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ABSTRACT 

Mushroom Cordyceps militaris is known as a high functional food that 
supports (restores, maintains or enhances) the function of body parts, with 
or without nutritional effects, makes body comfortable, increases 
resistance and reduce the risk of disease. Study of artificial media for 
increasing pharmaceutical values of the fungus was carried out on four 
artificial media including M-1 (purple rice, SBG (spent brewery grain), 
mineral nutrient), M-2 (Secale cereal, SBG, mineral nutrient), M-3 
(purple rice, mineral nutrient) and M-4 (Secale cereal, mineral nutrient). 
These four types of artificial media cultured with the CM- China1 fungus 
at artificial conditions. The results showed that stromata (fruiting body or 
buffer) were formed on medium containing SBG. Two media added SBG 
showed pharmaceutical values of fruiting body higher than those without 
SBG. The M-2 medium containing SBG increased the highest levels of 
cordycepin and adenosine in fruiting bodies at 10.58 mg/g and 0.85 mg/g 
fresh stromata. 

TÓM TẮT 

Nấm Cordyceps militaris là loại thực phẩm chức năng cao cấp có tác 
dụng hỗ trợ (phục hồi, duy trì hoặc tăng cường) chức năng của các bộ 
phận trong cơ thể, có hoặc không tác dụng dinh dưỡng, tạo cho cơ thể 
tình trạng thoải mái, tăng sức đề kháng và giảm bớt nguy cơ bệnh tật. 
Nghiên cứu môi trường rắn làm tăng hàm lượng dược liệu của loài nấm 
này được thực hiện trên 04 loại môi trường rắn gồm: M-1 (gạo tím than, 
ngũ cốc đã qua sử dụng (spent brewery grain-SBG), dinh dưỡng khoáng); 
M-2 (lúa mạch đen, SBG, dinh dưỡng khoáng); M-3 (gạo tím than, dinh 
dưỡng khoáng) và M-4 (lúa mạch đen, dinh dưỡng khoáng). Cả 04 loại 
môi trường được nuôi cấy chủng nấm CM- China1 và được nhân nuôi 
trong điều kiện bán nhân tạo. Kết quả cho thấy chủng nấm CM- China1 
có khả năng hình thành stromata (quả thể hay thể đệm) trên môi trường 
có chứa SBG. Hai môi trường có chứa SBG đều cho kết quả phân tích 
dược liệu quả thể nấm là cao hơn môi trường không bổ sung SBG. Môi 
trường M-2 có chứa SBG đã làm tăng dược liệu cordycepin và adenosine 
cao nhất trong quả thể của nấm đạt 10,58 mg/g và 0,85 mg/g quả thể tươi. 

Trích dẫn: Trần Thanh Thy, 2019. Nghiên cứu môi trường rắn làm tăng hàm lượng cordycepin và adenosine 
của nấm Cordyceps militaris. Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ. 55(Số chuyên đề: Công 
nghệ Sinh học)(2): 27-33. 
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1 ĐẶT VẤN ĐỀ  

Nấm Cordyceps sinensis (C. sinensis) được gọi 
là đông trùng hạ thảo (ĐTHT), loài nấm này đến nay 
vẫn chưa nhân nuôi quả thể thành công trong môi 
trường nhân tạo, chỉ khai thác tự nhiên tại các nước 
như Trung Quốc, Hàn Quốc, Nhật Bản. Khai thác 
nấm C. sinensis dần trở nên khan hiếm đã thúc đẩy 
nhiều nghiên cứu hướng đến việc nuôi trồng ĐTHT 
trên các môi trường nhân tạo khác nhau. Từ xưa đến 
nay nấm ĐTHT vẫn được xem là một loại dược liệu 
quý hiếm được coi là một vị thuốc cải lão hoàn đồng 
và cùng với nhân sâm, linh chi, tam thất tạo thành 
bộ tứ thần dược mang lại sức khỏe cường thịnh cho 
con người (Đỗ Tuấn Bách và ctv., 2017).  

