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TÓM TẮT 

Từ dịch nuôi cấy chủng xạ khuẩn Actinoplanes missouriensis, hai hợp chất flufuran (1) và trehalose (2) đã được phân lập. Cấu trúc của hai hợp chất này được  xác định 
dựa trên việc phân tích dữ liệu phổ NMR, ESI-MS và so sánh với tài liệu tham khảo. Hợp chất 1 được đánh giá khả năng tác động lên hoạt tính thủy phân ATPase của 
protein tái tổ hợp ClpC1. Kết quả cho thấy, chất 1 có ảnh hưởng đến quá trình thủy phân của ClpC1, một protein điều hoà quan trọng có chức năng phân hủy các protein
lỗi của vi khuẩn lao Mycobacterium tuberculosis.  

Từ khóa: Actinoplanes missouriensis, flufuran, trehalose, ATPase, ClpC1, Mycobacterium tuberculosis. 

ABSTRACT 

From the culture solution of Actinoplanes missouriensis, two compounds including flufuran (1) and trehalose (2) were isolated. The structures of these compounds 
were determined based on the analysis of NMR, ESI-MS spectral data and comparison with references. Compound 1 was evaluated the ATPase hydrolysis activity of the 
recombinant ClpC1 protein. The results showed that this compound has the ability to affect the hydrolysis of ClpC1, a regulatory protein in Clp protease that plays an 
important role in degrading misfolded proteins of Mycobacterium tuberculosis. 

Keywords: Actinoplanes missouriensis, flufuran, trehalose, ATPase hydrolysis, ClpC1 protein, Mycobacterium tuberculosis. 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Bệnh lao là một bệnh truyền nhiễm do vi khuẩn 
Mycobacterium tuberculosis gây ra. Theo Tổ chức Y tế thế giới 
(WHO), bệnh lao là một trong những nguyên nhân hàng đầu 

gây tử vong ở người trên toàn thế giới. Năm 2021, thế giới 
có khoảng 1,6 triệu ca tử vong và 10,6 triệu ca nhiễm lao mới, 
trong đó gần 450.000 bệnh lao đa kháng thuốc [1]. Việt Nam 
là một trong 30 nước có gánh nặng bệnh lao cao nhất trên 
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thế giới, với khoảng 174.000 ca mắc mới và 11.000 ca tử 
vong mỗi năm [2]. Đáng báo động hơn, tỷ lệ lao đa kháng 
thuốc đã tăng lên đáng kể với khoảng 8.400 bệnh nhân lao 
kháng thuốc, trong đó có một tỉ lệ không nhỏ mắc lao đa 
kháng thuốc [3]. Bệnh lao đa kháng thuốc được coi xem là 
mối đe dọa nghiêm trọng đến sức khỏe cộng đồng ở các 
nước [1]. Vì vậy, việc tìm kiếm các hợp chất kháng lao mới để 
điều trị bệnh là vấn đề rất cần thiết và có tính cấp bách 
không chỉ ở Việt Nam mà trên toàn thế giới. Xạ khuẩn 
(Actinomycete) từ lâu đã được biết đến là nguồn vi sinh vật 
cung cấp các hợp chất kháng sinh đã được sử dụng làm 
thuốc [4].  

Đối với nhiều vi sinh vật gây bệnh nói chung và vi khuẩn 
lao nói riêng, protein ClpC1 đóng vai trò quan trọng trong 
quá trình sống của chúng. Khác với nhiều loài vi khuẩn khác, 
ClpC1 ở M. tuberculosis có trình tự bảo toàn cao và khi kết 
hợp với phức hợp ClpP sẽ đảm nhận vai trò chaperone trong 
tế bào [5]. Nhiều nghiên cứu đã cho thấy khi ClpC1 mất hoạt 
tính, sự phân hủy protein trong tế bào bị giảm hoặc có thể 
bị dừng lại hoàn toàn [6, 7]. Do đó, protein ClpC1 đã trở 
thành mục tiêu quan trọng trong quá trình tìm kiếm và sàng 
lọc các tác nhân chống lại vi khuẩn lao một cách an toàn và 
hiệu quả. Protein ClpC1 được tái tổ hợp từ vi khuẩn 
Escherichia coli tại các phòng thí nghiệm mà không cần mức 
độ an toàn sinh học cao [8]. Nhiều hợp chất phân lập từ xạ 
khuẩn đã được phát hiện và thể hiện hoạt tính tiềm năng tác 
động lên quá trình thủy phân protein của ClpC1 như 
ecumicin, cyclomarin A, và lassomycin…[9 - 11].  

