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Đặt vấn đề

Cordyceps militaris là loài nấm thuộc họ Cordycipitaceae, 
giống Cordyceps. Loài này được Carl Linnaeus mô tả vào 
năm 1753 với tên gọi Clavaria militaris [1]. C. militaris là 
một loài nấm ký sinh trên côn trùng và ấu trùng của côn 
trùng. Loài này chủ yếu lây nhiễm ở giai đoạn nhộng của 
các loài bướm khác nhau, rồi nhân lên trong cơ thể ký chủ 
vào mùa đông. Bào tử nấm theo gió dı́nh vào bên ngoài 
ký chủ, sau đó từ bào tử hı̀nh thành các ống, nảy mầm có 
các thể bám. Các ống này tiết ra các enzyme như lipase, 
chitinase, protease làm tan vỏ ngoài của ký chủ và xâm nhập 
vào bên trong cơ thể. Sau đó, hệ sợi nấm hút dinh dưỡng và 
sinh trưởng mạnh mẽ chiếm toàn bộ cơ thể và gây chết ký 
chủ. Đến mùa hè quả thể nhô ra ngoài để phát tán bào tử vào 
không khí [1]. 

Các hợp chất dược liệu của nấm C. militaris đã được ứng 
dụng trong điều trị bệnh và nâng cao sức khỏe con người. 
Hợp chất cordycepin (3′-deoxyadenosine) từ nấm cho thấy 
có hoat tính kháng vi sinh vật, ung thư, ngừa di căn, điều hòa 
miễn dịch [2]. Hợp chất CM-hs-CPS2 có tính kháng DPPH, 

hoạt tính khử và tạo phức ở nồng độ (8 mg/ml) là 89% [3]. 
Acidic polysaccharide (APS) có khả năng ứng dụng trong 
điều trị cúm A và góp phần điều hòa hoạt động miễn dịch 
của các đại thực bào [4]. Protein (CMP) có kı́ch thước 12 
kDa, pI 5,1 và có hoạt tính trong khoảng pH 7÷9, ức chế 
nấm Fusarium oxysporum và gây độc đối với tế bào ung 
thư bàng quang [5]. Hợp chất cordycepin có khả năng 
kháng vi khuẩn Clostridium. Các hợp chất dẫn xuất từ nấm 
được ứng dụng trong điều trị các bệnh nhiễm khuẩn đường 
ruột [6]. Cordycepin ngăn sự biểu hiện của gen T2D chịu 
trách nhiệm điều hòa bệnh tiểu đường thông qua việc ức 
chế các đáp ứng phản ứng viêm phụ thuộc NF-κB, hy vọng 
sẽ ứng dụng được như một chất điều hòa miễn dịch dùng 
trong điều trị các bệnh về miễn dịch [7]. Enzyme tiêu sợi 
huyết tách chiết từ nấm C. militaris có hoạt tính gắn fibrin, 
xúc tiến việc phân hủy fibrin. Enzyme này có khả năng sử 
dụng trong điều trị tan huyết khối tương tự như các enzym 
fibrinolytic mạnh khác như nattokinase và enzyme chiết từ 
giun đất. Khi enzyme này có thể sản xuất ở quy mô lớn sẽ là 
một giải pháp thay thế hữu hiệu cho các enzym fibrinolytic 
giá thành cao hiện đang được sử dụng cho bệnh tim lão hóa 
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Tóm tắt:

Trong bài báo này, các tác giả đã nghiên cứu kỹ thuật phân lập giống gốc và nhân giống nấm Đông trùng hạ thảo 
(Cordyceps militaris) trong môi trường nhân tạo. Từ quả thể nấm Đông trùng hạ thảo thu nhận tại Vườn quốc gia 
Hoàng Liên Sơn, đã phân lập được 24 chủng giống gốc và tiến hành nhân giống cấp 1 và 2 các chủng giống trong 
môi trường nhân tạo. Kết quả cho thấy, công thức khử trùng quả thể nấm cho tỷ lệ mẫu sạch cao nhất (92,86%) là 
dùng cồn 70% trong 1 phút và cefotaxim 0,4 mg/ml trong 1 phút. Môi trường nhân giống cấp 1 hiệu quả là: agar 10 
g/l + dịch chiết khoai tây (1 g khoai tây/1 ml dịch chiết) 200 ml/l + đường sucrose 20 g/l + KH2PO4 0,5 g/l + K2HPO4 
0,5 g/l + KNO3 1 g/l + Pepton 5 g/l + cao nấm men 5 g/l. Môi trường gồm đường glucose 10 g/l + nhộng tằm 100 g/l 
+ KH2PO4  0,5 g/l + K2HPO4 0,5 g/l + KNO3 1 g/l + CaCl2.2H2O 0,1 g/l + Pepton 5 g/l + cao nấm men 10 g/l + vitamin 
B1 0,2 g/l + vitamin B8 0,2 g/l phù hợp để nhân giống cấp 2 nấm Đông trùng hạ thảo. Kết quả là cơ sở khoa học quan 
trọng, tạo tiền đề cho sản xuất giống nấm Đông trùng hạ thảo phục vụ nhu cầu về giống nấm chất lượng cao ngày 
một lớn hiện nay.   
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ở người [8]. Dịch chiết từ quả thể nấm C. militaris (CMWE) 
được thử nghiệm về tác dụng kiểm soát lipopolysaccharide 
(LPS) (chịu trách nhiệm kích thích việc sản xuất nitric 
oxide), việc phóng thích yếu tố hoại tử khối u α (TNF-α) và 
interleukin-6 (IL-6) của tế bào RAW 264,7. Các đại thực bào 
được xử lý với nồng độ CMWE khác nhau làm giảm đáng 
kể LPS, TNF-α, IL-6 và mức độ giảm theo nồng độ của dịch 
chiết. Những ̣kết quả này cho thấy, CMWE có tác dụng ức 
chế mạnh đến việc sản xuất các chất trung gian gây viêm 
của tế bào [9]. Các polysaccharide CPS-1 và CPS-2 được 
tách chiết từ nấm C. militaris có thành phần từ các đơn phân 
là các đường monosaccharide, mannose và galactose. Hai 
polysaccharide này có khả năng phục hồi các tổn thương 
gan do ethanol và tác dụng này tăng lên khi tăng liều dùng 
chiết xuất [10]. C. militaris đã được trồng ở quy mô lớn do 
nó có dược tính rất tốt và có thời gian sản xuất ngắn. Tuy 
nhiên, các nghiên cứu về phân lập giống gốc và nhân giống 
nấm Đông trùng hạ thảo ở Việt Nam còn nhiều hạn chế so 
với các nước trên thế giới. Mục đích của nghiên cứu nhằm 
xác định được công thức khử trùng trong phân lập giống gốc 
nấm, môi trường nhân giống cấp 1 và nhân giống cấp 2 hiệu 
quả, có thể áp dụng vào sản xuất đại trà tại Việt Nam. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu nghiên cứu 

Quả thể nấm Đông trùng hạ thảo (C. militaris) thu nhận 
tại Vườn quốc gia Hoàng Liên Sơn (Lào Cai) ở các vị trí 
và cơ chất khác nhau, được ký hiệu thành 26 dòng riêng 
biệt. Hình 1 là một số vật liệu nghiên cứu được thu thập tại 
Vường quốc gia Hoàng Liên Sơn.

Hình 1. Quả thể nấm Đông trùng hạ thảo (C. militaris) dùng để 
phân lập giống gốc.
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Abstract:

We have researched techniques for isolation and 
propagation of Cordyceps militaris in artificial culture 
media. From the fruit bodies of the fungus collected in 
the Hoang Lien National Park, 24 strains were isolated 
and rapidly multiplied in the artificial culture medium. 
The results showed that the highest percentage of fungal 
isolates (92.86%) was gained using 70% alcohol for  1 
minute and cefotaxime 0.4 mg/ml for 1 minute. The 
effective medium for level 1 propagation included: Agar 
10 g/l + Potato extracts (1 g potatoes/1 ml extract) 200 
ml/l + sucrose 20 g/l + KH2PO4 0.5 g/l + K2HPO4 0.5 g/l + 
KNO3 1 g/l + Pepton 5 g/l + Yeast 5 g/l. And the culture 
medium which included: Glucose 10 g/l + silkworm 100 
g/l + KH2PO4 0.5 g/l + K2HPO4 0.5 g/l + KNO3 1 g/l + 
CaCl2.2H2O 0.1 g/l + Pepton 5 g/l + Yeast extract 10 g/l 
+ Vitamin B1 0.2 g/l + Vitamin B8 0.2 g/l was suitable 
for level 2 propagation of C. militaris. This finding is an 
important scientific evidence to create a premise for the 
production of C. militaris seedlings to serve the demand 
of high quality mushroom.

Keywords: Cordyceps militaris, isolation, mushroom, 
propagation.
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Hình 1. Quả thể nấm Đông trùng hạ thảo (C. militaris) dùng để phân lập giống 
gốc. 
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dụng vào sản xuấ  đại trà tại Việt Nam.  

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

Vật liệu nghiên cứu  

Quả thể nấ    ng    ng hạ thảo (C. militaris) thu nhận tại V ờn qu c gia 
Hoàng Liên   n  Lào Cai) ở các vị trí và c  chấ   h c nh u  đ ợc ký hiệu thành 26 
dòng riêng biệt. Hình 1 là một s  vật liệu nghiên c u đ ợc thu thập tại V ờng qu c gia 
  àng  i n   n. 

 

 

 

 

 

 

Hình 1. Quả thể nấm Đông trùng hạ thảo (C. militaris) dùng để phân lập giống 
gốc. 

Khoai tây, đ ờng sucrose, KH2PO4, K2HPO4, KNO3, CaCl2.2H2O; Pepton, cao 
nấ   en  Ye    e    c    vitamin B1, vitamin B8  cồn  uyệ  đ i  cef    i e      

Phương pháp nghiên cứu 

 Chuẩn bị môi trường phân lập giống gốc, nhân giống cấp 1: khoai tây gọt v , 



4261(9) 9.2019

Khoa học Nông nghiệp

Khoai tây, đường sucrose, KH2PO4, K2HPO4, KNO3, 
CaCl2.2H2O; Pepton, cao nấm men (Yeast extract), vitamin 
B1, vitamin B8, cồn tuyệt đối, cefotaxime.    

