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KH O SÁT HO T TÍNH KHÁNG VI KHU N GRAM ÂM                          
C A CAO CHI T T  X  KHU N STREPTOMYCES ALBUS 4VH4 

 

Nguy n Hu nh Kim1, Nguy n Minh Thái1, H  Lê Trúc Linh1                  
Nguy n Th  Thúy H ng2, Nguy n Tú Anh1* 

Tóm t t 

M c tiêu: Kh o sát ho t tính kháng vi khu n Gram âm c a cao toàn ph n và 
cao phân o n t  môi tr ng lên men x  khu n Streptomyces albus (S. Albus) 
4VH4. Ph ng pháp nghiên c u: S. albus 4VH4 c t ng sinh trong môi 
tr ng ISP c i ti n. Cao toàn ph n và cao phân o n thu c t  d ch lên men x  
khu n c kh o sát ho t tính kháng khu n b ng ph ng pháp khu ch tán và vi 
pha loãng, thành ph n hóa h c c a cao chi t c phân tích b ng s c ký l ng 
ghép kh i ph  (Liquid chomatography-mass spectrometry - LC-MS). K t qu : 
Ch t kháng khu n trong phân o n F6 c a cao chi t dichloromethan t  d ch lên 
men S. albus 4VH4 có kh i l ng phân t  506,15 Da. Ch t này c ch  các vi 
khu n Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli c bi t K. pneumoniae có MIC 
= 0,25 μg/mL, t ng ng gentamicin. K t lu n: Cao phân o n t  d ch lên 
men S. albus 4VH4 ch a h p ch t kh i l ng phân t  506,15 Da có ho t tính 
kháng vi khu n Gram âm. 

T  khóa: X  khu n Streptomyces albus; Cao phân o n; Vi khu n Gram âm; 
Klebsiella pneumonia. 

 

INVESTIGATION OF THE ANTI-GRAM-NEGATIVE BACTERIA 
ACTIVITY OF EXTRACTS FROM ACTINOBACTERIA 

STREPTOMYCES ALBUS 4VH4 CULTIVATION 

Abstract 

Objectives: To investigate the anti-gram-negative bacteria activity of fractionated 
extracts derived from the cultivation of actinomycete strain Streptomyces albus 
(S. albus) 4VH4. Methods: The S. albus 4VH4 strain was cultivated in a modified 
ISP medium. Fractions obtained from the crude extract of the fermentation broths 
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were evaluated for antibacterial activity using diffusion and microdilution 

techniques, and the chemical composition of these extracts was analyzed using 

LC-MS. Results: The antibacterial agent identified in fraction F6 of the 

dichloromethane extract from S. albus 4VH4 fermentation broths had a 

molecular weight of 506.15 Da. This compound showed antibacterial activity 

against Gram-negative bacteria Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, 

particularly K. pneumoniae, with a MIC of 0.25 μg/mL, equivalent to 

gentamicin. Conclusion: The fractionated extracts from the fermentation broths 

of S. albus 4VH4 containing a compound having a molecular weight of 506.15 

Da exhibited activity against Gram-negative bacteria. 

Keywords: Actinomycete Streptomyces albus 4VH4; Fraction extract;             

Gram-negative bacteria; Klebsiella pneumoniae. 

 
T V N  

 kháng kháng sinh trên th  gi i 

nói chung và  Vi t Nam nói riêng 

ang tr  thành v n  áng quan ng i 

trong i u tr  các b nh lý nhi m khu n 

[1, 2]. Trong công cu c tìm ki m 

kháng sinh m i, phân l p các ch t ti m 

n ng t  x  khu n t i các vùng sinh thái 

khác nhau là chi n l c c nhi u 

nhóm nghiên c u th c hi n [3]. H  x  

khu n c ng sinh a y là m t trong 

nh ng ngu n thu nh n m u c quan 

tâm trong nh ng n m g n ây [4]. 