Hiện nay, trước nhu cầu tiêu thụ ĐTHT ngày 
một lớn, giá trị thương mại mang lại từ nuôi trồng 
nấm này ngày càng cao, do vậy nhiều công ty, các 
viện nghiên cứu, trường đại học… đang tiến hành 
đẩy mạnh nghiên cứu sản xuất loại nấm dược liệu 
này. Tại Việt Nam, việc sử dụng nấm ĐTHT đã 
được người dân biết đến nhiều năm qua, nhưng do 
giá thành để mua sản phẩm hoàn toàn thiên nhiên rất 
cao và đặc biệt là sản phẩm giả, sản phẩm rỗng được 
bán trên thị trường mà các cơ quan chức năng và 
người tiêu dùng khó kiểm soát được. Mặt khác, sản 
xuất sinh khối trên cơ thể côn trùng rất tốn kém và 
không phải lúc nào cũng có sẵn, ngoài ra côn trùng 
cũng bị nhiễm một số bệnh do vi sinh vật gây ra, nên 
việc chọn lựa môi trường cơ chất làm tăng hàm 
lượng dược liệu trong quả thể để thay thế vật chủ là 
rất cần thiết (Kobayashi, 1941; Ting et al., 2014).  

Loài nấm ĐTHT Cordyceps militaris (được gọi 
là nấm cam sâu bướm) thuộc nhóm Ascomycota, là 
loài nấm ký sinh trên cơ thể ấu trùng, nhộng, thành 
trùng của loài côn trùng, hình thành các quả thể phát 
triển bên ngoài (Buenz et al., 2005). C. militaris 
được sử dụng như một loại thuốc bổ dân gian truyền 
thống, đặc biệt là ở Đông Á (Ying et al., 1987; 
Holliday and Cleaver, 2008; Bhandari et al., 2010). 
C. militaris cũng phát triển ngoài tự nhiên ở 
Slovenia (Ogris, 2013) và ở một số nước Châu Âu 
khác. Trong nấm C. militaris chứa một số dược liệu 
quan trọng như cordycepin, ergosterol, cordycepic 
acid, adenosine, polysaccharide, superoxide 
dismutase (SOD) và một số thành phần dinh dưỡng 
khác. Các polysaccharide của C. militaris cho thấy 
các hoạt tính chống tế bào ung thư cổ tử cung và ung 
thư gan (Yang et al., 2014), các chất chiết xuất từ 
quả thể có hoạt tính như chất chống oxy hóa, chất 
kháng khuẩn, kháng nấm, kháng thể dòng tế bào ung 
thư (Raoa et al., 2010, Reis et al., 2013, Yang et al., 
2014), kháng viêm (Won and Park, 2005; Raoa et 
al., 2010), chống xơ hóa (Nan et al., 2001), chống 
quá trình tạo mạch máu ở tế bào ung thư (Yoo et al., 

2004) và tiết insulin (Choi et al., 2004). Loài nấm 
này được nuôi trồng để sản xuất cordycepin (3'-
deoxyadenosine), một chất tương tự như nucleoside 
chống ưng thư, ức chế tăng sinh, chống di căn, diệt 
sâu và kháng khuẩn (Song et al., 1998).      

