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Më §ÇU 
1. TÝnh cÊp thiÕt cña ®Ò tµi  
  Tõ 1961-1971, qu©n ®éi Mü ®· r¶i h¬n mét tr¨m triÖu lÝt chÊt ®éc 
hãa häc xuèng nhiÒu vïng ë miÒn Trung vµ Nam ViÖt Nam (Stellman vµ 
®tg, 2003). HiÖn nay, ®Êt vµ trÇm tÝch t¹i khu vùc b·i nhiÔm s©n bay §µ 
N½ng vÉn bÞ « nhiÔm nÆng 2,4-D (2,4-dichlrophenoxyacetic acid); 2,4,5-T 
(2,4,5-trichlrophenoxyacetic acid) vµ dioxin. Khö ®éc ®Êt nhiÔm dùa trªn 
c«ng nghÖ ph©n hñy sinh häc rÊt ®−îc quan t©m do gi¸ rÎ vµ th©n thiÖn víi 
m«i tr−êng. C«ng nghÖ nµy ®· ®−îc nghiªn cøu ë phßng thÝ nghiÖm vµ ¸p 
dông ë qui m« pilot t¹i s©n bay §µ N½ng. C¸c nghiªn cøu tr−íc ®· ph©n lËp 
®−îc mét sè chñng vi sinh vËt sö dông c¸c chÊt diÖt cá chøa dioxin vµ c¸c 
hîp chÊt t−¬ng tù, tuy nhiªn ch−a cã nghiªn cøu chi tiÕt vÒ thµnh phÇn loµi 
vi sinh vËt vµ gen chøc n¨ng tham gia chuyÓn hãa chÊt ®éc hãa häc trong 
®Êt còng nh− bïn hå khu vùc s©n bay §µ N½ng. Do h¹n chÕ cña c¸c 
ph−¬ng ph¸p dùa trªn nu«i cÊy nªn c¸c kü thuËt sinh häc ph©n tö ®−îc 
nhiÒu nghiªn cøu sö dông nh»m thu ®−îc kÕt qu¶ gÇn víi ®a d¹ng thùc cña 
vi sinh vËt ë tù nhiªn. C¸c nhµ nghiªn cøu nhËn thÊy, kÕt hîp c¸c ph−¬ng 
ph¸p vi sinh vËt truyÒn thèng dùa trªn nu«i cÊy, ph−¬ng ph¸p sinh hãa vµ 
sinh häc ph©n tö trong nghiªn cøu ®a d¹ng vi sinh vËt sÏ thu ®−îc kÕt qu¶ 
chÝnh x¸c h¬n. 

  C«ng nghÖ ph©n hñy sinh häc ®−îc ¸p dông khö ®éc ®Êt nhiÔm ë §µ 
N½ng vµ Biªn Hßa dùa trªn kÝch thÝch c¸c quÇn x· vi sinh vËt b¶n ®Þa tham 
gia vµo qu¸ tr×nh ph©n hñy c¸c chÊt ®éc. Do vËy, c¸c d÷ liÖu vÒ quÇn x· vi 
sinh vËt ë khu vùc b·i nhiÔm còng nh− sù biÕn ®éng cña c¸c quÇn x· vi 
sinh vËt trong qu¸ tr×nh xö lý lµ hÕt søc cÇn thiÕt cho c¸c nhµ nghiªn cøu vµ 
c«ng nghÖ nh»m n©ng cao hiÖu qu¶ khö ®éc c¸c hîp chÊt ®a vßng th¬m 
chøa clo trong ®ã cã dioxin.  

  Trªn c¬ së khoa häc vµ ý nghÜa thùc tiÔn ®−îc tr×nh bµy ë trªn, LuËn 
¸n ®· ®−îc thùc hiÖn víi môc ®Ých vµ néi dung sau:  
2. Môc ®Ých nghiªn cøu  

  Nghiªn cøu ®a d¹ng vi sinh vËt trong ®Êt nhiÔm vµ biÕn ®éng cÊu tróc 
quÇn x· vi sinh vËt trong c¸c c«ng thøc xö lý chÊt ®éc hãa häc b»ng “ph©n 
hñy sinh häc”. T×m hiÓu kh¶ n¨ng ph©n hñy vµ mét sè gen liªn quan ®Õn 
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3. Néi dung nghiªn cøu 
a. Nghiªn cøu ®a d¹ng vi sinh vËt trong ®Êt, hå bÞ « nhiÔm vµ trong c¸c 

c«ng thøc xö lý khö ®éc;  
b. Nghiªn cøu ®a d¹ng gen tfdA trong c¸c mÉu ®Êt nhiÔm;  
c. Nghiªn cøu ®a d¹ng vi khuÈn kþ khÝ tïy tiÖn vµ vi khuÈn khö lo¹i clo 

Dehalococcoides trong bïn hå khu vùc b·i nhiÔm; 
d.  Nghiªn cøu biÕn ®éng quÇn x· vi khuÈn trong c¸c c«ng thøc xö lý ®Êt 

nhiÔm chÊt ®éc hãa häc; 
e. Ph©n lËp, nghiªn cøu mét sè ®Æc ®iÓm sinh häc vµ ®Þnh tªn mét sè 

chñng vi khuÈn sö dông 2,4-D, dioxin vµ c¸c chÊt t−¬ng tù; 
f. X¸c ®Þnh sù cã mÆt cña gen m· hãa dioxygenase vµ gen tftA (cadA) 

liªn quan ®Õn ph©n hñy 2,4,5-T trong mét sè chñng vi khuÈn. 
4. Nh÷ng ®ãng gãp míi cña luËn ¸n 
a. §©y lµ c«ng tr×nh nghiªn cøu s©u ®Çu tiªn ë ViÖt Nam vÒ ®a d¹ng vi 

sinh vËt trong ®Êt vµ bïn hå nhiÔm chÊt diÖt cá chøa dioxin t¹i khu b·i 
nhiÔm s©n bay §µ N½ng.  

b. §· øng dông thµnh c«ng 4 kü thuËt sinh häc ph©n tö: ph©n tÝch ®a h×nh 
cÊu tróc sîi ®¬n (SSCP) vµ ®iÖn di trªn gel víi d¶i nång ®é chÊt biÕn 
tÝnh (DGGE) c¸c ®o¹n gen tfdA, 16S rRNA vµ 18S rRNA ®Ó ®¸nh gi¸ 
quÇn x· vi khuÈn vµ nÊm trong ®Êt vµ bïn hå nhiÔm còng nh− trong c¸c 
c«ng thøc tÈy ®éc ®Êt nhiÔm b»ng ph©n hñy sinh häc, x¸c ®Þnh sè l−îng 
®o¹n gen tfdA trong ®Êt nhiÔm vµ ¸p dông BOX-PCR vµ MPN-PCR ®Ó 
ph©n biÖt sù kh¸c nhau gi÷a c¸c vi sinh vËt.  

c. Ph¸t hiÖn ®−îc ba chñng vi khuÈn Paenibacillus sp. Ao3, Terrabacter 
sp. DMA vµ Rhodococcus sp. HDN3 sö dông dibenzofuran vµ c¸c hîp 
chÊt t−¬ng tù, trong ®ã chñng HDN3 sö dông ®−îc dibenzo-p-dioxin vµ 
2-chlorodibenzo-p-dioxin nh− lµ nguån carbon vµ n¨ng l−îng duy nhÊt. 
Nhãm vi khuÈn kÞ khÝ Sedimentibacter ®−îc ph¸t hiÖn trong c«ng thøc 
xö lý khö ®éc b»ng c«ng nghÖ “ch«n lÊp tÝch cùc”. 

d. X¸c ®Þnh ®−îc ®o¹n gen gièng ahDO chñng vi khuÈn Ao3 vµ hai ®o¹n 
gen dbfA1 trong hai chñng DMA vµ HDN3 m· hãa c¸c dioxygenase 
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tham gia b−íc ®Çu tiªn cña ph©n hñy c¸c hîp chÊt vßng th¬m. §ång thêi 
còng ®· ph¸t hiÖn ®−îc gen tfdA vµ tftA(cadA) trong 3 chñng vi khuÈn 
kÓ trªn vµ chñng vi khuÈn Arthrobacter sp. DNB19 sö dông 2,4-D vµ 
PAH. Sù ph¸t hiÖn c¸c gen trªn lµ c¬ së chøng minh qu¸ tr×nh chuyÓn 
c¸c gen chøc n¨ng trong vi sinh vËt ë khu vùc b·i nhiÔm §µ N½ng.  

5. Bè côc cña luËn ¸n: LuËn ¸n gåm 149 trang 
Më ®Çu:  4 trang 
Ch−¬ng I. Tæng quan tµi liÖu: 45 trang 
Ch−¬ng II. VËt liÖu vµ ph−¬ng ph¸p: 12 trang 
Ch−¬ng III. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn: 66 trang (11 b¶ng vµ 31 h×nh)  
KÕt luËn vµ kiÕn nghÞ: 2 trang 
Tµi liÖu tham kh¶o: 18 trang gåm: 21 tµi liÖu tiÕng ViÖt, 182 tµi liÖu tiÕng Anh. 

CH¦¥NG 1. TæNG QUAN TμI LIÖU 
1.1.  Ph©n hñy sinh häc 2,4-D; 2,4,5-T, dioxin vµ c¸c chÊt t−¬ng tù 
1.1.1. Ph©n hñy sinh häc 2,4-D vµ 2,4,5-T 

  C¸c c«ng bè tËp trung chñ yÕu vµo ph©n hñy hiÕu khÝ 2,4-D vµ 2,4,5-
T cña vi khuÈn. Ph©n hñy 2,4-D thµnh 2,4-DCP (2,4-dichlorophenol) do 
enzym dioxygenase phô thuéc α-ketoglutarate ®−îc m· hãa bëi gen tfdA. 
Gen tfdA cã ë vi khuÈn β vµ γ-proteobacteria, chia thµnh 3 líp vµ th−êng 
n»m trªn plasmid. Mét sè TfdA còng chuyÓn hãa 2,4,5-T ë møc thÊp. Gen 
tfdA ë vi khuÈn α-proteobacteria ®−îc ®Æt tªn lµ tfdAα.  

  2,4,5-T khã bÞ ph©n hñy sinh häc h¬n 2,4-D vµ cã Ýt c«ng bè vÒ ph©n 
hñy hîp chÊt nµy. Chñng vi khuÈn sö dông 2,4,5-T ®−îc nghiªn cøu kü ®ã 
lµ B. phenoliruptrix AC1100. 2,4,5-T ®−îc chuyÓn hãa ®Õn 2,4,5-TCP 
(2,4,5-trichlrophenol) víi sù tham gia cña 2,4,5-T monooxygenase vµ ®−îc 
m· hãa bëi gen tftA vµ tftB. C¸c tÕ bµo nghØ chñng Bradyrhizobium sp. 
HW13 chuyÓn hãa c¶ 2,4-D vµ 2,4,5-T. Chñng nµy chøa c¸c gen cadAB cã 
sù gièng nhau ®¸ng kÓ víi gen tftAB cña B. phenoliruptrix AC1100 
(Kitagawa vµ ®tg, 2002). ë ViÖt Nam ®· cã mét sè nghiªn cøu vÒ vi sinh 
vËt vµ gen chuyÓn hãa chÊt diÖt cá. Tuy nhiªn, ch−a cã nghiªn s©u vÒ 
chñng loµi, gen chøc n¨ng ë vi khuÈn vµ ®Êt nhiÔm chÊt ®éc hãa häc t¹i s©n 
bay §µ N½ng.  
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1.1.2. Ph©n hñy sinh  häc dioxin vµ c¸c hîp chÊt t−¬ng tù 
  Ph©n hñy sinh häc dioxin vµ c¸c hîp chÊt t−¬ng tù ë ®iÒu kiÖn hiÕu 

