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Tóm tắt:

Cordyceps militaris được sử dụng phổ biến trong y học cổ truyền và làm thực phẩm. Loài nấm này có khả năng sinh 
cordycepin và pentostatin, đây là những hoạt chất có hoạt tính kháng vi sinh vật gây bệnh, tăng cường miễn dịch, 
gây độc đối với tế bào ung thư… Tuy nhiên, nấm C. militaris chủ yếu được sản xuất dạng quả thể làm nguyên liệu. 
Hiện nay, phương pháp lên men bề mặt dịch thể đã bước đầu cho thấy tiềm năng ứng dụng cao trong sản xuất các 
hoạt chất ngoại bào ở nấm. Nghiên cứu này đã tuyển chọn được 3 chủng nấm C. militaris (HL8, BN25.2 và TN25.1) 
có khả năng sinh cordycepin và pentostatin ngoại bào cao. Cả 3 chủng nấm đều có khả năng sinh cordycepin và 
pentostatin ngoại bào ổn định qua 5 thế hệ liên tiếp. Hơn nữa, nghiên cứu đã xác định được các điều kiện thích 
hợp trong lên men bề mặt dịch thể nấm C. militaris bao gồm sử dụng ánh sáng LED trắng, môi trường lên men với 
nguồn cacbon là glucose, nguồn nitơ là tryptone, pH 6 và thời gian lên men là 45 ngày. Ở điều kiện lên men thích 
hợp, khả năng sinh cordycepin ngoại bào của 3 chủng nấm HL8, BN25.2 và TN25.1 tương ứng trung bình đạt là 
1220, 1415 và 1225; trong khi pentostatin đạt 45,6, 35,6 và 37,6 mg/l dịch lên men. Đây là nguồn nguyên liệu tiềm 
năng cho phát triển các loại thực phẩm và dược phẩm.
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Abstract:

Cordyceps militaris is widely used in traditional medicine and as a food source. This fungus is capable of producing 
cordycepin and pentostatin, two bioactive compounds with antimicrobial, immunomodulatory, and cytotoxic 
activities against cancer cells. However, C. militaris is predominantly produced in the form of fruiting bodies for 
use as raw material. Recently, liquid-state surface fermentation has shown considerable potential for enhancing 
extracellular metabolite production in fungi. This study selected three C. militaris strains (HL8, BN25.2, and 
TN25.1) with high extracellular production of cordycepin and pentostatin. All three strains demonstrated stable 
extracellular production of cordycepin and pentostatin over five consecutive generations. Furthermore, the study 
identified suitable conditions for surface liquid-state fermentation of C. militaris, including the use of white LED 
light, a fermentation medium containing glucose as the carbon source and tryptone as the nitrogen source, an 
initial pH of 6, and a fermentation duration of 45 days. Under the suitable fermentation conditions, the average 
extracellular production of cordycepin by strains HL8, BN25.2, and TN25.1 reached 1220, 1415, and 1225 mg/l, 
respectively, while pentostatin production reached 45.6, 35.6, and 37.6 mg/l fermentation broth. The fermentation 
broth represents a promising source of raw material for the development of food and pharmaceutical products.
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1. Đặt vấn đề 

