa
héi dang ¢ giai doan phat trién vuot bac vé y hoc, khoa hoc va cong nghé. Theo ude tinh
cua Dai quan sat Ung thu Toan cdu, s& c¢6 khoang 29,5 tridu trudng hop ung thu mdi,
trong do6 viéc thyc hién cac chién lugc phong chéng ung thu s& ciru sdng gan 15 triéu
nguoi (Eniu va cs., 2019). Ap luc oxy héa duoc biét dén 14 su mét cin bang cua céc loai
oxy phan ing (ROS) va céc chét chéng oxy hoa trong co thé, co thé dan dén ton thuong
té bao va md, can trd su phat trién cta ung thu (Griffiths va cs., 2016, Liu va cs., 2018).
That vay, ROS bao gbm ca gdc tu do nhu hydro peroxit va oxy khong gbe tu do nhu,
anion superoxit, oxy don va gbc hydroxyl 14 cac phan tir ¢6 phan tng cao, c6 thé duogc
giam bot thdng qua bd sung chat chdng oxy héa (Griffiths va cs., 2016). Trong nhiéu
thap ky, mot sb chét chéng oxy héa phenolic tdng hop bao gbm butylat hydroxycanisole,
butylat hydroxytoluen va propyl gallat dd dugc st dung dé diéu tri cac bénh lién quan
dén ROS da dugc béo céo 1a gy ra tic dung phu nghiém trong (Saad cs., 2007). Tiép
can v6i mot sd it cac 1iéu phéap héa tri ung thu, cic tac dung phu c6 hai cuia ching va gia
thanh cao ctia hau hét cac loai thube nay, khién viéc diéu tri bénh tro nén kho khan. Hon
nfta, nhiéu liéu phép hién tai khong didu tri hiéu qua mot sb bénh ung thu va cac khéi u
da khang thudc cang lam gay khé khan trong viéc diéu tri. Viéc phat hién ra cac tac nhan
tri liéu hoa hoc mai 1a muc tiéu chinh cta cac nha hoéa hoc dugc liéu va san phém tur
nhién. Trong phan tich dit liéu dugc cong bd trong Bao céo hang nim vé Hoéa duoc,
Newman va cong su phat hién ra rang tir ndm 1989-1995, hon 60% cac loai thude dugc
phé duyét va cac Umg cir vién thudc duge phét trién lam chét chdng nhiém trung hodc
thude chéng ung thu c6 ngudn gbc tu nhién, dugc san xudt trong mot vét chi thay thé
nhung bao gém cac san phém tu nhién ban dau, cdc din xuét cia cic san phém tu nhién
va céc san pham tong hop duge mé phong theo cc hop chét tu nhién. Trong mdt phén
tich chi tiét vé& cdc tac nhan thudc méi trong giai doan 1981-2002, Newman va cong su.
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Giai mi cac ngudn hop chét ctia cac loai thuéc méi va duge phé duyét cho cac bénh
khac nhau, tir thudc giam dau dén cac vét thuong. Trong s6 79 chat chéng ung thu méi,
12 chét 12 sinh hoc, 9 chét 14 san phaim tu nhién, 21 chét din xudt tir san pham ty nhién,
10 chét c6 ngudn gbc tir téng horp toan phan véi duge chAt san phim tu nhién va 25 chat
tir tdng hop toan phan Vi vay, can phai tim kiém cac chit chdng ung thu va chbng oxy
héa thay thé tir cac nguon tu nhién nhu vi sinh vat cé thé khac phuc su that bai ctia hoa
tri cling nhu ngén nglra nguy co ung thu.

N4m noi sinh da dang & trong thuc vat, dai dién cho ngudn tai nguyén sinh hoc doi
dao v& hop chét tu nhién c6 tiém ning khai thac trong linh vuc dugc phim va néng
nghlep (Schulz va cs., 2002). Tuy nhién, quan sat thdy rang hau hét su da dang nidm noi
sinh van chua duoc khai thac nhiéu (Huang va cs., 2008) Nhiéu hop chat dugc san Xudt
bdi cac loai nAm nay co6 hoat tinh sinh hoc va bao gdm céc alcaloit, flavonoit, steroit,
terpenoit, peptit, polyketon, quinol va phenol cling nhu mot s6 hop chét chua clo. Cho
dén nam 2003, khoang 4.000 chét chuyén hoa thu cép ¢6 hoat tinh sinh hoc da dugc bao
céo tr nAm (Dreyfuss va Chapela, 1994). R4t nhiéu thong tin vé su phén 1ap cdc hop
chét hoat tinh sinh hoc khéc nhau tir nim ndi sinh da dugc bao céo trong ba thap ky qua,
Hau hét cac chit chuyén héa nay duge san xudt boi cac loai Acremonium, Aspergillus,
Fusarium va Penicillium. Schulz va cong su (2002) da phan ldp khoang 6.500 chung
ndm noi sinh va thr nghiém tiém nang sinh hoc cua ching. Ho da phén tich 135 chat
chuyén héa thir cAp va thdy ring 51% (38% dbi v6i phan lap dét) céc hop chat ¢6 hoat
tinh sinh hoc dugc phén lap tir ndm noi sinh 13 san phim tur nhién mai.

NAm ndi sinh déng vai trd quan trong trong qua trinh sinh tdng hop cac chit chuyén
hoa thu cap. Su két hop ctia céc yéu t6 cam ng, bao gbm ca thyuc vat va nam ndi sinh
lam tang tich 1liy cac chét chuyén héa thi cAp trong thuc vét va nam (Li va cs., 2009).
Nghién ctru con duong sinh téng hop thé hién rang thuc vat va ndm noi sinh c6 con
dudng trao d6i chét twong tu dé san xuAt cac chét chuyén hoa thit cép (Jennewein va cs.,
2001). San xuét doc lép taxol bdi nAm ndi sinh do gen 10-deacetylbaccatin-1II-10-O-
acetyl transferaza tur nadm ndi sinh Clasdosporium cladosporiodes MD?2 phén lap tor mo1
truong Taxus (Zhang va cs., 2009). Gen nay c6 lién quan dén con duong sinh téng hop
taxol va gibng 99% véi T. media va g1ong 97% véi Taxus wallichiana var. marirei. Hon
20 loai thude c6 ngudn gbc tir san pham tu nhién d& dugc tung ra thi truong trén toan
thé gidi tir 2001 dén 2005 va khoang 140 loai da trai qua cac giai doan thu nghlem lam
sang khac nhau (Lam, 2007) Céc chit chuyén héa chirc ning c6 ngudn goe tlr vi nédm
ndi sinh da duoc thé hién tiém ning to 16n, tac dong dén 1inh vue duoc pham (Strobel
va Daisy, 2003; Gunatilaka, 2006).

Cudc tim kiém céc san pham tu nhién nhu cac chét chéng ung thu tiém nang da c6
truée nam 1550 trude Cong nguyén, nhung ky nguyén khoa hoc cua sy tim kiém chat
chdéng ung thu chi méi xuét hién vao nhitng nam 1950 v&i su kham phd va phat trién
clia céc alcaloit vinca, vinblastin va vincristin va su phén lap doc t6 gay doc té bao
(Verekar va cs., 2014). Céac hop chét c6 ngudn gbc thuc vat da dong mot phan quan
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trong trong viéc phat trién mot sb loai thudc chdng ung thu hitu ich trén thir nghiém lam
sang, vi du: vinblastin, vincristin, selerotlorln cac din xuét camptothecin (CPT),
topotecan va irinotecan, etoposit co nguon goc tr epipodophyllotoxin, vé&i paclitaxel
(Taxol) 1a vi du c6 tac dong nhiéu nhét.

CPT la mét alkaloit quinoline pentacyclic, mot chét chéng ung thu manh. CPT dau
tién duoc phéan lap bdi tu gd cua C. acuminata Decaisne (Nyssaceae) mot loai cdy co
ngudn gbc tir Trung Qudc. Alkaloit ndy da dugc cong bd tir mot sb loai thue vat vi du
nhu céc lodi Ervatamia heyneana, Merrilliodendron megacarpum va Ophiorrhiza, Vo1
nang sut rét cao, dugc tim thdy & Nothapodytes nimmoniaa (Govmdachcm va
Viswanathan, 1972). CPT tc ché su nhan 1én cla virut gy suy gidm mién dich & ngudi
trong dng nghiém va ciing dugc biét 12 c6 hiéu qua hoan toan vaéi ung thu tu cung, ung
thu phdi, ung thu cd tr cung va ung thu v (Kusari va cs., 2009). Puri va cong sy (2005)
lin ddu tién béo cido mdt loai ndm ndi sinh Entrophospora infrequens thu dugc tu
Nothapodytes foetida ¢ kha nang san xuat CPT. Amna va cong su (2006) da tién hanh
cac nghién ctru dong hoc vé su tang trucmg va tich 1uy CPT cua L. znfrequens noi sinh
tr ong nudi ciy huyén phu va da xéc dinh rang loai ndm ndi sinh nay s& 1a ngudn vi sinh
tiém nang thay thé dé tao ra CPT.

