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Tóm tắt 

Stress oxy hóa gây ra bởi các gốc tự do có thể dẫn đến phát sinh bệnh lý. Hiện nay, nghiên cứu phát triển các 
sản phẩm chống oxy hóa có nguồn gốc tự nhiên đang được quan tâm như một liệu pháp tiềm năng trong việc 

điều trị phòng ngừa các bệnh lý không lây nhiễm ở người. Nấm nhộng trùng thảo (Cordyceps militaris) được sử 
dụng từ lâu trong các bài thuốc cổ truyền hỗ trợ bồi bổ sức khỏe. Nghiên cứu dược lý hiện đại cho thấy một số 
hoạt chất chính trong nấm nhộng trùng thảo có tác dụng chống oxy hóa mạnh. Nghiên cứu này được thực hiện 
với mục tiêu đánh giá tác dụng chống oxy hóa của các chế phẩm bào chế từ nấm nhộng trùng thảo phối hợp với 
nhân sâm và nấm linh chi. Kết quả đánh giá cho thấy công thức bào chế theo tỷ lệ 75%: 5%: 5% (nấm nhộng 
trùng thảo: nhân sâm: linh chi) có tác dụng chống oxy hóa tốt nhất. Công thức bào chế thử nghiệm có tác dụng 
chống oxy hóa theo cả cơ chế trung hòa gốc tự do và giảm thiểu quá trình peroxy hóa lipid. Kết quả thu nhận 
góp phần tạo tiền đề cho các nghiên cứu dược lý tiếp theo.
Từ khóa: Nấm nhộng trùng hạ thảo, Nhân sâm, nấm Linh chi, Chống oxy hóa, Peroxy hóa lipid.
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1. Đặt vấn đề
Chi Cordyceps gồm nhiều loài nấm 

có giá trị trong y học cổ truyền châu Á và 
dinh dưỡng hiện đại. Trong đó, Cordyceps 
sinensis từ lâu được sử dụng để bồi bổ sức 
khỏe và hỗ trợ chức năng sinh sản nam giới, 
nhưng do nguồn tự nhiên khan hiếm và chi 
phí cao, Cordyceps militaris - với thành 
phần hoạt chất tương đồng và khả năng 
nuôi trồng nhân tạo tốt - đã trở thành nguồn 
thay thế phổ biến. Nhiều nghiên cứu cho 
thấy C. militaris có các hoạt tính sinh học 
đa dạng như tăng cường miễn dịch, chống 
oxy hóa, chống viêm, kháng vi-rút, bảo vệ 
thần kinh và hạ lipid máu [1, 2]. Các gốc tự 
do oxy và nitơ là sản phẩm phụ của quá trình 
chuyển hóa tế bào, đóng vai trò quan trọng 
trong cân bằng oxy hóa khử và điều hòa các 
quá trình sinh lý. Tuy nhiên, khi tích lũy quá 
mức và không được kiểm soát bởi hệ thống 
chống oxy hóa nội sinh, chúng gây ra stress 
oxy hóa, dẫn đến tổn thương tế bào và rối 
loạn chức năng sinh học [3]. Do đó, việc bổ 
sung các hợp chất có khả năng chống oxy 
hóa từ tự nhiên được xem là hướng tiếp cận 
tiềm năng nhằm bảo vệ cơ thể trước các tác 
động bất lợi này. Nhiều nghiên cứu đã chứng 
minh C. militaris có hoạt tính chống oxy hóa 
mạnh thông qua khả năng trung hòa gốc tự 
do. Hoạt chất cordycepin giúp giảm stress 
oxy hóa, phục hồi hoạt động của các enzyme 
chống oxy hóa như SOD, CAT, GPx, GR 
và GST, đồng thời làm giảm nồng độ MDA 
trong các mô hình in vitro và in vivo [4]. Bên 
cạnh đó, các polysaccharide từ C. militaris 
cũng thể hiện khả năng loại bỏ gốc hydroxyl 
và tạo phức với ion kim loại, góp phần tăng 
cường hệ thống chống oxy hóa của cơ thể [5-
7]. Những phát hiện này cho thấy tiềm năng 
ứng dụng của C. militaris trong bảo vệ sức 
khỏe và phát triển các sản phẩm chức năng.

Bên cạnh nấm nhộng trùng thảo, nhiều 
thảo dược khác cũng đã được chứng minh 
có tác dụng bồi bổ sức khỏe. Nhân sâm 
Panax ginseng được xem là “vua thảo mộc” 
nhờ khả năng cải thiện sức khỏe tổng thể và 
chức năng sinh dục [8], trong khi nấm linh 
chi (Ganoderma lucidum) chứa triterpen và 
polysaccharide có hoạt tính chống oxy hóa 
mạnh, góp phần bảo vệ mô tinh hoàn [9]. 
Tuy nhiên, các nghiên cứu trước chủ yếu tập 
trung đánh giá riêng lẻ từng dược liệu, chưa 
xem xét đầy đủ hiệu quả của sự phối hợp giữa 
Cordyceps, Ganoderma và Panax ginseng 
theo các tỷ lệ khác nhau, mặc dù sự khác 
biệt về thành phần hoạt chất (cordycepin, 
adenosine, polysaccharide; triterpenoid, 
ganoderic acid, β-glucan) cho thấy tiềm năng 
tạo hiệu quả hiệp đồng chống oxy hóa. Dựa 
trên cơ sở đó, nghiên cứu này được thực 
hiện nhằm đánh giá khả năng chống oxy hóa 
của các công thức phối hợp từ nấm nhộng 
trùng hạ thảo (C. militaris) với nhân sâm (P. 
ginseng) và nấm linh chi (G. lucidum), qua 
đó làm cơ sở định hướng cho các nghiên cứu 
dược lý tiếp theo.

