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MO DAU
1. Ly do chgn dé tai

Nam d6ng tring ha thao 13 tén chung chi mot nhém céc loai ndm ky sinh
trén sau non, sau truéng thanh hoac nhong cua mot sb loai con trung. Nam duoc
dit tén dong trung ha thao dya vao qua trinh phat sinh, phat trién va vong doi
cua chung. Sau non, nhdng, sau truong thanh cua mot sb loai con trung nam
dudi dat hodc o trén mat dat bi nAm ky sinh. Cac loai nAm nay str dung céc chat
hitu co trong co thé con tring lam thie dn, 1am cho cén tring bi chét. Mua dong,
nhiét d6 va am do khong khi thép, nam ky sinh ¢ dang hé soi. Pén mua hé, nhiét
d6 va am do khong khi cao, nAm chuyén sang giai doan sinh san hitu tinh, hinh
thanh thé qua. Nhu vdy, mua dong ndm ky sinh trén sdu, ton tai ¢ giai doan hé
soi, miia ha moc thanh ciy nim nén c6 tén 1a dong trung ha thao. Mot so loai
dang chu y la Cordyceps sinensis va Cordyceps militaris.

Chi ndm Cordyceps di dugc thu mau va dinh loai trén 400 loai khac nhau
va theo hé thong phan loai truyén thdéng, cic loai nay dugc xép vao ho
Clavicipitaceae [33].

Pong trung ha thao khong chi dugc cac nha khoa hoc nghién ctru, ma con
dugc ca xa hoi quan tam dén, vi nAm 13 loai duoc liéu quy, rat tot cho strc khoé
con ngudi, phu hop véi moi Ira tudi, tr tré con, phu nit mang thai, thanh thiéu
nién, cho dén nguoi gia. Theo cac tai lidu ghi chép vé dong dugc cd, dong tring
ha théo 1a mot vi thudc boi bd hét stc quy gid, co6 tac dung tich cuc véi cac bénh
nhu r6i loan tinh duc, than hu, liét duong, di tinh, dau lung, méi gbi, ho hen, va
co tac dung tot ddi véi tré em coi xuong cham 16n. Mot ) nghién ctru hién dai
gan day da chi ra rang nam dong trung ha thao c6 tac dung 1am ting cudng cong
nang cua tuyén thuong than, cai thién dugc chirc ning than, nang cao niang lyc
mién dich, khang khuén, khang virus, chéng ung thu va chat phong xa.

O Viét Nam, nhiing nghién ctru vé dong trung ha thao nhin chung chua

nhiéu. Phan 16n nhimg gi ma cic nha nghién ctru Viét Nam c6 dugc vé ngudn
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duoc liéu quy hiém nay déu chi ding lai ¢ viéc phat hién cac chung cua dong
triung ha thdo sin ¢ trong tu nhién. Mot sb it tién hanh nhiing nghién ctu sau
hon vé dic tinh sinh 1y ctia dong trung ha thao ciing chi dung lai & muc do thir
nghiém. Nhin chung cic nghién ctru vé dong tring ha thao & Viét Nam con gip
nhiéu khé khan.

Tu nhiing co s¢ 1y luan vé khoa hoc va thuc tién noi trén, ching to61 tién
hanh dé tai: “Nghién ciru mot sé yéu t6 anh hwéng téi sy sinh truwéng cia
nim dong trung ha thao Cordyceps militaris”.

2. Muc tiéu nghién ciru ciia dé tai:

- Xac dinh dugc sy anh huong cua thanh phén dinh dudng, nhiét o, do
am khong khi, pH méi truong dén sy sinh truong cia hé soi nam Cordyceps
militaris trong giai doan nhéan giéng.

- Xac dinh duoc sy anh hudng cta thanh phan dinh dudng va phuong
thire cay gidng dén sy sinh truong cua hé soi nam Cordyceps militaris trong giai
doan uwom soi.

