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TÓM TẮT: Hải miên được biết là vật chủ của nhiều loài vi sinh vật, bằng phương pháp nuôi cấy, 
đã phân lập được 2640 chủng vi khuẩn liên kết với 6 loài hải miên từ bán đảo Sơn Chà. Hai loài hải 
miên Cliona viridis (LC25) và Callyspongia australis (LC26) có số lượng vi khuẩn liên kết phân 
lập được nhiều nhất, từ loài Agelas dirpar (LC27) phân lập được số vi khuẩn liên kết ít nhất. Hoạt 
tính kháng khuẩn của 17 chủng vi khuẩn tuyển chọn đã được kiểm tra bằng phương pháp khuếch 
tán giếng thạch. Trong số đó, chỉ có 3 chủng có khả năng ức chế sinh trưởng của cả 2 loài Vibrio 
parahaemolyticus và V. vulnificus. Chủng LC27cs1 có hoạt tính ức chế sinh trưởng của  
V. parahaemolyticus mạnh nhất, với đường kính vòng ức chế 21,3 mm. Bằng phương pháp giải 
trình tự gen 16S rRNA, ba chủng vi khuẩn có khả năng ức chế đồng thời cả hai nguồn bệnh Vibrio 
và năm chủng khác tạo vòng kháng khuẩn lớn hơn 10 mm được định danh đến loài. Hầu hết các 
chủng  phân lập thuộc chi Bacillus (7/8 chủng) và chỉ có một chủng LC25cs5 phân lập từ loài hải 
miên Cliona viridis được nhận dạng là Paenibacillus barengoltzii. 

Từ khóa: Bacillus, Vibrio, 16S rRNA,  hải miên biển, vi khuẩn, Sơn Chà. 
 
MỞ ĐẦU 

Hải miên được biết là vật chủ nhiều vi sinh 
vật và vai trò của những vi sinh vật này thay đổi 
theo nguồn dinh dưỡng và sự cộng sinh với hải 
miên. Dựa trên những nghiên cứu cộng đồng vi 
sinh vật bằng các phương pháp như điện di gel 
gradient biến tính (DGGE), giải trình tự gen 
16S rRNA và lai huỳnh quang in-situ (FISH), 
người ta nhận thấy có tới hơn 25 ngành vi 
khuẩn liên kết với hải miên. Trong số đó có 
Proteobacteria, Nitrospira, Cyanobacteria, 
Bacteriodetes, Actinobacteria, Chloroflexi, 
Planctomycetes,  Acidobacteria, Poribacteria và 
Verrucomicrobia, ngoài các thành viên của 
Archaea. Các quần thể vi sinh vật khác sống 
trong hải  miên còn có vi nấm và vi tảo. Sự đa 
dạng này có thể giải thích một phần bởi sự thay 
đổi các điều kiện lý, hóa, sinh trong hải miên, 
có thể ảnh hưởng đến sinh thái vi sinh vật và 
tiến hóa. Vi sinh vật liên kết với hải miên còn 
có cả nội bào và ngoại bào [7, 8]. 

Ở Việt Nam, một số nghiên cứu về thành 
phần hải miên ở vịnh Hạ Long, Nha Trang cho 
thấy thành phần loài của chúng rất đa dạng [1, 
2], một số công bố về tách chiết các chất có 
hoạt tính sinh học từ hải miên biển Việt Nam [9, 
10]. Những nghiên cứu về vi sinh vật liên kết 
động vật biển nói chung và hải miên nói riêng 

chưa được chú ý. Đến nay chỉ có một số công 
trình về phân lập và xác định hoạt tính sinh học 
của vi sinh vật biển của các nhà khoa học trong 
nước [4, 17]. 

VẬT LI ỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Vật liệu là các mẫu hải miên được thu thập 
bằng thiết bị SCUBA (self contained 
underwater breathing apparatus ) tại vùng biển 
chân đèo Hải Vân và bán đảo Sơn Chà. 

