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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU .................. 34 
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MỞ ĐẦU 

Việt Nam có kinh nghiệm từ lâu đời về việc sử dụng dược liệu và chế phẩm 

có nguồn gốc dược liệu để điều trị bệnh. Nhiều dược liệu đã được sử dụng từ rất lâu 

qua kinh nghiệm dân gian, kiến thức y học cổ truyền, bài thuốc gia truyền,... Diệp hạ 

châu đắng (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn., Euphorbiaceae) là một trong 

những dược liệu được sử dụng rất phổ biến và đã được công nhận sử dụng chẳng 

những theo Y học Việt Nam mà còn khắp nơi trên thế giới với tác dụng chính là cải 

thiện chức năng gan ở các đối tượng viêm gan do nhiều nguyên nhân khác nhau, đặc 

biệt là viêm gan B [4], [21], [53], [56], [76], [100].  

Tổ chức y tế thế giới và Dược điển các nước đều đã đưa ra các yêu cầu kiểm 

tra chất lượng các thuốc từ dược liệu phải dựa trên các kỹ thuật phân tích hiện đại, 

với việc sử dụng các chất đối chiếu phù hợp [103]. Dược điển Việt Nam V đã có 

chuyên luận Diệp hạ châu đắng và cao đặc Diệp hạ châu đắng [2]. Dược điển Mỹ 

hiện hành cũng đã có các chuyên luận dược liệu Diệp hạ châu đắng, bột Diệp hạ châu 

đắng [98]. Các chuyên luận trên đều có các chỉ tiêu định tính, định lượng sử dụng 

chất chuẩn đối chiếu là chất điểm chỉ phyllanthin. 

Hiện nay, trên thị trường nhiều sản phẩm từ Diệp hạ châu đắng, chủ yếu được 

bào chế từ nguyên liệu là cao toàn phần, với công dụng là có hiệu quả trong tác dụng 

bảo vệ gan. Tất cả những sản phẩm này đều công bố chất lượng dựa trên tiêu chuẩn 

cơ sở tự xây dựng. Đa số, các tiêu chuẩn cơ sở của các thành phẩm được xây dựng 

chỉ dựa trên việc định lượng hỗn hợp toàn phần bằng phương pháp không đặc hiệu, 

không đưa được chỉ tiêu định lượng các hợp chất có hoạt tính sinh học cũng như chưa 

xác định mức hàm lượng cho các chất có hoạt tính trong liều điều trị do thiếu chất 

chuẩn đối chiếu và chưa có nghiên cứu về dược động học của các chất có hoạt tính 

sinh học cho các sản phẩm từ dược liệu này. Trong khi tác dụng sinh học của Diệp 

hạ châu đắng không chỉ do phyllanthin mà còn có hypophyllanthin và niranthin. Các 

chất này có vai trò hết sức quan trọng trong tác dụng bảo vệ gan, kháng viêm, chống 

ung thư [30], [67]. 
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Bên cạnh đó, công tác tiêu chuẩn hóa dược liệu hay sản phẩm từ dược liệu còn 

tương đối khó khăn và đang còn bỏ ngõ trong lĩnh vực kiểm nghiệm do thiếu phương 

pháp thử, chất chuẩn đối chiếu, cao chuẩn đối chiếu,... Mặt khác, các chất chuẩn đối 

chiếu chưa sẵn có và giá thành rất cao; phương pháp thử cũng cần xây dựng cho phù 

hợp với trình độ khoa học kỹ thuật chung của cả thế giới để nâng cao chất lượng các 

sản phẩm trên. Ngoài ra, nghiên cứu sinh khả dụng nhằm đánh giá các thông số dược 

động học của chế phẩm từ Diệp hạ châu đắng sẽ giúp minh chứng hỗ trợ điều trị bảo 

vệ gan hiệu quả hơn.   

Do đó, việc phân lập các chất có hoạt tính sinh học làm chất đối chiếu, tiêu 

chuẩn hóa cao Diệp hạ châu đắng cũng như xác định sinh khả dụng của chế phẩm để 

làm cơ sở cho việc kiểm tra chất lượng và ước định liều dùng cho các sản phẩm từ 

Diệp hạ châu đắng là hết sức cần thiết. Từ các lý do trên, đề tài “Thiết lập chất đối 

chiếu hypophyllanthin, niranthin và đánh giá một số thông số dược động học của cao 

chuẩn hóa điều chế từ Diệp hạ châu đắng (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn., 

Euphorbiaceae)” được thực hiện với các mục tiêu cụ thể như sau: 

- Chiết xuất, phân lập, tinh chế hypophyllanthin, niranthin từ Diệp hạ châu 

đắng  (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.).  

- Thiết lập chất đối chiếu hypophyllanthin, niranthin từ Diệp hạ châu đắng  

(Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.). 

- Điều chế và tiêu chuẩn hóa cao Diệp hạ châu đắng (Phyllanthus amarus 

Schum. et Thonn.). 

- Đánh giá một số thông số dược động học của cao chuẩn hóa điều chế từ Diệp 

hạ châu đắng (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.). 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. TỔNG QUAN DIỆP HẠ CHÂU ĐẮNG 

1.1.1. Tên gọi, phân loại [1], [4] 

Tên thực vật: Diệp hạ châu đắng.  

Tên khác: Chó đẻ răng cưa, chó đẻ thân xanh, cam kiềm, kiền đắng, cỏ trân 

châu, rút đất, trân châu thảo, lão nha châu, diệp hòa thái. 

Tên khoa học: Phyllanthus amarus Schum. et Thonn., Euphorbiaceae. 

Theo hệ thống phân loại của Takhtajan A. năm 2009 [94], cây Diệp hạ châu 

đắng có vị trí phân loại thực vật như sau: 

Giới (regnum) Plantae 

Ngành (division) Magnoliophyta (ngọc lan) 

Lớp (class) Magnoliopsida (ngọc lan) 

Bộ (ordo) Euphorbiales (thầu dầu) 

Họ (familia) Euphorbiaceae (thầu dầu) 

Chi (genus) Phyllanthus 

Loài (species)  Phyllathus amarus Schum. et Thonn. 

1.1.2. Phân bố - sinh thái 

Euphorbiaceae là một họ thực vật lớn bao gồm khoảng 6.500 loài trong 300 

chi. Phyllanthus cũng là một chi lớn, có khoảng 200 loài ở Mỹ, 100 loài ở Châu Phi, 

70 loài ở Madagascar, phần còn lại ở châu Á và châu Úc. Diệp hạ châu đắng là cây 

ưa sáng, ưa ẩm nhưng không chịu được ngập úng. Cây sống được trên nhiều loại đất 

(đất bazan, đất pha cát, đất cát, đất phù sa...) pH từ 5,0 đến 6,5. Biên độ nhiệt thích 

hợp cho cây sinh trưởng là 25-30 oC. Cây ra hoa quả nhiều, tái sinh tốt từ hạt, vòng 

đời kéo dài 3-5 tháng. Trong tự nhiên, cây thường mọc trên đất ẩm ở ven đồi, trên 

nương rẫy, bãi hoang hay ven đường đi và quanh làng bản, ở cả miền núi lẫn trung 

du và đồng bằng [21]. 

1.1.3. Đặc diểm thực vật 

Cây thảo cao 40-80 cm, thân tròn, bóng, màu xanh, phân nhánh đều, nhiều. Lá 

mọc so le xếp thành hai dãy sít nhau trông như lá kép hình lông chim. Phiến lá hình 

bầu dục, dài từ 5 mm đến 10 mm, rộng 3 mm đến 6 mm, màu xanh thẫm ở mặt trên, 
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màu xanh nhạt ở mặt dưới. Hoa đực và hoa cái mọc thành cụm. Hoa đực có cuống 

ngắn 1 mm đến 2 mm, đài 5, có tuyến mật, nhị 3, chỉ nhị dính nhau. Hoa cái có cuống 

dài hơn hoa đực.  Quả nang, nhẵn, hình cầu, đường kính 1,8 mm đến 2 mm, có đài 

tồn tại. Quả chứa 6 hạt hình tam giác, đường kính 1 mm, hạt có sọc dọc ở lưng [1]. 

 

 

 

 

 

Hình 1.1. Cây Diệp hạ châu đắng Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.,  

Euphorbiacea (trái) và hoa (phải) Diệp hạ châu đắng  
 

 

 

 

 

 

Hình 1.2. Mặt dưới của lá (trái) và các quả (phải) Diệp hạ châu đắng  

1.1.4. Bộ phận dùng, gieo trồng, thu hái [4]. 

Bộ phận dùng: Toàn cây - Herba Phyllanthi amari   

Gieo trồng: Gieo hạt ở vườn ươm: tháng 1-2, trồng cây con: tháng 2-3, thu 

hoạch: tháng 4-5 (sau khi trồng 45-50 ngày). Nhìn chung, thời vụ trồng Diệp hạ châu 

đắng kéo dài cả mùa khô, tận dụng trời nắng để phơi. 

Thu hái: Sau khi trồng khoảng 45-50 ngày, cây Diệp hạ châu đắng cao 60-70 

cm là thu hoạch. Năng suất đạt 10-12 tấn tươi/ha/vụ. Một năm có thể trồng 2 vụ. Diệp 

hạ châu đắng là cây thuốc dễ trồng, cây không kén đất. 

1.1.5. Thành phần hóa học trong Diệp hạ châu đắng 

Thành phần hóa học của Phyllanthus amarus bao gồm: lignan, alkaloid, 

flavonoid, tannin thủy phân (Ellagitannin), polyphenol, triterpen, sterol và tinh dầu, 

như bảng liệt kê trong Bảng 1.1. 
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Bảng 1.1. Thành phần hóa học trong Diệp hạ châu đắng 

Nhóm Hoạt chất Tài liệu 

Alkaloid Epibubbialin, isobubbialin, norsecurinin, securinin, securinol, 

4-methoxy-nor-securinin, dihydrosecurinin, allo-securin, 

tetrahydrosecurinin, 4-methoxy dihydrosecurinin,  

4-hydrosecurinin, 4-methoxy tetrahydrosecurinin 

[8], [46] 

 

Flavonoid Quercetin, rhamnocitrin, rutin, apigenin, luteolin, kaempferol, 

allocatechin, astragalin, quercetin-3-O-glucosid, quercitrin, 

4′,5,7-triethoxy-3,3′,6-trimethoxy flavon, phyllanthusiin 

[5], [47], 

[89] 

Lignan Phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, phyltetralin, 

nirtetralin, isonirtetralin, hinokinin, lintetralin, isolintetralin, 

demethylenedioxy niranthin, 5-demethoxy-niranthin, 7′-

oxocubebin dimethyl ether, (3-(3,4-dimethoxybenzyl)-4-(7-

methoxybenzo[1,3]dioxol-5-yl-methyl)-dihydrofuran-2-on, và 

4-(3,4-dimethoxyphenyl)-1-(7-methoxybenzo[1,3]dioxol-5-yl)-

2,3-bismethoxymethylbutan-1-ol. 

[10], [53], 

[54], [81], 

[84], [85], 

[90],  

[91]. 

Sterol Amarosterol A, amarosterol B, cycloeucalenyl acetat, 

macdougallin, ergosta-5,7,22-trien-3-ol acetat, 17-(1,5-

dimethylhexyl)-6-hydroxy-5-methylestr-9-en-3-yl acetat, 

stigmasterol, β-sitosterol, daucosterol, stigmast-5-en-3-ol oleat, 

6,7-epoxypregn-4-en-9,11,18-triol-3,20-dion, 11,18-diacetat, 

bufalin, 3-acetoxy-7,8-epoxylanostan-11-ol 

[47] 

Tannin và 

phenol 

Amariin, acid amariinic, amarulon, corilagin, geraniin, acid 

geranic, furosin, phyllanthusiin A, B, C và D, acid ellagic, acid 

repandusinic, elaeocarpusin, acid 4-galloyl quinic, acid gallic, 

gallocatechin, 1,6-digalloylglucopyranose, acid 4-O-

galloylquinic, acid quicnic, acid geraniinic B, cidrepandusinic 

A, isocorilagin, melatonin.  

[47] 

Terpenoid Phyllanosid, 2Z, 6Z, 10Z, 14E, 18E, 22E-farnesyl farnesol, 

linalool, phytol, olean-13(18)-en, methyl ursolat, barringenol 

R1, Phenazin và dẫn chất phenazin 2Z, 6Z, 10Z, 14E, 18E, 

22E-farnesyl farnesol, lupeol, phyllanthenol, phyllanthenon, 

phyllantheol, acid oleanolic, acid ursolic 

[47], [56] 

Nhóm 

khác 

Acid cinnamic, acid 4-hydroxy-3-methoxy-benzoic, acid 

brevifolin carboxylic, rhodopin 

[47] 

1.1.6. Tính chất lý hóa một số hợp chất lignan 

1.1.6.1. Phyllanthin [105] 

Công thức phân tử: C24H34O6 

Phyllanthin (IUPAC): 4-[(2S,3S)-3-[(3,4-dimethoxyphenyl)methyl]-4-

methoxy-2-(methoxymethyl)butyl]-1,2-dimethoxybenzen 

CAS: 10351-88-9 

Khối lượng phân tử: 418,5 g/mol                  

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=10351-88-9&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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Hệ số log Pow: 3,2 

Tính tan: tan trong dung môi hữu cơ như cloroform, methanol, ethanol, kém 

tan trong nước 

Điểm chảy: 96 C 

1.1.6.2. Hypophyllanthin [105] 

Công thức phân tử: C24H30O7 

Hypophyllanthin (IUPAC): (7R,8R,9S)-9-(3,4-dimethoxyphenyl)-4-methoxy-

7,8-bis(methoxymethyl)-6,7,8,9-tetrahydrobenzo[g][1,3]benzodioxol 

CAS: 33676-00-5 

Khối lượng phân tử: 430,5 g/mol 

Hệ số log Pow: 3,6                                          

Tính tan: Tan trong dung môi hữu cơ như cloroform, dicloromethan, ethyl 

acetat, dimethylsulfoxid, aceton ~ 0,2 trong ethanol, ~10 mg/mL trong 

dimethylsulfoxid, ~ 30 mg/mL trong dimethylformamid. 

1.1.6.3. Niranthin [105] 

Công thức phân tử: C24H32O7. 

Niranthin (IUPAC): 6-[(2R,3R)-3-[(3,4-dimethoxyphenyl)methyl]-4-

methoxy-2-(methoxymethyl)butyl]-4-methoxy-1,3-benzodioxol. 

CAS: 50656-77-4 

Khối lượng phân tử: 432,5 g/mol 

Hệ số log Pow: 4,1 

Tính tan: Tan trong dung môi cloroform, dicloromethan, ethyl acetat, 

dimethylsulfoxid, aceton. 

1.1.6.4. Nirtetralin [105] 

Công thức phân tử: C24H30O7 

Nirtetralin (IUPAC): (5R,6S,7S)-5-(3,4-dimethoxyphenyl)-4-methoxy-6,7-

bis(methoxymethyl)-5,6,7,8-tetrahydrobenzo[f][1,3]benzodioxol 

CAS: 50656-78-5 

Khối lượng phân tử: 430,5 g/mol 

Hệ số log Pow: 3,6 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=50656-77-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=50656-78-5&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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Tính tan: Tan trong dung môi cloroform, dicloromethan, ethyl acetat, 

dimethylsulfoxid, aceton. 

1.1.6.5. Phyltetralin [105] 

Công thức phân tử: C24H32O6 

 Phyltetralin (IUPAC): ((1R,2S,3S)-1-(3,4-dimethoxyphenyl)-6,7-dimethoxy-

2,3-bis(methoxymethyl)-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen 

CAS: 123048-17-9 

Khối lượng phân tử: 416,5 g/mol 

Hệ số log Pow: 3,8 

Tính tan: Tan trong: cloroform, dicloromethan, ethyl acetat, dimethylsulfoxid, 

aceton. 
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MeO
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Phyllanthin 

 

Hypophyllanthin 

Niranthin Nirtetralin Phyltetralin 

Hình 1.3. Công thức hóa học của một số lignan 

1.1.7. Tác dụng sinh học 

Diệp hạ châu đắng là một thảo dược đã được sử dụng làm thuốc từ lâu đời. 

Thành phần hóa học của cây rất phong phú, đa dạng, có chứa nhiều nhóm chất như 

alkaloid, flavonoid, lignan, tannin thủy phân (ellagitannin), polyphenol, triterpen, 
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sterol và tinh dầu. Diệp hạ châu đắng có nhiều tác dụng dược lý có ích trong điều trị 

bệnh, đã có rất nhiều công trình khoa học nghiên cứu về tác dụng dược lý của cây 

Diệp hạ châu đắng như tác dụng bảo vệ tế bào gan, trị viêm gan, hoạt tính kháng khối 

u, tác dụng kháng viêm, kháng khuẩn, kháng nấm và ký sinh trùng. Ngoài ra, còn có 

hoạt tính kháng HIV, chống oxy hóa, hạ đường huyết và cholesterol trong máu. 

Nhiều công trình nghiên cứu về tác dụng của Phyllanthus amarus trong nước 

cũng như trên thế giới, có thể liệt kê trong bảng sau: 

Bảng 1.2. Tác dụng sinh học cây Diệp hạ châu đắng 

Tác dụng sinh học Tài liệu tham khảo 

Bảo vệ tế bào gan, trị viêm gan  [36], [50], [56], [60], [68], 

[79], [83], [93], [96], [100] 

Hoạt tính kháng khối u [11], [35], [37], [45], [49], 

[68] 

Chống oxy hóa  [39], [51], [104], [64], 

[65], [66], [87] 

Hoạt tính kháng HIV   [32], [42], [57], [73] 

Tác dụng kháng khuẩn, kháng nấm và ký sinh 

trùng 

[14], [16], [70], [69], [71], 

[77], [86], [99], [104] 

Kháng viêm, giảm đau  [21], [30], [41], [42], [55], 

[68], [88] 

Tiểu đường [12], [13], [27], [72], [95] 

Tim mạch, hạ huyết áp [24], [33], [80] 

1.1.8. Độc tính và chống chỉ định  

Diệp hạ châu đắng không có độc tính được ghi nhận. Kushwaha S.K. và cộng 

sự đã thực hiện thử nghiệm độc tính cấp với liều 300, 600, 2000 và 5000 mg/kg 

trọng lượng cơ thể trên chuột của dịch chiết Phyllanthus amarus bằng đường uống. 

Kết quả xác nhận không có trường hợp tử vong nào được ghi nhận và nghiên cứu cho 

thấy không có thay đổi đáng kể về hành vi chung, trọng lượng cơ thể, hình dáng tổng 

thể của các cơ quan nội tạng, các chỉ số huyết học và sinh hóa cũng như cấu trúc mô 

học của gan cũng cho thấy bản chất không độc hại của chế phẩm này. Các nghiên cứu 

sinh hóa cho thấy không có sự thay đổi đáng kể về nồng độ ALT, AST, albumin, 

triglycerid, cholesterol và albumin. Không có bằng chứng nào được tìm thấy về xuất 

huyết, tổn thương tế bào gan, biến đổi mỡ, hoại tử trung tâm hay thay đổi số lượng tế 
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bào Kupffer trong gan. Không có tăng huyết áp, không gây độc cấp tính cho thận hay 

nhiễm độc gan [48]. 

1.2. CÁC PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU VỀ CHIẾT XUẤT, PHÂN LẬP, 

TINH CHẾ HỢP CHẤT LIGNAN TỪ DIỆP HẠ CHÂU ĐẮNG 

1.2.1. Các nghiên cứu về quy trình chiết xuất 

1.2.1.1. Chiết xuất bằng dung môi hữu cơ 

Dung môi hữu cơ là dung môi đầu tay trong các nghiên cứu chiết xuất hoạt 

chất từ dược liệu. Tùy vào nhóm hoạt chất mong muốn chiết xuất, bộ phận, loại dược 

liệu mà nhà nghiên cứu lựa chọn loại dung môi, kỹ thuật thích hợp. Một số tác giả 

nghiên cứu chiết bằng Soxhlet, đa số thì chiết bằng phương pháp ngâm ở nhiệt độ 

thường, áp suất thường. Có một số tác giả ứng dụng biện pháp kỹ thuật đặc biệt có 

thể làm rút ngắn thời gian chiết như: siêu âm, phương pháp tạo dòng xoáy và phương 

pháp mạch nhịp [7].  

1.2.1.2. Chiết xuất bằng chất lỏng siêu tới hạn 

Những năm gần đây, phương pháp chiết xuất bằng chất lỏng siêu tới hạn 

(super-critical fluid extraction, SFE) thường được áp dụng để chiết xuất các hợp chất 

tự nhiên quý có trong các loài thực vật có chứa nhiều các hợp chất trong đó. 

Tác giả Pereira R. G. và cộng sự đã dùng CO2 lỏng siêu tới hạn để chiết xuất 

phyllanthin và niranthin ở các áp suất khác nhau (10, 20, 30 MPa) và nhiệt độ (30, 

40, 50 °C) và có so sánh với điều kiện có bổ sung 10 % kết hợp dung môi ethanol - 

nước (50: 50) nhận thấy rằng ở điều kiện có bổ sung kết hợp dung môi làm tăng tốc 

độ thu hồi các lignan nhưng tính chọn lọc giảm (nhiều tạp khác) và nhiệt độ, áp suất 

không ảnh hưởng đáng kể đến năng suất chiết trong trường hợp kết hợp dung môi 

[78]. 

1.2.1.3. Chiết hỗ trợ vi sóng  

Chiết xuất có hỗ trợ vi sóng (Microwave Assisted Extraction, MAE) ngày càng 

nhận được sự quan tâm như một phương pháp thay thế tiềm năng cho các phương 

pháp chiết lỏng - rắn truyền thống, chủ yếu do tiết kiệm đáng kể thời gian xử lý và 

lượng dung môi tiêu thụ. Chiết xuất dưới hỗ trợ vi sóng (MAE) hay đơn giản là chiết 

xuất bằng vi sóng là một kỹ thuật chiết xuất tương đối mới kết hợp chiết xuất bằng vi 
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sóng và dung môi. Trong quá trình gia nhiệt bằng vi sóng, sự truyền năng lượng xảy 

ra theo hai cơ chế: quay lưỡng cực và dẫn ion thông qua sự đảo ngược của các lưỡng 

cực và sự dịch chuyển của các ion tích điện có trong chất tan và dung môi.  

MAE là một quá trình sử dụng năng lượng vi sóng để làm nóng dung môi tiếp 

xúc với mẫu nhằm phân tách các chất phân tích từ nền mẫu vào dung môi. Trong 

chiết xuất, chiếu xạ vi sóng vào môi trường có chứa các tiểu phân dược liệu và dung 

môi phân cực, các phân tử dung môi và các chất phân cực sẽ dao động và nóng lên 

nhanh chóng làm tăng khả năng hòa tan các chất vào dung môi. Thêm vào đó, vi sóng 

cũng làm phá hủy cấu trúc vách tế bào thực vật làm các chất tan giải phóng trực tiếp 

vào dung môi chiết làm cho quá trình chiết chuyển thành hòa tan đơn giản. Điều này 

làm cho việc chiết xuất nhanh hơn nhưng cũng làm dịch chiết nhiều tạp chất hơn [27].  

Gần đây, nhiều báo cáo đã được thực hiện về việc áp dụng MAE trong việc 

chiết xuất các sản phẩm tự nhiên, chẳng hạn như sennosid từ lá muồng trâu, chất 

chống oxy hóa từ vỏ khoai tây, pectin từ bã táo, flavonoid từ rễ hoàng kỳ, phyllanthin 

từ Phyllanthus amarus.  

1.2.1.4. Chiết dưới áp suất cao 

Một kỹ thuật chiết hiện nay cũng được sử dụng trong chiết xuất hiện đại là 

chiết dưới áp suất cao (Pressurized Liquid Extraction – PLE). Khả năng hòa tan của 

các chất trong dung môi phụ thuộc nhiều vào nhiệt độ. Khi nhiệt độ tăng, khả năng 

hòa tan các chất tăng nên có thể giảm lượng dung môi sử dụng và giảm thời gian 

chiết. Tuy nhiên, trong điều kiện bình thường, việc tăng nhiệt độ để chiết phụ thuộc 

vào nhiệt độ sôi của dung môi và khi dung môi hóa hơi thì khả năng hòa tan các chất 

không còn nữa. Để khắc phục điều này, người ta tiến hành chiết các chất dưới áp suất 

cao dựa vào nguyên tắc: nhiệt độ sôi của chất lỏng tăng khi áp suất tăng. Nhiệt độ và 

áp suất cao làm tăng khả năng hòa tan và khuếch tán của dung môi để cho việc chiết 

xuất hiệu quả hơn [68]. 

Ngoài dung môi, phương pháp chiết xuất ảnh hưởng đến hiệu quả của quá trình 

chiết và lượng hoạt chất mong muốn cần lấy, phương pháp thu hoạch và sơ chế dược 

liệu trước khi chiết xuất cũng ảnh hưởng lớn đến hiệu quả của quá trình. 
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1.2.2. Các quy trình tinh sạch, tinh khiết hóa 

Thông thường sau khi phân lập, độ tinh khiết của chất thường đạt được trên 

80 %. Quá trình tinh chế làm sạch nhằm tăng độ tinh khiết, loại tiếp các vết tạp hoặc 

phần chất phân lập kèm theo, chưa thể hoặc không thể loại hết trong điều kiện phân 

lập. Các nhà nghiên cứu thường muốn phân lập được các chất ở dạng tinh khiết để có 

thể xác định cấu trúc hóa học bằng các phương pháp hóa lý hiện đại. Do đó, độ tinh 

khiết của các chất cần phải đạt trên 95 %, độ tinh khiết này càng cao kết quả xác định 

cấu trúc càng chính xác. Tuy nhiên, trong quá trình phân lập, có rất nhiều trường hợp 

dù đã qua rất nhiều công đoạn, thậm chí thực hiện sắc ký cột nhiều lần vẫn chưa thu 

được chất tinh khiết. Để đáp ứng yêu cầu về độ tinh khiết cần phải tinh chế lại các 

hợp chất này. Tùy thuộc vào bản chất lý hóa của các hợp chất cần phân lập mà lựa 

chọn phương pháp tinh chế phù hợp. Các phương pháp tinh chế có thể thực hiện: 

- Đơn giản nhất là áp dụng tính tan và kết tinh sử dụng các dung môi ở điều 

kiện nóng để hòa tan chọn lọc tạp và loại bỏ tạp bằng cách lọc lấy chất; hoặc có thể 

hòa tan chất, lọc loại bỏ tạp ít tan, sau đó kết tinh lại chất. Kỹ thuật này cũng là kỹ 

thuật cơ bản và thường được áp dụng. 

- Lặp lại quá trình sắc ký cột giống như giai đoạn phân lập, lựa chọn phân 

đoạn tinh khiết hơn hoặc thay đổi dung môi rửa giải hoặc tỷ lệ thành phần của dung 

môi rửa giải. 

- Tiến hành sắc ký cột như giai đoạn phân lập, nhưng thay đổi kiểu sắc ký, ví 

dụ như giai đoạn phân lập sử dụng sắc ký hấp phụ pha thuận trên silica gel, giai đoạn 

tinh chế sử dụng sắc ký phân bố pha đảo trên C8, C18 hoặc sử dụng sắc ký thấm qua 

gel. 

- Tiến hành phương pháp sắc ký hệ thống sắc ký bán điều chế/ điều chế tự 

động và cột bán điều chế/ điều chế loại hiệu năng cao chuyên dụng. 

1.2.3. Các công trình nghiên cứu chiết xuất, phân lập hợp chất lignan từ cây 

Diệp hạ châu đắng 

 Công trình nghiên cứu ngoài nước 

Năm 2003, Kassuya C. A. L. và cộng sự đã dùng dung môi n-hexan chiết 1 kg 

bột lá Phyllanthus amarus bằng cách ngâm và cô dưới áp suất giảm thu được 55 g 
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cao chiết n-hexan. Lấy 20 g cao chiết n-hexan cho hấp phụ qua cột silica gel 60, pha 

động là n-hexan – ethyl acetat (70 : 30) thu được 5 phân đoạn. Phân đoạn 4 và 5 giàu 

lignan được tinh chế bằng sắc ký cột nhanh (5 cm), sử dụng silica gel 60 (0,04 - 0,063 

mm) và rửa giải bằng hỗn hợp dung môi n-hexan – ethyl acetat với tỉ lệ tăng dần (90 : 

10), (89 : 11), (88 : 12) và (85 : 15), xác định bằng SKLM thu được 5 lignan gồm: 

nirtetralin, niranthin, hypophyllanthin, phyltetralin và phyllanthin [40].   

Năm 2007, Maciel M. A. M. và cộng sự đã chiết toàn cây Phyllanthus amarus 

(124,5 g) bằng phương pháp ngấm kiệt với methanol, cô chân không dịch chiết thu 

được cao methanol 13,6 % (16,9 g) và cho qua cột silica gel (230-280 mesh) thu được 

tổng cộng 43 phân đoạn. Phân đoạn 36-43 giàu lignan sẽ được rửa giải bằng hỗn hợp 

hexan - ethylacetat với tỉ lệ (50:50 - 0:100) và thu được 6 lignan: isolintetralin (2,3-

demethoxy-seco-isolintetralin diacetat), demethylenedioxy-niranthin, 5-demethoxy-

niranthin, niranthin, phyllanthin and hypophyllanthin [52]. 

Năm 2008, Srivastava V. và cộng sự đã xây dựng quy trình chiết xuất các 

lignan từ Phyllanthin amarus như sau: Lấy 4,0 kg phần cây trên mặt đất đã phơi khô 

và nghiền thành bột mịn đem chiết ở nhiệt độ phòng (25 ± 3 C) với ethanol (10 L × 

3) bằng phương pháp ngấm kiệt; dịch chiết ethanol được cô chân không để thu được 

cắn (804 g). Thêm nước, sau đó chiết phân đoạn với n-hexan, cloroform và n-butanol. 

Cao phân đoạn n-hexan (290 g) được tiến hành sắc ký cột trên silica gel (1,5 kg; 60-

120 mesh). Quá trình rửa giải được thực hiện với nhiều tỷ lệ n-hexan và ethyl acetat. 

Phân đoạn 312 – 318 và phân đoạn 337 – 341 được rửa giải bằng n-hexan – ethyl 

acetat (90 : 10, tt/tt), lần lượt thu được các hợp chất C (300 mg) và D (200 mg). Các 

phân đoạn 373 – 439 của n-hexan – ethyl acetat (90 : 10 và 85 : 15) thu được hợp 

chất B (1,60 g), trong khi các phân đoạn 454 – 529 của n-hexan – etyl axetat (80) thu 

được hợp chất A (6,10 g). Các chất A và B được tinh chế bằng sự kết tinh của hỗn 

hợp cloroform – methanol. Các hợp chất C và D không kết tinh và được tinh chế bằng 

sắc ký lỏng điều chế: Shimadzu LC-8A; Detector PDA, cột: 25 cm × 21,2 mm 

(SupelcosilTM L-18, 12 µm), dung môi pha động: methanol – nước (70 : 30), tốc độ 

dòng: 15 mL/phút, phát hiện 220 nm; hợp chất C (Rt = 20,18 phút) và hợp chất D (Rt 

= 18,97 phút). Cấu trúc của các hợp chất A – D đã được chứng minh bằng cách so 



13 

 

sánh dữ liệu phổ với dữ liệu phổ đã công bố của phyllanthin (A), hypophyllanthin 

(B), niranthin (C), and nirtetralin (D) [92]. 

Năm 2010, Hamrapurkar P. và cộng sự đã chiết xuất phyllanthin từ 

Phyllanthus amarus bằng phương pháp Soxhlet: Nguyên liệu bột của toàn cây được 

chiết với methanol bằng thiết bị Soxhlet và dịch chiết được pha loãng thích hợp với 

methanol; và bằng phương pháp chiết xuất lỏng siêu tới hạn (SFE): Nguyên liệu bột 

toàn cây qua rây 40 mesh (1,0 g) được chuyển vào bình trích ly của SFE. Nguyên liệu 

được chiết xuất bằng CO2 siêu tới hạn với các điều kiện tối ưu hóa là: khí CO2, áp 

suất 150 bar và tốc độ dòng 2,5 mL/ phút, nhiệt độ 45 °C, dung môi methanol, tốc độ 

dòng 0,2 mL/ phút [29]. 

Năm 2013, Parvathaneni M. và cộng sự đã chiết bột toàn cây Phyllanthus 

amarus (5 kg) bằng phương pháp Soxhlet với n-hexan. Dịch chiết  được cô chân 

không ở 40 oC đến cắn. Cao n-hexan (25 g) được phân đoạn qua sắc ký cột silica gel 

(100 x 3,5 cm) với dung môi rửa giải lần lượt n-hexan (100 %), n-hexan – ethyl acetat 

(95 : 5) và n-hexan – ethyl acetat (90 : 10). Kiểm tra các phân đoạn bằng SKLM. Gộp 

các phân đoạn giống nhau đem cô và tinh chế bằng sắc ký lỏng điều chế, thu được 

phyllanthin và hypophyllanthin với độ tinh khiết > 95 % [74]. 

Năm 2013, Yuandani và cộng sự đã ngâm bột toàn cây Phyllanthus amarus 

(500 g) với methanol tỉ lệ (1 : 10), chiết 3 lần. Cô các dịch chiết dưới áp suất giảm 

thu được cao. Phân đoạn cao bằng sắc ký cột chân không trên cột silica gel H (30 x 7 

cm, 10-40 𝜇m) với hệ pha động n-hexan – cloroform (10 : 0 → 1 : 9) và cloroform – 

methanol (10 : 0 → 0 : 10). Tiếp tục phân lập cao phân đoạn thu được bằng sắc ký 

cột (60 x 3 cm, 40-63 𝜇m) với hệ pha động n-hexan – ethyl acetat (10 : 0 → 1 : 9). 

Tinh chế bằng kết tinh dung môi với ethyl acetat - n-hexan thu được 115 mg 

phyllanthin và 235,5 mg hypophyllanthin với độ tinh khiết > 98 % [102]. 

Năm 2014, Liu S. và cộng sự đã dùng ethanol 80 % (300 L x 3) để chiết xuất 

toàn cây Phyllanthus niruri (100 kg bột khô) trong hai ngày. Dịch chiết được cô dung 

môi dưới chân không thu cắn (10,2 kg). Hòa cắn trong nước và chiết bằng ether dầu 

hỏa. Cô thu hồi ether dầu hỏa, thu cắn (3,1 kg), hòa cắn với ethanol – nước (3 : 2). 

Loại dung môi thu được 450 g cắn, dùng cắn này để tiến hành sắc ký cột (10 kg silica 
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gel, 200-300 mesh) với pha động là ether dầu hỏa – ethyl acetat, thu được 6 phân 

đoạn. Lấy 5 g ở phân đoạn 6 được tiếp tục cho qua sắc ký cột (2 kg silicagel, 200-300 

mesh) với hệ dung môi ether dầu hỏa – ethyl acetat (2 : 1) để phân lập được niranthin. 

Thực hiện tương tự 5 lần và thu được 4,1 g niranthin có độ tinh khiết 99 % [50]. 

Năm 2016, Garg C. và cộng sự đã nghiên cứu dự đoán các điều kiện tối ưu để 

chiết xuất phyllanthin dưới hỗ trợ vi sóng (MAE) từ Phyllanthus amarus bằng cách 

sử dụng phương pháp đáp ứng bề mặt (RSM). Áp dụng thiết kế mô hình lặp tâm để 

xác định ảnh hưởng của thời gian chiết xuất, công suất chiếu xạ và nồng độ methanol 

đến lượng phyllanthin. Các điều kiện chiết xuất tối ưu đã được dự đoán là nồng độ 

methanol 65 %, công suất chiếu xạ 60 % và thời gian chiết 3 phút. Hàm lượng 

phyllanthin 0,063 % thu được cao hơn so với chiết xuất Soxhlet và chiết ngâm dầm 

(marceration) [27]. 

Năm 2019, Noor M.A.N. và cộng sự đã chiết xuất, phân lập hypophyllanthin, 

niranthin và lintetralin từ Phyllanthus amarus như sau: Toàn cây Phyllanthus amarus 

khô (2,01 kg) được nghiền thành bột. Chiết liên tục bằng ethanol trong 3 ngày và lặp 

lại ba lần ở nhiệt độ phòng và lọc. Dịch chiết ethanol thu được (95,8 g) sau đó được 

chiết phân đoạn qua các dung môi hexan, ethyl acetat và methanol. Cô loại bỏ dung 

môi dưới áp suất giảm và thu được cao. Cao hexan và ethanol đã được kiểm tra hàm 

lượng thành phần hóa học bằng cách sử dụng SKLM và phát hiện vết bằng acid 

sulfuric 10 %. Sau đó, các cao được sắc ký cột trên silica gel sử dụng hỗn hợp n-

hexan, n-hexan - diclomethan, diclomethan và diclomethan - methanol làm dung môi 

rửa giải. Tinh chế bằng sắc ký điều chế pha đảo thu được ba hợp chất. Hợp chất 

hypophyllanthin thu được từ cao hexan, hợp chất niranthin và lintetralin thu được từ 

cao ethanol [67]. 

Công trình nghiên cứu trong nước 

Năm 2008, tác giả Huỳnh Ngọc Thụy đã xây dựng quy trình chiết cao toàn 

phần từ Diệp hạ châu đắng có tác dụng hạ enzym gan và được dùng để tách các phân 

đoạn theo định hướng tác dụng sinh học như sau: từ 10 kg dược liệu thân và lá chiết 

xuất với dung môi ethanol thu được 1,2 kg cao chiết A (hiệu suất 12 %). Từ cao chiết 

A thu được 0,55 kg cao chiết B (phần tan trong ethanol - nước) và 0,45 kg cao chiết 
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C (phần không tan trong ethanol - nước). Định tính thành phần cao chiết B cho thấy 

có sự hiện diện của các alkaloid. Từ cao chiết toàn phần B được tách các phân đoạn 

và đã phân lập được 6 hợp chất tinh khiết gồm: 500 mg nirurin, 10 mg epibubbialin, 

30 mg phyllanthin, 6 mg acid p-coumaric, 1000 mg acid galic và 15 mg uracil [8]. 

Năm 2010, nhóm tác giả Trần Anh Tuấn đã nghiên cứu thành phần hóa học có 

hoạt tính sinh học từ dịch chiết methanol của Phyllanthus amarus và phân lập được 

7 hợp chất gồm: 75 mg quercetin, 21 mg astragalin, 14 mg quercitrin, 17 mg 

isoquercitrin, 6,5 mg pinoresinol, 10 mg syringaresinol và 24 mg hypophyllanthin 

[10]. 

Năm 2012, nhóm tác giả Lữ Thị Kim Chi và Nguyễn Ngọc Vinh đã nghiên 

cứu khảo sát chiết xuất từ cây Diệp hạ châu đắng bằng phương pháp chiết nóng với 

dung môi dicloromethan trên qui mô lớn từ 9,0 kg dược liệu thu được 110,36 g cao 

đặc dicloromethan. Tiến hành sắc ký cột của 60 g cao đặc dicloromethan, thu được 

phân đoạn 9 và 10, cô loại dung môi xuất hiện tủa kết tinh hình kim. Sau đó, tinh chế 

tủa nhiều lần bằng methanol và thu được 890 mg hợp chất phyllanthin tinh sạch và 

thiết lập đánh giá dùng làm chất chuẩn [3].  

Nhận xét: Phyllanthus amarus có lịch sử sử dụng lâu đời trong y học cổ truyền 

và phyllanthin là một trong những hợp chất có tác dụng mạnh của nó. Đa số các công 

trình nghiên cứu dùng bột toàn cây Phyllanthus amarus để chiết xuất cao giàu lignan 

bằng phương pháp ngâm hoặc ngấm kiệt hoặc Soxhlet với dung môi n-hexan, 

methanol, ethanol. Phân lập các hợp chất lignan từ cao phân đoạn qua sắc ký cột. 

Tinh chế các chất phân lập bằng một trong các phương pháp: kết tinh dung môi, sắc 

ký cột, sắc ký lỏng điều chế thu được các hợp chất lignan chính của Phyllanthus 

amarus như: phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, nirtetralin, phyltetralin với độ 

tinh khiết > 95 %.  
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Bảng 1.3. Các công trình chiết xuất, phân lập các hợp chất lignan 

Tác giả,     

năm công bố 
Hợp chất lignan          

phân lập được 
Dung môi 

chiết 

Phương pháp phân lập, tinh 

chế 

TLTK 

Kassuya và 

cộng sự (2003) 

Nirtetralin 

Niranthin 

Hypophyllanthin 
Phyltetralin 

Phyllanthin 

n-hexan  

 

Sắc ký cột nhanh bằng hỗn 

hợp dung môi n-hexan – ethyl 

acetat 

[40] 

Maciel M. A. 

M. và cộng sự 
(2007) 

Phyllanthin 

Hypophyllanthin 
Niranthin 

Isolintetralin 

Demethylenedioxy
-niranthin 

5-demethoxy-

niranthin 

Methanol Sắc ký cột bằng hỗn hợp dung 

môi n-hexan – ethyl acetat 
 

[52] 

Srivastava V. và 
cộng sự (2008) 

Phyllanthin 
Hypophyllanthin 

Niranthin 

Nirtetralin 

Ethanol 
 

Sắc ký cột bằng hỗn hợp dung 
môi n-hexan – ethyl acetat 

Tinh chế bằng kết tinh dung 

môi với hỗn hợp cloroform – 
methanol và sắc ký lỏng điều 

chế. 

[92] 

Hamrapurkar P. 

và cộng sự 
(2010)  

Phyllanthin Methanol Soxhlet 

CO2 siêu tới hạn 

[29] 

Lữ Thị Kim Chi 

và cộng sự 
(2012) 

Phyllanthin Dicloromethan Sắc ký cột 

Tinh chế bằng kết tinh dung 
môi 

[3] 

Parvathaneni 

M. và cộng sự 

(2013) 

Phyllanthin  

Hypophyllanthin 

n-hexan Soxhlet 

Phân lập bằng sắc ký cột với 

hỗn hợp dung môi n-hexan – 
ethyl acetat 

Tinh chế bằng sắc ký lỏng 

điều chế 

[74] 

Yuandani và 
cộng sự (2013) 

Phyllanthin 
Hypophyllanthin 

Methanol Phân lập bằng sắc ký cột chân 
không, sắc ký cột 

Tinh chế kết tinh dung môi với 

ethyl acetat – n-hexan 

[102] 

Liu S. và cộng 

sự (2014) 

Niranthin Ethanol 80 % Phân lập và tinh chế bằng sắc 

ký cột với hệ dung môi ether 

dầu hỏa – ethyl acetat 

[50] 

Garg C. và cộng 
sự (2016) 

Phyllanthin Methanol Hỗ trợ vi sóng (MAE) [27] 

Noor M.A.N. và 

cộng sự (2019) 

Hypophyllanthin 

Niranthin 

Lintetralin 

n-hexan 

Ethanol 

Sắc ký cột với dung môi  

n-hexan và methanol 

Tinh chế bằng sắc ký điều chế 

[67] 
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1.3. CÁC PHƯƠNG PHÁP ĐỊNH LƯỢNG CÁC HỢP CHẤT LIGNAN 

TRONG DIỆP HẠ CHÂU 

1.3.1. Trong mẫu dược liệu 

Công trình nghiên cứu ngoài nước 

Năm 2006, Arvind K. T. và cộng sự đã khảo sát phương pháp HPTLC để khả 

năng phân tách tốt giữa phyllanthin và hypophyllanthin từ các hợp chất khác ở các 

loài Phyllanthus khác nhau. Việc tách phyllanthin và hypophyllanthin được thực hiện 

trên silica gel 60 F254, rửa giải bằng hệ dung môi khai triển n-hexan – aceton − ethyl 

acetat (74 : 12 : 8), phát hiện bằng phun thuốc thử vanilin trong acid sulfuric đậm đặc 

và ethanol. Quá trình quét và định lượng các vết (spots) được thực hiện ở bước sóng 

580 nm. Tỷ lệ thu hồi của phyllanthin và hypophyllanthin lần lượt là 98,7 % và 

97,3 %. Phương pháp này đã được thẩm định xác định độ tinh khiết đỉnh, giới hạn 

phát hiện và giới hạn định lượng [17]. 

Năm 2006, Dhalwal K. và cộng sự đã xây dựng phương pháp HPTLC để định 

lượng đồng thời phyllanthin, hypophyllanthin, acid gallic và acid ellagic trong cây 

Phyllanthus amarus và hàm lượng các chất tìm thấy lần lượt tương ứng là 0,37 %; 

1,16 %; 0,36 % và 0,17 %. Phương pháp đã được thẩm định về độ chính xác, độ lặp 

lại và độ đúng. Độ chính xác của phương pháp lần lượt tương ứng là 1,01 %; 0,79 %; 

0,98 % và 1,06 % đối với phyllanthin, hypophyllanthin, acid gallic và acid ellagic. 

Độ đúng của phương pháp lần lượt tương ứng là 99,09 %; 99,27 %; 98,69 % và 

100,49 % đối với phyllanthin, hypophyllanthin, acid gallic và acid ellagic. Phương 

pháp HPTLC được đề xuất đơn giản, chính xác, đặc hiệu, nhạy và đúng. Phương pháp 

này có thể được sử dụng để kiểm tra chất lượng thường quy đối với nguyên liệu thô 

Phyllanthus amarus và các chế phẩm chứa Phyllanthus amarus [22]. 

Năm 2007, Murugaiyah V. và cộng sự đã phát triển phương pháp phân tích 

mới bằng kỹ thuật HPLC với đầu dò huỳnh quang để xác định đồng thời bốn lignan 

là phyllanthin, hypophyllanthin, phyltetralin và niranthin trong các mẫu dược liệu 

Phyllanthus niruri L.. Phương pháp có giới hạn phát hiện đối với phyllanthin ở 0,61 

ng/mL, hypophyllanthin ở 6,02 ng/mL, phyltetralin ở 0,61 ng/mL và niranthin ở 1,22 

ng/mL cho thấy thấp hơn 80, 8, 80 và 40 lần tương ứng khi so sánh với bằng phương 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dhalwal+K&cauthor_id=16792060
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pháp HPLC-UV. Giới hạn định lượng là 4,88 ng/mL đối với phyllanthin và 

phyltetralin, 9,76 ng/mL đối với niranthin và 24,4 ng/mL đối với hypophyllanthin 

cho thấy thấp hơn 40, 8 và 20 lần tương ứng khi so sánh với bằng phương pháp HPLC-

UV. Độ lặp lại và độ chính xác trung gian của bốn lignan là từ 98,1 % đến 102,9 % 

và độ chính xác đều nhỏ hơn 2,2 %. Độ đúng từ 92,5 % đến 110,1 % [58], [59]. 

Năm 2008, Srivastava V. và cộng sự đã triển khai phương pháp HPTLC sử 

dụng bản mỏng bất đối để phân tích định tính và định lượng đồng thời phyllanthin, 

hypophyllanthin, niranthin và nirtetralin, là các lignan chính có tác dụng sinh học của 

loài Phyllanthus. Nhóm nghiên cứu đã khảo sát các pha tĩnh khác nhau gồm silica gel 

60 F254, HPTLC silica gel 60 F254 và các bản mỏng bất đối trong định lượng đã được 

đánh giá khả năng phân tách. Để đạt được sự phân tách tốt, pha động tối ưu là n-

hexan – aceton − 1,4-dioxan (9 : 1 : 0,5) đã được sử dụng, giá trị Rf lần lượt tương 

ứng là 0,30; 0,36; 0,41 và 0,48 cho các hợp chất phyllanthin, hypophyllanthin, 

niranthin và nirtetralin được phát hiện ở bước sóng 620 nm. Các đường chuẩn được 

tìm thấy tuyến tính trong dải nồng độ 100-500 ng/dải. Độ phục hồi phyllanthin, 

hypophyllanthin, niranthin và nirtetralin lần lượt là 99,98 %; 100,51 %; 99,22 % và 

98,74 %. Phương pháp đã được thẩm định theo hướng dẫn của ICH và được áp dụng 

để phân tích định lượng các lignan trên trong lá của bốn loài Diệp hạ châu Phyllanthus 

amarus, Phyllanthus maderaspatensis, Phyllanthus urinaria và Phyllanthus virgatus 

[92]. 

Năm 2009, Rai P. và cộng sự đã xây dựng hai phương pháp đơn giản, có độ 

đúng cao dùng để định lượng phyllanthin và hypophyllanthin trong chế phẩm chứa 

Phyllanthus niruri bằng phương pháp quang phổ đạo hàm và sắc ký lỏng pha đảo. 

Phyllanthin và hypophyllanthin trong chế phẩm viên nén được định lượng bằng 

phương pháp quang phổ đạo hàm ở bước sóng 259,2 nm (phyllanthin) và 252,4 nm 

(hypophyllanthin) khi pha trong methanol. Đường chuẩn tuyến tính với hệ số r = 

0,9983 (phyllanthin) và r = 0,9977 (hypophyllanthin) trong khoảng 10-50 µg/mL 

(phyllanthin) và 4-20 µg/mL (hypophyllanthin). Ở phương pháp HPLC, điều kiện sắc 

ký với cột Phenomenex C-18 (250 × 4,6 mm; 5 µm); pha động: tetrahydrofuran – 

nước – acetonitril (10 : 50 : 40); tốc độ dòng: 1 mL/phút; phát hiện bước sóng UV 
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230 nm. Các chất tách tốt, có thời gian lưu lần lượt là 16,05 phút (phyllanthin) và 

17,61 phút (hypophyllanthin). Đường chuẩn tuyến tính trong khoảng 10-100 µg/mL 

(phyllanthin), r = 0,9978 và 5-50 µg/mL (hypophyllanthin), r = 0,9996. Các phương 

pháp đã được thẩm định và so sánh thống kê; cho thấy cả hai phương pháp đều đạt 

độ đúng, độ chính xác và đặc hiệu. Phương pháp đã được áp dụng để định lượng 

phyllanthin và hypophyllanthin trong chế phẩm chứa cao chiết Phyllanthus niruri 

[82].  

Năm 2010, Nayak S. P. Và cộng sự đã phát triển phương pháp HPTLC để định 

lượng phyllanthin của Phyllanthus amarus trên silica gel 60 F254 rửa giải bằng  

n-hexan - ethyl acetat (2 : 1) và phát hiện bằng hiện màu với acid sulfuric 10 % trong 

ethanol. Quá trình quét và định lượng các điểm được thực hiện ở bước sóng 200 nm. 

Phương pháp được đề xuất chính xác và nhạy có thể được sử dụng để phát hiện, theo 

dõi và định lượng phyllanthin từ Phyllanthus amarus [61].  

Năm 2011, Alvari A. và cộng sự đã triển khai phương pháp HPLC với pha 

động ethanol − nước (66 : 34), rất đơn giản và hiệu quả về chi phí, phát hiện bằng 

đầu dò UV-Vis ở bước sóng 229 nm. Độ tuyến tính của phương pháp trong khoảng 

nồng độ 1-50 μg/mL với hệ số tương quan là 0,999. Phương pháp đã được thẩm định 

theo hướng dẫn của ICH và phù hợp để định lượng nhanh phyllanthin trong cao chiết 

từ dược liệu [15].  

Năm 2011, Patel J. R. và cộng sự cũng đã phát triển và thẩm định phương pháp 

HPLC để chuẩn hóa cao ethanol của Phyllanthus amarus và acid ellagic. Cao ethanol 

của toàn cây Phyllanthus amarus được hòa tan trong dimethylsulfoxid, siêu âm trong 

15 phút và pha loãng với methanol 50 %. Phân tích được thực hiện bằng sử dụng pha 

động là nước và methanol chứa 0,06 % acid trifluoroacetic và các đỉnh được phát 

hiện ở bước sóng 254 nm [76]. 

Năm 2013, Nguyễn Đức Hạnh và cộng sự đã xác định độ tinh khiết của tinh 

thể phyllanthin phân lập được và nồng độ của dung dịch phyllanthin bằng phương 

pháp HPLC. Điều kiện sắc ký với cột Hypersil GOLD C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 

m) trong điều kiện đẳng dòng với hai tỷ lệ pha động khác nhau: acetonitril − nước 

(50 : 50) để kiểm tra độ tinh khiết của tinh thể phyllanthin, acetonitril − nước (65 : 
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35) để xác định nồng độ của dung dịch phyllanthin. Trong cả hai trường hợp, tốc độ 

dòng được đặt ở 0,7 mL/phút và nhiệt độ của cột được duy trì ở 25 oC. Độ hấp thụ 

UV ở bước sóng 230 nm để phát hiện phyllanthin [62].  

Năm 2013, Bhope S.G. và cộng sự đã định lượng đồng thời andrographolid, 

phyllanthin và hypophyllanthin bằng phương pháp HPLC đầu dò PDA. Điều kiện sắc 

ký với cột Symetry C8 (250 × 4,6 mm; 5 m); pha động gồm pha động A: 

orthophosphoric 0,1 %, pha động B: acetonitril – methanol (1 : 1) theo chương trình 

dung môi; tốc độ dòng: 1 mL/phút. Phương trình hồi quy tuyến tính giữa nồng độ các 

chất phân tích và diện tích đỉnh có hệ số tương quan cao. Phương pháp dùng để định 

lượng andrographolid, phyllanthin và hypophyllanthin trong các chế phẩm bảo vệ gan 

từ dược liệu [18]. 