Kho ng 80% kháng sinh ang s  d ng 

trong lâm sàng có ngu n g c t  x  

khu n, ch  y u t  Streptomyces spp. 

và Micromonospora spp. c bi t,          

các Streptomyces spp. s n xu t kho ng 

7.600 h p ch t có ho t tính kháng sinh 

m nh. N m 2022, nhóm nghiên c u 

c a chúng tôi ã phân l p c m t s  

x  khu n t  a y Dirinaria applanata 

trên thân cây d a t i huy n Gi ng 

Trôm, B n Tre [5]. Khi th  b ng 

ph ng pháp ng v ch i         

kháng, các ch t chuy n hoá c a x  

khu n - c bi t t  ch ng S. albus 

4VH4 cho th y kh  n ng kháng          

vi khu n Gram âm. Do ó, chúng             

tôi ti n hành nghiên c u nh m: Kh o 

sát ho t tính kháng khu n c a cao toàn 

ph n và cao phân o n t  d ch chi t 

môi tr ng lên men x  khu n S. albus 

4VH4. Sau ó, phân o n có ho t tính 

cao nh t c phân tích thành ph n 

hoá h c b ng LC-MS. 
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I T NG VÀ PH NG PHÁP 

NGHIÊN C U 

1. i t ng nghiên c u 

Ch ng x  khu n S. albus 4VH4 

phân l p t  a y Dirinaria applanata 

trên thân cây d a t i huy n Gi ng 

Trôm, B n Tre, vào tháng 02/2021 [5]. 

S. albus 4VH4 c l u tr  trong 

glycerol 25% (tt/tt),  -70°C t i B  

môn Vi sinh Ký sinh, Khoa D c, i 

H c Y D c Thành ph  H  Chí Minh. 

Các ch ng vi khu n Gram âm gây 

b nh Klebsiella pneumoniae ATCC 

15308, Escherichia coli ATCC 25922, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

c l u tr  t i B  môn Vi sinh Ký 

sinh, Khoa D c, i H c Y D c 

Thành ph  H  Chí Minh. 

2. Ph ng pháp nghiên c u 

* T ng sinh x  khu n: S. albus 

4VH4 c t ng sinh c p 1 trong môi 

tr ng Tryptone Soybean Broth (TSB) 

v i t c  l c 180 vòng/phút  30°C 

trong 48 gi .  giai o n t ng sinh      

c p 2, x  khu n 4VH4 c nuôi c y 

trên 15L môi tr ng International 

Streptomyces Project (ISP) c i ti n             

(3 g/L glucose, 4 g/L chi t xu t m ch 

nha và 3 g/L chi t xu t n m men)                 

v i t  l  c y 5% (tt/tt), t c  l c           

180 vòng/phút  30°C trong 7 ngày.  

* Chi t cao toàn ph n: D ch nuôi 

c y c l c qua bông. D ch l c l c 

phân b  v i 1L dichloromethan (DCM). 

DCM c bay h i  nhi t  phòng, 

thu c n. 

* Chi t cao phân o n: Tri n khai 

s c ký c t pha thu n  tách các phân 

o n. M u th : Cao toàn ph n DCM. 

C t s c ký: Chi u dài 45cm, ng 

kính 2,5cm có khóa. Chu n b  m u: 

Tr n cao phân o n u v i ng 

l ng silicagel (c  h t 40 - 63μm) 

c h n h p b t khô, t i, x p, u 

màu. Chu n b  c t: Lót 1 mi ng bông 

th m vào d i y c t, cho silicagel 

(c  h t 40 - 63μm) vào c c có m , s y 

100 - 120ºC trong 2 gi ,  ngu i, 

thêm n-hexan và khu y u trong 15 

phút và  h n h p vào trong c t s c 

ký, n nh c t trong 6 gi . Pha ng: 

Dung môi t  kém phân c c n phân c c: 

n-hexan:dichloromethan:ethyl acetat: 

methanol, th  tích thu nh n  m i phân 

o n: 10mL, xác nh ho t tính kháng 

khu n c a các phân o n. 

* Xác nh ho t tính kháng khu n 

c a các cao phân o n b ng ph ng 

pháp khu ch tán và vi pha loãng: 

Chu n b  vi khu n th  nghi m: Sau khi 

c y trên a th ch Brain-Heart Agar 

(BHA),   37°C trong 24 gi , vi khu n 

c phân tán trong NaCl 0,85%. 
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Huy n d ch vi khu n c i u ch nh 