2. Phương pháp nghiên cứu
2.1. Vật liệu

Nguyên liệu: Quả thể nấm nhộng trùng 
thảo (C. militaris) được thu hoạch từ hệ thống 
nuôi trồng hữu cơ có kiểm soát ánh sáng LED 
đa phổ tại Trung tâm Nghiên cứu và Phát 
triển Công nghệ cao (VAST), nấm nhộng 
trùng thảo có hàm lượng cordycepin ≥ 4mg/g 
và adenosine ≥ 1mg/g (định lượng HPLC). 
Nguyên liệu nhân sâm (P. ginseng) có số lô 
24022409 (hàm lượng ginsenoside tổng số  
≥ 0,30%, đạt tiêu chuẩn theo Dược điển Trung 
Quốc 2020) và nấm linh chi (G. lucidum) có 
số lô 231224 (định tính có polysaccharide và 
triterpenoid và đạt chuẩn theo Dược điển Việt 
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Nam V) được cung cấp bởi Công ty Cổ phần 
dược liệu Indochina. Tất cả các nguyên liệu 
thô trước khi sử dụng đều được kiểm tra cảm 
quan và độ ẩm đảm bảo <10%.

Công thức thử nghiệm: Các chế phẩm M1-
M6 được xây dựng từ cao chiết C. militaris, 
P. ginseng và G. lucidum theo các tỷ lệ phối 
hợp khác nhau. Quy trình chiết xuất từng 
dược liệu cụ thể như sau: 

- Nấm nhộng trùng thảo: quả thể khô được 
chiết bằng dung môi ethanol-nước (3:7) ở 
55°C trong 2 giờ, lặp lại hai lần. Dịch chiết 
được lọc, gộp và cô đặc chân không ở 50°C 
đến còn 1/10 thể tích ban đầu. Trước khi sấy 
phun, dịch cô được bổ sung maltodextrin 
với nồng độ 15-20% (w/v), sau đó sấy phun 
ở điều kiện 150°C (nhiệt độ vào) và 80°C 
(nhiệt độ ra), thu được cao khô C. militaris. 
Hiệu suất chiết đạt khoảng 37%. 

- Nhân sâm: nguyên liệu (rễ khô) được 
chiết bằng dung môi ethanol-nước (1:8) ở 
80°C trong 3 giờ. Dịch chiết được cô chân 
không ở 55°C đến còn 1/5 thể tích ban đầu. 
Trước khi sấy phun, bổ sung maltodextrin  
10-15% (w/v), tiến hành sấy ở 160°C (nhiệt 
độ vào) và 90°C (nhiệt độ ra), thu được cao khô 
P. ginseng. Hiệu suất chiết đạt khoảng 18%.

- Linh chi: Nguyên liệu khô được chiết 
bằng ethanol-nước (1:10) ở 90°C trong 3 
giờ, lặp lại hai lần. Dịch chiết gộp được cô 
đặc chân không ở 55°C, bổ sung maltodextrin 
20% (w/v), sau đó sấy phun ở 150°C (nhiệt độ 
vào) và 85°C (nhiệt độ ra) thu được cao khô 
G. lucidum. Hiệu suất chiết đạt khoảng 18%.

Các cao chiết được chuẩn hóa về độ ẩm 
(<5%) và được phối trộn theo các tỷ lệ trình 
bày tại Bảng 1. 

Bảng 1. Các công thức bào chế mẫu nghiên cứu

Công thức
Tỷ lệ phối trộn (%)

Cao chiết nấm nhộng trùng thảo
(C. militaris)

Cao chiết nhân sâm
(P. ginseng)

Cao chiết linh chi
(G. lucidum)

Tá dược 
(Maltodextrin)

M1 35 25 25 15

M2 45 20 20 15

M3 55 15 15 15

M4 65 10 10 15

M5 75 5 5 15

M6 100 0 0 0

Hóa chất: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH) 80 µM, H2O2, Cồn tuyệt đối, 
nước deion, acid thiobarbituric (TBA), 
Trichloroacetic acid 10% (TCA), HCl 0.25 N, 
FeSO4, NaCl 0,9 %, Malondialdehyde (MDA), 
ascorbic acid 5 mM, (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT), 
Đệm phosphate (pH 7.4), Đệm PBS, DMSO.