Môi trường phân lập vi khuẩn (Marine Agar 
2216) (g/l):  Peptone 5,0, cao nấm men 1,0, 
citrate sắt - 0,1, NaCl - 19,45, MgCl2.6H2O - 
8,8, Na2SO4 - 3,24, CaCl2.2 H2O - 1,8, KCl  - 
0,55, NaHCO3 - 16, KBr - 0,08, thạch - 20,0. 
Các loại vi lượng (mg/l):  SrCl2 - 34,0, H3BO3 - 
22,0, Na2(SiO2)nO - 4,0, NaF - 2,4, NH4NO3 - 
1,6, Na2HPO4 - 8,0. Ngoài ra, còn một số hóa 
chất dùng trong nuôi cấy vi sinh vật như NaCl 
0,9%, nước biển nhân tạo. 

Nước biển nhân tạo có thành phần (g/l) bao 
gồm: MgSO4.7H2O: 3,50; NaHCO3: 0,11; 
MgCl2.6H2O: 4,80; CaCl2.2 H2O: 1,60; KCl: 
0,77 và NaCl: 28,13. 

Môi trường TCBS (thiosulfate citrate bile 
salts sucrose)  (g/l): cao men 5; Peptone 10; 
Sodium thiosulfate (Na2S2O3) 10; Sodium 
citrate (C6H5 Na3O7) 10; Ox gall 5; Sodium 
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cholate (C24H39O5Na) 3; Saccharose 20; NaCl 
10; Ferric citrate (C6H5FeO7) 1; Bromothymol 
blue 0,04; thymol blue 0,04; thạch 15. 

Phân lập vi khuẩn liên kết  hải miên [16] 

Mẫu được chuyển từ tủ -20oC sang hộp xốp 
có đá, để rã đông từ từ. Lấy 1 gram hải miên 
cho vào cối sứ, rửa ba lần bằng nước biển nhân 
tạo. Hải miên sau khi rửa được bổ sung 1 ml 
nước biển nhân tạo và nghiền kỹ. Lấy 100 µl 
dịch nghiền hải miên cấy trải lên đĩa Petri có 
môi trường Marine Agar 2216. Nuôi ở nhiệt độ 
30oC. Sau 24 giờ nuôi cấy, chọn các khuẩn lạc 
đặc trưng, riêng rẽ, làm sạch lại trên môi trường 
phân lập và giữ giống cho những nghiên cứu 
tiếp theo. 

Đánh giá hoạt tính đối kháng Vibrio spp. 

Sử dụng phương pháp khuếch tán giếng 
thạch. Các chủng vi khuẩn kiểm định và vi 
khuẩn phân lập được hoạt hóa trong môi trường 
lỏng thích hợp qua đêm. Các chủng vi khuẩn 
phân lập được nuôi trong môi trường và nhiệt 
độ thích hợp 24 giờ. Các chủng vi khuẩn kiểm 
định được cấy trải trên môi trường đặc TCBS 
với mật độ cuối cùng 1-1,5x105/ml. Các đĩa 
Petri có môi trường TCBS đã được cấy vi sinh 
vật kiểm định được đục một số lỗ đường kính 8 
mm bằng dụng cụ chuyên dụng. Lấy 100 µl vi 
khuẩn phân lập đã được nuôi 24 giờ đổ vào lỗ. 
Ủ 30 phút ở nhiệt độ phòng để dịch nuôi cấy

phân tán vào thạch. Nuôi các đĩa ở 30oC. Sau 24 
giờ, xác định đường kính vòng kháng khuẩn 
xung quanh lỗ thạch (D-d) mm. Trong đó, D là 
ường kính vòng kháng khuẩn và lỗ; d là đường 
kính lỗ đục sẵn trên đĩa thạch. 

Một số phương pháp sinh học phân tử: tách 
DNA vi khuẩn, PCR, tách dòng gen theo 
Sambrook et al. (2001) [14]. Giải trình tự gen 
trên máy giải trình tự tự động ABI PRISMR 
3100 (Viện Công nghệ sinh học). 