Phương pháp nghiên cứu

Chuẩn bị môi trường phân lập giống gốc, nhân giống 
cấp 1: khoai tây gọt vỏ, rửa sạch, thái mỏng, cho vào nồi 
(định lượng 200 g khoai tây/1 lít môi trường). Cho nước 
vào nồi, đun khoai tây cho đến khi sôi; giảm lửa, đun tiếp 
cho đến khi khoai chín nhừ; tắt bếp, đổ chắt lấy nước dịch 
chiết khoai tây. Cho đường sucrose và các chất (KH2PO4, 
K2HPO4, KNO3, Pepton, cao nấm men, vitamin B1, vitamin 
B8) vào dịch chiết khoai và khuấy cho đường và các chất 
tan hoàn toàn. Dẫn nước cất vào trong cốc đong chứa hỗn 
hợp môi trường dinh dưỡng đến vạch 1.000 ml. Môi trường 
được chuẩn pH đến 7,0 bằng dung dịch NaOH 1N hoặc HCl 
1N. Cho hỗn hợp môi trường dinh dưỡng vào nồi, đun đến 
nhiệt độ 60oC (có bọt lăn tăn dưới đáy nồi) thì cho từ từ 
agar vào nồi, cho đến đâu thì khuấy cho agar tan đến đấy. 
Tiếp tục đun cho đến khi nồi dịch môi trường tan hoàn toàn, 
tạo thành dịch đồng nhất. Rót môi trường vào trong bình 
500 ml, đậy nắp bình và cho vào nồi hấp thanh trùng 118oC 
trong 20 phút. Khử trùng xong, để bình môi trường nguội 
đến 40oC rồi rót môi trường vào đĩa petri (15 ml/đĩa), để môi 
trường đông đặc, đậy nắp đĩa petri. Bảo quản đĩa môi trường 
ở nhiệt độ phòng (≤25oC), sử dụng trong vòng 7 ngày.

Chuẩn bị môi trường nhân giống cấp 2: cân chính 
xác các loại hóa chất cần thiết (đường glucose, KH2PO4, 
K2HPO4, KNO3, CaCl2.2H2O, Pepton, cao nấm men, vitamin 
B1, vitamin B8) rồi cho từng chất vào cốc chứa nước sạch; 
khuấy cho tan hoàn toàn. Dẫn nước cất vào trong cốc đong 
chứa hỗn hợp môi trường dinh dưỡng đến vạch 1.000 ml. 
Môi trường được chuẩn pH đến 7,0 bằng dung dịch NaOH 
1N hoặc HCl 1N. Rót môi trường vào trong bình trụ (200 
ml/bình), đậy nắp bình và cho vào nồi hấp thanh trùng 118oC 
trong 20 phút. Khử trùng xong, để bình môi trường nguội 
đến nhiệt độ phòng (≤25oC), sử dụng trong vòng 7 ngày.

Phân lập giống gốc nấm: quả thể nấm Đông trùng hạ 
thảo được mang về phòng thí nghiệm dùng bông tăm thấm 
nước cất đã khử trùng để rửa đất, bụi bẩn bám bên ngoài. 
Sau đó, ngâm quả thể nấm trong ống đựng cồn 70% trong 
vòng 30 giây đến 1 phút. Loại bỏ cồn, rửa mẫu bằng nước 
cất vô trùng 2 lần. Tiếp theo, ngâm quả thể nấm trong ống 
đựng dung dịch cefotaxim (4 mg/ml) từ 30 giây đến 2 phút. 
Loại bỏ dung dịch cefotaxim, rửa mẫu bằng nước cất vô 
trùng 2 lần. Thấm khô mẫu bằng giấy thấm vô trùng. Dùng 
dao vô trùng cắt mẫu thành những phần 2x2 mm, rồi dùng 
panh vô trùng kẹp lấy mẫu cấy đặt trên bề mặt đĩa môi 
trường phân lập mẫu (2÷3 mảnh mẫu/đĩa petri). Dán kín 

mép đĩa petri, đặt nuôi đĩa mẫu ở điều kiện nhiệt độ ≤25oC 
và không có ánh sáng.

Kỹ thuật nhân giống cấp 1: dùng dao cấy vô trùng cắt 1 
mảnh thạch mang hệ sợi giống gốc nấm (5x5 mm) trên bề 
mặt đĩa; dùng panh kẹp vô trùng để lấy mảnh thạch mang 
hệ sợi giống gốc nấm cấy đặt lên đĩa môi trường nhân giống 
cấp 1 (1 mảnh thạch mang hệ sợi giống gốc/đĩa petri). Dán 
kín mép đĩa petri, đặt nuôi đĩa mẫu ở nhiệt độ ≤25oC và 
không có ánh sáng.

