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MỞ ĐẦU 

 Các sản phẩm tự nhiên, với sự đa dạng về thành phần và cấu trúc hóa học đã 

được nghiên cứu rộng rãi về khả năng kháng ung thư trong hơn nửa thế kỷ gần đây 

và được xem là một nguồn cung cấp dồi dào các hợp chất có hoạt tính sinh học có 

tiềm năng chữa bệnh. Uớc tính từ năm 1981 đến năm 2019, khoảng 25% các loại 

thuốc kháng ung thư mới được phê duyệt có nguồn gốc tự nhiên [1]. Đối với 

Cordyceps spp., hơn 200 hợp chất có hoạt tính sinh học bao gồm nucleosid, sterol, 

peptid mạch vòng, flavonoid, dihydrobenzofuran, polyketid, polysaccharid, alkaloid, 

ergosterol và polyphenol đã được cô lập và định danh. [2]. 

Theo tổ chức WHO (2020), ung thư là căn bệnh gây tử vong hàng đầu trên thế 

giới và tỷ lệ ngày càng tăng nhanh nên việc tìm kiếm các hợp chất mới trong điều trị 

ung thư đã và đang được nhiều nghiên cứu trên thế giới quan tâm.  

Hiện nay, các nghiên cứu đã phát hiện nhiều hợp chất kháng phân bào tiềm 

năng đối với các dòng tế bào ung thư từ Cordyceps spp. như cordycepin, 

cordypyridon, cordysinin A, isariotin, acetoxyscirpenediol, polysaccharid, 

beauvericin, ergosterol… và các dẫn xuất [3].  

Cordyceps là chi đa dạng nhất trong họ Clavicipitaceae về số lượng loài (hơn 

750 loài) và phổ ký chủ. Tuy nhiên, chỉ có 04 loài thuộc chi Cordyceps và Isaria được 

nghiên cứu và ứng dụng rộng rãi bao gồm C. sinensis, C. militaris, I. tenuipes và I. 

cicadae [2].  

Các công trình nghiên cứu và ứng dụng nấm Cordyceps chủ yếu được thực 

hiện trên các chủng nấm được phân lập và có nguồn gốc từ nước ngoài nên hướng 

ứng dụng thực tế có nhiều hạn chế khi ứng dụng tại Việt Nam. Việc nghiên cứu và 

ứng dụng các chủng nấm Cordyceps của Việt Nam,  được phân lập và nuôi cấy tại 

Việt Nam giúp chủ động hơn trong việc khai thác, bảo tồn và ứng dụng tạo các sản 

phẩm hữu ích. Việt Nam là Quốc gia có đa dạng các chủng nấm ký sinh côn trùng 

thuộc chi Cordyceps và Isaria. Các nghiên cứu tại Việt Nam chủ yếu thực hiện ở mức 

độ trên cao chiết của các loài nấm Cordyceps spp. và còn rất ít các nghiên cứu về cô 

lập các hợp chất tự nhiên và xác định hoạt tính kháng phân bào của các hợp chất thu 

nhận được.  
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Do đó, để đánh giá hoạt tính kháng phân bào trên các dòng tế bào ung thư của 

các cao chiết và các hoạt chất từ sinh khối hệ sợi và quả thể nấm ký sinh côn trùng 

phân lập và nuôi trồng tại Việt Nam làm tiền đề cho các nghiên cứu nấm ký sinh côn 

trùng tại Viêt Nam tạo nguồn nguyên liệu cho các ứng dụng thực tế trong dược phẩm, 

luận án “Nghiên cứu đánh giá hoạt tính kháng phân bào trên dòng tế bào ung thư 

MCF-7, Jurkat T của cao chiết và hoạt chất từ sinh khối, quả thể nhân nuôi của chủng 

nấm Cordyceps neovolkiana DL0004 và Isaria cicadae F0004’’ với nội dung thực 

hiện như sau: tạo cao chiết từ sinh khối và quả thể nấm nuôi trồng; sàng lọc cao chiết 

có độc tính tế bào tiềm năng trên hai dòng tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T; xác 

nhận đặc tính kháng phân bào của các cao chiết tiềm năng; cô lập và xác định hợp 

chất có hoạt tính kháng phân bào từ cao chiết tiềm năng là khả thi và cần thiết. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN 

1.1. Tổng quan về nấm Cordyceps 

1.1.1. Giới thiệu về nấm Cordyceps 

Theo Holiday (2008) [4], nấm Cordyceps được phân loại như sau: 

  Giới: Fungi 

  Ngành: Ascomycota 

  Lớp: Ascomycetes 

  Bộ: Hypocreales 

 Họ: Clavicipataceae 

 Chi: Cordyceps 

Cordyceps được xếp vào họ Clavicipitaceae dựa vào túi bào tử hình trụ, 

độ dày đỉnh nang và các nang bào tử. Đặc biệt, Cordyceps được đặc trưng bởi 

quả thể hình cuống và thường ở dạng hình chuỳ trên bề mặt hay đắm mình 

hoàn toàn vào chất nền. Cordyceps là chi đa dạng nhất trong họ Clavicipitaceae 

về số lượng loài và phổ ký chủ. Phổ ký chủ của chúng rất rộng, thường thuộc 

nhóm côn trùng và động vật thuộc lớp chân khớp. Mỗi loài được giới hạn với 

một vật chủ duy nhất hay một tập hợp các ký chủ có mối liên hệ chặt chẽ với 

nhau (hình 1.1). 

Theo sinh thái học, Cordyceps được xem là tác nhân gây bệnh ở động 

vật chân khớp và các loài nấm thuộc chi Elaphomyces [5]. Thông qua đặc điểm 

hình thái của quả thể và túi bào tử, Cordyceps được chia làm 3 giống: C. subg. 

cordyceps, C. subg ophiocordyceps và C. subg neocaxitordyceps. 
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(A)     (B) 

Hình 1.1. Một số quả thể nấm Cordyceps tự nhiên 

Chú thích: A) C. sinensis; B) C. militaris  

(Nguồn: https://www.sciencedirect.com) 

Một số nghiên cứu phát sinh loài khác dựa vào ribosome của DNA đã 

được tiến hành để kiểm tra và hoàn chỉnh việc phân loại Cordyceps nhưng vẫn 

gặp nhiều hạn chế. Năm 2010, một nhóm các nhà nấm học của Mỹ, Thái Lan 

và Hàn Quốc đã phối hợp nghiên cứu và sắp xếp lại hệ thống của nhóm nấm 

Cordyceps. Theo kết quả nghiên cứu này, toàn bộ các loài thuộc nhóm nấm 

Cordyceps được phân chia lại thuộc về 3 họ: họ Clavicipitaceae với các chi 

Metacordyceps, Hypocrella, Regiocrella và Torrubiella; họ Cordycipitaceae 

với chi Cordyceps; họ Ophiocordycepitaceae với 2 chi Ophiocordyceps và 

Elaphocordyceps [6]. 

Năm 2007, nghiên cứu của Sung và cộng sự đã xếp chi Isaria thuộc 

ngành Ascomycota, lớp Sordariomycetes, bộ Hypocreales, họ 

Cordycipitaceae [7]. Một số chi được quan tâm nhiều nhất hiện nay bởi tính 

chất dược lý hay khả năng kiểm soát sinh học bao gồm Cordyceps, Beauveria 

và Isaria [8]. Chi Isaria bao gồm các loài nấm ký sinh côn trùng phân bố khá 

rộng, dễ dàng thu thập. Isaria là giai đoạn sinh sản vô tính (giai đoạn hình 

thành bào tử đính) của chi Cordyceps [3]. 
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Trong các loài Cordyceps spp., C. sinensis là nổi tiếng nhất về giá trị 

ứng dụng chữa bệnh, bồi bổ sức khỏe con người và nó phân bố chủ yếu ở 

Nepal, Bhutan, Ấn Độ và Cao nguyên Tây Tạng của Trung Quốc, độ cao từ 

3000 m – 5000 m so với mực nước biển. Bên cạnh C. sinensis nhiều loài nấm 

Cordyceps spp. khác cũng được phát hiện [9]: 

Họ Clavicipitaceae gồm có Metacordyceps liangshanensis, phân bố 

chủ yếu ở Trung Quốc và Nepal.  

Họ Cordycipitaceae gồm có Cordyceps coccinea (Được phát hiện tại: 

Indonesia, Srilanka, Nhật Bản, Công Gô và Nepal), C. ishikariensis (Được 

phát hiện tại: Nhật Bản và Nepal), C. militaris (Được phát hiện phổ biển ở 

khắp quốc gia Nhật Bản), C. martialis (Được phát hiện tại: Brazil, Trimidad, 

Trung Quốc, Bắc Mĩ, Nga, Nhật Bản, Hàn Quốc và Nepal), C. pruinosa (Được 

phát hiện tại: Sri Lanka, Trung Quốc, Công Gô, Nhận Bản, Nga, Hàn Quốc, 

Mexico, và Nepal), Cordyceps nevolkiana và Cordyceps takaomontana (Được 

phát hiện tại: Việt Nam).  

Họ Ophiocordycipitaceae gồm có Ophiocordyceps fornicarum (Được 

phát hiện tại: Nhật Bản, Nepal, Hàn Quốc và Trung Quốc), O. gracilis (Được 

phát hiện tại: Hoa kỳ, Algeria, Pháp, Bắc Mĩ, Brazil, Úc, Trung Quốc, Czech, 

Hàn Quốc, Nepal và Slovakia), O. kangdingensis và O. multiaxialis (Được 

phát hiện tại: Trung Quốc và Nepal), O. nepalensis (Được phát hiện tại: 

Nepal), O. nutans (Được phát hiện tại: Nhật Bản, Trung Quốc, Công Gô, Hàn 

Quốc, Liên Bang Nga và Nepal), C. sinensis (Phân bố: Nepal, Bhutan, Ấn Độ 

và Cao Nguyên Tây Tạng), O. sphecocephala (Được phát hiện tại: Cuba, 

Jamaica, Đông Ấn Độ, Argentina, Guadeloupe, Nhật Bản, Indonesia, Bắc Mĩ, 

Guyana, Trung Quốc, Anh, Czech, Công Gô, Hàn Quốc, Nga, Nepal và 

Slovakia), O. tricentri (Được phát hiện tại: Nhật Bản, Trung Quốc, Hàn Quốc 

và Nepal, Ophiocordyceps langbianensis (Được phát hiện tại: Việt Nam). 
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1.1.2. Tổng quan về Cordyceps neovolkiana và Isaria cicadae 

Theo hệ thống phân loại của Kobayasi (1982), Cordyceps neovolkiana 

thuộc [10]: 

Ngành (phylum): Ascomycota 

Phân ngành (subphylum): Pezizomycotina 

Lớp (class): Sordariomycetes 

Bộ (odor): Hypocreales 

Họ (familia): Clavicipitaceae 

Chi: Cordyceps 

 

Hình 1.2. Quả thể C. neovolkiana (A) và C. cicadae (B) tự nhiên 

Nguồn: naro.arcff.go.jp (A) và sciencedirect.com (B) 

Theo Sung (2007), Isaria cicadae thuộc [3], [7]: 

Giới (Kingdom): Fungi  

Ngành (phylum): Ascomycota 

Phân ngành (subphylum): Pezizomycotina 

Lớp (class): Sordariomycetes 

Bộ (odor): Hypocreales 
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Họ (familia): Cordycipitaceae  

Chi: Isaria  

Cordyceps neovolkiana (thể vô tính là Hirsutella neovolkiana) đã được 

tìm thấy ở vùng núi Langbiang, tỉnh Lâm Đồng Việt Nam ở độ cao 1.650 m. 

Về đặc điểm sinh thái, quả thể C. neovolkiana có màu vàng rộng 2-3 mm và 

dài 3-5 cm [11]. Phương pháp luận nghiên cứu hỗ trợ định danh nấm ký sinh 

côn trùng bằng phân tích phả hệ phân tử vùng ITS1-5.8S-ITS2 đã được ứng 

dụng vào hỗ trợ định danh được một số mẫu nấm ký sinh côn trùng thu thập 

từ vùng núi Langbiang, tỉnh Lâm Đồng trong đó đã xác định được loài C. 

nevolkiana [12].  

Isaria cicadae (Cordyceps cicadae) đã được tìm thấy tại huyện Ea kar, 

tỉnh Đắk Lắk, quá trình sinh trưởng và phát triển của I. cicadae tương tự với 

các loài thuộc nhóm Cordyceps khác: vào mùa thu hay mùa đông bào tử nấm 

sẽ lây nhiễm vật chủ qua lớp da ngoài (lớp cuticun), hình thành sợi tơ khắp cơ 

thể côn trùng dẫn đến gây chết côn trùng, đến mùa xuân khi khí hậu ấm hơn 

sẽ hình thành nên quả thể nấm từ các khớp hoặc các vị trí nếp da mỏng và phát 

tán bào tử. I. cicadae hình thành quả thể màu trắng đục đến vàng nhạt từ miệng, 

đầu hoặc đáy của ấu trùng I. cicadae dài từ 2,5 -5 cm. Cuống bào tử phân 

nhánh dày đặc, rộng 3-6 µm bao gồm các nhánh hình vòng xoắn, bào tử hình 

trụ, thường cong vách trơn. I. cicadae F0004 được nuôi cấy nhân tạo thành 

công sinh khối và quả thể. I. cicadae là một trong những loại thuốc y học cổ 

truyền Trung Quốc lâu đời nhất và nổi tiếng, với những công dụng của nó 

được ghi nhận từ thế kỷ thứ V. Trong nhiều thế kỷ, I. cicadae đã được sử dụng 

làm thực phẩm, thuốc bổ và thuốc dân gian để điều trị bệnh sốt rét, ung thư, 

sốt, tiểu đường, các bệnh về mắt, chóng mặt và các bệnh thận mãn tính [3], 

[13]. Hơn 110 hợp chất được phân lập từ I. cicadae, dựa vào cấu trúc các hợp 

chất thuộc các nhóm chính amino acid, acid hữu cơ, lipid, phosphoslipid, 

nucleosid, carbohidrate và các dẫn xuất của chúng [14].  

I. cicadae chứa nhiều hợp chất thứ cấp cũng được phát hiện trong sinh 

khối và quả thể trong đó, inositol, gamma-aminobutyric acid, ornithin và 
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threonin là hợp chất chính. Trong đó nhiều hợp chất được chứng minh hoạt 

tính sinh học tương tự với các chủng nấm khác thuộc chi Cordyceps như kháng 

phân bào, kháng oxy hóa, kháng viêm, chống trầm cảm và điều hòa miễn dịch. 

Các nucleosid chính được tìm thấy từ I. cicadae gồm adenosin, guanosin, 

uridin, inosin, thymidin… và các dẫn xuất [3]. Trong đó, adenosin và các dẫn 

xuất thể hiện có nhiều hoạt tính như cordycepin có khả năng kháng phân bào, 

kháng oxy hóa, kháng viêm và điều hòa miễn dịch. Một dẫn xuất khác của 

adenosin là N- (2-hydroxyethyl) adenosin cũng đã được phân lập và thể hiện 

hoạt tính kháng oxy hóa và kháng viêm [15]. Cordycepic acid (D-mannitol) 

phân lập từ bào tử, là một trong những thành phần có hoạt tính cùng adenosin 

và cordycepin được sử dụng để đánh giá hoạt tính của Cordyceps [16]. Nhiều 

hợp chất thứ cấp khác như phytosphingosin, cordycecin A, betain, oosporein, 

phytosphingosin, stipitatonic acid cũng được phát hiện trong hệ sợi và bào tử 

của nấm trong đó oosporein cũng biểu hiện hoạt tính kháng khuẩn, kháng oxy 

hóa, kháng côn trùng cùng một số nấm và gây độc tế bào. Hercynin và 

ergothionein – dẫn suất của histidin - phát hiện trong hệ sơi và quả thể, có khả 

năng kháng oxy hóa và bảo vệ tế bào; fumimycin cũng được tìm thấy trong hệ 

sợi và có khả năng kháng khuẩn chống lại Staphylococcus aureus, ức chế 

enzyme peptid deformylase; myriocin được phân lập từ dịch nuôi cấy, sinh 

khối và bào tử I. cicadae thể hiện hoạt động kháng nấm, ức chế tốt Candida 

albicans và có độc tính cao với LD50 2–10 mg/kg trên chuột  [3].  

Nghiên cứu Zhu và cộng sự (2020) đã đánh giá hoạt tính chống oxy 

hóa của polysaccharid thu nhận từ Cordyceps cicadae, kết quả cho thấy 

polysaccharid thể hiện hoạt tính kháng oxy hóa mạnh và kéo dài tuổi thọ của 

Drosophila khỏi tác nhân oxy hóa thông qua tăng biểu hiện của các gen mã 

hóa cho các enzyme catalase (CAT) và glutathione peroxidase (GSH-Px) và 

ức chế sự hình thành hợp chất malondialdehyde (MDA). Đồng thời, 

polysaccharid cũng thay đổi mức độ biểu hiện của các gen liên quan đến quá 

trình chống oxy hóa CAT, SOD1 và MTH trong ruồi giấm (Drosophila 

melanogaster) [17]. Nghiên cứu của Ren và cộng sự (2014) cũng cho thấy 

polysacchrid từ Paecilomyces cicadae có hoạt động chống oxy hóa mạnh dựa 
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trên đánh giá khả năng bắt gốc tự do DPPH, superoxid và hydroxyl [18].  

1.1.3. Giá trị kinh tế của nấm Cordyceps 

Từ lâu, C. sinensis là loài nấm có giá trị cao và chỉ được giới thượng 

lưu biết đến và sử dụng nhiều. Trong tự nhiên, C. sinensis có số lượng hạn chế 

do điều kiện tự nhiên bất lợi trên dãy Himalaya trên 3.000 m so với mực nước 

biển. Tổng sản lượng thu hoạch C. sinensis tự nhiên hàng năm tại Tây Tạng 

ước tính khoảng 7 tấn và chiếm hơn 80% so với tổng lượng thế giới. Gần 20% 

C. sinensis còn lại được thu hoạch từ Cam Túc, Thanh Hải, Tứ Xuyên và Vân 

Nam của Trung Quốc, Nepal, Bhutan và một số vùng nhỏ ở phía Bắc Ấn Độ. 

Hiện nay, giá C. sinensis ngoài tự nhiên cao hơn vàng (tính theo trọng lượng). 

Vài năm gần đây, giá tại Bắc Kinh rất cao (112.000 USD/kg). Vào mùa thu 

hoạch ở Tây Tạng, chỉ trong 4 – 6 tuần trong tháng 5 và 6, nguồn thu từ Đông 

trùng hạ thảo đóng góp khoảng 225 triệu USD trong tổng sản phẩm trên địa 

bàn (GRDP) của vùng Tây Tạng, chiếm hơn 40% tổng nguồn thu nhập.  

Theo báo cáo Thị trường Đông trùng hạ thảo toàn cầu - Xu hướng và 

dự báo của ngành đến năm 2027 của tổ chức nghiên cứu thị trường Data Bridge 

Market Research (2020), thị trường C. sinensis dự kiến sẽ tăng trưởng trong 

giai đoạn từ năm 2020 đến năm 2027. Nghiên cứu thị trường của Data Bridge 

Market Research dự đoán, thị trường toàn cầu đạt 1.167,50 triệu USD vào năm 

2027, tăng trưởng với tốc độ tăng trưởng kép hằng năm là 10,55% trong giai 

đoạn dự báo từ năm 2020 đến năm 2027. Ngày càng có nhiều bệnh như tim 

mạch, ung thư, tiểu đường và các bệnh hô hấp có thể được hỗ trợ chữa khỏi 

nhờ đông trùng hạ thảo đang thúc đẩy sự phát triển của thị trường. Các yếu tố 

khác như thúc đẩy hiệu năng tập thể dục và giúp chống lão hóa cũng đang thúc 

đẩy sự tăng trưởng của thị trường đông trùng hạ thảo. Sự phổ biến cao của các 

rối loạn liên quan đến căng thẳng và rối loạn tự miễn dịch trên khắp thế giới 

cũng đang thúc đẩy sự phát triển của thị trường. Tuy nhiên, Chi phí cao liên 

quan đến chiết xuất từ đông trùng hạ thảo và không đủ bằng chứng lâm sàng 

về phòng trị các bệnh như tiểu đường và ung thư cũng đang hạn chế sự phát 

triển của thị trường đông trùng hạ thảo trên toàn thế giới. 
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1.2. Nghiên cứu nuôi cấy Cordyceps 

Để giải quyết vấn đề thiếu hụt nguồn cung C. sinensis tự nhiên, nhiều nghiên 

cứu đã thành công trong nuôi cấy nhân tạo loài nấm C. sinensis hay những loài nấm 

Cordyceps spp. Khác có giá trị dược liệu cao. Điển hình, sinh khối nấm Hirsutella 

sinensis (dạng anamorph hay dạng sợi của C. sinensis tự nhiên) được sản xuất và 

nghiên cứu bằng cách nuôi cấy trên môi trường lỏng đã và đang ngày càng tăng [19]. 

Đáng chú ý, năm 2015, Cao và cộng sự lần đầu tiên công bố đã nuôi cấy thành công 

quả thể nấm C. sinensis trên môi trường bán rắn nhân tạo ở vùng thấp của cao nguyên 

Tây Tạng  [20]. Gần đây, trung tâm Ligno Biotech Sdn. Bhd. (Selangor, Malaysia) 

cũng đã nuôi cấy thành công quả thể loài nấm này ở quy mô lớn bằng cách sử dụng 

môi trường bán rắn với thành phần chính là gạo [21]. Như vậy, sự thành công trong 

nuôi cấy nhân tạo quả thể nấm này đã cung cấp nhiều sự lựa chọn cho người tiêu 

dùng và nhà nghiên cứu hiện nay.  

Tuy nhiên, nuôi cấy sản xuất sinh khối hệ sợi nấm C. sinensis vẫn mang lại 

nhiều tiềm năng ứng dụng và ưu thế hơn so với nuôi trồng quả thể vì chi phí sản xuất 

thấp hơn và thời gian thực hiện ngắn hơn rất nhiều. Bên cạnh đó, các nghiên cứu 

chứng minh rằng thành phần các hoạt chất sinh học trong sinh khối hệ sợi nấm C. 

sinensis (hay H. sinensis, thể anamorph của C. sinensis) tương tự như quả thể nấm 

ngoài tự nhiên. Hơn nữa, nuôi cấy sợi nấm không chứa chất bẩn, thuốc trừ sâu, kim 

loại nặng và các đặc tính không bị suy giảm, vì vậy nó có lợi thế cao so với quả thể 

nấm tự nhiên trên thị trường  [22]. 

Mặc dù các nhà nghiên cứu đã đạt được một số thành quả nhất định, việc nuôi 

cấy nhân tạo quả thể nấm C. sinensis vẫn còn khó khăn và chưa được thương mại hóa 

để đáp ứng nhu cầu gia tăng của con người; do đó tìm kiếm và thay thế những chủng 

nấm Cordyceps khác có tiềm năng là vô cùng cần thiết. Vì lẽ đó, các nghiên cứu liên 

quan đã được thực hiện trên toàn thế giới. Những bằng chứng thực nghiệm và giải 

thích khoa học chứng minh thành phần hóa học của C. militaris là gần tương tự như 

nấm C. sinensis. So với C. sinensis, cordycepin được tiết ra bởi nấm C. militaris nhân 

tạo cũng có những tác dụng dược lý tương tự như các sản phẩm từ C. sinensis và 

nhiều sản phẩm nuôi cấy quy mô lớn thu được thành công vào những năm 1980. Sợi 

nấm có thể phát triển trên môi trường bán rắn cơ chất gạo và sản xuất quả thể dễ dàng 
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hơn so với C. sinensis. Quá trình sản xuất quả thể nấm C. militaris là tương tự như 

các loài nấm ăn khác, có thể được chia thành 2 giai đoạn chính. Giai đoạn 1, chuẩn 

bị môi trường, giống cấp 1 (mother spawn), giống cấp 2 (planting spawn), trong khi 

giai đoạn 2 là chuẩn bị cơ chất phát triển cho nuôi cấy quả thể  [23]. 

Bên cạnh C. sinensis và C. militaris, nhiều loài nấm Cordyceps hay nấm ký 

sinh côn trùng tiềm năng khác cũng được khai thác và ứng dụng như C. 

takaomontana, I. tenuipes, C. nutans, I. cicadae, C. sobolifera, ... Tại Việt Nam, năm 

2010, Lê Tấn Hưng và cộng sự tiến hành khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ lên sản 

xuất cordycepin của 15 chủng nấm C. militaris [24]. Năm 2009, Phạm Quang Thu 

(Viện Khoa học Lâm Nghiệp Việt Nam) chủ trì thực hiện đề tài: “Nghiên cứu xây 

dựng quy trình nuôi trồng nấm Đông trùng hạ thảo (C. militaris L. Fr.) có giá trị dược 

liệu và thương mại cao” [25]. Năm 2015, Trương Bình Nguyên và Đinh Minh Hiệp 

đã công bố nuôi cấy nhân tạo thành công sinh khối hệ sợi nấm Đông trùng hạ thảo C. 

sinensis tại buổi báo cáo nghiệm thu đề tài ở Sở Khoa học và Công nghệ thành phố 

Hồ Chí Minh [26]. Nghiên cứu này mở ra một triển vọng mới trong việc ứng dụng 

loài nấm quý hiếm này trong lĩnh vực y dược và thực phẩm chức năng tại Việt Nam. 

Hiện nay, các sản phẩm quả thể nấm C. militaris rất đa dạng trên thị trường, đáp ứng 

nhu cầu tiêu dùng trong nước cũng như có khả năng cạnh tranh với những sản phẩm 

ngoại nhập. Gần đây, chủng nấm C. takaomontana DL0038A phân lập tại vùng núi 

Langiang, tỉnh Lâm Đồng cũng được nuôi cấy tạo quả thể để thử nghiệm hoạt tính 

sinh học của chúng, đầy tiềm năng và triển vọng trong tương lai.  

1.3. Thành phần hoạt chất và hoạt tính sinh học của nấm Cordyceps 

1.3.1. Thành phần hoạt chất của Cordyceps 

Mặc dù C. sinensis và các loài Cordyceps spp. khác được xem như là 

thực phẩm thông thường, nhưng chúng chứa rất nhiều hoạt chất quý. 

Cordyceps chứa tất cả 18 acid amin thiết yếu, với thành phần chiếm từ 5 – 

10% trọng lượng khô. Trong đó, thành phần cao nhất là acid amin glutamat, 

arginin, acid aspartic, tryptophan và tyrosin. Các vitamin E, K và B (bao gồm 

B1, B2 và B12) cũng được tìm thấy. Hơn nữa, Cordyceps chứa nhiều loại 

mono-, di- và oligo – polysaccharid và các phức hợp polysaccharid ở dạng cấu 
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hình alpha và beta gọi là heteropolysaccharid, protein, sterol, nhiều loại 

nucleosid khác nhau, và đặc biệt chứa nhiều nguyên tố khoáng được hấp thu 

từ môi trường như K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, Pi, Se, Al, Si, Ni, Sr, Ti, 

Cr, Ga, V, và Zr [4]. 

a) Polysaccharid 

C. sinensis chứa một lượng lớn và đa dạng các loại 

polysaccharid, có thể chiếm từ 10 -20% trên tổng khối lượng các mẫu 

thu từ tự nhiên và đặc biệt lên đến 50% và thậm chí cao hơn ở những 

loài Cordyceps nuôi cấy nhân tạo bằng phương pháp lên men bán rắn 

để nâng cao sản xuất những loại polysaccharid điển hình này. Các loại 

polysaccharid thành tế bào nấm và exopolysaccharid tiết ra môi trường 

nuôi cấy hay môi trường đất ngoài tự nhiên được xem là nhóm hoạt 

chất có hoạt tính dược lý chính của nấm Cordyceps. 4 cấu trúc beta-D 

glucan exopolysaccharid phân lập từ C. militaris nuôi cấy bằng phương 

pháp lên men lỏng có trọng lượng phân tử từ 50 đến 2260 kDa. Đối với 

C. sinensis, hầu hết heteropolysaccharid đều chứa mannose, galactose, 

và glucose, với thành phần mannose cao nhất, và 1 lượng nhỏ các 

đường 5 C như arabinose, rhamnose, và xylose. Trọng lượng phân tử 

của polysaccharid C. sinensis dao động từ 7 đến 200 kDa, trong khi 

polysaccharid C. militaris chứa chủ yếu là glucose, galactose và 

mannose với chỉ có ít rhamnose và xylose với trọng lượng phân tử 

khoảng 60 kDa.  

Nhìn chung polysaccharid từ Cordyceps là rất khó để phân tích 

và làm sáng tỏ vì cấu trúc xoắn ba phức tạp của chúng (a triple right-

handed helix conformation) với chiều dài và tỷ lệ chuỗi bên pentose và 

hexose khác nhau. Gần đây, các nhà khoa học đã phát triển một phương 

pháp phân tích mới để tinh sạch và phân tách những phân đoạn khác 

nhau của polysaccharid. Những nổ lực để phân tích làm rõ cấu trúc 

polysaccharid từ Cordyceps vẫn đang được các nhà khoa học quan tâm 

và theo đuổi. Rất nhiều điều thú vị vẫn chưa được hiểu rõ về cấu trúc 

bậc 3 của những polysaccharid này, sự gắn của chúng với các vị trí 
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receptor đặc biệt trên tế bào, cũng như các hoạt động sinh học của nó 

đối với cơ thể. [4]. 

b) Protein và các hợp chất chứa nitơ khác 

Cordyceps chứa protein, peptid, polypeptid, polyamin, tất cả 

acid amin thiết yếu và một số dipeptid dạng vòng phổ biến và hiếm, 

như vòng cyclo-[Gly-Pro], cyclo-[Leu-Pro], cyclo-[Val-Pro], cyclo-

[Ala-Leu], cyclo-[Ala-Val] và cyclo-[Thr-Leu]. Cordyceps cũng chứa 

một lượng nhỏ polyamin, như 1,3-diamino propane, cadaverin, 

spermidin, spermin, và putrescin [4]. 

Nhiều nucleosid tự do đã được tìm thấy trong Cordyceps, như 

uridin, một vài deoxyuridin đặc biệt, adenosin, dideoxyadenosin, 

hydroxyethyl adenosin, cordycepin [3’deoxyadenosin], cordycepin 

triphosphat, guanidin, deoxyguanidin, và các dẫn xuất nucleosid khác.  

 

Hình 1.3. Các loại nucleosid đặc biệt ở Cordyceps [4] 

Nhiều dẫn xuất nucleosid, như cordycepin, đã cho thấy tác động 

kháng virus tiềm năng, trong đó kháng lại virus HIV. Cordycepin ức 

chế quá trình sao chép của virus HIV bằng cách ức chế ribonucleosid 

triphosphate (rNTP). Ngoài ra, tổng acid amin trong các sản phẩm 
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Cordyceps nuôi cấy có thể lên đến 10% tính trên tổng khối lượng. Ở C. 

sinensis, 3 acid amin phổ biến trong ấu trùng sợi nấm và quả thể là acid 

glutamic, acid aspartic và arginin chiếm từ 1.5 – 2.6% [4]. 

Cordycepin, hay 3’deoxyadenosin, là một dẫn xuất của 

adenosin, khác với adenosin ở sự thiếu oxygen ở vị trí 3’ của vòng 

ribose. Cordycepin được tách chiết từ cao chiết nước của C. sinensis 

[27]. Sau đó, thành phần chính của cao butanol C. militaris cũng được 

xác định bằng HPLC. Vì cordycepin tương tự adenosin, nên RNA 

polymerase không thể phân biệt và khi kết hợp vào một RNA đang phát 

triển, cordycepin ngăn cản sự kéo dài thêm, do vậy tạo ra một phân tử 

RNA kết thúc sớm. Cordycepin bằng đường uống ức chế sự phát triển 

tế bào u ác tính B16-BL6 ở chuột mà không có tác dụng phụ. Nghiên 

cứu sâu hơn đã chứng minh cordycepin ức chế sự tăng sinh của tế bào 

B16-BL6 bằng cách tăng cường các receptor adenosin A3 sau đó là con 

đường tín hiệu Wnt, bao gồm hoạt hóa GSK-3 beta và ức chế D1 vòng. 

Cordycepin ức chế đáng kế sự phosphoryl hóa Akt và p38 theo cách 

phụ thuộc liều đáp ứng trong đại thực bào được hoạt hóa bởi LPS. Hơn 

nữa, cordycepin làm tăng cường biểu hiện TNF-alpha, sự phosphoryl 

hóa Ikappa B alpha và sự chuyển vị trí nhân các yếu tố nhân kappa B 

(NF-kappa B). Apoptosis gây ra bởi cordycepin cũng được báo cáo. 

Trong tế bào MA-20 (1 dòng tế bào ung thư Leydig ở chuột), 

cordycepin gây ra đứt gãy DNA, làm chậm tiến trình các phase G1 và 

G2/M và tăng tiến trình phase subG1 dẫn đến gây ra apoptosis. Ngoài 

ra, phân tích Western Blot cho thấy cordycepin làm tăng sự biểu hiện 

của caspase 9, 3 và 7, ngoại trừ caspase 8. Trong một nghiên cứu khác, 

cordycepin gây ra apoptosis đáng kể đối với dòng tế bào ung thư ở 

người OEC-11 (Human Oral Squamous Cancer Cells) [28].  

Các dẫn xuất của cordycepin cũng cho thấy hoạt tính kháng ung 

thư hiệu quả. Forodesin, một dẫn suất của cordycepin, là một chất ức 

chế của purin nucleosid phosphorylase, nó được xem là một chất tiềm 
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năng trong điều trị các bệnh nhân tế bào T ác tính và bệnh bạch cầu 

mạng tính tế bào B  [29]. 

Bên cạnh đó, một số lượng peptid và cyclodipeptin độc đáo đã 

được tìm thấy trong Cordyceps. Trong đó, cordycedipeptid A là một 

hợp chất phân lập từ môi trường nuôi cấy lỏng C. sinensis. Đây là hợp 

chất cho thấy khả năng kháng ung thư tốt và hoạt tính gây độc tế bào 

chống lại một số dòng tế bào ung thư như L-929, A357, và tế bào HeLa. 

Một peptid thú vị khác được chiết xuất từ C. sinensis là cordymin, có 

tác dụng kháng viêm tốt. Ngoài ra, một loại acid amin đặc biệt là 

myriocin từ C. sinensis là một chất chống ức chế miễn dịch mạnh, gấp 

hơn 100 lần so với chất chuẩn cyclosporin. Và một nhóm các dẫn xuất 

adenosin khác có tên là cordysinin (A-E) trong Cordyceps cũng được 

phát hiện, có hoạt tính kháng viêm cao [4]. 

c) Sterol 

Một lượng lượng lớn và đa dạng các sterol được tìm thấy trong 

Cordyceps, bao gồm sterol phổ biến trong nhiều thành tế bào nấm là 

ergosterol. Ergosterol rất quan trọng đối với sức khỏe con người, là tiền 

chất của vitamin D2. Một số sterol khác cũng được tìm thấy trong 

Cordyceps, như ð-3 ergosterol, ergosterol peroxid, 3-sitosterol, 

daucosterol, và campesterol. Hợp chất sterol khác có tên H1-A được 

tìm thấy từ C. sinensis cho thấy có hiệu quả trong điều trị rối loạn tự 

miễn dịch, là một thử thách lớn đối với y học trong việc sử dụng thuốc 

hiện nay, là một chủ đề nghiên cứu đáng quan tâm [4]. 

d) Các thành phần khác 

28 acid béo no và không no với chức năng làm giảm lipid máu 

được xác định từ C. sinensis. Các acid béo không no bao gồm Cl6:1, 

Cl7:1, Cl8:1 và Cl8:2. Các hợp chất phân cực của cao chiết C. sinensis 

gồm có alcohol và aldehyde. Một vài hợp chất chống ức chế miễn dịch 

cũng được tìm thấy trong Cordyceps, bao gồm cyclosporin từ C. 

subsessilis, nó được tạo ra phổ biến nhất trong nuôi cấy thể vô tính 
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(anamorph) của C. subsessilis (Tolypocladium inflatum). Đặc biệt, 

Cordyceps có chứa một lượng lớn D-manitol, chiếm đến 10% trong 

mẫu C. sinensis tự nhiên và đến 14% trong mẫu nuôi cấy. D-manitol 

được gọi là acid cordycepic, có nhiều hoạt tính sinh học quan trọng, có 

thể được tìm thấy trong C. sinensis, C. militaris và các loài Cordyceps 

khác [4]. 

