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x¸c ®Þnh gien m· ho¸ dioxygienaza tõ chñng vi khuÈn  
ph©n huû dibenzofuran Terrabacter SP. DMA ph©n lËp tõ ®Êt  

nhiÔm chÊt diÖt cá chøa dioxin t¹i ®µ n½ng 
 

NguyÔn B¸ H÷u, §Æng ThÞ CÈm Hµ 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

Trong chiÕn tranh ViÖt Nam, c¸c chÊt diÖt 
cá (hçn hîp cña 2,4-dichlorophenoxyaxetic 
axÝt (2,4-D) vµ 2,4,5-trichlorophenoxyaxetic 
axÝt (2,4,5-T)) chøa dioxin (DD) ®−îc qu©n 
®éi Mü phun, r¶i xuèng nhiÒu vïng ë miÒn 
Trung vµ Nam ViÖt Nam. HiÖn nay, ®Êt t¹i 
mét sè “®iÓm nãng“ ë c¸c c¨n cø qu©n sù 
tr−íc ®©y cña Mü vÉn bÞ « nhiÔm nÆng c¸c 
chÊt diÖt cá kÓ trªn, DD, dibenzofuran (DBF) 
vµ c¸c hîp chÊt t−¬ng tù. Ph−¬ng ph¸p ph©n 
huû sinh häc ®Ó tÈy ®éc c¸c ®iÓm nãng ë §µ 
N½ng ®ang ®−îc sö dông vµ cho kÕt qu¶ rÊt 
kh¶ quan [3]. So víi c¸c ph−¬ng ph¸p lý, ho¸ 
vµ c¬ häc, ph−¬ng ph¸p xö lý sinh häc cã gi¸ 
thµnh thÊp vµ th©n thiÖn víi m«i tr−êng. Tuy 
nhiªn, ®Ó n©ng cao hiÖu qu¶ vµ ¸p dông réng 
r·i ë c¸c “®iÓm nãng“ kh¸c cÇn cã c¸c nghiªn 
cøu s©u vÒ sù ®a d¹ng, kh¶ n¨ng ph©n huû 
sinh häc vµ c¸c gien tham gia qu¸ tr×nh ph©n 
hñy c¸c chÊt ®éc trªn cña tËp ®oµn vi sinh vËt 
b¶n ®Þa. Trong sè c¸c chÊt ®éc trªn, c¸c hîp 
chÊt DD vµ DBF ®−îc chó ý do tÝnh ®éc cao 
cña chóng, ®Æc biÖt lµ 2,3,7,8-TCDD/DBF. 
Qu¸ tr×nh ph©n huû hiÕu khÝ DBF vµ DD diÔn 
ra theo hai c¬ chÕ: Oxi ho¸ vÞ trÝ bªn vµ vÞ trÝ 
gãc cña nh©n th¬m, trong ®ã oxi ho¸ ®Çu tiªn 
ë vÞ trÝ gãc ®−îc thùc hiÖn bëi tiÓu ®¬n vÞ 
alpha angular dioxygenaza ®−îc quan t©m h¬n 
c¶, v× con ®−êng nµy chuyÓn ho¸ hoµn toµn 
DBF vµ DD [1, 4]. Mét sè chñng vi khuÈn 
Gram d−¬ng thuéc c¸c chi Terrabacter, 
Janibacter, Microbacterium vµ Rhodococcus 
cã kh¶ n¨ng sö dông DBF vµ DD theo mét 
hoÆc hai c¬ chÕ oxi ho¸ kÓ trªn [4]. Trong 
nghiªn cøu nµy, chñng vi khuÈn DMA sö 
dông DBF ®−îc ph©n lËp theo ph−¬ng ph¸p 
lµm giµu, ®Þnh tªn dùa trªn so s¸nh gien m· 
hãa 16S rARN vµ x¸c ®Þnh gien m· hãa 
enzym angular dioxygenaza. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. Ph©n lËp vi khuÈn 

