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TÓM TẮT 

        ọ   ạ            Cordyceps militaris bằ   p ươ   p áp lai bào tử đơ , v ệc xá  định kiểu gen của 

locus kiể       p     ó                ọ                   ơ đồ lai. Hiện nay, các phản ứ                đ  được 

hoàn thiệ  để xá  định các locus kiể       p    M   - , M   -      à    m này. Nghiên cứ  đ  đượ         ện vớ  

            ết kế cá  đ ạn mồ  đ     ệu cho phản ứ   M    p e      để xá  định hiệu quả locus kiể       p        ài 

vớ             p                     .           á  đ ạn mồ  được xá  định d a trên trình t  của 2 locus kiểu giao 

ph i MAT1-1 (AB194982) và MAT1-2 (AB084257)       ơ         ệu của GenBank bằ           Primer-BLAST.  

Kết quả nghiên cứ          , p ản ứng Multiplex PCR gồ       p  ồi MAT1-1-1-MUL; MAT1-1-2-MUL và  

MAT1-2-1-MUL đ     ế   đại thành công cá            N  vớ         ước 527bp; 323bp và 222bp  ượ   ượ      ác 

gen MAT1-1-1, MAT1-1-2, MAT1-2-1. Phản ứng Multiplex có      đ     ệu và độ                    á  định kiể   e  

     p          C. militaris và ứ                ọ            và        ị phân tử     à      C. militaris. 

T  khoá: Cordyceps militaris, MAT, multiplex PCR, Locus kiể       p   . 

Identification of the Mating-type Loci of Cordyceps militaris by Multiplex PCR 

ABSTRACT 

In the cross-breeding of Cordyceps militaris using single spores, determining the genotype of the mating type 

locus is crucial for constructing a cross diagram. Individual PCRs have been conducted to identify the mating type loci 

MAT1-1 and MAT1-2 in this fungus. The research aimed to design specific primers for Multiplex PCR to efficiently 

and simply identify mating-type loci in a shorter time. The primer sequences were derived from the sequences of two 

mating type loci MAT1-1 (AB194982) and MAT1-2 (AB084257) retrieved from the GenBank database using the 

Primer-BLAST tool. The research results indicate that the Multiplex PCR, comprising three primer pairs  

MAT1-1-1-MUL, MAT1-1-2-MUL, and MAT1-2-1-MUL, successfully amplified products with sizes of 527bp, 323bp, 

and 222bp from the MAT1-1-1, MAT1-1-2, and MAT1-2-1 genes, respectively. The Multiplex reaction exhibits high 

specificity and reliability in determining mating genotypes in C. militaris, making it a valuable tool for applications in 

breeding selection based on molecular markers in C. militaris. 

Keywords: Cordyceps militaris, molecular marker, MAT, multiplex PCR. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ  

Trên thế giĆi đã có hĄn 400 loài nçm thuộc 

chi Cordyceps đþĉc tìm thçy và nghiên cĀu, 

trong đó đã xác đðnh đþĉc 36 loài có khâ nëng 

nuôi cçy nhân täo và sân xuçt (Wang, 1995; 

Sung, 1996; Li & cs., 2006; Shonkor & cs., 

2010). Trong đó, Cordyceps militaris là loài đþĉc 

nhân giống phổ biến nhçt trên quy mô công 

nghiệp hiện nay do có dþĉc tính cao và thąi gian 

sân xuçt ngín (Li & cs., 2006). Nçm  

C. militaris còn chĀa một số dþĉc liệu quan 

trọng nhþ cordycepin (3'-deoxyadenosine) (Yi & 

cs., 2014), ergosterol, axit cordycepic, adenosine, 

polysaccharide (Bi & cs., 2018) và một số dþĉc 

chçt khác. Trong đó, cordycepin là một trong 

nhĂng hoät chçt chính cûa C. militaris, nhiều 

nghiên cĀu đã cho thçy cordycepin có nhiều 
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hoät tính sinh học khác nhau, chîng hän nhþ 

tác dýng chống khối u và kháng khuèn, cüng 

nhþ khâ nëng câi thiện hệ miễn dðch (Lee & cs., 

2011; Ahn & cs., 2000). 