1.3.2. Hoạt tính kháng phân bào của Cordyceps 

Các cao chiết từ sinh khối và quả thể nấm C. sinensis, C. militaris và 

một số loài Cordyceps khác cho thấy hoạt tính kháng phân bào đáng kể bằng 

những cơ chế khác nhau như điều hòa hệ thống miễn dịch hay liên quan đến 

con đường apoptosis tế bào. 

a) Hoạt tính kháng phân bào của nấm C. sinensis 

Nhiều bằng chứng diễn giải hiệu quả của C. sinensis như một 

thuốc điều trị chống ung thư vì nó đóng vai trò như một chất hoạt hóa 

(activator) đáp ứng miễn dịch. Các cao chiết từ sợi nấm và quả thể nấm 

C. sinensis ảnh hưởng đến hệ miễn dịch theo nhiều cách khác nhau. 

Polysaccharid là thành phần hóa học chính được tìm thấy trong C. 

sinensis và đóng vai trò quan trọng cho nhiều đặc tính dược lý của. 

Polysaccharid đã được chứng minh cả in vitro và in vivo có tác dụng 

chống viêm, chống oxy hóa, chống khối u, chống co cứng, điều hòa 

miễn dịch, hạ đường huyết, sinh tổng hợp steroid và máu nhiễm mỡ. 

Để loại bỏ hàm lượng protein, chiết xuất exopolysaccharid thô được xử 

lý bằng thuốc thử Sevag (1-butanol / chloroform 1: 4, v / v). Thẩm tách 

và làm khô đông lạnh đã hoàn thành bước chuẩn bị exopolysaccharide 

[30].  

Chiết xuất ethanol của C. sinensis được phân đoạn bằng cách sử 

dụng CO2 siêu tới hạn làm dung môi rửa giải và các phân đoạn này cho 

thấy khả năng ức chế chọn lọc sự phát triển của tế bào ung thư đại trực 

tràng và tế bào gan thông qua con đường apoptosis [31]. 
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Các hợp chất tinh khiết được tìm thấy trong C. sinenesis đã được 

thử nghiệm và ergosterol và β-sitosterol có tác dụng ức chế đáng kể sự 

tăng sinh tế bào ung thư. Mặc dù, có thể đi đến kết luận và công bố 

sterol và các họ hàng của nó là một thành phần kháng ung thư của C. 

sinensis và chiết xuất ethyl acetate của C. sinensis, nhưng sự phối hợp 

giữa các phức hợp khác nhau rất có thể xảy ra trong cơ thể sống và liên 

quan đến các cơ chế kháng phân bào cũng như các hoạt tính sinh học 

khác nhau [30]. 

Cao chiết nước từ C. sinensis khô làm tăng thời gian sống trung 

bình của chuột allengonic nhiễm tế bào ung thư biểu mô cổ trướng 

Ehrlich (EAC) đến 316% và chuột syngeneic xử lý với Meth A 

fibrosarsoma (Meth A) đến 312% mà không có hoạt tính gây độc trên 

EAC hoặc Meth A in vitro [32]. Cao chiết nước đã được chứng minh 

hiệu quả trong việc ngăn ngừa sự di căn khối u ở chuột như một tác 

nhân hỗ trợ trong hóa trị ung thư [33]. Hoạt động tế bào NK của chuột 

in vitro và in vivo tăng cường đáng kể bằng sự tiêm màng bụng 

(intraperitoneal infection) cao chiết ethanol C. sinensis [34]. Cao chiết 

này làm giảm đáng kể khối lượng và thể tích khối u ở chuột bị tiêm 

nhiễm tế bào khối u Sarcoma 180. Các cao chiết được chứng minh có 

biểu hiện tăng cường hoạt động thực bào (phagocytosis) được đo bằng 

sự giải phóng carbon ở chuột và gây ra sự gia tăng đáng kể hoạt động 

của acid phosphatase, enzyme lysosomal, đề nghị rằng hoạt tính kháng 

khối u của chúng có thể liên quan đến chức năng kích thích miễn dịch. 

Cao chiết ethyl acetate của sợi nấm C. sinensis cho thấy có tác dụng 

mạnh trong kháng khối u của 4 dòng tế bào ung thư, MCF-7, B16, HL-

60 và HepG2 [27].  

Một số phân đoạn đặc biệt khác của C. sinensis, như 

polysaccharid được chứng minh có khả năng thay đổi đáp ứng miễn 

dịch. Một polysaccharid tách chiết từ C. sinensis có khả năng kích thích 

các tế bào đơn nhân máu làm ức chế sự tăng sinh tế bào ung thư U937, 

kết quả tỉ lệ ức chế phát triển lên đến 78-83%. Hơn nữa, phân đoạn này 
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gây ra khoảng 50% tế bào biệt hóa thành monocyte và đại thực bào biểu 

hiện esterase không đặc hiệu (NSE-nonspecific esterase) và các kháng 

nguyên bề mặt CD11b, CD14 và CD68. Hàm lượng interferon-gamma 

(IFN), TNF-alpha và interleukin (IL)-1 rất thấp trong tế bào đơn nhân 

máu bình thường nhưng chúng được tăng lên ở lô xử lý với phân đoạn 

polysaccharid trên. Nghiên cứu trung hòa kháng thể cho thấy tác động 

diệt tế bào ung thư và biệt hóa trên chủ yếu bắt nguồn từ cytokin, đặc 

biệt là IFN-gamma và TNF-alpha [35]. Một phân đoạn 

exopolysaccharid (EPSF) C. sinensis, làm tăng khả năng thực bào của 

đại thực bào và tăng sinh lymphocyte lách ở chuột mang khối u B16 và 

H22 cũng như ức chế sự phát triển của khối u. EPSF tăng cường sự biểu 

hiện nhân tố TNF-alpha của đại thực bào và hoạt tính gây độc của các 

lymphocyte lách. Nó cũng kích thích gia tăng sự biểu hiện mRNA TNF-

alpha và IFN-gamma của lymphocyte lách và từ đó làm tăng hoạt động 

của các tế bào miễn dịch ở chuột mang khối u H22. EPSF cũng có tác 

động ức chế lên sự biểu hiện oncogene. Hàm lượng các c-Myc, c-Fos 

và yếu tố tăng trưởng nội mô trong phổi và gan của chuột điều trị với 

EPSF cho thấy thấp hơn đáng kể so với chuột không xử lý với EPSF 

[28].  

Một nghiên cứu khác cho thấy, khi tế bào đại thực bào dòng 

R309 bị kích hoạt lipopolysaccharid (LPS) tiếp xúc với cao chiết C. 

sinensis, R309 gây ra mức IL-1 đáng kể. Sự cảm ứng IL-2 được nhận 

thấy trong các tế bào T dòng LBRM-33-1A5 có sự hiện diện của IL-1 

và phytohemagglutinin (PHA). Tuy nhiên, C. sinensis cảm ứng với 

IFN-gamma, làm tăng sự biểu hiện kháng nguyên lớp MHC II trên dòng 

tế bào ung thư HA22T/VGH, kết quả là hệ thống miễn dịch hiệu quả 

hơn chống tế bào ung thư so với biểu hiện MHC II giảm [36], [37]. Ở 

bệnh nhân bệnh bạch cầu leukemia, C. sinensis làm tăng hoạt động của 

tế bào NK và tăng cường sự biểu hiện marker CD16 trên lymphocyte 

và khả năng gắn vào tế bào ung thư K562. Trong ung thư vú, việc uống 

C. sinensis không làm giảm sự phát triển khối u nhưng làm giảm sự 
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xuất hiện di căn phổi trong mô hình cắt bỏ phẫu thuật của giai đoạn di 

căn. Việc giảm sự di căn được giả định là do ảnh hướng của các nhân 

tố chuyển hóa đại thực bào lên chu trình tế bào khối u, hoạt hóa tế bào 

NK và các hoạt động kích thích miễn dịch khác [38]. 

Mặc dù hoạt tính điều hòa miễn dịch của C.sinensis có vai trò 

quan trọng trong hoạt tính kháng ung thư, nhưng nó chưa được mô tả 

kĩ và chưa có một cơ chế chính xác. Ngoài ra những con đường biến 

dưỡng và di truyền khác cũng có liên quan trực tiếp hoặc gián tiếp. Các 

công trình nghiên cứu mở rộng được thực hiện để đánh giá cơ chế kháng 

ung thư của nấm C. sinensis và cơ chế quan trọng nhất đã được tìm thấy 

là con đường apoptosis. Thực nghiệm, cao chiết ethyl acetate của sợi 

nấm C. sinensis gây ra những dấu hiệu của apoptosis ở tế bào ung thư 

leukemia HL-60 (Human premyelocytic leukemia cells), phân mảnh 

DNA và kết dính nhiễm sắc thể. Hoạt động của caspase-3 và enzyme 

phân giải protein đặc biệt poly ADP-ribose polymerase được phát hiện 

trong suốt quá trình khởi phát aopotosis. Kết quả chứng minh, cao chiết 

này ức chế sự tăng sinh tế bào ung thư thông qua việc gây ra apoptpsis 

tế bào [39]. Ngoài caspase-3, caspase-8 cũng được tìm thấy gây ra 

apoptosis trên tế bào ung thư Leydig (MA-10) của chuột. Các hoạt chất 

trong Cordyceps gây ra apoptosis tế bào ung thư thông qua cả con 

đường nội sinh và ngoại sinh (intrinsic and extrinsic pathways). 02 

epipolythiodioxopiperazin mới, đặt tên là gliocladicillins A và B, từ 

nấm Cordyceps ức chế sự phát triển các tế bào ung thư HeLa, HepG2, 

và MCF-7 bằng cách làm ngưng chu trình tế bào tại pha G2/M và gây 

ra apoptosis thông qua làm tăng sự điều hòa biểu hiện của p53, p21, và 

cyclin B và hoạt động của caspase 8, 9 và 3 [40]. Hơn nữa, EPSF (phân 

đoạn exopolysaccharid) của C. sinensis làm giảm hàm lượng Bcl-2 

trong phổi và gan [41]. Hoạt tính kháng khối u của C. sinensis bằng con 

đường apoptosis cũng được tìm thấy trên các tế bào ung thư ở người 

như ung thư trực tràng (human colorectal) (HT-29 và HCT-116), tế bào 

ung thư gan (Hep-G2, Hep-3B) (Hepatocellular carcinoma cells), và 
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các dòng tế bào ung thư da (human oral squamous cancer cell line) 

(OEC-M1) [42]. Tang và cộng sự công bố C. sinensis làm giảm 

angiotensis II gây ra apoptosis tế bào ung thư NRK-52E, nó có thể là 

một phần của cơ chế tác động bảo vệ sự tổn thương thận ở người bệnh 

cao huyết áp [43]. 

Các thành phần kháng oxy hóa của C. sinensis cùng có liên quan 

đến hoạt tính kháng ung thư. Cao chiết ethanol có tác động ức chế 

peroxide hóa lipid và bảo vệ sự tổn thương DNA ở chuột mang V79. 

Polysaccharid cũng được chứng minh có tác dụng ức chế sự phát triển 

khối u trên chuột mang H22 bằng cách làm tăng hoạt tính của enzyme 

kháng oxy hóa như superoxide dismutase (SOD) của gan, não và huyết 

tương cũng như glutathione peroxidase (GPx) của gan, não ở chuột 

mang khối u  [44]. Wang và cộng sự báo cáo hoạt tính bắt gốc tự do 

của C. sinensis là có liên quan. Vì các gốc tự do gây ra tổn thương oxy 

hóa các gen apoptosis, như vậy bằng cách thu dọn gốc tự do, C. sinensis 

bảo vệ các gen này, và gây ra apoptosis của tế bào ung thư  [42].  

b) Hoạt tính kháng phân bào của nấm C. militaris 

Nấm C. militaris đã được sử dụng từ lâu ở các nước Đông Á như 

một thuốc dược liệu tăng cường sức khỏe và hỗ trợ cho các bệnh nhân 

ung thư. C. militaris đã được chứng minh ức chế tốt sự phát triển của 

khối u, kéo dài sự sống của chuột mang khối u Sarcoma S180, và ức 

chế sự phát triển và di căn của chuột cấy ghép tế bào ung thư phổi 

Lewis. Cao nước của C. militaris ức chế sự phát triển của tế bào nội 

tĩnh mạch rốn người (HUVEC – Human Umbilical Vein Endothelial 

Cells) và các dòng tế bào ung thư người HT1080. Nó cũng làm giảm 

sự biểu hiện của gen metalloproteinase 2 (MMP2) ở HT1080 và gen 

bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor) ở tế bào HUVECs. Đặc biệt, 

một protease gây độc, được tinh sạch từ quả thể khô C. militaris, có khả 

năng gây độc chống lại ung thư vú và bàng quang ở người [45]. 
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Giống như C. sinensis, cơ chế kháng ung thư quan trọng nhất 

của C. militaris được tìm thấy gây ra bởi apoptosis tế bào. Thực 

nghiệm, cao chiết nước của C. militaris ức chế sự phát triển của dòng 

ung thư bạch cầu người U937 bằng cách thay đổi đặc điểm hình thái và 

sự chết tế bào theo apoptosis như sự hình thành các thể apoptosis và 

dứt gãy DNA. Chuột mang U937 xử lý với cao nước được quan sát thấy 

làm giảm sự điều hòa của gen kháng apoptosis bcl-2 và hoạt hóa các 

protease caspase-3 trong tế bào U937. Nhưng cao chiết này không ảnh 

hưởng đến sự biểu hiện của gen tiền gây apoptosis (pro-apoptotic gene) 

và hoạt động của caspase-9 [46]. Cao chiết nước của C. militaris cũng 

gây ra apoptosis ở tế bào ung thư HL-60 người và hoạt hóa caspase-3 

và enzyme phân giải đặc biệt Poly ADP-ribose polymerase (PARP) 

được tìm thấy trong suốt giai đoạn apoptosis [46], [47]. Ngoài hoạt hóa 

caspase-3, cao chiết nước còn có liên quan đến sự ức chế hoạt động của 

Akt (1 oncogene) ở dòng tế bào ung thư vú người MDA-MB-231 [48]. 

Một nghiên khác, ức chế sự phát triển và gây ra apoptosis của cao chiết 

nước xử lý trên dòng tế bào ung thư phổi người A549 có liên quan đến 

sự hoạt hóa biểu hiện Fas và capase-8, và phân giải Bid. Hoạt hóa 

caspase, làm giảm sự điều hòa biểu hiện gen kháng apoptosis bcl-2, và 

tăng sự điều hòa biểu hiện của các protein Bax tiền apoptosis cũng được 

tìm thấy khi xử lý các tế bào ung thư với cao chiết này. Ngoài ra, nó tác 

dụng một ức chế với liều phụ thuộc hoạt động của telomerase thông 

qua sự giảm điều hòa biểu hiện của enzyme hTERT (Human 

Telomerase Reverse Transcriptase), c-Myc và Sp1. Dữ liệu cho thấy 

cao chiết nước này gây ra apoptosis ở tế bào A549 thông qua một đợt 

tính hiệu của con đường caspase nội bào liên quan đến ty thể và caspase 

ngoại bào liên quan đến receptor (thụ thể) và làm giảm hoạt động của 

telomerase thông qua ức chế hoạt động phiên mã hTERT [49]. 

c) Hoạt tính kháng ung thư của các loài nấm Cordyceps khác 

Ba phức polysaccharid-peptid khác (PPCs) được sản xuất bởi 

nấm Cordyceps sphecocephala trong nuôi cấy sợi nấm và các hoạt tính 
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kháng ung thư của chúng được chứng minh trên các dòng tế bào ung 

thư gan HepG2 (hepatocarcinoma) và u nguyên bào thần kinh SK-N-

SH (neuroblastoma cells). Trong nghiên cứu này, apoptosis gây ra bởi 

PPCs của cả 2 tế bào này được tìm thấy, có liên quan đến các sự kiện 

nội bào như đứt gãy DNA, hoạt hóa caspase và điều hóa hoạt động của 

Bcl-2 và Bax và không gây độc với tế bào bình thường đã được báo cáo 

[50].  

Một glucan ngoại bào không tan trong nước (CO-1) được tách 

chiết từ việc tủa môi trường nuôi cấy C. ophioglossoides và CO-1 này 

ức chế mạnh sự phát triển của khối u dạng rắn Sarcoma 180 [51]. Tác 

dụng của polysaccharid gắn protein (SN-C) tách chiết từ C. 

ophioglossoides lên sự phát triển của các khối u ở chuột được nghiên 

cứu và nó cho thấy ngăn chặn sự phát triển của Sarcoma 180 cấy ghép 

dưới màng bụng chuột. SN-C cũng cho thấy tác động gây độc đáng kể 

đến các tế bào ung thư nuôi cấy nhưng không ảnh hưởng đến DTH 

(Delayed-type Hypersensitivity) ở chuột bình thường [52]. 01 

galactosaminoglycan gắn protein (CO-N) phân tách từ SN-C ức chế sự 

phát triển của Sarcoma 180 và kéo dài sự sống của chuột mang ung thư 

biểu mô Ehrlich. CO-N cũng ức chế sự phát triển của khối u vú MM46 

khi tiêm tĩnh mạch với liều thấp [53]. Extracellular polysaccharid (EPS) 

và cao polysaccharid nội bào intracellular polysaccharide (IPS) tách 

chiết từ nấm C. takaomontana có khả năng ức chế sự phát triển của tế 

bào ung thư SK-N-SH thông qua apoptosis. Trong đó, liều lượng sử 

dụng khi xử lý với IPS là 2mg/mL trong 72 giờ. Nghiên cứu này đề 

nghị IPS có thể là một loại dược chất chống lại tế bào u nguyên bào sợ 

thần kinh (Neuroblastoma cells – SK-N-SH) [54]. 

Đối với C. neovolkiana (Hirsutella neovolkiana), các nghiên 

cứu về phân chất, xác định hoạt tính kháng phân bào cũng như các hoạt 

tính sinh học khác còn ít được nghiên cứu. Sangeetha (2017) đã phân 

tích phổ NMR proton của cordycepin được tạo ra bởi cả sinh khối C. 

sinensis và C. neovolkiana cho thấy các đỉnh carbon anomeric ở 3,4 
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ppm, có thể so sánh với phổ NMR proton của cordycepin tiêu chuẩn. 

Với khả năng có hàm lượng cordycepin nhất định, C. neovolkiana, có 

thể có hoạt tính kháng ung thư [55]. Cao chiết methanol của phần cơ 

thể côn trùng I. cicadae ngăn chặn sự nhân lên của các tế bào đơn nhân 

ở người. Ergosterol peroxide được phân lập từ I. cicadae ngăn chặn sự 

tăng sinh và các tín hiệu hoạt hóa trong các tế bào lympho T nguyên 

phát của người. Các thành phần của I. cicadae cũng chứng minh hoạt 

động chống khối u. Ví dụ, các hợp chất beauvericin chiết xuất từ I. 

cicadae cho thấy khả năng gây độc tế bào đáng kể đối với các tế bào 

HepG2 và HepG2 / ADM có khả năng kháng nhiều loại thuốc. 

Polysaccharid từ I. cicadae ngăn chặn sự phát triển của tế bào ung thư 

mô liên kết S180 in votro. Dịch chiết từ nước của C. cicadae ức chế sự 

nhân lên của tế bào ung thư biểu mô tế bào gan MHCC97H thông qua 

cảm ứng bắt giữ pha G2/M thay vì thông qua cảm ứng apoptosis. Sắc 

nước và ngâm rượu là hai phương pháp lâu đời được sử dụng để bào 

chế thuốc cổ truyền. Thông qua phương pháp đo tế bào theo dòng chảy, 

cho thấy cao chiết ethanol I. cicadae thúc đẩy quá trình apoptosis, làm 

tăng nồng độ Ca2+ trong tế bào và bắt giữ chu kỳ tế bào trong pha S. 

Những tác động này liên quan đến sự mất tiềm năng xuyên màng của 

ty thể và sự căng thẳng bất thường của lưới nội chất. Kết quả xét nghiệm 

immunoblot cho thấy tác động của cao chiết ethanol I. cicadae được 

thực hiện qua trung gian của các cơ quan điều hòa chính trong các con 

đường truyền tín hiệu của quá trình chết rụng, chu kỳ tế bào và căng 

thẳng lưới nội chất chứng tỏ khả năng sử dụng các thành phần có nguồn 

gốc từ C. cicadae làm nguồn thuốc chống ung thư [56]. 
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CHƯƠNG 2. VẬT LIỆU - PHƯƠNG PHÁP 

 

Các nghiên cứu được triển khai theo sơ đồ sau đây:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

2.1.1. Đối tượng nghiên cứu 

Chủng Cordyceps neovolkiana DL0004 thu nhận từ Langbiang, tỉnh 

Lâm Đồng, Việt Nam, được thu nhận, phân lập, định danh và cung cấp bởi 

Tiến sỹ Trương Bình Nguyên, Đại học Đà Lạt. Chủng I. cicadae F0004 thu 

nhận tại thị trấn EaKnop, huyện Eakar, tỉnh Đăk Lăk, Việt Nam. Chủng I. 

cicadae F0004 được cung cấp bởi Trung tâm Nghiên cứu và Ứng dụng sinh 

học. Sinh khối và quả thể của 02 chủng được nuôi cấy nhân tạo tại phòng thí 

nghiệm Sinh hóa, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên - Đại học Quốc gia 

Thành Phố Hồ Chí Minh.  

Tạo cao chiết từ sinh khối và quả thể nấm nuôi trồng 

Sàng lọc cao chiết có độc tính tế bào tiềm năng  

trên 2 dòng tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T 

Xác nhận đặc tính kháng phân bào của các cao chiết tiềm năng 

Cô lập, định danh và xác định hợp chất có hoạt tính  

kháng phân bào từ cao chiết tiềm năng 
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2.1.2. Hóa chất 

Hóa chất sử dụng trong phân chất: 

Dung môi exan, chloroform, ethyl acetate, methanol, aceton, acid 

acetic, nước cất, vanilin, acid sulfuric, … 

Môi trường nuôi cấy tế bào (E’MEM): 

Bột môi trường E’MEM; L-glutamin 2mM; NaHCO3 0,225%; HEPES 

20mM; amphotericin-B 0,025 ug/mL; penicillin G 100 UI/mL; streptomycin 

100 ug/mL; huyết thanh bào thai bò (FBS) 10% (v/v); phenol red 8 mg/L. 

Hóa chất sử dụng các test apoptosis: 

Môi trường E’MEM; ethanol 70%; đệm phosphate buffered salin 

(PBS); bovine serum albumin (BSA) 0,1%; acridin orange (AO); ethidium 

bromid (EB); popidium iodid (PI); vinblastin; bộ kít FITC annexin V apoptosis 

detection Kit (BD Pharmingen™, 556570) (Hoa Kỳ). 

2.1.3. Dụng cụ và thiết bị 

Becher 25 - 1000 mL; bình định mức 10 - 1000 mL; pipetman 10 - 100 

µL, 100 - 1000 µL, pipet 1 - 5 mL và đầu típ tương ứng; eppendorf 0,5 mL, 1 

mL, 1,5 mL, 2 mL; erlen 100 mL, 250 mL; bình lóng 250 mL, 500 mL, 1L, 2 

L; hộp nhựa thể tích 500 mL; cột sắc ký thủy tinh; bản mỏng sắc ký; silica gel 

230 - 400 mesh (37 - 63 µm) Himedia (Ấn Độ); ống mao quãn; nồi chuẩn bị 

môi trường; nồi hấp khử trùng Hirayama (Nhật Bản); tủ cấy vi sinh, tủ hút 

Ascent® Max – Esco (Indonesia); máy khuấy từ; tủ sấy Shinsaeng (Hàn 

Quốc); tủ sấy dụng cụ Memmert (CHLB Đức); máy đo độ ẩm MX-50 (Nhật 

Bản); cân kỹ thuật Pioneer TM Ohaus (Hoa Kỳ); cân kỹ thuật BOECO (CHLB 

Đức); máy cô quay; máy cộng hưởng từ hạt nhân Bruker Avance (Thụy Sỹ); 

máy đọc OD ELISA reader Biotek (Hoa Kỳ); tủ nuôi tế bào; máy lắc đĩa; BD 

Accuri C6 Plus flow cytometer (BD Biosciences) (Hoa Kỳ); máy đo quang 

Spectro UV-Vis RS (Hoa Kỳ); một số thiết bị khác. 
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2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp thu nhận cao chiết và các hợp chất  

a). Phương pháp nuôi cấy nhân tạo sinh khối và quả thể nấm Cordyceps 

Quy trình nuôi tạo sinh hệ sợi và quả thể được tiến hành lần lượt: 

tạo giống cấp 1 từ ông giống gốc → tạo giống cấp 2 từ đĩa petri giống 

cấp 1 → nuôi các môi trường và điều kiện khác nhau tạo hệ sợi (môi 

trường lỏng bề mặt) hoặc nuôi tạo quả thể (môi trường bán rắn). 

Giống cấp 1: Được nuôi bằng môi trường PGA trên đĩa petri sau khi 

hấp khử trùng 15 phút ở 121oC. Giống được ủ ở 20 ± 2ºC trong 15 ngày, 

khi tơ nấm lan đều bề mặt thạch và không bị nhiễm sẽ tiến hành cấy 

giống cấp 2. 

Giống cấp 2: Được nuôi bằng môi trường PG trong chai thủy tinh 

250 ml sau khi hấp khử trùng 121ºC, 20 phút. Giống được ủ ở 20 ± 2°C 

trong 7 ngày, tơ lan đều môi trường dịch và không bị vón cục. Giống 

cấp 2 sẽ được dùng để nuôi sinh khối và quả thể. 

Môi trường nuôi sinh khối: Giống cấp 2 của chủng C. neovolkiana 

DL0004 và I. cicadae F0004 sau khi 7 ngày nuôi sẽ tiến hành chuyển 

sang nuôi trên môi trường lỏng, thành phần gồm: dịch nấu khoai tây 

(200 g/L); đường saccharose (50 g/L); peptone (6 g/L); cao nấm men 

(4 g/L); KH2PO4 (0,5 g/L); MgSO4 (0,2 g/L); nước cất đủ 1 lít. Môi 

trường được hấp khử trùng sau đó cấy giống và phân phối vào dụng cụ 

nuôi. Sinh khối nấm có thể thu hoạch sau 40 ngày [57]. 

Môi trường nuôi quả thể: Quả thể nấm C. neovolkiana DL0004 và 

I. cicadae F0004 được nuôi trên môi trường bán rắn thành phần gồm: 

gạo (28,5 g/hộp); kê (9,5g/hộp); nhộng tằm (2 g/hộp); glucose (40 g/L); 

peptone (5 g/L); KH2PO4 (1,5 g/L); MgSO4 (1,5 g/L). Môi trường 

được hấp khử trùng sau đó cấy giống cấp 2 khoảng 5-7 ml. Ủ tối trong 

15 ngày tạo điều kiện phát triển hệ sợi nấm. Khi hệ sợi đã phát triển, 

nấm được mang ra ánh sáng nhằm kích thích phát triển quả thể. Sau 45 

ngày có thể thu hoạch [58]. 
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b) Phương pháp thu nhận cao chiết 

 

Hình 2.1. Quy trình chiết cao phân đoạn Cordyceps 

Quy trình chiết cao được thực hiện theo phương pháp của Nguyễn 

Kim Phi Phụng (2007) [59]. Sinh khối và quả thể khô được chiết ngấm 

kiệt với dung môi ethanol (Et) thu được cao Et, cao polysaccharide từ 
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bã sinh khối/quả thể (Poly) và từ dịch nuôi cấy (EPS) được thu nhận 

bằng phương pháp tủa với ethanol 96% lạnh, cao phân đoạn petroleum 

ether (PE), ethyl acetate (EA), n-butanol (Bu), nước (W) được thu nhận 

bằng phương pháp chiết lỏng – lỏng. Quy trình cụ thể gồm các bước 

sau: 

Chiết ngấm kiệt thu nhận cao tổng 

Quy trình tiến hành: 

- Nguyên liệu sinh khối hoặc quả thể nấm đã sây khô được xay nhỏ 

và ngâm với ethanol 96% tỷ lệ 1:10 (1 g nguyên liệu: 10 ml dung môi) 

trong 24 giờ. Thu nhận dịch chiết bằng phương pháp nhỏ giọt đến hết. 

Sau đó bổ sung thêm ethanol đúng tỷ lệ 1:10, tiếp tục ngâm 48 giờ. Quy 

trình được lặp lại đến khi dung môi không còn hòa tan được các chất 

trong nguyên liệu. Dịch chiết được đuổi dung môi bằng máy cô quay ở 

nhiệt độ thấp hơn 50ºC. 

- Hiệu suất chiết cao: 

𝐻 =
𝑀𝑐𝑎𝑜 ∗ độ ẩ𝑚 𝑐𝑎𝑜

𝑀 𝑛𝑔𝑢𝑦ê𝑛 𝑙𝑖ệ𝑢 ∗ độ ẩ𝑚 𝑛𝑔𝑢𝑦ê𝑛 𝑙𝑖ệ𝑢
∗ 100 % 

H: hiệu suất chiết cao (%) 

M cao: khối lượng cao chiết (g) 

M nguyên liệu: khối lượng nguyên liệu ban đầu (g) 

Kết quả dự kiến: thu được cao ethanol và bã nguyên liệu chứa 

polysaccharide. 

Thu nhận cao polysaccharide bằng phương pháp tủa cồn lạnh 

Quy trình tiến hành: 

- Thu nhận cao Poly: bã sinh khối sau khi chiết ngấm kiệt sẽ được 

sấy khô, tiếp tục chiết ngâm dầm với nước cất ở nhiệt độ 60-70ºC tỷ lệ 

1:1 trong 2 giờ, sau đó thu dịch chiết. Quá trình lặp lại đến khi dịch 

chiết không còn chứa hợp chất, cô quay hoặc để dịch chiết trong bể ổn 

nhiệt ở 65ºC để giảm thể tích đến 1/10 thể tích ban đầu. Dịch thu được 
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sẽ tủa bằng ethanol 96º lạnh với tỷ lệ 1 dịch/4 ethanol trong 24 giờ, sau 

đó ly tâm thu tủa và sấy khô, giã nhuyễn. 

- Thu nhận cao EPS: Dịch nuôi cấy sau khi thu nhận sinh khối nấm 

sẽ được lọc cặn, cô quay dịch này ở 60ºC giảm thể tích đến tỷ lệ 1/10. 

Dịch sau cô quay được tủa bằng ethanol 96º lạnh, tỷ lệ 1 dịch/4 ethanol, 

giữ trong tủ lạnh ở 4ºC trong 24 giờ. Ly tâm, thu tủa và sấy ở 50ºC đến 

khi bay hết dung môi. Nghiền nhỏ tủa ta được cao EPS 

Hiệu suất chiết cao Poly 

𝐻 =
𝑀𝑐𝑎𝑜 ∗ độ ẩ𝑚 𝑐𝑎𝑜

𝑀 𝑛𝑔𝑢𝑦ê𝑛 𝑙𝑖ệ𝑢 ∗ độ ẩ𝑚 𝑛𝑔𝑢𝑦ê𝑛 𝑙𝑖ệ𝑢
∗ 100% 

Trong đó: 

H: hiệu suất chiết cao (%) 

M cao: khối lượng cao 

M nguyên liệu: khối lượng nguyên liệu ban đầu (g) 

Hiệu suất tủa cao EPS: H = 𝑚/𝑉 (g/l) 

Trong đó: 

H: Hiệu suất tủa cao EPS (g/l) 

m: Khối lượng cao EPS (g) 

V: Thể tích dịch môi trường nuôi cấy (l) 

Thu nhận cao chiết phân đoạn bằng phương pháp chiết lỏng-lỏng:  

Quy trình tiến hành:  

- Cao Et đã chiết được hòa tan trong nước cất 2 lần tỉ lệ 1 cao: 1 

nước, trộn đều để cao hòa tan tối đa. Dãy dung môi có độ phân 

cực tăng dần là PE, EA, Bu và nước (W) được sử dụng để phân 

đoạn cao chiết. 

- Cho hỗn hợp cao chiết vào bình lóng, bổ sung dung môi PE 

vào tỷ lệ 1:1, lắc đều và để lắng, các hợp chất hòa tan trong PE 

sẽ tách lớp và nổi phía trên. Thu dịch nổi lớp trên, phần dịch bên 

dưới tiếp tục chiết với PE cho đến khi không thu nhận được chất. 
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Dịch chiết được cô quay dưới 50ºC để đuổi dung môi thu được 

phân đoạn cao PE.  

- Dịch ở lớp dưới tiếp tục chiết tương tự với dung môi EA thu 

phân đoạn cao EA, Bu thu được phân đoạn cao Bu. 

- Dịch còn lại cho bay hơi dung môi và nước thu được phân đoạn 

cao nước. 

Hiệu suất chiết cao 

𝐻 =
𝑀𝑐𝑎𝑜 𝑝ℎâ𝑛 đ𝑜ạ𝑛 ∗ 𝐷

𝑀𝑛𝑔𝑢𝑦ê𝑛 𝑙𝑖ệ𝑢 ∗ 𝑑
∗

𝑘ℎố𝑖 𝑙ượ𝑛𝑔 𝑐𝑎𝑜 𝑡ổ𝑛𝑔

𝑘ℎố𝑖 𝑙ượ𝑛𝑔 𝑐𝑎𝑜 𝑡ổ𝑛𝑔 𝑐ℎ𝑖ế𝑡 𝑝ℎâ𝑛 đ𝑜ạ𝑛
∗ 100% 

Trong đó: 

Mcao phân đoạn : khối lượng cao phân đoạn 

Mnguyên liệu: khối lượng nguyên liệu đem chiết 

D: độ ẩm cao chiết% 

d: độ ẩm nguyên liệu%. 

Kết quả dự kiến: thu được cao PE, EA, Bu và cao nước (W) 

của sinh khối và quả thể 02 chủng nấm nghiên cứu. 

c) Phương pháp cô lập và xác định cấu trúc các hợp chất từ các loại 

cao chiết 

Quy trình thực nghiệm: 

Sinh khối nấm thu được từ quá trình nuôi nhân tạo, phơi khô, xay 

nhỏ. Sau đó, ngâm dầm trong ethanol ở nhiệt độ phòng. Lấy dịch cô 

quay thu hồi dung môi ở áp suất thấp thu được cao ethanol. 

Lấy cao ethanol thô tiến hành chiết cao phân đoạn thu được cao 

phân đoạn ethyl acetate có khối lượng. Sau đó tiến hành sắc ký cột cao 

methanol với hệ dung môi phù hợp, thu được các phân đoạn. Tiến hành 

sắc ký cột các phân đoạn cao, cô lập và định danh các chất thu được.  

Phương pháp thu nhận hợp chất bằng phương pháp sắc ký 

Các cao chiết có tiềm năng gây độc tế bào ung thư từ nội dung 1 
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được tiến hành chạy các phương pháp sắc ký: sắc ký lớp mỏng, sắc ký 

cột hấp thu, sắc ký cột sephadex… để thu nhận các hợp chất hữu cơ 

trong cao chiết. 

Sắc ký lớp mỏng (TLC) 

Quy trình sắc ký lớp mỏng:  

Chuẩn bị bản và pha tĩnh: Trong thực nghiệm, bản mỏng được sử 

dụng là Kieselgel Merck 60 F254 (20×20). Tấm nhôm được phủ với 

pha tĩnh là silica gel (SiO2.nH2O ở dạng cứng và xốp) được bổ sung 

chất kết dính polymer và chỉ thị màu huỳnh quang với bước sóng 254 

nm, độ dày bản mỏng khoảng 175 - 225 µm. 

Đưa mẫu lên bản mỏng: Dùng pipet hoắc ống nhỏ giọt đưa mẫu lên 

bản. Vạch xuất phát phải cách mép dưới bản khoảng 1,0 - 1,5 cm và 

cách bề mặt dung môi từ 0,5 - 1 cm để tránh mẫu bị hòa tan trong dung 

môi. Các vết ở bìa cũng phải cách 2 rìa bên bản 1 cm để tránh hiệu ứng 

bờ. Thể tích hay lượng mẫu đưa lên bản có ý nghĩa quan trọng đối với 

quá trình sắc ký, khoảng 0,1 - 50 µg, nếu lượng mẫu lớn các vết sắc ký 

có thể kéo vệt hay chồng lấp nếu chỉ số Rf gần nhau, nếu lượng mẫu 

quá thấp sẽ không phát hiện được.  

