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Tóm tắt. Nghiên cứu này trình bày kết quả phân lập một số chủng vi khuẩn có khả năng 

phân hủy dibenzofuran, một dẫn xuất của dioxin, từ đất nhiễm dioxin ở A Lưới, Thừa Thiên 

Huế. Các mẫu đất được thu nhận từ 5 địa điểm khác nhau trên nền sân bay Aso cũ. Từ các 

mẫu đất đã thu được 3 chủng vi sinh vật sinh trưởng và phát triển mạnh trên môi trường tối 

thiểu bổ sung dibenzofuran làm nguồn carbon. Phân tích trình tự 16S rDNA của các chủng 

phân lập được cho thấy chúng tương đồng cao với Enterobacter cloacae (99%), Staphylococcus 

sp. (99%) và Achromobacter sp. (100%). Vì thế, chúng được đặt tên là Enterobacter cloacae DF3, 

Staphylococcus sp. DF5 và Achromobacter sp. DF6. Các dữ liệu trình tự nucleotide đã được 

đăng ký trên GenBank với mã số lần lượt là MG774409, MG774408 và MG774410. 

Từ khóa: Achromobacter sp. DF6, dibenzofuran, dioxin, Enterobacter cloacae DF3, 

Staphylococcus sp. DF5 

1 Đặt vấn đề 

Dioxin là một nhóm các hợp chất hữu cơ vòng thơm chứa gốc chlorine gồm dibenzo-p-

dioxin, dibenzofuran và coplanar biphenyl. Những nghiên cứu trước đây cho thấy dioxin có 

độc tính mạnh đối với sức khỏe con người, gây ra các triệu chứng như đột biến, ung thư và 

mất sớm ở trẻ em [6, 13]. Dioxin có chu kỳ tự phân hủy dài và thuộc nhóm gây ô nhiễm 

nghiêm trọng đến môi trường. Trong các dẫn xuất của dioxin thì 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-

dioxin (2,3,7,8-TCDD) chứa đa gốc chlorine có độc tính mạnh nhất, còn các dẫn xuất như 

dibenzo-p-dioxin đơn chlorine và dibenzofuran đơn chlorine có độc lực thấp hơn [17]. Dioxin 

có thể được xử lý bằng phương pháp hóa lý như nung nhiệt độ cao, quang phân hủy, sửu 

dụng các hợp chất có hoạt tính thủy phân và khử mạnh. Tuy nhiên, việc ứng dụng các 

phương pháp trên thực tế vẫn còn nhiều thách thức [6]. 

 



Dương Đức Hoàng Sinh và Cs. Tập 127, Số 1C, 2018 

 

142 

Gần đây, phương pháp xử lý sinh học bằng thực vật, vi khuẩn và vi nấm được đề xuất và 

nhận được nhiều quan tâm của các nhà nghiên cứu trên thế giới do khả năng phân hủy mạnh cấu 

trúc dioxin và các hợp chất tương tự dioxin, qua đó loại bỏ độc tính của chúng [3, 6, 16, 18]. Nhiều 

vi sinh vật đất được thông báo có khả năng phân hủy dioxin như Janibacter terrae [11], Comamonas 

sp. [10], Sphingomonas sp. [1, 2], Pseudomonas sp. [7, 9], Ralstonia sp. [20] và Burkhoderia sp. [1, 15]. 

Bài báo này trình bày kết quả phân lập các chủng vi khuẩn từ mẫu đất nhiễm dioxin ở sân 

bay Aso (cũ), huyện A Lưới, tỉnh Thừa Thiên Huế có khả năng sinh trưởng và phát triển trên môi 

trường tối thiểu chứa dibenzofuran. Kết quả nghiên cứu là cơ sở quan trọng cho việc ứng dụng 

các chủng vi khuẩn đất có khả năng phân hủy các dẫn xuất dioxin cũng như làm nguồn vật liệu 

cho các nghiên cứu về sinh học phân tử sau này. 

2 Nguyên liệu và phương pháp 

2.1 Nguyên liệu 

Nguyên liệu nghiên cứu là các mẫu đất thu thập ở độ sâu 30 cm tại 5 địa điểm khác nhau ở 

sân bay Aso trước đây (16°13'38,3"N; 107°16'03,5"E; 16°13'38,7"N; 107°16'03,6"E; 16°13'39,0"N; 

107°16'04,3"E; 16°13'39,2"N; 107°16'03,7"E; và 16°13'38,7"N; 107°16'04,3"E) thuộc huyện A Lưới, 

tỉnh Thừa Thiên Huế. Các thí nghiệm được tiến hành tại Viện nghiên cứu Hoạt chất sinh học, 

Trường Đại học Khoa học, Đại học Huế. 