khÝ ®−îc nghiªn cøu kü nhÊt ë chñng vi khuÈn Sphingomonas sp. RW1 vµ 
b−íc chuyÓn hãa ®Çu tiªn cã sù tham gia cña enzym dioxygenase. Oxy hãa 
kÐp x¶y ra ë c¸c vÞ trÝ bªn 1,2; 2,3 vµ 3,4 hoÆc ë vÞ trÝ gãc 4,4a. Oxy hãa 
kÐp vÞ trÝ gãc ®−îc quan t©m h¬n c¶ v× ph¸ vì ®−îc cÊu tróc mÆt ph¼ng lµ 
nguyªn nh©n g©y ®éc cña dioxin. Ph©n hñy dioxin ë ®iÒu kiÖn kþ khÝ dÉn 
®Õn lo¹i bít hoÆc khö hoµn toµn clo cña c¸c dioxin. C¸c nghiªn cøu ph©n 
hñy dioxin vµ c¸c hîp chÊt t−¬ng tù ë vi nÊm chñ yÕu tËp trung ë c¸c nÊm 
®¶m. HiÖn míi chØ cã thö nghiÖm t¹i s©n bay §µ N½ng vÒ c« lËp kÕt hîp 
kÝch thÝch sinh häc vµ “ch«n lÊp tÝch cùc” ®Ó khö ®éc ®Êt nhiÔm dioxin. 
“Ch«n lÊp tÝch cùc” dùa trªn sù kÕt hîp cña c« lËp, hÊp phô vµ kÝch thÝch vi 
sinh vËt b¶n ®Þa ®ang ®−îc ¸p dông xö lý 3.384 m3 ®Êt nhiÔm chÊt ®éc hãa 
häc t¹i s©n bay Biªn Hßa. C¸c nghiªn cøu tr−íc ®©y ë ViÖt Nam míi chØ 
kh¶o s¸t sè l−îng vµ ®Þnh lo¹i ®−îc mét sè chñng vi sinh vËt t¹i c¸c “®iÓm 
nãng”.   
1.2. §a d¹ng vi sinh vËt vµ c¸c ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 
  C¸c nghiªn cøu ®a d¹ng vi sinh vËt ®Êt ®ang khai th¸c tÝnh ®a d¹ng 
chñng loµi vµ c¸c gen chøc n¨ng cña c¸c vi sinh vËt còng nh− trùc tiÕp tõ 
®Êt. Mçi kü thuËt cã c¸c −u, nh−îc ®iÓm riªng. Sù kÕt hîp cña mét sè kü 
thuËt sÏ ®em l¹i c¸ch ®¸nh gi¸ tæng qu¸t h¬n vÒ ®a d¹ng vi sinh vËt. §a 
d¹ng vi sinh vËt sÏ ®−îc ®¸nh gi¸ ë møc thÊp khi chØ sö dông c¸c ph−¬ng 
ph¸p phô thuéc nu«i cÊy. ChØ xÊp xØ 1% vi khuÈn (Davis vµ ®tg, 2005) vµ 
sè nhá vi nÊm cã thÓ nu«i cÊy ®−îc ë phßng thÝ nghiÖm (Hawksworth, 
2001). C¸c ph−¬ng ph¸p sinh häc ph©n tö ®ang ®−îc sö dông ®Ó cã hiÓu 
biÕt ®Çy ®ñ h¬n vÒ ®a d¹ng vi khuÈn vµ vi nÊm. C¸c kü thuËt DGGE, SSCP, 
MPN-PCR,  BOX-PCR vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù gen ®· ®−îc tiÕn hµnh nh»m 
t×m hiÓu ®a d¹ng vi sinh vËt vµ gen chøc n¨ng trong c¸c mÉu ®Êt, bïn 
nhiÔm chÊt ®éc hãa häc còng nh− trong c¸c c«ng thøc khö ®éc t¹i §µ 
N½ng. Bªn c¹nh ®ã, ph©n lËp, ®Þnh lo¹i mét sè chñng vi khuÈn vµ x¸c ®Þnh 
sù cã mÆt cña mét sè gen chøc n¨ng tham gia vµo qu¸ tr×nh ph©n hñy c¸c 
chÊt ®éc sÏ cung cÊp thªm d÷ liÖu vÒ tÝnh ®a d¹ng vi sinh vËt trong ®Êt vµ 
bïn nhiÔm chÊt ®éc hãa häc ë s©n bay §µ N½ng.  
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CH¦¥NG 2. VËT LIÖU Vμ PH¦¥NG PH¸P 
2.1. VËt liÖu vµ c«ng thøc xö lý 
- 9 mÉu ®Êt t¹i b·i nhiÔm (HDN1-HDN9), 10 mÉu bïn hå A bÞ ¶nh h−ëng 
trùc tiÕp n−íc tõ b·i nhiÔm (A1-A10), 2 mÉu bïn hå B (B1-B2) vµ 1 mÉu 
bïn hå C (C1) Ýt bÞ ¶nh h−ëng trùc tiÕp n−íc tõ b·i nhiÔm chÊt ®éc hãa häc 
s©n bay §µ N½ng.  
- 4 c«ng thøc xö lý c« lËp vµ kÝch thÝch sinh häc 0,5m3 (0,5DN1 ®Õn 
0,5DN4) vµ 1 c«ng thøc ®èi chøng c« lËp 0,5m3 (0,5DN5). §Êt ®−îc lÊy ë 
1 ®iÓm trén ®Òu vµ cho vµo c¸c thïng 0,5DN.  
- §Êt t¹i 5 vÞ trÝ ë b·i nhiÔm cã nång ®é chÊt ®éc hãa häc kh¸c nhau ®−îc 
cho vµo 5 c«ng thøc xö lý c« lËp vµ kÝch thÝch sinh häc 1,5m3 
(1,5DN1;1,5DN2; 1,5DN3; 1,5DN4 vµ 1,5DN5).  
- 10 m3 vµ 100 m3 ®Êt t¹i 2 vÞ trÝ kh¸c nhau ë b·i nhiÔm ®−îc xö lý “ch«n 
lÊp tÝch cùc” vµ ®−îc ký hiÖu lµ 10DNT vµ 100DNT.  
- MÉu trong c¸c c«ng thøc xö lý ®−îc thu thËp ë 4 thêi ®iÓm. Ba ®ît ®Çu mçi 
®ît c¸ch nhau kho¶ng 6 th¸ng, ®ît thø t− c¸ch ®ît thø ba kho¶ng 30 th¸ng.  
- C¸c sinh phÈm vµ hãa chÊt dïng trong nghiªn cøu cung cÊp bëi h·ng, Mo 
Bio, Invitrogen, Abgene, Promega, Fermentas, Fluka, Biorad, Applied 
Biosystems v.v.  
- ThÝ nghiÖm ®−îc thùc hiÖn t¹i ViÖn C«ng nghÖ sinh häc, Phßng nghiªn 
cøu ph©n hñy sinh häc - Trung t©m nghiªn cøu bÖnh truyÒn nhiÔm 
Helmholtz, Céng hßa liªn bang §øc vµ phßng kü nghÖ sinh häc-§¹i häc 
C«ng gi¸o Louvain, V−¬ng quèc BØ.  
2.2. Ph−¬ng ph¸p 
- Ph−¬ng ph¸p ph©n lËp, nu«i cÊy vµ ®Þnh lo¹i vi khuÈn sö dông 
dibenzofuran vµ c¸c chÊt t−¬ng tù.  
- Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch ®a d¹ng vi sinh vËt trong ®Êt, bïn hå nhiÔm vµ 
trong c¸c c«ng thøc khö ®éc chÊt ®éc hãa häc b»ng ph©n hñy sinh häc: 
MPN-PCR, BOX-PCR, PCR-SSCP vµ PCR-DGGE. 
- Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh c¸c ®o¹n gen tfdA, tftA(cadA) vµ gen m· hãa 
enzym dioxygenase trong c¸c mÉu ®Êt vµ c¸c chñng vi khuÈn. 
- C¸c ch−¬ng tr×nh tin sinh häc ph©n tÝch gen: Clustal X, Bioedit, Gendoc, 
NJ, Blast, RDP v.v. 
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CH¦¥NG 3. KÕT QU¶ Vμ TH¶O LUËN 
3.1. §a d¹ng vi sinh vËt trong c¸c mÉu ®Êt 
3.1.1. §a d¹ng vi khuÈn x¸c ®Þnh b»ng kü thuËt SSCP 

  MÉu HDN4 vµ HDN6 kh« h¬n, cã ®é « nhiÔm cao h¬n vµ cã møc  ®a 
d¹ng vi khuÈn thÊp h¬n so víi c¸c mÉu kh¸c (h×nh 3.1). Tr×nh tù 46 dßng 
DNA thuéc c¸c líp vi khuÈn Actinobacteria, Acidobacteria, α, β vµ γ-
proteobacteria. Vi khuÈn chi Burkholderia chiÕm −u thÕ trong 9 mÉu ®Êt 
nhiÔm chÊt diÖt cá chøa dioxin ë §µ N½ng. Vi khuÈn sö dông 2,4-D vµ 
2,4,5-T ph©n lËp tõ ®Êt nhiÔm chÊt ®éc da cam t¹i Florida (Mü) cã quan hÖ 
gÇn gòi víi c¸c vi khuÈn chi Burkholderia (Rice vµ ®tg, 2005).  

 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
  

 

 

 

 

H×nh 3.1. §iÖn di ®å SSCP 9 mÉu ®Êt nhiÔm, sè ghi bªn ph¶i c¸c b¨ng 

DNA lµ tªn cña c¸c dßng ®−îc x¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotide. 
  Trong nghiªn cøu nµy còng ph¸t hiÖn ®−îc hai chi Rhodococcus vµ 

Micobacterium, mét sè vi khuÈn ®Êt Frateuria, Nevsia, Bradyrhizobium, 
Azospirillum vµ vi khuÈn −a axÝt Acidocella, Acidiphillum vµ 
Acidobacterium (b¶ng 3.1). 
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B¶ng 3.1. Mèi quan hÖ gi÷a mét sè dßng t¸ch tõ gel SSCP vµ c¸c vi khuÈn 
®· c«ng bè 

Dßng Sè 
Genbank 

Líp Vi khuÈn gÇn gòi nhÊt 

27HDN7 DQ991279 VK ®Êt Acidobacteriaceae 1496-2 kh«ng nu«i cÊy
30HDN8 DQ991282 Acidobacterium capsulatum 161 kh«ng nu«i cÊy 
31HDN9 DQ991283 Acidobacteriaceae WD257 
32HDN9 DQ991284 VK ®Êt rõng Acidobacterium kh«ng nu«i cÊy 
33HDN9 DQ991285 Vi khuÈn Ellin310 
35HDN1 DQ991287 VK ®Êt Acidobacterium 466-2 kh«ng nu«i cÊy 
41HDN3 DQ991292 

A
cidobacteria Vi khuÈn RCP2-90 kh«ng nu«i cÊy 

24HDN3 DQ991276 Mycobacterium sp. 'Bavariae' 
29HDN7 DQ991281 Micromonospora sp. IM-1078 
43HDN4 DQ991294 Rhodococcus fascians D188 
45HDN4 DQ991295 

A
ctinoba
c-teria R. opacus M213 

26HDN5 DQ991278 Azospirillum sp. TS7 
28HDN7 DQ991280 Alpha proteobacterium A0839 
34HDN9 DQ991286 Acidocella sp. GS19h 
38HDN2 DQ991289 Tistrella mobilis  
47HDN5 DQ991296 Bradyrhizobium elkanii BR3262 
50HDN8 DQ991298 Acidocella facilis ATCC 35904T 
51HDN8 DQ991299 Acidocella sp. St1-2 
53HDN7 DQ991300 

