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Tóm tắt - Cordyceps sinensis (Đông trùng hạ thảo) đang được 
giới khoa học quan tâm bởi chúng có chứa nhiều hợp chất sinh 
học như cordycepin, nucleoside, ergosterol, polysaccharide, … 
Tại Việt Nam, C. sinensis được nuôi cấy nhân tạo trên môi trường 
lỏng tĩnh, sử dụng hệ sợi để sản xuất và nghiên cứu, còn dịch 
môi trường sau nuôi cấy có chứa lượng exopolysaccharide 
(EPS) có hoạt tính kháng oxy hóa cao. Trong nghiên cứu này, 
chúng tôi khảo sát khả năng tạo EPS của C. sinensis trong môi 
trường bổ sung peptone, cao nấm men hoặc nhộng so với môi 
trường cơ bản (đối chứng). Sau đó, chúng tôi đánh giá khả năng 
kháng oxy hóa của EPS thu từ dịch nuôi cấy bằng phương pháp 
bắt gốc tự do ABTS. Kết quả cho thấy, C. sinensis có khả năng 
thích nghi và phát triển tốt được trên các môi trường này và kích 
thích tăng tổng hợp EPS. Trong đó, môi trường có chứa peptone 
và cao nấm men thu sinh khối và EPS cao nhất là 19,3 g/l và 2,5 
g/l. Hoạt tính bắt gốc tự do ABTS của EPS cũng tăng lên đáng 
kể ở 40 ngày. 

 Abstract - Currently, Cordyceps sinensis (Dong trung ha thao) 
receives much interest from scientific community because of 
many bioactive compounds such as: cordycepin, nucleoside, 
ergosterol, polysaccharide… C. sinensis was successfully 
artificially cultured in liquid medium in Vietnam. However, after 
incubation, only mycelial biomass, rather than culture fluid, was 
produced and studied. Many studies indicate that the culture fluid 
of C. sinensis contains bioactive EPS. In this study, we   
investigate the EPS of C. sinensis in the liquid of static culture by 
supplementing with peptone, yeast or silkworms compared to the 
control culture. Then, we assess the antioxidant activity of EPS 
from the culture fluid by ABTS free radical method. Results 
indicate that C. sinensis has the ability to adapt to and develop 
well in these media as well as stimulate the EPS production. 
Particularly, the medium within peptone and yeast gives the 
highest biomass and EPS of 19.3 g/l and 2.5 g/l. ABTS activity of 
EPS from it also increases significantly in 40 cultured days. 

Từ khóa - Cordyceps sinensis; exopolysaccharide; nuôi cấy lỏng 
tĩnh; hoạt tính kháng oxy hoá; ABTS (2,2'- azino - bis (3 – 
ethylbenzothiazoline - 6 - sulphonic acid)) 

 Key words - Cordyceps sinensis; exopolysaccharide; surface 
liquid cultures; antioxidant activity; ABTS (2,2'- azino - bis (3 – 
ethylbenzothiazoline - 6 - sulphonic acid)) 

 

1. Giới thiệu 

Cordyceps sinensis có tên gọi thông thường là Đông 

trùng hạ thảo, là một loài nấm sống ký sinh trên ấu trùng 

của các loài sâu bướm thuộc bộ Lepidoptera, chi Hepialus 

và Thitarodes. Sau khi xâm nhiễm vào vật chủ, chúng sẽ 

phát triển bên trong vật chủ dưới dạng sợi nấm, qua mùa 

đông, nấm giết chết vật chủ và hình thành quả thể mọc 

lên khỏi mặt đất [2]. C. sinensis là một loại dược liệu quý 

hiếm được sử dụng làm thuốc chữa bệnh và thuốc bổ cách 

đây hàng trăm năm trong y học cổ truyền Trung Hoa. Các 

nghiên cứu hiện đại đã chứng minh những tác dụng dược 

học của nấm như hoạt tính kích thích hệ miễn dịch, giảm 

cholesterol, kháng khối u, kháng oxy hóa và giảm đường 

huyết… Trong những năm gần đây, C. sinensis có nguy 

cơ bị tuyệt chủng do tình trạng khai thác quá mức, cũng 

như do ảnh hưởng của biến đổi khí hậu toàn cầu [3]. Do 

vậy, giải pháp khả thi và bền vững để duy trì nguồn nấm 

dược liệu quý này là công nghệ lên men sợi nấm C. 

sinensis. Các nghiên cứu đã chứng minh tác dụng dược lý 

của C. sinensis nuôi cấy nhân tạo tương tự như C. sinensis 

ngoài tự nhiên. 