§Êt nhiÔm chÊt diÖt cá t¹i c¨n cø qu©n sù cò 
cña Mü ë s©n bay §µ N½ng ®−îc lÊy ë ®é s©u tõ 
5-20 cm. Vi khuÈn sö dông DBF ®−îc ph©n lËp 
theo ph−¬ng ph¸p lµm giµu trªn m«i tr−êng 
kho¸ng (g/l): 0,05 g Ca(NO3)2, 1 g (NH4)2SO4, 
0,2 g MgSO4. 7H2O, 0,01 g Fe-NH4 xitrat, 14 g 
Na2HPO4, 2 g KH2PO4 vµ 3 mM DBF ë 30oC víi 
tèc ®é l¾c 200 vßng/phót. TiÕp tôc lÆp l¹i ®Õn 
lÇn lµm giµu thø 3 vµ g¹t dÞch huyÒn phï vi sinh 
vËt trªn m«i tr−êng kho¸ng th¹ch chøa DBF. 
Sau kho¶ng 7 ngµy nu«i cÊy, nhá 1 vµi giät 
dung dÞch 2,3-dihydroxybiphenyl (2,3-DHB) 
100 µM lªn c¸c khuÈn l¹c. KhuÈn l¹c chuyÓn 
mµu vµng ®−îc t¸ch s¹ch vµ thö l¹i kh¶ n¨ng sö 
dông DBF trªn m«i tr−êng muèi kho¸ng dÞch.  

2. X¸c ®Þnh tr×nh tù gien m· hãa 16S rARN 

LÊy 1 khuÈn l¹c chñng DMA chuyÓn vµo 
eppendorf 1,5 ml chøa 100 µl ®Öm Tris-Cl 10 
mM, pH 8,0, ®un s«i 15 phót, sau ®ã ly t©m 10 
phót ë 12.000 vßng/phót. Hót 5 µl dÞch phÝa trªn 
vµ nh©n gien m· hãa 16S rARN víi cÆp måi 27F 
vµ 1492R. S¶n phÈm PCR ®−îc lµm s¹ch theo 
kÝt QIAgen. Tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien m· 
hãa 16S rARN ®−îc x¸c ®Þnh trùc tiÕp trªn m¸y 
x¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit tù ®éng ABI PRISM 
3130xl Genetic Analyzer víi bé ho¸ chÊt 
BigDye Terminator cña Perkin-Elmer vµ sö 
dông c¸c måi 27F, 530F, 945F, 518R, 1087R vµ 
1492. Tr×nh tù nucleotit ®−îc xö lý trªn phÇn 
mÒm Sequencher version 4.0.5. Møc ®é t−¬ng 
®ång cña ®o¹n gien 16S rARN chñng DMA 
®−îc so s¸nh víi c¸c tr×nh tù gien m· hãa 16S 
rARN trªn ng©n hµng d÷ liÖu GenBank vµ 
Ribosome Database Project (RDP). C©y ph¸t 
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sinh loµi dùa trªn so s¸nh tr×nh tù gien m· hãa 
16S rARN ®−îc thiÕt kÕ dùa trªn c¸c phÇn mÒm 
Clustal X, Bioedit version 6.0.7, Gendoc, 
Neibough-Joining (NJ) tree, Mega. Tr×nh tù 
®o¹n gien m· hãa 16S rARN ®−îc ®¨ng ký trªn 
GenBank. 

3. X¸c ®Þnh tr×nh tù ®o¹n gien m· ho¸ 
enzym dioxygenaza 

a. ThiÕt kÕ måi 

Tr×nh tù c¸c gien m· ho¸ enzym 
dioxygenaza tõ c¸c chñng vi khuÈn sö dông DD, 
DBF, carbazol, c¸c hîp chÊt vßng th¬m ®¬n vµ 
®a nh©n ®−îc t¶i tõ GenBank vµ so s¸nh trªn 
phÇn mÒm Clustal X. Hai vïng cã nhiÒu 
nucleotit t−¬ng ®ång nhÊt ®−îc chän lµm cÆp 
måi.  

