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 CÓ KHẢ NĂNG TẠO LOVASTATIN TỪ RỪNG NGẬP MẶN CẦN GIỜ 
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TÓM TẮT 
Lovastatin (mevinolin) là một chất ức chế sinh tổng hợp cholesterol và làm giảm 

lượng cholesterol trong huyết tương ở người và động vật. Từ các mẫu đất thu nhận tại 
rừng ngập mặn (RNM) Cần Giờ, chúng tôi đã tiến hành phân lập và tuyển chọn được 6 
chủng nấm sợi (NS) có khả năng tạo lovastatin. Khả năng ức chế sinh trưởng của nấm men 
xung quanh lỗ thạch là một dấu hiệu liên quan đến khả năng tạo lovastatin. Các chủng 
nấm được nuôi cấy chìm trong 7 ngày và đều thể hiện khả năng kháng Saccharomyces 
cerevisiae khi thử nghiệm. Chủng NS có hoạt tính mạnh được định danh bằng cách giải 
trình tự 28S rRNA. Kết quả cho thấy chủng thuộc loài Aspergillus terreus. 

Từ khóa: Aspergillus terreus, lovastatin, rừng ngập mặn. 
ABSTRACT 

Isolating and selecting filamentous fungi strains capable  
of producing lovastatin in Can Gio mangrove 

Lovastatin (mevinolin) is a competitive inhibitor of cholesterol biosynthesis that 
reduces cholesterol in the plasma of humans and animals. From soil samples collected in 
Can Gio mangrove, 6 filamentous fungi strains capable of producing lovastatin were 
isolated and selected. The inhibition of growth of yeast surrounding the wells loaded with 
fungal filtrate was an indication of inhibition activiti of fungal extracts proportionately 
related to lovastatin producing abiliti. Filamentous fungi strains for lovastatin production 
in submerged fermentation after 7 days of fermentation showed positive results when 
screened through bioassay method by the zone of inhibition exhibited by the fungus against 
Sacchromyces cerevisae. Based on 28S rRNA, a strain which has the best activiti has been 
classified to Aspergillus terreus. 

Keywords: Aspergillus terreus, lovastatin, mangrove. 
 

1. Mở đầu 
Theo thống kê của tổ chức Y tế Thế giới, mỗi năm có khoảng 17 triệu người trên 

hành tinh chết vì bệnh tim mạch, con số này được dự đoán sẽ tăng lên 25 triệu vào năm 
2020. Nguyên nhân chính gây ra bệnh tim mạch được xác định là do tăng nồng độ 
cholesterol trong máu. Chính vì vậy, việc duy trì nồng độ cholesterol trong máu ở mức 
ổn định là rất quan trọng. [7], [9] 
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Hiện nay, có nhiều biện pháp để giúp cải thiện nồng độ cholesterol trong máu như 
thay đổi chế độ ăn, luyện tập thể dục thường xuyên, không hút thuốc… Bên cạnh đó, 
người ta còn sử dụng một số thuốc như resin, các statin có thể làm giảm tới 40% nồng 
độ cholesterol trong máu. Các statin bao gồm lovastatin, fluvastatin, simvastatin, 
pravastatin, atorvastatin và rosuvastatin, trong đó lovastatin được chú ý hơn cả. [11] 

Lovastatin là một trong số các hợp chất statin thương mại có nguồn gốc từ một số 
loài nấm Aspergillus terreus, Penicillium, Monascus, Paecilomyces, Trichoderma, 
Scopolariopsis, Doratomyces, Phoma, Phythium, Gymoaseus, Hypomyces, Pleurotus… 
thông qua quá trình lên men. Hiện nay, các nhà khoa học đang tập trung vào việc phân 
lập các chủng nấm có khả năng sinh lovastatin, đem lại năng suất cao từ nguồn nguyên 
liệu tự nhiên có trên thế giới. Theo kết quả của nhiều nghiên cứu cho thấy, các chủng vi 
sinh vật (VSV) phân lập từ đất thường tạo ra các chất có hoạt tính sinh học cao, đặc 
biệt là từ đất RNM. [7] 

RNM nói chung và RNM Cần Giờ nói riêng là nơi có chứa nhiều nguồn gen sinh 
vật. Đây cũng là nơi có hệ VSV vô cùng phong phú như NS, vi khuẩn, xạ khuẩn… 
Trong đó NS chiếm một số lượng vô cùng lớn. Những chủng NS phân lập từ RNM Cần 
Giờ có hoạt tính sinh học cao và được ứng dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực. 