Xạ khuẩn Actinoplanes missouriensis lần đầu được phân 
lập từ môi trường đất ở Hamilton, bang Missouri, Hoa Kỳ và 
được Couch mô tả đầu tiên năm 1963 [12]. Tuy nhiên, qua 
nghiên cứu tài liệu cho thấy, cho đến nay trên thế giới có rất 
ít tài liệu liên quan đến các hợp chất thứ cấp được sản xuất 
từ loài này. Xạ khuẩn này sản sinh ra enzym 6-O-α-L-
rhamnosyl-β-D-glucosidase làm xúc tác cho quá trình thủy 
phân các flavonoid 7-O-rutinosylate và các dẫn xuất của 
rutinose [13]. Ngoài ra, từ chủng xạ khuẩn này đã phân lập 
được actaplanin (A4696) - một phức hợp kháng sinh 
glycopeptide có hoạt tính ức chế mạnh đối với vi khuẩn 
gram (+) [14, 15]. Ở Việt Nam chưa có nhóm nghiên cứu nào 
công bố về các hợp chất thứ cấp và hoạt tính sinh học của 
chủng xạ khuẩn A. missouriensis. Trong nghiên cứu này, 
chúng tôi tiến hành nuôi cấy, nhân giống và phân lập các 
hợp chất thứ cấp từ chủng xạ khuẩn A. missouriensis. Hai hợp 
chất là flufuran (1) và trehalose (2) đã được phân lập và xác 
định cấu trúc. Hợp chất 1 được đánh giá khả năng tác động 
lên hoạt động thuỷ phân ATP (ATPase) của protein ClpC1, 
một protein tái tổ hợp từ vi khuẩn Escherichia coli được 
chúng tôi sử dụng trong nghiên cứu này.  

2. THỰC NGHIỆM 
2.1. Đối tượng 

Chủng xạ khuẩn hiếm A. missouriensis VTCC40900 được 
nuôi cấy và được cung cấp bởi Trung tâm nguồn gen Vi sinh 
vật quốc gia - Viện Vi sinh vật và Công nghệ Sinh học, Đại 
học Quốc gia Hà Nội. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 
Phổ NMR được đo trên thiết bị Bruker AM500 FT-NMR, tại 

tần số 125MHz đối với 13C NMR và 500MHz đối với 1H NMR.  

Silica gel 40 - 63µm và Sephadex LH-20 được sử dụng 
trong sắc ký cột (CC). Sắc ký lớp mỏng TLC silica gel 60 F254 

(0,25mm, Merck). 

Protein ClpC1 của vi khuẩn lao M. tuberculosis được tái tổ 
hợp từ chủng vi khuẩn Escherichia coli Rosetta 2 và tinh sạch 
qua cột chứa ion Ni2+ với đuôi His-tag (Ni-TED hãng 
Macherey-Nagel). Hoạt tính thuỷ phân ATP của protein 
ClpC1 tái tổ hợp được xác định bằng cách đánh giá lượng 
phosphat giải phóng ra sau phản ứng bằng thuốc thử 
BIOMOL® Green (hãng Enzo Life Sciences). 

2.3. Thực nghiệm 

2.3.1. Chiết xuất và phân lập các hợp chất từ 
Actinoplanes missouriensis 

Chủng xạ khuẩn A. missouriensis được nuôi cấy trên môi 
trường thạch trong 5 - 7 ngày, sau đó được cấy vào bình nón 
1000mL chứa 350mL môi trường YS, lắc với tốc độ 160 
vòng/phút, 28 - 30°C, trong 72 giờ. Dịch xạ khuẩn không tạp 
nhiễm, có mật độ 25.106 - 30.106 tế bào/mL được làm giống 
gốc cho hệ thống lên men 50 lít. Sau quá trình lên men 6 
ngày, dịch nuôi cấy (50L) được tiến hành ly tâm để tách riêng 
dịch nước và cặn tế bào. Phần dịch nước (40L) được chiết với 
EtOAc (3 × 4h × 20L), cất loại dung môi thu được cặn chiết 
EtOAc ký hiệu là H9 (7,3g). Cặn chiết EtOAc được tiến hành 
chạy sắc ký cột Sephadex LH-20 với dung môi rửa giải là 
methanol/nước (9:1) thu được 10 phân đoạn (H9.1  H9.10). 
Phân đoạn H9.2 (1,5g) được chạy sắc ký cột silicagel 
(EtOAc:MeOH:H2O, 6:4:0,1) thu được 9 phân đoạn (H9.2.1  
H9.2.9). Phân đoạn H9.2.2 (35mg) được tinh chế bằng sắc kí 
lớp mỏng điều chế thu được hợp chất 1 (4mg). Phân đoạn 
H9.2.9. (140mg) được tinh chế bằng cột Sephadex LH-20 
(MeOH:H2O, 9:1) và lặp lại hai lần thu được hợp chất 2 
(3,6mg). 