Vinblastin va vincristin 1a hai alcaloit bisindole tw nhién tur cdy dira can
(Catharanthus roseus hodc Vinca rosea) dugc sir dung lam thudc chinh trong tuong Gmg
didu tri ung thu hach va bénh bach ciu (Barnett va cs., 1978). Cay dua can
(Catharanthus roseus (Apocynaceae)) dugc tim thdy c6 chtra mot lugng 16n céc alcaloit,
khoang 100 trong s6 d6 da duogc phén lap cho dén nay (Hughes va Shanks, 2002,
Samuelsson va Bohlin, 2017). Nghién ctru cua Kharwar va cong su (2008) trén céac vi
sinh vAt noi sinh trén cay dira can (tir hai hé sinh thai khac nhau & Bic An Do) da chira
rang, ching Alternaria va Fusarium oxysporum phan 1ap tir thye vat c6 kha nang san
xuét cac alcaloit vinca.

Podophyllotoxin 1a mét loai thudc tu nhién c6 hoat tinh dugc hoc thuoc nhém hoa
chét cia lignan. N6 hoat dong nhu mot chét (e ché nguyén phan bang cach lién két thuan
nghich véi tubulin va e ché su tap hop vi ong (Cragg va Suffness, 1988). Vi véy,
podophyllotoxin dugc st dung lam tidn chit dé tdng hop céc loai thudc chéng ung thu
quan trong ndy nhu etoposit (VP-16-2 13) va teniposit (VM- 26) duoce str dung trong diéu
tri ung thu phoi, ung thu tinh hoan, nhiéu loai bénh bach ciu va bénh bach cau, khéi u
ran khac (Majumder va Jha, 2009). Mot s& bao cdo cho thay san xuét podophyllotoxin
tir vi sinh VAt noi sinh ctia Podophyllum hexvarm, P. peltatum, Juniperus recurva va J.
Communis L. Horstmann (Kusari va cs., 2009; Nadeem va cs., 2012).

So véi cac thude chéng ung thu khac nhu camptothecin, vinca alkaloit,
podophyllotoxin va colchicin, dong luc lién két cia taxol voi tubulin rat dac biét. Cac
chét trén tang cuong thdo go vi dng trong khi paclitaxel thuc day lap rap va 6n dinh
(Roberts va Hyams, 1979). Do kha néang doc nhét ctia n6 lién két dac biét véi p-tubulin
va doc tinh té bao clia nd & ndng do thip hon, paclitaxel dang dugc str dung dé diéu tri
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mdt sb khdi u thong thuong. Paclitaxel di duge sir dung thanh cong trong diéu tri 1am
sang ung thu budng trimg nhon thudc va phat trién manh hon (Markman, 1991; Einzig
va cs., 1992) va ung thu vi (Holmes va cs., 1991) Hién nay, n6 cling dugc dung dé diéu
tri ung thu phOl (Ettinger, 1993), dau va cd (Forastiere va cs., 1993), than, tuyén tién
liét, rudt két, cb tir cung, da day va tuyén tuy (Binzig va cs., 1992; Arbuck va cs., 1993;
Brown va cs., 1993; Roth va cs., 1993).

Bén canh d6 kha néng sinh téng hop cac hop chit c6 hoat tinh chdng oxy héa cua
vi nAm di duoc thé hién qua mot s6 cong bd khoa hoc. Samanthi va cong su (2015) da
phan 14p dugc hai hop chat polyketit méi tir ching vi nAm P. citrinum US/PA/06 gdém
5°-acetyl-3,5,7 —trimethoxy-3"H-spiro[cyclohexa [2,4] diene-1,1’-isobenzofuran] -3”,6-
dion va axit 4-acetyl-2’- hydroxy-3’,5’,6-trimethoxy biphenyl-2-carboxylic thé hién
hoat tinh chdng oxy héa véi gia tri ICso 1an luot 12 159,7 £ 22,3 va 68,6 = 4,3ug/mL.
Chung vi ndm Cladosporium cladosporioides KT384175 dugc phan lap tur rong
(Sargassum wightii) cling thé hién kha nang chdng oxy héa cao va dang dugc nghién
ctru phan tach cac hoat chét sinh hoc (Hulikere va cong su, 2016). Hop chét variecolortin
A duoc thu nhén tr chiing vi ndm Eurotium sp. SCSIO F452 thé hién hoat tinh bat gbc
tu do DPPH véi tri ICso 58,4uM (Zhong va cs., 2018). Bén canh do6, mot dan xuét
chromon méi, arthon C tir ching vi nam bién sau Arthrinium sp. UINMF0008 ciing ¢6
kha ndng bt gbc tu do DPPH va ABTS véi gié tri ICso lan lugt 16,9 va 18,0uM (Bao va
cs., 1982). Cac béo céo cling cho thdy nhiéu hop chat chéng oxy hoéa da dugc thu nhan
tr céc ching vi ndm bién noi sinh. Cu thé, chung vi ndm A. wentii EN-48 néi sinh ¢
rong bién (Sargassum spp.) ¢ kha nang sinh tong hop 8 hop chét thé hién kha nang bét
gbc tw do DPPH voi gid tri ICsotr 5,2 =99 JApg/mL gdm mot dan xuét anthraquinon moi
(wentiquinon C), mot d3n xuft benzamit méi (methyl 4-(3,4-dihydroxybenzamit)
butanoat) cung vé1i 6 hop chét phenolic (Li va cs., 2014).

Hién nay, viéc khai thac cay dugc liéu & dang tho (st dung toan bd hay mot s6 bo
phén co thé thuc vat dé lam thudc, xut khau nguyén liéu tho, tich chiét tinh dau, tach
chiét cac hop chét ¢6 hoat tinh sinh hoc...) da lam cho tai nguyén di truyén thuc vat &
Viét Nam di trai qua nhiing thay dbi 16m, do nhiéu nguyen nhan khéc nhau ma ngudn
gen nhiéu loai ciy bi suy thoai nghiém trong, mot sb loai ¢6 nguy co tuyét chung, dan
dén nguy co suy giam da dang sinh hoc nguon tai nguyén thuc vét. Nghién cuau nay
khong nhitng mé ra huéng nghién ctru mai v& vi sinh vat hoc tmg dung ¢ Viét Nam ma
con gop phan quan trong trong viéc xac dinh duge murc do da dang sinh hoc ngudn tai
nguyen vi nAm ndi sinh trén mot s6 cay dugc lidu cua Viét Nam, phat hién dugc cac
nguon gen nAm mai, tiém nang nham Ung dung va phat tr ién céc san pham chuyén hoa
thr cap trong linh vuc y dugc ung dung trong diéu tri bénh ung thu va thuc pham mot
cach bén vitng, khong dAn dén viéc hay hoai cdy chu, bao vé su da dang tai nguyén thuc
vét cling nhu vi sinh vét cia Viét Nam. Day cling la nghién clru dau tién quan tam t&i
méi twong quan gifta kha nang sinh hop chét ¢6 hoat tinh sinh hoc cta cac vi nam noi
sinh va céc san pham chuyén hoa ctia cay thiét sam ndi da.
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(3 Viét Nam, thiét sam i d4 thudc ho Thong Pinaceae, bo Thong Pinales duoc
phat hién tai Ha Giang (Pdng Van: Tai Phin Ting, Hb Quang Phin, Ta X4; Meéo Vac:
Sung Chang, Lu Lu Phin; Yén Minh: Lao Va Chai), Cao Bang ¢ d6 cao 1000m dén
1.500m. Thé gi6i: Phan b tir Dai Loan va mién trung Trung Qubc xudng dén mién nam,
trong d6 c6 3 tinh gidp v6i Vigt Nam 1a Van Nam, Quéang T4y va Quang Dong. Déy la
loai ciy dugc liéu qu}'/ hiém, thudc danh sach "do" trong Chuong trinh Nghién ctru bao
tdn va phat trién nguon gen quy hiém vé cay thudc, nhung chua dugce quan tim nghién
ctiu va khai thac ung dung trong didu tri bénh tai Viét Nam. O Viét Nam va trén Thé
gi6i truge day di co nhiéu d& tai nghién ctru vé vi nAm ndi sinh; tuy nhién, cac nghién
ctru vé vi nAm ndi sinh & cay thiét sam nti da (Tsuga chinensis (Franch.) Pritz.) c6 hoat
tinh gay doc té bao ung thu va chéng oxy héa dén nay chua c6 cong bd.