Xuất phát từ nhu cầu thực tế đó, chúng tôi đã tiến hành thực hiện đề tài: “Phân 
lập, tuyển chọn các chủng nấm sợi có khả năng tạo lovastatin từ rừng ngập mặn Cần 
Giờ”. 
2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 
2.1. Vật liệu 
2.1.1. Đối tượng 

Nghiên cứu được thực hiện trên các đối tượng:  
- Các chủng NS phân lập từ đất RNM Cần Giờ – TPHCM; 
- VSV kiểm định: Saccharomyces cerevisiae. 

2.1.2. Các môi trường nghiên cứu đã sử dụng 
Để thực hiện các nội dung nghiên cứu, chúng tôi tiến hành sử dụng các loại môi 

trường sau:  
 

MT1: Malt Extract Agar 
- Cao malt:                  20 g 
- Peptone:                     1 g 
- Glucose:                   20 g 
- Agar:                        20 g 
- Nước cất:                  1 lít 

MT2: Peptone Dextrose Agar 
- Cao nấm men:            10 g 
- Peptone:                     20 g 
- Dextrose:                   20 g 
- Agar:                         15 g 
- Nước cất:                   1 lít 
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MT3: MT Potato Dextrose Agar 
- Khoai tây:300 g 
- D – Glucose:30 g 
- Agar:20 g 
-  Nước cất:1 lít 

 

MT4: MT bột đậu nành [8] 
-  Sucrose:50 g 
-  Bột đậu tương:20 g 
-  K2HPO4:1 g 
-  NaNO3:1 g 
-  MgSO4.7H2O:0,5 g 
-  pH:6,5  

 

2.2. Phương pháp nghiên cứu  
2.2.1. Phương pháp lấy mẫu 

Mẫu đất từ các địa điểm khác nhau ở RNM Cần Giờ được thu thập như sau: Thu 
100 gam đất cách bề mặt 5cm vào các túi vô trùng, bảo quản ở 4oC không quá 24 giờ.  
2.2.2. Phương pháp phân lập 

Pha loãng mẫu theo dãy thập phân đến 10-6, trải 0,1ml dịch pha loãng ở nồng độ 
10-4, 10-5, 10-6 lên đĩa môi trường MEA, mỗi nồng độ lặp lại 3 lần, ủ đĩa ở 30oC từ 4 - 7 
ngày. Chọn đĩa có các khuẩn lạc riêng rẽ để tiếp tục làm thuần. [2], [6] 
2.2.3. Phương pháp thỏi thạch  

NS được cấy trên đĩa Petri chứa môi trường MEA ở 30oC. Sau 7 ngày, khi sợi 
nấm mọc tốt thì dùng khoan nút chai đục lấy các thỏi thạch chứa trên bề mặt, đặt chúng 
vào đĩa Petri chứa môi trường PDA đã được cấy trải nấm men.  

Để các đĩa này trong tủ lạnh 4 – 5 giờ cho chất khuếch tán vào môi trường thạch 
và sau đó đặt vào tủ ấm 300oC và đọc kết quả sau 48 giờ.  

Hoạt tính kháng nấm men (NM) được xác định theo đường kính vòng kháng nấm 
(D – d; đơn vị: mm): D là đường kính vòng kháng nấm, d là đường kính thỏi thạch. [3]   
2.2.4. Phương pháp lên men chìm để thử hoạt tính lovastatin   

Chuẩn bị môi trường bột đậu tương cho vào các bình tam giác 250ml, mỗi bình 
chứa 100ml bột đậu tương, sau đó đem hấp vô trùng ở nhiệt độ 121oC trong vòng 30 
phút. Để môi trường vừa chuẩn bị nguội sau đó cấy các chủng NS vào. Đem các chủng 
nấm vừa nuôi cấy lên máy lắc trong vòng 7 ngày, với tốc độ 100 vòng/ phút.  