2.2 Phương pháp 

Phân lập và sàng lọc các chủng vi khuẩn phân hủy dibenzofuran 

Các chủng vi sinh vật phân hủy dibenzofuran được phân lập theo mô tả của Hong và cs. 

với một vài điều chỉnh [6]. Hai trăm gram đất được chuyển vào 5 mL môi trường khoáng tối thiểu 

MSM (3,5 g/L Na2HPO4.2H2O + 1 g/L KH2PO4 + 0,5 g/L (NH4)2SO4 + 0,1 g/L MgCl2.6H2O + 0,05 g/L 

Ca(NO3)2.4H2O + 1% dung dịch vi lượng (2,2 g/L FeSO4.6H2O + 0,1 g/L ZnSO4.7H2O + 0,03 g/L 

MnCl2.4H2O + 0,03 g/L H3BO4 + 0,2 g/L CoCl2.6H2O + 0,03 g/L CuCl2.2H2O + 0,02 g/L NiSO4.6H2O + 

0,03 g/L Ca(NO3)2.4H2O); pH 7,25) có bổ sung 0,5 mM dibenzofuran (Sigma, Mỹ) làm nguồn 

carbon và được nuôi cấy ở 30 °C với tốc độ lắc 185 vòng/phút trong 7 ngày. Sau đó, 100 µL dịch 

nuôi được cấy chuyển sang môi trường MSM mới có bổ sung 0,5 mM dibenzofuran và nuôi cấy ở 

cùng điều kiện như trên. Quá trình nuôi cấy được lặp lại ba lần. Sau khi kết thúc nuôi cấy lần ba, 

100 µL dịch huyền phù được trải trên môi trường MSM rắn có bổ sung 0,5 mM dibenzofuran trên 

bề mặt đĩa và nuôi ở 30 °C trong 7 ngày. Các khuẩn lạc xuất hiện trên bề mặt môi trường được cấy 

chuyển vào môi trường MSM lỏng mới có bổ sung dibenzofuran ở nồng như trước đây và nuôi 

trong cùng điều kiện như các thí nghiệm phân lập và sàng lọc để xây dựng đường cong sinh 

trưởng, đồng thời vào môi trường LB lỏng (1% tryptone + 0,5% dịch chiết nấm men + 1% NaCl) và 

giữ ở –80 °C để lưu trữ mẫu. 
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Xây dựng đường cong sinh trưởng 

Đường cong sinh trưởng của các chủng vi khuẩn có khả năng phân hủy dibenzofuran 

được khảo sát trong bình tam giác loại 100 mL chứa 20 mL môi trường và nuôi trong 7 ngày 

như đã đề cập ở trên. Một mili lít dịch nuôi được thu mỗi ngày để xác định mật độ tế bào 

(OD600) trên máy quang phổ UV-vis (Thermo Scientific, Mỹ). OD600 = 1 tương đương 2 × 108 

CFU [12]. 

Tách chiết DNA tổng số 

Chủng vi khuẩn có khả năng phân giải dibenzofuran được nuôi cấy trên 5 mL môi 

trường LB lỏng qua đêm ở 30 °C với tốc độ lắc 180 vòng/phút. Sinh khối tế bào được thu hồi 

bằng ly tâm 10.000 vòng/phút trong 5 phút. DNA tổng số của chủng vi khuẩn được tách chiết 

bằng PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio, Mỹ) theo hướng dẫn của nhà sản xuất và điện di 

kiểm tra trên gel agarose 1% với thuốc nhuộm RedSafe™ (iNtRon, Hàn Quốc). 

Định danh vi khuẩn bằng phân tích trình tự 16S rDNA 

Trình tự 16S rDNA của vi khuẩn được khuếch đại bằng PCR với cặp mồi đa năng 27F (5’-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) và 1492R (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) [5]. 

Trình tự nucleotide vùng 16S rDNA được so sánh với dữ liệu trình tự nucleotide trên Ngân 

hàng gen thế giới (GenBank, Mỹ). Cây phát sinh loài dựa trên so sánh trình tự 16S rDNA được 

xây dựng bằng phần mềm Mega7 [14]. 

