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Tóm tắt. Vi khuẩn nội sinh phân lập từ cây dược liệu đang được xem là nguồn hợp chất sinh học tiềm 

năng trong y học hiện đại. Nghiên cứu này nhằm đánh giá độc tính bán trường diễn của cao chiết ethyl 

acetate từ vi khuẩn Bacillus sp. DO-R5 (BaDO-R5) (số hiệu ngân hàng gen PQ533190) – một dòng vi 

khuẩn nội sinh được phân lập từ rễ cây Sổ trai (Dillenia ovata). Chuột thí nghiệm được cho uống cao 

chiết với liều cố định 400 mg/kg/ngày liên tục trong 45 và 90 ngày. Trong suốt quá trình nghiên cứu, 

các chỉ số hành vi, sinh lý được theo dõi chặt chẽ; sau thời gian thử nghiệm, các chỉ số tăng trưởng, tỷ 

lệ khối lượng cơ quan, huyết học, sinh hóa (men gan, chức năng thận, glucose, lipid máu) và hình thái 

đại thể gan, thận, lách được đánh giá. Kết quả cho thấy cao BaDO-R5 không gây biểu hiện bất thường 

về hành vi, không gây chết chuột và không làm thay đổi có ý nghĩa các chỉ số sinh học. Các chỉ số chức 

năng gan (SGOT, SGPT), thận (urea, creatinine) và các chỉ số nguy cơ tim mạch (AIP, AC, CRR) đều 

nằm trong giới hạn bình thường. Kết quả cho thấy cao BaDO-R5 không gây độc tính rõ rệt trong thử 

nghiệm bán trường diễn, góp phần bổ sung dữ liệu an toàn tiền lâm sàng và gợi ý tiềm năng cho các 

nghiên cứu tiếp theo. 

Từ khoá: Bacillus sp. DO-R5, độc tính, độc tính bán trường diễn, sổ trai, vi khuẩn nội sinh 
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Abstract. Endophytic bacteria isolated from medicinal plants are emerging as a valuable source of 

bioactive compounds with therapeutic potential. In this study, we evaluated the sub-chronic toxicity of 

the ethyl acetate extract from Bacillus sp. DO-R5 (BaDO-R5) (gene bank accession number PQ533190), 

an endophytic strain isolated from the root of Dillenia ovata, a native medicinal plant. The extract was 

administered orally to mice at a daily dose of 400 mg/kg/day for 45 and 90 consecutive days. 

Throughout the study, behavioral and physiological parameters were closely monitored. At the end of 

the treatment periods, the body weight gain, organ-to-body weight ratios, hematological indices, 

biochemical markers (including liver enzymes, kidney function, glucose, and lipid profiles), and gross 
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morphology of the liver, kidneys, and spleen were assessed. Results indicated that BaDO-R5 did not 

induce abnormal behaviors or mortality. Organ morphology remained normal, and no significant 

changes were observed in hematological or biochemical parameters. Liver and kidney function 

markers, including SGOT, SGPT, urea, and creatinine, stayed within normal ranges. Importantly, 

cardiovascular risk indicators such as AIP, AC, and CRR were not adversely affected. The results 

showed that the BaDO-R5 extract did not cause significant toxicity in the sub-chronic toxicity study, 

contributing to the preclinical safety data and suggesting potential for further studies. 

Keywords: Bacillus sp. DO-R5, Dillenia ovata, endophytic bacteria, subchronic toxicity, toxicity 

1 Mở đầu 

Thử nghiệm độc tính là một bước không 

thể thiếu trong quá trình phát triển các dược liệu 

mới nhằm đánh giá mức độ an toàn trước khi tiến 

hành các nghiên cứu sâu hơn trên người [1]. 

Trong đó, thử nghiệm độc tính bán trường diễn 

đóng vai trò đặc biệt quan trọng đối với các hợp 

chất có nguồn gốc tự nhiên, giúp sàng lọc các ứng 

viên tiềm năng và loại trừ những chất có nguy cơ 

gây độc khi sử dụng kéo dài. Khác với thử 

nghiệm độc tính cấp – chỉ đánh giá ảnh hưởng 

sau một lần hoặc trong thời gian rất ngắn, thử 

nghiệm độc tính bán trường diễn cho phép theo 

dõi các tác động tiềm ẩn của chất thử khi được sử 

dụng liên tục trong thời gian trung hạn, thường 

từ 28 đến 90 ngày. Thông qua đó, các rối loạn về 

huyết học, sinh hóa, chức năng gan – thận cũng 

như các biến đổi mô học ở các cơ quan đích có thể 

được phát hiện, cung cấp cơ sở khoa học quan 

trọng để xác định liều không gây độc và ước tính 

liều dùng an toàn trên người [1,2]. Đối với các sản 

phẩm có nguồn gốc từ vi sinh vật hoặc dược liệu 

tự nhiên – vốn có đặc tính đa thành phần và khả 

năng tích lũy sinh học – việc đánh giá độc tính 

bán trường diễn càng trở nên cần thiết nhằm đảm 

bảo tính an toàn khi sử dụng lâu dài [3,4]. 

Trong bối cảnh tỷ lệ mắc các bệnh mạn 

tính, ung thư và các rối loạn liên quan đến stress 

oxy hóa ngày càng gia tăng, nhu cầu sử dụng các 

hoạt chất có nguồn gốc tự nhiên để hỗ trợ điều trị 

và phòng ngừa bệnh đang ngày càng được quan 

tâm [5]. Tuy nhiên, việc khai thác quá mức nguồn 

dược liệu từ thực vật đã dẫn đến nguy cơ cạn kiệt 

tài nguyên, ảnh hưởng nghiêm trọng đến đa dạng 

sinh học và tính bền vững. Do đó, việc tìm kiếm 

các nguồn nguyên liệu thay thế có khả năng sản 

xuất chủ động, ổn định và thân thiện với môi 

trường đang trở thành một trong những hướng 

nghiên cứu ưu tiên hiện nay. 

