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nghiªn cøu kh¶ n¨ng ph©n hñy dioxin vµ ph©n lo¹i gien m· hãa 
dioxin dioxygienaza cña Hçn hîp chñng vi khuÈn kÞ khÝ kh«ng 

b¾t buéc setDN20 tõ  ®Êt nhiÔm ®éc hãa häc t¹i ®µ n½ng 
                                 

NguyÔn ThÞ S¸nh, Nghiªm Ngäc Minh, 
NguyÔn Quèc ViÖt, §Æng ThÞ CÈm Hµ 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

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, polycloinated 
dibenzodioxin (PCDDs), polycloinated 
dibenzofuran (PCDFs) vµ c¸c hîp chÊt kh¸c. 
TÈy ®éc c¸c ®iÓm nãng ë §µ N½ng b»ng c«ng 
nghÖ ph©n hñy sinh häc ®ang ®−îc tiÕn hµnh vµ 
cho kÕt qu¶ rÊt kh¶ quan, ph−¬ng ph¸p nµy cã 
gi¸ thµnh thÊp vµ th©n thiÖn víi m«i tr−êng. Vai 
trß cña tËp ®oµn vi sinh vËt hiÕu khÝ ®· ®−îc 
nghiªn cøu cßn vi sinh vËt kÞ khÝ vµ kÞ khÝ 
kh«ng b¾t buéc vÉn ch−a ®−îc quan t©m nhiÒu. 
Vi khuÈn kÞ khÝ vµ kÞ khÝ kh«ng b¾t buéc ®ãng 
mét vai trß ®Æc biÖt trong qu¸ tr×nh lo¹i khö 
halogien c¸c hîp chÊt h÷u c¬ chøa halogien khã 
ph©n hñy trong ®ã cã dioxin. §iÒu kiÖn cña qu¸ 
tr×nh khö lo¹i halogien nãi chung vµ clo nãi 
riªng ®−îc thùc hiÖn trong m«i tr−êng ho¹t ®éng 
cña vi khuÈn kÞ khÝ nh−: vi khuÈn khö s¾t, khö 
sunfat, vi khuÈn sinh methan [12, 13]. Tõ c¸c 
nghiªn cøu ®· ®−îc c«ng bè, chóng t«i ®· thèng 
kª ®−îc mét sè loµi cã kh¶ n¨ng lo¹i clo trong 
®iÒu kiÖn kÞ khÝ: Dehalobacter, Desulfomonile, 
Desulfitobacterium, Dehalospirillum, 
Dehalobacterium,  Dehalococcoides [3, 5]. 
Ph©n hñy hiÕu khÝ DD vµ DBF diÔn ra theo hai 
c¬ chÕ oxi hãa vÞ trÝ bªn vµ vÞ trÝ gãc cña nh©n 
th¬m, trong ®ã oxi hãa ®Çu tiªn ë vÞ trÝ gãc ®−îc 
thùc hiÖn bëi enzim dioxygienaza, qu¸ tr×nh nµy 
chuyÓn hãa hoµn toµn DD vµ DBF [1, 4]. ë ViÖt 
Nam, c«ng nghÖ ch«n lÊp tÝch cùc lµ tæ hîp cña 
ph−¬ng ph¸p c« lËp hÊp phô vµ ph©n hñy sinh 
häc ®· ®−îc nghiªn cøu vµ ®ang ®−îc triÓn khai 
khö ®éc “®iÓm nãng’’ nhiÔm chÊt diÖt 
cá/dioxin. Tuy nhiªn, ®Ó n©ng cao hiÖu qu¶ khö 
®éc cña qui tr×nh c«ng nghÖ vµ ¸p dông réng r·i 
ë c¸c “®iÓm nãng’’ kh¸c cÇn cã thªm hiÓu biÕt 
s©u vÒ ®a d¹ng, kh¶ n¨ng ph©n hñy sinh häc vµ 

c¸c gien tham gia qu¸ tr×nh ph©n hñy c¸c chÊt 
®éc bëi tËp ®oµn vi sinh vËt b¶n ®Þa. 