Trong nhĂng nëm gæn đåy, kč thuêt nuôi 

trồng đã đþĉc têp trung nghiên cĀu và hoàn 

thiện. Tuy nhiên, để tiếp týc nång cao nëng suçt 

cüng nhþ hàm lþĉng các chçt, việc chọn täo giống 

cüng đã rçt đþĉc chú trọng. Trong đó, phþĄng 

pháp chọn täo giống lai F1 bìng kč thuêt lai bào 

tā đĄn đang đþĉc Āng dýng rộng rãi và có một số 

thành tău trong täo giống mĆi hoðc phýc hồi các 

giống đã có (Sung & cs., 2006; Lin & cs., 2021).  

C. militaris là một loäi nçm ascomycete dð hĉp, có 

khâ nëng sinh sân hĂu tính đþĉc xác đðnh bći 2 

locus kiểu giao phối MAT 1-1 và MAT 1-2 (Zheng 

& cs., 2011). Locus MAT1-1 có 2 gen là MAT1-1-1, 

MAT1-1-2, trong khi đó locus MAT1-2 có một gen 

MAT1-2-1. Để täo đþĉc giống lai cæn tiến hành 

lai täo bào tā đĄn có chĀa locus MAT1-1 vĆi bào 

tā đĄn mang locus MAT1-2. Nhþ vêy, việc xác 

đðnh locus kiểu giao phối sẽ cho phép lăa chọn 

bào tā phù hĉp để lêp sĄ đồ lai và cüng nhþ để 

xác đðnh să hình thành tổ hĉp lai F1. 

Để nhên diện đþĉc các locus kiểu giao phối 

có thể sā dýng các chî thð phân tā liên kết vĆi ba 

cðp mồi đðc hiệu (Tan & cs., 2011). Tuy nhiên, 

cho đến nay việc xác đðnh ba gen MAT1-1-1, 

MAT1-1-2, MAT1-2-1 cæn thăc hiện ba phân 

Āng PCR vĆi các cðp mồi riêng lẻ (Kang & cs., 

2017; Lin & cs., 2021). Để rút ngín thąi gian và 

chi phí xác đðnh các locus kiểu giao phối, trong 

công bố này đã thăc hiện thiết kế phân Āng 

Multiplex PCR vĆi các cðp mồi đðc hiệu mĆi.  

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Trong nghiên cĀu đã sā dýng hai trình tă 

locus kiểu giao phối MAT1-1 (AB194982) và 

MAT1-2 (AB084257) đã đþĉc công bố trên 

GenBank để làm mäch khuôn thiết kế trình  

tă mồi. 

Để đánh giá hiệu quâ các cðp mồi đþĉc thiết 

kế sā dýng hai chûng nçm C. militaris đþĉc thu 

thêp täi viện Viện Di truyền Nông nghiệp (P1), 

Viện Nghiên cĀu Thâo dþĉc Việt Nam  

(P2 - chûng lai); hai bào tā đĄn S1, S2 đþĉc 

phân lêp læn lþĉt tÿ các chûng nçm P1 và P2. 

Trong đó, chûng P1 và bào tā S1 chĀa hai gen 

MAT1-1-1, MAT1-1-2. Chûng P2 mang ba gen 

MAT1-1-1, MAT1-1-2, MAT1-2-1. Bào tā S2 

mang gen MAT1-2-1. 

Ngoài ra, cüng sā dýng ba cðp mồi MAT1-1-1; 

MAT1-1-2 và MAT1-2-1 đã đþĉc công bố trong 

các nghiên cĀu trþĆc đåy để có cĄ sć đánh giá hiệu 

quâ cûa các cðp mồi mĆi đþĉc thiết kế (Bâng 1). 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phân lập bào tử đơn 

Quy trình phân lêp bào tā đĄn cûa nçm  

C. militaris đþĉc tiến hành theo phþĄng pháp 

Single Spore Extraction (SSE) (Lê Vën Kiêm, 

2021). Quâ thể C. militaris đþĉc khā trùng bìng 

dung dðch HCl 0,3N trong 15 phút. Sau đó, rāa 

säch quâ thể bìng nþĆc cçt vô trùng. Cít một 

đoän 0,5-1cm ć phæn đæu quâ thể cho vào ống 

eppendorf 1,5ml. Dùng chày nghiền nhẹ để giâi 

phóng bào tā trong 1ml nþĆc cçt vô trùng. Cuối 

cùng dðch huyền phù đþĉc lọc qua màng lọc 

20m và pha loãng ć nồng độ 10-2. Cçy trang 

dðch huyền phù đã pha loãng trên môi trþąng 

PDA và nuôi ć điều kiện 18-22C, không có ánh 

sáng. Sau 3-5 ngày tiến hành thu bào tā đĄn. 