 Chi nấm Cordyceps được ghi nhận gồm nhiều loài nấm 
có giá trị dược liệu và được sử dụng rộng rãi trong y học 
cổ truyền ở nhiều nước trên thế giới. Trong số các loài nấm 
thuộc chi Cordyceps, C. militaris là loài nấm dược liệu quý, 
được nghiên cứu và nuôi trồng phổ biến nhất. Loài này có 
tác dụng hỗ trợ điều trị nhiều bệnh lý bao gồm ung thư, 
suy giảm miễn dịch, rối loạn chức năng gan thận, viêm phế 
quản mạn tính, suy giảm sinh lý nam, tăng cholesterol và 
tình trạng mệt mỏi kéo dài [1, 2]. Hoạt chất được quan tâm 
nhiều nhất là cordycepin, với khả năng điều hòa miễn dịch, 
chống ung thư, chống oxi hóa, kháng viêm và tiềm năng hỗ 
trợ điều trị COVID-19 [2-4]. Ngoài ra, nấm C. militaris đã 
được phát hiện có khả năng sinh pentostatin. Pentostatin 
và cordycepin được sinh tổng hợp bởi cùng một cụm gen 
duy nhất ở nấm C. militaris. Pentostatin tham gia bảo vệ 
cordycepin khỏi quá trình khử amin bằng cách ức chế 
hoạt động của adenosine deaminase (ADA) [5]. Cục Quản 
lý Thực phẩm và Dược phẩm Hoa Kỳ (FDA) đã phê duyệt 
pentostatin là thuốc, tên thương mại là Nipent, dùng trong 
điều trị các bệnh về bạch cầu [6]. Như vậy, việc khai thác 
các hoạt chất cordycepin và pentostatin từ nấm C. militaris 
là hoàn toàn khả thi và cần thiết.

Hiện nay, nấm C. militaris chủ yếu được nuôi trồng để 
thu quả thể với các quy mô khác nhau. Việc sản xuất quả thể 
nấm C. militaris đòi hỏi diện tích lớn, thời gian nuôi kéo dài. 
Công nghệ lên men đã được ứng dụng trong sản xuất các 
hoạt chất từ nấm C. militaris. Công nghệ lên men chìm có 
tiềm năng trong việc rút ngắn thời gian, nhưng hàm lượng 
cordycepin trong hệ sợi nấm C. militaris thu được thấp hơn 
so với quả thể, đồng thời quy trình phức tạp và đòi hỏi chi 
phí đầu tư ban đầu cao [7]. Nhiều nghiên cứu trên thế giới 
đã khẳng định tiềm năng và tính phù hợp của phương pháp 
lên men bề mặt dịch thể trong sản xuất các hoạt chất ngoại 
bào [8-10]. So với phương pháp lên men chìm, lên men bề 
mặt dịch thể đơn giản hơn, không yêu cầu các thiết bị phức 
tạp, hiện đại như hệ thống lên men, hệ thống cấp khí... Hơn 
nữa, phương pháp lên men bề mặt dịch thể phù hợp với 
điều kiện của các cơ sở nuôi trồng nấm tại Việt Nam. Hiện 
nay, tại Việt Nam, chưa ghi nhận đề tài nghiên cứu hay công 
bố khoa học nào đề cập tới việc ứng dụng công nghệ lên 
men bề mặt dịch thể nấm C. militaris để sản xuất hoạt chất 
cordycepin và pentostatin ngoại bào. Nghiên cứu này là 
cơ sở khoa học quan trọng cho việc sản xuất các hoạt chất 
ngoại bào từ nấm dược liệu C. militaris bằng phương pháp 
lên men bề mặt dịch thể tạo nguồn nguyên liệu mới cho 
phát triển các loại thực phẩm và dược phẩm.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu

10 mẫu quả thể nấm thu thập tại các đơn vị nuôi 
trồng thương mại nấm Đông trùng hạ thảo tại Việt Nam 
(Bắc Ninh, Thái Nguyên, Lào Cai, Quảng Ngãi) ký hiệu là: 

BN25.1, BN25.2, BN25.3, TN25.1, TN25.2, TN25.3, LC25.1, 
LC25.2, QN25.1 và QN25.2. Các mẫu được giữ nguyên 
trạng và đưa ngay về phòng thí nghiệm để phân lập.