§Ó t×m hiÓu vai trß cña vi sinh vËt trong ®iÒu 
kiÖn ch«n lÊp tÝch cùc mµ ë ®ã m«i tr−êng chñ 
yÕu lµ kÞ khÝ vµ kÞ khÝ kh«ng b¾t buéc, chóng t«i 
®· tiÕn hµnh nu«i cÊy tËp ®oµn vi sinh vËt kÞ khÝ 
ë ®iÒu kiÖn vÉn cã Ýt oxy trong m«i tr−êng. Kh¶ 
n¨ng ph©n hñy c¸c chÊt ®éc ®Æc biÖt lµ 2,3,7,8-
TCDD cña c¸c vi sinh vËt b¶n ®Þa ®· ®−îc x¸c 
®Þnh th«ng qua hçn hîp chñng vi khuÈn kÞ khÝ 
kh«ng b¾t buéc SETDN20. Trong bµi b¸o nµy, 
chóng t«i tr×nh bµy kÕt qu¶ nghiªn cøu kh¶ n¨ng 
ph¸t triÓn còng nh− kh¶ n¨ng ph©n hñy cña vi 
sinh vËt trªn m«i tr−êng chøa dÞch chiÕt ®Êt 
(chøa 2,3,7,8-TCDD) ®ång thêi nghiªn cøu sù 
®a d¹ng cña hçn hîp chñng. Sù ph¸t gien chøc 
n¨ng dioxin dioxygenaza trong hçn hîp chñng 
vi khuÈn kÞ khÝ kh«ng b¾t buéc SETDN20 còng 
®· ®−îc c«ng bè trong bµi b¸o nµy. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. Nguyªn liÖu 

Hçn hîp chñng SETDN20 ®−îc ph©n lËp 
b»ng ph−¬ng ph¸p lµm giµu nhiÒu lÇn tõ l« ®Êt 
xö lý tÈy ®éc b»ng ph©n hñy sinh häc DN100T 
ë s©n bay §µ N½ng. Hçn hîp chñng nµy ®−îc 
nu«i ë ®iÒu kiÖn kÞ khÝ kh«ng sö dông hçn hîp 
khÝ N2, CO2 vµ H2 trong tñ nu«i cÊy kÞ khÝ 
chuyªn dông (cã nghÜa lµ vi sinh vËt ®−îc nu«i ë 
®iÒu kiÖn kÞ khÝ kh«ng b¾t buéc). 

CÆp måi sö dông cho viÖc khuyÕch ®¹i ®o¹n 
gien 16S ARN ribosom phôc vô nghiªn cøu ®a 
d¹ng hçn hîp chñng vi khuÈn ®Êt b»ng kü thuËt 
PCR-DGGE: 

341F (5’-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’)  
- cã g¾n kÑp GC 
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907R (5’-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3’) 

CÆp måi suy diÔn sö dông nh©n ®o¹n gien 
m· hãa enzim ph©n hñy dioxin : 

DF (5’ - TGYASNTAYCAYGGVTGG -3’), 

DR (5’ - TBVGGNCCVYKNGGVTGCC - 3’) 

CÆp måi trªn ®· ®−îc sö dông ®Ó nh©n gien 
m· hãa cho enzim dioxin dioxygenaza (kho¶ng 
h¬n 700 bp) cña hçn hîp chñng SETDN20. CÆp 
måi suy diÔn nµy ®−îc thiÕt kÕ dùa trªn c¸c 
tr×nh tù ®· c«ng bè [8] vµ ®−îc sö dông ®Ó t×m 
hiÓu gien m· hãa cho enzim dioxin dioxygenaza 
cã mÆt trong hçn hîp chñng SETDN20 nu«i ë 
®iÒu kiÖn kÞ khÝ kh«ng b¾t buéc. 