2.2.2. Thiết kế trình tự đoạn mồi cho phản 

ứng Multiplex PCR 

Các cðp mồi mĆi cûa phân Āng Multiplex 

PCR ć C. militaris đþĉc thiết kế dăa trên hai trình 

tă vùng locus kiểu giao phối (MAT) bao gồm 

MAT1-1 (MAT1-1-1; MAT1-1-2) và MAT1-2 

(MAT1-2-1). Sā dýng công cý Primer-BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) 

trên NCBI để đþa ra danh sách nhĂng cðp mồi 

phù hĉp. 

Độ phù hĉp, kích thþĆc sân phèm, tî lệ bít 

cðp và nhiệt độ bít cðp, nhiệt độ nóng chây cûa 

các cðp mồi đþĉc mô phỏng trên phæn mềm 

FastPCR phiên bân 6.8.24. Phân Āng multiplex 

PCR in silico vĆi các cðp mồi đþĉc thiết kế trên 

trình tă hệ gen đæy đû cûa nçm C. militaris 

(chûng ATCC 34164) đã đþĉc thăc hiện để đánh 

giá tính đðc hiệu cûa phân Āng, kích thþĆc sân 

phèm täo thành, tî lệ bít cðp, nhiệt độ bít cðp 

và nhiệt độ nóng chây cûa đoän mồi. Ngoài ra, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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để đánh giá hiện tþĉng tă bít cðp (Self-primer 

và coss dimer) giĂa các đoän mồi đþĉc thăc hiện 

trên công cý Multiple Primer Analyzer cûa 

Thermofisher (https://www.thermofisher.com/ 

vn/en/home/) bìng cách thiết lêp giá trð độ nhäy 

phát hiện dimer ć các mĀc độ khác nhau đþĉc 

quy đổi tÿ 1 tĆi 4. Trong đó, độ nhäy phát hiện 

tối đa tþĄng Āng vĆi giá trð 1, giá trð 3 là độ 

nhäy phát hiện tối þu. 

Sau khi thiết kế các cðp mồi, sā dýng công 

cý BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Blast.cgi) trên NCBI để kiểm tra độ đðc hiệu 

cûa mồi bìng cách đối sánh cðp mồi thiết kế so 

vĆi các chûng trên GenBank. 

2.2.3. Tách chiết DNA theo phương pháp 

CTAB (Doyle & Doyle, 1987) 

Sĉi nçm đþĉc nuôi cçy trên môi trþąng 

thäch PDA ć 20C trong 10 ngày, thu nhå  n sĉi 

nå m bìng cách cäo lĆp sinh khối trên bề mðt 

cûa đïa petri và chuyển vào ống eppendorf 1,5ml 

có chĀa cát vô trùng. Tiếp theo, nghiê  n må  u 

thþ  c hiện trong 700µl đệm chiết (Sorbitol 

0,35M; Tris-HCl 2M pH 8,0; EDTA 0,5M; NaCl 

5M; CTAB 2%; Sakosy 5%) và û må u ć 65C 

trong 60 phút, vortex 15 phút 1 læn. 

DNA đþĉc tinh säch bìng 700µl hô n hĉp CI 

(chloroform/isoamyl alcohol - 24:1) và ly tâm 

13.000 vòng/phút trong 10 phút. Tiếp theo, 600µl 

dðch nổi đþĉc chuyển sang ống Eppendorf 1,5ml 

mĆi. Kết tûa DNA đþĉc tiến hành bìng 

isopropanol. Kết tûa đþĉc rāa hai læn bìng 500µl 

ethanol 70%. Cuối cùng, kết tûa đþĉc hòa loãng 

trong 50µl nþĆc cçt vô trùng và bâo quân ć 4C. 

2.2.4. Phản ứng PCR 

Phân Āng PCR đþĉc tiến hành trên máy 

PCR Aeris Thermal Cycler (ESCO, Singapore). 