Ban chit k§ thuit clia giai phap hiru ich

Giai phap hitu ich dé xut ching vi ndm ndi sinh Aspergillus fumigatus SDF8
thuan khiét vé mat sinh hoc duge phén lp tir than cta cay thiét sam nui da (Tsuga
chinensis (Franch.) Pritz.) phan bd tai Huyén Pdng Van, Tinh Ha Giang, Viét Nam
(23°15'30" N 105°1724" E) c6 hoat tinh gdy doc té bao ung thu cao va sinh tong hop

polyphenol, flavonoit ¢é hoat tinh chéng oxy hoa cao.

Chiing vi ném ndi sinh SDF8 thudn khiét vé mat sinh hoc theo giai phdp hiru ich
mang trinh ty ADN vung ITS1-5,8S-ITS2 c6 do dai 525bp va dugce dang ky trén ngan
hang GenBank (mé s&6 OM721777) va c6 hoat tinh gy doc dong té bao ung thu phoi
(A549) & ngudi (ICso 36,18ug/ml) va ung thur vt (MCF7) & ngudi (ICso 50,56pg/ml), ¢6
kha nang sinh tdng hop hoat chét chéng oxy héa cao polyphenol, flavonoit véi ham
luong dat 99,09mg GAE/g, 96,25mg QE/g cao chiét tir dich 1én men, tuong (g

M ta van tit cac hinh vé
Hinh 1 1& hinh nh thé hién hinh thai khuan lac ctia ching vi nam ndi sinh SDF8 trén

moi truong PDA sau 5 ngay nu6i cay. Khuan lac mau xanh xdm, dang nhung min, mat

sau khuén lac mau trang vang, khuan lac tron.

Hinh 2 12 hinh anh thé hién hinh thai bao tir ctia chung vi nim noi sinh SDF8 chup trén
kinh hién vi quang hoc (46 phong dai 400 1an). Bao tir hinh cu, c6 kich thudc 2-2,5um,
moc dang téa tron. Bong hinh cAu, ¢ chiu rong 25-35um. Cudng sinh bao tir trong

suot.

Hinh 3 12 hinh anh thé hién hoat tinh chéng oxy héa cia cao chiét tir ching vi nam ndi
sinh A. fumigatus SDF8. Kha néng khir gbe gbc hydroxyl tu do (A), DPPH (B), nang
luong khtr sat (C) va kha nang danh bét gbe superoxit (D).
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Mo ta chi tiét giai phap hitu ich

Giai phap hitu ich d& cdp dén ching vi ndm ndi sinh A. fumigaius SDF8 thuan
Khiét vé mit sinh hoc, duge phan I4p tir than cla cdy thiét sam nii da (Tsuga chinensis
(Franch.) Pritz.) phan b tai Huyén DPong Vin, Tinh Ha Giang, Viét Nam ¢6 hoat tinh
gay doc té bao ung thu cao va sinh tdng hop polyphenol, flavonoit c6 hoat tinh chbng

oxy hoa cao.

Viéc phan 1dp ching thuin khiét v& mat sinh hoc tir thén ca cay thiét sam nui da
(Tsuga chinensis (Franch.) Pritz.) duoc thuc hién theo phuong phap ctia Kumar va cong
su (2019) cé cai tién nhu mo ta sau day. Mau than ciy thiét sam nui da (Tsuga chinensis
(Franch.) Pritz.) phan b tai Huyén Ddng Van, Tinh Ha Giang, Viét Nam dugc cét thanh
timg khtic nho dai 2-3cm rira sach bang nudc sach rdi khir tring 1an luogt bang etanol
70% (v/v) trong 30 gidy, NaOCl 3,5% (v/v) trong 2 phut va rira tiép véi etanol 70% (v/v)
trong 2-5 gidy. Sau do, rira lai bang nudc cAt khir tring 4 1an. Céc mau than cay dugc
cit thanh timg 14t nho (0,5x0,5x0,5cm), dat cdc lat nho 1én dfa Petri chira moi truong
PDA-G (Mbi truong PDA cai tién c6 thanh phan mdi trudng (g/1) nhu sau: 150g khoai
tay; 10g duong glucoza; 10g sacaroza; 16g thach va 1 lit nudc cat) ¢o6 do pH =7, ¢b b
sung streptomycin sulphat (100mg/L) v6i khoang cach dong déu va dugc danh s6 ki
hiéu, thtr tu riéng twong Umg. Cac dia dugc nudi & nhiét do 28°C trong thoi gian 5-7
ngay, theo ddi cac dia hang ngay dé kiém tra su phat trién cta cc khudn lac ndm. Ciy
chuyén cac soi ném ctia cac ching nim phan 14p duge tir cdc dia ban dau sang dia thach
PDA c6 bd sung streptomycin sulphat (100mg/L) méi va nudi & nhiét d§ 28°C trong
thoi gian 5-7 ngay, theo doi va cdy chuyén dén khi thu duge céc chung nAm thuan khiét

vé mat sinh hoc.

Céc chung nim thuan khiét vé mit sinh hoc dugc phéan loai bang hinh thai va dbi
chidu véi cac dic diém dugc mo ta theo sach dinh tén loai vi ndm ndi sinh cua Raper va
Thom (1949), Samson va cong su (2011), Stolk va Samson (1972), Crous va
Groenewald (2015). Sau d¢, tach chiét ADN cuia chiing nam thu duoc bang kit tach chiét
ADN (Dneasy Plant Mini kit (Qiagen, Hilden, Puc) va khuéch dai cac vung ITS cung
véi gen 5,85 TARN bang cip mdi dic hidu ITS1 (5°- TCCGTAGGTGAACCTGCGG
-3 valTS4 (5 - TCCTCCGCTTATTGATATGC -3"). Tiép theo, cac vung ITS cung
véi gen 5,8S rARN thu duge duge xac dinh trinh ty nucleotit bang may giai trinh tu
Sanger (First BASE Laboratories Sdn. Bhd., Malaysia). Trinh tu nucleotit duge phén
tich bang phan mém ClustalX v.1.81 va trinh tu viing dugc dbi chiéu trén Ngan hang dit
liéu gen NCBI (GenBank) bang cong cu BLAST va dinh danh.

Chung vi ndm ndi sinh thuan khiét vé mit sinh hoc sau khi dinh danh dugc tiép

tuc dugc nuodi cAy va thtr nghiém kha ning sinh tong hop hoat chét gay doc té bao ung
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thu va cdc chét chén oxy héa. Ching nAm thr nghiém dugc nudi cdy trong 3 lit moi
truong PDB-S (Moi truong PDB-S cai tién c6 thanh phz‘in moéi truong (g/1) nhu sau: 150g
khoai tay; 10g dudng glucoza; 10g sacaroza; 1g bot dau tuong va 1 lit nudc cét, gia tri
pH 7,0) & nhiét d6 28°C, téc do lc 150 vong/phiit trong 7 ngay. Dich 1én men dugc xay
nho bing may xay sinh t4, xay nhuyén sinh khdi va duoc tach chiét 3 14n bang dung moi
hitu co etyl acetat theo ty 1€ 1:3 (thé tich dung moi : thé tich dich 1én men va sinh khdi
d4 xay nhuydn) thu dugc dich chiét ndm, chinh la dich chiét chét ¢6 hoat tinh sinh hoc
toan phan. Dich chiét ndm tiép tuc co quay & 60°C bang thiét bi c6 quay (IKA, RV10,
Puc) dé loai bé dung moi. Sau d6 cin khang sinh, khang ung thu thd duogc lam kho va
can dén khdi lugng khong d6i (cao chiét). Cao chiét hoat chét sinh hoc thd duge bao
quan & 4°C cho céc thir nghiém hoat tinh gay doc té bao ung thu, xac dinh ham luong

pholyphenol, flavonoit téng va xac dinh hoat tinh chdng oxy héa cua cao chiét.

Thuc hién viéc phan 14p va xac dinh cdc déc tinh sinh truéng va phat trién nhu
néu trén, tac gia giai phap hitu ich da thu dugce chung vi nam thudc chi Aspergillus thudn
khiét v& mat sinh hoc. Ching vi nAm nay c6 doan gen ITS1-5,8S-ITS2 c6 kich thudce
525bp va c6 do tuong ddng > 99% va c6 do dai doan so sanh > 98% so vdi cac chung
Aspergillus dugc d6i chiéu trén hang dit liéu gen NCBI va dugc dinh danh 1a Aspergillus
fumigatus SDF8 (mi sb GenBank OM721777).