Kit TA Cloning(R) cã vector pCR2.1, T4 
ADN ligaza, tÕ bµo kh¶ biÕn E. coli INVF' cña 
h·ng InvitrogienTM. X¸c ®Þnh tr×nh tù gien b»ng 
m¸y ®äc tr×nh tù tù ®éng ABI PRISM 3100 
Avant Gientic Analyzer. Tr×nh tù nucleotit ®−îc 
xö lý b»ng phÇn mÒm ABI PRISM 3100 Avant 
Data Collection v1.0 vµ ADN Sequencing 
Analysis. 

2. Ph−¬ng ph¸p  

a. Ph−¬ng ph¸p ph©n lËp vi khuÈn 

      Ph©n lËp chñng vi khuÈn theo ph−¬ng ph¸p 
lµm giµu. MÉu ®Êt ban ®Çu ch−a xö lý tÈy ®éc 
(mÉu ®èi chøng) vµ mÉu ®ang xö lý b»ng c«ng 
nghÖ ph©n hñy sinh häc ®−îc lµm giµu trªn m«i 
tr−êng xö lý cã bæ sung dÞch chiÕt ®Êt  (t¸ch tõ 
®Êt nhiÔm chÊt ®éc hãa häc) lµm nguån cacbon 
vµ n¨ng l−îng duy nhÊt. Qu¸ tr×nh lµm giµu 
®−îc tiÕn hµnh 3 lÇn, thÓ tÝch b×nh nu«i cÊy kÞ 
khÝ lµ 125 ml, nu«i ë ®iÒu kiÖn tÜnh, trong bãng 
tèi ë 30oC. Nguån cacbon vµ n¨ng l−îng sö 
dông cho nghiªn cøu nµy lµ dÞch chiÕt ®Êt v× nã 
chøa chñ yÕu ®ång ph©n  2,3,7,8-TCDD lµ 
®ång ph©n ®éc nhÊt víi hÖ sè ®éc lµ 1, c¸c 
®ång ph©n dioxin, furan chøa clo kh¸c còng ®· 
ph©n tÝch ®−îc. DÞch chiÕt ®Êt ®−îc t¸ch tõ 
mÉu ®Êt §µ N½ng theo ph−¬ng ph¸p 
Envirograd [7]. 

b. Nghiªn cøu h×nh th¸i tÕ bµo vi khuÈn 

      Quan s¸t h×nh th¸i tÕ bµo vi khuÈn b»ng kÝnh 
hiÓn vi ®iÖn tö quÐt JSML 5410  víi sù céng t¸c 
cña ViÖn 69, Bé T− lÖnh L¨ng. 

c. Ph−¬ng ph¸p t¸ch ADN tæng sè, PCR vµ 
nh©n dßng ®äc tr×nh tù 

T¸ch ADN tæng sè theo ph−¬ng ph¸p cña 
Sambrook vµ Russel [11] vµ nh©n ®o¹n gien 16S 
ARN ribosom cã ®é dµi kho¶ng 550 bp b»ng kü 
thuËt PCR sö dông cÆp måi 907R, 341F kÑp GC. 
§iÒu kiÖn PCR ®−îc tiÕn hµnh nh− ®· m« t¶ bëi 
NguyÔn Thanh Thñy [9] víi nhiÖt ®é g¾n måi lµ 
65oC.  

Nh©n ®o¹n gien m· hãa cho enzim dioxin - 
dioxygenaza cã ®é dµi kho¶ng 700 bp b»ng kü 
thuËt PCR sö dông cÆp måi DF, DR víi thÓ tÝch 
lµ 25 µl, thµnh phÇn ph¶n øng gåm 2,5 µl  PCR 
buffer 10x, 4 mM MgCl2, 0,25 mM hçn hîp 
dNTPs, 20 pM mçi lo¹i måi DF vµ DR, 1 ®¬n vÞ 
Taq ADN polymeraza, nhiÖt ®é g¾n måi lµ 
50oC. S¶n phÈm PCR ®−îc ®iÖn di trªn gel 
agaroza nång ®é 0,8%, sau ®ã ®−îc g¾n trùc tiÕp 
vµo vector pCRR 2.1 nhê T4-ADN ligaza; s¶n 
phÈm g¾n ®−îc biÕn n¹p vµo chñng E. coli INV 
F' vµ chän läc trªn m«i tr−êng LB ®Æc cã chøa 
100 mg/l ampixillin, nu«i cÊy ë 370C qua ®ªm. 
T¸ch chiÕt vµ lµm s¹ch ADN plasmit theo 
Sambrook vµ Russel [11]. 