3 Kết quả 

3.1 Phân lập và sàng lọc các chủng vi khuẩn phân hủy dibenzofuran 

Mẫu đất được ủ với môi trường tối thiểu có bổ sung dibenzofuran làm nguồn carbon và 

cấy chuyển 3 lần để sàng lọc. Kết quả ở Hình 1 cho thấy ống nghiệm chứa mẫu đất trên môi 

trường MSM bổ sung dibenzofuran có màu vàng trong khi mẫu nuôi cấy đối chứng có màu 

trắng đục. Các ống nghiệm có dịch nuôi cấy màu vàng đặc trưng chứng tỏ có sự chuyển hóa 

dibenzofuran thành các chất trung gian làm dịch nuôi cấy chuyển sang màu vàng [9]. 

 

Hình 1. Màu sắc dịch nuôi cấy ở lần thứ 3 sau 7 ngày. A: môi trường MSM có bổ sung 0,5 mM 

dibenzofuran; B: đối chứng không bổ sung dibenzofuran 
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Hình 2. Hình thái khuẩn lạc của 3 chủng vi khuẩn trên đĩa thạch chứa môi trường MSM có bổ sung  

0,5 mM dibenzofuran A: chủng vi khuẩn DF3; B: chủng vi khuẩn DF5; C: chủng vi khuẩn DF6 

Kết quả nuôi cấy trên đĩa thạch cho thấy khuẩn lạc có số lượng lớn khoảng gần 200 

khuẩn lạc/đĩa. Tuy nhiên, phần lớn các khuẩn lạc có hình thái tương tự và có thể chia thành 3 

nhóm chính theo đường kính: nhóm ~ 1 mm có hình tròn, bờ viền trơn và màu trắng (ký hiệu 

DF3, Hình 2A); nhóm < 0,5 mm có bề mặt trơn và màu trắng đục (DF5, Hình 2B); và 0,5 mm < 

nhóm < 1 mm có bề mặt trơn và màu vàng (DF6, Hình 2C). 

3.2 Đường cong sinh trưởng các chủng vi khuẩn phân lập 

Đường cong sinh trưởng của 3 chủng vi khuẩn DF3, DF5 và DF6 trên môi trường MSM 

có bổ sung 0,5 mM dibenzofuran được trình bày ở Hình 3. Nhìn chung, cả 3 chủng đều đạt sinh 

khối tế bào cực đại sau khoảng 4 ngày nuôi cấy với mật độ dao động từ log10 = 7,3 đến log10 = 

8,5 CFU/mL. Kết quả này chứng tỏ các chủng vi khuẩn nói trên đã sinh trưởng mạnh trên môi 

trường có dẫn xuất của dioxin là dibenzofuran, vì vậy đây là các chủng có nhiều tiềm năng ứng 

dụng sau này. 
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Hình 3. Đường cong sinh trưởng của 3 chủng vi khuẩn DF3, DF5 và DF6 trên môi trường MSM  

có bổ sung 0,5 mM dibenzofuran 
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3.3 Định danh phân tử các chủng vi sinh vật 

DNA tổng số từ 3 chủng vi khuẩn DF3, DF5 và DF6 được tách chiết và kiểm tra trên gel 

agarose 1% (Hình 4). Kết quả cho thấy chúng có chất lượng tốt không bị đứt gãy và lẫn RNA 

tổng số; hàm lượng DNA khá cao khoảng 60 ng/µL. Nhìn chung, DNA tổng số đảm bảo chất 

lượng cho khuếch đại PCR các trình tự 16S rDNA. 

Trình tự nucleotide đoạn 16S rDNA của 3 chủng vi khuẩn DF3, DF5 và DF6 sau khi xác 

định chính xác bằng kỷ thuật giải trình tự nucleotide được đăng ký trên GenBank với mã số 

tương ứng là MG774409, MG774408 và MG774410. So sánh dữ liệu ở GenBank cho thấy trình tự 

16S rDNA của chủng DF3 tương đồng 99% với chủng Enterobacter cloacae 704SK10 (CP022148) 

và E. cloacae R11 (CP019839) nên chủng này được đặt tên là E. cloacae DF3 (Hình 5). Trình tự 16S 

rDNA của chủng DF5 tương đồng 99% với chủng Staphylococcus sp. ZMMW2 (MH263650), 99% 

với chủng S. pasteuri M007 (MG255966) và 99% với chủng Staphylococcus sp. CAU1474 