Những năm gần đây, C. militaris được nuôi 
trồng rộng rãi trên môi trường thuần khiết, môi 
trường lỏng cũng như môi trường rắn (Das et al., 
2010), và là chi Cordyceps được nuôi trồng phổ biến 
nhất (Kobayashi, 1941; Sung, 1996; Zhang et al., 
2012 ). Các loại ngũ cốc và hạt giống khác nhau 
được sử dụng để bổ sung vào các môi trường rắn để 
làm tăng dược liệu của nấm như hạt kê, lúa mạch 
đen, gạo tím than, bột đậu, ngũ cốc, vỏ hạt bông, lúa 
miến (cao lương), lõi ngô, hạt kê, lúa mì, hạt hoa 
hướng dương (Chen and Wu, 1990; Zhang and Liu, 
1997; Li, 2002; Holliday et al., 2004; Li et al., 2004; 
Zhao et al., 2006; Gao and Wang, 2008; Shrestha et 
al., 2012; Wen et al., 2014). Ngũ cốc đã qua sử dụng 
(spent brewery grain-SBG) là sản phẩm phụ của 
ngành công nghiệp sản xuất bia, SBG vẫn còn lớp 
vỏ quả-hạt bên ngoài của hạt lúa mạch ban đầu sau 
khi chiết xuất lúa mạch bằng nước nóng ở nhiệt độ 
65-70°C (Mussatto et al., 2006 ). Ngũ cốc đã qua sử 
dụng cho đến nay vẫn chưa được nghiên cứu đưa 
vào thành phần môi trường rắn để nuôi quả thể loài 
C. militaris. Wu et al., 2013 đã báo cáo về sự thành 
công của việc nuôi trồng C. militaris và sản xuất 
cordycepin dựa trên sự lên men chìm. Ngũ cốc đã 
qua sử dụng là sản phẩm phụ sẵn có, số lượng lớn, 
chi phí thấp và vẫn là nguồn tài nguyên quý giá cho 
việc khai thác công nghiệp. Hiện tại, ngành sản xuất 
bia đã có nhiều tỉnh, thành phố nên rất thuận tiện cho 
việc khai thác bã bia. Nghiên cứu này trình bày kết 
quả nghiên cứu môi trường cơ chất rắn được bổ sung 
SBG nhằm làm tăng hàm lượng dược liệu 
cordycepin và adenosine trong quả thể của chủng 
nấm C. militaris nhân nuôi trong điều kiện bán nhân 
tạo.   

2 VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
NGHIÊN CỨU 

2.1 Chuẩn bị chủng nấm C. militaris nhân 
nuôi 

Chủng nấm C. militaris (ký hiệu CM- China1) 
được mua chủng gốc từ Công ty Công nghệ Baoli 
Laoning (Trung Quốc). Sau đó, chủng nấm được 
hoạt hóa trên môi trường cơ bản PDA (potato 
dextrose agar) và ủ ở 22°C trong tối hoàn toàn. Sau 
khi hệ sợi nấm mọc phủ kín môi trường thuần khiết, 
hệ sợi nấm được đồng nhất lên men với 100 ml dung 
dịch dinh dưỡng vô trùng. Chủng giống lỏng được 
sử dụng để cấy truyền vào môi trường rắn nuôi 
trồng.  
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2.2 Chuẩn bị môi trường rắn và nuôi cấy 

Thí nghiệm được tiến hành tại phòng thí nghiệm 
Vi sinh của Trường Đại học Cửu Long từ tháng 02 
đến 9/2017. Môi trường rắn được thí nghiệm gồm 4 
nghiệm thức (Bảng 1) với 20 lần lặp lại, mỗi lần lặp 
lại là một hộp nhựa polypropylene (kích thước 8,5 
cm x 11,5 cm). Trộn đều các nguyên liệu theo mỗi 
công thức và đổ vào hộp nhựa polypropylene theo 
tỷ lệ cơ chất rắn và dung dịch là 1: 2,5. Tám mươi 
hộp polypropylene được hấp thanh trùng trong 30 
phút ở 1210C và được làm nguội dưới dòng không 
khí vô trùng. Trong quá trình cấy truyền, chủng 
giống lỏng đã được trộn đều trên một máy khuấy từ 
sau đó chuyển 5 mL chủng giống lỏng vào lọ chứa 
môi trường. Các hộp nuôi được đóng kín nắp và 
được nuôi trong điều kiện bán nhân tạo ở nhiệt độ, 
ẩm độ và ánh sáng huỳnh quang tối ưu nhất qua 3 
giai đoạn: (1) giai đoạn ươm tơ nấm đặt ở điều kiện 
tối hoàn toàn, nhiệt độ 180C, không tạo ẩm độ; (2) 
giai đoạn kích mầm đặt ở nhiệt độ 200C, tạo ẩm độ 
80-85%, chiếu sáng 14/10 với cường độ 1.800 lux  
và (3) giai đoạn chăm sóc quả thể đặt ở nhiệt độ 20-
220C, tạo ẩm độ 85-90%, chiếu sáng 12/12 với 
cường độ 1.800 lux. Quả thể C. militaris khi thành 
thục được thu hoạch và được gởi mẫu phân tích 
dược liệu tại Viện Thực phẩm Chức năng. 