Hiện nay, việc nghiên cứu thành phần môi trường nuôi 

cấy nấm ăn hay nấm dược liệu đang được quan tâm, bởi 

chúng có tác dụng kích thích sự phát triển của sợi nấm và 

sản xuất exopolysaccharid trong quá trình lên men. Tuy 

nhiên, trên thế giới cũng như ở Việt Nam chưa có công bố 

khoa học nào về việc nghiên cứu so sánh giữa môi trường 

nuôi cấy lỏng tĩnh có bổ sung nhộng tằm và môi trường có 

peptone, cao nấm men. Do vậy, trong nghiên cứu sau này 

chúng tôi khảo sát ảnh hưởng của thành phần môi trường 

trong nuôi cấy sợi nấm đến sự phát triển và tổng hợp 

exopolysaccharide của nấm Cordyceps sinensis, và khả 

năng kháng oxy hóa của chúng trong điều kiện nuôi cấy 

lỏng tĩnh. 

2. Vật liệu và phương pháp 

2.1. Vật liệu 

Giống C. sinensis được cung cấp bởi Công ty Cổ phần 

Nguyên Long (Lạc Dương, Lâm Đồng). Giống được giữ 

trong ống thạch nghiêng chứa môi trường PGA ở nhiệt độ 

4°C. 

2.2. Phương pháp 

2.2.1. Khảo sát sự ảnh hưởng của thành phần môi trường 

lên sự phát triển và sinh tổng hợp EPS của C. sinensis 

Chuẩn bị 10 lít mỗi loại môi trường có thành phần:  
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- MT1: Khoai tây 200 g/l, saccharose 50 g/l, 

K2HPO4 0,5 g/l, KH2PO4 0,5 g/l, MgSO4: 0,2 g/l; 

- MT2: Khoai tây 200 g/l, saccharose 50 g/l, 

K2HPO4 0,5 g/l, KH2PO4 0,5 g/l, MgSO4 0,2 g/l, 

peptone 6 g/l, yeast extract 4 g/l; 

- MT3: Khoai tây 200 g/l, saccharose 50 g/l, 

K2HPO4 0,5 g/l, KH2PO4 0,5 g/l, MgSO4 0,2 g/l, 

nhộng 10 g/l. 

Sau đó, hấp khử trùng ở 121°C trong 30 phút. Bổ sung 

2 erlen giống (đã được nhân giống 10 ngày từ ống thạch 

nghiêng) vào môi trường và rót 200 ml môi trường vào 

mỗi hộp nhựa (dung tích 500 ml) và nuôi cấy ở nhiệt độ 

20 – 25°C. Theo dõi sự phát triển của từng thí nghiệm qua 

việc ghi nhận hình thái sinh khối, nhận xét tốc độ tăng 

trưởng, thời gian thu sinh khối và EPS sau 10, 20, 30, 40 

ngày.  

2.2.2. Thu nhận sinh khối 

Sinh khối được sấy khô ở 60°C đến khối lượng không 

đổi. Sau đó, xác định trọng lượng khô (g/l) của sinh khối 

nấm. 

2.2.3. Thu nhận exopolysaccharid (EPS) 

Dịch nuôi cấy được thu nhận cô quay chân không giảm 

thể tích. Sau đó, EPS được thu nhận bằng cách thu tủa với 

ethanol 96° (tỷ lệ 1:4 v/v) trong 24h ở 4°C. Ly tâm thu tủa 

và đông khô mẫu, bảo quản ở 4°C. Định lượng 

polysaccharid trong EPS bằng phương pháp phenol – acid 

sulfuric và định lượng protein trong EPS bằng phương 

pháp Bradford. 