- Xac dinh duoc su anh hudng cta nhiét dj, do am khong khi va cudong
d6 chiéu sang dén sy hinh thanh phat trién qua thé nAm Cordyceps militaris.

3. Noi dung nghién ciru:

- Nghién ctru su anh huong cua thanh phan dinh dudng, nhiét do, do am
khéng khi, pH méi truong dén su sinh truong ctia hé soi nam Cordyceps
militaris trong giai doan nhan giéng.

- Nghién ciru sy anh huéng cta thanh phan dinh dudng va phuong thirc
cdy gidng dén su sinh trudng ctia hé sgi nam Cordyceps militaris trong giai doan
uom soi.

- Nghién ctru sy anh hudng ctua nhiét dg, do am khong khi va cuong do
chiéu sang dén sy hinh thanh phat trién qua thé nAm Cordyceps militaris.

4. Y nghia khoa hoc va thuec tién ciia dé tai
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Két qua nghién ctru sy anh hudng ctiia mot s6 yéu td co ban téi sy sinh
truong cua hé soi, sy hinh thanh, phat trién cta qua thé nAm Cordyceps militaris
s& 1a cin ct khoa hoc cho viéc hoan thién va dua quy trinh san xuit qua thé nAm
dong trung ha thao vao thuc té phuc vu doi séng con ngudi. Ngoai ra két qua
ctia dé tai ciing cung cap thong tin khoa hoc cho cac nha khoa hoc nghién ciru

chuyén sau loai nAm quy hiém Cordyceps militaris.
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Chuong 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Pai cwong vé nim déong trung ha thao Cordyceps
1.1.1. Lich sir nghién ctru vé Cordyceps

Nam dong trung ha thao dugc xem 1a rat quy, hiém. Nhiing cdu truyén
mang tinh than thoai va truyén thuyét lién quan dén loai ndm nay duogc luu
truyén trong nhiéu thién nién ky. Hién nay, cdc ghi nhan vé thoi gian phat hién
dau tién loai nam nay chua duoc théng nhat. Theo Das (2009) thi ndm dong
triung ha thao Cordyceps dugc biét dén tir nhitng nam 2000 trudc cong nguyén
[15]. Nhung theo Holliday va cong su (cs) (2004) tong hop tir nhidu ngudn tai
liéu ghi nhan dau tién vé nAm dong trung ha thao duoc thuc hién tai Trung Quéc
vao nam 620 sau cong nguyén, vao triéu dai nha Puong (618-907 sau cong
nguyén). Su ghi nhan nay di lam rd ban chat sinh hoc tir nhitng ciu truyén
huyén thoai va truyén thuyét vé dong tring ha thao. Pong trung ha thao 1a mot
sinh vat ton tai hang nam duoc chuyén mot cach than bi tir dong vat sang thuc
vt vao mua hé va sau d6 lai tir thuc vat chuyén sang dong vat vao mua dong.
Tiép sau d6 c6 nhiéu cong trinh duoc xuat ban voéi ndi dung vé loai nim dong
trung ha thao ndy cta cac hoc gia x Ty Tang tir thé ky 15 dén thé ky 18, trong
d6 c6 cong trinh dau tién duge cho 14 ¢6 co sd khoa hoc tin cdy nhat mo ta vé
nam dong trung ha thao cia Wu-Yiluo ndm 1757, trong cudn sach Duwoc dién,
dudi triéu dai Thanh. Theo sau cac hoc gia xit Tdy Tang, viéc phat hién ra gia tri
ctia dong trung ha thao thudc vé nhitng ngudi chin bo trén nti Hymalaya & Tay
Tang cii va Nepal, ho thiy rang nhitng cha bo gdm co an phai cdy ndm déng
trung ha thao vao mua xuéan da tré nén cuéng nhiét, bo duc ludn tim va theo sat
bo cai [18].
1.1.2. Phan loai hoc
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Chi nAm Cordyceps da duogc thu mau va dinh loai trén 400 loai khac nhau.