A
lpha 

proteobacteria 
Acidiphilium aminolytica 101T 

1HDN2 DQ991255 VK ch−a ®Þnh lo¹i Burkholderiaceae 005-D 
2HDN3 DQ991256 VK ch−a ®Þnh lo¹i Burkholderiaceae 005-D 
3HDN4 DQ991257 Delftia acidovorans B 
4HDN1 DQ991258 VK ch−a ®Þnh lo¹i Burkholderiaceae 005-D 
5HDN2 DQ991259 VK ch−a ®Þnh lo¹i Burkholderiaceae 005-D 
6HDN3 DQ991260 VK ch−a ®Þnh lo¹i Burkholderiaceae 005-D 
7HDN5 DQ991261 VK ch−a ®Þnh lo¹i Burkholderiaceae 005-D 
8HDN7 DQ991262 VK ph©n hñy 2,4-D Burkholderiaceae TFD6 
9HDN8 DQ991263 VK ch−a ®Þnh lo¹i Burkholderiaceae 005-D 
10HDN9 DQ991264 VK ch−a ®Þnh lo¹i Burkholderiaceae 005-D 
11HDN2 DQ991265 Burkholderia cepacia LMG 12615 
12HDN3 DQ991266 B. glathei Hg 5 
14HDN5 DQ991267 Burkholderia sp. S2.1 
15HDN5 DQ991268 B. caryophylli ATCC 25418T 
16HDN5 DQ991269 B. caryophylli ATCC 25418T 
19HDN6 DQ991271 B. caryophylli ATCC 25418T 
18HDN6 DQ991272 Burkholderia sp. A6.2 
20HDN7 DQ991273 Burkholderia sp. A6.2 
22HDN8 DQ991274 B. caryophylli ATCC 25418T 
23HDN9 DQ991275 B. graminis C4D1MT 
25HDN4 DQ991277 

B
eta proteobacteria 

B. kururiensis KP23T 
17HDN5 DQ991270 Gammaproteobacterium Ellin5264 
36HDN1 DQ991288 VK vïng rÔ nho wr0008 kh«ng nu«i cÊy 
39HDN2 DQ991290 VK ®Êt 7-03 ®Ò kh¸ng víi Arsenic 7-03 
40HDN2 DQ991291 Gamma proteobacterium MN 154.3 
42HDN3 DQ991293 VK vïng rÔ nho wr0008 kh«ng nu«i cÊy 
48HDN5 DQ991297 

G
am

m
a 

proteobacteria Fulvimonas soli LMG 19981T 
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3.1.2. §a d¹ng vi nÊm x¸c ®Þnh b»ng kü thuËt PCR-SSCP. 
  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 HDN1  HDN2  HDN3 HDN4 HDN5 HDN6 HDN7 HDN8 HDN9   

H×nh 3.2. §iÖn di 

®å SSCP ph©n tÝch 

®a d¹ng quÇn x· vi 

nÊm trong 9 mÉu 

®Êt nhiÔm chÊt diÖt 

cá chøa dioxin.  

 

B¶ng 3.2. Quan hÖ gi÷a c¸c dßng tõ gel SSCP vµ c¸c vi nÊm ®¹i diÖn 

Dßng M· sè 
GenBank 

NÊm gÇn gòi nhÊt 

1HDN2 DQ986919 Capnobotryella renispora UAMH 9870 
5HDN7 DQ986920 Anguillospora furtiva CCM F-20483 
6HDN7 DQ986921 Anguillospora furtiva CCM F-20483 
7HDN2 DQ986922 Cladosporium staurophorum STE-U 3687 
8HDN9 DQ986923 C. taurophorum STE-U 3687, Cudoniella clavus BM18#13, 
9HDN3 DQ986924 Dßng eukaryote RT3n2 kh«ng nu«i cÊy 

10HDN7 DQ986925 Phacidium coniferarum CBS320.53 
11HDN1 DQ986926 Setosphaeria monoceras CBS 154.26 
12HDN8 DQ986927 Aspergillus fumigatus ALI 57 
13HDN1 DQ986928 Talaromyces leycettanus CBS 398.68 
14HDN3 DQ986929 Penicillium commune IBT 15141 
15HDN2 DQ986930 Hymenoscyphus ericae UAMH 8873 
16HDN6 DQ986931 Phacidium coniferarum CBS320.53 
17HDN2 DQ986932 Exophiala sp. NH3-6 
18HDN7 DQ986933 Phacidium coniferarum CBS320.53 
19HDN9 DQ986934 Tetrachaetum elegans 30-426 
20HDN3 DQ986935 Nectria lugdunensis CBE98 
21HDN4 DQ986936 Cordyceps sinensis RE2-4-3, N. lugdunensis CBE98 
22HDN6 DQ986937 Fusarium oxysporum 26-1, N. lugdunensis CBE98 
23HDN2 DQ986938 Coniochaeta ligniaria C8 
24HDN3 DQ986939 Ophiostomatales sp. C6, Coniochaeta ligniaria C8 
25HDN9 DQ986940 Ophiostomatales sp. C6 
26HDN7 DQ986941 Phacidium coniferarum CBS320.53 
27HDN9 DQ986942 Togninia minima CBS213.31 
36HDN5 DQ986943 Lewia infectoria IMI 303186 
44HDN5 DQ986944 Phacidium coniferarum CBS320.53 
45HDN1 DQ986945 Dßng RT3n2 kh«ng nu«i cÊy, C. staurophorum STE-U 3687
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  C¸c mÉu HDN4, HDN5, HDN6 vµ HDN8 n»m ë gÇn khu vùc gi÷a 
b·i nhiÔm cã nång ®é chÊt ®éc hãa häc cao vµ mÉu ë t×nh tr¹ng kh« nªn cã 
®a d¹ng vi nÊm thÊp h¬n (h×nh 3.2). C¸c chi nÊm tréi trong 9 mÉu ®Êt 
nhiÔm gåm Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Cladosporium, 
Coniochaeta, Phacidium, Anguillospora, Nectria, Tetrachaetum (b¶ng 
3.2). C¸c chÊt diÖt cá vµ thuèc trõ s©u còng cã ¶nh h−ëng ®Õn quÇn x· vi 
nÊm. §a d¹ng c¸c loµi nÊm gi¶m ®i sau 10 n¨m quan s¸t ®Êt nhiÔm chÊt da 
cam t¹i kho chøa ë Mississippi (Mü) vµ c¸c loµi nÊm phæ biÕn thuéc c¸c 
chi Penicillium, Mucor vµ Fusarium (Young, 2006).  

  C¸c nghiªn cøu tr−íc ®· ph©n lËp ®−îc vi nÊm sö dông c¸c chÊt ®éc 
tõ ®Êt nhiÔm t¹i s©n bay §µ N½ng vµ chñ yÕu thuéc chi Aspergillus (Hoµng 
ThÞ Mü H¹nh vµ ®tg, 2004, §Æng ThÞ CÈm Hµ vµ ®tg, 2005). 
3.1.3. §a d¹ng gen tfdA m∙ hãa enzym ph©n hñy 2,4-D 
B¶ng 3.3. X¸c ®Þnh sè l−îng b¶n sao ®o¹n gen tfdA trong ®Êt nhiÔm chÊt 
®éc hãa häc 

HDN1 HDN2 HDN3 HDN4 HDN5 HDN6 HDN7 HDN8 HDN9

3,67 
x 105 

1,31 x 
105 

1,11 x 
105 

1,06 x 
105 

5,78 x 
105 

5,99 x 
106 

2,85 x 
105 

5,27 x 
105 

5,99 x 
106 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

tauD-(0157:H7, BA000007)

0.05

tfdA-(S1.2, AY554195)
17HDN5
18HDN4
19HDN7
11HDN4
12HDN5
13HDN6
14HDN7
10HDN1
tfdA-(JMP134 pJP4, NC_005912)
1HDN7
3HDN1
4HDN2
6HDN5
21HDN2
24HDN9
20HDN1

tfdA
class I

26DHN2
25HDN1
30HDN9
27HDN3
28HDN5
tfdA-(RASC, U25717) tfdA

class II

tfdA-(CS1, AF181982)
tfdA-(CS2, AF182758)
tfdA-(P230, AF176240)
tfdA-(TV1, U65531)
tfdA-(P4a, AF377325)
tfdA-(B1.13, AY554185)
tfdA-(ESZ 4002, U32188)
tfdA-(2A pIJB1, AF029344)

tfdA
class III

tfdAα-(BTH, AB074493)
tfdAα-(HW12, AB074491)

tfdAα-(HW13, AB074492)
39HDN3

38HDN2

tfdAα

tauD-(0157:H7, BA000007)

0.05

tfdA-(S1.2, AY554195)
17HDN5
18HDN4
19HDN7
11HDN4
12HDN5
13HDN6
14HDN7
10HDN1
tfdA-(JMP134 pJP4, NC_005912)
1HDN7
3HDN1
4HDN2
6HDN5
21HDN2
24HDN9
20HDN1

tfdA
class I

tfdA-(S1.2, AY554195)
17HDN5
18HDN4
19HDN7
11HDN4
12HDN5
13HDN6
14HDN7
10HDN1
tfdA-(JMP134 pJP4, NC_005912)
1HDN7
3HDN1
4HDN2
6HDN5
21HDN2
24HDN9
20HDN1

tfdA
class I

tfdA
class I

26DHN2
25HDN1
30HDN9
27HDN3
28HDN5
tfdA-(RASC, U25717) tfdA

class II

26DHN2
25HDN1
30HDN9
27HDN3
28HDN5
tfdA-(RASC, U25717) tfdA

class II
tfdA

class II

tfdA-(CS1, AF181982)
tfdA-(CS2, AF182758)
tfdA-(P230, AF176240)
tfdA-(TV1, U65531)
tfdA-(P4a, AF377325)
tfdA-(B1.13, AY554185)
tfdA-(ESZ 4002, U32188)
tfdA-(2A pIJB1, AF029344)

tfdA
class III

tfdA-(CS1, AF181982)
tfdA-(CS2, AF182758)
tfdA-(P230, AF176240)
tfdA-(TV1, U65531)
tfdA-(P4a, AF377325)
tfdA-(B1.13, AY554185)
tfdA-(ESZ 4002, U32188)
tfdA-(2A pIJB1, AF029344)

tfdA
class III

tfdA
class III

tfdAα-(BTH, AB074493)
tfdAα-(HW12, AB074491)

tfdAα-(HW13, AB074492)
39HDN3

38HDN2

tfdAα

tfdAα-(BTH, AB074493)
tfdAα-(HW12, AB074491)

tfdAα-(HW13, AB074492)
39HDN3

38HDN2

tfdAα
tfdAα

H×nh 3.3. Ph©n tÝch 

®a d¹ng ®o¹n gen 

tfdA trong ®Êt 

nhiÔm chÊt ®éc hãa 

häc b»ng kü thuËt 

PCR-SSCP. M-

thang DNA chuÈn 

X (Roche).  
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 Sè l−îng b¶n sao ®o¹n gen tfdA trong 1 g ®Êt nhiÔm tõ 1,06 x 105 ®Õn 
5,99 x 106 vµ sè l−îng cao nhÊt 5,99 x 106 ë 2 mÉu HDN6 vµ HDN9 (b¶ng 
3.3). de Lipthay vµ ®tg (2001) sö dông kü thuËt MPN-PCR t−¬ng tù vµ thÊy 
r»ng, sè l−îng b¶n sao gen tfdA ®¹t 102/ml n−íc sau khi cã bæ sung 2,4-D. 
C¸c ®o¹n gen tfdA líp I vµ II chiÕm −u thÕ vµ gen tfdAα chiÕm tû lÖ nhá 
trong ®Êt nhiÔm chÊt diÖt cá chøa dioxin (h×nh 3.3). KÕt qu¶ nµy còng phï 
hîp víi ®a d¹ng vi khuÈn trong 9 mÉu ®Êt nhiÔm chÊt ®éc hãa häc. 
3.2. §a d¹ng vi khuÈn trong c¸c mÉu bïn hå  
3.2.1. §a d¹ng vi khuÈn kþ khÝ tïy tiÖn  
  C¸c mÉu bïn hå A cã møc ®a d¹ng vi khuÈn lín h¬n so víi hai hå B 
vµ C. Tr×nh tù mét sè b¨ng DNA trong c¸c mÉu bïn hå cã quan hÖ gÇn gòi 
víi nhiÒu dßng vi khuÈn kh«ng nu«i cÊy cña c¸c nhãm 
Alphaproteobacteria, Chlorobi, Chloroflexi, Sulfuricurvum, Fusobacteria 
vµ Nitrospiraceae (h×nh 3.4). Ngoµi ra, mét sè dßng kh¸c cã t−¬ng ®ång 
cao víi c¸c dßng vi khuÈn ch−a ®−îc x¸c ®Þnh. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.2. §a d¹ng vi khuÈn khö lo¹i clo Dehalococcoides  

A6a

A1m

A7m

Sulfuricurvum kujiense YK-1

A9l

100

A5d

Uncultured Fusobacteria clone GalB35

B2s

B2q

Uncultured bacterium clone Amb_16S_854 16S

A3l

B2b

A3f

Uncultured bacterium clone ODP1227B19.11

A2v

A8t

Uncultured Chlorobi clone Sh765B-AG-111

Uncultured bacterium clone KM35B-318

A1c

Uncultured bacterium clone MD2896-3m.37

83

100

100

63

84

Uncultured α-proteobacterium clone ADK-SGh02-7

0.05

A6a

A1m

A7m

Sulfuricurvum kujiense YK-1

A9l

100

A5d

Uncultured Fusobacteria clone GalB35

B2s

B2q

Uncultured bacterium clone Amb_16S_854 16S

A3l

B2b

A3f

Uncultured bacterium clone ODP1227B19.11

A2v

A8t

Uncultured Chlorobi clone Sh765B-AG-111

Uncultured bacterium clone KM35B-318

A1c

Uncultured bacterium clone MD2896-3m.37

83

100

100

63

84

Uncultured α-proteobacterium clone ADK-SGh02-7

0.05

 

H×nh 3.4. Ph©n tÝch 

®a d¹ng vi khuÈn 

c¸c mÉu bïn hå khu 

vùc nhiÔm C§HH 

b»ng kü thuËt 

DGGE. M-thang 

DNA Smart 200 bp. 