Kỹ thuật nhân giống cấp 2: dùng dao cấy vô trùng cắt 1 
mảnh thạch mang hệ sợi giống cấp 1 (1x1 cm); dùng panh 
kẹp vô trùng để lấy mảnh thạch mang hệ sợi giống cấp 1 thả 
vào bình môi trường nhân giống cấp 2. Đóng chặt nắp bình 
và để lên trên khay kẹp bình mẫu của máy lắc nuôi mẫu. 
Nuôi mẫu ở điều kiện nhiệt độ ≤25oC, cường độ ánh ánh 
yếu (<500 lux), độ ẩm 62-65%, vận tốc máy lắc mẫu 180-
200 vòng/phút cho hệ sợi nấm ăn lan trong bình môi trường 
nhân giống cấp 2.

Kỹ thuật bảo quản giống gốc nấm: dùng dao cấy cắt 1 
mảnh thạch mang hệ sợi giống gốc nấm (2x2 mm) trên bề 
mặt đĩa; dùng panh kẹp để lấy phần hệ sợi giống gốc nấm 
phía trên mặt thạch cho vào trong ống eppendorf chứa môi 
trường dinh dưỡng; dùng pipet hút 500 µl glycerol 10% cho 
lên phía trên ống eppendorf đã cấy giống; đóng chặt nắp ống 
eppendorf. Cho các ống giống nấm vào phích, đổ nitơ lỏng 
vào phích sao cho lượng nitơ lỏng làm ngập các ống giống 
nấm, nắp phích lại và chờ cho đến khi lượng nitơ lỏng trong 
phích bay hơi hết; dùng kẹp gắp các ống giống gốc nấm xếp 
vào hộp bảo quản ống eppendorf; xếp hộp bảo quản ống 
eppendorf có chứa các ống giống gốc nấm đã xử lý với nitơ 
lỏng vào trong tủ lạnh sâu (-20÷-80oC) để bảo quản.

Xử lý số liệu: dùng phần mềm Microsoft Excell (2007).

Kết quả và thảo luận

Kết quả phân lập giống gốc nấm Đông trùng hạ thảo

Từ 26 chủng quả thể (260 mẫu), thực hiện 4 công thức 
khử trùng khác nhau, kết quả chúng tôi thu được 24 chủng 
(216 mẫu) giống gốc nấm Đông trùng hạ thảo. Trong đó, 
công thức khử trùng KT3 với cồn 70% trong 60 giây và 
cefotaxim (4 mg/ml) trong 1 phút cho hiệu quả tạo giống 
gốc cao nhất (92,86%), cụ thể: tỷ lệ mẫu sạch đạt 92,86% 
và 100% mẫu sạch bung sợi nấm sau 24÷36 giờ phân lập. 
Kết quả cho thấy, thời gian khử trùng quả thể bằng cồn 70% 
từ 30 lên 60 giây cho hiệu quả khử trùng tăng lên, chứng tỏ 
thời gian khử trùng có ảnh hưởng đến hiệu quả tạo giống 
gốc nấm Đông trùng hạ thảo. Các công thức khử trùng đều 
cho thời gian mẫu bắt đầu bung sợi nấm từ 24÷36h sau khi 
phân lập giống (bảng 1, hình 2 và 3).       
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Bảng 1. Hiệu quả tạo giống gốc nấm Đông trùng hạ thảo.

CTTN

Thời gian khử trùng

Tỷ lệ  
mẫu sạch 
(%)

Tỷ lệ mẫu  
sạch bung 
sợi (%)

Hiệu quả 
 tạo giống 
gốc (%)

Thời gian 
mẫu 
 bắt đầu 
bung sợi (h)

Cồn 
70% 
(giây)

Cefotaxim  
(4 mg/ml) 
(phút)

KT1 30 1 70,00±0,15a 100,00±0,00b 70,00±0,12c 24÷36

KT2 30 2 73,33±0,08a 100,00±0,00b 73,33±0,06c 24÷36

KT3 60 1 92,86±0,10a 100,00±0,00b 92,86±0,10c 24÷36

KT4 60 2 92,86±0,19a 92,31±0,08b 85,71±0,14c 24÷36

Ghi chú: a, b, c chỉ sự khác nhau có ý nghĩa về mặt thống kê p<0,05.

Hình 2. Mẫu sạch và mẫu bung sợi nấm Đông trùng hạ thảo sau 
phân lập bằng công thức khử trùng KT2. A: mẫu ban đầu; B: mẫu 
sau 24h; C: mẫu sau 48h và D: mẫu sau 72h nuôi cấy.

Hình 3. Mẫu sạch và mẫu bung sợi nấm Đông trùng hạ thảo sau 
phân lập bằng công thức khử trùng KT3. A: mẫu ban đầu; B: mẫu 
sau 24h; C: Mẫu sau 48h; D: mẫu sau 72h nuôi cấy.