Theo hé théng phan loai truyén théng, chi Cordyceps thudc gidi Nam, nganh

Ascomycota, 16p Sordariomycetes, bd Hypocreales, ho Clavicipitaceae [33].

Ty

Hinh 1.1. Hinh anh dong trung ha thao Cordyceps militaris
(www.jscr.jp)
Phén loai ndm dong triung ha thao Cordyceps militaris:
Gioi : Fungi
Nganh : Ascomycota

Phéan nganh  : Ascomycotina

Lép : Sordariomycetes
B6 : Hypocreales

Ho : Clavicipataceae
Chi : Cordyceps

Loai . Cordyceps militaris

1.1.3. Pic diém va phan bd caa Cordyceps

Nam dong trung ha thao 14 tén chung chi mot nhom céc loai nam ky sinh
trén sau non hodc sau trudng thanh ciia mat s6 loai con trung. Naim duoc dat tén
dong trung ha thao dwa vao qua trinh phat sinh, phat trién va vong doi cua
chung. Sau non, nhong, sau trudng thanh ctia mot s6 loai con tring nam dudi dat

hodc & trén mat dat bi nAm ky sinh. Céc loai nam nay s dung céc chét hiru co
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trong co thé con tring 1am thirc dn, 1am cho con tring bi chét. Mua dong, nhiét
d6 va am do khong khi thap, nam ky sinh ¢ dang hé soi. Pén mua hé, nhiét do
va 4am do khong khi cao, nim chuyén sang giai doan sinh san hitu tinh, hinh
thanh thé qua [7].

Nam dong tring ha thdo thuong phat hién vao mua hé ¢ mot sb cao
nguyén c6 do cao tir 3500 m dén 5000 m so v6i mit bién; d6 1a cac ving Tay
Tang, T Xuyén, Cam Tac, Van Nam... Pay chinh 1a ngudn déng tring ha thao
tu nhién [11]. Ngoai ra con phat hién tai cac vung nui cao thude An D9, Nepal,
Bhutan. Hién nay, khoang hon 400 loai da dugc tim thay, trong d6 c6 khoang 90
loai dugc phat hién ¢ Trung Qudc [44].

Tai Viét Nam, dong trung ha thdo cling da dugc phat hién tai nhiéu dia
diém khac nhau. Nam 2009, Pham Quang Thu va cs di phat hién 3 chung la
Cordyceps nutans Pat. tai khu bao ton thién nhién TAy Yén Tir - Son Pong - Bic
Giang [3], Cordyceps gunni Berk. tai vuon qudc gia Tam Déo tinh Vinh Phtc
[4], Cordyceps militaris Link. tai vuon qudc gia Hoang Lién tinh Lao Cai [5].
Niam 2009, Pai Duy Ban va cong sy ciing cong bo phat hién méi ctia minh vé
loai dong trung ha thao 1an dau tién duoc tim thidy & Viét Nam d6 1a loai dong
trung ha thao c6 tén la Isaria cerambycidae. Loai Pong trung ha thao nay duoc
tim thdy trén 4u trang xén téc [1]. Nam 2010, Pham Thi Thuy Vién phat hién
duogc 2 giéng 1a Cordyceps nutans & Vuon qudc gia Clic Phuong (Ninh Binh) va
Cordyceps militaris ¢ Vii Quang (Ha Tinh) [8].

1.2. Cac hoat chat chinh trong nim déng trung ha thiao Cordyceps
1.2.1. Cordycepin

Cordycepin cé cau tric 3’-deoxyadenosin 1a mot purin alkaloid c6 dang
ciia nucleosid adenosin bi mit mét oxy & vi tri 3’ phan duong ribose.
Cordycepin dugc phan 1ap 1an dau vao nim 1950 tir Cordyceps militaris. Bang
phan tich phd NMR (nuclear magnetic resonance) va IR (infrared), cordycepin
dugc xem nhu 1a mot hop chit ¢6 hoat tinh sinh hoc duoc ly trich tir qua thé va
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SO1 nam. Cordycepin c6 cong thuc Ci9H13Ns03 va c6 phan tur lugng 251, diém
nong chay tai 230-231°C, do héip thu cuc dai tai 259 nm. C6 thé hoa tan trong
dung dich dém mudi, methanol hay ethanol, nhung khong hoa tan trong benzen,
ether hay chloroform, do vdy nhiéu nghién ctru da sir dung dung dich mudi khtr
trung va dém phosphat lam dung moi [44].