20 chủng nấm C. militaris từ bộ sưu tập của Viện 
Phát triển Công nghệ tiên tiến, Viện Đổi mới sáng tạo 
Quốc gia (đã có mã số đăng ký trên GenBank) bao gồm 
các chủng: HN01 (OQ674539.1); HN02 (OQ674545.1); 
TN01 (OQ674547.1); TN02 (OQ674549.1); 
TN03 (OQ674702.1); TN04 (OQ674703.1); 
LC01 (OQ676501.1); SH01 (OQ674705.1); 
SH02 (OQ674708.1); SH03 (OQ674709.1); 
SH04 (OQ676497.1); SH05 (OQ676499.1); 
SH06 (OQ674711.1); QN6 (OQ676502.1); DL01 
(OQ674717.1); HL6 (OQ676498.1); HL8 (OQ674722.1); 
HL11 (OQ676500.1); HL12  (OQ674732.1); HL13 
(OQ674731.1).

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Phương pháp phân lập và xác định đặc điểm hình thái 
các chủng nấm C. militaris: Quả thể nấm được tách ra 
khỏi hộp nuôi nấm, loại bỏ hai đầu, cắt thành lát nhỏ và 
đặt lên môi trường PDA (potato dextrose agar) có chứa 
chloramphenicol (nồng độ 100 μg/ml). Đĩa môi trường 
chứa lát cắt quả thể được ủ tối ở 22-25℃. Sau 3-5 ngày, 
hệ sợi nấm màu trắng xuất hiện và được thuần khiết bằng 
cách cấy chuyển sang đĩa môi trường PDA mới. Các chủng 
nấm được nuôi cấy trên môi trường PDA để thu bào tử 
[11]. Bào tử các chủng nấm được nuôi cấy trực tiếp trên 
tiêu bản hiển vi vô trùng có chứa môi trường PDA, sau 3 
ngày tiến hành quan sát đặc điểm hình thái của hệ sợi và 
bào tử nấm dưới kính hiển vi quang học [12]. 

Phương pháp đánh giá khả năng sinh cordycepin và 
pentostatin ngoại bào của các chủng nấm: Quá trình nhân 
giống nấm C. militaris dạng dịch thể được thực hiện theo 
T.X. Vu và cs (2024) [2]. Các chủng nấm được tiến hành 
lên men bề mặt dịch thể ở cùng điều kiện trong 30 ngày ở 
25°C, chiếu sáng 10 giờ/ngày bằng ánh sáng đèn LED trắng 
với cường độ chiếu sáng trung bình là 55±5 µmol/m2/s. 
Thành phần môi trường dùng trong lên men dịch thể 
bao gồm (1 l): dịch chiết 200 g khoai tây, 40 g glucose, 
15 g tryptone, pH 7. Dịch môi trường (200 ml/hộp 650 
ml), được khử trùng và làm nguội đến nhiệt độ phòng, 
sau đó cấy giống với tỷ lệ 5%. Hộp nuôi sau khi cấy giống 
được lên men trong điều kiện tối 7 ngày để hệ sợi nấm 
phát triển một lớp mỏng trên bề mặt môi trường dịch, 
sau đó bắt đầu chiếu sáng. Sau 30 ngày lên men, dịch lên 
men được ly tâm ở 8.000 vòng/phút trong 20 phút để 
thu phần dịch, phục vụ phân tích hàm lượng cordycepin 
và pentostatin. Hàm lượng cordycepin được xác định 
trên hệ thống HPLC theo L. Huang và cs (2009) [7]. Hàm 
lượng pentostatin trong dịch lên men được xác định 
bằng phương pháp HPLC theo V.X. Tao và cs (2023) [13].
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Đánh giá tính ổn định về khả năng sinh cordycepin và 
pentostatin ngoại bào của các chủng nấm C. militaris đã 
tuyển chọn: Để đánh giá tính ổn định về khả năng sinh 
cordycepin và pentostatin ngoại bào của các chủng nấm 
C. militaris đã tuyển chọn, bào tử các chủng nấm được 
cấy chuyển liên tiếp trên môi trường thạch PDA để thu 
bào tử liên tục 5 thế hệ [14]. Bào tử các chủng nấm ở các 
thế hệ được nuôi cấy trên môi trường PDA sử dụng cho 
nhân giống dịch thể dùng cho quá trình lên men. Hàm 
lượng cordycepin và pentostatin trong dịch lên men 
được xác định ở mỗi thế hệ.