b. X¸c ®Þnh tr×nh tù ®o¹n gien m· ho¸ enzym 
dioxygenaza 

NhiÖt ®é g¾n måi tèi −u ®−îc kiÓm tra víi 
d¶i nhiÖt ®é tõ 48oC ®Õn 63oC víi ADN cña 
chñng vi khuÈn sö dông DD vµ DBF 
Sphingomonas sp. RW1. Ph¶n øng PCR tiÕp 
theo nh©n ®o¹n gien m· ho¸ enzym dioxygenaza 
tõ chñng DMA ®−îc thùc hiÖn víi thÓ tÝch 50 μl 
gåm 2,5 μl måi mçi lo¹i (10 μM), 1 μl hçn hîp 
dNTP 12,5 mM, 5 μl ®Öm PCR 10 lÇn, 0,4 μl 
enzym Taq polymeraza (5 ®¬n vÞ/μl), 5 μl ADN 
tæng sè vi khuÈn. Ph¶n øng ®−îc thùc hiÖn trªn 
m¸y PCR víi chu tr×nh nhiÖt nh− sau: 95oC-5 
phót, 34 chu kú (95oC - 1 phót, 50oC - 1 phót, 
72oC - 1 phót 10 gi©y), 72oC - 7 phót, gi÷ nhiÖt 
®é ë 4oC. S¶n phÈm PCR ®−îc ®iÖn di trªn gel 
agaroza 2%, nhuém víi EtBr vµ quan s¸t d−íi 
tia UV. Lµm s¹ch s¶n phÈm PCR theo kÝt 
QIAgen vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù trùc tiÕp víi cÆp 
måi DIOX-F vµ DIOX-R. Xö lý, so s¸nh tr×nh 
tù vµ dùng c©y ph¸t sinh nh− m« t¶ ë phÇn 2.2. 
Tr×nh tù ®o¹n gien vµ tr×nh tù axit amin suy diÔn 
(theo http: //www.expasy.org) ®−îc ®¨ng ký trªn 
GenBank. 

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. Ph©n lËp vµ ®Þnh lo¹i vi khuÈn 

Chñng vi khuÈn sö dông DBF ®−îc ph©n lËp 
nh− m« t¶ ë phÇn ph−¬ng ph¸p. Sau 7 ngµy nu«i 
cÊy chñng DMA trªn m«i tr−êng muèi kho¸ng 
dÞch thÓ chøa DBF, m«i tr−êng chuyÓn sang 

mµu n©u chøng tá cã sù ph©n huû sinh häc DBF. 
Trªn m«i tr−êng muèi kho¸ng th¹ch chøa DBF, 
khuÈn l¹c chñng DMA cã mµu vµng chanh, låi 
nhÑ, trßn tr¬n, kÝch th−íc kho¶ng 1,5-2 mm sau 
7 ngµy nu«i cÊy (h×nh 1). Chñng DMA thuéc vi 
khuÈn Gram d−¬ng, tÕ bµo h×nh cÇu, kÝch th−íc 
0,27-0,53 µm (h×nh 2). 

 

H×nh 1. KhuÈn l¹c chñng DMA trªn m«i tr−êng 
kho¸ng th¹ch sau 7 ngµy nu«i cÊy 

 

H×nh 2. TÕ bµo chñng DMA d−íi kÝnh hiÓn vi 
®iÖn tö quÐt JEOL víi ®é phãng ®¹i 15.000 lÇn 

 

ADN tæng sè ®−îc t¸ch chiÕt vµ nh©n ®o¹n 
gien m· hãa 16S rARN gÇn 1500 bp, lµm s¹ch 
vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù. Sau khi thùc hiÖn ghÐp c¸c 
tr×nh tù x¸c ®Þnh trùc tiÕp víi 6 måi 27F, 530F, 
945F, 518R, 1087R vµ 1492R, ®o¹n gien m· 
hãa 16S rARN cña chñng DMA cã kÝch th−íc 
1492 bp. Tr×nh tù nµy ®−îc ®¨ng ký trªn 
GenBank víi m· sè EF065608. 
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H×nh 3. C©y ph¸t sinh chñng lo¹i cña chñng DMA vµ c¸c chñng vi khuÈn ®¹i diÖn dùa trªn so s¸nh 

gien m· hãa 16S rARN vµ sö dông phÇn mÒm NJ. Th−íc ®o thÓ hiÖn 5 nucleotit kh¸c nhau trªn 
1000 nucleotit so s¸nh 