Trong những năm gần đây, vi khuẩn nội 

sinh – nhóm vi sinh vật sống cộng sinh trong mô 

thực vật mà không gây hại cho vật chủ – đã nổi 

lên như một nguồn sinh học đầy tiềm năng [6,7]. 

Các vi khuẩn này không chỉ có khả năng tổng hợp 

các hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học tương 

tự hoặc thậm chí vượt trội so với cây chủ, mà còn 

dễ nuôi cấy và có thể sản xuất hoạt chất ở quy mô 

lớn trong điều kiện phòng thí nghiệm [8,9]. Nhờ 

những ưu điểm này, vi khuẩn nội sinh được xem 

là một “nhà máy sinh học” triển vọng trong công 

nghệ sản xuất dược liệu hiện đại. 

Trong số các vi khuẩn nội sinh đã được 

nghiên cứu, chi Bacillus nhận được sự quan tâm 

đặc biệt nhờ khả năng tổng hợp đa dạng các hợp 

chất có hoạt tính sinh học như kháng khuẩn, 

chống oxy hóa, kháng viêm và chống ung thư 

[7,10]. Nhiều loài như Bacillus thuringiensis, 

Bacillus subtilis và Bacillus velezensis đã được ghi 

nhận có khả năng sản xuất các lipopeptid, 

polyketid và enzyme sinh học có giá trị dược lý 

cao [11–14]. Bên cạnh đó, nhiều chủng thuộc chi 

Bacillus được đánh giá có độ an toàn cao và đã 

được ứng dụng rộng rãi trong công nghiệp thực 

phẩm và dược phẩm. Do đó, việc khai thác các 

hoạt chất từ vi khuẩn nội sinh thuộc chi Bacillus, 

kết hợp với đánh giá độc tính bán trường diễn, là 
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cần thiết nhằm cung cấp thêm bằng chứng khoa 

học về tính an toàn, phục vụ cho định hướng phát 

triển và ứng dụng trong dược học. 

Trong các nghiên cứu trước đây, cao chiết 

ethyl acetate từ vi khuẩn nội sinh Bacillus sp. DO-

R5 (BaDO-R5) đã được chứng minh sở hữu nhiều 

hoạt tính sinh học nổi bật, bao gồm khả năng 

chống oxy hóa mạnh, ức chế các enzyme liên 

quan đến đái tháo đường và cải thiện tình trạng 

tăng đường huyết trên mô hình động vật [15]. Bên 

cạnh đó, thử nghiệm độc tính cấp đường uống 

cho thấy cao BaDO-R5 có độ an toàn cao với LD50 

(Lethal Dose 50%) lớn hơn 5000 mg/kg thể trọng 

[16]. Tuy nhiên, các dữ liệu về hoạt tính sinh học 

và độc tính cấp tính vẫn chưa đủ để khẳng định 

mức độ an toàn khi sử dụng kéo dài. Vì vậy, việc 

đánh giá độc tính bán trường diễn của cao BaDO-

R5 ở liều có hiệu quả sinh học là bước cần thiết 

nhằm hoàn thiện hồ sơ an toàn tiền lâm sàng và 

làm cơ sở khoa học cho các nghiên cứu phát triển 

tiếp theo. 

2 Phương pháp nghiên cứu 

2.1 Vật liệu 

Trong nghiên cứu này, dòng vi khuẩn 

Bacillus sp. DO-R5 được sử dụng để tạo ra cao 

chiết phục vụ đánh giá độc tính bán trường diễn. 

Đây là một dòng vi khuẩn nội sinh đã được nhóm 

nghiên cứu phân lập trước đó từ phần rễ của cây 

Sổ trai (Dillenia ovata). Dòng vi khuẩn này hiện 

đang được bảo quản và lưu giữ tại Khoa Y, 

Trường Đại học Nam Cần Thơ. Thông tin định 

danh của Bacillus sp. DO-R5 đã được đăng ký trên 

cơ sở dữ liệu GenBank của Trung tâm Thông tin 

Công nghệ Sinh học Quốc gia (NCBI), với mã số 

PQ533190 được cấp vào ngày 30 tháng 10 năm 

2024. 

Khi được cấy trên môi trường potato 

dextrose agar (PDA) trong 24 giờ, dòng vi khuẩn 

Bacillus sp. DO-R5 hình thành khuẩn lạc có đường 

kính khoảng 5 mm, màu trắng ngà, bìa răng cưa, 

không tròn và bề mặt phẳng. Quan sát dưới kính 

hiển vi cho thấy tế bào vi khuẩn có hình dạng que 

với kích thước khoảng 0,45 µm × 1,12 µm và thuộc 

nhóm Gram dương [15]. 

Nghiên cứu sử dụng chuột nhắt trắng (Mus 

musculus) đực khỏe mạnh, có khối lượng cơ thể 

dao động từ 18–22 g. Chuột được cung cấp bởi 

Viện Pasteur Thành phố Hồ Chí Minh và được 

nuôi dưỡng tại Phòng thí nghiệm Động vật, Khoa 

môn Sinh học, Trường Khoa học Tự nhiên, Đại 

học Cần Thơ. Sau giai đoạn thích nghi, chuột thí 

nghiệm được đánh số và phân nhóm ngẫu nhiên 

vào các nghiệm thức, mỗi nhóm gồm 7 cá thể, 

nhằm đảm bảo tính khách quan và hạn chế sai 

lệch trong bố trí thí nghiệm. Các nhóm chuột 

được nuôi trong chuồng thủy tinh có kích thước 

25 × 20 × 15 cm, đặt ở nhiệt độ phòng với chế độ 

chiếu sáng luân phiên 12 giờ sáng – 12 giờ tối. 