Tế bào, Động vật thí nghiệm: Tế bào ung 
thư gan HepG2, chuột Swiss trắng. Toàn bộ 

quy trình nghiên cứu trên động vật tuân thủ 
nguyên tắc 3R (Replacement - Thay thế, 
Reduction - Giảm thiểu, Refinement - Tinh 
chỉnh) do Russell và Burch (1959) đề xuất, 
nhằm bảo đảm tính nhân đạo và tối ưu hóa 
các quy trình nghiên cứu. Việc áp dụng 
nguyên tắc này giúp nâng cao độ chính xác 
của thí nghiệm, giảm thiểu sai số và sử dụng 
hiệu quả các nguồn lực.
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2.2. Phương pháp thí nghiệm
2.2.1. Phương pháp xác định hàm lượng 
hoạt chất chính trong chế phẩm

Phương pháp định tính sự có mặt của 
adenosine và cordycepin thông qua sắc ký 
bản mỏng TLC: 

Bột chế phẩm được chiết trong dung môi 
cồn nước (tỷ lệ 7:3) theo tỷ lệ 1/10 ml. Mẫu 
được chiết 3 lần kết hợp siêu âm 30 phút/ 
lần. Chiết siêu âm trong khoảng thời gian 
30 phút, mỗi mẫu nghiên cứu được chiết 3 
lần. Sau mỗi lần chiết, tiến hành lọc và thu 
các dịch chiết. Từ các dịch chiết thu được, 
tiến hành cô quay giảm áp suất để thu hồi 
cao chiết, cân xác định trọng lượng của cao 
chiết thu được. Cao chiết thu được tiến hành 
chạy sắc ký bản mỏng để định tính sự xuất 
hiện của hoạt chất cordycepin, adenosine 
và pentostatin. Cao thu nhận được từ các 
mẫu ly trích được phân tách bằng sắc ký lớp 
mỏng (TLC). Trong đó, 4 µl dịch chiết được 
chấm trên bản sắc ký TLC Silica 60 F254 
(Merck Đức) và triển khai với hệ dung môi 
cloroform-methanol-nước (65:15:1, v/v/v). 
Vết chất được quan sát dưới UV254 và hiện 
màu với thuốc thử vanillin-sulfuric acid.

Phương pháp định lượng hàm lượng 
adenosine và cordycepin chính trong chế 
phẩm thông qua phương pháp HPLC:

Cân chính xác 100 mg mẫu chuẩn vào 
ống Eppendorf 2,0 mL, hòa tan trong 2,0 mL 
methanol (MeOH) để thu dung dịch nồng 
độ 500 µg/mL. Mẫu được ly tâm ở 12.500 
rpm, sau đó hút dịch trong, lọc qua màng 
lọc và khử khí trước khi bơm vào hệ thống 
phân tích. Mẫu thử được nghiền mịn, đồng 
nhất (≥ 50 g), cân khoảng 2,0 g và chiết 
với 40 mL nước ở 40°C trong 60 phút; tiến 
hành chiết lặp lại 3 lần, gộp dịch chiết và 
lọc. Dịch lọc được cô quay chân không đến 
khoảng 10 mL, chuyển vào bình định mức 
25 mL và bổ sung dung môi đến vạch. Mẫu 
tiếp tục được ly tâm, lọc qua màng và đưa 

vào phân tích HPLC. Phân tích được thực 
hiện trên hệ HPLC Agilent 1260 series với 
bơm G1311C, bộ lấy mẫu tự động G2260A, 
bộ điều nhiệt cột G1316A và đầu dò DAD 
G1315D. Sử dụng cột XDB-C18 (150 × 4,6 
mm, 5 µm) kèm guard column C18 (3,9 × 
20 mm, 5 µm). Hệ dung môi gồm methanol 
(A) và nước chứa 0,1% acid formic (B), tốc 
độ dòng 0,3-0,5 mL/phút, quét phổ UV 200-
400 nm. Dữ liệu được xử lý bằng phần mềm 
Chemstation. Hàm lượng hoạt chất cần định 
lượng (X) trong mẫu thử được tính bằng µg/
mg (w/w) theo công thức: X (µg/mg) = (a × 
V × n)/m. Trong đó: a: nồng độ chất chuẩn 
được tính theo đường chuẩn đã xây dựng 
(µg/mL), V: tổng thể tích dung môi định mức 
(mL), n: hệ số pha loãng, m: khối lượng mẫu 
thử ban đầu (mg).

Phương pháp định lượng hàm lượng 
polysaccharide trong công thức:

Hàm lượng polysaccharide được xác 
định theo phương pháp được mô tả bởi 
Trần Thị Hồng Hà và cộng sự có cải tiến 
[10].  Khối lượng mẫu từ các công thức (10 
g) được nghiền đồng nhất và chiết siêu âm 
trong dung dịch NaOH 0.25% ở 55oC trong 
1 giờ với tỷ lệ dung môi/ nguyên liệu (10: 
1, v/w). Quá trình chiết được lặp lại 3 lần. 
Dịch chiết được lọc loại bỏ cặn và cất quay 
thu cặn chiết tổng. Polysaccharide tổng 
số được tủa từ cặn chiết tổng với ethanol 
80%. Lọc thu tủa, hòa tan với nước ấm 
và trung với HCl 5% thu được hỗn dịch 
polysaccharide tổng số. Cất quay thu được 
cao polysaccharide tổng số. Cân khối lượng 
chính xác, hàm lượng polysaccharide được 
tính theo công thức:

polysaccharide = m cao polysaccharide × 100m mẫu

2.2.2. Phương pháp đánh giá hoạt tính chống 
oxy hóa

Chuẩn bị mẫu thử: Mẫu của các công 
thức khác nhau được chiết trong dung môi 
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cồn : nước (tỷ lệ 1:9) theo tỷ lệ 1/10 ml. Mẫu 
được chiết 3 lần kết hợp siêu âm 30 phút/lần. 
Ly tâm thu dịch chiết 3500 vòng/phút trong 
5 phút. Dịch chiết mẫu được thu nhận và sử 
dụng cho các thí nghiệm tiếp theo.

Phương pháp trung hòa DPPH: Hoạt tính 
chống oxy hóa được đánh giá gián tiếp thông 
qua khả năng trung hòa các gốc tự do DPPH 
theo phương pháp mô tả bởi Kumar và cộng 
sự có cải tiến [11]. Mẫu thử được pha trong 
dung môi DMSO đạt dải nồng độ cuối cùng 
trong phản ứng đạt từ 2,5 đến 0,15625 µg/ml. 

Ascorbic acid 5 mM trong DMSO 10% làm 
đối chứng dương. Phản ứng được thực hiện 
trên đĩa ELISA 96 giếng, thành phần phản 
ứng bao gồm dịch mẫu thử 100 µL, DPPH 
100 µL. Mẫu được ủ ở nhiệt độ phòng trong 
30 phút và đo mật độ quang (OD) ở bước 
sóng λ=515 nm trên thiết bị đo UV-Vis. Giá 
trị EC50 là nồng độ của chất thử mà tại đó 
trung hòa được 50% các gốc tự do, được biểu 
diễn bằng đơn vị mg/ml và được xác định 
bằng phần mềm TableCurve AISN Software 
(Jandel Scientific, USA) qua giá trị EC% và 
dãy các nồng độ chất thử tương ứng. 

EC (%) =  100 ×
ODđối chứng âm - (ODmẫu - ODDMSO)

ODđối chứng âm

Phương pháp xác định hoạt tính chống 
peroxy hóa lipid trên gan chuột: Hoạt động 
oxy hóa của các gốc tự do gây ra hiệu ứng 
peroxy hóa lớp phospholipid kép màng tế 
bào tạo ra sản phẩm trung gian là các MDA. 
Hàm lượng MDA được xác định bằng 
phương pháp TBA, MDA phản ứng với TBA 
tạo phức MDA-TBA có màu hồng, hấp thụ 
mạnh ở λ = 532 nm [12]. Thí nghiệm được 
thực hiện theo phương pháp của Blagodorov 
và cộng sự như sau: Chuột nhắt trắng thuần 
chủng Swiss, khỏe mạnh, trọng lượng 20 ± 2 
g do Viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương cung 
cấp. Mổ lấy gan chuột và cân chính xác 100 
mg gan chuột làm homogennat trong cối sứ 
ở điều kiện 4oC với 5ml đệm Tris 0,04 M, pH 
= 7,4 và 10 ml H2O. Ly tâm ở 600 vòng/phút 
trong 10 phút. Sau đó lấy 3ml dịch ly tâm cho 
vào hỗn hợp gồm: 0,4 ml FeSO4 10-3 M; 0,4 
ml dung dịch axit ascorbic 10-2 M và 0,2 ml 
chất thử là dịch chiết nước của các mẫu M1-
M6 với các nồng độ từ 0; 25,50, 75 và 100 
µg/ml. Phản ứng chứa dung dịch nước được 
sử dụng làm đối chứng âm. Ủ hỗn hợp ở 37oC 
trong 3 giờ, lấy hỗn hợp ủ ra 1 ml TCA 30%, 
sau đó lọc/ly tâm lấy dịch trong và thêm 2 ml 
dung dịch axit thiobacbituric 0,25%. Đun sôi 
cách thuỷ khoảng 15 phút, để nguội, xác định 

độ hấp thụ ở bước sóng λ = 532 nm. Hàm 
lượng MDA (%) của mẫu thử được tính theo 
công thức: MDA% = [ODT/ ODC] x 100 và 
hoạt tính chống oxy hóa (HTCO) được tính 
theo công thức: HTCO% = [(ODC - ODT) /
ODC] × 100, trong đó ODC là mật độ quang 
của mẫu đối chứng, ODT là mật độ quang 
của mẫu thử.  Các số liệu kết quả thử nghiệm 
được biểu thị bằng trị số trung bình của 3 lần 
đo khác nhau [13]. 