  C¸c vi khuÈn Dehalococcoides ®−îc t×m thÊy trong c¸c mÉu trÇm tÝch 
nhiÔm dioxin. Tuy nhiªn, rÊt Ýt vi khuÈn Dehalococcoides ®· ®−îc ph©n 
lËp. C¸c mÉu bïn hå A cã sù ®a d¹ng vi khuÈn khö lo¹i clo lín h¬n so víi 
ë hai hå B vµ C (h×nh 3.5). KÕt qu¶ nµy phï hîp víi kÕt qu¶ ë môc 3.2.1. 
HÖ sè t−¬ng ®ång di truyÒn nhãm vi khuÈn Dehalococcoides trong c¸c 
mÉu bïn tõ 28 ®Õn 87,5%. 



 11

 A1 A2  A3  A4 A5   M  A6  A7 A8 A9 A10 M  B1 B2 C1

Hệ
số

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
H×nh 3.5. §iÓm chØ ph©n tö ®o¹n gen m· hãa 16S rRNA vi khuÈn 
Dehalococcoides trªn gel DGGE vµ quan hÖ di truyÒn nhãm vi khuÈn 
Dehalococcoides trong c¸c mÉu bïn hå khu vùc nhiÔm chÊt ®éc hãa häc.  
 C¸c vi khuÈn Dehalococcoides ®−îc t×m thÊy trong c¸c mÉu trÇm tÝch 
nhiÔm dioxin. Tuy nhiªn, rÊt Ýt vi khuÈn Dehalococcoides ®· ®−îc ph©n 
lËp. C¸c mÉu bïn hå A cã sù ®a d¹ng vi khuÈn khö lo¹i clo lín h¬n so víi 
ë hai hå B vµ C (h×nh 3.5). KÕt qu¶ nµy phï hîp víi kÕt qu¶ ë môc 3.2.1. 
HÖ sè t−¬ng ®ång di truyÒn nhãm vi khuÈn Dehalococcoides trong c¸c 
mÉu bïn tõ 28 ®Õn 87,5%.  
3.3. BiÕn ®éng cÊu tróc quÇn x· vi khuÈn trong c¸c thö nghiÖm khö 
®éc ®Êt nhiÔm chÊt ®éc hãa häc 
3.3.1. X¸c ®Þnh cÊu tróc quÇn x· vi khuÈn trong c¸c c«ng thøc 0,5DN 
b»ng kü thuËt SSCP 
  C«ng thøc 0,5DN4 vµ 0,5DN5 cã ®é ®a d¹ng thÊp h¬n c¸c c«ng thøc 
kh¸c (h×nh 3.6). Hai c«ng thøc 0,5DN2 vµ 0,5DN3 cã tû lÖ c©n ®èi h¬n 
gi÷a nguån carbon kh¸c nªn cã lÏ ®· thóc ®Èy sù sinh tr−ëng cña nhiÒu 
nhãm vi sinh vËt. Th«ng qua nu«i cÊy, ®· ph©n lËp ®−îc 8 lo¹i vi khuÈn 
(§Æng ThÞ CÈm Hµ vµ ®tg, 2005). Trªn gel SSCP, sè l−îng b¨ng DNA 
nhiÒu h¬n vµ vi khuÈn thuéc 7 líp gåm Alphaproteobacteria, 
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Clostridia, Actinobacteria, 
Bacteroidetes vµ Bacilli. Nh− vËy, ®iÒu kiÖn xö lý cã thuËn lîi cho vi 
khuÈn kÞ khÝ vµ kÞ khÝ tïy tiÖn ph¸t triÓn. Trong c¸c c«ng thøc ®Òu thÊy c¸c 
b¨ng DNA ®Ëm vµ cã quan hÖ gÇn víi vi khuÈn c¸c chi Pseudomonas (P. 
stutzeri), Burkholderia, Alcaligenes, Kerstersia, Delftia (h×nh 3.6). 
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1-1  1-2 1-3  2-1 2-2 2-3 3-1 3-2  3-3  4-1 4-2  4-3   5-1  5-2  5-3

Sphingomonas sp. KA1
45-0,5DN5-2

Pseudomonas citronellolis DSM 50332T
Pseudomonas aeruginosa LMG 1242T

83-0,5DN4-3
79-0,5DN1-3

50-0,5DN1-2
63-0,5DN3-1

54-0,5DN3-2
55-0,5DN3-2

Pseudomonas stutzeri DSM 5190T
61-0,5DN1-1
Pseudomonas putida ATCC 17390
65-0,5DN3-2

68-0,5DN2-1
115-0,5DN4-3
114-0,5DN4-3
γ-proteobacterium PI_GH1.1.A2

Frateuria sp. WJ69
76-0,5DN5-2

Escherichia coli 5.4
Citrobacter sedlakii CDC 4696-86

10-0,5DN3-1
11-0,5DN4-1

16-0,5DN1-3
19-0,5DN1-1
18-0,5DN3-3
Salmonella enterica Typhimurium 65946

67-0,5DN1-1
aquatic bacterium STS_EndoC_05
71-0,5DN1-2

74-0,5DN3-2
uncultured gamma proteobacterium clone UN92

γ-proteobacteria  

3-0,5DN3-1
8-0,5DN2-3

Delftia sp. AN3
1-0,5DN5-1

Comamonas denitrificans P17
5-0,5DN1-2

23-0,5DN5-3
15-0,5DN5-2
Pandoraea pulmonicola CCUG 38759
Burkholderia vietnamensis AMMD

22-0,5DN4-3
Burkholderia sp. SILP5

35-0,5DN5-2
Alcaligenes xylosoxidans A1

20-0,5DN4-1
126-0,5DN4-3

82-0,5DN3-3
69-0,5DN3-1

31-0,5DN2-2
25-0,5DN3-1
Alcaligenes defragrans TG26
24-0,5DN2-1
34-0,5DN4-2
37-0,5DN2-3
21-0,5DN3-3

Alcaligenes sp. Ho-11
26-0,5DN4-1

94-0,5DN1-2
121-0,5DN1-1
Dysgonomonas shahii CCUG 4357
100-0,5DN3-2
112-0,5DN3-3
86-0,5DN2-1

Uncultured bacterium clone BC15.1.26
97-0,5DN2-2

β-proteobacteria  
B

acteroides

87-0 5DN2-1
Clostridium sp. PO

88-0,5DN2-1
Lactobacillus plantarum RO7
122-0,5DN1-1

Clostridium populeti ATCC 35295
48-0,5DN4-1

Rhodococcus sp. YK2
64-0,5DN5-1
Rhodococcus zopfii DSM 44108
70-0,5DN5-1

Rhodococcus opacus SAO101
Corynebacterium acetoacidophilum CIP 103773

84-0,5DN1-1
Acidocella sp. GS19h

105-0,5DN5-2
Acidocella sp. St1-2
116-0,5DN5-3

Acetobacter aceti ZIMB 043
uncultured eubacterium WD236

42-0,5DN5-3
36-0,5DN5-2

Sphingomonas sp. oral clone FI012
27-0,5DN5-1

0.02

α
-proteobacteria

A
ctino-

bacteria

Clostridia

Clostridia
Bacilli

Sphingomonas sp. KA1
45-0,5DN5-2

Pseudomonas citronellolis DSM 50332T
Pseudomonas aeruginosa LMG 1242T

83-0,5DN4-3
79-0,5DN1-3

50-0,5DN1-2
63-0,5DN3-1

54-0,5DN3-2
55-0,5DN3-2

Pseudomonas stutzeri DSM 5190T
61-0,5DN1-1
Pseudomonas putida ATCC 17390
65-0,5DN3-2

68-0,5DN2-1
115-0,5DN4-3
114-0,5DN4-3
γ-proteobacterium PI_GH1.1.A2

Frateuria sp. WJ69
76-0,5DN5-2

Escherichia coli 5.4
Citrobacter sedlakii CDC 4696-86

10-0,5DN3-1
11-0,5DN4-1

16-0,5DN1-3
19-0,5DN1-1
18-0,5DN3-3
Salmonella enterica Typhimurium 65946

67-0,5DN1-1
aquatic bacterium STS_EndoC_05
71-0,5DN1-2

74-0,5DN3-2
uncultured gamma proteobacterium clone UN92

γ-proteobacteria  

Sphingomonas sp. KA1
45-0,5DN5-2

Pseudomonas citronellolis DSM 50332T
Pseudomonas aeruginosa LMG 1242T

83-0,5DN4-3
79-0,5DN1-3

50-0,5DN1-2
63-0,5DN3-1

54-0,5DN3-2
55-0,5DN3-2

Pseudomonas stutzeri DSM 5190T
61-0,5DN1-1
Pseudomonas putida ATCC 17390
65-0,5DN3-2

68-0,5DN2-1
115-0,5DN4-3
114-0,5DN4-3
γ-proteobacterium PI_GH1.1.A2

Frateuria sp. WJ69
76-0,5DN5-2

Escherichia coli 5.4
Citrobacter sedlakii CDC 4696-86

10-0,5DN3-1
11-0,5DN4-1

16-0,5DN1-3
19-0,5DN1-1
18-0,5DN3-3
Salmonella enterica Typhimurium 65946

67-0,5DN1-1
aquatic bacterium STS_EndoC_05
71-0,5DN1-2

74-0,5DN3-2
uncultured gamma proteobacterium clone UN92

γ-proteobacteria  

3-0,5DN3-1
8-0,5DN2-3

Delftia sp. AN3
1-0,5DN5-1

Comamonas denitrificans P17
5-0,5DN1-2

23-0,5DN5-3
15-0,5DN5-2
Pandoraea pulmonicola CCUG 38759
Burkholderia vietnamensis AMMD

22-0,5DN4-3
Burkholderia sp. SILP5

35-0,5DN5-2
Alcaligenes xylosoxidans A1

20-0,5DN4-1
126-0,5DN4-3

82-0,5DN3-3
69-0,5DN3-1

31-0,5DN2-2
25-0,5DN3-1
Alcaligenes defragrans TG26
24-0,5DN2-1
34-0,5DN4-2
37-0,5DN2-3
21-0,5DN3-3

Alcaligenes sp. Ho-11
26-0,5DN4-1

94-0,5DN1-2
121-0,5DN1-1
Dysgonomonas shahii CCUG 4357
100-0,5DN3-2
112-0,5DN3-3
86-0,5DN2-1

Uncultured bacterium clone BC15.1.26
97-0,5DN2-2

β-proteobacteria  
B

acteroides

3-0,5DN3-1
8-0,5DN2-3

Delftia sp. AN3
1-0,5DN5-1

Comamonas denitrificans P17
5-0,5DN1-2

23-0,5DN5-3
15-0,5DN5-2
Pandoraea pulmonicola CCUG 38759
Burkholderia vietnamensis AMMD