Vi cordycepin c6 cdu triic tuong tu adenosin nén RNA polymerase khong
thé phan biét. Khi tham gia tong hop nén phan tir RNA, cordycepin ngan chin
qua trinh kéo dai thém cac RNA va tao ra cac phan tir RNA két thiic som. Do
d6, cordycepin dugc xem nhu chat khang ung thu hiéu qua [20]. Nam 2003, Sun
va cs di chimg minh ham luong cordycepin véi hoat tinh khang khéi u &
Cordyceps kyushuensis cao hon Cordyceps sinensis va Cordyceps militaris, ¢
Cordyceps nuoi céy cao hon tu nhién, va trong soi ndm cao hon 4u trung chu
[32]. Tac gia ciing khang dinh ring day 1a hop chit ¢ tiém ning duoc hoc cao.
Nam 2007, Noriko Yoshikawa va cs chirng minh cordycepin c6 hoat tinh khang
ung thu hiéu qua thong qua viéc e ché qua trinh methyl hoa acidnucleic va
polyadenin héa [40]. Pong dang cua cordycepin 1a 2°,5°- oligoadenin cé tac
dung khang virus thong qua viéc tc ché reverse transcriptase. Tac gia ciing
chtrng minh rang tién chat ctia cordycepin 1a adenosin ciing c6 hoat tinh khang
ung thu.

1.2.2. Acid cordyceptic

Acid cordyceptic, mot isomer ctia acid quinic, duoc nghién ctru dau tién &
Cordyceps sinensis nam 1957. CAu tréc tinh thé cua acid cordyceptic dugc xac
dinh 1a D-mannitol. Mannitol 1a hop chit sinh hoc chinh co6 nhiéu hoat tinh quan
trong nhu khang gbc tu do, loi tiéu, tri ho. Chét nay ton tai trong ty nhién chu
yéu & ré, than va 14 cdy; duoc tim thiy nhiéu trong ndm an, ca rot va réu. Ham
luong acid cordyceptic trong Cordyceps khoang 7-29%. Mannitol ¢6 cdu tao
gém mdt alcohol va mot duong, hodc mot polyol; twong tu nhu xylitol hay
sorbitol. Tuy nhién, mannitol ¢6 xu hudng loai bd ion hydrogen trong nudc lam
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dung dich trd nén acid. Cong thirc héa hoc cua mannitol 1a CgH1406, trong luong
phan tir 182, nhiét d6 noéng chay 166°C, ty trong 1,489 (20°C) va nhiét do sbi
290-295°C (467 kPa). Mannitol c6 nhiéu dic tinh quan trong di duge s dung
trong y hoc va thuc pham, ham luong mannitol c6 trong quéa thé nam Cordyceps
vao khoang 29-85 mg/g, soi nAm c6 ham lugng acid cordyceptic cao hon so véi
trong qua thé [44].

1.2.3. Polysaccharid

Cordyceps chira mot luong 16n polysaccharid, khoang 3-8% khdi lugng,
day 1a mot trong nhimng hop chét sinh hoc chinh. Tir ndm 1977, nhiéu nghién
ctru khoa hoc tai Trung Quéc va Nhat Ban da chiing minh dugc nhitng ich loi tur
polysaccharid trong viéc khang ung thu, khang oxy héa, khang viém ciling nhu
tac dong diéu hoa mién dich.