d. −Ph ¬ng ph¸p ®iÖn di gel gradient biÕn tÝnh 
(DGGE) ®Ó x¸c ®Þnh møc ®é ®a d¹ng cña vi 
sinh vËt trong tËp ®oµn  

 Sau khi thu ®−îc s¶n phÈm PCR ®¶m b¶o 
chÊt l−îng, chóng t«i ®· sö dông ph−¬ng ph¸p 
®iÖn di kiÓm tra trªn gel biÕn tÝnh, nång ®é cña 
gel lµ 6% víi d¶i biÕn tÝnh tõ  20-70% ®Ó nghiªn 
cøu sù ®a d¹ng cña tËp ®oµn vi sinh vËt [9]. 

e. Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ®é tån l−u cña 
PCDDs vµ PCDFs 

Sù thay ®æi thµnh phÇn hãa häc 
(PCDDs/PCDFs) trong c¸c mÉu ®−îc t¸ch chiÕt 
vµ ph©n tÝch theo ph−¬ng ph¸p EPA 8270 b»ng 
GC/MS (Hewlett Packard 6890 GC/MSD 5972 
A víi khèi phæ EPA 98 th− viÖn khèi phæ, quÐt 
tõ 35 ®Õn 500 amu) vµ so s¸nh víi thêi gian l−u 
vµ phæ khèi l−îng c¸c mÉu chÊt chuÈn. 

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. Sù ph¸t triÓn vµ h×nh th¸i tÕ bµo cña hçn 
hîp vi khuÈn kÞ khÝ kh«ng b¾t buéc 
SETDN20 
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A B 

H×nh 1. Sù ph¸t triÓn (A) vµ h×nh th¸i tÕ bµo (B) cña hçn hîp vi khuÈn SETDN20 
 

§Ó nghiªn cøu hçn hîp chñng vi khuÈn nµy, 
chóng t«i chØ sö dông ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy kÞ 
khÝ kh«ng cã sù hç trî cña phßng nu«i cÊy kÞ 
khÝ vµ c¸c lo¹i khÝ cÇn thiÕt. SETDN20 ®· ®−îc 
lµm giµu ba lÇn. C¸c chñng s¹ch kh«ng thÓ t¸ch 
®−îc ra khái hçn hîp nªn chóng t«i ®· nghiªn 
cøu c¶ hçn hîp chñng cña SETDN20. Nh×n vµo 
h×nh th¸i tÕ bµo b»ng kÝnh hiÓn vi ®iÖn tö quÐt ë 
h×nh 1 ta thÊy, cã Ýt nhÊt hai loµi vi khuÈn trong 

®ã tån t¹i mét lo¹i vi khuÈn chiÕm −u thÕ h×nh 
th¸i gièng nh− ®¹i diÖn cña Sarcina.  

2. Kh¶ n¨ng sö dông dioxin cña hån hîp vi 
khuÈn SETDN20 

§é tån l−u cña dioxin vµ furan trong dÞch 
nu«i cÊy cña mÉu cã SETDN20 vµ mÉu ®èi 
chøng (kh«ng cã vi sinh vËt) ®−îc tr×nh bµy ë 
b¶ng 1.  