2.2.4. Khảo sát hoạt tính bắt gốc tự do ABTS (2,2'- azino - 

bis (3 – ethylbenzothiazoline – 6 - sulphonic acid)) của EPS 

Khảo sát khả năng bắt gốc tự do ABTS của EPS được 

thực hiện theo quy trình của Roberto và cộng sự (1999) [6] 

với một số thay đổi phù hợp, gồm 3 giai đoạn. Giai đoạn 1, 

tạo gốc tự do ABTS·+: hòa dung dịch ABTS 7 mM với 

dung dịch K2S2O8 2,45 mM theo tỉ lệ thể tích 1:1, ủ trong 

tối 12 – 16 giờ ở nhiệt độ phòng. Giai đoạn 2, pha loãng 

dung dịch ABTS·+: pha loãng trong đệm PBS pH 7,4 cho 

đến khi dung dịch sau pha loãng (dung dịch A) có OD 734 

nm = 0,70 ± 0,02. Giai đoạn 3, tạo hỗn hợp phản ứng: cho 

3.000 µl dung dịch A vào 100 µl dung dịch mẫu cần phân 

tích, ủ tối trong 30 phút, đo mật độ quang ở bước sóng 734 

nm. Đối chứng dương là vitamin C. 

Khả năng bắt gốc tự do ABTS•+ của mẫu phân tích 

được tính theo công thức: 
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0

A A
S% x100

A


  

A0: Giá trị OD730nm của mẫu trắng (dung dịch (A) 

không chứa mẫu phân tích); 

A1: Giá trị OD730nm của mẫu phân tích (dung dịch 

(A) chứa mẫu phân tích). 

3. Kết quả và biện luận 

3.1. Sự ảnh hưởng của thành phần môi trường đến sự 

phát triển của sinh khối nấm C. sinensis trong môi 

trường lỏng tĩnh 

Nghiệm thức này nhằm khảo sát ảnh hưởng peptone và 

cao nấm men, nhộng đến sự phát triển sinh khối của nấm 

C. sinensis theo các mốc thời gian 10 ngày, 20 ngày, 30 

ngày và 40 ngày. 

 

Hình 1. Ảnh hưởng của thành phần môi trường 

 đến sự phát triển của sinh khối nấm C. sinensis 

 trong môi trường lỏng tĩnh 

Nhìn chung, cả 3 môi trường đều tạo sinh khối theo 

thời gian phù hợp với sự sinh trưởng của nấm. MT1 là 

môi trường đối chứng, môi trường dinh dưỡng nghèo 

nàn không phù hợp để sản xuất sinh khối. Thời điểm thu 

sinh khối cao nhất của môi trường này là 20 ngày (6,83 

g/L). Môi trường 1, nấm sớm bước vào giai đoạn suy 

vong khi từ 20 ngày trở đi, sinh khối nấm đã giảm (6,83 

xuống 6,36 g/L), điều này là do môi trường không có bổ 

sung nguồn Nitơ, mà chỉ hấp thu dinh dưỡng từ nguồn 

Carbon.  

MT2 bổ sung thêm peptone và cao nấm men so với 

MT1, đây là môi trường giàu dinh dưỡng phù hợp để 

nuôi cấy thu sinh khối. Thời điểm thu tốt nhất là 30 ngày 

(20,32 g/L, gấp khoảng 3 lần MT1 là 6,36 g/L). MT2, 

sinh khối nấm tăng dần đến 30 ngày sau đó giảm dần 

(20,32 xuống 19,33 g/L), thời gian bước vào giai đoạn 

suy vong kéo dài một phần là do môi trường này có bổ 

sung thêm peptone và cao nấm, nguồn dinh dưỡng cho 

nấm dễ phát triển, đây cũng là môi trường phù hợp với 

nghiên cứu của Dong Yao và cộng sự (2005), môi trường 

có chứa peptone (5,58 g/L) và cao nấm men là (2,97 g/L) 

sau 15 ngày nuôi, với việc nuôi cấy lắc 150 vòng/phút 

[3]. 

MT3 bổ sung dịch chiết nhộng tằm, đây cũng là môi 

trường dinh dưỡng cho nấm phát triển tốt. Tuy nhiên, đây 

chưa phải là môi trường tối ưu nhất cho việc thu sinh khối. 