Năm 2014, Khabiya R. và cộng sự đã phát triển phương pháp HPTLC đơn 

giản để định lượng đồng thời phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin từ toàn bộ 

cây Phyllanthus amarus. Pha động gồm n-hexan − ethyl acetat − acid acetic băng (9 : 

3 : 0,3) đã tách tốt ba lignan này trên silica gel 60 F254 khi định lượng ở bước sóng 

230 nm. Phương pháp đã được thẩm định theo hướng dẫn của ICH về độ chính xác, 

độ lặp lại, độ đúng và độ tuyến tính. Định tính các chất và độ tinh khiết đã được xác 

định. Đây là báo cáo đầu tiên về việc định lượng đồng thời phyllanthin, 

hypophyllanthin và niranthin từ Phyllanthus amarus sử dụng TLC silica gel 60 F254 

pha thuận. Phương pháp được phát triển rất đơn giản, đúng, chính xác, tiết kiệm chi 

phí và ít tốn thời gian [44]. 

Năm 2015, Ketmongkhonsit P. và cộng sự đã phát triển phương pháp phân 

tích hình ảnh TLC nhanh để định lượng đơn giản phyllanthin trong dược liệu 

Phyllanthus amarus. Phương pháp này sử dụng công nghệ phần mềm máy tính và 

được coi là một phương pháp định lượng đơn giản, rẻ tiền và thuận tiện với độ chính 

xác và độ chính xác tốt đối với các thành phần hoạt tính sinh học trong dược liệu và 

thuốc thô. Phương pháp đề xuất đã được xác nhận theo Hội đồng quốc tế về hài hòa 

các yêu cầu kỹ thuật đối với dược phẩm dùng cho người (ICH) và hướng dẫn của 

Hiệp hội các nhà hóa học phân tích chính thức  (AOAC) [43]. 

https://www.semanticscholar.org/author/Rakhi-Khabiya/93089466
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Năm 2015, Kandavel D. và cộng sự đã định lượng phyllanthin và 

hypophyllanthin từ các mẫu lá của Phyllanthus amarus bằng HPLC. Điều kiện sắc 

ký với cột Phenomenex C18 (100 x 3,0 mm; 2,5 µm); pha động acetonitril − đệm 

phosphat pH 2,8; tốc độ dòng 0,4 mL/phút; phát hiện ở bước sóng 230 nm [38]. 

Năm 2018, Harikrishnan H. và cộng sự đã định lượng các lignan: phyllanthin, 

hypophyllanthin, niranthin trong cao chiết ethanol 80 % Phyllanthus amarus bằng 

phương pháp HPLC, sử dụng cột XBridge™ C-18 (250 mm × 4,6 mm; 5 μm); pha 

động acetonitril – nước (acid hóa bằng acid orthophosphoric 0,1 %) (55 : 45); tốc độ 

dòng: 1 mL/phút; nhiệt độ cột: 25 oC, bước sóng: 205 nm [30].  

Công trình nghiên cứu trong nước 

Năm 2010, nhóm tác giả Trần Thùy Trang và Huỳnh Ngọc Thụy đã xây dựng 

phương pháp định lượng phyllanthin trong 3 loài Diệp hạ châu bằng kỹ thuật HPLC 

với Cột Restek Pinnacle II C18, pha động methanol – nước, tốc độ dòng 1 mL/phút, 

bước sóng 205 nm [9]. 

 Năm 2012, nhóm tác giả Lữ Thị Kim Chi và Nguyễn Ngọc Vinh đã xây dựng 

quy trình định lượng phyllanthin trong chế phẩm Diệp hạ châu đắng bằng phương 

pháp HPLC. Điều kiện sắc ký như sau: Cột Phenomenex Gemini C18 (250 x 4,6 cm; 

5 µm); Pha động: acetonitril – acid phosphoric 0,1 % (65 : 35); Tốc độ dòng: 1,0 

mL/phút; Thể tích tiêm: 20 µL; Nhiệt độ cột: 30 oC; Đầu dò PDA, bước sóng phát 

hiện 230 nm. Phương pháp đã thẩm định với khoảng tuyến tính từ 2-20 µg/mL, độ 

lặp lại, độ đúng đáp ứng yêu cầu phân tích định lượng. Đồng thời, đã xây dựng dự 

thảo bổ sung chỉ tiêu định tính và định lượng cho chuyên luận Diệp hạ châu đắng 

trong DĐVN IV và tiêu chuẩn cơ sở cho các chế phẩm có Diệp hạ châu đắng [3].  

Năm 2018, nhóm tác giả Trần Thu Huyền đã xây dựng và thẩm định phương 

pháp định lượng phyllanthin trong dược liệu Diệp hạ châu đắng (Phyllanthus amarus) 

bằng sắc ký lỏng siêu hiệu năng (UPLC) sử dụng detector huỳnh quang. Điều kiện 

sắc ký gồm: Cột C18 (50 x 2,1 mm; 1,6 µm), hệ dung môi acetonitril - nước với tỷ lệ 

(55 : 45), tốc độ dòng 0,3 mL/phút; thể tích tiêm mẫu 2 µL; bước sóng kích thích và 

phát xạ huỳnh quang 230 nm và 340 nm. Phương pháp được thẩm định với các tiêu 

chí: tính tương thích hệ thống, độ đặc hiệu, khoảng tuyến tính, độ đúng, độ chính xác. 
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Các tiêu chí đều đáp ứng yêu cầu của phương pháp định lượng theo quy định hướng 

dẫn ICH [5]. 

1.3.2. Trong mẫu sinh học 

Năm 2007, Murugaiyah V. và cộng sự đã xây dựng phương pháp HPLC đầu 

dò huỳnh quang để định lượng đồng thời phyllanthin, hypophyllanthin, phyltetralin 

và niranthin từ Phyllanthus niruri L. trong huyết tương chuột. Giới hạn định lượng 

dưới (LLOQ) của phương pháp lần lượt tương ứng là 4,88; 24,41; 4,88 và 9,76 ng/mL 

đối với phyllanthin, hypophyllanthin, phyltetralin và niranthin [58].  

Năm 2015, Fan H. và cộng sự đã phát triển phương pháp HPLC-MS/MS nhạy, 

nhanh và đặc hiệu để xác định đồng thời bốn lignan, bao gồm hypophyllanthin, 

phyllanthin, nirtetralin và niranthin từ Phyllanthus urinaria L. trong huyết tương 

chuột. Các chất phân tích được chiết xuất từ huyết tương chuột với n-hexan - 

isopropanol và diazepam được sử dụng làm chất chuẩn nội. Phương pháp đã được 

thẩm định đầy đủ và áp dụng cho một nghiên cứu dược động học về bốn lignan ở 

chuột sau khi uống dịch chiết ethanol của Phyllanthus urinaria L. với các đường 

chuẩn tuyến tính (r > 0,9971) trong khoảng nồng độ 2-1000 ng/mL đối với 

hypophyllanthin và nirtetralin, và 1-1000 ng/mL đối với phyllanthin và niranthin. Độ 

chính xác, độ đúng, độ phục hồi và độ ổn định đạt yêu cầu [25].  

Đã có nhiều phương pháp định lượng phyllanthin trong huyết tương chuột như: 

HPLC đầu dò huỳnh quang, HPLC đầu dò PDA. Các phương pháp này có giới hạn 

định lượng cao và thời gian phân tích dài (lên đến 30 phút). Nhằm hạ giới hạn định 

lượng của phyllanthin và phát hiện ở mức độ vết phyllanthin, phương pháp định lượng 

phyllanthin trong huyết tương chuột bằng phương pháp LC/MS/MS đã được phát 

triển bởi nhóm tác giả Nguyễn Văn Long (2019). Nghiên cứu dược động học cho thấy 

phyllanthin kém hấp thu qua ruột, do đó cần uống liều cao để đạt nồng độ điều trị. Để 

giải quyết vấn đề này, một số nhà nghiên cứu phát triển vài hệ thống vận chuyển như 

hệ micro tự nhũ hóa chứa phyllanthin hoặc hỗn hợp phyllanthin và piperin đã được 

micel hóa. Kỹ thuật tạo phức các phân tử thuốc từ dược liệu tiên tiến nhất hiện nay là 

gắn kết với phospholipid, được xem là một hệ thống chất mang tiềm năng để tăng 

sinh khả dụng của các chất chiết được có hoạt tính sinh học từ dược liệu nhưng có 
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tính tan thấp và hấp thu kém. Kỹ thuật này đã được áp dụng để cải thiện sinh khả 

dụng của silybin, curcumin, ginsenosid, phyllanthin. Trong nghiên cứu này, nhóm tác 

giả Nguyễn Văn Long đã đánh giá các đặc điểm dược động học của phức hợp 

phospholipid với dịch chiết Phyllanthus amarus chuẩn hóa so với dịch chiết 

Phyllanthus amarus chuẩn hóa trên chuột sau khi uống. Nghiên cứu này đã phát triển 

một phương pháp LC-MS/MS đơn giản và đáng tin cậy để đánh giá dược động học 

của dịch chiết Phyllanthus amarus chuẩn hóa với phức hợp phospholipid ở chuột 

[63]. 

Nhận xét: Nhiều công trình nghiên cứu phân tích các hợp chất lignan trong 

Diệp hạ châu đã công bố bằng nhiều phương pháp khác nhau như sắc ký lớp mỏng 

hiệu năng cao (HPTLC), sắc ký khí (GC), sắc ký khí khối phổ (GC-MS), sắc ký lỏng 

hiệu năng cao với đầu dò tử ngoại (HPLC-UV), đầu dò huỳnh quang (HPLC-FL), 

đầu dò điện hóa (HPLC-ECD) và sắc ký lỏng hiệu năng cao khối phổ (HPLC-MS). 

Ở loài Phyllanthus amarus, các lignan đã được phân tích chủ yếu bằng phương pháp 

HPLC-UV pha đảo và HPTLC.  

Nhiều công bố các công trình nghiên cứu phân tích bằng sắc ký lỏng hiệu năng 

cao để đánh giá về hàm lượng các lignan chính như: phyllanthin, hypophyllanthin, 

niranthin, nirtetralin,… chiết xuất từ Phyllanthus amarus. Hiện nay, phương pháp 

HPLC-UV pha đảo là phương pháp đơn giản, rất phổ biến và đáng tin cậy để phân 

tích các lignan trong dược liệu Phyllanthus amarus.  

Phương pháp HPLC phát hiện bằng đầu dò huỳnh quang đã được sử dụng để 

đo các hợp chất polyphenolic, nhưng rất ít ứng dụng để phân tích lignan. Mặt khác, 

các phương pháp GC-MS và HPLC-MS có độ nhạy và độ tin cậy cao, phù hợp để 

ứng dụng trong phân tích các mẫu sinh học chứa nồng độ hoạt chất rất thấp. Tuy 

nhiên, những thiết bị phân tích này rất đắt tiền và do đó tính sẵn có cũng hạn chế.  

Đa số nghiên cứu định lượng các hợp chất lignan chính như: phyllanthin, 

hypophyllanthin, niranthin,… bằng phương pháp LC-MS/MS chỉ xây dựng trong 

huyết tương chuột và chỉ có một công trình nghiên cứu khảo sát nồng độ các lignan 

này được chiết xuất từ Phyllanthus amarus [63]. 
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Bảng 1.4. Các phương pháp định lượng các hợp chất lignan 

Tác giả,        

năm công bố 
Hợp chất định lượng Phương pháp phân tích TLTK 

Arvind K. T. và 

cộng sự (2006) 

Phyllanthin và hypophyllanthin  HPTLC 

 

[17] 

Dhalwal K. và 

cộng sự (2006) 

Phyllanthin, hypophyllanthin, acid 

gallic và acid ellagic 

HPTLC [22] 

Murugaiyah V. 

và cộng sự (2007) 

Phyllanthin, hypophyllanthin, 

phyltetralin và niranthin 

HPLC đầu dò huỳnh quang [59] 

Murugaiyah V. 

và cộng sự (2007) 

Phyllanthin, hypophyllanthin, 

phyltetralin và niranthin trong 
huyết tương chuột 

HPLC đầu dò huỳnh quang [58] 

Srivastava V. và 

cộng sự (2008) 

Phyllanthin, hypophyllanthin, 

niranthin và nirtetralin 

HPTLC  

 

[92] 

Rai P. và cộng sự 
(2009) 

Phyllanthin và hypophyllanthin Quang phổ đạo hàm, 
HPLC đầu dò UV-Vis 

[82] 

Nayak S. P. và 

cộng sự (2010) 

Phyllanthin  HPTLC  [61] 

Trần Thùy Trang 
và cộng sự (2010) 

Phyllanthin HPLC đầu dò UV-Vis [9] 

Alvari A. và cộng 

sự (2011) 

Phyllanthin  HPLC đầu dò UV-Vis [15] 

Patel J. R. và cộng 
sự (2011) 

Cao ethanol Phyllanthus 
amarus và acid ellagic 

HPLC đầu dò UV-Vis [76] 

Lữ Thị Kim Chi 

và cộng sự (2012) 

Phyllanthin  HPLC đầu dò UV-Vis [3] 

Nguyễn Đức 
Hạnh và cộng sự 

(2013) 

Phyllanthin  HPLC đầu dò UV-Vis [62] 

Bhope S.G. và 
cộng sự (2013) 

Andrographolid, phyllanthin và 
hypophyllanthin 

HPLC đầu dò PDA [18] 

Khabiya R. và 

cộng sự (2014) 

Phyllanthin, hypophyllanthin và 

niranthin 

HPTLC 

 

[44] 

Ketmongkhonsit 
P. và cộng sự 

(2015) 

Phyllanthin  Phân tích hình ảnh TLC 
nhanh để định lượng đơn 

giản 

[43] 

Kandavel D. và 

cộng sự (2015) 

Phyllanthin và hypophyllanthin HPLC đầu dò UV-Vis [38] 

Fan H. và cộng 

sự (2015) 

Phyllanthin, hypophyllanthin, 

phyltetralin và niranthin trong 

huyết tương chuột 

HPLC đầu dò huỳnh quang  [25] 

Harikrishnan H. 
và cộng sự (2018) 

Phyllanthin, hypophyllanthin, 
niranthin 

HPLC đầu dò UV-Vis [30] 

Trần Thu Huyền 

và cộng sự (2018) 

Phyllanthin UPLC đầu dò UV-Vis [5] 

Nguyễn Văn 
Long (2019) 

Phyllanthin, hypophyllanthin, 
niranthin và nirtetralin trong huyết 

tương chuột 

HPLC đầu dò huỳnh quang  [63] 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dhalwal+K&cauthor_id=16792060
https://www.semanticscholar.org/author/Rakhi-Khabiya/93089466
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1.4. CAO ĐỐI CHIẾU 

Cao đối chiếu (Reference standard extract) mới được phát triển trong hệ thống 

chất đối chiếu, thường bao gồm các thành phần chính từ dược liệu ban đầu. Người ta 

sử dụng cao đối chiếu nhằm xây dựng phương pháp mới để đánh giá toàn diện chất 

lượng dược liệu.  

Việc chỉ dùng một chất đối chiếu để đánh giá dược liệu có một số hạn chế 

trong những trường hợp: dược liệu giả, dược liệu có nguồn gốc khác nhau có cùng 

một hoạt chất với hàm lượng khác nhau, khó khăn khi xác định đồng thời nhiều hợp 

chất. Trong những trường hợp này, cần phải sử dụng đồng thời nhiều chất đối chiếu. 

Để thay thế cho các chất đối chiếu đắt tiền hay không có sẵn, người ta sử dụng cao 

đối chiếu. Cao đối chiếu dễ dàng phân lập với lượng lớn và giá cả thấp hơn so với 

một chất tinh khiết được phân lập [28], [103].  

Tuy nhiên, nếu không sử dụng chất đối chiếu thì việc xác định vị trí của các 

chất trên sắc ký đồ trở nên khó khăn. Để giải quyết vấn đề này, USP đã đưa ra 3 phần 

liên kết với nhau: chuyên luận USP với yêu cầu tính phù hợp của hệ thống, cao đối 

chiếu, sắc ký đồ đối chiếu [28]. 

Hiện nay, bên cạnh chuyên luận chất đối chiếu, chuyên luận cao đối chiếu 

được đưa vào EP và USP [103]. 

USP sử dụng các cao đối chiếu trong phương pháp sắc ký gồm định tính, xác 

định pic và / hoặc kiểm tra tính phù hợp của hệ thống [101].  

Theo Reference Standards in the Analysis of Botanicals [28], sử dụng một sắc 

ký đồ đối chiếu trong tính phù hợp hệ thống gồm: 

- Cao đối chiếu USP và định danh các pic liên quan. 

- Mỗi lô cao đối chiếu được đi kèm với một sắc ký đồ tham khảo. 

- Tính phù hợp hệ thống được đáp ứng nếu có sắc ký đồ tương tự như sắc ký 

đồ của mỗi lô cao đối chiếu. 

- Có thể xác định các pic bằng cách so sánh với sắc ký đồ đối chiếu. 

1.5. TỔNG QUAN VỀ ĐÁNH GIÁ SINH KHẢ DỤNG CỦA THUỐC 

1.5.1. Đánh giá sinh khả dụng của thuốc 
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Sinh khả dụng (SKD) biểu thị tốc độ và mức độ hấp thu của dược chất từ chế 

phẩm thuốc vào hệ tuần hoàn. Mức độ hấp thu dược chất từ các chế phẩm dùng đường 

uống hoặc dùng tại chỗ có thể bị ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố. Trong đó, các yếu tố 

ảnh hưởng đáng kể đến quá trình hấp thu là kỹ thuật sản xuất, kích thước hạt, dạng 

tinh thể của dược chất, các tá dược như: tá dược độn, dính, rã, trơn, bao, tá dược làm 

tăng độ tan, tá dược gây tác dụng kéo dài... Sinh khả dụng là một chỉ số quan trọng 

đảm bảo chất lượng thực của sản phẩm [6]. 

SKD được xác định bằng các thông số dược động học sau: 

Cmax: nồng độ tối đa trong huyết tương.  

AUC: số lượng toàn thể thuốc được hấp thu vào tuần hoàn chung. 

Tmax: thời điểm nồng độ trong huyết tương đạt mức tối đa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.4. Đồ thị biểu diễn nồng độ thuốc trong máu theo thời gian 

Thiết kế thời điểm lấy mẫu 

Thiết kế thời điểm lấy mẫu rất quan trọng để thu được kết quả nghiên cứu tin 

cậy. Cần phải lấy một điểm trước khi uống thuốc (mẫu trắng, thời điểm 0). Một đường 

cong nồng độ thuốc trong máu hoàn thiện phải bao gồm cả các pha hấp thu, phân bố 

và thải trừ. Thông thường, ít nhất nên có 4 thời điểm lấy mẫu trước khi đạt tới đỉnh 

của đường cong nồng độ – thời gian, 6 hoặc nhiều hơn điểm lấy mẫu sau đỉnh, 3 giá 

trị xung quanh đỉnh của đường cong, tổng số điểm lấy mẫu nên nhiều hơn 11. Thời 

gian lấy mẫu nên kéo dài tới khoảng 3 đến 5 lần thời gian bán thải của dược chất hoặc 

Cmax 

0 

AUC 

Tmax T(h) 

C (g/ml) 



27 

 

khi nồng độ trong máu ở trong khoảng 1/10 đến 1/20 giá trị Cmax. Mẫu máu (huyết 

tương, huyết thanh hay máu toàn phần) phải bảo quản đông lạnh ngay sau khi lấy để 

chờ phân tích. Khi không thể xác định được nồng độ thuốc trong huyết tương, có thể 

thực hiện trên một mẫu sinh học khác như nước tiểu, nhưng chất xác định được và 

phương pháp phân tích phải phù hợp với những yêu cầu về đánh giá sinh khả dụng 

[6], [20]. 

Xác định liều thử 

Trong nghiên cứu sinh khả dụng và tương đương sinh học, liều thử thường 

giống với liều dùng trong lâm sàng. Tốt nhất là liều thử của thuốc thử giống với liều 

thử của thuốc đối chứng. Trong trường hợp phải sử dụng liều khác nhau, phải nêu rõ 

lý do và phải điều chỉnh liều để tính toán sinh khả dụng phù hợp [6], [20]. 

Phân tích dược động học 

Lập các bảng và hình để biểu thị các dữ liệu nồng độ thuốc trong huyết tương 

vào những thời điểm lấy mẫu khác nhau của từng cá thể, giá trị trung bình và độ lệch 

chuẩn. Sau đó tính các thông số dược động học tương đối của mỗi cá thể, giá trị trung 

bình và độ lệch chuẩn cho mỗi thông số [6], [20]. 

Những thông số dược động học chính là: 

- Nồng độ đỉnh trong máu (Cmax) 

- Diện tích dưới đường cong nồng độ - thời gian (AUC) 

- Nửa đời thải trừ (T1/2) 

- Thời điểm đạt tới nồng độ đỉnh trong máu (Tmax).  

Cmax và Tmax biểu thị bằng số liệu thu được trực tiếp từ thí nghiệm và không 

phải tính toán.  

AUC0-t (diện tích dưới đường cong nồng độ - thời gian từ thời điểm 0 đến thời 

điểm t) được tính theo phương pháp hình thang, với t là thời điểm lấy mẫu cuối cùng 

có thể định lượng được.  

AUC0-∞ (diện tích dưới đường cong nồng độ - thời gian từ thời điểm 0 đến vô 

cùng) được tính toán theo công thức:  

AUC0-∞ = AUC0-t + Ct/ Ke, 
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Trong đó:  

Ct là nồng độ của thuốc tại thời điểm lấy mẫu cuối cùng; 

Ke là hằng số tốc độ thải trừ.  

T1/2 có thể được tính bằng công thức: T1/2 = 0,693/ Ke 

Trong đó:  

Ke được tính từ độ dốc của đoạn tuyến tính trên đường biểu diễn logarit 

nồng độ - thời gian. 

AUC0-t từ thời điểm 0 đến thời điểm cuối cùng phải thỏa mãn:  

  (AUC0-t/AUC0-∞) × 100 % > 80 %. 

1.5.2. Những yêu cầu khi thẩm định quy trình phân tích mẫu sinh học  

Các phương pháp sắc ký, như sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC), sắc ký khí 

(GC) và các kỹ thuật phối hợp như GC-MS, LC-MS, là những phương pháp tốt nhất 

được sử dụng trong nghiên cứu sinh khả dụng và đánh giá tương đương sinh học. 

Những phương pháp này có tính đặc hiệu cao, có khả năng tách và định lượng trên 

cùng một hệ thống và cùng thời điểm. Nếu chọn được một đầu dò có độ nhạy thích 

hợp, phương pháp sẽ đáp ứng được yêu cầu phân tích các loại mẫu sinh học. Trong 

một số trường hợp, có thể sử dụng phương pháp phân tích sinh hóa và sinh học nếu 

cần. 

Do quá trình phân tích mẫu sinh học bị ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố như lượng 

mẫu ít, nồng độ thấp, lẫn nhiều tạp chất là các chất nội sinh (các muối vô cơ, lipid, 

protein và chất chuyển hóa) và sự khác nhau giữa các cá thể, nên phương pháp phân 

tích phải được thiết lập và thẩm định để đảm bảo độ tin cậy. 

Tính đặc hiệu: Phải chứng minh được rằng chất xác định được là dược chất 

hay chất chuyển hóa có tác dụng. Sự phân tích mẫu không bị ảnh hưởng bởi các chất 

nội sinh và chất chuyển hóa có liên quan. Báo cáo kết quả phải bao gồm cả sắc ký đồ 

của mẫu trắng (dịch sinh học), mẫu chất chuẩn pha trong dịch sinh học và mẫu thử 

thu được sau khi dùng thuốc. 

Đường chuẩn và khoảng tuyến tính: Mối quan hệ giữa đáp ứng với nồng độ 

của chất phân tích phải được đánh giá bằng phương trình hồi quy, thu được bằng 

phương pháp phân tích hồi quy (như phương pháp bình phương nhỏ nhất). Khoảng 



29 

 

tuyến tính là khoảng nồng độ từ thấp nhất đến cao nhất trong một đường chuẩn. Trong 

khoảng này, phép phân tích phải thoả mãn các yêu cầu về độ đúng và độ chính xác 

theo qui định. Đường chuẩn nên có ít nhất 5 nồng độ của chất chuẩn pha trong cùng 

một mẫu dịch sinh học. Khoảng tuyến tính phải bao gồm toàn bộ khoảng nồng độ của 

các mẫu cần phân tích. Không nên xác định nồng độ mẫu thử dựa trên điểm ngoại 

suy của khoảng tuyến tính. Đường chuẩn sẽ không bao giờ có điểm “0”. 

Độ đúng và độ chính xác: Độ đúng và độ chính xác được xác định cùng lúc 

bằng cách sử dụng 3 nồng độ của mẫu cần kiểm tra, 1 nồng độ gần với giới hạn nhỏ 

nhất của phương pháp định lượng (LLOQ); 1 nồng độ gần với điểm giới hạn trên của 

đường chuẩn và 1 nồng độ ở gần điểm giữa. Mỗi nồng độ phải được xác định trên ít 

nhất 5 mẫu. Độ chính xác có thể được biểu thị bằng hệ số biến thiên (CV) trong ngày 

và giữa các ngày, được xác định trên mẫu chuẩn đối chứng. Nói chung, CV không 

nên vượt quá 15 %, riêng điểm gần giới hạn định lượng cho phép không vượt quá 20 

%. Độ đúng được biểu thị là khả năng tiến tới gần nồng độ thực nhất của chất phân 

tích trong mẫu sinh học được xác định bằng phương pháp đặc biệt. Điều đó có thể 

được biểu thị bằng khả năng tìm lại tương đối, và phải nằm trong khoảng 85 % đến 

115 %, nhưng có thể chấp nhận 80 % đến 120 % đối với điểm gần giới hạn định lượng 

dưới. 

Giới hạn định lượng dưới: Giới hạn định lượng dưới, hay còn gọi là độ nhạy, 

là nồng độ thấp nhất của đường chuẩn có thể xác định được với độ đúng và độ chính 

xác cho phép. Giới hạn định lượng ít nhất phải thỏa mãn khả năng phân tích nồng độ 

của mẫu thử lấy ở thời điểm bằng 3 đến 5 lần thời gian bán thải hoặc bằng 1/10 đến 

1/20 giá trị Cmax của chất phân tích. 

Độ ổn định của mẫu thử: Độ ổn định của mẫu sinh học có chứa chất phân 

tích cần được khảo sát khi bảo quản ở nhiệt độ phòng, đông lạnh trong khoảng thời 

gian khác nhau để xác định điều kiện bảo quản và thời gian bảo quản mẫu sau khi 

lấy. 

Hiệu suất chiết: Khả năng tìm lại sau khi chiết được đánh giá với ít nhất 3 

nồng độ: cao, trung bình và thấp của đường chuẩn. Chỉ tiêu giới hạn có thể tham khảo 

những tài liệu liên quan. 
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Mẫu chuẩn kiểm chứng (QC): Mẫu chuẩn kiểm tra được dùng để so sánh 

khi định lượng là những mẫu tự tạo biết trước nồng độ, chuẩn bị bằng cách pha chất 

chuẩn của chất cần phân tích trong mẫu sinh học trắng. 

Phân tích mẫu thử: Định lượng các mẫu thử bằng phương pháp phân tích đã 

được thẩm định. Mỗi mẫu thử có thể phân tích 1 lần hoặc lặp lại nếu cần. Với mỗi lô 

mẫu phân tích sinh học (các mẫu phân tích cùng một thời gian trong một buổi hoặc 

ngày), nên thiết lập một đường chuẩn mới để phân tích và dùng các mẫu QC với 3 

nồng độ (thấp, trung bình và cao) để định lượng đồng thời trong mỗi lô phân tích. Nói 

chung, độ lệch giữa kết quả của mẫu chuẩn kiểm tra và giá trị thực không được quá 

15 % [2], [23], [97]. 

1.5.3. Thẩm định qui trình định lượng thuốc trong dịch sinh học theo hướng 

dẫn US-FDA, EMA và DĐVN V  

Theo EMA [23], US-FDA [98] và DĐVN V [2] các chỉ tiêu cần phải thẩm 

định đối với một qui trình định lượng dược chất và/hoặc chất chuyển hóa có tác dụng 

trong mẫu sinh học bao gồm: kiểm tra tính phù hợp hệ thống, tính đặc hiệu/chọn lọc, 

tỷ lệ thu hồi (hiệu suất chiết), đường chuẩn và khoảng tuyến tính, độ đúng và độ chính 

xác, giới hạn định lượng dưới, độ ổn định của mẫu thử, ảnh hưởng của nền mẫu 

(matrix effect), ảnh hưởng của sự pha loãng; ảnh hưởng của lượng mẫu tồn dư (carry 

over). 

Khi so sánh với qui định của US-FDA, qui định EMA có một số điểm khác 

biệt như sau: 
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Bảng 1.5. So sánh hướng dẫn của US-FDA và EMA 

Chỉ tiêu US-FDA 2018 EMA 2015 

Tính đặc 

hiệu 

- Không ít hơn 6 lô mẫu sinh học trắng 

- LLOQ thấp nhất của chất phân tích đạt 

độ đúng và chính xác 

- Không ít hơn 6 lô mẫu sinh học trắng 

- Độ nhiễu tại đáp ứng của chất phân tích ở 

LLOQ ≤ 20 % 

- Độ nhiễu tại đáp ứng của  chuẩn nội ≤ 5 % 

Giới hạn 

định lượng 

dưới 

- Điểm thấp nhất của đường chuẩn 

(LLOQ) 

- Đáp ứng LLOQ ≥ 5 lần so với đáp ứng 

của mẫu trắng  

- Độ chính xác ≤ 20 % và độ đúng 80 – 

120 % so với nồng độ thực  

- Điểm thấp nhất của đường chuẩn  (LLOQ) 

- LLOQ ≤ Cmax/20 

- Tín hiệu ở LLOQ  ≥ 5 lần so với tín hiệu của 

mẫu trắng  

- Độ chính xác ≤ 20 % và độ đúng 80 -120 % 

so với nồng độ thực 

Đường 

chuẩn và 

khoảng 

tuyến tính 

 

- Đường chuẩn ít nhất 6-8 mẫu với nền 

mẫu được xử lý gồm có chất phân tích 

và IS 

- Ở LLOQ: CV ≤ 20 % so với nồng độ 

thực và ≤ 15 % ở các nồng độ khác 

- Đường chuẩn ít nhất 6 mẫu với nền mẫu được 

xử lý gồm có chất phân tích và IS 

- Ở LLOQ: CV ≤ 20 % so với nồng độ thực và 

≤ 15 % ở các nồng độ khác 

- Xây dựng ít nhất 3 đường chuẩn 

Mẫu kiểm 

tra (QC) 

- Ở 3 mức nồng độ: thấp, trung bình, cao 

(LQC, MQC, HQC) 

- Mẫu QC là mẫu độc lập với các mẫu 

của đường chuẩn 

- Ở 3 mức nồng độ: LQC, MQC, HQC 

- Mẫu QC là mẫu độc lập với các mẫu của 

đường chuẩn 

Độ đúng và 

độ chính 

xác trong 

ngày và 

khác ngày 

- Thực hiện ít nhất 3 nồng độ 

 

- Độ đúng: CV ở nồng độ LLOQ không 

lớn hơn ± 20 %; Ở nồng độ LOQ, MQC, 

HQC có CV không lớn hơn ± 15 % 

- Độ chính xác: CV ở nồng độ LLOQ ≤ 

20 %. Ở nồng độ khác CV ≤ 15 % 

- Thực hiện ít nhất 4 nồng độ, phải có nồng độ 

LLOQ, 3 lần LLOQ, MQC, HQC 

- Độ đúng: CV ở nồng độ LLOQ không lớn 

hơn ± 20 %; Ở nồng độ khác CV không lớn 

hơn ± 15 % 

- Độ chính xác: CV ở nồng độ LLOQ ≤ 20 %; 

Ở nồng độ khác CV ≤ 15 % 

Hiệu suất 

chiết 

- Tỷ lệ thu hồi của chất phân tích và 

chuẩn nội phải ổn định, chính xác và có 

tính tái lặp 

- Thực hiện ở 3 nồng độ: LQC, MQC và 

HQC 

 

- Không đề cập 

 

 

Độ ổn định 

 

 

 

- Dung dịch chuẩn gốc, chuẩn nội 

- Độ ổn định trong huyết tương: 

+ Ngắn hạn 

+ Dài hạn 

+ Đông-rã đông 

+ Sau khi xử lý mẫu 

- Dung dịch chuẩn gốc, chuẩn nội 

- Độ ổn định trong huyết tương ở nồng độ thấp 

và cao: 

+ Ngắn hạn ở nhiệt độ phòng 

+ Dài hạn (-20 oC và -70 oC) 

+ Đông-rã đông 

+ Sau khi xử lý mẫu 

Ảnh hưởng 

của nền mẫu 

Xem xét có sự thay đổi của nền mẫu hay 

không, để bảo đảm phương pháp phân 

tích không ảnh hưởng của nền mẫu 

CV của nền mẫu đối với chất phân tích và IS 

không quá 15 % ở 3 lần LLOQ và HQC, tính 

trên 6 lô nền mẫu  

Lượng mẫu 

tồn dư 

 

- Không đề cập 

- Tiêm mẫu trắng ngay sau khi tiêm mẫu có 

nồng độ cao 

- Lượng mẫu tồn dư ≤ 20 % ở LLOQ và ≤ 5 % 

với chuẩn nội  

Ảnh hưởng 

của sự pha 

loãng 

- Pha loãng mẫu có nồng độ cao hơn 

ULOQ  

- Độ đúng và độ chính xác của các mẫu 

pha loãng phải được thẩm định  

- Pha loãng mẫu có nồng độ cao hơn ULOQ 

(thực hiện ít nhất 5 mẫu đối với mỗi hệ số pha 

loãng) 

- Độ đúng và độ chính xác nằm trong khoảng 

± 15 % 
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1.5.4. Các công trình nghiên cứu đánh giá sinh khả dụng hợp chất lignan 

Năm 2007, Murugaiyah V. và cộng sự đã cho chuột uống 5 mL/kg dung dịch 

cao giàu lignan chiết từ Phyllanthus niruri trong Tween 20 với liều uống 50 mg/kg 

và so với đường tiêm 1 mL/kg dung dịch trên với liều 5 mg/kg. Thời điểm lấy mẫu ở 

0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 6; 8; 10; 24 giờ sau khi tiêm tĩnh mạch đuôi chuột và 

ở 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 10 và 24 giờ sau khi uống. Đối với đường tiêm, kết quả 

công bố cho thấy phyllanthin, hypophyllanthin, phyltetralin và niranthin có thể tích 

phân bố (Vd) lần lượt tương ứng là 0,20; 0,17; 0,14 và 0,15 L/kg; hệ số thanh thải lần 

lượt tương ứng là 0,04; 0,01; 0,03 và 0,02 L/kg.giờ và thời gian bán thải (T1/2) từ 

3,35-4,40 giờ. Đối với đường uống, kết quả công bố cho thấy cả 4 lignan hấp thu 

nhanh với Tmax khoảng 1 giờ và Cmax lần lượt tương ứng là 0,18; 0,56; 0,12 và 0,62 

g/mL. Kết quả tính toán sinh khả dụng tuyệt đối của phyllanthin, hypophyllanthin, 

phyltetralin và niranthin lần lượt tương ứng là 0,62; 1,52; 4,01 và 2,66 % [58].  

Năm 2014, Parvathaneni M. và cộng sự đã dùng kỹ thuật HPLC, đầu dò dãy 

diod quang (PDA), cột pha đảo C-18, với pha động methanol - nước (66 : 34), tốc độ 

dòng 1ml /phút được theo dõi ở bước sóng 199-400 nm. Carbamazepin được sử dụng 

làm chất chuẩn nội để định lượng phyllanthin, hypophyllanthin trong huyết tương 

chuột. Kết quả xác định được giá trị LOD và LOQ được tìm thấy là 56,14 ng/mL và 

169,99 ng/mL đối với phyllanthin; và 56,04 ng/mL và 169,82 ng/mL đối với 

hypophyllanthin. Nhóm tác giả đã cho chuột uống 5 mL/kg dung dịch phân đoạn có 

lignan trong Tween 20 với các liều uống 2,5; 5; 10 mg/kg lần lượt cho phyllanthin và 

hypophyllanthin. Phân đoạn lignan này được phân lập từ cao hexan, chiết từ lá 

Phyllanthus amarus. Thời điểm lấy mẫu ở 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 24; 36 giờ sau khi 

uống. Kết quả cho thấy giá trị Cmax đối với ba liều uống (2,5, 5 và 10 mg/kg) đối với 

phyllanthin lần lượt tương ứng là 0,28 ± 0,06; 0,53 ± 0,16; 0,98 ± 0,22 (ng/mL); và 

hypophyllanthin lần lượt tương ứng là 0,68 ± 0,76; 1,35 ± 0,23; 2,45 ± 0,33 (ng/mL) 

[75]. 

Năm 2015, Fan H. và cộng sự đã cho chuột uống dung dịch cao ethanol 80 % 

chiết từ Phyllanthus urinaria L. trong carboxymethyl cellulose natri 0,5 % (20 g/kg). 

Thời điểm lấy mẫu ở 0; 0,083; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 24 giờ sau khi 
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uống. Kết quả cho thấy có hiện tượng hấp thu kép có 2 đỉnh hấp thu trong đường cong 

nồng độ - thời gian của 4 lignan hypophyllanthin, phyllanthin, nirtetralin và niranthin 

sau khi uống cao Phyllanthus urinaria L.. Điều này khác với các công bố trước. 

Thông số dược động học của hypophyllanthin và nirtetralin tương tự nhau, nồng độ 

đỉnh đầu tiên trong huyết tương (Cmax1) đạt được lần lượt tương ứng ở 0,58 ± 0,20 giờ 

và 0,67 ± 0,20 giờ (Tmax1); nồng độ đỉnh thứ hai trong huyết tương (Cmax2) đạt được 

lần lượt tương ứng ở 8,67 ± 1,63 giờ (Tmax2); thời gian bán thải (T1/2) lần lượt tương 

ứng là 2,18 ± 0,40 giờ và 2,23 ± 0,19 giờ. Phyllanthin và niranthin cũng có thông số 

dược động học tương tự nhau,  Cmax1 đạt được lần lượt tương ứng ở 2,32 ± 1,11 giờ 

và 3,12 ± 0,81 giờ, trong khi Cmax2 đạt được lần lượt tương ứng ở 6,67 ± 1,03 giờ cho 

cả hai; T1/2 lần lượt tương ứng là 2,32 ± 1,11 giờ và 3,12 ± 0,81 giờ [25]. 

Năm 2019, Nguyen Van Long và cộng sự đã cho chuột uống dung dịch cao 

ethanol 80 % chiết từ Phyllanthus amarus với liều 2 mg/kg của phyllanthin. Hàm 

lượng phyllanthin trong cao chiết được là 9,12 %. Thời điểm lấy mẫu ở 0; 0,083; 

0,167; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 24 giờ sau khi uống. Kết quả cho các thông số dược 

động học của phyllanthin sau khi uống cao chiết như sau: AUC0-t đạt 18,07  1,99 

giờ.ng/mL, AUC0- đạt 22,38  1,67 giờ.ng/mL, Cmax đạt được 11,44  1,15 ng/mL ở 

Tmax sau 0,25 giờ và T1/2 ở 5,24  0,21 giờ. Ngoài ra, nhóm tác giả nghiên cứu khảo 

sát dược động học của công thức pha chế phức hợp phospholipid với cao chiết cùng 

liều uống 2 mg/kg của phyllanthin, kết quả các giá trị thông số dược động học cao 

hơn so với uống cao chiết [63]. 
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU  

2.1.1. Nguyên liệu 

Toàn cây (trừ rễ) Diệp hạ châu đắng được thu hái vào tháng 4/2014 ở Vĩnh 

Long bởi Công ty TNHH Vạn Xuân (nhà máy sản xuất dược phẩm đạt GMP) đã loại 

rửa sạch, phơi sấy khô. Mẫu được xay nhỏ thành bột thô. Mẫu nghiên cứu đã được 

giám định tên khoa học là Phyllanthus amarus Schum. et Thonn., Euphorbiaceae tại 

Viện Kiểm nghiệm Thuốc TP. Hồ Chí Minh. 

Dược liệu khô toàn cây (trừ rễ) Diệp hạ châu đắng (Phyllanthus amarus 

Schum. et Thonn.) được thu hái tại ba tỉnh Cần Thơ, Trà Vinh và Cà Mau vào tháng 

4/2017 dùng ứng dụng phương pháp định lượng đồng thời 4 lignan trong dược liệu. 

2.1.2. Chất đối chiếu 

 Chất đối chiếu phyllanthin (PLT) (số lô 010915; hàm lượng 99,35%),  

diazepam (số lô QT181 020215; hàm lượng 99,49 %), carbamazepin (số lô QT192 

030415; hàm lượng 99,67 %) được cung cấp bởi Viện Kiểm nghiệm Thuốc TP. Hồ 

Chí Minh.  

Cao chuẩn Phyllanthus amarus (số lô F0K140; khối lượng 1 g) của USP. 

2.1.3. Hóa chất và dung môi  

Dung môi: aceton (PA), acetonitril (HPLC), cloroform (PA), dicloromethan 

(PA), ethanol (PA), ethyl acetat (PA), n-hexan (PA), n-hexan (HPLC), methanol 

(PA), methanol (HPLC), methanol (LC-MS) của hãng J.T.Baker; ethanol 96 % (PA) 

của Công ty CP Dược phẩm OPC.  

Hóa chất: acid phosphoric (PA), kali dihydrophosphat (PA), natri citrat (PA) 

của hãng Merck, amoni format (LC-MS) của hãng Sigma-Aldrich. 

Bản mỏng silica gel 60 F254 tráng sẵn trên nền nhôm của hãng Merck. 

Silicagel cỡ hạt 40-60 µm của hãng Davisil. 

2.1.4. Động vật thử nghiệm  

Thỏ thí nghiệm khỏe mạnh, trọng lượng 2  0,5 kg, cung cấp bởi Viện Kiểm 

nghiệm Thuốc TP. Hồ Chí Minh. 

https://idqc-hcm.gov.vn/images/docs/departments/reference_substances/COA/2015/carbamazepin%20192%20030415-signed.pdf
https://idqc-hcm.gov.vn/images/docs/departments/reference_substances/COA/2015/carbamazepin%20192%20030415-signed.pdf
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Huyết tương trắng thỏ do Viện Kiểm nghiệm Thuốc TP. Hồ Chí Minh cung 

cấp, được bảo quản ở tủ đông âm sâu  -70 oC. 

2.1.5. Trang thiết bị, vật tư sử dụng nghiên cứu  

Bảng 2.1. Danh sách các trang thiết bị, vật tư sử dụng 

Stt Loại thiết bị, vật tư Tên thiết bị, vật tư 

1 Cân kỹ thuật Mettler BD 202 

2 Cân phân tích độ nhạy 0,1 mg Mettler Toledo AT-200 

3 Cân phân tích độ nhạy 0,001 mg Mettler Toledo XP 26 

4 Hệ thống sắc ký điều chế Shimadzu LC-20A 

5 Hệ thống sắc ký lỏng đầu dò PDA Shimadzu UFLC SPD-M 20A  

6 Hệ thống sắc ký lỏng ghép khối phổ Shimadzu LC-MS/MS 8040  

7 Máy phân tích nhiệt vi sai TGA/DSC 1 Stare System 

8 Máy quang phổ UV-Vis Shimadzu U-1800 

9 Máy quang phổ hồng ngoại FR – IR Nicolet Magna 760 

10 Máy cộng hưởng từ hạt nhân Avance Bruker AC 500 MHz 

11 Máy cô quay Yamato RRE 801 

12 Tủ sấy Binder 53 

13 Tủ sấy chân không Lab Line 

14 Lò nung  Nabertherm B 170 

15 Nồi cách thủy  Memmert WB 14 

16 Kính hiển vi quang học Nikon Eclipse 80 i 

17 Tủ đông Sanyo -20 oC 

18 Tủ đông âm sâu Froilabo -70 oC 

19 Máy đo pH Mettler Toledo S220-K 

20 Cột sắc ký lỏng Phenomenex C6-Phenyl 11A (150 x 4,6 mm; 3 µm) 

  Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm; 5 μm) 

  Phenomenex Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 μm) 

  Phenomenex Gemini C18 (100 x 3 mm; 5 µm) 

  Phenomenex Gemini C18 (100 x 2 mm; 3 µm) 

  Phenomenex Gemini C18 (50 x 3 mm; 5 µm 

21 Cột sắc ký điều chế pha thuận HiQ Sil-10 KYATECH (21,2 x 250 mm; 10 µm) 

22 Cột sắc ký điều chế pha đảo Aligent - Prep - C18 (21,2 x 250 mm; 10 µm) 

Các thiết bị phân tích và dụng cụ thủy tinh chính xác đã được hiệu chuẩn đạt 

yêu cầu mục đích sử dụng bởi Viện Kiểm nghiệm Thuốc TP. Hồ Chí Minh.  

2.1.6. Nơi thực hiện nghiên cứu 

Viện Kiểm nghiệm Thuốc TP. Hồ Chí Minh: Khoa Kiểm nghiệm Đông dược 

dược liệu, Khoa Thiết lập chất đối chiếu - chất chuẩn, Khoa Vật lý đo lường, Khoa 
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Dược lý, Khoa Vi sinh, Trung tâm Đánh giá tương đương sinh học, các đơn vị này 

đều đạt tiêu chuẩn GLP-WHO và ISO/IEC 17025. 

Công ty Cổ phần BV Pharma: Phòng Nghiên cứu phát triển, đơn vị sản xuất 

đạt tiêu chuẩn GMP-WHO. 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Các nội dung nghiên cứu được trình bày tóm tắt ở sơ đồ 2.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 2.1. Sơ đồ trình tự các nội dung nghiên cứu 

  

Xây dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng thời các hợp chất lignan 

trong huyết tương thỏ bằng phương pháp LC-MS/MS 

Đánh giá một số thông số dược động học của cao chuẩn hóa điều chế từ  

Diệp hạ châu đắng trên thỏ 

Xác định độ tinh khiết các chất phân lập được bằng SKLM, HPLC, DSC 

Xác định cấu trúc các chất phân lập được bằng phổ nghiệm (UV, IR, MS, NMR) 

Thiết lập chất đối chiếu hypophyllanthin và niranthin theo WHO và ASEAN 

Xây dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng thời các hợp chất lignan đã 

phân lập bằng phương pháp HPLC 

Điều chế cao chuẩn hóa  

Diệp hạ châu đắng 

Chiết xuất, phân lập, tinh chế các hợp chất lignan từ Diệp hạ châu đắng 

Xây dựng tiêu chuẩn chất lượng 

cao khô Diệp hạ châu đắng 

Ứng dụng điều chế cao giàu lignan 

Diệp hạ châu đắng làm cao đối chiếu 

Ứng dụng định lượng các lignan 

trong Diệp hạ châu đắng 
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2.2.1. CHIẾT XUẤT, PHÂN LẬP, TINH CHẾ VÀ XÁC ĐỊNH CẤU TRÚC, ĐỘ 

TINH KHIẾT CỦA CÁC CHẤT PHÂN LẬP ĐƯỢC 

2.2.1.1. Kiểm tra chất lượng dược liệu nghiên cứu  

Kiểm tra chất lượng dược liệu nghiên cứu theo chuyên luận “Diệp hạ châu 

đắng” của DĐVN IV bao gồm các chỉ tiêu: mô tả thực vật học, vi phẫu, soi bột, định 

tính, độ ẩm, tro toàn phần, tỷ lệ vụn nát, chất chiết được trong dược liệu [1].  

Định danh dược liệu bằng phương pháp sinh học phân tử DNA. Mẫu nghiên 

cứu đã được giám định tên khoa học là Phyllanthus amarus Schum. et Thonn., 

Euphorbiaceae tại Viện Kiểm nghiệm Thuốc TP. Hồ Chí Minh. Quá trình được thực 

hiện gồm các bước như sau: Chiết tách DNA bằng bộ KIT tách chiết DNA Dneasy 

Plant Mini Kit (Qiagen) theo nguyên tắc: Phá vỡ màng tế nào, loại bỏ protein, tủa 

DNA toàn phần, rửa tủa DNA, hòa tan DNA. DNA tách chiết được chạy điện di bằng 

gel agarose 1 %, điện thế 50 mV trong 40 phút. Kiểm tra bằng cách soi gel đèn UV 

360 nm. Sau đó, khuếch đại đoạn DNA đặc hiệu. Lựa chọn đoạn DNA đích và primer 

tạo phản ứng PCR và chạy chương trình PCR theo Bảng 2.2, Bảng 2.3. Trình tự 

khuếch đại được chạy điện di bằng gel agarose 1 %, điện thế 25 mV trong 50 phút. 

Kiểm tra bằng cách soi gel đèn UV 360 nm.  

Bảng 2.2. Trình tự các cặp mồi dùng cho phản ứng PCR 

Tên mồi Trình tự mồi Tm (
oC) C 

ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ 57 154 pmol 

ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 53 146 pmol 

Bảng 2.3. Chương trình chạy PCR 

Cặp primer ITS1 và ITS4 

Chu kỳ Nhiệt độ (oC) Thời gian 

Khởi đầu 94 5 phút 

30 chu kỳ 

94 30 giây 

55 30 giây 

72 1 phút 

Kết thúc 72 5 phút 

Giải trình tự đoạn gen và so sánh kết quả với trình tự được lưu giữ tại genbank. 

Giải trình tự gen tại Công Ty Nam Khoa bằng phương pháp Sanger trên máy 3130 

XL của AIB. Trình tự DNA thu được contig bằng DNA STAR, tra cứu trên NCBI 

(Blast Search on National Center for Biotechnology Information). 
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2.2.1.2. Chiết xuất cao toàn phần từ dược liệu Diệp hạ châu đắng 

Khảo sát dung môi chiết dicloromethan, cloroform, aceton, ethyl acetat, 

ethanol 96 %, ethanol 70 % bằng phương pháp ngâm ở nhiệt độ phòng. Lọc thu dịch, 

sau đó cô thu hồi dung môi thu được cao toàn phần theo Sơ đồ 2.2.  

 

Sơ đồ 2.2. Quy trình chiết xuất cao toàn phần dược liệu 

So sánh hiệu suất chiết và quan sát vết trên bản mỏng SKLM silica gel 60 F254, 

hệ dung môi khai triển: n-hexan − ethyl acetat (2 : 1), phát hiện bằng phun thuốc thử 

dung dịch acid sulfuric 10 %, sấy bản mỏng 15 phút ở 105 oC [1], [3] để sàng lọc 

chọn dung môi chiết cao toàn phần phù hợp. Sau đó, tiến hành sắc ký cột  để tách ra 

các phân đoạn đơn giản. So sánh khả năng tách các phân đoạn của cột sắc ký ở các 

loại cao bằng sắc ký lớp mỏng để chọn dung môi chiết xuất cao toàn phần phù hợp 

nhất.  

2.2.1.3. Phân lập cao toàn phần bằng sắc ký cột  

Từ cao toàn phần tiến hành sắc ký cột nhằm thu các phân đoạn đơn giản. Tiến 

hành theo điều kiện sắc ký như sau: Cột thủy tinh có kích thước 7,0 x 70 cm. Khối 

lượng mẫu: 60 g cao DCM. Phương pháp nạp mẫu: Dạng dung dịch. Pha tĩnh: 600 g 

silica gel cỡ hạt 40-60 μm (Davisil); Pha động triển khai với dung môi nền là n-hexan 

để ổn định cột, khai triển cột bằng hệ n-hexan – ethyl acetat (từ 100 : 0 đến 80 : 20). 

Thể tích hứng: 50 mL, tốc độ hứng 60 giọt/phút. Các phân đoạn được kiểm tra bằng 

SKLM, hệ dung môi là n-hexan – ethyl acetat (2 : 1), phát hiện với UV (254 nm) và 

thuốc thử dung dịch acid sulfuric 10 %, sấy khô ở 105 C.  

Cô quay thu hồi dung môi 

Ngâm với 400 ml dung môi trong 3 ngày 

Lọc qua gòn 

Chiết thêm 300 ml x 2 lần (ngâm 1 ngày) 

100 g Bột dược liệu (qua cỡ rây 355 µm) 

Dịch chiết Bã dược liệu 

Cao dược liệu  
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2.2.1.4. Phân lập hợp chất từ cao phân đoạn 

Phương pháp kết tinh phân đoạn 

Từ các phân đoạn chỉ chứa chủ yếu một vết, sau khi loại hết dung môi, cắn 

phân đoạn này được hòa tan vào dung môi thích hợp để loại các tạp kém phân cực và 

phân cực. Tìm cách kết tinh trong các dung môi thích hợp. Lọc và rửa tinh thể (hoặc 

tủa) trên phễu thủy tinh xốp bằng dung môi lạnh. Sau đó kiểm tra sơ bộ độ tinh khiết 

chất phân lập được. 

Phương pháp sắc ký cột hoặc sắc ký điều chế 

Từ các phân đoạn chứa 2 hoặc nhiều vết, không thể tiến hành tinh chế bằng 

phương pháp kết tinh phân đoạn. Có thể dùng sắc ký cột hoặc sắc ký điều chế để tách 

chất cần nghiên cứu.  

 Phương pháp sắc ký cột  

Các điều kiện sắc ký cụ thể:  

- Cột thủy tinh có kích thước 1,5 x 50 cm.  

- Phương pháp nạp mẫu: Dạng dung dịch.  

- Pha tĩnh: 20 g silica gel cỡ hạt 40-60 μm (Davisil).  

- Pha động triển khai với dung môi nền là n-hexan để ổn định cột, khai triển 

cột bằng hệ n-hexan – ethyl acetat điều chỉnh tỉ lệ thích hợp.  

- Thể tích hứng: 10 mL (trong ống nghiệm). 

- Tốc độ hứng 20 giọt/phút.  