Chuột được cho ăn theo khẩu phần tiêu chuẩn 

dành cho động vật thí nghiệm và được cung cấp 

nước uống tự do trong suốt thời gian nghiên cứu. 

2.2 Phương pháp nghiên cứu 

Nuôi cấy và điều chế cao chiết từ vi khuẩn 

Bacillus sp. DO-R5 

Dòng vi khuẩn Bacillus sp. DO-R5 được 

nuôi cấy sơ cấp trong môi trường lỏng potato 

dextrose broth (PDB) ở nhiệt độ 30°C trong 24 giờ, 

với pH khởi đầu là 7 và tốc độ lắc 200 vòng/phút. 

Sau thời gian này, dịch nuôi tăng sinh được điều 

chỉnh đến mật độ quang học OD600=0,5 nhằm 

chuẩn hóa sinh khối vi khuẩn. Từ dịch này, một 

thể tích tương đương 2% được cấy vào bình tam 

giác chứa 250 mL môi trường PDB có pH ban đầu 

7,5 và tiếp tục nuôi ở 38°C trong 70,5 giờ, lắc đều 

ở tốc độ 200 vòng/phút [15]. 

Khi đạt thời gian nuôi cấy tối ưu (70,5 giờ, 

đây là thời gian nuôi cấy tối ưu để dòng vi khuẩn 

sản sinh polyphenol và flavonoid đã được công 

bố trong nghiên cứu trước đây của chúng tôi), 

được xác định dựa trên kết quả tối ưu hóa điều 
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kiện nuôi cấy [15] nhằm thu nhận hàm lượng hợp 

chất có hoạt tính sinh học cao nhất và ổn định, 

dịch nuôi được thu nhận và ly tâm ở 3000 

vòng/phút trong 10 phút để tách bỏ tế bào vi 

khuẩn, thu được phần dịch ngoại bào. Dịch ngoại 

bào sau đó được chiết xuất bằng phương pháp 

lỏng–lỏng với dung môi ethyl acetate theo tỷ lệ 

thể tích 1:1. Sau quá trình chiết, lớp dung môi 

được cô quay để thu nhận cao ethyl acetate của 

chủng Bacillus sp. DO-R5, được gọi tắt là cao 

BaDO-R5. Cao chiết này được bảo quản trong lọ 

thủy tinh kín ở nhiệt độ 4°C để sử dụng trong các 

thử nghiệm tiếp theo. 

Đánh giá độc tính bán trường diễn của cao 

BaDO-R5  

Thử nghiệm độc tính bán trường diễn của 

cao BaDO-R5 được tiến hành theo hướng dẫn của 

Quyết định số 141/QĐ-K2ĐT năm 2015 về tài liệu 

chuyên môn “Hướng dẫn thử nghiệm tiền lâm 

sàng và lâm sàng thuốc đông y, thuốc từ dược 

liệu” do Cục trưởng Cục Khoa học Công nghệ và 

Đào tạo ban hành [17], kết hợp với hướng dẫn 

OECD 408 (Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity 

Study in Rodents) [18]. 

Cao BaDO-R5 được cho chuột uống với liều 

cố định 400 mg/kg thể trọng/ngày. Liều 400 

mg/kg thể trọng/ngày được lựa chọn cho thử 

nghiệm độc tính bán trường diễn dựa trên các kết 

quả đã công bố trước đó của nhóm tác giả. Cụ thể, 

trong thử nghiệm độc tính cấp đường uống, cao 

chiết BaDO-R5 không ghi nhận tử vong hoặc biểu 

hiện độc tính rõ rệt ở liều 5000 mg/kg thể trọng, 

cho thấy cao chiết có độ an toàn cấp tính cao [16]. 

Đồng thời, trong các nghiên cứu đánh giá hoạt 

tính hỗ trợ điều trị đái tháo đường, liều 400 mg/kg 

cho thấy hiệu quả sinh học rõ rệt [15]. Do đó, liều 

400 mg/kg được lựa chọn nhằm đánh giá nguy cơ 

độc tính tích lũy khi sử dụng lặp lại trong thời 

gian dài, trên cơ sở vừa có hiệu quả sinh học vừa 

bảo đảm an toàn. Thời gian thử nghiệm kéo dài 90 

ngày liên tục, trong đó mốc 45 ngày được sử dụng 

như thời điểm đánh giá trung gian, nhằm theo dõi 

sớm các biến đổi sinh lý và sinh hóa, còn 90 ngày 

là điểm kết thúc chính của thử nghiệm độc tính 

bán trường diễn. Việc đánh giá tại hai mốc thời 

gian 45 ngày và 90 ngày được thực hiện trên hai 

nhóm chuột độc lập. Do các xét nghiệm sinh hóa 

và huyết học yêu cầu lấy máu tim, chuột được 

gây mê và giải phẫu tại từng thời điểm thu mẫu, 

nên không thể theo dõi lặp lại trên cùng một cá 

thể. 

Trong suốt quá trình thí nghiệm, các chỉ 

tiêu về trạng thái sinh lý (lông và da, mắt, nước 

bọt, hô hấp, đi tiểu, phân, hoạt động, ngủ, co giật, 

run, hôn mê và tử vong) của chuột được theo dõi 

và ghi nhận định kỳ. Tại các thời điểm 45 và 90 

ngày, khối lượng cơ thể và khối lượng các cơ quan 

(gan, thận, lách) được xác định để tính tỷ lệ gia 

tăng khối lượng cơ thể (%) và tỷ lệ khối lượng cơ 

quan so với khối lượng cơ thể (%). 