Thời điểm thu tốt nhất trong khảo sát là 40 ngày (11,84 g/L 

gấp khoảng 2 lần MT1 là 6,03 g/L). 

Qua kết quả này cho thấy MT2 là môi trường dinh 

dưỡng phù hợp cho việc nuôi cấy và thời điểm thu sinh 

khối nấm C. sinensis tốt nhất là 30 ngày. 

3.2. Khảo sát ảnh hưởng của thành phần môi trường đến 

sự sinh tổng hợp EPS của C. sinensis 

EPS là một polysaccharide ngoại bào được nấm tổng 

hợp và tiết ra ngoài môi trường nuôi cấy, nó là một hợp 

chất thứ cấp, và thường được tiết nhiều trong pha ổn định. 

Kết quả trọng lượng tủa EPS thu được biểu diễn trên Hình 
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Hình 2. Ảnh hưởng của thành phần môi trường đến 

 sự sinh tổng hợp EPS của C. sinensis  

Ở MT1, qua kết quả thu nhận sinh khối ở trên cho thấy 

thời gian sinh trưởng của nấm ngắn, sớm vào pha ổn định 

từ 20 đến 30 ngày, nên nấm tổng hợp một lượng EPS ở thời 

điểm 30 ngày cao hơn các thời gian khác (1,65 g/l). 

MT2 là môi trường có peptone và cao nấm men, giàu 

dinh dưỡng. Theo bảng biểu đồ Hình 2 cho thấy, hàm 

lượng tủa thu được tăng dần đến 40 ngày (1,1 g/l - 2,5 

g/l). Vì vậy, thời điểm thu EPS tốt nhất cho MT2 là 40 

ngày. Ở 40 ngày của MT2 lượng EPS là nhiều nhất (2,50 

g/l) như đã trình bày ở phần kết quả sinh khối, sinh khối 

30 đến 40 ngày giảm, nấm ở cuối pha ổn định, đầu pha 

suy vong, trong điều kiện không thuận lợi, nấm sẽ tiết ra 

EPS như một "hàng rào chắn" bảo vệ cho mình. Kết quả 

này phù hợp với nghiên cứu của Hồ Thị Phương Thắm 

(2015) với hiệu suất thu EPS là 2,75 g/l [4] và nghiên 

cứu của Lo và cộng sự (2013) với hiệu suất thu EPS từ 

0,43 - 3,21 g/l [8]. 

MT3 là môi trường có dịch chiết nhộng, môi trường 

dinh dưỡng này cũng tạo ra lượng EPS đáng kể nhưng 

không cao bằng MT2. Từ 10 - 30 ngày, EPS tăng mạnh 

(0,53 – 1,79 g/l). Đến 40 ngày, lượng sinh khối giảm 

xuống, vì vậy thời điểm thu EPS tốt nhất ở MT3 là 30 ngày. 

Qua kết quả khảo sát 3.1 và 3.2 chúng tôi nhận thấy 

thành phần môi trường ảnh hưởng đến sự phát triển sinh 

khối và tổng hợp EPS của nấm C. sinensis. Dựa trên mối 

tương quan giữa sinh khối và EPS, chúng tôi nhận thấy 

MT2 (môi trường bổ sung peptone và cao nấm men) phù 

hợp thu cả sinh khối và EPS ở thời điểm 40 ngày nuôi cấy, 

mặc dù sinh khối 40 ngày (19,33 g/l) ít hơn 30 ngày 

(20,32), nhưng bù lại ta thu được lượng EPS 40 ngày đáng 

kể (2,4 g/l) so với 30 ngày (1,84 g/l). 

3.3. Hàm lượng polysaccharide và protein trong tủa EPS 

thu từ các môi trường 

Sau khi khảo sát ảnh hưởng của môi trường và thời gian 

nuôi cấy để thu nhận sinh khối và EPS, chúng tôi tiến hành 

xác định hàm lượng polysaccharide có trong tủa EPS thu 

từ các môi trường khảo sát. Kết quả được trình bày ở các 

biểu đồ sau: 

Với phương trình đường chuẩn: y = 0,0108 x (R2 = 

0,9948) làm chuẩn để xác định hàm lượng polysaccharide 

trong mẫu khảo sát. 