 
HiÖn nay, c¸c c«ng bè cho thÊy, c¸c vi khuÈn 

sö dông DD, DBF vµ c¸c hîp chÊt t−¬ng tù ph©n bè 
trong c¸c líp: Alphaproteobacteria 
(Novosphingobium, Porphyrobacter, Sphingobium, 
Sphingomonas), Betaproteobacteria (Burkholderia, 
Ralstonia (Wauteria)), Gammaproteobacteria 
(Erwinia, Klebsiella, Pseudomonas), líp 
Actinobacteria (Arthrobacter, Brevibacterium, 
Micobacterium, Nocardioides, Rhodococcus, 
Terrabacer - Janibacter) vµ ngµnh Fimicutes 
(Bacillus megaterium, Bacillus sp. BU3) [2 - 4]. 
KÕt qu¶ so s¸nh tr×nh tù gien m· hãa 16S rARN 
cho thÊy, chñng DMA cã quan hÖ gÇn gòi víi 
nhãm vi khuÈn Gram d−¬ng cña hai chi 
Janibacter vµ Terrabacter (h×nh 3). Chñng 
DMA cã møc t−¬ng ®ång gien m· hãa 16S 
rARN cao nhÊt 97,3% (1391 nucleotit) víi 
chñng Janibacter limous DSM 11140T, 97,5% 
(1413 nucleotit) víi Terrabacter sp. YK7 vµ 
96,7% (1409 nucleotit) víi Terrabacter sp. 
YK3. Vi khuÈn thuéc hai chi Janibacter vµ 

Terrabacter cã møc ®é t−¬ng ®ång rÊt cao khi 
so s¸nh tr×nh tù gien 16S rARN [6]. Mét sè 
chñng thuéc hai chi nµy cã khuÈn l¹c mµu vµng, 
trßn, tÕ bµo d¹ng cÇu. Dùa trªn c¸c ®Æc ®iÓm 
h×nh th¸i vµ kÕt qu¶ so s¸nh tr×nh tù ®o¹n gien 
m· hãa 16S rARN trªn RDP cho thÊy chñng 
DMA cã thÓ ®−îc xÕp vµo chi Terrabacter vµ cã 
tªn lµ Terrabacter sp. DMA. C¸c chñng vi 
khuÈn sö dông DBF vµ DD thuéc hai chi 
Janibacter vµ Terrabacter th−êng ®−îc ph©n lËp 
tõ c¸c mÉu tro cña nhµ m¸y ®èt r¸c, ®Êt hoÆc 
trÇm tÝch [4]. KÕt qu¶ ph©n lËp vµ ®Þnh tªn 
chñng DMA cho thÊy ®©y lµ chñng vi khuÈn 
thuéc chi Terrabacter sö dông DBF ®Çu tiªn 
®−îc ph©n lËp tõ ®Êt nhiÔm c¸c chÊt diÖt cá chøa 
dioxin. Tuy nhiªn, ®Ó cã kÕt luËn chÝnh x¸c h¬n 
vÒ vÞ trÝ ph©n lo¹i cña chñng DMA cÇn cã thªm 
c¸c nghiªn cøu vÒ ®Æc ®iÓm sinh lý-sinh ho¸ vµ 
lai ADN-ADN.  

