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TÓM TẮT  

Nghiên cứu nhằm phân lập và định danh loài nấm dược liệu Đông trùng Hạ thảo 

Cordyceps cicadae thu thập từ tự nhiên tại thành phố Huế. Chủng nấm được phân 

lập trên môi trường PDA và xác định tên loài dựa trên đặc điểm hình thái và trình 

tự nucleotide vùng ITS (internal transcribed spacer) của rDNA. Kết quả cho thấy 

chủng nấm CH1 có độ tương đồng 100% với C. cicadae (mã số AB085886.1). Đây là 

cơ sở cho các nghiên cứu thực nghiệm về hoạt tính sinh học và nuôi trồng loài nấm 

này trong điều kiện nhân tạo nhằm bảo tồn và phát triển nguồn dược liệu quý tại 

địa phương.  

Từ khóa:  Cordyceps cicadae, nấm dược liệu, phân lập, định danh, ITS. 

 

1. MỞ ĐẦU 

Cordyceps cicadae là một loài nấm ký sinh côn trùng thuộc họ Clavicipitaceae, chi 

Cordyceps [1]. Loài nấm này thường ký sinh trên ấu trùng của nhiều loài côn trùng khác 

nhau như: Cicada flammata Distant, Platypleura kaempferi Fabricius, Cryptotympana 

pustulata Fabricious, Platylomia pieli Kato, Oncotympana maculatieollis Motsch để hình 

thành và phát triển thành các quả thể trên bề mặt vật chủ [2]. Loài nấm ký sinh này 

sinh trưởng và phát triển trong môi trường sống khắc nghiệt với nhiệt độ 18 – 24 °C và 

có độ ẩm tương đối lớn trên 80 %. Chúng xuất hiện phổ biến ở nhiều khu vực trên thế 

giới, thường phân bố ở vùng nhiệt đới và cận nhiệt đới. Phân bố chủ yếu ở khu vực 

châu Á, đặc biệt ở Trung Quốc. Ngoài ra, nó còn được ghi nhận ở một số vùng của 

Châu Âu, Bắc Mỹ [3]. Riêng ở Việt Nam, một báo cáo gần đây đã ghi nhận sự hiện diện 

của nấm C. cicadae tự nhiên tại vùng rừng núi của huyện Lục Ngạn, tỉnh Bắc Giang [4].  
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Trong y học cổ truyền, nấm C. cicadae là một vị thuốc quý hiếm có chứa thành 

phần các hợp chất có hoạt tính sinh học cao tương tự như nấm Cordyceps militaris và 

Cordyceps sinensis [1]. Các thành phần hoá học chính của C. cicadae đã được xác định 

bao gồm: nucleoside, cyclopeptide, myriocin, ergosterol, mannitol, polysaccharide, các 

loại vitamin, amino acid, ..., được chứng minh có tác dụng kháng khuẩn, chống oxy 

hóa, kháng viêm, chống lão hóa, điều hòa lượng đường trong máu, cải thiện chức năng 

thận, bảo vệ gan và bảo vệ thần kinh [2, 3, 5]. Nhiều báo cáo đã chứng minh 

polysaccharide chiết xuất từ C. cicadae có đặc tính chống ung thư và ức chế sự phát 

triển của các khối u tiềm năng [6]. 

Gần đây, nhóm nghiên cứu đã khảo sát và phát hiện được một chủng nấm ký 

sinh trên ấu trùng ve sầu ở vườn trồng thanh trà tại phường Kim Long, quận Phú 

Xuân, thành phố Huế. Qua phân tích sơ bộ đặc điểm hình thái cho thấy chủng nấm 

này có thể thuộc loài C. cicadae. Việc phân lập và định danh chính xác loài nấm này là 

việc làm cần thiết nhằm bảo tồn và khai thác hiệu quả nguồn gen nấm dược liệu quý 

của thành phố Huế nói riêng và Việt Nam nói chung. 

Trong nghiên cứu này, mẫu nấm ký sinh trên ấu trùng ve sầu được thu thập từ 

tự nhiên trên địa bàn thành phố Huế được dùng để phân lập trên môi trường nuôi cấy 

thạch đĩa và định danh loài nấm dựa trên các đặc điểm hình thái và trình tự nucleotide 

vùng ITS của rDNA. 

