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ABSTRACT 

Isaria cicadae (I. cicadae) and Isaria tenuipes (I. tenuipes) are insect 

parasitic fungi that contain many bioactivites including tumor inhibited 

activity, anticancer, immune booster. MMP-8 (Matrix Metalloproteinase-8) 

is one of the collagenases belonging to the endopeptidase enzyme family in 

mammals, related to extracellular matrix degeneration, angiogenesis, 

invasion and metastasis. The objective of this study conducted to investigate 

metastatic inhibitory activity of MMP-8 through restraining collagen 

resolution using 26 extracts of I. cicadae and I. tenuipes, at concentrations 

of 20, 200, 2000 µg/mL. Cordyceps polysaccharide extract (CPS) of I. 

cicadae fruiting body exhibited the highest of MMP-8 inhibitory cabacity at 

the concentration of 2000 µg/mL, with inhibitory ratio was 52.05 ± 0.18%. 

The results show the MMP-8 inhibitory potential of polysaccharide extract, 

plant the seed for more in-depth studies on MMP-8, I. cicadae and I. 

tenuipes in the future. 

TÓM TẮT 

Isaria cicadae (I. cicadae) và Isaria tenuipes (I. tenuipes) là nấm ký sinh côn 

trùng chứa nhiều hợp chất có hoạt tính sinh học bao gồm hoạt tính ức chế 

khối u, kháng ung thư, tăng cường miễn dịch. MMP-8 (Matrix 

Metalloproteinase-8) là một trong những collagenase thuộc endopeptidase ở 

động vật có vú, liên quan đến sự thoái hóa chất nền ngoại bào, tăng sinh 

mạch, xâm lấn và di căn ung thư. Mục tiêu của nghiên cứu nhằm khảo sát 

hoạt tính ức chế di căn thông qua ức chế sự phân giải collagen của MMP-8 

bằng 26 loại cao chiết của hai loài I. cicadae và I. tenuipes, ở các nồng độ 

20, 200, 2000 µg/mL. Cao chiết cordyceps polysaccharide (CPS) I. cicadae 

quả thể thể hiện khả năng ức chế MMP-8 là cao nhất ở nồng độ 2000 

µg/mL, với tỷ lệ ức chế là 52,05 ± 0,18%. Kết quả cho thấy tiềm năng ức chế 

MMP-8 của cao chiết polysaccharide, làm tiền đề cho các nghiên cứu 

chuyên sâu hơn về MMP-8, I. cicadae và I. tenuipes trong tương lai. 

Trích dẫn: Mai Kiều Tiên, Nguyễn Chí Dũng, Đinh Minh Hiệp và Ngô Kế Sương, 2020. Nghiên cứu hoạt 

tính ức chế matrix metalloproteinase-8 của các cao chiết nấm Isaria cicadae và Isaria tenuipes 

được phân lập tại Việt Nam. Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ. 56(Số chuyên đề: Khoa 

học tự nhiên)(2): 89-94. 
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1 GIỚI THIỆU  

Ung thư là một trong những căn bệnh gây thách 

thức hàng đầu trên thế giới. Nguyên nhân khiến 

chúng trở nên ác tính là do khả năng tăng sinh, 

xâm lấn và di căn (Phạm Văn Phúc, 2018). Di căn 

là quá trình tế bào ung thư được tách khỏi khối u 

nguyên phát bằng cách tăng khả năng di chuyển, 

thoát mạch, tồn tại trong máu, theo dòng máu đến 

vị trí khác trong cơ thể và phát triển tại đó (Joyce 

and Pollard, 2009). Các enzyme phân giải cấu trúc 

nền (matrix metalloproteinase - MMP) là 

endopeptidase có ion kẽm ở trung tâm hoạt động. 

Chúng có vai trò cắt đứt các liên kết peptide giữa 

các tế bào và giữa tế bào với protein chất nền ngoại 

bào, tạo thành các tế bào ở dạng tự do liên quan 

đến quá trình xâm lấn, di căn ở bệnh ung thư và 

nhiều bệnh lý khác (Zitka et al., 2010). Sự phá vỡ 

các liên kết này là cần thiết cho quá trình hình 

thành, phát triển phôi, sinh sản và tu sửa mô. Tuy 

nhiên, nồng độ MMP tăng cao gây thoái hóa mô và 

nhiều bệnh lý nghiêm trọng, đặc biệt là ung thư. 