Các phân đoạn được kiểm tra bằng SKLM, hệ dung môi đã thăm dò là n-hexan 

– ethyl acetat (2 : 1), phát hiện với UV (254 nm) và thuốc thử dung dịch acid sulfuric 

10 %, sấy khô ở 105 C. 

 Phương pháp sắc ký điều chế  

Thăm dò điều kiện sắc ký điều chế trên HPLC: Phân đoạn chứa chất cần nghiên 

cứu sau khi được loại màu bằng cách hấp phụ qua 5 g silica gel cỡ hạt 40-60 μm được 

thăm dò điều kiện sắc ký điều chế trên máy HPLC với các thông số sau: 

- Cột sắc ký: Phenomenex Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 µm).  

- Đầu dò PDA với bước sóng phát hiện 230 nm.  

- Pha động: Acetonitril – acid acetic 0,1 % (40 : 60).  
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- Tốc độ dòng: 1 mL/phút.  

- Thể tích tiêm mẫu: 10 µL.  

- Nhiệt độ cột: 30 
o
C. 

Tiến hành sắc ký điều chế:  

Bảng 2.4. Điều kiện sắc ký điều chế ban đầu 

Điều kiện Cột pha đảo (1) Cột pha thuận (2) 

Cột điều chế Aligent-Prep-C18  

(21,2 x 250 mm; 10 µm) 

HiQ Sil-10 KYATECH 

(21,2 x 250 mm; 10 µm) 

Bước sóng 230 nm 230 nm 

Pha động ACN (A) – acid acetic 0,1 % (B) n-hexan (C) – EtOAc (D) 

Thể tích tiêm 200 µL 200 µL 

Nhiệt độ cột Nhiệt độ phòng 

Sau khi thăm dò được điều kiện, tiến hành chạy mẫu thử nghiệm với điều kiện 

dung môi, tỉ lệ dung môi, bước sóng phát hiện như trên máy HPLC. Thay đổi tốc độ 

dòng và lượng tiêm cho phù hợp. Tiến hành sắc ký điều chế, thu các phân đoạn dựa 

vào tín hiệu của các cấu tử trên sắc ký đồ.  

2.2.1.5. Kiểm tra độ tinh khiết của chất phân lập được  

Kiểm tra độ tinh khiết bằng SKLM 

Chấm sắc ký chất mới phân lập lên bản mỏng, khai triển ít nhất với 3 hệ dung 

môi có độ phân cực khác nhau, phát hiện vết bằng cách soi UV 254 nm và thuốc thử 

dung dịch acid sulfuric 10 %, sấy khô ở 105 C. Nếu chất phân lập tinh khiết thì sẽ 

cho một vết duy nhất trên bản SKLM. Nếu vết chưa tinh khiết (thấy vết phụ trên bản 

mỏng), cần kết tinh lại trong dung môi thích hợp cho đến khi được chất tinh khiết.  

Kiểm tra độ tinh khiết bằng HPLC/PDA 

Tiến hành mẫu trắng và mẫu thử vào hệ thống sắc ký với điều kiện sắc ký phù 

hợp. Ghi phổ và xem xét kết quả phổ UV, sắc ký đồ 3 chiều để xác định các pic tạp 

kèm theo pic chính (nếu có).  

Kiểm tra độ tinh khiết bằng DSC 

Tiến hành phân tích chất tinh khiết trên máy phân tích DSC với điều kiện xác 

định, ghi nhận phổ và xem xét kết quả nhiệt nóng chảy và % độ tinh khiết. 

2.2.1.6. Xác định cấu trúc của chất phân lập được  

Việc xác định cấu trúc hóa học chủ yếu dùng các kỹ thuật phổ học:  
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Phổ UV: Ghi nhận bước sóng hấp thu cực đại (λmax, nm).  

Phổ IR: Xác định số sóng đặc trưng của nhóm chức có trong công thức cấu 

tạo.  

Phổ MS: So sánh số khối (m/z) ghi nhận được với số khối (m/z) dự kiến.  

Phổ NMR: Với 6 kỹ thuật căn bản (13C-NMR, 1H-NMR, DEPT, HSQC, 

HMBC, COSY), mẫu được đo trong CDCl3, thực hiện trên máy Bruker Avance 500 

MHz. Độ dịch chuyển hóa học tính theo thang  ppm với TMS = 0,00 ppm, tín hiệu 

của dung môi δH 7,27 s, C 77,0 t (đối với CDCl3). Các hằng số ghép (J, Hz) được tính 

trực tiếp trên phổ 1H-NMR. 

2.2.2. XÁC ĐỊNH CHẤT LƯỢNG VÀ THIẾT LẬP CHẤT ĐỐI CHIẾU  

Các hợp chất được chọn để thiết lập chất đối chiếu gồm: hypophyllanthin 

(HPL) và niranthin (NRT); xác định độ tinh khiết của nirtetralin (NTT). 

2.2.2.1. Xây dựng qui trình xác định độ tinh khiết của nguyên liệu thiết lập 

chất đối chiếu 

Tiến hành HPLC để xác định độ tinh khiết chất chiết được bằng phương pháp 

quy về 100 % diện tích pic trên sắc ký đồ.  

Sau khi khảo sát điều kiện sắc ký như cột sắc ký, tỉ lệ pha động, tốc độ dòng, 

chọn điều kiện sắc ký thích hợp và tiến hành thẩm định qui trình phân tích theo hướng 

dẫn ICH [28] với các thông số: tính phù hợp hệ thống, tính đặc hiệu, khoảng tuyến 

tính, độ chính xác, độ đúng.  

Xác định chất lượng và thiết lập chất đối chiếu hypophyllanthin  

Chuẩn bị mẫu:  

Cân chính xác khoảng 5 mg hypophyllanthin sau tinh chế cho vào bình định 

mức 5 mL, hòa tan bằng methanol và siêu âm trong 5 phút, để nguội, thêm methanol 

vừa đủ, thu được dung dịch có nồng độ 1000 µg/mL (dung dịch gốc HPL), lọc qua 

màng lọc 0,45 m. 

Điều kiện sắc ký:  

- Cột sắc ký Gemini C18 (150 x 4,6 mm; 5 µm). 

- Pha động: Acetonitril − acid phosphoric 0,1 % (60 : 40). 
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- Tốc độ dòng: 1 mL/phút. 

- Thể tích tiêm mẫu: 20 µL. 

- Nhiệt độ cột: 35 oC. 

- Đầu dò PDA bước sóng phát hiện 230 nm. 

Kết quả định lượng được xác định dựa vào phần trăm diện tích pic trong sắc 

ký đồ. 

Xác định chất lượng và thiết lập chất đối chiếu niranthin  

Chuẩn bị mẫu:  

Cân chính xác khoảng 5,0 mg niranthin sau tinh chế cho vào bình định mức 

25 mL, thêm methanol, siêu âm 10 phút, để nguội, điền đủ methanol đến vạch, lắc 

đều (dung dịch gốc có nồng độ 200 μg/mL). 

Điều kiện sắc ký:  

- Cột sắc ký: Phenomenex C6-Phenyl 11A (150 x 4,6 mm; 3 μm). 

- Pha động: Acetonitril − nước (60 : 40). 

- Tốc độ dòng: 1 mL/phút. 

- Thể tích tiêm mẫu: 10 µL. 

- Nhiệt độ cột: 30 oC. 

- Đầu dò PDA bước sóng phát hiện 230 nm.  

Kết quả định lượng được xác định dựa vào % diện tích pic trong sắc ký đồ.  

Xác định độ tinh khiết chất nirtetralin sau tinh chế 

Chuẩn bị mẫu:  

Cân chính xác khoảng 1 mg nirtetralin sau tinh chế cho vào bình định mức 5 

mL, hòa tan bằng methanol và siêu âm trong 5 phút, để nguội, điền đủ methanol đến 

vạch, lắc đều, thu được dung dịch có nồng độ 200 µg/mL (dung dịch gốc NTT).  

Điều kiện sắc ký:  

- Cột sắc ký Gemini C18 (150 x 4,6 mm; 5 µm). 

- Pha động: Acetonitril – acid phosphoric 0,1 % (60 : 40). 

- Tốc độ dòng: 1 mL/phút. 

- Thể tích tiêm mẫu: 20 µL. 
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- Nhiệt độ cột: 35 oC. 

- Đầu dò PDA bước sóng phát hiện 230 nm.  

Kết quả định lượng được xác định dựa vào % diện tích pic trong sắc ký đồ. 

2.2.2.2. Thiết lập chất đối chiếu 

Đánh giá thiết lập chất đối chiếu hypophyllanthin và niranthin theo tài liệu 

hướng dẫn của WHO và ASEAN [19], [101]. 

Các chất thiết lập chất đối chiếu sau khi được đánh giá đạt yêu cầu chất lượng 

được đóng thành từng lọ nhỏ có khối lượng thích hợp. Sử dụng lọ thủy tinh nâu hàn 

kín, có lớp đệm teflon đạt tiêu chuẩn chất lượng theo quy định, dán nhãn tạm ghi tên 

hoạt chất và đánh số thứ tự từng lọ. Việc đóng gói được thực hiện trong glove-box: 

nạp khí nitơ 99,99 %; độ ẩm tương đối trong buồng đóng không quá 40 % tại Khoa 

Thiết lập chất chuẩn - chất đối chiếu, Viện Kiểm nghiệm thuốc TP. Hồ Chí Minh. 

Sau khi đóng gói, các lọ được bảo quản ở nhiệt độ ổn định 2-8 oC, tránh ánh sáng.  

Đánh giá đồng nhất lọ 

Lấy mẫu ngẫu nhiên theo phần mềm Excel, số lọ được lấy để kiểm tra là √𝑁+1, 

trong đó N là tổng số lọ. Tiến hành xác định độ tinh khiết chất phân tích trong từng 

lọ theo phương pháp đã thẩm định. Đánh giá độ đồng nhất giữa các lọ bằng phép phân 

tích phương sai một yếu tố. 

Đánh giá liên phòng thí nghiệm 

Thành phẩm sau khi đóng gói và đánh giá đồng nhất lô đạt yêu cầu được lấy 

mẫu ngẫu nhiên gửi ba phòng thí nghiệm độc lập (PTN1: Khoa Thiết lập chất chuẩn 

- chất đối chiếu, PTN2: Khoa Đông dược dược liệu, PTN3: Khoa Vật lý đo lường) 

đạt tiêu chuẩn GLP và ISO 17025 tại Viện Kiểm nghiệm Thuốc TP. Hồ Chí Minh, 

mỗi phòng 6 lọ. Tiến hành xác định độ tinh khiết chất phân tích trong từng lọ theo 

phương pháp đã thẩm định. 

Xác định giá trị ấn định - giá trị công bố 

Tập hợp các kết quả của ba phòng thí nghiệm tham gia (n = 18). Xác định giá 

trị ấn định theo hướng dẫn của ISO 13528 [34], các bước tiến hành như sau: 

- Sắp xếp theo thứ tự tăng dần: x1, x2, …, xi,…, xn. 
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- Gọi giá trị trung bình thực (robust average) và độ lệch chuẩn thực (robust 

standard deviation) của các kết quả này lần lượt là x và 
*s . Tính các giá trị khởi 

điểm (Lần lặp 0) của 
x và 

*s như sau: 

x = trung vị của 
ix  (i = 1, 2, …, n)     

*s = 1,483 trung vị của di (i = 1, 2, …, n)  

Trong đó: di = 
*xxi −  

- Tính giá trị   = 1,5 s  

- Tính giá trị 
x +  và 

x  -  

- Tiến hành lần lặp thứ i (i = 1, 2, …, r) 

• Cập nhật lại các giá trị 
*

ix  trong lần lặp thứ i theo công thức như sau: 









+

−

=

,

,

,

*

*

*

i

i

x

x

x

x    nếu     








+

−

khác

*

*





xx

xx

i

i

     

Trong đó: ix  (i = 1, 2, …, n) là giá trị trong lần lặp (i – 1).  

• Tính các giá trị mới của x  và s  theo công thức sau: 

nxx
n

i
i /

1

*


=

=         

( ) ( )1n/134,1
1

2*** −−= 
=

n

i

i xxs      

- Chu kỳ tính toán các giá trị mới của x và s  được lặp lại cho đến khi các 

giá trị này không thay đổi (tính đến giá trị thập phân thứ 3 sau dấu phẩy) thì dừng lại. 

- Chọn giá trị x  và s cuối cùng không thay đổi là giá trị ấn định và độ lệch 

chuẩn của giá trị ấn định. 

- Sử dụng giá trị ấn định x để đánh giá từng kết quả phân tích theo test-z, loại 

bỏ các kết quả phân tích có |z| > 2,0. Chọn các giá trị |z| ≤ 2,0; tính giá trị trung bình. 

- Xác định độ không đảm bảo đo: 
n

s
xU

*

25,1)( =  
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2.2.3. ĐIỀU CHẾ VÀ TIÊU CHUẨN HÓA CAO DIỆP HẠ CHÂU ĐẮNG 

2.2.3.1. Xây dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng thời 4 hợp chất lignan 

trong Diệp hạ châu đắng bằng phương pháp HPLC 

Theo USP [98], hàm lượng của các lignan trong cao dược liệu được quy về 

tổng hàm lượng của phyllanthin và hypophyllanthin. Tiến hành HPLC theo quy trình 

USP như sau: 

Chuẩn bị mẫu 

Mẫu thử: Cân chính xác khoảng 3,0 g bột dược liệu cho vào bình nón có nút 

mài 250 mL, thêm 50 mL methanol, hồi lưu trong nồi cách thủy khoảng 20 phút, để 

lắng và gạn lấy phần nổi. Lặp lại cho đến khi dịch chiết cuối cùng không có màu. 

Gộp các dịch chiết, cô đặc trong chân không và thêm methanol chuyển vào bình định 

mức 100 mL, bổ sung methanol đến vạch, lắc đều, lọc qua màng lọc 0,45 μm. 

Mẫu chuẩn gốc: Cân chính xác khoảng 10,0 mg phyllanthin chuẩn và 4,0 mg 

hypophyllanthin chuẩn vào mỗi bình định mức 25 mL, thêm khoảng 10 mL methanol, 

siêu âm 10 phút, để nguội đến nhiệt độ phòng, bổ sung methanol đến vạch, lắc đều 

(dung dịch 1 có nồng độ phyllanthin 400 μg/mL và dung dịch 2 có nồng độ 

hypophyllanthin 160 μg/mL), lọc qua màng lọc 0,45 μm. 

Hỗn hợp chuẩn: Hút chính xác 5 mL dung dịch 1 và 5 mL dung dịch 2 cho 

vào bình định mức 20 mL, lắc đều, lọc qua màng lọc 0,45 μm. 

Điều kiện sắc ký theo USP [98]:  

- Cột: Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm; 5 μm).  

- Pha động: Acetonitril – dung dịch A (40 : 60).  

- Đầu dò: UV 230 nm.  

- Nhiệt độ cột: 25 oC.  

- Tốc độ dòng: 1,5 mL/phút.  

- Thể tích tiêm mẫu: 10 µL. 

Dung dịch A: Hòa tan 0,14 g kali dihydrophosphat trong 900 mL nước, thêm 

0,5 mL acid phosphoric, thêm nước vừa đủ 1000 mL, khuấy đều, lọc qua màng lọc 

0,45 μm. 

Hàm lượng phyllanthin hoặc hypophyllanthin trong cao tính theo công thức: 
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X (g/mg) = St ×  
Cc

Sc
  × C% × 

Vt

mt
  

Trong đó: 

St, Sc: Diện tích pic phyllanthin hoặc hypophyllanthin của mẫu thử và mẫu 

chuẩn. 

Vt: Thể tích dung dịch thử (mL) 

mt: Khối lượng mẫu thử (mg) 

Cc: Nồng độ (g/mL) của mẫu chuẩn 

C%: Độ tinh khiết của chất chuẩn (%) 

Hàm lượng của các lignan được quy về tổng hàm lượng của phyllanthin và 

hypophyllanthin. 

Ngoài phyllanthin, hypophyllanthin thì niranthin và nirtetralin cũng là thành 

phần lignan chính trong cây Diệp hạ châu đắng. Do đó, tiến hành xây dựng quy trình 

định lượng đồng thời 4 hợp chất lignan gồm phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin 

và nirtetralin trong Diệp hạ châu đắng bằng phương pháp HPLC là cần thiết.  

Sau khi tiến hành sắc ký theo quy trình USP, khảo sát điều kiện sắc ký thích 

hợp với điều kiện sẵn có của phòng thí nghiệm sao cho thời gian sắc ký ngắn, các pic 

tách hoàn toàn, hệ số đối xứng của pic nằm trong khoảng 0,8-1,5.  

Điều kiện sắc ký ban đầu:  

- Cột sắc ký: pha đảo.  

- Đầu dò PDA với bước sóng phát hiện 230 nm.  

- Tốc độ dòng: 1 mL/phút.  

- Thể tích tiêm mẫu: 10 μL.  

- Nhiệt độ cột: 25 oC. 

Khảo sát điều kiện chiết kiệt các hoạt chất từ dược liệu, chọn ra điều kiện chiết 

kiệt là số lần chiết mà tại đó không còn thấy vết của cả 4 hoạt chất. Khảo sát sơ bộ 

hàm lượng hoạt chất trong 1 g dược liệu để tiến hành chuẩn bị các dung dịch chuẩn 

hỗn hợp có nồng độ thích hợp.  

Mẫu thử dược liệu: Cân chính xác khoảng 1,0 g bột dược liệu đã được rây qua 

rây 355 µm cho vào bình nón có nút mài 250 mL, thêm 20 mL methanol, đậy kín 
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bình nón lại, siêu âm 30 phút, lắc đều trong 30 phút, gạn dịch qua giấy lọc. Phần cắn 

còn lại tiếp tục chiết 2 lần, mỗi lần với 20 mL methanol. Tập trung dịch lọc vào bình 

định mức 100 mL, bổ sung methanol đến vạch, lắc đều, lọc qua màng lọc 0,45 μm.  

Mẫu chuẩn đối chiếu: Dung dịch chuẩn chứa phyllanthin (PLT), 

hypopyllanthin (HPL), niranthin (NRT) và nirtetralin (NTT) trong methanol có nồng 

độ chính xác khoảng lần lượt là 22,5 µg/mL, 10 µg/mL, 15 µg/mL và 17,5 µg/mL, 

lọc qua màng lọc 0,45 μm.  

Quy trình định lượng được thẩm định theo hướng dẫn của ICH [28] bao gồm: 

tính phù hợp hệ thống, tính đặc hiệu, giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng 

(LOQ), khoảng tuyến tính, độ chính xác (độ lặp lại, độ chính xác trung gian) và độ 

đúng. 

Tính phù hợp hệ thống: Tiến hành sắc ký dung dịch mẫu chuẩn 6 lần. Xác 

định các thông số về thời gian lưu (Rt), diện tích pic (S), độ phân giải (RS), hệ số đối 

xứng (As) và số đĩa lý thuyết.  

Yêu cầu: Quy trình đạt tính phù hợp hệ thống khi mẫu chuẩn có: Các giá trị 

thời gian lưu (Rt), diện tích pic (S) có RSD ≤ 2 %; Hệ số đối xứng (As) của pic trong 

khoảng 0,8-1,5; Độ phân giải RS ≥ 1,5. 

Tính đặc hiệu: Tiến hành sắc ký mẫu chuẩn, mẫu thử, mẫu thử thêm chuẩn, 

mẫu trắng (methanol HPLC) theo điều kiện sắc ký đã chọn.  

Yêu cầu: Thời gian lưu của pic chính cần định lượng trong mẫu thử phải tương 

ứng với thời gian lưu của các pic trong mẫu chuẩn, đồng thời mẫu trắng không có pic 

nào tại thời gian lưu trên. 

Tính tuyến tính: Từ dung dịch chuẩn gốc tiến hành pha thêm 5 dung dịch 

chuẩn có nồng độ khoảng từ 60 % đến 140 %. Tiến hành sắc ký các dung dịch chuẩn.  

Xây dựng phương trình hồi quy ŷ = ax + b, vẽ đồ thị biểu diễn mối tương quan 

giữa nồng độ với diện tích pic và xác định hệ số tương quan r. Sử dụng test F để kiểm 

tra tính tương thích của phương trình hồi quy, test t để kiểm tra ý nghĩa của hệ số a 

và b.  

Yêu cầu: r ≥ 0,999. 
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Độ lặp lại: Tiến hành định lượng 6 mẫu thử. Xác định độ lệch chuẩn tương 

đối RSD %.  

Yêu cầu: RSD % ≤ 5 %. 

Độ chính xác trung gian: Tiến hành định lượng 6 mẫu thử cùng điều kiện ở 

một phòng thí nghiệm nhưng khác ngày. Xác định độ lệch chuẩn tương đối RSD %.  

Yêu cầu: RSD % ≤ 5 % ở mỗi ngày và độ sai khác kết quả định lượng giữa 2 

hai ngày ≤ 5 %. 

Độ đúng: Tiến hành xác định độ đúng bằng phương pháp mẫu thử thêm chuẩn. 

Chuẩn bị 9 mẫu thử thêm chuẩn ở 3 mức nồng độ 80 %, 100 % và 120 % so với mức 

nồng độ định lượng. Tính tỉ lệ phục hồi trung bình lượng chất chuẩn thêm vào.  

Yêu cầu: Tỷ lệ phục hồi trung bình (%) của các mức nồng độ nằm trong khoảng 

95 % - 105 % và RSD % ≤ 5 %. 

2.2.3.2. Điều chế cao chuẩn hóa Diệp hạ châu đắng  

 Khảo sát điều kiện thích hợp cho quá trình chiết cao Diệp hạ châu đắng. 

Chuẩn bị mẫu: Cân một lượng khoảng 10 g bột dược liệu (rây qua cỡ rây 355 

m) cho vào bình nón, tiến hành chiết 2 lần dược liệu bằng phương pháp ngâm theo 

từng điều kiện khảo sát. Dịch chiết được để lắng và lọc qua bông gòn, sau đó được 

cô thành cắn trên bếp cách thủy. Cắn được sấy khô ở 85 oC đến khi độ ẩm nhỏ hơn 

5 %, thu được các cao dược liệu tương ứng. Xác định khối lượng cắn. Hòa tan cắn 

bằng ethanol 96 % trong bình định mức, lọc qua màng lọc 0,45 m.  

Tiến hành sắc ký SKLM và HPLC. Đánh giá kết quả khảo sát trên khối lượng 

cắn thu được, các vết chính trên sắc ký đồ của SKLM và diện tích pic chính trên sắc 

ký đồ HPLC. 

Mô hình thực nghiệm được tiến hành khảo sát lần lượt ở các điều kiện như 

sau:  

- Khảo sát dung môi: ethanol 30 %, ethanol 50 %, ethanol 70 %, ethanol 96 % 

với tỉ lệ dược liệu : dung môi (tỉ lệ DL : DM) = (1 : 15).  

- Khảo sát thời gian ngâm: 1 ngày, 2 ngày, 3 ngày, 7 ngày.  

- Khảo sát tỉ lệ dược liệu : dung môi: (1 : 20), (1 : 15), (1 : 10), (1 : 5), (1: 4).  

- Khảo sát số lần chiết: 1 lần, 2 lần, 3 lần, 4 lần. 
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  Chọn điều kiện thích hợp cho quá trình chiết cao Diệp hạ châu đắng để tiến 

hành chiết cao thực nghiệm.  

 Khảo sát điều kiện chiết trên quy mô phòng thí nghiệm và quy mô pilot. So 

sánh tổng hàm lượng phyllanthin và hypophyllanthin (quy về hàm lượng trong dược 

liệu) giữa các dung môi chiết, giữa quy trình chiết xuất cao quy mô phòng thí nghiệm 

và quy mô pilot. 

2.2.3.3. Xây dựng tiêu chuẩn chất lượng cao khô Diệp hạ châu đắng 

 Xây dựng dự thảo tiêu chuẩn chất lượng cao khô Diệp hạ châu đắng bao gồm 

các chỉ tiêu sau:  

Tính chất: Quan sát bằng cảm quan. 

Định tính: Tiến hành bằng phương pháp sắc ký lớp mỏng và phương pháp sắc 

ký lỏng. 

Mất khối lượng do làm khô: Tiến hành theo DĐVN V, phụ lục 9.6. 

Tro toàn phần: Tiến hành theo DĐVN V, phụ lục 9.8. 

Giới hạn kim loại nặng: Tiến hành theo DĐVN V, phụ lục 9.4.8. 

Định lượng: Tiến hành bằng phương pháp sắc ký lỏng 

Giới hạn nhiễm khuẩn: Tiến hành theo DĐVN V, phụ lục 13.6. 

2.2.3.4. Ứng dụng điều chế cao giàu lignan Diệp hạ châu đắng dùng làm cao đối 

chiếu 

Theo chuyên luận dược liệu Diệp hạ châu đắng của USP [98] có dùng cao 

chuẩn USP (USP Powdered Phyllanthus amarus Extract RS) để đánh giá chỉ tiêu định 

tính và định lượng. Tiến hành khảo sát điều chế cao giàu lignan có chất lượng tương 

đương với cao chuẩn USP để dùng làm cao đối chiếu theo Sơ đồ 2.3. 

Chọn dung môi chiết cho hàm lượng các lignan cao nhất và ít tạp nhất và tinh 

chế phân đoạn này bằng sắc ký cột chân không để loại tạp, thu được phân đoạn giàu 

lignan. 
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Sơ đồ 2.3. Sơ đồ điều chế cao giàu lignan Phyllanthus amarus 

Mẫu chuẩn: Cân chính xác khoảng 5,0 mg phyllanthin chuẩn và 2,0 mg 

hypophyllanthin chuẩn vào bình định mức 10 mL, thêm khoảng 5 mL methanol, siêu 

âm khoảng 10 phút, để nguội đến nhiệt độ phòng, bổ sung methanol đến vạch, lắc 

đều (dung dịch có nồng độ phyllanthin 500 g/mL và hypophyllanthin 200 g/mL), 

lọc qua màng lọc 0,45 m. 

Mẫu cao chuẩn USP: Cân chính xác khoảng 100,0 mg cao chuẩn USP vào 

bình định mức 20 mL, thêm khoảng 10 mL methanol, siêu âm 30 phút, lắc đều 30 

phút, để nguội, bổ sung methanol đến vạch (dung dịch có nồng độ 5 mg/mL), lọc qua 

màng lọc 0,45 m. 

Mẫu thử: Cân chính xác khoảng 2,0 g cao ethanol 96 % vào bình nón 250 mL, 

thêm khoảng 50 mL dung môi, siêu âm 30 phút, lắc đều trong 30 phút, để lắng, gạn 

và lọc qua giấy. Phần cắn còn lại được tiếp tục chiết tương tự 2 lần, mỗi lần với 30 

mL methanol. Tập trung dịch lọc vào cốc 100 mL. Cô cách thủy đến cắn, hòa tan cắn 

trong methanol, chuyển vào bình định mức 20 mL, bổ sung dung môi đến vạch, lắc 

đều, lọc qua màng lọc 0,45 μm.  

Tiến hành SKLM và HPLC theo USP [98].  

Tinh chế qua VLC 

Pha động: n-hexan - DCM 

HPLC so sánh hàm lượng với cao chuẩn USP 

Thêm tá dược độn 

Dịch chiết 

Phân đoạn giàu lignan 

Cao dược liệu  

Phân đoạn giàu lignan 

qua tinh chế 

Cao đối chiếu 

Cô quay thu hồi dung môi 

Khảo sát dung môi chiết: n-hexan, DCM, EA 

Chiết với dung môi thích hợp, lọc (x3 lần) 
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So sánh hàm lượng hoạt chất trong phân đoạn giàu lignan đã tinh chế và cao 

chuẩn USP, thêm chất độn để được hàm lượng phù hợp. 

Xây dựng tiêu chuẩn chất lượng cao giàu lignan điều chế dùng làm cao đối 

chiếu. 

2.2.3.5. Ứng dụng định lượng các lignan trong Diệp hạ châu đắng  

Định lượng các lignan trong các mẫu dược liệu: Thực hiện trên dược liệu 

được thu hái ở 3 tỉnh Trà Vinh, Cần Thơ và Cà Mau. 

Định lượng các lignan trong các mẫu cao khô dược liệu:  

Dung dịch chuẩn: Tiến hành pha dung dịch chuẩn theo mục 2.2.3.1. 

Dung dịch thử:  

- Cân chính xác khoảng 1,0 g cao khô dược liệu chiết với nước, ethanol 30 %, 

ethanol 40 %, ethanol 50 %, ethanol 60 % và ethanol 70 % được sản xuất ở quy mô 

pilot tại Công ty cổ phần BV Pharma cho vào bình định mức 100 mL, thêm khoảng 

20 mL methanol và siêu âm 30 phút, bổ sung methanol đến vạch, lắc đều. Lọc qua 

màng lọc 0,45 μm. 

- Cân chính xác khoảng 100 mg cao giàu lignan điều chế cho vào bình định 

mức 100 mL, thêm khoảng 20 mL methanol và siêu âm 30 phút, bổ sung methanol 

đến vạch, lắc đều. Lọc qua màng lọc 0,45 μm. 

2.2.4. ĐÁNH GIÁ MỘT SỐ THÔNG SỐ DƯỢC ĐỘNG HỌC CỦA CAO 

CHUẨN HÓA ĐIỀU CHẾ TỪ DIỆP HẠ CHÂU ĐẮNG  

2.2.4.1. Xây dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng thời phyllanthin, 

hypophyllanthin và niranthin trong huyết tương thỏ 

Chuẩn bị mẫu 

Để khảo sát các điều kiện sắc ký và điều kiện khối phổ, hỗn hợp chuẩn 

phyllanthin (PLT), hypophyllanthin (HPL), niranthin (NRT) và chuẩn nội (IS) được 

pha trong methanol với nồng độ mỗi chất là 1 µg/mL. Mẫu giả lập được chuẩn bị 

bằng cách thêm hỗn hợp chuẩn vào huyết tương trắng với tỷ lệ 1 : 20 về thể tích. 
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Khảo sát điều kiện khối phổ 

Dựa vào các tài liệu tham khảo [25], [63], điều kiện khối phổ được khảo sát 

trên hệ thống máy LC-MS/MS Shimadzu 8040, sử dụng kỹ thuật ghi phổ full scan để 

xác định ion phân tử các chất và kỹ thuật product ion để tìm mảnh ion định lượng.  

Quy trình phân tích được thực hiện trên hệ thống LC-MS/MS với các điều kiện 

khối phổ ban đầu như sau: 

- Tốc độ dòng khí nitơ khô: 15 lít/phút. 

- Tốc độ dòng khí phun: 3 lít/phút. 

- Điện thế mao quản: 4500 V. 

- Nhiệt độ hóa hơi dung môi: 250 oC. 

- Nhiệt độ buồng ion hóa: 400 oC. 

Các điều kiện khảo sát bao gồm: Chế độ ESI để khảo sát mảnh ion phân tử của 

các chất, chế độ MRM để khảo sát mảnh ion định lượng của các chất, thế phân mảnh 

và năng lượng va chạm được khảo sát và tối ưu hóa bằng công cụ tối ưu hóa tự động 

Optimize Voltage của phần mềm Lab Solutions 5.0 sao cho thu được tín hiệu các 

mảnh ion có tỷ số khối lượng/điện tích (m/z) cao nhất. 

Khảo sát chuẩn nội  

Một số yêu cầu trong chọn lựa chất chuẩn nội:  

- Có tính chất lý, hóa giống với chất phân tích. 

- Có cấu trúc tương tự với chất cần xác định, có cường độ tín hiệu cao, pic 

chuẩn nội nằm trong khoảng thời gian lưu không quá xa so với thời gian lưu của chất 

cần xác định. 

- Không phản ứng với bất kỳ thành phần nào của mẫu thử.  

- Phải có độ tinh khiết cao và dễ kiếm. 

Qua tham khảo các tài liệu [25], [75] và căn cứ vào các tiêu chuẩn lựa chọn 

chuẩn nội với điều kiện khối phổ đã xác định, tiến hành khảo sát các chuẩn nội dự 

kiến đề xuất là diazepam và carbamazepin. 

Khảo sát điều kiện sắc ký  
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Dựa vào đặc tính, cấu trúc hóa học của các chất phân tích và tham khảo tài 

liệu được công bố [25], [59], [63], [75]. Qua tham khảo các tài liệu quy trình phân 

tích định lượng được thực hiện trên máy LC-MS/MS Shimadzu 8040 với các điều 

kiện sắc ký ban đầu như sau: 

- Cột sắc ký: Pha tĩnh C18 với kích thước khác nhau. 

- Nhiệt độ cột: 40 oC. 

- Tốc độ dòng: 0,3 mL/phút. 

- Thể tích tiêm: 5 µL. 

- Pha hỗn hợp dung dịch chuẩn chứa các chất phân tích ở nồng độ 50 ng/mL. 

- Nồng độ dung dịch nội chuẩn: 1000 ng/mL. 

Các điều kiện sắc ký sau đây được lựa chọn để khảo sát gồm:  

Khảo sát cột sắc ký 

 Tiến hành khảo sát các cột với điều kiện pha động: Methanol – dung dịch đệm 

amoni acetat 10 mM (63 : 37) với các cột sắc ký như sau: (a) Gemini C18 (100 × 3 

mm; 5 µm); (b) Gemini C18 (100 × 2 mm; 3 µm);  (c) Gemini C18 (50 × 3 mm; 5 

µm). 

 Khảo sát pha động 

 Từ các tài liệu tham khảo [25], [63], [75], tiến hành khảo sát các hệ pha động 

gồm: Methanol/ Acetonitril – dung dịch đệm amoni acetat hoặc amoni format với các 

nồng độ, pH khác nhau. Thay đổi tỉ lệ pha động thích hợp.  

Khảo sát nồng độ dung dịch đệm 

 Tiến hành khảo sát nồng độ dung dịch đệm amoni format trong khoảng từ  

2-10 mM. 

Khảo sát pH dung dịch đệm 

Tiến hành khảo sát các dung địch đệm amoni format 5 mM với các pH khác 

nhau từ 3-7 và so sánh với dung dịch đệm khi không chỉnh pH. 

Khảo sát tỉ lệ pha động 

Khảo sát pha động: Methanol – dung dịch đệm amoni format 5 mM với các tỉ 

lệ (a) (65 : 35); (b) (63 : 37) và (c) (60 : 40). 

 Khảo sát nhiệt độ cột 
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 Dựa vào tài liệu tham khảo [25], [63], [75], tiến hành khảo sát nhiệt độ cột 

trong khoảng từ 30-45 oC. 

Khảo sát tốc độ dòng 

Tiến hành khảo sát tốc độ dòng từ 0,2-0,5 mL/phút.  

Khảo sát thể tích tiêm 

Tiến hành khảo sát gồm 2 µL và 5 µL.  

Qua đó, chọn điều kiện sắc ký thích hợp sao cho các pic hoạt chất và pic chất 

chuẩn nội cân đối, thời gian phân tích ngắn và tín hiệu cao. 

Khảo sát phương pháp xử lý mẫu 

Dựa theo các công trình đã công bố [25], [58], [63], [75], độ phân cực của chất 

phân tích và khả năng chuyển đổi của các chất, phương pháp xử lý mẫu bằng cách 

tủa protein và chiết lỏng - lỏng đã được lựa chọn. Chọn phương pháp xử lý mẫu sao 

cho hiệu suất chiết cao, sự ảnh hưởng của nền mẫu là tối thiểu. 

Khảo sát phương pháp tủa protein 

Các dung môi tủa protein được khảo sát là acetonitril và methanol với tỉ lệ  

1 thể tích huyết tương thỏ : 3 thể tích dung môi tủa. 

Chuẩn bị mẫu: Lấy chính xác 200 µL huyết tương thỏ có chứa các chất phân 

tích cho vào ống nghiệm, thêm 10 µL dung dịch chuẩn nội có nồng độ 1000 ng/mL, 

thêm tiếp 700 µL dung môi tủa protein, lắc xoáy 2500 vòng/phút trong 1 phút, ly tâm 

17.000 vòng/phút trong 10 phút ở -5 oC, lấy dịch ly tâm, lọc qua màng lọc milipore 

0,22 µm, tiến hành sắc ký theo điều kiện đã chọn.  

Khảo sát phương pháp chiết lỏng - lỏng 

Các dung môi chiết được khảo sát gồm: tert-butyl methyl ether, ethyl acetat, 

n-hexan. Khảo sát thể tích dung môi chiết và số lần chiết. 

Chuẩn bị mẫu:  

Lấy chính xác 200 µL huyết tương thỏ có chứa các chất phân tích cho vào ống 

nghiệm, thêm 10 µL dung dịch chuẩn nội nồng độ 1000 ng/mL, lắc 10 giây. Thêm 

dung môi hữu cơ dùng để chiết, lắc xoáy 2000 vòng/phút trong 1 phút, lắc 300 

vòng/phút trong 5 phút, ly tâm 4000 vòng/phút trong 5 phút ở nhiệt độ phòng, lấy 

dịch ly tâm, cô bay hơi đuổi dung môi đến cắn ở nhiệt độ phòng, lấy dịch trong, gộp 
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dịch chiết và bốc hơi dung môi tới cắn bằng khí nitơ ở 40 oC. Hòa tan cắn trong 200 

µL methanol, lắc xoáy 1 phút, siêu âm 5 phút, ly tâm 4000 vòng/phút trong 5 phút ở 

nhiệt độ 0 °C, lọc qua màng lọc 0,22 µm, tiến hành sắc ký theo điều kiện đã chọn. 

Xác định khoảng nồng độ định lượng 

Sau khi đã thiết lập được điều kiện sắc ký, điều kiện khối phổ và phương pháp 

xử lý mẫu, cần phải tính toán xây dựng khoảng nồng độ tuyến tính của từng hoạt chất 

trong quy trình và các mức nồng độ của các mẫu kiểm chứng (LLOQ, LQC, MQC, 

HQC) phù hợp với đường chuẩn và theo những hướng dẫn của quy trình định lượng 

thuốc trong dịch sinh học [23], [97]. Dựa vào các tài liệu tham khảo [63], [75] xác 

định khoảng nồng độ định lượng các hoạt chất.  

Thẩm định quy trình phân tích 

Quy trình định lượng PLT, HPL và NRT trong huyết tương thỏ bằng kỹ thuật 

LC-MS/MS được thẩm định dựa theo những quy định và yêu cầu trong hướng dẫn 

của US-FDA, EMA và DĐVN V về các chỉ tiêu tính đặc hiệu; đường chuẩn và 

khoảng tuyến tính; giới hạn định lượng dưới; độ đúng và độ chính xác; hiệu suất 

chiết; ảnh hưởng của nền mẫu, lượng mẫu tồn dư và độ pha loãng; độ ổn định của 

hoạt chất [2], [23], [97]. 

Tính phù hợp của hệ thống 

Tiêm lặp lại 6 lần mẫu huyết tương đã xử lý có chứa hỗn hợp các chất cần 

phân tích và chuẩn nội ở mức nồng độ trung bình (MQC) . 

Yêu cầu: Các thông số sắc ký khảo sát (tỷ số thời gian lưu, tỷ số diện tích pic) 

có hệ số phân tán (CV) không được quá 5 %. 

Tính đặc hiệu 

Tiêm 6 mẫu huyết tương trắng và 6 mẫu giả lập có thêm chuẩn nội ở mức nồng 

độ giới hạn định lượng dưới của phạm vi định lượng (LLOQ). Xác định thời gian lưu, 

tín hiệu đáp ứng pic. 

Yêu cầu: Mẫu huyết tương trắng cho tín hiệu phân tích nằm trong giới hạn cho 

phép (≤ 20 % diện tích pic đối với các chất phân tích và ≤ 5 % đối với chuẩn nội). 
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Tỷ lệ thu hồi (Hiệu suất chiết) 

Xác định tỷ lệ thu hồi (Hiệu suất chiết) bằng cách so sánh đáp ứng của chất phân 

tích được chiết từ mẫu giả lập thêm chuẩn nội ở 3 mức nồng độ (LQC, MQC và HQC) 

với đáp ứng của mẫu trắng sau khi xử lý được thêm dung dịch chuẩn để có cùng nồng 

độ tương ứng được pha trong dung môi. Chuẩn bị 6 mẫu ở mỗi mức nồng độ. Tiến hành 

sắc ký các mẫu  này. 

Tính tuyến tính và đường chuẩn  

Chuẩn bị các hỗn hợp chuẩn với nồng độ trong phạm vi định lượng. Thêm các 

hỗn hợp chuẩn này vào trong huyết tương trắng (với tỷ lệ 1 : 20 theo thể tích so với 

nền mẫu), thêm tiếp chuẩn nội và tiến hành xử lý mẫu để thu được giai mẫu chuẩn có 

nồng độ trong phạm vi định lượng.  

Xác định sự tương quan giữa nồng độ và tỷ số diện tích pic của chất phân tích 

và diện tích của pic chuẩn nội của từng chất phân tích theo một hàm tuyến tính nhất 

định, phù hợp với qui trình phân tích được đề ra. 

Vẽ đường biểu diễn sự tương quan giữa giá trị nồng độ và tỷ số diện tích pic 

theo hàm giá trị đã xây dựng được. Sử dụng mô hình hồi qui tuyến tính y = ax + b, với 

trọng số 1/x2. 

Yêu cầu:  

- R2 ≥ 0,98. 

- Không ít hơn 75 % các điểm đường chuẩn và tối thiểu 06 mẫu đường chuẩn 

phải có nồng độ tìm lại nằm trong khoảng 85 % - 115 % so với nồng độ lý thuyết (trừ 

điểm LLOQ nằm trong khoảng 80 % - 120 % so với nồng độ lý thuyết). 

Độ đúng và độ chính xác (trong ngày và giữa các ngày) 

Độ đúng và độ chính xác được xác định cùng lúc trên các mẫu huyết tương có 

chứa chất cần phân tích tại 4 mức nồng độ: LLOQ, LQC, MQC, HQC. Mỗi mức nồng 

độ chuẩn bị 6 mẫu. Tiến hành xử lý mẫu và sắc ký trong 1 ngày. 

Đánh giá độ chính xác và độ đúng giữa các ngày bằng cách tiếp tục thực hiện 

thêm tối thiểu 2 ngày. 

Yêu cầu: 
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- Độ đúng: 80 % - 120 % so với nồng độ lý thuyết ở nồng độ LLOQ và 85 % 

- 115 % so với nồng độ lý thuyết ở nồng độ LQC, MQC, HQC. 

- Độ chính xác: CV ≤ 20 % ở nồng độ LLOQ và ≤ 15 % ở nồng độ LQC, MQC, 

HQC. 

Giới hạn định lượng dưới 

Tiến hành xác định nồng độ thấp nhất sao cho thỏa mãn điều kiện tín hiệu đáp 

ứng của chất phân tích so với tín hiệu đáp ứng của mẫu huyết tương trắng ít nhất bằng 

5 lần và cho độ chính xác trong khoảng ± 20 % và độ đúng 80 % - 120 %. 

Độ ổn định của mẫu thử 

Độ ổn định của dung dịch chuẩn gốc 

Pha 3 lô mẫu, mỗi lô chứa các chất phân tích trong dung môi ở nồng độ MQC, 

mỗi lô 6 mẫu. Phân tích ngay 1 lô theo phương pháp đã xây dựng. 

- Độ ổn định ngắn hạn: Lô thứ 2 để ở nhiệt độ phòng trong 6 giờ rồi phân tích. 

- Độ ổn định dài hạn: Lô thứ 3 bảo quản ở nhiệt độ -20 oC và phân tích sau 30 

ngày. 

Độ ổn định trong huyết tương 

Pha 4 lô mẫu, mỗi lô chứa các chất phân tích trong huyết tương ở nồng độ 

LQC, HQC, mỗi nồng độ 6 mẫu. Phân tích ngay 1 lô theo phương pháp đã xây dựng. 

- Độ ổn định ngắn hạn: Lô thứ 2 để ở nhiệt độ phòng trong ít nhất 6 giờ rồi 

phân tích. 

- Độ ổn định của mẫu sau 3 chu kỳ đông - rã đông: Lô thứ 3 bảo quản ở -70 oC 

ít nhất 12 giờ, lấy ra để ở nhiệt độ phòng cho đến khi rã đông, lặp lại chu trình thêm 

2 lần. Phân tích mẫu sau 3 chu trình đông - rã đông. 

- Độ ổn định dài hạn: Lô thứ 4 bảo quản ở nhiệt độ -70 oC và phân tích sau 30 

ngày.  

- Độ ổn định sau khi xử lý mẫu (trong buồng tiêm mẫu): Tiêm lại lô mẫu ở 

nồng độ LQC, HQC, mỗi nồng độ 6 mẫu, sau ít nhất 24 giờ xử lý và bảo quản trong 

buồng tiêm mẫu ở 4 oC. 

Yêu cầu: Mẫu được xem là ổn định nếu như giá trị tìm lại của từng hoạt chất 

nằm trong khoảng 85 % - 115 % của nồng độ lý thuyết ở từng mức nồng độ. 
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 Độ ổn định của dung dịch chuẩn nội 

Pha 3 lô mẫu, mỗi lô chứa IS trong dung môi ở nồng độ 100 ng/mL, mỗi lô 6 

mẫu. Phân tích ngay 1 lô theo phương pháp đã xây dựng. 

- Độ ổn định ngắn hạn: Lô thứ 2 để ở nhiệt độ phòng trong 6 giờ rồi phân tích. 

- Độ ổn định dài hạn: Lô thứ 3 bảo quản ở nhiệt độ -20 oC và phân tích sau 30 

ngày. 

Pha loãng dung dịch chuẩn gốc sau các điều kiện bảo quản trong dung môi hòa 

mẫu để được nồng độ thích hợp và tiến hành phân tích cùng với dung dịch chuẩn mới 

pha có nồng độ tương ứng. 

- Độ ổn định sau khi xử lý mẫu trong huyết tương (trong buồng tiêm mẫu): 

Tiêm lại lô mẫu ở nồng độ LQC, HQC, mỗi nồng độ 6 mẫu, sau ít nhất 24 giờ xử lý 

và bảo quản trong buồng tiêm mẫu ở 5 oC. 

Yêu cầu: Mẫu được xem là ổn định nếu như giá trị tìm lại của từng chất phân 

tích và chuẩn nội nằm trong khoảng 90 % - 110 % (dung dịch gốc là ± 10 %, huyết 

tương mới là ± 15 %) của nồng độ ban đầu ở từng mức nồng độ. 

Ảnh hưởng của nền mẫu (Matrix effects) 

Chuẩn bị 6 lô huyết tương khác nhau, mỗi lô 3 mẫu, tiến hành phân tích mẫu 

theo qui trình xử lý mẫu, mẫu sau khi xử lý được thêm chất phân tích ở 2 nồng độ 

LQC, HQC và chuẩn nội vào 2 mẫu mỗi lô. Tiến hành phân tích mẫu song song với 

mẫu LQC và HQC có chuẩn nội trong pha động để xác định ảnh hưởng của nền mẫu. 

MFAS = Area MAS / Area MPAS 

MFIS = Area MIS / Area MPIS 

IS-normalized MF = MFAS / MFIS 

Trong đó:  

Area MAS (IS): diện tích pic của chất phân tích (chuẩn nội) trong huyết tương  

Area MPAS (IS): diện tích pic của chất phân tích (chuẩn nội) trong pha động 

Yêu cầu: CV của IS-normalized MF ≤ 15 %. 

Ảnh hưởng lượng mẫu tồn dư (Carry over) 

Tiến hành tiêm mẫu có nồng độ cao nhất trong huyết tương (ULOQ) vào hệ 

thống sắc ký, sau khi phân tích xong, tiêm ngay mẫu trắng (Blank) vào hệ thống. 
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Thực hiện qui trình trên 6 lần. Tiêm 6 lần mẫu có nồng độ LLOQ trong huyết tương 

để đánh giá kết quả.  

Yêu cầu: Ảnh hưởng lượng mẫu tồn dư trong mẫu trắng theo nồng độ không 

được lớn hơn 20 % so với giới hạn dưới của định lượng (LLOQ) đối với các chất 

phân tích và 5 % đối với chất chuẩn nội. 

Ảnh hưởng của sự pha loãng 

Chuẩn bị 6 mẫu huyết tương giả lập có nồng độ 50 ng/mL cho các chất phân 

tích. Pha loãng mẫu này 2 lần bằng huyết tương trắng rồi tiến hành xử lý mẫu và phân 

tích. 

Yêu cầu: Mẫu được xem là không bị ảnh hưởng bởi sự pha loãng nếu như nồng 

độ tìm lại của từng chất phân tích nằm trong khoảng 85 % - 115 % của nồng độ lý 

thuyết. 

2.2.4.2. Đánh giá một số thông số dược động học của cao chuẩn hóa điều chế từ 

Diệp hạ châu đắng 

Thiết kế nghiên cứu theo mô hình ngẫu nhiên, đơn liều, một thuốc trong tình 

trạng đói. Cỡ mẫu nghiên cứu: thực hiện trên 12 con thỏ. 

Tiêu chuẩn lựa chọn thỏ thí nghiệm  

- Nguồn gốc rõ ràng, đáng tin cậy, trưởng thành, đực hoặc cái (nhưng không 

được mang thai), cân nặng 2 ± 0,5 kg. 

- Khỏe mạnh, không dị tật, không chấn thương.  

- Không tiêu chảy, tiết dịch mắt mũi, không sụt cân, ăn uống bình thường.  

- Năng động, lông mượt, mắt sáng, không có biểu hiện bất thường về tâm 

tính.  

- Không mang mầm bệnh tiềm ẩn, không mắc bệnh mạn tính, đặc biệt không 

mang tác nhân gây bệnh cho người.  

- Chọn thỏ đủ điều kiện trên được theo dõi trong 3 ngày trước khi thử nghiệm 

về sức khỏe, trọng lượng và thân nhiệt.  

 Được chăn nuôi trong điều kiện thích hợp: Chuồng trại thoáng mát, yên tĩnh, 

đảm bảo vệ sinh, nhiệt độ, độ ẩm, ánh sáng thích hợp. Dinh dưỡng đầy đủ, cân bằng 
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hợp vệ sinh. Việc chăm sóc thỏ thí nghiệm được thực hiện đúng quy trình và được 

kiểm soát chặt chẽ.  

Theo dõi thỏ: thỏ mới nhập ghi số lên tai thỏ, cho vào lồng nuôi. Ghi phiếu 

theo dõi.  

Khẩu phần ăn: Cho thỏ ăn buổi sáng: thực hiện vào khoảng 8 giờ - 8 giờ 30 

phút sau khi vệ sinh, cho thỏ ăn cám dạng viên, trung bình khoảng 50 g /thỏ /ngày. 

Nước đun sôi (1/2 chai) để vào vị trí quy định. Cho thỏ ăn buổi chiều: cho thỏ ăn cám 

dạng viên vào khoảng 15 giờ - 15 giờ 30 phút. Trong khi cho thỏ ăn quan sát tình 

trạng sức khỏe của thỏ, báo cáo cách ly thỏ bệnh ngay nếu có gì khác lạ. 

Đặt từng mỗi con thỏ vào lồng riêng biệt trước khi uống thuốc nghiên cứu 1 

giờ để ổn định.  

Cách cho uống thuốc 

Dựa vào tài liệu tham khảo [58], [63], [75], chọn liều thử nghiệm: 2 mg 

phyllanthin/kg cân nặng. 

Từ kết quả định lượng hàm lượng phyllanthin trong cao (18,3 µg PLT/ mg 

cao), tính toán liều dùng cho thỏ uống thuốc như sau: 3000 mg cao pha trong bình 

định mức 100 mL. Thêm 60 mL nước, siêu âm 30 phút, lắc 30 phút. Điền đầy đến 

vạch, lắc đều. Ly tâm trong 10 phút, lấy dịch trong ở trên cho thỏ uống. Liều uống 

thuốc là 3,64 mL/kg. 

Bảng 2.5. Liều uống thuốc cho từng thỏ 

Thỏ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Giới tính ♀ ♀ ♀ ♂ ♀ ♀ ♂ ♂ ♀ ♀ ♂ ♂ 

Cân nặng (kg) 2,0 2,1 2,1 2,2 2,2 2,1 2,3 2,0 2,0 2,5 2,3 2,4 

Uống (mL) 7,3 7,7 7,7 8,0 8,0 7,7 8,4 7,3 7,3 9,1 8,4 8,7 

Thỏ uống thuốc sau thời gian nhịn đói qua đêm ít nhất 10 giờ. Không uống 

nước trong khoảng 01 giờ trước và sau khi uống thuốc. Thỏ chỉ được ăn sau 4 giờ 

uống thuốc và tất cả thỏ được ăn cùng loại thức ăn. 

Thời điểm lấy mẫu 

Thiết kế thời điểm lấy mẫu máu, ly trích huyết tương và bảo quản. Khảo sát 

thời điểm lấy mẫu máu sau khi uống thuốc thử nghiệm trên các đối tượng tham gia 

nghiên cứu phù hợp theo yêu cầu: 2 mẫu truớc Cmax, 3-4 mẫu quanh Cmax, 6-8 mẫu ở 
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pha thải trừ, điểm cuối phải bằng ít nhất 4 lần thời gian bán thải. Trong vòng 20 phút 

sau khi lấy, các mẫu máu được ly tâm ở tốc độ 4500 vòng/phút trong 5 phút, tách lấy 

huyết tương, bảo quản ở dưới -20 oC cho đến khi phân tích.  

Thời điểm lấy mẫu gồm tổng cộng: 14 mẫu máu (tổng cộng 21 mL máu) được 

lấy từ tĩnh mạch tai thỏ vào các thời điểm: 0 (trong vòng 30 phút trước khi uống 

thuốc), 5, 10, 15, 20, 30, 45 phút; 1, 2, 3, 4, 5, 6 và 8 giờ sau khi uống thuốc. 