(MG460587), do đó chúng được đặt tên là Staphylococcus sp. DF5 (Hình 6). Tương tự, trình tự 

16S rDNA của chủng DF6 tương đồng 100% với chủng Achromobacter ruhlandii SCCH3:ACH 33-

1365 (CP017433) và cũng tương đồng 100% với chủng A. xylosoxidans TTB1 (KU708865) và 

chủng Achromobacter sp. GKA-1 (EU520399) nên chúng được đặt tên là Achromobacter sp. DF6 

(Hình 7).  

 

Hình 4. Hình ảnh điện di DNA tổng số của 3 chủng vi khuẩn trên agarose gel 0,8% 

Đường 1A: DF3, đường 1B: DF5, và đường 2B: DF6. M: các thang chuẩn kích thước DNA (hình A: thang 

1kb chuẩn (Thermo Scientific, Mỹ), hình B: thang 5kb chuẩn (Thermo Scientific, Mỹ) 

 

Hình 5. Cây phả hệ của chủng DF3 với các chủng vi khuẩn tương tự từ cơ sở dữ liệu của GenBank 
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Hình 6. Cây phả hệ của chủng DF5 với các chủng vi khuẩn tương tự từ cơ sở dữ liệu của GenBank 

 

Hình 7. Cây phả hệ của chủng DF6 với các chủng vi khuẩn tương tự từ cơ sở dữ liệu của GenBank 

Nghiên cứu cộng đồng vi sinh vật phân lập từ đất nhiễm dioxin ở sân bay Đà Nẵng bằng 

cách so sánh trình tự 16S rDNA, Nguyễn Bá Hữu và cs. cho thấy chúng thuộc 8 họ bao gồm 

Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Acidobacteria, 

Bacteroides, Sphingobacteria và Bacilli [8]. Phùng Khắc Huy Chú và cs. cũng đã phân lập được 5 

chủng vi khuẩn khác nhau từ đất nhiễm dioxin ở phía Tây Nam sân bay Biên Hòa [4]. Nghiên 

cứu của chúng tôi cho thấy ngoài các chủng Burkholderia cepacia DF2 và DF4 [19], đất nhiễm 

dioxin ở sân bay Aso còn có 3 chủng vi khuẩn khác là E. cloacae DF3, Staphylococcus sp. DF5, 

Achromobacter sp. DF6. 

4 Kết luận 

Đã phân lập được 3 chủng vi khuẩn có hình thái khác nhau sinh trưởng trên môi trường 

khoáng tối thiếu có bổ sung dibenzofuran từ đất nhiễm dioxin ở sân bay Aso cũ. Định danh 

phân tử bằng kỹ thuật giải trình tự 16S rDNA cho thấy chúng tương đồng cao với Enterobacter, 

Staphylococcus và Achromobacter. Trên cơ sở đó, các chủng này được đặt tên lần lượt là E. cloacae 

DF3, Staphylococcus sp. DF5, và Achromobacter sp. DF6. 

Lời cảm ơn: Nghiên cứu này nhận được tài trợ của Sở Khoa học và Công nghệ tỉnh Thừa 

Thiên Huế qua đề tài khoa học và công nghệ cấp tỉnh (Mã số THH.2016-KC.03). 
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Abstract. This study presents the results of the isolation of some bacterial strains that are 

able to degrade dibenzofuran, a dioxin derivative, from the dioxin-contaminated soil in A 

Luoi district, Thua Thien Hue province. Soil samples were collected at 5 different sites of the 

old Aso airbase. Three bacteria strains were found to grow well on the basal minimal 

medium supplemented with dibenzofuran as a carbon source. The analysis of 16S rDNA 

sequences of the isolates showed that they were highly similar to Enterobacter cloacae (99%), 

Staphylococcus sp. (99%) and Achromobacter sp. (100%). Thus, they were named as 

Enterobacter cloacae DF3, Staphylococcus sp. DF5, and Achromobacter sp. DF6. The nucleotide 

sequence data were registered on the GenBank with accession numbers of MG774409, 

MG774408, and MG774410, respectively. 

Keywords: Achromobacter sp. DF6, dibenzofuran, dioxin, Enterobacter cloacae DF3, 

Staphylococcus sp. DF5 