Định danh chủng nấm đã tuyển chọn dựa trên phân 
tích trình tự vùng ITS của rDNA: Các chủng nấm đã phân 
lập, tuyển chọn được nuôi trong môi trường PDB (lắc 
150 vòng/phút ở 25°C trong tối), sau 4 ngày tiến hành 
thu hệ sợi nấm sử dụng cho việc tách chiết DNA. DNA 
tổng số được tách chiết từ hệ sợi nấm theo quy trình 
nhóm nghiên cứu đã công bố [15]. Mẫu DNA tổng số 
được sử dụng cho phản ứng PCR khuếch đại vùng ITS 
sử dụng cặp mồi ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)/ 
ITS4 (5’-TCC TCCGCTTATTGATATGC-3’) [16]. Sản phẩm 
PCR được điện di kiểm tra, tinh sạch và được giải trình 
tự bởi công ty Apical Scientific Sdn. Bhd.  (Malaysia). 
Trình tự ITS được so sánh với dữ liệu trong GenBank sử 
dụng công cụ BLAST. Cây phát sinh chủng loại dựa trên 
trình tự ITS được xây dựng sử dụng phần mềm MEGA6. 

Xác định một số điều kiện thích hợp cho lên men bề 
mặt dịch thể nấm dược liệu C. militaris sinh cordycepin 
và pentostatin ngoại bào: Điều kiện lên men thích hợp 
được xác định bằng cách so sánh hàm lượng cordycepin 
và pentostatin của dịch lên men nấm ở các điều kiện 
khác nhau. Hàm lượng cordycepin và pentostatin được 
xác định bằng phương pháp HPLC [7, 13]. Các điều kiện 
được xác định lần lượt bao gồm: ánh sáng, nguồn cacbon, 
nitơ, pH và thời gian lên men. Các điều kiện được nghiên 
cứu độc lập với nhau bằng cách thay đổi yếu tố khảo sát 
trong điều kiện lên men cơ bản đã được trình bày ở thí 
nghiệm trên. Kết quả lựa chọn phù hợp của thí nghiệm 
trước sẽ được áp dụng cho các thí nghiệm tiếp theo. Ánh 
sáng gồm 7 công thức (CT) chiếu sáng khác nhau: CT1: 
LED trắng (vùng quang phổ rộng); CT2: LED đỏ (Red-
630 nm); CT3: LED xanh (450 nm); CT4, 5, 6 LED đỏ - 
xanh (ở các tỷ lệ LED đỏ - xanh là 5:5, 7:3, 3:7); CT7: 
Đèn huỳnh quang. Nguồn cacbon gồm: sucrose, maltose, 
lactose và tinh bột với hàm lượng là 40 g/l. Các nguồn 
nitơ bao gồm: tryptone, peptone, cao nấm men, NaNO3, 
NH4Cl với hàm lượng 15 g/l. pH môi trường gồm các pH 
5, 6, 7 và 8). Thời gian lên men gồm 15, 30, 45 và 60 ngày.

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Phân lập, tuyển chọn chủng nấm có khả năng 
sinh cordycepin và pentostatin ngoại bào cao 