Ngoài ra, mẫu máu tim được thu nhận để 

phân tích các chỉ tiêu sinh hóa bao gồm glucose 

huyết, chức năng gan (SGOT (Serum Glutamic 

Oxaloacetic Transaminase), SGPT (Serum 

Glutamic Pyruvic Transaminase)), chức năng thận 

(urea, creatinine), lipid huyết (TC, TG, LDL-C, 

HDL-C) và các chỉ tiêu huyết học bằng máy sinh 

hóa tự động TOYOBO TYB-18 (Furuno Electric 

Co., Ltd., Nhật Bản) và máy phân tích huyết học 

tự động BC-20s (Shenzhen Mindray Bio-Medical 

Electronics Co., Ltd., Trung Quốc), theo hướng 

dẫn của nhà sản xuất. Các chỉ số VLDL-C, AIP, 

AC, CRR và CPI được tính toán theo công thức đã 

công bố của Friedewald và cộng sự [19] và Oršolić 

và cộng sự [20]. 

Xử lý và phân tích dữ liệu 

Các số liệu trong nghiên cứu được lưu trữ 

và xử lý sơ bộ bằng phần mềm Microsoft Excel 

2016, sau đó phân tích thống kê bằng phần mềm 

Minitab 16.0. Kết quả được trình bày dưới dạng 

giá trị trung bình (Mean) ± độ lệch chuẩn (SD). 
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Phân tích phương sai một nhân tố (one-way 

ANOVA), kết hợp với phép thử hậu nghiệm 

Tukey, được sử dụng để so sánh sự khác biệt giữa 

các nhóm. Sự khác biệt được coi là có ý nghĩa 

thống kê khi p < 0,05. 

3 Kết quả và thảo luận 

3.1 Nuôi cấy, điều chế cao BaDO-R5 

Dòng vi khuẩn nội sinh Bacillus sp. DO-R5 

được nuôi cấy trong điều kiện đã thiết lập trước 

đó (xem mục 2.2) với tổng thể tích môi trường lên 

tới 50 L. Sau giai đoạn nuôi cấy, dịch nuôi được 

xử lý bằng cách ly tâm để loại bỏ sinh khối tế bào, 

thu lấy phần dịch ngoại bào. Dịch này sau đó 

được tiến hành chiết xuất theo phương pháp 

lỏng–lỏng với dung môi ethyl acetate để tách các 

hợp chất hoạt tính thứ cấp. 

Dung môi ethyl acetate chứa các hợp chất 

chiết được đem đi cô quay chân không nhằm loại 

bỏ hoàn toàn dung môi, từ đó thu được cao chiết 

ethyl acetate, gọi tắt là BaDO-R5. Khối lượng cao 

thu được là 16,09 gram, có trạng thái đặc, màu 

vàng ánh đồng và tỏa mùi thơm đặc trưng. Cao 

chiết này được bảo quản trong điều kiện lạnh 

(4°C) cho các bước phân tích và đánh giá độc tính.  

3.2 Độc tính bán trường diễn của cao BaDO-

R5 

Đánh giá độc tính là một bước thiết yếu 

trong tiến trình phát triển các sản phẩm tự nhiên 

có hoạt tính sinh học. Trong khi thử nghiệm độc 

tính cấp thường được sử dụng ở giai đoạn sàng 

lọc ban đầu, thì nghiên cứu độc tính bán trường 

diễn đóng vai trò đánh giá nguy cơ ảnh hưởng 

khi sản phẩm được sử dụng lặp lại và kéo dài ở 

liều có hiệu quả sinh học. Cao BaDO-R5 được 

khảo sát độc tính bán trường diễn trên mô hình 

động vật. Nghiên cứu độc tính bán trường diễn 

giúp xác định chế độ liều lượng thích hợp cho các 

nghiên cứu trong thời gian dài. Trong nghiên cứu 

này, độc tính bán trường diễn của cao BaDO-R5 

được đánh giá ở chuột với liều 400 mg/kg/ngày 

trong 45 và 90 ngày.

Bảng 1. Mô hình hành vi của chuột được đánh giá khi sử dụng cao BaDO-R5 liều 400 mg/kg khối lượng chuột ở thời 

điểm 45 và 90 ngày 

Chỉ tiêu 
Độc tính bán trường diễn (45 ngày) Độc tính bán trường diễn (90 ngày) 

Bình thường BaDO-R5, 400 Bình thường BaDO-R5, 400 

Lông và da Bình thường Bình thường Bình thường Bình thường 

Đôi mắt Bình thường Bình thường Bình thường Bình thường 

Nước bọt Bình thường Bình thường Bình thường Bình thường 

Hô hấp Bình thường Bình thường Bình thường Bình thường 

Đi tiểu (màu) Vàng nâu Vàng nâu Vàng nâu Vàng nâu 

Phân Nâu đen Nâu đen Nâu đen Nâu đen 

Hoạt động Bình thường Bình thường Bình thường Bình thường 

Ngủ Bình thường Bình thường Bình thường Bình thường 

Co giật và run Chưa phát hiện Chưa phát hiện Chưa phát hiện Chưa phát hiện 

Ngứa Chưa phát hiện Chưa phát hiện Chưa phát hiện Chưa phát hiện 

Hôn mê Chưa phát hiện Chưa phát hiện Chưa phát hiện Chưa phát hiện 

Tử vong Chưa phát hiện Chưa phát hiện Chưa phát hiện Chưa phát hiện 
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Kết quả trình bày trong Bảng 1 cho thấy 

rằng, trong suốt quá trình thử nghiệm kéo dài 45 

và 90 ngày, việc sử dụng cao ethyl acetate từ vi 

khuẩn nội sinh Bacillus sp. DO-R5 (cao BaDO-R5) 

không gây ra bất kỳ biểu hiện bất thường nào về 

hành vi hay sinh lý bên ngoài ở chuột thí nghiệm. 