MMP được phân loại dựa vào cấu trúc và cơ chất 

của chúng bao gồm các nhóm: collagenase, 

gelatinase, stromelysin, matrilysin, MMP màng và 

các MMP khác (Zitka et al., 2010 ). Trong đó, 

matrix metalloproteinase-8 (MMP-8) hay còn gọi 

là collagenase-2 thuộc nhóm collagenase, được tìm 

thấy ở tế bào bạch cầu trung tính, tế bào biểu mô, 

nguyên bào sợi, đại thực bào (Korpi et al., 2008). 

Chức năng của chúng là phân giải protein của chất 

nền ngoại bào, kích thích sản xuất interleukin 6 và 

8 điều hòa phát triển khối u và gây viêm (Thirkettle 

et al., 2013).  

I. cicadae và I. tenuipes là nấm ký sinh côn 

trùng thuộc họ Cordycipitaceae (Đỗ Thị Thiên Lý 

và ctv., 2015), với nhiều hoạt tính sinh học bao 

gồm hoạt tính kháng oxy hóa, tăng cường miễn 

dịch và chống ung thư (Nam et al., 2001; Đỗ Thị 

Thiên Lý và ctv., 2015; Trần Ngọc Lân và ctv., 

2011). Cao chiết của I. tenuipes nuôi cấy nhân tạo 

có khả năng ức chế các dòng tế bào ung thư ở 

người (Đỗ Thị Thiên Lý và ctv., 2015). Thành phần 

polysaccharide từ I. cicadae có hoạt tính sinh học 

trong kích hoạt và điều hòa miễn dịch, chống ung 

thư (Xu et al., 2018). Ngoài ra, nghiên cứu ức chế 

collagenase từ các cao chiết Cordyceps sp. cho kết 

quả ức chế cao nhất đối với cao chiết 

polysaccharide (Hong et al., 2019). Do đó, nghiên 

cứu giúp sàng lọc và xác định cao chiết có tiềm 

năng ức chế MMP-8, làm cơ sở cho nghiên cứu 

chuyên sâu hơn về kháng di căn cũng như thu nhận 

được các hợp chất tiềm năng kháng di căn có trong 

cao chiết.  

2 VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1 Đối tượng nghiên cứu 

Mẫu nấm: Isaria cicadae và Isaria tenuipes 

được cung cấp bởi Trung tâm Nghiên cứu và Ứng 

dụng Sinh học, Thành phố Hồ Chí Minh (Tp. 

HCM). Cao chiết từ sinh khối và quả thể của I. 

cicadae và I. tenuipes được chiết xuất tại phòng thí 

nghiệm Sinh hóa, khoa Sinh học – Công nghệ Sinh 

học, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học 

Quốc Gia, Tp. HCM.  

Hóa chất: thuốc nhuộm coomassie brilliant blue 

(CBB) R250 C.I.42660 (Merck, Genmany).  

Enzyme: matrix metalloproteinase-8 từ 

Clostridium hostolyticum, EC 3.4.24.3 (Sigma 

Aldrich). 

Thiết bị: máy elisa reader Benchmark plus 

(BIO-RAD, Mỹ).  

2.2 Phương pháp chiết cao 

Các cao chiết được chiết xuất theo phương 

pháp cô lập hợp chất hữu cơ (Nguyễn Kim Phi 

Phụng, 2007). 

2.2.1 Phương pháp chiết ngấm kiệt 

Nguyên liệu (sinh khối và quả thể) sấy khô, xay 

nhỏ và ngâm với ethanol 96º. Thu được dịch chiết 

và bã nguyên liệu. Cô quay dịch chiết ở 50ºC, thu 

được cao chiết ethanol (EtOH). 

Bã nguyên liệu được sấy khô ở 60-70ºC, ngâm 

với nước cất 65ºC trong 2 giờ, thu được dịch chiết. 

Sau đó, tủa dịch chiết với cồn lạnh theo tỷ lệ 1:4 

trong 24 giờ, thu kết tủa, sấy khô thu được cao 

chiết cordyceps polysaccharide (CPS). 