22-0,5DN4-3
Burkholderia sp. SILP5

35-0,5DN5-2
Alcaligenes xylosoxidans A1

20-0,5DN4-1
126-0,5DN4-3

82-0,5DN3-3
69-0,5DN3-1

31-0,5DN2-2
25-0,5DN3-1
Alcaligenes defragrans TG26
24-0,5DN2-1
34-0,5DN4-2
37-0,5DN2-3
21-0,5DN3-3

Alcaligenes sp. Ho-11
26-0,5DN4-1

94-0,5DN1-2
121-0,5DN1-1
Dysgonomonas shahii CCUG 4357
100-0,5DN3-2
112-0,5DN3-3
86-0,5DN2-1

Uncultured bacterium clone BC15.1.26
97-0,5DN2-2

β-proteobacteria  
B

acteroides

87-0 5DN2-1
Clostridium sp. PO

88-0,5DN2-1
Lactobacillus plantarum RO7
122-0,5DN1-1

Clostridium populeti ATCC 35295
48-0,5DN4-1

Rhodococcus sp. YK2
64-0,5DN5-1
Rhodococcus zopfii DSM 44108
70-0,5DN5-1

Rhodococcus opacus SAO101
Corynebacterium acetoacidophilum CIP 103773

84-0,5DN1-1
Acidocella sp. GS19h

105-0,5DN5-2
Acidocella sp. St1-2
116-0,5DN5-3

Acetobacter aceti ZIMB 043
uncultured eubacterium WD236

42-0,5DN5-3
36-0,5DN5-2

Sphingomonas sp. oral clone FI012
27-0,5DN5-1

0.02

α
-proteobacteria

A
ctino-

bacteria

Clostridia

Clostridia
Bacilli

87-0 5DN2-1
Clostridium sp. PO

88-0,5DN2-1
Lactobacillus plantarum RO7
122-0,5DN1-1

Clostridium populeti ATCC 35295
48-0,5DN4-1

Rhodococcus sp. YK2
64-0,5DN5-1
Rhodococcus zopfii DSM 44108
70-0,5DN5-1

Rhodococcus opacus SAO101
Corynebacterium acetoacidophilum CIP 103773

84-0,5DN1-1
Acidocella sp. GS19h

105-0,5DN5-2
Acidocella sp. St1-2
116-0,5DN5-3

Acetobacter aceti ZIMB 043
uncultured eubacterium WD236

42-0,5DN5-3
36-0,5DN5-2

Sphingomonas sp. oral clone FI012
27-0,5DN5-1

0.020.02

α
-proteobacteria

A
ctino-

bacteria

Clostridia

Clostridia
Bacilli

H×nh 3.6. Ph©n tÝch ®a d¹ng vi 

khuÈn trong c¸c c«ng thøc 0,5DN 

b»ng kü thuËt SSCP vµ c©y ph¸t 

sinh loµi cña c¸c dßng t¸ch tõ gel 

SSCP vµ c¸c chñng vi khuÈn ®¹i 

diÖn. 1-1, 1-2... ®Õn 5-3, t−¬ng øng 

víi ba ®ît lÊy mÉu. 

3.3.2. CÊu tróc quÇn x· vi khuÈn trong c¸c c«ng thøc 1,5DN x¸c ®Þnh 
b»ng kü thuËt SSCP 
  C¸c c«ng thøc 1,5DN4 vµ 1,5DN5 cã ®é ®a d¹ng vi khuÈn thÊp h¬n. 
C«ng thøc 1,5DN1 cã ®é ®a d¹ng vi khuÈn lín nhÊt, mÉu ®Êt cña c«ng thøc 
xö lý nµy ®−îc lÊy t¹i mÐp cña b·i nhiÔm cã nång ®é chÊt « nhiÔm thÊp 
h¬n mÉu ë gi÷a b·i. MÉu 1,5DN5 ®· ®−îc x¸c ®Þnh cã møc nhiÔm ®éc cao 
nhÊt. Th«ng qua nu«i cÊy ®· ph©n lËp ®−îc 8 lo¹i vi khuÈn thËt vµ 2 lo¹i x¹ 
khuÈn ë c¸c c«ng thøc 1,5DN (§Æng ThÞ CÈm Hµ vµ ®tg, 2008). Tuy nhiªn, 
sè l−îng b¨ng DNA nhiÒu h¬n h¼n trªn gel SSCP vµ thuéc 8 líp vi khuÈn 
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, 
Deltaproteobacteria, Acidobacteria, Bacteroides, Sphingobacteria vµ 
Bacilli (h×nh 3.7). 
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   1-1 1-2 1-3   2-1 2-2  2-3  3-1  3-2  3-3  4-1 4-2  4-3 5-1 5-2 5-3 

0.02

Comamonas sp. MBIC 3885
54-1,5D1-3

132-1,5D1-3
67-1,5D5-1
68-1,5D2-2

Alcaligenes sp. 151
Denitrobacter permanens
73-1,5D5-1
77-1,5D5-2

83-1,5D3-2
80-1,5D5-3

139-1,5D5-3
138-1,5D5-3
Paucimonas lemoignei LMG 2207T

86-1,5D4-3
B. caryophylli ATCC 25418T

Burkholderia sp. MN182.2
69-1,5D5-3

β-proteobacteria

Frateuria aurantia IFO13333
118-1,5D5-2

91-1,5D2-1
122-1,5D3-3
Pseudomonas stutzeri DSM 5190T
94-1,5D5-1
Pseudomonas sp. P400Y-1
123-1,5D4-3
111-1,5D3-3
Pseudomonas sp. XLDN4-9
104-1,5D1-3

81-1,5D1-1
E. coli 

γ-proteobacteria

Bdellovibrio bacteriovorus BRP4
119-1,5D1-3

Trichlorobacter thiogenes ATCC BAA-34
135-1,5D3-3

δ-proteobacteria

Bacillus cohnii ML-A10
60-1,5D1-1
Bacillus badius TUT1006
55-1,5D1-2
Bacillus sp. 171544

58-1,5D1-2

Bacilli

136-1,5D5-3
137-1,5D5-3

Sphingomonas sp. S-2
α-proteobacteria

Unknown Actinomycete MC27
102-1,5D5-3

Acidobacterium capsulatum 161
Acidobacteria

Dysgomonas shahii CCUG43457
117-1,5D2-2

61-1,5D3-1
Bacteroides sp. 22C

57-1,5D3-1
106-1,5D2-1

113-1,5D1-1
114-1,5D4-1
126-1,5D1-1
128-1,5D4-1
Uncultured Flexibacter sp. clone 

TSL-25

127-1,5D1-1
65-1,5D1-1

Bacteroides

Sphingobacteria

0.020.02

Comamonas sp. MBIC 3885
54-1,5D1-3

132-1,5D1-3
67-1,5D5-1
68-1,5D2-2

Alcaligenes sp. 151
Denitrobacter permanens
73-1,5D5-1
77-1,5D5-2

83-1,5D3-2
80-1,5D5-3

139-1,5D5-3
138-1,5D5-3
Paucimonas lemoignei LMG 2207T

86-1,5D4-3
B. caryophylli ATCC 25418T

Burkholderia sp. MN182.2
69-1,5D5-3

β-proteobacteria

Comamonas sp. MBIC 3885
54-1,5D1-3

132-1,5D1-3
67-1,5D5-1
68-1,5D2-2

Alcaligenes sp. 151
Denitrobacter permanens
73-1,5D5-1
77-1,5D5-2

83-1,5D3-2
80-1,5D5-3

139-1,5D5-3
138-1,5D5-3
Paucimonas lemoignei LMG 2207T

86-1,5D4-3
B. caryophylli ATCC 25418T

Burkholderia sp. MN182.2
69-1,5D5-3

β-proteobacteria

Frateuria aurantia IFO13333
118-1,5D5-2

91-1,5D2-1
122-1,5D3-3
Pseudomonas stutzeri DSM 5190T
94-1,5D5-1
Pseudomonas sp. P400Y-1
123-1,5D4-3
111-1,5D3-3
Pseudomonas sp. XLDN4-9
104-1,5D1-3

81-1,5D1-1
E. coli 

γ-proteobacteria

Frateuria aurantia IFO13333
118-1,5D5-2

91-1,5D2-1
122-1,5D3-3
Pseudomonas stutzeri DSM 5190T
94-1,5D5-1
Pseudomonas sp. P400Y-1
123-1,5D4-3
111-1,5D3-3
Pseudomonas sp. XLDN4-9
104-1,5D1-3

81-1,5D1-1
E. coli 

γ-proteobacteria

Bdellovibrio bacteriovorus BRP4
119-1,5D1-3

Trichlorobacter thiogenes ATCC BAA-34
135-1,5D3-3

δ-proteobacteria
Bdellovibrio bacteriovorus BRP4
119-1,5D1-3

Trichlorobacter thiogenes ATCC BAA-34
135-1,5D3-3

δ-proteobacteria

Bacillus cohnii ML-A10
60-1,5D1-1
Bacillus badius TUT1006
55-1,5D1-2
Bacillus sp. 171544

58-1,5D1-2

Bacilli

Bacillus cohnii ML-A10
60-1,5D1-1
Bacillus badius TUT1006
55-1,5D1-2
Bacillus sp. 171544

58-1,5D1-2

Bacilli

136-1,5D5-3
137-1,5D5-3

Sphingomonas sp. S-2
α-proteobacteria

136-1,5D5-3
137-1,5D5-3

Sphingomonas sp. S-2
α-proteobacteria

Unknown Actinomycete MC27
102-1,5D5-3

Acidobacterium capsulatum 161
Acidobacteria

Unknown Actinomycete MC27
102-1,5D5-3

Acidobacterium capsulatum 161
Acidobacteria

Dysgomonas shahii CCUG43457
117-1,5D2-2

61-1,5D3-1
Bacteroides sp. 22C

57-1,5D3-1
106-1,5D2-1

113-1,5D1-1
114-1,5D4-1
126-1,5D1-1
128-1,5D4-1
Uncultured Flexibacter sp. clone 

TSL-25

127-1,5D1-1
65-1,5D1-1

Bacteroides

Sphingobacteria

Dysgomonas shahii CCUG43457
117-1,5D2-2

61-1,5D3-1
Bacteroides sp. 22C

57-1,5D3-1
106-1,5D2-1

113-1,5D1-1
114-1,5D4-1
126-1,5D1-1
128-1,5D4-1
Uncultured Flexibacter sp. clone 

TSL-25

127-1,5D1-1
65-1,5D1-1

Bacteroides

Sphingobacteria

H×nh 3.7. Ph©n tÝch ®a d¹ng vi
khuÈn trong c¸c c«ng thøc 1,5DN
tÈy ®éc ®Êt nhiÔm C§HH b»ng kü
thuËt SSCP vµ c©y ph¸t sinh loµi cña
c¸c dßng t¸ch tõ gel SSCP vµ c¸c
chñng vi khuÈn ®¹i diÖn. 1-1, 1-2... 
®Õn 5-3, t−¬ng øng víi ba ®ît lÊy
mÉu.  

