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ADENOSINE VÀ CORDYCEPIN TRONG ĐÔNG TRÙNG HẠ THẢO NUÔI CẤY 
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Trường Đại học Tây Bắc 

 

Tóm tắt: Nghiên cứu này cung cấp một biện pháp tách chi t hoàn toàn adenosine và cordycepin 

từ đ ng trùng hạ thảo kh  và định lượng bằng HPLC. Điều kiện sắc ký sử dụng cột Eclipse XDB-

C18 4,6x250mm, 5µm, với pha động gồm ammonium acetate: MeOH (v/v=85:15) trong 10 phút, 

detector DAD ở bước sóng 260 nm, tốc độ dòng 0,5 mL/phút. Nghiên cứu đã xác định được hàm 

lượng adenosine và cordycepin trong 6 mẫu đ ng trùng hạ thảo ở các dạng sợi khô sản xuất tại Hà 

Nội, Đồng Nai, Sơn La, Nam Định. K t quả cho thấy hàm lượng hai chất nghiên cứu trong các mẫu 

có sự dao động lớn (adenosine từ dưới giới hạn định lượng đ n 0,0841%; cordycepin từ 0,1738% 

đ n 0,8988%), có 3 mẫu không tìm thấy adenosine. 

Từ khóa: Đ ng trùng hạ thảo, Sắc ký, hàm lượng cordycepin, hàm lượng adenosine.

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Trong Đông trùng hạ thảo (ĐTHT), hai 

dược chất quan trọng là adenosine và 

cordycepin, hai chất này thường được định 

lượng để đánh giá chất lượng nấm ĐTHT cả 

loại nuôi cấy và loại phát triển ngoài tự nhiên 

[1,3,4,6]. Cordycepin là hoạt chất kháng khuẩn 

đầu tiên được phân lập từ nấm côn trùng 

Cordyceps militaris bởi Cunningham và cộng 

sự năm 1950 [1]. Kể từ khi được phát hiện, đã 

có nhiều nghiên cứu đã tập trung vào chất này 

và chứng minh nó có nhiều hoạt tính sinh học 

khác nhau, bao gồm chống ung thư, kháng 

khuẩn, kháng vi-rút và mi n dịch. Adenosine 

là hợp chất trực tiếp tham gia vào quá trình cấu 

tạo lên DNA, ATP, có vai trò đặc biệt quan 

trọng với hệ tim mạch như điều chỉnh rối loạn 

nhịp tim, tăng oxi trong máu,…Công thức cấu 

tạo của hai chất (hình 1.1) có nhiều điểm 

tương đương (chỉ khác nhau 1 nhóm OH) do 

đó trước đ y việc định lượng đồng thời cả 2 

chất là khó khăn. Tuy nhiên, phương pháp 

HPLC với điều kiện phân tích hợp lý có thể 

phân tách peak hai chất rõ ràng và định lượng 

được đồng thời. Tại Việt Nam đã có công trình 

nghiên cứu của tác giả Nguy n Thành Đạt và 

cộng sự [3] đã đưa ra quy trình chiết và định 

lượng đồng thời adenosine và cordycepin bằng 

phương pháp HPLC - DAD với pha động 

MeOH/H2O theo chương trình dung môi, tuy 

nhiên phương pháp có nhược điểm thời gian 

ph n tích dài, chương trình dung môi phức tạp, 

giới hạn định lượng lớn. Để có thể áp dụng 

trong kiểm tra chất lượng ĐTHT chúng tôi sử 

dụng phương pháp khảo sát đơn  iến để tối ưu 

hóa các thông số thiết bị, quy trình chiết, quy 

trình định lượng. Từ đó đưa ra quy trình chiết 

– định lượng đơn giản và phù hợp nhất cho 

thiết bị và đối tượng mẫu phân tích. 

 

Adenosine Cordycepin 

Hình 1.1: Công thức cấu tạo của adenosine và 

cordycepin 

2. THỰC NGHIỆM 

2.1. Thiết bị, hóa chất  

Thi t bị: Máy rung siêu âm, khử khí, bộ hút 

ch n không, máy quay ly t m, máy đo độ ẩm. 