Phân Āng PCR vĆi tổng thể tích 20 µl/méu gồm 

nhĂng thành phæn sau: 1X Master Mix (Công ty 

TNHH MTV Sinh Hóa Phù Sa), 50-100ng DNA 

tổng số, 0,5 pmol mồi xuôi, 0,5 pmol mồi ngþĉc. 

Đối vĆi phân Āng Multiplex PCR, nồng độ mỗi 

mồi là 0,5 pmol. Phân Āng bít đæu ć nhiệt độ 

95C trong 5 phút; sau đó là 30 chu kĊ ć nhiệt 

độ 95C trong 30 giây; nhiệt độ 52-62C trong 

30 giây; nhiệt độ 72C trong 60 giây. Cuối cùng 

là 72C trong 10 phút. Sân phèm PCR đþĉc bâo 

quân ć 4C. 

2.2.5. Điện di gel agarose 

Điện di chå  t lþĉng DNA tổng sô   và sân 

phå m PCR đþĉc thþ  c hiện trên thiết bð thiết bð 

MultiSUB Midi (Cleaver Scientific- England) 

vĆi nồng độ gel Agarose 1%; dung dðch đệm TBE 

1X; 100V; 100mA trong 70 phút. Kết quâ điện di 

đþĉc quan sát thông qua máy soi méu (MS 

UVDI). Trong đó, các méu đþĉc đối sánh vĆi 

thang chuèn DNA (HyperLadder 1kb). 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả tách chiết DNA tổng số 

Hai chûng C. militaris P1, P2 và hai bào tā 

đĄn S1, S2 đþĉc tiến hành tách chiết DNA tổng 

số bìng phþĄng pháp CTAB (Hình 1). Dăa vào 

kết quâ điện di cho thçy các méu đều có DNA 

tổng số, chçt lþĉng DNA vĆi độ tinh säch tþĄng 

đối. Tçt câ DNA tổng số đã tách chiết đều đû 

điều kiện để sā dýng cho các bþĆc tiếp theo. 

Bảng 1. Trình tự ba cặp mồi xác định locus kiểu giao phối  

MAT1-1-1, MAT1-1-2, MAT 1-2-1 đã được công bố trước đây 

     ồ           (5’- ’) Sả  p ẩ      (bp) N  ồ  

MAT1-1-1F ATGGAACACAGATCGAGCGACAC 
459 Tan & cs. (2011) 

MAT1-1-1R ATATACCTTCGCGATCATTGCCCAG 

MAT1-1-2F GTCCTGCTGGTCAAAGAAGC 
217 L  Vă  K    (    ) 

MAT1-1-2R GACGGGACCATGTCTCAGAT 

MAT1-2-1F TGTTTTGTCGCGATGGTTCTGG 
338 Kang & cs. (2017) 

MAT1-2-1R CCTCTGGAGGTTCTGCATTCCA 
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Ghi chú: M: HyperLadder 1kb; 1: Chủng P1; 2: Chủng P2; 3: Bào tử đơn S1; 4: Bào tử đơn S2. 

Hình 1. Kết quả tách chiết DNA tổng số 

 

Hình 2. Kết quả phân tích sự hình thành cross dimer giữa các mồi MAT1-1-1F với MAT1-2-1F; 

MAT1-1-1R với MAT1-1-2F; MAT1-1-1R với MAT1-2-1F  

bằng công cụ Multiple Primer Analyzer của Thermofisher với chỉ số độ nhạy là 3 

 

Ghi chú: M: HyperLadder 1kb; 1: MAT1-1-1 + MAT 1-1-2; 2: MAT1-1-1 + MAT1-2-1; 3: MAT1-1-2 + MAT1-2-1; 

4: MAT1-1-1 + MAT1-1-2 + MAT1-2-1. 

Hình 3. Kết quả thử nghiệm phản ứng Multiplex PCR  

với 3 cặp mồi đã được công bố trước đây với chủng P2 
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Bảng 2. Trình tự các đoạn mồi trong Multiplex PCR của chủng C. militaris được thiết kế 

     ồ           (5’- ’) %GC Tm (C) Sả  p ẩ           ế  (bp) 