3.3.3. CÊu tróc quÇn x· vi khuÈn trong c¸c c«ng thøc 0,5DN vµ 1,5DN 
x¸c ®Þnh b»ng kü thuËt DGGE  
  ë ®ît lÊy mÉu thø t−, ®Êt ë c¸c c«ng thøc 0,5DN vµ 1,5DN ®· ®−îc 
ph©n tÝch quÇn x· vi khuÈn trªn gel DGGE sö dông cÆp måi Com1, Com2 
nh− ë kü thuËt SSCP. §a d¹ng vi khuÈn trong c«ng thøc 0,5DN4 thÊp h¬n 
so víi ë 3 c«ng thøc xö lý cßn l¹i. Hai c«ng thøc 0,5DN2 vµ 0,5DN3 cã tû 
lÖ c©n ®èi h¬n gi÷a nguån carbon, ngoµi ra ®Êt ë c«ng thøc 0,5DN3. C¸c 
c«ng thøc 1,5DN1, 1,5DN3 vµ 1,5DN4 cã ®é ®a d¹ng vi khuÈn cao h¬n so 
víi c«ng thøc xö lý 1,5DN2 vµ 1,5DN5 (h×nh 3.8). Hai mÉu 1,5DN3 vµ 
1,5DN4 cã ®é Èm cao h¬n c¸c c«ng thøc kh¸c, nªn ®©y cã thÓ ®©y lµ 
nguyªn nh©n ¶nh h−ëng ®Õn ®a d¹ng vi khuÈn trong 2 c«ng thøc xö lý nµy. 
C¸c dßng vi khuÈn kh«ng nu«i cÊy ë c¸c c«ng thøc 0,5DN vµ 1,5DN thuéc 
6 líp  Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, 
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Actinobacteria, Acidobacteria, Bacteroides vµ vi khuÈn ch−a x¸c ®Þnh vÞ 
trÝ ph©n lo¹i (h×nh 3.8). Vi khuÈn −a axÝt, vi khuÈn líp 
Alphaproteobacteria, Acidobacteria lµ c¸c vi khuÈn chiÕm −u thÕ. Trong 
c¸c c«ng thøc xö lý ®Òu thÊy c¸c chi vi khuÈn Burkholderia, Alcaligenes vµ 
Comamonas thuéc hä Burkholderiaceae. Ngoµi ra, ®· ph¸t hiÖn c¸c dßng 
t−¬ng ®ång cao víi c¸c vi khuÈn Corynebacterium vµ Chlorobi. Nh− vËy, 2 
kü thuËt SSCP vµ DGGE sö dông cïng cÆp måi vµ thu ®−îc mét sè kÕt qu¶ 
®a d¹ng vi khuÈn t−¬ng tù. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

   I     II    III     IV    V     M    VI   VII  VIII  IX   X    M

Frateuria sp. EC-K130100

100

38-0,5DN5-475

Spirochaetes sp. SA-8

Uncultured bacterium clone S41

Uncultured Chlorobi bacterium clone LC3-28

Burkholderia vietnamiensis TVV75T
20-0,5DN2-4

15-0,5DN4-4
Pandoraea pulmonicola LMG 18106

99

96
24-0,5DN3-4
Burkholderia sp. JS150

89

100
12-1,5DN4-4
Castellaniella denitrificans NKNTAU
9-0,5DN3-4
Alcaligenes sp. Ho-11

63
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H×nh 3.8. Ph©n tÝch ®a d¹ng 

vi khuÈn trong c¸c c«ng thøc 

0,5DN vµ 1,5DN b»ng kü 

thuËt DGGE vµ c©y ph¸t sinh 

loµi cña c¸c dßng t¸ch tõ gel 

DGGE vµ c¸c chñng vi khuÈn 

®¹i diÖn. I-V c¸c c«ng thøc 

0,5DN1-0,5DN5; VI-X: c¸c 

c«ng thøc 1,5DN1-1,5DN5 
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3.3.4. BiÕn ®éng cÊu tróc quÇn x∙ vi khuÈn trong c¸c thö nghiÖm ch«n 
lÊp tÝch cùc qui m« 10 m3 vµ 100 m3 
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  M   1-1   1-2   1-3     M    2-1   2-2   2-3   M    

H×nh 3.9. Ph©n tÝch ®a d¹ng vi khuÈn vµ c©y ph¸t sinh chñng loµi c¸c dßng 
t¸ch tõ gel SSCP. 1-1, 1-2 vµ 1-3 t−¬ng øng c¸c mÉu 10DNT-1, 10DNT-2 
vµ 10DNT-3. 2-1, 2-2 vµ 2-3 t−¬ng øng c¸c mÉu 100DNT-1, 100DNT-2 vµ 
100DNT-3. M-thang DNA chuÈn X (Roche).  

 Møc ®a d¹ng vi khuÈn cao nhÊt ë lÇn lÊy mÉu ®Çu tiªn trong c¶ hai 
qui m« xö lý. Sè l−îng c¸c b¨ng DNA trªn gel SSCP cao h¬n so víi 7 
chñng vi khuÈn ®· ®−îc ph©n lËp (§Æng ThÞ CÈm Hµ vµ ®tg, 2005). Tr×nh 
tù 37 b¨ng DNA ®· ®−îc x¸c ®Þnh vµ thuéc 6 líp vi khuÈn 
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Bacilli, Clostridia, 
Sphingobacteria vµ Flavobacteria (h×nh 3.9). Nhãm vi khuÈn kÞ khÝ 
Sedimentibacter ®−îc ph¸t hiÖn trong c«ng thøc xö lý khö ®éc b»ng c«ng 
nghÖ “ch«n lÊp tÝch cùc”. C¸c vi khuÈn thuéc nhãm Betaproteobacteria 



 16

chiÕm −u thÕ trong ®Êt nhiÔm chÊt ®éc hãa häc vµ trong c¸c c«ng thøc 
0,5DN vµ 1,5DN. Tuy nhiªn, ë c¸c mÉu 10DNT vµ 100DNT, nhãm vi 
khuÈn nµy ®¹i diÖn mét phÇn nhá quÇn x· vi khuÈn (h×nh 3.9) vµ cã thÓ 
chiÕm −u thÕ ë giai ®o¹n ®Çu cña “ch«n lÊp tÝch cùc”. Vi khuÈn 
Pseudomonas lµ nhãm lín nhÊt trong c¸c quÇn x· vi khuÈn trong c¶ hai 
c«ng thøc 10DNT vµ 100DNT vµ mét sè dßng gÇn gòi víi loµi P. stutzeri 
cã kh¶ n¨ng ph©n hñy carbazol vµ dioxin. 

3.3.5. QuÇn x∙ vi khuÈn Dehalococcoides trong c¸c c«ng thøc xö lý  

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

4-10DNT

2-10DNT

3-10DNT

5-10DNT

6-10DNT

Dehalococcoides sp. TM-EtOH

1-10DNT

Dehalococcoides sp. BHI80-15

Dehalococcoides ethenogenes 195

Uncultured Dehalococcoides clone DHC-kb1

Dehalococcoides sp. WL

Dehalococcoides sp. JN18_A96_B

Dehalococcoides sp. CBDB1

Dehalococcoides sp. FL2

Dehalococcoides sp. H10 
 
 
 

H×nh 3.10. Ph©n tÝch quÇn x· vi khuÈn Dehalococcoides mÉu 10DNT vµ 
quan hÖ gi÷a c¸c dßng t¸ch tõ gel DGGE víi c¸c vi khuÈn ®¹i diÖn.  

  DNA tæng sè cña 9 mÉu ®Êt (1,5DN1-1,5DN5; 0,5DN3; 0,5DN5, 
10DNT vµ 100DNT) ë ®ît lÊy mÉu thø 4 ®−îc sö dông ®Ó nh©n ®o¹n 16S 
rDNA vi khuÈn Dehalococcoides. Tuy nhiªn, chØ mÉu 10DNT thu ®−îc s¶n 
phÈm PCR, cã thÓ do ®iÒu kiÖn kþ khÝ tèt h¬n c¸c c«ng thøc xö lý kh¸c. 
S¸u b¨ng DNA trong mÉu 10DNT (h×nh 3.10) t−¬ng ®ång tõ 98% ®Õn 99% 
víi hai chñng vi khuÈn Dehalococcoides (195 vµ CBDB1) cã kh¶ n¨ng khö 
lo¹i clo cña dioxin/dibenzofuran.  
 
 

   M    10DNT   M 

Dehalococcoides sp. JN18_A30_B

0.01

4-10DNT

2-10DNT

3-10DNT

5-10DNT

6-10DNT

Dehalococcoides sp. TM-EtOH

1-10DNT

Dehalococcoides sp. BHI80-15

Dehalococcoides ethenogenes 195

Uncultured Dehalococcoides clone DHC-kb1

Dehalococcoides sp. WL

4-10DNT

2-10DNT

3-10DNT

5-10DNT

6-10DNT

Dehalococcoides sp. TM-EtOH

1-10DNT

Dehalococcoides sp. BHI80-15

4-10DNT

2-10DNT

3-10DNT

5-10DNT

6-10DNT

Dehalococcoides sp. TM-EtOH

1-10DNT

Dehalococcoides sp. BHI80-15

Dehalococcoides ethenogenes 195

Uncultured Dehalococcoides clone DHC-kb1

Dehalococcoides sp. WL

Dehalococcoides sp. JN18_A96_B

Dehalococcoides sp. CBDB1

Dehalococcoides sp. FL2

Dehalococcoides sp. H10

lococcoides sp. JN18_A30_BDeha

Dehalococcoides sp. JN18_A96_B

Dehalococcoides sp. CBDB1

Dehalococcoides sp. FL2

Dehalococcoides sp. H10

lococcoides sp. JN18_A30_BDeha

0.010.01
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3.4. §Æc ®iÓm sinh häc cña mét sè chñng vi khuÈn ph©n lËp tõ ®Êt vµ 
bïn nhiÔm chÊt ®éc hãa häc 
3.4.1. Ph©n lËp vµ x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng ph©n hñy dioxin vµ c¸c hîp chÊt 
t−¬ng tù cña ba chñng vi khuÈn  
  C¸c PCDD/F dioxin ®Æc biÖt lµ 2,3,7,8-TCDD ®¸nh dÊu phãng x¹ chØ 
®−îc sö dông ë c¸c phßng thÝ nghiÖm ®Æc biÖt nªn DBF vµ DD lµ hai chÊt 
m« h×nh ®−îc sö dông ®Ó nghiªn cøu. Hai chñng vi khuÈn HDN3 vµ DMA 
®−îc ph©n lËp tõ mÉu ®Êt hçn hîp tõ b·i nhiÔm vµ chñng vi khuÈn Ao3 
®−îc ph©n lËp tõ bïn hå A (khu vùc mÉu A1-A3).  
3.4.1.1. §Þnh lo¹i chñng vi khuÈn Ao3  
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H×nh 3.11. C©y ph¸t sinh chñng lo¹i chñng Ao3 (A) vµ  DMA (B) vµ c¸c 
chñng vi khuÈn ®¹i diÖn dùa trªn so s¸nh gen m· hãa 16S rRNA. 
  Chñng Ao3 cã tÕ bµo h×nh que, kÝch th−íc 0,53 - 0,6 μm x 1,67 - 2,8 
μm). Tr×nh tù ®o¹n gen 16S rRNA chñng Ao3 t−¬ng ®ång 96% víi c¸c 
chñng thuéc chi Paenibacillus nh− HM1, JCM9077 vµ YK5 (h×nh 3.11A). 
Dùa trªn ®Æc ®iÓm h×nh th¸i vµ tr×nh tù ®o¹n gen 16S rRNA, chñng Ao3 
thuéc vÒ chi Paenibacillus vµ ®−îc ®Æt tªn lµ Paenibacillus sp. Ao3. 
3.4.1.2. §Þnh lo¹i chñng vi khuÈn DMA  
  Chñng DMA cã tÕ bµo h×nh cÇu, kÝch th−íc 0,27-0,53 μm. Tr×nh tù 
®o¹n gen m· hãa 16S rRNA cña chñng DMA t−¬ng ®ång 97,3% víi chñng 
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Janibacter limous DSM 11140T, 97,5% víi Terrabacter sp. YK7 (h×nh 
3.11B). Vi khuÈn cña 2 chi Janibacter vµ Terrabacter cã møc t−¬ng ®ång 
rÊt cao khi so s¸nh tr×nh tù gen 16S rRNA (Lang vµ ®tg, 2003). Dùa trªn 
®Æc ®iÓm h×nh th¸i vµ tr×nh tù ®o¹n gen 16S rRNA, chñng DMA ®−îc xÕp 
vµo chi Terrabacter vµ cã tªn lµ Terrabacter sp. DMA.   
3.4.1.3. §Þnh lo¹i chñng vi khuÈn HDN3  
  Chñng HDN3 cã tÕ bµo h×nh cÇu nh¸m, kÝch th−íc 0,27-0,53 μm. 
Tr×nh tù ®o¹n gen 16S rRNA cña chñng HDN3 t−¬ng ®ång 98,4% víi 
chñng R. rhodochrous ATCC 271T vµ 94% víi chñng SAO101. Vi khuÈn 
chi Rhodococcus sö dông dioxin gåm c¸c chñng SBUG 271, SAO101, 
TUT581, YK2 vµ HA01 (Hiraishi, 2003). Dùa trªn ®Æc ®iÓm h×nh th¸i vµ 
so s¸nh tr×nh tù gen 16S rRNA, chñng HDN3 ®−îc xÕp vµo chi 
Rhodococcus vµ cã tªn lµ Rhodococcus sp. HDN3.  
  