Chạy sắc ký: Bình sắc ký có thể là chậu, hũ, lọ thủy tinh… có nắp 

đậy kín. Dung môi được sử dụng gồm: hexane, ethyl acetate, acetic 

acid, chloroform, acetone, methanol, ethanol, acid acetid, nước cất…. 

Lượng dung môi trong bình sao cho các vết mẫu nằm trên bề mặt dung 

môi. Đưa bản mỏng vào bình sắc ký, đậy kín bình và để chạy ở nhiệt 

độ phòng. Chạy sắc ký đến khi dung môi cách đỉnh bản mỏng 1-2 cm 

thì dừng, lấy bản ra khỏi bình làm khô dung môi và quan sát các vết 

xuất hiện.  

Hiện sắc đồ: Các vết chất hữu cơ trên bản mỏng được hiện hình 

bằng đèn UV bước sóng 254 nm, phun hiện màu bằng thuốc thử 

vanillin/H2SO4 ở nhiệt độ 105ºC. 

Sắc ký hấp phụ trên cột 
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Sắc ký cột dựa trên sự khác nhau về độ phân cực của các cấu tử 

trong hỗn hợp cần tách. Sắc ký hấp phụ trên cột với pha tĩnh là chất hấp 

phụ – thường là oxit nhôm, silica gel, CaCO3, than hoạt tính…. Pha 

động là các dung môi rửa cột, dung môi được chạy qua chất hấp phụ và 

kéo theo các chất trong hỗn hợp cần tách. Các chất có độ phân cực khác 

nhau sẽ hòa tan khác nhau trong pha động, chất hòa tan càng tốt trong 

pha động sẽ di chuyển càng nhanh ra khỏi cột. Sắc ký hấp phụ cột hở 

được tiến hành ở điều kiện áp suất khí quyển. Hạt pha tĩnh có kích thước 

tương đối lớn (50 - 150µm), được nạp trong cột thủy tinh. Mẫu chất 

được đặt trên đầu cột trên pha tĩnh, pha động là dung môi được liên tục 

rót vào đầy cột. Nhờ trọng lực, dung môi di chuyển từ trên xuống đi 

ngang qua pha tĩnh. Dung môi giải ly ra khỏi cột ở phần dưới cột, được 

thu vào những lọ nhỏ đặt ngay ống dẫn ra của cột. Nếu pha tĩnh làm từ 

silica gel pha thuận, hợp chất không phân cực được giải ly ra khỏi cột 

trước và với loại silica gel loại đảo thì ngược lại. Thực nghiệm, silica 

pha thuận được sử dụng là Silica gel 230 - 400 mesh (37 - 63 µm).  

Quy trình sắc ký cột: 

Xác định hệ dung môi ly giải: Tùy vào đặc tính của cao chiết A sẽ 

đề xuất khảo sát hệ dung môi phù hợp sử dụng cho sắc ký cột bằng 

phương pháp sắc kỹ bản mỏng. 

Thực hiện sắc ký một lần đối với mỗi hệ dung môi trên bản mỏng, 

trên sắc ký đồ lớp mỏng, hệ dung môi được chọn chạy sắc ký cột dựa 

vào các tiêu chí sau: 

- Các vết có di chuyển, có tách nhau, không bị kéo thành vệt dài. 

- Các vết cần tách có Rf khoảng 0,3 - 0,6. Đối với cao chiết thô, 

chọn hệ dung môi giải ly là dung môi có thể đẩy vết ít phân cực nhất 

của cao chiết lên với Rf = 0,5, với hỗn hợp mẫu từ 2 - 3 hợp chất nên 

chọn dung môi có thể đẩy hợp chất cần quan tâm lên vị trí Rf = 0,2 - 

0,3. 

Nạp chất hấp thu vào cột 
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Các khảo sát thực nghiệm cho thấy muốn tách chất tốt thì trọng 

lượng chất hấp thu phải lớn hơn 25-50 lần trọng lượng của mẫu cần sắc 

ký. Với các hợp chất khó tách riêng thì lượng chất hấp thu từ 100-200 

lần lượng mẫu còn các hợp chất dễ tách thì sử dụng lượng chất hấp thu 

ít hơn. Hiệu quả phân tách còn phụ thuộc vào kích thước cột với tỷ lệ 

chiều cao chất hấp phụ: đường kính trong của cột khoảng 10:1. Cân 

lượng silicagel tương ứng với cột, hòa với dung môi (tùy vào dung môi 

hòa tan cao chiết) ngâm khoảng 2 giờ và đổ từ từ vào cột, đáy cột lót 

một miếng bông nhỏ để silicagel khỏi chảy ra khỏi cột. Sau khi nạp 

xong, cho dung môi chảy qua chất hấp phụ liên tục, chờ silicagel nén 

chặt để cân bằng cột. 

Một số lưu ý trong quá trình nạp chất hấp thu vào cột: lượng dung 

môi sử dụng phải vừa đủ để hỗn hợp không được quá sệt khiến bọt khí 

sẽ bị bắt giữ trong cột. Trong quá trình nạp cột, không được để đầu cột 

bị khô, luôn phải có dung môi ở trên đầu cột. Kích thước hạt không nên 

quá mịn tránh gây tắt cột. 

Đặt mẫu chất lên đầu cột sắc ký 

Khối lượng cao chiết A được hòa tan trong dung môi, trộn với sllica 

gel để đồng nhất mẫu, sau đó sấy trở thành dạng bột khô. Đặt mẫu bột 

khô này lên đầu cột, để thấm ướt bột silicagel và cho vào cột. Sau đó, 

cho một lớp silica gel dày khoảng 0,5 cm đổ nhẹ lên mặt thoáng của 

chất hấp thu để bảo vệ mặt cột. Cho dung môi vào cột bắt đầu quá trình 

sắc ký 

Thu mẫu và kiểm tra quá trình ly giải: 

Dung môi giải ly được đựng trong hủ thủy tinh nhỏ với thể tích phù 

hợp, đuổi dung môi và tiến hành sắc ký lớp mỏng với hệ dung môi 

tương ứng khi chạy cột, các hủ thủy tinh nhỏ có các vết giống nhau thì 

gom chung thành một phân đoạn. Quá trình tiếp diễn đến khi trên bản 

mỏng xuất hiện vết thấp nhất khi thử chọn hệ và lượng chất đã ra 

khoảng 70-80% thì ngừng bằng cách xả cột với dung môi có độ phân 
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cực cao như aceton, methanol. Sắc ký cột được tiến hành nhiều lần để 

thu được hợp chất sạch. Trong thực nghiệm, do số lượng chất trong cao 

chiết lớn, để sàn lọc và giảm thời gian thu nhận các chất, sau khi chạy 

sắc ký lớp mỏng và sắc ký cột lần để phân đoạn cao chiết cấp 2, chúng 

tôi tiến hành khảo sát hoạt tính gây độc tế bào MCF-7 của các phân 

đoạn này. Nếu phân đoạn có hoạt tính gây độc cao sẽ chọn để tiếp tục 

phân chất. Chất sau khi thu nhận sẽ được xác định cấu trúc hóa học 

bằng phương pháp cộng hưởng từ hạt nhân NMR. Các hợp chất được 

pha trong các dung môi phù hợp đã được deuterium (một đồng vị phóng 

xạ của hydrogen) với độ tinh khiết 99,5%, hòa tan tốt các chất cần đo 

và không phản ứng hóa học với mẫu.  

Phương pháp xác định cấu trúc hóa học của hợp chất bằng phương 

pháp cộng hưởng từ hạt nhân NMR 

Các hợp chất sạch được xác định cấu trúc hóa học bằng phương 

pháp cộng hưởng từ hạt nhân NMR xác định khung sườn carbon và 

hydrogen của hợp chất nhờ sử dụng từ trường và sóng radio. Chất cần 

đo phổ được hòa trong dung môi phù hợp và bắn phổ 1H-NMR, 13C-

NMR. Các thiết bị ghi phổ 1H-NMR (500 MHz), 13C-NMR (125 MHz) 

tại phòng Phân tích Trung tâm trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại 

học Quốc gia thành phố Hồ Chí Minh. 

Phổ 1H-NMR 

Phổ 1H giúp xác định khung hidro của hợp chất, nguyên tắc cơ bản 

để nhận biết các tín hiệu cộng hưởng là các loại proton khác nhau sẽ 

cho các tín hiệu cộng hưởng khác nhau và các proton tương đương sẽ 

cho cùng một tín hiệu cộng hưởng, đối với hợp chất đối xứng chỉ nửa 

số tín hiệu cộng hưởng xuất hiện trên phổ nên cần khối phổ để xác định.  

Một nhược điểm của phổ 1H là các proton linh động như phenol, 

alcohol (Ph-OH, R-OH), thiol (R-SH), amin (R-NH-), carboxylic acid 

(R-CO-OH), amid (R-CO-NH-) có thể không xuất hiện. Để xác định 

một tín hiệu có phải là của proton linh động có thể dựa vào phổ HSQC. 



 

 

35 
 

Phần lớn các loại proton cộng hưởng trong vùng 0–12 ppm, sự khác 

nhau của độ dịch chuyển hóa học giúp xác định được loại proton nào 

ví dụ như gốc methyl hydrogen (-CH3) có độ dịch chuyển 0,8-1,0 ppm; 

methylene hydrogen (-CH2) có δ =1,2-1,5 ppm, aromatic hydrogen (Ar-

H) có δ = 6,5-8,5 ppm…. Ngoài ra, dựa vào cường độ tích phân của 

mũi cộng hưởng có thế xác định số lượng proton gây ra tín hiệu cộng 

hưởng đó. 

Để xác định tương tác của các tín hiệu hydro của hợp chất có thể 

dựa vào sự tách spin-spin (sự ghép cặp) và hằng số ghép của các tín 

hiệu. Mỗi proton đều chịu một từ trường ngoài do máy áp đặt còn chịu 

ảnh hưởng bởi từ trường tại chỗ do sự che chắn của các điện tử xung 

quanh đặc biệt nếu có các proton kề bên, từ trường nhỏ của proton này 

sẽ tác động và gây ra hiện tượng chẻ mũi hấp thu, số lượng mũi bị chẻ 

sẽ tuân theo quy luật n+1, có nghĩa là một proton khảo sát có n phân tử 

kề bên thì sẽ cho tín hiện là n+1 mũi trên phổ và các mũi có diện tích 

tỷ lệ theo nguyên tắc Pascal. 

Khoảng cách giữa các mũi đa trong các tín hiệu của hai loại proton 

được gọi là hằng số ghép (coupling constant), hai proton ghép từ với 

nhau thì hằng số ghép sẽ bằng nhau ký hiệu là J, đơn vị đo tính bằng 

Hertz. Hai proton ghép từ với nhau thì khoảng cách này sẽ bằng nhau. 

Hai proton ghép nhau sẽ có cùng hằng số ghép J nên nếu quan sát thấy 

có hai mũi đa có cùng giá trị hằng số ghép, có thể hai nhóm proton này 

ở kề bên nhau trong phân tử. Hằng số ghép không thay đổi theo từ 

trường của máy do ảnh hưởng từ của 1 proton lên trên 1 proton khác 

tùy thuộc vào bản chất của nối hóa trị nối liền hai proton. Hằng số ghép 

của hidro trên vòng thơm với vị trí ghép orthro khoảng 6-8, vị trí ghép 

meta khoảng 1-3 và vị trí para khoảng 0-1 Hz. 

Phổ 13C-NMR 

Để xác định được khung carbon của hợp chất, ta có thể sử dụng 

phương pháp quang phổ hạt nhận để đo tín hiện cộng hưởng của phân 
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tử carbon, tuy nhiên 12C không có spin hạt nhân nên không thể quan sát 

bằng NMR. Đồng vị của C là 13C có spin hạt nhân nhưng hiện diện 

trong tự nhiên chỉ 1,1% nên tín hiệu của phổ là trung bình của hàng 

trăm hay ngàn lần ghi phổ. Phần lớn sự cộng hưởng của 13C hiện diện 

trong vùng từ 0 đến 220 ppm so với tín hiệu của TMS tại 0 ppm. Trên 

phổ 13C NMR (ngoại trừ trường hợp có sự đối xứng) mỗi một nét gạch 

là một nguyên tử carbon khác nhau, từ đó giúp biết được số nguyên tử 

carbon khác nhau trong phân tử. Mỗi loại carbon cho 1 tín hiệu trong 

khoảng độ dịch chuyển nhất định, do đó dựa vào độ dịch chuyển của 

từng tín hiệu trên phổ có thể xác định được loại nhóm chức carbon. Cụ 

thể phổ 13C cung cấp các thông tin sau:  

• Số lượng các tín hiệu khác nhau cho biết số loại carbon có trong 

phân tử. Nếu phân tử không có tính đối xứng, mỗi carbon cho một tín 

hiệu cộng hưởng. Nếu trong phân tử có tính đối xứng, 2 carbon tương 

đương nhau sẽ cho cùng một tín hiệu cộng hưởng. 

• Dựa vào khối phổ (cho biết công thức phân tử CxHyOzNt…) so 

sánh số tín hiệu trên phổ 13C NMR với số lượng carbon trong công thức 

phân tử. 

• Độ dịch chuyển hoá học (δC) cho biết carbon của nhóm định 

chức nào: alkane, alkene, alcohol, amin, aldehyde, ketone, ester, 

carboxylic acid…. 

• Chiều cao tương đối giữa các tín hiệu (khi ghi phổ có định lượng 

carbon) giúp biết tín hiệu đó tương đương với bao nhiêu carbon. 

Sau khi tiến hành đó phổ, kết quả phổ 1H-NMR và 13C-NMR được 

phân tích bằng phần mềm MestReNova 11.0 để xác định công thức cấu 

tạo của các hợp chất. Tất cả phổ được ghi tại phòng Phân tích Trung 

tâm, trường Đại học Khoa học Tự nhiên thành phố Hồ Chí Minh. Các 

chất thu nhận (chất R) được xác định cấu trúc trong cao chiết A, tiến 

hành phân tích hoạt tính và khảo sát hoạt tính gây độc tế trên dòng tế 

bào ung thư MCF-7 và Jurkat T.  
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Kết quả dự kiến: thu nhận và xác định được công thức cấu tạo một số 

hợp chất từ cao chiết có hoạt tính gây độc tế bào cao trên hai dòng tế 

bào ung thư MCF-7 và Jurkat T. 

2.2.2. Phương pháp khảo sát hoạt tính gây độc tế bào và xử lý apoptosis của 

cao chiết và các hợp chất 

a) Phương pháp khảo sát hoạt tính gây độc tế bào bằng SRB [60], 

[61] 

Quy trình SRB: Quy trình SRB cung cấp từ phòng thí nghiệm Sinh 

học Phân tử, bộ môn Di truyền, Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học 

Quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh. 

Môi trường nuôi cấy tế bào 

Sử dụng dòng tế bào ung thư MCF-7, (thế hệ thứ 4-20) do ATCC 

(Hoa Kỳ) cung cấp, được nuôi cấy trong môi trường E’MEM có bổ 

sung L-glutamin (2 mM) (Sigma), HEPES (20 mM) (Sigma), 

amphotericin B (0,025 μg/ml) (Sigma), penicillin G (100 UI/ml) 

(Sigma), streptomycin (100 μg/ml) (Sigma), 10% (v/v) huyết thanh bào 

thai bò FBS (Fetal Bovine Serum) (Sigma) và ủ ở 37oC, có 5% CO2 đạt 

độ bao phủ khoảng 70-80%. 

Thiết kế thực nghiệm: 

Thí nghiệm được thực hiện trên đĩa 96 giếng theo sơ đồ như sau: 

- Đối chứng âm: tế bào với dung môi hòa tan chất thử DMSO 

0,5%, nước cất 2 lần. 

- Đối chứng dương: Camptothecin nồng độ 0,01 ppm đối với dòng 

tế bào MCF-7  

- Thí nghiệm: với mỗi mẫu cao chiết và tại mỗi nồng độ thử 

nghiệm, gồm có 2 giếng không có tế bào chỉ có môi trường nuôi cấy 

chứa chất thử ở các nồng độ khảo sát (giếng blank) và 2 giếng (mẫu thử 

+ dịch huyền phù tế bào). 

Quy trình khảo sát SRB 
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Chuẩn bị mẫu: mẫu được pha loãng trong DMSO 5% (với mẫu tan 

trong DMSO) hoặc trong nước (với các mẫu tan trong nước) để được 

dung dịch mẹ có nồng độ 5000 μg/ml. Mẫu cao được bảo quản ở 40C. 

Sử dụng môi trường nuôi cấy E’MEM 10% FBS để pha loãng dung 

dịch mẹ này thành nồng độ cần thử nghiệm. Một số mẫu làm nhiễm 

khuẩn và tạo tủa trong môi trường nuôi cấy nên sau khi mẫu hòa tan 

trong DMSO, pha loãng đến nồng độ yêu cầu trong môi trường nuôi 

cấy rồi lọc vô khuẩn bằng màng lọc 0,22 mm. 

Chuẩn bị tế bào: Tế bào đã được chuẩn bị và nuôi trong tủ ấm, độ bao 

phủ đạt từ 70-80%. 

Tách tế bào bằng trypsin/EDTA, tính mật độ tế bào, pha dịch huyền 

phù tế bào ban đầu với môi trường theo để đạt nồng độ khoảng 104 tế 

bào/100 μl. 

Đưa 100 μl dịch tế bào vào mỗi giếng và kiểm tra mức độ trải đều 

của dịch tế bào trong giếng. Đặt vào tủ ấm ủ trong 24 giờ để phát triển 

đến pha cân bằng. 

Xử lý tế bào với cao chiết: 

Pha loãng cao trong tủ vô trùng, thêm 100 μl cao với các nồng độ 

khác nhau vào giếng chứa tế bào, trộn đều. Ủ 48 giờ. 

Cố định tế bào: Bổ sung 50 μl TCA (trichloroacetic acid) 50% lạnh 

vào mỗi giếng; đặt trong tủ lạnh từ 1-3 giờ; loại dịch; rửa 5 lần bằng 

nước (200 μl/giếng), để khô ở nhiệt độ phòng trong 12-24 giờ. 

Nhuộm protein nội bào với SRB: bổ sung 100 μl SRB 0,2% vào mỗi 

giếng, để ở nhiệt độ phòng trong 20 phút; rửa đĩa 4 lần với acid acetic 

1% (200 μl/giếng); thấm đĩa trên giấy để loại acid acetic còn lại, để khô 

12-24 giờ.  

Đọc kết quả: bổ sung 200 μl Tris-base 10 mM vào mỗi giếng; lắc đĩa 

trên máy lắc đến khi SRB cố định được hòa tan hết (10 phút); ghi nhận 

giá trị OD tại bước sóng 492 và 620 nm bằng máy đọc ELISA reader. 
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Các thí nghiệm được lặp lại ba lần và kết quả được trình bày dưới 

dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn. 

Xử lý kết quả 

• Tính giá trị OD = OD492 - OD620 (1) 

• Tính OD492 (hoặc OD620) = ODtb - ODblank (2) 

• Tính tỷ lệ (%) gây độc tế bào theo công thức: 

%𝐼 = (1 −
𝑂𝐷𝑡𝑛

ODc
) ∗ 100% 

 OD492: OD đo ở bước sóng 492nm 

- OD620: OD đo ở bước sóng 620nm 

- ODtb: giá trị OD của giếng có chứa tế bào 

- ODblank: giá trị OD của giếng blank (không có tế bào) 

-  ODtn: giá trị OD của mẫu thử tính từ công thức (1) và (2) 

-  ODc: giá trị OD của mẫu chứng (control) tính từ công thức (1) 

và (2) 

Nếu% gây độc lớn hơn 50% thì kết luận cao chiết có khả năng gây 

độc và tiếp tục tiến hành xác định giá trị IC50.  

Kết quả dự kiến: xác định hoạt tính gây độc tế bào đối với 02 dòng tế 

bào MCF-7 và Jurkat T của các cao chiết của sinh khối và quả thể C. 

neovolkiana DL0004 và I. cicadae F0004 và các hợp chất thu nhận 

được từ cao chiết có hoạt tính gây độc tế bào cao. 

b) Phương pháp khảo sát khả năng apoptosis 

Các cao chiết và hợp chất có tiềm năng gây độc tế bào sẽ được đánh 

giá khả năng gây apoptosis tế bào MCF-7 và Jurkat T với nồng độ tại 

IC50. Thí nghiệm được thực hiện tại phòng thí nghiệm Sinh học Phân 

tử, bộ môn Di truyền, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên – Đại học 

Quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh. 

Các cao chiết chất được cảm ứng với dòng tế bào ung thư MCF-7 
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và Jurkat T. Để xác định có sự apoptosis, tế bào ung thư được phân tích 

đặc điểm chu kỳ tế bào bằng phương pháp flow cytometry, phân tích 

kiểu hình tế bào phương pháp nhuộm kết hợp AO/EB, và phát hiện và 

định lượng bằng phương pháp nhuộm annexin V/PI.   

Phân tích kiểu hình tế bào bằng phương pháp nhuộm AO/EB. 

Quy trình thực hiện:  

- Các tế bào MCF-7 được nuôi với mật độ 2*105 tế bào / đĩa 35 

mm, ủ tại 370C, 5% CO2 trong 24 giờ.  

- Các tế bào sau đó được xử lý với cao chiết với nồng độ tại IC50. 

Chứng âm là dung môi pha cao với cùng thể tích, chứng dương là 

camptothecin 0,01 ppm.  

- Sau 48 giờ cảm ứng, các tế bào được rửa 1 lần bằng PBS 1X 

- Thêm 25 µL thuốc nhuộm acridin cam và ethidium bromid 

(AO/EB) (100/300 µg/mL).  

- Hình thái tế bào được quan sát và chụp hình bằng kính hiển vi 

huỳnh quang ở độ phóng đại 400X. 

Phân tích chu kì tế bào bằng phương pháp flow cytometry 

- Quy trình thực hiện như sau:  

- Phương pháp chuẩn bị tế bào tương tự Phương pháp khảo sát 

hoạt tính gây độc tế bào bằng SRB đã trình bày đã trình bày ở mục trên. 

- Các tế bào MCF-7 và Jurkat T được nuôi với mật độ 3*104 tế 

bào / giếng trong các đĩa 96 giếng. Sau 24 giờ tăng trưởng, các tế bào 

được ủ với nồng độ cao chiết tại giá trị IC50, mẫu đối chứng là dung môi 

pha mẫu. 

- Sau 24 giờ hoặc 48 giờ xử lý, các tế bào sau đó được thu hoạch, 

ly tâm tốc độ 200G trong 5 phút ở 40C, thu phần cặn tế bào và hòa 

trong 1 ml PBS + 0,1% BSA lạnh (lặp lại 2 lần) thu được 1 ml dịch 

tế bào. Chia 2 phần, 500 µl tế bào (2.5*105 tế bào) để tiến hành phân 

tích Chu kỳ tế bào và 500 µl tế bào tiến hành thí nghiệm định lượng 

apoptosis bằng phương pháp annexin V/PI. 
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- Thêm vào 500 µl tế bào (2.5*105 tế bào) 5 ml 70% ethanol trong 

ít nhất 2 giờ để cố định tế bào. Ly tâm hỗn hợp tốc độ 300G trong 10 

phút ở 40C, thu cặn tế bào và huyền phù vào 1 ml PBS lạnh. Tiếp 

tục ly tâm lần 2 tốc độ 300G trong 10 phút ở 40C thu căn tế bào.  

- Bổ sung 100 µl thuốc nhuộm PI ủ 30 phút trong tối ở nhiệt độ 

phòng. 

- Sau khi nhuộm, bổ sung thêm 200 µl PBS và tiến hành flow 

cytometry.  

- Kết quả được trình bày dưới dạng TB ± SD, các kết quả được so 

sánh và đánh giá sự khác biệt bằng phần mềm thống kê Prism9.0.0.121. 

Định lượng tế bào bị apoptosis bằng phương pháp nhuộm 

annexin V/PI 

Quy trình thực hiện như sau: 

- Phương pháp chuẩn bị và xử lý tế bào thực hiện tương tự 

mục trên. Thực nghiệm có 3 nghiệm thức gồm tế bào không xử lý với 

mẫu, tế bào xử lý với dung môi pha mẫu và tế bào xử lý với mẫu cao 

chiết. Thời gian xử lý 24 giờ và 48 giờ. 

- 500 µl tế bào (2,5*105 tế bào) thu nhận sau khi xử lý với cao 

(thực hiện tương tự mục trên) được ly tâm với tốc độ 200G trong 5 phút 

tại 40C, thu nhận cặn tế bào và huyền phù trong 250 µl Binding buffer 

1X. Hút lần lượt 100 µl cho vào 2 tube. 

- Tube 1 bổ sung 400 µl binding buffer 1X và tiến hành chạy flow 

cytometry phân tích tế bào (mẫu không nhuộm). 

- Tube 2 bổ sung 5 µl PI và 5 µl FITC, ủ 15 phút trong tối ở nhiệt 

độ phòng. Bổ sung 400 µl binding buffer 1X và tiến hành chạy flow 

cytometry. Bộ kít FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD 

Pharmingen™, 556570) sử dụng annexin V kết hợp với FITC phát quang 

màu xanh, sự kết hợp này giúp cho phép phân biệt tế bào apoptosis sớm 

(Annexin V+/PI -), tế bào apoptosis muộn (Annexin V+/PI+), tế bào hoại 
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tử (Annexin V-/PI +), và tế bào sống (Annexin V-/PI -). 

2.3. Phương pháp xử lý số liệu 

Số liệu được thể hiện dưới dạng trung bình độ lệch chuẩn, các thí nghiệm được 

lặp lại 3 lần. Số liệu được xử lý thống kê bằng phần mềm GraphPad Prism 9.0.0.121. 

Giá trị có p < 0,05 được chấp nhận là có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Chiết cao từ sinh khối và quả thể C. neovolkiana DL0004 và I. cicadae F0004 

Tiến hành chuẩn bị nguyên liệu đủ số lượng và ổn định chất lượng cho quá 

trình chiết cao, chiết cao phân đoạn, cô lập hợp chất chính và khảo sát các hoạt tính 

kháng phân bào trên các dong tế bào ung thư, các chủng nấm C. neovolkiana DL0004 

và I. cicadae F0004 được lựa chọn để tiến hành nuôi thu sinh khối và quả thể. 

Để tạo sinh khối nấm, rót 200 ml môi trường nuôi vào hộp nhựa trắng trong 

dung tích 700 ml và tiến hành nuôi 1.000 hộp/ mỗi chủng nấm C. neovolkiana 

DL0004 và I. cicadae F0004 bằng phương pháp nuôi lỏng tỉnh, sau 35 ngày tiến hành 

thu hoạch và được sinh khối khô trung bình mỗi hộp của 02 chủng nấm C. 

neovolkiana DL0004 và I. cicadae F0004 lần lượt là 1,76 gram/ hộp và 2,63 gram/ 

hộp (Phụ lục tóm tắt quy trình nuôi Cordyceps thu sinh khối). 

Để tạo quả thể nấm, (cho 200 gram môi trường nuôi vào hộp nhựa dung tích 

700 ml và tiến hành nuôi 1.000 hộp/ mỗi chủng nấm C. neovolkiana DL0004 và I. 

cicadae F0004 bằng phương pháp nuôi bán rắn, sau 45 ngày tiến hành thu hoạch và 

được khối lượng quả thể khô trung bình mỗi hộp của 02 chủng nấm C. neovolkiana 

DL0004 và I. cicadae F0004 lần lượt là 0,52 gram/ hộp và 1,37 gram/ hộp (Phụ lục 

tóm tắt quy trình nuôi Cordyceps thu quả thể). 

  

Hình 3.1. (A) Sinh khối C. neovolkiana DL0004, (B) quả thể C. neovolkiana 

DL0004, (C) sinh khối I. cicadae F0004, (D) quả thể I. cicadae F0004 

Năng suất nấm thu được với 02 chủng nấm C. neovolkiana DL0004 và I. 

cicadae F0004 có sự khác biệt giữa phương pháp nuôi thu sinh khối hệ sợi và thu quả 

thể. Trong đó năng suất sinh khối của cả 02 chủng nấm đều cao hơn năng suất quả 

thể vì trong phương pháp nuôi thu nhận quả thể thì phần đế nấm không thu hoach. 

Bên cạnh đó, năng suất I. cicadae F0004 cao hơn nhiều so với C. neovolkiana 

A B C D 
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DL0004 ở cả quả thể và sinh khối. Sự khác biệt về năng suất nấm quả thể và sinh 

khối cùng một chủng nấm cũng như sự khác biệt về năng suất nấm các chủng nấm 

khác nhau có thể do vật chất di truyền hoặc do dinh dưỡng (khoáng, C/N,..., điều kiện 

môi trường (ánh sáng, nhiệt độ, độ ẩm, pH, …) của các chủng nấm khác nhau. 

Bảng 3.1. Hiệu suất chiết cao trung bình từ sinh khối và quả thể nấm C. 

neovolkiana DL0004 và I. cicadae F0004 

Loại Cao chiết 
Hiệu suất chiết cao (%) 

C. neovolkiana DL0004 
I. cicadae F0004 

SK Et 41,07 ± 2,37 29,05 ± 1,22 

SKPE 10,50 ± 1,74 9,02± 0,35 

SK EA 1,12 ± 0,08 1,13 ± 0,04 

SK Bu 4,07 ± 0,35 2,98 ± 0,11 

SK W 18,57 ± 0,93 10,10± 0,61 

SK Poly 9,80 ± 0,64 9,77± 0,72 

SK EPS (g/l) 2,96 ± 0,14 1,67 ± 0,04 

QT Et 16,69 ± 1,33 23,31± 0,95 

QT PE 3,53 ± 0,63 9,71 ± 0,53 

QT EA 0,78 ± 0,07 1,41 ± 0,05 

QT Bu 2,87 ± 0,15 2,87± 0,09 

QT W 8,99 ±0,67 6,31± 0,32 

QT Poly 13,80 ±1,36 9,52± 0,41 
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Sinh khối và quả thể thu được sẽ được chiết cao với các dung môi có độ phân 

cực khác nhau. Mục đích chiết cao nhằm cô lập các hợp chất hữu cơ trong sinh khối 

và quả thể C. neovolkiana DL0004 và I. cicadae F0004 và dễ dàng bảo quản mẫu 

nghiên cứu. Trong nghiên cứu này, phương pháp chiết ngấm kiệt và phương pháp 

chiết lỏng - lỏng để thu nhận các cao chiết khác nhau đã được áp dụng. 

 Kết quả (bảng 3.1.) cho thấy các cao chiết từ sinh khối đạt hiệu suất cao hơn 

so với hiệu suất của các cao chiết từ quả thể. 

Đối với cao sinh khối và quả thể C. neovolkiana DL0004, tỷ lệ cao ethanol từ 

sinh khối (SK Et) là 41,07% và cao hơn nhiều so với tỷ lệ cao ethanol từ quả thể (QT 

Et) là 16,69%. Điều này cho thấy, có nhiều chất hòa tan trong cao SK Et. Tương tự 

như vậy, kết quả trong cao nước và cao PE là 18,57%, 10,50% trong sinh khối và 

8,99%, 3,53% ở quả thể, tương ứng. Đáng chú ý, cao chiết EA chiếm tỷ lệ thấp cả 

trong sinh khối (1,12%) và quả thể (0,78%). Sinh khối và quả thể của C. neovolkiana 

DL0004 đều chứa các hợp chất hữu cơ không phân cực và phân cực. Đặc biệt, các hợp 

chất phân cực và không phân cực chiếm phần lớn bởi chiết xuất từ dung môi butanol 

(cao Bu), dung môi là nước (cao W) và cao Poly thu nhận từ chiết xuất bã của sinh 

khối và quả thể sau khi chiết với các dung môi: ethanol (Et), petroleum ether (PE), 

ethyl acetate (EA), butanol (Bu), nước (W). Các cao chiết này sẽ là nguyên liệu để 

đánh giá khả năng gây độc tế bào, thành phần hóa học và cấu trúc và khả năng gây 

apoptosis hai dòng tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T. 

Đối với I. cicadae F0004, sinh khối và quả thể chứa nhiều hợp chất có độ phân 

cực đa đạng, trong đó các hợp chất có độ phân cực thấp và cao chiếm chủ yếu: Cao 

PE sinh khối 9,02% và quả thể là 9,71%, cao W sinh khối 10,1% và quả thể 6,31%. 

Phân đoạn có độ phân cực trung bình là cao EA và cao Bu chiếm tỉ lệ thấp, trong đó 

EA có hiệu suất thấp nhất ở cả sinh khối (1,13%) và quả thể (1,41%). Kết quả cũng 

cho thấy nấm I. cicadae F0004 nuôi cấy nhân tạo chứa nhiều polysaccharid ở cả sinh 

khối (9,77%) và ở quả thể (9,52%).  

Kết quả chiết cao từ 02 chủng C. neovolkiana DL0004 và I. cicadae F0004 

nuôi cấy sinh khối và quả thể đã thu được 26 loại cao chiết có hiệu suất khác nhau 

(bảng 3.1). Hiệu suất chiết cao có sự khác biệt rất lớn ở các phân đoạn, điều này chứng 
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tỏ thành phần hóa học của các củng C. neovolkiana DL0004 và I. cicadae F0004 nuôi 

cấy nhân tạo khác nhau. Hiệu suất chiết cao từ sinh khối và cao từ quả thể của các 

chủng cũng có sự khác biệt rõ ràng, hứa hẹn thành phần hóa học đa dạng của sinh khối 

và quả thể các chủng nấm nuôi cấy. Dựa trên nguyên tắc các chất tan trong nước và 

dung môi, sinh khối và quả thể C. neovolkiana DL0004 và I. cicadae F0004 được 

dùng để chiết các loại cao chiết sau: cao Et, cao PE, cao EA, cao Bu, cao W và cao 

Poly từ quả thể. Đối với sinh khối nấm, kết quả nghiên cứu còn thu thêm được cao 

Polysacchrid ngoại bào (EPS). Cao Et là nguyên liệu để chiết các phân đoạn khác nên 

các chất có trong cao phân đoạn cũng sẽ hiện diện trong cao ethanol nên để định tính 

một hợp chất nào đó có trong nguyên liệu người ta thường thử trên cao ethanol đầu 

tiên. Các nghiên cứu cho thấy, các chủng nấm Cordyceps spp. chứa nhiều hoạt chất 

có khả năng hòa tan trong ethanol như cordycepin, cordcepic acid, ergostery–1–3–O– 

β –D glucopyranosid, perlolyrin, các dẫn xuất của cordysinin (A-E),…[30].  

Ethanol là dung môi phổ biến nên cao ethanol thường được kiểm tra hoạt tính đầu 

tiên. Park và cộng sự (2017) cũng chứng minh dịch chiết từ ethanol của Cordyceps 

có thể giảm kích thước và khối lượng của khối u trên mô hình chuột chuột bị ung thư 

bạch cầu [62]. Sau khi chiết xong, một phần cao tổng sẽ được đem đi chiết phân đoạn 

để phân tách các chất hiện diện trong cao tổng thành các chất có thể hòa tan trong các 

dung môi có độ phân cực khác nhau, để dễ dàng cho việc xác định hoạt tính và tinh 

sạch xác định các chất sau này. Ở nghiên cứu này, cao ethanol lần lượt sử dụng bốn 

dung môi có độ phân cực tăng dần PE < EA < Bu < W để chiết cao phân đoạn. PE là 

dung môi đầu tiên được sử dụng trong chiết lỏng - lỏng để hòa tan hầu hết các chất 

kém phân cực có trong cao ethanol. Cao PE ở nhiệt độ phòng tương đối lỏng và sệt 

nhưng độ ẩm thấp bởi đây phân đoạn chứa các acid béo. Cordyceps có hàm lượng các 

acid béo không bão hòa chiếm khoảng 57,84%, chính lượng acid béo này đã làm cho 

cao ở trạng thái lỏng. Các chất tan được trong PE phần lớn là các acid béo và các 

steroid như ergosterol. Ergosterol là nguồn cung cấp vitamin D2 và tạo nên một số 

hormon do đó có vai trò quan trọng đối với con người. Năm 2018, Juanjuan đã phân 

lập từ các cao chiết của C. militaris được các chất: ergosterol, adenosin, cordycepin, 

ergosterol peroxid, acid Các polysaccharid-peptid, tetracosanoic 2,3-

dihydroxypropylester, mannitol và procoagulant [63].  
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Đồng thời theo Wu và cộng sự (2007), đã xác định trong dịch chiết EA của 

Cordyceps có sự hiện diện của adenosin, cordycepin, ergosterol, đường…[27]. Đây là 

những thành phần có hoạt tính sinh học cao. Sau khi thu được cao EA, dịch còn lại 

tiếp tục chiết với Bu bão hòa, đây là một dung môi ít phân cực hơn so với EA. Đồng 

thời hàm lượng chất tan trong Bu cũng cao hơn EA. Nước là một dung môi phân cực 

hòa tan nhiều chất và không hòa tan hoàn toàn, tách lớp khi trộn chung với PE, EA, 

Bu. Đây là dung môi đầu tiên được dùng trong chiết phân đoạn. Nhưng vì độ phân cực 

quá cao nên cao nước được thu nhận cuối cùng trong chiết phân đoạn theo phương 

pháp lỏng - lỏng. Tuy nước là một dung môi thông dụng, không độc hại và hòa tan 

khá nhiều chất nhưng lại rất dễ bị nhiễm khuẩn nên cần được hút ẩm tốt và bảo quản 

lạnh cẩn thận.  