2.2.2 Phương pháp chiết lỏng-lỏng 

Nguyên liệu là cao chiết EtOH được pha loãng 

với nước cất, thêm dung môi petrolium ether vào 

trộn đều và để yên. Có sự phân chia thành hai lớp, 

thu lớp dịch nổi bên trên. Sau đó, cô quay dịch nổi 

vừa thu được ở 50ºC, thu được cao chiết petrolium 

ether (PE). 

Tương tự cách chiết PE, sử dụng cao chiết 

EtOH làm nguyên liệu, thêm dung môi ethyl 

acetate vào trộn đều và để yên. Có sự phân chia 

thành hai lớp, thu phần dịch nổi bên trên, cô quay ở 

45ºC và thu được cao chiết ethyl acetate (EA). 

Tương tự, sử dụng cao chiết EtOH làm nguyên 

liệu, thay dung môi bằng n-butanol vào trộn đều và 
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để yên. Có sự phân chia thành hai lớp, thu lấy phần 

dịch nổi bên trên cô quay ở 65ºC và thu được cao 

chiết n-butanol (Bu hoặc BuOH). 

Sử dụng lớp dưới dịch chiết BuOH (sau khi đã 

thu lớp bên trên) làm nguyên liệu, cô quay dịch 

chiết ở 50ºC và thu được cao chiết nước (H2O). 

2.2.3 Phương pháp chiết exopolysaccharide 

(EPS) (chỉ áp dụng cho mẫu sinh khối) 

Nguyên liệu là dịch môi trường sau khi thu sinh 

khối, lọc và hấp khử trùng. Tiến hành cô quay ở 

60ºC đến khi còn 1/10 thể tích ban đầu. Thêm cồn 

lạnh vào kết tủa dịch chiết, thu kết tủa và sấy khô ở 

50ºC, ta được cao chiết EPS. 

2.3 Phương pháp phân giải collagen 

Thuốc nhuộm coomassie brilliant blue (CBB) 

R250 nồng độ 0,2% tạo phức với protein, cơ chất 

được sử dụng trong thí nghiệm là collagen. Các cao 

chiết của I. cicadae và I. tenuipes được ủ với 5 µL 

MMP-8 0,1 µg/mL trong một giờ ở 37ºC, nồng độ 

là 20, 200 và 2000 µg/mL. Thêm 10 µL collagen 5 

mg/mL và 75 µL đệm collagenase (tris-HCl 

50mM, CaCl2 10mM, NaCl 0,15M, pH 7,4), ủ ở 

37ºC trong 4 giờ. Sau đó, thêm 100 µL CBB 0,2% 

nhuộm màu collagen, loại bỏ dịch nổi và thêm vào 

250 µL dimethyl sulfoxide (DMSO) 20% hòa tan 

kết tủa. Mẫu được đo mật độ quang ở bước sóng 

600 nm bằng máy elisa reader. Kết quả được tính 

bằng công thức (Osathanunkul et al., 2013): 

%U=
(A

600mau
-A600mautrang)-(A600dc-A600mautrang)

(A
600collagen

-A600mautrang)
x100 

Trong đó:     %U: Phần trăm ức chế MMP-8 

của cao chiết 

A600mau: Mẫu có collagenase với chất cần khảo 

sát 

A600mautrang: Mẫu chỉ có đệm, CBB và 

DMSO 

A600dc: Mẫu có collagenase và không có chất 

cần khảo sát 

A600collagen: Mẫu chỉ có collagen và đệm  

2.4 Phương pháp phân tích số liệu 

Các phép so sánh xử lý bằng phần mềm SPSS 

22.0 (SPSS Inc., Mỹ). Trong đó, sự khác biệt trong 

khả năng ức chế MMP-8 của các loại cao chiết 

được xác đượng bằng thống kê một nhân tố (One-

way ANOVA) với phép so sánh Duncan ở độ tin 

cậy 95%. Sự khác biệt trong bộ phận thu nhận 

trong từng loại cao chiết được xác định bằng phép 

so sánh hai trung bình (2 sample t-test). 