R.wratislaviensis NCIMB 13082T (Z37138)

R. equi ATCC 6939T (X80603)

R. erythropolis DFA9 (AB180237) 

R. erythreus DSM 43066T (X79289)

69 

100

R. rhodnii ATCC 35071T (X81935)

78 

R. rhodochrous ATCC 271T (X81921) 

R. pyridinovorans PDB9T (AF173005) 

Rhodococcus sp. HDN3 (EF065609) 

83

Rhodococcus ruber DSM43338T (X80625)

100

R. zopfii ATCC51934T (X81934) 

R. coprophilus DSM 4334T (X80626) 

62 

Terrabacter sp.YK-3 (AB070459) 

0.01 

  
 

H×nh 3.12. C©y 

ph¸t sinh chñng 

lo¹i chñng HDN3 

vµ c¸c chñng vi 

khuÈn 

Rhodococcus ®¹i 

diÖn 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.1.4. Kh¶ n¨ng sö dông c¸c mét sè chÊt vßng th¬m kh¸c 
  Mét sè hîp chÊt vßng th¬m lµ c¸c chÊt « nhiÔm ®éc h¹i trong m«i 
tr−êng. Ba chñng vi khuÈn Ao3, DMA vµ HDN3 sö dông ®−îc carbazol, 
biphenyl vµ kh«ng sö dông 2,4-D, 2,4,5-T vµ dÞch chiÕt ®Êt chøa dioxin. 
Hai chñng Ao3 vµ DMA sö dông ®−îc PCP vµ 2,4-DCP,  hai chñng Ao3 vµ 
HDN3 sö dông ®−îc fluorene. Chñng HDN3 sö dông dioxin vµ 2-CDD nh− 
lµ nguån carbon vµ n¨ng l−îng duy nhÊt, m«i tr−êng ®ôc h¬n vµ chuyÓn 
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mµu vµng. Sinh tr−ëng cña chñng Rhodococcus sp. HDN3 trªn m«i tr−êng 
muèi kho¸ng chøa dioxin ®¹t cao nhÊt sau gÇn 2 tuÇn nu«i cÊy (h×nh 3.13). 
 

0
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0 2 4 6 8 10 12 14 16

Ngày

OD 600 nm
H×nh 3.13. Kh¶ n¨ng 

sinh tr−ëng cña chñng 

Rhodococcus sp. 

HDN3 trªn m«i tr−êng 

muèi kho¸ng chøa 

dioxin.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.1.5. Kh¶ n¨ng ph©n hñy dibenzofuran cña 2 chñng vi khuÈn DMA 
vµ HDN3  
  Sau 24 giê chñng HDN3 ®· ph©n hñy hoµn toµn 4 mM DBF. Chñng 
DMA ph©n hñy 71,54 % vµ 100 % l−îng DBF sau 24 giê vµ 48 giê nu«i 
cÊy (b¶ng 3.4). Chñng vi khuÈn Paenibacillus sp. YK5 ph©n hñy hoµn toµn 
2 mM DBF sau 34 giê nu«i cÊy (Iida vµ ®tg, 2006). 

B¶ng 3.4. Ph©n hñy DBF cña hai chñng vi khuÈn DMA vµ HDN3 

Thêi gian DMA HDN3 

 (giê) DiÖn tÝch 

peak 

Ph©n hñy 

(%) 

DiÖn tÝch 

peak 

Ph©n hñy 

(%) 

0 1.458.824 0 1.777.303 0 

24 415.127 71,54 0 100 

48 0 100   

3.4.1.6. X¸c ®Þnh tr×nh tù ®o¹n gen m∙ hãa enzym dioxygenase tõ ba 
chñng vi khuÈn Ao3, DMA vµ HDN3 
  Oxy hãa kÐp vÞ trÝ gãc DD vµ c¸c hîp chÊt t−¬ng tù ®−îc quan t©m 
®Æc biÖt v× c¸c s¶n phÈm trung gian ®i tiÕp vµo chu tr×nh Creb. CÆp måi suy 
biÕn DIOXY-F vµ DIOXY-R ®· ®−îc thiÕt kÕ ®Ó nh©n ®o¹n gen m· hãa 
enzym dioxygenase tham gia b−íc ®Çu tiªn cña ph©n hñy c¸c hîp chÊt 
vßng th¬m. §o¹n gen nh©n lªn tõ chñng Ao3 t−¬ng ®ång 93% víi tr×nh tù 
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dßng PCR C89 gen ahDO m· hãa tiÓu ®¬n vÞ α hydrocarbon dioxygenase 
cña chñng Paenibacillus sp. YK5 (h×nh 3.14A). Tr×nh tù ®o¹n gen nh©n lªn 
tõ chñng DMA t−¬ng ®ång 97% víi gen dbfA1 m· ho¸ tiÓu ®¬n vÞ alpha 
dioxygenase gãc cña c¸c chñng vi khuÈn Rhodococcus sp. DFA3, 
Terrabacter sp. DBF63, Rhodococcus sp. YK2 (h×nh 3.14B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
H×nh 3.14. C©y ph¸t sinh chñng lo¹i gi÷a mét sè tr×nh tù m· hãa tiÓu ®¬n 
vÞ enzym alpha dioxygenase vµ tr×nh tù nh©n lªn tõ chñng Ao3 (A) vµ 
chñng DMA (B) sö dông cÆp måi DIOXY-F vµ DIOXY-R.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 §o¹n gen nh©n lªn tõ chñng HDN3 t−¬ng ®ång cao víi gen dbfA1 m· 

hãa tiÓu ®¬n vÞ alpha dioxygenase gãc cña c¸c chñng Terrabacter sp. 
DBF63 (99%) vµ chñng Rhodococcus sp. YK2 (98%) (h×nh 3.15). C¸c 
chñng vi khuÈn Paenibacillus sp. YK5, Rhodococcus sp. (DFA3 vµ YK2) 

A

 

bphA1-R. erythropolis TA421 (D88021) 

dxnA1-Sphingomonas wittichii RW1 (X72850)

phdA-Nocardioides sp. KP7 (AB017794) 

Terrabacter sp. DMA (EF200064) 

dbfA1-Terrabacter sp. DBF63 (AB054975)

dbfA1- Rhodococcus sp. DFA3 (AB181127)

dbfA1-Rhodococcus sp. YK2 (AB070456) 

carAa-Pseudomonas sp. CA10 (D89064) 

0.05dbfA1-Terrabacter sp. DBF63 (AB095015)

dbfA1-Rhodococcus sp. DFA3(AB181127)

phdA-Nocardioides sp. KP7 (AB031319)

dodA-Rhodococcus sp. SA0101 (AB110633)

ahDO-Paenibacillus sp. YK5 clone C89 (AB201841)

Paenibacillus sp. Ao3 (AF203474)

ahDO-Paenibacillus sp. YK5 clone 942 (AB201839)

dbfA1-Terrabacter sp. DBF63 (AB095015)

dbfA1-Rhodococcus sp. DFA3(AB181127)

phdA-Nocardioides sp. KP7 (AB031319)

dodA-Rhodococcus sp. SA0101 (AB110633)

ahDO-Paenibacillus sp. YK5 clone C89 (AB201841)

Paenibacillus sp. Ao3 (AF203474)

ahDO-Paenibacillus sp. YK5 clone 942 (AB201839)

B

H×nh 3.15. C©y ph¸t sinh 

chñng lo¹i gi÷a mét sè 

tr×nh tù gen m· ho¸ tiÓu 

®¬n vÞ enzym alpha 

dioxygenase vµ tr×nh tù 

nh©n lªn tõ chñng HDN3 

sö dông cÆp måi DIOXY-

F vµ DIOXY-R.    dfdA1-Terrabacter sp.YK3 (AB075242)

phdA-Nocardioides sp. KP7 (AB017794)

dbfA1-Terrabacter sp. DMA (EF200064)

dbfA1-Rhodococcus sp. DFA3 (AB181127)

dbfA1-Rhodococcus sp. YK2 (AB070456)

dbfA-Terrabater sp. DBF63 (AB054975)

Rhodococcus sp. HDN3 (EF200065)

dxnA12-Sphingomonas sp. RW1 (X72850)

0.05
dfdA1-Terrabacter sp.YK3 (AB075242)

phdA-Nocardioides sp. KP7 (AB017794)

dbfA1-Terrabacter sp. DMA (EF200064)

dbfA1-Rhodococcus sp. DFA3 (AB181127)

dbfA1-Rhodococcus sp. YK2 (AB070456)

dbfA-Terrabater sp. DBF63 (AB054975)

Rhodococcus sp. HDN3 (EF200065)

dxnA12-Sphingomonas sp. RW1 (X72850)

0.050.05

0.050.050.05
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vµ Terrabacter sp. DBF63 ®· ®−îc chøng minh lµ cã kh¶ n¨ng sö dông 
DBF vµ c¸c chÊt t−¬ng tù. 
3.4.2. Một số đặc điểm sinh học và gen tham gia chuyển hóa chất diệt 
cỏ từ các chủng vi khuẩn sử dụng chất diệt cỏ hoặc DBF và các chất 
tương tự 
3.4.2.1. Định loại hai chủng vi khuẩn DNB19 và DNB20 sử dụng 2,4-D 
và PAH 

Hai chñng vi khuÈn DNB19 vµ DNB20 sö dông 2,4-D vµ PAH thuéc 
bé s−u tËp gièng cña nhãm thùc hiÖn c¸c ®Ò tµi liªn quan ®Õn xö lý chÊt 
®éc hãa häc, ViÖn C«ng nghÖ sinh häc. KhuÈn l¹c 2 chñng vi khuÈn nµy cã 
mµu vµng chanh. Chñng DNB19 t¹o vßng ph©n gi¶i phenanthrene, 
anthracene vµ fluoranthrene vµ chñng DNB20 chØ cã vßng ph©n gi¶i ®èi víi 
phenanthrene. Hai chñng trªn gièng hÖt nhau vÒ c¸c b¨ng DNA (h×nh 
3.16A), tr×nh tù ®o¹n gen 16S rRNA víi 2 chñng Arthrobacter sp.  
(TM4_1 vµ TM5_1) (h×nh 3.16B). Nh− vËy, 2 chñng vi khuÈn DNB19 vµ 
DNB20 thuéc chi Arthrobacter vµ cã tªn lµ Arthrobacter sp. DNB19 vµ 
Arthrobacter sp. DNB20. 
     