Bảng 1: Thành phần môi trường rắn được bổ 
sung SBG trong nghiên cứu 

Môi 
trường rắn 

Thành phần 

M-1 

Gạo tím than, 45% SBG, 2% glucose, 
1% peptone, 1% yeast extract, 0,2% 
KH2PO4, 0,2% MgSO4, 0,05% 
vincozyn, 3,5% nhộng tằm, 0,05% 
kitin. 

M-2 

Lúa mạch đen, 45% SBG, 2% glucose, 
1% peptone, 1% yeast extract, 0,2% 
KH2PO4, 0,2% MgSO4, 0,05% 
vincozyn, 3,5% nhộng tằm, 0,05% 
kitin.  

M-3 

Gạo tím than, 2% glucose, 1% peptone, 
1% yeast extract, 0,2% KH2PO4, 0,2% 
MgSO4, 0,05% vincozyn, 3,5% nhộng 
tằm, 0,05% kitin.  

M-4 

Lúa mạch đen, 2% glucose, 1% 
peptone, 1% yeast extract, 0,2% 
KH2PO4, 0,2% MgSO4, 0,05% 
vincozyn, 3,5% nhộng tằm, 0,05% 
kitin. 

Chỉ tiêu ghi nhận  

 Đánh giá về năng suất: Tổng số mầm, chiều 
dài quả thể (LS), khối lượng quả thể (FW) và năng 
suất sinh học (BE). 

BE=FW/MWx100, trong đó MW là trọng lượng 
cơ chất môi trường. 

Đánh giá về dược liệu: Mỗi nghiệm thức được 
lấy ngẫu nhiên 5 hộp (5 lần lặp lại) để gởi mẫu phân 
tích hàm lượng cordycepin và adenosine trong quả 
thể (mg/g) tươi bằng phương pháp LC-MS/MS và 
HD.PP.50/TT.HPLC của Viện Thực phẩm Chức 
năng. 

Quả thể C. militaris được nghiền nát và được cho 
bay hơi qua hệ thống cô quay chân không với dung 
môi n-hexan. Dịch trong suốt thu được sau khi chiết 
xuất được ly tâm ở 14000 g trong 10 phút và lọc qua 
màng lọc 0.22 μm (Macherey Nagel). Quá trình 
phân tích được thực hiện trên hệ thống sắc ký lỏng 
khối phổ LC/MS/MS bao gồm: HPLC được trang bị 
đầu dò PDA 996, module tách 2690 và Nucleosil 
C18, thông số cột 250 x 4.6 mm, 5 μm. Ergosterol 
đã được rửa giải đẳng dòng với 50% methanol và 
50% acetonitrile, tốc độ dòng 1,5 mL/phút và xác 
định với thời gian lưu chuẩn và ba đỉnh hấp thu đặc 
hiệu của ergosterol tại các bước sóng ở giữa 260 nm 
và 300 nm. Đối với định lượng, sử dụng ergosterol 
chuẩn tinh khiết để dựng đường chuẩn và đọc kết 
quả (Nylund et al., 1992).  

Xử lý số liệu: Số liệu được tổng hợp bằng phần 
mềm Microsoft Excel 2010 và xử lý thống kê bằng 
phần mềm SPSS 21.0 qua phân tích ANOVA và ý 
nghĩa được chấp nhận ở p < 0,05. 