  

              Hình 2.1. Cho thỏ uống thuốc               Hình 2.2. Lấy máu tai thỏ 

Mỗi lần lấy khoảng 1,5 mL cho vào eppendorf 2 mL chứa sẵn 0,1 mL chất 

chống đông natri citrat. Mẫu máu thỏ sau đó được ly tâm 17.000 vòng/phút trong 10 

phút để thu được huyết tương và bảo quản ở nhiệt độ dưới –70 oC cho đến khi phân 

tích. 

Phân tích mẫu 

Phân tích các mẫu huyết tương thỏ theo phương pháp LC-MS/MS đã thẩm 

định đạt yêu cầu theo hướng dẫn US-FDA, EMA và DĐVN V.  

Xử lý và phân tích dữ liệu thực nghiệm 

Xác định các thông số dược động học Cmax, AUC0-t, AUC0-∞, Tmax, Ke, T1/2. và 

phân tích thống kê mô tả (giá trị trung bình cộng, giá trị trung bình nhân, độ lệch 

chuẩn, hệ số phân tán, giá trị nhỏ nhất, giá trị lớn nhất) được tính cho các thông số 

dược động học của thuốc nghiên cứu. Các giá trị độ lệch chuẩn, hệ số phân tán được 

tính bằng giá trị trung bình cộng. Đồ thị biểu diễn nồng độ thuốc trong huyết tương 

theo thời gian của từng cá thể được trình bày trên thang tuyến tính và thang logarit 

bằng phần mềm WinNonLin 7.2. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. CHIẾT XUẤT, PHÂN LẬP, TINH CHẾ VÀ XÁC ĐỊNH CẤU TRÚC, ĐỘ 

TINH KHIẾT CỦA CÁC CHẤT PHÂN LẬP ĐƯỢC 

3.1.1. Kiểm tra chất lượng dược liệu nghiên cứu 

Dược liệu nghiên cứu (Hình 3.1) được tiến hành kiểm tra chất lượng theo 

DĐVN IV, kết quả các chỉ tiêu được trình bày ở Bảng 3.1. 

 

Hình 3.1. Toàn cây, mặt lá trên, mặt lá dưới và quả của Diệp hạ châu đắng 

Bảng 3.1. Kết quả kiểm tra chất lượng dược liệu nghiên cứu 

Chỉ tiêu Mức chất lượng Kết quả 

Mô tả Theo DĐVN IV Đạt 

Vi phẫu Theo DĐVN IV Đạt 

Bột 

Bột màu xanh, vị rất đắng. Soi kính hiển vi 

thấy: mảnh biểu bì mang lỗ khí, bó sợi dài, 

mảnh mô mềm tế bào đa giác, thành mỏng, 

mảnh mạch vạch, mạch xoắn 

Đạt 

Định tính 

Phản ứng hóa học 

Sắc ký lớp mỏng 

Diệp hạ châu đắng 

(Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.) 
Đúng 

Độ ẩm Không quá 12,0 % Đạt (9,7 %) 

Tro toàn phần Không quá 20,0 % Đạt (7,2 %) 

Tỷ lệ vụn nát Không quá 8,0 % Đạt (3,2 %) 

Chất chiết được trong 

dược liệu 

Không ít hơn 7,0 % tính theo dược liệu khô 

kiệt 
Đạt (14,3 %) 
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Chiết tách DNA và giải trình tự có kết quả được thể hiện trong Bảng 3.2. 

Bảng 3.2. Kết quả search blast NCBI cặp mồi ITS1 – ITS4 

STT 
Kí 

hiệu 

Loài định 

danh 

Mã số lưu trữ trong 

ngân hàng dữ liệu 

gen 

% phủ 
Giá trị E-

value 

Mức độ 

tương 

đồng 

1 M1 
Phyllanthus 

amarus 
JQ230985.1 98 % 0,0 99 % 

2 M2 
Phyllanthus 

amarus 
JQ230985.1 98 % 0,0 99 % 

3 M3 
Phyllanthus 

amarus 
JQ230985.1 99 % 0,0 100 % 

Nhận xét: Kết quả DNA đã định danh các mẫu dược liệu Diệp hạ châu đắng 

nghiên cứu sử dụng trong đề tài đúng là Phyllanthus amarus.  

3.1.2. Chiết xuất cao toàn phần từ dược liệu Diệp hạ châu đắng 

3.1.2.1. Khảo sát dung môi chiết  

Sử dụng quy trình chiết xuất theo Sơ đồ 3.1 với 3 loại dung môi khác nhau 

(dicloromethan, ethyl acetat và ethanol 96 %) thu được 39 g cao dicloromethan (hiệu 

suất 3,9 %), 31 g cao ethyl acetat (hiệu suất 3,1 %) và 32 g cao ethanol 96 % (hiệu 

suất 3,2 %). Sau đó tiến hành sắc ký cột  so sánh khả năng tách của các phân đoạn. 

 

Sơ đồ 3.1. Quy trình chiết xuất cao toàn phần 

Kết quả khảo sát dung môi chiết được trình bày ở Bảng 3.3 và Hình 3.2.  

Cô quay thu hồi dung môi 

Ngâm với 2500 ml dung môi chiết       
trong 3 ngày 
Lọc qua gòn 
Chiết thêm 2 lần (ngâm 1 ngày) 

1 kg Bột dược liệu 

Dịch chiết Bã dược 

Cao toàn phần  
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Bảng 3.3. Kết quả khảo sát các dung môi chiết 

Dung môi Khối lượng cao 

(g) 

Hiệu suất chiết  

(%) 

Hình ảnh sắc ký đồ 

(phun H2SO4 10 %) 

Dicloromethan (1) 5,4 5,4 Khá rõ 

Cloroform (2) 6,0 6,0 Rõ 

Aceton (3) 4,1 4,1 Rõ 

Ethyl acetat (4) 3,8 3,8 Rõ 

Ethanol 96 % (5) 7,5 7,5 Rõ 

Ethanol 70 % (6) 4,0  4,0  Khá rõ 

 

Hình 3.2. Sắc ký đồ SKLM khảo sát dung môi chiết 

với hệ dung môi n-hexan – ethyl acetat (2 : 1), phun thuốc thử H2SO4 10 % 

Nhận xét: Dung môi dicloromethan, ethyl acetat và ethanol 96 % được lựa 

chọn làm dung môi chiết. 

3.1.2.2. Kiểm tra bằng sắc ký lớp mỏng để chọn dung môi 

Từ cao dicloromethan, cao ethyl acetat và cao ethanol 96 %, tiến hành sắc ký 

cột để tách ra các phân đoạn đơn giản. So sánh khả năng tách các phân đoạn của cột 

sắc ký ở 3 loại cao này bằng sắc ký lớp mỏng. Kết quả khảo sát thành phần các phân 

đoạn của cao dicloromethan, cao ethyl acetat, cao ethanol 96 % được trình bày ở Bảng 

3.4. 

Bảng 3.4. Kết quả sắc ký cột của 3 loại cao 

Loại cao Lượng mẫu (g) Số phân đoạn Kết quả sắc ký 

Dicloromethan  6 13 Các phân đoạn tách nhau rõ ràng  

Ethyl acetat  6 10 Các phân đoạn tách nhau rõ ràng  

Ethanol 96 %  6 7 Các phân đoạn tách không tốt, lẫn 

tạp màu vàng  

Nhận xét: Chọn dung môi dicloromethan (DCM) là dung môi chiết xuất cao 

toàn phần.  
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Quy trình chiết cao toàn phần DCM được tiến hành theo Sơ đồ 3.2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 3.2. Quy trình chiết cao toàn phần DCM 

3.1.3. Phân lập cao toàn phần bằng sắc ký cột  

Từ kết quả sắc ký cột cao DCM và kết quả SKLM, phân tách được 13 phân 

đoạn nhỏ (I  XIII), kết quả trình bày ở Sơ đồ 3.3, Bảng 3.5 và Hình 3.3. Chọn 5 

phân đoạn IV, VII, X, XII, XIII để tiếp tục nghiên cứu. 

Bảng 3.5. Kết quả phân lập sắc ký cột cao DCM 

Phân đoạn Tỉ lệ Lọ peni Khối lượng cắn 

(mg) 

I n-hexan 1  26 975 mg 

II n-hexan 27  58 520 mg 

III n-hexan – ethyl acetat (95 : 5) 59  100 2015 mg 

IV n-hexan – ethyl acetat (90 : 10) 101  111 150 mg 

V n-hexan – ethyl acetat (90 : 10) 112  135 210 mg 

VI n-hexan – ethyl acetat (90 : 10) 136  141 190 mg 

VII n-hexan – ethyl acetat (85 : 15) 142  163 1010 mg 

VIII n-hexan – ethyl acetat (85 : 15) 164  167 890 mg 

IX n-hexan – ethyl acetat (85 : 15) 168  198 200 mg 

X n-hexan – ethyl acetat (85 : 15) 199  226 1120 mg 

XI n-hexan – ethyl acetat (85 : 15) 227  239 180 mg 

XII n-hexan – ethyl acetat (80 : 20) 240  260 400 mg 

XIII n-hexan – ethyl acetat (80 : 20) 261  301 4010 mg  

10 lít dịch chiết diloromethan 



66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.3. Sắc ký đồ SKLM các phân đoạn của cao DCM với hệ dung môi n-hexan – 

ethyl acetat (2 : 1): (a) Soi UV 254 nm, (b) Phun thuốc thử H2SO4 10 %. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 3.3. Sơ đồ phân lập cao DCM bằng sắc ký cột   

3.1.4. Phân lập hợp chất từ cao phân đoạn 

3.1.4.1. Phân lập hợp chất từ cao phân đoạn IV bằng sắc ký cột  

Bảng 3.6. Kết quả chạy sắc ký cột phân đoạn IV 

Phân đoạn Tỉ lệ Lọ Khối lượng cắn 

IV–1 n-hexan 1  10 70 mg 

IV–2 n-hexan – ethyl acetat (98 : 2) 11  20 10 mg 

IV–3 n-hexan – ethyl acetat (96 : 4) 21  32 10 mg 

IV–4 n-hexan – ethyl acetat (94 : 6) 33  50 20 mg 

(a) 

(b) 
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Nhận xét: Kết quả phân đoạn IV–3 cho 1 vết trên bản mỏng silica gel 60 F254, 

tắt quang ở 254 nm, hiện màu nâu đen với thuốc thử dung dịch acid sulfuric 10 %, cô 

dung môi thu được 10 mg cắn PA1. PA1 được kiểm tra độ tinh khiết bằng SKLM và 

HPLC. 

3.1.4.2. Phân lập hợp chất từ cao phân đoạn VII bằng sắc ký điều chế 

Thăm dò điều kiện sắc ký điều chế trên HPLC cho phân đoạn VII (1010 mg) 

của sắc ký cột  cao DCM.  

                                                                             

                                                                                           Soi UV 254 nm    Phun H2SO4 10 % 

                           Hình 3.4. Sắc ký đồ HPLC phân đoạn VII           Hình 3.5. SKLM phân đoạn VII, PA2 và PA3 

Nhận xét: Dựa vào sắc ký đồ HPLC của phân đoạn VII, thời gian lưu của 2 

pic từ 30  35 phút. Do đó cần thăm dò lại điều kiện trên sắc ký điều chế với 2 loại 

cột pha thuận và pha đảo. 

Thăm dò điều kiện trên sắc ký điều chế 

Khảo sát tốc độ và tỉ lệ pha động trên 2 loại cột pha đảo và pha thuận theo 

Bảng 2.4 ở mục 2.2.1.4, kết quả được trình bày tóm tắt ở Bảng 3.7. 

Bảng 3.7. Khảo sát điều kiện SKĐC phân đoạn VII 

Điều 

kiện 

Cột Tốc độ dòng 

(mL/phút) 

Tỉ lệ pha động Thời gian 

(phút) 

Nhận xét 

VII-1   A–B (40:60) > 90 Các pic không tách nhau 

VII -2 1 10 A–B (50:50) 80 Tách không hoàn toàn 

VII -3   A–B (60:40) 70 Các pic không tách nhau 

VII -4   C–D (30:70) 60 Các pic không tách nhau 

VII -5 2 5 C–D (33:67) 22 Tách không hoàn toàn 

VII -6   C–D (36:64) 20 Các pic không tách nhau 

VII-7   C–D (20:80) 20 Các pic không tách nhau 

VII-8 2 10 C – D (30 :70) 18 Các pic không tách nhau 

VII-9   C – D (40 :60) 15 Các pic không tách nhau 
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Tiến hành sắc ký với chương trình dung môi VII-5, các cấu tử được hứng theo 

thời gian rửa giải của từng chất (pic 1 hứng từ phút 18,5  19,2 và pic 2 hứng từ phút 

19,7  20,5). Pic 1 và pic 2: cô thu hồi n-hexan và ethyl acetat đến cắn, hòa cắn trong 

methanol, để bay hơi tự nhiên hết methanol thu được 1 tủa hình kim 190 mg PA2 và 

cắn vô định hình 250 mg PA3. PA2 và PA3 đều cho 1 vết trên bản mỏng silica gel 60 

F254, tắt quang ở 254 nm, hiện màu xám và xanh lá cây với thuốc thử H2SO4 10 %. 

PA2 và PA3 được kiểm tra độ tinh khiết bằng SKLM và HPLC. 

3.1.4.3. Phân lập hợp chất từ cao phân đoạn XII bằng sắc ký điều chế 

Thăm dò điều kiện sắc ký điều chế: Phân đoạn XII (400 mg) được xử lý và 

thăm dò điều kiện như phân đoạn VII (mục 3.1.4.2). 

 

 

 

 

Hình 3.6. Sắc ký đồ phân đoạn XII  

bằng HPLC 

Hình 3.7. Sắc ký đồ HPLC phân đoạn XII 

bằng SKĐC (ĐK XII-6) 

Tiến hành sắc ký điều chế 

Khảo sát tốc độ và tỉ lệ pha động của điều kiện sắc ký điều chế ban đầu trên 

cột pha đảo theo Bảng 2.4 ở mục 2.2.1.4, kết quả được trình bày tóm tắt ở Bảng 3.8. 

Bảng 3.8. Khảo sát điều kiện SKĐC phân đoạn XII 

Chương trình 
Tốc độ dòng 

(mL/phút) 

Tỉ lệ  

pha động 

A-B 

Thời gian 

phân tích 

(phút) 

Nhận xét 

XII-1 

5 

40 : 60         >  90 Các pic tách nhau, bất đối 

rõ. Thời gian chạy cho một 

lần tiêm ≥ 90 phút 

XII-2 50 : 50 > 90 

XII-3 60 : 40 > 90 

XII-4 40 : 60 60 Các pic tách nhau 

XII-5 
10 

50 : 50 40 Các pic tách nhau 

XII-6 60 : 40 30 Các pic tách nhau 
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Soi UV 254 nm    Phun H2SO4 10 % 

Hình 3.8. SKLM phân đoạn XII, PA5 và PA6 

Tiến hành sắc ký với chương trình dung môi XII-6, các cấu tử được hứng theo 

thời gian rửa giải của từng chất (pic 1 hứng từ phút 22,5  24,5 và pic 2 hứng từ phút 

26,2  27,5). Pic 1 và pic 2: cô thu hồi một phần acetonitril và nước, sau đó để bay 

hơi tự nhiên thu được 2 loại tủa hình kim, lọc, rửa tủa bằng nước, thu được 60 mg 

tinh thể PA5 và 80 mg tinh thể PA6. PA5 và PA6 đều cho 1 vết trên bản silica gel 60 

F254, tắt quang ở 254 nm, hiện màu xám xanh và xanh với thuốc thử dung dịch acid 

sulfuric 10 %. PA5 và PA6 được kiểm tra độ tinh khiết bằng SKLM và HPLC. 

3.1.4.4. Phân lập hợp chất từ cao phân đoạn X và phân đoạn XIII bằng thay đổi 

dung môi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 3.4. Phân lập và tinh chế các chất PA4 và PA7 

SKCCĐ (600 g Si-gel) (n-hexan – EtOAc) 

Cao DCM (60 g) 

PĐ X (1,25 lít) PĐ XIII (2,05 lít) 

Tủa (1120 mg) Tủa (4010 mg) 

Tủa trắng ngà PA4 (576 mg) Tủa trắng ngà PA7 (2370 mg) 

Tủa trắng ngà PA4 (400 mg) Tủa trắng ngà PA7 (1650 mg) 

PA4 (400 mg) PA7 (1650 mg) 

Cô áp suất giảm đến cắn 

Rửa tủa bằng n-hexan lạnh 

Kết tinh trong EtOH tuyệt đối làm lạnh 24h ở 2 – 5 oC 

Xác định độ tinh khiết 
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Phân đoạn X và phân đoạn XIII khi cô quay cho kết tủa. Tiến hành tinh chế 

tủa theo Sơ đồ 3.4. thu được 2 loại tủa tinh thể màu trắng PA4 và PA7. Tinh thể PA4 

và PA7 cho 1 vết trên bản mỏng silica gel 60 F254, tắt quang ở 254 nm, hiện màu đỏ 

nâu và xanh với thuốc thử H2SO4 10 %. PA4 và PA7 được kiểm tra độ tinh khiết bằng 

SKLM và HPLC. Riêng PA7 được chấm đối chiếu với PA6 (mục 3.1.4.3) trên 3 hệ 

dung môi có độ phân cực khác nhau, kết quả cho các vết cùng màu sắc và giá trị Rf, 

vậy PA6 và PA7 là cùng một chất (PA6  PA7 sau này gọi chung là PA6).  

Kết luận: Từ 60 g cao DCM, qua sắc ký cột thu được 13 phân đoạn, tiến hành 

tinh chế 5 phân đoạn thu được 6 chất: PA1, PA2, PA3, PA4, PA5 và PA6. Kết quả 

được biểu diễn ở Sơ đồ 3.5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 3.5. Sơ đồ phân lập và tinh chế các phân đoạn của cao DCM 

3.1.5. Kiểm tra độ tinh khiết của chất phân lập được  

3.1.5.1. Phương pháp sắc ký lớp mỏng 

Tiến hành SKLM 6 chất phân lập được (PA1, PA2, PA3, PA4, PA5 và PA6) với 

các hệ dung môi khác nhau, phát hiện bằng UV 254 nm, thuốc thử dung dịch acid 

sulfuric 10 %. Kết quả được trình bày trong Bảng 3.9. và Phụ lục 1 trang PL-2. 

Bảng 3.9. Kết quả kiểm tra độ tinh khiết chất phân lập bằng SKLM 

 Hệ dung môi Rf của 

PA1 

Rf của 

PA2 

Rf của 

PA3 

Rf của 

PA4 

Rf của 

PA5 

Rf của 

PA6 

S1 EA - MeOH (95 : 5) - - - 0,76 - 0,79 

S2 EA (100) 0,87 0,86 0,85 - 0,81 - 

S3 Toluen - EA (2 : 1) 0,79 0,68 0,66 0,60 0,56 0,48 

S4 n-hexan – EA (2 : 8) 0,29 0,27 0,23 0,14 0,18 0,10 

Chưa khảo sát Chưa khảo sát 
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3.1.5.2. Phương pháp HPLC 

Tiến hành HPLC-PDA lần lượt 6 chất phân lập được (PA1, PA2, PA3, PA4, 

PA5 và PA6) theo điều kiện sắc ký được xác định như sau: Cột sắc ký: Phenomenex 

C6-Phenyl 11A (150 x 4,6 mm; 3 µm). Pha động: Acetonitril – nước (45 : 55). Nhiệt 

độ buồng cột sắc ký: 30 ºC. Dãy bước sóng phát hiện: 190-400 nm. Thể tích tiêm:  

10 L. Tốc độ dòng: 1 mL/phút. Kết quả được trình bày trong Bảng 3.10. 

Bảng 3.10. Kết quả kiểm tra độ tinh khiết chất phân lập bằng HPLC 

Chất Thời gian lưu (phút) % diện tích pic (%) 

PA1 19,135 89,24 

PA2 19,353 99,22 

PA3 20,313 97,76 

PA4 16,255 98,01 

PA5 11,871 97,07 

PA6 13,835 99,75 

3.1.5.3. Phương pháp quét nhiệt vi sai (DSC) 

Lượng mẫu PA1 tách được không nhiều (10 mg), do đó không tiến hành xác 

định cấu trúc và các thử nghiệm khác. Tiến hành phân tích 5 chất phân lập được PA2, 

PA3, PA4, PA5 và PA6 trên máy DSC với các điều kiện xác định, ghi nhận được phổ 

DSC của các chất. Kết quả trình bày ở Bảng 3.11. 

Bảng 3.11. Kết quả kiểm tra độ tinh khiết các chất phân lập bằng DSC 

Chất PA2 PA3 PA4 PA5 PA6 

Độ tinh khiết (%) 99,01 97,01 97,12 - 98,72 

3.1.6. Xác định cấu trúc của chất phân lập được 

Hợp chất PA2 (Niranthin) 

Phổ UV: max (nm, MeOH): 201, 279 nm. Phổ IR:  (KBr, cm-1): 2868, 1632, 

1508, 1452, 1264, 1234, 1132, 1092, 1041, 809, 766, 660. Phổ khối: ESI-MS (m/z): 

455,2015 [M+Na]+ và 471,1728 [M+K]+, tương ứng với công thức phân tử C24H32O7. 

Phổ NMR: Kết quả được trình bày ở Bảng 3.12. So sánh dữ liệu phổ của PA2 theo các 

tài liệu công bố [67] cho thấy hợp chất PA2 phù hợp với chất niranthin. 
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Bảng 3.12. So sánh các dữ liệu phổ NMR của chất PA2 và niranthin 

C 

Chất PA2 

(CDCl3, 125/500 MHz) 

Niranthin[67] 

(CDCl3, 75/300 MHz) 

CHn 
δC 

ppm 
δH ppm, m (J, Hz) HMBC COSY 

δC 

ppm 
δH ppm, m (J, Hz) 

1 C 133,2 - - - 135,7 - 

2 CH 103,2 6,30 s 3, 4, 6, 7 - 103,2 6,16 s 

3 C 143,3 - - - 148,6 - 

4 C 135,7 - - - 133,6 - 

5 C 147,2 - - - 143,4 - 

6 CH 108,2 6,26 s 2, 4, 5, 7 - 108,0 6,12 s 

7 CH2 34,9 2,58 m 
2, 6, 8, 9, 

8’ 
8 35,5 2,44-2,53 m 

8 CH 40,8 2,03 m 
1, 7, 9, 7’, 

8’, 9’ 
7, 9, 8’ 40,9 1,89-1,93 m 

9 CH2 72,7 3,31 m 
7, 9-

OCH3, 8’ 
8 72,6 3,20 m 

1’ C 133,6 - - - 133,2 - 

2’ CH 112,3 6,62 d (1,5) 
3’, 4’, 6’, 

7’ 
- 112,1 6,52 s 

3’ C 148,8 - - - 147,1 - 

4’ C 148,6 - - - 148,7 - 

5’ CH 111,1 6,76 d (8,0) 1’, 3’, 4’ 6’ 110,9 6,72 d (8,0) 

6’ CH 121,1 6,65 dd (8,0; 1,5) 2’. 4’, 7’ 5’ 121,1 6,65 d (8,3) 

7’ CH2 35,5 2,65 m 
8, 2’, 6’, 

8’, 9’  
8’ 35,0 2,44-2,53 m 

8’ CH 40,9 2,03 m 
7, 9, 1’, 

7’, 9’ 

8, 7’, 

9’ 
40,8 1,89-1,93 m 

9’ CH2 72,5 3,31 m 
8, 7’, 9’ 

-OCH3 
8’ 72,5 3,34 m 

O-CH2-O CH2 101,1 5,92 s 3, 4 - 101,3 5,80 d s 

5-OCH3 CH3 56,5 3,84 s 5 - 56,5 3,71 s 

9-OCH3 CH3 58,7 3,30 s 9 - 59,0 3,24 s 

3’-OCH3 CH3 55,9 3,85 s 3’ - 55,9 3,66 s 

4’-OCH3 CH3 55,7 3,82 s 4’ - 55,8 3,72 s 

9’-OCH3 CH3 58,7 3,30 s 9’ - 58,9 3,24 s 

Phổ 13C-NMR của hợp chất PA2 có 24 tín hiệu. Kết hợp với dữ liệu của phổ 

HSQC xác định được bao gồm: 7 carbon bậc IV đều thuộc vòng thơm trong đó có 5 

tín hiệu thuộc vùng trường thấp hơn (135-148 ppm) do carbon liên kết với oxy; 7 tín 

hiệu carbon bậc III trong đó 5 tín hiệu thuộc vòng thơm (103-121 ppm); 5 nhóm 

methylen trong đó 1 nhóm methylendioxy tại 101,1 ppm, 2 nhóm methylenoxy tại 

72,7 và 72,5 ppm; 5 nhóm methoxy (55,7-58,7 ppm). Phổ 1H-NMR của PA2 có tổng 

cộng 32 proton, trong đó 5 tín hiệu -CH thuộc vòng thơm (6,26-6,76 ppm); 2 nhóm 

−CH no tại 2,03 ppm; 1 nhóm methylendioxy tại 5,92 ppm; 2 nhóm methylenoxy tại 

3,31 ppm; 2 nhóm methylen tại  2,58 và 2,65 ppm; 5 nhóm methoxy (3,30-3,85 ppm) 
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đều có phân đỉnh dạng singlet. Các dữ liệu phổ học định hướng PA2 là một lignan 

(C6-C3-C3-C6) thuộc kiểu dibenzylbutan. Trên phổ HMBC, proton methylendioxy 

(5,92 ppm; s) cho thấy các tương tác với các carbon tại 135,7 và 143,3 ppm chứng tỏ 

tại vòng thơm thứ nhất có nhóm −CH2 cùng liên kết với oxy tại C-3 và C-4 tạo dị 

vòng 5 cạnh, đồng thời proton tại 3,84 ppm tương tác với carbon 147,2 nên tại C-5 

gắn với nhóm methoxy. Tại đơn vị vòng thơm thứ 2 có 3 proton với dạng phân đỉnh 

đặc trưng cho cấu tạo ABX với các hằng số ghép J = 8,0 và 1,5 Hz, ngoài ra các 

proton 3,82 và 3,85 ppm lần lượt tương tác với các carbon tại 148,8 và 148,6 ppm 

chứng tỏ tại C-3’ và C-4’ cũng mang các nhóm methoxy. 2 nhóm methoxy còn lại tại 

3,30 ppm gắn tại C-9 và C-9’ do các proton này tương tác với các carbon tại 72,7 và 

72,5 ppm. Dựa vào sự biện giải cấu trúc từ các dữ liệu phổ học và so sánh với giá trị 

trong tài liệu tham khảo [67] đã khẳng định được cấu trúc hóa học của PA2 là 

niranthin. 

 

Hình 3.9. Cấu trúc hóa học của niranthin 

 

Hợp chất PA3 (Nirtetralin) 

Phổ UV: max (nm, MeOH): 203, 281 nm. Phổ IR:  (KBr, cm-1): 2897, 1608, 

1518, 1461, 1252, 1234, 1136, 1121, 1099, 1018, 809, 771, 665. Phổ khối: ESI-MS 

(m/z): 453,1810 [M+Na]+, tương ứng với công thức phân tử C24H30O7. Phổ NMR: 

Kết quả được trình bày ở Bảng 3.13. So sánh dữ liệu phổ của PA3 theo các tài liệu 

công bố [92] cho thấy hợp chất PA3 phù hợp với chất nirtetralin. 
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Bảng 3.13. So sánh các dữ liệu phổ NMR của chất PA3 và nirtetralin 

C 

Chất PA3 

(CDCl3, 125/500 MHz) 

Nirtetralin [92] 

(CDCl3, 75/300 MHz) 

CHn 
δC 

ppm 

δH ppm, m (J, 

Hz) 
HMBC COSY 

δC 

ppm 
δH ppm, m (J, Hz) 

1 C 132,0 - - - 132,5 - 

2 CH 102,9 6,41 s 3, 4, 6, 7 - 103,2 6,39 s 

3 C 147,4 - - - 147,9 - 

4 C 135,6 - - - 135,9 - 

5 C 141,9 - - - 142,4 - 

6 C 124,8 - - - 125,2 - 

7 CH2 33,3 

2,71 dd  

(10,5; 4,5) 

2,57 dd  

(15,0; 11,0) 

2, 6, 8, 8’, 9 8 33,7 2,50-2,70 m 

8 CH 37,0 1,82 m  7, 9, 8’ 37,6 1,90 m 

9 CH2 76,1 3,25 m 
7, 8’, 9-
OCH3 

8 76,6 3,20-3,30 m 

1’ C 139,7 - - - 140,3 - 

2’ CH 112,0 6,70 s 3’, 4’, 6’, 7’ - 112,9 6,68 d (1,5) 

3’ C 148,5 - - - 149,2 - 

4’ C 146,9 - - - 147,5 - 

5’ CH 110,8 6,71 d (8,5) 1’, 3’, 4’ 6’ 111,7 6,70 d (8,0) 

6’ CH 119,9 
6,55 dd  

(8,0; 1,5) 
2’, 4’, 7’ 5’ 120,4 6,55 dd (8,0; 1,5) 

7’ CH 41,4 4,3 d (6,0) 
1, 6, 8, 1’, 

2’, 6’, 8’, 9’ 
8’ 41,7 4,29 d (6,0) 

8’ CH 45,3 2,01 m 
6, 8, 9, 1’,7’, 

9’ 

8, 7’, 

9’ 
45,6 1,81 m 

9’ CH2 73,6 3,38 m 
8, 7’, 9’ 

-OCH3 
8’ 74,3 3,20-3,30 m 

O-CH2-O CH2 100,6 5,87 d (6,0) 3, 4 - 100,9 5,80 d (3,0) 

5-OCH3 CH3 59,1 3,49 s 5 - 59,4 3,46 s 

9-OCH3 CH3 58,9 3,29 s 9 - 59,1 3,27 s 

3’-OCH3 CH3 55,9 3,82 s 3’ - 56,4 3,80 s 

4’-OCH3 CH3 55,8 3,82 s 4’ - 56,4 3,80 s 

9’-OCH3 CH3 58,9 3,34 s 9’ - 59,1 3,32 s   

Phổ 13C-NMR của PA3 có 24 tín hiệu. Kết hợp với phổ HSQC cho thấy 8 

carbon bậc IV đều thuộc vòng thơm, trong đó 5 carbon liên kết với oxy do thuộc vùng 

trường thấp (135-148 ppm); 7 carbon bậc III trong đó 4 tín hiệu thuộc vòng thơm 

(102-119 ppm); 4 carbon CH2 trong đó 1 nhóm methylendioxy tại 100,6 ppm và 2 

nhóm methylenoxy tại 73,6 và 73,1 ppm; 5 nhóm methoxy (55-59 ppm). Phổ 1H-

NMR có 30 proton, bao gồm 4 nhóm -CH thuộc vòng thơm (6,55-6,71 ppm); 1 nhóm 

methylendioxy tại 5,87 ppm; 2 nhóm methylenoxy tại 3,25 và 3,38 ppm; 5 nhóm 

methoxy (3,29-3,82 ppm) đều có phân đỉnh singlet. Các đặc điểm phổ NMR của PA3 

gần tương đồng với PA2 đều là các dẫn xuất lignan với một vòng thơm mang 1 cầu 
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nối methylendioxy tạo dị vòng 5 cạnh tại C-3 và C-4 cùng 1 nhóm methoxy tại C-5; 

vòng thơm còn lại gắn 2 nhóm methoxy tại C-3’ và C-4’. Sự khác biệt giữa PA3 với 

PA2 nằm ở proton tại 4,3 ppm (H-7’) tương tác với các carbon tại 132,0 ppm (C-1), 

141,9 ppm (C-5) và 124,8 ppm (C-6) chứng tỏ giữa C-7’ và C-6 hình thành cầu nối 

tạo khung cấu trúc kiểu aryltetralin. Dựa vào sự biện giải cấu trúc từ các dữ liệu phổ 

học và so sánh với giá trị trong tài liệu tham khảo [92] đã khẳng định được cấu trúc 

hóa học của PA3 là nirtetralin.  

 

Hình 3.10. Cấu trúc hóa học của nirtetralin 

Hợp chất PA4 (Hypophyllanthin) 

Mô tả: tinh thể hình kim, không màu, dễ tan trong ethyl acetat, cloroform, 

ethanol tuyệt đối, khó tan trong nước. Phổ UV: max (nm, MeOH): 202, 259, 279 nm. 

Phổ IR:  (KBr, cm-1): 2982, 2902, 2835, 2803 (C-H); 1202, 1185, 1151, 1127, 1102, 

1089 (C-O-C); 862, 823, 808, 796, 755 (vòng thơm). Phổ khối: ESI-MS (m/z): 

453,1884 [M+Na]+, tương ứng với công thức phân tử C24H30O7. Phổ NMR: Kết quả 

được trình bày ở Bảng 3.14. So sánh dữ liệu phổ của PA4 theo các tài liệu công bố 

[67] cho thấy hợp chất PA4 phù hợp với chất hypophyllanthin.  

Các dữ liệu phổ NMR của PA4 gần như trùng khớp với PA3, đều là một dẫn 

xuất aryltetralin. Sự khác biệt do độ dời hóa học tại các vị trí C-3, C-4 và C-5 của đơn 

vị vòng thơm thứ nhất. Phân tích các dữ liệu phổ 2D-NMR cho thấy, proton 

methylendioxy (5,73 và 5,65 ppm) tương tác với các carbon tại 133,3 và 147,1 đồng 

thời proton H-7’ (4,09 ppm) cũng tương tác với carbon tại 147,1 ppm chứng tỏ dị 

vòng 5 cạnh được hình thành giữa C-4 và C-5, còn nhóm methoxy gắn tại C-3. Như 

vậy, dựa vào sự biện giải cấu trúc từ các dữ liệu phổ học và so sánh với giá trị trong 

tài liệu tham khảo [67] đã khẳng định được cấu trúc hóa học của PA4 là 
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hypophyllanthin.  

Bảng 3.14. Dữ liệu phổ NMR của chất PA4 và hypophyllanthin 

C 

Chất PA4 

(CDCl3, 125/500 MHz) 

Hypophyllanthin [67] 

(CDCl3, 75/300 MHz) 

CH

n 

δC 

ppm 
δH ppm, m (J, Hz) HMBC COSY 

δC 

ppm 

δH ppm, m (J, 

Hz) 

1 C 131,8 - - - 131,8 - 

2 CH 106,6 6,33 s 3, 4, 6, 7 - 106,4 6,34 s 

3 C 142,1 - - - 142,1 - 

4 C 133,3 - - - 133,3 - 

5 C 147,1 - - - 147,1 - 

6 C 115,1 - - - 115,1 - 

7 CH2 33,3 

2,80 dd  

(15,5; 4,5) 

2,73 dd  

(15,5; 11,0) 

1, 2, 6, 8, 9, 8’ 8 33,4 2,76-2,82 m 

8 CH 36,7 
1,98 ddt  

(15,0; 6,5; 4,5) 
1, 9, 7’, 9’ 7, 9 36,7 1,96 m 

9 CH2 75,5 

3,42 dd  

(9,5; 4,0) 

3,38 m 

7, 8, 9 

-OCH3, 8’ 
8 75,5 3,20-3,46 m 

1’ C 138,1 - - - 138,0 - 

2’ CH 111,9 6,67 d (2,0) 3’, 4’, 6’, 7’ - 110,6 6,68 d (3,0) 

3’ C 148,6 - - - 148,5 - 

4’ C 147,2 - - - 147,1 - 

5’ CH 110,8 6,74 d (8,0) 1’, 3’, 4’ 6’ 120,5 6,76 d (8,0) 

6’ CH 120,4 
6,64 dd  

(8,0; 2,0) 
2’, 4’, 7’ 5’ 111,7 6,65 dd (8,0; 3,0) 

7’ CH 41,9 4,09 d (8,0) 5, 8, 2’, 6’, 9’ 8’ 42,0 4,11 d (7,5) 

8’ CH 45,4 
1,90 ddt  

(9,5; 8,0; 4,0) 
6, 7, 9, 1’, 9’ 7’, 9’ 45,5 1,92 m 

9’ CH2 71,9 

3,35 m 

3,24 dd  

(9,5; 3,5) 

8, 7’, 8’, 9’-

OCH3 
8’ 71,7 3,20-3,46 m 

3-OCH3 CH3 56,4 3,87 s 3 - 55,9 3,88 s 

O-CH2-O CH2 101,1 
5,73 d (1,5) 

5,65 d (1,5) 
4, 5 - 101,2 

5,74 d (1,2) 

5,64 d (1,2) 

9-OCH3 CH3 58,9 3,31 s 9 - 59,0 3,34 s 

3’-OCH3 CH3 55,9 3,80 s 3’ - 55,8 3,82 s 

4’-OCH3 CH3 55,8 3,84 s 4’ - 56,4 3,86 s 

9’-OCH3 CH3 58,9 3,33 s 9’ - 59,0 3,33 s 

 

  

Hình 3.11. Cấu trúc hóa học của hypophyllanthin 
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Hợp chất PA5 (Phyltetralin) 

Phổ UV: max (nm, MeOH): 201, 281 nm. Phổ IR:  (KBr, cm-1): 2897, 1608, 

1518, 1461, 1252, 1234, 1136, 1121, 1099, 1018, 809, 771, 665. Phổ khối: ESI-MS 

(m/z): 439,2103 [M+Na]+ và 455,1833 [M+K]+, tương ứng với công thức phân tử 

C24H32O6. Phổ NMR: Kết quả được trình bày ở Bảng 3.15. So sánh dữ liệu phổ của 

PA5 theo các tài liệu công bố [26] cho thấy hợp chất PA5 phù hợp với chất 

phyltetralin. 

Phổ 13C-NMR của PA5 có 24 tín hiệu, kết hợp phổ HSQC cho thấy 7 tín hiệu 

carbon bậc IV đều thuộc vòng thơm với 4 carbon liên kết với oxy thuộc vùng trường 

thấp (147-148 ppm); 8 carbon bậc III trong đó có 5 tín hiệu thuộc vòng thơm (110-

121 ppm); 3 carbon −CH2 trong đó 2 nhóm methylenoxy tại 71,3 và 75,5 ppm; 6 

nhóm methoxy (55,8-58,9 ppm). Phổ 1H-NMR có 32 proton, trong đó có 5 nhóm 

−CH thuộc vòng thơm (6,23-6,84 ppm); 2 nhóm methylenoxy (3,09-3,46 ppm); 6 

nhóm methoxy (3,27-3,88 ppm) đều có phân đỉnh dạng singlet. Dữ liệu NMR cho 

thấy PA5 cũng là một dẫn xuất lignan kiểu aryltetralin tương tự PA3 và PA4. Sự khác 

biệt trong cấu trúc của PA5 ở đặc điểm vòng thơm thứ nhất với sự vắng mặt của nhóm 

methylendioxy tạo dị vòng 5 cạnh, thay vào đó 2 nhóm methoxy tại 3,58 và 3,84 ppm 

cho tương tác HMBC lần lượt với carbon tại 147,0 và 147,1 ppm chứng tỏ có 2 nhóm 

methoxy gắn với vòng thơm tại C-3 và C-4. Dựa vào sự biện giải cấu trúc từ các dữ 

liệu phổ học và so sánh với giá trị trong tài liệu tham khảo [26] đã khẳng định được 

cấu trúc hóa học của PA5 là phyltetralin. 

CH2OCH3

CH2OCH3

H3CO

H3CO

OCH3

OCH3

1

9

7'

5

1'

 
Hình 3.12. Cấu trúc hóa học của phyltetralin 
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Bảng 3.15. So sánh các dữ liệu phổ NMR của chất PA5 và phyltetralin 

C 

Chất PA5 

(CDCl3, 125/500 MHz) 

Phyltetralin [26] 

(CDCl3, 125/500 MHz) 

CHn 
δC 

ppm 
δH ppm, m (J, Hz) HMBC COSY 

δC 

ppm 
δH ppm, m (J, Hz) 

1 C 132,1 - - - 132,0 - 

2 CH 111,1 6,61 s 3, 4, 6, 7 - 111,0 6,59 m 

3 C 147,1 - - - 147,0 - 

4 C 147,0 - - - 146,8 - 

5 CH 112,8 6,23 s 1, 3, 4, 7’ - 112,7 6,20 s 

6 C 128,9 - - - 128,7 - 

7 CH2 36,3 2,84 d (7,0) 2, 6, 9, 8’ 8 36,4 2,82 m 

8 CH 33,1 2,17 m 1, 9, 7’, 8’, 9’ 7, 9, 8’ 33,1 2,14 m 

9 CH2 75,3 3,46 m 
7, 9 

-OCH3, 7’, 9’ 
8 75,3 3,42 m 

1’ C 138,0 - - - 138,0 - 

2’ CH 112,3 6,62 d (1,0) 3’, 4’, 6’, 7’ - 112,2 6,59 m 

3’ C 148,9 - - - 148,8 - 

4’ C 147,4 - - - 147,4 - 

5’ CH 110,9 6,80 d (8,0) 1’, 3’, 4’ 6’ 110,8 6,77 d (8,0) 

6’ CH 121,8 
6,70 dd  

(8,0; 1,5) 
2’, 4’, 7’  5’ 121,8 6,65 dd (8,0; 2,0) 

7’ CH 47,2 3,99 d (10,5) 
1, 5, 8, 2’, 6’, 

8’, 9’ 
8’ 47,2 3,94 d (10,0) 

8’ CH 44,9 1,81 m 7, 9, 1’, 7’, 9’  8, 7’, 9’ 44,8 1,77 m 

9’ CH2 71,3 

3,09 dd  

(9,5; 3,0) 

3,37 m 

8, 7’, 9’ 

-OCH3 
8’ 71,3 

3,05 dd (9,6; 3,2) 

3,33 m 

3-OCH3 CH3 55,8 3,84 s 3 - 55,9 3,80 s 

4-OCH3 CH3 55,8 3,58 s 4 - 55,7 3,55 s 

9-OCH3 CH3 58,9 3,36 s 9 - 58,9 3,33 s 

3’-OCH3 CH3 55,8 3,80 s 3’ - 55,9 3,77 s 

4’-OCH3 CH3 55,8 3,88 s 4’ - 55,7 3,85 s 

9’-OCH3 CH3 58,9 3,27 s 9’ - 58,9 3,25 s 

Hợp chất PA6  PA7 (Phyllanthin) 

Mô tả: tinh thể hình kim, màu trắng, dễ tan trong ethyl acetat, cloroform, 

ethanol tuyệt đối, khó tan trong nước. Phổ UV: max (nm, MeOH): 220, 230, 280 nm. 

Phổ IR:  (KBr, cm-1): 1606, 1589, 1518 (vòng thơm), 2839, 2869, 2917,  2974,  2999 

(C – H). Phổ khối: ESI-MS (m/z): 419,2428 [M+H]+, tương ứng với công thức phân 

tử C24H34O6. Phổ NMR: Kết quả được trình bày ở Bảng 3.16. So sánh dữ liệu phổ của 

PA6  theo các tài liệu công bố [26] cho thấy hợp chất PA6 phù hợp với chất 

phyllanthin. 

Phổ 13C-NMR của PA6 có 12 tín hiệu, dựa trên dữ liệu phổ MS cho thấy cấu 

trúc của PA6 có dạng đối xứng toàn phân tử. Kết hợp với phổ HSQC cho thấy 3 tín 

hiệu carbon bậc IV thuộc vòng thơm với 2 carbon nối với oxy tại 147,2 và 148,8 ppm; 
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4 tín hiệu −CH với 3 carbon thuộc vòng thơm (111-121 ppm); 2 tín hiệu −CH2 với 1 

nhóm methylenoxy tại 72,7 ppm; 3 nhóm methoxy (55-58 ppm). Phổ 1H-NMR có sự 

hiện diện của 3 nhóm −CH của vòng thơm với cấu trúc ABX dựa trên các giá trị hằng 

số ghép J = 8,0 và 2,0 Hz. Phổ HMBC cho thấy các nhóm methoxy tại 3,81; 3,85 và 

3,29 ppm lần lượt tương tác với các carbon 148,8; 147,2 và 72,7 xác định được sự 

hiện diện của các nhóm methoxy tại các vị trí C-3, C-4 và C-9. Như vậy, PA6 cũng là 

một dẫn chất lignan có khung dibenzylbutan có cấu trúc đối xứng. Dựa vào sự biện 

giải cấu trúc từ các dữ liệu phổ học và so sánh với giá trị trong tài liệu tham khảo [26] 

đã khẳng định được cấu trúc hóa học của PA6 là phyllanthin. 

Bảng 3.16. Dữ liệu phổ NMR của chất PA6 và phyllanthin 

C 

Chất PA6 

(CDCl3, 125/500 MHz) 

Phyllanthin [26] 

(CDCl3, 75/300 MHz) 

CHn 
δC 

ppm 
δH ppm, m (J, Hz) HMBC COSY 

δC 

ppm 
δH ppm, m (J, Hz) 

1/1’ C 133,7 - - - 133,6 - 

2/2’ CH 112,3 6,62 d (2,0) 3, 4, 6, 7 - 112,2 6,60 d (1,8) 

3/3’ C 148,8 - - - 148,7 - 

4/4’ C 147,2 - - - 147,1 - 

5/5’ CH 111,1 6,75 d (8,0) 1, 3, 4 6 111,0 6,74 d (7,8) 

6/6’ CH 121,1 
6,64 dd  

(8,0; 2,0) 
2, 4, 7 5 121,0 6,63 dd (7,8; 1,8) 

7/7’ CH2 35,0 

2,68 dd  

(13,5; 6,5) 
2,62 dd  

(13,5; 8,0) 

1, 2, 6, 8, 
7’ 

8 34,9 2,63 m 

8/8’ CH 40,8 2,04 m 1, 7’, 8’, 9’ 7, 9 40,7 2,03 m 

9/9’ CH2 72,7 

3,33 dd 

 (9,5; 5,5) 

3,28 m 

7, 8’, 9 

-OCH3 
8 72,6 3,23 m 

3/3’-

OCH3 
CH3 55,8 3,81 s 3 - 55,8 3,79 s 

4/4’-

OCH3 
CH3 55,9 3,85 s 4 - 55,8 3,83 s 

9/9’-

OCH3 
CH3 58,7 3,29 s 9 - 58,7 3,32 s 

             

Hình 3.13. Công thức hóa học của phyllanthin 
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3.2. XÁC ĐỊNH CHẤT LƯỢNG VÀ THIẾT LẬP CHẤT ĐỐI CHIẾU 

Các hợp chất được chọn đủ khối lượng và độ tinh khiết lớn hơn 95 % để thiết 

lập chất đối chiếu gồm: phyllanthin (PLT - 1500 mg); hypophyllanthin (HPL - 300 

mg) và niranthin (NRT - 180 mg), nirtetralin (NTT - 50 mg). Do hợp chất phyllanthin 

đã được thiết lập chất đối chiếu [3] nên trong luận án này chỉ thiết lập chất đối chiếu 

đối với hypophyllanthin (HPL - 300 mg) và niranthin (NRT - 180 mg). Đối với 

nirtetralin (NTT - 50 mg) được xác định độ tinh khiết để ứng dụng định lượng các 

lignan trong Diệp hạ châu đắng. 

3.2.1. Xác định chất lượng và thiết lập chất đối chiếu hypophyllanthin  

Phương pháp đã được thẩm định, kết quả trình bày ở Bảng 3.17 và Hình 3.14. 

  

(a) Sắc ký đồ của dung môi (b) Sắc ký đồ của hypophyllanthin tinh chế 

Hình 3.14. Sắc ký đồ tính đặc hiệu xác định độ tinh khiết hypophyllanthin 

Bảng 3.17. Kết quả thẩm định phương pháp xác định độ tinh khiết hypophyllanthin 

Thông số Yêu cầu Kết quả Kết luận 

Tính phù hợp hệ thống 

 

RSDthời gian lưu  2 % 

RSDdiện tích pic 2 % 

As = 1,45 

RSDthời gian lưu = 0,09 % 

RSDdiện tích pic = 0,12 % 

0,8  As  1,5 

Đạt 

Tính đặc hiệu 

 

Đạt Sắc ký đồ mẫu trắng không xuất 

hiện pic cần khảo sát; Pic 

hypophyllanthin tinh chế ở 

6,055 phút, không xuất hiện tạp 

khi sử dụng chức năng kiểm tra 

độ tinh khiết pic 

Đạt 

Khoảng tuyến tính 

300 - 700 (µg/mL)  
0,998  r  1,002 Phương trình hồi quy:  

ŷ = 55140x; r = 0,9988 

Đạt 

Độ chính xác RSD  2 % RSD = 0,69 % Đạt 

Độ đúng 98,0 % - 102,0 % 98,9 - 99,8 % Đạt 

Thiết lập chất đối chiếu hypophyllanthin 

Lấy khoảng 300 mg hypophyllathin tinh khiết đóng lọ trong điều kiện đạt tiêu 

chuẩn Glove-Box chứa 99,99 % khí nitơ và độ ẩm 30 %, được 30 lọ, mỗi lọ khoảng 

10 mg. Lấy mẫu ngẫu nhiên 6 lọ tiến hành đánh giá độ đồng nhất giữa các lọ bằng 
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phép phân tích phương sai một yếu tố, kết quả cho thấy: Ftn = 0,15 < Ftc = 4,6 (p < 

0,05). Vậy các lọ trong quá trình đóng là đồng nhất.  

Từ kết quả đánh giá liên phòng thí nghiệm trình bày ở Bảng 3.18, xác định giá 

trị ấn định theo hướng dẫn của ISO 13528 [34].  

Bảng 3.18. Kết quả đánh giá liên PTN chất đối chiếu hypophyllanthin 

Stt 
Độ tinh khiết sắc ký (%) 

PTN 1 PTN 2 PTN 3 

1 98,74 98,73 98,72 

2 98,72 97,92 97,88 

3 97,90 97,91 98,69 

4 97,46 97,49 97,51 

5 97,22 97,20 97,43 

6 97,42 97,76 97,78 

Theo kết quả ở Bảng 3.19, giá trị s* không thay đổi sau 3 lần tính, giá trị ấn 

định hypophyllanthin là 97,89 % với độ lệch chuẩn thực của giá trị ấn định (s*) là 

0,640 %. Xác định z-score: Không có giá trị nào có |𝑧| > 2. Giá trị công bố được 

tính từ các kết quả phân tích (n = 18):  

- Độ tinh khiết sắc ký là 97,89 % tính theo nguyên trạng, RSD = 0,64 %.  

- Độ không đảm bảo đo µ = 1,25 x 0,640/  = 0,189 %.   

Bảng 3.19. Xác định giá trị ấn định chất đối chiếu hypophyllanthin 

 x*0 x*1 x*2 x*3 

δ=1,5 x s* - 0,960 0,960 0,960 

x* - δ - 96,97 96,934 96,934 

x* + δ - 98,69 98,853 98,853 

Trung bình 97,92    

Độ lệch s 0,559    

x* mới 97,830 97,894 97,894 97,894 

s* mới 0,571 0,640 0,640 0,640 

3.2.2. Xác định chất lượng và thiết lập chất đối chiếu niranthin  

Phương pháp đã được thẩm định, kết quả được trình bày ở Bảng 3.20 và Hình 

3.15. 
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(a) Sắc ký đồ của dung môi (b) Sắc ký đồ của niranthin tinh chế 

Hình 3.15. Sắc ký đồ tính đặc hiệu xác định độ tinh khiết niranthin 

Bảng 3.20. Kết quả thẩm định phương pháp xác định độ tinh khiết niranthin 

Thông số Yêu cầu Kết quả Kết luận 

Tính phù hợp hệ thống 

 

RSDthời gian lưu  2 % 

RSDdiện tích pic  2 % 

0,8  As  1,5 

RSDthời gian lưu = 1,63 %  

RSDdiện tích pic = 0,08 % 

As = 1,0 

Đạt 

Tính đặc hiệu 

 

Đạt Sắc ký đồ mẫu trắng không 

xuất hiện pic cần khảo sát; 

Pic niranthin tinh chế ở 

11,646 phút, không xuất hiện 

tạp khi sử dụng chức năng 

kiểm tra độ tinh khiêt pic 

Đạt 

Khoảng tuyến tính 

60 - 140 (µg/mL)  
0,998  r  1,002 Phương trình hồi quy:  

ŷ = 121815x; r = 0,9999 

Đạt 

Độ chính xác RSD  2 % RSD = 0,04 % Đạt 

Độ đúng 98,0 % – 102,0 % 99,32 – 100,27 % Đạt 

Thiết lập chất đối chiếu niranthin 

Lấy khoảng 180 mg niranthin tinh khiết đóng lọ trong điều kiện đạt tiêu chuẩn 

Glove-Box chứa 99,99 % khí nitơ và độ ẩm 30 %, được 36 lọ, mỗi lọ khoảng 5 mg. 

Lấy mẫu ngẫu nhiên 6 lọ tiến hành đánh giá độ đồng nhất giữa các lọ bằng phép phân 

tích phương sai một yếu tố, kết quả cho thấy: Ftn = 0,199 < Ftc = 4,6; p < 0,05. Vậy 

các lọ trong quá trình đóng là đồng nhất.  

Từ kết quả đánh giá liên phòng thí nghiệm trình bày ở Bảng 3.21, xác định giá 

trị ấn định theo hướng dẫn của ISO 13528 [34].  