Phương pháp xác định hoạt tính bảo vệ 
tế bào gan khỏi tác nhân gây oxy hóa H2O2: 
Tác nhân oxy hóa mạnh H2O2 gây chết tế bào 
ung thư gan HepG2. Các mẫu thử được đánh 
giá khả năng bảo vệ tế bào gan khỏi tác nhân 
H2O2 thông qua xác định tỷ lệ tế bào sống với 
thuốc nhuộm MTT. Tế bào HepG2 được hoạt 
hóa trong môi trường DMEM và cấy trên đĩa 
96 giếng với mật độ khoảng 5.000-10.000 tế 
bào/giếng, ủ ở 37°C, 5% CO₂ qua đêm để tế 
bào bám dính và ổn định. Dung dịch mẫu từ 
các công thức được chuẩn bị trong DMEM 
sao cho nồng độ cuối trong phản ứng đạt 
500, 250, 125, 62,5 và 31,25 μg/mL. Sau 24 
giờ, thay môi trường cũ bằng môi trường có 
mẫu thử ở các nồng độ khác nhau và H2O2 
(300 μM). Mẫu tế bào xử lý với DMSO 
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được sử dụng làm đối chứng âm và H2O2/
DMSO được sử dụng làm đối chứng dương. 
Mẫu được ủ tiếp trong 24 giờ trước khi xác 
định tỷ lệ tế bào sống sót với thuốc nhuộm 
MTT. Sau thời gian ủ mẫu, bổ sung 20 µL 
dung dịch MTT (5 mg/mL trong PBS) vào 
mỗi giếng. Ủ tiếp trong 3-4 giờ để hình thành 
tinh thể formazan. Loại bỏ môi trường cũ, bổ 
sung 100 µL DMSO vào mỗi giếng để hòa 
tan formazan. Ghi nhận độ hấp thụ quang tại 
bước sóng 570nm. Tỷ lệ tế bào sống = 100 × 
(Amẫu thử-H2O2/ Amẫu đối chứng âm).

2.2.3. Phương pháp xử lý số liệu
Mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 lần, số liệu 

được xử lý thống kê với phần mềm chuyên 
dụng Excel 2019, TableCurve AISN Software 
và Graphpad prism 8.

3. Kết quả nghiên cứu và Thảo luận
3.1. Kết quả đánh giá hàm lượng hoạt chất 
chính trong các chế phẩm bào chế

Các chế phẩm bào chế M1-M6 được đánh 
giá sự có mặt của các thành phần hoạt chất 
chính trong nấm C. militaris như adenosine, 
cordycepin và pentostatin thông qua phương 
pháp sắc ký lớp mỏng. Kết quả cho thấy ở tất 
cả các mẫu nghiên cứu đều xuất hiện 2 vết 
chất chính là adenosine, cordycepin trên bản 
mỏng silica gel, còn vết chất pentostatin chỉ 
xuất hiện mờ nhạt (Hình 1).

Hình 1. Ảnh sắc ký bản mỏng  
của các mẫu M1-M6 ở UV254 

(Ghi chú: (1): chất chuẩn pentostatin (P), adenosine (A) và 
cordycepin (C))

Kết quả định lượng adenosine, cordycepin 
và polysaccharide trong các mẫu chế phẩm 
cho thấy tỷ lệ phối trộn ảnh hưởng nhiều 
đến hàm lượng các hoạt chất chính trong 
chế phẩm (Bảng 2). Công thức chứa 100% 
bột nấm C. militaris (M6) có hàm lượng 
adenosine và cordycepin là cao nhất. Hàm 
lượng các hoạt chất giảm dần theo tỷ lệ phối 
trộn nấm đông trùng hạ thảo, nhân sâm và 
nấm linh chi (công thức M2-M5). Bổ sung 
nấm linh chi và nhân sâm có công dụng tăng 
hàm lượng polysaccharide trong chế phẩm. 
Polysaccharide được xác định là một trong 
những thành phần chính và tạo nên một số 
hoạt tính chống oxy hóa, điều hòa miễn dịch, 
kháng viêm của nấm nhộng trùng hạ thảo và 
nấm linh chi [14, 15] (Bảng 2).

Bảng 2. Hàm lượng một số hoạt chất chính của 
các chế phẩm M1-M6

Tên 
mẫu

Hàm lượng
Adenosine
(mg/100g)

Cordycepin
(mg/100g)

Polysaccharide
(g/100 g)

M1 121±3,03 25,8±0,65 38,8±0,97
M2 205±5,13 48,1±1,20 39,7±0,99
M3 281±7,03 67,1±1,68 31,1±0,53
M4 370±9,25 81,2±2,03 24,4±0,61
M5 373±11,83 116,0±2,90 26,4±0,66
M6 640±16,12 130,0 ±3,25 23,4±0,71

3.2. Kết quả đánh giá khả năng trung hòa 
gốc tự do DPPH của các công thức bào chế

Kết quả đánh giá cho thấy các công thức 
bào chế đều thể hiện hoạt tính chống oxy 
hóa tiềm năng với giá trị EC50 dao động 0,68 
- 1,72 mg/ml. Chiết xuất nấm nhộng trùng 
thảo, nhân sâm và nấm linh chi có sự khác 
nhau về thành phần hóa học, do đó, tỷ lệ phối 
trộn các thành phần dược liệu có tác động 
khác nhau đến khả năng trung hòa gốc tự do 
DPPH. Trong các công thức bào chế, tỷ lệ 
phối hợp gồm 75% nấm đông trùng hạ thảo 
với 5% nấm linh chi và 5% nhân sâm cho tác 
dụng trung hòa gốc tự do tốt nhất, với chỉ số 
EC50 đạt khoảng 0,67 ± 0,20 mg/ml (Bảng 3).
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Bảng 3. Kết quả EC50 mg/ml của các chế phẩm M1-M6