Cac hop chat polysaccharid & Cordyceps 1a mot galactomannan nhiéu
nhanh. Cac hop chat ndy bao gdm D-mannose va D-galactose véi ty 1& 3:5,
thuong chira mot ty 16 nho protein. N6 1a mot cdu trac phan nhanh gém céc lién
két (1-6) va (1-2) lién két cac gdc o-D-mannopyranosyl & mach chinh, c6 cac
lién két da dang gita cAc monosaccharid ké can tao thanh cac ciu tric xoan va
vong nho. Tuy nhién, mdét mannoglucan véi trong lugng phan tir xap xi 7700
g/mol dugc phan tach gan day chi chira cac don vi mannose va glactose vai ty 18
1:9. Céac phan tich cho thdy né c6 mot khung suon o-D-glucan véi cac lién két
(1-4) va (1-3); va cac mach nhanh cua a-D-(1-6)-mannopyranose (Manp) dugc
gin vao khung sudn qua vi tri O-6 cua goc o-(1-3)-glucopyranosyl (Glcp).
Nghién ctru nay ciing cho thay duoc tinh cua polysaccharid 13 tir cac dic tinh
cta n6 nhu trong lugng phan tir, vi du nhu cac polyglucan cé trong lugng phan
ttr 16n hon (10-1000 kDa) ¢6 xu hudng tan trong nudc t6t hon va vi thé c6 hoat
tinh khang khdi u hiéu qua hon. Tuy nhién, hoat tinh khang ung thu 13 do su
tang cudng mién dich cho co thé hon 13 hiéu tng gay chét té bao truc tiép [34].
1.2.4. Ergosterol
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Ergosterol 13 tién chit quan trong cho vitamin D. Ham luong ergosterol &
Cordyceps militaris nudi cay rét cao, chi dimg sau Cordyceps sinensis ty nhién
phan 1ap & Tay Tang. Cac ergosterol va cac chat dong dang ciia né cé hoat tinh
khang virus, diéu hoa tim mach, diéu trj bénh than do giam immunoglobin A
[44].

1.2.5. Nucleotid

Nucleotid 1a chat c6 nhiéu trong Cordyceps, cé tic dung khang khdi u,
phong thich cac tin hiéu dan truyén than kinh, chong co giat... Trong d6, ham
lugng guanosin thudng cao nhat. Ham luong nucleotid trong Cordyceps nudi
cdy cao hon han Cordyceps ty nhién, diéu nay co6 thé lién quan dén hoat dong
bién dudng nhanh trong qua trinh nudi cdy. Ham lugng cac nucleotid trong tu
nhién thp c6 thé do su thoai bién cac nucleotid trong qua trinh ¢ dong [42]. Khi
hau 4m va am uwot 13 didu kién lam ting nucleotid trong Cordyceps. Nam 2003,
Sun va cs nghién ctru thdy c6 it nhat 8 loai nucleosid hodc nitrogen base c6 trong
Cordyceps kyushuensis [32]. Nam 2010, Xie Jian Wei va cs da tach va xac dinh
dugc cac loai thymin, adenosin, adenin va cordycepin c6 trong Cordyceps
sinensis, nghién ctru cho thdy ham luong cac nucleotid khac nhau tiy theo vi tri
phan 1ap [38].

1.2.6. Protein va acid amin

Ham luong protein trong Cordyceps vao khoang 29,1 — 33% bao goém 18
acid amin: acid aspartic, threonin, serin, glutamat, prolin, glycin, valin,
methionin, isoleucin, leucin, tyrosin, phenylalanin, lysin, histidin, cystin, cystein
va tryptophan. Cac acid amin c¢6 ham luong cao nhit 13 glutamat, arginin va acid
aspartic va c¢6 duoc tinh cao nhat 1a arginin, glutamat, tryptophan va tyrosin.
Nam 2011, Zheng va cs da nghién ctru ho protein trong Cordyceps militaris
[43]. Két qua cho thiy bd gen Cordyceps militaris chira 61 ho protease nhung
hau hét 13 serin protease va metallopeptidase, 12 gen mi hoa trypsin, 167 gen
ma hoa protein kinase, 105 gen ma héa glycosid hydrolase. Hon nita, Cordyceps
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