Chiết xuất lovastatin: Sau khi nuôi lắc 7 ngày, các chủng nấm sợi được đem lọc 
với giấy lọc để thu lấy dịch lọc có chứa lovastatin. Điều chỉnh pH của dịch nuôi về 2, 
sau đó thêm vào một lượng ethyl acetate tương đương với lượng dịch lọc thu được. 
Đem dung dịch vừa pha trộn trên lên máy lắc 100 vòng/ phút trong 2 giờ. Sau 2 giờ 
đem đi cô quay để ethyl acetate bay hơi còn khoảng 1ml. [7] 
2.2.5. Phương pháp khoan lỗ thạch  

Sau khi cố định giá trị khuẩn lạc S. cerevisiae, dùng khoan nút chai vô trùng 
khoan một lỗ trên đĩa Petri có chứa sẵn nấm men với số lượng thích hợp. Sau đó, nhỏ 
0,3 ml cao ethyl acetate đã cô quay vào lỗ thạch vừa đục. Ủ các đĩa vừa nhỏ cao ethyl 
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acetate ở nhiệt độ phòng trong vòng 24 giờ rồi đo đường kính vòng kháng NM để xác 
định khả năng sinh lovastatin. 
2.2.6. Nghiên cứu một số đặc điểm đại thể, vi thể của các chủng nấm nội sinh có khả 
năng sinh lovastatin 

NS khi cấy truyền sang thạch nghiêng, tiến hành tạo khuẩn lạc khổng lồ bằng cách 
sử dụng que cấy đầu vuông vô trùng lấy một ít bào tử từ ống giống cấy chấm điểm vào 
mặt giữa thạch của đĩa Petri chứa môi trường PDA rồi ủ trong tủ ấm một tuần để tạo KL. 
Hằng ngày, lấy ra quan sát các đặc điểm hình thái của KL (kích thước, hình dạng, màu 
sắc mặt trên, mặt dưới và sự thay đổi màu sắc, màu sắc của môi trường do sắc tố nấm tạo 
ra, dạng sợi nấm mọc ở mặt trên môi trường, đặc điểm của mép khuẩn lạc, giọt nước 
đọng, chất hữu cơ kết tinh trên bề mặt khuẩn lạc. 

Quan sát vi thể nấm: Chuẩn bị môi trường PDA, đổ một lớp mỏng (khoảng 1mm) 
lên các đĩa Petri. Sau đó, dùng khoan nút chai vô trùng có d = 8mm, khoan các khối 
thạch. Đặt một hoặc hai khối thạch trên mỗi lam kính, cấy một ít bào tử lên bề mặt 
xung quanh khối thạch và đặt lamen vô trùng lên bề mặt các khối thạch. Các phiến kính 
có khối thạch cấy nấm sợi nghiên cứu được đặt trong các đĩa Petri có sẵn một ít bông 
thấm nước được làm ẩm bằng nước cất vô trùng. Giữ các đĩa Petri này trong tủ ấm 3 – 
4 ngày. Lúc quan sát nhỏ vài giọt xanh methylen Loffler gần lammel và đặt giấy thấm 
ở phía đối diện để thuốc nhuộm thấm vào trong tiêu bản. 

Dùng kính hiển vi quan sát và mô tả các đặc điểm: Hình dạng cuống sinh bào tử, 
hình dạng thể bình, hình dạng các thể bọng, sợi nấm có hay không có sự phân nhánh và 
vách ngăn, đặc điểm bào tử đính, màu sắc, kích thước bào tử. Chụp hình trên kính hiển 
vi quang học ở độ phóng đại 40 – 100 lần. [5] 
2.2.7. Phương pháp phân tích lovastatin 

Dịch chiết có chứa lovastatin sau khi cô quay sẽ được hòa tan trong 200μl hỗn 
hợp acetonitril: H3PO4 0,1% (60:40, v/v). Hỗn hợp sau đó được li tâm 13.000vòng/phút 
và sử dụng 5μl nổi để phân tích bằng HPLC với cột C18, pha động acetonitril: H3PO4 
0,1% (60:40). Tín hiệu được ghi nhận bằng detector UV  ở bước sóng 238nm. 
3. Kết quả và bàn luận 
3.1. Phân lập các chủng nấm sợi từ đất RNM Cần Giờ 

Kết quả phân lập cho thấy ở cả 6 địa điểm lấy mẫu, chúng tôi đều thu được một 
số lượng NS tương đối lớn. Điều này cho thấy NS ở RNM Cần Giờ có số lượng phong 
phú, chúng phân bố ở hầu hết các vùng đất của RNM. 