Nhằm có được bộ sưu tập các chủng nấm C. militaris 
dùng cho nghiên cứu tuyển chọn các chủng có khả năng 
sinh cordycepin và pentostatin ngoại bào cao, ngoài 
20 chủng nấm C. militaris (đã có mã số đăng ký trên 
GenBank) thuộc bộ sưu tập giống nấm được cung cấp 
bởi Viện Phát triển Công nghệ tiên tiến, nghiên cứu tiến 
hành phân lập thêm các chủng nấm khác từ nguồn nấm 
C. militaris đang nuôi trồng tại Việt Nam. Trong nghiên 
cứu này, từ 10 mẫu quả thể nấm C. militaris đã phân lập 
được 10 chủng nấm ký hiệu là BN25.1, BN25.2, BN25.3, 
TN25.1, TN25.2, TN25.3, LC25.1, LC25.2, QN25.1 và 
QN25.2. Các chủng nấm phân lập được sinh trưởng tạo 
hệ sợi màu trắng trên môi trường PDA. Các chủng nấm 
sau phân lập được tiến hành thu bào tử dùng cho nuôi 
cấy trên tiêu bản hiển vi. Quan sát dưới kính hiển vi với 
độ phóng đại 400 lần cho thấy, trên hệ sợi các chủng nấm 
hình thành cấu trúc cuống sinh bào tử, bào tử có dạng 
hình trứng (hình 1). Với các đặc điểm về mẫu quả thể thu 
thập, hệ sợi, bào tử và cấu trúc sinh bào tử cho thấy đây 
là những đặc điểm đặc trưng của loài C. militaris [17].

Hình 1. Hệ sợi các chủng nấm phân lập từ mẫu quả thể nấm 
C. militaris thu thập.

Để tuyển chọn được chủng nấm có khả năng sinh 
cordycepin và pentostatin ngoại bào cao, 30 chủng nấm 
được tiến hành lên men bề mặt dịch thể (hình 2). Sau 
30 ngày, dịch lên men được thu để xác định hàm lượng 
cordycepin và pentostatin. Kết quả nghiên cứu cho thấy, 
hàm lượng cordycepin ngoại bào dao động trong khoảng 
523-993 mg/l dịch lên men. Hàm lượng pentostatin 
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ngoại bào dao động trong khoảng 14-33 mg/l dịch lên 
men. Trong đó, chủng nấm C. militaris HL8 và 2 chủng 
nấm mới phân lập là BN25.2 và TN25.1 cho khả năng 
sinh cordycepin và pentostatin ngoại bào cao nhất. Hàm 
lượng cordycepin ngoại bào tương ứng của 3 chủng nấm 
trung bình là 880, 993 và 886 mg/l dịch lên men. Hàm 
lượng pentostatin trong dịch lên men tương ứng trung 
bình là 33,3; 27,3 và 27,6 mg/l dịch lên men (hình 3). 
Hàm lượng hoạt chất cordycepin và pentostatin trong 
quả thể đã được xác định trong nhiều nghiên cứu về nấm 
C. militaris [2, 3, 18]. Y. Xia và cs (2017) [5] đã chứng 
minh pentostatin và cordycepin được sinh tổng hợp từ 
cùng một cụm gen ở C. militaris, đồng thời pentostatin 
giữ vai trò trong việc bảo vệ cordycepin thông qua ức 
chế adenosine deaminase (ADA), ngăn cản quá trình khử 
amin. Tuy nhiên, hiện nay chưa có nhiều nghiên cứu đề 
cập tới hàm lượng cordycepin và pentostatin ngoại bào 
từ nấm C. militaris.

 

Hình 3. Hàm lượng cordycepin và pentostatin trong dịch lên men 
các chủng nấm sau 30 ngày. (A) Hàm lượng cordycepin; (B) Hàm 
lượng pentostatin.