Flufuran (1): Tinh thể hình kim; C6H6O4, ESI-MS:  
m/z = 140,7 [M-H]-. 1H-NMR (CD3OD, 500MHz) δH 7,95 (1H, 
s,H-2), 6,51 (1H, s, H-4), 4,42 (2H, s, H-7); 13C-NMR (CD3OD, 
125MHz) δC 177,2 (C-6), 170,2 (C-5), 147,4 (C-3), 141,0 (C-2), 
110,6 (C-4), 61,2 (C-7). 

Trehalose (2): Chất rắn màu trắng; C12H22O11, ESI-MS:  
m/z = 364,9 [M+Na]+. 1H-NMR (CD3OD, 500MHz) δH 5,14 (2H, 
d, J = 3,5Hz), 3,84 (6H, m), 3,70 (2H, m), 3,49 (2H, dd, J = 10,0, 
3,5Hz), 3,33 (2H, m);13C-NMR (CD3OD, 125MHz) δC 95,0 (C-1), 
74,6 (C-3), 73,8 (C-2), 73,2 (C-5), 71,9 (C-4), 62,6 (C-6). 

2.3.2. Đánh giá hoạt tính ATPase của protein tái tổ hợp 
ClpC1 

Biến nạp, biểu hiện và tinh sạch protein tái tổ hợp ClpC1 

Protein tái tổ hợp ClpC1 được tổng hợp bằng việc gắn 
đoạn gen đặc trưng cho ClpC1 của vi khuẩn M. tuberculosis 
với pET28a (+) plasmid, biến nạp và biểu hiện trên E. coli 
Rosettaa2 (DE3) bằng phương pháp sốc nhiệt. Môi trường LB 
(Luria-Bertani) Broth High Salt (MB cell, Korea) (Tryptonee 
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10g; Yeast Extract 55g; Sodium Chloride 10g; pH = 7,0 ± 0,2, 
25ºC) được dùng làm môi trường nuôi cấy có chứa 
500µg/mL Kanamycinn (Sigma, USA). Xác định nồng độ vi 
khuẩn trong môi trường nuôi cấy sau tăng sinh tại nồng độ 
OD600nm đạt ngưỡng 0,6 - 0,8, bổ sung 1mM IPTG 
(isopropyl01-thio-β-D galactopyranosidee-Sigma) để tăng 
cường độ biểu hiện protein trong 16 h và tiếp tục nuôi tại 
16ºC [16, 17]. 

Ly tâm thu hồi cặn tế bào sau nuôi cấy và tiến hành phá 
màng tế bào bằng phương pháp sóng siêu âm trên hệ thống 
siêu âm. Protein tái tổ hợp ClpC1 được tinh sạch bằng cột 
tinh sạch Ni2+ ion. Điện di SDS-PAGE với nồng độ gel 12% 
(Bio-rad, USA) được sử dụng để phân tích chất lượng protein 
sau tinh sạch [18].  

Nồng độ protein sau tinh sạch được đo bằng phương 
pháp Bradford tại bước sóng 595nm trên hệ thống máy 
Infinite® 200 PRO (Tecan, Thụy Sĩ) [19, 20]. Dung dịch đệm 
chứa 50mM Tris-HCl, 100mM KCl, 80mM MgCl2, pH 7,5 và cột 
khử muối PD-10 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Thụy Điển) 
được sử dụng trong quá trình thay đổi thành phần của dung 
dịch đệm cho phù hợp với điều kiện thí nghiệm đánh giá 
hoạt độ thuỷ phân ATP của protein. 

Đánh giá hoạt độ ATPase của protein tái tổ hợp ClpC1 
Hoạt tính ATPase được phát hiện bằng cách ủ protein tái 

tổ hợp ClpC1 với nồng độ ATP tương ứng ở nhiệt độ 37°C 
trong 1 h trong dung dịch đệm phản ứng phù hợp, thể tích 
cuối cùng là 50μL. Hoạt tính xác định ATPase của ClpC1 được 
đo bằng cách đánh giá lượng phosphat được giải phóng ra 
bằng thuốc thử BIOMOL® Green ở bước sóng hấp thụ 620nm 
trên hệ máy Infinite® 200 PRO (Tecan, Thụy Sĩ) [21]. Lượng 
photphat được giải phóng sau phản ứng được xử lý và phân 
tích trên phần mềm OriginPro8. Dựa vào các kết quả đã được 
công bố, ecumicin và rufomycin được sử dụng làm chất đối 
chứng dương trong thí nghiệm này. 
3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Cấu trúc của các hợp chất phân lập từ chủng xạ 
khuẩn hiếm Actinoplanes missouriensis 