 
B¶ng 1 

Kh¶ n¨ng sö dông c¸c ®ång ph©n PCDDs vµ PCDDFs cña hån hîp vi khuÈn SETDN20 

Nång ®é ®éc t−¬ng ®−¬ng (pg TEQ/1 ml) 
Tªn ®ång ph©n §èi chøng kh«ng cã  

vi sinh vËt 
Hçn hîp vi khuÈn kÞ khÝ 

SETDN20 

PCDDs  
2,3,7,8-TCDD 4272,774 3506,466 
1,2,3,7,8 PeCDD 13,876 11,476 
1,2,3,4,7,8 HxCDD 0,22 0,177 
1,2,3,6,7,8 HxCDD 0,956 0,834 
1,2,3,7,8,9 HxCDD 0,566 0,495 
1,2,3,4,6,7,8 HpCDD 0,356 0,307 
1,2,3,4,6,7,8,9 OCDD 0,89 0,737 
PCDFs  
2,3,7,8 TCDF 8,433 7,313 
1,2,3,7,8 PeCDF 0,040 0,037 
2,3,4,7,8 PeCDF 0,923 0,744 
1,2,3,4,7,8 HxCDF 0,098 0,082 
1,2,3,6,7,8 HxCDF 0,036 0 
1,2,3,7,8,9 HxCDF 0 0 
2,3,4,6,7,8 HxCDF 0,031 0,038 
1,2,3,4,6,7,8 HpCDF 0,038 0,031 
1,2,3,4,7,8,9 HpCDD 0 0 
1,2,3,4,6,7,8,9 OCDF 0,002 0,001 
Tæng ®é ®éc  4299,243 3528,742 
PhÇn tr¨m ph©n hñy  0 17,9% 
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Hçn hîp chñng SETDN20 sau 60 ngµy nu«i 
cÊy trªn m«i tr−êng xö lý cã bæ sung dÞch chiÕt 
®Êt ®· lo¹i bá 17,9% tæng ®é ®éc, trong ®ã 
2,3,7,8-TCDD gi¶m tõ 4299,243 pg TEQ/ml 
xuèng cßn 3528,742pg TEQ/ml. So víi mét sè 
chñng vi sinh vËt cã kh¶ n¨ng ph©n hñy dioxin 
hiÕu khÝ ®· c«ng bè nh− Streptomyces 
danangiensis XKDN19 cã kh¶ n¨ng ph©n hñy 
85,97% l−îng 2,3,7,8-TCDD sau 14 ngµy víi 
hµm l−îng ban ®Çu 333 pg/ml [6] th× kh¶ n¨ng 
ph©n hñy cña hçn hîp chñng SETDN20 thÊp 
h¬n kh¸ nhiÒu. Bªn c¹nh ®ã, c¸c chñng thuéc 
chi Nocardiopsis vµ Bacillus megaterium ®−îc 
ph©n lËp tõ ®Êt trang tr¹i cã kh¶ n¨ng ph©n hñy 
2,3,7,8-TCDD ë nång ®é 5 ppb [10]. Tuy nhiªn 
do dioxin hßa tan trong n−íc rÊt thÊp, nã tÝch tô 
nhiÒu trong c¸c trÇm tÝch thiÕu oxy, v× vËy ph©n 
hñy dioxin ë ®iÒu kiÖn kh«ng ph¶i hiÕu khÝ còng 
rÊt cã ý nghÜa. VÝ dô nh− chñng vi khuÈn kÞ khÝ 
Dehalococcoid CBDB1 ®−îc ph©n lËp tõ trÇm 
tÝch cã kh¶ n¨ng chuyÓn hãa 1,2,3-TrCDD vµ 
1,3,4-TrDD ®Ó t¹o thµnh c¸c hîp chÊt Ýt ®éc 
h¬n. Sau 57 ngµy nu«i cÊy ë ®iÒu kiÖn kÞ khÝ 
h¬n 60% l−îng 1,2,3-TrCDD ë nång ®é ban ®Çu 
25 µM vµ 37% l−îng 1,3,4-TrCDD ë nång ®é 
ban ®Çu 60 µM ®· chuyÓn hãa thµnh 
2-MCDD [2]. 