MAT1-1-1-MUL TTCCAAGCCTCAATCGACCC 55 60,04 222 

GCCTTTTGTTGCGACTCTGG 55 60,04 

MAT1-1-2-MUL CGATCGCCCACTGGTACATT 55 60,18 527 

TCGACTAGGATGCCAAAGCG 55 60,18 

MAT1-2-1-N1 GCGAGCCACATTTGTCGAAC 55 60,45 660 

TTGATGCGCCTGGTATCTTGTC 50 61,00 

MAT1-2-1-N2 GCGAGCCACATTTGTCGAAC 55 60,45 312 

TCGAGGAGAGCCTTCTTGATCC 54,55 61,27 

MAT1-2-1-MUL TAAGAGCAACTGTACGCCCC 55 59,75 353 

GGAAAACCCTGGCGAGAGAA 55 59,96 

 

3.2. Kết quả khảo sát sự kết hợp giữa các 

cặp mồi đã được công bố 

Việc kết hĉp câ ba cðp mồi MAT trong các 

nghiên cĀu trþĆc đåy (Bâng 1) cho thçy độ hiệu 

quâ không cao. Dăa vào kết quâ phân tích tÿ 

công cý Multiple Primer Analyzer cûa Thermo 

Fisher, đã phát hiện đþĉc să hình thành cross 

dimer trong phân Āng Multiplex PCR giĂa các 

mồi MAT1-1-1F vĆi MAT1-2-1F; MAT1-1-1R 

vĆi MAT1-1-2F; MAT1-1-1R vĆi MAT1-2-1F 

vĆi chî số độ nhäy là 3 (Hình 1). Điều này có 

thể dén tĆi việc không hình thành sân phèm 

khi kết hĉp hai cðp mồi này trong cùng một 

phân Āng. Kết luên này đã đþĉc khîng đðnh 

thông qua kết quâ thăc nghiệm phân Āng 

multiplex PCR vĆi să kết hĉp giĂa các mồi. 

Phân Āng PCR khi kết hĉp giĂa hai cðp mồi 

MAT1-1-1 và MAT1-1-2; hoðc MAT1-1-2 và 

MAT1-2-1 vén cho phép xác đðnh đþĉc să tồn 

täi đồng thąi cûa hai gen tþĄng Āng. Tuy 

nhiên, trong phân Āng có să tham gia cûa hai 

cðp mồi MAT1-1-1 và MAT1-2-1; hoðc ba cðp 

mồi MAT1-1-1, MAT1-1-2 và MAT1-2-1 không 

quan sát thçy să xuçt hiện cûa các sân phèm 

dă kiến (Hình 2). Nhþ vêy, các cðp mồi đã công 

bố không thể đþĉc sā dýng trong multiplex 

PCR và cæn thiết kế các trình tă mồi mĆi. 

3.3. Kết quả thiết kế mồi cho phản ứng 

Multiplex PCR 

Hai vùng locus kiểu gen giao phối MAT1-1 

(MAT1-1-1, MAT1-1-2) và MAT 1-2 (MAT1-2-1) 

là yếu tố quan trọng cho quá trình sinh sân cûa 

nçm, mỗi gen mã hóa cho yếu tố phiên mã riêng. 

Trong đó MAT1-1 chĀa gen mã hóa alpha biểu 

hiện să tþĄng tác giĂa pheromone và thý thể 

pheromone (Zheng & cs., 2012). Gen MAT 1-2 

chĀa HMG-box là các protein liên kết DNA có vai 

trò quan trọng trong kiểm soát các gen liên quan 

đến con đþąng trao đổi chçt cho quá trình sinh 

sân đðc biệt sinh sân hĂu tính và phát triển cĄ 

thể nçm (Böhm & cs., 2015). Dăa trên trình tă 

cûa ba đoän gen MAT1-1-1, MAT1-1-2,  

MAT1-2-1 đã đþĉc sā dýng để täo các cðp mồi đã 

công bố trþĆc đåy, trong nghiên cĀu này đã thiết 

kế đþĉc nëm cðp mồi mĆi dăa vào công cý Primer 

BLAST (Bâng 2) (Tan & cs., 2011; Lê Vën Kiêm, 

2021; Kang & cs., 2017). Độ dài các cðp mồi dao 

động tÿ 20-22bp. Tÿ kết quâ chäy mô phỏng 

bìng phæn mềm FastPCR cho thçy, phæn trëm 

bít cðp cûa các đoän mồi vĆi chûng C. militaris là 

100%; nhiệt độ nóng chây (59,75-61,27C) và 

%GC (50-55%) nìm trong ngþĈng cho phép, kích 

thþĆc sân phèm PCR nìm khoâng 222-660bp. Độ 

đðc hiệu cûa các cðp mồi thiết kế sau khi đối 

sánh trên GenBank cho tî lệ tþĄng đồng đät 

100% đối vĆi chûng C. militaris. 