Bảng 3.21. Kết quả đánh giá liên PTN chất đối chiếu niranthin 

Stt 
Độ tinh khiết sắc ký (%) 

PTN 1 PTN 2 PTN 3 

1 99,85 99,75 99,74 

2 99,83 99,78 99,75 

3 99,80 99,81 99,76 

4 99,79 99,77 99,79 

5 99,75 99,79 99,80 

6 99,75 99,75 99,82 
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Theo kết quả ở Bảng 3.22, giá trị s* không thay đổi sau 4 lần tính, giá trị ấn 

định niranthin là 99,78 % với độ lệch chuẩn thực của giá trị ấn định (s*) là 0,034. 

Xác định z-score: Không có giá trị nào có |𝑧| > 2. Giá trị công bố được tính từ các 

kết quả phân tích (n = 18):  

- Độ tinh khiết sắc ký là 99,78 % tính theo nguyên trạng, RSD = 0,034 %.  

- Độ không đảm bảo đo µ = 1,25 x 0,034/  = 0,01 %.   

Bảng 3.22. Xác định giá trị ấn định chất đối chiếu niranthin 

 x*0 x*1 x*2 x*3 x*4 

δ = 1,5 x s* - 0,067 0,055 0,052 0,051 

x* - δ - 99,72 99,73 99,73  

x* + δ - 99,85 99,84 99,83  

Trung bình 99,78     

Độ lệch s 0,032     

x* mới 99,79 99,782 99,781 99,781 99,781 

s* mới 0,044 0,036 0,035 0,034 0,034 

3.2.3. Xác định độ tinh khiết chất nirtetralin sau tinh chế 

Phương pháp đã được thẩm định, kết quả được trình bày ở Bảng 3.23 và Hình 

3.16. 

  

(a) Sắc ký đồ của dung môi (b) Sắc ký đồ của nirtetralin tinh chế 

Hình 3.16. Sắc ký đồ tính đặc hiệu xác định độ tinh khiết nirtetralin 
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Bảng 3.23. Kết quả thẩm định phương pháp xác định độ tinh khiết nirtetralin 
Thông số Yêu cầu Kết quả Kết luận 

Tính phù hợp hệ thống 

 

RSDthời gian lưu  2 % 

RSDdiện tích pic 2 % 

0,8  As  1,5 

RSDthời gian lưu = 0,02 % 

RSDdiện tích pic = 0,89 % 

As = 1,27 

Đạt 

Tính đặc hiệu 

 

Đạt Sắc ký đồ mẫu trắng không 

xuất hiện pic cần khảo sát; Pic 

nirtetralin tinh chế ở 21,398 

phút, không xuất hiện tạp khi 

sử dụng chức năng kiểm tra độ 

tinh khiết pic 

Đạt 

Khoảng tuyến tính 

120-280 (µg/mL)  
0,998  r  1,002 Phương trình hồi quy:  

ŷ = 414107x; r = 0,9996 

Đạt 

Độ chính xác RSD  2 % RSD = 0,05 % Đạt 

Độ đúng 98,0 % - 102,0 % 98,7 – 101,2 % Đạt 

Tiến hành xác định độ tinh khiết nirtetralin theo phương pháp đã xây dựng. 

Kết quả trình bày ở Bảng 3.24. Độ tinh khiết nirtetralin là 97,02 %. 

Bảng 3.24. Kết quả xác định độ tinh khiết nirtetralin 

Stt 
Độ tinh khiết sắc ký (%) 

PTN 1 PTN 2 

1 97,02 96,84 

2 97,12 97,15 

3 97,11 96,92 

4 97,17 97,02 

5 97,05 97,12 

6 96,69 97,06 

3.3.  ĐIỀU CHẾ VÀ TIÊU CHUẨN HÓA CAO DIỆP HẠ CHÂU ĐẮNG 

3.3.1. Xây dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng thời 4 hợp chất lignan 

trong dược liệu Diệp hạ châu đắng bằng phương pháp HPLC 

3.3.1.1. Xây dựng quy trình định lượng đồng thời 4 hợp chất lignan  

Tiến hành sắc ký theo quy trình USP [98] nêu ở mục 2.2.3.1. 
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Hình 3.17. Sắc ký đồ HPLC với điều kiện sắc ký trong USP 

Nhận xét: Các pic tách không tốt, độ phân giải, hệ số bất đối không đạt yêu 

cầu, thời gian sắc ký dài. Vì vậy, tiến hành xây dựng quy trình phân tích mới phù hợp 

với điều kiện phòng thí nghiệm. 

Khảo sát điều kiện sắc ký: Tiến hành sắc ký mẫu thử với các điều kiện khảo 

sát và kết quả được trình bày trong Bảng 3.25. 

Bảng 3.25. Khảo sát điều kiện sắc ký định lượng đồng thời 4 lignan 

Điều 

kiện 
Cột 

Tỉ lệ pha động Thời gian 

sắc ký 

(phút) 

Nhận xét ACN – 

H2O 

MeOH –

H3PO4 0,1 % 

1 
Luna C18 (250 x 

4,6 mm; 5 μm) 

38 : 62 

 

80 Các pic tách hoàn toàn 

2 40 : 60 60 Các pic không tách tốt 

3 42 : 58 45 Các pic không tách tốt 

4 

Gemini NX C18 
(150 x 4,6 mm; 5 

μm) 

38 : 62 

 

60 Các pic tách hoàn toàn 

5 40 : 60 40 Các pic tách hoàn toàn 

6 42 : 58 30 Các pic không tách tốt 

7 

 

65 : 45 30 Các pic không tách tốt 

8 60 : 40 40 Các pic tách hoàn toàn 

9 56 : 44 50 Các pic tách hoàn toàn 
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(a) Cột Luna C18 (250 x 4,6 mm; 5 μm); Acetonitril – nước (40 : 60) 

 

(b) Cột Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 μm); Acetonitril – nước (40 : 60). 

 
(c) Cột Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 μm); Methanol – acid phosphoric 0,1% (60 : 40) 

      
(d) Cột Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 μm); Methanol – acid phosphoric 0,1% (56 : 44) 

Hình 3.18. Sắc ký đồ khảo sát điều kiện HPLC 

Nhận xét:  

- Cột Luna C18 với tỉ lệ pha động acetonitril – nước (38 : 62) (Điều kiện 1) 

cho các pic tách hoàn toàn, nhưng thời gian tiến hành sắc ký dài 80 phút; với tỉ lệ pha 

động acetonitril – nước (40 : 60) (Điều kiện 2), thời gian tiến hành sắc ký 60 phút, 

các pic tách không tốt. 

- Cột Gemini NX C18 với tỉ lệ pha động acetonitril – nước (40 : 60) (Điều kiện 

5) hoặc methanol – acid phosphoric 0,1 % (60 : 40) (Điều kiện 8) đều cho các pic 

tách hoàn toàn. Tuy nhiên, ở điều kiện 8 nhận thấy khả năng phân tách của các pic 

phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, nirtetralin chưa thật sự tốt nên tiến hành điều 

chỉnh tỉ lệ dung môi pha động methanol – acid phosphoric 0,1 % (56 : 44) (Điều kiện 

9). Điều kiện sắc ký sau khi điều chỉnh cho sắc ký đồ đẹp hơn, các pic của 4 hợp chất 

lignan cần định lượng phân tách rõ ràng. Đồng thời, xét về yếu tố kinh tế, nên chọn 

pha động dùng methanol. Do đó, chọn điều kiện 9 làm điều kiện sắc ký cho quy trình 

định lượng 4 lignan. Sắc ký đồ được trình bày ở Hình 3.18. 
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Vậy điều kiện sắc ký thích hợp: Cột sắc ký: Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 

5 μm). Pha động: Methanol – acid phosphoric 0,1 % (56 : 44). Tốc độ dòng:  

1 mL/phút. Nhiệt độ cột: 25 oC. Đầu dò: PDA, bước sóng phát hiện 230 nm. Thể tích 

tiêm: 10 μL. 

 Khảo sát điều kiện chiết kiệt 

 

 

 

 
Hình 3.19. Sắc ký đồ dịch chiết lần 1, 2, 3, 4 và 5 

Nhận xét: Dựa trên sắc ký đồ 5 lần chiết, nhận thấy: Lần 1: 4 pic của 4 hoạt 

chất xuất hiện rõ trên sắc ký đồ, tín hiệu 50 mAU. Lần 2: 4 pic hoạt chất xuất hiện 

trên sắc ký lớp đồ tín hiệu chỉ ở mức 25 mAU. Lần 3: 4 pic hoạt chất chỉ xuất hiện 

trên sắc ký đồ với tín hiệu ở mức 5 mAU. Lần 4 trở đi: chỉ còn xuất hiện 2 pic hoạt 

chất và tín hiệu biến mất hoàn toàn ở lần chiết thứ 5. Kết luận: Chọn kết thúc quy 

trình chiết kiệt ở lần chiết thứ 3. Sắc ký đồ được trình bày ở Hình 3.19. 

3.3.1.2. Thẩm định quy trình định lượng đồng thời 4 hợp chất lignan trong dược 

liệu Diệp hạ châu đắng bằng phương pháp HPLC 

Tính phù hợp hệ thống: Tiến hành sắc ký lặp lại 6 lần dung dịch chuẩn, kết 

quả tính phù hợp hệ thống được trình bày ở Bảng 3.26.  
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Bảng 3.26. Kết quả khảo sát tính phù hợp của hệ thống (n = 6) 

           Thông số 

Chất 
tR (phút) 

RSD % 

của tR 

Diện tích 

đỉnh (Spic) 

RSD % 

của Spic 
RS AS 

HPL 24,048 0,10 1346912 1,47 - 1,051 

PLT 26,536 0,13 1738565 1,39 2,056 1,058 

NTT 35,547 0,08 1879337 1,28 6,258 1,057 

NRT 39,886 0,08 1660349 1,59 2,564 1,043 

Nhận xét: Thời gian lưu tR và diện tích pic S có độ lặp lại cao (RSD  2 %), 

hệ số đối xứng nằm trong khoảng 0,8-1,5 và độ phân giải RS  1,5. Như vậy, hệ thống 

sắc ký đạt yêu cầu để tiến hành phân tích định lượng đồng thời 4 hợp chất lignan. 

Tính đặc hiệu: Sắc ký đồ mẫu trắng không xuất hiện pic tại thời gian lưu 

tương ứng với thời gian lưu của chất chuẩn. Sắc ký đồ mẫu thử cho pic có thời gian 

lưu tương ứng với thời gian lưu của pic trong sắc ký đồ mẫu chuẩn. Trên sắc ký đồ 

mẫu thử có xuất hiện thêm pic khác (pic tạp), pic này tách hoàn toàn với pic chính. 

Pic của các chất phân tích trong sắc ký đồ mẫu chuẩn và mẫu thử đều được kiểm tra 

độ tinh khiết pic, độ tinh khiết pic khoảng 1,000. Do đó, có thể khẳng định quy trình 

phân tích có tính đặc hiệu. Sắc ký đồ các mẫu được minh họa ở Hình 3.20. 

(a)  

(b)  

(c)  

Hình 3.20. Sắc ký đồ mẫu trắng (a), mẫu chuẩn (b), mẫu thử (c) 

Giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng (LOQ): Pha loãng nồng 

độ chất phân tích đến mức tín hiệu nhỏ nhất còn phát hiện được để xác định LOD và 
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pha loãng nồng độ chất phân tích đến mức tín hiệu vẫn đáp ứng độ chính xác để xác 

định LOQ. Đo tín hiệu thu được từ mẫu trắng (N) và mẫu thử (S). Thiết lập tỉ số S/N. 

Nồng độ mẫu thử tại điểm có S/N = 3/1 là LOD và S/N = 10/1 là LOQ. Kết quả thu 

được trình bày ở Bảng 3.27. 

Bảng 3.27. Kết quả giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng 

Chất phân tích LOD (μg/mL) LOQ (μg/mL) 

Phyllanthin 0,19 0,57 

Hypophyllanthin 0,06 0,20 

Niranthin 0,14 0,43 

Nirtetralin 0,15 0,51 

Khoảng tuyến tính: Tiến hành sắc ký, xác định sự phụ thuộc tuyến tính giữa 

y (diện tích pic) và x (nồng độ) của lần lượt các chất phân tích. Kết quả khoảng tuyến 

tính được trình bày ở Bảng 3.28.  

Bảng 3.28. Kết quả khảo sát khoảng tuyến tính 

Chất Phương trình hồi quy Hệ số tương quan (r) Khoảng tuyến tính 

PLT ŷ = 38931x 1,0000 17,1-68,4 µg/mL 

HPL ŷ = 66652x 1,0000 6,9-27,4 µg/mL 

NRT ŷ = 54159x 1,0000 12,2-48,8 µg/mL 

NTT ŷ = 51618x 1,0000 10,9-43,5 µg/mL 

Độ lặp lại - Độ chính xác trung gian: Tiến hành phân tích đồng thời 6 mẫu 

thử riêng biệt thực hiện trong ngày (độ lặp lại) và khác ngày (độ chính xác trung 

gian). Kết quả được trình bày ở Bảng 3.29. 

Bảng 3.29. Kết quả đánh giá độ lặp lại và độ chính xác trung gian 

Chất 

Độ lặp lại (n = 6) Độ chính xác trung gian (n = 12) 

Hàm lượng trung bình  

(%) 

RSD 

(%) 

Hàm lượng trung bình  

(%) 

RSD 

(%) 

PLT 0,38 1,05 0,38 1,17 

HPL 0,15 0,56 0,15 0,80 

NRT 0,22 1,76 0,22 1,96 

NTT 0,24 1,12 0,24 1,44 

Nhận xét: Giá trị RSD (%) của mỗi ngày phân tích và của cả hai ngày  2,0 %. 

Độ sai khác kết quả định lượng giữa 2 ngày phân tích  2,0 %. Vậy phương pháp 

định lượng đồng thời 4 hợp chất lignan đạt yêu cầu về độ lặp lại và độ chính xác trung 

gian. 
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Độ đúng: Độ đúng được tiến hành bằng cách thêm chuẩn vào mẫu thử ở 3 

mức 50 %, 100 % và 150 % so với nồng độ các chất phân tích trong mẫu thử. Mỗi 

nồng độ thực hiện 3 lần. Kết quả đánh giá dựa trên tỷ lệ phục hồi của các chất và 

được trình bày ở Bảng 3.30. 

Nhận xét: Tỷ lệ phục hồi trung bình của hàm lượng các chất đều nằm trong 

khoảng 95 % - 105 % và RSD  2,0 % chứng tỏ phương pháp phân tích đạt yêu cầu 

về độ đúng. 

Bảng 3.30. Kết quả đánh giá độ đúng 

                        Mức thêm vào 

       Chất  

Tỷ lệ phục hồi (TB ± RSD (%) (n = 3) 

50 % 100 % 200 % 

       PLT 98,20 ± 1,56 99,57 ± 0,92 99,78 ± 0,81 

       HPL 99,79 ± 0,51 102,90 ± 1,73 102,95 ± 1,59 

       NRT 100,88 ± 1,82 96,62 ± 1,54 97,69 ± 1,81 

       NTT 100,78 ± 1,59 100,14 ± 0,63 99,13 ± 1,98 

Kết luận: Kết quả thẩm định cho thấy phương pháp định lượng đồng thời 4 

lignan trong dược liệu Diệp hạ châu đắng bằng phương pháp HPLC với đầu dò PDA 

đạt tất cả các yêu cầu về tính đặc hiệu, tính tuyến tính, độ chính xác và độ đúng theo 

qui định của ICH 2005 [31]. 

3.3.2. Điều chế cao chuẩn hóa Diệp hạ châu đắng  

3.3.2.1. Khảo sát điều kiện thích hợp cho quá trình chiết xuất cao 

Khảo sát dung môi chiết: Kết quả khảo sát hiệu suất chiết của các dung môi 

được trình bày ở Bảng 3.31 và Hình 3.21. 

Bảng 3.31. Kết quả khối lượng cắn và lượng hoạt chất trong cắn chiết từ Diệp hạ 

châu đắng với các dung môi khác nhau 

Dung môi mcắn/1 g mẫu 
Hàm lượng % trong dược liệu 

Phyllanthin Hypophyllanthin 

Ethanol 96 % 0,056 0,302 0,092 

Ethanol 70 % 0,045 0,293 0,083 

Ethanol 50 % 0,042 0,251 0,072 

Ethanol 30 % 0,040 0,232 0,068 
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Soi UV 254 nm Phun H2SO4 10 % 
(Chú thích: 30, 50, 70, 96 là cao chiết từ ethanol 30 %, 50 %, 70 % và 96 %; 1,2 là số lần) 

Hình 3.21. Sắc ký đồ mẫu cao chiết từ các loại dung môi 

Nhận xét: Các cao chiết từ dung môi ethanol 70 %, 50 % và 30 % có hàm 

lượng hoạt chất thấp hơn và lượng chất nhầy nhiều hơn ethanol 96 %. Ethanol 96 % 

là dung môi chiết tối ưu nhất và dễ thu hồi. 

Khảo sát thời gian ngâm: Kết quả khảo sát thời gian ngâm dược liệu Diệp 

hạ châu đắng được trình bày ở Bảng 3.32. 

Nhận xét: Khối lượng cắn tăng theo thời gian ngâm. Lượng phyllanthin ở thời 

gian ngâm 2 ngày tăng nhiều so với thời gian là 1 ngày, nhưng thời gian 3 ngày và 7 

ngày không khác biệt so với 2 ngày. Lượng hypophyllanthin trong cắn ở ngày 2 có 

giảm so với ngày 1 và không khác biệt nhiều so với ngày 3 và ngày 7. Cho nên để 

đảm bảo chiết được lượng hoạt chất nhiều nhất và tiết kiệm thời gian, chọn thời gian 

ngâm 2 ngày là phù hợp nhất. 

Bảng 3.32. Kết quả khối lượng cắn và lượng hoạt chất trong cắn Diệp hạ châu đắng 

theo thời gian ngâm 

Thời gian 
mcắn/1 g mẫu 

Hàm lượng (%) trong dược liệu 

Phyllanthin Hypophyllanthin 

1 ngày 
0,058 0,218 0,096 

0,055 0,271 0,082 

2 ngày 
0,060 0,290 0,077 

0,060 0,305 0,073 

3 ngày 
0,063 0,305 0,073 

0,063 0,301 0,072 

7 ngày 
0,068 0,305 0,073 

0,073 0,319 0,077 
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Kết quả khảo sát tỉ lệ dược liệu : dung môi được trình bày ở Bảng 3.33.  

 Bảng 3.33. Kết quả khối lượng cắn và lượng hoạt chất trong cắn Diệp hạ châu 

đắng theo tỉ lệ dược liệu : dung môi 

Tỉ lệ  

DL : DM 
mcắn/1 g mẫu 

Hàm lượng (%) trong dược liệu 

Phyllanthin Hypophyllanthin 

(1 : 20) 
0,064 0,241 0,090 

0,069 0,248 0,088 

(1 : 15) 
0,062 0,243 0,086 

0,060 0,242 0,085 

(1 : 10) 
0,055 0,246 0,085 

0,052 0,240 0,081 

(1 : 5) 
0,052 0,246 0,078 

0,053 0,249 0,083 

(1 : 4) 
0,050 0,216 0,070 

0,052 0,224 0,066 

 Nhận xét: Khối lượng cắn thu được thay đổi không đáng kể khi thay đổi tỉ lệ 

dược liệu : dung môi chiết khi tăng lượng dung môi chiết nhưng hàm lượng 

phyllanthin thu được thì tăng dần và với tỉ lệ (1 : 5) thì hàm lượng phyllanthin đã gần 

tương đương với tỉ lệ (1 : 10), (1 : 15) và (1 : 20) nên chọn tỉ lệ dược liệu : dung môi 

phù hợp là (1 : 5). 

Khảo sát số lần chiết: Kết quả khảo sát số lần chiết dược liệu Diệp hạ châu 

đắng được trình bày ở Bảng 3.34.  

Bảng 3.34. Kết quả lượng hoạt chất trong cắn Diệp hạ châu đắng theo số lần chiết 

Số lần chiết Hàm lượng (%) trong dược liệu 

Phyllanthin Hypophyllanthin 

1 
0,193 0,062 

0,179 0,058 

2 
 0,223 0,072 

0,224 0,072 

3 
0,242 0,078 

0,244 0,078 

4 
0,248 0,080 

0,249 0,080 

 Nhận xét: Trong lần chiết thứ 2, lượng hoạt chất tăng khoảng 20 %. Trong lần 

chiết thứ 3, lượng hoạt chất tăng khoảng 10 % và lần chiết thứ 4 chỉ tăng 2,5 %. Để 
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đảm bảo chiết được lượng hoạt chất nhiều nhất, tiết kiệm thời gian và dung môi, chọn 

chiết 2 lần với thời gian ngâm 2 ngày là phù hợp nhất. 

3.3.2.2. Tiến hành chiết thực nghiệm 

Điều kiện thích hợp chiết xuất thực nghiệm ở quy mô phòng thí nghiệm như 

sau: Phương pháp chiết: ngâm. Dược liệu: 2 kg bột dược liệu được rây qua rây 355 

µm. Dung môi: ethanol 96 % với tỉ lệ dược liệu : dung môi (1 : 5). Thời gian chiết: 

48 giờ, chiết 2 lần. Tiến hành trên 3 lô. Phương pháp điều chế cao đặc: cô quay chân 

không. Nhiệt độ: 35-40 oC. Áp suất: 50-130 atm. Khối lượng cao thu được của 3 lô 

được trình bày ở Bảng 3.35. 

Bảng 3.35. Khối lượng cao thu được 

STT 
Khối lượng dược liệu chiết 

(g) 

Khối lượng cao 

(g) 

Tỉ lệ cao chiết được 

(%) 

Lô 1 2020 302,8 14,99 

Lô 2 1970 285,7 14,50 

Lô 3 2015 290,9 14,44 

Quy mô phòng thí nghiệm: Tiến hành theo điều kiện như trên để chiết 2 kg 

bột dược liệu với lần lượt dung môi khảo sát: nước, ethanol 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 

60 %, 70 %, 80 %, 96 %. Sau đó, dịch chiết được lọc qua màng lọc để loại tạp cơ học, 

thu được dịch lọc. Dịch lọc được cô dưới áp suất giảm. Thực hiện SKLM và HPLC 

để kiểm tra hàm lượng của PLT và HPL trong cao thu được. Kết quả trình bày ở Bảng 

3.36, Hình 3.22 và Hình 3.23. 

 

Hình 3.22. SKLM khảo sát dung môi chiết ở quy mô phòng thí nghiệm 
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Bảng 3.36. Kết quả khảo sát dung môi chiết ở quy mô phòng thí nghiệm 

STT Dung môi 
Hàm lượng % PLT 

trong cao  

Hàm lượng % HPL 

trong cao  

Tổng hàm 

lượng % PLT và 

HPL trong cao 

1 Nước 0,77 0,08 0,85 

2 Ethanol 20 % 2,12 0,54 2,66 

3 Ethanol 30 % 3,03 0,93 3,97 

4 Ethanol 40 % 3,03 1,03 4,05 

5 Ethanol 50 % 3,07 1,02 4,08 

6 Ethanol 60 % 2,95 0,94 3,88 

7 Ethanol 70 % 3,35 1,11 4,46 

8 Ethanol 80 % 3,21 1,05 4,26 

9 Ethanol 96 % 3,89 1,27 5,16 

 

Hình 3.23. Biểu đồ khảo sát dung môi chiết ở quy mô phòng thí nghiệm 

Nhận xét: Khi chiết bằng nước thì hàm lượng PLT và HPL trong cao thấp nhất. 

Chiết bằng dung môi ethanol thì từ ethanol 20 % đến ethanol 30 %, hàm lượng hoạt 

chất chiết được tăng nhanh (hàm lượng PLT và HPL cao gấp 4,5 lần so với nước), từ 

ethanol 30 % đến ethanol 80 %, hàm lượng hoạt chất tăng không đáng kể, ethanol 

96 % cho hàm lượng hoạt chất chiết được cao nhất (hàm lượng PLT và HPL cao gấp 

1,3 lần so với ethanol 30 %).  

3.3.2.3. Điều chế cao khô ở quy mô pilot 

Khảo sát điều kiện sản xuất ở quy mô pilot: Tiến hành ở quy mô pilot để 

chiết 20 kg bột dược liệu với lần lượt các dung môi khảo sát: nước, ethanol 30 %, 

40 %, 50 %, 70 %, 96 % và phun sấy khô dịch chiết được 6 mẫu cao khô. Chọn dung 

môi thích hợp nhất để sản xuất 3 lô, mỗi lô 3 mẫu thử. Quá trình sản xuất ở quy mô 

pilot được tiến hành tại nhà máy Công ty Cổ phần BV Pharma với hệ thống chiết xuất 
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đa năng. Thực hiện SKLM và HPLC để kiểm tra hàm lượng của PLT và HPL. Kết 

quả trình bày ở Bảng 3.37, Hình 3.24 và Hình 3.25. 

 

Hình 3.24. SKLM khảo sát dung môi chiết ở quy mô pilot 

Bảng 3.37. Kết quả khảo sát dung môi chiết ở quy mô pilot 

 

Hình 3.25. Biểu đồ khảo sát dung môi chiết ở quy mô pilot 

Nhận xét: Khi chiết bằng nước thì hàm lượng hoạt chất PLT và HPL trong cao 

là thấp nhất. Khi chiết bằng dung môi ethanol thì ethanol 30 % cho hàm lượng hoạt 

chất trong cao là cao nhất (cao gấp 9,0 lần so với nước), từ ethanol 50 % đến ethanol 
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Hàm lượng % PLT trong 
dược liệu

Hàm lượng % HPL trong 
dược liệu

Tổng hàm  lượng % PLT và 
HPL trong dược liệu

STT Dung môi 

Hàm lượng % 

PLT trong       

dược liệu  

 

Hàm lượng % 

HPL trong     

dược liệu   

Tổng hàm  lượng % 

PLT và HPL trong 

dược liệu 

1 Nước 0,028 0,005 0,033 

2 Ethanol 30 % 0,218 0,074 0,292 

3 Ethanol 40 % 0,090 0,029 0,119 

4 Ethanol 50 % 0,118 0,037 0,155 

5 Ethanol 70 % 0,067 0,022 0,089 

6 Ethanol 96 % 0,056 0,019 0,075 
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96 % hàm lượng hoạt chất trong cao giảm dần. Vì thế, ethanol 30 % được chọn làm 

dung môi chiết xuất dược liệu ở quy mô pilot. 

3.3.3. Xây dựng tiêu chuẩn chất lượng cao khô Diệp hạ châu đắng 

Tính chất: Cao dạng bột, màu nâu đồng nhất, mùi dược liệu, vị đắng, dễ hút 

ẩm. 

 

 

 

 

Hình 3.26. Cao khô Diệp hạ châu đắng    Hình 3.27. Sắc ký đồ SKLM định tính cao chuẩn USP 

    (soi đèn 254 nm và phun H2SO4 10 %) 

Định tính: Tiến hành SKLM theo điều kiện sắc ký mục 2.2.1.2, kết quả định 

tính phyllanthin, hypophyllanthin trong cao khô Diệp hạ châu đắng được trình bày 

theo Hình 3.28. 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.28. Sắc ký đồ SKLM định tính các mẫu cao  

(soi đèn 254 nm  và phun H2SO4 10 %) 

Ghi chú: T1, T2, T3: Cao khô Diệp hạ châu đắng lô 1, 2, 3 chiết từ ethanol 

30 %. C1: Chuẩn phyllanthin đối chiếu. C2: Chuẩn hypophyllanthin đối chiếu. 

 Nhận xét: Trên các sắc ký đồ SKLM, các vết của mẫu thử và mẫu chuẩn đối 

chiếu có cùng trị số Rf và màu sắc. 

Mất khối lượng do làm khô: Tiến hành theo DĐVN V, phụ lục 9.6, phương 

pháp 1. Kết quả mất khối lượng do làm khô của cao được trình bày ở Bảng 3.38. 
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Bảng 3.38. Kết quả mất khối lượng do làm khô của các mẫu cao 

Lô 
Mất khối lượng do làm khô (%) Trung bình 

(%) 
RSD (%) 

Mẫu 1 Mẫu 2 Mẫu 3 

T 1 3,51 3,59 3,64 3,58 1,83 

T 2 3,35 3,25 3,31 3,30 1,52 

T 3 3,65 3,64 3,69 3,66 0,72 

Nhận xét: Dựa trên số liệu của lô có kết quả mất khối lượng do làm khô cao 

nhất (lô 3), mức giới hạn được chọn đối với chỉ tiêu mất khối lượng do làm khô của 

cao khô Diệp hạ châu đắng là: Không quá 5 %. 

Tro toàn phần: Tiến hành theo DĐVN V, phụ lục 9.8. Kết quả độ tro toàn 

phần của cao được trình bày ở Bảng 3.39. 

Bảng 3.39. Kết quả tro toàn phần của các mẫu cao 

Lô 
Tro toàn phần (%) Trung bình 

(%) 

RSD (%) 

Mẫu 1 Mẫu 2 Mẫu 3 

T 1 7,24 7,17 7,37 7,26 1,40 

T 2 6,98 7,05 7,68 7,24 5,33 

T 3 6,77 7,01 6,94 6,91 1,79 

Nhận xét: Dựa trên số liệu của lô có kết quả tro toàn phần cao nhất (lô 1), mức 

giới hạn được chọn đối với chỉ tiêu tro toàn phần của cao khô Diệp hạ châu đắng là: 

Không quá 10 %. 

Kim loại nặng: Tiến hành kiểm tra giới hạn kim loại nặng theo DĐVN V. phụ 

lục 9.4.8. Kết quả giới hạn kim loại nặng của cao được trình bày ở Bảng 3.40. 

Bảng 3.40. Kết quả giới hạn kim loại nặng của mẫu cao 

Lô Kim loại nặng  

T 1 Đạt 

T 2 Đạt 

T 3 Đạt 

Định lượng: Tiến hành HPLC theo điều kiện sắc ký mục 3.3.1.1. Từ diện tích 

pic của phyllanthin, hypophyllanthin thu được từ sắc ký đồ dung dịch thử và dung 

dịch chuẩn, tính hàm lượng (mg/g) phyllanthin, hypophyllanthin có trong mẫu cao. 

Kết quả hàm lượng phyllanthin và hypophyllanthin trong mẫu cao được trình bày ở 

Bảng 3.41. 
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Bảng 3.41. Hàm lượng phyllanthin và hypophyllanthin trong mẫu cao 

Lô 
Hàm lượng PLT 

(mg/g) 

Hàm lượng HPL 

(mg/g) 

Tổng hàm lượng 

PLT và HPL 

(mg/g) 

T 1 18,3 7,5 25,8 

T 2 18,7 7,7 26,4 

T 3 18,4 7,5 25,9 

Trung bình 18,5 7,6 26,0 

RSD (%) 1,13 1,52 1,23 

Giới hạn nhiễm khuẩn: Tiến hành theo DĐVN V, phụ lục 13.6. Kết quả giới 

hạn nhiễm khuẩn của cao được trình bày ở Bảng 3.42.  

Bảng 3.42. Kết quả giới hạn nhiễm khuẩn của các mẫu cao 

Lô 

Kết quả giới hạn nhiễm khuẩn 

Tổng số 

vi khuẩn 

hiếu khí 

Nấm 

men và 

nấm 

mốc 

Vi khuẩn 

Gram âm 

Salmonella 

spp. 

Escherichia 

coli 

Staphylococus 

aureus 

T 1 1x102 − − − − − 

T 2 1x102 − − − − − 

T 3 1x102 − − − − − 

Ghi chú: “−”: Không phát hiện. 

Nhận xét: Các lô mẫu cao hoàn toàn âm tính với kết quả giới hạn nhiễm khuẩn. 

Dự thảo tiêu chuẩn chất lượng cao khô Diệp hạ châu đắng được trình bày chi 

tiết ở Phụ lục 13. Kết quả kiểm nghiệm cao khô Diệp hạ châu đắng trình bày ở Bảng 

3.43. 
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Bảng 3.43. Kết quả kiểm nghiệm cao khô Diệp hạ châu đắng 

Chỉ tiêu Mức chất lượng Kết quả 

Tính chất 
Bột màu nâu đồng nhất. mùi dược 

liệu, vị đắng, dễ hút ẩm 
Đạt 

Định tính 

Sắc ký lớp mỏng 

HPLC 

 

Diệp hạ châu đắng 

(Phyllanthus amarus) 

 

Đúng 

Đúng 

Mất khối lượng do làm khô Không quá 5 % Đạt (3,6 %) 

Tro toàn phần Không quá 10 % Đạt (7,3%) 

Kim loại nặng Không quá 20 ppm Đạt 

Định lượng 

Phyllanthin 

 

 

Hypophyllanthin 

Hàm lượng phyllanthin (C24H34O6) 

không ít hơn 0,8 % tính trên chế 

phẩm khô 

Hàm lượng hypophyllanthin 

(C24H30O7) không ít hơn 0,3 % tính 

trên chế phẩm khô 

 

Đạt (1,83 %) 

 

 

Đạt (0,75 %) 

Độ nhiễm khuẩn 

Tổng số vi khuẩn hiếu khí 

Tổng số nấm men và nấm mốc 

Vi khuẩn Gram âm 

Salmonella spp. 

Escherichia coli 

Staphylococcus aureus 

 

Không quá 104 cfu/g 

Không quá 102 cfu/g 

Không quá 102 cfu/g 

Không được có/10 g 

Không được có/g 

Không được có/g 

 

Đạt  

Đạt 

Đạt 

Đạt 

Đạt 

Đạt 

 

3.3.4. Ứng dụng điều chế cao giàu lignan dùng làm cao đối chiếu Diệp hạ châu 

đắng  

Phân lập và tinh chế phân đoạn cao giàu lignan theo sơ đồ 3.6. Kết quả khảo 

sát và đánh giá chất lượng được trình bày ở Phụ lục 13.  
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Sơ đồ 3.6. Quy trình điều chế cao giàu lignan 

3.3.5. Ứng dụng định lượng các lignan trong Diệp hạ châu đắng 

3.3.5.1. Định lượng các lignan trong một số mẫu dược liệu 

Ứng dụng phương pháp đã xây dựng, tiến hành định lượng các mẫu dược liệu 

Diệp hạ châu đắng thu được trên địa bàn tỉnh Cần Thơ, Trà Vinh và Cà Mau. Kết quả 

hàm lượng 4 lignan trong các mẫu được trình bày ở Bảng 3.44 và Hình 3.29. 

 

Hình 3.29. Biểu đồ thể hiện hàm lượng (%) các lignan trong các mẫu dược liệu 

3 lít dịch chiết 

60 g cao n-hexan 

320 g cao ethanol 96% 

5,36 g PĐ IIB 

24 g cao giàu lignan 

1,5 lít n-hexan, lọc  

1 lít (x 3 lần) 

 

Cô quay thu hồi n-hexan 

- HPLC so sánh hàm lượng với 

cao đối chiếu USP 

- Thêm 20 g tá dược độn 

 

SK cột chân không (x 2) 

(n- hexan – DCM) 
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Bảng 3.44. Tóm tắt kết quả hàm lượng (%) 4 hợp chất lignan trong mẫu dược liệu 

Mẫu dược liệu Phyllanthin 

(%) 

Hypophyllanthin 

(%) 

Niranthin 

(%) 

Nirtetralin 

(%) 

Cần Thơ 0,08 0,04 0,07 0,06 
Cà Mau 0,25 0,08 0,15 0,13 
Trà Vinh 0,22 0,05 0,14 0,1 

Nhận xét: Kết quả cho thấy hàm lượng phyllanthin cao nhất so với các lignan 

còn lại ở tất cả các mẫu dược liệu. Các mẫu thu được tại các nơi khác nhau nhưng 

cho hàm lượng các chất tương ứng tỷ lệ gần giống nhau. 

3.3.5.2. Định lượng trong các mẫu cao khô Diệp hạ châu đắng 

Kết quả hàm lượng (%) trong các loại cao khô được trình bày trong Bảng 3.45. 

Bảng 3.45. Tóm tắt kết quả hàm lượng (%) 4 hợp chất lignan trong các loại cao khô 

Mẫu thử Phyllanthin 

(%) 

Hypophyllanthin 

(%) 

Niranthin 

(%) 

Nirtetralin 

(%) 

Cao ethanol 30 % 1,45 0,52 0,59 0,61 

Cao ethanol 40 % 0,83 0,30 0,40 0,42 

Cao ethanol 50 % 1,17 0,43 0,59 0,61 

Cao ethanol 60 % 0,91 0,32 0,43 0,45 

Cao ethanol 70 % 0,77 0,28 0,38 0,39 

Cao nước 0,18 0,04 0,04 0,03 

Cao giàu lignan điều chế 8,37 0,91 1,29 1,12 

Nhận xét: Hàm lượng phyllanthin cao nhất so với các lignan còn lại ở tất cả 

các mẫu cao khô dược liệu. Cao giàu lignan điều chế được có hàm lượng lignan cao 

và ethanol 30 % là dung môi thích hợp nhất để chiết xuất cao ở quy mô lớn. 

3.4. ĐÁNH GIÁ MỘT SỐ THÔNG SỐ DƯỢC ĐỘNG HỌC CỦA CAO 

CHUẨN HÓA ĐIỀU CHẾ TỪ DIỆP HẠ CHÂU ĐẮNG 

3.4.1. Xây dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng thời phyllanthin, 

hypophyllanthin và niranthin trong huyết tương thỏ 

3.4.1.1. Khảo sát điều kiện khối phổ 

 Điều kiện khối phổ tối ưu đã được xác định như sau: Nguồn ion hóa ESI; Kiểu 

ion hóa ESI (+); Tốc độ dòng khí phun (nitơ) – Nebulizing Gas Flow: 3 L/phút; Tốc 

độ dòng khí khô (nitơ) – Drying Gas Flow: 15 L/phút; Nhiệt độ hóa hơi dung môi – 
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DL Temperature: 250 oC; Nhiệt độ buồng ion hóa – Heatblock Temperature: 400 oC; 

Áp suất khí phun: 25 psi; Chế độ ghi phổ: MRM; Điện thế mao quản: 4500 V; Thời 

gian chờ ghi nhận tín hiệu – Dwell time: 100 ms; Thế phân mảnh: ở Bảng 3.46. 

Bảng 3.46. Thế phân mảnh của các chất khảo sát 

Chất ESI m/z 
Q1 

(eV) 

CE 

(eV) 

Q3 

(eV) 

Tỷ 

lệ  

(%) 

Phyllanthin (PLT) (+) 436,00 → 151,10 -22 -33 -29 100 

Hypophyllanthin (HPL) (+) 261,20 → 231,10 -18 -14 -16 100 

Niranthin (NRT) (+) 449,95 → 369,20 -23 -18 -25 100 

Diazepam (+) 285,00 → 154,05 -21 -28 -30 100 

Carbamazepin (+) 237,15 → 193,10 -12 -35 -19 100 

3.4.1.2. Khảo sát chuẩn nội  

Kết quả trình bày ở Bảng 3.47 cho thấy diazepam có hiệu suất chiết cao hơn 

so với carbamazepin. Do đó, diazepam được dùng làm chuẩn nội để khảo sát phương 

pháp. 

 

Hình 3.30. Sắc ký đồ mẫu giả lập chứa các chất phân tích và các chuẩn nội khảo sát 

ở cùng nồng độ 1 g/mL 

 Bảng 3.47. Hiệu suất chiết của các chất chuẩn nội đã khảo sát 

Mẫu 
Hiệu suất chiết (%) 

Diazepam Carbamazepin 

1 87,63 48,53 

2 85,82 52,36 

3 85,93 54,65 

4 83,96 55,36 

5 90,91 52,69 

6 91,81 51,30 

Trung bình 87,68 52,48 

RSD % 3,53 4,67 
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3.4.1.3. Khảo sát điều kiện sắc ký 

Khảo sát cột sắc ký: Kết quả khảo sát cho sắc ký đồ thu được ở Hình 3.31. 

 

 

 

(a) 

Gemini C18 (100 × 3 mm; 5 µm) 

(b) 

Gemini C18 (100 × 2 mm; 3 µm) 

(c) 

Gemini C18 (50 × 3 mm; 5 µm) 

Hình 3.31. Sắc ký đồ khảo sát cột với các kích thước khác nhau 

Các cột sắc ký trên đều cho các pic có hình dạng khá cân xứng, tương đối tách 

nhau. Tuy nhiên, cột (a) cho tổng thời gian phân tích dài (17 phút); cột (b) và (c) cho 

thời gian phân tích ngắn hơn (10 phút và 9 phút). Mặt khác, pic diazepam (IS) có hệ 

số đối xứng As > 1,5 khi sử dụng cột (c). Kết quả chi tiết được trình bày trong Bảng 

3.48. Do đó, cột (b) Gemini C18 (100 × 2 mm; 3 µm) được sử dụng để khảo sát tiếp. 

Bảng 3.48. Kết quả khảo sát cột sắc ký 

Cột 

Diazepam Phyllanthin Hypophyllanthin Niranthin Tổng  

thời 

gian 

phân 

tích 

tR 

(phút) 

As tR 

(phút) 

As tR 

(phút) 

As tR 

(phút) 

As 

(a) 6,12 1,33 11,12 1,17 9,89 1,15 14,23 1,23 17 phút 

(b) 3,72 1,28 6,75 1,17 5,88 1,13 8,52 1,27 10 phút 

(c) 3,55 1,63 6,19 1,14 5,25 1,20 8,01 1,39 9 phút 

 Khảo sát pha động 

 Khảo sát hệ pha động chứa methanol hoặc acetonitril 

  

Methanol Acetonitril 

Hình 3.32. Sắc ký đồ khảo sát hệ pha động chứa methanol hoặc acetonitril 

Nhận xét: Hệ pha động chứa acetonitril cho các pic hình dạng chưa cân xứng, tín hiệu 

thấp hơn rất nhiều so với hệ pha động chứa methanol, đặc biệt là HPL. Do đó, 

methanol được lựa chọn để khảo sát tiếp. 
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Bảng 3.49. Kết quả khảo sát hệ pha động chứa methanol hoặc acetonitril 

Chất phân tích 
Methanol Acetonitril 

tR (phút) Spic 
As tR (phút) Spic 

As 

Phyllanthin 6,53 4282396  1,113 2,94 3026438 1,236 

Hypophyllanthin 5,87 1552769  1,086 2,95 6227 1,149 

Niranthin  8,50 3905449  1,098 3,43 963495 1,196 

Diazepam 3,70 2048373  1,146 2,09 151294 2,791 

Khảo sát 2 loại dung dịch đệm amoni acetat và amoni format 

  

(a) Amoni acetat 5 mM (b) Amoni format 5 mM 

  

(c) Amoni acetat 10 mM (d) Amoni format 10 mM 

Hình 3.33. Sắc ký đồ khảo sát loại đệm trong pha động  

Nhận xét: Không có sự khác biệt về thời gian lưu giữa 2 hệ pha động chứa 

amoni acetat và amoni format. Tuy vậy, có sự khác biệt đáng kể về tín hiệu (diện tích 

pic) giữa hai loại đệm này. Kết quả được trình bày trong Bảng 3.50. 

Bảng 3.50. Kết quả so sánh loại đệm trong pha động 

Chất phân tích 

Đệm amoni acetat Đệm amoni format 

5 mM 10 mM 5 mM 10 mM 

tR 

(phút) 
Spic 

tR 

(phút) 
Spic 

tR 

(phút) 
Spic 

tR 

(phút) 
Spic 

Phyllanthin 6,44 4351546 6,45 2716083 6,47 5928736 6,59 5685619 

Hypophyllanthin 5,81 903801 5,82 559611 5,82 1061211 5,93 1030377 

Niranthin  8,42 2969132 8,43 1738145 8,43 3932514 8,63 3705071 

Diazepam 3,69 1197316 3,70 726776 3,69 1955434 3,73 1900661 

Nhận xét: So sánh hệ pha động chứa 2 loại đệm khảo sát cho thấy hệ pha động 

chứa amoni format cho tín hiệu các chất phân tích cao hơn hẳn so với hệ pha động 
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chứa amoni acetat. Do đó, hệ pha động chứa amoni format được sử dụng để khảo sát 

tiếp. 

Khảo sát nồng độ dung dịch đệm: Kết quả được trình bày ở Bảng 3.51. 

Bảng 3.51. Kết quả khảo sát nồng độ đệm amoni format 

mM 
Thời gian lưu (phút) Diện tích pic Hệ số bất đối 

PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ 

2 6,55 5,88 8,54 3,71 4101641 1130968 4291135 2067519 1,09 1,08 1,11 1,57 

3 6,57 5,90 8,55 3,72 4037553 1173236 4223153 2148394 1,07 1,08 1,11 1,58 

5 6,56 5,90 8,55 3,71 4012826 1171779 4251618 2138989 1,10 1,10 1,10 1,18 

7 6,55 5,89 8,55 3,71 4051073 1180965 4179302 2158038 1,11 1,12 1,08 1,18 

8 6,54 5,89 8,52 3,70 4042365 1184510 4271755 2180061 1,12 1,07 1,13 1,16 

10 6,56 5,89 8,54 3,71 4253216 1183690 4309455 2229543 1,10 1,11 1,11 1,20 

Nhận xét: Khi nồng độ dung dịch đệm thay đổi, thời gian lưu các pic và tín 

hiệu (diện tích pic) không đổi. Tuy nhiên khi nồng độ amoni format dưới 5 mM thì 

pic diazepam (IS) mất cân xứng (As > 1,5). Ngoài ra, nồng độ dung dịch đệm càng 

cao thì càng có nguy cơ gây ô nhiễm nguồn ion trong quá trình phân tích, đặc biệt 

trong các đợt phân tích với số lượng mẫu nhiều. Do đó, dung dịch đệm amoni format 

5 mM đã được chọn lựa để khảo sát tiếp. 

Khảo sát pH dung dịch đệm: Kết quả trình bày ở Bảng 3.52 và Hình 3.34.  

 
(a) pH 3,0 

 
(b) pH 4,0 

 
(c) pH 5,0 

 
(d) pH 6,0 

 
(e) pH 7,0 

 
(f) Không chỉnh pH 

Hình 3.34. Sắc ký đồ khảo sát pH của dung dịch đệm amoni format 5 mM 
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Bảng 3.52. Kết quả khảo sát pH dung dịch đệm amoni format 5 mM 

pH 
Thời gian lưu (phút) Diện tích pic Hệ số bất đối 

PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ 

3 6,56 5,86 8,59 3,70 4211926 1025145 4121554 2123215 1,01 1,03 1,20 1,14 

4 6,54 5,92 8,59 3,73 4235689 992505 4155213 1931451 1,18 1,10 1,16 1,25 

5 6,55 5,91 8,52 3,78 4136549 1121355 4015468 2126955 1,18 1,14 1,25 1,18 

6 6,52 5,86 8,51 3,79 4123145 1145214 4054564 2015456 1,11 1,18 1,18 1,05 

7 6,58 5,82 8,50 3,80 4121355 995215 4212135 2015645 1,04 1,21 1,18 1,18 

- 6,52 5,81 8,51 3,72 4316565 1211231 3912155 1902151 1,10 1,07 1,08 1,16 

Nhận xét: Không có sự khác biệt đáng kể về thời gian phân tích, tín hiệu và 

hình dạng pic với các pH dung dịch đệm khác nhau. Do đó, dung dịch đệm (f) – amoni 

format 5 mM (không chỉnh pH) được lựa chọn để đơn giản hóa trong quá trình chuẩn 

bị pha động cho phân tích. 

Khảo sát tỉ lệ pha động: Kết quả trình bày ở Hình 3.35. 

 

  

(a) Tỉ lệ (65 : 35) (b) Tỉ lệ (63 : 37) (c) Tỉ lệ (60 : 40) 

Hình 3.35. Sắc ký đồ khảo sát tỉ lệ pha động 

Nhận xét: Khi tăng thành phần methanol trong pha động, các pic xuất hiện 

sớm hơn. Tuy nhiên, với tỉ lệ (a) (65 : 35) thì pic PLT và HPL chưa tách hoàn toàn, 

xen phủ với nhau. Với tỉ lệ (c) (60 : 40), mặc dù các pic tách nhau hoàn toàn nhưng 

thời gian phân tích dài (14 phút). Do đó, hệ pha động với tỉ lệ (b) (63 : 37) đã được 

lựa chọn vì cho thời gian phân tích phù hợp (10 phút) và các pic tách nhau hoàn toàn. 

Khảo sát nhiệt độ cột: Kết quả trình bày ở Bảng 3.53 và Hình 3.36.  

Bảng 3.53. Thông số sắc ký của chất phân tích, chuẩn nội với nhiệt độ cột khảo sát 

to Thời gian lưu (phút) Diện tích pic Hệ số bất đối 

PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ 

30 6,98 6,20 9,15 4,20 4100213 1236266 4123126 2026669 1,17 1,05 1,08 1,14 

35 6,89 6,12 8,89 4,05 4215365 1036126 4015615 1951163 1,12 1,13 1,25 1,25 

40 6,52 5,95 8,56 3,77 4321352 1155312 3951548 1914521 1,17 1,18 1,06 1,28 

45 6,10 5,55 8,15 3,58 4049648 1051456 3911455 1816361 1,11 1,18 1,04 1,66 
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Hình 3.36. Sắc ký đồ khảo sát nhiệt độ cột 

Nhận xét: Khi nhiệt độ cột tăng từ 30-45 oC, tín hiệu của các chất phân tích 

gần như không thay đổi, các pic xuất hiện sớm hơn. Khi nhiệt độ trên 40 oC, pic 

diazepam mất cân đối (As > 1,5). Do vậy, nhiệt độ cột 40 oC được lựa chọn vì thời 

gian phân tích phù hợp và cho hình dạng pic cân xứng. 

Khảo sát tốc độ dòng: Kết quả trình bày ở Bảng 3.54 và Hình 3.37.  

 

 

(a) 0,2 mL/phút (b) 0,3 mL/phút 

 

 

(c) 0,4 mL/phút (d) 0,5 mL/phút 

Hình 3.37. Sắc ký đồ hỗn hợp chuẩn tương ứng với các tốc độ dòng khảo sát 

Bảng 3.54. Thông số sắc ký của hỗn hợp chuẩn tương ứng với tốc độ dòng 

F 

(mL/phút) 

Thời gian lưu (phút) Diện tích pic Hệ số bất đối 

PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ 

0,2 7,16 6,25 9,15 4,10 4228424 1002493 4066669 2241248 1,00 1,09 1,22 1,14 

0,3 6,58 5,91 8,59 3,83 4222905 1087353 3918298 2135246 1,05 1,11 1,03 1,10 

0,4 5,88 5,28 7,96 3,15 3772178 892150 3595601 1765313 1,16 1,13 1,25 1,15 

0,5 5,52 4,81 7,52 2,98 3531225 857693 3212482 1589331 1,10 1,14 1,00 1,06 
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(a) Nhiệt độ cột 30 oC  (b) Nhiệt độ cột 35 oC 

 

 

 

(c) Nhiệt độ cột 40 oC  (d) Nhiệt độ cột 45 oC 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 min

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

350000

400000

450000

500000

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 min

0

25000

50000

75000

100000

125000

150000

175000

200000

225000

250000

275000

300000

325000

350000

375000

400000

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 min

0

25000

50000

75000

100000

125000

150000

175000

200000

225000

250000

275000

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 min

0

25000

50000

75000

100000

125000

150000

175000

200000

225000

250000

275000

D
ia

ze
p

am
 

H
y

p
o
p

h
y

ll
an

th
in

 

N
ir

an
th

in
 

P
h

y
ll

an
th

in
 

D
ia

ze
p

am
 

P
h

y
ll

an
th

in
 

D
ia

ze
p

am
 

H
y

p
o
p

h
y

ll
an

th
in

 

N
ir

an
th

in
 

P
h

y
ll

an
th

in
 

D
ia

ze
p

am
 

H
y

p
o
p

h
y

ll
an

th
in

 

N
ir

an
th

in
 

P
h

y
ll

an
th

in
 

H
y

p
o
p

h
y

ll
an

th
in

 

N
ir

an
th

in
 

H
y

p
o
p

h
y

ll
an

th
in

 

N
ir

an
th

in
 

P
h

y
ll

an
th

in
 

D
ia

ze
p

am
 

P
h

y
ll

an
th

in
 

D
ia

ze
p

am
 

H
y

p
o
p

h
y

ll
an

th
in

 

N
ir

an
th

in
 

P
h

y
ll

an
th

in
 

D
ia

ze
p

am
 

H
y

p
o
p

h
y

ll
an

th
in

 

N
ir

an
th

in
 

P
h

y
ll

an
th

in
 

H
y

p
o
p

h
y

ll
an

th
in

 

N
ir

an
th

in
 

D
ia

ze
p

am
 



108 

 

Nhận xét: Khi tốc độ dòng tăng, các pic xuất hiện sớm nhưng tín hiệu giảm. 

Do đó, tốc độ dòng 0,3 mL/phút được lựa chọn vì cho tín hiệu các chất phân tích cao 

hơn so với tốc độ dòng 0,4 và 0,5 mL/phút; đồng thời thời gian phân tích ngắn hơn 

so với tốc độ dòng 0,2 mL/phút. 

Khảo sát thể tích tiêm: Kết quả trình bày ở Bảng 3.55 và Hình 3.38.  