 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Mẫu nấm ký sinh trên ấu trùng ve sầu được thu thập tại vườn thanh trà ở 

phường Kim Long (Thành phố Huế) từ tháng 2 – 5 dùng phân lập và định danh loài. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Thu thập và xử lý sơ bộ mẫu 

Cách thu mẫu nấm: mẫu nấm phát hiện ngoài tự nhiên với các đặc điểm hình 

thái bên ngoài tương đồng với các công bố trước về loài nấm C. cicadae, được đào lên từ 

dưới lớp đất mặt, loại bỏ phần đất, bọc trong giấy khô, mềm để tránh tổn thương đến 

nấm, giữ nguyên hình dạng ban đầu và chuyển về phòng thí nghiệm để xử lý và bảo 

quản mẫu. 

Xử lý sơ bộ: Mẫu nấm sau khi thu thập, tiến hành loại bỏ các cặn bã, đất cát còn 

sót lại trên mẫu nấm. Sau đó, rửa sạch dưới vòi nước chảy. Để ráo và bảo quản lạnh ở 4 

°C để tiến hành các nghiên cứu tiếp theo.  
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2.2.2. Phân lập mẫu 

Nấm được tiến hành phân lập trên môi trường PDA (potato dextrose agar) theo 

phương pháp nuôi cấy trên môi trường thạch đĩa (phương pháp Koch). Tách lấy 1 

phần quả thể nấm đã xử lý sơ bộ, tiến hành khử trùng bằng ethanol 70 % trong 30 giây, 

rửa lại 2 lần với nước cất vô trùng. Sau đó, cắt thành các đoạn nhỏ có kích thước từ 2 – 

5 mm và đặt trên môi trường PDA thạch đĩa đã hấp khử trùng ở nhiệt độ 121 °C trong 

20 phút. Ủ đĩa trong điều kiện tối ở nhiệt độ 20 – 25 °C trong 7 – 10 ngày để bào tử nấm 

phát triển. Sau khi bào tử nấm phát triển, lựa chọn những tản nấm sạch bệnh, đặc 

trưng, riêng biệt và cấy chuyền sang ống thạch nghiêng, nuôi ở điều kiện thích hợp để 

thu được ống giống gốc thuần. 

Mẫu nấm C. cicadae được làm tiêu bản giọt ép và quan sát các đặc điểm cấu tạo 

hệ sợi nấm và cuống sinh bào tử. 

Bảo quản giống gốc: Bào tử nấm sau khi được làm thuần và tăng sinh sẽ tiến 

hành bảo quản lạnh sâu ở nhiệt độ -20 °C với glycerol 10 % [7]. Định kì 6 tháng tiến 

hành cấy chuyền bào tử nấm và tăng sinh giống để đánh giá chất lượng giống trong 

quá trình bảo quản. 

2.2.3. Định danh nấm dựa trên các đặc điểm hình thái và trình tự vùng ITS của rDNA 

Xác định đặc điểm hình thái 

Quan sát và xác định đặc điểm hình thái bên ngoài của nấm bao gồm: màu sắc, 

chiều dài và vị trí hình thành của quả thể trên vật chủ, bào tử, .... Tiến hành đối chiếu, so 

sánh về đặc điểm hình thái của loài nấm C. cicadae đã được công bố từ các nguồn tài liệu 

tham khảo thông qua quan sát bằng mắt thường và soi kính hiển vi quang học [2, 4].  

Định danh loài bằng giải trình tự gene vùng ITS của rDNA 

Mẫu nấm thu được sau khi làm sạch các tạp chất được nghiền nhỏ và tách chiết 

DNA tổng số của mẫu nấm bằng cách sử dụng kit tách chiết TopPURE® plant DNA 

extraction kit (ABT, Việt Nam) theo hướng dẫn của nhà cung cấp. Chất lượng DNA 

tổng số sẽ được điện di kiểm tra trên gel agarose 1 % với điện thế cung cấp là 80 V 

trong đệm TAE 1X (40 mM Tris base (pH = 7,6); 20 mM acetic acid; 1 mM EDTA) với 

thuốc nhuộm SafeView™ Classic (tỷ lệ TAE 1X: SafeView™ Classic = 20:1). DNA có 

chất lượng tốt sẽ được lưu trữ ở -20 °C cho các nghiên cứu tiếp theo. 

DNA tổng số của mẫu nấm nghiên cứu được dùng làm khuôn cho phản ứng 

PCR khuếch đại trình tự nucleotide vùng ITS bằng cặp mồi ITS1-F (5’-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) /ITS4-R (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) [8]. 