Phổ khối ESI-MS của hợp chất 1 cho pic ion phân tử tại 
m/z 140,7 [M-H]-. Trên phổ 1H-NMR xuất hiện hai tín hiệu tại 
δH 7,95 (1H, s),  6,51 (1H, s) và 1 nhóm methylen gắn oxi tại 
δH 4,42 (2H, s). Phổ 13C-NMR xuất hiện tín hiệu của một nhóm 
carbonyl tại δC 177,2; tín hiệu của 4 carbon vòng thơm tại δC 
170,2 (C-5), 147,4 (C-3), 141,0 (C-2) và 110,6 (C-4); và 1 carbon 
methylen tại δC 61,2. So sánh với tài liệu tham khảo, cho 
phép kết luận chất 1 là dẫn xuất của vòng furan [22].  
Phổ NMR của chất 1 hoàn toàn trùng khớp với  
5-hydroxymethylfuran-3-carboxylic acid hay flufuran. 
Flufuran (1) được phân lập lần đầu tiên từ chủng nấm 
Polyporus arcularius [22]. Flufuran thể hiện hoạt tính kháng 
nấm đối với chủng Phytophthora cinnamomi và P. nicotianae. 
Hợp chất này còn thể hiện  hoạt tính ức chế enzyme 
monoamine oxidase (MAO), một enzym có liên quan đến các 
bệnh về thần kinh như trầm cảm, parkison [23, 24]. 

Hợp chất 2 được phân lập dưới dạng chất rắn, màu trắng. 
Phổ khối ESI-MS của hợp chất này cho pic ion phân tử tại m/z 

364,9 [M+Na]+. Trên phổ 1H-NMR của chất 2 cho thấy tín hiệu 
proton anomer tại H 5,14 (d, J = 3,5Hz) với hằng số tương tác 
nhỏ (3,5Hz), cho thấy đây là một đường  α-glucoside. Ngoài 
ra, các tín hiệu proton của đường glucose được quan sát thấy 
tại δH 3,84 (m), 3,70 (m), 3,49 (dd, J = 10,0, 3,5Hz), 3,33 (m). 
Phổ 13C-NMR xuất hiện các tín hiệu carbon tại δC 95,0 (C-1); 
74,6 (C-3); 73,8 (C-2); 73,2 (C-5); 71,9 (C-4); 62,6 (C-6). Kết hợp 
các dữ liệu phổ NMR, phổ MS (m/z 364,9 [M+Na]+) và so sánh 
với tài liệu tham khảo cho phép kết luận chất 2 là trehalose 
[25]. Trehalose là một disaccharide bao gồm hai phân tử 
đường α-glucoside qua liên kết α,α-1,1-glycoside [25]. 
Trehalose được sinh ra trong quá trình sinh tổng hợp của M. 
smegmatis và M. tuberculosis. Trehalose rất cần thiết cho sự 
phát triển và tồn tại của vi khuẩn [25].  
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Hình 1. Cấu trúc của hợp chất 1 và 2 từ chủng xạ khuẩn A. missouriensis 

3.2. Hoạt tính ATPase của protein tái tổ hợp ClpC1 
Việc tinh sạch protein tái tổ hợp bằng cột tinh sạch Ni-

TED được thực hiện nhanh chóng, dễ dàng và phù hợp với 
các thí nghiệm tổng hợp protein trong quy mô phòng thí 
nghiệm [26]. Kết quả thí nghiệm cho thấy các protein ClpC1 
sau khi được tổng hợp đều nằm trong màng tế bào, chỉ được 
thu lại sau quá trình phá màng tế bào bằng sóng siêu âm. 
Điều này hoàn toàn phù hợp với các nghiên cứu từ trước đến 
nay đã chỉ ra CplC1 là một dạng protein nội bào đảm nhiệm 
chức năng quan trọng trong việc kiểm duyệt và loại bỏ các 
protein hoặc phân tử không còn cần thiết, giúp duy trì sự ổn 
định và hoạt động hiệu quả của các protein khác trong tế 
bào vi khuẩn. Protein tái tổ hợp ClpC1 có trọng lượng phân 
tử xấp xỉ 93,5kDa (hình 2). 