C¸c kÕt qu¶ nghiªn cøu kh¶ n¨ng sö dông 
dioxin cho thÊy, SETDN20 thuéc vi sinh vËt sö 
dông nguån chÊt ®éc nµy nh− nguån cacbon vµ 
n¨ng l−îng duy nhÊt. Nh− vËy, hçn hîp chñng 
SETDN20 cã kh¶ n¨ng sö dông dioxin vµ chñ 
yÕu lµ ®ång ph©n 2,3,7,8-TCDD thùc sù cã ý 
nghÜa trong nghiªn cøu x©y dùng qui tr×nh c«ng 
nghÖ tÈy ®éc dioxin. V× vËy, hçn hîp chñng nµy 
®· ®−îc sö dông ®Ó nghiªn cøu sù ®a d¹ng vµ 
gien chøc n¨ng dioxin dioxygenaza. 

3. Sù ®a d¹ng cña vi sinh vËt trong hçn hîp 
chñng SETDN20 

B»ng quy tr×nh t¸ch chiÕt ADN cña 
Sambrook vµ Russel (2001), chóng t«i ®· thu 
nhËn ®−îc ADN tæng sè cña hçn hîp chñng 
SETDN20 ®ñ c¶ vÒ sè l−îng vµ chÊt l−îng ®−îc 
dïng cho nh÷ng nghiªn cøu tiÕp theo. S¶n phÈm 
ADN thu ®−îc lµm khu«n cho ph¶n øng PCR 
nh©n ®o¹n gien 16S ARN ribosom cã ®é dµi 
kho¶ng 550 bp b»ng kü thuËt PCR nh− ®· m« t¶ 
trong phÇn ph−¬ng ph¸p vµ s¶n phÈm PCR ®−îc 
®iÖn di kiÓm tra trªn gel biÕn tÝnh DGGE ®Ó 
nghiªn cøu sù ®a d¹ng cña hçn hîp chñng. KÕt 
qu¶ trªn gel cho ta thÊy, cã 3 b¨ng kh¸c nhau 
trong hçn hîp chñng thÓ hiÖn ë h×nh 2 
(giÕng sè 7). 

 
 
                                               1        2       3       4        5       6       7 

 

H×nh 2. ¶nh ®iÖn di trªn gel gradient biÕn tÝnh (Denature gradient gel electrophoresis - DGGE)  
mÉu hçn hîp chñng SETDN20 giÕng cuèi (sè 7) (c¸c giÕng 1-6 lµ kÕt qu¶ cña mÉu kh¸c)
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Nh− vËy quan s¸t d−íi kÝnh hiÓn vi ®iÖn tö 
quÐt chóng ta chØ nh×n thÇy cã hai loµi, cßn 
dïng ph−¬ng ph¸p ®iÖn di trªn gel gradient biÕn 
tÝnh cho ta thÊy râ h¬n vÒ sù cã mÆt c¸c loµi 
trong hçn hîp chñng, gåm cã 3 b¨ng cã thÓ 
t−¬ng øng víi ba loµi kh¸c nhau. CÇn cã c¸c 
nghiªn cøu vÒ x¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit ®Ó biÕt 
tªn vµ vÞ trÝ ph©n lo¹i cña c¸c b¨ng trªn. Trong 
hçn hîp chñng kÞ khÝ kh«ng hoµn toµn nµy cã 
kh¶ n¨ng sö dông dioxin, vËy vai trß cña c¶ hçn 
hîp nµy nh− thÕ nµo? Tr−íc tiªn chóng t«i 
nghiªn cøu gien m· hãa cho enzim dioxin 
dioxygenaza cña hçn hîp SETDN20 b»ng cÆp 
måi DR, DF. 

a. Nh©n dßng vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù gien dioxin 
dioxygienaza cña SETDN20  