Hệ thống sắc ký lỏng hiệu  năng cao Model: 

Agilent 1260 Infinity II ( Agilent Technology – 

Đức),  ơm dung môi 4 kênh áp suất 600 bar 

G7111B, thiết bị tiêm mẫu tự động G7129A, 

buồng điều nhiệt đa cột G7116A, detector mảng 

Đi-ốt G7115A, cột phân tích Eclipse XDB-C18 

4,6x250, 5µm Analytical. 

Hóa chất: Chất chuẩn cordycepin (CAS 

number 73-03-0) và adenosine (CAS number 
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58-61-7) tinh khiết >98% của hãng Glentham 

Life Sciences (Anh). Các hóa chất tinh khiết 

phân tích khác: Na2HPO4, NaH2PO4, 

NH4CH3COO. 

2.2. Khảo sát điều kiện tối ưu phân tích đồng 

thời cordycepin và adenosine bằng HPLC 

Các nghiên cứu  ao gồm: Khảo sát 2 loại 

dung môi pha động (1) ammonium acetate: 

methanol và (2) đệm phosphate (pH=6,3): 

methanol  ằng chế độ đẳng dòng để lựa chọn 

pha động tối ưu; Khảo sát tỉ lệ thể tích pha 

động, tốc độ pha động,  ước sóng, thời gian 

phân tích. Cơ sở lựa chọn là peak của 2 chất 

cần ph n tích trong sắc k  đồ tách rõ ràng, 

không  ị chập với các peak nhi u khác, ít  ị 

doãng peak, thời gian lưu hợp l . 

2.3. Lấy mẫu, bảo quản và xử lí mẫu 

Các mẫu đông trùng hạ thảo (ĐTHT) 

(Cordyceps militaris) được lấy tại trung tâm 

NC&PT Sản phẩm khoa học – Trường Đại học 

Tây Bắc (2 mẫu khô) gồm: Giá thể dạng hỗn 

hợp vảy nấm và sợi non, giá thể sợi non (~2cm) 

Các mẫu ĐTHT khô khác trên thị trường 

(4 mẫu): dạng sợi dài (~3-6cm), màu cam đậm 

nhạt tùy mẫu. Các loại mẫu và ký hiệu mẫu 

được trình bày trong bảng 2.1. 

Mẫu được bảo quản trong lọ tối màu và được 

dán màng nhôm để tránh tiếp xúc không khí, 

tránh ánh sáng và tránh ẩm. 
 

Bảng 2.1: Ký hiệu, đặc điểm và địa điểm lấy mẫu 

Kí hiệu mẫu Đ c điểm mẫu Vị trí lấy mẫu 

Đ1  Sợi 3 cm, màu cam đậm Hà Nội 

Đ2  Sợi 3cm, màu cam nhạt Nam Định 

Đ3 Sợi 5cm, màu cam đậm Hà Nội 

Đ4 Sợi 2cm, màu cam đậm ĐH T y Bắc 

Đ5 Vụn hỗn hợp, màu cam đậm ĐH T y Bắc 

Đ6  Sợi 6 cm, màu cam nhạt Đồng Nai 

 

2.4. Khảo sát các điều kiện chiết hỗn hợp 

chất 

Mẫu thực Đ5 được nghiền thành bột, rây 

mịn, đo hàm ẩm, nghiên cứu các điều kiện 

chiết bao gồm: dung môi chiết, thời gian chiết, 

tỉ lệ khối lượng mẫu/ thể tích dịch chiết, số lần 

chiết, nhiệt độ chiết. Dịch chiết được quay ly 

tâm, lọc, pha loãng, thêm chuẩn (thêm 40µL 

dung dịch chuẩn nồng độ adenosine và 

cordycepin đều là 50µg/mL) và định lượng 

bằng phương pháp HPLC. Cơ sở lựa chọn 

thông số chiết phù hợp là dựa trên hiệu suất 

chiết H(%) = (hàm lượng chất đo được/hàm 

lượng  an đầu)*100%. Hàm lượng chất trong 

mẫu thực Đ5 được tính theo phương pháp 

đường chuẩn. Độ đúng của phương pháp được 

đánh giá thông qua độ thu hồi (hiệu suất thu 

hồi) khi phân tích các mẫu gốc và mẫu thêm 

chuẩn. Độ chính xác của phương pháp được 

đánh giá thông qua giá trị RSD% khi phân tích 

lặp lại 6 lần (n=6) một mẫu phân tích trong 

ngày và 12 lần (n=12) một mẫu đo tại hai ngày 

khác nhau.                                                                                            