3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN  

Năng suất: Nấm C. militaris mọc kín trên tất cả 
04 hỗn hợp môi trường rắn thử nghiệm. Hai loại môi 
trường rắn có bổ sung SBG cho thấy tổng số mầm, 
LS, FW và BE hầu như không khác biệt thống kê 
với môi trường không bổ sung SBG. Chỉ tiêu trọng 
lượng quả thể (FW-g), khi bổ sung SBG vào cơ chất 
rắn không làm tăng rõ rệt so với cơ chất không bổ 
sung SBG, M-1 đạt 21,9 g so với M-3 23,4 g khác 
biệt không có ý nghĩa về mặt thống kê; M-2 đạt 19,8 
g so với M-4 20,1 g khác biệt không có ý nghĩa về 
mặt thống kê. Kết quả cho thấy cơ chất lúa mạch đen 
không làm tăng năng suất so với gạo tím than, M-3 
đạt năng suất cao nhất (23,4 g) khác biệt thống kê 
với M-2 (19,8 g) và M-4 (20,1 g) (Bảng 2). 
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Bảng 2: Các chỉ số sinh học của nấm C. militaris nhân nuôi trên môi trường rắn khác nhau 

Môi trường rắn Tổng số mầm (mầm) LS (cm) FW (g) BE (%) 
M-1 214,3 a 8,12 b 21,9 ab 27,4 ab 
M-2 198,1 ab 7,05 b 19,8 b 24,7 b 
M-3 200,2 ab 9,86 a 23,4 a 29,25 a 
M-4 182,7 b 7,47 b 20,1 b 25,1  b 
CV (%) 21,6 31,0 12,5 9,5 
Mức ý nghĩa * ** ** ** 

M-1: Gạo tím than + SBG + dinh dưỡng khoáng; M-2: Lúa mạch đen + SBG + dinh dưỡng khoáng; M-3: Gạo tím than 
+ dinh dưỡng khoáng; M-4: Lúa mạch đen + dinh dưỡng khoáng); LS: chiều dài quả thể; FW: khối lượng quả thể; BE: 
năng suất sinh học 

(*): Khác biệt mức ý nghĩa 5%; (**): khác biệt mức ý nghĩa 1%. Trong cùng một cột các trung bình theo sau có cùng 
chữ cái thì khác biệt không ý nghĩa thống kê qua kiểm định Duncan 

Dược liệu: Khi cơ chất rắn có chứa SBG, chủng 
nấm CM- China1 hình thành và sản xuất cordycepin 
và adenosine cao trong điều kiện nuôi cấy bán nhân 
tạo so với cơ chất không chứa SBG. Lúa mạch đen 
tỏ ra là cơ chất sản sinh ra cordycepin và adenosine 
cao khi được phối hợp với SBG so với gạo tím than. 
Khi phân tích quả thể nấm tươi trên M-2 đạt 
cordycepin và adenosine cao nhất trong 4 môi 
trường cơ chất, tương ứng 10,58 mg/g và 0,85 mg/g; 
thấp nhất là M3, tương ứng 6,26 mg/g và 0,27 mg/g 
(Bảng 3). Theo Trịnh Thị Xuân và Lê Tuấn Anh 
(2016) nuôi C. militaris trên cơ chất là gạo lứt có bổ 
sung dinh dưỡng khoáng tối ưu môi trường nhân 
nuôi khi phân tích dược liệu chỉ đạt cordycepin cao 
nhất là 5,56 mg/g quả thể tươi. 

Bảng 3: Các chỉ số cordycepin và adenosine trong 
quả thể nấm tươi được nuôi trên cơ chất 
rắn khác nhau 

Môi 
trường 

Cordycepin 
(mg/g)* 

Adenosine 
(mg/g)* 

M-1 8,45 0,48 
M-2  10,58 0,85 
M-3 6,26 0,27 
M-4 7,21 0,56 

(*): Kết quả phân tích của Viện Thực phẩm Chức năng 
trực thuộc Bộ Y tế. 