Thành phần phản ứng PCR bao gồm: 100 ng DNA tổng số, 10 pmol của mỗi mồi, 10 µL 

2 × Go Taq® Green Master Mix (M7502, Promega, USA) và nước cất vô trùng (tổng thể 

tích 20 µL). Phản ứng PCR được thực hiện trong máy luân nhiệt với thông số kỹ thuật 
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như mô tả của Liu và cộng sự [9]. Các sản phẩm PCR được điện di trên gel agarose 0,8 

% trong đệm TAE và được nhuộm bằng thuốc nhuộm SafeView™ Classic (Applied 

Biological Materials Inc., Canada). Hình ảnh điện di được thu nhận và đánh giá chất 

lượng sản phẩm PCR được khuếch đại.  

Sản phẩm PCR được tinh sạch và giải trình tự nucleotide bởi công ty 1st Base 

(Malaysia). Kết quả giải trình tự DNA được xử lý bằng phần mềm Bioedit (v7.2.5). 

Mức độ tương đồng và độ bao phủ của các trình tự DNA được đánh giá thông qua đối 

chiếu với các trình tự có sẵn trên cơ sở dữ liệu của NCBI bằng công cụ BLAST (Basic 

local Alignment SearchTool, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Trình tự DNA 

được sắp xếp bằng chức năng Clustal W trên phần mềm MEGA 11 với các tham số mặc 

định. Cây phát sinh chủng loại được xây dựng dựa trên phương pháp UPGMA với giá 

trị bootstrap 1000. 

 

Hình 1. Sơ đồ quy trình phân lập và định danh loài nấm C. cicadae tự nhiên. 

 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phân lập và xác định đặc điểm hình thái  

Qua điều tra thực địa các khu vực được khoanh vùng trên địa bàn Thành phố 

Huế dựa trên các nghiên cứu về sinh thái học và hình thái học của loài nấm C. cicadae 

đã công bố trước đây, các địa điểm có điều kiện khí hậu thích hợp và thuận lợi cho 

nấm sinh trưởng và phát triển. Điều tra dưới thân cây đổ, dưới lớp lá mục, khoảng đất 

trống và dưới gốc cây thân gỗ của một số cây thanh trà, bưởi, nhãn, ... tại địa bàn, là 

những nơi nấm thường ký sinh và phát triển trên vật chủ. Kết quả, đã phát hiện được 

mẫu nấm ký sinh trên ấu trùng ve sầu tại vườn thanh trà ở phường Kim Long (Thành 

phố Huế). Mẫu nấm thu thập ngoài tự nhiên khi còn tươi, quả thể thường xuất hiện ở 

vị trí đỉnh đầu hoặc cổ vật chủ. Quả thể (stroma) có màu trắng đục dạng hình chùm 

hoa, dài từ 2 – 5 cm, trên đầu quả thể có phủ một lớp bào tử dày màu trắng (Hình 2). 
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Hình 2. Nấm C. cicadae ký sinh trên ấu trùng ve sầu thu thập ngoài tự nhiên. (A) Nấm 

C. cicadae trước khi thu hái và (B) Hình thái bên ngoài của nấm C. cicadae.  

Chủng nấm được phân lập từ một phần quả thể thu thập ngoài tự nhiên và sau 

đó được thuần khiết thông qua phương pháp nuôi cấy bào tử đơn. Sau 7 ngày nuôi cấy 

trên môi trường PDA ở nhiệt độ 20 – 25 °C, chủng nấm sinh trưởng và phát triển tạo hệ 

sợi màu trắng, tâm ngả vàng nhạt, tản nấm mịn, xuất hiện bào tử ở giữa tản nấm, có 

sinh sắc tố màu tím nhạt (Hình 3A). Quan sát dưới kính hiển vi quang học, cho thấy 

sợi nấm phân nhánh, có vách ngăn và hình thành bào tử có dạng hình trứng (Hình 3B). 

Dựa trên hệ thống phân loại nấm của Barnett và Hunter (1972) và Luangsa-ard (2007) 

[10, 11], bước đầu kết luận đây là loài nấm thuộc chi Cordyceps, ký hiệu là CH1. 

 

Hình 3. Đặc điểm hình thái của nấm C. cicadae thu thập ngoài tự nhiên. (A) Đặc điểm 

tản nấm sau 7 ngày nuôi cấy trên môi trường PDA và (B) Hình thái sợi nấm và bào tử 

khi quan sát dưới kính hiển vi quang học ở vật kính 40X. 