 

Hình 3. Biểu đồ kết quả định lượng polysaccharide  

của EPS thu từ các môi trường 

Nhìn chung cả 3 MT đều có hàm lượng polysaccharide 

cao, phù hợp với quy trình tách chiết polysaccharide mà 

nhóm đã sử dụng. Trong đó hàm lượng polysaccharide 

trong MT1 là thấp nhất, chỉ khoảng 46%; ở MT2 và MT3 

(50-60%), hàm lượng polysaccharide cao hơn đáng kể, phù 

hợp với kết quả 3.2, lượng tủa EPS thu được cao hơn so 

với MT1. Và lượng polysaccharide cao nhất là MT2 (76%), 

ở thời gian 40 ngày. 

3.3.1. Định lượng protein 

Bên cạnh việc xác định hàm lượng polysaccharide, 

chúng tôi xác định lượng protein có trong tủa EPS thu được 

từ các môi trường khảo sát. 

Với phương trình đường chuẩn: y = 0,0012x (R2 = 

0,9953) làm chuẩn để xác định hàm lượng protein trong 

mẫu EPS.  

 

Hình 4. Biểu đồ kết quả định lượng protein của EPS thu từ các 

môi trường khảo sát 

Nhìn chung, hàm lượng protein trong tủa EPS thu từ 

các môi trường rất thấp, chỉ vào khoảng 0,1 - 3%. 

Ở MT2, trong khi hàm lượng polysaccharide cao nhất, 

thì hàm lượng protein lại cao hơn so với môi trường đối 

chứng, vì MT2 là môi trường có peptone và cao nấm men, 

hàm lượng protein cao nên ở thời điểm 10 ngày, nấm chưa 

sử dụng nhiều còn tồn đọng lại lượng protein cao hơn so 

vơi MT1. 

Ở MT3, có sự chênh lệch nhiều giữa các thời điểm thu. 

Nhiều nhất là ở 10 ngày, sau đó thì giảm mạnh (0,695 - 

0,111%), ở 20 ngày lượng protein cũng thấp hơn đối chứng 

(0,04%), nhưng không chênh lệch nhiều.  
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3.4. Hoạt tính bắt gốc tự do ABTS+ của EPS 

Hoạt tính bắt gốc tự do ABTS+ là một trong các khảo 

sát hoạt tính kháng oxy hoá hiệu quả và đơn giản. Tiềm 

năng kháng oxy hóa của mẫu được đánh giá thông qua giá 

trị IC50. IC50 là giá trị thể hiện nồng độ của mẫu chứa chất 

kháng oxy hóa mà tại nồng độ đó làm giảm 50% nồng độ 

gốc tự do ban đầu. Giá trị IC50 càng thấp, hiệu quả bắt gốc 

tự do càng cao.  

Kết quả khảo sát khả năng bắt gốc tự do ABTS+. dựa 

trên giá trị IC50 được thể hiện qua các biểu đồ sau. 

 

Hình 5. Khả năng bắt gốc tự do ABTS+ của EPS từ dịch nuôi 

cấy nấm C. sinensis  

Trong đó kí hiệu:  

- MT1.1, MT1.2, MT1.3 và MT1.4: MT1 sau thời 

gian 10, 20, 30 và 40 ngày nuôi cấy. 

- MT2.1, MT2.2, MT2.3 và MT2.4: MT2 sau thời 

gian 10, 20, 30 và 40 ngày nuôi cấy. 

- MT3.1, MT3.2, MT3.3 và MT3.4: MT3 sau thời 

gian 10, 20, 30 và 40 ngày nuôi cấy. 

Tất cả các cao chiết trong khoảng nồng độ khảo sát (0 

– 6000 μg/ml) đều cho thấy có khả năng bắt gốc ABTS+ 

với tỉ lệ khác nhau, được thể hiện ở Hình 5. Nồng độ mẫu 

càng tăng thì khả năng bắt gốc tự do càng cao.  