 h p thu  b c sóng 600nm trong 

kho ng 0,08 - 0,12 t ng ng v i 

m t  vi khu n 1 - 1,5x108 n v  

hình thành khu n l c/mL (Colony 

forming units, CFU/mL). Ch t th  

nghi m: Cân chính xác cao toàn ph n, 

cao phân o n  pha dung d ch g c có 

n ng  10,24 mg/mL trong Dimethyl 

sulfoxide (DMSO) 10% (tt/tt). i v i 

ph ng pháp khu ch tán: Cho 60 μl/L 

cao phân o n vào a gi y có ng 

kính 6mm. i v i ph ng pháp vi 

pha loãng: Chu n b  dãy ch t th  g m 

15 n ng  c pha loãng theo c p s  

2. Kháng sinh i ch ng là gentamicin.  

* Phân tích thành ph n cao         

toàn ph n và cao phân o n b ng           

LC-MS: Cao toàn ph n DCM t  d ch 

lên men S. albus 4VH4 và cao phân 

o n c phân tích b ng h  th ng 

kh i ph  MS 6545 series Q-TOF 

(Agilent, M ) và h  th ng s c ký l ng 

siêu cao áp Agilent 1900 (M ) v i c t 

Xterra C18, 4,6 x 50mm, pha ng:          

(A) acid formic trong n c (0,1% tt/tt) 

và (B) acetonitril. D  oán công th c 

ch t có ho t tính kháng khu n b ng 

phân tích HR-LC-MS, LC-MS v i 

ngu n ion hóa phun i n t  (ESI) c a 

các phân t  có th i gian l u trùng nhau 

gi a cao toàn ph n và phân o n. c 

k t qu  ph  và d  oán h p ch t sinh 

t ng h p c t  ch ng x  khu n 

4VH4.  nh n d ng thành ph n gi  

nh, th i gian l u và kh i l ng chính 

xác c a các thành ph n c so sánh 

v i c  s  d  li u kh i ph  có  phân 

gi i cao. i v i các thành ph n không 

trùng kh p trong c  s  d  li u, công 

th c phân t  d  oán và kh i l ng 

chính xác ã c tìm ki m trong c  

s  d  li u c a Chapman and Hall 

Dictionary of Natural Products (DNP) 

[7]. N u tìm th y s  trùng kh p h p lý, 

xem xét kh i l ng/công th c phân t  

chính xác, vi sinh v t s n sinh và xét 

nghi m m c tiêu, phân t  c báo 

cáo là thành ph n g i ý c a phân o n. 
 

K T QU  NGHIÊN C U 

1. Chi t cao toàn ph n t  d ch         
lên men x  khu n S. albus 4VH4  

Nuôi c y 4VH4 trên 15L môi 

tr ng ISP c i ti n, l c b  sinh kh i 

thu c 10,1L d ch nuôi c y. Chi t 

d ch nuôi c y v i DCM và cô d ch 

chi t n c n thu c 812mg cao 

DCM. Cao chi t c dùng cho s c ký 

c t thu cao phân o n. 
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2. Thu cao phân o n b ng s c ký c t 

Tri n khai s c ký c t pha thu n  tách các phân o n cao DCM s  d ng pha 
ng t  kém phân c c n phân c c: n-hexan:dichloromethan:ethyl acetat: 

methanol (Hình 1). 
 

 
nh 1. S   thu nh n các phân o n F1 - F6 t  cao chi t toàn ph n cao DCM. 

 

Th  ho t tính kháng khu n 6 phân o n b ng ph ng pháp a gi y khu ch 
tán, xác nh phân o n 6 có ho t tính kháng khu n cao nh t trên vi khu n          
K. peumoniae và E. coli, t t c  các phân o n u không th  hi n ho t tính kháng 
vi khu n P. aeruginosa (Hình 2). Hi u su t chi t phân o n F6 so v i cao toàn 
ph n là 3,4%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

nh 2. Kh  n ng c ch  K. pneumoniae, E.coli và P. aeruginosa                      
c a 6 phân o n thu t  cao toàn ph n DCM. 

K. pneumoniae E. coli P. aeruginosa
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3. Phân tích LC-MS cao toàn ph n DCM và phân o n F6 

S c ký  LC c a cao toàn ph n DCM và cao phân o n F6 có các thành ph n 
trùng th i gian l u (RT) v i kho ng RT 9,2 - 9,8 chi m t  l  cao nh t (Hình 3, 4).  

 

 

 

 

 
 
 

nh 3. S c ký  LC c a cao toàn ph n DCM. 

 

 

 

 

 

 
 

nh 4. S c ký  LC phân o n F6 c a cao toàn ph n DCM. 
 

K t qu  ph  HR-ESI-MS cho m nh ion d ng  m/z [M+H]+ 507,1505, v i 
kh i l ng phân t  c xác nh là 506,15 Da, công th c phân t  d  oán là 
C25H22N4O8 và C22H14N14O2 (Hình 5). 