Tất cả các chỉ tiêu như tình trạng lông và 

da, mắt, hô hấp, hoạt động, ngủ, và bài tiết đều 

được ghi nhận là bình thường, không có dấu hiệu 

bất thường như rụng lông, thay đổi màu da, chảy 

nước mắt, rối loạn hô hấp hoặc thay đổi tính khí. 

Ngoài ra, phân và nước tiểu có màu sắc bình 

thường (nâu đen và vàng nâu tương ứng), không 

ghi nhận biểu hiện của rối loạn tiêu hóa hay suy 

giảm chức năng bài tiết. 

Đặc biệt, không xuất hiện các triệu chứng 

nguy hiểm như co giật, run, ngứa, hôn mê hay tử 

vong ở bất kỳ nhóm chuột nào sau thời gian phơi 

nhiễm dài ngày. Điều này là minh chứng quan 

trọng cho thấy cao BaDO-R5 không gây độc tính 

cấp diễn hay bán trường diễn rõ rệt đến hệ thần 

kinh hoặc hệ điều hòa sinh lý cơ bản khi sử dụng 

bằng đường uống ở liều lượng khảo sát. Những 

kết quả này cũng gợi ý rằng liều 400 mg/kg/ngày 

là tương đối an toàn trong điều kiện thử nghiệm 

tiền lâm sàng kéo dài và có thể là cơ sở để đề xuất 

liều sử dụng cho các nghiên cứu sâu hơn.  

Hình 1 trình bày ảnh chụp lách (A), thận 

(B) và gan (C) của chuột thí nghiệm sau khi được 

uống cao BaDO-R5 liều 400 mg/kg/ngày trong 

thời gian 90 ngày, so sánh với nhóm chuột đối 

chứng không xử lý. Quan sát bằng mắt thường 

cho thấy không có sự khác biệt rõ rệt về màu sắc, 

hình dạng, thể tích hay độ chắc của các cơ quan 

giữa nhóm chuột dùng cao BaDO-R5 và nhóm 

chuột đối chứng sinh lý (bình thường). Cụ thể: 

Lách (Hình 1A): Không ghi nhận dấu hiệu sưng, 

xuất huyết dưới vỏ hay thay đổi màu sắc bất 

thường. Hình thái lách đều, kích thước cân đối, bề 

mặt trơn láng, cho thấy không có phản ứng viêm 

hay quá trình tăng sinh bất thường xảy ra tại cơ 

quan lympho này; Thận (Hình 1B): Cả hai quả 

thận đều giữ nguyên hình dạng hạt đậu đặc 

trưng, màu đỏ nâu đồng đều, không xuất hiện 

điểm xuất huyết, phù hay teo nhỏ. Điều này cho 

thấy chức năng lọc thải và cấu trúc mô thận 

không bị ảnh hưởng rõ rệt bởi việc sử dụng cao 

BaDO-R5 trong thời gian dài; Gan (Hình 1C): Gan 

chuột ở cả hai nhóm có màu nâu đỏ đặc trưng, 

ranh giới các thùy rõ ràng, không có dấu hiệu 

hoại tử, xơ hóa hay xuất huyết. Đây là một chỉ báo 

quan trọng cho thấy gan không bị nhiễm độc hoặc 

chịu áp lực quá tải từ chuyển hóa chất lạ trong 

quá trình xử lý cao chiết. 

 

Hình 1. Hình thái lách (A), thận (B) và gan (C) chuột 

thử nghiệm  

Ghi chú: (1’) là chuột bình thường; (2’) là chuột uống cao 

BaDO-R5 liều 400 mg/kg khối lượng chuột 90 ngày 

Tổng thể, kết quả quan sát đại thể không 

ghi nhận tổn thương thực thể đáng chú ý nào trên 

ba cơ quan đích chính (gan, thận, và lách) sau khi 

sử dụng cao BaDO-R5 trong thời gian dài. Kết quả 

này củng cố cho các số liệu sinh lý và hành vi đã 

trình bày ở Bảng 1, góp phần khẳng định tính an 

toàn về mặt đại thể của cao BaDO-R5 trong điều 

kiện thử nghiệm bán trường diễn. 

Tuy nhiên, đánh giá đại thể chỉ mang tính 

gợi ý ban đầu. Để khẳng định chắc chắn không có 

tổn thương hoặc rối loạn chức năng, cần kết hợp 

với phân tích các chỉ số sinh hóa chuyên sâu, được 

trình bày chi tiết ở các phần tiếp theo.
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Hình 2. Tỷ lệ gia tăng khối lượng cơ thể và tỷ lệ khối lượng cơ quan (gan, thận, lách) so với khối lượng cơ thể chuột 

sau 45 và 90 ngày sử dụng cao BaDO-R5 liều 400 mg/kg/ngày (n=7)