3 KẾT QUẢ VÀ BIỆN LUẬN 

Chiết xuất từ sinh khối và quả thể của I. 

cicadae và I. tenuipes thu được 26 loại cao chiết, 

được sử dụng trong ức chế MMP-8. Các kết quả ức 

chế được trình bày ở Bảng 1 và Bảng 2. 

Bảng 1 cho thấy, khi tăng nồng độ từ 20 µg/mL lên 

200 µg/mL và 2000 µg/mL, khả năng ức chế 

MMP-8 của tất cả các cao chiết đều tăng. Thí dụ, 

cao EtOH sinh khối tăng từ 8,641 ± 1,61% lên 

10,11 ± 1,51% và 21,50 ± 2,39%. Khi so sánh phần 

trăm ức chế MMP-8 của sinh khối I. cicadae trong 

cùng một cột, ta thấy phần trăm ức chế MMP-8 của 

cao chiết CPS là cao nhất so với các cao chiết còn 

lại. Tương tự, đối với quả thể I. cicadae, cao chiết 

CPS có giá trị ức chế MMP-8 cao nhất so với năm 

loại cao chiết còn lại. 

Bảng 1: Kết quả phần trăm ức chế MMP-8 của các cao chiết I. cicadae (%) 

Cao 

chiết 

Sinh khối I. cicadae (µg/mL) Quả thể I. cicadae (µg/mL) 

20 200 2000 20 200 2000 

EtOH 8,641 ± 1,61b 10,11 ± 1,51f 21,50 ± 2,39ef 3,244 ± 3,57c 18,97 ± 1,94a 25,86 ± 1,62b 

CPS 14,77± 0,54a 29,13 ± 0,74a 51,52 ± 0,32a 12,28 ± 1,48a 20,18 ± 1,22a 52,05 ± 0,18a 

EPS 10,14 ± 2,47b 27,45 ± 0,80b 45,15 ± 0,72b - - - 

PE 4,254 ± 2,42c 21,75 ± 1,22c 28,83 ± 1,85d 5,077 ± 3,26bc 18,79 ± 1,42a 20,60 ± 4,16d 

EA 3,970 ± 0,84c 10,79 ± 1,41f 34,20 ± 2,40c 6,763 ± 2,14b 11,58 ± 2,28c 22,07 ± 3,19cd 

BuOH 14,68 ± 1,71a 19,21 ± 1,05d 23,24 ± 1,83e 3,904 ± 2,95bc 13,62 ± 1,81b 24,60 ± 4,06bc 

Nước 10,61 ± 0,74b 14,71 ± 1,69e 19,49 ± 0,93f 10,58 ± 1,01a 18,11 ± 0,93a 26,89 ± 1,70b 

Các giá trị trung bình trong cùng một cột có chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt có ý nghĩa thống kê 

(p<0,05). 

Đối với kết quả ở Bảng 2, các cao chiết I. 

tenuipes ức chế MMP-8 khi tăng nồng độ cao chiết 

từ 20 µg/mL lên 200 µg/mL và 2000 µg/mL. Thí 

dụ, cao chiết EtOH sinh khối tăng từ 2,084 ± 

1,30% lên 11,74 ± 1,03% và 23,37 ± 1,70%. So 

sánh tỷ lệ ức chế MMP-8 của các cao chiết sinh 

khối I. tenuipes trong cùng một cột, ta thấy cao 

chiết CPS có tỷ lệ ức chế MMP-8 là cao nhất so 
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với các cao chiết còn lại. Tương tự, so sánh tỷ lệ ức 