Các cao EPS hầu như đều bắt được các gốc tự do trong 

khoảng nồng độ khảo sát, chỉ trừ cao MT1. Nhìn chung các 

cao EPS có khả năng bắt được 50% gốc tự do ở khoảng 

nồng độ 2.000 – 3.000 μg/ml. Tuy nhiên, cũng có cao EPS 

cần dùng đến nồng độ hơn 4.000 μg/ml mới bắt được 50% 

gốc tự do. 

Bảng 1. Giá trị IC50 (μg/ml) của các mẫu khảo sát 

  MT1 MT2 MT3 

10 ngày _ 3794,32 4216,14 

20 ngày _ 2643,89 3210,67 

30 ngày 5882,35** 2186,13 2631,57 

40 ngày _ 1964,56* 3355,70 

*: giá trị IC50 cao nhất   

**: giá trị IC50 thấp nhất  

_: không tìm được giá trị IC50  

Qua kết quả giá trị IC50 của EPS thu từ các môi trường 

khảo sát ở các thời điểm khác nhau, chúng tôi nhận thấy: 

MT1 thời gian 10, 20 và 40 ngày không xác định được giá 

trị IC50 vì trọng lượng EPS ở thời gian này tương đối ít, 

gây khó khăn cho việc xác định hoạt tính; còn ở 30 ngày, 

giá trị IC50 cao hơn so với MT2, MT3 nên hoạt tính kháng 

oxy hoá ở MT1 thấp. Trong khi đó, giá trị IC50 của MT2 

ở 40 ngày là 1964,56, thấp nhất so với các khảo sát khác, 

nên khả năng kháng oxy hoá của EPS thu từ MT2 40 ngày 

là cao nhất. 

Từ các thí nghiệm, chúng tôi nhận thấy MT2 ở thời 

điểm 40 ngày cho khối lượng sinh khối, EPS và khả năng 

bắt gốc tự do ABTS+. tốt nhất. Đây là thời điểm tốt nhất 

cho nấm phát triển, vừa thu nhiều sinh khối, vừa thu được 

EPS từ dịch nuôi. Có thể tận dụng hai nguồn chứa nhiều 

polysaccharide có hoạt tính sinh học, điển hình là khả năng 

kháng oxy hóa bắt gốc tự do ABTS+. Một vài nghiên cứu 

của Yang và cộng sự (2005) [16], Sharma và cộng sự 

(2015) [7] đã cho rằng EPS là những polysaccharide được 

tiết ra môi trường bên ngoài của nhiều loài vi sinh vật. Và 

EPS trong C. sinensis đã được chứng minh là có chứa nhiều 

hoạt tính sinh học giá trị như kháng oxy hóa, điều hòa hệ 

thống miễn dịch, kháng khối u, chống lão hóa… Nghiên 

cứu của Yan và cộng sự (năm 2013) cho thấy phân đoạn 

exopolysacchride thu từ sinh khối nấm và dịch nuôi cấy có 

khả năng bắt gốc hydroxyl và ABTS cao [16]. 

4. Kết luận 

Trong thành phần môi trường nuôi cấy bổ sung 

peptone/cao nấm men và môi trường bổ sung nhộng tằm, 

C. sinensis có khả năng phát triển tốt và tăng tổng hợp EPS 

so với môi trường cơ bản làm đối chứng. Khối lượng EPS 

thu được và hàm lượng polysaccharide có trong EPS có 

mối tương quan cao với hoạt tính bắt gốc tự do ABTS+. 

Môi trường 2 (peptone và cao nấm men) nấm phát triển tốt, 

cho lượng sinh khối cao (20,32 g/l) và EPS nhiều (2,50 g/l), 

có hoạt tính kháng oxy hóa mạnh với thời gian thu nhận 40 

ngày.  

Lời cám ơn 

Chúng tôi xin gửi lời cám ơn đến Trung tâm Thí nghiệm 

Thực hành và Trung tâm Việt Đức thuộc Trường ĐH Công 

nghiệp Thực phẩm TP. HCM; Viện Sinh học Nhiệt đới - 

Học viện Khoa học và Công nghệ Việt Nam; Phòng Thí 

nghiệm Sinh Hóa – Trường ĐH Khoa học Tự nhiên, ĐH 

Quốc gia TP.HCM đã hỗ trợ chúng tôi trong suốt thời gian 

làm nghiên cứu này. 
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