Định danh vi khuẩn bằng phương pháp giải 
trình tự gen 16S rRNA 

Một số chủng vi khuẩn tuyển chọn được 
nuôi qua đêm, tách DNA tổng số từ sinh khối vi 
khuẩn. Sử dụng cặp mồi đặc hiệu cho gen 16S 
rRNA vi khuẩn và tiến hành PCR để tách dòng 
gen. Làm sạch và giải trình tự gen. So sánh trình 
tự nhận được với các trình tự tương ứng trong 
Ngân hàng Gen quốc tế.  

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Phân lập vi khuẩn liên kết hải miên 

Bằng các bước thực hiện theo phương pháp 
trình bày ở trên, đã phân lập được vi khuẩn liên 
kết hải miên. Các mẫu hải miên gồm Haliclona 
oculata (LC03), Amphius huxleyi (LC10), 
Dycidea cinerea (LC22), Cliona viridis (LC25), 
Callyspongia australis (LC26) và Agelas dirpar 
(LC27). Kết quả được trình bày ở bảng 1. 

 
Bảng 1. Kết quả phân lập vi khuẩn từ các mẫu hải miên nghiên cứu (CFU/g) 

STT Tên mẫu Lượng vi khuẩn STT Tên mẫu Lượng vi khuẩn 
1 LC03 360 4 LC25 560 
2 LC10 370 5 LC26 820 
3 LC22 380 6 LC27 150 

CFU: đơn vị tạo khuẩn lạc. 
 

Có thể thấy, số lượng vi khuẩn liên kết với 
hải miên thay đổi tùy theo mẫu hải miên. Lượng 
vi khuẩn liên kết hải miên phân lập được từ ba 
mẫu LC03, LC10 và LC22 gần tương đương 
nhau, từ 360-380 CFU/g. Hai loài hải miên 
Cliona viridis (LC25) và Callyspongia australis 
(LC26) có số lượng vi khuẩn liên kết phân lập 
được nhiều nhất (tương ứng 560 và 820 CFU/g), 
từ loài Agelas dirpar (LC27) phân lập được số 
vi khuẩn liên kết ít nhất, chỉ 150 CFU/g mẫu 
(bảng 1). 

Những nghiên cứu phát sinh loài đã nhận 
diện được 26 ngành vi khuẩn khác nhau liên kết 
hải miên biển, trong đó có ngành Poribacteria 
hầu như chỉ tìm thấy trong hải miên [15], điều 
này cho thấy, thành phần vi sinh vật liên kết hải 
miên biển rất phức tạp. Theo Schmitt et al. 
(2012) [15], các loài hải miên khác nhau chứa 
quần thể vi khuẩn gồm các loài khác nhau (quần 
thể đặc trưng loài) và có quần thể nòng cốt. 
Nhưng các loài vi khuẩn trong các loài hải miên 
khác nhau vẫn có mối quan hệ gần hơn so với
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các loài vi khuẩn ở môi trường nước xung quanh.   