Các chỉ tiêu sinh lý bao gồm tỷ lệ tăng khối 

lượng cơ thể (Hình 2A), tỷ lệ khối lượng gan/cơ 

thể (Hình 2B), thận/cơ thể (Hình 2C) và lách/cơ 

thể (Hình 2D) đều không có sự khác biệt có ý 

nghĩa thống kê giữa nhóm chuột bình thường và 

nhóm sử dụng cao BaDO-R5 trong cả hai giai 

đoạn 45 và 90 ngày. Tỷ lệ tăng khối lượng cơ thể 

ổn định cho thấy cao chiết không ảnh hưởng đến 

quá trình hấp thu, chuyển hóa hoặc tăng trưởng 

của chuột. Tỷ lệ khối lượng gan và thận so với cơ 

thể duy trì trong giới hạn sinh lý bình thường, gợi 

ý rằng hai cơ quan chuyển hóa và bài tiết chính 

không bị phì đại hoặc teo nhỏ bất thường do tác 

động độc tính. Tương tự, tỷ lệ khối lượng lách/cơ 

thể không thay đổi đáng kể, phản ánh rằng cao 

chiết không gây kích hoạt miễn dịch quá mức 

hoặc tăng sinh mô lympho. Những kết quả này 

cho thấy cao BaDO-R5 không ảnh hưởng bất lợi 

đến sự phát triển và chức năng cơ quan của chuột 

khi sử dụng kéo dài, góp phần củng cố tính an 

toàn của cao chiết trong điều kiện thử nghiệm bán 

trường diễn. 

Chỉ số glucose huyết phản ánh khả năng 

duy trì cân bằng nội môi glucose và là chỉ dấu 

quan trọng trong đánh giá nguy cơ rối loạn 

chuyển hóa. Kết quả trình bày trong Bảng 2 cho 

thấy, sau 45 ngày sử dụng cao BaDO-R5, mức 

glucose huyết của nhóm chuột uống cao BaDO-R5 

là 113,66±4,08 mg/dL, cao hơn nhẹ so với nhóm 

chuột bình thường (đối chứng sinh lý) 

(104,14±5,92 mg/dL). Tuy nhiên, giá trị vẫn nằm 

trong giới hạn sinh lý bình thường của chuột thí 

nghiệm, không vượt ngưỡng nguy cơ tăng đường 

huyết. Tương tự, sau 90 ngày, hàm lượng glucose 

huyết ở nhóm sử dụng cao BaDO-R5 là 117±5,4 

mg/dL so với 112,11±6,55 mg/dL ở nhóm chuột 

bình thường, nhưng không có sự khác biệt có ý 

nghĩa thống kê (p>0,05). Những số liệu này cho 

thấy mặc dù có sự dao động nhỏ, cao BaDO-R5 

không gây tăng đường huyết kéo dài hay rối loạn 

chuyển hóa glucose khi sử dụng liên tục trong 

thời gian dài. Điều này chứng tỏ cao chiết không 

ảnh hưởng tiêu cực đến chức năng điều hòa 

glucose, từ đó góp phần khẳng định tính an toàn 

chuyển hóa của cao BaDO-R5 trong điều kiện thử 

nghiệm bán trường diễn. 

Số lượng hồng cầu (RBC), bạch cầu (WBC), 

tiểu cầu (PLT), cùng các chỉ số liên quan như 

HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC đều nằm trong 

khoảng bình thường, không có sự biến động bất 

thường giữa các nhóm (Bảng 2). Tỷ lệ các dòng 

bạch cầu (NEU, LYM, MONO, EOS) ổn định, 
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không ghi nhận dấu hiệu của quá trình viêm cấp 

hay phản ứng dị ứng hệ thống. Tỷ lệ LYM chiếm 

ưu thế trong tổng số bạch cầu là đặc điểm sinh lý 

bình thường của chuột nhắt (Mus musculus), khác 

với hệ huyết học của người, do đó không được 

xem là dấu hiệu bất thường [21-23]. Mặc dù máy 

phân tích huyết học tự động được thiết kế chủ 

yếu cho mẫu máu người, thiết bị này vẫn được sử 

dụng phổ biến trong các nghiên cứu tiền lâm sàng 

nhằm so sánh tương đối giữa các nhóm [21-23]. 

Trong nghiên cứu này, không ghi nhận sự khác 

biệt có ý nghĩa thống kê về các chỉ số huyết học 

giữa nhóm đối chứng và nhóm xử lý, cho thấy cao 

BaDO-R5 không ảnh hưởng bất lợi đến hệ tạo 

máu. Đáng chú ý, chỉ số MCH ở nhóm xử lý sau 

45 ngày có xu hướng tăng nhẹ, tuy nhiên vẫn nằm 

trong giới hạn sinh lý và không biểu hiện thành 

bất thường chức năng. Kết quả này cho thấy cao 

BaDO-R5 không ảnh hưởng tiêu cực đến chức 

năng tạo máu và miễn dịch ở chuột khi sử dụng 

lặp lại trong thời gian dài. 

Về chỉ số chức năng gan, hoạt độ SGPT ở 

nhóm xử lý sau 45 ngày giảm có ý nghĩa thống kê 

so với nhóm đối chứng, trong khi SGOT không 

thay đổi đáng kể (p>0,05). Điều này gợi ý tiềm 

năng bảo vệ gan hoặc ít nhất không gây tổn 

thương gan của cao BaDO-R5. 

Chỉ số chức năng thận (urea và creatinine) 

không có sự biến động đáng kể giữa các nhóm, 

phản ánh cơ quan bài tiết không bị ảnh hưởng 

độc tính rõ rệt trong quá trình sử dụng cao chiết.