Chúng tôi tiến hành phân nhóm các chủng NS dựa vào đặc điểm hình thái KL sau 
7 ngày. 120 chủng NS được phân thành 6 nhóm sau: 
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Bảng 3.1. Kết quả phân lập các chủng NS ở đất RNM Cần Giờ 

Nhóm 1 Đặc điểm hình thái KL Số lượng Tỉ lệ % 

1 KL có màu trắng, dạng xốp hoặc bông, mép 
nhẵn hoặc răng cưa 76 63,3 

2 KL có màu xanh, có thể viền màu trắng hoặc 
vàng, mép nhẵn hoặc răng cưa 11 9,2 

3 KL có màu vàng, hoặc vàng nâu, viền trắng, có 
tiết sắc tố 5 4,2 

4 KL có màu xám, viền trắng, mép nhẵn hoặc 
răng cưa 21 17,5 

5 KL có màu đen, hoặc màu nâu, viền trắng, 
mép nhẵn hoặc răng cưa 4 3,3 

6 KL có màu cam hoặc hồng, mép nhẵn hoặc có 
răng cưa 3 2,5 

Tổng  120 100 
 

 

Sau khi phân lập, chúng tôi tiến hành khảo sát khả năng kháng nấm men của 120 
chủng NS để tạo tiền đề cho các nghiên cứu tiếp theo. 
3.2. Khảo sát khả năng kháng nấm men của các chủng nấm sợi phân lập được 

Saccharomyces cerevisiae có chứa lớp lipid kép trong màng tế bào, có cấu trúc 
tương tự cholesterol. Thành phần của thành tế bào NM bao gồm các sterol, là mục tiêu 
của hoạt tính kháng nấm, cản trở sự tham gia của enzyme vào quá trình tổng hợp vách 
tế bào. [7] 

Do số lượng chủng tương đối nhiều, thời gian nghiên cứu tương đối ngắn nên 
chúng tôi tiến hành tuyển chọn sơ bộ các chủng NS có khả năng kháng NM để làm tiền 
đề cho các nghiên cứu phía sau. Kết quả được thể hiện ở Bảng 3.2. 

 

Bảng 3.2. Kết quả khảo sát khả năng kháng NM của các chủng NS phân lập 
 

STT Chủng 
Đường kính vòng kháng nấm men  

D – d (cm) 
1 T8 0,63a ± 0,06 
2 T22 2,11f ± 0,08 
3 T25 1,50d ± 0,10 
4 T26 1,70e ± 0,10 
5 T34 0,97b ± 0,12 
6 T35 1,45d ± 0,09 
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7 T51 1,47d ± 0,06 
8 T70 0,67a ± 0,06 
9 T73 1,00b ± 0,17 
10 T76 1,80e ± 0,10 
11 T80 1,17c ± 0,06 

Ghi chú: a, b, c, d, e, f: sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. 
 

Kết quả cho thấy trong 120 chủng NS phân lập được có 11 chủng có khả năng 
kháng nấm Saccharomyces cerevisiae (chiếm 9,17%).  
3.3. Khảo sát khả năng sinh lovastatin của các chủng NS được tuyển chọn 

Từ 11 chủng NS có khả năng kháng NM, chúng tôi tiến hành khảo sát khả năng sinh 
lovastatin. Kết quả được thể hiện ở Bảng 3.3. 

Bảng 3.3. Kết quả khảo sát khả năng sinh lovastatin của các chủng NS 
 

Ghi chú: a, b, c, d, e: sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. 
Kết quả cho thấy trong 11 chủng có khả năng kháng nấm men chỉ có 6 chủng có 

khả năng sinh lovastatin (chiếm 54,55%).  
Chủng T22 cho hoạt tính sinh lovastatin mạnh nhất, đường kính vòng kháng nấm 

men D – d = 2,15cm. 
Sự khác biệt giữa các chủng có ý nghĩa về mặt thống kê. Vì vậy, chúng tôi quyết 

định chọn chủng T22 để tiến hành nghiên cứu đặc điểm sinh học và định danh đến loài 
bằng sinh học phân tử. 