Li et al. (2006) [8] đã sử dụng phương pháp 
lấy dấu diện di gel gradien biến tính gen 16S 
rDNA (16S rDNA-DGGE fingerprinting) không 
qua nuôi cấy và phân tích phát sinh loài và sự 
đa dạng của cộng đồng vi sinh vật liên kết với 4 
loài hải miên Stelletta tenui, Halichrondria, 
Dysidea avara và Craniella australiensis ở biển 
nam Trung Quốc. Kết quả nhận được cho thấy, 
Proteobacteria (α, β và γ subdivisions) là những 
vi khuẩn chiếm ưu thế và có lẽ có quan hệ cộng 
sinh mật thiết với hải miên. Hải miên Craniella 
australiensis có sự đa dạng vi sinh vật lớn nhất, 
với 4 ngành vi khuẩn là Proteobacteria, 
Bacteroidetes, Firmicutes và Actinobacteria; 
tiếp đến là Dysidea avara với 2 ngành 
Proteobacteria và Bacteroidetes; và hải miên 
Stelletta tenui, Halichrondria với ngành 
Proteobacteria. Lee et al. (2009) [7] đã  sử dụng 
phương pháp nuôi cấy và không nuôi cấy để 
đánh giá liệu hải miên cùng loài hoặc cùng 
giống quanh đảo San Juan (Washington) có các 
quần thể vi sinh vật đặc hiệu không. Kết quả  
cho thấy, quần thể vi sinh vật liên kết Myxilla 
incrustans và Haliclona rufescens rất giống 
nhau, trong khi với loài Halichondria panicea 
lại rất khác [7]. Kumar et al. (2013) [6] đã phân 
lập được các loài vi khuẩn Vibrio 
diazotrophicus, Bacillus subtilis, B. firmus, 
Thalassomonas agarivorans, Oleiphilus 
messinensis, Planococcus maritimus và 
Brevundinomonas vesicularis từ hải miên biển 
Hyattella cribriformis. 

Kết quả phân lập vi khuẩn liên kết 6 loài hải 
miên biển Việt Nam cho thấy, các khuẩn lạc 
mọc trên môi trường Marine Agar 2216 từ các 
mẫu hải miên khác nhau cũng rất đa dạng. Có 
thể phân nhóm sự đa dạng về hình thái khuẩn 
lạc của vi khuẩn từ các mẫu hải miên từ cao đến 
thấp như sau: LC26>LC25>LC22>LC10> 
LC03>LC27. Mẫu hải miên LC25 và LC 26 có 
số lượng vi khuẩn phân lập được đa dạng nhất, 
và nghèo vi khuẩn liên kết nhất là hải miên 
LC27. 

Xác định hoạt tính đối kháng Vibrio spp. của 
một số chủng phân lập 

Bằng phương pháp mô tả, đã xác định được 
hoạt tính ức chế sinh trưởng hai loài Vibrio gây 

bệnh cho thủy động vật là Vibrio 
parahaemolyticus và Vibrio vulnificus của một 
số chủng vi khuẩn phân lập (bảng 2). 
 
Bảng 2. Hoạt tính ức chế sinh trưởng Vibrio 
spp. của một số chủng vi khuẩn phân lập 

Hoạt tính ức chế (D-d) mm 
STT 

Ký hiệu 
chủng V. 

parahaemolyticus 
V. 

vulnificus 
1 LC03cs2 5,3 8,7 

2 LC10cs2 0 8,0 

3 LC10b3 6,0 0 

4 LC22cs2 10,7 0 

5 LC22cs5 5,3 10,7 

6 LC22b1 0 2,3 

7 LC22b2 0 13,3 

8 LC25cs2 6,7 15,3 

9 LC25cs5 15,0 0 

10 LC25b4 5,7 0 

11 LC26cs5 5,3 0 

12 LC26b2 7,0 6,7 

13 LC26b7 3,3 0 

14 LC27cs1 21,3 0 

15 LC27cs2 11,3 0 

16 LC27b1 10,7 0 

17 LC27b2 6,7 0 

 
Từ 2.640 chủng vi khuẩn liên kết 6 loài hải 

miên phân lập được, chỉ tuyển chọn được 17 
chủng có hoạt tính ức chế sinh trưởng của 
Vibrio parahaemolyticus và  V. vulnificus. Kết 
quả nhận được cho thấy hoạt tính ức chế sinh 
trưởng 2 chủng Vibrio của các chủng phân lập 
không cao, đa số đường kính vòng ức chế dưới 
10 mm. Chỉ có 3 trong số 17 chủng tuyển chọn 
có khả năng ức chế sinh trưởng của cả  
V. parahaemolyticus và  V. vulnificus (LC03cs2, 
LC22cs5 và LC25cs2), các chủng còn lại thể 
hiện hoạt tính kháng khuẩn hoặc với  
V. parahaemolyticus hoặc với V. vulnificus. 
Chủng LC27cs1 có hoạt tính ức chế sinh trưởng 
của V. parahaemolyticus mạnh nhất, với đường 
kính vòng ức chế hơn 20 mm. Chủng  
V. vulnificus có khả năng kháng 17 chủng vi 
khuẩn phân lập mạnh hơn so với chủng  
V. parahaemolyticus, chỉ có 7/17 chủng thể hiện 
hoạt tính đối kháng V. vulnificus, trong khi đó 
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chỉ có 3/17 chủng không có khả năng ức chế 
sinh trưởng của V. parahaemolyticus. 