Kết quả nhân giống cấp 1 nấm Đông trùng hạ thảo

Giống gốc nấm, sau 7 ngày nuôi, đủ tiêu chuẩn để cấy 
chuyển sang môi trường nhân giống cấp 1. Chúng tôi bố trí 
6 công thức nghiên cứu ảnh hưởng của KNO3 và pepton đến 
khả năng nhân giống cấp 1 nấm Đông trùng hạ thảo. 6 công 
thức này đều có chung các chất: agar 10 g/l + dịch chiết 
khoai tây (1 g khoai tây/1 ml dịch chiết) 200 ml/l + đường 
sucrose 20 g/l + KH2PO4 0,5 g/l + K2HPO4 0,5 g/l + cao nấm 
men 5 g/l. Sử dụng dòng giống gốc có ký hiệu CM làm vật 
liệu cho nghiên cứu này. Kết quả ở bảng 2 và hình 4 cho 
thấy, nồng độ chất dinh dưỡng khác nhau có ảnh hưởng rất 
rõ đến khả năng ăn lan hệ sợi giống cấp 1 trên môi trường 
nhân giống. Công thức môi trường G4 cho hệ sợi giống cấp 
1 ăn lan nhanh nhất, hệ sợi khỏe, ăn lan đồng đều khắp bề 

mặt đĩa môi trường nhân giống. Độ vượt hệ sợi của công 
thức này sau 3 ngày là 1,2 cm; sau 5 ngày là 2,1 cm; sau 7 
ngày là 2,2 cm và sau 9 ngày là 1,8 cm. Kết quả cũng cho 
thấy, tốc độ ăn lan hệ sợi nhanh nhất là sau 5-7 ngày cấy 
giống vào môi trường nhân giống cấp 1.

Bảng 2. Hiệu quả nhân giống cấp 1 nấm Đông trùng hạ thảo.

CTTN KNO3  
(g/l)

Pepton  
(g/l)

Đường kính vòng khuẩn lạc sau các ngày nuôi cấy (cm)
Đặc điểm  
hệ sợi nấm

0 ngày 3 ngày 5 ngày 7 ngày 9 ngày

G1 0,5 3,0 0,5 1,0±0,05a 2,2±0,07b 4,0±0,09c 5,5±0,08d
Hệ sợi mảnh, 
ăn lan chậm, sợi 
bông xù

G2 0,5 5,0 0,5 1,2±0,07a 2,5±0,08b 4,5±0,08c 6,0±0,06d
Hệ sợi mảnh, 
ăn lan chậm, sợi 
bông xù

G3 1,0 3,0 0,5 1,5±0,08a 3,3±0,10b 5,8±0,09c 7,6±0,05d Hệ sợi khỏe, ăn 
lan đồng đều 

G4 1,0 5,0 0,5 1,7±0,04a 3,8±0,05b 6,0±0,07c 7,8±0,04d Hệ sợi khỏe, ăn 
lan đồng đều

G5 1,5 3,0 0,5 1,4±0,06a 2,6±0,08b 4,4±0,08c 6,1±0,05d Hệ sợi khỏe, ăn 
lan đồng đều

G6 1,5 5,0 0,5 1,3±0,05a 2,6±0,10b 4,2±0,09c 5,7±0,07d Hệ sợi khỏe, ăn 
lan đồng đều

Hình 4. Giống nấm cấp 1 Đông trùng hạ thảo trong các môi 
trường nhân giống. A: môi trường G2; B: môi trường G4.

Kết quả nhân giống cấp 2 nấm Đông trùng hạ thảo

Nghiên cứu thực hiện với 6 công thức thí nghiệm, thay 
đổi hàm lượng đường glucose và cao nấm men bổ sung vào 
môi trường nhân giống cấp 2 nấm Đông trùng hạ thảo. Các 
công thức môi trường đều có chung hàm lượng các chất 
dinh dưỡng khác: nhộng tằm 100 g/l + KH2PO4  0,5 g/l + 
K2HPO4 0,5 g/l + KNO3 1 g/l + CaCl2.2H2O 0,1 g/l + Pepton 
5 g/l + vitamin B1 0,2 g/l + vitamin B8 0,2 g/l. Kết quả ở 
bảng 3 cho thấy, khi tăng hàm lượng đường glucose từ 5 đến 
10 g/l và tăng hàm lượng cao nấm men từ 5 đến 10 g/l cho 
hiệu quả nhân giống nấm cấp 2 thay đổi rõ rệt. 

Công thức NG4 phù hợp nhất để nhân giống cấp 2. Môi 
trường này cho mật độ pellet cao nhất (82 pellet/10 ml môi 
trường), dịch giống sánh, pellet có tua gai, ít phân nhánh 
(hình 5). 
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c ờng độ ánh ánh yếu  <500  u    độ  m 62-65%, vận t c máy l c mẫu 180-200 
vòng/phút cho hệ sợi nấ  ăn   n    ng bình   i    ờng nhân gi ng cấp 2. 

 Kỹ thuật bảo quản giống gốc nấm: dùng dao cấy c t 1 mảnh thạch mang hệ sợi 
gi ng g c nấm (2x2 mm) trên bề mặ  đĩ ; dùng panh kẹp để lấy ph n hệ sợi gi ng g c 
nấm phía trên mặt thạch cho vào trong  ng eppendorf ch     i    ờng dinh d  ng; 
dùng pipet hút 500 µl glycerol 10% cho lên phía trên  ng eppend  f đã cấy gi ng; 
đóng chặt n p  ng eppendorf. Cho các  ng gi ng nấ   à  ph ch  đổ ni     ng vào 
ph ch     ch    ợng ni     ng làm ngập các  ng gi ng nấm, n p phích lại và chờ cho 
đến  hi   ợng ni     ng    ng ph ch b y h i hết; dùng kẹp g p các  ng gi ng g c nấm 
xếp vào hộp bảo quản  ng eppendorf; xếp hộp bảo quản  ng eppendorf có ch a các 
 ng gi ng g c nấ  đã    lý v i ni     ng vào trong t  lạnh sâu (-20÷-80oC  để bảo 
quản. 