Bảng 2. Các chỉ số sinh lý và sinh hóa đánh giá độc tính bán trường diễn của cao chiết BaDO-R5 trên chuột thí 

nghiệm 

Chỉ tiêu  

Độc tính bán trường diễn  

(45 ngày) 

Độc tính bán trường diễn  

(90 ngày) 

Đối chứng BaDO-R5 Đối chứng BaDO-R5 

Glucose huyết (mg/dL) 104,14b5,92 113,66a4,08 112,11a6,55 117a5,4 

WBC (K/µL) 4,80a0,39 4,95a0,65 5,09a0,60 4,94a0,84 

NEU (%) 3,75a0,70 3,75a0,63 4,04a0,77 3,95a0,56 

LYM (%) 94,67a2,14 90,63a4,81 94,67a2,14 91,20a5,02 

MONO (%) 1,70a0,39 1,51a0,48 2,27a0,53 2,31a0,39 

EOS (%) 0,37a0,08 0,41a0,09 0,44a0,05 0,51a0,12 

BASO (%) 1,70a0,47 1,74a0,45 2,56a0,36 2,00b0,17 

RBC (M/µL) 9,02a0,38 8,64a0,78 9,45a0,54 9,72a0,91 

HGB (g/L) 126,43a8,72 131,43a13,29 130,71a8,38 136,14a3,80 

HCT (L/L) 0,45a0,02 0,47a0,05 0,48a0,06 0,52a0,03 

MCV (fL) 54,67a11,03 53,99a1,66 52,39a3,6 55,04a2,64 

MCH (pg) 14,07b1,01 15,23a0,63 14,50a1,38 14,59a0,97 

MCHC (g/L) 279a21,28 282,29a10,06 274,71a23,90 263,43a23,74 

PLT (×103/µL) 846a94,95 860,43a93,01 988,9a58,4 1016a109,3 

Urea (mg/dL) 33,22a1,61 34,60a2,58 33,48a1,73 34,17a2,16 

Creatinine (µmol/L) 55,71a8,94 52,14a4,88 59,00a7,81 57,14a5,67 

Cholesterol (mg/dL) 116,38a18,57 119,14a16,89 127,41a18,38 134,58a6,84 
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Chỉ tiêu  

Độc tính bán trường diễn  

(45 ngày) 

Độc tính bán trường diễn  

(90 ngày) 

Đối chứng BaDO-R5 Đối chứng BaDO-R5 

Triglycerid (mg/dL) 173,20a16,84 179,52a28,77 180,78a19,02 176,86a16,95 

HDL cholesterol (mg/dL) 31,94b4,38 37,84a2,56 34,14a2,85 32,65a3,45 

LDL cholesterol (mg/dL) 63,21a6,44 69,44a6,03 77,55a3,39 81,41a3,58 

VLDL cholesterol (mg/dL) 34,64a3,38 35,90a5,76 36,16a3,80 35,37a3,39 

Atherogenic index of plasma (AIP) 0,74a0,06 0,67a0,09 0,72a0,05 0,73a0,05 

Atherogenic coefficient (AC) 2,71a0,89 2,16a0,46 2,75a0,61 3,15a0,30 

Cardiac risk ratio (CRR) 3,72a0,89 3,16a0,46 3,75a0,62 4,15a0,30 

Cardioprotective index (CPI) 0,51a0,11 0,55a0,05 0,44a0,03 0,40a0,05 

SGPT (U/L) 77,57a6,32 67,45b9,67 80,43a6,828 74,00a7,70 

SGOT (U/L) 116,86a10,98 122,14a10,02 119,71a11,04 121,14a5,15 

Ghi chú: Các giá trị có mẫu tự theo sau trong cùng một hàng giống nhau khác biệt không có ý nghĩa ở mức 5%. WBC: White 

Blood Cell-Số lượng bạch cầu trong một thể tích máu; NEU: Neutrophil-Bạch cầu trung tính; LYM: Lymphocyte-Bạch cầu 

Lympho; MONO: Monocyte-Bạch cầu Mono; EOS: Eosinophils-Bạch cầu ưa acid, BASO: Basophils-Bạch cầu ưa kiềm, RBC: 

Red Blood Cell-Số lượng hồng cầu trong một thể tích máu; HGB: Hemoglobin-Lượng huyết sắc tố trong một thể tích máu; HCT: 

Hematocrit-Tỷ lệ thể tích hồng cầu trên thể tích máu toàn phần, MCV: Mean corpuscular volume-Thể tích trung bình của một 

hồng cầu, MCH: Mean Corpuscular Hemoglobin-Lượng huyết sắc tố trung bình trong một hồng cầu; MCHC: Mean 

Corpuscular Hemoglobin Concentration-Nồng độ trung bình của huyết sắc tố hemoglobin trong một thể tích máu, PLT: Platelet 

Count-Số lượng tiểu cầu trong một thể tích máu.

Các thành phần lipid huyết bao gồm 

cholesterol toàn phần, triglyceride, LDL-C, HDL-

C và VLDL-C đều dao động trong phạm vi bình 

thường, không ghi nhận sự gia tăng bất thường. 

Các chỉ số đánh giá nguy cơ tim mạch như 

Atherogenic Index of Plasma (AIP), Atherogenic 

Coefficient (AC), Cardiac Risk Ratio (CRR) và 

Cardioprotective Index (CPI) không thay đổi có ý 

nghĩa, cho thấy cao BaDO-R5 không gây rối loạn 

chuyển hóa lipid cũng như không làm gia tăng 

nguy cơ xơ vữa hoặc bệnh tim mạch trên mô hình 

chuột. Tóm lại, dữ liệu từ Bảng 2 khẳng định rằng 

cao chiết ethyl acetate từ vi khuẩn Bacillus sp. DO-

R5 không gây độc tính đáng kể trên các chỉ số 

sinh lý, huyết học và sinh hóa khi sử dụng liên tục 

trong thời gian 45 và 90 ngày ở liều 400 mg/kg. 