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Các điều kiện tối ưu phân tích đồng 

thời adenosine và cordycepin bằng HPLC 

Các điều kiện chuẩn phân tích hỗn hợp 

cordycepin và adenosine bằng phương pháp 

HPLC đã được một số nghiên cứu đưa ra [3,5], 

tuy nhiên ứng với mỗi hệ thống HPLC khác 

nhau, một số điều kiện như  ước sóng tối ưu, 

loại pha động, tỉ lệ pha động tối ưu và thời 

gian phân tích có thể thay đổi, do đó chúng tôi 

khảo sát lựa chọn  ước sóng, pha động và tỉ lệ 

pha động phù hợp với thiết bị HPLC hiện có. 

Các kết quả chỉ ra rằng: Khảo sát với hỗn hợp 

adenosine và cordycepin chuẩn 2,5 µg/mL 

được  ước sóng tối ưu là 260nm; pha động tối 

ưu gồm ammonium acetate (0,04M) và 

methanol tỉ lệ thể tích tương ứng 85:15; tốc độ 

pha động 0,5mL/phút, thời gian phân tích 10 

phút cho mỗi mẫu; peak adenosine và 

cordycepin xuất hiện tại thời gian lưu trung 

 ình tương ứng là 6,67 phút và 8,47 phút (hình 

3.1). Dung dịch ammonium acetate 0,04M là 

dung dịch điện ly lưỡng tính (pH~7), có tính 

chất như một dung dịch đệm, mặt khác nó là 

một loại đệm d   ay hơi, không g y kết tủa cột 

nếu chạy nền mẫu chưa  iết thành phần. Pha 
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động ammonium acetate (0,04M) : methanol 

(v/v=80/20) cho peak 2 chất cao, nhọn tuy 

nhiên thời gian lưu của 2 chất rất gần nhau, độ 

lặp lại kém không đạt điều kiện phân tích. Đối 

với pha động đệm phosphate (pH=6,3) : 

methanol (v/v=85/15) thời gian lưu hai chất quá 

ngắn (~2 phút), peak adenosine không nhọn, 

không cân và sắc đồ có độ lặp lại kém. Do đó 

pha động ammonium acetate (0,04M) : 

methanol (v/v=85/15) chọn là pha động tối ưu 

vì peak hai chất phân tích rõ ràng, độ lặp lại tốt. 

Hình 3.1: Peak hai chất khi thay đổi pha động 

với hàm lượng adenosine và cordycepin chuẩn 2,5 

µg/mL, bước sóng đo 260nm, thể tích tiêm mẫu 

20µL 

3.2. Dựng đường chuẩn, tính LOD, LOQ 

 Kết quả đo lặp lại 3 lần mỗi hỗn hợp 

mẫu chuẩn cho thấy, tại các giá trị nồng độ để 

xây dựng đường chuẩn, RSD đều nhỏ hơn 5%. 

Phương pháp có độ lặp lại tốt. Chọn giá trị 

nồng độ cordycepin và adenosine đều là 1 

µg/mL ở khoảng giữa đường chuẩn, đo lặp lại 

10 lần, thì nồng độ của dung dịch tính theo 

đường chuẩn cho kết quả: Tập số liệu của 

cordycepin có RSD =0,5% và tthucnghiem < tlythuyet  

do vậy đường chuẩn cordycepin đạt độ tin cậy 

thống kê 95%; Tập số liệu của adenosine có 

RSD =1,7% và tthucnghiem < tlythuyet  do vậy đường 

chuẩn adenosine đạt độ tin cậy thống kê 95%; 

 Pha các dung dịch chuẩn hỗn hợp với 

nồng độ cordycepin và adenosine bằng nhau và 

tăng dần: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 (µg/mL). Tiến 

hành phân tích các mẫu chuẩn trên hệ thống 

HPLC, đo diện tích peak của hai chất. Đường 

chuẩn dựng được là sự phụ thuộc của diện tích 

peak (Y) và nồng độ (X) (hình 3.2). Đường 

chuẩn được xử lý bằng phần mềm excel và tính 

toán LOD, LOQ theo phương pháp 3ζ ( ảng 

3.1).