Các polysaccharid nội bào này đã được chứng minh là có khả năng chống oxy 

hóa, kháng khuẩn và nhiều tác dụng khác… [64]. Dịch môi trường thu được sau khi 

nuôi cấy được cô quay và tủa với ethanol để thu cao Poly. Tùy vào đáp ứng với môi 

trường nuôi mà lượng exopolysaccharid được tạo ra khác nhau. Sheng và cộng sự, 

2011 cũng đã chứng minh EPS có khả năng điều hòa miễn dịch và kháng phân bào. 

Chúng có khả năng tăng sinh lympho ở lách, tăng các yếu tố hoại tử khối u ((TNF-α), 

interferon (IFN-γ) interleukin-2 (IL-2) [65]. Do đó, việc có thể tạo ra được một lượng 

lớn exopolysaccharid là tiềm năng để nghiên cứu và ứng dụng. 

Kết quả thu được 26 cao chiết từ sinh khối và quả thể của 02 chủng C. 

neovolkiana DL0004 và I. cicadae F0004 có hiệu suất chiết cao khác nhau, điều này 

có thể do đặc tính của giống hoặc có thể do môi trường, kỹ thuật nuôi cấy nhân tạo. 

Các cao chiết này sẽ được đánh giá khả năng gây độc đối với 02 dòng tế bào ung thư 

MCF-7 và Jurkat T, phân chất, định danh một số chất và xác định khả năng gây 

apoptosis 02 dòng tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T. 

3.2. Hoạt tính gây độc tế bào của các cao chiết với dòng tế bào ung thư MCF-7 và 

Jurkat T 

Các cao chiết xuất từ các loài Cordyceps spp.: C. sinensis, C. militaris, và C. 

takaomontana, I. tenuipes … đã cho thấy khả năng gây độc tế bào và tiềm năng kháng 

phân bào [66]. Các cao chiết và các chất thu nhận từ I. cicadae F0004 và C. 
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neovolkiana DL0004 cũng có thể có tiềm năng gây độc tế bào và kháng phân bào. 

Chính vì vậy, việc xác định Hoạt tính gây độc tế bào của các cao chiết từ sinh khối và 

quả thể thu nhận từ I. cicadae F0004 và C. neovolkiana DL0004 đối với dòng tế bào 

MCF-7 và Jurkat T là một phần trong quá trình tìm kiếm các cao chiết và hợp chất 

tiềm năng kháng phân bào. 

3.2.1. Hoạt tính gây độc của các cao chiết C. neovolkiana DL0004 đối với 

các dòng tế bào MCF-7 và Jurkat T 

Nghiên cứu này được tiến hành để kiểm tra và so sánh hoạt tính gây 

độc tế bào của các cao chiết từ sinh khối và quả thể nhân tạo C. neovolkiana 

DL0004 với dòng tế bào ung thư MCF-7 (đặc trưng của dòng tế bào “bám 

dính” (adhesion)) và dòng tế bào Jurkat T (đặc trưng của dòng tế bào “lơ 

lửng” (suspension)) ở nồng độ 100 µg/mL bằng phương pháp thử nghiệm 

SRB. 

CPT

SK-E
t

SK-P
E

SK-E
A

SK-B
u

SK-W

SK-P
oly

Q
T-P

E

Q
T-E

A

Q
T-B

u

Q
T-W

Q
T-P

oly

SK-E
PS

Q
T-E

t

-50

0

50

100

T
ỉ l

ệ
 ứ

c
 c

h
ế

 t
ế

 b
à

o
 M

C
F

-7
 (

%
) ✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱

 

Hình 3.2. Tỷ lệ ức chế tế bào MCF-7 của cao chiết từ sinh khối và quả thể  

C. neovolkiana DL0004 tại nồng độ 100 µg/mL 

(Chú thích: *: p < 0,05;  **: p < 0,01; ***: p < 0,001) 
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Kết quả cho thấy các cao chiết từ Et, PE và EA có khả năng gây độc tế 

bào cao (trên 50%) nhưng hoạt tính khác nhau giữa các cao chiết từ sinh khối 

và quả thể. Cụ thể, cao chiết Et và EA của sinh khối sợi nấm có hoạt tính gây 

độc tế bào mạnh hơn (71,05%, 75,14%) so với quả thể (31,61%, 52,19%) 

tương ứng. Trong khi đó, khả năng độc tế bào của quả thể cao hơn sinh khối 

với cao PE, tương ứng là 74,97% và 65,85% (hình đồ 3.2). Các cao Bu từ sinh 

khối và quả thể có tỷ lệ ức chế tế bào ung thư không đáng kể (nhỏ hơn 20%), 

có nghĩa là hơn 80% các tế bào MCF-7 vẫn còn sống khi được xử lý bằng cao 

Bu. Đáng chú ý là cao nước (W) và cao Poly có khả năng kích thích sự tăng 

sinh tế bào của cả mẫu cao từ sinh khối và quả thể.  
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Hình 3.3. Tỷ lệ ức chế tế bào Jurkat T của cao chiết từ sinh khối và quả thể  

C. neovolkiana DL0004 tại nồng độ 100 µg/mL 
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Tương tự như các tế bào ung thư MCF-7, ba cao chiết từ Et, PE và EA 

có hoạt tính gây độc tế bào cao với dòng tế bào Jurkat T. Tuy nhiên, hoạt tính 

độc tế bào của cao chiết từ sinh khối là mạnh hơn (khoảng 80%) và cao nhất 

ở cao chiết PE (81,2%), tiếp theo là cao chiết Et (80,78%) và cao chiết EA 

(78,90%). Hoạt tính gây độc tế bào ung thư Jurkat T của ba cao chiết từ quả 

thể C. neovolkiana DL0004 tương ứng là 77,87%, 61,54% và 50,53%. Bên 

cạnh đó, cao chiết từ Bu, W và cao Poly không ảnh hưởng đáng kể hoặc kích 

thích sự phát triển của các tế bào (hình 3.3). Dựa trên kết quả của hoạt tính gây 

độc tế bào ung thư của các cao chiết, cao chiết từ sinh khối và quả thể của Et, 

PE, và EA được chọn để tiếp tục xác định giá trị IC50 của chúng đối với các tế 

bào ung thư MCF-7 và Jurkat T. Các tế bào được xử lý bằng các cao chiết ở 

các nồng độ khác nhau từ 0-100 µg/mL. Kết quả cho thấy cao chiết PE của 

sinh khối sợi nấm C. neovolkiana DL0004 có hoạt tính gây độc tế bào cao nhất 

trên dòng tế bào MCF-7 và Jurkat T với IC50 tương ứng là 26,94 ± 1,62 µg/mL 

và 15,50 ± 0,19 µg/mL. Ngoài ra, cao chiết Et từ sinh khối sợi nấm có hoạt 

tính gây độc tế bào cao trên Jurkat T với IC50 17,88 ± 0,78 µg/mL. Giá trị IC50 

của các cao chiết khác cũng được xác định ở nồng độ 0-100 mg / mL, đặc biệt 

trên MCF-7: 37,60 ± 2,27 µg/mL với cao chiết từ sinh khối hệ sợi Et; 78,13 ± 

3,27 µg/mL với sinh khối EA; 76,30 ± 1,20 µg/mL với cao cao chiết từ quả 

thể PE, và trên các dòng tế bào Jurkat T: 35,68 ± 0,29 µg/mL với cao chiết từ 

sinh khối EA; 37,18 ± 1,39 µg/mL với cao chiết từ quả thể PE và 64,36 ± 5,99 

µg/mL với cao chiết từ quả thể EA.  

Nghiên cứu về các giá trị y học của C. neovlkiana vẫn chưa được thực 

hiện nhiều trên thế giới cũng như tại Việt Nam. Kết quả thử nghiệm SRB cho 

thấy rằng cao chiết Et, PE và EA từ sinh khối và quả thể của C. neovlkiana 

DL0004 có hoạt tính gây độc tế bào đa dạng. Cả cao chiết từ sinh khối và quả 

thể C. neovolkiana DL0004 đều có khả năng ức chế tế bào ung thư MCF-7 và 

Jurkat T. Tuy nhiên, có sự khác biệt giữa cao chiết từ sinh khối và quả thể do 

sự khác biệt về thành phần dinh dưỡng, điều kiện môi trường nuôi cấy và thu 

hoạch. Điều này chứng tỏ rằng, đối với cao chiết từ sinh khối và quả thể C. 

neovolkiana DL0004, các hợp chất gây độc tế bào là ít phân cực và hòa tan 
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trong dung môi PE và EA.Tất cả ba cao chiết từ sinh khối Et, PE và EA  đều 

có hoạt tính gây độc tế bào cao hơn cao chiết từ sinh khối và quả thể C. 

neovolkiana DL0004 với hai dòng tế bào MCF-7 và Jurkat T. Ngoài ra, kết 

quả cho thấy, cao chiết từ sinh khối và quả thể C. neovolkiana DL0004 có hoạt 

tính gây độc tế bào với dòng tế bào ung thư Jurkat T cao hơn so với dòng tế 

bào ung thư MCF-7. 

Kết quả tương tự như nghiên cứu của Liu (2014) trên Cordyceps 

militaris: cao chiết từ hệ sợi có hoạt tính kháng phân bào với 06 dòng tế bào 

ung thư của con người tốt hơn quả thể, với phạm vi IC50 từ 25,03 ± 1,37 đến 

39,81 ± 0,54 µg/mL. Nghiên cứu cũng chứng minh rằng sợi nấm nuôi cấy chứa 

lượng protein, chất béo thô, polysaccharid và khoáng chất cao hơn đáng kể. 

Cao chiết PE từ sinh khối có hoạt tính cao nhất với IC50 26,94 ± 1,62 µg/mL 

với dòng tế bào MCF-7, 15,50 ± 0,19 µg/mL với dòng tế bào Jurkat T và cao 

Et cũng có hoạt tính mạnh trên Jurkat T với giá trị IC50 17,88 ± 0,78 µg/mL 

[67].  

Từ kết quả về hoạt tính gây độc hai dòng tế bào ung thư MCF-7 và 

Jurkat T đối với các chiết từ sinh khối và quả thể C. neovolkiana DL0004 có 

sự khác biệt rất lớn giữa các cao chiết, các cao EA và PE có độ phân cực thấp 

lại có khả năng gây độc hai dòng tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T cao hơn 

các cao chiết. Điều này có thể dự đoán, các chất có hoạt tính gây độc tế bào 

ung thư MCF-7 và Jurkat T của các chiết từ sinh khối và quả thể C. 

neovolkiana DL0004 có tính phân cực thấp. 

3.2.2. Hoạt tính gây độc của các cao chiết I. cicadae F0004 đối với các dòng 

tế bào MCF-7 và Jurkat T 
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Hình 3.4. Tỷ lệ ức chế tế bào MCF-7 của cao chiết từ sinh khối  

và quả thể I. cicadae F0004 tại nồng độ 100 µg/mL 

 

Tiến hành đánh giá hoạt tính gây độc tế bào ung thư của cao chiết từ 

sinh khối và quả thể I. cicadae F0004 ở nồng độ 100 μg/mL với chứng dương 

là camptothecin. Các cao chiết có tỷ lệ phần trăm gây độc tế bào MCF-7 lớn 

hơn 50% được tiến hành xác định giá trị IC50. Hình 3.4, cho thấy, cả cao chiết 

sinh khối và quả thể nấm I. cicadae F0004 đều có các cao chiết có khả năng 

gây độc tế bào ung thư MCF-7 ở nồng độ 100 μg/mL thấp trừ cao chiết EA 

của quả thể I. cicadae F0004. Cụ thể các cao sinh khối I. cicadae F0004 với 

tỷ lệ phần trăm gây độc tế bào ung thư MCF-7 lần lượt là cao Et (5,70%), cao 

PE (6,15%), cao EPS (7,56%), cao EA (18,35%) và cao Poly (18,37%); các 

cao chiết từ quả thể có tỷ lệ gây độc tế bào ung thư MCF-7 thấp là cao PE 

(3,69%), cao poly (17,04%) riêng cao EA của quả thể có tiềm năng gây độc 

cao với phần trăm gây độc 71,89%. Các cao chiết còn lại không có khả năng 
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ức chế sự tăng sinh của tế bào ung thư MCF-7. Kết quả cũng cho thấy, cao 

chiết từ quả thể có hoạt tính cao hơn so với các cao chiết từ sinh khối, sự khác 

nhau này có thể do điều kiện nuôi cấy khác nhau và quá trình hình thành quả 

thể nhiều hợp chất thứ cấp có khả năng gây độc tế bào ung thư được tổng hợp 

so với sinh khối. Các cao chiết từ sinh khối và quả thể I. cicadae F0004 có sự 

khác nhau về tiềm năng gây độc tế bào MCF-7 nhưng cao chiết có hoạt tính 

cao đều có độ phân cực trung bình cụ thể là cao EA lần lượt 18,35% và 

71,89%. Các cao chiết có độ phân cực thấp (PE) và độ phân cực cao (nước) có 

phần trăm gây độc dưới 5% hoặc không có khả năng gây độc tế bào.  

Kết quả này có sự tương đồng với các nghiên cứu gây độc tế bào ung 

thư MCF-7 của chủng nấm C. takaomontana DL0038A. Cao EA từ quả thể 

của chủng nấm này thể hiện hoạt tính gây độc tế bào ung thư MCF-7 cao với 

tỷ lệ gây độc 82,90 ± 1,67 tại nồng độ 100 µg/mL [68], [69].  
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Hình 3.5. Tỷ lệ ức chế tế bào Jurkat T của cao chiết từ sinh khối  

và quả thể I. cicadae F0004 tại nồng độ 100 µg/mL 
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Bên cạnh đó, từ kết quả (hình 3.5), nhận thấy, các cao chiết có khả năng 

gây độc cao trên dòng tế bào ung thư Jurkat T ở nồng độ 100 μg/mL sau 48 

giờ cảm ứng, cụ thể là các cao chiết EA của quả thể I. cicadae F0004 với phần 

trăm gây độc tế bào tương ứng là 81,31 ± 1,06%, chứng tỏ các hợp chất phân 

cực nhẹ của quả thể I. cicadae F0004 được chiết xuất với dung môi EA đóng 

vai trò quan trọng đối với khả năng gây độc tế bào ung thư Jurkat T. Cao PE 

và Et của cả cao từ sinh khối và cao từ quả thể I. cicacdae F0004 có khả năng 

gây độc tế bào, trong đó cao PE có hoạt tính cao hơn với phần trăm tương ứng 

là sinh khối I. Cicadae F0004 đạt 46,37 ± 2,26% và cao PE từ quả thể IC đạt 

42,28 ± 2,63%. Các cao chiết còn lại (Bu, W, EPS, Poly) không có khả năng 

gây độc tế bào trên dòng tế bào ung thư Jurkat T thử nghiệm, với nồng độ 100 

μg/mL sau 48 giờ cảm ứng. Theo nghiên cứu của Xie và cộng sự (2019), cao 

Et từ C. cicadae đã ức chế sự tăng sinh của dòng tế bào ung thư dạ dày SGC–

7091 [56].  

Kết quả sau 48 giờ xử lý theo phương pháp SRB cho thấy, cao EA từ 

quả thể I. cicadae F0004 có hoạt tính gây độc cao đối với tế bào ung thư Jurkat 

T. Phần lớn các nghiên cứu được thực hiện trên chiết xuất của C. sinensis sử 

dụng ethanol, methanol hoặc nước nóng làm dung môi chiết chủ yếu thu các 

thành phần phân cực của Cordyceps. Mặc dù, ethyl axetat là dung môi ít phân 

cực nhất trong số ba dung môi nói trên, nhưng cũng đã thu hút được nhiều sự 

chú ý hơn và đã trở nên phổ biến. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng cao chiết ethyl 

acetate của sợi nấm C. sinensis là một chất ức chế mạnh sự gia tăng của tế bào 

ung thư. Việc chuẩn bị các chất chiết theo một trình tự tuần tự bắt đầu từ dung 

môi không phân cực đến phân cực. Bột sợi nấm khô lần đầu tiên được chiết 

xuất bằng cách sử dụng PE, EA, Et và nước với tỷ lệ 1:10 (w / v) cho mỗi dung 

môi [30]. 

Để tiến hành các bước tiếp theo, cần nhìn tổng quát dựa trên các tiêu 

chí: cao chiết được coi là có hoạt tính gây độc tế bào cao đối với tế bào in vitro 

với IC50  20 μg/mL (được xem là cao chiết có hoạt tính cao và có tiềm năng 

làm nguyên liệu chế tạo thuốc kháng ung thư); IC50 trong khoảng 21 - 200 
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µg/mL (hoạt độ trung bình), IC50 trong khoảng 201 - 500 µg/mL (hoạt độ yếu), 

và IC50 > 501 µg/mL (không có hoạt tính) theo tiêu chuẩn của Viện ung thư 

quốc gia Hoa Kỳ (NCI)) [70]; chủng nấm phải cho cho năng suất và chất lượng 

ổn định; năng suất sinh học nuôi sinh khối và quả thể có thể tạo đủ nguồn 

nguyên liệu để cô lập chất, khảo sát các hoạt tính kháng phân bào.  

3.2.3. Xác định cao chiết có khả năng gây độc tế bào cao 

Bảng 3.2. Giá trị IC50 (µg/mL) của các cao chiết từ sinh khối và quả thể nấm C. 

neovolkiana DL0004 và I. cicadae F0004 gây độc tế bào MCF-7 và Jurkat T  

Chủng nấm Tên cao MCF-7 Jurkat T 

C. neovolkiana  

DL00004 

SK Et 37,6 ± 2,27 17,88 ± 0,78 

SK PE 26,94 ± 1,62 15,5 ± 0,19 

SK EA 78,13 ± 3,27 35,68 ± 0,29 

QT PE 76,13 ± 1,20 37,18 ± 1,39 

I. cicadae F0004 QT EA 17,15 ± 1,68 10,37 ± 0,61 

 

Bảng 3.2, cho thấy, cao PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 có giá 

trị IC50 lần lượt với MCF-7 và Jurkat T là 26,94 ± 1,62 và 15,5 ± 0,19 

(μg/mL) và cao EA từ quả thể I.cicadae F0004 có giá trị IC50 lần lượt với 

MCF-7 và Jurkat T là 17,15 ± 1,68 và 10,37 ± 0,61 (μg/mL) là các cao chiết 

có hoạt tính gây độc tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T in vitro tiềm năng. 

Nhiều hợp chất thứ cấp từ C. cicadae (I. cicadae) có hoạt tính gây độc 

cao trên tế bào người và động vật đặc biệt tế bào ung thư. Beauvericin cùng 

các dẫn xuất A, E, J thu nhận từ cả trong quả thể và sinh khối nấm đều thể hiện 

độc tính cao với dòng tế bào ung thư như HepG2 với giá trị IC50 trong khoảng 

2,40 ± 0,37 đến 14,48 ± 1,68 μM [71]. Aspergilliamid là dẫn xuất của amino 

gây độc cho tôm với giá trị LC50 71,09 nM. Stipitatonic acid thể hiện khả năng 

diệt khuẩn, diệt côn trùng và ức chế một số loại nấm. Nhiều hợp chất khác 
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cũng được xác định từ I. cicadae nhưng chưa xác định hoạt tính sinh học như 

cycloheximid acid A (19), 2-(3-carboxy-2-hydroxypropyl)-3-methyl-2-

cyclopentenone, 5-(2-hydroxyethyl)-2-furanacetic acid và lichenicolin A [72].  

Đặc biệt, nghiên cứu của Yang và cộng sự năm (2019) đã phân lập được 

13 hợp chất thứ cấp từ chủng nấm dung hợp từ C. militaris và I. cicadae nhưng 

chưa nghiên cứu về hoạt tính của chúng gồm 2 hợp chất mới là 2-(5-(3-

oxobutyl) furan-2-yl) acetic acid và cordycepone, 11 hợp chất đã phân lập 

trước đó cephalosporolid E, cephalosporolid J, methyl 2-(5-(3-hydroxybutyl) 

furan-2-yl) acetate, 2-(5-(3-hydroxybutyl) furan-2-yl) acetic acid, α-furoic 

acid, (22E,24R)-ergosta-5,7,22-trien-3b-ol (ergosterol), 3-benzyl-6-

isopropyl-2,5-piperazinedione và 3-isobutyl-6-isobutylpiperazine-2,5-dione 

[73].  

Đã có nhiều nghiên cứu thực hiện trên bào tử, sinh khối và quả thể cho 

thấy I. cicadae các cao chiết và hợp chất có nhiều hoạt tính sinh học như tăng 

cường miễn dịch, kháng viêm, kháng oxy hóa, bảo vệ thần kinh và kháng tế 

bào ung thư. Xu và cộng sự (2021) cho thấy polysaccharid ức chế sự tăng sinh 

của tế bào ung thư cổ tử cung HeLa khi xử lý với nồng độ 5 μg/mL-1600 

μg/mL. Polysaccharid cũng ức chế biểu hiện cyclin E, cyclin A, CDK2, giảm 

điều hòa biểu hiện của protein p53 và hoạt hóa dòng thác caspase, tăng biểu 

hiện thụ thể chế dẫn tới dừng Chu kỳ tế bào tại pha S và gây ra quá trình 

apoptosis [74].  

Xie và cộng sự (2018) đã đánh giá hoạt tính kháng phân bào của cao 

chiết ethanol của C. cicadae, kết quả cho thấy cao ethanol ức chế sự phân bào 

của tế bào ung thư dạ dày SGC-7901 sau 48 giờ xử lý với giá trị IC50 121,4 

μg/mL bằng cách làm dừng Chu kỳ tế bào tại pha S và kích hoạt quá trình 

apoptosis khi tăng biểu hiện các protein Fas, caspase-8, caspase-3, caspase-6 

và sự phân cắt PARP, đồng thời giảm biểu hiện protein antiapoptosis Bcl-2 

[75]. Năm 2018, nghiên cứu của He và cộng sự cho thấy, ergosterol peroxid 

(EP) từ dịch lên men của I. cicadae đã ngăn chặn sự di cư và xâm chiếm, kích 

hoạt quá trình apoptosis và điều chỉnh chu kỳ tế bào của các tế bào ung thư 

biểu mô thận RCC thông qua nhiều cơ chế, bao gồm ngăn chặn sự phát triển 



 

 

57 
 

của tế bào, sự xâm chiếm, di cư và xâm chiếm, bắt giữ chu kỳ tế bào, làm suy 

giảm các con đường β-catenin và gây ra apoptosis [76]. Sun và cộng sự (2017) 

đã thu nhận được adenosin, N6-(2-hydroxyethyl)-adenosin, acid cordycepic, 

cordycepin, beauvericin và myriocin từ bào tử I. cicadae và chứng minh bào 

tử gây độc tế bào ung thư MCF-7 và HeLa với IC50 = 109,14 ± 4,37 và 78,16 

± 5,19 bằng cách kích hoạt apoptosis của các tế bào MCF-7 và HeLa, qua con 

đường phụ thuộc caspase [16]. Zhu và cộng sự (2014) đã chứng mình 

ergosterol peroxid (EP) từ C. cicadae giúp giảm xơ hóa do EP có thể ngăn 

chặn sự kích hoạt nguyên bào sợi do TGF-β1 gây ra trong NRK-49F [77].  

Các chất tan được trong petroleum ether phần lớn là các acid béo và 

các steroid như ergosterol. Ergosterol là nguồn cung cấp vitamin D2 và tạo 

nên một số hormon do đó có vai trò quan trọng đối với con người. Nguyễn 

Thanh Thảo (2012), đã xác định hàm lượng ergosterol trung bình trong mẫu 

sinh khối Cordyceps neovolkiana là 0,002% thấp hơn so với một số nghiên 

cứu về ergosterol của một số loài Cordyceps trên thế giới và xác định có sự 

hiện diện của adenosin trong cao Et của Cordyceps neovolkiana. [78]. Đồng 

thời theo Wu và cộng sự (2007), đã xác định trong cao chiết Et của C. sinensis 

có sự hiện diện của adenosin, cordycepin, ergosterol, đường và đó là những 

thành phần có hoạt tính sinh học cao [27]. 

Kết quả hoạt tính gây độc tế bào ung thư in vitro NIH3T3 và KA31T 

chuột cho thấy, cao chiết PE của nhựa cây Một dược (Commiphora myrrha 

hay Commiphora. molmol) có hoạt tính gây độc tế bào cao nhất trong số tất cả 

các cao chiết được thử nghiệm kháng tế bào ung thư NIH3T3 và KA31T, với 

giá trị IC50 tương ứng là 5 và 10 μg/mL. Trong số các cao chiết khác nhau của 

nhựa cây C. molmol, cao chiết PE có hoạt tính gây độc tế bào cao nhất đối với 

hai dòng tế bào ung thư NIH3T3 và KA31T của chuột. Quá trình chiết cao 

phân đoạn sinh học của cao chiết PE đã phân lập được 09 

furanosesquiterpenoit (1-9). Trong đó, 1 (γ-elemane lacton) và 2 (eudesma-

1,3,7 (11) -trien-8,12-olid) gây độc tế bào nhiều nhất với dòng tế bào ung thư 

NIH3T3, chất (7) và chất (9) gây độc tế bào vừa phải ở KA31T, và các chất 

3–6 có hoạt tính gây độc tế bào yếu ở cả hai dòng tế bào NIH3T3 và KA31T. 
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[79]. Cao chiết EA của C. sinensis đã được chứng minh là có tác dụng ức chế 

mạnh đối với các dòng tế bào ung thư khác nhau và hoạt tính kháng khối u in 

vivo cũng đã được phát hiện ở chuột (C57BL/6J) gây ra u hắc tố B16 [27]. 

Zhang và cộng sự. lần đầu tiên công bố một nghiên cứu về tác dụng của các 

chiết xuất C. sinensis khác nhau kháng lại sự gia tăng của tế bào bệnh bạch 

cầu tủy cấp tính ở người (HL-60) [39].  

Theo Peter Xin (2013), các chất chiết xuất từ cao PE, EA, Et và nước 

được thử nghiệm MTT để đánh giá khả năng tăng sinh tế bào cũng như xác 

định khả năng gây độc tế bào của các cao chiết khác nhau trên dòng tế bào 

HL-60. Hoạt động của Caspase-3 cũng như sự phân cắt poly ADP-ribose 

polymerase (PARP) cũng được phân tích; cả hai đều là đặc điểm của quá trình 

apoptosis của tế bào. Trong quá trình apoptosis, việc kích hoạt caspase-3 cho 

phép phân cắt enzyme hạt nhân, PARP, và sau đó ngăn cản nó sửa chữa DNA. 

Mặc dù tất cả bốn chiết xuất đều thể hiện sự ức chế đáng kể sự phát triển của 

tế bào, nhưng cao chiết EA đã chứng tỏ khả năng vượt trội với ED50 (liều hiệu 

quả trung bình; liều lượng cần thiết cho hiệu ứng định lượng ở 50% tế bào) là 

⩽25 μg / mL. Cao chiết etyl axetat tiếp tục gây ấn tượng với khả năng kích 

hoạt caspase-3 theo liều lượng và thời gian. Điều này được dự đoán rằng, có 

khả năng cao chiết EA có chứa ergosterol, glycosid và polysaccharid [30]. 

3.3. Nghiên cứu xử lý apoptosis tế bào MCF-7 và Jurkat T với các cao chiết tiềm 

năng 

3.3.1. Nghiên cứu cao PE của sinh khối Cordyceps neovolkiana DL0004 xử 

lý apoptosis tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T 

a) Hình thái tế bào MCF-7 và Jurkat sau khi nhuộm với AO/EB 
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Hình 3.6. Hình thái tế bào MCF-7 và Jurkat T nhuộm AO/EB sau khi xử lý 

với cao chiết PE của sinh khối C. neovolkiana DL0004 

: Tế bào nhân bị phân mảnh : Tế bào có nhân cô đặc 

A: Tế bào MCF-7 đối chứng B: Xử lý cao PE 48 giờ C: Xử lý cao 48 giờ 

D: Tế bào Jurkat T đối chứng E: Xử lý cao PE 48 giờ F: Xử lý cao CPT 48 giờ 

 

Cao PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 được thử nghiệm để 

đánh giả khả năng apoptosis tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T với 

nồng độ tại giá trị IC50 lần lượt 26,94 ± 1,62 µg/mL và 15,55 ± 0,19 

µg/mL bằng 3 phương pháp nhuộm kết hợp AO/EB phân tích kiểu hình 

tế bào, phương pháp flow cytometry phân tích chu kỳ tế bào và phương 

pháp nhuộm annexin V/PI định lượng tế bào bị apoptosis. Kết quả cho 

thấy, sau 48 giờ xử lý, quần thể tế bào MCF-7 bị ức chế tăng sinh, xuất 

hiện các tế bào có kiểu hình nhân bị cô đặc màu xanh lục sáng mạnh và 

kiểu hình nhân phân mảnh - đặc trưng của tế bào bị apoptosis. Tỷ lệ tế 

bào có dấu hiệu apoptosis thấp trong quần thể, điều này cho thấy cao 
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PE từ sinh khối của chủng nấm C. neovolkiana DL0004 có khả năng 

apoptosis của tế bào ung thư MCF-7 thấp. Quần thể tế bào Jurkat sau 

khi xử lý với cao chiết 48 giờ được nhuộm kết hợp thuốc nhuộm AO 

và EB xuất hiện nhiều tế bào có kiểu hình apoptosis so với đối chứng. 

Tế bào apoptosis sớm có nhân cô đặc phát huỳnh quang màu xanh lục 

đậm. Nhiều tế bào có nhân bị phân mảnh và bị nhuộm đồng thời với 2 

thuốc nhuộm cho màu cam cho thấy các tế bào đi vào giai đoạn cuối 

quá trình apoptosis. Tỷ lệ tế bào có kiểu hình bị apoptosis cao trong 

quần thể tế bào cho thấy cao PE có khả năng cảm ứng mạnh quá trình 

apoptosis của tế bào Jurkat T. Đối với lô đối chứng tế bào có nhân to, 

không co xoắn nhuộm màu xanh lục nhạt, không có dấu hiệu apoptosis.  

b) Phân tích Chu kỳ tế bào bằng phương pháp flow cytomeretry 

Tế bào MCF-7 và Jurkat T sau khi xử lý với cao chiết PE từ sinh 

khối từ chủng nấm C. neovolkiana DL0004 tại nồng độ IC50 trong 24 

giờ và 48 giờ được nhuộm với thuốc thử PI và phân tích Chu kỳ tế bào 

bằng phương pháp flow cytomeretry. Số liệu được so sánh sự khác biệt 

bằng ứng dụng Prism 9.0.0.121 (hình 3.7).  
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Hình 3.7. Sự thay đổi tỷ lệ tế bào ung thư MCF-7 các pha của chu kỳ tế bào 

sau xử lý cao PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 

Kết quả (hình 3.7), cho thấy, sau 24 giờ xử lý với cao chiết PE từ 

sinh khối C. neovolkiana DL0004, tỷ lệ tế bào ung thư MCF-7 tại các 

Chu kỳ tế bào trong quần thể tế bào có sự thay đổi. Cụ thể, tỷ lệ tế bào 

tại pha G2/M giảm từ 12,69%, tỷ lệ tế bào pha Sub G0 tăng 16,68% so 

với đối chứng, trong khi đó tỷ lệ tế bào tại pha G0/G1 và pha S không 

có sự khác biệt (p < 0,05). Kết quả này cho thấy cao PE có khả năng 

dừng Chu kỳ tế bào MCF-7 tại pha S và đưa tế bào vào pha Sub G0. 

Sau 48 giờ xử lý với cao chiết PE, tế bào MCF-7 bị ức chế Chu kỳ tế 
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bào hoàn toàn, tất cả tế bào đều bị đưa vào pha Sub G0 và đi vào quá 

trình apoptosis. 

Chu kỳ tế bào của tế bào Jurkat T sau khi xử lý với cao PE từ sinh 

khối C. neovolkiana DL0004 với nồng độ tại giá trị IC50 được đánh giá 

bằng phương pháp flow cytomeretry. Kết quả (hình 3.8), sau 24 giờ xử 

lý, tỷ lệ tế bào ở pha G0/G1 giảm 25,86 ± 4,74% so với đối chứng, tương 

tự tỷ lệ pha S và pha G2/M giảm lần lượt từ 12,29 ± 1,53 và 12,04 ± 

1,15% so với đối chứng. Trong khi đó, tỷ lệ tế bào pha Sub G0 tăng 

58,99 ± 5,03%. Điều này cho thấy, cao PE có khả năng ức chế tế bào 

Jurkat T đi vào Chu kỳ tế bào tại pha G1 và đưa tế bào vào pha nghỉ 

hoặc gây chết tế bào. Khi tăng thời gian xử lý tế bào lên 48 giờ, toàn bộ 

tế bào tại các pha G0/G1, S và pha G2/M đều giảm mạnh so với đối 

chứng, tất cả tế bào đều vào pha Sub G0 (tăng 98,78 ± 0,13%). Kết quả 

trên cho thấy, cao PE có khả năng ức chế Chu kỳ tế bào tăng dần theo 

thời gian tại pha G1 và sau thời gian 48 giờ, cao PE ức chế hoàn toàn 

Chu kỳ tế bào của tế bào Jurkat T. 

Từ kết quả phân tích Chu kỳ tế bào của tế bào ung thư MCF-7 và 

Jurkat T sau khi xử lý với cao chiết PE từ sinh khối nấm C. neovolkiana 

DL0004 cho thấy, cao PE có khả năng ức chế Chu kỳ tế bào của 2 dòng 

tế bào này. Sau 24 giờ, tế bào MCF-7 bị dừng Chu kỳ tế bào tại pha S 

và tế bào Jurkat bị dừng tại pha G1. Tuy nhiên, khi tăng thời gian xử lý 

lên 48 giờ, cả 2 dòng tế bào đều bị ức chế hoàn toàn Chu kỳ tế bào, tất 

cả tế bào đều đi vào pha Sub/G0 ở trạng thái nghỉ hoặc bị apoptosis. 
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Hình 3.8. Sự thay đổi tỷ lệ tế bào ung thư Jurkat T các pha của chu kỳ tế bào 

 sau xử lý cao PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 

c) Định lượng tế bào apoptosis bằng phương pháp nhuộm 

Annexin V/PI 

Quần thể tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T bị kích hoạt quá 

trình apoptosis được định lượng bằng phương pháp nhuộm Annexin 

V/PI và phân tích bằng flow cytometry ở 2 mốc thời gian là 24 giờ và 

48 giờ. 
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Hình 3.9. Tỷ lệ tế bào MCF-7 thay đổi sau xử lý với cao chiết PE từ sinh khối C. 

neovolkiana DL0004 và nhuộm Annexin V/PI 

Kết quả (hình 3.9) cho thấy, sau 24 giờ xử lý cao chiết tỷ lệ tế 

bào bị apoptosis sớm (Q4), apoptosis muộn (Q2), tế bào bị hoại từ (Q1) 

và tế bào sống thay đổi không đáng kể so với đối chứng (p < 0,05). Sau 

48 giờ xử lý, tỷ lệ tế bào MCF-7 apoptosis muộn tăng nhưng không 

đáng kể từ 2,76 ± 0,96% so với đối chứng, tỷ lệ tế bào apoptosis sớm 

thay đổi không đáng kể. Đồng thời, tỷ lệ tế bào bị hoại tử (Q1) tăng 

12,0 ± 2,94% và tỷ lệ tế bào sống giảm 16,53 ± 5,21%. Điều này cho 
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thấy, cao chiết PE gây chết tế bào ung thư MCF-7 đồng thời theo cả 2 

cơ chế apoptosis và hoại tử. 