STT Chủng 
Đường kính vòng kháng nấm men  

D – d (cm) 
1 T8 0,00 
2 T22 2,15e ± 0,05 
3 T25 1,43b ± 0,06 
4 T26 1,60c ± 0,10 
5 T34 0,00 
6 T35 1,93d ± 0,06 
7 T51 0,00 
8 T70 0,00 
9 T73 1,83d ± 0,06 
10 T76 1,13a ± 0,06 
11 T80 0,00 
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Hình 3.1. Khả năng kháng S. cerevisiae của dịch lên men chủng  T22 

Hình 3.2. Khả năng kháng S. cerevisiae của dịch lên men chủng T25 
 

Hình 3.3. Khả năng kháng S. cerevisiae của dịch lên men chủng T26 
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Hình 3.4. Khả năng kháng S. cerevisiae của dịch lên men chủng T35 
 

Hình 3.5. Khả năng kháng S. cerevisiae của dịch lên men chủng T73 
 

Hình 3.6. Khả năng kháng S. cerevisiae của dịch lên men chủng T76 
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3.4. Đặc điểm đại thể và vi thể của chủng T22 
Đặc điểm đại thể: KL thường phát triển nhanh. Ban đầu KL có màu trắng, sau 

chuyển thành vàng nâu, cuối cùng chuyển thành màu nâu. Nấm không tiết sắc tố vào MT. 
 

 
 
Đặc điểm vi thể: Sợi nấm phân nhánh, không màu, có vách ngăn. Giá bào tử trần 

không phân nhánh, có phần đỉnh phình ra thành bọng hình nửa cầu. Khối bào tử đính 
bên ngoài thành dạng hình tia tỏa tròn. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

3.5. Định danh đến loài bằng sinh học phân tử 
Để định danh, chúng tôi gửi mẫu chủng T22 đến Công ti xét nghiệm Nam Khoa 

để giải trình tự gen 28S rRNA. Kết quả như sau: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hình 3.7. Hình dạng KL chủng T22 sau 7 ngày quan sát 

Hình 3.8. Hình thái vi thể chủng T22 
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Hình 3.9. Kết quả giải trình tự 28S rRNA của chủng T22 
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So sánh với ngân hàng gen NCBI, trình tự gen 28S rRNA của chủng T22 có độ 
tương đồng 100% với loài Aspergillus terreus. Kết luận chủng T22 thuộc loài 
Aspergillus terreus. 

Nhiều công trình trên thế giới cho thấy, Aspergillus terreus là chủng sinh 
lovastatin khá cao và được ứng dụng nhiều trong sản xuất. [1], [6], [10] 
3.6. Kết quả phân tích lovastatin 

Kết quả phân tích cho thấy, có sự tương đồng về thời gian lưu (RT) trong sắc kí 
đồ của lovastatin chuẩn (RT = 4,766) và lovastatin mẫu (RT = 4,766) chiết từ chủng 
T22. Điều này khẳng định có sự hiện diện của lovastatin trong mẫu. 

 

 
Hình 3.10. Kết quả phân tích HPLC phát hiện lovastatin 

(a): Chất chuẩn; (b): Mẫu tách chiết từ chủng T22 
 

4. Kết luận và kiến nghị 
4.1. Kết luận 

Qua kết quả thí nghiệm, chúng tôi đưa ra một số kết luận sau: 
- Đã phân lập được 120 chủng NS từ 6 mẫu đất tương ứng với 6 địa điểm ở RNM 

Cần Giờ.  
- Đã xác định được 6 chủng NS khả năng sinh lovastatin, trong đó 1 chủng sinh 

lovastatin mạnh (chiếm 16,67%); 3 chủng sinh lovastatin trung bình (chiếm 50%); 2 
chủng sinh lovastatin yếu (chiếm 33,33%). 

- Kết quả định danh chủng T22 bằng việc giải trình tự gen 28S rRNA cho thấy 
chủng này thuộc loài Aspergillus terreus. 

- Đã phân tích HPLC và phát hiện sự diện diện của lovastatin trong mẫu tách chiết 
từ chủng T22. 
4.2. Kiến nghị 

Tiếp tục khảo sát các loại dung môi tách chiết lovastatin hiệu quả nhất và tiến 
hành định lượng lovastatin sinh ra khi nuôi cấy NS. 
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