chế MMP-8 của cao chiết quả thể I. tenuipes trong 

cùng một cột cho thấy, ở nồng độ 20 µg/mL  cao 

chiết EA cho phần trăm ức chế cao nhất là 15,22 ± 

1,73%, thấp dần là cao chiết CPS với 10,69 ± 

0,90%, EtOH là 6,994 ± 0,92%,…vv. Tuy nhiên, 

khi tăng nồng độ lên 200 µg/mL cao chiết BuOH, 

EA và CPS có tỷ lệ ức chế MMP-8 tương đương 

nhau, lần lượt 21,22 ± 1,03%, 19,29 ± 4,39% và 

19,88 ± 1,59%. Tiếp tục, ở nồng độ lên 2000 

µg/mL cao chiết CPS có phần trăm ức chế cao 

nhất, cao chiết EA chỉ xếp thứ ba sau cao chiết 

CPS và BuOH. Bảng 1 và Bảng 2 cho thấy, tất cả 

các cao chiết ở nồng độ 20 và 200 µg/mL có phần 

trăm ức chế MMP-8 nhỏ hơn 30%. Tuy nhiên, với 

nồng độ 2000 µg/mL có ba loại cao chiết CPS có 

phần trăm ức chế MMP-8 cao hơn 50%, cao nhất là 

loại cao chiết CPS quả thể của I. cicadae với 52,05 

± 0,18%. Do đó, có thể thấy rằng cao chiết CPS rất 

có tiềm năng trong ức chế MMP-8. 

Bảng 2: Kết quả phần trăm ức chế MMP-8 của các cao chiết I. tenuipes (%) 

Cao 

chiết 

Sinh khối I. tenuipes (µg/mL) Quả thể I. tenuipes (µg/mL) 

20 200 2000 20 200 2000 

EtOH 2,084 ± 1,30d 11,74 ± 1,03c 23,37 ± 1,70f 6,994 ± 0,92c 17,85 ± 1,11b 24,79 ± 1,41d 

CPS 10,11 ± 0,96a 20,50 ± 1,67a 51,05 ± 0,92a 10,69 ± 0,90b 19,88 ± 1,59ab 43,21 ± 0,92a 

EPS 9,49 ± 0,92a 21,47 ± 3,39a 33,92 ± 1,44b - - - 

PE 6,154 ± 0,64b 12,39 ± 0,74c 31,76 ± 1,14c 4,797 ± 0,87d 18,09 ± 1,39b 25,21 ± 0,94d 

EA 4,054 ± 0,72c 14,97 ± 1,14b 25,83 ± 1,46e 15,22 ± 1,73a 19,29 ± 4,39ab 31,04 ± 0,80c 

BuOH 9,740 ± 0,82a 19,82 ± 0,88a 28,54 ± 1,29d 4,862 ± 0,94d 21,22 ± 1,03a 35,52 ± 1,48b 

Nước 7,075 ± 1,17b 20,35 ± 0,81a 25,80 ± 1,37e 1,131 ± 0,87e 13,47 ± 1,04c 24,91 ± 1,16d 

Các giá trị trung bình trong cùng một cột có chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt có ý nghĩa thống kê 

(p<0,05). 

Ngoài ra, với tiềm năng ức chế MMP-8 của cao 

chiết CPS ở nồng độ 2000 µg/mL. Chúng tôi nhận 

thấy, khả năng ức chế MMP-8 giữa cao chiết CPS 

sinh khối và quả thể I. cicadae có sự khác biệt 

(P<0,05) (Hình 2). Phần trăm ức chế MMP-8 của 

sinh khối và quả thể tương ứng là 51,52 ± 0,32% 

và 52,05 ± 0,18%. Cao chiết CPS quả thể I. 

cicadae có phần trăm ức chế cao gấp 1,01 lần cao 

chiết sinh khối. Tương tự, khả năng ức chế MMP-8 

giữa cao chiết CPS sinh khối và quả thể I. tenuipes 

có sự khác biệt (P<0,05) (Hình 3). Phần trăm ức 

chế MMP-8 của sinh khối và quả thể lần lượt là 

51,05 ± 0,92% và 43,21 ± 0,92%. Như vậy, cao 

chiết CPS sinh khối I. tenuipes có phần trăm ức chế 

cao gấp 1,18 lần cao chiết quả thể.  

Từ các kết quả trên cho thấy, cao chiết CPS có 

khả năng ức chế MMP-8. Hơn nữa, quá trình chiết 

xuất cao chiết CPS từ I. cicadae và I. tenuipes theo 

phương pháp tương tự với phương pháp chiết cao 

của Chen et al. cho rằng, thành phần chính của cao 

chiết CPS là polysaccharide (Chen et al., 2013). 