Hình 3.10 cho thấy, sau 24 giờ xử lý với cao chiết PE, tỷ lệ tế 

bào ung thư Jurkat T bị hoại tử thay đổi không đáng kể với đối chứng, 

tỷ lệ tế bào sống (Q3) giảm mạnh từ 68,67 ± 3,11%. Tế bào bị apoptosis 

muộn (Q2) tăng mạnh 42,46 ± 5,52%. Sau 48 giờ xử lý cao chiết PE, 

tỷ lệ tế bào bị hoại tử vẫn không khác biệt so với đối chứng, tỷ lệ tế bào 

sống giảm so với đối chứng và so với xử lý 24 giờ. Tỷ lệ tế bào 

apoptosis sớm giảm so với đối chứng và so với xử lý 24 giờ. Trong khi 

đó, quần thể tế bào apoptosis muộn tăng 69,46 ± 1,72% so với đối 

chứng. Điều này cho thấy cao chiết PE từ sinh khối nấm C. neovolkiana 

DL0004 cảm ứng mạnh quá trình apoptosis của tế bào Jurkat theo thời 

gian, sau 48 giờ hầu hết tế bào đi vào quá trình apoptosis muộn. Tế bào 

jurkat T không bị ức chế theo cơ chế hoại tự. Kết quả này có sự tương 

đồng với kết quả phân tích Chu kỳ tế bào sau xử lý với cao chiết khi 

hầu hết tế bào bị dừng Chu kỳ tế bào và đi vào pha SubG0.  

Từ kết quả phân tích định tính và định lượng tế bào MCF-7 và 

Jurkat bị kích hoạt apoptosis sau khi xử lý với cao chiết PE sau 24 giờ 

và 48 giờ cho thấy, cao PE từ sinh khối nấm C. neovolkiana DL0004 

có khả năng dừng Chu kỳ tế bào và kích hoạt quá trình apoptosis của 

cả 2 dòng tế bào tại nồng độ khảo sát. Trong đó, cao PE kích hoạt quá 

trình apoptosis tế bào Jurkat T tốt hơn so với tế bào MCF-7. Đồng thời 

cao PE từ sinh khối nấm C. neovolkiana DL0004 cũng ức chế sự tăng 

sinh tế bào MCF-7 theo cơ chế hoại tử.  
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Hình 3.10. Tỷ lệ tế bào Jurkat T thay đổi sau xử lý với cao chiết PE từ sinh khối C. 

neovolkiana DL0004 và nhuộm Annexin V/PI 

Các thành phần hóa học và các hoạt động kháng khối u của các phân 

đoạn cao PE, từ nấm móng guốc (Pyropolyporus fomentarius), đã được nghiên 

cứu. Khi phân tích sắc ký khí-khối phổ (GC-MS), 09 thành phần chính đã được 

xác định trong phần này. Trong ống nghiệm, PE cho thấy khả năng gây độc tế 

bào chống lại các tế bào sarcoma S180 (S180) của chuột phụ thuộc vào liều 

lượng và thời gian và các tác động gây độc tế bào có liên quan đến quá trình 

apoptosis. Sự mất điện thế màng ty thể và sự tạo ROS nội bào tăng lên rất 

nhiều ở nhóm được điều trị bằng chiết xuất PE Pyropolyporus fomentarius, 
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cho thấy quá trình apoptosis tế bào do chiết xuất PE gây ra với tế bào S180, 

có thể phụ thuộc vào ty thể và ROS. Nghiên cứu in vivo cho thấy chiết xuất 

PE nấm móng guốc cũng có hiệu quả trong việc ức chế sự phát triển của khối 

u do tế bào S180 gây ra và có độc tính với cơ quan miễn dịch thấp hơn [80]. 

3.3.2. Kết quả đánh giá khả năng cảm ứng apoptosis của cao EA từ quả thể 

I. cicadae F0004 

Cao EA từ quả thể I. cicadae F0004 có hoạt tính gây độc tế bào MCF-

7 và Jurkat T cao, với IC50 lần lượt là 17,15 ± 1,68 µg/mL và 10,37 ± 0,61 

µg/mL được đánh giả khả năng cảm ứng apoptosis của tế bào MCF-7 và Jurkat 

T. Dựa trên sự đặc trưng của tế bào khi bị apoptosis, ba phương pháp được sử 

dụng để định tính và định lượng tế bào bị cảm ứng apoptosis: phương pháp 

nhuộm kết hợp AO/EB phân tích đặc điểm nhân và màng tế bào giúp phân biệt 

tế bào thường với tế bào bị apoptosis và hoại tử, phương pháp flow cytometry 

phân tích chu kỳ tế bào dựa vào sự thay đổi của nhân tế bào trong các chu kỳ 

khác nhau và phương pháp nhuộm annexin V/PI giúp định lượng tế bào bị 

apoptosis. 

a) Hình thái tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat sau khi nhuộm với 

AO/EB. 

Sau khi tế bào ung thư MCF-7 được xử lý với cao chiết với nồng 

độ tại IC50 17,74 µg/mL trong 48 giờ được nhuộm với AO và EB. Kết 

quả cho thấy số lượng tế bào ung thư MCF-7 giảm mạnh so với đối 

chứng. Các tế bào có biểu hiện kiểu hình bị apoptosis, nhân tế bào bị 

cô đặc có màu xanh lục sáng mạnh, nhân bị phân mảnh và hình thành 

thể apoptosis có màu xanh nhạt. Tuy nhiên, tỷ lệ tế bào có kiểu hình 

apoptosis thấp (hình 3.11). Qua kết quả phân tích kiểu hình bằng 

phương pháp nhuộm AO/EB cho thấy cao chiết EA từ quả thể I. cicadae 

F0004 có dấu hiệu cảm ứng apoptosis tế bào ung thư MCF-7 sau 48 giờ 

xử lý tuy nhiên dấu hiệu chưa rõ ràng, số lượng tế bào thể hiện đặc 

trưng apoptosis thấp. Do đó, cần kết hợp với kết quả các phương 

phương phân tích chu kỳ tế bào và nhuộm annexin V/PI để khẳng định 

khả năng cảm ứng apoptosis của cao chiết.  
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Tương tự, quần thể tế bào ung thư Jurkat T ở mẫu đối chứng có 

hình thái bình thường nhuộm màu xanh trải đều, nhân lớn. Ở lô tế bào 

xử lý với cao EA từ quả thể I. cicadae F0004, nhân tế bào bắt đầu co 

lại, nhiễm sắc chất cô đặc với màu xanh sáng đặc trưng của tế bào ở 

giai đoạn apoptosis sớm. Đồng thời nhiều tế bào có màu vàng cam do 

màng tế bào bị tổn thương, xuất hiện hiện tượng nhân phân mảnh và 

các thể apoptosis có thể quan sát rõ, chứng tỏ tế bào đã vào giai đoạn 

apoptosis muộn. 

Hình 3.11. Hình thái tế bào MCF-7 và Jurkat nhuộm AO/EB 

khi xử lý với cao EA từ quả thể I. cicadae F0004 

A: Tế bào MCF-7 đối chứng  B: Tế bào MCF-7 xử lý cao EA 

C: Tế bào Jurkat T đối chứng D: Tế bào Jurkat T xử lý cao EA 

: Tế bào nhân bị phân mảnh    : Tế bào có nhân cô đặc 

 

 

A B B 

C D 



 

 

69 
 

Bằng kết quả về kiểu hình tế bào thu được chứng tỏ cao EA từ 

quả thể I. cicadae F0004 có cảm ứng apoptosis tế bào ung thư MCF-7 

và Jurkat T. 

b) Phân tích chu kỳ tế bào bằng phương pháp flow cytometry 

Thuốc nhuộm propidium iodid (PI) nhuộm DNA nhờ kiên kết 

chen giữa các cặp acid nucleic. Khi nhuộm DNA với PI cho phép phân 

biệt được tế bào ở các chu kì tế bào khác nhau như G0/G1, S phase, 

G2/M và sub G0 do khả năng liên kết PI khác nhau. Hỗn hợp DNA-PI 

được phân tách bằng phương pháp flow cytometry nhờ cường độ tín 

hiệu huỳnh quang phát ra khác nhau của từng tế bào và biểu hiện trên 

biểu đồ histogram theo tương quan giữa hàm lượng DNA/tế bào và số 

tế bào có cùng hàm lượng DNA tương ứng.  

Tế bào MCF-7 và Jurkat T được xử lý với cao chiết tại nồng độ 

IC50 trong 24 giờ và 48 giờ, sau đó nhuộm với PI và được phân tích 

Chu kỳ tế bào bằng flow cytometry. 
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Hình 3.12. Sự thay đổi tỷ lệ tế bào ung thư MCF-7 các pha của chu kỳ tế 

bào sau xử lý cao EA từ quả thể I. cicadae F0004 

Sau 24 giờ xử lý với cao EA, tỷ lệ tế bào MCF-7 tại pha G0/G1 

giảm 13,52 ± 3,92% so với với đối chứng. Tỷ lệ tế bào pha SubG0 tăng 

17,74 ± 2,56%, tỷ lệ tế bào ở pha S và G2/M không có sự khác biệt lớn 

so với đối chứng. Kết quả này cho thấy cao EA từ quả thể I. cicadae 

F0004 có khả năng ức chế sự phân bào tế bào MCF-7 sau 24 giờ xử lý. 

Cao chiết EA từ quả thể I. cicadae F0004 dừng Chu kỳ tế bào tại pha 

G1, đưa tế bào MCF-7 vào pha G0 hoặc làm chết tế bào (SubG0). Sau 

48 giờ xử lý với cao chiết, tế bào tại cả 3 giai đoạn G0/G1, S và G2/M 

đều giảm, tất cả tế bào đều đi vào pha SubG0 (94,86 ± 0,0,28%), tế bào 

chết hoặc đi vào pha G0. Tỷ lệ tế bào MCF-7 sau xử lý 48 giờ đi vào 
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SubG0 tăng mạnh so với khi xử lý 24 giờ. Kết quả sau 24 giờ và 48 giờ 

xử lý với cao EA từ quả thể I. cicadae có F0004 cho thấy, tế bào MCF-

7 bị kháng phân bào tăng dần theo thời gian bằng cách gây dừng Chu 

kỳ tế bào tại pha G1. Tế bào MCF-7 sau 48 giờ tế bào bị ức chế hoàn 

toàn tại IC50, tế bào đi vào pha subG0. 

Kết quả thu được tương đồng với kết quả nghiên cứu của Sun và 

cộng sự (2017). Tỷ lệ phần trăm tế bào MCF-7 trải qua quá trình 

apoptosis sau khi cảm ứng với nồng độ 0, 40, 80 và 160 µg/mL cao 

chiết nước của bột bào tử vô tính I. cicadae (bao gồm cả giai đoạn tiền 

apoptosis và apoptosis muộn) là 1,50 ± 0,34%; 27,10 ± 0,59%; 36,50 ± 

1,20% và 45,20 ± 1,07%; tương tự như vậy, tỷ lệ apoptosis của tế bào 

Hela là 0,60 ± 0,19%; 22,0 ± 0,67%; 31,60 ± 1,58% và 92,70 ± 3,25%. 

I. cicadae thúc đẩy quá trình apoptosis của tế bào MCF-7 và Hela phụ 

thuộc vào nồng độ cảm ứng [20].  

Theo Gyoung (2010), cao chiết butanol của C. pruinosa ức chế 

sự tăng sinh tế bào và gây ra quá trình apoptosis ở tế bào HeLa phụ 

thuộc vào liều lượng, phân mảnh DNA. Phân tích Western blot cho thấy 

quá trình apoptosis trong tế bào HeLa phụ thuộc vào caspase-3- và 

caspase -9. Sự phân cắt của enzyme poly-ADP ribose polymerase 

(PARP) và sự giải phóng cytochrome c từ ty thể vào tế bào đã tăng lên 

đáng kể và tỷ lệ protein Bcl-2 / Bax giảm xuống. Apoptosis gây ra bởi 

cao chiết butanol của C. pruinosa không bị ngăn chặn bởi các chất 

chống oxy hóa khác nhau [81]. 

Điều này có thể chứng tỏ cao chiết từ I. cicadae có khả năng 

cảm ứng apoptosis trên nhiều dòng tế bào ung thư khác nhau, cụ thể là 

Jurkat T, MCF-7 và Hela. 
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Hình 3.13. Sự thay đổi tỷ lệ tế bào ung thư Jurkar T các pha của chu kỳ tế bào  

sau xử lý cao EA từ quả thể I. cicadae F0004 

 

Đối với tế bào Jurkat T, kết quả cho thấy sau 24 giờ xử lý, tỷ lệ 

tế bào ở pha G0/G1, pha S và pha G2/M của cao chiết EA giảm thấp hơn 

đối chứng lần lượt giảm 14,27 ± 0,41, 5,9 ± 0,62% và 2,47 ± 1,15% so 

với đối chứng. Ở pha sub-G0, phần trăm tế bào tăng 26,64 ± 1,36%. Sau 

48 giờ cảm ứng với cao EA từ quả thể I. cicadae F0004, phần trăm tế 

bào ở pha G0/G1, pha S và pha G2/M bị chết lần lượt giảm tương ứng là 

50,66 ± 1,62%, 13,80 ± 7,29% và 16,21 ± 7,89% so với đối chứng. Tỷ 

lệ tế bào chết ở pha sub-G0 khi bị xử lý với cao chiết EA từ quả thể I. 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

DMSO-24h EA-24h CPT-24h DMSO-48h EA-48h CPT-48h

T
ỷ
 l

ệ 
tế

 b
ào

 u
n
g
 t

h
ư

 J
u
rk

at
 T

 (
%

)

SubGo

G2/M

S

Go/G1



 

 

73 
 

cicadae có F0004 đạt 80,68 ± 2,21% so với đối chứng. Kết quả phân 

tích flow cytometry cho thấy quần thể tế bào ung thư Jurkat khi xử lý 

với cao chiết EA đều tập trung ở đỉnh sub-G0, có khuynh hướng tăng tỷ 

lệ tế bào ở sub-G0 theo thời gian. Trong khi đó, ở lô tế bào không xử lý 

với cao chiết EA từ quả thể I. cicadae F0004, tế bào đã bắt đầu đi vào 

pha S. Sau quá trình dừng phân bào, tế bào đã khởi phát con đường 

apoptosis, DNA bị phân cắt, làm tỷ lệ tế bào ở sub-G0 trên biểu đồ 

histogram tăng mạnh, tỷ lệ tế bào ở pha G0/G1 giảm. Điều này cho thấy 

cao chiết EA có khả năng gây kháng phân bào trên dòng tế bào ung thư 

Jurkat bằng cách bắt giữ Chu kỳ tế bào ở pha G1, tại điểm checkpoint 

G0/G1 và kích hoạt apoptosis.  

Theo Hongqing (2019), cao chiết nấm C. cicadae kháng lại sự 

tăng sinh của các tế bào từ hạch bạch huyết SGC-7901 và gây ra sự 

phát triển của các đặc điểm hình thái bất thường phụ thuộc vào liều 

lượng. Kết quả phân tích chu kỳ tế bào chỉ ra, rằng xử lý cao chiết nấm 

C. cicadae làm cho quá trình apoptosis tế bào và ngưng chu kỳ tế pha 

S. Ngoài ra, cao chiết nấm C. cicadae kích hoạt quá trình khử cực MMP 

và quá tải Ca2 + trong bào tương của tế bào SGC-7901. Phân tích 

Western blot đã chứng minh rằng cao chiết nấm C. cicadae làm tăng 

hoạt động Bax, AIF, caspase-8, caspase-6 và caspase-3 và giảm hoạt 

động Bcl-2. Việc giải phóng cytochrome-c từ ty thể có liên quan đến 

rối loạn chức năng ty thể, nguyên nhân là do sự kích hoạt thụ thể Fas 

trên bề mặt tế bào và sự phân cắt PARP. Ngừng tại pha S do cao chiết 

nấm C. cicadae gây ra có liên quan đến sự điều hòa tăng của mức biểu 

hiện E2F1, cyclin A2, cyclin E và p53 và sự điều hòa giảm của sự biểu 

hiện CDK2. Ngoài ra, Cao chiết nấm C. cicadae làm tăng sự biểu hiện 

của các protein liên quan đến căng thẳng mạng lưới nội chất, chẳng hạn 

như calpain-1, caspase-12 và caspase-9. Kết quả phân tích HPLC cho 

thấy cao chiết nấm C. cicadae chứa adenin, uridin, adenosin và N6- (2-

Hydroxyethyl) -adenosin [56]. 
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c) Kết quả định lượng tế bào apoptosis bằng phương pháp nhuộm 

annexin V/PI 

Khi tế bào trải qua quá trình apoptosis, màng tế bào bị lỏng lẻo, 

emzyme scramblase xúc tác đưa phosphatidylserin (PS) lên bề mặt 

ngoài màng plasma và hoạt động như tín hiệu cho quá trình đại thực 

bào. Để phát hiện tế bào bị apoptosis, kháng thể annexin V đặc hiệu 

cho protein PS sử dụng kết cùng PI có thể phát hiện và định lượng tế 

bào bị apoptosis sớm (Annexin V+/PI -), tế bào apoptosis muộn 

(Annexin V+/PI+), các tế bào bị hoại tử (annexin V- /PI+) và tế bào 

sống (Annexin V-/ PI-). Tế bào MCF-7 và Jurkat T được xử lý với cao 

EA từ quả thể I. cicadae trong 24 giờ và 48 giờ tại IC50 (hình 3.14). 

 

Hình 3.14. Tỷ lệ tế bào ung thư MCF-7 sau xử lý cao EA từ quả thể I. 

cicadae F0004 và nhuộm Annexin V/PI 
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Sau 24 giờ xử lý, các tế bào MCF-7 bị apoptosis sớm (Q4) và 

apoptosis muộn (Q2) đều thấp dưới 0,5% và không có sự khác biệt với 

đối chứng. Tỷ lệ tế bào hoại tử có màng lỏng lẻo được nhuộm PI (Q1) 

tăng so với đối chứng 5,99%. Tỷ lệ tế bào sống không liên kết với 

annexin hay bị nhuộm bởi PI cao (Q3) giảm so với đối chứng 5,85%. 

Kết quả này cho thấy cao EA từ quả thể I. cicadae có khả năng gây độc 

tế bào MCF-7 theo cơ chế hoại tử sau 24 giờ xử lý. Khi tăng thời gian 

xử lý chất lên 48 giờ, tỷ lệ tế bào bị hoại tử và tế bào sống có sự thay 

đổi rõ rệt (p < 0,05), cụ thể tỷ lệ tế bào hoại tử (Q1) tăng 56,88 ± 12% 

so với đối chứng. Tế bào sống (Q3) giảm từ 85,95 ± 1,73% (24 giờ) 

xuống 27,12 ± 1,15% và giảm 57,04% so với đối chứng. Trong khi đó, 

tỷ lệ tế bào tạo liên kết với annexin không có sự khác biệt so với đối 

chứng và mẫu xử lý 24 giờ về mặt thống kê. Kết quả sau khi xử lý với 

cao 24 giờ và 48 giờ trên cho thấy cao EA từ quả thể I. cicadae F0004 

có khả năng gây hiện tượng hoại tử. 

Dựa trên kết quả 3 phương pháp nhuộm AO/EB, phân tích Chu 

kỳ tế bào và nhuộm annexin V/PI, cao EA từ quả thể I. cicadae DL004 

có khả năng gây độc tế bào ung thư MCF-7 theo thời gian, sau 48 giờ 

tế bào bị ức chế hoàn toàn. Tuy nhiên, cao EA từ quả thể I. cicadae 

DL004 không gây cảm ứng apoptosis tế bào MCF-7 tại nồng độ và thời 

gian khảo sát. Tế bào ung thư MCF-7 không sự biểu hiện các đặc trưng 

của tế bào bị apoptosis như nhân cô đặc và phân mảnh, màng tế bào 

biểu hiện các protein phosphatidylserin ra bề mặt ngoài tế bào. Đồng 

thời, kết quả cho thấy tỷ lệ tế bào có màng không toàn vẹn tăng mạnh 

sau 48 giờ xử lý nên tế bào ung thư MCF-7 có thể chết do cơ chế hoại 

tử.  

Tế bào ung thư Jurkat T được xử lý với cao chiết EA I. cicadae 

F0004 từ quả thể (10,37 μg/mL trong 24 giờ và 48 giờ), ủ với Annexin 

V/PI và được phân tích bằng phương pháp flow cytometry. 

Dựa vào kết quả hình 3.14 cho thấy, sau 24 giờ sau khi xử lý tế 

bào với cao EA từ quả thể I. cicadae F0004 và thuốc nhuộm Annexin 



 

 

76 
 

V/PI, phần trăm tế bào ở giai đoạn apoptosis muộn tăng 12,69 ± 3,44% 

so với đối chứng; phần trăm tế bào ở giai đoạn apoptosis sớm tăng 4,15 

± 1,45% so với đối chứng. Sau 48 giờ xử lý, phần trăm tế bào ở giai 

đoạn apoptosis muộn tăng 5,73 ± 1,06% so với đối chứng; tỷ lệ phần 

trăm tế bào ở giai đoạn apoptosis sớm tăng 11,72 ± 1,04% so với đối 

chứng.  

Từ những kết quả trên nhận thấy, cao EA từ quả thể I. cicadae 

F0004 có khả năng cảm ứng apoptosis. Khi tăng thời gian xử lý cao 

chiết lên 48 giờ, tỷ lệ phần trăm tế bào đi vào apoptosis không có sự 

khác biệt so với xử lý 24 giờ. 

Nghiên cứu của Xie và cộng sự (2019) cho thấy cao ethanol của 

C. cicadae có khả năng cảm ứng apoptosis và dừng Chu kỳ tế bào của 

tế bào ung thư dạ dày SGC – 7901 [6]. Điều này cho thấy, I. cicadae 

có cơ chế gây độc tế bào ung thư khác nhau trên các dòng tế bào ung 

thư. 
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Hình 3.15. Tỷ lệ tế bào ung thư Jurkat T sau xử lý cao EA từ quả thể 

I. cicadae F0004 và nhuộm Annexin V/PI 

Theo Xingguo (2020), để tế bào chết do chiết xuất ethanol của C. 

militaris gây ra là apoptosis hay hoại tử, đã tiến hành nhuộm Annexin V và 

7-AAD. Các tế bào được xử lý với các nồng độ khác nhau (MDA-MB-231 

và MCF-7: 25 hoặc 50 µg / ml, 4T1-neu-HA: 10 hoặc 25 µg / ml và TUBO-

HA: 50 hoặc 200 µg / ml) của chiết xuất ethanol của C. militaris trong 72 giờ 

và sau đó nhuộm bằng APC-Annexin V và 7-AAD. Các tế bào nhuộm màu 

được phân tích bằng phương pháp flow cytometry. Kết quả cho, thấy các đốm 

chấm đại diện cho nhuộm Annexin V / 7-AAD. Các tế bào nhuộm đơn 7-

AAD không được phát hiện, và hầu hết các tế bào nhuộm màu là Annexin V 

đơn hoặc Annexin V và 7-AAD nhuộm kép. Những dữ liệu này cho thấy chiết 

xuất ethanol của C. militaris gây ra apoptotic ở các tế bào ung thư vú ở người 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

DMSO-24h Ergone-24h CPT-24h DMSO-48h Ergone-48h CPT-48h

T
ỷ
 l

ệ 
tế

 b
ào

 u
n
g
 t

h
ư

 J
u
rk

at
 T

 

(%
)

Q4

Q3

Q2

Q1



 

 

78 
 

và chuột. Ngoài ra, các tế bào Annexin V dương tính tăng lên khi tăng liều 

chiết xuất ethanol của C. militaris. Để xác nhận rằng chiết xuất ethanol của 

C. militaris gây ra apoptotic, mức độ PARP và protein caspase 3/7 được đo 

bằng phương pháp western blot. Trong cả hai tế bào MCF7 và MDA-MB-

231, mức độ phân cắt của protein PARP và protein caspase 3/7  đã tăng lên 

phụ thuộc vào liều lượng [82].  

3.4. Phân chất, tinh sạch và định danh các hợp chất của các cao chiết có tiềm 

năng kháng phân bào 

Cao PE của sinh khối C. neovolkiana DL0004 và cao EA của quả thể Isaria 

cicadae F0004 có khả năng gậy độc tế bào mạnh và có khả năng cảm ứng apoptosis 

với 02 dòng tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T được chọn để tiến hành phân lập, định 

danh một số hợp chất cũng như tiếp tục khảo sát hoạt tính gây độc tế bào và cảm ứng 

apoptosis tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T với các hợp chất tiềm năng. 

3.4.1. Phân chất cao PE của sinh khối C. neovolkiana DL0004 [59], [83] 

Cao PE (7,2 g) được phân đoạn bằng sắc ký cột pha thường sử dụng hệ 

dung môi n-hexane–EtOAc–acetone (10:1:1–4:1:1) như chất rửa giải thu được 

08 phân đoạn PE1, PE2, PE3, PE4, PE5, PE6, PE7, PE8. Phân đoạn PE3 

(710,0 mg) được tái sắc ký cột sử dụng pha động n-hexane–EtOAc-acetone 

(10:1:1) tạo 03 hợp chất: 1 (3,9 mg), 2 (41 mg) và 6 (140 mg). Phân đoạn PE7 

(210,0 mg) được chạy cột Sephadex và rửa giải với methanol và thu được 03 

phân đoạn: PE7.1, PE7.2 và PE7.3. Tinh sạch phân đoạn PE7.3 (87 mg) bằng 

C18 sắc ký cột pha đảo với hệ dung môi rửa giải methanol – nước (10:1) thu 

dược 02 hợp chất: 3 (11mg) và 4 (3,5 mg) (sơ đồ phân chất và biện luận chi 

tiết được trình bày tại phụ lục). 

Tiến hành định danh các hợp chất: 

Hợp chất (CN1), tồn tại dạng bột vô định hình màu trắng; Phổ 1H-

NMR của hợp chất CN1 thể hiện ba tín hiệu cộng hưởng của proton olefin liên 

hợp tại δH 6.66 (1H, d, J = 9.5 Hz), 6.10 (1H, d, J = 9.5 Hz) và 5.64 (1H, s). 

Ngoài ra, phổ 1H-NMR còn có tín hiệu của hai proton olefin ở δH 5.32 (dd, 

7.5, 15.0) và 5.28 (dd, 7.5, 15.0), sáu tín hiệu của nhóm methyl ở vùng trường 
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cao δH 1.09 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-21), δH 1.02 (3H, s, H-19), δH 1.01 (3H, s, H-

18), δH 0.96 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-28), δH 0.87 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-27) và δH 

0.85 (3H, d, J = 7 Hz, H-26) giúp dự đoán hợp chất CN1 là steroid có khung 

sườn là ergostane. 

Phổ 13C-NMR kết hợp với HSQC cho thấy có 28 carbon. Trong đó có 

tín hiệu cộng hưởng của một carbon ketone liên hợp ở δC 198.1, 07 tín hiệu 

carbon olefin gồm hai carbon tứ cấp ở δC 164.1 và 156.0, các carbon methin 

olefin =CH– ở δC 136.2, 134.2, 133.2, 125.4 và 123.7. Từ những tín hiệu NMR 

này, dự đoán CN1 có khung sườn ergostane với bốn liên kết đôi và một nhóm 

ketone liên hợp. 

Proton methyl H-19 cho tương quan HMBC với carbon olefin tứ cấp ở 

δC 164.1, carbon methin >CH– ở δC 45.5, carbon tứ cấp ở δC 37.5 và carbon 

methylene –CH2– ở δC 34.9. Ngoài ra còn có một proton olefin =CH– (δH 5.64, 

s, H-4) cho tương quan HMBC với C-10 (δC 37.5) và carbon methylen ở δC 

34.7. Từ đó xác định được nối đôi tại C4-C5. 

Từ những dữ liệu NMR này, kết hợp so sánh với số liệu NMR của 

ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one cho thấy có sự tương đồng nên cấu trúc hợp 

chất CN1, có thể kết luận hợp chất (1) là ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one 

[84].  

Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one hay còn gọi là ergone (C28H44O3), 

Dehydroergosterol là một steroid được cô lập từ một số loại nấm: Penicillium 

commune, Aspergillus ochraceus, Cordyceps sinensis, Polyporus umbellatus 

và Xylaria sp. [85], [86].  

Lee và cộng sự (2005) đã chiết tách Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one 

từ cao Et của nấm Polyporus umbellatus và thử nghiệm hoạt tính gây độc tế 

bào trên 4 dòng tế bào là HT-29, HeLa 229, Hep3B, và AGS. Giá trị IC50 lần 

lượt của 4 dòng tế bào tương ứng là 5,0; 7,2; 26,3, và 22,0 μg/mL [87].  

Zhao và cộng sự (2011) đã chứng minh ergosta chiết tách từ nấm 

Polyporus umbellatus có khả năng bắt giữ chu kỳ tế bào tại pha G2/M trên 

dòng tế bào HepG2. Các tế bào được xử lý với ergosta cho thấy các dấu hiệu 
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điển hình của quá trình apoptosis: bắt giữ chu kỳ tế bào tại pha G2/M, nhiễm 

sắc chất ngưng tụ, hạt nhân phân mảnh và tiếp xúc với phosphatidylserin. Hơn 

nữa, PARP bị phân cắt; caspase-3, -8, -9 được kích hoạt; điều hòa tăng Bax và 

điều hòa giảm Bcl-2 đã được quan sát thấy trong các tế bào HepG2 được xử 

lý với ergone [88].  

Ergosta-4,6,8 (14), 22-tetraen-3-one (ergone) đã được chứng minh khả 

năng ngăn chặn sự tiến triển của tổn thương và xơ hóa thận trên mô hình suy 

thận mãn tính của chuột do adenin gây ra [89]. 

Hợp chất (CN2), bột màu trắng vô định hình, Phổ 1H-NMR hợp chất 

CN2 cho thấy sự xuất hiện của 6 nhóm tín hiệu –CH3 đặc trưng của khung 

sườn sterol tại δH 0.84 (s, H3-18), δH 0.88 (s, H3-19), δH 0.82 (d, H3-26), δH 

0.80 (d, H3-27), δH 0.91 (d, H3-28), δH 0.99 (d, H3-21). Ngoài ra phổ 1H-NMR 

cũng cho thấy sự hiện diện của nối đôi tại C-22 và C-23 của khung sườn 

ergosterol tại H 5.20 (J1 = 15.5, J2 = 7.5) và H 5.15 (J1 = 15.5, J2 = 8.0), và 

tín hiệu H-3 đặc trưng của khung sterol tại H 3.97. 

Phổ 13C-NMR cho thấy sự tồn tại của 28 carbon của khung ergosterol. 

So sánh dữ liệu phổ của hợp chất CN2 với ergosterol và hợp chất CN3 cho 

thấy có sự tương đồng giữa các tín hiệu ở nhân A, C, D và dây hydrocarbon, 

chứng tỏ sự thay đổi nhóm thế chỉ xảy ra trên nhân B của hợp chất này. 

Tiếp tục phân tích phổ 1H-NMR, 2 tín hiệu proton alkene H-6 (H 6.50) 

và H-7 (H 6.20) cho thấy 2 proton này ghép cis với nhau bởi hằng số ghép J 

= 8.5 Hz và ở vị trí  so với oxygen. So sánh phổ 13C-NMR của (2) với 

ergosterol thấy có sự biến mất của 2 cặp carbon tứ cấp alkene ở vị trí C-5 và 

C-8 cùng với sự xuất hiện của 2 cặp carbon tứ cấp liên kết với oxy tại C-5 (C 

82.3) và C-8 (C 79.6) giúp xác định thay đổi cấu trúc của nhân B của hợp chất 

CN2. Từ dữ liệu quang phổ suy ra là 3-hydroxy-5,7-epidioxyergosta-6,22-

diene hay còn gọi là ergosterol peroxid (C28H44O3) [87].  

Ergosterol peroxid cũng đã được cô lập từ I. tenuipes C. sinensis và C. 

Cicadae có hoạt tính kháng phân bào. Ergosterol peroxid chiết xuất từ 
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Sarcodon aspratus (Berk.) ức chế tăng sinh tế bào dòng tế bào HL60 ở nồng 

độ lớn hơn 10 µM [90].  

Govindharaj và cộng sự (2019), đã chiết tách ergosterol peroxid từ thực 

vật biển (Marine Basidiomycetes) Fulvifomes sp. đã chứng minh khả năng gây 

độc tế bào và cảm ứng apoptosis trên dòng tế bào MCF-7 ở nồng độ EP 40 và 

80 µg/ml [91]. 

 Hợp chất (CN3), bột màu trắng vô định hình, Phổ 1H-NMR cho thấy 

06 tín hiệu của các nhóm methyl tại: δH 0.54 (s, H3-18), δH 0.91 (s, H3-19), δH 

0.80 (d, H3-26), δH 0.79 (d, H3-27), δH 0.89 (d, H3-28), δH 1.00 (d, H3-21). 

Trong đó có một nhóm methyl chuyển dịch về vùng từ trường rất cao tại δH 

0.54 (s, H3-18) đặc trưng cho khung sườn sterol. Trên phổ 1H-NMR xuất hiện 

02 tín hiệu ở vùng từ trường thấp của 2 proton olefin tại δH 5.24 (dd, J1 = 15.5 

Hz, J2 = 7.0 Hz) và δH 5.20 (J1 =15.5 Hz, J2 = 8.0 Hz), phân tích sự chẻ mũi 

của 2 proton này cho thấy sự tồn tại của 2 proton olefin ghép trans với nhau ở 

lân cận với 2 nhóm methin khác, qua đó xác định sự tồn tại của nối đôi tại C-

22, C-23 của khung sườn sterol. Phổ 1H-NMR còn cho thấy sự hiện diện của 

nhóm oxymethin H-3 tại δH 3.77 mũi multiplet đặc trưng cho H-3 khung sterol. 

So sánh tất cả các tín hiệu carbon của hợp chất CN3 với ergosterol cho 

thấy có sự tương đồng của tất cả các tín hiệu, ngoại trừ tín hiệu carbon của 

nhân B, chứng tỏ sự thay đổi nhóm thế của CN3 so với ergosterol chỉ xảy ra 

trên vòng B của hợp chất này. Phổ 13C-NMR còn cho thấy ngoài sự xuất hiện 

của liên kết đôi tại C-22 và C-23, hợp chất CN3 còn mang một liên kết đôi 

khác tại C-7 (δC 119.5) và C-8 (δC 139.7) trên nhân B. 

Trên nhân B, phổ HMBC cho thấy proton 5-OH (δH 3.63) có sự tương 

quan với carbon C-5 (δC 74.5), C-6 (δC 72.2) và C-10 (δC 36.7), proton H3-19 

(δH 0.9, δC 19.8) có sự tương quan với các carbon C-5 (δC 74.5) và C-10 (δC 

36.7). Ngoài ra proton 6-OH (δH 4.50), 5-OH (δH 3.63) cho tương quan HMBC 

với C-5, giúp xác định các vị trí C-5 và C-6 liên kết với oxygen. Bên cạnh đó, 

tương quan HMBC của H-7 (δH 5.10) tới C-5 và C-6 giúp củng cố vị trí của 

liên kết đôi tại C-7. Từ dữ liệu quang phổ suy ra là ergosta-7,22E-diene-
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3beta,5alpha,6beta-triol hay còn gọi là cerevisterol (C28H46O3) [92]. Đây là lần 

đầu tiên cerevisterol được tìm thấy trong C. neovolkiana. Cerevisterol 

(ergosta-7, 22E-diene-3β5α, 6β- triol) được chiết xuất từ hai loại nấm phân 

hủy gỗ là Trametes gibbosa và Trametes elegans. Cerevisterol được phân lập 

đã ức chế sự phát triển của S. typhi, S. aureus và A. niger với MIC là 25 μg/mL 

mỗi loại và 50 μg/mL và kháng E. faecalis [93]. 

 Hợp chất (CN4), bột màu trắng vô định hình, Phổ 1H-NMR hợp chất 

CN4 cũng cho thấy sự xuất hiện của 6 nhóm tín hiệu –CH3 đặc trưng của khung 

sườn sterol tại δH 0.87 (s, H3-18), δH 0.89 (s, H3-19), δH 0.86 (d, H3-26), δH 

0.86 (d, H3-27), δH 0.94 (d, H3-28), δH 1.03 (d, H3-21). Ngoài ra phổ 1H-NMR 

cũng cho thấy sự hiện diện của nối đôi tại C-22 và C-23 của khung sườn 

ergosterol tại δH 5.25 (J1 = 15.5, J2 = 7.5) và δH 5.27 (J1 = 15.5, J2 = 8.0), và 

tín hiệu H-3 đặc trưng của khung sterol tại dH 3.75.  