 

 

(a) Thể tích tiêm 2 µL (b) Thể tích tiêm 5 µL 

Hình 3.38. Sắc ký đồ tương ứng với các thể tích tiêm khảo sát 

Bảng 3.55. Thông số sắc ký của chất phân tích, chuẩn nội với thể tích tiêm khảo sát 

V 

(L) 

Thời gian lưu (phút) Diện tích pic Hệ số bất đối 

PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ 

2 6,59 5,90 8,59 3,82 8928255 2656459 8422133 3612521 1,15 1,26 1,15 1,24 

5 6,58 5,91 8,59 3,83 4223155 1163266 4091425 1912346 1,07 1,10 1,05 1,09 

Nhận xét: Khi thể tích tiêm tăng từ 2 µL lên 5 µL, tín hiệu (diện tích pic) tăng 

cao. Tuy nhiên, khi thể tích tiêm 5 µL thì các pic bị dãn, chiều rộng pic tăng. Điều 

này dẫn tới khả năng lấy tích phân sắc ký đồ không chính xác. Do vậy, thể tích tiêm 

2 µL là phù hợp. 

Từ các kết quả khảo sát, điều kiện sắc ký thích hợp để định lượng đồng thời 3 

lignan phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin trong huyết tương thỏ là: Pha động: 

Methanol – dung dịch đệm amoni format 5 mM (63 : 37). Cột sắc ký: Gemini C18 

(100  2 mm; 3 µm). Nhiệt độ cột: 40 oC. Nhiệt độ autosampler: 5 oC. Tốc độ dòng: 

0,3 mL/phút. Thể tích tiêm: 2 µL. Phát hiện: Đầu dò khối phổ MRM, ESI (+). 

3.4.1.4. Khảo sát phương pháp xử lý mẫu 

Phương pháp tủa protein: Hiệu suất chiết (H %) được trình bày trong Bảng 

3.56. 

Nhận xét: Kết quả khảo sát cho thấy phương pháp xử lý mẫu bằng cách tủa 

protein cho hiệu suất chiết của hypophyllanthin lớn hơn 110 %. Điều này chứng tỏ 
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phương pháp tủa gây nên sự ảnh hưởng nền mẫu (matrix effect) theo kiểu tăng cường 

ion (ion enhancement). Do vậy, phương pháp tủa không phù hợp để xử lý mẫu. 

Bảng 3.56. Hiệu suất chiết các chất từ huyết tương thỏ với 2 dung môi tủa (n = 6) 

Mẫu 
H % – Tủa với methanol H % - Tủa với acetonitril  

PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ 

1 109,49 135,62 118,95 111,18 92,66 126,11 99,00 95,60 

2 109,00 129,36 112,70 108,02 97,72 130,48 99,04 90,23 

3 106,82 123,99 116,72 111,35 100,96 133,93 97,70 96,29 

4 110,82 129,07 118,20 106,26 91,28 126,09 96,93 93,98 

5 104,70 129,91 108,37 106,04 95,81 129,09 98,09 86,78 

6 100,70 136,91 128,37 110,04 101,49 119,13 93,82 93,66 

TB 106,92 130,81 117,22 108,81 96,65 127,47 97,43 92,76 

RSD 

% 
3,50 3,63 5,75 2,19 4,36 3,95 1,99 3,89 

 Phương pháp chiết lỏng – lỏng 

Khảo sát dung môi chiết: Kết quả khảo sát dung môi chiết được trình bày ở 

Bảng 3.57. 

Bảng 3.57. Kết quả khảo sát dung môi chiết (n = 6) 

Dung môi chiết 
Hiệu suất chiết (%) 

PLT HPL NRT DAZ 

tert-Butyl methyl 

ether 

Trung bình 66,06 66,42 70,14 68,25 

RSD (%) 1,58 5,56 1,53 5,34 

Ethyl acetat 
Trung bình 81,87 70,63 90,10 79,01 

RSD (%) 12,06 16,37 12,84 18,42 

n-Hexan 
Trung bình 91,87 92,24 95,69 85,74 

RSD (%) 2,80 1,71 1,28 1,31 

Nhận xét: Các dung môi chiết khảo sát đều chiết được các chất phân tích với 

hiệu suất khác nhau. Trong đó, khi chiết bằng n-hexan cho hiệu suất chiết cao hơn 

hẳn so với khi chiết bằng t-butyl methyl ether và ethyl acetat. Hơn nữa, khi chiết bằng 

ethyl acetat thì hiệu suất chiết không ổn định (RSD > 10 %). Do đó, n-hexan được 

chọn lựa để làm dung môi chiết lỏng - lỏng. 

Khảo sát thể tích dung môi chiết: Tiến hành chiết một lần để khảo sát thể 

tích dung môi chiết với dung môi và điều kiện đã chọn (n = 6) để tính hiệu suất chiết. 

Bảng 3.58 tóm tắt kết quả khảo sát thể tích dung môi chiết n-hexan. 

Nhận xét: Khi thể tích dung môi chiết càng tăng dần từ 2-3,5 mL thì hiệu suất 

chiết cũng tăng dần theo, tuy nhiên thể tích dung môi chiết từ 3 mL trở lên không có 
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sự khác biệt đáng kể về hiệu suất chiết. Do đó, thể tích 2,5 mL dung môi n-hexan 

dùng để chiết là phù hợp. 

Bảng 3.58. Kết quả khảo sát thể tích dung môi chiết n-hexan (n = 6) 

Thể tích dung 

môi chiết (mL) 

Hiệu suất chiết (%) 

 PLT HPL NRT DAZ 

2 
Trung bình 81,94 81,15 82,96 74,25 

RSD (%) 3,45 1,15 3,36 3,15 

2,5 
Trung bình 91,87 92,24 95,69 85,74 

RSD (%) 2,80 1,71 1,28 1,31 

3 
Trung bình 92,14 93,27 94,25 84,99 

RSD (%) 3,28 1,15 0,95 2,58 

3,5 
Trung bình 93,62 92,92 96,30 86,25 

RSD (%) 1,17 2,08 5,25 3,33 

Khảo sát số lần chiết: Kết quả tóm tắt khảo sát số lần chiết với thể tích mỗi 

lần chiết là 2,5 mL n-hexan được trình bày ở Bảng 3.59. 

Bảng 3.59. Kết quả khảo sát số lần chiết (n = 6) 

Nhận xét: Sau 2 lần chiết, hiệu suất chiết của hầu hết các chất đều trên 85%. 

Không có sự khác biệt đáng kể giữa chiết 2 lần và 3 lần nên số lần chiết được chọn 

là 2. 

Từ các kết quả khảo sát, quy trình xử lý mẫu huyết tương thỏ được đề xuất như 

sau:  Lấy chính xác 200 µL huyết tương thỏ có chứa các chất phân tích cho vào ống 

nghiệm. Thêm 10 µL dung dịch chuẩn nội diazepam nồng độ 1000 ng/mL trong 

methanol, lắc 10 giây. Chiết 2 lần với n-hexan, mỗi lần 2,5 mL, lắc xoáy 1 phút, lắc 

300 vòng/phút trong 5 phút, ly tâm 4000 vòng/phút trong 5 phút ở nhiệt độ phòng, 

lấy dịch trong, gộp dịch chiết và bốc hơi dung môi tới cắn bằng khí nitơ ở 40 oC. Hòa 

tan cắn trong 200 µL methanol, lắc xoáy 1 phút, siêu âm 5 phút, ly tâm 4000 

vòng/phút trong 5 phút ở nhiệt độ 0 °C, lọc qua màng lọc 0,22 µm. 

Số lần chiết 

(lần) 

Hiệu suất chiết (%) 
 PLT HPL NRT DAZ 

1 
Trung bình 55,26 58,73 63,37 44,58 

RSD (%) 3,57 3,62 2,58 1,73 

2 
Trung bình 91,87 92,24 95,69 85,74 

RSD (%) 2,80 1,71 1,28 1,31 

3 
Trung bình 94,25 95,76 96,69 87,75 

RSD (%) 3,36 4,59 2,58 1,76 
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3.4.1.5. Xác định khoảng nồng độ định lượng 

Các kết quả thăm dò và xây dựng phương pháp sắc ký cho phép xây dựng 

được khoảng nồng độ định lượng các hoạt chất, được trình bày trong Bảng 3.60. 

Ngoài ra, để đáp ứng phần yêu cầu tính tuyến tính và đặc hiệu, cần chuẩn bị thêm 

mẫu trắng và mẫu không. Trong đó, mẫu trắng là mẫu không có chuẩn nội còn mẫu 

không là mẫu được thêm chuẩn nội. 

Bảng 3.60. Nồng độ của các hoạt chất trong huyết tương thỏ 

Chất Nồng độ các hoạt chất trong huyết tương (ng/mL) 

S-1 

(LLOQ) 
S-2 S-3 S-4 S-5 S-6 S-7 S-8 LQC MQC HQC 

PLT 0,1 0,2 0,5 1 5 10 20 50 0,3 25 40 
HPL 0,1 0,2 0,5 1 5 10 20 50 0,3 25 40 

NRT 0,1 0,2 0,5 1 5 10 20 50 0,3 25 40 

IS 50 

3.4.1.6. Thẩm định quy trình phân tích 

Kết quả tóm tắt thẩm định quy trình định lượng đồng thời phyllanthin, 

hypophyllanthin, niranthin trong huyết tương thỏ bằng kỹ thuật LC-MS/MS theo 

hướng dẫn của US-FDA, EMA và DĐVN V được trình bày ở Bảng 3.61. Hình 3.39 

minh họa sắc ký đồ huyết tương trắng. Hình 3.41. minh hoạ sắc ký đồ mẫu giả lập 

chứa chất phân tích ở nồng độ LLOQ.  

 
Hình 3.39. Sắc ký đồ mẫu huyết tương trắng 
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Hình 3.40. Sắc ký đồ mẫu huyết tương giả lập ở nồng độ LLOQ 

 

Hình 3.40 minh họa sắc ký đồ mẫu huyết tương ở nồng độ 25 ng/mL (với PLT, 

HPL, NRT và IS). 

 

 

 

Hình 3.41. Sắc ký đồ mẫu huyết tương ở nồng độ MQC  
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PLT (Full scan) 

 

HPL (Full scan) 

PLT (Product ion scan) 

 

HPL (Product ion scan) 

  

NRT (Full scan)  NRT (Product ion scan) 

 

 

DAZ (Full scan)  DAZ (Product ion scan) 

Hình 3.42. Công thức phân tử và phổ khối (ion phân tử và ion phân mảnh) của 

PLT, HPL, NRT và IS ở cùng nồng độ 1 µg/mL. 
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Bảng 3.61. Tóm tắt kết quả thẩm định phương pháp 

STT Chỉ tiêu Kết quả 

1 
Tính đặc hiệu 

(n = 6) 

Mẫu LLOQ có các pic PLT (6,735 phút), HPL (6,145 phút), NRT 

(9,048 phút) và IS (3,813 phút). Mẫu huyết tương trắng không xuất 

hiện pic tại thời gian lưu của PLT, HPL, NRT và IS. Tín hiệu đáp 
ứng của mẫu trắng tại thời điểm trùng với thời gian lưu của HPL, 

HPL và NRT không vượt quá 20 % tín hiệu đáp ứng của chất phân 

tích ở nồng độ LLOQ. Tín hiệu đáp ứng của mẫu trắng tại thời điểm 
trùng với thời gian lưu của chuẩn nội không vượt quá 5 % tín hiệu 

đáp ứng của chuẩn nội ở mẫu LLOQ.  

2 

Giới hạn định 

lượng dưới 

(n = 6) 

Ở nồng độ 0,1 ng/mL (PLT, HPL và NRT) đều cho tỷ số S/N lớn hơn 

5, đạt độ chính xác và độ đúng theo qui định, diện tích của chất phân 
tích lớn hơn 5 lần so với mẫu trắng tại cùng thời điểm, nồng độ này 

được chấp nhận là giới hạn định lượng dưới (LLOQ). 

3 

Đường chuẩn và 

khoảng tuyến tính  

(n = 10) 

Phương trình hồi quy tuyến tính với trọng số 1/[nồng độ]2 = 1/x2: 

- PLT (0,1-50 ng/mL): y = 0,0630x + 0,0008; R2 = 0,9923 
- HPL (0,1-50 ng/mL): y = 0,01845x + 0,0021; R2 = 0,9899 

- NRT (0,1-50 ng/mL): y = 0,0528x + 0,0037; R2 = 0,9920 

4 

Độ đúng và độ 
chính xác trong 

ngày và khác 

ngày (n = 18) 

Ở 4 mức nồng độ LLOQ, LQC, MQC và HQC:  
- PLT (85,59 % - 119,35 %; CV: 5,27 % - 10,96 %) 

- HPL (82,35 % - 118,66 %; CV: 5,97 % - 11,52 %) 

- NRT (85,41 % - 119,29 %; CV: 3,17 % - 11,57 %) 

5 
Hiệu suất chiết  
(n = 6) 

Ở 3 mức nồng độ LQC, MQC và HQC:  
- PLT (89,48 % - 100,69 %; CV: 2,05 % - 4,53 %) 

- HPL (88,42 % - 102,04  %; CV: 1,56 % - 7,35 %) 

- NRT (99,36 % - 103,73 %; CV: 1,22 % - 4,55 %) 
- IS (93,79 % - 98,07 %; CV: 2,06 % - 5,20 %) 

6 
Độ ổn định 

(n = 6) 

Dung dịch chuẩn gốc ổn định ở -20 oC trong ít nhất 30 ngày. Chất 

phân tích trong huyết tương ổn định ở nhiệt độ phòng 25 oC trong 6 

giờ, buồng tiêm mẫu 5 oC trong 24 giờ, sau 3 chu kỳ đông - rã đông 
và ở -70 oC trong vòng 30 ngày. 

7 

Ảnh hưởng  

nền mẫu  

(n = 6) 

Giá trị ‘IS-normalized matrix factor’ của PLT, HPL, NRT ở mức 

nồng độ LQC và HQC có giá trị CV lần lượt là 3,57 % - 7,64 %; 

3,07 % - 12,18 %; 3,32 % - 8,57 %. Phương pháp phân tích có bị ảnh 
hưởng bởi nền mẫu nhưng vẫn nằm trong mức cho phép. 

8 
Lượng mẫu tồn 

dư (n = 6) 

Tiêm lặp lại 6 lần mẫu có nồng độ cao nhất (ULOQ) và mẫu trắng, 

sau đó tiêm 6 lần mẫu có nồng độ LLOQ. Kết quả cho thấy không có 
ảnh hưởng của lượng mẫu tồn dư đối với cả PLT, HPL, NRT và IS. 

9 
Hệ số pha loãng  

(n = 6) 

Chuẩn bị 6 mẫu huyết tương ở nồng độ 50 ng/mL (với PLT, HPL và 

NRT). Pha loãng 2 lần bằng huyết tương trắng, sau đó xử lý mẫu và 

tiến hành phân tích. Kết quả độ đúng trung bình của PLT, HPL và 
NRT lần lượt là 97,46 %; 102,97 % và 103,82 % với giá trị CV lần 

lượt là 3,77 %; 5,22 % và 10,47 %. Vậy quy trình xử lý mẫu đã xây 

dựng không bị ảnh hưởng bởi sự pha loãng. 
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3.4.2. Đánh giá một số thông số dược động học của cao chuẩn hóa điều chế từ 

Diệp hạ châu đắng 

Tiến hành phân tích mẫu huyết tương thỏ theo quy trình đã được thẩm định. 

Phân tích dược động học dựa trên các dữ liệu của 12 con. Kết quả nồng độ các chất 

phân tích phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin và đồ thị biểu diễn nồng độ các chất 

theo thời gian của từng cá thể được trình bày ở Phụ lục 16. Đồ thị biểu diễn nồng độ 

chất trung bình theo thời gian được trình bày ở Hình 3.43, Hình 3.44, Hình 3.45. 

  Từ nồng độ chất phân tích trong huyết tương ở các thời điểm, tính toán các 

thông số dược động học của từng cá thể và dược động học trung bình, kết quả được 

trình bày ở Bảng 3.62. 

 

Hình 3.43. Đồ thị biểu diễn nồng độ phyllanthin trung bình theo thời gian 

 

Hình 3.44. Đồ thị biểu diễn nồng độ hypophyllanthin trung bình theo thời gian 



116 

 

 

Hình 3.45. Đồ thị biểu diễn nồng độ niranthin trung bình theo thời gian 

Bảng 3.62. Các thông số dược động học trung bình của các chất phân tích 

Thông số Phyllanthin  

(Trung bình ± SD) 

Hypophyllanthin 

(Trung bình ± SD) 

Niranthin 

(Trung bình ± SD) 

Tmax (giờ) 0,24 0,26 0,24 

Cmax (ng/mL) 14,625 ± 1,88 5,913 ± 0,82 4,408 ± 0,45 

AUC0-t (ng.giờ/mL) 9,694 ± 0,71 4,172 ± 0,39 3,135 ± 0,24 

AUC0-∞ (ng.giờ/mL) 10,150 ± 0,61 4,503 ± 0,42 3,497 ± 0,38 

T1/2 (giờ) 1,78 1,17 1,41 

AUC0-t/AUC0-∞ (%) 95,51 92,65 89,66 
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CHƯƠNG 4. BÀN LUẬN 

4.1. CHIẾT XUẤT, PHÂN LẬP, TINH CHẾ VÀ XÁC ĐỊNH CẤU TRÚC, ĐỘ 

TINH KHIẾT CỦA CÁC CHẤT PHÂN LẬP ĐƯỢC 

4.1.1. Chiết xuất, phân lập, tinh chế các chất phân lập được 

Quy trình chiết xuất, phân lập các chất tinh khiết bắt đầu với việc thăm dò 

dung môi chiết nhằm chiết được chất cần phân lập. Căn cứ theo các tài liệu về hóa 

thực vật, các chất chuyển hóa cấp 2 trong Diệp hạ châu thuộc nhóm phân cực trung 

bình. Các hợp chất trong Diệp hạ châu bao gồm lignan, flavonoid, tannin 

(ellagitannin), polyphenol, triterpen, sterol và alkaloid [83]. Đặc biệt, hợp chất phenol 

lignan trong Diệp hạ châu là phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, nirtetralin và 

phyltetralin, là các chất ở dạng aglycon, có tính bảo vệ gan và chống ung thư. Dung 

môi sử dụng cho chiết xuất với bộ phận dùng trên mặt đất của Diệp hạ châu đắng có 

độ phân cực trung bình thì mới loại được thành phần clorophyl.  

Phương pháp chiết xuất sử dụng thường quy trong phòng thí nghiệm là phương 

pháp ngâm. Phương pháp này đơn giản và tránh được nhiều tạp tuy thời gian lâu hơn 

phương pháp chiết xuất khác. Một số công trình nghiên cứu cũng đã dùng phương 

pháp ngâm với các dung môi như n-hexan, ethyl acetat, methanol, ethanol để phân 

lập các lignan [27], [29], [50], [54], [67], [74], [92]. 

Việc thăm dò chiết cao toàn phần với các loại dung môi có độ phân cực tăng 

dần khảo sát là dicloromethan, cloroform, aceton, ethyl acetat, ethanol 96 % và 

ethanol 70 %, kết quả dung môi dicloromethan được lựa chọn. Chiết bằng dung môi 

ethanol 70 % và cloroform cho khối lượng cao chiết cao hơn. Tuy nhiên, khối lượng 

cao thu được không phản ánh đầy đủ hiệu suất chiết xuất chất cần nghiên cứu. Trong 

số các dung môi khảo sát, chiết bằng dung môi dicloromethan, cloroform, ethyl acetat 

và ethanol 90 % cho SKLM rõ nét hơn, nhưng dung môi cloroform độc hơn. Vì thế, 

chọn dung môi dicloromethan, ethyl acetat và ethanol 90 % để khảo sát tiếp theo trên 

sắc ký cột. Khi khảo sát bằng SKLM, cao dicloromethan cho các vết tách khá rõ, hiệu 

suất chiết cao và ít độc hơn so với cloroform. Khi khảo sát bằng sắc ký cột thì cao 

dicloromethan có nhiều vết phân đoạn hơn và tách nhau rõ ràng so với cao ethyl acetat 

và cao ethanol 96 %. Cột sắc ký cao ethanol 96 % có một phân đoạn chứa hợp chất 
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màu vàng ra theo cùng nhiều phân đoạn khác, sẽ gây khó khăn cho quá trình tinh chế 

sau này. Vì vậy, dùng cao chiết bằng dung môi ethyl acetat hoặc dicloromethan để 

tiến hành sắc ký cột ở quy mô lớn hơn nhưng hiệu suất chiết cao toàn phần bằng ethyl 

acetat thấp hơn dicloromethan. Mặt khác, để xác định chính xác hơn khả năng chiết 

xuất chất cần nghiên cứu, tiến hành định lượng bằng HPLC, kết quả cho thấy lượng 

phyllanthin và hypophyllanthin chiết được cao hơn hai dung môi ethyl acetat và 

ethanol 96 %. Việc sử dụng dung môi dicloromethan từ 1000 g dược liệu, thu được 

60 g cao dicloromethan với hiệu suất 6 % so với nghiên cứu trước đây sử dụng ethanol 

96 % với hiệu suất chiết là 12 % từ 10 kg dược liệu [3]. Hiệu suất chiết thấp hơn có 

thể do ít phần phân cực hơn vì dung môi dicloromethan hòa tan các chất phân cực 

trung bình và loại đi các hợp chất phân cực. 

Việc phân lập được tiến hành dựa trên sắc ký cột để tách các phân đoạn và các 

chất tinh khiết. Tuy nhiên, khi phân lập các chất có độ phân cực tương tự nhau bằng 

sắc ký cột với silica gel sẽ gặp khó khăn. Trong trường hợp này, phương pháp thường 

dùng là sắc ký pha đảo C8 hay C18 với hệ dung môi phân cực trên hệ thống bơm tạo 

áp suất trung bình hay áp suất cao. 

 Khi tách các phân đoạn bằng sắc ký cột, phương pháp chọn hệ dung môi càng 

đơn giản càng tốt, chỉ nên gồm hai thành phần và các vết có di chuyển, tách rõ, không 

kéo vệt dài. Tiếp theo công trình nghiên cứu của nhóm tác giả Lữ Thị Kim Chi, 

Nguyễn Ngọc Vinh [3], sử dụng hệ dung môi rửa giải là n-hexan – ethyl acetat với 

độ phân cực tăng dần và điều chỉnh tỉ lệ thay đổi từ (100 : 0) đến (80 : 20) thu được 

13 phân đoạn, trong đó phân đoạn IV có một vết chính và hai vết phụ, phân đoạn VII 

có hai vết chính, phân đoạn X có một vết chính màu đỏ nâu, phân đoạn XII có hai vết 

chính và phân đoạn XIII có một vết chính màu xanh. Số phân đoạn thu được nhiều 

hơn số phân đoạn của nhóm tác giả trên, điều này có thể giúp cho việc tách các chất 

cần phân lập được thuận lợi hơn.  

Nhằm loại tạp và tinh khiết hóa các hợp chất phân lập, các phương pháp tinh 

chế đã được sử dụng. Phương pháp đơn giản là kết tinh lại trong dung môi thích hợp. 

Phương pháp này cần có thời gian thăm dò dung môi và chỉ áp dụng với chất kết tinh. 

Một phương pháp khác được áp dụng là tủa trong dung môi nhờ sự khác biệt về tính 
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tan của chất cần phân lập với các tạp. Phương pháp khác cũng được áp dụng là dùng 

sắc ký điều chế, phương pháp này với đầu dò có thể tách các chất ra nhanh chóng tuy 

nhiên lượng mẫu nạp không nhiều. 

Với kỹ thuật sắc ký cột, thu được hợp chất PA1 (10 mg) từ phân đoạn IV. Với 

kỹ thuật sắc ký điều chế trên cột pha thuận của phân đoạn VII tách được hai hợp chất 

PA2 và PA3; trên cột pha đảo của phân đoạn XII tách được hai hợp chất PA5 và PA6. 

Kết tinh lại sau khi sắc ký cột cổ điển thu được hợp chất PA4 từ phân đoạn X và hợp 

chất PA7 từ phân đoạn XIII. Các hợp chất PA2, PA3 PA4, PA5 và PA6 có độ tinh khiết 

sau phân lập cao từ 95,07 % - 99,76 %. Với độ tinh khiết này, việc xác định cấu trúc 

dễ dàng hơn. Lượng mẫu PA1 tách được không nhiều (10 mg) và độ tinh khiết không 

cao (89,24 %), do đó chưa tiến hành xác định cấu trúc và các thử nghiệm khác. 

4.1.2. Xác định cấu trúc, độ tinh khiết các chất phân lập được 

Biện luận cấu trúc phyllanthin 

Công thức phân tử của PA6 là C24H34O6 với độ bất bão hòa  = 8. Công thức 

nguyên với 24 C trong khi đó phổ DEPT cho 12 tín hiệu C chứng tỏ trong công thức 

có sự đối xứng. Trong các tín hiệu DEPT có các 6 tín hiệu olefin 111,6-148,4 ppm 

chứng tỏ trong cấu trúc có cấu tạo vòng. Ngoài ra có 3 tín hiệu −OCH3 ở 55,2-58,1 

ppm. Quan sát các tín hiệu proton trường thấp 6,53-6,81 ppm là proton sp2
. Ngoài ra 

có 3 tín hiệu singlet ở 3,21-3,71 ppm là các proton sp3 của nhóm −OCH3. Quan sát 

các tín hiệu này trên HMBC cho thấy có 2 tín hiệu tương quan với trường thấp (146,9-

148,5 ppm) chứng tỏ có 2 nhóm −OCH3 gắn trên nhân thơm và 1 tín hiệu tương quan 

với 72,1 ppm chứng tỏ 1 nhóm OCH3 gắn trên dây nhánh. Ngoài ra, trên phổ 13C-

NMR có các tín hiệu 34,1-39,8 ppm là tín hiệu C dây nhánh. Dựa vào MS, độ bất bão 

hòa, tính đối xứng, các tín hiệu quan sát trên NMR và so sánh dữ liệu phổ với các dữ 

liệu, việc xác định cấu trúc PA6 là phyllanthin là hoàn toàn phù hợp. 

Biện luận cấu trúc hypophyllanthin 

Công thức phân tử của PA4 là C24H30O7 tương ứng với độ bất bão hòa  = 10. 

Quan sát trên phổ DEPT có 24 tín hiệu C chứng tỏ công thức PA4 không có tính đối 

xứng như PA6. Quan sát trên phổ 13C-NMR có 12 tín hiệu trường thấp 106,5-148,6 
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ppm chứng tỏ trong công thức có 2 vòng thơm, với độ bất bão hòa là 10, công thức 

PA4 còn có thêm 2 vòng nữa. Hơn nữa, phổ 13C-NMR có 5 tín hiệu −OCH3 ở 55,8-

58,9 ppm tương ứng với 5 tín hiệu singlet của proton sp3 ở 3,31-3,85 ppm. Có 3 

proton này tương quan HMBC với các carbon olefin chứng tỏ chúng được gắn trên 

vòng thơm, các tín hiệu còn lại thuộc dây nhánh. Trên phổ 13C-NMR có cho thấy tín 

hiệu carbon acetal với 101,1 ppm. Có 2 tín hiệu carbinol được quan sát ở 71,8 ppm 

và 75,8 ppm. Dây nhánh được xác định với các tín hiệu 13C-NMR với độ dịch chuyển 

33,3-45,4 ppm. Có 4 tín hiệu proton 6,31-6,72 ppm được ghi nhận trên 1H-NMR. 

Tổng hợp các dữ liệu MS, độ bất bão hòa, NMR và các tài liệu công bố, PA4 được 

xác định là hypophyllanthin là hoàn toàn phù hợp. 

Biện luận cấu trúc phyltetralin 

Công thức phân tử của PA5 là C24H32O6 tương ứng với độ bất bão hòa  = 9. 

Việc giảm đi 1 oxy của PA5 so với niranthin và độ bất bão hòa cũng tương tự như 

niranthin số vòng hay nối đôi cũng tương tự như niranthin. Việc mất đi 1 tín hiệu 

proton singlet của proton sp3 ở vùng 3,31-3,85 ppm chứng tỏ khả năng mất 1 nhóm 

−OCH3. Ngoài ra, không tồn tại tín hiệu carbon acetal ở 101,3 ppm chứng tỏ vòng 5 

của niranthin bị mở và để đảm bảo độ bất bão hòa là 9 thì tồn tại vòng 6 cạnh trong 

công thức hypophyllanthin, trong khi đó các tín hiệu carbon olefin vẫn ngữ nguyên. 

Kết hợp với các dữ liệu phổ MS, NMR, PA5 được xác định phyltetralin là hoàn toàn 

phù hợp. 

Biện luận cấu trúc nirtetralin 

Nirtetralin có công thức phân tử C24H30O7 là đồng phân của hợp chất 

hypophyllanthin. Việc phân biệt hai chất này dựa vào quan sát tương quan HMBC. 

Proton của nhóm −OCH3 của hypophyllanthin có tương quan với carbon trong vòng 

dioxolan và C1 có độ dịch chuyển lớn hơn proton −OCH3 của nirtetralin cũng có 

tương quan với vòng dioxolan  nhưng có tương quan với C7 có độ dịch chuyển thấp 

hơn. Nirtetralin có tác dụng anti-HBsAg tốt nhất trong thử nghiệm thăm dò tác dụng 

của 25 thành phần phân lập từ các loài Phyllanthus trên virus viêm gan B. 
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So sánh cấu trúc các hợp chất phân lập được 

 

Hình 4.1. Cấu trúc hóa học các lignan phân lập được 

Phổ 13C-NMR 

Về cấu trúc các lignan có các đặc điểm chung là nhân benzen với các độ dịch 

chuyển từ 106-150 ppm. Các nhóm −OCH3 với độ dịch chuyển từ 55-59 ppm. Khi có 

tín hiệu khoảng 101 ppm cho thấy có sự hiện diện của vòng 1,3-dioxolan. Các tín 

hiệu khác có giá trị từ 33-42 ppm. 

Phổ 1H-NMR 

Quan sát phổ 1H-NMR, các lignan có các tín hiệu proton olefin với độ dịch 

chuyển từ 6,3-6,9 ppm. Các proton nhóm −OCH3 có độ dịch chuyển 3,2-3,7 ppm và 

là những tín hiệu singlet. Các tín hiệu còn lại khoảng 1,9-3,3 ppm. 
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Phân biệt hợp chất hypophyllanthin và nirtetralin 

Hai hợp chất này là đồng phân vị trí của −OCH3 và vòng 1,3-dioxolan. Việc 

phân biệt hai đồng phân này dựa theo quan sát HMBC của nhóm −OCH3 ở vị trí 3 

đối với hypophyllanthin. Trong luận án này, proton của nhóm này có tương quan với 

2 và 1 nên hợp chất thu được là hypophyllanthin. 

4.2. XÁC ĐỊNH CHẤT LƯỢNG VÀ THIẾT LẬP CHẤT ĐỐI CHIẾU 

Từ 60 g cao dicloromethan chiết từ 1 kg bột Diệp hạ châu đắng, sau khi phân 

lập thu được 1730 mg chất PA6 xác định là phyllanthin, 400 mg chất PA4 xác định là 

hypophyllanthin, 190 mg chất PA2 xác định là niranthin, 250 mg chất PA3 xác định 

là nirtetralin và 60 mg chất PA5 xác định là phyltetralin. Qui trình chiết xuất, phân 

lập thu được các hợp chất được xác định là thành phần lignan chính trong Diệp hạ 

châu đắng. Phyllanthin và hypophyllanthin được phân lập sau khi triển khai qua cột 

và kết tinh trong ethanol tuyệt đối. Niranthin, nirtetralin và phyltetralin được phân lập 

bằng sắc ký điều chế sau khi triển khai qua sắc ký cột. Các hợp chất lignan chính 

phân lập được đều có độ tinh khiết sắc ký lớn hơn 95 %, đáp ứng yêu cầu dùng làm 

chất đối chiếu.  

Kết quả nghiên cứu cũng cho thấy qui trình phân lập phyllanthin được cải tiến 

hơn, có hiệu suất cao hơn nhiều so với các công bố trong nước trước đây từ 10 kg bột 

dược liệu thu được 30 mg phyllanthin [8] và từ 9 kg bột dược liệu thu được 890 mg 

phyllanthin [3]. Kassuya và cộng sự đã phân lập đồng thời 5 lignan: nirtetralin, 

niranthin, hypophyllanthin, phyltetralin và phyllanthin từ dịch chiết cao n-hexan của 

Phyllanthus amarus nhưng chỉ xác định các chất phân lập bằng SKLM, chưa xác định 

độ tinh khiết các chất phân lập được [40]. 

Trong nội dung nghiên cứu, đề tài vẫn tiến hành phân lập và xác định cấu trúc 

hợp chất phyllanthin do là chất điểm chỉ chính trong Diệp hạ châu đắng nhưng không 

đánh giá chất đối chiếu vì nhóm tác giả Lữ Thị Kim Chi, Nguyễn Ngọc Vinh [3] đã 

thiết lập chất chuẩn phyllanthin và Viện Kiểm nghiệm Thuốc TP. Hồ Chí Minh đã 

thương mại hóa trên thị trường. Dựa vào khối lượng chất tinh khiết phân lập được, 

hypophyllanthin và niranthin được thiết lập dùng làm chất đối chiếu và đánh giá chất 

lượng so sánh liên phòng bởi 3 phòng thí nghiệm đạt GLP, ISO 17025. Ngoài ra, do 
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lượng nirtetralin phân lập được không nhiều và giá thành chất chuẩn nirtetralin 

thương mại rất cao (hơn 500 USD/ 1 mg) nên chỉ xác định độ tinh khiết sắc ký bởi 2 

phòng thí nghiệm để có thể dùng làm chất đối chiếu trong phạm vi nội dung nghiên 

cứu của đề tài cho phần khảo sát qui trình định lượng đồng thời bốn lignan 

phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin và nirtetralin trong Diệp hạ châu đắng. Lượng 

phyltetralin phân lập được ít (60 mg) và độ tinh khiết đạt 95,07 % nên chưa khảo sát 

tiếp theo. So với mục tiêu nghiên cứu thì đề tài đã đạt được thiết lập hypophyllanthin 

và niranthin dùng làm chất đối chiếu. 

Với kết quả của qui trình chiết xuất, phân lập này, các hợp chất phyllanthin, 

hypophyllanthin và niranthin có thể thu nhanh với lượng lớn một cách hiệu quả, đạt 

độ tinh khiết cao ( 97 %) và có thể thiết lập dùng làm chất đối chiếu. Bên cạnh đó, 

các hợp chất nirtetralin và phyltetralin cũng có thể được phân lập dùng làm chất đối 

chiếu. Qua đó, kết quả nghiên cứu của luận án đã đóng góp rất lớn, giúp cho các nhà 

nghiên cứu có thể phân lập các hợp chất lignan chính trong Diệp hạ châu đắng gồm 

phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, nirtetralin và phyltetralin tinh khiết dùng để 

thiết lập chất chuẩn thuận lợi hơn. Và cho đến nay, chưa thấy công trình nghiên cứu 

nào trên thế giới công bố chiết xuất, phân lập được 5 hợp chất lignan này đồng thời 

từ Phyllanthus amarus với lượng thu được chất tinh khiết lớn có thể dùng làm chất 

đối chiếu. Đồng thời, luận án cũng đã xây dựng đầy đủ bộ hồ sơ thiết lập chất đối 

chiếu hypophyllanthin và niranthin, bao gồm: Quy trình chiết xuất, phân lập chất đối 

chiếu từ cao Diệp hạ châu đắng và bộ dữ liệu phổ nghiệm của mỗi chất. 

4.3. ĐIỀU CHẾ VÀ TIÊU CHUẨN HÓA CAO DIỆP HẠ CHÂU ĐẮNG 

4.3.1. Xây dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng thời 4 hợp chất lignan 

trong Diệp hạ châu đắng bằng phương pháp HPLC 

Có nhiều công trình nghiên cứu phân tích các hợp chất lignan trong Diệp hạ 

châu đã công bố bằng nhiều phương pháp khác nhau như sắc ký lớp mỏng hiệu năng 

cao (HPTLC), sắc ký khí (GC), sắc ký khí khối phổ (GC-MS), sắc ký lỏng hiệu năng 

cao với đầu dò tử ngoại (HPLC-UV), đầu dò huỳnh quang (HPLC-FL), đầu dò điện 

hóa (HPLC-ECD) và sắc ký lỏng hiệu năng cao khối phổ (HPLC-MS).  
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Nhiều phương pháp HPTLC cũng được dùng để định lượng đồng thời 

phyllanthin và hypophyllanthin. Tuy nhiên, phương pháp HPTLC có những hạn chế, 

chẳng hạn như khả năng phân giải phyllanthin kém với các lignan khác, thiếu độ tái 

lập và hiệu quả về chi phí, độ đặc hiệu thấp để định lượng lignan chính, phyllanthin 

[22]. Phương pháp HPLC đầu dò huỳnh quang và đầu dò UV cũng được dùng tuy 

nhiên không đạt độ phân giải giữa phyllanthin và hypophyllanthin. Mặt khác, các 

phương pháp GC-MS và HPLC-MS có độ nhạy và độ tin cậy cao. Tuy nhiên, những 

thiết bị phân tích này rất đắt tiền cho nên tính sẵn có cũng hạn chế. Do đó, cần có sự 

phát triển của các phương pháp khác đơn giản và đáng tin cậy để phân tích đồng thời 

các lignan.  

Đối với phương pháp HPLC thì đa số các nghiên cứu đã công bố định lượng 

phyllanthin, hypophyllanthin trên cột pha đảo C8 hoặc C18 với pha động có thể chứa 

methanol/ acetonitril – nước/ acid phosphoric 0,1 %/ đệm phosphat pH 2,8 theo tỉ lệ 

đẳng dòng hoặc chương trình rửa giải gradient. 

Tài liệu Herbal Medicines Compendium của USP đưa ra chuyên luận riêng 

dành cho Phyllanthus amarus, sử dụng phương pháp HPLC để định tính bằng cách 

so sánh thời gian lưu tương đối của hypophyllanthin, niranthin với phyllanthin trên 

sắc ký đồ và định lượng lignan dựa trên hàm lượng của hypophyllanthin và 

phyllanthin [98]. Trong đó, hàm lượng của hypophyllanthin được tính dựa vào hàm 

lượng phyllanthin với một hệ số chuyển đổi. Xét thấy việc xác định hàm lượng 

hypophyllanthin như vậy chưa chính xác vì với dược liệu có nguồn gốc khác nhau, 

điều kiện, dung môi chiết xuất khác nhau thì tỉ lệ hàm lượng phyllanthin và 

hypophyllanthin có thể không giống nhau.  

Sau khi tiến hành sắc ký thực nghiệm trên cột sắc ký Luna C18 (25 cm x 4,6 

mm; 5 μm) theo quy trình USP, nhận thấy thời gian sắc ký dài, khả năng tách các pic 

không tốt và thời gian phân tích dài nên tiến hành xây dựng quy trình phân tích mới 

định lượng đồng thời phyllanthin và hypophyllanthin phù hợp với điều kiện sẵn có 

của phòng thí nghiệm.  

Có nhiều yếu tố ảnh hưởng đến khả năng tách (Rs) và hình dạng pic (As) của 

một chất khi phân tích bằng kỹ thuật HPLC-PDA: Pha tĩnh, loại dung môi, tỉ lệ dung 
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môi của pha động, nhiệt độ cột, tốc độ dòng, bước sóng phát hiện, thể tích tiêm mẫu. 

Trong đó, tốc độ dòng, nhiệt độ cột, thể tích tiêm mẫu, bước sóng phát hiện ít ảnh 

hưởng đến hai thông số As và Rs trong phân tích. Qua nhiều khảo sát thực nghiệm 

thăm dò, các yếu tố ảnh hưởng dựa vào điều kiện sắc ký định lượng theo USP, nhận 

thấy tỉ lệ dung môi pha động đóng vai trò quan trọng đến cả Rs và As và thời gian 

phân tích. 

Kỹ thuật HPLC-PDA trong nghiên cứu này giống với các nghiên cứu đã công 

bố. Tuy nhiên, điều kiện sắc ký được khảo sát cải tiến được khả năng phân tách các 

pic so với các điều kiện sắc ký đã công bố. Nghiên cứu này đã sử dụng cột pha đảo 

Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 m), pha động methanol – acid phosphoric 0,1 % 

với chương trình đẳng dòng (60 : 40), tốc độ dòng 1 mL/phút. Với điều kiện sắc ký 

này thì thời gian phân tích khoảng 40 phút giống theo USP nhưng có nhiều ưu điểm 

hơn là: sử dụng pha động không chứa hệ đệm có muối vô cơ (KH2PO4) giúp hạn chế 

nhiễm bẩn cột nên có thể tiêm được nhiều mẫu và giúp bảo vệ cột phân tích, kéo dài 

tuổi thọ cột; tốc độ dòng ít hơn nên lượng dung môi trong pha động tiêu thụ ít hơn; 

và giá thành methanol thấp hơn 4 lần so với acetonitril nên kinh tế hơn so với USP. 

Phương pháp này được thẩm định đạt các yêu cầu thông số của quy trình định lượng: 

tính phù hợp hệ thống, tính đặc hiệu, tính tuyến tính, độ lặp lại (độ chính xác) và độ 

đúng. Mặt khác, điều kiện sắc ký theo DĐVN V có pha động theo chương trình dung 

môi (gradient) nên ít ổn định đường nền sắc ký khi phân tích và có thể ảnh hưởng đến 

kết quả định lượng hoạt chất. Vì vậy, điều kiện sắc ký của phương pháp đã chọn thích 

hợp, ứng dụng dễ dàng, nhanh chóng hơn và định lượng đồng thời phyllanthin và 

hypophyllanthin so với DĐVN V. 

Như đã biết, ngoài phyllanthin, hypophyllanthin thì niranthin và nirtetralin 

cũng là thành phần lignan chính trong cây Diệp hạ châu đắng. Do đó, tiến hành định 

tính, định lượng thêm niranthin và nirtetralin cùng với phyllanthin, hypophyllanthin. 

Tiến hành bằng phương pháp HPLC để định tính và định lượng đồng thời 4 lignan 

phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin và nirtetralin dựa vào các chất đối chiếu của 

mỗi lignan. Dựa theo điều kiện sắc ký của phương pháp định lượng đồng thời 

phyllanthin và hypophyllanthin đã xây dựng, tiếp tục khảo sát tỉ lệ dung môi pha động 
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để 4 lignan phân tách rõ ràng. Với việc điều chỉnh tỉ lệ dung môi pha động thành (56 : 

44) thì 4 lignan tách rõ ràng và hệ số bất đối đạt yêu cầu. Thứ tự rửa giải và thời gian 

lưu của hypophyllanthin, phyllanthin, nirtetralin và niranthin lần lượt là 24,0; 26,5; 

35,5 và 39,9 phút. Phương pháp HPLC với đầu dò PDA có thể xác định được pic của 

4 lignan chính này trong Diệp hạ châu đắng dựa vào thời gian lưu cùng với so sánh 

phổ UV của pic tương ứng với chất chuẩn. Kết quả thẩm định quy trình định lượng 

đồng thời 4 lignan cho thấy quy trình có tính đặc hiệu cao, hệ số tương quan r = 

1,0000 trong khoảng nồng độ khảo sát và đạt yêu cầu về độ chính xác RSD  2 % và 

độ đúng trong giới hạn 95 % - 105 % đối với phân tích định lượng hoạt chất có hàm 

lượng thấp trong tự nhiên. Kết quả thẩm định này chứng tỏ rằng qui trình chuẩn bị 

mẫu thử là ổn định, các chất phân tích hầu như không bị mất đi nhiều trong quá trình 

xử lý mẫu.  

Bên cạnh đó, định tính và định lượng đồng thời 4 lignan phyllanthin, 

hypophyllanthin, niranthin và nirtetralin chỉ có nhóm tác giả Srivastava V. và cộng 

sự triển khai bằng phương pháp HPTLC sử dụng bản mỏng bất đối [92]. Tuy nhiên, 

phương pháp HPTLC có những hạn chế, chẳng hạn như khả năng phân giải giữa các 

chất lignan kém, thiếu độ tái lập và độ đặc hiệu thấp để định lượng lignan chính. Cho 

đến nay, quy trình định lượng đồng thời 4 lignan phyllanthin, hypophyllanthin, 

niranthin và nirtetralin trong Diệp hạ châu đắng bằng phương pháp HPLC-PDA trong 

luận án vẫn chưa được công bố bởi tài liệu nào.  

4.3.2. Điều chế cao khô Diệp hạ châu đắng 

Hiện nay, một số công ty dược phẩm đã sản xuất chế phẩm từ cây Diệp hạ 

châu đắng dưới dạng bào chế viên nang, viên nén bao phim, viên nén bao đường mà 

khối lượng thành phần nguyên liệu, là cao chiết từ cây Diệp hạ châu đắng Phyllanthus 

amarus, trong công thức bào chế ở mỗi sản phẩm khác nhau tùy nhà sản xuất. Mặt 

khác, tiêu chuẩn cơ sở của các chế phẩm này chưa đánh giá mức chất lượng cho chỉ 

tiêu định lượng theo một cách chung, có sản phẩm yêu cầu chỉ định lượng hàm lượng 

phyllanthin. Mục đích của đề tài là nghiên cứu một cách hệ thống điều chế cao chuẩn 

hóa Diệp hạ châu đắng có hàm lượng hoạt chất cao giúp giảm khối lượng của thành 

phẩm chứa cao. Do đó, việc đánh giá và lựa chọn các thông số quy trình dựa trên hàm 
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lượng phần trăm trong cao dược liệu mang tính khoa học và thể hiện chính xác chất 

lượng cao cần nghiên cứu. Với việc sử dụng cao dược liệu có hàm lượng hoạt chất 

cao, thành phẩm chứa cao sẽ có khối lượng nhỏ giúp giảm chi phí trong sản xuất, việc 

sử dụng thuốc được dễ dàng từ đó nâng cao hiệu quả sử dụng thuốc. 

Cao dược liệu được sử dụng để bào chế thành phẩm thuốc dùng cho người, do 

đó dung môi sử dụng phải ít gây độc cho cơ thể người. Đồng thời, với quy mô sản 

xuất công nghiệp thì dung môi chiết xuất được sử dụng thường là các dung môi rẻ 

tiền, thân thiện với môi trường để giảm chi phí xử lý chất thải và môi trường.  

Loại dung môi là một trong các yếu tố đóng vai trò quyết định trong chiết xuất 

dược liệu. Lựa chọn dung môi không phù hợp không những làm giảm hiệu suất chiết 

hoạt chất mà còn góp phần gia tăng tạp không mong muốn trong hỗn hợp sản phẩm 

thu được. Trong công nghiệp dược, xét về yếu tố môi trường và kinh tế thì hai loại 

dung môi được sử dụng phổ biến là ethanol và nước. Trong đó, ethanol có nồng độ 

khác nhau có thể áp dụng cho cả hai phương pháp chiết nóng và chiết nguội (không 

dùng nhiệt độ). Với dung môi nước, chỉ có thể áp dụng phương pháp chiết nóng để 

chiết dược liệu. Qua thực nghiệm, bằng phương pháp đơn giản dễ thực hiện nhất là 

phương pháp ngâm ở nhiệt độ phòng, tiến hành khảo sát với nồng độ cồn khác nhau 

ở phòng thí nghiệm: ethanol 96 %, ethanol 70 %, ethanol 50 % và ethanol 30 %. Kết 

quả cho lượng hoạt chất chiết được trong các cao chiết từ dung môi ethanol 70 %, 

ethanol 50 % và ethanol 30 % có hàm lượng hoạt chất thấp hơn và lượng chất nhầy 

nhiều hơn ethanol 96 %. 

Phương pháp chiết là ngâm được chọn từ thực nghiệm ban đầu vì đơn giản và 

phổ biến trong sản xuất ở quy mô công nghiệp, không ảnh hưởng đến sự phân hủy 

hoạt chất. Tuy nhiên, việc lựa chọn phương pháp chiết còn phụ thuộc vào cơ sở hạ 

tầng và nhu cầu của nhà sản xuất. Với mong muốn tiết kiệm điện năng, nhà sản xuất 

có thể chọn phương pháp ngâm nhưng đòi hỏi tốn nhiều thời gian nếu ngâm 2-3 lần 

để chiết kiệt hoạt chất. Qua thực nghiệm, thời gian ngâm được thực hiện khảo sát 

trong 7 ngày, nhận thấy khối lượng cắn tăng theo thời gian ngâm, nhưng lượng 

phyllanthin trong cắn tăng không đáng kể; tuy nhiên lượng hypophyllanthin trong cắn 

ở ngày 2 cao hơn ngày 1 rất nhiều và từ ngày thứ 3 đến thứ 7 không khác biệt nhiều 
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so với ngày thứ 2. Để đảm bảo chiết được lượng hoạt chất nhiều nhất và tiết kiệm 

thời gian, chọn thời gian ngâm 2 ngày là phù hợp nhất. Hơn nữa, trong quy mô công 

nghiệp, dịch chiết qua mỗi lần chiết không thể được lấy hoàn toàn khỏi bã dược liệu, 

do đó lượng hoạt chất trong lần chiết sau có thể là từ dịch chiết lần 2 còn sót lại nhưng 

hàm lượng hoạt chất chiết ra không tăng đáng kể nên chọn ngâm 48 giờ và chiết 2 

lần là hoàn toàn phù hợp. 

Về kích thước dược liệu, đề tài chọn kích thước bột dược liệu được rây qua 

rây 355 m để có thể dễ dàng chiết các chất từ phương pháp ngâm. Nếu bột dược liệu 

có kích thước nhỏ hơn sẽ gây khó khăn trong quá trình sản xuất do tốn thời gian xay 

nhỏ, bay bụi trong quá trình thao tác, gây bết dính, tắc thiết bị, dịch chiết có thể chứa 

nhiều tạp chất hơn.  

Khi thực hiện ở quy mô phòng thí nghiệm, tiến hành khảo sát chiết 2 kg bột 

dược liệu với dung môi: nước, ethanol 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 

96 %. Kết quả nhận thấy, dung môi nước cho hàm lượng hoạt chất HPL và PLT trong 

dược liệu thấp nhất. Từ nước đến ethanol 30 %,  hàm lượng hoạt chất chiết được tăng 

nhanh (hàm lượng HPL và PLT cao gấp 4,5 lần so với nước). Từ ethanol 30 % đến 

ethanol 80 %, hàm lượng hoạt chất tăng không đáng kể. Ethanol 96 % cho hàm lượng 

hoạt chất chiết được cao nhất (hàm lượng HPL và PLT cao gấp 1,3 lần so với ethanol 

30 %). Như vậy, dung môi là ethanol 30 % và ethanol 96 % là đáng quan tâm nhất để 

lựa chọn. Xét về kinh tế thì ethanol 30 % sẽ có lợi hơn, vì chỉ tốn 1/3 kinh phí dung 

môi cho cùng khối lượng dược liệu cần chiết. Nếu mong muốn có chất chiết được 

giàu lignan thì chọn ethanol 96 %, bởi vì lượng lignan tăng khoảng 30 % so với 

ethanol 30 % trong cùng điều kiện. Khi chọn ethanol 96 % làm dung môi thì chất 

chiết được sẽ có ít chất dễ tan trong nước có trong dược liệu lẫn vào và giúp thuận 

lợi cho quá trình cô đặc sau này. 

Khi thực hiện ở quy mô pilot, tiến hành theo điều kiện đã khảo sát ở quy mô 

phòng thí nghiệm để chiết 20 kg bột dược liệu với dung môi: nước, ethanol 30 %, 

40 %, 50 %, 70 %, 96 %, phun sấy khô dịch chiết được 6 mẫu cao khô. Kết quả nhận 

thấy, dung môi nước cho hàm lượng hoạt chất HPL và PLT trong dược liệu thấp nhất, 

ethanol 30 % cho hàm lượng hoạt chất trong dược liệu cao nhất (cao gấp 9,0 lần so 
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với nước). Từ ethanol 50 % đến ethanol 96 % hàm lượng hoạt chất trong dược liệu 

giảm dần. Thực hiện ở quy mô pilot để tiến tới triển khai ở quy mô công nghiệp cho 

nên quá trình thực hiện có gia nhiệt, thực hiện trong hệ thống khép kín từ khi cho 

dược liệu và dung môi vào bình ngâm, gia nhiệt và sấy phun đến khi dịch chiết khô 

thành cao. Quy trình chiết có thể gọi là phương pháp chiết xuất có gia nhiệt dưới áp 

suất cao. Chính vì có gia nhiệt nên nhận thấy hàm lượng chất chiết được trong dung 

môi nước là thấp nhất có thể do nhiệt hóa hơi của nước cao nên dịch chiết phải tiếp 

xúc với nhiệt độ cao thời gian lâu làm giảm hàm lượng nhóm hoạt chất cần chiết. 

Theo khảo sát thì tổng hàm lượng PLT và HPL trong ethanol 30 % là cao nhất, đây 

là dung môi cần được lựa chọn trong chiết cao khô Diệp hạ châu đắng ở quy mô sản 

xuất công nghiệp. Dung môi này sẽ hiệu quả kinh tế nhất và an toàn lao động sản 

xuất.  

4.3.3. Tiêu chuẩn hóa cao khô Diệp hạ châu đắng 

Diệp hạ châu đắng có nhiều chất có hoạt tính sinh học, có tác dụng dược lý 

hữu ích. Tuy nhiên, chưa có nhà nghiên cứu nào chiết xuất, phân lập một chất và đánh 

giá tác dụng dược lý đầy đủ để dùng làm nguyên liệu sản xuất một sản phẩm thuốc 

cụ thể. Cho nên, việc sử dụng Diệp hạ châu đắng ở dạng cao toàn phần để điều trị là 

phù hợp. Do đó, việc xây dựng quy trình điều chế cao chuẩn hóa được coi là tối ưu 

khi cho khối lượng cao nhiều nhất và có đủ các chất được xem là đại diện cho dược 

liệu đem lại kết quả trị liệu mong muốn và ổn định theo thời gian.  