 Xử lý số liệu: dùng ph n mềm Microsoft Excell (2007). 

Kết quả và thảo luận 
Kết quả phân lập giống gốc nấm Đông trùng hạ thảo 

Từ 26 ch ng quả thể (260 mẫu), thực hiện 4 công th c kh  trùng khác nhau, kết 
quả ch ng   i  hu đ ợc 24 ch ng (216 mẫu) gi ng g c nấm   ng    ng hạ thảo. Trong 
đ   c ng  h c kh  trùng KT3 v i cồn 70% trong 60 giây và cefotaxim (4 mg/ml) trong 
1 phút cho hiệu quả tạo gi ng g c cao nhất (92,86%), cụ thể: tỷ lệ mẫu sạch đạt 
92,86% và 100% mẫu sạch bung sợi nấm sau 24÷36 giờ ph n  ập  Kế   uả ch   hấy  
 hời gi n  h     ng  uả  hể bằng cồn 70%  ừ 30   n 60 gi y ch  hiệu  uả  h     ng 
 ăng   n  ch ng     hời gi n  h     ng c  ảnh h ởng đến hiệu  uả  ạ  gi ng g c nấ  
  ng    ng hạ thảo. Các công th c kh     ng đều cho thời gian mẫu b   đ u bung sợi 
nấm từ 24÷36h   u  hi ph n  ập gi ng  bảng 1, hình 2 và 3).        

Bảng 1. Hiệu quả tạo giống gốc nấm Đông trùng hạ thảo. 

CTTN 

Thời gian khử trùng 
Tỷ lệ  
mẫu sạch (%) 

Tỷ lệ mẫu  
sạch bung sợi 
(%) 

Hiệu quả 
 tạo giống gốc 
(%) 

Thời gian mẫu 
 bắt đầu bung 
sợi (h) 

Cồn 
70% 
(giây) 

Cefotaxim  
(4 mg/ml) 
(phút) 

KT1 30 1 70,00±0,15a 100,00±0,00b 70,00±0,12c 24÷36 

KT2 30 2 73,33±0,08a 100,00±0,00b 73,33±0,06c 24÷36 

KT3 60 1 92,86±0,10a 100,00±0,00b 92,86±0,10c 24÷36 
KT4 60 2 92,86±0,19a 92,31±0,08b 85,71±0,14c 24÷36 

Ghi chú: a, b, c chỉ sự khác nhau có ý nghĩa về mặt thống kê p<0,05. 
 

 

 

 

A B C D 
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Hình 2. Mẫu sạch và mẫu bung sợi nấm Đông trùng hạ thảo sau phân lập bằng 
công thức khử trùng KT2. A: mẫu b n đ u; B: mẫu sau 24h; C: mẫu sau 48h và D: 
mẫu sau 72h nuôi cấy. 

 

 

 

 

 

Hình 3. Mẫu sạch và mẫu bung sợi nấm Đông trùng hạ thảo sau phân lập bằng 
công thức khử trùng KT3. A: mẫu b n đ u; B: mẫu sau 24h; C: Mẫu sau 48h; D: 
mẫu sau 72h nuôi cấy. 

Kết quả nhân giống cấp 1 nấm Đông trùng hạ thảo 
 Gi ng g c nấ     u 7 ngày nu i  đ  tiêu chu n để cấy chuyển   ng   i    ờng 
nhân gi ng cấp 1. Chúng tôi b  trí 6 công th c nghiên c u ảnh h ởng c a KNO3 và 
pepton đến khả năng nh n gi ng cấp 1 nấ    ng    ng hạ thảo. 6 công th c này đều 
có chung các chất: agar 10 g/l + dịch chiết khoai tây (1 g khoai tây/1 ml dịch chiết) 
200   /  + đ ờng sucrose 20 g/l + KH2PO4 0,5 g/l + K2HPO4 0,5 g/l + cao nấm men 5 
g/l. S  dụng dòng gi ng g c có ký hiệu CM làm vật liệu cho nghiên c u này. Kết quả 
ở bảng 2 và hình 4 cho thấy, nồng độ chấ  dinh d  ng khác nhau có ảnh h ởng rất rõ 
đến khả năng ăn   n hệ sợi gi ng cấp 1    n   i    ờng nhân gi ng. Công th c môi 
   ờng G4 cho hệ sợi gi ng cấp 1 ăn   n nh nh nhất, hệ sợi kh e  ăn   n đồng đều kh p 
bề mặ  đĩ    i    ờng nhân gi ng.  ộ   ợt hệ sợi c a công th c này sau 3 ngày là 1,2 
cm; sau 5 ngày là 2,1 cm; sau 7 ngày là 2,2 cm và sau 9 ngày là 1,8 cm. Kết quả cũng 
cho thấy, t c độ ăn   n hệ sợi nhanh nhất là sau 5-7 ngày cấy gi ng  à    i    ờng 
nhân gi ng cấp 1. 
Bảng 2. Hiệu quả nhân giống cấp 1 nấm Đông trùng hạ thảo. 