a) Đường chuẩn adenosine và cordycepin  ) Sắc đồ các hỗn hợp chuẩn 

Hình 3.2: Đường chuẩn và sắc đồ các hỗn hợp chất chuẩn 

Bảng 3.1: Số liệu thống kê của đường chuẩn 

Chất chuẩn Cordycepin Adenosine 

Phương trình đường chuẩn Ycor=( (116,054±0,579).Xcor Yade =(108,537±0,275).Xade 

R
2
 0,9999 0,9999 

LOD (µg/mL) 0,056 0,028 

LOQ (µg/mL) 0,185 0,094 

3.3. Điều kiện trích ly hỗn hợp chất 

* Phương thức chi t 

Kết quả cho thấy phương pháp chiết sử 

dụng máy rung siêu âm gia nhiệt 60
o
C cho hiệu 

suất chiết (từ 92%-107%) cao hơn chiết gia 

nhiệt thường (75%-90%) nên quá trình chiết về 

sau sử dụng rung siêu âm gia nhiệt cố định 

60
o
C. 

* Chọn dung môi chi t 
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 Kết quả khảo sát với 2 loại dung môi 

chiết : MeOH 100%, H2O 100% cho thấy rằng 

loại dung môi phù hợp với phương pháp nghiên 

cứu là MeOH 100%. Các sắc đồ hình 3.3 chỉ ra 

rằng dịch chiết của mẫu Đ5 gốc (khi chưa thêm 

chuẩn) bằng cả hai dung môi chiết MeOH 

100%, H2O 100%  không có sự xuất hiện peak 

adenosine chứng tỏ trong mẫu Đ5 không chứa 

adenosine. Khi Đ5 chiết bằng dung môi H2O 

100% cho hiệu suất chiết cordycepin thấp hơn 

(bằng 70%) khi chiết bằng dung môi MeOH 

100%. 

                               

 
Hình 3.3 : Sắc đồ các dung dịch chi t mẫu Đ5 

 

* Các điều kiện chi t khác : Các khảo sát cho 

kết quả thời gian chiết phù hợp là 30 phút, chiết 

3 lần (10 phút/ lần) với thể tích MeOH thêm 

mỗi lần là 4/3/3mL; tỉ lệ khối lượng mẫu/dung 

môi phù hợp là 0,4 gam/10mL, nhiệt độ chiết 

phù hợp 60
o
C. 

3.4. Đánh giá độ đúng, độ chính xác 

Mẫu Đ5 được xử lý theo các điều kiện tối 

ưu của quá trình trích ly đã nghiên cứu trong 

mục 3.3, tuy nhiên ở giai đoạn đầu tiên thêm 

hỗn hợp chuẩn gốc adenosine và cordycepin 

1000 µg/mL sao cho nồng độ tương đối các 

chất chuẩn ở 3 mức nồng độ thấp (không thêm 

chuẩn), trung bình (thêm chuẩn 0,3 µg/mL) và 

cao (thêm chuẩn 0,67 µg/mL) thuộc khoảng 

đường chuẩn (hệ số pha loãng 5 lần). Số liệu 

được tổng hợp trong bảng 3.2. 

Bảng 3.2: K t quả khảo sát hiệu suất thu hồi 

Kí 

hiệu 

mẫu 

Nồng độ adenosine thêm 

chuẩn ban đầu (µg/mL) 

Diện tích 

peak 

(mAu.s) 

Nồng độ adenosine tổng 

tính theo đường chuẩn 

(µg/mL) 

Hiệu suất thu 

hồi adenosine 

(H%) 

Đ5-

spike 

0 ND ND - 

0,33 33,99 0,31 94,90±1,15 

1,20 121,24 1,12 93,08±1,37 

Kí 

hiệu 

mẫu 

Nồng độ cordycepin thêm 

chuẩn ban đầu (µg/mL) 

Diện tích 

peak 

(mAu.s) 

Nồng độ cordycepin tổng 

tính theo đường chuẩn 

(µg/mL) 

Hiệu suất thu 

hồi cordycepin 

(H%) 

Đ5-

spike 

0 79,13 0,68 - 

0,33 120,23 1,04 107,32±2,03 

1,20 231,71 2,00 109,56±2,19 

 *ND : Không phát hiện được 

Kết quả chỉ ra hiệu suất thu hồi trung bình 

của phương pháp lớn hơn 90% nên kết luận 

phương pháp chiết tách hỗn hợp adenosine và 

cordycepin từ nấm đông trùng hạ thảo và định 

lượng bằng HPLC có độ thu hồi tốt tức là 

phương pháp đáp ứng yêu cầu về độ đúng. 