Ching vi nim ndi sinh A. fiumigatus SDF8 thun khiét vé mat sinh hoc theo giai
phép hitu ich ¢6 hoat tinh gay doc dong té bao ung thu phéi & nguoi (ICso 36,18 pg/ml)
va ung thu va & ngudi (ICso 50,56pg/ml), c6 kha nang sinh téng hop hoat chit chéng
oxy hoa cao polyphenol, flavonoit véi ham luong dat 99,09mg GAE/g, 96,25mg QE/g

cao chiét tir dich 1én men, tuong Ung

Chung vi nam A. fumigatus SDF8 thuin khiét vé mat sinh hoc theo sang ché 1a
chting tu nhién dugc phan 14p tir than céy thiét sam nui da (Tsuga chinensis (Franch.)
Pritz.) phan b tai Huyén DPdng Van, Tinh Ha Giang, Viét Nam, c6 kha nang sinh tong
hop hoat chat gy doc té bao ung thu va sinh tdng hop polyphenol, flavonoit ¢6 hoat
tinh chéng oxy héa cao, cac chét nay co tac dung trong diéu tri ung thu va gitp bao vé
t& bao khai cac gde tu do tao trong cic qua trinh oxy hoa nén ngan can hay la cham qua
trinh nay. Pay 1a mdt trong cac nghién ctru dAu tién & Viét Nam va la ching cé tiém
nang ung dung lam nguyén liéu trong san xuét hoat chit khang ung thu va chét chong
oxy héa quy mé 16n don gian ma lai cho hiéu suit khéang ung thu va chong oxy hoa cao,
phuc vu hd trg diéu tri cac bénh ung thu va lam sach céc gbe tu do ¢6 ngudn tir ty nhién,
m& ra hudng di méi c6 hiéu qua trong viée diéu tri bénh ung thu tai Viét Nam, gop phan
giam gia thanh san pham, nang cao strc khoe cong ddng va tang hiéu qua kinh té va xa

ho1.
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Chung vi nAm ndi sinh A. fumigatus SDF8 theo giai phap hitu ich hién dang dugc
luu gitt tai Trung tdm Gibng va Bao tdn ngudn gen vi sinh vat — Vién Cong nghé sinh
hoc — Vién Han 14m Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam dudi dang thudn khiét vé& mat
sinh hoc, trong mdi truong PDA-G trong diéu kién lanh sau -20°C va -86°C, ddng thoi
bao tir ctia chiing duge luu gift trong cat.

Vi du thue hién giai phap hitu ich

Vidu 1: Phan 1dp chung vi ndm noi sinh c6 kha ning sinh tdng hop chét gay doc té bao

ung thu va cac chét chdng oxy hoa

Mau than cy thiét sam nti dé (Tsuga chinensis (Franch.) Pritz.) phan bo tai
Huyén DSng Van, Tinh Ha Giang, Viét Nam dugc rira sach bang nudc, khir tring lan
luot bang etanol 70% trong 30 gidy, sau d6 khir trung bé mat bang NaOCl 3,5% trong 2
phut va etanol 70% trong khoang thoi gian 2-5 gidy; sau cung, cac mau duoc rira lai
bang nuée cAt khir tring 4 14n. Sau khi dugce xir 1y, cac mau 14 cay duoc cit thanh timg
14t nho (0,5x0,5x0,5cm) va duge dat 1én dia Petri chira mdi truong PDA-G voi khoang
cach ddng déu va dugc dénh s6 ki hiéu, th@ tu riéng twong umg. Cac dia duge nudi 0
nhiét d9 28°C trong thoi gian 5-7 ngdy, theo ddi cac dia hang ngay dé kiém tra sur phat
trién ca cac khudn lac vi ndm ndi sinh. Cay chuyén céc soi ndm ctia chting phéan lap tur
céc dia ban diu sang dia thach PDA-G mdi, nudi ¢ nhiét d6 28°C trong thoi gian 5-7
ngay, theo doi va cly chuyén dén khi thu duge céc ching nédm thudn khiét vé mat sinh

hoc.

Két qua di phan 1ap duge ching dugc ky hidu 1a SDF8 c6 thoi gian sinh truong
5-7 ngay nudi cAy trén moi truong PDA-G. Nuoi cdy ching SDF8 thuén trén moi truong
PDA-G thach nghiéng dén khi khudn ty ndm phat trién phtl kin mt thach, sau do bo

sung glycerol 15% vo trung, gilt & 4 —10°C dé luu giit va bdo quan chung gidng.

Str dung phuong phap phan loai truyén thong vi ném dya trén dic diém hinh thai
ctia ching. Dic tinh hinh théi cua vi ndm duoc x4c dinh dua trén dac diém hinh thai
khuan lac; hé soi, hinh thai, vach ngén soi ndm; bao tir va cuéng bao tir theo cac khoa
phén loai ctia Raper va Thom (1949), Samson va cong su (2011), Stolk va Samson
(1972), Crous va Groenewald (2015) dé so bo nhan dang, phén loai ching vi ném noi
sinh SDF8 dén chi.

Chung vi ndm ndi sinh SDF8 dugc nudi cAy phat trién trén moi truong PDA-G &
28°C, quan sat ddc diém hinh thai, mau séc va kich thude khuén lac. Hinh thai khudn
lac ciia chung vi nidm ndi sinh SDF8 trén m6i truong PDA-G sau 5 ngay nudi cdy dugc
thé hién trén hinh 1. Khuén lac cta ching vi ndm ndi sinh SDF8 ¢6 mau xanh xam, vién

kem, khuan lac tron, dang nhung min va méat sau khuén lac mau trang vang. Chuan bi
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Jam kinh, lamen va céc dia Petri d& dugc khir trung. Dung que chy ldy mot miéng thach
¢6 soi ndm phat trién kich thudc khoang 0,5x0,5cm dat 1én lam kinh rdi 14y lamen day
1én bé mit miéng thach. Sau d6 dat lam kinh chira lamen do vao trong dia Petri. Nudi ¢
28°C trong khoang thoi gian 5-7 ngay cho dén khi soi ndm moc lan déu bé mit lamen.
Quan sét tiéu ban bang kinh hién vi quang hoc (d6 phong dai 400 14n), quan sat dic diém
hé soi, bao tu, cubng bao tir va vach ngan clia chiing nidm. Nhéan dang so bd chung vi
ndm qua mau séc, hinh thai khudn lac cing ddc diém vi hinh thai theo cdc khoa phan
loai. Hinh thai cta soi khudn ty va bao tir clia ching vi ndm ngi sinh SDF8 dugc thé
hién trén hinh 2, trong d6 bao tir hinh ciu, c6 kich thuée 2-2,5um, moc dang toa tron.

Bong hinh cau, c6 chiéu rong 25-35um. Cudng sinh bao tr trong sudt.
Két qua nhan dang dugc ching vi ndm noi sinh SDF8 thudc chi Aspergillus.

ADN ctia chiing vi nm noi sinh SDF8 dugc tach chiét bang kit tach chiét ADN
(Dneasy Plant Mini kit (Qiagen, Hilden, Dtrc). Két qua kiém tra trén may do quang phd
cho thiy ADN tng sb tach chiét duge cé d9 tinh sach cao (A260/280= 1,98) va duge
sir dung lam khudn dé thuc hién phan tmg PCR.

Vung gen ITS1-5,8S-ITS2 cua ching vi ndm ndi sinh SDF8 duoc khuéch dai
bing phuong phép PCR sir dung cgp mdi ITS1 (5°- TCCGTAGGTGAACCTGCGGE -
3%) va ITS4 (5°- TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3°). Cp m6i ITS1 va ITS4 khuéch
dai doan gen ITS1-5,8S-ITS2 clia céc chiing ndm c6 kich thudc tinh todn theo 1y thuyét
14 500-600bp.

Phan tng PCR duge thyc hién theo phuong phap chuén duge mo ta boi Roopa
va cong su (2015). Thé tich phan tmg PCR (25u1) bao gom 100ng ADN hé gen, 25ul
hdn hop chuén, 0,1 ug ADN téng sb 0,4pM mdi moi, 0,2mM dNTPs, 1xTaq polymeraza
dém, va 1U Taq ADN polymeraza va nu6c khir ion. Chu trinh nhiét bao gém: 95°C trong
10 phut; 35 chu trinh: 95°C trong 30 gidy, 65°C trong 60 gidy, 72°C trong 90 gidy; 72°C
trong 10 phut, gitt mAu & 4°C. Sau khuéch dai, san phém PCR dugc phéan tich bang dién
di gel agaroza 1%. Két qua thu dugc mét phan doan gen co kich thudc khoang S70bp.
Tinh sach doan gen nay bang kit tinh sach ADN (GeneJET PCR Purification Kit
#K 0701, Thermo Scientific).