Phổ 13C-NMR cho thấy sự tồn tại của 28 carbon của khung ergosterol. 

So sánh dữ liệu phổ của hợp chất CN4 với ergosterol và hợp chất CN3 cho 

thấy có sự tương đồng giữa các tín hiệu ở nhân A, D và dây hydrocarbon, 

chứng tỏ sự thay đổi nhóm thế chỉ xảy ra trên nhân B, C của hợp chất này, sự 

thay đổi rõ nhất là ở carbon số 7 và carbon số 14 có sự thay đổi liên kết và bậc 

carbon. 

Tiếp tục phân tích phổ 1H-NMR trên nhân B, không có một tín hiệu của 

proton alkene nào xuất hiện mà xuất hiện tín hiệu δH 3.32 (d, H3-6), δH 4.34 

(d, H3-7) và tín hiệu proton 7-OH δH (3.76). So sánh phổ 1H-NMR của CN4 

với CN3 thấy tín hiệu proton nhóm OH ở vị trí C-5, C-6 cũng biến mất. Khi 

so sánh phổ 13C-NMR của CN4 với ergosterol thấy có sự biến mất của các 

carbon tứ cấp của alkane vị trí C-5 và C-7, nhưng xuất hiện tín hiệu carbon tứ 

cấp ở C-8 (δC 127.6) và C-14 (δC 151.1). Chứng tỏ CN4 trên nhân C có liên 

kết đôi ở vị trí C-8(14), trên nhân B có 7-ol và 5,6-epoxy. 

Từ những dữ kiện phổ phân tích như trên hợp chất CN4 và so sánh với 

dữ liệu phổ hợp melithasterol B (C28H44), các đặc điểm về hóa lý và phổ, có 

thể kết luận hợp chất (4) là melithasterol B [94]. Đây cũng là lần đầu tiên hợp 
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chất melithasterol B được tìm thấy trong C. neovolkiana. melithasterol B và 

ergosterol peroxid đã được tìm thấy trong thành phần của Beauveria sp. – loài 

nấm tiềm năng có khả năng kháng lại nhiều loài côn trùng gây hại nông nghiệp. 

Mười hợp chất được phân lập từ Beauveria sp. thể hiện khả năng diệt Bemisia 

tabaci [95]. 

Hợp chất (CN5), bột màu trắng vô định hình, Phổ 1H-NMR cho thấy 

6 tín hiệu của nhóm methyl H3-18 (δH 0.63, s), H3-19 (δH 0.95, s), H3-26 (δH 

0.83, d, 7.5 Hz), H3-27 (δH 0.84, d, 7.0 Hz), H3-28 (δH 0.92, d, 6.5 Hz), H3-21 

(δH 1.03, d, 6.5 Hz). Trong đó nhóm H3-18 chuyển dịch về vùng từ trường rất 

cao đặc trưng cho khung sườn ergostane, suy ra là ergosterol hay còn gọi là 

pro vitamin D2 (C28H44O) [96].  

Ergosterol là chất phổ biến ở các loài nấm Cordyceps spp. và là chất 

chuyển hóa thứ cấp của nấm dược liệu, có nhiều hoạt tính kháng viêm và kháng 

phân bào. Misgiati và cộng sự (2021) đã chứng minh ergostrerol chiết tách từ 

phân đoạn n-hexane của nấm thái dương (Agaricus blazei Murill) có khả năng 

gây độc tế bào ung thư MCF-7 với giá trị IC50 43,10 µg/ml. Cơ chế hoạt động 

của ergosterol là tăng cảm ứng apoptosis thông qua ức chế chu kỳ tế bào ở pha 

G2/M [97].  

Li và cộng sự (2015) đã chiết xuất ergosterol từ nấm Amauroderma và 

thử nghiệm hoạt tính ức chế sự phát triển của tế bào ung thư biểu mô vú ở 

người (MDA–MB–231, MDA–MB–468, SK–BR–3, và MCF–7) và tế bào ung 

thư vú ở chuột (4T1). Ergosterol chiết xuất từ nấm có tác dụng ức chế sự xâm 

lấn tế bào ung thư ở nồng độ 20 μg/ml [98]. 

3.4.2. Phân chất cao EA của quả thể Isaria cicadae F0004 [59] 

Cao EA từ quả thể I. cicadae F0004 (7g) được tiến hành phân đoạn 

bằng sắc ký cột pha thường với các dung môi hữu cơ gồm hexan, chloroform, 

ethyl acetat và methanol. Cao EA được hòa tan hoàn toàn trong aceton, hấp 

phụ bằng silicagel và nạp cột với dung môi hexan, thu nhận dung môi qua cột, 

cô quay thu nhận phân đoạn hexan (H), chạy sắc ký đến khi dung môi thu được 

không còn chất thì đổi dung môi với độ phân cực cao hơn chloroform. Tiến 



 

 

84 
 

hành tương tự với ethyl acetat và methanol. Kết quả thu được 4 phân đoạn 

tương ứng với các dung môi chạy sắc ký là hexan (H), chloroform (C), ethyl 

acetat (E) và methanol (M). Phân đoạn C sau được hòa tan bằng dung môi 

chloroform xuất hiện tủa, lọc tủa thu được phân đoạn C1. Phần dịch hòa tan 

tốt trong chloroform gọi là phân đoạn C2 (Sơ đồ phân chất trình bày phụ lục) 

Phân đoạn C1 và C2 được chọn để tiếp tục phân chất. Bằng phương 

pháp tủa với hexan và chloroform, từ phân đoạn C2 tinh sạch thu được hợp 

chất IC3.  

Tiến hành định danh các hợp chất: 

Chất (IC1), chất rắn không màu, vô định hình, hòa tan trong dung môi 

chloroform:aceton, khi giải ly với hệ dung môi chloroform:methanol (95:5) 3 

lần cho 1 vết hiện hình dưới đèn UV và không hiện hình với thuốc thử 

vanilin/ethanol 5%. Phổ 1H-NMR (500 MHz, DMSO–d6) và phổ 13C-NMR 

(125 MHz, DMSO–d6). Phổ 1H–NMR (DMSO–d6) xuất hiện 2 tín hiệu đôi của 

2 proton olefin tại δH 5,4 (1H, d, 7,6 Hz, H–5) và δH 7,4 (1H, d, 7,6 Hz, H–6). 

Phổ 13C– NMR cho thấy hợp chất IC1 có 4 tín hiệu carbon trong đó 2 carbon 

nối đôi với oxy với δC 151,7 (C–2), δC 164,8 (C–4),1 carbon gắn carbon δC 

100,1 (C–5) và 1 carbon gắn nitơ δC 142,6 (C–6). Từ tất cả các phân tích trên 

và so sánh số liệu phổ 1H–NMR, 13C–NMR của IC1 với tài liệu tham khảo 

Ngô Hải Đăng và cộng sự (2011), cho thấy IC1 là pyrimidin-2,4-(1H, 3H)-

dione hay uracil (C4H4N2O2) [99].  

Uracil: là một dẫn xuất pyrimidin phổ biến và tự nhiên và một trong 

bốn nucleotid trong acid nucleic của RNA. Các dẫn xuất uracil là một trong 

những chất được nghiên cứu nhiều nhất về hóa dược. Các dẫn xuất của uracil 

có nhiều hoạt tính, cụ thể như kháng phân bào, kháng virus, kháng khuẩn, 

chống ký sinh trùng hoặc có thể hoạt động như hạ đường huyết [100]. 

Chất (IC2), chất rắn vô định hình, không màu, không hiện hình dưới 

đèn UV và có màu nâu khi hiện hình với thuốc thử vanilin/ ethanol 5%. Phổ 

1H-NMR (500 MHz, DMSO – d6) và phổ 13C-NMR (125 MHz, DMSO – d6) 

được đo trong dung môi DMSO. Phổ 1H–NMR xuất hiện các tín hiệu proton 
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của nhóm oxy–methin và oxy–methylene, trong vùng từ 3,30 đến 4,80 cho 

thấy hợp chất IC2 là một hợp chất đường đơn. Ngoài ra còn có một tín hiệu 

proton mũi ba của nhóm CH3 tại δH 1,12 với hằng số ghép 7,1 Hz). Phổ 13C–

NMR cho thấy hợp chất IC2 có 7 tín hiệu carbon bao gồm 1 tín hiệu carbon 

anomer của đường tại δC 108,7 (C–1), 4 tín hiệu carbon oxy–methin tại δC 85,7 

(C–2), 72,7 (C–3) và 76,7 (C–4), 2 tín hiệu carbon oxymethylene tại 64,7 (C–

5) và 64,0 (C–6) và 1 tín hiệu carbon nhóm CH3 với δC 15,9 (C–7). Từ dữ liệu 

trên, hợp chất IC2 được dự đoán là một đường β–D–ribofuranose có 1 nhóm 

thế ethyl. So sánh dữ liệu phổ 1H–NMR, 13C–NMR của hợp chất IC2 với 

nghiên cứu của Natsumi Inada và cộng sự năm 2015 [101].  

1–О–Ethyl–β–D–ribofuranose hay còn gọi là ethyl pentofuranosid 

(C7H14O5 ), là một trong những siRNA, có thể ức chế biệu hiện protein của 

mRNA, làm bất hoạt gen mục tiêu [102].  

Chất (IC3), chất rắn vô định hình, màu trắng, hiện hình dưới đèn UV, 

hóa nâu khi hiện hình với thuốc thử vanilin/ethanol 5%, tủa trong hexan và tan 

tốt trong chloroform. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CDCl3-d1) và phổ 13C-NMR 

(125 MHz, CDCl3-d1). Phổ 1H–NMR của hợp chất IC3 cho thấy 6 tín hiệu 

proton methyl bao gồm 2 tín hiệu proton mũi đơn tại δH 0,63 (3H, s, H–18), 

δH 0,95 (3H, s, H–19) và 4 tín hiệu proton mũi đôi tại δH 0,83 (3H, d, 7,2 Hz, 

H–26), δH 0,84 (3H, d, 7,2 Hz, H–27), δH 0,92 (3H, d, 6,9 Hz, H–28), 1,04 

(3H, d, 6,7 Hz, H–22). Ngoài ra, có các 4 tín hiệu proton olefin tạị δH 5,57 

(1H, dd, 5,8 và 2,5 Hz, H–6), δH 5,38 (1H, dt, 5,6 và 2,8 Hz, H–7), δH 5,20 

(2H, m, H–22, 23) và 1 tín hiệu proton CH–O tại δH 3,64 (1H, m, H–3). Phổ 

13C–NMR của hợp chất IC3 cho thấy 28 tín hiệu carbon, trong đó có 6 tín hiệu 

carbon nối đôi tại δC 116,5 (C–7), δC 119,8 (C–6), δC 132,2 (C–23), δC 135,7 

(C–22), δC 139,9 (C–5), δC 141,5 (C–8), 1 tín hiệu carbon C–O tại δC 70,7 (C–

3), 6 tín hiệu carbon methyl tại δC 12,2 (C–18), δC 16,5 (C–19), δC 17,8 (C–

28), δC 19,8 (C–26), δC 20,1 (C–27), δC 21,3 (C–21) và các tín hiệu carbon CH, 

CH2 còn lại. So sánh dữ liệu phổ 1H–NMR, 13C–NMR của hợp chất IC3 với 

tài liệu tham khảo cho thấy IC3 là ergosterol (C28H44O) [98], [99].  
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Ergosterol là chất chuyển hóa thứ cấp của nấm dược liệu, có nhiều hoạt 

tính kháng viêm và kháng phân bào. Misgiati và cộng sự (2021) đã chứng 

minh ergostrerol chiết tách từ phân đoạn n-hexan của nấm thái dương có khả 

năng gây độc tế bào ung thư MCF-7 với giá trị IC50 43,10 µg/ml. Cơ chế hoạt 

động của ergosterol là tăng cảm ứng apoptosis thông qua ức chế chu kỳ tế bào 

ở pha G2/M [97].  

Li và cộng sự (2015) đã chiết xuất ergosterol từ nấm Amauroderma và 

thử nghiệm hoạt tính ức chế sự phát triển của tế bào ung thư biểu mô vú ở 

người (MDA–MB–231, MDA–MB–468, SK–BR–3, và MCF–7) và tế bào ung 

thư vú ở chuột (4T1). Ergosterol chiết xuất từ nấm có tác dụng ức chế sự xâm 

lấn tế bào ung thư ở nồng độ 20 μg/ml [98]. 

Chất (IC4), trạng thái bột màu trắng, tan trong dung môi aceton và 

methanol, sắc ký lớp mỏng cho một vết duy nhất với hệ dung ly chloroform : 

Aceton (95:5), không hiện hình bằng thuốc thử vanilin / ethanol 5%. Phổ 1H-

NMR (C500 MHz, Acetone- d6) và phổ 13C-NMR (125 MHz, acetone-d6). Phổ 

1 H-NMR (aceton–d6) có 2 tín hiệu tại vùng thơm của 2 cặp hidro đối xứng δH 

6,92 (2H, d, 8,8 Hz, H–2,6), và δH 7,91 (2H, d, 8,8 Hz, H–3,5), cho thấy đây 

là vòng thơm mang 02 nhóm thế vị trí 1 và 4. Phổ 13C-NMR (aceton–d6) có 05 

tín hiệu carbon bao gồm 04 tín hiệu carbon vòng thơm tương ứng vòng thơm 

có 02 cặp carbon đối xứng: δC 161,7 (C-O, C-4) và δC 121,8 (C-COOH, C-1), 

δC 115,05 (C-2, 6), δC 131,5 (C-3, 5), tín hiệu tại δC 166,69 là tín hiệu của 

nhóm carboxyl C-7. Từ tất cả các phân tích trên và so sánh dữ liệu phổ 1H–

NMR, 13C–NMR của hợp chất IC4 với tài liệu tham khảo cho thấy IC4 là p–

hydroxybenzoic acid (C7H6O3) [100], [102].  

Wang và cộng sự (2018) chứng minh p-hydroxybenzoic acid khi xử lý 

độc lập có tỷ lệ ức chế tế bào MCF-7 thấp, nhưng khi kết hợp với adriamycin 

thì làm tăng gây độc và apoptosis trên MCF-7 [103].  

Ngoài ra, Spilioti và cộng sự (2014) đã nghiên cứu thành phần acid 

phenolic có trong mật ong Hy Lạp và hoạt tính kháng phân bào và tăng mỡ 

máu. Kết quả cho thấy, mật ong Hy Lạp rất giàu phenolic acid, đặc biệt là 
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protocatechuic acid và p-hydroxybenzoic acid, bên cạnh đó còn thể hiện các 

hoạt động chống oxy hóa, ức chế tế bào ung thư tuyến tiền liệt PC-3 và ung 

thư vú MCF-7 của hỗn hợp các chất bao gồm protocatechuic acid và p-

hydroxybenzoic acid [104].  

Chất (IC5), chất vô định hình màu trắng, tan trong dung môi aceton và 

methanol, sắc ký lớp mỏng cho một vết duy nhất với hệ dung ly 

chloroform:Aceton (8:2), hiện hình dưới đèn UV và không hiện hình với thuốc 

thử vanilin / ethanol 5%. Phổ 1H-NMR (500 MHz, Acetone- d6) và phổ 13C-

NMR (125 MHz, Acetone- d6). Phổ 1H–NMR (acetone–d6) có các tín hiệu tại 

vùng thơm δH 6,89 (1H, d, 8,3 Hz, H – 5), δH 7,47 (1H; dd; 8,3 và 2,1 Hz, H–

6) và δH 7,53 (1H, d, 2,0 Hz, H–2) cho thấy đây là vòng thơm mang 03 nhóm 

thế vị trí 1, 3, 4. Phổ 13C– NMR (acetone–d6) có 07 tín hiệu carbon bao gồm 

6 tín hiệu carbon vòng thơm tại δC 123,1 (C–1), δC 117,4 (C–2), δC 145,5 (C–

3), δC 150,6 (C–4), δC 115,6 (C–5) và δC 123,5 (C–6). Từ tất cả các phân tích 

trên và so sánh dữ liệu phổ 1H–NMR, 13C–NMR của hợp chất IC5 với tài liệu 

tham khảo cho thấy IC5 là 3,4-dihydroxybenzoic acid hay còn gọi là 

protocatechuic acid (C7H6O4) [102].  

Yin và cộng sự (2009) đã chứng minh protocatechuic acid có khả năng 

chống ung thư thông qua tăng quá trình apoptosis hoặc ngăn chặn sự xâm lấn 

và di căn của các tế bào ung thư vú ở người MCF-7, ung thư phổi A549, tế 

bào ung thư gan HepG2, tế bào HeLa, tế bào ung cổ tử cung và tế bào ung thư 

tuyến tiền liệt LNCaP [105].  

Theo kết quả nghiên cứu của Steng và cộng sự (2000), protocatechuic 

acid chiết xuất từ quả cây bụp giấm đã cảm ứng quá trình apoptosis trên tế bào 

bệnh bạch cầu ở người thông qua giảm phosphoryl hóa khối u nguyên bào 

võng mạc (RB) và biểu hiện Bcl-2. Tỷ lệ tế bào chết tăng lên theo nồng độ và 

thời gian xử lý (70% ở 2 mM, tại 48 giờ), protocatechuic acid có tác dụng 

chống tăng sinh thông qua phản ứng phosphoryl hóa và phân hủy RB; ức chế 

protein Bcl-2 trong tế bào ung thư [106].  
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Lin và cộng sự (2007) đã chứng minh protocatechuic acid gây ra 

apoptosis thông qua con đường JNK/p38 MAPK, con đường Fas/FasL được 

cảm ứng, tăng chuyển vị Bax và giảm Bcl-2 trên tế bào ung thư biểu mô dạ 

dày [107]. 

Chất (IC6), chất rắn vô định hình, màu trắng, tan trong aceton, hiện 

hình dưới đèn UV và không hiện hình khi nướng với thuốc thử 5% 

vanilin/ethanol. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CD3OCD3-d6), phổ 13C-NMR (125 

MHz, CD3OCD3-d6). Phổ 1H–NMR (acetone–d6) có 4 tính hiệu vùng thơm 

với δH 9,11 (1H, s, 2,3 Hz, H- 2), δH 8,7 (1H, dd, 4,8 và 1,7 Hz, H-6), δH 8,3 

(1H, dt, 7,95 và 2, 0, H-4), δH (1H, dd, 7, 95 và 4,81 Hz, H-5). Phổ 13C– NMR 

(Acetone–d6) xuất hiện 6 tín hiệu trong đó 1 tín hiệu carbon nhóm COOH với 

δC 167,6 và 5 tín hiệu carbon vòng thơm δC 149, 7 (C-2), δC 130,7 (C-3), δC 

135, 9 (C-3), δC 124,2 (C-4), δC 152,9 (C-5). Từ tất cả các phân tích trên và so 

sánh dữ liệu phổ 1H-NMR, 13C–NMR của hợp chất IC6 với tài liệu tham khảo 

hợp chất IC6 có công thức của hợp chất IC6 là 3-pyridinecarboxylic acid hay 

còn gọi là nicotinic acid (C6H5NO2) [108]. Nicotinic acid còn có tên khác là 

niacin, acid pyridin–3–cacboxylic, thuộc nhóm vitamin B ưa nước. Niacin là 

một thành phần của nicotinamid adenin dinucleotid (NAD). Nó là tiền chất 

cho rất nhiều hợp chất, các dẫn xuất của niacin đã được thương mại hóa, kháng 

khuẩn đến thuốc điều trị ung thư, sử dụng trong y sinh, sản xuất mỹ phẩm, 

thuốc trừ sâu và thuốc diệt cỏ trong ngành công nghiệp hóa chất nông nghiệp. 

Bằng phương pháp sắc ký và phương pháp cộng hưởng từ hạt nhân 

NMR, 6 hợp chất được thu nhận và xác định cấu trúc từ phân đoạn C của cao 

EA từ quả thể I. cicadae gồm: uracil (IC1), 1–О–ethyl–β–D–ribofuranose 

(IC2), ergosterol (IC3), p–hydroxybenzoic acid (IC4), protocatechuic acid 

(IC5) và nicotinic acid (IC6). Trong đó, hợp chất IC1, IC3 và IC6 đã được 

phân lập trước đó từ chủng nấm C. Cicadae (thể hữu tính của I. cicadae), 03 

hợp chất còn lại, lần đầu tiên được cô lập, tinh sạch và định danh từ I. cicadae. 

Các hợp chất uracil,1–О–ethyl–β–D–ribofuranose và ergosterol đều được 

chứng minh có hoạt tính sinh học quan trọng như: kháng oxy hóa, hỗ trợ miễn 
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dịch,…. Ergosterol là sterol có vai trò quan trọng trong màng tế bào đã được 

tìm thấy trong nhiều loại nấm và là tiền vitamin D2 ở người. 

Theo Zhu (2015), mười bốn hợp chất đã biết cũng được phân lập, bao 

gốm: uracil, uridin, 2'-deoxyuridin, 2'-deoxyinosin, guanosin, 2'-

deoxyguanosin, thymidin, adenosin, 2'-deoxyadenosin; acid amin tryptophan, 

phenylalanin, tyrosin, N-acetylnoradrenalin, 3 ', 4'-dihydroxyphenyl và N-

axetyl-2 '' - amino-etylen được phân lập từ C. cicadae [109]. 

Theo Jia-hui (2017), đã phân lập từ sợi nấm và bào tử C. cicadae nuôi 

cấy nhân tạo được các chất: ergosterol (1), ergosterol peroxid (2), 9,11-

dehydroergosterol peroxid (3), 3β, 5α, 9α-trihydroxy- (22E, 24R) -ergosta-

7,22-dien-6-one (4), 3β, 5α, 9α, 14α-tetrahydroxy- (22E, 24R) -ergosta-7,22-

dien-6-one (5), 5α, 6α-epoxy- (22E, 24R) -ergosta-8 (14), 22-diene-3β, 7α-

diol (6), 3β, 5α, 6β- (22E, 24R) -ergosta-7,22-dien-3,5,6-triol (7), 3β, 5α, 6α- 

6-metoxyergosta- (22E, 24R) -7,22-diene-3,5-diol (8), 4-hydroxy-17R-

metylincisterol (9), cùng với dẫn xuất resorcinol, 5-n-nonadecylresorcinol 

(10), một cyclodesipeptid, beauvericin (11), và một nucleosid, N6- (2-

hydroxyethyl) adenosin (12) [110].  

Cao PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 đã được phân lập và định danh 

05 chất: (CN1) ergone, (CN2) ergosterol peroxid, (CN3) cerevisterol, (CN4) 

melithasterol B, (CN5) ergosterol. Cao EA từ quả thể I. Cicadae F0004 đã phân lập 

và định danh được 06 đã được phân lập và định danh 06 chất: (IC1) uracil, (IC2) 1–

О–Ethyl–β–D–ribofuranose, (IC3) ergosterol, (IC4) p–hydroxybenzoic acid, (IC5) 

protocatechuic acid, (IC6) nicotinic acid. Trong đó, cả 02 loại cao PE từ sinh khối C. 

neovolkiana DL0004 và Cao EA từ quả thể I. Cicadae F0004 đều phân lập và định 

danh được hợp chất ergosterol, là một thành phần quan trọng của màng tế bào nấm. 
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3.5. Kết quả đánh giá hoạt tính gây độc tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T của 

các chất  

Bảng 3.3. Kết quả gây độc tế bào của một số hợp chất cô lập được từ C. 

neovolkiana DL0004 và I. cicadae F0004 nhân tạo tại nồng độ 100 µg/mL 

Cao chiết Tên hợp chất Tỷ lệ gây độc MCF-7 

(%) 

Tỷ lệ gây độc 

Jurkat T (%) 

EA  

I. cicadae 

F0004 QT 

p–hydroxybenzoic acid 6,93 ± 2,39  21,42 ± 5,13 

protocatechuic acid 5,78 ± 3,69  18,91 ± 3,35 

PE C. 

neovolkiana 

DL0004 SK 

ergone 92,08 ± 0,73 80,55±1,04 

cerevisterol 18,08 ± 6,32 17,29 ± 6,01 

ergosterol peroxid 73,83 ± 0,99 77,12 ± 2,19 

melithasterol B 40,58 ± 0,85 18,92 ± 3,22 

 

Đối với cao PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004, xác định IC50 gây độc 

hai dòng tế bào MCF-7 và Jurkat T với 02 chất ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one và 

ergosterol peroxid. Kết quả cho thấy cả ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one và 

ergosterol peroxid đều có khả năng ức chế hai dòng tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat 

T. Ergosterol peroxid có IC50 gây độc hai dòng tế bào MCF-7 và Jurkat T lần lượt là 

46,83 ± 3,92 và 40,52 ± 3,52µg/mL. Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one có IC50 gây 

độc hai dòng tế bào MCF-7 và Jurkat T lần lượt là 17,24 ± 1,31 và 39,30 ± 1,53 

µg/mL. Theo Lee và cộng sự (2005), ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one từ nấm Trư 

linh (Polyporus umbellatus) có hoạt tính ức chế các dòng tế bào ung thư lần lượt 

Hep3B (5,0 ± 0,41 (µg/mL) (12,7 µM)), HT-29 (7,2 ± 0,17 (µg/mL) (18,4 µM)), 

HeLa229 26,3 ± 0,93 (µg/mL) (67 µM) và AGS 22 ± 0,16 (µg/mL) (56,1 µM) [111]. 

Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one sẽ được chọn để nghiên cứu khả năng cảm ứng 

apoptosis ở dòng tế bào MCF-7 và Jurkat T. 
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Đối với cao EA từ quả thể I. cicadae F0004, p–hydroxybenzoic acid và 

protocatechuic acid có hoạt tính tương đồng nhau, trong đó, p–hydroxybenzoic acid 

hoạt tính có sự biến động mạnh. Protocatechuic acid là hợp chất phenolic acid thông 

dụng đã được phân lập nhiều trong thực phẩm và trái cây như gạo lứt (Oryza sativa 

L.), hành tây (Allium cepa L.), quả mận (Prunus domestica L.), nho (Vitis vinifera) 

hay các loại hạt như hạnh nhân (Prunus amygdalus). Protocatechuic acid cũng được 

tìm thấy trong các loại thảo dược như hoa hồi (Illicium verum), hương thảo 

(Rosmarinus officinalis L.) và đã được chứng minh có nhiều hoạt tính sinh học như 

kháng khuẩn, kháng virus, kháng viêm, bảo vệ gan, bảo vệ tế bào thần kinh và thận, 

đặc biệt là kháng tế bào ung thư [112]. Kết quả (bảng 3.3.) cho thấy, protocatechuic 

acid không có khả năng gây độc tế bào MCF-7 tại nồng độ 100 µg/mL. Kết quả này 

tương tự nghiên cứu của Yin và cộng sự (2009), khi xử lý với protocatechuic acid 48 

giờ với nồng độ từ 2-8 µM/L ảnh hưởng không đáng kể đến sự tăng sinh của tế bào 

MCF-7. Tuy nhiên có dấu hiệu cảm ứng apoptosis các tế bào MCF-7 thông qua biểu 

hiện tăng phân mảnh DNA, tăng hàm lượng caspase-3 [113]. Nghiên cứu của Owumi 

và cộng sự (2019) cho thấy, protocatechuic acid làm giảm rõ rệt sự gia tăng 

interleukin-1β, yếu tố hoại tử khối u alpha và hoạt tính caspase-3 và caspase-8 ở chuột 

cống. Kết quả nghiên cứu của Xie và cộng sự (2018) cho thấy, protocatechuic acid 

cũng ức chế sự tăng sinh các dòng tế bào ung thư buồng trứng OVCAR‐3, SKOV‐3 

và A2780 sau 72 giờ xử lý với IC50 lần lượt 10,7, 14,8, and 14,9 μM thông qua cơ 

chế apoptosis [75]. Protocatechuic acid cũng có khả năng gây độc tế bào ung thư biểu 

mô dạ dày AGS với IC50 khoảng 7.3 mM thông qua cơ chế apoptosis khi hoạt hóa tín 

hiệu con đường JNK/p38 MAPK [107]. Nghiên cứu của Tseng và cộng sự (2000) 

cũng cho thấy, protocatechuic acid gây cảm ứng apoptosis tế bào ung thư bạch cầu 

HL-60 tại nồng độ 0,75 mM sau 24 giờ xử lý [106]. Các nghiên cứu này cho thấy 

protocatechuic acid có khả năng gây độc tế bào ung thư khác nhau thông qua cơ chế 

cảm ứng apoptosis tại các nồng độ khác nhau. Do đó, để đánh giá khả năng cảm ứng 

apoptosis tế bào MCF-7 của protocatechuic acid ở nồng độ cao hơn, tôi tiến hành xác 

định IC50 của protocatechuic acid đối với tế bào MCF-7 và Jurkat T và đánh giá khả 

năng cảm ứng apoptosis của protocatechuic acid tại IC50.  
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Các hợp chất được tiến hành đánh giá hoạt tính gây độc tế bào ung thư MCF-

7 và Jurkat T tại nồng độ 100 µg/mL. Kết quả (bảng 3.3) cho thấy cả 2 hợp chất p–

hydroxybenzoic acid và protocatechuic acid đều cho hoạt tính thấp so với cao EA, 

điều này chứng tỏ 2 hợp chất này không phải thành phần quyết định hoạt tính gây độc 

tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T trong cao EA. Các hợp chất quyết định hoạt tính 

chưa phân lập được có thể do hàm lượng thấp. Kết quả giá trị IC50 gây độc tế bào 

MCF-7 và Jurkat T của protocatechuic acid lần lượt là là 920,1 µg/mL (5,97 mM) và 

485,48 µg/mL (3,15 mM). Kết quả có sự tương đồng với nghiên cứu trước của Wang 

và cộng sự (2018), p–hydroxybenzoic không gây độc tế bào MCF-7 với nồng độ từ 

0-20 µM. Tuy nhiên, nghiên cứu này cũng cho thấy khi sử dụng kết hợp p–

hydroxybenzoic với adriamycin tăng hiệu của adriamycin với các tế bào ung thu 

MCF-7 kháng adriamycin [103]. p–hydroxybenzoic là dẫn xuất của benzoic acid, 

được tìm thấy trên nhiều loại thực vật như lúa mạch, dâu tây, nho đen, đào, cà rốt, 

hành tây, hạt ca cao, việt quất…[113]. p–hydroxybenzoic cũng được chứng minh có 

hoạt tính kháng oxy hóa, kháng vi sinh vật, kháng nấm…[114]. Do đó, dù không thể 

hiện hoạt tính gây độc tế bào ung thư MCF-7 nhưng p–hydroxybenzoic là thành phần 

có nhiều hoạt tính sinh học giá trị trong quả thể nấm I. cicadae F0004. 

Để tiến hành các bước tiếp theo, cần nhìn tổng quát dựa trên các tiêu chí: cao 

chiết được coi là có hoạt tính gây độc tế bào cao đối với tế bào in vitro với IC50  20 

μg/mL (được xem là cao chiết có hoạt tính cao và có tiềm năng làm nguyên liệu chế 

tạo thuốc kháng ung thư); IC50 = 21 - 200 µg/ml (hoạt độ trung bình), IC50 = 201 - 

500 µg/ml (hoạt độ yếu), và IC50 > 501 µg/ml (không có hoạt tính) theo tiêu chuẩn 

của Viện ung thư quốc gia Hoa Kỳ (NCI)) [70]. Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one 

(ergone) có IC50 gây độc hai dòng tế bào MCF-7 và Jurkat T lần lượt là 17,24 ± 1,31 

và 39,30 ± 1,53 µg/mL được chọn để tiếp tục khảo sát đặc tính và khả năng cảm ứng 

apoptosis trên hai dòng tế bào ung thư tế bào MCF-7 và Jurkat T. 

3.6. Kết quả khả năng cảm ứng apoptosis tế bào ung thư MCF-7 và Jurkat T 

của ergone 

Apoptosis là sự chết theo chu trình của tế bào, nhằm đáp ứng các tín hiệu phát 

triển hoặc loại bỏ của tế bào, giúp đảm bảo kích thước và hình dạng của các mô, cơ 

quan và loại bỏ các tế bào bị hư hỏng hoặc bị nhiễm bệnh mà không gây viêm nhiễm, 
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ảnh hưởng tới mô và cơ quan khác trong cơ thể. Việc cảm ứng quá trình apoptosis 

của tế bào ung thư là một giải pháp tiềm năng để điều trị bệnh ung thư.  

3.6.1. Hình thái tế bào MCF-7 và Jurkat T sau khi nhuộm với AO/EB 

 

Hình 3.16. Hình thái tế bào MCF-7 và Jurkat khi xử lý với ergone 

A: Tế bào MCF-7 đối chứng  B: Tế ào MCF-7 xử lý ergone 

C: tế bào Jurkat đối chứng  D: Tế bào Jurkat xử lý ergone 

: Tế bào nhân cô đặc : Tế bào có nhân bị phân mảnh 

Hình thái tế bào ung thư Jurkat T và MCF-7 được xử lý với chất ergone 

đối chứng thể hiện ở hình 3.16. Kết quả cho thấy ở lô tế bào ung thư Jurkat T 

xử lý với chất ergone, nhân tế bào bắt đầu co lại, nhiễm sắc chất cô đặc với 

màu xanh sáng đặc trưng của tế bào ở giai đoạn apoptosis sớm. Nhiều tế bào 

có màu vàng cam do màng tế bào bị tổn thương, xuất hiện hiện tượng nhân 

phân mảnh và các thể apoptosis có thể quan sát rõ chứng tỏ tế bào đã vào giai 

đoạn apoptosis muộn. Bên cạnh đó có những tế bào màu cam đậm, nhân không 

phân mảnh chứng tỏ tế bào có bị hoại tử. Còn ở mẫu tế bào đối chứng, tế bào 
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có hình thái bình thường, bắt thuốc nhuộm màu xanh trải đều, nhân to thể hiện 

không cảm ứng apoptosis. Ở lô tế bào ung thư MCF-7 xử lý với chất ergone, 

có hiện tượng apoptosis sớm (nhiễm sắc chất cô đặc, tế bào có màu xanh sáng) 

và hiện tượng apoptosis muộn (tế bào có màu vàng cam, xuất hiện hiện tượng 

nhân phân mảnh và các thể apoptosis). Còn ở mẫu tế bào đối chứng, tế bào có 

hình thái bình thường, thuốc nhuộm màu xanh trải đều, nhân to không cảm 

ứng apoptosis. 

3.6.2. Phân tích Chu kỳ tế bào bằng phương pháp flow cytomeretry 

 

Hình 3.17. Tỷ lệ tế bào MCF-7 tại các pha của Chu kỳ tế bào  

sau xử lý ergone từ cao PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 

Đối với dòng tế bào MCF-7, hình 3.17 cho thấy, sau 24 giờ xử lý, quần thể 

tế bào MCF-7 chủ yếu ở pha sub-G0 (44,02 ± 2,00%). Bên cạnh đó, các pha 
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G0/G1 pha S và pha G2/M đều giảm lần lượt 28,91 ± 0,82%, 7,43 ± 0,31% và 

7,67 ± 3,13%. Quần thể tế bào MCF-7 ở 48 giờ ghi nhận tỷ lệ tế bào ở pha sub-

G0 tăng 33,75 ± 4,87%, điều này chứng tỏ ergone có khả năng gây apoptosis tế 

bào MCF-7 ở thời điểm 24 giờ và 48 giờ không tăng theo thời gian. 

Đối với tế bào Jurakat T, Kết quả phân tích bằng flow cytometry cho thấy 

quần thể tế bào ung thư Jurkat T khi xử lý với ergone, tỷ lệ tế bào pha sub-G0 

sau 24 giờ xử lý tăng 63,28 ± 1,12% so với đối chứng. Trong khi đó, các pha 

G0/G1, pha S và pha G2/M đều giảm tương ứng 31,32 ± 0,49%, 12,01 ± 4,21% 

và 19,94 ± 2,60%. Sau quá trình dừng phân bào, tế bào đã khởi phát con đường 

apoptosis, DNA bị phân cắt đặc hiệu, làm tỷ lệ tế bào ở sub-G0 tăng mạnh, tỷ lệ 

tế bào ở pha G0/G1 giảm. Kết hợp với kết quả phân tích kiểu hình bằng phương 

pháp nhuộm kép AO/EB và kết quả định lượng tế bào apoptosis bằng thuốc 

nhuộm Annexin V/PI cho thấy chất ergone có khả năng cảm ứng kháng phân 

bào trên dòng tế bào ung thư Jurkat T bằng cách bắt giữ Chu kỳ tế bào ở pha G1, 

tại điểm G0/G1 và hệ quả là cảm ứng apoptosis. 