       Kết quả các phép đo lặp lại 6 lần với nền 

mẫu Đ5 trong cùng 1 ngày đều cho RSD%<4%, 

và trong 2 ngày khác nhau cho RSD% <8%, đạt 

yêu cầu theo AOAC vậy kết luận phương pháp 

đạt độ chính xác cao [2]. 
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3.5. Quy trình xử lý mẫu và định lượng  

Quy trình theo sơ đồ 1 được đề xuất để chiết xuất và định lượng đồng thời adenosine và 

cordycepin trong các mẫu đông trùng hạ thảo: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 1: Quy trình chi t tách và định lượng đồng thời adenosine và cordycepin từ nấm đ ng trùng hạ 

thảo Cordyceps Militaris 

3.6. Phân tích mẫu thực 

a: Mẫu Đ5 

 

 : R y  ột mẫu Đ5 

 

c: Lọc mẫu sau quay ly t m 

 

Hình 3.4: Hình ảnh một số giai đoạn chuẩn bị mẫu 

Các mẫu đông trùng hạ thảo khô được xử lý 

theo quy trình ở sơ đồ 1. Các mẫu sau khi 

nghiền thành bột được đo hàm ẩm bằng máy đo 

chuyên dụng. Diện tích peak sắc ký lấy trung 

bình 3 lần đo lặp lại.  

Bảng 3.3: K t quả phân tích mẫu thực theo phương pháp đường chuẩn 

Kí 

hiệu 

mẫu 

Khối 

lượng mẫu 

(g) 

Nồng độ trung bình chất 

trong mẫu dịch chiết 

(µg/mL) 

Độ ẩm 

(%) 

Hàm lượng chất trong mẫu thực 

(%) 

  adenosine   cordycepin  adenosine   cordycepin 

Đ1 0,4120 0,1413 2,2315 4,3 0,0515±0,0022 0,8490±0,0172 

Đ2 0,4223 ND 0,6373 3,8 ND 0,2353±0,0064 

Đ3 0,4019 ND 0,4490 3,6 ND 0,1738±0,0047 

Đ4 0,4133 0,2316 2,3480 3,9 0,0841±0,0038 0,8867±0,0193 

Đ5 0,3949 ND 2,2122 2,7 ND 0,8636±0,0251 

Đ6 0,4441 0,0954 2,4962 6,2 0,0322±0,0017 0,8988±0,0288 

 

 
Nghiền, rây, 

cân khoảng 

0,4(g) bột 

trong lọ thủy 

tinh nút nhám 

+4mL MeOH 

Rung siêu âm 

60
o
C trong 10 

phút, thu 

d ch chi t 

(L1)+bã chi t 

Rung siêu 

âm 60
o
C 

trong 10 

 hút, được 

d ch chi t 

(S1)+3mL MeOH 

 Lọc d ch qua gi y 

lọc Whatman Quay li tâm (L1+L2+X) ) 

3000v/p trong 10p 

 

dd (Y) đ nh mức đ n 

10mL bằng MeOH rồi 

pha loãng bằng pha 

động HPLC 

Dung d ch đo 

HPLC ở điều ki n 

đo tối ưu 

Lọc qua syringe  

0,2µm 

 