CTTN KNO3  
(g/l) 

Pepton  
(g/l) 

Đường kính vòng khuẩn lạc sau các ngày nuôi cấy (cm) Đặc điểm  
hệ sợi nấm 0 ngày 3 ngày 5 ngày 7 ngày 9 ngày 

G1 0,5 3,0 0,5 1,0±0,05a 2,2±0,07b 4,0±0,09c 5,5±0,08d  ệ  ợi  ảnh  ăn   n 
chậ    ợi b ng    

G2 0,5 5,0 0,5 1,2±0,07a 2,5±0,08b 4,5±0,08c 6,0±0,06d  ệ  ợi  ảnh  ăn   n 
chậ    ợi b ng    

G3 1,0 3,0 0,5 1,5±0,08a 3,3±0,10b 5,8±0,09c 7,6±0,05d  ệ  ợi  h e  ăn   n 
đồng đều  

G4 1,0 5,0 0,5 1,7±0,04a 3,8±0,05b 6,0±0,07c 7,8±0,04d Hệ sợi khỏe, ăn lan 
đồng đều 

G5 1,5 3,0 0,5 1,4±0,06a 2,6±0,08b 4,4±0,08c 6,1±0,05d  ệ  ợi  h e  ăn   n 
đồng đều 

G6 1,5 5,0 0,5 1,3±0,05a 2,6±0,10b 4,2±0,09c 5,7±0,07d  ệ  ợi  h e  ăn   n 
đồng đều 

A B C D 
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Hình 4. Giống nấm cấp 1 Đông trùng hạ thảo trong các môi trường nhân giống. 
A: m i    ờng G2; B: m i    ờng G4. 

Kết quả nhân giống cấp 2 nấm Đông trùng hạ thảo 
Nghiên c u thực hiện v i 6 công th c thí nghiệ    h y đổi hà    ợng đ ờng 

glucose và cao nấm men bổ  ung  à    i    ờng nhân gi ng cấp 2 nấ    ng    ng hạ 
thảo. Các công th c   i    ờng đều c  chung hà    ợng các chấ  dinh d  ng khác: 
nhộng tằm 100 g/l + KH2PO4  0,5 g/l + K2HPO4 0,5 g/l + KNO3 1 g/l + CaCl2.2H2O 
0,1 g/l + Pepton 5 g/l + vitamin B1 0,2 g/l + vitamin B8 0,2 g/l. Kết quả ở bảng 3 cho 
thấy,  hi  ăng hà    ợng đ ờng glucose từ 5 đến 10 g/   à  ăng hà    ợng cao nấm 
men từ 5 đến 10 g/l cho hiệu quả nhân gi ng nấm cấp 2  h y đổi rõ rệt.  

Công th c NG4 phù hợp nhấ  để nhân gi ng cấp 2    i    ờng này cho mậ  độ 
pellet cao nhấ   82 pe  e /10      i    ờng), dịch gi ng sánh, pellet có tua gai, ít phân 
nhánh (hình 5).  
Bảng 3. Hiệu quả nhân giống cấp 2 nấm Đông trùng hạ thảo. 

CTTN 
Đường 
glucose 
(g/l) 

Cao 
nấm 
men 
(g/l) 

Mật độ pellet  
(số pellet/10 ml 
môi trường)  

Đường kính  
pellet (mm)  Đặc điểm dịch giống 

NG1 5 5 57±0,96a 3,47±0,05b  ịch gi ng   ng  pe  e   h ng c  hình dạng 
nhấ  định 

NG2 5 10 61±1,14a 5,74±0,04b  ịch gi ng   nh  pe  e   h ng c  hình dạng 
nhấ  định 

NG3 10 5 58±1,22a 3,69±0,08b  ịch gi ng   nh  pe  e  hình thành nhánh, có 
nhiều  u  g i 

NG4 10 10 82±1,18a 1,92±0,02b Dịch giống sánh, pellet có tua gai, ít phân 
nhánh. 

NG5 15 5 72±0,92a 2,84±0,05b  ịch gi ng   nh  pe  e   h ng c  hình dạng 
nhấ  định 

NG6 15 10 66±1,24a 5,3±0,16b  ịch gi ng   nh  pe  e  hình thành nhánh, có 
nhiều  u  g i 
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Bảng 3. Hiệu quả nhân giống cấp 2 nấm Đông trùng hạ thảo.