2. X¸c ®Þnh tr×nh tù ®o¹n gien m· ho¸ 
enzym dioxygenaza  
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HiÖn nay, c¸c nghiªn cøu cho thÊy b−íc ®Çu 
tiªn cña qu¸ tr×nh oxi ho¸ DD, DBF vµ c¸c hîp 
chÊt t−¬ng tù bëi vi khuÈn hiÕu khÝ cã sù tham 
gia cña enzym dioxygenaza vµ ®−îc nghiªn cøu 
nhiÒu nhÊt [2, 4, 8, 10]. Hai kiÓu chñ yÕu oxi ho¸ 
c¸c hîp chÊt th¬m bëi enzym dioxygenaza lµ: 

- G¾n hai oxi ë vÞ trÝ bªn (lateral 
dioxygenation) 1,2 vµ ®«i khi ë c¸c vÞ trÝ 2,3 
hoÆc 3,4 cña mét nh©n th¬m vµ chuyÓn ho¸ DD, 
DF sang d¹ng cis-dihydrodiol hîp chÊt nµy 
gièng nh− ë c¸c con ®−êng ph©n huû sinh häc 
naphthalen, biphenyl vµ c¸c hîp chÊt th¬m 
kh¸c. §Æc ®iÓm cña kiÓu ph©n huû sinh häc nµy 
®ã lµ t¹o ra c¸c s¶n phÈm trao ®æi chÊt trung 
gian cã mµu vµng. Mét sè chÊt trung gian cã t¸c 
®éng øc chÕ ng−îc l¹i vi khuÈn lµm cho qu¸ 
tr×nh ph©n huû bÞ dõng l¹i. 

- G¾n hai oxi ë vÞ trÝ gãc (angular 
dioxygenation) 4 vµ 4a cña nh©n th¬m liÒn kÒ 
cÇu nèi ete (ether) vµ c¸c s¶n phÈm trung gian ®i 
tiÕp vµo chu tr×nh Kreb. Do vËy con ®−êng nµy 
®−îc nhiÒu nhµ nghiªn cøu quan t©m. Mét thµnh 

viªn trong ngµnh Proteobacteria cã kh¶ n¨ng 
ph©n huû DD vµ DF ®−îc nghiªn cøu chi tiÕt 
nhÊt ®ã lµ chñng vi khuÈn Sphingomonas 
wittchii RW1 [1, 10]. Enzym tham gia vµo b−íc 
®Çu cña ph©n huû lµ phøc ®a thµnh phÇn gåm 
terminal hydroxylat dioxygenaza vµ hÖ vËn 
chuyÓn ®iÖn tö. Trong ®ã terminal hydroxylat 
dioxygenaza gåm d−íi ®¬n vÞ lín DxnA1 m· 
ho¸ bëi gien dxnA1 vµ d−íi ®¬n vÞ nhá DxnA2 
m· ho¸ bëi gien dxnA2. Chuçi hÖ thèng vËn 
chuyÓn ®iÖn tö gåm ferredoxin (Fdx1) m· ho¸ 
bëi gien fdx1 vµ hai reductaza (RedA1 vµ 
RedA2) m· ho¸ bëi gien redA1 [1, 10]. Ngoµi ra 
c¸c gien tham gia m· ho¸ DBF angular 
dioxygenaza còng ®−îc nghiªn cøu nhiÒu ë vi 
khuÈn thuéc c¸c chi Terrabacter, Janibacter vµ 
c¸c loµi Pseudomonas resinovorans, 
Pseudomonas stutzeri. C¸c gien nµy gåm dbfA1 
vµ dbfA2 m· ho¸ DF 4,4a dioxygenaza, vµ 
dbfA3 vµ dbfA4 m· ho¸ dioxygenaza tham gia 
vµo hÖ thèng vËn chuyÓn ®iÖn tö [4], carAc m· 
ho¸ carbazol 1,9a-dioxygenaza [9]. 
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H×nh 4. C©y ph¸t sinh chñng lo¹i gi÷a c¸c tiÓu ®¬n vÞ enzym alpha dioxygenaza.  