Ngoài ra, việc kết hĉp các cðp mồi đã đþĉc 

nghiên cĀu trþĆc đåy vĆi cðp mồi thiết kế đã cho 

ra ba bộ mồi có tiềm nëng bao gồm: 

Bộ M1: MAT1-1-1; MAT1-1-2 và  

MAT1-2-1-N1. 

Bộ M2: MAT1-1-1; MAT1-1-2 và  

MAT1-2-1-N2. 

Bộ M3: MAT1-1-1-MUL; MAT1-1-2-MUL 

và MAT1-2-1-MUL. 
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Ghi chú: Các vùng mã hóa của MAT1-1-1; MAT1-1-2 và MAT1-2-1 lần lượt bị cắt bởi một hoặc hai intron (hình 

chữ nhật màu đen). 

Hình 4. Sơ đồ vị trí của 5 cặp mồi MAT1-1-1-MUL;  

MAT1-1-2-MUL; MAT1-2-1-N1; MAT1-2-1-N2 và MAT1-2-1-MUL 

 

Hình 5. Kết quả phân tích sự hình thành cross dimer giữa các mồi MAT1-1-1R và MAT1-1-2F; 

MAT1-1-2F và MAT1-2-1-NF bằng công cụ Multiple Primer Analyzer 

 của Thermofisher với chỉ số độ nhạy là 3 

 

Hình 6. Kết quả phân tích sự hình thành cross dimer giữa các mồi MAT1-1-1F  

và MAT1-2-1-NR2; MAT1-1-1R và MAT1-1-2F; MAT1-1-2F và MAT1-2-1-NF; MAT1-1-2F  

và MAT1-2-1-NR2 bằng công cụ Multiple Primer Analyzer  

của Thermofisher với chỉ số độ nhạy là 3 
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Hình 7. Kết quả phân tích sự hình thành cross dimer giữa các mồi MAT1-1-1-MULR  

với MAT1-2-1-MULR; MAT1-1-2-MULF với MAT1-2-1-MULR 

bằng công cụ Multiple Primer Analyzer của Thermofisher với chỉ số độ nhạy là 1 

 

Ghi chú: M: HyperLadder 1kb; 1: MAT1-1-1(1); 2: MAT1-1-2(2); 3: MAT1-2-1(3); 4: M1; 5: M2; 6: M3. 

Hình 8. Kết quả phản ứng PCR với 3 bộ mồi M1, M2 và M3 của chủng P2 

3.4. Lựa chọn bộ mồi tối ưu cho phản ứng 

Multiplex PCR  

3.4.1. Đánh giá sự hình thành cross dimer 

giữa các đoạn mồi bằng công cụ Multiple 

Primer Analyzer 

Kết quâ phân tích hiện tþĉng dimer giĂa 

các đoän mồi bìng công cý Multiple Primer 

Analyzer cho thçy không xuçt hiện Self-dimer ć 

câ ba bộ mồi khi giá trð phát hiện độ nhäy là 3. 

Bên cänh đó, hiện tþĉng cross dimer đþĉc phát 

hiện ć mĀc độ tối þu là 3 đối vĆi ba bộ mồi M1, 

M2 và ć mĀc độ tối đa là 1 đối vĆi bộ mồi M3. 

Trong đó, să hình thành cross dimer cûa bộ M1 

trong phân Āng Multiplex PCR giĂa các mồi 

MAT1-1-1R vĆi MAT1-1-2F; MAT1-1-2F vĆi 

MAT1-2-1-NF (Hình 4). Tuy nhiên lăc liên kết 

giĂa mồi MAT1-1-1R vĆi MAT1-1-2F không bền 

(Hình 2). Đối vĆi bộ mồi M2, có 4 să hình thành 

cross dimer trong phân Āng Multiplex PCR giĂa 

các mồi MAT1-1-1F và MAT1-2-1-NR2;  