Wang và cộng sự (2020) đã chiết xuất ergosta-4, 6, 8(14), 22-tetraen-3-

one (ergone) từ Leucocalocybe mongolica từ cao chiết PE (cao chiết phân đoạn 

từ cao Et) và khảo sát khả năng cảm ứng apoptosis trên dòng tế bào HepG2, 

MCF-7, HeLa, A549 và chuột mang khối u H22. Kết quả cho thấy ergone có 

khả năng cảm ứng apoptosis (32,68 ± 1,65%) trên dòng tế bào HepG2 và ức 

chế hình thành mạch máu đối với chuột mang khối u tế bào H22 bằng cách 

cảm ứng tăng IL-2, IL-6, IFN-γ, TNF-α và làm giảm VEGF trong máu phụ 

thuộc vào liều lượng so với nhóm đối chứng [115]. Fernando và cộng sự 

(2016), đã chiết tách được ergosta-4, 6, 8(14), 22-tetraen-3-one từ cao chiết 

MeOH từ Fulviformes fastuosus thu nhận tại Sri Lanka và khảo sát hoạt tính 

gây độc tế bào và phân tích kiểu hình tế bào apoptosis bằng phương pháp 

nhuộm kép AO/EB trên 3 dòng tế bào HepG2, Muscle rhabdomyosarcoma 

(RD) và Rat Wistar. Ở nồng độ 5 mM, hiện tượng chủ yếu xảy ra là nhiễm sắc 

chất ngưng tụ, hạt nhân bị phân mảnh, xuất hiện các thể apoptosis và số lượng 

tế bào apoptosis tăng dần theo liều [116]. Như vậy ergone có tiềm năng gây 

kháng phân bào bằng cách cảm ứng apoptosis ở nhiều dòng tế bào ung thư 
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khác nhau. Ở các dòng tế bào ung thư khác nhau, apoptosis được cảm ứng qua 

các cơ chế khác nhau. 

 

Hình 3.18. Tỷ lệ tế bào Jurkat T tại các pha của Chu kỳ tế bào  

sau xử lý ergone từ cao PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 

3.6.3. Định lượng tế bào bị cảm ứng apoptosis bằng phương pháp nhuộm 

Annexin V/PI 

Dựa vào kết quả hình 3.19 cho thấy, sau 24 giờ xử lý với ergone, tỷ lệ 

tế bào ung thư MCF-7 cảm ứng apoptosis sớm và apoptosis muộn không đáng 

kể. Sau 48 giờ xử lý, phần trăm tế bào chết tăng mạnh, đạt 83,25 ± 2,29%. Tỷ 

lệ tế bào cảm ứng apoptosis sớm và apoptosis muộn không có sự khác biệt 
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đáng kể. Từ kết quả trên nhận thấy, ergone có khả năng cảm ứng apoptosis đối 

với dòng tế bào ung thư MCF-7 ở nồng độ IC50  (17,24 µg/mL).  

 

Hình 3.19. Tỷ lệ tế bào MCF-7 cảm ứng apoptosis bởi ergone  

từ cao PE của sinh khối C. neovolkiana DL0004 

Đối với tế bào Jurkat T, để định lượng tế bào apoptosis, quần thể tế bào 

ung thư Jurkat T được nhuộm Annexin V/PI và phân tích bằng flow cytometry 

ở mốc thời gian là 24 giờ. Dựa vào kết quả hình 3.20 cho thấy, 24 giờ sau khi 

xử lý tế bào với ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one, tỷ lệ tế bào ở giai đoạn 

apoptosis muộn tăng 68,62 ± 3,87% so với đối chứng; tỷ lệ tế bào ở giai đoạn 

apoptosis sớm không đáng kể. Tỷ lệ tế bào sống giảm 65,47 ± 3,98%. Từ kết 
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quả trên nhận thấy, ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one có khả năng cảm ứng 

apoptosis mạnh ở dòng tế bào ung thư Jurkat T ở nồng độ IC50 (39,30 µg/mL). 

 

Hình 3.20. Tỷ lệ tế bào Jurkat T cảm ứng apoptosis bởi ergone  

từ cao PE của sinh khối C. neovolkiana DL0004 

Zhao và cộng sự (2011) đã chứng minh Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-

one chiết xuất từ Polyporus umbellatus có khả năng bắt giữ chu kỳ tế bào tại 

pha G2/M bằng cách cảm ứng apoptosis tên dòng tế bào HepG2 phụ thuộc 

caspase. Giá trị IC50 thu được bằng phương pháp MTT lần lượt ở các mốc thời 

gian 6 giờ, 12 giờ và 24 giờ là 15,6 ± 2,30; 11,8 ± 2,9 và 10,0 ± 2,4 μg/mL. 
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Sau khi xử lý với ergone, nhiễm sắc chất ngưng tụ, hạt nhân bị phân mảnh và 

phosphatidylserin được biểu hiện trên màng [88]. 

Từ những kết quả thu nhận được có thể khẳng định hợp chất ergone được 

cô lập từ cao EA từ quả thể chủng nấm C. neovolkiana DL0004 phân lập và 

nuôi cấy nhân tạo tại Việt Nam có khả năng kháng phân bào và cảm ứng 

apoptosis đối với hai dòng tế bào ung thư Jurkat T và MCF-7 bằng cách dừng 

chu kỳ tế bào tại pha G0/G1. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

Kết luận 

Xác định được 03 loại cao chiết có hoạt tính gây độc tế bào cao, bao gồm: 

cao EA từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 ức chế tế bào MCF-7 và Jurkat T tương 

ứng các giá trị IC50 lần lượt là 78,13 ± 3,27 và 35,68 ± 0,29 µg/mL; cao PE từ sinh 

khối C. neovolkiana DL0004 ức chế tế bào MCF-7 và Jurkat T tương ứng các giá trị 

IC50 lần lượt là 26,94 ± 1,62 và 15,50 ± 0,19 µg/mL; cao EA từ quả thể I. cicadae 

F0004 ức chế tế bào MCF-7 và Jurkat T tương ứng các giá trị IC50 lần lượt là 17,15 

± 1,68 µg/mL và 10,37 ± 0,61 μg/mL; 

Cao chiết PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 và cao chiết EA từ quả thể 

I. cicadae F0004 có khả năng cảm ứng apoptosis hai dòng tế bào ung thư MCF-7 và 

Jurkat T; 

Đã cô lập và định danh được 11 hợp chất từ 02 cao có hoạt tính kháng phân 

bào cao, bao gồm: 05 hợp chất từ cao PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 

(ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one, ergosterol peroxid, cerevisterol, melithasterol B 

và ergosterol) và 06 hợp chất từ cao EA từ quả thể của I. cicadae F0004 (uracil; 1–

О–ethyl–β–D–ribofuranose; ergosterol; p–hydroxybenzoic acid; protocatechuic acid 

và nicotinic acid). Trong đó, 1–О–Ethyl–β–D–ribofuranose; p–hydroxybenzoic acid 

và protocatechuic acid là 03 chất lần đầu tiên được công bố trên đối tượng I. cicadae.  

Ergone từ cao PE của sinh khối C. neovolkiana DL004 có tiềm năng kháng 

phân bào cao và có khả năng cảm ứng apoptosis hai dòng tế bào ung thư MCF-7 và 

Jurkat T. 
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Kiến nghị 

Khảo sát hoạt tính kháng phân bào của các cao chiết từ sinh khối và từ quả thể 

02 chủng nấm trên các dòng tế bào ung thư khác. 

Cô lập và định danh thêm các hợp chất từ các cao phân đoạn. 

Nghiên cứu xác định cơ chế kháng phân bào trên tế bào, gen và biểu hiện 

protein của cao chiết và hợp chất thể hiện hoạt tính kháng phân bào tiềm năng trên 

các dòng tế bào ung thư. 

Thử nghiệm khả năng ức chế ung thư của các cao chiết và hợp chất trên mô 

hình động vật. 

Nghiên cứu đánh giá độc tính của các hợp chất tiềm năng trên dòng tế 

bào thường, nghiên cứu đánh giá độc tính cấp trên chuột trước khi có nghiên 

cứu sâu hơn hoặc mở rộng đối tượng dòng tê bào ung thư khác. 
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PHỤ LỤC 

Phụ lục 1: Quy trình nhân nuôi Cordyceps thu sinh khối và quả thể 

Sơ đồ Quy trình nhân nuôi Cordyceps thu sinh khối và quả thể: 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chủng nấm C. neovolkian DL0004 và I. cicadae F0004 được tiến hành nhân nuôi: 

tạo giống cấp 1 từ ông giống gốc → tạo giống cấp 2 từ đĩa petri giống cấp 1 → nuôi 

các môi trường và điều kiện khác nhau tạo hệ sợi (môi trường lỏng bề mặt) hoặc nuôi 

tạo quả thể (môi trường bán rắn).  

Giống cấp 1: Được nuôi bằng môi trường PGA trên đĩa petri sau khi hấp khử 

trùng 15 phút ở 121oC. Giống được ủ ở 20 ± 2ºC trong 15 ngày, khi tơ nấm lan đều 

bề mặt thạch và không bị nhiễm sẽ tiến hành cấy giống cấp 2.  

Giống cấp 2: Được nuôi bằng môi trường PG trong chai thủy tinh 250 ml sau 

khi hấp khử trùng 121ºC, 20 phút. Giống được ủ ở 20 ± 2°C trong 7 ngày, tơ lan đều 

môi trường dịch và không bị vón cục. Giống cấp 2 sẽ được dùng để nuôi sinh khối và 

quả thể. 

Ống giống gốc 

Giống cấp 1 

Giống cấp 2 

Nuôi lỏng bề mặt  

tạo hệ sợi 
Nuôi môi trường 

bán rắn tạo quả thể 

Thu quả thể Thu sinh khối 

38 ngày 45 ngày 



 

 

 

Quy trình nhân nuôi thu sinh khối: Giống cấp 2 của chủng C. neovolkiana 

DL0004 và I. cicadae F0004 sau khi 7 ngày nuôi sẽ tiến hành chuyển sang nuôi trên 

môi trường lỏng, thành phần gồm: dịch nấu khoai tây (200 g/L); đường saccharose 

(50 g/L); peptone (6 g/L); cao nấm men (4 g/L); KH2PO4 (0,5 g/L); MgSO4 (0,2 g/L); 

nước cất đủ 1 lít. Môi trường được cho vào hộp nhựa PP có nắp đậy trắng trong L621 

với kích thước đường kính đáy 80 mm, đường kính miệng hộp 120 mm, thể tích 700 

ml, hấp khử trùng ở 1210C, áp suất 1,5 atm, 30 phút, sau đó để nguội, cấy giống và 

phân phối vào hệ thống nuôi. Giữ nhiệt độ khoảng 18 - 220C độ ẩm không khí 80- 

85%, theo dõi sự lan tơ 2 lần/ tuần. Sinh khối nấm có thể thu hoạch sau 38 - 42 ngày. 

Tiến hành thu sinh khối nổi trên bề mặt và dịch nuôi cấy phía dưới. Dịch nuôi cấy 

tiếp tục cô quay để thu cao EPS. Hệ sinh khối nổi trên bề mặt được thu hoạch và sấy 

khô, chiết các cao phân đoạn khác nhau và cô lập thu các hợp chất. 

Quy trình nhân nuôi thu quả thể: Quả thể nấm C. neovolkiana DL0004 và I. 

cicadae F0004 được nuôi trên môi trường bán rắn thành phần gồm: gạo (28,5 g/hộp); 

kê (9,5g/hộp); nhộng tằm (2 g/hộp); glucose (40 g/L); peptone (5 g/L); KH2PO4 

(1,5 g/L); MgSO4 (1,5 g/L). Môi trường được hấp khử trùng sau đó cấy giống cấp 

2 khoảng 5-7 ml. Môi trường nuôi được phân phối vào các hộp nhựa PP có nắp đậy 

trắng trong L621 với kích thước đường kính đáy 80 mm, đường kính miệng hộp 120 

mm, thể tích 700 ml, độ ẩm cơ chất 62 – 65%, hấp khử trùng ở 1210C, áp suất 1,5 

atm, 30 phút, sau đó để nguội, cấy giống và ủ tối trong 15 ngày tạo điều kiện phát 

triển hệ sợi nấm. Khi hệ sợi đã phát triển, các hộp nấm được chuyển lên kệ nuôi 05 

tầng, mỗi tầng cách nhau 45 cm, chiều rộng kệ 60 cm, cường độ ánh sáng 300 – 400 

lux, độ ẩm không khí 80 – 85%. Kiểm tra tính trạng hệ thống nuôi 2 lần/ ngày. Sau 

45 ngày, quan sát quả thể và có thể thu hoạch. Quả thể thu hoạch và sấy khô sử dụng 

chiết cao, cao phân đoạn và phân lập, định danh các chất. 

 

 

 

 

 



 

 

 

Hình phân lập định danh chủng C. neovolkiana DL0004 

 

 

Hình thái giải phẫu mẫu nấm C. neovolkiana DL0004. 

a. thể bó ngoài tự nhiên; b. thể chén; c. thể túi; d. bào tử túi;  

e. khuẩn lạc phát triển trên môi trường PGA; f. thể bình 

 

Hình Thu nhận chủng I. cicadae F0004 

 



 

 

 

Hình giống gốc I. cicadae F0004 

 

 

 

Hình giống cấp 1 chủng I. cicadae F0004 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Hình giống cấp 2 chủng I. cicadae F0004 



 

 

 

  

 

Hình nuôi chủng I. cicadae F0004 thu sinh khối 

 



 

 

 

 

 

 

Hình nuôi chủng I. cicadae F0004 thu quả thể 

 

 



 

 

 

 

 

Kệ nuôi cấy thu quả thể Cordyceps 

 

 



 

 

 

 

 

 

Kệ nuôi cấy thu quả thể Cordyceps 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Phụ lục 2: Các mô hình thử nghiệm kháng ung thư hiện nay 

Có nhiều phương pháp sàng lọc tiền lâm sàng khác nhau cho các chất có hoạt 

tính kháng ung thư hiện nay như các dòng tế bào ung thư người in vitro (in vitro 

human cancer cell lines), mô hình cấy ghép khối u in vivo (in vivo tumor xenograff 

model), hoặc mô hình chuột biến đổi gen (genetically engineered mouse model). Việc 

sử dụng các phương pháp sàng lọc tiền lâm sàng một cách thận trọng có hiệu quả với 

các chất kháng ung thư tiềm năng có thể giúp làm giảm tỷ lệ thất bại trong giai đoạn 

thử nghiệm lâm sàng. 

Phương pháp sàng lọc in vitro 

Việc sàng lọc quy mô lớn sử dụng các hệ thống động vật như đã thực hiện 

trong quá khứ là rất phi đạo đức, mà hiện nay chúng được quy định chặt chẽ trên thế 

giới. Ủy ban vì mục đích kiểm soát và giám sát các thí nghiệm trên động vật ở Ấn Độ 

quy định việc sàng lọc sử dụng động vật và đã nhấn mạnh 4 tôn chỉ 4Rs: thay thế 

(Replacement), giảm (Reduction), cải tiến (Refinement) và phục hồi (Rehabilitation) 

động vật sử dụng trong thử nghiệm. Do vậy, đánh giá in vivo của các thuốc kháng 

ung thư thường phải phải có những thử nghiệm trước đó như trên tế bào in vitro hoặc 

trên các thử nghiệm dựa trên mục tiêu (Target-based high-throughput assays). 

Tiền sàng lọc các dòng tế bào 

 Sàng lọc dựa trên tế bào trong nghiên cứu ung thư bao gồm các dòng tế bào 

ung thư người cố định; về mặt quản lý, hệ thống thử nghiệm phù hợp nhất vì đặc tính 

tự nhiên bất tử và phát triển sinh sản nhiều. Một bảng danh sách gồm 60 dòng tế bào 

ung thư người khác nhau từ 9 loại ung thư khác nhau (ung thư bạch cầu, ung thư phổi 

tế bào không nhỏ, ung thư ruột kết, ung thư não, ung thư ác tính liên quan đến 

melanin, ung thư buồng trứng, ung thư thận, ung thư tuyến tiền liệt và ung thư vú) 

thiết lập bởi sàng lọc cơ bản in vitro NCI (National Cancer Institute). Ở đó, các hợp 

chất được thử nghiệm ở nhiều nồng độ khác nhau để xác định sự liên quan đến sự ức 

chế phát triển và gây độc tế bào chống lại các dòng tế bào ung thư này. Sàng lọc được 

thiết kế và thực hiện theo nhiều cách, cho mỗi một hợp chất thử nghiệm, tính phức 

tạp của liều đáp ứng cho mỗi dòng tế bào tạo ra một đặc tính điển hình hay 

“fingerprint”- dấu vân tay của đáp ứng tế bào có thể được khai thác trong thuật toán 



 

 

 

nhận diện mô hình (Pattern Recognition Algorithms). Thuận toán này có thể giúp giả 

định các cơ chế hoạt động của một chất thử nghiệm hoặc có thể giúp quyết định liệu 

mô hình đáp ứng là duy nhất (mới) hay là song song trùng khớp với đáp ứng của một 

chất chuẩn bất kỳ nào đó gây ra trong cơ sở dữ liệu. 

Vào năm 1995, để loại bỏ các chất không hoạt tính và tìm ra các chất tiềm 

năng từ một hỗn hợp chất ban đầu, NCI áp dụng một thử nghiệm tiền sàng lọc in vitro 

nó bao gồm các dòng ung thư vú MCF-7, ung thư phổi H460, và ung thư não SF268. 

Tiền sàng lọc này được sử dụng để kiểm tra sự hiện diện của tính chất gây độc của 1 

thuốc ở nồng độ 10-4 M và có thể loại bỏ các phân đoạn lớn không hoạt tính nhưng 

vẫn giữ các chất có hoạt tính đối với thử nghiệm đa liều cho 60 dòng tế bào. Hiệu quả 

sàng lọc 60 dòng tế bào được tăng lên với sự thất thoát giới hạn thông tin các chất 

khoảng 50% có thể được loại bỏ mà không làm giảm đáng kể khả năng nhận biết các 

chất kháng ung thư. Nghiên cứu về ung thư đang tăng lên, nhu cầu tìm những mô 

hình để nghiên cứu cũng phát triển theo. Trong đó, có mô hình được sử dụng đề sàng 

lọc ban đầu là các dòng tế bào mà tiêu biểu là hai tế bào Jurkat và tế bào ung thư vú 

MCF-7. MCF-7 là một trong các dòng tế bào ung thư vú được con người nghiên cứu 

nhiều nhất trên thế giới. Chúng được thu nhận từ một người phụ nữ bị ung thư vú di 

căn và tràn dịch màng phổi. Sau khi phân lập và nuôi cấy tạo dòng tế bào liên tục tạo 

ra dòng tế bào MCF-7 sau đó nó ngày càng phổ biến và được ứng dụng nhiều trong 

nghiên cứu kháng phân bào. MCF-7 có nhiều thuận lợi trong nghiên cứu các thụ thể 

estrogen (ER) alpha. MCF-7 là một trong số ít tế bào biểu hiện ER, thụ thể có mặt 

trong hầu hết các loại ung thư vú trên người. Bình thường để duy trì sự biểu hiện của 

thụ thể estrogen alpha trong môi trường nuôi cấy là khá khó khăn. Tuy nhiên các thụ 

thể dương tính ER trong MCF-7 chủ yếu là do ngẫu nhiên, không sử dụng các kĩ thuật 

di truyền. MCF-7 là mô hình để nghiên cứu phát triển của các kháng thể của ER trong 

các liệu pháp hormone trên các bệnh nhân ung thư vú. Do đó, tế bào MCF-7 được 

xem như mô hình nghiên cứu estrogen trong cả in vitro và in vivo. Cơ chế chính xác 

mà estrogen kích thích tế bào MCF-7 phát triển vẫn đang được nghiên cứu. MCF-7 

đang được sử dụng như mô hình để nghiên cứu sự kháng các loại thuốc điều trị ung 

thư như hormone hay tamoxifen. Hiện nay, đây vẫn là dòng tế bào được nghiên cứu 

với nhiều bài báo khoa học chỉ sau tế bào HeLa, đóng vai trò quan trọng trong các 

nghiên cứu điều trị ung thư. Dòng tế bào MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) là 



 

 

 

dòng tế bào ung thư vú được phân lập đầu tiên năm 1970 từ một bệnh nhân nữ 69 

tuổi mắc bệnh ung thư vú, đã di căn lên ngực và tràn dịch màng phổi. Dòng tế bào 

ung thư MCF-7 được sử dụng phổ biến trong các nghiên cứu về ung thư chỉ sau tế 

bào HeLa, có độ chính xác cao trong các thí nghiện in vitro. Tế bào MCF-7 không có 

tính đồng đều về bộ gen, do đó các kết quả nghiên cứu có thể khác nhau trên các biến 

thể khác nhau. Trong đề tài này, dòng tế bào ung thư MCF-7 (ATCC-HTB-22) sử 

dụng được cung cấp bởi tổ chức American Type Culture Collection (ATCC) Hoa Kỳ 

và lưu giữ tại phòng thí nghiệm Sinh học phân tử, bộ môn Di truyền, Trường Đại học 

Khoa học Tự nhiên - Đại học Quốc gia Thành Phố Hồ Chí Minh. Tế bào T là tế bào 

quan trọng để hiểu rõ về miễn dịch. Trong đó, có các con đường tín hiệu của T cell 

receptors (TCR) và các dòng tế bào T biến đổi. Một trong những mô hình được nghiên 

cứu là dòng tế bào Jurkat leukaemic T-cell line. Tế bào Jurkat T là một trong các dòng 

tế bào bạch cầu thu được từ các nghiên cứu tầm soát ở trung tâm nghiên cứu ung thư 

Fred Hutchinson, Hoa Kỳ. Chúng có khả năng tạo interleukin-2 (IL2) sau khi được 

xử lý bởi phytohaemagglutinin (PHA). Tuy nhiên dòng tế bào này có thể bị nhiễm 

mycoplasma nặng. Trong quá trình nuôi chọn lọc sẽ tìm ra các dòng có thể chống lại 

sự xâm nhiễm. Kết quả đã tạo được dòng tế bào Jurkat E6-1 được xem như tiêu chuẩn 

trong các dòng tế bào T miễn dịch nuôi cấy. Tế bào Jurkat thường được sử dụng làm 

mô hình nghiên cứu các con đường tín hiệu trên tế bào T. Dòng tế bào ung thư 

Jurkat T được sử dụng trong đề tài là dòng tế bào ung thư Jurkat, Clone E6–1 

(ATCC® TIB–152™), từ ATCC, bảo quản và nuôi cấy tại phòng thí nghiệm 

Sinh học Phân tử, Bộ môn Di truyền, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên - Đại 

học Quốc gia Thành Phố Hồ Chí Minh. 

Xác định sự phát triển tế bào 

Sự phát triển tế bào có thể được xác định bởi các phương pháp được chấp nhận 

khác nhau mà sử dụng sự ngăn chặn các thuốc nhuộm nhất định bởi màng tế bào 

sống. Lựa chọn một phương pháp cụ thể phụ thuộc vào các yếu tố như số lượng tế 

bào tối thiểu yêu cầu, độ nhạy, tốc độ, và dễ dàng thực hiện. Các phương pháp thích 

hợp khác nhau cho nghiên cứu gây độc tế bào là thử nghiệm MTT (3-(4,5-

dimethylthizol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazodium), thử nghiệm SRB (sulforhodamin B), 

thử nghiệm PI (propidium iodid), và thử nghiệm luciferase (luciferase assay). 



 

 

 

Thử nghiệm MTT 

Đây là phương pháp sử dụng sớm nhất trong tất cả các phương pháp được phát 

triển bởi Mosmann 1983, ở đó một muối tetrazolium không màu được chuyển hóa 

thành chất formazan không tan có màu tỷ lệ với các tế bào sống. Formazan có thể 

được hòa tan trong dimethyl sulfoxid (DMSO) hoặc acidic isopropanol và được định 

lượng bằng quang phổ. Muối tetrazolium là một chất nhận electron, nó bị khử thành 

formazan có màu bằng cách nhận electron từ NADH, NADPH và các chất oxy hóa 

khác hoặc các coenzyme thích hợp. Sự khử MTT xảy ra ở nhiều địa điểm tế bào bao 

gồm ty thể. Thử nghiệm MTT đơn giản, nhanh và thuận tiện, nhưng điểm bất lợi của 

phương pháp này là bị ảnh hưởng bởi các yếu tố khác như nồng độ D-glucose trong 

môi trường nuôi cấy ở thời điểm đánh giá quang phổ. Hơn nữa, động học sản xuất 

formazan khác nhau ở từng tế bào cụ thể và sự định lượng tính gây độc của thuốc bị 

ảnh hưởng bởi khoảng thời gian phơi nhiễm với MTT. Do vậy, nó cần chuẩn hóa các 

điều kiện thử nghiệm cho từng dòng tế bào cũng như giảm thiểu ảnh hưởng của chúng 

lên kết quả thử nghiệm. Điều đó bao gồm tối ưu hóa mật độ nuôi cấy tế bào và thời 

gian thử nghiệm theo cách như vậy nó sẽ không gây ra sự cạn kiệt nguồn dinh dưỡng 

trong môi trường, và nồng độ cũng như thời gian phơi nhiễm MTT cũng nên được 

chuẩn hóa. 

Thử nghiệm Sulforhodamin B (SRB) 

  Phương pháp SRB là một phương pháp nhanh, nhạy và không tốn kém, sử 

dụng một thuốc nhuộm anion màu hồng sáng, nó liên kết tĩnh điện với các acid amin 

cơ bản của các tế bào bị xử lý với acid tricloroacetic. Chất nhuộm liên kết protein 

được chiết xuất với Tris base (tris (hydroxymethyl) aminomethane), sau đó rửa sạch 

các thuốc nhuộm không liên kết, và do đó, hàm lượng protein có thể được định lượng 

gián tiếp bằng quang phổ. Phương pháp này thích hợp cho một phòng thí nghiệm 

thông thường cũng như cho một sàng lọc các thuốc kháng ung thư quy mô lớn. Ưu 

điểm của xét nghiệm SRB là phản ứng bền, không quan trọng thời gian (ổn định) và 

có thể so sánh với các phương pháp huỳnh quang khác. Mặc dù phương pháp tốn 

nhiều công này (một số bước rửa) mang lại lợi ích thiết thực cho việc kiểm tra các 

loại thuốc chống ung thư, nhưng kết quả thu được bằng xét nghiệm SRB không khác 

biệt nhiều so với các kết quả thu được bằng xét nghiệm MTT. 



 

 

 

Thử nghiệm Propidium Iodid (PI) 

Ethidium bromid và PI là hai loại thuốc nhuộm huỳnh quang dạng cation, 

chúng đi qua các màng tế bào chết và gắn vào DNA. Sự gắn này làm tăng sự hấp thu 

huỳnh quang (PI mạnh mẽ hơn); do đó, huỳnh quang chỉ được thấy ở nhân các tế bào 

chết. Các thuốc nhuộm này ổn định sau khi hấp thụ, và khả năng tồn tại có thể được 

xác định ngay cả sau vài ngày và do đó chính xác hơn và đáng tin cậy hơn. Các tế 

bào được ủ với PI, và số lượng các tế bào chết được đánh giá bằng phát hiện huỳnh 

quang sau đó (đo lần 1). Đo lần 2 sẽ được thực hiện sau khi ủ băng các tế bào trong 

24 giờ ở -20°C. Sau đó, PI sẽ gắn được vào DNA của tất cả các tế bào và sự khác biệt 

trong hai phép đo sẽ cho số lượng các tế bào sống. Thử nghiệm này đơn giản, nhanh 

chóng mà không trải qua bước rửa và chỉ có 150-500 tế bào trên mỗi giếng là đủ để 

thử nghiệm thuốc. Một điểm hạn chế của thử nghiệm này là PI cũng liên kết với ARN 

kép có thể có trong tế bào chất, nhưng điều này có thể được khắc phục bằng cách sử 

dụng enzym RNAase trong quá trình khảo nghiệm. 

Thử nghiệm Luciferase 

Adenosin triphosphate nucleotid (ATP) là chất cung cấp năng lượng tự do cần 

thiết cho tất cả các tế bào để duy trì sự sống và thực hiện các chức năng chuyên biệt 

và hàm lượng ATP tế bào chất giảm trong trường hợp bị thương hoặc giảm oxy trong 

máu. Do đó, bằng cách đo lượng ATP, người ta có thể xác định được trạng thái sống 

của tế bào. Sau khi phá tế bào, ATP tế bào được giải phóng để phản ứng với luciferin 

và luciferase và kết quả là tạo ra sự phát quang hóa học lượng tử cao. Cường độ của 

ánh sáng phát ra tương quan tuyến tính với nồng độ ATP với các điều kiện tối ưu. 

Thử nghiệm Luciferase cho thấy sự nhạy và khả năng lặp lại tốt hơn trong nhiều ngày 

khi so sánh với khảo nghiệm MTT và có thể phát hiện tế bào sống đến 2000 tế 

bào/giếng, trong khi xét nghiệm MTT, tối thiểu 25000 tế bào/giếng. Hạn chế của 

phương pháp này là làm nguội mẫu có thể ảnh hưởng đến sự phát hiện của độ phát 

quang. 

Các phương pháp khác để xác định khả năng sống của tế bào vẫn có, nhưng 

tính hữu dụng của chúng bị giới hạn bởi một số vấn đề xảy ra với chúng, ví dụ trong 

trường hợp thử nghiệm loại thuốc nhuộm xanh trypan, các tế bào phải được tính trong 

vòng 3-5 phút vì số lượng tế bào chết tăng theo thời gian, và trong xét nghiệm lactate 



 

 

 

dehydrogenase, kết quả có thể bị sai lệch nếu chất kiểm tra chỉ ảnh hưởng đến các 

hoạt động nội bào. 

Sàng lọc tế bào đơn lớp là phương pháp thuận tiện nhất và được áp dụng 

thường xuyên cho các nghiên cứu độc tính tế bào nhưng vẫn có những bất lợi nhất 

định vì không bắt chước tính phức tạp của sự phát triển ba chiều trong cơ thể in vivo. 

Các loại thuốc như chất ức chế truyền tín hiệu, kháng thể, thuốc khử sinh học, peptid 

chống lão hoá hoặc các phân tử nhỏ, và kháng telomerase không thể được đánh giá 

đúng bởi các phương pháp tế bào đơn lớp. Các kỹ thuật như nuôi cấy tế bào hai chiều 

(two-dimensions) trên các matrix hoặc ba chiều (three-dimensions) bằng cách đóng 

gói (encapsulation) bắt chước các thuộc tính vật lý và sinh học của môi trường in vivo 

thích hợp hơn đang dần thay thế các sàng lọc tế bào đơn lớp. Tuy nhiên, những kỹ 

thuật này vẫn còn ở giai đoạn mới mẻ và cho đến khi có sẵn đầy đủ hoặc các sàng lọc 

tế bào được thiết kế đặc biệt hoặc các thử nghiệm sinh hóa phù hợp nhất cho các loại 

thử nghiệm được đề cập ở trên để sàng lọc thuốc kháng ung thư. 

Phương pháp sàng lọc in vivo 

Các sàng lọc dòng tế bào, mặc dù cung cấp kết quả nhanh hơn theo cách có 

hiệu quả về chi phí và thời gian nhưng chỉ có các hợp chất gây độc tế bào có thể được 

xác định bằng các phương pháp này. Nhiều chất chống ung thư mới (các thuốc kìm 

hãm tế bào đích bằng các phân tử – cytostatic grugs) sẽ được xem là không phù hợp 

bằng các sàng lọc này. Hơn nữa, hoạt tính gây độc tế bào trong ống nghiệm chỉ là 

một trong nhiều yếu tố đóng vai trò quan trọng trong hiệu quả lâm sàng của một hợp 

chất nhất định. Các yếu tố như tính chất hóa lý, dược động học và đánh giá độc tính 

cũng quan trọng không kém cùng với hiệu quả của thuốc chống ung thư. Bất kể ái 

lực của chất với mục tiêu của nó, độ tan trong nước kém, sinh khả dụng không đầy 

đủ, và sự mất ổn định về chuyển hóa có thể dẫn đến sự thất bại của hợp chất trong 

thử nghiệm lâm sàng. Hơn nữa, sàng lọc dòng tế bào in vitro là không đủ để đánh giá 

các tác động off-target, có thể góp phần vào hiệu lực hoặc độc tính, của một tác nhân 

mới. Mô hình khối u in vivo được sử dụng trong phát triển thuốc tiền lâm sàng thể 

hiện các đích cho các thuốc chống ung thư thế hệ mới và đều tập trung và dựa vào 

bệnh và tế bào mục tiêu (target). Các mô hình khối u in vivo bao gồm các khối u 

người cấy mô hoặc cấy ghép hoặc những con chuột biến đổi gen được lai tạo đặc biệt. 



 

 

 

Các mô hình khối u in vivo được chứng minh là có hiệu quả lâm sàng dự đoán khi so 

sánh với các thử nghiệm in vitro bởi vì nhiều chỉ số như dược động học, hiệu quả, và 

chỉ số điều trị của người dùng thuốc được đánh giá đồng thời. 

Mô hình cấy ghép khối u 

Năm 1969, Rygaard và Povelsen lần đầu tiên báo cáo sự phát triển của khối u 

người trong chuột "nude" bị suy giảm miễn dịch. Quá trình phát triển khối u được 

xác định rõ ràng thông qua quan sát, đo đạc và sinh thiết sau khi ghép mô người với 

những con chuột “nude”. Mô khối u của người có thể được cấy ghép ở dạng nguyên 

vẹn hoặc ở dạng huyền phù tế bào thu được từ khối u người. Mô khối u có thể được 

cấy ghép phẫu thuật hoặc tiêm vào các mô dưới da của thân, cơ liên sườn, hoặc đúng 

vị trí với bất kỳ cơ quan nào (thường tương tự như cơ quan con người mà các mô 

khối u được thu nhận) của chuột trụi lông. 

Cấy ghép dưới da (subcutaneous implantations) được thực hiện dễ dàng hơn 

so với cấy ghép đúng vị trí (orthotopic implantations) tương ứng với cơ quan và đã 

cho thấy duy trì gần giống với các đặc điểm mô bệnh học, tế bào học, và sinh hóa 

điển hình của khối u ban đầu. Tuy nhiên, chúng không tái tạo vị trí chính của các ung 

thư ở người và mất tiềm năng xâm lấn và di căn. Sau khi cấy ghép khối u người ở 

những con chuột “nude” phụ thuộc vào nhiều yếu tố khác nhau như vị trí cấy ghép, 

cung cấp máu cho vị trí cấy ghép, sự hiện diện của nang xơ xung quanh khối u người 

và các loại tế bào của khối u người cấy ghép. Các khối u phát triển ở đúng vị trí tương 

ứng có lợi điểm là di căn xảy ra ở tần số cao hơn nhiều và sự xâm lấn dường như rõ 

ràng hơn so với mô hình cấy ghép dưới da. Việc ghép tế bào khối u người dưới da 

hoặc đúng vị trí ở chuột “nude” hoặc trong những con chuột suy giảm miễn dịch kết 

hợp nghiêm trọng có sẵn cho tất cả các loại khối u chính và đã trở thành mô hình 

chính cho việc sàng lọc kháng ung thư in vivo và phát triển thuốc. Các khối u phát 

triển trong các cơ quan nội tạng (mô hình cấy đúng vị trí - orthotopic) thường không 

thể tiếp cận được đối với các phép đo kích cỡ liên tiếp; do đó, những con chuột phải 

bị hy sinh để đo thể tích khối u điều đó chỉ cho phép đo một điểm. Hạn chế của mô 

hình bệnh lý có liên quan đến lâm sàng có thể được khắc phục bằng cách sử dụng các 

kỹ thuật hình ảnh hiện có. Trong khi mô hình cấy ghép khối u người dưới da là phù 



 

 

 

hợp để đánh giá các thuốc gây độc tế bào hoặc cytostatic, mô hình orthotopic cung 

cấp các đánh giá thích hợp nhất cho các chất ức chế đặc hiệu di căn hoặc xâm lấn. 