3.2. Đánh giá tính ổn định về khả năng sinh 
cordycepin và pentostatin ngoại bào của các chủng 
nấm đã tuyển chọn

Tính ổn định về khả năng sinh hoạt chất của chủng 
nấm đóng vai trò quan trọng trong sản xuất. Do đó, trong 
nghiên cứu này, 3 chủng nấm đã tuyển chọn (BN25.2, 
TN25.1 và C. militaris HL8) được đánh giá khả năng sinh 
cordycepin và pentostatin ngoại bào qua 5 thế hệ liên 
tiếp sau 30 ngày lên men. Kết quả nghiên cứu cho thấy, 
khả năng sinh cordycepin và pentostatin ngoại bào của 
3 chủng nấm không có sự khác biệt nhiều qua 5 thế hệ 
(hình 4). Ở thế hệ thứ nhất, hàm lượng cordycepin ngoại 
bào của 3 chủng nấm BN25.2, TN25.1 và HL8 tương ứng 
trung bình đạt là 993, 886 và 880 mg/l dịch lên men. 
Ở thế hệ thứ 5, hàm lượng cordycepin ngoại bào của 3 
chủng nấm tương ứng trung bình đạt là 976, 855 và 878 
mg/l dịch lên men. Tương tự, hàm lượng pentostatin 
ngoại bào của 3 chủng nấm BN25.2, TN25.1 và HL8 ở 
thế hệ thứ nhất tương ứng trung bình đạt là 27,3; 27,6 
và 33,3 mg/l dịch lên men. Ở thế hệ thứ 5, hàm lượng 
pentostatin ngoại bào của 3 chủng nấm tương ứng trung 
bình đạt là 26,3; 26 và 32,7 mg/l dịch lên men. Việc nuôi 
trồng nấm C. militaris đã ghi nhận sự thoái hóa nhanh 
của các chủng giống, biểu hiện là sự giảm mạnh về năng 
suất quả thể và hàm lượng hoạt chất trong quả thể, 
thông thường giảm mạnh từ thế hệ thứ 3 và tới thế hệ 
thứ 5 có thể mất hoàn toàn khả năng hình thành quả thể 
[14, 19]. Như vậy, nghiên cứu này đã tuyển chọn được 
3 chủng nấm BN25.2, TN25.1 và HL8 có khả năng sinh 
cordycepin và pentostatin ngoại bào cao và ổn định.

 

Hình 4. Hàm lượng cordycepin và pentostatin ngoại bào của các 
chủng nấm qua 5 thế hệ. (A) Hàm lượng cordycepin; (B) Hàm lượng 
pentostatin.

3.3. Định danh chủng nấm đã tuyển chọn dựa trên 
phân tích trình tự vùng ITS của rDNA

Ba chủng nấm BN25.2, TN25.1 và C. militaris HL8 
được tuyển chọn do khả năng sinh tổng hợp cordycepin 
và pentostatin ngoại bào cao và ổn định. Trong đó, chủng 
HL8 đã được xác định là C. militaris [2] và có mã số trên 
GenBank là OQ674722.1. Hai chủng BN25.2 và TN25.1 
có đặc điểm hình thái điển hình của loài C. militaris và 
được tiếp tục phân loại chính xác đến loài thông qua 
phân tích trình tự vùng ITS của rDNA.
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Hình 2. Lên men bề mặt dịch thể nấm C. militaris.
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Trình tự vùng ITS của rDNA được sử dụng phổ biến 
trong phân loại nấm do vừa chứa các trình tự bảo thủ 
và trình tự có độ biến đổi cao giữa các loài [20]. Do đó, 
trong nghiên cứu này, chủng nấm BN25.2 và TN25.1 
được nuôi cấy thu hệ sợi để tách chiết DNA dùng cho 
khuếch đại vùng ITS bằng cặp mồi ITS1/ITS4. Kết quả 
PCR cho thấy, xuất hiện một băng DNA duy nhất với kích 
thước khoảng trên 500 bp (hình 5A). Sản phẩm PCR 
được điện di kiểm tra, tinh sạch và được giải trình tự bởi 
công ty Apical Scientific Sdn. Bhd.  (Malaysia). Kết quả 
giải trình tự cho thấy, trình tự vùng ITS của 2 chủng nấm 
BN25.2 và TN25.1 có chiều dài tương ứng là 535 và 539 
bp. Trình tự ITS được so sánh với dữ liệu trong GenBank 
sử dụng công cụ BLAST chỉ ra rằng, 2 chủng nấm BN25.2, 
TN25.1 có độ tương đồng về trình tự ITS của nấm 
C. militaris là 99,81%. Cây phát sinh chủng loại được xây 
dựng dựa trên trình tự ITS thu được xác nhận 2 chủng 
nấm BN25.2 và TN25.1 thuộc loài C. militaris (hình 5B).