Nh− trong phÇn ph©n lËp mÉu vµ nghiªn cøu 
sù ®a d¹ng ®· ®Ò cËp, SETDN20 cã thÓ lµ hçn 
hîp gåm 3 chñng mµ cho ®Õn nay chóng t«i vÉn 
ch−a thÓ t¸ch vµ lµm s¹ch thµnh chñng ®¬n 
®−îc. Nh−ng hçn hîp 3 chñng nµy l¹i cã kh¶ 
n¨ng ph©n hñy dÞch chiÕt tõ ®Êt nhiÔm dioxin 
(chñ yÕu lµ thµnh phÇn 2,3,7,8-TCDD), v× vËy 
chóng t«i tiÕn hµnh x¸c ®Þnh gien m· hãa cho 
enzim dioxin dioxygenaza trong hçn hîp chñng 
SETDN20. ADN tæng sè cña hçn hîp chñng 
SETDN20 sau khi t¸ch chiÕt vµ lµm s¹ch ®−îc 
dïng lµm khu«n cho ph¶n øng nh©n ®o¹n gien 
m· hãa dioxin dioxygenaza víi cÆp måi måi DF 
vµ DR nh− ®· nªu ë phÇn ph−¬ng ph¸p. 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 3. §iÖn di ®å s¶n phÈm PCR cña gien m· 
hãa cho enzim dioxin deoxygienaza ë SETDN20 
MK. Marker ph©n tö 1kb; giÕng 1. s¶n phÈm PCR lÇn 

1; giÕng 2. s¶n phÈm PCR lÇn 2. 

S¶n phÈm PCR thu ®−îc cã kÝch th−íc 
kho¶ng h¬n 700 bp vµ kh¸ ®Æc hiÖu (h×nh 3, 
giÕng 1, 2). Sau ®ã, s¶n phÈm PCR nµy ®−îc 
g¾n vµo vector pCR 2.1 vµ biÕn n¹p vµo tÕ bµo 
E.coli INV F’. S¶n phÈm nµy ®−îc kiÓm tra 
b»ng enzim giíi h¹n EcoRI. KÕt qu¶ ®· chØ ra 
r»ng, mét b¨ng ADN cã kÝch th−íc kho¶ng 700 
bp ®· ®−îc ph¸t hiÖn. §Ó kh¼ng ®Þnh râ h¬n 
®iÒu nµy ADN plasmit cã mang ®o¹n gien 16S 
ARN ribosom cã kÝch th−íc kho¶ng 700 bp (s¶n 
phÈm PCR) ®· ®−îc sö  dông lµm khu«n vµ 
ch¹y l¹i PCR ë cïng mét ®iÖu kiÖn ph¶n øng 
nh− lÇn ®Çu. KÕt qu¶ vÉn chØ nhËn ®−îc mét 
®o¹n ADN (s¶n phÈm PCR) cã kÝch th−íc nh− 
ban ®Çu kho¶ng 700 bp (h×nh 3, giÕng 2).  

ADN plasmit cã mang s¶n phÈm PCR nh− 
mong muèn ®· ®−îc chän ®Ó t¸ch vµ lµm s¹ch 
l−îng lín phôc vô cho ®äc tr×nh tù. Tr×nh tù 
gien dioxin dioxygenaza cña SETDN20 ®−îc 
x¸c ®Þnh trªn m¸y ®äc tr×nh tù tù ®éng ABI 
PRISM 3100 Avant Genetic Analyse, sö dông 
bé Kit BibDye Terminator V3.1 Cycle 
Sequencing. KÕt qu¶ ®· nhËn ®−îc mét ®o¹n 
tr×nh tù nucleotit kho¶ng h¬n 700 bp râ rµng. 
Tr×nh tù ®o¹n gien nµy ®· ®−îc ®−a vµo khung 
®äc më (ORF) ®Ó dÞch m· ra tr×nh tù axit amin. 
Tr×nh tù nµy ®· ®−îc so s¸nh víi c¸c tr×nh tù 
axit amin trong Ng©n hµng Protein thÕ giíi 
EMBL. KÕt qu¶ cho thÊy enzim nµy cã ®é t−¬ng 
®ång cao víi nhãm enzim phenylpropionate 
dioxygenaza (99%). §iÒu nµy chøng tá, trong 
hçn hîp vi khuÈn SETDN20 ®· cã mang nhãm 
gien m· hãa cho c¸c enzim dioxin dioxygenaza 
mµ chóng t«i rÊt quan t©m trong c«ng nghÖ tÈy 
®éc dioxin. 