Một trong những đóng góp chính của mô hình này là mức độ hiệu quả của một 

loại thuốc chống ung thư ở bệnh nhân có thể được so sánh với các hiệu ứng trong mô 

hình cấy ghép (in vivo) thu được với khối u của bệnh nhân và với các dòng tế bào 

song song được thiết lập tốt (in vitro). So sánh các đáp ứng thuốc nhiều mô hình cấy 

ghép được phát triển từ các loại u khác nhau và từng bệnh nhân cho thấy mô hình cấy 

ghép có thể đúng 90% so với dự đoán đáp ứng lâm sàng. Một phân tích hồi cứu của 

39 hợp chất sàng lọc cho kết quả của cả hai nghiên cứu cấy ghép và thử nghiệm lâm 

sàng giai đoạn II đã cho thấy ít nhất 33% mô ghép được thử nghiệm cho các hoạt 

động tiền lâm sàng dự đoán có hiệu lực không ít hơn hai loại khối u khác nhau trong 

thử nghiệm giai đoạn II và một số các hợp chất được sàng lọc hiện đang được sử dụng 

trong hóa trị liệu chuẩn như paclitaxel và doxorubicin. Mô hình cấy ghép khối u người 

là một mô hình dự báo tốt về hoạt động lâm sàng cho các thuốc chống ung thư và rất 

hữu ích trong việc đánh giá dược động học và dược động học của thuốc và nó cũng 

cung cấp một nguồn tái tạo và dễ tiếp cận các tế bào khối u đích của người. 

Mặc dù có rất nhiều ưu điểm của mô hình cấy ghép, chúng ta cần phải thận 

trọng và nhớ rằng các biến số ảnh hưởng đến kết quả nghiên cứu được thực hiện trên 

các mô hình này, ví dụ nguồn gốc khối u, tình trạng đích/thụ thể của khối u, vị trí cấy 

ghép, kích cỡ khối u lúc khởi đầu điều trị, tốc độ tăng trưởng và đặc điểm của các 

khối u, liều, công thức, tần suất và đường dùng, và các điểm kết thúc thử nghiệm. 

Hơn nữa, cấy ghép nên được mô tả ở cấp độ phân tử cho một mục tiêu cụ thể trước 

khi sử dụng như các nghiên cứu về sự nhạy hóa học thường được thực hiện trong các 

mô hình được mô tả tốt nhằm thể hiện tế bào đích (targets) mà hợp chất mới nên hành 

động. 

Mô hình chuột ung thư tạo ra từ biến đổi gen  

Mô hình chuột ung thư tạo ra từ biến đổi gen (GEM) là một bộ sưu tập đa dạng 

các con chuột biến đổi gen, trong đó sự phát triển của khối u xảy ra in situ ở trong 

các ngăn mô thích hợp. Vào đầu những năm 1980, các tế bào ung thư (oncogens) tế 

bào/virus đã được đưa vào dòng tế bào chuột lần đầu tiên và các con chuột chuyển 

gen này tỏ ra dễ bị ung thư. Việc điều khiển các dòng tế bào chuột đến việc ức chế 



 

 

 

các gen ức chế khối u (TSGs), sự biểu hiện gen chống lại TSGs, hoặc các tế bào ung 

thư biểu hiện vượt mức ở một mô cụ thể dẫn đến sự phát triển của ung thư phổi, ung 

thư xương, ung thư hạch bạch huyết, ung thư tuyến yên, ung thư vú, và nhiều loại mô 

hình ung thư khác. 

Các mô hình GEM có thể được chia thành hai loại: mô hình GEM tế bào mầm 

(germline), trong đó các loại ung thư phát triển thành dạng không được kiểm soát (tự 

phát) và các mô hình GEM có điều kiện, trong đó có khả năng kiểm soát không gian 

– thời gian của sự khởi phát khối u cùng với việc sử dụng mô cụ thể, ligand (ligand-

regulated), và các công nghệ dựa trên virus. Các phương pháp tiếp cận mô hình GEM 

Germline liên quan đến việc thay thế chromatin tế bào gốc phôi của tế bào nội sinh. 

Sự gián đoạn sinh học của TSGs ở chuột thường dẫn đến sự chết phôi thai, giúp hiểu 

rõ vai trò của những gen này trong sự phát triển của chuột bình thường. Mặc dù sự 

chết phôi thai có thể được khắc phục bằng cách phát triển các alen dị nguyên, sự đột 

biến germline có mặt khắp cơ thể con chuột dẫn đến các khiếm khuyết phát triển, các 

tác động không mong muốn bên ngoài các mô quan tâm hoặc sự tổn thương từ các 

sản phẩm gen liên quan hoặc những con đường gần tương tự. Các mô hình GEM có 

điều kiện được phát triển bằng cách sử dụng các recombinase có vị trí đặc trưng 

(SSRs) để kiểm soát sự đột biến không gian – thời gian (spatiotemporal) của bộ gen. 

Các SSRs xúc tác việc xóa bỏ hoặc đảo ngược các trình tự gắn chèn giữa một cặp các 

phần tử DNA lặp lại đảo ngược dẫn đến một sản phẩm gen không có chức năng hoặc 

không ổn định. Kiểm soát thời gian có thể đạt được với một SSR được điều hòa bởi 

ligand, trong đó SSR vẫn không hoạt động trước khi đặt vào ligand. Điều này cải 

thiện độ chính xác của mô hình trong việc mô phỏng ung thư ở người. 

Ngày nay, mặc dù các mô hình GEM bắt chước bệnh của con người một cách 

chính xác hơn và có liên quan hơn đến việc khám phá ra thuốc dựa trên mục tiêu và 

sẽ giúp các nhà điều tra xác định được loại thuốc mới tối ưu hơn, mô hình GEM có 

những vấn đề riêng của chúng như kinh phí cao, phương pháp nuôi cấy phức tạp, kinh 

nghiệm hạn chế, sự xâm nhập biến đổi, và độ trễ của khối u. Hơn nữa, rất khó để theo 

dõi động học khối u và biểu hiện không sinh lý của các gen đột biến. 

 

 



 

 

 

 

Phụ lục 3: Chiết cao, cao phân đoạn, phân lập định danh các hợp chất chính  

 

Phương pháp chiết ngấm kiệt được sử dụng phổ biến nhờ kỹ thuật đơn giản và 

không yêu cầu nhiều trang thiết bị. Dung môi được chảy qua bột nguyên liệu, khi 

chảy qua các khe hở dung môi sẽ tiếp xúc và tạo điều kiện để các hợp chất trong 

nguyên liệu hòa tan và bị kéo theo dung môi. Sau đó dung môi được thêm mới để 

tiếp tục hòa tan nguyên liệu và đẩy dung môi cũ ra ngoài, nguyên liệu luôn được tiếp 

xúc với dung môi. Quá trình lặp lại cho đến khi chiết kiệt hoạt chất. Ethanol hòa tan 

tốt hầu hết các hợp chất phân cực và không phân cực nên thường dùng phổ biến trong 

chiết ngấm kiệt. Ethanol không làm trương nở dược liệu và kháng vi khuẩn, nấm 

mốc phát triển nên dễ dàng trong việc bảo quản cao chiết. Ngoài ra ethanol có 

nhiệt độ sôi thấp nên khi cô quay đuổi dung môi không gây phân hủy các hợp chất 

trong cao. Thu nhận cao polysaccharid bằng phương pháp tủa cồn lạnh: Ethanol nồng 

độ cao được dùng làm dung môi để thu được các carbohydrate do giúp hình thành 

mối liên kết nội phân tử giữa các polyme tan trong nước thông qua cạnh tranh nước. 

Hằng số điện môi của ethanol (20) thấp hơn nhiều so với nước (80) ở 25ºC, việc thêm 

ethanol có thể làm giảm hằng số điện môi của dung dịch polysacarid và gây ra những 

thay đổi về hình dạng trong polymer, do đó cho phép các phân tử tổng hợp và kết tủa. 

Thu nhận cao chiết phân đoạn bằng phương pháp chiết lỏng-lỏng: phương 

pháp chiết lỏng-lỏng dựa vào khả năng hòa tan của các chất vào các dung môi có độ 

phân cực khác nhau. Chất có độ phân cực cao sẽ hòa tan tốt trong dung môi phân cực, 

chất phân cực trung bình hòa tan trong dung môi phân cực trung bình và chất không 

phân cực tan trong dung môi không phân cực. Do đó, khi dùng hai dung môi không 

hòa tan và có độ phân cực khác nhau sẽ phân tách được các hợp chất có độ phân cực 

tương ứng. Dung môi chứa các hớp chất quan tâm sẽ được phân tách và thu nhận khỏi 

dịch ban đầu. Cô quay đuổi dung môi thu nhận được cao. 

Nước là dung môi phân cực và từ lâu đã được sử dụng trong lĩnh vực hóa thực 

phẩm, một phần do tính không độc hại và tính xâm lấn của nó. Cấu trúc phân tử lưỡng 

cực và có thể hòa tan các ion tự định hướng theo lực hút tĩnh điện giữa ion và phân 

tử nước. Phần lớn các nghiên cứu được thực hiện trên chiết xuất của C. sinensis sử 

dụng ethanol, methanol hoặc nước nóng làm dung môi chiết xuất chủ yếu do thực 

hành phổ biến và khả năng chiết xuất các thành phần phân cực của chúng. Etyl axetat, 



 

 

 

mặc dù là dung môi ít phân cực nhất trong số ba dung môi nói trên, đã thu hút được 

nhiều sự chú ý hơn từ cuối và đã trở nên phổ biến. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng 

ethyl acetate chiết xuất sợi nấm C. sinensis là một chất ức chế mạnh sự gia tăng của 

tế bào ung thư. Việc chuẩn bị các chất chiết xuất theo một trình tự tuần tự bắt đầu từ 

dung môi không phân cực đến phân cực. Bột sợi nấm khô lần đầu tiên được chiết xuất 

bằng cách sử dụng PE, EA, Et và nước với tỷ lệ 1:10 (w / v) cho mỗi dung môi. Quá 

trình chiết xuất bao gồm việc sử dụng máy lắc quỹ đạo ở nhiệt độ phòng trong 24 giờ 

ngoại trừ trường hợp chiết bằng nước nóng trong đó đĩa nóng và thanh khuấy được 

sử dụng trong khoảng thời gian 3 giờ. Sau mỗi vòng chiết, dịch chiết được lọc và 

chuyển dung môi đến khô để thu được dịch chiết thô. 

Trong những năm gần đây, chiết xuất bằng CO2 siêu tới hạn đã nổi lên như 

một công nghệ thay thế có ứng dụng rộng rãi trong các ngành công nghiệp hóa chất 

và thực phẩm. Quá trình này không liên quan đến bất kỳ dung môi hữu cơ độc hại 

nào để chiết xuất và được thực hiện ở điều kiện nhẹ hơn, làm cho nó trở thành dung 

môi tốt nhất để chiết xuất các hợp chất có hoạt tính sinh học (đặc biệt là không phân 

cực) ở dạng tinh khiết nhất. Chiết xuất ethanol của C. sinensis được phân đoạn bằng 

cách sử dụng CO2 siêu tới hạn làm dung môi rửa giải và các phân đoạn này cho thấy 

khả năng ức chế chọn lọc sự phát triển của tế bào ung thư đại trực tràng và tế bào gan 

thông qua con đường apoptosis. 

Phương pháp thu nhận hợp chất bằng phương pháp sắc ký: Sự sắc ký là một 

phương pháp vật lý để tách hỗn hợp gồm nhiều loại hợp chất ra riêng thành từng loại 

hợp chất dựa vào tính ái lực khác nhau của những loại hợp chất đối với hệ thống gồm 

pha động và pha tĩnh. Khả năng phân tách của các hợp chất phụ thuộc vào hệ số phân 

chia. Khi đạt đến trạng thái cân bằng, các hợp chất sẽ phân bố vào mỗi pha với một 

tỉ kệ nồng độ cố định, tị lệ này khác nhau tùy vào tính chất động học của hợp chất và 

của 2 pha. Mỗi hợp chất chất sẽ di chuyển ngang qua pha tĩnh với vận tốc khác nhau, 

nhờ vậy kỹ thuật sắc ký có thể tách riêng các loại hợp chất. Sắc ký lớp mỏng (TLC): 

Sắc ký lớp mỏng hay còn gọi là sắc ký phẳng, dựa vào hiện tượng hấp thu trong đó 

pha động- là một dung môi hoặc hỗn hợp các dung môi, di chuyển ngang qua pha 

tĩnh- là một chất hấp thu trơ như silica gel hoặc oxid alimin. Sự tách của các chất 

dựa vào sự khác nhau về tính phân cực, hay là dựa vào sự hiện hữu lưỡng cực trong 



 

 

 

cấu trúc của phân tử. Tốc độ di chuyển của các chất phụ thuộc vào lực tương tác tĩnh 

điện của pha tĩnh với chất và tùy thuộc vào độ hòa tan của mẫu chất trong dung môi. 

Phương pháp xác định cấu trúc hóa học của hợp chất bằng phương pháp cộng 

hưởng từ hạt nhân NMR: phương pháp dựa trên hiện tượng cộng hưởng từ hạt nhân, 

trong mỗi hạt nhân mang điện tích dương sẽ tự xoay chuyển xung quanh trục của nó, 

và sự xoay chuyển này tạo ra một từ trường và sẽ tương tác với từ trường ở bên ngoài. 

Khi không có sự hiện diện của từ trường, các spin hạt nhân định hướng hỗn loạn theo 

vô số phương, khi có sự hiện diện của từ trường các spin hạt nhân định hướng với 

chiều của từ trường và mỗi hạt nhân sẽ có năng lượng khác nhau. Khi được chiếu bởi 

một sóng radio năng lượng thấp có tần số thích hợp, hạt nhân hấp thu năng lượng, sẽ 

nhảy từ spin trạng thái năng lượng thấp lên trạng thái spin năng lượng cao hơn được 

gọi là cộng hưởng từ hạt nhân. Sau khi trở lại trạng thái cân bằng lúc đầu, bộ phận 

phát hiện tín hiệu của máy NMR sẽ đo mức năng lượng phóng thích này và chuyển 

đổi Fourier để biến tín hiệu thời gian thành tín hiệu về tần số ghi thành các mũi pic 

khác nhau tương ứng với mỗi loại spin tạo thành một phổ NMR, dựa vào các tín hiệu 

này có thể xác định được khung sườn carbon và hydrogen. Một trong những nỗ lực 

đầu tiên nhằm xác định cấu trúc nucleosid và bazơ nitơ của C. sinensis đã được thực 

hiện bởi Shiao và cs (1994) và sử dụng HPLC pha đảo. Rửa giải theo thang nồng độ 

bằng cách sử dụng hệ hai dung môi bao gồm 2,5% methanol và 20% methanol trong 

0,01M amoni photphat cho thấy sự hiện diện của các nucleosid và base nitơ chính, 

uracil, guanin, uridin, guanosin và adenosin. Shiao và cs (1994) đã thành công trong 

quy trình HPLC pha đảo của các loài đông trùng hạ thảo khác nhau và các loài thuộc 

chi Paecilomyces, làm tiền đề cho việc phân biệt giữa các loài khác nhau và sử dụng 

các chất chuyển hóa làm chất đánh dấu để kiểm tra chất lượng sản phẩm. HPLC pha 

đảo được sử dụng bởi Chen và cs (2009) để xác định ba hợp chất chống ung thư từ 

các phần hoạt động của ethyl axetat thô chiết xuất từ C. sinensis. Các thông số pha 

động được sử dụng để phát hiện các hợp chất này khác nhau nên cần ba lần chạy riêng 

biệt lặp lại. Trong quá trình phân lập gliocladicillin A, 50–55% axetonitril trong nước 

chạy trong 5 phút và nồng độ của axetonitril được giữ không đổi ở 55% trong 25 phút 

còn lại với thời gian ghi nhận đỉnh quan sát được là 14,3 phút. Gliocladicillin B được 

quan sát ở thời gian lưu là 19,5 phút sử dụng 60–85% methanol làm pha động trong 

40 phút.  



 

 

 

 

 

 

 

Hình sơ đồ chiết cao phân đoạn và tách chất từ cao PE SK C. neovolkiana DL0004 

 

10:1:1 

1. Sơ đồ tách chất từ cao PE sinh khối  C. neovolkiana DL0004 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bột khô DL004 

Cao thô Ethanol 

Cao W Cao PE Cao EA Cao Bu Cao poly Cao EPS 

- Ngâm dầm trong ethanol 

- Lọc, cô quay thu hồi dung môi 

- Chiết lỏng-lỏng 

- Cô quay thu hồi dung môi 

Petroleum ether Etyl acetat Butanol Còn lại Tủa cồn 96º 

-Tủa dịch 

nuôi cấy -

Cồn 96º 

- Sắc ký cột silica gel pha thường 

- Giải ly dung môi n-hexan-ethyl acetate-

acetone tỉ lệ lần lượt 

 
10:1:1 4:1:1 1:1:1 

PE1  PE2 
(13.3
0 g) 

PE77/

2 
PE71

7/6 

PE3 PE1’ PE2’ PE3’ 

PE2’1 PE2’2 PE2’1 

PE2’2.2 PE2’2.1
11 

PE2’2.3 

X3/1 

 

PE3’1 PE3’2 PE3’3 

4:1:1 

PE3’2.1 PE3’2.2 PE3’2.3 

PE3’2.
2.4 

PE3’
2.2.3 

T02/4 PE3’2.
2.1 

PE2’’ PE1’’ PE3’’ 

Chạy cột sepha-dex 

Dung môi meth-anol 

 

4:1:1 

PE2’’1 PE2’’2 PE2’’3 

PE2’’2.3 PE2’’2.4 NX01/3 PE2’’2.1 

 Dung môi giải ly:  

n-hexan-chloroform-ethyl acetate-acetone 

(15:1:2:2) 

 

- 

 

 Dung môi giải ly:  

n-hexan-chloroform-ethyl 

acetate-acetone (15:1:2:2) 

 

- 

 
 Dung môi giải ly:  

n-hexan-chloroform-ethyl 

acetate-acetone (5:26:2:2) 

 

- 

 

 Dung môi giải ly: n-hexan-chloroform-ethyl acetate-acetone-

acid acetid  (33:20:8:5:2) 

 

- 

 



 

 

 

 

 

Một số hình ảnh về chiết cao, cao phân đoạn 



 

 

 

 

Một số hình ảnh về chiết cao, cao phân đoạn 

 



 

 

 

 

Một số hình ảnh về chiết cao, cao phân đoạn



 

 

 

 

Phụ lục 4: Kết quả phổ và so sánh định danh các chất từ cao PE SK C. 

neovolkiana DL0004 

4.1. Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one (RT1, CN1) 

Vị trí 

carbon 

CN1 ((CD3)2CO) 
 

 

Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one 

(CDCl3) [22] 

δH 

(ppm) (J-Hz) 

δC 

(ppm) 
 

δH 

(ppm) (J-Hz) 

δC 

(ppm) 

1 2.07 (m) 

1.80 (m) 

34.9 
 

2.04 (ddd, 2.2, 5.2, 13.2) 

1.80 (m) 

34.1 

2 2.50 (m) 

2.32 (m) 

34.7 
 

2.52 (m) 

2.44 (m) 

34.1 

3  198.1   199.5 

4 5.64 (s) 123.7  5.74 (s) 123.0 

5  164.1   164.5 

6 6.10 (d, 9.5) 125.4  6.03 (d, 9.6) 124.5 

7 6.66 (d, 9.5) 134.2  6.61 (d, 9.6) 134.0 

8  125.4   124.4 

9 2.14 (m) 45.5  2.13 (m) 44.3 

10  37.5   36.7 

11 1.68 (m) 

1.76 (m) 

19.7  1.61 (m) 

1.71 (m) 

19.0 

12 2.11 (m) 

1.33 (m) 

36.6  2.08 (td, 3.3, 12.9) 

1.29 (m) 

35.6 

13  44.7   44.0 

14  156.0   156.1 

15 2.53 (m) 

2.40 (m) 

25.8 
 

2.48 (m) 

2.38 (m) 

25.3 

16 1.83 (m) 

1.56 (m) 

28.4  1.82 (m) 

1.50 (m) 

27.7 

17 1.28 (m) 56.7  1.25 (m) 55.7 

18 1.01 (s) 19.3  0.96 (s) 18.9 

19 1.02 (s) 16.9  1.00 (s) 16.6 

20 2.21 (m) 40.1  2.15 (m) 39.3 

21 1.09 (d, 6.5) 21.6  1.06 (d, 6.9) 21.2 

22 5.28 (dd, 7.5, 15.0) 

5.32 (dd, 7.5, 15.0) 

136.2  5.22 (dt, 7.4, 15.1) 135.0 

23 133.2  5.25 (dt, 8.2, 15.1) 132.5 

24  43.8  1.87 (dd, 6.8, 13.2) 42.9 

25  33.9  1.49 (t, 5.5) 33.1 

26 0.85 (d, 7.0) 20.3  0.85 (d, 6.6) 20.0 

27 0.87 (d, 6.5) 20.0  0.88 (d, 6.6) 19.6 

28 0.96 (d, 7.0) 18.1  0.93 (d, 6.9) 17.6 

 

 



 

 

 

 

 

 

Hình: Phổ 1H-NMR chất RT1 (1) 



 

 

 

 

 

Hình: Phổ 13C-NMR chất RT1 (1) 



 

 

 

 

 

4.2. Ergosterol peroxid (CN2) 

Vị 

trí 

CN2 (3) Ergosterol peroxid (4) 

H (ppm) 
C 

(ppm) 
H (ppm) 

C  

(ppm) 

1  34.9  34.7 

2  30.3  30.2 

3 3.97 (m) 66.6 3.97 (m) 66.5 

4  37.1  37.0 

5  82.3  79.5 

6 6.20 (d, 8.5) 135.6 6.24 (d, 8.4) 130.8 

7 6.50 (d, 8.5) 130.9 6.50 (d, 8.4) 135.5 

8  79.6  82.2 

9  51.3  51.7 

10  36.2  37.0 

11  20.8  20.7 

12  39.5  39.4 

13  44.7  44.6 

14  51.8  51.1 

15  23.6  23.4 

16  28.8  28.7 

17  56.4  56.2 

18 0.84 (s) 13.0 0.82 (s) 12.9 

19 0.88 (s) 18.3 0.88 (s) 18.2 

20  39.9  39.8 

21 0.99 (d, 6.5) 21.0 1.00 (d, 6.5) 20.9 

22 5.15 (dd, 15.5, 8.0) 132.5 5.14 (dd. 15.3, 7.8) 132.3 

23 5.20 (dd, 15.5, 7.5) 135.4 5.22 (dd, 15.3, 7.0) 135.2 

24  42.9  42.8 

25  33.2  33.1 

26 0.82 (d, 7.0) 18.3 0.82 (d, 6.3) 19.7 

27 0.80 (d, 7.0) 20.1 0.83 (d, 6.5) 20.0 

28 0.91 (d, 6.5) 17.7 0.91 (d, 6.8) 17.6 



 

 

 

 

 

 

Hình: Phổ 1H-NMR chất CN2 (2) 



 

 

 

 

Hình: Phổ 13C-NMR chất CN2 (2) 



 

 

 

 

4.3. Ergosterol (CN3) 

Vị trí 

CN3 (1) CN4 (2) Ergosterol 

dH (ppm) 
dC 

(ppm) 
dH (ppm) 

dC  

(ppm) 
dH (ppm) 

1  33.4  32.6  

2  31.2  28.0  

3 3.77 (m) 66.0 
3.75  

(m, H-3α) 
68.7 3.63 (m) 

4  36.7  40.7  

5  74.5  67.1  

6 3.34 (m) 72.2 3.32 (d,) 62.2 5.39 (m) 

7 5.25 (dd, 15.5, 7.0) 119.5 4.34 (d,) 65.3 5.57 (m) 

8  139.7  127.6  

9  54.2  40.1  

10  36.5  36.7  

11  22.6  19.9  

12  40.2  37.6  

13  43.0  43.6  

14  51.4  151.1  

15  21.4  25.3  

16  27.8  33.3  

17  55.4  57.9  

18 0.54 (s) 12.1 0.87 (s) 18.5 0.82 (s) 

19 0.91 (s) 19.5 0.89 (s) 16.8 0.84 (s) 

20  42.0  40.2 2.26 (m) 

21 1.00 (d, 6.5) 21.0 1.03 (d, 6.5) 21.7 1.04 (d) 

22 5.20 (dd, 15.5, 8.0) 131.5 5.25 (m) 136.5 5.17 (m) 

23 5.24 (dd, 15.5, 7.0) 135.4 5.27 (m) 132.7 5.21 (m) 

24  42.3  43.8  

25  32.5  33.9  

26 0.8 (d, 6.5) 17.8 0.86 (d, 6.5 ) 19.9 0.91 (d) 

27 0.79 (d, 6.5) 19.8 0.86 (d, 6.5) 20.4 0.94 (d) 

28 0.89 (d, 7.0) 17.3 0.94 (d, 6.5) 18.0 0.86 (d) 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

CN3 (3) 

Hình: Phổ 1H-NMR chất 



 

 

 

 

Hình: Phổ 13C-NMR chất CN3 (3) 

 



 

 

 

 

  

Phổ HSQC của (3) 



 

 

 

 

Phổ HMBC của (3) 



 

 

 

 

Phổ COSY của (3) 



 

 

 

4.4. Melithasterol B (4) 

Hình: Phổ 1HNMR của (4) 

 

 



 

 

 

 

Hình: Phổ 13CNMR của (4) 



 

 

 

 

4.5. Ergosterol (CN5) 

 

 

N 

Ergosterol 3-O-β-D-

glucopyranosid (**) 
CN5(***) Ergosterol (***) 

H, J (Hz) C H, J (Hz) H, J (Hz) 

1  38.0   

2  30.6   

3 4.06 (m) 76.8 3.64 (m) 3.63 (m) 

4  38.0   

5  140.2   

6 6.64 (m) 120.1 5.57 (m) 5.57 (m)  

7 6.46 (m) 117.0 5.38 (m) 5.39 (m) 

8  141.0   

9  46.4   

10  37.5   

11  21.3   

12  39.3   

13  43.0   

14  54.8   

15  23.4   

16  28.7   

17  55.8   

18 0.66 (s) 12.2 0.63 (s) 0.82 (s) 

19 0.95 (s) 16.4 0.95 (s) 0.84 (s) 

20  40.8  2.26 (m) 

21 1.09 (d, 6.8) 21.4 1.03 (d, 6.5) 1.04 (d) 

22 
5.24  

(dd, 15.6, 7.6) 
136.1 

5.17  

(dd , 15.0, 7.5) 
5.17 (dd) 

23 
5.30 

(dd, 15.6, 7.6) 
132.5 

5.23  

(dd, 15.5, 7.5) 
5.21 (dd) 

24  43.1   

25  33.4   

26 0.88 (d, 6.8) 19.9 0.83 (d, 7.5) 0.91 (d) 

27 0.89 (d, 6.8) 20.1 0.84 (d, 7.0) 0.94 (d) 

28 0.99 (d, 6.8) 17.9 0.92 (d, 6.5) 0.86 (d) 

1’ 5.05 (d, 7.3) 102.6   

2’ 4.06 (m) 75.3   

3’ 4.29 (m) 78.5   

4’ 4.29 (m) 71.7   

5’ 3.99 (m) 78.2   

6’ 5.30 (m) 62.9   

6’ 4.58 (m)    



 

 

 

 

 

 

Hình: Phổ 1HNMR của (CN5) 

 



 

 

 

Phụ lục 5: Sơ đồ tách chất từ cao EA từ quả thể I. cicadae F0004 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Phụ lục 6: Hình phổ, so sánh và định danh các chất từ cao QT EAcủa I. cicadae F0004 

6.1. Uracil (IC1) 

 

Hình: Phổ 1H chất IC1 



 

 

 

 

Bảng so sánh kết quả phổ 1H NMR và 13C NMR của IC1 và uracil 

 N1 (DMSO) Uracil (DMSO) 

 δH, J (Hz) δC δH, J (Hz) δC 

2  151,7  151,4 

4  164,8  164,3 

5 5,42 (1H, d, 

7,6) 

100,1 5,44 (1H, d, 7,5) 100,2 

6 7,38 (1H, d, 

7,6) 

142,6 7,37 (1H, d, 7,5) 142,1 

 

 

 

Hình cấu trúc uracil 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Hình: Phổ 13C chất IC1 



 

 

 

6.2. Chất 1–О–Ethyl–β–D–ribofuranose (IC2)  

Hình: Phổ 1H chất IC2 



 

 

 

 

Bảng 4. 1: So sánh kết quả phổ 1H NMR và 13C NMR của hợp chất IC2 (DMSO) và 

1–О–Ethyl–β–D–ribofuranose 

 

 

 

Hình cấu trúc IC2 

 IC2 (DMSO) 1–О–Ethyl–β–D–ribofuranose (CDCl3) 

 δH, J (Hz) δC δH, J (Hz) δC 

1 4,83 (1H; d; 4,7) 108,7 4,3 (1H; d; 5,5) 107,4 

2 4,13 (2H; dd; 6,3 - 5,0) 85,7 4,03–4,06 (2H; m) 84,3 

3 3,88 (2H; d; 4,7) 72,7 4,03–4,06 (2H; m) 71,4 

  3,91 (1H; td; 5,75 - 3,92) 76,7 3,73–3,79 (1H; m) 75,7 

5a 3,66 (1H; dd; 11,54 - 3,95) 64,7 3,67 (1H; dd; 5,0 - 11,4) 64,3 

5b 3,54 (1H; dd; 11,58 - 5,42) 3,73–3,79 (1H; m) 

6a 3,42 (2H; dq; 9,6 - 7,1) 64,0 3,52 (1H; dq; 7,4 8,3) 63,3 

6b 3.73 (1H, m) 3.73–3.79 (1H, m) 

7 1.12 (3H, t, 7.1) 15,9 1.2 (3H, t, 7.1) 15.2 



 

 

 

 

Hình: Phổ 13C chất IC2 



 

 

 

 

6.3. Ergosterol (IC3) 

Hình: Phổ 1H chất IC3 



 

 

 

 

Bảng so sánh kết quả phổ 1H NMR và 13C NMR của đơn chất IC3 (CDCl3) và 

ergosterol  

 
IC3(CDCl3) Ergosterol 

 
δH, J (Hz) δC δH, J (Hz) δC 

1 
 

38,6 
 

39,0 

2 
 

32,2 
 

33,0 

3 3,64 (1H, m) 70,7 3,67 (1H, m) 69,9 

4 
 

41,0 
 

42,0 

5 
 

139,9 
 

140,8 

6 5,57 (1H, m) 119,8 5,56 (1H, m) 119,6 

7 5,38 (1H, m) 116,5 5,39 (1H, m) 117,1 

8 
 

141,5 
 

141,3 

9 
 

46,5 
 

46,6 

10 
 

37,2 
 

37,5 

11 
 

39,3 
 

39,4 

12 
 

21,3 
 

21,4 

13 
 

43,0 
 

43,0 

14 
 

54,8 
 

54,8 

15 
 

23,2 
 

23,4 

16 
 

28,4 
 

28,7 

17 
 

55,9 
 

55,9 

18 0,63 (3H, s) 12,2 0,63 (3H, s) 12,2 

19 0,95 (3H, s) 16,5 0,94 (3H, s) 16,6 

20 
 

40,6 
 

40,8 

21 1,04 (3H, d, 6,7) 21,3 1,04(3H, d, 6,6) 21,4 

22 5,20 (2H, m) 135,7 5,20 (1H, m) 136,1 

23 5,20 (2H, m) 132,2 5,20 (1H, m) 132,2 

24 
 

43,0 
 

43,1 

25 
 

33,3 
 

33,4 

26 0,83 (3H, d, 7,2) 19,8 0,82 (3H, d, 6,8) 19,9 

27 0,84 (3H, d, 7,2) 20,1 0,84 (3H, d, 6,8) 20,2 

28 0,92 (3H, d, 6,9) 17,8 0,92 (3H, d, 6,8) 17,9 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình Phổ 13C chất IC3 

 



 

 

 

6.4. p–hydroxybenzoic acid (IC4) 

 

Hình: Phổ 1H chất IC4 

 



 

 

 

 

Bảng so sánh kết quả phổ 1H NMR và 13C của đơn chất IC4 (Acetone–d6) và p–

hydroxybenzoic acid (DMSO) 

 N4 (Aceton- d6) p–hydroxybenzoic acid (DMSO) 

 δH, J (Hz) δC δH δC 

1  121,8  121,4 

2 6,92 (2H, d, 8,8) 115,1 6,85 (2H, 8,8) 115,1 

3 7,91 (2H, d, 8,8) 131,8 7,83 (2H, 8,8) 131,4 

4  161,7  161,6 

5 7,91 (2H, d, 8,8) 131,8 7,83 (2H, 8,8) 131,4 

6 6,92 (2H, d, 8,8) 115,1 6,85 (2H, 8,8) 115,1 

1–

COOH 

 166,7  167,1 

 

 

 

 

 

 

 

Hình cấu trúc IC4 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Hình: Phổ 13C chất IC4 

 



 

 

 

6.5. protocatechuic acid (IC5) 

 

Hình phổ 1H chất IC5 



 

 

 

 

Bảng so sánh kết quả phổ 1H NMR và 13C của đơn chất N5 (Aceton– d6) và 

protocatechuic acid (Aceton – d6) 

 IC5 (Aceton- d6) Protocatechuic acid (Aceton) 

 δH, J (Hz) δC δH δC 

1  123,1  123,7 

2 7,53 (1H; d; 2,0) 117,4 7,42 (1H, d) 117,7 

3  145,5  145,8 

4  150,6  150,8 

5 6,89 (1H; d; 8,3) 115,6 6,76 (1H, d, 8,0) 115,5 

6 7,47 (1H; dd; 8,3-2,1) 123,5 7,40 (1H, dd, 8,0, 

2,0) 

123,6 

1–COOH  167,8  170,5 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình cấu trúc hợp chất IC5 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Hình phổ 13C chất IC5 



 

 

 

6.6. nicotinic acid (IC6) 

 

HÌnh phổ 1H chất IC6 



 

 

 

 

Bảng so sánh dữ liệu phổ NMR của đơn chất IC6 (aceton – d6) và nicotinic acid 

(DMSO - d6) 

 
No N6 Nicotinic acid 

 δH, J (Hz) HMBC 

H → C 

δC δH δC 

2 9,11 (1H, d, 2.3) 3, 4 ,6, 7 149,7 9,07(1H) 149,9 

3   130,7  136,5 

4 8,26 (1H, dt, 7,9 2,0) 2, 6, 7 135,9 8,28 (1H) 136,7 

5 7,47 (1H, dd, 7.9 

4.8) 

3, 6 124,2 7,52 (1H) 123,6 

6 8,7 (1H, dd, 4.8 1.7) 2, 4, 5 152,9 8,79 (1H) 152,9 

7   167,6  165,91 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình cấu trúc hợp chất IC6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HÌnh phổ 13C chất IC6 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HÌnh phổ HSQC chất IC6 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình phổ HMBC chất IC6 



 

 

 

 

 

 

 

 

Hình xử lý tế bào MCF-7 với cao PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 sau 24 giờ và 48 giờ 



 

 

 

 

 

Hình xử lý tế bào MCF-7 với ergone cô lập từ cao PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 sau 24 giờ và 48 giờ 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

Hình xử lý tế bào MCF-7 với cao EA từ quả thể I. cicadae F0004 sau 24 giờ và 48 giờ 

 



 

 

 

 

 

Hình xử lý tế bào Jurkat T với cao PE từ sinh khối C. neovolkiana DL0004 sau 24 giờ và 48 giờ 

 

 



 

 

 

 

Hình đối chứng âm và xử lý tế bào Jurkat T với ergone cô lập từ cao PE của sinh khối C. neovolkiana DL0004 sau 24 giờ 

 

 

 

 



 

 

 

 

Hình xử lý tế bào Jurkat T với cao EA từ quả thể I. cicadae F0004 sau 24 giờ và 48 giờ 

 

 



 

 

 

 

 

 

Hình nhuộm AO/EB sau 48 giờ với tế bào Jurkat T với các mẫu lần lượt từ trái sang phải của đối chứng âm,  

CPT (đối chứng dương) và ergone cô lập từ cao PE của sinh khối C. neovolkiana DL0004 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Hình nhuộm AO/EB sau 48 giờ với tế bào MCF-7 với các mẫu lần lượt từ trái sang phải của đối chứng âm,  

CPT (đối chứng dương) và ergone cô lập từ cao PE của sinh khối C. neovolkiana DL0004 

 