3.4. Xác định một số điều kiện thích hợp cho lên 
men bề mặt dịch thể nấm C. militaris sinh cordycepin 
và pentostatin ngoại bào

Dinh dưỡng môi trường, ánh sáng, thời gian được 
xác định là các yếu tố quan trọng ảnh hưởng tới sự sinh 
trưởng của nấm C. militaris [21]. Trong nghiên cứu này, 
các điều kiện thích hợp cho lên men bề mặt dịch thể nấm 
C. militaris được xác định nhằm thu được hàm lượng 
cordycepin và pentostatin ngoại bào cao nhất. Kết quả 
nghiên cứu cho thấy, các chủng nấm C. militaris có khả 
năng sinh cordycepin và pentostatin cao nhất ở điều kiện 
lên men bề mặt dịch thể sử dụng ánh sáng LED trắng, môi 
trường lên men với nguồn cacbon là glucose, nguồn nitơ 
là tryptone, pH 6 và thời gian lên men là 45 ngày (hình 
6). Hiện nay, công nghệ chiếu sáng LED đã và đang được 

ứng dụng nhiều trong nuôi trồng nấm với đặc tính tuổi 
thọ cao và phát nhiệt thấp. Ánh sáng LED khác nhau đã 
được chứng minh có ảnh hưởng đến màu sắc hệ sợi, khả 
năng sinh tổng hợp cordycepin, carotenoid, trong đó ánh 
sáng LED trắng cũng đã được xác định là loại ánh sáng 
thích hợp cho nấm C. militaris [22]. Trong nuôi trồng 
nấm C. militaris, nguồn cacbon là glucose và nguồn nitơ 
là pepton, nhộng tằm thường được sử dụng [14]. Tuy 
nhiên, nghiên cứu này cho thấy, tryptone là nguồn nitơ 
thích hợp hơn cho sự sản xuất cordycepin và pentostatin 
ngoại bào ở nấm C. militaris. Sự vượt trội của tryptone 
có thể được giải thích bởi đặc tính giàu peptide ngắn, 
cấu trúc dễ hấp thu và khả năng cung cấp đầy đủ acid 
amin [23]. pH là yếu tố quan trọng ảnh hưởng tới khả 
năng sinh trưởng và sinh tổng hợp hoạt chất ở nấm. Nấm 
C. militaris thích hợp với pH môi trường hơi acid [24]. 

Như vậy, nghiên cứu này đã xác định được các điều 
kiện thích hợp trong lên men bề mặt dịch thể nấm 
C. militaris sinh tổng hợp cordycepin và pentostatin 
ngoại bào, bao gồm sử dụng ánh sáng LED trắng, môi 
trường lên men với nguồn cacbon là glucose, nguồn nitơ 
là tryptone, pH 6 và thời gian lên men là 45 ngày. Với điều 
kiện lên men thích hợp, 3 chủng nấm C. militaris HL8, 
BN25.2 và TN25.1 có khả năng sinh cordycepin ngoại 
bào tương ứng trung bình đạt là 1220, 1415 và 1225 
mg/l dịch lên men. Hàm lượng pentostatin ngoại bào 
tương ứng trung bình đạt là 45,6, 35,6 và 37,6 mg/l dịch 
lên men. So với phương pháp nuôi trồng quả thể nấm 
C. militaris thường kéo dài 60-65 ngày [2, 3], quá trình 
lên men bề mặt dịch thể sẽ rút ngắn được thời gian sản 
xuất hoạt chất cordycepin và pentostatin. Theo nghiên 
cứu của M. Masuda và cs (2007) [25], lên men bề mặt 
chủng nấm C. militaris NBRC 9787 sau 33 ngày thu được 