Radjasa (2007) [12] đã chọn được 2 trong 
số 90 chủng vi khuẩn phân lập từ hải miên có 
hoạt tính đối kháng Escherichia coli. Penesyan 
et al. (2011) [11] phân lập một số chủng vi 
khuẩn từ hải miên Cymbastela concentrica và 
đã xác định được tropodithietic acid là hợp chất 
chịu trách nhiệm chính cho hoạt tính kháng 
khuẩn của chúng. Yung et al. (2011) [19] đã 
phát hiện 3 enzymes thủy phân mới có hoạt tính 
kháng khuẩn từ quần thể vi sinh vật liên kết hải 
miên biển. Có thể thấy, vi sinh vật liên kết hải 
miên là nguồn giàu các hợp chất có hoạt tính 
sinh học, một trong số đó là hoạt tính kháng 
khuẩn [13,  18, 20]. Trong nghiên cứu này, số 
chủng vi khuẩn thể hiện hoạt tính đối kháng 

Vibrio spp. trên tổng số chủng phân lập khá 
nhỏ, chưa tới 1%. 

Định danh một số chủng vi khuẩn phân lập 
liên kết hải miên 

Các chủng vi khuẩn có khả năng ức chế đồng 
thời cả 2 nguồn bệnh Vibrio cũng như những 
chủng tạo vòng kháng khuẩn lớn hơn 10 mm 
được định danh đến loài bằng phương pháp giải 
trình tự gen 16S rRNA. Cặp mồi đặc hiệu cho 
gen 16S rRNA cho sản phẩm PCR khoảng 1500 
bp. Sau khi tiến hành PCR, sản phẩm PCR được 
tách dòng vào vector pCR2.1 và giải trình tự. So 
sánh trình tự nucleotides nhận được với các trình 
tự gen 16S rRNA vi khuẩn trong Ngân hàng Gen 
thế giới bằng phần mềm BLASTn để nhận dạng 
các chủng vi khuẩn nghiên cứu (bảng 3). 

            
Bảng 3. Kết quả định danh một số chủng vi khuẩn phân lập đối kháng Vibrio spp. 

Ký hiệu Từ hải miên Tên khoa học  Trình tự tham chiếu 
LC03cs2 Haliclona oculata Bacillus megaterium KF717520.1 
LC22cs2 Dycidea cinerea Bacillus altitudinis KF032700.1 
LC22cs5 Dycidea cinerea Bacillus mycoides KF054993.1 
LC25cs2 Cliona viridis Bacillus subtilis JQ302302.1 
LC25cs5 Cliona viridis Paenibacillus barengoltzii GQ284351.1 
LC27cs1 Agelas dirpar Bacillus amyloliquefaciens JX015364.1 
LC27cs2 Agelas dirpar Bacillus axarquiensis KC915228.1 
LC27b1 Agelas dirpar Bacillus pumilus KC596003.1 

 
Bảng 3 cho thấy, các chủng vi khuẩn phân 

lập được phần lớn thuộc chi Bacillus, đây cũng là 
chi vi khuẩn được biết có nhiều loài có hoạt tính 
kháng khuẩn. Nhiều chủng vi khuẩn thuộc chi 
Bacillus liên kết hải miên biển có hoạt tính sinh 
học đã được phân lập, nhận dạng và xác định các 
hợp chất hoạt tính sinh học của chúng đã được 
báo cáo [3, 5, 21]. Các chủng B. megaterium 
(LC03cs2), B. mycoides (LC22cs5) và B. subtilis 
(LC25cs2) thể hiện hoạt tính đối kháng cả 2 loài 
Vibrio nghiên cứu. Đây cũng là những loài 
Bacillus đã được ứng dụng rộng rãi trong nông 
nghiệp cũng như trong công nghệ enzyme, đặc 
biệt là 2 loài Bacillus megaterium và B. subtilis. 