MAT1-1-1R và MAT1-1-2F; MAT1-1-2F vĆi 

MAT1-2-1-NF; MAT1-1-2F và MAT1-2-1-NR2 

(Hình 5). Ngoài să xuçt hiện liên kết giĂa hai 

cðp mồi giống M1 thì bộ M2 có thêm liên kết 

cross dimer giĂa các đoän mồi MAT1-1-1-NR2 

vĆi MAT1-1-1F và MAT1-1-2F, cho thçy bộ M2 

có khâ nëng ít hiệu quâ hĄn so vĆi hai bộ M1 và 

M3. Còn läi, đối vĆi bộ mồi M3 có să hình 

thành cross dimer trong phân Āng Multiplex 

PCR giĂa các mồi MAT1-1-1-MULR vĆi  

MAT1-2-1-MULR; MAT1-1-2-MULF vĆi  

MAT1-2-1-MULR (Hình 6). Cho thçy mĀc độ 

liên kết yếu giĂa các mồi, chî phát hiện đþĉc khi 

chî số độ nhäy đät tối đa là 1. Tÿ các kết quâ 

phân tích bìng công cý Multiple Primer Analyzer 

cho thçy bộ mồi M3 có tiềm nëng trong phân Āng 

Multiplex PCR. Tuy nhiên, trong phân Āng PCR 

thăc tế, să hình thành dimer có thể khác nhau 

tùy thuộc vào điều kiện PCR. 
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3.4.2. Kết quả thực nghiệm phản ứng PCR 

với 3 bộ mồi 

Kết quâ phân Āng PCR vĆi ba bộ mồi M1; 

M2 và M3 đều xuçt hiện các bëng tþĄng Āng vĆi 

kích thþĆc dă đoán (Hình 7). Câ ba méu đối 

chĀng đều xuçt hiện bëng ć các kích thþĆc 

tþĄng Āng khoâng 459bp (giếng 1); 217bp (giếng 

2) và 338bp (giếng 3) phù hĉp vĆi các công bố 

trþĆc đåy (Tan & cs., 2011; Kang & cs., 2017; Lê 

Vën Kiêm, 2021). Đối vĆi ba bộ mồi thì số lþĉng 

bëng ć bộ mồi M1 là 4, trong khi đó các bộ M2, 

M3 chî có 3 bëng sân phèm PCR. Điều này cho 

thçy bộ mồi M1 có độ đðc hiệu chþa cao, xuçt 

hiện 1 bëng phý khoâng 1Kbp. 

Còn läi, hai bộ mồi M2 và M3 đều xuçt hiện 

3 bëng, tuy nhiên kết quâ cûa M2 cho thçy khâ 

nëng tách bëng thçp hĄn so vĆi M3, khoâng 

cách giĂa các bëng M2 nhỏ, dén tĆi khó quan 

sát khi chäy điện di vĆi thąi gian ngín. Chính vì 

lċ do đó, bộ mồi M3 đþĉc sā dýng để tiến hành 

chäy tối þu nhiệt độ phân Āng Multiplex PCR. 

3.5. Kết quả tối ưu phản ứng PCR với bộ 

mồi được lựa chọn 

3.5.1. Tối ưu nhiệt độ phản ứng PCR với bộ 

mồi M3 

Phân Āng tối þu nhiệt độ sân phèm PCR vĆi 

bộ mồi M3 đþĉc thể hiện trong hình 8. Hæu nhþ 

tçt câ các méu đều xuçt hiện 3 bëng kích thþĆc 

phù hĉp vĆi kích thþĆc dă đoán, độ sáng cûa 

bëng không đồng đều ć các nhiệt độ khác nhau. 

Trong đó, giếng 1; 2 và 3 thì nồng độ sân phèm 

thçp hĄn so vĆi các méu còn läi. Bên cänh đó, 

giếng 6 (57,7C) cho thçy kích thþĆc và nồng độ 

sân phèm ổn đðnh. 

3.5.2. Tối ưu nồng độ phản ứng PCR với bộ 

mồi M3 

Phân Āng tối þu nồng độ sân phèm PCR vĆi 

bộ mồi M3 đþĉc thể hiện qua hình 9. VĆi các dâi 

nồng độ khác nhau: 0,25pmol; 0,5pmol; 1pmol; 

2pmol; 3pmol và 5pmol. Kết quâ cho thçy xuçt 

hiện câ 3 bëng ć tçt câ các nghiệm thĀc. Tuy 

nhiên, ć giếng 5 (3pmol) và 6 (5pmol) có nồng độ 

sân phèm thçp hĄn so vĆi các méu còn läi. Tÿ 

giếng 1 đến giếng 4 cho thçy kích thþĆc và nồng 

độ sân phèm ổn đðnh. 