 

 

 

 

 

 

 

nh 5. K t qu  ph  HR-ESI-MS. 

Các phân t  có RT trùng nhau (kho ng RT 8,3 - 10,7) gi a cao toàn ph n và 
phân o n F6 c phân tích b ng HR-ESI-MS và ch ng trình Masshunter 
Qualitative Agilent, có 6 công th c c d  oán (B ng 1). 



T P CHÍ Y D C H C QUÂN S  S  7 - 2024 
 

 35 

B ng 1. M t s  ch t c d  oán có trong cao toàn ph n DCM. 
 

STT H p ch t d  oán Công th c phân 
t  d  oán 

Kh i l ng 
chính xác 

Th i gian 
l u (phút) 

S1 Cyclo(4-hydroxy-S-Pro-S-Trp) C16H17N3O3 299,12 8,056 

S2 
5H-Indolo[3,2-B]Quinolin-11 

(10H)-One 
C15H10N2O 234,07 8,499 

S3 Mianserin C18H20N2 264,16 8,527 

S4 
N-[2-(5-methyl-1H-indol-3-yl) 

ethyl]acetamide 
C13H16N2O 216,12 8,639 

S5 Streptonigrin C25H22N4O8 506,5 9,214 

S6 Atenolol C14H22N2O3 266,16 10,19 
 

4. MIC c a cao toàn ph n DCM và phân o n F6 

Cao toàn ph n DCM và phân o n F6 c xác nh n ng  c ch  t i thi u 
b ng ph ng pháp vi pha loãng trên phi n nh a 96 gi ng. MIC c a cao toàn 
ph n DCM trên K. pneumoniae, E. coli, l n l t là 2 μg/mL, 8 μg/mL. MIC c a 
cao phân o n F6 trên K. pneumoniae, E. coli, l n l t là 0,25 μg/mL, 2 μg/mL. 

 

 

 

 

 

 
 

Hình 6. K t qu  MIC c a phân o n F6 trên vi khu n th  nghi m. 
 

BÀN LU N 

MIC c a gentamicin trên K. pneumoniae 
< 0,5 μg/mL. Nh  v y, các vi khu n 
th  nghi m u nh y v i kháng sinh 

i ch ng theo CLSI M100 - S29 [6]. 
MIC c a phân o n F6 trên 
K. pneumoniae là 0,25 μg/mL (t ng 

ng  v i  gentamicin).  S   li u  này 

cho th y ch t kháng khu n trong phân 
o n F6 c a cao chi t DCM t  d ch lên 

men S. albus 4VH4 c ch  t t trên vi 
khu n Gram âm, c bi t là v i              
K. pneumoniae. B ng ph ng pháp 
LC-MS, phân o n F6 ch a h p ch t 
kháng khu n c d  oán có công 
th c phân t  là C25H22N4O8

 ho c 
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C22H14N14O2 v i kh i l ng phân t  là 
506,15 Da, trùng v i kh i l ng phân 
t  c a streptonigrin - ch t kháng kh i u 
và kháng vi sinh v t c chi t xu t t  
x  khu n Streptomyces flocculus [8]. 

 

K T LU N 

Cao toàn ph n DCM t  d ch lên 
men S. albus 4VH4 và phân o n F6 
có ho t tính kháng vi khu n                 
K. pneumoniae và E.coli. Các nghiên 
c u ti p theo c n kh o sát ng nuôi 
c y S. albus 4VH4 v i x  khu n khác 
phân l p t  a y ho c vi khu n gây 
b nh khác  ánh giá ti m n ng s n 
xu t kháng sinh m i và kh o sát các 
ho t tính sinh h c khác c a các phân 

o n. Ngoài ra, k  thu t gi i trình t  
gen có th  c s  d ng  tìm ki m 
nhóm gen ch u trách nhi m sinh t ng 
h p h p ch t polyketid và 
nonribosomal peptid - là các h p ch t 
có nhi u ho t tính sinh h c và th ng 
tìm th y  chi Streptomyces. 

L i c m n: Nghiên c u này c 
tài tr  kinh phí b i i h c Y D c 
Thành ph  H  Chí Minh theo h p 

ng s  180/2023/H - HYD, ngày 15 
tháng 9 n m 2023. Nhóm tác gi  cam 
k t không có xung t v  l i ích trong 
nghiên c u. 
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