Những kết quả này góp phần củng cố nền tảng an 

toàn tiền lâm sàng của dòng vi khuẩn nội sinh 

Bacillus sp. DO-R5 và tạo tiền đề cho việc phát 

triển các chế phẩm sinh học ứng dụng trong y học 

và thực phẩm chức năng. 

Khi phân tích toàn diện các dữ liệu thu 

được, có thể thấy rằng cao ethyl acetate từ vi 

khuẩn Bacillus sp. DO-R5 (BaDO-R5) không gây ra 

bất kỳ biểu hiện bất thường nào về hành vi và 

sinh lý học trong suốt quá trình sử dụng kéo dài, 

điều này được củng cố bởi các quan sát mô đại 

thể cho thấy gan, thận và lách duy trì hình thái 

bình thường, không xuất hiện tổn thương rõ rệt. 

Đồng thời, các chỉ số sinh lý (tăng trưởng cơ thể, 

tỷ lệ khối lượng cơ quan) và huyết học (RBC, 

WBC, HGB, PLT...) ổn định, phản ánh rằng cao 

BaDO-R5 không ảnh hưởng đến hệ thống tạo máu 

và miễn dịch. Sự ổn định của các thông số sinh 

hóa, đặc biệt là men gan (SGOT, SGPT), 

creatinine, urea và lipid huyết, cho thấy chức 

năng gan thận và chuyển hóa nội môi được bảo 

toàn. Việc không ghi nhận sự gia tăng bất thường 

ở các chỉ số nguy cơ tim mạch như AIP, AC, CRR 

hay CPI cũng cho thấy cao BaDO-R5 không gây 

rối loạn chuyển hóa lipid trong điều kiện sử dụng 

lặp lại. Như vậy, sự nhất quán giữa dữ liệu hành 
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vi, mô học và sinh hóa tạo nên một chuỗi bằng 

chứng rõ ràng cho thấy cao BaDO-R5 không gây 

độc tính bán trường diễn trên mô hình chuột, mở 

ra triển vọng ứng dụng an toàn trong y dược học. 

Khi đặt các kết quả của nghiên cứu này 

trong mối liên hệ với các công bố trước đây về cao 

BaDO-R5, có thể nhận thấy sự nhất quán giữa 

hoạt tính sinh học và tính an toàn. Mặc dù cao 

BaDO-R5 đã được chứng minh có hoạt tính chống 

oxy hóa và điều hòa chuyển hóa mạnh trên các 

mô hình in vitro và in vivo, việc sử dụng lặp lại ở 

liều có hiệu quả sinh học không gây ra các biến 

đổi bất lợi về hành vi, huyết học, sinh hóa hay 

hình thái cơ quan. Điều này cho thấy các hợp chất 

có hoạt tính sinh học trong cao BaDO-R5 không có 

xu hướng tích lũy gây độc và vẫn duy trì được 

biên độ an toàn sinh học khi sử dụng kéo dài. Tuy 

nhiên, nghiên cứu vẫn còn một số hạn chế, bao 

gồm việc chỉ khảo sát trên chuột đực với một mức 

liều duy nhất, chưa đánh giá mối quan hệ liều – 

đáp ứng, chưa xem xét sự khác biệt giới tính, 

cũng như chưa thực hiện phân tích mô học và các 

chỉ dấu phân tử liên quan đến stress oxy hóa hoặc 

viêm. Do đó, các nghiên cứu tiếp theo với nhiều 

mức liều, trên cả chuột đực và cái, kết hợp đánh 

giá mô học và cơ chế phân tử, sẽ cần thiết để hoàn 

thiện hơn hồ sơ an toàn tiền lâm sàng của cao 

BaDO-R5.” 

4 Kết luận 

Nghiên cứu này đã tiến hành đánh giá độc 

tính bán trường diễn của cao chiết ethyl acetate từ 

dòng vi khuẩn Bacillus sp. DO-R5 (BaDO-R5) 

được phân lập từ rễ cây Sổ trai trên mô hình 

chuột nhắt trắng với liều cố định 400 mg/kg/ngày 

trong thời gian 45 và 90 ngày. Kết quả cho thấy, 

BaDO-R5 không gây ra biểu hiện bất thường nào 

về hành vi, sinh lý hay tỷ lệ tử vong ở chuột. 

Quan sát đại thể của gan, thận và lách không có 

thay đổi đáng kể, các chỉ số huyết học và sinh hóa 

(bao gồm chức năng gan, thận, đường huyết, lipid 

máu và các chỉ số nguy cơ tim mạch như AIP, AC, 

CRR, CPI) đều nằm trong giới hạn sinh lý bình 

thường. Những dữ liệu này cho thấy rằng BaDO-

R5 không gây ảnh hưởng xấu đến chức năng cơ 

quan đích cũng như không làm rối loạn chuyển 

hóa nội môi khi sử dụng kéo dài. Do đó, có thể kết 

luận rằng cao chiết ethyl acetate từ Bacillus sp. 

DO-R5 không gây độc tính rõ rệt trong điều kiện 

thử nghiệm bán trường diễn, góp phần hoàn thiện 

hồ sơ an toàn tiền lâm sàng của cao chiết này. 

Tuyên bố về đạo đức nghiên cứu 

Nghiên cứu này là một phần của đề tài 

“Study on plant endophytic bacteria and 

evaluation of their biological activities related to 

oxidative stress”, đã được Hội đồng Đạo đức 

trong nghiên cứu động vật – Đại học Cần Thơ phê 

duyệt theo mã số CTU-AEC25029. 
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