3.5.3. Đánh giá độ hiệu quả của bộ mồi M3 

thông qua phản ứng PCR 

Hiệu quâ và độ ổn đðnh cûa phân Āng PCR 

sau khi tô  i þu hóa nhiệt độ (57,7C) và nồng độ 

đoän mồi (0,25pmol) đþĉc đánh giá vĆi 4 méu P1, 

P2, S1 và S2 (Hình 10). Sau khi đối sánh vĆi 

bâng 2 cho thçy kết quâ thþ c nghiệm phù hĉp ć 

câ 4 méu, kích thþĆc và nồng độ bëng rõ ràng. 

Điều này cho thçy, việc sā dýng các cðp mồi 

trong phân Āng PCR có hiệu quâ và tính ổn đðnh 

và có thể sā dýng thay thế cho việc sā dýng phân 

Āng phân Āng PCR vĆi tÿng cðp mồi riêng lẽ. 

Điều này sẽ cho phép giâm chi phí và thąi gian 

cûa bþĆc đánh giá kiểu gen cûa locus kiểu giao 

phối ć C. militaris. Để xác đðnh locus MAT ć một 

số loài nçm khác, các phân Āng Multiplex PCR 

cüng đã đþĉc thiết lêp vĆi độ chính xác cao 

(Waalwijk & cs., 2002; Almeida & cs., 2018). 

 

Ghi chú: M: HyperLadder 1kb; 1: 52C; 2: 52,6C; 3: 53,5C; 4: 54,6C; 5: 56C; 6: 57,7C; 7: 59,1C; 8: 60,2C;  

9: 61,2C; 10: 62C. 

Hình 9. Sản phẩm chạy Gradient PCR với bộ mồi M3 của chủng P2 
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Ghi chú: M: HyperLadder 1kb; 1: 0,25 pmol; 2: 0,5 pmol; 3: 1 pmol; 4: 2 pmol; 5: 3 pmol; 6: 5 pmol. 

Hình 10. Kết quả phản ứng PCR tối ưu nồng độ với bộ mồi M3 của chủng P2 

 

Ghi chú: M: HyperLadder 1kb; 1: P1; 2: P2; 3: S1; 4: S2; 5: ĐC (-). 

Hình 11. Kết quả phản ứng PCR với bộ mồi M3 của 2 chủng nấm và 2 bào tử đơn 

4. KẾT LUẬN 

Trong nghiên cĀu này, việc kết hĉp giĂa 

mồi thiết kế và các cðp mồi đã đþĉc nghiên cĀu 

trþĆc đåy đã cho ra ba bộ mồi: M1; M2 và M3. 

Trong đó, bộ mồi M3 là hiệu quâ và cho ra sân 

phèm PCR có kích thþĆc læn lþĉt khoâng 527bp; 

353bp và 222bp. Chu trình nhiệt cho phân Āng 

PCR vĆi bộ mồi M3 trong đó: nồng độ primer là 

0,25 pmol/l, nồng độ DNA tÿ 50-100ng. Phân 

Āng bít đæu ć 95C trong 5 phút; tiếp theo 30 

chu kì vĆi 95C trong 30 giây; 57,7C trong 30 

giây; 72C trong 60 giây và cuối cùng 72C trong 

7 phút. Sau đó sân phèm đþĉc bâo quân ć 4C. 

Do vêy, có thể Āng dýng bộ mồi M3 để xác đðnh 

gen giĆi tính (MAT) ć nçm C. militaris bìng 

phân Āng Multiplex PCR, một cách nhanh 

chóng và tính hiệu quâ cao. 

LỜI CẢM ƠN 

Nghiên cĀu là kết quâ tÿ đề tài Khoa học và 

Công nghệ cçp thành phố “Áp dýng công nghệ lai 

bào tā đĄn để chọn täo chûng giống nçm Đông 
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trùng hä thâo (Cordyceps militaris) cho nëng 

suçt và chçt lþĉng cao”. Nghiên cĀu này đþĉc tài 

trĉ bći UČ ban nhân dân thành phố Đà Nïng. 
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