Trinh tu doan gen ITS1-5,8S-ITS2 cua ching vi nAm ndi sinh SDF8 dugc xac
dinh trén mAy giai trinh tu tw dong Sanger (First BASE Laboratories Sdn. Bhd.,,
Malaysia). Xt ly dir liéu trinh tw doan ADN béng phan mém ClustalX v.1.81, so sanh
v6i céc gen tuong ung dang ky trén ngan hang co so dif lieu GenBank bang cong cu
BLAST trén NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) (bang 1).Trinh tu doan gen ITS1-5,8S-
[TS2 ciia ching vi ndm néi sinh SDF8 duge thé hién & SEQ ID NO:1.
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Bang 1 - Murc 4o tuong ddng gen ITS1-5,8S-ITS2 cuia ching vi ndm ndi sinh SDF8
khi so sanh véi trinh tu cac ching trén Ngan hang di liéu gen NCBI

Ky Chung so sanh Do dai | Muc do
hi¢u Mai s6 doan so tuong
ching Tén chung GenBank | S4nh (%) ddng (%)

Aspergillus fumigatus LF5 JF815069.1 98 99,22
Aspergillus fumigatus DBBS OM218663.1 98 99,22
SDF8 | Aspergillus fumigatus ZC-2 MK 630344.1 98 99,22
Aspergillus fumigatus AFUM-1 KY019228.1 98 99,22
Aspergillus fumigatus ZHLB-3 MT487765.1 99 98,85

Két qua cho thiy d3 xac dinh dugc trinh ty doan gen ITS1-5,8S-ITS2 tach tu
chiing vi nam nodi sinh SDF8 c6 kich thudc 525bp. Doan gen nay ¢ muc tuong dong
v6i cac trinh tu gen trén NCBI> 99% va c6 do dai doan so sanh > 98% so v&i cac chung
Aspergillus dugc d6i chiéu trén Ngan hang dit liéu gen NCBI nhu Aspergillus fumigatus
LF5 (99,22%), Aspergillus fumigatus DBB5 (99,22%), Aspergillus fumigatus ZC-2
(99,22%), Aspergillus fumigatus AFUM-1 (99,22%) va Aspergillus fumigatus ZHLB-3
(98,85%). Voi két qua nay cho thiy, ching vi ném ndi sinh SDFS thudc loai Aspergillus
Sfumigatus. Két qua nay cho két qua tuong ty khi phan loai bang phuong phéap truyén
théng. Chiing vi ndm noi sinh SDF8 dugc dinh danh 12 Asper, gillus fumigatus SDF8 (m@
s6 GenBank OM721777).

Vi du 2: Nuoi cdy va tach chiét chit gay doc té bao ung thu va cac chét chdng oxy hoa

tir dich 1én men ctia chung vi ndm nodi sinh SDF8

Chutng vi naAm ndi sinh A. fumigatus SDF8 dugc nudi l4c trong 3 it moi truong
PDB-S & 150 vong/phut, nhiét dd 28°C trong 7 ngay. Chét khang ung thu va cic chat
chéng oxy héa thd theo cac bude nhu sau: (1) dich 1én men dugc xay nho bang may xay
sinh t6, xay nhuyén sinh khdi va thu duoce hén hop dich 1én men, sinh khdi; (2) hon hop
trén dugc tach chiét 3 14n bang dung moi hitu co etyl acetat theo ty 18 1:3 (thé tich dung

- thé tich hdn hop dich 1én men va sinh Kkhéi da xay nhuyén) thu dugc dich chiét
nam, thu pha trén, chinh la dich chiét chit c6 hoat tinh sinh hoc toan phan; (3) dich chiét
nim tiép tuc c6 quay & 60°C bing thiét bi ¢6 quay (IKA, RV10, Btc) dé loai bo dung
mdi; (4) sau khi c6 quay thu can chit khang ung thu va cac chit chdng oxy héa thd duoc
lam kho va can dén khdi lugng khong d6i (cao chiét); (5) cao chiét hoat chat sinh hoc
tho dugc bao quan & 4°C cho cac thu nghiém hoat tinh gay doc té bao ung thu, xdc dinh
ham luong pholyphenol, flavonoit téng va x4c dinh hoat tinh chdng oxy hoa cta cao

chiét.
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Vi du 3: Thir hoat tinh géy doc té bao ung thu cla cao chiét hoat chét sinh hoc tho tur

dich 1én men ctia chiing vi nim ndi sinh 4. fumigatus SDF8

Phuong phéap thir d6 doc t& bao in vitro duge Vién Ung thu Qubc gia Hoa Ky
(National Cancer Institute — NCI) x4c nhén la phép thlr d6 doc té bao chudn nham sang
loc, phat hién céc chit c¢6 kha ning kim ham sy phat trién hoélc’diét té bao ung thu &
didu kién in vitro. Phép thir ndy dugc thue hién theo phuong dd dugc cong bd trude day
(Skehan va cs., 1990). Phép thir tién hanh xac dinh ham lugng protein té bao tdng sb
dua vao mat d6 quang hoc (OD — Optical Density) do dugc khi thanh phan protein ctia
té bao duoc nhudm béng Sulforhodamin B (SRB). Gi4 tri OD may do duoc ti 1€ thuan
véi lugng SRB gén v6i phén tir protein, do d6 luong té bao cang nhiéu (luong protein
cang nhiéu) thi gia tri OD cang l6n. Phép thir dugc thuc hién trong diéu kién cu thé nhu
sau: (1) trypsin hoa té bao thi nghiém @8 1am roi t8 bao va dém trong budng dém dé diéu
chinh mat d6 cho phu hop véi thi nghiém; (2) chét thr d3 pha & ndng d6 100pg/mL duge
dua vao cac giéng clia dia 96 giéng. Giéng khong co chét thtr nhung c6 té biao ung thu
(190uL) s€ dugce sir dung lam dbi ching ngay 0. Sau 1 gio, giéng ddi chimg ngay 0 té
bao s& duoc cb dinh bang Axit Trichloracetic — TCA 20%; (3) U trong tu 4m 72 gio. Sau
72 gidy, té bao dugc b dinh bang TCA trong 1 gid, dugc nhuém bang SRB trong 30 phut &
37°C, rita 3 1An bang axit acetic rdi dé khd & nhiét do phong; (4) 10 mM dém Tris base dé
hoa tan lugng SRB, lac nhe trong 10 phut roi doc két qua OD & bude séng 540nm trén
méy ELISA Plate Reader (Biotek); (5) phan tram tc ché su phat trién cua té bao khi co
mit chit thir s& dugc xac dinh théng qua cong thic sau: % trc ché = 100% —

0D(miu)—-0D(ngayo)
0D(DMS0)—0D(ngay0)’

(6) phép thir dugc lp lai 3 1an d&€ dam bao tinh chinh xéc. Ellipticin ¢

cac ndng d6 10ug/mL; 2pg/mL; 0,4pg/mL; 0,08pg/mL duge su dung nhu 1a chit ddi chimg
tham khao; (7) DMSO 1% ludn duoc sir dung nhu d6i chimg 4m (ndng do cudi cling trong
gibng thir 12 0,05%). Gié tri ICso (ndng d tre ché 50% su phat trién) s& duge xéc dinh nho
vao phdn mém may tinh TableCurve 2Dv4; (8) theo tiéu chudn ctia Vién ung thu quéc gia
Hoa K3 (NCI), cin chiét duoc coi c6 hoat tinh tot v6i ICso < 20ug/mL, trong khi chét
tinh khiét dugc coi c6 hoat tinh tot khi ICso < SuM (Hughes va cs., 2011).