 
Hình 2. Quá trình điện di với cột tinh sạch Ni-TED để tinh sạch protein tái tổ 

hợp ClpC1 

M: Maker; 1: dịch nuôi cấy; 2, 3: dịch từ cặn tế bào sau khi phá tế bào;  

I, II, III: Phân đoạn thu dịch 
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Hoạt tính thuỷ phân ATP và mức độ ổn định của protein 
tái tổ hợp ClpC1 được tiến hành kiểm tra và theo dõi trong 
suốt thí nghiệm.  

Phương pháp đo lượng phosphate (Pi) giải phóng ra, 
được chúng tôi sử dụng để đo hoạt độ thuỷ phân ATP của tế 
bào. Khi enzym ATPase thủy phân ATP (Adenosin 
Triphosphat) thành ADP (Adenosin Diphosphat) và Pi thì Pi 
sẽ được giải phóng. Lượng Pi này có thể được đo bằng cách 
sử dụng phản ứng hoá học với chất chỉ thị BIOMOL® Green 
[27]. Đây là phương pháp đơn giản, dễ thực hiện và chi phí 
thấp cho phép xác định hàm lượng nhỏ Pi. Kết quả cho thấy, 
tại nồng độ 10uM, ATP bắt đầu tăng dần hoạt độ thủy phân 
và thể hiện đầy đủ chức năng thủy phân (bảng 1). Quan sát 
kết quả ở bảng 2, hoạt động phân giải ATP ổn định trong 7 
ngày (chỉ dao động trong khoảng 1,685 - 
1,829nmol/µg/phút). Sau ngày thứ 7, hoạt độ ATPase không 
còn ổn định. 

Bảng 1. Hoạt độ sử dụng ATPase của protein tái tổ hợp ClpC1 theo nồng độ 
ATP 

Nồng độ 5µM 10µM 50µM 100µM 200µM 250µM 500µM 

Hoạt độ phân 
hủy ATP 

(nmol/µg/phút) 
0,2 0,5 1,1 2,1 4,3 8,6 16,7 

Bảng 2. Hoạt độ sử dụng ATPase của protein tái tổ hợp ClpC1 theo ngày 

Ngày 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Hiệu suất 
hoạt động 
phân giải 

ATP 
(nmol/µg/

phút) 

1,775 1,685 1,740 1,829 1,824 1,871 1,754 1,711 4,527 1,089 4,049 

 
Hình 3. Kết quả đánh giá tác động của hợp chất 1 lên ATPase của ClpC1 

Các tài liệu công bố đã cho thấy ecumicin và rufomycin 
là hai loại kháng sinh có đích tác động trực tiếp đến protein 
ClpC1 của vi khuẩn M. tuberculosis bằng cách ảnh hưởng đến 
chức năng thủy phân ATP của nó [16, 18, 28]. Do đó, 
ecumicin và rufomycin được sử dụng làm chất đối chứng 
dương trong nghiên cứu này. Chúng tôi đã thử nghiệm các 
nồng độ khác nhau của hợp chất 1 và quan sát hoạt động 
ATPase của protein ClpC1. Kết quả trên biểu đồ (hình 3) cho 
thấy hoạt động ATPase tăng dần theo nồng độ của hợp chất 
1 (0,1µM, 1,0µM và 10,0µM). Do vậy, hợp chất 1 có khả năng 

ảnh hưởng đến quá trình thủy phân ATP của protein ClpC1 
tương tự như ecumicin, tuy nhiên với hoạt độ phân giải ATP 
thấp hơn. Các kết quả nghiên cứu trên đã cho thấy đích tác 
động trực tiếp tới protein ClpC1 của vi khuẩn lao của hợp 
chất 1. Tuy nhiên, cần có các nghiên cứu sâu hơn về cơ chế 
và vị trí tác động của hợp chất 1 lên protein ClpC1 của vi 
khuẩn lao. 

4. KẾT LUẬN 

Đây là lần đầu tiên hai hợp chất flufuran (1) và trehalose 
(2) được phân lập từ chủng xạ khuẩn Actinoplanes 
misouriensis. Kết quả nghiên cứu cho thấy hợp chất 1 có tác 
động đến quá trình thủy phân ATPase của protein ClpC1 với 
khả năng làm tăng dần hoạt độ ATPase. Đây cũng là lần đầu 
tiên hợp chất flufuran được đánh giá khả năng tác động lên 
quá trình thủy phân ATPase của ClpC1, một protein điều hòa 
quan trọng của vi khuẩn lao M. tuberculosis. Nghiên cứu của 
chúng tôi góp phần gợi mở tiềm năng ứng dụng của hợp 
chất flufuran được phân lập từ chủng xạ khuẩn A. 
misouriensis trong quá trình tìm kiếm các hợp chất kháng lao 
phục vụ trong y dược.   
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