KẾT LUẬN 

Sử dụng môi trường đặc hiệu cho vi khuẩn 
biển (marine agar) đã phân lập và xác định mật 
độ vi khuẩn nuôi cấy được liên kết 6 loài hải 
miên vùng biển Sơn Chà. Các loài hải miên 

khác nhau có mật độ vi khuẩn liên kết khác 
nhau, trong đó hải miên Callyspongia australis 
(LC26) có mật độ vi khuẩn liên kết nhiều nhất 
(820 CFU/g), tiếp đến là Cliona viridis (LC25) 
với 560 CFU/g. Hải miên Agelas dirpar (LC27) 
có mật độ vi khuẩn liên kết nuôi cấy được thấp 
nhất trong số 6 loài hải miên nghiên cứu (150 
CFU/g). Đã đánh giá hoạt tính đối kháng Vibrio 
spp. của 17 chủng vi khuẩn phân lập, trong đó 3 
chủng (LC03cs2, LC22cs5 và LC25cs2) có khả 
năng ức chế sinh trưởng của cả Vibrio 
parahaemolyticus và V. vulnificus với đường 
kính vòng ức chế dao động từ 5,3-15,3 mm. 
Trong số 8 chủng vi khuẩn tuyển chọn 
(LC03cs2, LC22cs2, LC22cs5, LC25cs2, 
LC25cs5, LC27cs1, LC27cs2, LC27b1) được 
định danh đến loài bằng phương pháp giải trình 
tự gen 16S rRNA, 7 chủng (LC03cs2, LC22cs2, 
LC22cs5, LC25cs2, LC27cs1, LC27cs2, 
LC27b1) thuộc chi Bacillus và chỉ có 1 chủng 
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(LC25cs5) là Paenibacillus barengoltzii được 
phân lập từ hải miên Cliona viridis. 

Lời cảm ơn: Bài báo được hoàn thành với sự hỗ 
trợ về kinh phí của Đề tài cấp Viện Hàn lâm 
Khoa học và Công nghệ Việt Nam, mã số 
VAST 06.04/13-14. 
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SUMMARY 
 

Sponges are known to be a host of diverse microbial community. By culture – dependent method, 2640 
sponge - associated bacterial strains from 6 sponge species of Son Cha peninsula have been isolated. The 
number of bacterial isolates from the sponge Cliona viridis (LC25) and Callyspongia australis (LC26) was 
higher than that from the other sponge samples. The sponge Agelas dirpar (LC27) had the least number of 
isolated bacteria. The anti-vibrio activity of 17 choosen isolates had been examinated by well diffusion 
method. Among 17 tested isolates, only 3 isolates demonstrated growth inhibition activity against both Vibrio 
parahaemolyticus and Vibrio vulnificus. Isolate LC27cs1 had strongest inhibitory effect against  
V. parahaemolyticus with zone of clearance of 21.3 mm. By 16S rRNA gene sequencing method, 3 isolates 
showing  antibacterial activity against both V. parahaemolyticus and V. vulnificus and 5 others that have 
inhibition zone more than 10 mm have been identified. Most of isolates belong to Bacillus genus (7/8 isolates) 
and only one isolate LC25cs5 from sponge Cliona viridis was identified to Paenibacillus barengoltzii.  

Keywords: Bacillus, Vibrio, 16S rRNA, marine sponge, Son Cha.  
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