(S2)+3mL MeOH 

Rung siêu âm 

60
o
C trong 10 

 hút, được 

hỗn d ch X 
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Kết quả phân tích 6 mẫu ĐTHT trên thị trường 

cho thấy có 3 mẫu có hàm lượng adenosine dưới 

giới hạn phát hiện là Đ2, Đ3, Đ5. Các mẫu chứa 

adenosine (Đ1, Đ4, Đ6) có hàm lượng adenosine 

trong khoảng 0,0322%-0,0841%. Các mẫu có 

hàm lượng cordycepin trong khoảng 0,1738%-

0,8988%. Có 4 mẫu chứa cordycepin với hàm 

lượng cao trên 0,8% (Đ1, Đ4, Đ5, Đ6). Mẫu Đ4 

chứa tổng hàm lượng adenosine và cordycepin là 

cao nhất (0,9708%), mẫu Đ3 chứa tổng hàm 

lượng adenosine và cordycepin là thấp nhất 

(0,1738%). Các mẫu không phát hiện adenosine 

đã được kiểm tra lại bằng cách thêm chuẩn vào 

thử, chiết theo quy trình phân tích và tính hàm 

lượng theo phương pháp thêm chuẩn để đảm bảo 

tính chính xác của kết quả phân tích. Tại Đại học 

Tây Bắc có 2 mẫu ĐTHT được lấy cùng thời 

điểm, cùng lô sản xuất nhưng 1 mẫu có chứa 

adenosine (mẫu Đ4) và 1 mẫu không chứa 

adenosine (mẫu Đ5). Có thể giải thích do sự khác 

nhau về độ trưởng thành của nấm (mẫu Đ4 có 

thời gian sinh trưởng dài hơn), quá trình sinh 

trưởng có thể ảnh hưởng đến hàm lượng dược 

chất trong nấm.  

4. KẾT LUẬN 

 Nghiên cứu đã x y dựng được quy trình 

trích ly tối ưu hai chất adenosine và cordycepin 

trong đông trùng hạ thảo nuôi cấy. Quy trình 

đơn giản, tốn ít mẫu và hóa chất và đã được 

đánh giá độ đúng, độ chính xác. 

 Nghiên cứu cũng đưa ra các điều kiện tối 

ưu định lượng đồng thời Cordycepin và 

adenosine trên hệ thống HPLC. Điểm khác biệt 

với các nghiên cứu trước đó là sử dụng pha 

động là hỗn hợp ammonium acetate (0,04M) và 

methanol (85 :15 v/v), chế độ  ơm pha động 

đẳng dòng đơn giản. Ưu điểm của pha động 

là d   ay hơi, không g y kết tủa cột, là môi 

trường đệm tốt nhất cho phép phân tích. 

 Phương pháp chiết và định lượng đồng 

thời đã áp dụng thành công trong xác định hàm 

lượng adenosine và cordycepin trong 6 mẫu 

đông trùng hạ thảo lưu hành trên thị trường. 

Những kết quả của nghiên cứu là một cơ sở 

khoa học để người tiêu dùng lựa chọn sử dụng 

đông trùng hạ thảo như một nguồn thực phẩm 

cung cấp cordycepin và adenosine dồi dào cho 

cơ thể, người tiêu dùng nên sáng suốt lựa chọn 

địa chỉ mua hàng uy tín và đảm bảo chất lượng.  
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EXTRACTION AND SIMULTANEOUS QUANTIFICATION OF ADENOSINE AND 

CORDYCEPIN IN CULTURED CORDYCEPS (cordyceps militaris)  
Pham Thi Chuyen

*
, Tran Hong Son, Le Sy Binh, Truong Thi Hoa, Cu Duc Hau

 

Tay Bac University - TBU 

Abstract: This study reported an expermient in which a method for the complete extraction of 

adenosine and cordycepin from dried cordyceps militaris and quantification by HPLC was tried out. 

HPLC conditions: Eclipse XDB-C18 column 4,6x250mm, 5µm, with mobile phase consisting of 

ammonium acetate (0,04M): MeOH (v/v=85:15) for 10 min, DAD detector at 260 nm, flow rate 0,5 

mL/min. The study determined adenosine and cordycepin content in 6 samples dried cordyceps 

militaris fibers produced in Hanoi, Dong Nai, Son La, Nam Dinh. The findings showed that the 

concentrations of the two substances studied in the samples fluctuated greatly (adenosine from below 

the quantitative limit to 0,0841%; cordycepin from 0,1738% to 0,8988%) while adenosine was not 

idenfitied in 3 samples.  

Keywords: Cordyceps militaris, adenosine, cordycepin, HPLC 
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