Bang 2 - Hoat tinh gy doc té bao ung thu ctia ching vi nam ndi sinh 4. fumigatus
SDF§

A | Hoat tinh giy ddc té bao Hoat tinh giy dgc té bao
Nong do TR
'mL ung thu SDF8 mL ung thw Ellipticin
(ng/mL) ™ s49 mcrr | #¥MD) T asg MCF7
100 61,61+1,53 | 60,13+ 2,67 100 90,9+ 0,69 | 93,97+2,26

Nong dd

ICso 36,81+2,82 | 50,56+1,82 ICso 0,43%0,03 0,47%0,05

Ghi chu: Ellipticine dugc str dung lam d6i ching duong.
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Két qua gay doc té hai dong té boa ung thu phdi A549 va vi MCF7 & ngudi cia
cao chiét hoat chét sinh hoc tho tir ching vi ndm ndi sinh 4. fumigatus SDF8 dugc thé
hién trong bang 2. Cao chiét hoat chit sinh hoc thd tir ching vi ndm noi sinh 4. fumigatus
SDF8 c6 hoat tinh gy doc ca 2 dong té bao ung thu khi & ndng do 100pg/mL déu ¢6
kha ning gy doc té bao ung thu trén 60%. Cao chiét hoat chat sinh hoce thd tir ching vi
nam ndi sinh 4. fumigatus SDF8 c6 hoat tinh gdy doc dong té bao ung thu phoi & ngudi
(ICs0 36,18ug/mL) va ung thu vi & nguoi (ICso 50,56 pug/mL). Sy e ché manh cic dong
té bao ung thu c6 thé do su tuong tic ctia cac hop chit ¢6 hoat tinh sinh hoc trong cao
chiét voi protein p53, mdt protein quan trong nim trong diéu hoa chu ky té bao — goi 1a
gen ap ché khéiu p53 (Quich Ngoc Tung va cs., 2021). Khi co tdn thuong & ADN, p53
lam ngung chu ky t& bao cho dén khi ADN bi tén thuong dugc stra chita hodc pS3 co
thé 1am cho t& bao chét theo lap trinh (apoptosis) néu khong con kha nang sta chita
ADN. Céc chét c6 hoat tinh tc ché té bao ung thu bam vao dau N ciia p53 va giup
protein nay khong bi phan huy.

Vi du 4: Xéc dinh chit chbng oxy héa va hoat tinh chdng oxy hda cua cao chiét hoat

chét sinh hoc tho tir dich 1én men ctia ching vi nam ndi sinh A. fumigatus SDF8

Xéc dinh polyphenol: ham lugng phenol duge do quang phé uée tinh bang
phuong phap thudc thir FolinCiocalteu (FCR) nhur dugc md ta boi da Silva va cong su
(2020) véi mot s6 stra ddi trude tién cin xdy dyng duong chuan axit gallic voi dai nong
do tir 0,02 dén 0,1mg/mL) va xac dinh ham luong polyphenol dugc thuc hién trong cac
bude sau; (1) phan tmg thuc hién xay dung dudong chuén bao gdm 20pL dung dich chuén
axit gallic hogc mau dich cao chiét hoat chat sinh hoc thd (Img/mL) & cac ndng d6 khac
nhau, mai ndng do duoc 1ap lai 3 1An éng thi nghiém; (2) tiép d6 b6 sung 100pL thude
thir FCR 10% (v/v) di duge thém vao va hdn hop duge lic déu, dé yén & nhiét do phong
trong khoang 5 phut; (3) sau d6 thém 80uL Na,COs khan 4% (w/v) vao dung dich, lac
hdn hop va u & 40°C trong 30 phut; (4) trong bng d6i chung, thé tich dich chiét duoc
thay thé bang metanol; (5) sau khi 0, do hép thu duge do & bude song 765nm bang may
quang phd UV-3000 PC; (6) két qua do OD thu dugc & cac ndng dd va ham lugng
polyphenol dugc tinh tir phuong trinh duong chudn axit gallic y=0,0043%x-0,0377,
R2=0,9983 va duoc tinh theo cdng thirc sau: C=c*V/m, trong d6 C 1a tong ham luong
clia cac hop chit polyphenol tinh bang mg GAE/g cao chiét; ¢ 1a ndng d6 cla axit gallic
duoc thibt 1ap tir duong chuén, tinh bing mg/mL; V 1a thé tich dich chiét tinh bang mL;
va m 12 khdi luong ctia dich cao chiét hoat chét sinh hoc thd dugc sir dung trong phép
thi, tinh bang gam (g). |

Xéc dinh flavonoit: thtr nghiém so mau AlCl; dugc st dung dé x4c dinh ham

luong flavonoit cia cao chiét hoat chét sinh hoc thd theo phuong phap duge mo ta boi
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Tang va cong sy (2020) véi mot s6 stra d6i. Phuong phap nay dua trén su thay d6i mau
vang cam tao ra do tuong tac clia flavonoit v6i AlCI; theo cac budce sau: (1) chuén bi
30pL (1mg/mL) dich cao chiét hoat chit sinh hoc tho hoa tan trong metanol va chét
chuén quercetin & céc ndng dd khéac nhau (0,2 dén 1mg/mL) hut vao céc dng nghiém
khac nhau; (2) tiép d6 bd sung 10pL NaNO; 5% dugc thém vao cac 6ng nghiém va daé
hdn hop nay trong 6 phut; (3) sau do bd sung 10uL AICl3 10% (w/v) duge thém vao hdn
hop, dé yén thém 5 phut; (4) tiép theo 12 thém 60pL NaOH 1M va 120puL nuée cét; (5)
hdn hop duge @ & nhiét dd phong trong 30 phut do hép thu dugc do bang may do phd &
budce séng 510nm; (6) mau ddi chimg chira 0,5mL nudc cat thay vi dich chiét/chét chuén
ding 1am mau tréng; (7) ham lugng flavonoit dugc tinh toan bang cach st dung duong
cong chudn cta quercetin, phuong trinh duong chudn quercetin y=0,0016%x-0,032,
R2=0,9974 va duoc biéu thi béng mg quercetin QE/g str dung cong thirc C=c*V/m, nhu

dd md ta trudc d6 cho polyphenol.

Két qua thu dugc tir cao chiét hoat chét sinh hoc tho cta ching vi ném ndi sinh
A. fumigatus SDF8 ¢ kha ning sinh tdng hop hoat chét chéng oxy hoa cao polyphenol,
flavonoit v&i ham luong dat 99,09mg GAE/g, 96,25mg QE/g cao chiét tur dich 1én men
trong moi truong PDB-S, tuong Ung.

Kha nang khir gbc hydroxyl tu do ctia cao chiét hoat cht sinh hoc thd cua ching
vi nAm ndi sinh 4. fumigatus SDF8 duoc dénh gia theo phuong phap clia Arias va cong
s (2021). Phan tng gbe hydroxyl tu do bao gom 0,5mL brilliant green véi ndng do6
0,435mM, 1,0mL FeSO4 0,5mM, 0,75mL H202 (3%, w/v) va 1,5mL dung dich dém
natri photphat 0,15M (40 pH 7,4). Phan tmg duoc bt diu bing cach thém 1,0mL dung
dich cao chiét hoat chat sinh hoc thd (100; 200; 400; 600pg/mL), sau do i & 37°C trong
30 phut. B hép thu duge do & budc song 624nm va nuéc ct da khir ion dugce st dung
lam mAu tréng. Kha ning khir gbc hydroxyl tu do (%) = (A mAu — A trang) / (Ao —
trang) x 100, trong d6 A mAu 12 d6 hép thu cta mau, Ao 1a do hép thu clia mau doi
chang va A tréng 1 do hép thu cta mau trang Céc cao chiét hoat chit sinh hoc thé tao
ra c6 tac dung trc ché trong viéc loai bo cac goc hydroxyl. Tuy nhién, kha nang khu gbe
hydroxyl tu do cua cao chiét hoat chét sinh hoc tho tang 1én tuong dbi phu thude vao su
gia tang cla ndng dd cao chiét hoat chét sinh hoc thd dai tir 100; 200; 400; 600pg/mL
(Hinh 3A). Hoat dong thip nhat duoc quan sat & 100pg/mL cao chiét hoat chét sinh hoc
tho. O ndng d6 600pg/mL, kha nang khir gbc hydroxyl tu do ciia cao chiét hoat chét sinh
hoc tho va axit ascorbic 1an luot 12 68,38+2,67% va 105,98+3,22%. Theo céc két qua
nay, kha nang khir gbc hydroxyl tu do clia cao chiét hoat chét sinh hoc thd cia chling vi

ném ndi sinh 4. fumigatus SDF8 tang 1én khi ndng d6 tang 1én.
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Phuong phép 2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) duoc thuc hién dya trén viéc
bat gitt gbc DPPH d6i véi chit chdéng oxy héa dan dén giam do hép thu & budc séng
517nm (Xu va cdng sy, 2017). Phan (mg bao gbém: 100pL 0,lmM DPPH hoa tan trong
methanol dugc tron véi 100uL dung dich cao chiét hoat chit sinh hoc tho dai ndng do
tr 100; 200; 400; 600; 800pg/mL. Hdn hop phan ng G ¢ nhiét do phong 30 phut trong
t8i. Kha nang khir gdc DPPH tu do (%) = [1 - (A mau - Ao)/ A tréng)] x 100, trong do
A mAu 12 d6 hép thu ctia mAu, va A tréng 1a 6 hap thy clia mau tring. Ao 1a d6 hap thu

ctia mAu trong diéu kién véi nude thay vi dung dich gbc DPPH.