Hình 5. Định danh chủng nấm BN25.2 và TN25.1 dựa trên phân tích trình tự ITS. (A) Hình ảnh điện di sản phẩm PCR vùng ITS; (B) Cây phát 
sinh loài dựa trên phân tích trình tự vùng ITS; (-): đối chứng âm; M: marker DNA 1 kb.
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Hình 6. Kết quả nghiên cứu điều kiện lên men bề mặt dịch thể nấm C. militaris. (A) Ánh sáng; (B) Nguồn cacbon; (C) Nguồn nitơ; 
(D) pH môi trường nuôi cấy; (E) Thời gian lên men.
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dịch lên men có hàm lượng cordycepin đạt 2500 mg/l. 
Tuy nhiên, nghiên cứu của nhóm tác giả thực hiện với thể 
tích lên men là 100 ml/bình lên men, trong khi nghiên 
cứu này thể tích lên men sử dụng với lượng gấp đôi (200 
ml/hộp). Hơn nữa, môi trường lên men theo nghiên cứu 
của M. Masuda và cs (2007) có bổ sung adenine là tiền 
chất tổng hợp lên cordycepin và bổ sung glycine [25]. 
Việc môi trường lên men sử dụng các nguyên liệu có 
giá thành cao (như adenine, glycine) có thể làm tăng chi 
phí cho sản xuất, là khó khăn khi sản xuất quy mô lớn. 
Với kết quả nghiên cứu thu được cho thấy, dịch lên men 
nấm C. militaris là nguồn nguyên liệu tiềm năng cho khai 
thác hoạt chất cordycepin và pentostatin ứng dụng trong 
thực phẩm và dược phẩm.

4. Kết luận

Nghiên cứu này đã tuyển chọn được 3 chủng nấm 
C. militaris HL8, BN25.2 và TN25.1 có khả năng sinh 
cordycepin và pentostatin ngoại bào cao trong lên men 
bề mặt dịch thể. Cả 3 chủng nấm đều có khả năng sinh 
cordycepin và pentostatin ngoại bào ổn định qua 5 thế 
hệ liên tiếp. Đặc biệt, nghiên cứu đã xác định được các 
điều kiện thích hợp trong lên men bề mặt dịch thể nấm 
C. militaris sinh tổng hợp cordycepin và pentostatin 
ngoại bào, bao gồm sử dụng ánh sáng LED trắng, môi 
trường lên men với nguồn cacbon là glucose, nguồn nitơ 
là tryptone, pH 6 và thời gian lên men là 45 ngày. Ở điều 
kiện lên men thích hợp, khả năng sinh cordycepin và 
pentostatin ngoại bào của 3 chủng nấm HL8, BN25.2 và 
TN25.1 tương ứng trung bình đạt là 1220, 1415, 1225 và 
45,6, 35,6 và 37,6 mg/l dịch lên men. Dịch lên men nấm 
C. militaris là nguồn nguyên liệu tiềm năng cho nghiên 
cứu tách chiết hoạt chất cordycepin và pentostatin dùng 
trong phát triển dược phẩm và thực phẩm.
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Nghiên cứu này được thực hiện với sự hỗ trợ về kinh 
phí từ nhiệm vụ KH&CN của Bộ Khoa học và Công nghệ: 
“Nghiên cứu công nghệ chiếu sáng đèn LED trong lên 
men bề mặt sản xuất hoạt chất cordycepin và pentostatin 
ngoại bào từ nấm dược liệu Cordyceps militaris tạo 
nguyên liệu sản xuất thực phẩm bảo vệ sức khỏe”. Nhóm 
tác giả xin trân trọng cảm ơn. 
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