Hay nghiên cứu về khả năng ức chế MMP-1 (là 

collagenase cùng nhóm với MMP-8) của các cao 

chiết từ Cordyceps sp. cho kết quả ức chế cao nhất 

đối với cao chiết CPS ở nồng độ 2000 µg/mL và 

xác định có 75% polysaccharide có trong cao chiết 

CPS (Hong et al., 2019). Do đó, có khả năng cao 

chiết CPS từ I. cicadae và I. tenuipes cũng chứa 

Cordyceps polysaccharide với các hoạt tính tương 

tự Cordyceps sp. Ngoài ra, nghiên cứu trước đó về 

hoạt tính ức chế MMP-1, sử dụng các cao chiết từ 

I. cicadae và I. tenuipes cũng cho kết quả ức chế 

cao nhất đối với cao chiết CPS (Mai Kiều Tiên và 

ctv, 2019). Như vậy, ngoài tiềm năng ức chế 

MMP-8 thì cao chiết CPS có thể cũng chứa các 

thành phần và hoạt tính tương tự với cao chiết CPS 

của Cordyceps sp. 

  

Hình 1: Cao chiết CPS sinh khối và quả thể của 

I. cicadae và I. tenuipes pha loãng ở nồng độ 

2000 µg/mL 

I. cicadae 

 

I. tenuipes 
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Hình 2 : Phần trăm ức chế MMP-8 của các cao chiết sinh khối và quả thể I. cicadae ở nồng độ 2000 µg/mL 

(Các giá trị trung bình trong cùng một loại cao có chữ cái ở trên giống nhau thì không khác biệt có ý nghĩa thống kê 

(p<0,05)). 

 

Hình 3: Phần trăm ức chế MMP-8 của các cao chiết sinh khối và quả thể I. tenuipes ở nồng độ 2000 µg/mL 

(Các giá trị trung bình trong cùng một loại cao có chữ cái ở trên giống nhau thì không khác biệt có ý nghĩa thống kê 

(p<0,05)). 

Nghiên cứu trước đây cho rằng, sự có mặt của 

MMP-8 ở các mô ung thư giúp kiểm soát được quá 

trình phát triển và di căn của tế bào ung thư (Korpi 

et al., 2008). Tuy nhiên, trái ngược với điều này, 

báo cáo sau đó chứng minh sự có mặt của MMP-8 

xúc tác các tế bào ung thư sản xuất các chất điều 

hòa phát triển của khối u. Thirkettle et al. (2013) 

cho rằng chúng có liên quan đến tiến trình phát 

triển của ung thư. Thực vậy, các nghiên cứu về 

hoạt tính và quá trình ức chế MMP-8 còn rất hạn 

chế. Mặc khác, với vai trò cơ bản của một protease 

thuộc nhóm phân giải collagenase thì hoạt tính 

phân giải các protein chất nền ngoại bào liên quan 

đến quá trình sinh lý cơ thể của MMP-8 được nhấn 

mạnh vì chúng góp phần tạo ra quá trình di căn 

(Zitka et al., 2010). Do đó, kết quả nghiên cứu ức 

chế MMP-8 nhằm sàng lọc được loại cao chiết ức 

chế quá trình phân giải protein và các liên kết 

ngoại bào mà tác nhân chính là các cao chiết I. 

cicadae và I. tenuipes phân lập tại Việt Nam. Kết 

quả đã tìm ra cao chiết CPS có khả năng ức chế 

MMP-8 cao nhất, góp phần cho nghiên cứu chuyên 

sâu hơn về MMP-8 và các hợp chất tự nhiên có 

hoạt tính sinh học có trong cao chiết I. cicadae và 

I. tenuipes. 
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4 KẾT LUẬN 

Nghiên cứu này chỉ ra rằng các cao chiết CPS 

chiết xuất từ I. cicadae và I. tenuipes có tiềm năng 

ức chế MMP-8 ở nồng độ 2000 µg/mL. Trong đó, 

cao chiết CPS quả thể I. cicadae có phần trăm ức 

chế là cao nhất với 52,05 ± 0,18%. Đây là tiền đề 

cho các nghiên cứu chuyên sâu hơn về các thành 

phần chính của cao chiết CPS đối với hoạt tính ức 

chế MMP-8 nói riêng và hoạt tính kháng di căn nói 

chung.  
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