Th−íc ®o thÓ hiÖn 2 axit amin kh¸c nhau trªn tr×nh tù 10 axit amin so s¸nh 
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KÕt qu¶ so s¸nh tr×nh tù axÝt amin c¸c tiÓu 
®¬n vÞ alpha cña enzym dioxygenaza tõ c¸c 
chñng vi khuÈn hiÕu khÝ sö dông DD, DBF, c¸c 
hîp chÊt nh©n th¬m vµ hîp chÊt t−¬ng tù cho 
thÊy sù ®a d¹ng cña c¸c enzym nµy (h×nh 4). Cã 
sù kh¸c nhau t−¬ng ®èi vÒ tr×nh tù axÝt amin cña 
mét sè enzym alpha dioxygenaza nh− CarA, 
DbfA vµ DxnA1 ë c¸c chñng vi khuÈn sö dông 
DBF vµ DD. Tõ kÕt qu¶ so s¸nh tr×nh tù cña mét 
sè gien m· ho¸ tiÓu ®¬n vÞ alpha cña enzym 
dioxygenaza cho thÊy hai ®o¹n cã nhiÒu 
nucleotit t−¬ng ®ång, hai ®o¹n nµy ®−îc chän 
®Ó tæng hîp cÆp måi DIOXY-F (5´-TGY ASN 
TAY CAY GGV TGG-3´) vµ DIOXY-R (5´- 
TBV GGN CCV YKN GGV TGC C-3´). 

Theo lý thuyÕt, ®o¹n gien m· ho¸ tiÓu ®¬n vÞ 
alpha dioxygenaza cã kÝch th−íc kho¶ng 600 bp. 
Chñng Sphingomonas sp. RW1 lµ vi khuÈn hiÕu 
khÝ ®−îc nghiªn cøu sím vµ s©u nhÊt vÒ c¸c gien 
tham gia ph©n hñy DD vµ DBF [1]. Trong nghiªn 
cøu nµy, chñng Sphingomonas sp. RW1 ®−îc sö

dông ®Ó kiÓm tra, kÕt qu¶ ë h×nh 5 cho thÊy ë 7 
nhiÖt ®é kh¸c nhau ®Òu cã b¨ng ADN cã kÝch 
th−íc gÇn nh− lý thuyÕt. Tuy nhiªn, ë nhiÖt ®é 
kho¶ng 50oC cho s¶n phÈm PCR s¾c nÐt vµ ®Æc 
hiÖu h¬n, s¶n phÈm PCR nµy ®· ®−îc x¸c ®Þnh 
tr×nh tù vµ cã møc t−¬ng ®ång 100% víi tr×nh tù 
®o¹n gien m· ho¸ tiÓu ®¬n vÞ alpha dioxygenaza 
cña chñng Sphingomonas sp. RW1 trªn ng©n 
hµng GenBank.  

KÕt qu¶ ë h×nh 6 cho thÊy, s¶n phÈm PCR 
nh©n ®o¹n gien m· hãa dioxygenaza tõ ADN 
tæng sè cña hai chñng RW1 vµ DMA víi nhiÖt 
®é g¾n måi 50oC ®Òu thu ®−îc c¸c b¨ng ADN 
cã kÝch th−íc nh− tÝnh to¸n lý thuyÕt. Nghiªn 
cøu kh¸c sö dông cÆp måi DIOXY-F vµ 
DIOXY-R cho thÊy sù tån t¹i cña ®o¹n gien m· 
ho¸ dioxygenaza trong chñng vi khuÈn BU3 sö 
dông dioxin [3]. Nh− vËy cÆp måi DIOXY-F vµ 
DIOXY-R cã thÓ nh©n ®−îc ®o¹n gien m· ho¸ 
m· ho¸ dioxygenaza tõ chñng c¸c chñng vi 
khuÈn sö dông DBF vµ DD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

DMA ®−îc lµm s¹ch vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù 
trùc tiÕp (h×nh 7). Tr×nh tù ®o¹n gien nµy vµ 
tr×nh tù axÝt amin suy diÔn ®−îc ®¨ng ký trªn 
ng©n hµng GenBank víi c¸c sè ®¨ng ký 
EF200064 vµ ABM92930. 