Công thức nghiên cứu M1 M2 M3 M4 M5 M6

DPPH (EC50 mg/ml) 1,09ab ± 0,19 1,40bc ± 0,32 1,72c ± 0,23 1,40bc ± 0,11 0,67a ± 0,20 1,11ab ± 0,17

Ghichú: Giá trị trong bảng là giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn; các chữ cái (a,b,c) khác nhau biểu thị sự khác biệt có ý 
nghĩa thống kê ở mức P < 0,05

3.3. Kết quả đánh giá ức chế quá trình peroxy hóa lipid trên gan chuột của các công thức 
bào chế

Hình 2. Hàm lượng MDA (a) và hoạt tính HCTO (b) của các mẫu M1-M6  
trong thử nghiệm quá trình peroxy hóa lipid trên gan chuột

Kết quả cho thấy các công thức bào chế 
thể hiện khả năng ức chế quá trình peroxy hóa 
lipid phụ thuộc theo liều lượng. Hàm lượng 
MDA trong khi xử lý với công thức M5 (100 
µg/ml) tương đương 33,67% so với mẫu đối 
chứng không bổ sung mẫu. Trong khi đó, ở 
các nồng độ thấp hơn hàm lượng MDA tăng 
cao hơn, tương đương 45,2 - 72,41% so với 
mẫu đối chứng (Hình 2). Với hàm lượng thử 
nghiệm từ 25 - 100 µg/ml, hoạt tính chống 
oxy hóa (HTCO) của các công thức dao động 
từ 17,8% đến 67,33% và trong tất cả các mẫu 
nghiên cứu thì mẫu M4 và M5 được đánh giá 
là có hoạt tính chống oxy hóa cao nhất (đạt 
67,33 và 66,33%) tại nồng độ 100 µg/ml. 

3.4. Kết quả đánh giá khả năng bảo vệ tế 
bào gan khỏi tác nhân gây oxy hóa H2O2 
của các công thức bào chế

Kết quả đánh giá trên mô hình gây stress 
oxy hóa tế bào ung thư gan HepG2 cho thấy 
công thức bào chế thể hiện khả năng bảo 
vệ tế bào gan khỏi tác nhân oxy hóa mạnh 
H2O2. Sau 24 giờ tiếp xúc với H2O2, tỷ lệ tế 
bào sống của tế bào xử lý với các công thức 
bào chế dao động từ 0,81 - 1,3 lần so với 
nhóm đối chứng. Trong khi ở mẫu đối chứng 
dương (chỉ có tác nhân gây oxy hóa H2O2) 
tỷ lệ sống của tế bào chỉ đạt khoảng 0,8 lần 
so với nhóm đối chứng (Hình 3).  Kết quả 
cho thấy tất cả các mẫu (M1-M6) đều có 
khả năng bảo vệ tế bào khỏi tổn thương oxy 
hóa do H₂O₂, thể hiện qua tỷ lệ sống cao hơn 
nhóm H₂O₂ ở mọi nồng độ.
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Hình 3. Hiệu quả bảo vệ tế bào HepG2 của các chế phẩm M1-M6

3.5. Phân tích mối tương quan giữa hàm 
lượng các hoạt chất chính và hoạt tính sinh 
học của các chế phẩm nghiên cứu

Mối tương quan giữa các yếu tố hàm lượng 
hoạt chất và hoạt tính sinh học được phân 
tích thông qua hệ số tương quan Spearman 
với phần mềm Graphpad prism 8. Kết quả 
cho thấy, có mối tương quan âm mạnh giữa 
khả năng trung hòa gốc tự do và hoạt tính bảo 
vệ tế bào, với hệ số tương quan R = -0,72. 
Trong thử nghiệm trung hòa gốc tự do, các 
công thức có giá trị EC50 thấp tương ứng 
với khả năng trung hòa gốc tự do tốt hơn. 
Adenosine/cordycepin có tương quan âm với 
hoạt tính DPPH, khi adenosine/cordycepin 
tăng hoạt tính DPPH có xu hướng giảm nhẹ, 
nhưng tương quan rất yếu nên có thể không 
có ý nghĩa thống kê rõ ràng. Đồng thời, hai 
thành phần adenosine và cordycepin cũng 
mối tương quan âm với hàm lượng MDA, 
nhưng hệ số tương quan tương đối thấp với 
R = -0,09 (Hình 4). Kết quả phân tích cũng 
cho thấy hoạt tính bảo vệ tế bào HepG2 ảnh 
hưởng bởi hai thành phần chính có trong nấm 
đông trùng hạ thảo adenosine và cordycepin 
với hệ số tương quan dương ở mức khá với 
R = 0,66. Kết quả này cũng đã được minh 
chứng trong các nghiên cứu trước đây về 

khả năng chống oxy hóa của các hoạt chất 
cordycepin và adenosine trong nấm nhộng 
trùng hạ thảo C. militaris [4-6]. 