Arthrobacter sp. DNB19 (EF073264 )

Arthrobacter sp. TM4_1 (DQ279378) 

Arthrobacter sp. TM5_1 (DQ279377) 

Arthrobacter sp. DNB20 (EF065610 ) 

Arthrobacter sp. BWDY-45 (DQ314547)

A. protophormiae SSCT48 (AB210984)

A. mysorens LMG 16219T  
                     (AJ639831)

0.0002 

H×nh 3.16. §iÖn 

di ®å s¶n phÈm 

BOX-PCR (A) vµ 

c©y ph¸t sinh 

chñng lo¹i hai 

chñng DNB19, 

DNB20 vµ mét sè 

chñng ®¹i diÖn 

chi Arthrobacter

  DNB19   DNB20

A 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 B
3.4.2.2. Sù tån t¹i cña c¸c gen tfdA vµ tftA(cadA) ë chñng DNB19 

S¶n phÈm PCR nh©n gen cadA tõ chñng DNB19 t−¬ng ®ång 93% víi 
gen cadA cña chñng Sphingomonas sp. B6-10 (h×nh 3.17). C¸c nghiªn cøu 
tr−íc ®©y míi chØ ph¸t hiÖn gen cadAB trong chi vi khuÈn Sphingomonas 
vµ Bradyrhizobium (Itoh vµ ®tg, 2004). Tr×nh tù axÝt amin suy diÔn tõ ®o¹n 
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gen cadA chñng Arthrobacter sp. DNB19 t−¬ng ®ång 48% víi TftA cña 
chñng vi khuÈn B. phenoliruptrix AC1100. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
  Tr×nh tù s¶n phÈm nh©n gen tfdA tõ chñng DNB19 t−¬ng ®ång 94% 
víi tfdA cña c¸c chñng vi khuÈn Burkholderia sp. RASC, Burkholderia sp. 
Ff54 (h×nh 3.17).  

cadA-Sphingomonas sp. TFD26 (AB119242)

cadA-Sphingomonas sp. TFD44 (AB119243) 

cadA-Arthrobacter sp. DNB19 (EF375719) 

cadA-Sphingomonas sp. B6-10 (AB119241) 

cadA-Sphingomonas sp. I602 (AB212781) 

VK không nuôi cấy HS01 (AB088553) 

tfdA-Burkholderia sp. RASC (U25717) 
tfdA-Burkholderia sp. Ff54 (AB212780) 

tfdA-Arthrobacter sp. DNB19 (EF375720) 

tfdA-Delftia sp. P4a (AY078159) 

tfdA-VK không nuôi cấy S1.2(AY554195) 

tfdAα-Bradyrhizobium sp. HW13 (AB074492)

tfdA-Ralstonia sp. 80 (AY238497)

0.05 
cadA-Bradyrhizobium sp. HW13 (AB062679) 

H×nh 3.17. Mèi 

quan hÖ ph¸t 

sinh chñng lo¹i 

gen tfdA vµ 

cadA ë chñng 

Arthrobacter 

sp. DNB19 vµ 

c¸c vi khuÈn 

kh¸c.  

3.4.2.3. Sù tån t¹i cña c¸c gen tfdA vµ tftA(cadA) trong ba chñng vi 
khuÈn Ao3, DMA vµ HDN3 
3.4.2.3.1. Tr×nh tù ®o¹n gen tfdA  
 §o¹n gen tfdA cña 2 chñng Ao3 vµ DMA t−¬ng ®ång 98% víi tr×nh tù 
tfdA ë chñng C. negator JMP134. §o¹n gen tfdA ë chñng HDN3 t−¬ng 
®ång 99% víi ®o¹n gen tfdA cña chñng Burkholderia sp. RASC (h×nh 
3.18A). 
3.4.2.3.2. Tr×nh tù ®o¹n gen gièng cadA  
 ChØ 2 chñng Ao3 vµ DMA thu ®−îc s¶n phÈm PCR nh©n ®o¹n gen 
cadA vµ ®· ®−îc x¸c ®Þnh tr×nh tù. Tr×nh tù nucleotide ®o¹n gen gièng 
cadA ë 2 chñng Ao3 vµ DMA chØ t−¬ng ®ång cao víi ®o¹n gen gièng cadA 
dßng HS07 tõ DNA mÉu bïn ho¹t tÝnh cã bæ sung 2,4-D, møc t−¬ng ®ång 
lÇn l−ît lµ 99% vµ 86% (h×nh 3.18B). Møc t−¬ng ®ång tr×nh tù axÝt amin 
suy diÔn tõ ®o¹n gen gièng cadA ë 2 chñng Ao3, DMA vµ 2 chñng vi 
khuÈn ®¹i diÖn Bradyrhizobium sp. HW13, B. phenoliruptrix AC1100 lÇn 
l−ît lµ 54%, 43%, 51% vµ 37%. C¸c chÊt diÖt cá 2,4-D, 2,4,5-T ®−îc ®−a 
vµo sö dông tõ gÇn 70 n¨m qua vµ nhiÒu nghiªn cøu ®· chøng minh ®−îc 
qu¸ tr×nh chuyÓn gen ph©n hñy 2,4-D trong tù nhiªn gi÷a c¸c vi sinh vËt cã 
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kh¶ n¨ng sö dông 2,4-D sang c¸c vi sinh vËt ®Êt b×nh th−êng kh¸c (de 
Lipthay vµ ®tg, 2001).  
 
 
  

 

tfdA- VK đất không nuôi cấy, dòng S1.2 (AY554195) 

tfdA-Paenibacillus sp. Ao3 (EU373723) 

tfdA-Terrabacter sp. DMA (EU372721) 

tfdA-Ralstonia sp. M10-VN2-1W (AB299627) 

tfdA-VK đất không nuôi cấy, dòng 34HDN1 (EF3600743)

tfdA-Wauteria sp. JMP134 pJP4 (AY36503) 
68 

66 

100 

tfdA-Burkholderia sp. RASC (U25717) 

tfdA-Burkholderia sp. Ff54 (AB212780) 

tfdA-Rhodococcus sp. HDN3 (EU372722) 

100 

tfdA -Delftia sp. P4a (AY078159) 

100 

tfdA-Arthrobacter sp. DNB19 (EF375720) 

100 

100 

0.02 

A 

cadA-Bradyrhizobium sp. HW13 (AB062679) 

cadA-Sphingomonas sp.  TFD26 (AB119242) 

cadA-Sphingomonas sp. TFD44 (AB119243) 

cadA-Sphingomonas sp.  B6-10 (AB119241) 

cadA-Sphingomonas sp. I602 (AB212781)  

cadA-Arthrobacter sp. DNB19 (EF375719) 

100

100

98

100

cadA-Paenibacillus sp. Ao3 (EU372719) 

cadA-like gene-VK không nuôi cấy, dòng HS07 (AB088554)

cadA-Terrabacter sp. DMA (EU372720) 

100

10

0.05

B

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
H×nh 3.18. C©y ph¸t sinh chñng lo¹i gen tfdA (A) vµ gen gièng cadA (B) 
cña 3 chñng vi khuÈn  Ao3, DMA, HDN3 vµ mét sè chñng ®¹i diÖn.  
  Nh− vËy, kÕt qu¶ trong nghiªn cøu nµy còng gãp thªm b»ng chøng vÒ 
sù trao ®æi vËt liÖu di truyÒn trong ®ã cã c¸c gen tham gia ph©n hñy c¸c 
chÊt diÖt cá trong c¸c vi khuÈn ë ®Êt nhiÔm chÊt ®éc hãa häc t¹i s©n bay 
§µ N½ng. 

KÕT LUËN  
1. T¹i b·i nhiÔm chÊt ®éc hãa häc ë s©n bay §µ N½ng ®Êt « nhiÔm ë møc 

®é thÊp h¬n cã sù ®a d¹ng vi sinh vËt cao h¬n. Vi khuÈn trong ®Êt nhiÔm 
thuéc c¸c líp Actinobacteria, Acidobacteria, α, β vµ γ-proteobacteria vµ 
vi khuÈn hä Burkholderiaceae chiÕm −u thÕ. C¸c chi vi nÊm phæ biÕn 
gåm Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Cladosporium, Coniochaeta, 
Phacidium, Anguillospora, Nectria, Tetrachaetum. Sè l−îng b¶n sao gen 
tfdA trong ®Êt nhiÔm tõ 1,06x105 ®Õn 5,99x106 MPN/g ®Êt vµ gen tfdA 
líp I vµ II chiÕm −u thÕ.  

2. Hå A chÞu ¶nh h−ëng trùc tiÕp n−íc tõ b·i nhiÔm cã sù ®a d¹ng vi khuÈn 
kþ khÝ tïy tiÖn vµ Dehalococcoides cao h¬n so víi 2 hå B vµ hå C Ýt bÞ 
¶nh h−ëng. Mét sè dßng vi khuÈn ë bïn hå thuéc c¸c líp  α-
proteobacteria, Chlorobi, Chloroflexi, Sulfuricurvum, Fusobacteria, 
Nitrospiraceae vµ vi khuÈn ch−a x¸c ®Þnh.  

3. §· cã sù thay ®æi cÊu tróc quÇn x· vi khuÈn ë trong c¸c c«ng thøc xö lý 
vµ gi÷a c¸c ®ît lÊy mÉu. Vi khuÈn hä Burkholderiaceae vµ vi khuÈn chi 
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Pseudomonas chiÕm −u thÕ ë c¸c c«ng thøc xö lý 0,5DN vµ 1,5DN. Vi 
khuÈn líp Betaproteobacteria chiÕm tû lÖ thÊp vµ vi khuÈn 
Pseudomonas lµ nhãm −u thÕ trong hai c«ng thøc 10DNT vµ 100DNT. 
C¸c vi khuÈn kþ khÝ vµ kþ khÝ tïy tiÖn ®· ®−îc ph¸t hiÖn ë c¸c c«ng thøc 
0,5DN vµ 1,5DN vµ chiÕm −u thÕ ë hai c«ng thøc 10DNT vµ 100DNT. 
§· ph¸t hiÖn ®−îc 6 dßng vi khuÈn khö lo¹i clo Dehalococcoides ë c«ng 
thøc 10DNT. 

4. Ba chñng vi khuÈn sö dông DBF Ao3, DMA vµ HDN3 thuéc c¸c chi 
Paenibacillus, Terrabacter vµ Rhodococcus. Ba chñng nµy sö dông ®−îc 
mét sè hîp chÊt vßng th¬m. Chñng HDN3 sö dông dioxin vµ 2-
chlorodibenzo-p-dioxin nh− lµ nguån carbon vµ n¨ng l−îng duy nhÊt. 
Chñng HDN3 vµ DMA ph©n hñy hoµn toµn 4 mM DBF sau 24 vµ 48 giê 
nu«i cÊy. C¸c ®o¹n gen m· hãa dioxygenase cña 3 chñng Ao3, DMA vµ 
HDN3 t−¬ng ®ång cao víi gen ahDO vµ dbfA1 m· hãa enzym 
dioxygenase vÞ trÝ gãc ë c¸c chñng cã cïng vÞ trÝ ph©n lo¹i. 

5. §o¹n gen tfdA cña 2 chñng vi khuÈn Ao3 vµ DMA thuéc líp I gen tfdA 
vµ ®o¹n gen tfdA ë chñng vi khuÈn HDN3 thuéc líp II gen tfdA. §o¹n 
gen gièng cadA ë 2 chñng vi khuÈn Ao3 vµ DMA t−¬ng ®ång 99% vµ 
86% víi tr×nh tù ®o¹n gen gièng cadA dßng HS07 tõ DNA mÉu bïn ho¹t 
tÝnh cã bæ sung 2,4-D.  

6. Hai chñng vi khuÈn DNB19 vµ DNB20 sö dông 2,4-D vµ PAH gièng hÖt 
nhau vÒ tr×nh tù ®o¹n gen 16S rRNA, s¶n phÈm BOX-PCR vµ thuéc chi 
Arthrobacter. Tr×nh tù ®o¹n gen tfdA ë chñng DNB19 thuéc líp II gen 
tfdA. Tr×nh tù ®o¹n gen cadA ë chñng DNB19 t−¬ng ®ång cao víi gen 
cadA tõ chñng Sphingomonas sp. B6-10. Tr×nh tù axÝt amin suy diÔn gen 
cadA cña chñng DNB19 t−¬ng ®ång 48% víi tr×nh tù axÝt amin TftA cña 
chñng vi khuÈn ph©n hñy 2,4,5-T B. phenoliruptrix AC1100. 

KiÕn nghÞ 
- TiÕp tôc nghiªn cøu biÕn ®éng vi nÊm trong c¸c c«ng thøc khö ®éc b»ng 

ph©n hñy sinh häc. 
- Ph©n lo¹i bèn chñng vi khuÈn Ao3, DMA, HDN3 vµ DNB19 ®Õn loµi 

hoÆc d−íi loµi.  
- Ph©n tÝch c¸c s¶n phÈm ph©n hñy DD vµ 2-ClDD cña chñng HDN3 vµ 

t×m hiÓu kh¶ n¨ng øng dông cña bèn chñng vi khuÈn Ao3, DMA, HDN3 
vµ DNB19 trong xö lý ë bioreactor khö ®éc ®Êt nhiÔm chÊt diÖt cá chøa 
dioxin.  
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