DPPH duogc st dung rong rai dé danh gia kha ning loai bo géc tu do cua chét
chéng oxy héa. Hoat dong loai bo gbc tu do clia céc chét chdng oxy hoa phai cho mot
nguyén tur hydro cho gbc DPPH cai tién theo phuong phap cau Muhammad va cong su
(2018). Kha nang khir gbc DPPH tu do ciia cao chiét hoat chét sinh hoc thd va axit
ascorbic dugc danh gid & néng do tir; 200; 400; 600; 800pg/mL (Hinh 3B). Két qua cho
thdy ring cao chiét hoat chét sinh hoc thd ctia ching vi ndm ndi sinh 4. fumigatus SDF8
tao ra c6 hoat dong khir géc DPPH manh mé& phu thudc vao ndng do. O ndng do thap
nhét (100ng/mL), kha ning khir ctia cao chiét hoat chat sinh hoc thd 1a 12,39+2,97% so
véi axit ascorbic (91,3042,92%). Tang ndng do cao chiét hoat chat sinh hoc th Ién
800pg/mL din dén kha ning khir gbe DPPH cao nhit 1a 70,80+0,80%. Céc hoat chat
polyphenol va flavonoit cé trong cao chiét hoat chét sinh hoc thd ¢6 thé déng gop chu

yéu vao hoat dong thu gom gbc tu do.

Ning luong khu sat ctia cao chiét hoat chét sinh hoc thd cua chung vi ndm noi
sinh 4. fumigatus SDF8 dugc danh gia va cai tién theo phuong phap ctia Rajoka va cong
su, 2019. Phan (mg nang luong khir sit bao gébm 300pL dung dich cao chiét hoat chét
sinh hoc thé (100; 200; 400; 600; 800pg/mL), 300pL dung dich dém natri photphat 0,2M
(46 pH 7,3) va 1,5mL KsFe(CN)s (1%, w/v) va hoén hop phéan tmg duge 4 ¢ 50°C trong
25 phut trong t6i, sau d6 bd sung 300pL axit trichloroacetic (12%, w/v) vao hén hop
phan tng, ly tim 6000 vong/phut trong 20 phut. Tiép d6 lay ImL dich ndi trén duoc
phan tng véi 0,5mL FeCls (0,2%, w/v). Do hép thu duoc do ¢ bude song 700nm va
nudc cat khir ion duge st dung lam mAu tring. Nang luong khir sit = A mau — A, trong
d6 A mau 1a do hép thu cia mau, A 1a do hép thu ciia mau déi ching chira nudce khir ion
thay vi FeCl3 (0,2%, w/v). Cac cao chiét hoat chit sinh hoc tho tao ra cé tac dung trc ché
trong viéc loai bo céac gdc hydroxyl. Tuy nhién, ndng luong Khur st cua cao chiét hoat
chét sinh hoc tho ting 1én tuong d6i phu thudc vao sy gia tang cla ndng do cao chiét
hoat chét sinh hoc thd dai tir 100; 200; 400; 600; 800pg/mL (Hinh 3C). Hoat dong thép
nhét duoc quan sat & 100png/mL cao chiét hoat chit sinh hoc thé. 0 néng do6 800pug/mL,
cho nong d6 nang luong khir sit cia cao chiét hoat chét sinh hoc thd va axit ascorbic lan

Iuot 14 0,73£0,02 va 3,28+0,02. Theo céc két qua nay, nang luong khir cua cao chiét
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hoat chat sinh hoc thd cita ching vi ndm ndi sinh A. fumigatus SDFS tang 1én khi nong
doé tang 1én.

Kha ning danh bat gdc superoxit clia cao chiét hoat chét sinh hoc thd cua ching
vi ndm nodi sinh A. fumigatus SDF8 dugc danh gid va cai tién theo phuong phap cua
Yang va cong su, 2015. Danh gia kha nang phong vé€ loai bo cac gbe tu do da sinh ra
ctia cao chiét hoat chét sinh hoc thd qua viéc ngan chan su tao thanh superoxit. Phan
{mg danh bét gbc 900pL Tris—HCI (pH 8,2) véi nong do 0,05M, 200uL dung dich cao
chiét hoat chét sinh hoc thé (100; 200; 400; 600pg/mL) va 80uL pyrogallol voi ndng do
2,5mM, hdn hop phan ting dugc U & nhiét d6 phong trong 5 phut. Do hép thu duoc do &
budc séng 299nm va nudc cAt khir ion dugce st dung 1am mau tring. Hiéu qua danh bét
gbc superoxit (%) = (A tring — A mau)/(A tring)*100, trong d6 A mAu 14 do hip thu
ctia miu, A tring 1a do hip thu ctia mau dbi ching chira nudce khir ion thay vi mau va
axit ascorbic. Céc cao chiét hoat chit sinh hoc tho tao ra c6 tac dung vuc ché trong viéc
danh bét gdc superoxit. Tuy nhién, hiéu qua danh bét gbc superoxit cua cao chiét hoat
chét sinh hoc tho ting 1én tuong d6i phu thudc vao sy gia tang cla ndng do cao chiét
hoat chat sinh hoc tho dai tir 100; 200; 400; 600; 800pg/mL (Hinh 3D). Hoat dong thép
nhat duoc quan sat & 100pg/mL cao chiét hoat cht sinh hoc thd. O ndng do 800pg/mL,
cho hiéu qua danh bét gbc superoxit clia cao chiét hoat chét sinh hoc thd va axit ascorbic
rAt thép 14n luot 12 75,96+0,22% va 95,36%1,22%. Theo céc két qua ndy, hiéu qua dénh
bét gbc superoxit clia cao chiét hoat chét sinh hoc thd cta ching vi ndm noi sinh 4.
fumigatus SDF8 tang 1én khi ndng do6 ting 1én. Nhu vdy, cac hoat chét polyphenol va
flavonoit ¢6 trong cao chiét hoat chit sinh hoc thd c6 thé déng gép chu yéu vao hoat
dong chéng oxy hoa cla céac géc tu do thtr nghiém va nang luong khu sit dat hiéu qua

cao.

Chung vi ndm ndi sinh 4. fumigatus SDF8 cling dugc cong nhan 1a ngudn cung
cép chét chdng oxy héa t6t dé thay thé cho céc chét chiét xut tir thuc vat va chét chong
oxy hoa tdng hop. Co rat nhiéu bdo céo chimg minh dic tinh chdng oxy héa ctia nédm
lién quan dén cac chét chuyén héa thit cAp nhu polyphenol va flavonoit 1a cac hop chat
¢ ngudn gbc thuc vat voi nhiéu hoat tinh duoc 1y déng ké (Kumar va Pandey 2013,
Dhayanithy va cs., 2019, Rahaman va cs., Nam 2020). O déy, dich chiét tho hoat chat
sinh hoc ciia ching vi ndm noi sinh A. firmigatus SDF8 c6 cac hoat tinh chong oxy khac
nhau, gbc hydroxyl, DPPH, ning lugng khir va gdc superoxit cho thdy cac hoat dong
chéng oxy héa t{ém ning. Cac phét hién tuong ty cling duge chira ¢ vi nédm ndi sinh
trén mot sd cay thudc bao gdbm cay dura can (Catharanthus roseus), ciy dai kich
(Euphorbia hirta), ¢d tai htim (Conyza Blini) (Dhayanithy va cs., 2019, Tang va cs.,
2020, Gautam va cs., 2022). Ngoai ra, ham lugng polyphenol va flavonoit cao da cung

cép bang ching viing chic dé hd tro gia thuyét rang céc hop chét polyphenol va flavonoit
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c6 kha nang chiu trach nhiém khong chi cho tong kha nang chong oxy hoa ma con ca

kha ning gy doc té bao ung thu.
Hiéu qua dat dwgc cta giai phap hiru ich

Chung vi ndm ndi sinh 4. fumigatus SDFS 1a ching duoc phan 14p tir cay duoc
liéu tai Viét Nam, c6 hoat tinh giy doc té bao ung thu cao va sinh tdng hop chét
polyphenol, flavonoit ¢6 hoat tinh chéng oxy hoéa cao, cac chét nay c6 tac dung trong
diéu tri bénh ung thu, bénh tim mach, xo vita dong mach, tidu duong - ddy 1a can bénh

gly tir vong hang dau ¢ Viét Nam va trén thé gioi.

Tinh dén nay, chua cé mot cong bd nao vé vi ndm ndi sinh cay thiét sam nui da
& Viét Nam. Chung vi nam ndi sinh 4. fumigatus SDF8 1a mdt trong nhitng chiing dau
tién duoc nhom nghién clru phéan 14p tai Viét Nam, ching nay duoc phan Iap tir thén cta
cdy thiét sam nai d4 phan bd tai Huyén Déng Vin, Tinh Ha Giang, Viét Nam va la chung
gbe thudn khiét v& mat sinh hoc ¢6 hoat tinh gy doc dong té bao ung thu phdi & ngudi
(ICs0 36,18ug/ml) va ung thu v & ngudi (ICso 50,56pg/ml), c6 kha ning sinh tong hop
hoat chit chéng oxy héa cao polyphenol, flavonoit véi ham lugng dat 99,09mg GAE/g,
96,25mg QE/g cao chiét tir dich 1én men trong mdi trudng PDB-S, tuong Umg.