Kết quả phân tích cho thấy ảnh hưởng của 
thành phần polysaccharide trong các công 
thức đến khả năng bảo vệ tế bào HepG2 là 
không đáng kể, do có mối quan hệ tương 
quan dương với hệ số tương quan thấp R = 
0,14. Thành phần polysaccharide có tương 
quan âm ở mức trung bình đối với hoạt tính 
trung hòa gốc tự do DPPH, hệ số tương 
quan R = -0,52 (Hình 4). Polysaccharide là 
thành phần có cấu trúc phong phú và chịu 
ảnh hưởng lớn của chủng giống, môi trường 
nuôi cấy và phương pháp chiết tách [2]. Do 
đó, đối với phương pháp nuôi cấy hiện tại 
và chủng giống sử dụng, cấu trúc của các 
polysaccharide có trong sinh khối nấm nhộng 
trùng hạ thảo có thể chưa thể hiện hoạt tính 
trung hòa DPPH tốt như các nghiên cứu trước 
đây. Mặt khác, kết quả phân tích cho thấy 
thành phần polysaccharide có tác dụng giảm 
thiểu quá trình peroxy hóa lipid gây ra bởi 
ascorbic acid/ FeSO4 thể hiện qua mối tương 
quan âm với hệ số tương quan lớn R = -0,83 
và hàm lượng MDA ở các công thức bào 
chế (Hình 2 và 4). Nghĩa là, khi hàm lượng 
polysaccharide tăng thì hàm lượng MDA 
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giảm, đây là dấu hiệu tích cực minh chứng 
polysaccharide có khả năng giảm peroxy hóa 
lipid và thể hiện tác dụng chống stress oxy 
hóa. Khả năng giảm thiểu quá trình oxy hóa 
màng lipid của các polysaccharide từ nấm 
C. militaris đã được minh chứng bởi Wei và 
cộng sự (2022) [16]. Trên mô hình cá ngựa 
vằn (Zebrafish) gây viêm với oxazolone, dịch 
chiết giàu polysaccharide từ nấm C. militaris 
có khả năng giảm thiểu hoạt động của gốc tự 
do, giảm hàm lượng MDA và hồi phục các tế 
bào ruột non ở cá ngựa vằn [16].

Hình 4. Phân tích sơ bộ tương quan giữa hàm 
lượng các hoạt chất chính và hoạt tính sinh học  

của các chế phẩm nghiên cứu

Kết quả cho thấy công thức M5 (EC50 
DPPH ≈ 0,67 mg/mL) có hoạt tính chống oxy 
hóa mạnh, vượt trội so với phần lớn các dược 
liệu đơn lẻ đã công bố. Đối với C. militaris, 
EC50 biến thiên lớn tùy nguyên liệu và phương 
pháp chiết: khoảng ~0,60 mg/mL với mẫu 
đông khô, ~2,95 mg/mL với mẫu tươi [17], 
~0,48 mg/mL ở phân đoạn polysaccharide 
tinh sạch [18], và có thể lên tới ~12 mg/
mL với chiết xuất methanol thô [19]. Như 
vậy, giá trị 0,67 mg/mL của M5 nằm trong 
nhóm hoạt tính mạnh, tương đương hoặc 
cao hơn nhiều kết quả tốt đã công bố. Với 
G. lucidum, EC50 dao động từ 0,22-0,31 mg/

mL ở các chủng mạnh đến khoảng 0,9-1,5 
mg/mL ở mẫu nuôi trồng phổ biến [20]; do 
đó M5 vượt mức trung bình nhưng chưa đạt 
nhóm mạnh nhất. Đối với Panax ginseng, các 
chiết xuất thô thường có EC50 ≥ 2-10 mg/mL 
[21], trong khi phân đoạn giàu saponin đạt 
IC50 khoảng 0,893 mg/mL (ABTS 0,210 mg/
mL) [22], hiếm trường hợp ~0,66 mg/mL [23]; 
vì vậy M5 thể hiện hiệu lực vượt trội so với 
nhân sâm đơn lẻ và tiệm cận các phân đoạn 
hoạt tính cao. Hiệu quả nổi bật của M5 có thể 
được lý giải bởi tác dụng hiệp đồng giữa các 
nhóm hoạt chất: cordycepin, adenosine và 
polysaccharide từ Cordyceps; saponin từ P. 
ginseng; cùng triterpenoid và polysaccharide 
của G. lucidum. Sự phối hợp này tạo cộng 
hưởng sinh học, tăng khả năng trung hòa gốc 
tự do và ổn định màng tế bào. Nghiên cứu đa 
dược liệu gần đây cũng ghi nhận phối hợp 
giữa P. ginseng - G. lucidum - C. militaris 
giúp giảm mạnh ROS nội bào [24], củng cố 
giả thuyết về hiệu ứng hiệp đồng. Đáng chú 
ý, chưa có nhiều công bố đánh giá trực tiếp 
EC50 của tổ hợp ba dược liệu theo tỷ lệ tối ưu 
như nghiên cứu này; do đó, kết quả EC50 thấp 
(≈0,67 mg/mL) của M5 có thể xem là đóng 
góp mới, mở ra tiềm năng phát triển các chế 
phẩm chống oxy hóa đa thành phần từ nguồn 
dược liệu nuôi trồng trong nước.