3.2. Định danh loài bằng trình tự nucleotide vùng ITS của rDNA 

Mẫu nấm nghiên cứu sau khi thu thập được tiến hành tách chiết DNA tổng số 

và khuếch đại vùng ITS bằng phản ứng PCR. Kết quả khuếch đại trình tự nucleotide 

vùng ITS với cặp mồi ITS1/ITS4 được điện di trên gel agarose 0,8 % cho thấy chỉ có 1 

băng DNA duy nhất với kích thước khoảng 556 bp (Hình 4A). Sản phẩm PCR vùng ITS 

được tinh sạch và giải trình tự theo phương pháp Sanger. Kết quả phân tích trình tự, so 

sánh với dữ liệu trong ngân hàng gen GenBank và xây dựng cây phát sinh chủng loại 
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(Hình 4B) chỉ ra rằng trình tự nucleotide vùng ITS của chủng nấm CH1 phân lập được 

có tỷ lệ bao phủ cao và độ tương đồng với trình tự tham chiếu loài C. cicadae mã số 

AB085886.1 là 100 %. Như vậy, chủng nấm CH1 thu thập ngoài tự nhiên ở thành phố 

Huế là loài C. cicadae, thuộc chi Cordyceps, họ Clavicipataceae. 

 

Hình 4. A) Hình ảnh điện di sản phẩm PCR vùng ITS trên gel agarose và (B) Cây phát 

sinh chủng loài của đối tượng nghiên cứu với các loài tham chiếu. 

Phân tích cây phát sinh chủng loài của trình tự gen ITS chủng nấm nghiên cứu 

CH1 và 11 trình tự gen tham chiếu trên Genbank, trong đó có 2 loài nấm cùng phân 

loại bộ Hypocreales là Fusarium incarnatum và Hypocrea lutea làm nhóm đối chứng 

(outgroup). Kết quả cây phát sinh chủng loại cho thấy các loài C. cicadae có quan hệ gần 

gũi với loài Isaria sinclairii tách thành nhánh riêng và có quan hệ gần với phân nhánh 3 

loài là Ophiocordyceps sobolifera, Paecilomyces cicadae, Cordyceps tenuipes. Chúng có cùng 

gốc tiến hóa với 3 loài là Cordyceps takaomontana, Beauveria bassiana, Cordyceps 

fumosorosea thuộc nhóm nấm ký sinh trên côn trùng. Về cơ bản, kết quả phân tích này 

có điểm tương đồng so với nghiên cứu được công bố bởi Huang và cộng sự (2021) [12].  

Kết quả định danh loài dựa trên đặc điểm hình thái và trình tự nucleotide vùng 

ITS của rDNA của chủng nấm C. cicadae thu thập ngoài tự nhiên là phù hợp với các kết 

quả đã được mô tả trước đó bởi Zeng và cộng sự (2014), Dương Bình Nghĩa và cộng sự 

(2017), Huang và cộng sự (2021) [2, 4, 12]. Kết quả định danh này đã được chúng tôi 

công bố tại Ngân hàng Gene thế giới theo mã Genbank: OP764012.1. Kết quả trên đã 

chứng minh loài nấm dược liệu Đông trùng Hạ thảo C. cicadae hiện hữu ở thành phố 

Huế và là tiền đề cho các nghiên cứu sâu hơn về loài nấm này. 

 

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã phân lập thành công 01 chủng nấm C. cicadae thuần chủng thu thập 

ngoài tự nhiên tại thành phố Huế. Mẫu nấm C. cicadae tự nhiên đã được định danh chính 

xác tên loài dựa trên đặc điểm hình thái và trình tự nucleotide vùng ITS của rDNA. Kết 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB085886.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UM8C26RZ114
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quả đã chứng minh sự hiện diện của loài nấm C. cicadae trong tự nhiên trên địa bàn thành 

phố Huế. Đây là cơ sở cho các nghiên cứu chuyên sâu đánh giá về độc tính và hoạt tính 

sinh học, từ đó, định hướng cho nghiên cứu nuôi trồng loài nấm này trong điều kiện nhân 

tạo nhằm bảo tồn và phát triển nguồn dược liệu quý địa phương. 
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ABSTRACT 

The study aimed to isolate and identify the medicinal mushroom species Cordyceps 

cicadae collected from natural habitats in Hue City. This C. cicadae strain was 

isolated on Potato Dextrose Agar (PDA) medium and identified based on 

morphological characteristics and analysis of the rDNA internal transcribed spacer 

(ITS) region. The results showed that strain CH1 had 100% similarity with the 

species C. cicadae (code AB085886.1 ). This provides the basis for experimental 

research on the biological activity and artificial cultivation of this mushroom 

species to conserve and develop valuable local medicinal resources. 

Keywords: Cordyceps cicadae, medicinal mushroom, isolation, identification, ITS. 
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