III. KÕt luËn 

1. Hçn hîp chñng SETDN20 cã thÓ bao gåm 
3 loµi kh¸c nhau vµ cã kh¶ n¨ng ph¸t triÓn trªn 
nguån dÞch chiÕt ®Êt víi hµm l−îng cao trong 
®iÒu kiÖn kÞ khÝ kh«ng b¾t buéc.  

2. Sau hai th¸ng nu«i tÜnh ë nhiÖt ®é 30oC, 
hçn hîp chñng SETDN20 ®· lo¹i bá 17,9% tæng 
®é ®éc trong ®ã cã 2,3,7,8-TCDD.  

3. Trong hçn hîp chñng SETDN20 chøa 
gien m· hãa enzim dioxin dioxygenaza. Enzim 
nµy cã ®é t−¬ng ®ång cao víi nhãm enzim 
phenylpropionate dioxygienaza (99%). ë ®iÒu 
kiÖn kÞ khÝ kh«ng b¾t buéc, gien m· hãa cho c¸c 

   1        2      MK      

500 bp 

750 bp 



 69 

enzim dioxygenaza tham gia vµo qu¸ tr×nh c¾t 
vßng th¬m vÉn cã mÆt.       

Lêi c¶m ¬n: kinh phÝ thùc hiÖn c«ng tr×nh nµy 
thuéc ®Ò tµi ®éc lËp cÊp nhµ  n−íc cña Ch−¬ng 
tr×nh 33 giai ®o¹n 2001-2004. Chóng t«i xin 
ch©n thµnh c¶m ¬n sù hîp t¸c cña Trung t©m 
XLMT, thuéc Bé T− lÖnh Hãa häc vµ sù céng t¸c 
cña c¸c ®ång nghiÖp trong vµ ngoµi ViÖn  
C«ng nghÖ Sinh häc. 
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dioxin degradating capability and the identification of gene 

encode for dioxin dioxygenase of Facultative Anaerobic 
Bacterial mixture setdn20 from toxic chemicals 

contaminated soils in danang 
 

Nguyen Thi Sanh, Nghiem Ngoc Minh,  
Nguyen Quoc Viet, Dang Thi Cam Ha 

Summary 
 

The facultative bacterial mixture SETDN20 were isolated from 100 DNT biotreatment in toxic chemical 
contaminated site of Danang former military base. This bacterial mixture grews well in treated media that 
added soil extract. This soil extract not only contains 2,3,7,8-tetracloodibenzo-p-dioxin (2,3,7,8-TCDD) but 
also contain the other chlorinated congeners such as polychlorinated dibenzodioxin (PCDDs), polychlorinated 
dibenzofuran (PCDFs). The SETDN20 grews well at temperature 30oC in treated media which added soil 
extract and SETDN20 was able to remove 17.9% total toxicity. The diversity of bacterial mixture SETDN20 
was studied base on the observer under TEM and DGGE (Denature gradient gel electrophoresis) techniques 
and showed that there are three diffirent strains. Results of encoding dioxin dioxygenase gene (with 
approximately 700 bp in lengh) and the deduced amino acid sequence analysis and comparison to those in the 
EMBL databases showed that enzyme was high homology (~99% identity) to some representative of 
phenylpropionate dioxygienase. The preliminary results obtained indicate that SETDN20 may play certain role 
in dioxin degradation in facultative anaerobic condition which samely with condition of detoxification 
treatment by “active land fill” on the spot.  
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