4. Kết luận
Đã đánh giá được hoạt tính chống oxy hóa 

trong điều kiện in vitro của các chế phẩm có 
thành phần chính là chiết xuất nấm nhộng 
trùng hạ thảo (C. militaris). Hiệu quả hoạt 
tính chống oxy hoá cũng thể hiện sự phụ 
thuộc vào tỷ lệ phối hợp giữa các cao chiết. 
Trong 6 công thức bào chế, công thức M5 
gồm chiết xuất C. militaris, P. ginseng và G. 
lucidum phối hợp theo tỷ lệ 75%: 5%: 5% 
cho hiệu quả chống oxy hóa ổn định và hiệu 
quả nhất trong tất cả mô hình in vitro (DPPH, 
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peroxy hóa lipid và tế bào). Sản phẩm có khả 
năng chống oxy hóa theo cả phương thức 
trung hòa gốc tự do và giảm thiểu tác động 
của quá trình peroxy hóa lipid. Đây là cơ sở 
và tiền đề cho việc ứng dụng các sản phẩm 
kết hợp giữa các dược liệu để mang lại hiệu 
quả tốt hơn trong tương lai.

Lời cảm ơn: Nghiên cứu được tài trợ 
bởi đề tài “Nghiên cứu tuyển chọn giống, 
bảo tồn và tối ưu điều kiện nuôi trồng nhằm 
nâng cao chất lượng nấm đông trùng hạ thảo 
(Cordyceps militaris) cho sản xuất chế phẩm 
bảo vệ sức khỏe”, mã số ĐTĐLCN.28/23.
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Abstract

Oxidative stress mediated by free radicals (by-products of physiological processes in the body) could 
lead to the development of various pathological conditions. Recently, research on the development of 

natural antioxidant products has received increasing attention as a preventive therapeutic approach for non-
communicable diseases in humans. Cordyceps militaris, a medicinal fungus traditionally used as a health 
tonic, has been reported to contain bioactive compounds with potential antioxidant properties in modern 
pharmacological studies. This study aimed to evaluate the antioxidant effects of formulated products derived 
from Cordyceps militaris in combination with Panax ginseng and Ganoderma lucidum. The results show that 
the formulation with Cordyceps militaris: Panax ginseng: Ganoderma lucidum at the ratio 75% : 5%: 5% 
exhibited the strongest antioxidant activity. The experiment demonstrated that antioxidant effects through 
both free-radical scavenging mechanisms and the inhibition of lipid peroxidation. These findings will provide 
evidence for further pharmacological investigations.
Keywords: Cordyceps militaris, Panax ginseng, Ganoderma lucidum, antioxidant, lipid peroxidation.

polysaccharide extracted from fermented 
soybean curd residue by Cordyceps militaris. 
Biotechnology & Biotechnological Equipment, 
35(1), 334-345

[19]	 Do Hai Lan, Nguyen Thi Kim Thu, Pham 
Thi Lan, Pham Van Nha & Bui Thanh Tung  
(2016). Cordyceps militaris (L.) Link: Chemical 
Bioactive Compounds and Pharmacological 
Activities. Journal of Pharmacy and Nutrition 
Sciences, 6(4),153-159

[20]	 Mary Obodai, Deborah L Narh Mensah, Ângela 
Fernandes et al. 2017. Chemical characterization 
and antioxidant potential of wild Ganoderma 
species from Ghana. Molecules, 22(2), 196

[21]	 Lee M. R., Yun B. S. & Sung C. K. (2012). 
Comparative study of white and steamed 
black Panax ginseng, P. quinquefolium, and 
P. notoginseng on cholinesterase inhibitory 

and antioxidative activity. Journal of Ginseng 
Research, 36(1), 93-101

[22]	 Peng Zh., Dongyan Zh., Chuanjie M., Ruxia W. 
& Weili W. (2024). Free Radical Scavenging 
Effect and Immunomodulatory Activity of Total 
Saponins Extract of Ginseng Fibrous Roots. 
Molecules, 29(12), 2770.

[23]	 Václav Ježek (2008). The antioxidant and 
Hormonal Effects of Ginseng Panax on Lifespan 
and Stres Resistance in Caenorhabditis elegans. 
Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v 
Hradci Králové.

[24]	 Wang W., Zhong M., Liu R., Zhao S., Wei X., 
Zheng Q. & Zhong Q. (2025). Potential Cosmetic 
Applications of the Combined Extract of Panax 
ginseng, Ganoderma lucidum, Cordyceps 
militaris, and Several Asian Plants. Journal of 
Cosmetic Dermatology, 24(8), e70343.