CTTN
Đường 
glucose 
(g/l)

Cao nấm 
men (g/l)

Mật độ pellet  
(số pellet/10 ml 
môi trường) 

Đường kính  
pellet (mm) Đặc điểm dịch giống

NG1 5 5 57±0,96a 3,47±0,05b Dịch giống lỏng, pellet không có 
hình dạng nhất định

NG2 5 10 61±1,14a 5,74±0,04b Dịch giống sánh, pellet không có 
hình dạng nhất định

NG3 10 5 58±1,22a 3,69±0,08b Dịch giống sánh, pellet hình thành 
nhánh, có nhiều tua gai

NG4 10 10 82±1,18a 1,92±0,02b Dịch giống sánh, pellet có tua gai, ít 
phân nhánh.

NG5 15 5 72±0,92a 2,84±0,05b Dịch giống sánh, pellet không có 
hình dạng nhất định

NG6 15 10 66±1,24a 5,3±0,16b Dịch giống sánh, pellet hình thành 
nhánh, có nhiều tua gai

Hình 5. Giống nấm cấp 2 Đông trùng hạ thảo trong các môi 
trường nhân giống khác nhau. A: môi trường NG1; B: môi trường 
NG2; C: môi trường NG4; D: môi trường NG6.

Kết luận

Đã phân lập thành công 24 chủng (216 mẫu) giống gốc 
nấm Đông trùng hạ thảo từ quả thể nấm mọc tự nhiên thu 
nhận tại Vườn quốc gia Hoàng Liên Sơn. Công thức khử 
trùng KT3 với cồn 70% trong 60 giây và cefotaxim (4 
mg/ml) trong 1 phút cho hiệu quả tạo giống gốc cao nhất 
(92,86%).

Môi trường nhân giống cấp 1 hiệu quả là: agar 10 g/l + 
dịch chiết khoai tây (1 g khoai tây/1 ml dịch chiết) 200 ml/l 
+ đường sucrose 20 g/l + KH2PO4 0,5 g/l + K2HPO4 0,5 g/l 
+ KNO3 1 g/l + Pepton 5 g/l + cao nấm men 5 g/l. Hệ sợi 
giống cấp 1 ăn lan nhanh nhất, hệ sợi khỏe, ăn lan đồng đều 
khắp bề mặt đĩa môi trường nhân giống.

Môi trường nhân giống cấp 2 tốt nhất là: đường glucose 
10 g/l + nhộng tằm 100 g/l + KH2PO4 0,5 g/l + K2HPO4 0,5 
g/l + KNO3 1 g/l + CaCl2.2H2O 0,1 g/l + Pepton 5 g/l + cao 
nấm men 10 g/l + vitamin B1 0,2 g/l + vitamin B8 0,2 g/l. 

Mật độ pellet cao nhất (82 pellet/10 ml môi trường), dịch 
giống sánh, pellet có tua gai, ít phân nhánh.

Như vậy, kỹ thuật phân lập giống gốc và nhân giống nấm 
Đông trùng hạ thảo đã được xây dựng. Kỹ thuật này có khả 
năng áp dụng vào thực tiễn sản xuất giống nấm để cung cấp 
giống nấm Đông trùng hạ thảo. 
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Hình 5. Giống nấm cấp 2 Đông trùng hạ thảo trong các môi trường nhân giống 
khác nhau. A: m i    ờng NG1; B: m i    ờng NG2; C: m i    ờng NG4; D: môi 
   ờng NG6. 
 
Kết luận 

 ã ph n  ập thành công 24 ch ng (216 mẫu) gi ng g c nấm   ng    ng hạ thảo 
từ quả thể nấm mọc tự nhiên thu nhận tại V ờn qu c gia Hoàng Liên   n. Công th c 
kh  trùng KT3 v i cồn 70% trong 60 giây và cefotaxim (4 mg/ml) trong 1 phút cho 
hiệu quả tạo gi ng g c cao nhất (92,86%). 

  i    ờng nhân gi ng cấp 1 hiệu quả là: agar 10 g/l + dịch chiết khoai tây (1 g 
khoai tây/1 ml dịch chiế   200   /  + đ ờng sucrose 20 g/l + KH2PO4 0,5 g/l + 
K2HPO4 0,5 g/l + KNO3 1 g/l + Pepton 5 g/l + cao nấm men 5 g/l. Hệ sợi gi ng cấp 1 
ăn   n nh nh nhất, hệ sợi kh e  ăn   n đồng đều kh p bề mặ  đĩ    i    ờng nhân 
gi ng. 

  i    ờng nhân gi ng cấp 2 t t nhất là: đ ờng glucose 10 g/l + nhộng tằm 100 
g/l + KH2PO4 0,5 g/l + K2HPO4 0,5 g/l + KNO3 1 g/l + CaCl2.2H2O 0,1 g/l + Pepton 5 
g/l + cao nấm men 10 g/l + vitamin B1 0,2 g/l + vitamin B8 0,2 g/l. Mậ  độ pellet cao 
nhấ   82 pe  e /10      i    ờng), dịch gi ng sánh, pellet có tua gai, ít phân nhánh. 

Nh   ậy, kỹ thuật phân lập gi ng g c và nhân gi ng nấm   ng    ng hạ thảo 
đã đ ợc xây dựng. Kỹ thuật này có khả năng  p dụng vào thực tiễn sản xuất gi ng 
nấ  để cung cấp gi ng nấ    ng    ng hạ thảo.  
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