So s¸nh tr×nh tù ®o¹n gien nh©n lªn tõ chñng 
DMA cho thÊy, s¶n phÈm PCR nh©n ®−îc cã 
møc t−¬ng ®ång cao 97% víi gien m· ho¸ tiÓu 
®¬n vÞ alpha angular dioxygenaza cña c¸c chñng 
Rhodococcus sp. DFA3, Terrabacter sp. 

DBF63, Rhodococcus sp. YK2; 96% víi gien 
m· ho¸ tiÓu ®¬n vÞ alpha putative terminal 
dioxygenaza cña chñng Mycobacterium sp. 
YK18. Hai chñng Rhodococcus sp. DFA3 vµ 
Rhodococcus sp. YK2 cã kh¶ n¨ng ph©n hñy 
DBF [5], trong khi ®ã chñng Terrabacter sp. 
DBF63 cã kh¶ n¨ng ph©n hñy c¶ DBF vµ DD 
[7]. KÕt qu¶ trªn còng phï hîp víi kÕt qu¶ ph©n 
lo¹i cho thÊy chñng DMA thuéc chi 
Terrabacter. 

H×nh 5. S¶n phÈm PCR nh©n ®o¹n gien m· ho¸ dioxygenaza 

tõ chñng Sphingomonas sp. RW1 víi c¸c d¶i nhiÖt ®é kh¸c 

nhau. M-thang ADN chuÈn X (Roche) 

   M      49,25oC 50,5oC  51,75oC 53,0oC  54,25oC  55,5oC 

 

500 bp 

750 bp 

H×nh 6. S¶n phÈm PCR nh©n 

®o¹n gien m· ho¸ dioxygenaza tõ 

chñng RW1 vµ DMA. M: thang 

ADN 200 bp (Promega) 

800 bp 

 DMA    RW1         M 

 

600 bp 
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cgatctgatcggtgtacctcgcgcagataccgtctacaatggcgagctggacaagtctcgg 
  D  L  I  G  V  P  R  A  D  T  V  Y  N  G  E  L  D  K  S  R  
ctaggtctgaagaccgttccgcgggtggagaactacaagggcttcatcttcgccaattgg 
 L  G  L  K  T  V  P  R  V  E  N  Y  K  G  F  I  F  A  N  W  
gacaaggacgccatcccgctggtggactatctcggcgccgaccagctctggtatttggac 
 D  K  D  A  I  P  L  V  D  Y  L  G  A  D  Q  L  W  Y  L  D  
ctggccttcgaggcgcctctcggcgggctcgaggtgatcggccccacgatgaagttccgg 
 L  A  F  E  A  P  L  G  G  L  E  V  I  G  P  T  M  K  F  R  
atcaaggccaactggaagctggcggcggagaacttcgccggcgacgactaccacgtgctc 
 I  K  A  N  W  K  L  A  A  E  N  F  A  G  D  D  Y  H  V  L  
tacacacatgggtcggccttccagatcggcttcctccc 
 Y  T  H  G  S  A  F  Q  I  G  F  L    

H×nh 7. Tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien m· ho¸ tiÓu ®¬n vÞ alpha cña enzym dioxygenaza vµ tr×nh 
tù axit amin suy diÔn nh©n lªn tõ ADN chñng Terrabacter sp. DMA  

vµ cÆp måi DIOXY-F vµ DIOXY-R 

bphA1- Rh. TA421

dxnA1-Sp. RW1

phdA-No. KP7

DMA

dbfA1-Ter. DBF63

dbfA1-Rh. DFA3

dbfA1-Rh. YK2

carAa-Ps. CA10

0.05
bphA1- Rh. TA421

dxnA1-Sp. RW1

phdA-No. KP7

DMA

dbfA1-Ter. DBF63

dbfA1-Rh. DFA3

dbfA1-Rh. YK2

carAa-Ps. CA10

0.050.05
 

H×nh 8. C©y ph¸t sinh chñng lo¹i gi÷a mét sè tr×nh tù ®¹i diÖn m· ho¸ tiÓu ®¬n vÞ enzym alpha 
dioxygenaza vµ tr×nh tù nh©n lªn tõ chñng DMA sö dông cÆp måi DIOXY-F vµ DIOXY-R.  