Kết quả của nghiên cứu cho thấy bổ sung SBG 
vào môi trường rắn để nuôi trồng C. militaris rất có 
hiệu quả làm tăng cordycepin và đồng thời tăng 
adenosine. Sự tăng sản lượng cordycepin và 
adenosine khi môi trường có chứa SBG có thể là do 
nồng độ của các hợp chất phân tử thấp (đường đơn 
và các sản phẩm lên men khác được sản xuất qua 
quá trình sản xuất bia) trong SBG cao hơn so với các 
hạt gạo tím than, lúa mạch đen chưa lên men. Nhiều 
thành phần hóa học bổ sung khác nhau được sử dụng 

trong nuôi trồng thương mại C. militaris. Nghiên 
cứu của Xie et al. (2009) báo cáo rằng các thành 
phần tự nhiên như gạo nâu, mạch nha và đậu nành 
là nguồn dinh dưỡng tốt hơn cho C. militaris so với 
các môi trường hóa học. Điều này cho thấy nồng độ 
cordycepin cao trong môi trường bổ sung SBG có 
thể đạt được bởi vì SBG là một nguyên vật liệu hỗn 
hợp chỉ gồm các thành phần tự nhiên. Bên canh đó, 
những đặc điểm hình thái của loài C. militaris (màu 
cam, có khả năng hình thành stromata) cũng được 
ghi nhận ở chủng CM-China1. Điều này có nghĩa là 
CM-China1 là một chủng thuộc loài C. militaris có 
khả năng sản xuất cordycepin và adenosine cao chỉ 
trên môi trường là lúa mạch đen khi được bổ sung 
SBG và CM-China1 là chủng mà cordycepin bị ảnh 
hưởng mạnh bởi việc bổ sung SBG vào môi trường. 
Mặt khác, công bố của Sreshtha et al. (2012) về 
chủng CM11 (C. militaris, ký hiệu thứ 11) bị thoái 
hóa, quả thể có màu trắng và khả năng hình thành 
stromata kém, khi chủng này được nuôi trên lúa 
mạch đen thì cordycepin không bị ảnh hưởng bởi 
việc bổ sung SBG vào môi trường. 

Holliday et al. (2004) cho rằng lượng cordycepin 
đạt được là 2,25 mg/g trong các sản phẩm thương 
mại C. sinensis thu được qua quá trình nuôi trồng 
trên môi trường rắn và 0,65 mg/g cordycepin thu 
được từ stromata của C. sinensis tự nhiên. Ni et al. 
(2009) báo cáo hàm lượng cordycepin từ 0,1 đến 1 
mg/g thu được từ nuôi trồng C. militaris, Wen et al. 
(2014) đã tối ưu hóa thành phần môi trường rắn để 
nuôi trồng C. militaris và đạt được cordycepin là 
9,17 mg/g. Tất cả các nồng độ được báo cáo đều thấp 
hơn so với kết quả của nghiên cứu này  (10,58 
mg/g), cho thấy SBG là môi trường chất lượng, sẵn 
có và rẻ tiền cho việc làm tăng cordycepin từ nuôi 
trồng quả thể loài nấm C. militaris. 
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Hình 1: Sự phát triển của nấm C. militaris trên môi trường rắn M-2, nhân nuôi trong điều kiện bán 
nhân tạo. 

Hệ sợi nấm ươm tơ (A); Mầm quả thể 20 ngày tuổi sau khi cấy giống nấm (B); và quả thể thành thục (C). 

4 KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 

Môi trường rắn có chứa SBG nồng độ 45% làm 
tăng rõ rệt hàm lượng cordycepin và adenosine trong 
quả thể của loài nấm C. militaris khi được nuôi trong 
điều kiện bán nhân tạo.        

Cần có thêm các nghiên cứu để xác định chính 
xác các thành phần và/hoặc các tính chất vật lý dẫn 
tới tăng lượng cordycepin khi nuôi trồng trên môi 

trường có chứa SBG và tối ưu hóa các thông số nuôi 
trồng như nhiệt độ, thời gian ủ, ánh sáng và quá trình 
sục khí khi nuôi hệ sợi nấm C. militaris trong môi 
trường lỏng. 
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