Nam 2018 da phat hién 18,1 triéu ca méc ung thu mai va 9,6 triéu ca tir vong do
ung thu. Vi 36 loai khac nhau, ung thu cht yéu anh huong dén nam gisi & dang ung
thu dai truc trang, gan, phéi, tuyén tién liét va da day va nit giéi & dang v, ¢d tir cung,
ung thu dai truc trang, phdi va tuyén giap (Khan va cs., 2019). Diéu tri ung thu da trd
thanh mdt linh vuc nghién ciru hoan toan mdi. Co nhiing k§ thuat thong thuong cling
nhu rét hién dai dugc 4p dung dé chdng lai bénh ung thu. Nhiéu k¥ thuat khic nhau, nhu
héa tri, xa tri hodc phau thuat dugc st dung dé diéu tri ung thu. Tuy nhién, tat ca chung
déu ¢6 mot sb nhuoce diém. Viée st dung cac hda chét théng thudng co tac dung phu va
doc tinh véi té bao lanh (Khan va cs., 2019). Nhung khi vén dé van con, cac phuong
phép tiép can méi 1a cn thiét d8 kiém soat bénh tat, ddc biét, vi sw thét bai cla cdc
phuong phap tri liéu héa hoc thong thuong. Vi vay, can ¢6 nhiing chién lugc méi trong
phong va chita bénh ung thu dé kiém soét ty 18 tir vong vi cin bénh nay. Vi vay, viéc
nghién ctru, lya chon cac tdc nhin khang ung thu mdi tir ty nhién la vu tién hang dau
clia céc nha khoa hoc va céc cong ty duoc pham trén thé gi6i. T nhitng nam 30 cta thé
ky truée, vi sinh vat da dugc khai thic manh dé san xuét nhiéu loai thudc khang ung thu
va cac san phdm thube khéc c6 kha ning chita bénh cao (Fenical va Jensen, 2006). Trong
s6 do, vi khuén, xa khudn va nim trong dét d3 duoc biét dén nhu 1a nguén cung cép cac
chét ¢6 hoat tinh sinh hoc va dugc hoc c6 gia tri cao. Cho dén nay, hon 120 thudc quan
trong nhat duge st dung (nhu penicillin, cyclosporin A, adriamycin, v.v....) ¢6 nguodn

gbe tir cac vi sinh vat dAt (Alphonse va cs., 2002). Tir ddu nhiing ndm 1960, do nhu cau
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vé cac loai thudc nham ché ngu cac bénh méi hodc cdc chiung vi sinh vat khang thube
d3 thuc day cac nha nghién ctru tim kiém céc hoat chat sinh hoc tw nhién c6 ngudn gbc
mdai. Hé sinh vat trén can (terrestrial ecosystem) trong dé ndi bat 12 cac vi sinh vat cong
sinh trén thuc vat, dong vat... 1a dbi tuong tiém nang ma cac nha khoa hoc hudng t6i
trong hai thap ky gan ddy. Ngoai ra, cdc nghién ctru dd ching minh rang chinh sy t6n
tai cta céc gdc ty do & ndng dd cao trong co thé ngudi da gay nén céc tén thuong cu
truc mang sinh hoc, té bao, mod va cac co quan déng thoi din dén nhidu can bénh khac
nhau (Martinez, 1995). Vi vay, cac hop chét chdng oxy hoéa dugce xem 1a li¢u phap hira
hen cho phong ngua va diéu tri cac bénh khéc lién quan dén gbc tu do nhu bénh tim
mach, xo vita ddng mach, tang huyét ap, tiéu dudng, viém khép, ung thu va ldo hoa
(Cozma, 2004). Chinh vi vay chuing vi ndm noi sinh A. fumigatus SDF8 s& 1a ching
gidng gbe dé tién hanh cc nghién ctru nang cao hoat tinh trong céc diéu kién, mdi trudng
nudi cdy toi vu dé xay dung duoc quy trinh san xudt chat gay doc té bao ung thu va chat
chéng oxy héa quy md 16n cho hiéu sudt thu hoat chét sinh hoc cao. Chung chi can nudi
trong mdi trudng véi cac nguyén liu don gian, ré tién, quy trinh 1én men san xudt hoat
chét sinh hoc don gian, khong cin may méc thiét bi phuc tap va chi trong mot thoi gian
ngan (tir 12-15 ngay) da thu duoc ham luong hoat chit sinh hoc mot cach nhanh hon,
don gian hon, hi€u qua hon c6 thé tng dung 1am nguyén liéu trong san xudt hoat chat
sinh hoc md 16n phuc vu hd trg diéu tri cac bénh ung thu, phong nglra va diéu tri cac
bénh khéc lién quan dén géc tu do nhu bénh tim mach, xo vita dong mach, ting huyét
ap, tiéu duong, viém khép, ung thu va 13o hoa vé tri nhé mo ra huéng di méi co hiéu
qué trong viéc diéu tri bénh tai Viét Nam; gop phan giam gi4 thanh san pham, ning cao

strc khoe cong dong va tang hiéu qua kinh té va xa hoi.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Chang vi niAm noi sinh Aspergillus fumigatus SDF8 thudn khiét vé mit sinh
hoc dugc phan 1dp tir than cay thiét sam nui da (Tsuga chinensis (Franch.) Pritz.) phan
bb tai Huyén Ddng Van, Tinh Ha Giang, Viét Nam, trong d6 ching SDF8 c6 khuin
lac mau xanh xam, dang nhung min, mat sau khuén lac mau tréng vang, khudn lac
tron; hinh thai bao t& hinh cAu, ¢6 kich thuéc 2-2,5um, moc dang toa tron, bong hinh
cAu, ¢6 chidu rong 25-35um, cudng sinh bao ti trong subt; mang trinh tw ADN ving
ITS1-5,8S-1TS2 ¢6 d6 dai 525bp da duoc dang ky trén ngan hang GenBank NCBI ma
s6 OM721777 v c6 hoat tinh gdy doc té bao ung thu AS549 va MCF7 (IC30
36,18pg/ml; 50,56pg/ml); c6 kha néng sinh tong hop chét chéng oxy hoa polyphenol,
flavonoit ham lugng 14n lwot dat 99,09mg GAE/g, 96,25mg QE/g cao chiét tir dich 1én
men; c6 hoat tinh chéng oxy hoa cao loai bd gbc tu do hydroxyl véi ty 1¢ phﬁn tram e
ché 13 68.38% & ndng do 600pg/ml cao chiét hoat chét sinh hoc tho, DPPH, superoxit
14n luot v6i ty 1€ phan trim Ge ché 12 70,80%, 75,96%, va ndng lugng khit sat 120,73 &
ndng d6 800pg/ml cao chiét hoat chit sinh hoc thd.
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DANH MUC TRINH TU

SINH TONG HOP CHAT CHONG OXY HOA

<160>1

<210> SEQ ID NO:1

<211> 525

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus SDF8

<400>

61
121
181
241
301
361
421
481

AAGATGAAGG
GGGCCCGCCG
AGACCCCAAC
TAAAACTTTC
ATAAGTAATG
CCCTGGTATT
TGTGTTGGGC
CGTCCGGTCC
CCGACACCCA

CCTCTGGGTC
TTTCGACGGC
ATGAACGCTG
AACAACGGAT
TGAATTGCAG
CCGGGGGGCA
CCCCGTCCCC
TCGAGCGTAT
ACTTTATTTT

CAACCTCCCA
CGCCGGGGAG
TTCTGAAAGT
CTCTTGGTTC
AATTCAGTGA
TGCCTGTCCG
CTCTCCCGGG
GGGGCTTTGG
TCTAAGGTTG

CCCGTGTCTA
GCCTTGCGCC
ATGCAGTCTG
CGGCATCGAT
ATCATCGAGT
AGCGTCATTG
GGACGGGCCC
CACCTGCTCT
ACCTCAGATG
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TCGTACCTTG
CCCGGGCCCG
AGTTGATTAT
GAAGAACGCA
CTTTGAACGC
CTGCCCTCAA
GAAAGGCAGC
GTAGGCCCGG
AGG

TTGCTTCGGC
CGCCceaeeaa
CGTAATCAGT
GCGARAATGCG
ACATTGCGCC
GCACGGCTTG
GGCGGCACCG
CCGGCACCAG
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