Th−íc ®o thÓ hiÖn 5 nucleotit kh¸c nhau trªn tr×nh tù 100 nucleotit so s¸nh. 

 
III. KÕt luËn 

KÕt qu¶ ph©n lo¹i dùa trªn so s¸nh gien m· 
hãa 16S rARN vµ mét sè ®Æc ®iÓm h×nh th¸i cho 
thÊy, chñng DMA sö dông DBF, ph©n lËp tõ ®Êt 
nhiÔm chÊt diÖt cá chøa dioxin t¹i c¨n cø qu©n 
sù cò cña Mü ë s©n bay §µ N½ng lµ vi khuÈn 
Gram d−¬ng vµ thuéc chi Terrabacter. Chñng vi 

khuÈn nµy ®−îc ®Æt tªn lµ Terrabacter sp. 
DMA. CÆp måi DIOXY-F, DIOXY-R ®· ®−îc 
thiÕt kÕ vµ nh©n ®−îc ®o¹n gien m· ho¸ enzym 
dioxygenaza tõ chñng DMA. Tr×nh tù ®o¹n gien 
m· ho¸ enzym dioxygienaza cña chñng DMA 
cã møc t−¬ng ®ång cao 97% víi gien m· ho¸ 
tiÓu ®¬n vÞ alpha angular dioxygenaza cña c¸c 
chñng Rhodococcus sp. DFA3, Terrabacter sp. 
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DBF63, Rhodococcus sp. YK2; 96% víi gien 
m· ho¸ tiÓu ®¬n vÞ alpha putative terminal 
dioxygenaza cña chñng Mycobacterium sp. 
YK18. 

Lêi c¶m ¬n: C«ng tr×nh nµy ®−îc thùc hiÖn 
bëi kinh phÝ cña ®Ò tµi cÊp nhµ n−íc (Nghiªn 
cøu, ph¸t triÓn c«ng nghÖ ph©n huû sinh häc vµ 
kü thuËt nh¶ chËm lµm s¹ch « nhiÔm chÊt ®éc 
ho¸ häc trong ®Êt) thuéc ch−¬ng tr×nh 33 vµ quÜ 
häc bæng DAAD (Céng hoµ Liªn bang §øc).  
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Characterization of gene encoded for dioxygenase in 

dibenzofuran degrading Terrabacter sp. strain DMA isolated 
from herbicide/dioxin contaminated soil in Danang 

 
Nguyen Ba Huu, Dang Thi cam Ha 

 
Summary 

 
The dibenzofuran degrading bacterium DMA strain was isolated from heavy herbicide/dioxin 

contaminated soil in a US former military base at Danang airport. Colony of DMA is lemon yellow, round, 
slight convex and 1.5 - 2 mm diameter after 7 days of incubation in mineral medium containing dibenzofuran. 
Cells were Gram-positive, cocci shaped, with diameter ranging from 0.27 - 0.53 µm. 16S rDNA sequence 
analysis indicated that strain DMA was closely related to Janibacter limous DSM 11140T (97.3%), 
Terrabacter sp. YK7 (97.5%) and Terrabacter sp. YK3 (96.7%). Based on morphological characteristics and 
analysis of 16S rARN gene sequence, DMA strain should be placed in genus Terrabacter and named 
Terrabacter sp. DMA. The primer pair DIOXY-F vµ DIOXY-R were designed based on comparison of many 
genes encoded for alfa subunit dioxygenase from aromatic hydrocarbon, dibenzofuran and dioxin degrading 
bacteria. The PCR product amplified from total DNA of DMA strain was showed high similar levels 97% to 
dbfA1 genes in Rhodococcus sp. DFA3, Terrabacter sp. DBF63 and Rhodococcus sp. YK2; 96% to gene 
encoded alpha putative terminal dioxygenaza in Mycobacterium sp. YK18. All of these Gram-positive 
bacterial strains are able to degrade dibenzofuran. 
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