DĐVN V chỉ có chuyên luận dược liệu Diệp hạ châu đắng và cao đặc Diệp hạ 

châu đắng. Trong đó, chỉ tiêu định tính dùng dược liệu đối chiếu và xác định một chất 

điểm chỉ phyllanthin bằng phương pháp sắc ký lớp mỏng, chỉ tiêu định lượng chỉ xác 

định hàm lượng phyllanthin dựa vào chất đối chiếu phyllanthin bằng phương pháp 

sắc ký lỏng. Do đó, việc xây dựng tiêu chuẩn hóa cao khô Diệp hạ châu đắng có ý 

nghĩa thực tiễn và cần thiết. Dự thảo tiêu chuẩn cơ sở dựa theo qui định chung của 

DĐVN V và thực tế hàm lượng các chất sinh học tìm thấy trong dược liệu ở nước ta. 

Tiêu chuẩn chất lượng của cao dược liệu chuẩn hóa giúp kiểm soát và ổn định chất 

lượng trong quá trình sản xuất cao và thành phẩm thuốc chứa cao dược liệu.  
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Chỉ tiêu định tính bằng sắc ký lớp mỏng so sánh cao điều chế với cao chuẩn 

USP, phải có 4 vết trên sắc ký đồ trong cùng hệ dung môi khai triển. Chỉ tiêu định 

lượng bằng phương pháp HPLC, xác định hàm lượng của phyllanthin và 

hypophyllanthin. Việc xây dựng chỉ tiêu định tính và định lượng dựa vào bản chất 

của các chất có hoạt tính sinh học chính trong Diệp hạ châu đắng là không chỉ đối với 

phyllanthin và hypophyllanthin, mà còn có niranthin và nirtetralin. Niranthin và 

nirtetralin cũng có tác dụng dược lý rất tốt trong các bệnh lý về gan. Điều này có ý 

nghĩa thiết thực và góp phần ổn định hàm lượng hoạt chất của nguồn nguyên liệu đưa 

vào sản xuất thành phẩm, tránh trường hợp thành phẩm thuốc không đạt hàm lượng 

hoạt chất mong muốn. Cho nên, xây dựng chỉ tiêu định tính phải có 4 hoạt chất là cần 

thiết. Xây dựng chỉ tiêu định lượng chỉ dựa trên 2 hoạt chất là phyllanthin và 

hypophyllanthin là phù hợp với điều kiện thực tế của nước ta, tất cả cơ sở sản xuất 

hoặc các đơn vị kiểm nghiệm có thiết bị HPLC đều có thể làm được chỉ tiêu này.   

Mức chất lượng của cao khô dược liệu đưa ra được dựa trên kết quả kiểm 

nghiệm của 3 lô của cùng một nguồn dược liệu nên mức chất lượng này chưa thể hiện 

được tính đại diện cho nhiều nguồn dược liệu khác nhau tùy thuộc vào vùng thổ 

nhưỡng, thời gian thu hái, cách chế biến dược liệu,... Tuy nhiên, mức chất lượng của 

cao dược liệu nêu trong đề tài này sẽ là nguồn tham khảo để các nhà sản xuất qui định 

tiêu chuẩn chấp nhận riêng cho các chỉ tiêu chất lượng tùy thuộc vào các nguồn dược 

liệu được cung cấp. 

Với quy trình điều chế cao khô Diệp hạ châu đắng ở quy mô pilot đã xây dựng, 

cao thu được có chất lượng ổn định với RSD (%) của kết quả kiểm nghiệm giữa các 

lô thấp. Kết quả hàm lượng trung bình trong cao của phyllanthin là 1,83 %, và 

hypophyllanthin là 0,75 %. Kết quả này cho thấy hàm lượng các chất là cao nên dự 

thảo tiêu chuẩn cơ sở đưa ra mức chất lượng hàm lượng của phyllanthin và 

hypophyllanthin lần lượt tương ứng là 0,8 % và 0,3 % tính trên chế phẩm khô. 
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4.3.4. Điều chế cao giàu lignan dùng làm cao đối chiếu Diệp hạ châu đắng  

Hiện nay, trong các chuyên luận dược liệu của USP hay EP người ta dùng cao 

chuẩn (Herbal reference standard extract) để đánh giá dược liệu.  

Các chất chuẩn đối chiếu còn được thiết lập cho mục đích xác định hàm lượng 

của các thành phần trong dược liệu và các chế phẩm có nguồn gốc từ dược liệu. Chúng 

có thể là thành phần có hoạt tính hoặc các chất điểm chỉ sử dụng dùng để định lượng 

hay các cao chiết dùng để định tính. Cao chiết được thiết lập dùng làm chất chuẩn là 

các mẫu đại diện chứa các thành phần có hoạt tính hoặc thành phần chất điểm chỉ. 

Theo chuyên luận Phyllanthus amarus Aerial Parts và Powdered Phyllanthus 

amarus của USP Herbal Medicines Compendium [98], chỉ tiêu định tính bằng phương 

pháp sắc ký lớp mỏng yêu cầu sắc ký đồ của dung dịch thử phải có sự hiện diện của 

4 vết chính cùng giá trị Rf và màu sắc với các vết trên sắc ký đồ của dung dịch cao 

chuẩn Phyllanthus amarus (USP Powdered Phyllanthus amarus Extract RS). Đồng 

thời, định tính và định lượng bằng phương pháp HPLC yêu cầu sắc ký đồ của dung 

dịch thử có những pic lignan có thời gian lưu tương ứng với sắc ký đồ của dung dịch 

cao chuẩn Phyllanthus amarus và sắc ký đồ đại diện được cung cấp theo lô cao chuẩn 

Phyllanthus amarus USP. Theo USP, xác định hàm lượng phyllanthin và 

hypophyllanthin trong dược liệu và chế phẩm. 
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Hình 4.2. Sắc ký đồ SKLM đại diện cao chuẩn Phyllanthus amarus USP 

(Theo nguồn: https://hmc.usp.org/) 

 

Hình 4.3. Sắc ký đồ HPLC đại diện cao chuẩn Phyllanthus amarus USP 

(Theo nguồn: https://hmc.usp.org/) 



133 

 

Trong quá trình nghiên cứu, nhận thấy việc phân lập chất điểm chỉ để dùng 

làm chất đối chiếu khá phức tạp, chi phí cao, tốn nhiều thời gian. Hơn nữa, việc chỉ 

dùng một chất điểm chỉ đối chiếu để đánh giá dược liệu có một số hạn chế, chưa phản 

ánh đúng hết chất lượng của dược liệu. Từ nhu cầu cấp thiết đó, chúng tôi tiến hành 

xây dựng quy trình điều chế cao giàu lignan dùng làm cao đối chiếu dựa trên chất 

lượng của cao chuẩn USP. 

Sau khi tiến hành SKLM và HPLC cao chuẩn USP, thành phần trong cao chủ 

yếu là các lignan, các hợp chất nhóm khác hầu như không có. Do đó, từ mẫu cao 

ethanol 96 % được chọn ở quy mô phòng thí nghiệm, khảo sát dung môi chiết theo 

hướng làm giàu nhóm lignan, loại tạp nhiều nhất. Chọn dung môi khảo sát dựa vào 

độ phân cực tăng dần: n-hexan, dicloromethan, ethyl acetat. Từ kết quả SKLM và 

HPLC, dung môi n-hexan cho hàm lượng lignan cao nhất và loại được nhiều tạp phân 

cực nhất. Chọn n-hexan để chiết phân đoạn lignan từ cao ethanol 96 %. Sau khi chiết 

với n-hexan, phân đoạn thu được vẫn còn chứa nhiều tạp: chất béo, chất màu… Do 

đó, tiến hành tinh chế phân đoạn này bằng sắc ký cột chân không để loại tạp, thu được 

phân đoạn giàu lignan. Phân đoạn giàu lignan thu được có hàm lượng hoạt chất 

phyllanthin và hypophyllanthin cao hơn nhiều so với cao chuẩn USP. Vì vậy, tiến 

hành điều chỉnh hàm lượng hoạt chất (theo hypophyllanthin) tương đương với cao 

chuẩn USP. Tá dược được thêm vào để điều chỉnh hàm lượng. Tá dược được chọn 

phải đạt yêu cầu trơ với các lignan, không làm vi khuẩn nấm mốc phát triển, có khả 

năng hút ẩm, có tính trơn. Do đó, silica dioxyd được chọn và thêm vào một lượng để 

làm tá dược.  

Cao sau điều chế được đánh giá chất lượng đạt độ lặp lại và ổn định. Tuy 

nghiên cứu chỉ dừng lại việc đóng lọ, dán nhãn tạm, chưa đánh giá so sánh liên phòng 

thí nghiệm để dùng làm cao đối chiếu theo qui định của WHO và ASEAN. Nhưng 

đây cũng là một trong điểm mới của luận án, cho đến nay, vẫn chưa có một nghiên 

cứu nào công bố thiết lập cao để dùng làm cao đối chiếu được ứng dụng trong kiểm 

nghiệm chất lượng dược liệu và chế phẩm từ dược liệu. Từ kết quả này, luận án giúp 

định hướng phát triển các nghiên cứu chuyên sâu hơn về thiết lập cao đối chiếu ở Việt 

Nam. Điều này rất có ý nghĩa thực tiễn, giúp xác định đúng chất lượng của dược liệu 
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và chế phẩm từ dược liệu. Bên cạnh đó, góp phần đóng góp xây dựng chuyên luận 

Dược điển Việt Nam hòa hợp với Dược điển tham chiếu. 

4.4.  ĐÁNH GIÁ MỘT SỐ THÔNG SỐ DƯỢC ĐỘNG HỌC CỦA CAO 

CHUẨN HÓA ĐIỀU CHẾ TỪ DIỆP HẠ CHÂU ĐẮNG 

Hiện nay, các lignan đại diện cho nhóm hợp chất phân tử có hoạt tính sinh học 

có trong hầu hết các cây thuốc và có tiềm năng lớn, được quan tâm trong định hướng 

phát triển các loại thuốc mới trong lĩnh vực điều trị ung thư. Phyllanthin, 

hypophyllanthin và niranthin là các lignan chính chủ yếu có ở chi Phyllanthus và đã 

được chứng minh có tác dụng bảo vệ gan, chống viêm, chống oxy hóa, khả năng 

chống độc tế bào. 

Mặc dù, có rất nhiều công bố trên thế giới về các lignan có hoạt tính sinh học 

ở chi Phyllanthus, nhưng cho đến nay, các nghiên cứu đa số tập trung đánh giá tác 

dụng dược lý trong khi dược động học của chúng chưa được nghiên cứu rõ ràng. Tuy 

nhiên, trên thế giới có một vài công trình nghiên cứu về dược động học của những 

hoạt chất lignan như phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, nirtetralin và 

phyltetralin sau khi uống dịch chiết từ dược liệu Phyllanthus amarus hoặc 

Phyllanthus niruri L. hoặc Phyllanthus urinaria L. trên chuột thử nghiệm.  

Diệp hạ châu đắng được sử dụng trong y học cổ truyền từ lâu đời, thường dùng 

dạng thuốc sắc từ dược liệu và có tiềm năng quan trọng rất lớn trong điều trị và phòng 

chống bệnh về gan do HBV. Một số nhà sản xuất trong và ngoài nước đã sản xuất 

thành phẩm đăng ký dạng thuốc viên nén, viên nang, nhưng vẫn chưa có nhà sản xuất 

nào đăng ký bản quyền thuốc gốc từ Diệp hạ châu đắng. Và cho đến nay, vẫn chưa 

có tài liệu nào công bố về sinh khả dụng của chế phẩm thuốc viên từ Diệp hạ châu 

đắng. Nghiên cứu dược động học là cần thiết để xác định liều dùng và nghiên cứu 

sinh khả dụng, góp phần tăng hiệu quả điều trị của chế phẩm Diệp hạ châu đắng. Tất 

cả các kết quả nghiên cứu trên thế giới đều cho thấy sinh khả dụng của phyllanthin, 

hypophyllanthin bằng đường uống rất thấp. Điều này, cũng cần xem lại liều dùng 

hàng ngày của các sản phẩm lưu hành trên thị trường. 

4.4.1. Xây dựng và thẩm định qui trình định lượng đồng thời phyllanthin, 

hypophyllanthin và niranthin trong huyết tương thỏ 
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Hiện nay, chỉ có một vài công trình công bố trên thế giới đã nghiên cứu định 

lượng các lignan trong huyết tương chuột bằng phương pháp HPLC với các loại đầu 

dò huỳnh quang (FL) [58], đầu dò dãy diod quang (PDA) [75], đầu dò ghép nối khối 

phổ (MS/MS) [25], [63]. Kỹ thuật LC-MS/MS có ưu điểm là độ nhạy và tính đặc hiệu 

cao, khả năng phân tích đồng thời nhiều chất trong khoảng thời gian ngắn nên được 

chọn triển khai phương pháp. Trong đề tài này, quy trình định lượng đồng thời các 

lignan PLT, HPL và NRT trong huyết tương thỏ đã được xây dựng trên thiết bị sẵn 

có Shimadzu LCMS-8040. Trong quá trình khảo sát, kỹ thuật ion hóa ESI đã được áp 

dụng vì kỹ thuật này thích hợp với các chất phân tích có khối lượng lớn, có tính phân 

cực, không cần bền nhiệt và bay hơi. Kỹ thuật ghi phổ MRM có độ đặc hiệu và độ 

nhạy cao đã được sử dụng với mục đích định lượng. Chế độ ion hóa dương (positive) 

được lựa chọn vì làm tăng quá trình ion hóa của các chất phân tích cũng như pha động 

có các thành phần đệm amoni format, amoni acetat và acid fomic.  

Để lựa chọn các điều kiện ban đầu cho việc tìm điều kiện sắc ký thích hợp, 

một số điều kiện sắc ký được tham khảo từ các công trình công bố đã được xem xét. 

Trong hầu hết các nghiên cứu này, cột phân tích là cột pha đảo C18 với nhiều kích 

thước khác nhau. Trong đề tài này, cột Phenomenex® Gemini C18 đã được lựa chọn 

khảo sát vì cho hình dạng pic cân xứng, hiệu quả tách tốt với thời gian phân tích ngắn 

và sẵn có tại phòng thí nghiệm.  

Dung môi điển hình được sử dụng trong sắc ký lỏng pha đảo tương thích với 

kiểu ion hóa ESI gồm: nước, acetonitril, methanol… Việc sử dụng các hệ đệm có 

chứa các ion vô cơ như phosphat nên tránh vì khó bay hơi và ngăn chặn sự ion hóa 

(ion suppression) đáng kể và có thể nhanh chóng gây ô nhiễm nguồn ion. Có thể thay 

thế bằng các hệ đệm tương thích với khối phổ như hệ đệm có amoni acetat, amoni 

format hoặc amoni bicarbonat. Trong đó, amoni format có khối lượng phân tử nhỏ 

nhất nên ít gây ô nhiễm nguồn ion hơn. Mặc dù vậy, những hệ đệm này vẫn gây ức 

chế ion. Do đó, nồng độ của đệm được sử dụng nên ở mức tối thiểu cần thiết để thu 

được sắc ký đồ phù hợp. Trong nghiên cứu này, pH của đệm được khảo sát từ 3-7 và 

acid formic từ 0,05 % - 0,2 %. Các hệ pha động methanol/ acetonitril – dung dịch 

đệm amoni format ở các nồng độ và tỷ lệ khác nhau đã được khảo sát. Khi sử dụng 
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hệ pha động methanol – dung dịch đệm amoni format (63 : 37) các chất phân tích 

được tách hoàn toàn, thời gian phân tích ngắn, áp suất cột thấp đồng thời vẫn phát 

hiện các chất ở nồng độ thấp (ng/mL), đáp ứng được mục tiêu nghiên cứu.  

Trong các nghiên cứu đã công bố của Murugaiyah V. và cộng sự (2007) xử lý 

mẫu huyết tương chuột bằng cách tạo tủa protein với acetonitril và không sử dụng 

chất chuẩn nội [58], Parvathaneni M. và cộng sự (2014) xử lý mẫu huyết tương chuột 

bằng cách tạo tủa protein với methanol và có sử dụng chuẩn nội carbamazepin [75], 

Fan H. và cộng sự (2015) xử lý mẫu huyết tương chuột bằng chiết lỏng - lỏng với 

dung môi n-hexan − isopropanol (95 : 5) và sử dụng chuẩn nội diazepam [25], Nguyen 

Van Long và cộng sự (2019) xử lý mẫu huyết tương chuột bằng chiết lỏng - lỏng với 

dung môi tert-butyl methyl ether và sử dụng chuẩn nội felodipin [63].  

Dựa vào các tài liệu đã công bố, carbamazepin và diazepam được khảo sát để 

làm chất chuẩn nội. Trong nghiên cứu này, kết quả khảo sát chọn diazepam làm chất 

chuẩn nội cho quy trình định lượng do diazepam là chất đối chiếu hóa học sẵn có, giá 

thành rẻ và kết quả trong quá trình thẩm định cho thấy việc sử dụng chất chuẩn nội 

diazepam cho tín hiệu đáp ứng tốt, hình dáng pic đối xứng, thời gian lưu phù hợp, 

hiệu suất chiết cao và ổn định hơn hẳn so với carbamazepin, đồng thời đảm bảo độ 

đúng và tính chính xác cho quy trình định lượng các chất lignan trong huyết tương 

thỏ. 

Theo các tài liệu tham khảo, các phương pháp xử lý mẫu cho việc định lượng 

các chất phân tích trong huyết tương đều tập trung vào phương pháp chiết lỏng - lỏng 

và chiết pha rắn, một số nghiên cứu xử lý mẫu bằng phương pháp tủa protein. Trong 

quá trình xây dựng quy trình xử lý mẫu, phương pháp chiết pha rắn có chi phí cao 

nên không được ưu tiên lựa chọn để khảo sát, hai phương pháp tủa protein và chiết 

lỏng - lỏng đã được khảo sát nhằm tối ưu hóa việc làm sạch mẫu để giảm bớt ảnh 

hưởng nền mẫu, tăng hiệu suất chiết và kéo dài tuổi thọ của cột phân tích. Ban đầu, 

phương pháp tủa protein đã được lựa chọn do có ưu điểm dễ thao tác, ít tốn thời gian, 

ít tốn dung môi nhưng mẫu sau khi xử lý ít tinh khiết, bị lẫn nhiều tạp chất dẫn đến 

hiệu suất chiết không ổn định và thậm chí hiệu suất chiết của các chất phân tích cao 

hơn 100 %. Trong khi đó, với phương pháp chiết lỏng - lỏng, mẫu sau khi chiết sạch 
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hơn, độ pha loãng ít hơn nên nồng độ mẫu được tăng lên làm tăng tín hiệu các chất, 

thích hợp với chất có nồng độ trong huyết tương thấp. Trong quá trình nghiên cứu, 

hiệu suất chiết từ huyết tương thỏ của IS (DAZ) trong khoảng 86,21 % - 98,63 % và 

các chất lignan PLT, HPL, NRT lần lượt tương ứng trong khoảng 77,93 % - 98,35 % 

đạt so với yêu cầu chung của US-FDA, EMA và DĐVN V [2], [23], [97]. Qua thực 

nghiệm cho thấy, hiệu suất chiết các chất phân tích đều cao và ổn định, đảm bảo 

phương pháp chiết lỏng - lỏng hoàn toàn có thể áp dụng cho quy trình phân tích các 

chất trong mẫu huyết tương thỏ sau này. 

Đề tài xây dựng quy trình định lượng đồng thời phyllanthin, hypophyllanthin 

và niranthin trong huyết tương thỏ bằng phương pháp LC-MS/MS dựa theo nghiên 

cứu của Fan H. [25] và hướng dẫn của US-FDA, EMA và DĐVN V [2], [23], [97]. 

Theo hướng dẫn của US-FDA, EMA và DĐVN V [2], [23], [97], một phương pháp 

phân tích sinh học cần thẩm định tính đặc hiệu, độ chính xác trong ngày (intra-day) 

và liên ngày (inter-day), độ đúng, giới hạn định lượng dưới (LLOQ), đường chuẩn và 

khoảng tuyến tính, hiệu suất chiết, ảnh hưởng nền mẫu (matrix effect), độ nhiễm chéo 

(carry over), hệ số pha loãng và độ ổn định ngắn hạn, dài hạn, sau các chu kỳ đông - 

rã đông.  

Dựa theo các tài liệu công bố, qui trình phân tích đã xây dựng và thẩm định 

phương pháp định lượng trong huyết tương thỏ với khoảng tuyến tính 1-1000 ng/mL 

với cả phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin. Tuy nhiên, qua khảo sát thăm dò 

liều uống thuốc cho thỏ (phyllanthin 2 mg/kg), phân tích nồng độ của các lignan thì 

nhận thấy nồng độ cao nhất trong số các chất là khoảng 20 g/mL. Nếu áp dụng 

khoảng đường chuẩn 1-1000 ng/mL cho cả 3 chất sẽ không phù hợp với qui định, 

thang nồng độ của các mẫu đường chuẩn và mẫu kiểm chứng quá lớn. Điều này, có 

thể gây ảnh hưởng sai số kết quả định lượng khi phân tích các mẫu máu thỏ sau khi 

uống thuốc thử nghiệm. Vì vậy, đề tài phải thẩm định lại bổ sung một phần về tính 

đặc hiệu, độ chính xác trong ngày (intra-day) và liên ngày (inter-day), độ đúng, giới 

hạn định lượng dưới (LLOQ), đường chuẩn và khoảng tuyến tính, hiệu suất chiết, ảnh 

hưởng nền mẫu (matrix effect), độ nhiễm chéo (carry over) và hệ số pha loãng theo 

hướng dẫn của US-FDA, EMA và DĐVN V với khoảng tuyến tính 0,1-50 ng/mL cho 
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cả phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin. Việc này là cần thiết và đảm bảo định 

lượng được ở các thời điểm lấy máu khác nhau sau khi cho thỏ uống cao Diệp hạ 

châu đắng, đáp ứng qui định thang đường chuẩn từ 1/20 của giá trị Cmax đến 2-3 lần 

Cmax.  

Quy trình định lượng có giới hạn định lượng dưới các lignan đều là 0,1 ng/mL. 

Mức nồng độ LLOQ này đều ở trong khoảng 1/10 đến 1/20 giá trị Cmax và cho kết 

quả độ đúng, độ chính xác đạt trong giới hạn cho phép. Giá trị LLOQ của mỗi chất 

phân tích phù hợp với mục đích nghiên cứu và lượng mẫu sử dụng, nhỏ hơn 5 % giá 

trị Cmax của các chất phân tích trong huyết tương thỏ. Mức giới hạn này nhỏ hơn nhiều 

so với các những qui trình sử dụng cùng kỹ thuật phân tích được công bố và đặc biệt 

là ưu thế hơn hẳn những công trình khác đã công bố về giới hạn định lượng dưới của 

phương pháp. Thực nghiệm đã chứng tỏ giá trị LLOQ này hoàn toàn phù hợp đáp 

ứng qui định cho việc định lượng mẫu trong dịch sinh học, xác định các điểm trong 

pha thải trừ để đảm bảo tỉ số AUC0-t/AUC0-  80 %. 

Qua thực nghiệm theo dõi độ ổn định của phyllanthin, hypophyllanthin và 

niranthin trong huyết tương thỏ theo hướng dẫn của US-FDA và EMA, cho thấy các 

chất phân tích ổn định trong huyết tương thỏ ở các điều kiện bảo quản: mẫu sau khi 

xử lý để ở bộ phận tiêm mẫu 4 oC trong 48 giờ, ở nhiệt độ phòng 6 giờ, 3 chu kỳ đông 

- rã đông và ở điều kiện bảo quản –70 oC trong vòng 30 ngày.  

Đề tài đã triển khai thẩm định tất cả các thông số này trên động vật thử nghiệm 

giúp cung cấp cơ sở khoa học một cách hệ thống về phương pháp phân tích định 

lượng đồng thời phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin trong huyết tương thỏ. Kết 

quả thẩm định phương pháp xác định nồng độ các lignan trong huyết tương thỏ đạt 

các thông số theo yêu cầu chung dành cho huyết tương người theo hướng dẫn của 

US-FDA, EMA và DĐVN V [2], [23], [97] nên có thể áp dụng để xác định nồng độ 

các lignan sau khi cho thỏ uống chế phẩm cao chuẩn hóa đã điều chế. 

Hiện nay, các công trình nghiên cứu đã công bố về quy trình định lượng các 

lignan trong huyết tương chuột gồm có: định lượng đồng thời phyllanthin, 

hypophyllanthin, phyltetralin và niranthin chiết từ lá Phyllanthus niruri L. bằng 

phương pháp HPLC-FL của nhóm tác giả Murugaiyah V. (2007) [58], định lượng 
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đồng thời phyllanthin và hypophyllanthin chiết từ Phyllanthus amarus bằng phương 

pháp HPLC-PDA của nhóm tác giả Parvathaneni M. (2014) [75], định lượng đồng 

thời phyllanthin, hypophyllanthin, nirtetralin và niranthin chiết từ cây Phyllanthus 

urinaria L. bằng phương pháp HPLC-MS/MS của nhóm tác giả Fan H. (2015) [25], 

định lượng phyllanthin chiết từ cây Phyllanthus amarus bằng phương pháp HPLC-

MS/MS của nhóm tác giả Nguyen Van Long (2019) [63]. Các công bố này chỉ đề cập 

định lượng trong huyết tương chuột, cho đến nay, vẫn chưa có nghiên cứu nào xác 

định nồng độ của lignan trong huyết tương thỏ. Mặt khác, do nghiên cứu chỉ đánh giá 

độ tinh khiết của chất nirtetralin phân lập được, chưa thiết lập đánh giá so sánh liên 

phòng thí nghiệm dùng làm chất đối chiếu và chất chuẩn nirtetralin thương mại giá 

rất cao 500 USD/ 1 mg, không mua được nên đề tài định lượng đồng thời các lignan 

trong huyết tương thỏ chỉ thực hiện trên 3 lignan có tác dụng sinh học chính của Diệp 

hạ châu đắng là phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin. Nội dung nghiên cứu này 

cũng là một trong những điểm mới của luận án, góp phần đánh giá sinh khả dụng của 

chế phẩm từ Diệp hạ châu đắng. 

4.4.2. Đánh giá một số thông số dược động học của cao chuẩn hóa điều chế từ 

Diệp hạ châu đắng 

Diệp hạ châu đắng được sử dụng rộng rãi với nhiều công dụng trong các 

phương thuốc cổ truyền. Các thành phần chính góp phần nên tác dụng của loài thảo 

dược này các các hợp chất lignan, chủ yếu gồm phyllanthin, hypophyllanthin và 

niranthin. Một số công trình đã nghiên cứu về sinh khả dụng của các hợp chất này 

trên các loài chuột. Tuy nhiên, nghiên cứu về sinh khả dụng của các hợp chất này trên 

động vật thử nghiệm khác thì chưa. Do vậy, đề tài đã thực hiện trên thỏ, loài động vật 

bậc cao hơn chuột, để từ đó có cái nhìn tổng quan hơn về sinh khả dụng của các hợp 

chất lignan trong Diệp hạ châu đắng. 

Theo các nghiên cứu sinh khả dụng của các lignan trên chuột đã công bố, nhận 

thấy như sau: 

Nhóm tác giả Murugaiyah V. (2007) đã cho chuột uống 5 mL/kg dung dịch 

cao giàu lignan chiết từ Phyllanthus niruri pha trong Tween 20 với liều uống 50 

mg/kg và so với đường tiêm 1 mL/kg dung dịch trên với liều 5 mg/kg. Thời điểm lấy 
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máu ở 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 6; 8; 10; 24 giờ sau khi tiêm tĩnh mạch đuôi 

chuột và ở 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 10 và 24 giờ sau khi uống. Đối với đường tiêm, 

kết quả công bố cho thấy phyllanthin, hypophyllanthin, phyltetralin và niranthin có 

thể tích phân bố (Vd) tương đối nhỏ lần lượt tương ứng là 0,20; 0,17; 0,14 và 0,15 

L/kg nên khiến chúng không phân bố rộng vào khoang mô. Tuy nhiên, các lignan này 

xuất hiện chậm nên hệ số thanh thải nhỏ lần lượt tương ứng là 0,04; 0,01; 0,03 và 

0,02 L/kg.giờ và thời gian bán thải (T1/2) dài hơn từ 3,35-4,40 giờ. Kết quả nghiên 

cứu này cho thấy, có thể do có sự hiện diện của các lignan thân dầu trong cao chiết 

Phyllanthus niruri từ n-hexan. Các lignan thân dầu này có thể phân bố vào khoang 

mô và được giữ lại nên thải trừ chậm mặc dù các lignan phyllanthin, hypophyllanthin, 

phyltetralin và niranthin có thể tích phân bố nhỏ. Đối với đường uống, kết quả công 

bố cho thấy cả 4 lignan hấp thu nhanh với Tmax khoảng 1 giờ và Cmax lần lượt tương 

ứng là 0,18; 0,56; 0,12 và 0,62 g/mL. Do các lignan thân dầu hòa tan có thể thấm 

vào dịch dạ dày - ruột dễ dàng hơn nên đạt nồng độ đỉnh Cmax sau 1 giờ. Tuy nhiên, 

giá trị AUC thấp hơn lần lượt tương ứng là 18, 7, 3 và 4 lần so với đường tiêm mặc 

dù uống liều cao hơn 10 lần, chứng tỏ sự hấp thu bằng đường uống là không hoàn 

toàn. Kết quả tính toán sinh khả dụng tuyệt đối của phyllanthin, hypophyllanthin, 

phyltetralin và niranthin lần lượt tương ứng là 0,62; 1,52; 4,01 và 2,66 % [58].  

Nhóm tác giả Parvathaneni M. (2014) đã cho chuột uống 5 mL/kg dung dịch 

phân đoạn có lignan pha trong Tween 20 với lần lượt các liều uống 2,5; 5; 10 mg/kg 

cho cả phyllanthin và hypophyllanthin. Phân đoạn lignan này được phân lập từ cao 

n-hexan, chiết từ lá Phyllanthus amarus. Thời điểm lấy máu ở 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 

24; 36 giờ sau khi uống. Kết quả cho thấy cả hai lignan này không tăng tuyến tính 

khi tăng liều vì các lignan thân dầu có thể bị phân lập vào cao n-hexan gây cản trở 

các lignan hấp thu và các lignan thân dầu này hòa tan có thể thấm vào dịch dạ dày - 

ruột dễ dàng hơn nên đạt nồng độ đỉnh Cmax sau 1 giờ [75]. 

Nhóm tác giả Fan H. (2015) đã cho chuột uống dung dịch cao ethanol 80 % 

chiết từ Phyllanthus urinaria L. trong carboxymethyl cellulose natri 0,5 % (20 g/kg). 

Thời điểm lấy mẫu ở 0; 0,083; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 24 giờ sau khi 

uống. Kết quả cho thấy có hiện tượng hấp thu kép có 2 đỉnh hấp thu trong đường cong 
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nồng độ - thời gian của 4 lignan hypophyllanthin, phyllanthin, nirtetralin và niranthin 

sau khi uống cao Phyllanthus urinaria L. Điều này khác với các công bố trước. Thông 

số dược động học của hypophyllanthin và nirtetralin tương tự nhau, nồng độ đỉnh đầu 

tiên trong huyết tương (Cmax1) đạt được lần lượt tương ứng ở 0,58 ± 0,20 giờ và 0,67 

± 0,20 giờ (Tmax1); nồng độ đỉnh thứ hai trong huyết tương (Cmax2) đạt được lần lượt 

tương ứng ở 8,67 ± 1,63 giờ (Tmax2); thời gian bán thải (T1/2) lần lượt tương ứng là 

2,18 ± 0,40 giờ và 2,23 ± 0,19 giờ. Phyllanthin và niranthin cũng có thông số dược 

động học tương tự nhau, Cmax1 đạt được lần lượt tương ứng ở 2,32 ± 1,11 giờ và 3,12 

± 0,81 giờ, trong khi Cmax2 đạt được lần lượt tương ứng ở 6,67 ± 1,03 giờ cho cả hai; 

T1/2 lần lượt tương ứng là 2,32 ± 1,11 giờ và 3,12 ± 0,81 giờ. So với hypophyllanthin 

và nirtetralin, nồng độ và giá trị AUC của phyllanthin và niranthin thấp hơn nhiều, 

mặc dù hàm lượng phyllanthin và niranthin trong Phyllanthus urinaria L. cao hơn. 

Điều này, có thể là do sự hấp thụ kém và kéo dài chuyển hóa của phyllanthin và 

niranthin in vivo [25]. 

Nhóm tác giả Nguyen Van Long (2019) đã cho chuột uống dung dịch cao 

ethanol 80 % chiết từ Phyllanthus amarus với liều 2 mg/kg của phyllanthin. Hàm 

lượng phyllanthin trong cao chiết được là 9,12 %. Thời điểm lấy mẫu ở 0; 0,083; 

0,167; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 24 giờ sau khi uống. Nghiên cứu chỉ định lượng nồng 

độ của phyllanthin trong huyết tương chuột. Kết quả cho các thông số dược động học 

sau khi uống cao chiết như sau: AUC0-t đạt 18,07  1,99 giờ.ng/mL,  

AUC0- đạt 22,38  1,67 giờ.ng/mL, Cmax đạt được 11,44  1,15 ng/mL ở Tmax sau 

0,25 giờ và T1/2 ở 5,24  0,21 giờ. Ngoài ra, nhóm tác giả nghiên cứu khảo sát dược 

động học của công thức pha chế phức hợp phospholipid với cao chiết cùng liều uống 

2 mg/kg của phyllanthin, kết quả các giá trị thông số dược động học cao hơn so với 

uống cao chiết [63]. 

Dựa vào các công trình công bố trên, đề tài thực hiện nghiên cứu các thông số 

dược động học trên đối tượng động vật thử nghiệm là thỏ. 12 con thỏ đã được lựa 

chọn cho thử nghiệm, trong đó có 7 con đực (58,3 %) và 5 con cái (42,7 %). Cân nặng 

trung bình (min – max) của 12 con thỏ tham gia thử nghiệm là 2,18 kg (2,0-2,5 kg). 

Các thỏ được cho uống chế phẩm cao khô Diệp hạ châu đắng với liều 2 mg 
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phyllanthin/ kg cân nặng. Lấy máu tổng cộng 14 thời điểm: 0 (trong vòng 15 phút 

trước khi uống thuốc), 5, 10, 15, 20, 30, 45 phút; 1, 2, 3, 4, 5, 6 và 8 giờ sau khi uống.  

So với khoảng cách giữa các thời điểm lấy mẫu đã được báo cáo trước đây 

[25], [58], [63], khoảng cách giữa các thời điểm ban đầu ngắn hơn nên việc tăng số 

điểm lấy mẫu ở pha hấp thu và thời điểm lấy mẫu cuối cùng ngắn hơn. Điều này, sẽ 

giúp dự đoán chiều hướng thay đổi chính xác hơn nồng độ các lignan trong huyết 

tương thỏ.  

Trong đánh giá sinh khả dụng của thuốc, thiết kế thời điểm lấy mẫu rất quan 

trọng để thu được kết quả nghiên cứu tin cậy. Đề tài đã thiết kế thời điểm lấy mẫu 

máu bao gồm: có một điểm trước khi uống thuốc (mẫu trắng, thời điểm 0), 2-3 thời 

điểm trước khi đạt tới nồng độ đỉnh của đường cong nồng độ - thời gian, 7-10 thời 

điểm lấy mẫu sau đỉnh, 3 thời điểm xung quanh đỉnh của đường cong. Thời gian lấy 

mẫu kết thúc 8 giờ, gấp 4-5 lần thời gian bán thải của các chất và đảm bảo tỉ số  

AUC0-t/AUC0-  80 %, phù hợp theo hướng dẫn qui định về nghiên cứu sinh khả 

dụng của DĐVN V [2] và ASEAN [20].  

Kết quả thực nghiệm cho thấy, các thông số dược động học sau khi cho thỏ 

uống, các lignan phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin nhanh chóng hấp thu và 

nồng độ đỉnh (Cmax) đạt được lần lượt tương ứng 14,62  1,88; 5,91  0,82 và 4,41  

0,45 ng/mL ở Tmax lần lượt tương ứng 0,24; 0,26 và 0,24 giờ; Tuy nhiên, các lignan 

cũng nhanh chóng thải trừ ra khỏi cơ thể, thời gian bán thải (T1/2) lần lượt tương ứng 

ở 1,78; 1,17; 1,41 giờ. Từ các thông số dược động học cũng cho thấy các hoạt chất 

trong cao Diệp hạ châu đắng hấp thu kém, điều này hoàn toàn phù hợp với các tài 

liệu đã công bố. 

Nội dung nghiên cứu của đề tài so với các báo cáo nghiên cứu sinh khả dụng 

các lignan thử nghiệm trên chuột, nhận thấy có các điểm khác nhau như sau:  

Về sản phẩm uống: chế phẩm nghiên cứu của đề tài là cao khô Diệp hạ châu 

đắng chiết từ ethanol 30 %, trong khi các nghiên cứu công bố trước đây thử nghiệm 

trên cao Phyllanthus amarus chiết từ ethanol 80 % [63], cao Phyllanthus amarus chiết 

từ n-hexan [75], cao Phyllanthus niruri chiết từ n-hexan [58], cao Phyllanthus 

urinaria L. chiết từ ethanol 80 % [25]. Khi chiết từ các dung môi n-hexan, ethanol 
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80 % thì hàm lượng lignan sẽ cao hơn ethanol 30 % ở quy mô phòng thí nghiệm cho 

nên liều uống khảo sát của các nghiên cứu này là cao hơn. Chế phẩm cao khô Diệp 

hạ châu đắng chiết từ ethanol 30 % ở quy mô pilot có thể làm cho các nhóm hợp chất 

thân nước như tanin thủy phân, flavonoid, polyphenol có khả năng tan trong ethanol 

thấp độ nên cao khô Diệp hạ châu đắng ngoài chiết được các lignan cao nhất còn có 

thêm các nhóm chất khác trong cắn thô thu được.  

Về liều uống thử nghiệm: Đề tài chọn liều uống thử nghiệm cho thỏ là 2 mg 

phyllanthin/kg cân nặng giống theo nghiên cứu của nhóm tác giả Nguyen Van Long 

do cùng loài dược liệu Phyllanthus amarus ở Việt Nam. Do đó, đề tài không khảo sát 

liều uống mà dùng liều thử nghiệm của nhóm tác giả Nguyen Van Long để giúp nhìn 

tổng thể hơn về thông số dược động học của các lignan này trên các động vật thử 

nghiệm khác nhau. 

Về cách pha sản phẩm: Một số nghiên cứu công bố chuẩn bị pha cao trong 

dung dịch Tween 20 [58], [75] hoặc carboxymethyl cellulose natri 0,5 % [25], một 

số nghiên cứu không công bố cách pha cao trước khi uống [63]. Khi pha cao có thêm 

chất diện hoạt trong dung dịch sẽ làm tăng tính thấm của các lignan phân tích cho nên 

nồng độ các chất cao hơn khi pha trong nước ở liều uống thử nghiệm. Đề tài không 

sử dụng chất diện hoạt mà chỉ hòa cao trong nước để giống như cách sử dụng đường 

uống của người.  

So sánh kết quả với các báo cáo của nhóm tác giả Nguyen Van Long thử 

nghiệm trên chuột [63], nhận thấy: Đối với phyllanthin cho Cmax và Tmax là tương tự 

nhau. Trong khi giá trị AUC khi thử nghiệm trên chuột cao hơn vì thời gian bán thải 

của phyllanthin ở chuột dài hơn (5,24 giờ). 

Sinh khả dụng đường uống thấp có thể do chúng kém khả năng hòa tan trong 

nước, chỉ một phần nhỏ có sẵn ở dạng hòa tan nên hấp thu ít sau khi uống. Những 

phát hiện này có giá trị góp phần nghiên cứu thêm để phát triển sinh khả dụng của 

các lignan có hoạt tính sinh học qua đường miệng. Hơn nữa, sinh khả dụng của thuốc 

thân dầu bằng đường uống dưới dạng liều rắn là rất thấp. Nguyên nhân chính là sự 

hấp thu kém. Do các chất hòa tan chậm hoặc không hoàn toàn trong hệ tiêu hóa. 

Trong trường hợp này, cách tiếp cận cải tiến để cải thiện sinh khả dụng có thể được 
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thực hiện thông qua hệ thống phân phối, có thể tăng tỷ lệ và/ hoặc mức độ hòa tan 

thuốc vào dịch ruột. Phospholipid đóng một vai trò quan trọng trong công nghệ sản 

xuất thuốc hiện nay. Vì vậy, các nghiên cứu sâu hơn về sự hấp thụ, chuyển hóa và 

định hướng cho các lignan này sẽ cần được tiến hành và đánh giá rõ ràng hơn về sự 

chênh lệch hấp thụ giữa các kết quả đã nghiên cứu được cho đến nay. Sự hấp thụ 

thuốc là một quá trình phức tạp, bị ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố. Do đó, sự hấp thụ 

không điển hình như hấp thụ kép thường gặp, đặc biệt trong nghiên cứu các thành 

phần được phân lập từ thuốc có nguồn gốc từ dược liệu. Hiện tượng hấp thu kép có 

thể là do chu kỳ tuần hoàn gan ruột, chậm làm rỗng dạ dày, biến đổi sự hấp thụ hoặc 

sự tái hấp thu phân bố. Sự xuất hiện đỉnh thứ hai có thể do các lignan có thể được 

chuyển từ mô sang huyết tương khi nồng độ của chất phân tích trong mô cao hơn so 

với trong huyết tương hoặc có thể là chất phân tích có thể được hấp thụ hai lần từ các 

vùng khác nhau trong ruột. Điều này cần thiết có các nghiên cứu sâu hơn để khám 

phá cơ chế của hiện tượng này.  

Đề tài chỉ dừng lại bước đầu ở việc xác định các thông số dược động học của 

phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin sau khi thỏ uống cao khô Diệp hạ châu 

đắng đã được chuẩn hóa có thể dùng làm nguyên liệu sản xuất thành phẩm dạng viên. 

Việc nghiên cứu sinh khả dụng các lignan này đề nghị sẽ tiếp tục nghiên cứu chuyên 

sâu hơn với mục đích cải thiện sự hấp thu bằng đường uống và góp phần tham khảo 

hỗ trợ giúp xác định liều uống cho các chế phẩm viên đang lưu hành trên thị trường 

Việt Nam nhằm tăng hiệu quả điều trị của các chế phẩm từ dược liệu Diệp hạ châu 

đắng Phyllanthus amarus Schum. et Thonn. 
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ĐIỂM MỚI CỦA ĐỀ TÀI 

1. Về mặt hóa học chiết xuất, phân lập, tinh chế 

Lần đầu tiên, phân lập được đồng thời 5 hợp chất lignan chính trong Diệp hạ 

châu đắng Phyllanthus amarus gồm phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, 

nirtetralin và phyltetralin kèm bộ dữ liệu phổ nghiệm đầy đủ của mỗi chất chất đạt độ 

tinh khiết cần thiết để thiết lập chất đối chiếu phục vụ công tác kiểm nghiệm nguyên 

liệu và các chế phẩm từ cây thuốc này.  

2. Về mặt thiết lập chất đối chiếu  

Lần đầu tiên, xây dựng bộ hồ sơ hoàn chỉnh để thiết lập chất đối chiếu 

hypophyllanthin và niranthin. 

3. Về mặt điều chế và tiêu chuẩn hóa cao Diệp hạ châu đắng  

Đã sử dụng phương pháp HPLC-PDA để định tính và định lượng đồng thời 4 

lignan: phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin và nirtetralin trong Diệp hạ châu đắng 

Phyllanthus amarus và cho đến nay phương pháp vẫn chưa được công bố bởi tài liệu 

nào. 

Lần đầu tiên, công bố nghiên cứu khảo sát điều chế cao giàu lignan để dùng 

làm cao đối chiếu có chất lượng tương đương cao chuẩn Phyllanthus amarus USP 

được ứng dụng trong kiểm nghiệm chất lượng dược liệu và chế phẩm từ dược liệu 

Diệp hạ châu đắng. 

4. Về mặt đánh giá một số thông số dược động học của cao chuẩn hóa điều 

chế từ Diệp hạ châu đắng  

Quy trình định lượng đồng thời phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin 

trong huyết tương thỏ bằng phương pháp LC-MS/MS đã được xây dựng và thẩm 

định, cho đến nay vẫn chưa được công bố bởi tài liệu nào. 

Bước đầu xác định các thông số dược động học của các lignan chính: 

phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin sau khi cho thỏ uống cao khô Diệp hạ châu 

đắng đã được chuẩn hóa với mục đích dùng làm nguyên liệu sản xuất thành phẩm 

dạng thuốc rắn phân liều, cho đến nay vẫn chưa được công bố bởi tài liệu nào. 
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KẾT LUẬN 

Sau thời gian thực hiện, luận án đã hoàn thành các nội dung nghiên cứu và đạt 

được tất cả các mục tiêu đề ra ban đầu. 

Các kết quả nghiên cứu đạt được như sau: 

1. Chiết xuất, phân lập, tinh chế và xác định cấu trúc, độ tinh khiết của các chất 

phân lập được (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.) 

Từ 60 g cao dicloromethan được chiết xuất từ 1 kg bột dược liệu Diệp hạ châu 

đắng đã phân lập được 5 hợp chất lignan có độ tinh khiết lớn hơn 95 % gồm: 1730 

mg phyllanthin, 400 mg hypophyllanthin, 190 mg niranthin, 250 mg nirtetralin và 60 

mg phyltetralin. 

Xây dựng bộ dữ liệu phổ nghiệm gồm phổ UV, IR, MS, NMR của 5 hợp chất 

lignan đã phân lập được gồm: phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, nirtetralin và 

phyltetralin. 

2. Thiết lập chất đối chiếu hợp chất chiết từ Diệp hạ châu đắng (Phyllanthus 

amarus Schum. et Thonn.) 

Trong 5 hợp chất được phân lập thì có 4 hợp chất đủ khối lượng và đạt độ tinh 

khiết để thiết lập chất đối chiếu gồm: phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin và 

nirtetralin. Do hợp chất phyllanthin đã được thiết lập chất đối chiếu [3] nên trong luận 

án này chỉ thiết lập chất đối chiếu đối với hypophyllanthin và niranthin. Đối với 

nirtetralin được xác định độ tinh khiết để ứng dụng định lượng các lignan của Diệp 

hạ châu đắng trong đề tài. 

Thiết lập được 3 hợp chất chiết từ dược liệu Diệp hạ châu đắng gồm: 2 hợp 

chất hypophyllanthin và niranthin đạt yêu cầu dùng làm chất đối chiếu và tiêu chuẩn 

cơ sở để đánh giá chất lượng; 1 hợp chất nirtetralin đã xác định độ tinh khiết sắc ký 

có thể dùng làm chất đối chiếu phòng thí nghiệm. Quy trình thiết lập chất đối chiếu 

tuân theo hướng dẫn của WHO và ASEAN. 
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3. Điều chế và xây dựng tiêu chuẩn cao Diệp hạ châu đắng 

 Xây dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng thời 4 lignan: phyllanthin, 

hypophyllanthin, niranthin và nirtetralin bằng phương pháp HPLC với cột C18, đầu 

dò PDA, đẳng dòng. Quy trình định lượng đạt yêu cầu các chỉ tiêu thẩm định về tính 

đặc hiệu, tính tuyến tính, độ chính xác và độ đúng theo hướng dẫn ICH. 

Xác định điều kiện chiết cao thích hợp cho quy mô phòng thí nghiệm với dung 

môi ethanol 96 % và quy mô pilot với dung môi ethanol 30 % cho hàm lượng các 

chất lignan cao nhất so với các dung môi chiết khác. Điều này rất có ý nghĩa thiết 

thực, mang lại hiệu quả kinh tế, an toàn cho người và không gây độc hại môi trường. 

Xây dựng được quy trình điều chế và tiêu chuẩn hóa cao Diệp hạ châu đắng.  

Xây dựng tiêu chuẩn cơ sở cho cao khô Diệp hạ châu đắng đáp ứng chất lượng 

về: chỉ tiêu, mức chất lượng, phương pháp thử theo qui định của Dược điển Việt Nam 

và Dược điển Mỹ. 

Ứng dụng phương pháp định lượng đồng thời 4 lignan: phyllanthin, 

hypophyllanthin, niranthin và nirtetralin bằng phương pháp HPLC trên các mẫu dược 

liệu và cao chiết Diệp hạ châu đắng. 

Ứng dụng xây dựng được quy trình điều chế và đánh giá chất lượng cao Diệp 

hạ châu đắng giàu lignan dùng làm cao đối chiếu đạt yêu cầu phục vụ cho công tác 

kiểm nghiệm. 

4. Đánh giá một số thông số dược động học của cao chuẩn hóa điều chế từ Diệp 

hạ châu đắng 

Xây dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng thời 3 lignan: phyllanthin, 

hypophyllanthin và niranthin trong huyết tương thỏ bằng phương pháp LC-MS/MS 

với chất chuẩn nội diazepam, cột C18, đẳng dòng, đầu dò khối phổ ESI (+) chế độ đo 

MRM, xử lý mẫu bằng chiết lỏng - lỏng đạt yêu cầu các chỉ tiêu thẩm định về tính 

đặc hiệu, giới hạn định lượng dưới, tính tuyến tính, độ chính xác, độ đúng, hiệu suất 

chiết, ảnh hưởng nền mẫu, lượng mẫu tồn dư và độ ổn định theo hướng dẫn US-FDA, 

EMA và DĐVN V. 
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Bước đầu nghiên cứu một số thông số dược động học Cmax, AUC, Tmax, T1/2 

khi cho thỏ uống cao chuẩn hóa Diệp hạ châu đắng (hàm lượng phyllanthin là 18,3 

mg/g cao) với liều uống 2 mg phyllanthin/ kg cân nặng và ghi nhận kết quả các thông 

số dược động học biểu thị tốc độ và mức độ hấp thu của các chất phyllanthin, 

hypophyllanthin và niranthin trong huyết tương thỏ. 
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KIẾN NGHỊ 

Các kết quả đạt được nêu trên là cơ sở khoa học để thực hiện các hướng nghiên 

cứu tiếp theo. Một số kiến nghị như sau: 

- Tiếp tục tối ưu hóa điều kiện để chiết xuất, phân lập, tinh chế các hợp chất 

lignan: nirtetralin và phyltetralin và đánh giá chất lượng so sánh liên phòng thí 

nghiệm dùng làm chất đối chiếu. 

- Đề nghị tiến hành xây dựng “Chuyên luận cao khô Diệp hạ châu đắng” cho 

Dược điển Việt Nam trong lần xuất bản tới. 

- Theo chuyên luận Phyllanthus amarus trong USP 40, cao chuẩn Phyllanthus 

amarus cùng với sắc ký đồ đối chiếu của lô cao chuẩn Phyllanthus amarus chỉ được 

dùng để định tính nên đề nghị tiếp tục nghiên cứu đồng nhất lô và đánh giá chất lượng 

so sánh liên phòng thí nghiệm cao giàu lignan điều chế được để có thể dùng làm cao 

đối chiếu ứng dụng cho định tính các hợp chất lignan có trong dược liệu và cao Diệp 

hạ châu đắng. 

- Tiếp tục nghiên cứu để cải thiện sinh khả dụng của chế phẩm từ Diệp hạ châu 

đắng. 
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Hình PL6.3. Phổ 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) của chất PA6 

 

Hình PL6.4. Phổ 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) của chất PA6 trích vùng 6,3-7,0 ppm 
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Hình PL6.5. Phổ 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) của chất PA6 trích vùng 2,0-3,9 ppm 

 

Hình PL6.6. Phổ 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz) của chất PA6 
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Hình PL6.7. Phổ 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz) của chất PA6 trích vùng 35-150 ppm 

 

Hình PL6.8. Phổ DEPT-90 (CDCl3, 125 MHz) của chất PA6 
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Hình PL6.9. Phổ DEPT-135 (CDCl3, 125 MHz) của chất PA6 

 

Hình PL6.10. Phổ HSQC (CDCl3, 125/500 MHz) của chất PA6 
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Hình PL6.11. Phổ HSQC (CDCl3, 125/500 MHz) của chất PA6  

trích vùng 6,5-6,8 ppm x 109-123 ppm 

 

Hình PL6.12. Phổ HSQC (CDCl3, 125/500 MHz) của chất PA6  

trích vùng 1,9-4,0 ppm x 35-75 ppm 
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Hình PL6.13. Phổ HMBC (CDCl3, 125/500 MHz) của chất PA6 

 

Hình PL6.14. Phổ HMBC (CDCl3, 125/500 MHz) của chất PA6  

trích vùng 6,5-6,9 ppm x 40-150 ppm 
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Hình PL6.15. Phổ HMBC (CDCl3, 125/500 MHz) của chất PA6  

trích vùng 2,0-4,0 ppm x 40-150 ppm 

 

Hình PL6.16. Phổ COSY (CDCl3, 500 MHz) của chất PA6 
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Hình PL6.17. Phổ COSY (CDCl3, 500 MHz) của chất PA6 trích vùng 6,4-6,9 ppm 

 

 

Hình PL6.18. Phổ COSY (CDCl3, 500 MHz) của chất PA6 trích vùng 1,8-4,1 ppm 
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Hình PL6.19. Phổ NOESY (CDCl3, 500 MHz) của chất PA6 
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PHỤ LỤC 7. QUY TRÌNH XÁC ĐỊNH ĐỘ TINH KHIẾT SẮC KÝ 

HYPOPHYLLANTHIN BẰNG PHƯƠNG PHÁP HPLC 

1. QUY TRÌNH THỰC HIỆN 

Dung dịch gốc: Cân chính xác khoảng 50,0 mg hypophyllanthin phân lập 

(HPL) vào bình định mức 50 mL, hòa tan bằng methanol, siêu âm 10 phút, để nguội, 

thêm methanol vừa đủ, lắc đều, thu được dung dịch có nồng độ 1000 µg/mL.  

Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 10 mg hypophyllanthin phân lập (HPL) 

vào bình định mức 20 mL, hòa tan bằng methanol, siêu âm 10 phút, để nguội, thêm 

methanol vừa đủ, lắc đều, thu được dung dịch có nồng độ 500 µg/mL, lọc qua màng 

lọc 0,45 µm. 

Điều kiện sắc ký: 

- Cột sắc ký: Phenomenex Gemini C18 (150 x 4,6 mm; 5 µm) 

- Pha động: Acetonitril – acid phosphoric 0,1 % (60 : 40) 

- Tốc độ dòng: 1 mL/phút 

- Nhiệt độ cột: 35 oC 

- Đầu dò: PDA, bước sóng phát hiện 230 nm 

- Thể tích tiêm: 20 µL 

Tiến hành sắc ký trên dung dịch thử, ghi nhận phần trăm diện tích pic trên sắc 

ký đồ. 

2. THẨM ĐỊNH QUY TRÌNH PHÂN TÍCH 

Tính phù hợp hệ thống 

Tiến hành sắc ký lặp lại 6 lần của dung dịch thử. Xác định các thông số về thời 

gian lưu (Rt), diện tích pic (S), hệ số đối xứng (As) và số đĩa lý thuyết. Tính độ lệch 

chuẩn tương đối của diện tích pic và thời gian lưu. 

Yêu cầu: Quy trình đạt tính phù hợp hệ thống khi đáp ứng các điều kiện sau: 

- Các giá trị thời gian lưu (Rt), diện tích pic (S) có RSD ≤ 2 %. 

- Hệ số đối xứng (As) của pic trong khoảng 0,8-1,5. 
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Tính đặc hiệu 

Tiến hành sắc ký mẫu trắng (dung môi methanol HPLC), dung dịch thử trong 

cùng điều kiện sắc ký. Ghi lại các sắc ký đồ. Xác định thời gian lưu của pic 

hypophyllanthin. 

Yêu cầu: Sắc ký đồ mẫu trắng không xuất hiện pic tại pic chính trong dung 

dịch thử. 

Tính tuyến tính 

Từ dung dịch gốc hypophyllanthin có nồng độ 1000 μg/mL, tiến hành pha 

loãng 5 dung dịch hypophyllanthin có mức nồng độ lần lượt là 60 %, 80 %, 100 %, 

120 %, 140 % theo bảng sau: 

Bảng 2.1. Bảng pha chế các dung dịch hypophyllanthin kiểm tra tính tuyến tính 

Mức nồng độ (%) 60 80 100 120 140 

Dung dịch gốc 1000 g/mL (mL) 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 

Methanol vừa đủ (mL) 5 

Nồng độ dung dịch 

hypophyllanthin (g/mL) 
300 400 500 600 700 

Tiến hành sắc ký các dung dịch trên, xác định diện tích của pic chính (mỗi 

mẫu đo 3 lần). 

Xây dựng phương trình hồi quy ŷ = ax + b, vẽ đồ thị biểu diễn mối tương quan 

giữa diện tích pic với nồng độ và xác định hệ số tương quan r. 

Sử dụng test F để kiểm tra tính tương thích của phương trình hồi quy, test t để 

kiểm tra ý nghĩa của hệ số a và b. 

Yêu cầu: r ≥ 0,999. 

Độ chính xác 

Độ lặp lại: Tiến hành sắc ký 6 dung dịch thử. Xác định thông số phần trăm 

diện tích của pic hypophyllanthin. Tính độ lệch chuẩn tương đối RSD %. 

Yêu cầu: RSD %  2 %. 

Độ chính xác trung gian: Tiến hành sắc ký 6 dung dịch thử ở 2 phòng thí 

nghiệm và bởi 2 kiểm nghiệm viên khác nhau. Xác định thông số phần trăm diện tích 

của pic hypophyllanthin. Tính độ lệch chuẩn tương đối RSD %. 
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Yêu cầu:  

- RSD %  2 % ở cả 2 phòng thí nghiệm. 

- Độ sai khác kết quả định lượng giữa 2 phòng thí nghiệm ≤ 2 %. 

Độ đúng 

Sử dụng phương pháp thêm mẫu thử vào pha động. Chuẩn bị 9 mẫu thêm 

hypophyllanthin ở 3 mức nồng độ 80 %, 100 % và 120 % so với mức nồng độ định 

lượng (500 μg/mL). Mỗi mức nồng độ chuẩn bị 3 mẫu. Mỗi mẫu tiến hành sắc ký 1 

lần. 

Bảng 2.2. Bảng pha chế các mẫu kiểm tra độ đúng 

Mức nồng độ (%) 80 100 120 

Lượng cân hypophyllanthin phân lập (mg) 4,0 5,0 6,0 

Pha động vừa đủ (mL) 10 

Nồng độ dung dịch (µg/mL) 160 500 240 

Yêu cầu: Tỷ lệ phục hồi trung bình (%) của các mức nồng độ nằm trong khoảng 

98 % - 102 % và RSD % ≤ 2,0 %. 

3. BÁO CÁO KẾT QUẢ THẨM ĐỊNH QUY TRÌNH PHÂN TÍCH 

3.1. Tính phù hợp hệ thống 

Bảng 3.1.Tính phù hợp hệ thống trên mẫu hypophylllanthin (n = 6) 

Số thứ tự 
Thời gian lưu 

(tR) 

Diện tích pic 

(S) 

Hệ số đối xứng 

(AS) 

Số đĩa lý thuyết 

(N) 

1 6,055 27120357 1,472 27120357 

2 6,045 27072133 1,448 27072133 

3 6,043 27098163 1,446 27098163 

4 6,043 27023285 1,452 27023285 

5 6,053 27090712 1,474 27090712 

6 6,045 27086099 1,448 27086099 

TB 6,047 27081792 1,456 27081792 

RSD (%) 0,09 0,12 0,88 0,12 

Nhận xét: Điều kiện HPLC cho độ lặp lại tốt về thời gian lưu, diện tích pic, % 

diện tích pic, hệ số đối xứng và số đĩa lý thuyết, đều có RSD  2 %. Kết luận hệ thống 

tương thích với qui trình khảo sát độ tinh khiết hypophyllanthin. 
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3.2. Tính đặc hiệu 

  

(a) Sắc ký đồ của dung môi (b) Sắc ký đồ của dung dịch thử 

  
(c) Độ tinh khiết pic ở 6,055 phút (d) Sắc ký đồ HPLC 3D của mẫu HPL 

Hình 3.1. Sắc ký đồ thẩm định tính đặc hiệu 

Nhận xét: Sắc ký đồ của hypophyllanthin phân lập cho pic ở thời gian lưu 

6,055 phút, không trùng với pic nào trên mẫu trắng. Kết luận quy trình đạt tính đặc 

hiệu. 

3.3. Tính tuyến tính 

Bảng 3.2. Khảo tính tuyến tính trên các mẫu hypophyllanthin (n = 3) 

Mẫu Nồng độ (µg/mL) Diện tích pic (S) 
Diện tích pic 

trung bình (Stb) 

1 300 

16953615 

16964789 16969234 

16971518 

2 400 

21873913 

21877473 21826743 

21931764 

3 500 

27120357 

27098654 27103472 

27072133 

4 600 

32748556 

32800842 32793746 

32860225 

5 700 

39028261 

39072948 39073847 

39116736 
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Hình 3.2. Đồ thị biểu diễn mối tương quan giữa diện tích pic và  

nồng độ hypophyllanthin 

Biện luận 

Hệ số tương quan của x và y là r = 0,9988 

F = 1551,613 > F0,05 = 10,13 phương trình hồi quy tương thích 

Xét hệ số b: t= 1,25 < t0,05 = 3,18  hệ số b không có ý nghĩa 

Xét hệ số a: t = 39,39 > t0,05 = 3,18 hệ số a có ý nghĩa 

Vậy phương trình hồi quy: ŷ = 55140x với r = 0,9988. 

Nhận xét: Quy trình đạt tính tuyến tính với khoảng tuyến tính 300-700 μg/mL. 

3.4. Độ chính xác 

Bảng 3.3. Khảo sát độ lặp lại trên các mẫu thử (n = 6) 

Mẫu 
Độ tinh khiết sắc 

ký (%) 

1 98,74 

2 98,72 

3 97,90 

4 97,46 

5 97,22 

6 97,42 

TB (%) 97,91 

RSD (%) 0,69 

 

Bảng 3.4. Khảo sát độ chính xác trung gian trên các mẫu thử (n = 12) 
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Stt 
Độ tinh khiết sắc ký (%) 

Phòng thí nghiệm 1 Phòng thí nghiệm 2 

1 98,74 98,73 

2 98,72 97,92 

3 97,90 97,91 

4 97,46 97,49 

5 97,22 97,20 

6 97,42 97,76 

TB (%) 97,91 97,84 

RSD (%) 0,69 0,53 

TB (%) 97,87 

RSD (%) 0,59 

Nhận xét: Điều kiện HPLC cho độ chính xác tốt về % diện tích pic với RSD  

2 %. Kết luận quy trình khảo sát độ tinh khiết hypophyllanthin đạt độ lặp lại và độ 

chính xác trung gian. 

3.5. Độ đúng 

Bảng 3.5. Khảo sát độ đúng trên các mẫu thử (n = 9) 

Khoảng 

thêm 

chuẩn 

KL chất 

đối chiếu 

thêm (mg) 

Nồng độ 

(g/mL) 
Diện tích pic 

Nồng độ tìm thấy 

(g/mL) 

Độ phục hồi 

(%) 

80 % 

4,0262 402,62 22009760 398,27 98,92 

4,0009 400,09 21860513 398,85 99,69 

3,9920 399,20 21809701 397,00 99,45 

100 % 

5,0129 501,29 27149551 498,93 99,53 

5,0048 500,48 27121956 499,48 99,80 

4,9978 499,78 27029848 494,58 98,96 

120 % 

5,9876 598,76 32687227 597,50 99,79 

5,9923 599,23 32703058 598,09 99,81 

5,9904 599,04 32735261 593,35 99,05 

TB (%)     99,44 

RSD (%)     0,37 

Nhận xét: Quy trình đạt độ đúng với tỉ lệ phục hồi trung bình 99,44 % và 

RSD % ≤ 2,0 %. 

  



PL-62 

 

PHỤ LỤC 8. QUY TRÌNH XÁC ĐỊNH ĐỘ TINH KHIẾT SẮC KÝ NIRANTHIN 

BẰNG PHƯƠNG PHÁP HPLC 

3. QUY TRÌNH THỰC HIỆN 

Dung dịch gốc: Cân chính xác khoảng 5,0 mg niranthin phân lập (NRT) vào 

bình định mức 25 mL, hòa tan bằng methanol, siêu âm 10 phút, để nguội, thêm 

methanol vừa đủ, lắc đều, thu được dung dịch có nồng độ 200 µg/mL.  

Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 2,0 mg niranthin phân lập (NRT) cho 

vào bình định mức 20 mL, hòa tan bằng methanol, siêu âm 10 phút, để nguội, thêm 

methanol vừa đủ, lắc đều, thu được dung dịch có nồng độ 100 µg/mL, lọc qua màng 

lọc 0,45 µm. 

Điều kiện sắc ký: 

- Cột sắc ký: Phenomenex C6-Phenyl 11A (150 x 4,6 mm; 3 µm) 

- Pha động: Acetonitril – nước (60 : 40) 

- Tốc độ dòng: 1 mL/phút 

- Nhiệt độ cột: 30 C 

- Đầu dò: PDA, bước sóng phát hiện 230 nm 

- Thể tích tiêm: 10 µL 

Tiến hành sắc ký trên dung dịch thử, ghi nhận phần trăm diện tích pic trên sắc 

ký đồ. 

4. THẨM ĐỊNH QUY TRÌNH PHÂN TÍCH 

Tính phù hợp hệ thống 

Tiến hành sắc ký lặp lại 6 lần của dung dịch thử. Xác định các thông số về thời 

gian lưu (Rt), diện tích pic (S), hệ số đối xứng (As) và số đĩa lý thuyết. Tính độ lệch 

chuẩn tương đối của diện tích pic và thời gian lưu. 

Yêu cầu: Quy trình đạt tính phù hợp hệ thống khi đáp ứng các điều kiện sau: 

- Các giá trị thời gian lưu (Rt), diện tích pic (S) có RSD ≤ 2 %. 

- Hệ số đối xứng (As) của pic trong khoảng 0,8-1,5. 

Tính đặc hiệu 
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Tiến hành sắc ký mẫu trắng (dung môi methanol HPLC), dung dịch thử trong 

cùng điều kiện sắc ký. Ghi lại các sắc ký đồ. Xác định thời gian lưu của pic niranthin. 

Yêu cầu: Sắc ký đồ mẫu trắng không xuất hiện pic tại pic chính trong dung 

dịch thử. 

Tính tuyến tính 

Từ dung dịch gốc niranthin có nồng độ 200 μg/mL, tiến hành pha loãng 5 dung 

dịch niranthin có mức nồng độ lần lượt là 60 %, 80 %, 100 %, 120 %, 140 % theo 

bảng sau: 

Bảng 2.1. Bảng pha chế các dung dịch niranthin kiểm tra tính tuyến tính 

Mức nồng độ (%) 60 80 100 120 140 

Dung dịch gốc 200 g/mL (mL) 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 

Methanol vừa đủ (mL) 5 

Nồng độ dung dịch niranthin 

(g/mL) 
60 80 100 120 140 

Tiến hành sắc ký các dung dịch trên, xác định diện tích của pic chính (mỗi 

mẫu đo 3 lần). 

Xây dựng phương trình hồi quy ŷ = ax + b, vẽ đồ thị biểu diễn mối tương quan 

giữa diện tích pic với nồng độ và xác định hệ số tương quan r. 

Sử dụng test F để kiểm tra tính tương thích của phương trình hồi quy, test t để 

kiểm tra ý nghĩa của hệ số a và b. 

Yêu cầu: r ≥ 0,999. 

Độ chính xác 

Độ lặp lại: Tiến hành sắc ký 6 dung dịch thử. Xác định thông số phần trăm 

diện tích của pic niranthin. Tính độ lệch chuẩn tương đối RSD %. 

Yêu cầu: RSD %  2 %. 

Độ chính xác trung gian: Tiến hành sắc ký 6 dung dịch thử ở 2 phòng thí 

nghiệm và bởi 2 kiểm nghiệm viên khác nhau. Xác định thông số phần trăm diện tích 

của pic niranthin. Tính độ lệch chuẩn tương đối RSD %.  
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Yêu cầu:  

- RSD %  2 % ở cả 2 phòng thí nghiệm. 

- Độ sai khác kết quả định lượng giữa 2 phòng thí nghiệm ≤ 2 %. 

Độ đúng 

Sử dụng phương pháp thêm mẫu thử vào pha động. Chuẩn bị 9 mẫu thêm 

niranthin ở 3 mức nồng độ 80 %, 100 % và 120 % so với mức nồng độ định lượng 

(200 μg/mL). Mỗi mức nồng độ chuẩn bị 3 mẫu. Mỗi mẫu tiến hành sắc ký 1 lần. 

Bảng 2.2. Bảng pha chế các mẫu kiểm tra độ đúng. 

Mức nồng độ (%) 80 100 120 

Lượng cân niranthin phân lập (mg) 4,0 5,0 6,0 

Pha động vừa đủ (mL) 50 

Nồng độ dung dịch (g/mL) 80 100 120 

Yêu cầu: Tỷ lệ phục hồi trung bình (%) của các mức nồng độ nằm trong khoảng 

98 % - 102 % và RSD % ≤ 2,0 %. 

3. BÁO CÁO KẾT QUẢ THẨM ĐỊNH QUY TRÌNH PHÂN TÍCH 

3.1. Tính phù hợp hệ thống 

Bảng 3.1. Tính phù hợp hệ thống trên mẫu niranthin (n = 6) 

Số thứ tự 
Thời gian lưu 

(tR) 

Diện tích pic 

(S) 

Hệ số đối xứng 

(AS) 

Số đĩa lý thuyết 

(N) 

1 11,553 12171303 1,0 62047 

2 11,920 12186049 1,0 62809 

3 11,791 12199388 1,0 61708 

4 11,647 12180263 1,0 62219 

5 11,553 12183741 1,0 62025 

6 11,387 12185801 1,0 62193 

TB 11,642 12184424 1,0 62167 

RSD (%) 1,63 0,08 0,38 0,59 

Nhận xét: Điều kiện HPLC cho độ lặp lại tốt về thời gian lưu, diện tích pic, % 

diện tích pic, hệ số đối xứng và số đĩa lý thuyết, đều có RSD  2 %. Kết luận hệ thống 

tương thích với qui trình khảo sát độ tinh khiết niranthin. 
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3.2. Tính đặc hiệu 

  
(b) Sắc ký đồ của dung môi (b) Sắc ký đồ của dung dịch thử 

  

(c) Độ tinh khiết pic ở 11,646 phút (d) Sắc ký đồ HPLC 3D của mẫu NRT 

Hình 3.1. Sắc ký đồ thẩm định tính đặc hiệu 

Nhận xét: Sắc ký đồ của niranthin phân lập cho pic ở thời gian lưu 11,646 

phút, không trùng với pic nào trên mẫu trắng. Kết luận quy trình đạt tính đặc hiệu. 

3.3. Tính tuyến tính 

Bảng 3.2. Khảo tính tuyến tính trên các mẫu niranthin (n = 3) 

Mẫu Nồng độ (µg/mL) Diện tích pic (S) 
Diện tích pic 

trung bình (Stb) 

1 60 

7392849 

7389887 7378190 

7398623 

2 80 

9828839 

9829073 9839288 

9819093 

3 100 

12205129 

12204217 12300836 

12106687 

4 120 

14804660 

14709293 14614994 

14708226 

5 140 

17256356 

17131284 17123053 

17014444 
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Hình 3.2. Đồ thị biểu diễn mối tương quan giữa diện tích pic và  

nồng độ niranthin 

Biện luận 

Hệ số tương quan của x và y là r = 0,9999 

 F = 58295 > F0,05 = 10,13 phương trình hồi quy tương thích 

 Xét hệ số b: t = 1,36 < t0,05 = 3,18  hệ số b không có ý nghĩa 

 Xét hệ số a: t = 241,44 > t0,05 = 3,18  hệ số a có ý nghĩa 

 Vậy phương trình hồi quy: ŷ = 121815x  với r = 0,9999 

Nhận xét: Quy trình đạt tính tuyến tính với khoảng tuyến tính 60–140 μg/mL. 

3.4. Độ chính xác 

Bảng 3.3. Khảo sát độ lặp lại trên các mẫu thử (n = 6) 

Mẫu 
Độ tinh khiết sắc 

ký (%) 

1 99,85 

2 99,83 

3 99,8 

4 99,79 

5 99,75 

6 99,75 

TB (%) 99,80 

RSD (%) 0,04 
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Bảng 3.4. Khảo sát độ chính xác trung gian trên các mẫu thử (n = 12) 

Stt 
Độ tinh khiết sắc ký (%) 

Phòng thí nghiệm 1 Phòng thí nghiệm 2 

1 99,85 99,75 

2 99,83 99,78 

3 99,8 99,81 

4 99,79 99,77 

5 99,75 99,79 

6 99,75 99,75 

TB (%) 99,80 99,78 

RSD (%) 0,04 0,02 

TB (%) 99,79 

RSD (%) 0,03 

Nhận xét: Điều kiện HPLC cho độ chính xác tốt về % diện tích pic với RSD  

2 %. Kết luận quy trình khảo sát độ tinh khiết niranthin đạt độ lặp lại và độ chính xác 

trung gian. 

3.5. Độ đúng 

Bảng 3.5. Khảo sát độ đúng trên các mẫu thử (n = 9) 

Khoảng 

thêm 

chuẩn 

KL chất 

đối chiếu 

thêm (mg) 

Nồng độ 

(g/mL) 
Diện tích pic 

Nồng độ tìm thấy 

(g/mL) 

Độ phục hồi 

(%) 

80 % 

3,9599 79,20 9773080 3,97 100,26 

3,9593 79,19 9773847 3,97 100,27 

3,9628 79,26 9789461 3,98 100,43 

100 % 

4,9535 99,07 12101994 4,92 99,32 

4,9506 99,01 12183741 4,95 99,99 

4,9495 98,99 12185801 4,95 100,01 

120 % 

5,9363 118,73 14630395 5,94 100,06 

5,9395 118,79 14622620 5,94 100,01 

5,9419 118,84 14616686 5,94 99,97 

TB (%)     100,04 

RSD %     0,31 

Nhận xét: Quy trình đạt độ đúng với tỉ lệ phục hồi trung bình 100,04 % và 

RSD % ≤ 2,0 %. 
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PHỤ LỤC 9. QUY TRÌNH XÁC ĐỊNH ĐỘ TINH KHIẾT SẮC KÝ 

NIRTETRALIN BẰNG PHƯƠNG PHÁP HPLC 

5. QUY TRÌNH THỰC HIỆN 

Dung dịch gốc: Cân chính xác khoảng 10,0 mg nirtetralin phân lập (NTT) vào 

bình định mức 25 mL, hòa tan bằng methanol, siêu âm 10 phút, để nguội, thêm 

methanol vừa đủ, lắc đều, thu được dung dịch có nồng độ 400 µg/mL.  

Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 2,0 mg nirtetralin phân lập (NTT) vào 

bình định mức 10 mL, hòa tan bằng methanol, siêu âm 10 phút, để nguội, thêm 

methanol vừa đủ, lắc đều, thu được dung dịch có nồng độ 200 µg/mL, lọc qua màng 

lọc 0,45 µm. 

Điều kiện sắc ký: 

-  Cột sắc ký: Phenomenex Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 μm) 

-  Pha động: Methanol – acid phosphoric 0,1 % (60 : 40) 

-  Tốc độ dòng: 1 mL/phút 

-  Nhiệt độ cột: 25 C 

-  Thể tích tiêm: 20 μL 

-  Đầu dò PDA, bước sóng phát hiện 230 nm 

Tiến hành sắc ký trên dung dịch thử, ghi nhận phần trăm diện tích pic trên sắc 

ký đồ. 

6. THẨM ĐỊNH QUY TRÌNH PHÂN TÍCH 

Tính phù hợp hệ thống 

Tiến hành sắc ký lặp lại 6 lần của dung dịch thử. Xác định các thông số về thời 

gian lưu (Rt), diện tích pic (S), hệ số đối xứng (As) và số đĩa lý thuyết. Tính độ lệch 

chuẩn tương đối của diện tích pic và thời gian lưu. 

Yêu cầu: Quy trình đạt tính phù hợp hệ thống khi đáp ứng các điều kiện sau: 

- Các giá trị thời gian lưu (Rt), diện tích pic (S) có RSD ≤ 2 %. 

- Hệ số đối xứng (As) của pic trong khoảng 0,8-1,5. 

Tính đặc hiệu 
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Tiến hành sắc ký mẫu trắng (dung môi methanol HPLC), dung dịch thử trong 

cùng điều kiện sắc ký. Ghi lại các sắc ký đồ. Xác định thời gian lưu của pic nirtetralin. 

Yêu cầu: Sắc ký đồ mẫu trắng không xuất hiện pic tại pic chính trong dung 

dịch thử. 

Tính tuyến tính 

Từ dung dịch gốc nirtetralin có nồng độ 400 μg/mL, tiến hành pha loãng 5 

dung dịch nirtetralin có mức nồng độ lần lượt là 60 %, 80 %, 100 %, 120 %, 140 % 

theo bảng sau: 

Bảng 2.1. Bảng pha chế các dung dịch nirtetralin kiểm tra tính tuyến tính 

Mức nồng độ (%) 60 80 100 120 140 

Dung dịch gốc 400 g/mL (mL) 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 

Methanol vừa đủ (mL) 5 

Nồng độ dung dịch nirtetralin 

(g/mL) 
120 160 200 240 280 

Tiến hành sắc ký các dung dịch trên, xác định diện tích của pic chính (mỗi 

mẫu đo 3 lần). 

Xây dựng phương trình hồi quy ŷ = ax + b, vẽ đồ thị biểu diễn mối tương quan 

giữa diện tích pic với nồng độ và xác định hệ số tương quan r. 

Sử dụng test F để kiểm tra tính tương thích của phương trình hồi quy, test t để 

kiểm tra ý nghĩa của hệ số a và b. 

Yêu cầu: r ≥ 0,999. 

Độ chính xác 

Độ lặp lại: Tiến hành sắc ký 6 dung dịch thử. Xác định thông số phần trăm 

diện tích của pic nirtetralin. Tính độ lệch chuẩn tương đối RSD %. 

Yêu cầu: RSD %  2 %. 

Độ chính xác trung gian: Tiến hành sắc ký 6 dung dịch thử ở 2 phòng thí 

nghiệm và bởi 2 kiểm nghiệm viên khác nhau. Xác định thông số phần trăm diện tích 

của pic nirtetralin. Tính độ lệch chuẩn tương đối RSD %.  
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Yêu cầu:  

- RSD %  2 % ở cả 2 phòng thí nghiệm. 

- Độ sai khác kết quả định lượng giữa 2 phòng thí nghiệm ≤ 2 %. 

Độ đúng 

Sử dụng phương pháp thêm mẫu thử vào pha động. Chuẩn bị 9 mẫu thêm 

nirtetralin ở 3 mức nồng độ 80 %, 100 % và 120 % so với mức nồng độ định lượng 

(200 μg/mL). Mỗi mức nồng độ chuẩn bị 3 mẫu. Mỗi mẫu tiến hành sắc ký 1 lần. 

Bảng 2.2. Bảng pha chế các mẫu kiểm tra độ đúng. 

Mức nồng độ (%) 80 100 120 

Lượng cân nirtetralin phân lập (mg) 1,6 2,0 2,4 

Pha động vừa đủ (mL) 10 

Nồng độ dung dịch (g/mL) 160 200 240 

Yêu cầu: Tỷ lệ phục hồi trung bình (%) của các mức nồng độ nằm trong khoảng 

98 % - 102 % và RSD % ≤ 2,0 %. 

3. BÁO CÁO KẾT QUẢ THẨM ĐỊNH QUY TRÌNH PHÂN TÍCH 

3.1. Tính phù hợp hệ thống 

Bảng 3.1. Tính phù hợp hệ thống trên mẫu nirtetralin (n = 6) 

Số thứ tự 
Thời gian lưu 

(tR) 

Diện tích pic 

(S) 

Hệ số đối xứng 

(AS) 

Số đĩa lý thuyết 

(N) 

1 20,831 91685076 1,271 3051 

2 20,882 91550226 1,268 3054 

3 21,061 91616697 1,267 3048 

4 21,124 91560156 1,264 3048 

5 21,230 91655492 1,265 3044 

6 21,307 91553957 1,263 3038 

TB 21,073 91603601 1,266 3047 

RSD (%) 0,89 0,06 0,23 0,18 

Nhận xét: Điều kiện HPLC cho độ lặp lại tốt về thời gian lưu, diện tích pic, % 

diện tích pic, hệ số đối xứng và số đĩa lý thuyết, đều có RSD  2 %. Kết luận hệ thống 

tương thích với qui trình khảo sát độ tinh khiết nirtetralin.  
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3.2. Tính đặc hiệu 

  

(c) Sắc ký đồ của dung môi (b) Sắc ký đồ của dung dịch thử 

 

 

(c) Độ tinh khiết pic ở 21,398 phút (d) Sắc ký đồ HPLC 3D của mẫu NTT 

Hình 3.1. Sắc ký đồ thẩm định tính đặc hiệu 

Nhận xét: Sắc ký đồ của nirtetralin phân lập cho pic ở thời gian lưu 21,398 

phút, không trùng với pic nào trên mẫu trắng. Kết luận quy trình đạt tính đặc hiệu. 

3.3. Tính tuyến tính 

Bảng 3.2. Khảo tính tuyến tính trên các mẫu nirtetralin (n = 3) 

Mẫu Nồng độ (µg/mL) Diện tích pic (S) 
Diện tích pic 

trung bình (Stb) 

1 125,53 

55997554 

55997396 55969287 

56025348 

2 167,37 

74008056 

73997244 73997539 

73986138 

3 209,22 

91762659 

91796559 91745652 

91881365 

4 251,06 

108800515 

108781026 108526203 

109016359 

5 292,90 

125409128 

125243211 125728504 

124592001 
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Hình 3.2. Đồ thị biểu diễn mối tương quan giữa diện tích pic và  

nồng độ nirtetralin 

Biện luận 

Hệ số tương quan của x và y là r = 0,9996 

 F = 8165,73 > F0,05 = 10,13 phương trình hồi quy tương thích 

 Xét hệ số b: t = 4,54 < t0,05 = 3,18  hệ số b không có ý nghĩa 

 Xét hệ số a: t = 90,36 > t0,05 = 3,18 hệ số a có ý nghĩa 

 Vậy phương trình hồi quy: ŷ = 414107x với r = 0,9996 

Nhận xét: Quy trình đạt tính tuyến tính với khoảng tuyến tính 125,53–292,90 

μg/mL. 

3.4. Độ chính xác 

Bảng 3.3. Khảo sát độ lặp lại trên các mẫu thử (n = 6) 

Mẫu 
Độ tinh khiết sắc ký 

(%) 

1 97,02 

2 97,12 

3 97,11 

4 97,17 

5 97,05 

6 96,69 

TB (%) 97,03 

RSD (%) 0,18 
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Bảng 3.4. Khảo sát độ chính xác trung gian trên các mẫu thử (n = 12) 

Stt 
Độ tinh khiết sắc ký (%) 

Phòng thí nghiệm 1 Phòng thí nghiệm 2 

1 97,02 96,84 

2 97,12 97,15 

3 97,11 96,92 

4 97,17 97,02 

5 97,05 97,12 

6 96,69 97,06 

TB (%) 97,03 97,02 

RSD (%) 0,18 0,12 

TB (%) 97,02 

RSD (%) 0,15 

Nhận xét: Điều kiện HPLC cho độ chính xác tốt về % diện tích pic với RSD  

2 %. Kết luận quy trình khảo sát độ tinh khiết nirtetralin đạt độ lặp lại và độ chính 

xác trung gian. 

3.5. Độ đúng 

Bảng 3.5. Khảo sát độ đúng trên các mẫu thử (n = 9) 

Khoảng 

thêm 

chuẩn 

KL chất 

đối chiếu 

thêm (mg) 

Nồng độ 

(g/mL) 
Diện tích pic 

Nồng độ tìm thấy 

(g/mL) 

Độ phục hồi 

(%) 

80 % 

1,6717 167,17 73821218 168,40 100,74 

1,7032 170,32 73907620 168,59 98,98 

1,6969 169,69 73686115 168,09 99,06 

100 % 

2,0575 205,75 90298489 205,98 100,11 

2,0351 203,51 89970141 205,23 100,85 

2,0321 203,21 90162177 205,67 101,21 

120 % 

2,5818 258,18 113530967 258,98 100,31 

2,5826 258,26 113335707 258,53 100,10 

2,6123 261,23 113063569 257,91 98,73 

TB (%)     100,01 

RSD %     0,89 

Nhận xét: Quy trình đạt độ đúng với tỉ lệ phục hồi trung bình 100,01 % và 

RSD % ≤ 2,0 %. 
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PHỤ LỤC 10. PHIẾU PHÂN TÍCH HYPOPHYLLANTHIN VÀ NIRANTHIN 
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PHỤ LỤC 11. QUY TRÌNH ĐỊNH LƯỢNG ĐỒNG THỜI PHYLLANTHIN, 

HYPOPHYLLANTHIN, NIRANTHIN VÀ NIRTETRALIN TRONG  

CAO KHÔ DIỆP HẠ CHÂU ĐẮNG BẰNG PHƯƠNG PHÁP HPLC 

7. QUY TRÌNH THỰC HIỆN 

Chuẩn bị dung dịch 

Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 0,5 g chế phẩm đã xác định độ ẩm vào 

bình định mức 50 mL, thêm 5 mL nước, lắc kỹ để phân tán mẫu đều. Thêm 30 mL 

methanol, lắc siêu âm trong 30 phút. Để nguội, bổ sung methanol (TT) đến vạch, lắc 

đều, lọc qua màng lọc 0,45 µm. 

Mẫu chuẩn: Cân chính xác 15,0 mg phyllanthin chuẩn, 4,0 mg 

hypophyllanthin chuẩn, 5,0 mg niranthin chuẩn và 10,0 mg nirtetralin chuẩn vào lần 

lượt 4 bình định mức 10 mL, 20 mL, 10 mL và 25 mL. Thêm khoảng 10 mL methanol, 

siêu âm 10 phút, để nguội đến nhiệt độ phòng, bổ sung methanol đến vạch, lắc đều 

(dung dịch 1 có nồng độ phyllanthin 1500 μg/mL, dung dịch 2 có nồng độ 

hypophyllanthin 200 μg/mL, dung dịch 3 có nồng độ niranthin 500 μg/mL và dung 

dịch 4 có nồng độ nirtetralin 400 μg/mL).  

Hỗn hợp chuẩn gốc: Hút chính xác 3 mL dung dịch 1, 8 mL dung dịch 2, 6 

mL dung dịch 3  và 7 mL dung dịch 4 cho vào bình định mức 25 mL, lắc đều, thu 

được dung dịch chuẩn gốc hỗn hợp có nồng độ phyllanthin 180 μg/mL, 

hypophyllanthin 64 μg/mL, niranthin 120 μg/mL và nirtetralin 112 μg/mL Lọc qua 

màng lọc 0,45 μm.  

Điều kiện sắc ký:  

- Cột: Phenomenex Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 μm) 

- Tốc độ dòng: 1 mL/phút 

- Thể tích tiêm mẫu: 10 μL 

- Detector PDA, bước sóng phát hiện 230 nm 

- Pha động: Methanol – acid phosphoric 0,1 % (56 : 44) 

- Nhiệt độ cột : 25 oC  
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Tính kết quả: 

Hàm lượng các chất phân tích trong cao tính theo công thức: 

X (g/mg) = St ×  
Cc

Sc
  × C% × 

Vt

mt
  

Trong đó: 

 St, Sc: Diện tích pic chất phân tích của mẫu thử và mẫu chuẩn 

Vt: Thể tích dung dịch thử (mL) 

mt: Khối lượng mẫu thử (mg) 

Cc: Nồng độ (g/mL) của mẫu chuẩn 

C%: Độ tinh khiết của chất chuẩn (%) 

8. THẨM ĐỊNH QUY TRÌNH PHÂN TÍCH 

Tính phù hợp hệ thống 

Tiến hành sắc ký lặp lại 6 lần dung dịch chuẩn. Xác định các thông số về thời 

gian lưu (Rt), diện tích pic (S), hệ số đối xứng (As), độ phân giải (Rs) và số đĩa lý 

thuyết. Tính độ lệch chuẩn tương đối của diện tích pic và thời gian lưu. 

Yêu cầu: Quy trình đạt tính phù hợp hệ thống khi đáp ứng các điều kiện sau: 

- Các giá trị thời gian lưu (Rt), diện tích pic (S) có RSD ≤ 2 %. 

- Hệ số đối xứng (As) của pic trong khoảng 0,8-1,5. 

- Độ phân giải Rs ≥ 1,5. 

Tính đặc hiệu 

Tiến hành sắc ký dung dịch chuẩn, dung dịch thử và dung dịch mẫu trắng 

(dung môi methanol HPLC) trong cùng điều kiện sắc ký. Ghi lại các sắc ký đồ.  

Yêu cầu: Thời gian lưu của pic chính cần định lượng trong dung dịch thử phải 

tương ứng với thời gian lưu của các pic trong dung dịch chuẩn, đồng thời dung dịch 

mẫu trắng không có pic nào tại thời gian lưu trên. 

Tính tuyến tính 

Từ dung dịch hỗn hợp chuẩn gốc có nồng độ hypophyllanthin 64 μg/mL, 
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phyllanthin 180 μg/mL, niranthin 120 μg/mL và nirtetralin 112 μg/mL tiến hành pha 

5 dung dịch chuẩn bao gồm 50 %, 70 %, 100 %, 150 % và 200 % theo bảng sau: 

Bảng 2.1. Bảng pha chế các dung dịch chuẩn kiểm tra tính tuyến tính 

Dung 

dịch 

chuẩn 

(%) 

Thể tích hút 

dung dịch 

hỗn hợp 

chuẩn (mL) 

Thể tích 

pha loãng 

(mL) 

Nồng độ dung dịch  (µg/mL) 

PLT HPL NRT NTT 

50 2,0 20,0 17,1 6,9 12,2 10,9 

70 7,0 50,0 24,0 9,6 17,1 15,2 

100 2,0 10,0 34,2 13,7 24,4 21,8 

150 3,0 10,0 51,3 20,6 36,6 32,7 

200 4,0 10,0 68,4 27,4 48,8 43,5 

Tiến hành sắc ký các dung dịch trên, xác định diện tích của pic chính (mỗi 

mẫu đo 3 lần). 

Xây dựng phương trình hồi quy ŷ = ax + b, vẽ đồ thị biểu diễn mối tương quan 

giữa diện tích pic với nồng độ và xác định hệ số tương quan r. 

Sử dụng test F để kiểm tra tính tương thích của phương trình hồi quy, test t để 

kiểm tra ý nghĩa của hệ số a và b. 

Yêu cầu: r ≥ 0,999. 

Độ chính xác 

Độ lặp lại: Tiến hành định lượng 6 mẫu thử. Xác định hàm lượng của các chất 

phân tích trong mẫu thử. Tính độ lệch chuẩn tương đối RSD %. 

Yêu cầu: RSD %  5 %. 

Độ chính xác trung gian: Tiến hành định lượng 6 mẫu thử vào một ngày khác. 

Xác định hàm lượng của các chất phân tích trong mẫu thử. Tính độ lệch chuẩn tương 

đối RSD %. 

Yêu cầu:  

- RSD %  5 % ở cả 2 ngày. 

- Độ sai khác kết quả định lượng giữa 2 ngày ≤ 5 %. 

Độ đúng 
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Tiến hành xác định độ đúng bằng phương pháp mẫu thử thêm chuẩn. Thêm 

một lượng chính xác dung dịch chuẩn tương ứng với ở 3 mức nồng độ 50 %, 100 % 

và 200 % so với mức nồng độ định lượng. Tiến hành sắc ký, ghi nhận diện tích pic 

và suy ra nồng độ. Xác định tỉ lệ phục hồi ở từng nồng độ rồi tính tỉ lệ phục hồi trung 

bình lượng chất chuẩn thêm vào. Mỗi mức nồng độ chuẩn bị 3 mẫu. Mỗi mẫu tiến 

hành sắc ký 1 lần. 

Yêu cầu: Tỷ lệ phục hồi trung bình (%) của các mức nồng độ nằm trong khoảng 

90 % - 110 % và RSD % ≤ 5,0 %. 

3. BÁO CÁO KẾT QUẢ THẨM ĐỊNH QUY TRÌNH PHÂN TÍCH 

3.1. Tính phù hợp hệ thống 

Bảng 3.1. Kết quả khảo sát tính phù hợp hệ thống (n = 6) 

Chất  Thời 

gian lưu 

Diện tích 

pic 

Hệ số đối 

xứng 

Số đĩa lý 

thuyết 

Độ phân 

giải 

PLT 
TB 25,91 1435987 1,34 2838 1,82 

RSD (%) 1,94 1,51 1,49 1,63 1,22 

HPL 
TB 23,11 825269 1,37 2739 - 

RSD (%) 1,97 0,40 0,73 1,60 - 

NRT 
TB 37,65 1600993 1,35 3098 10,45 

RSD (%) 1,97 0,61 1,48 2,39 1,05 

NTT 
TB 33,78 1381235 1,49 3052 2,01 

RSD (%) 1,98 0,32 1,34 1,90 1,18 

Nhận xét: Thời gian lưu và diện tích pic có độ lặp lại cao (RSD ≤ 2 %), hệ số 

đối xứng  nằm trong khoảng 0,8-1,5, số đĩa lý thuyết lớn hơn 2000 và độ phân giải 

RS ≥ 1,5. Như vậy, hệ thống sắc ký đạt yêu cầu tính phù hợp hệ thống để tiến hành 

phân tích định lượng đồng thời 4 hợp chất lignan. 
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3.2. Tính đặc hiệu 

 

Hình 3.1. Sắc ký đồ mẫu trắng 

 

Hình 3.2. Sắc ký đồ mẫu chuẩn 

 

Hình 3.3. Sắc ký đồ mẫu thử 

Bảng 3.2. Thông số thời gian lưu (phút) của 4 lignan của mẫu chuẩn và mẫu thử (n = 6) 

 Mẫu chuẩn Mẫu thử RSD (%) Kết quả 

Hypophyllanthin 23,56 24,21 1,92  Đạt 

Phyllanthin 26,29 26,92 1,67  Đạt 

Nirtetralin 34,10 34,95 1,74  Đạt 

Niranthin 38,08 38,87 1,45  Đạt 
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Phổ UV 

  

  

Độ tinh sạch pic 

 
 

  

Hình 3.4. Thông số phổ UV và độ tinh sạch pic 4 lignan tại mẫu thử  
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Nhận xét:  

- Sắc ký đồ mẫu trắng không xuất hiện pic ở trong khoảng thời gian lưu tương 

ứng với thời gian lưu của chất chuẩn. 

- Sắc ký đồ mẫu thử cho pic có thời gian lưu tương ứng với thời gian lưu của 

pic trong sắc ký đồ mẫu chuẩn. Trên sắc ký đồ mẫu thử có xuất hiện thêm pic khác 

(pic tạp), pic này phải tách hoàn toàn với pic chính. 

- Pic của hoạt chất cần phân tích trong sắc ký đồ mẫu chuẩn và mẫu thử đều 

tinh khiết, phổ UV-Vis của pic tương ứng trong sắc ký đồ mẫu chuẩn xấp xỉ 1,00.  

Như vậy quy trình đáp ứng yêu cầu có tính đặc hiệu. 

3.3. Tính tuyến tính 

Kết quả xác định độ tuyến tính theo bảng sau: 

Bảng 3.3. Kết quả xác định tính tuyến tính của 4 hợp chất lignan (n =3) 

 

  

Dung dịch chuẩn 

(%) 

Phyllanthin Hypophyllanthin 

Nồng độ 

(µg/mL) 
Diện tích pic 

Nồng độ 

(µg/mL) Diện tích pic 

50 17,1 726053 6,9 413391 

70 24,0 1017316 9,6 578683 

100 34,2 1434561 13,7 821817 

150 51,3 2133456 20,6 1198839 

200 68,4 2872326 27,4 1549125 

Dung dịch chuẩn 

(%) 

Niranthin Nirtetralin 

Nồng độ 

(µg/mL) 
Diện tích pic 

Nồng độ 

(µg/mL) 
Diện tích pic 

50 12,2 742979 10,9 649842 

70 17,1 1041384 15,2 908118 

100 24,4 1604678 21,8 1376610 

150 36,6 2382442 32,7 2033110 

200 48,8 3058204 43,5 2605057 
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Hình 3.5. Đồ thị biểu diễn mối tương quan giữa nồng độ và diện tích pic của 

Phyllanthin 

 

Hình 3.6. Đồ thị biểu diễn mối tương quan giữa nồng độ và diện tích pic của 

Hypophyllanthin 

 

Hình 3.7. Đồ thị biểu diễn mối tương quan giữa nồng độ và diện tích pic của 

Niranthin 
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Hình 3.8. Đồ thị biểu diễn mối tương quan giữa nồng độ và diện tích pic của 

Nirtetralin 

Nhận xét: 

- Quy trình phân tích phyllanthin đạt tính tuyến tính trên khoảng nồng độ từ 

17,1 µg/mL đến 68,4 µg/mL với phương trình hồi quy: ŷ = 41628x với r = 0,9999. 

- Quy trình phân tích hypophyllanthin đạt tính tuyến tính trên khoảng nồng độ 

từ 6,9 µg/mL đến 27,4 µg/mL với phương trình hồi quy: ŷ = 55164x với r = 0,9995. 

- Quy trình phân tích niranthin đạt tính tuyến tính trên khoảng nồng độ từ 12,2 

µg/mL đến 44,8 µg/mL với phương trình hồi quy: ŷ = 63992x với r = 0,9985. 

- Quy trình phân tích nirtetralin đạt tính tuyến tính trên khoảng nồng độ từ 10,9 

µg/mL đến 43,5 µg/mL với phương trình hồi quy: ŷ = 60465x với r = 0,9986. 

Kết luận: Quy trình phân tích đạt tính tuyến tính. 

3.4. Độ chính xác 

Độ lặp lại 

 

Hình 3.9. Sắc ký đồ đại diện mẫu thử
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Bảng 3.4. Kết quả xác định độ lặp lại của mẫu thử (n = 6) 

STT 
KL mẫu thử 

(mg) 

Nồng độ 

(mg/mL) 

Diện tích 

PLT 

Hàm lượng 

PLT (%) 

Diện tích 

HPL 

Hàm lượng 

HPL (%) 

1 1108,0 35,596 1493883 0,7044 1008662 0,3320 

2 1123,4 35,863 1505118 0,7000 1012578 0,3287 

3 1113,4 36,445 1529518 0,7177 1015923 0,3327 

4 1103,4 35,998 1510758 0,7154 1021672 0,3376 

5 1103,4 36,296 1523256 0,7213 1020677 0,3373 

6 1103,4 36,389 1527180 0,7231 1026250 0,3392 

TB       0,7137  0,3346 

RSD 

(%)       
1,31  1,21 

STT 
KL mẫu thử 

(mg) 

Nồng độ 

(mg/mL) 

Diện tích 

NRT 

Hàm lượng 

NRT (%) 

Diện tích 

NTT 

Hàm lượng 

NTT (%) 

1 1108,0 20,459 1342574 0,4049 1260921 0,3933 

2 1123,4 20,354 1335685 0,3973 1263545 0,3887 

3 1113,4 19,893 1305382 0,3918 1278268 0,3968 

4 1103,4 19,403 1273268 0,3856 1268459 0,3973 

5 1103,4 18,636 1222906 0,3703 1278027 0,4003 

6 1103,4 19,694 1292337 0,3914 1296814 0,4062 

TB    0,3902  0,3971 

RSD 

(%)    
3,00  1,50 

Nhận xét: Giá trị RSD (%) của kết quả định lượng hàm lượng hoạt chất có 

trong các mẫu thử  đều ≤ 5,0 %. Vậy quy trình định lượng đồng thời 4 lignan đạt yêu 

cầu về độ lặp lại. 

Độ chính xác trung gian 

Tiến hành pha các mẫu chuẩn và mẫu thử theo chỉ tiêu độ lặp lại vào một ngày 

khác. 

Hình 3.10. Sắc ký đồ mẫu thử ngày 2 
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Bảng 3.5. Kết quả xác định độ chính xác trung gian (n = 12) 

  

Hàm lượng 

phyllanthin 

(%) 

Hàm lượng 

hypophylanthin 

(%) 

Hàm lượng 

niranthin  

(%) 

Hàm lượng 

nirtetralin 

(%) 

STT Ngày 1 Ngày 2 Ngày 1 Ngày 2 Ngày 1 Ngày 2 Ngày 1 Ngày 2 

1 0,7044 0,6774 0,3320 0,3251 0,4049 0,3836 0,3933 0,3806 

2 0,7000 0,6903 0,3287 0,3343 0,3973 0,3925 0,3887 0,3930 

3 0,7177 0,6582 0,3327 0,3116 0,3918 0,3814 0,3968 0,3913 

4 0,7154 0,6833 0,3376 0,3282 0,3856 0,3842 0,3973 0,3795 

5 0,7213 0,6737 0,3373 0,3258 0,3703 0,3799 0,4003 0,3786 

6 0,7231 0,6858 0,3392 0,3262 0,3914 0,3836 0,4062 0,3836 

TB 0.6959 0.3299 0,3872 0,3908 

RSD 

(%) 
3,03 2,28 2,32 2,25 

Nhận xét:  

- Giá trị RSD (%) kết quả định lượng của mỗi ngày phân tích và của cả hai 

ngày phân tích ≤ 5,0 %. 

- Độ sai khác kết quả định lượng giữa 2 ngày phân tích ≤ 5,0 %. 

Vậy quy trình định lượng đồng thời 4 hợp chất lignan đạt yêu cầu về độ chính 

xác trung gian. 

3.5. Độ đúng 

Hình 3.11. Sắc ký đồ mẫu thử thêm chuẩn 50 % 

Hình 3.12. Sắc ký đồ mẫu thử thêm chuẩn 100 % 
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Hình 3.13. Sắc ký đồ mẫu thử thêm chuẩn 200 % 

Bảng 3.6. Kết quả xác định độ đúng phương pháp 

Phyllanthin (Độ pha loãng 20 mL) 

Chuẩn 
KL mẫu thử 

(mg) 

Lượng PLT 

thêm vào 

(µg) 

Diện tích pic 

PLT 

Lượng tìm lại 

(µg) 

Độ phục hồi 

(%) 

50 % 

0,305 171,10 753372 355,7101 97,54 

0,310 171,10 761134 359,4393 97,71 

0,308 171,10 775185 366,1901 99,89 

100 % 

0,321 513,00 1417333 674,7074 94,14 

0,322 513,00 1428367 680,0086 94,79 

0,320 513,00 1453961 692,3052 96,68 

200 % 

0,301 1368,80 3099370 1482,8351 95,06 

0,302 1368,80 3054555 1461,3039 93,64 

0,303 1368,80 3106896 1486,4509 95,22 

TB 

(%) 
    96,07 

RSD 

(%) 
    2,10 
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Hypophyllanthin (Độ pha loãng 20 mL) 

Chuẩn 
KL mẫu thử 

(mg) 

Lượng HPL 

thêm vào 

(µg) 

Diện tích pic 

HPL 

Lượng tìm lại 

(µg) 

Độ phục hồi 

(%) 

50 % 

0,305 68,60 513222 168,2032 104,88 

0,310 68,60 515425 169,0019 104,40 

0,308 68,60 510516 167,2221 103,69 

100 % 

0,321 205,80 936374 321,6192 106,36 

0,322 205,80 922501 316,5894 104,59 

0,320 205,80 932224 320,1146 105,97 

200 % 

0,301 548,80 1948313 688,5030 107,68 

0,302 548,80 1944602 687,1576 107,42 

0,303 548,80 1941861 686,1638 107,22 

TB 

(%) 
    105,80 

RSD 

(%) 
    1,57 

Niranthin (Độ pha loãng 20 mL) 

Chuẩn 
KL mẫu thử 

(mg) 

Lượng NRT 

thêm vào 

(µg) 

Diện tích pic 

NRT 

Lượng tìm lại 

(µg) 

Độ phục hồi 

(%) 

50 % 

0,305 122,00 690770 220,2282 95,87 

0,310 122,00 685562 218,6005 94,44 

0,308 122,00 686107 218,7708 94,80 

100 % 

0,321 366,00 1441834 454,9650 94,91 

0,322 366,00 1432850 452,1571 94,25 

0,320 366,00 1424379 449,5096 93,84 

200 % 

0,301 976,00 3159601 991,8343 91,64 

0,302 976,00 3135256 984,2255 90,91 

0,303 976,00 3164165 993,2607 91,71 

TB 

(%) 
    93,55 

RSD 

(%) 
    2,14 
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Nirtetralin (Độ pha loãng 20 mL) 

Chuẩn 
KL mẫu thử 

(mg) 

Lượng NTT 

thêm vào 

(µg) 

Diện tích pic 

NRT 

Lượng tìm lại 

(µg) 

Độ phục hồi 

(%) 

50 % 

0,305 108,90 625736 202,3938 93,01 

0,310 108,90 645264 208,8531 95,20 

0,308 108,90 635542 205,6373 94,04 

100 % 

0,321 326,70 1333306 436,4366 98,94 

0,322 326,70 1337622 437,8642 99,18 

0,320 326,70 1334670 436,8878 99,12 

200 % 

0,301 871,20 2759660 908,2315 104,25 

0,302 871,20 2720435 895,2571 102,76 

0,303 871,20 2769480 911,4797 104,62 

TB 

(%) 
    99,01 

RSD 

(%) 
    4,90 

Nhận xét: Độ đúng của phương pháp nằm trong khoảng 95,0 % đến 105,0 % 

và giá trị RSD ≤ 5,0 %. Vậy quy trình định đồng thời 4 hợp chất lignan đạt yêu cầu 

về độ đúng. 

Kết luận: Kết quả thẩm định cho thấy quy trình định lượng đồng thời 4 lignan 

trong cao dược liệu Diệp hạ châu đắng bằng phương pháp HPLC với đầu dò PDA đạt 

tất cả các yêu cầu về độ đặc hiệu, tính tuyến tính - khoảng xác định, độ chính xác và 

độ đúng theo qui định của ICH 2005. 

  



PL-94 

 

PHỤ LỤC 12. DỰ THẢO TIÊU CHUẨN CƠ SỞ  

CAO KHÔ DIỆP HẠ CHÂU ĐẮNG 

BỘ Y TẾ Dự thảo Số TC: 

ĐẠI HỌC Y DƯỢC 

TP. HỒ CHÍ MINH 

TIÊU CHUẨN CƠ SỞ 

CAO KHÔ 

DIỆP HẠ CHÂU ĐẮNG 

(Extractum Herba Phyllanthi amari siccum) 

Hiệu lực từ: 

I. YÊU CẦU CHẤT LƯỢNG 

Chỉ tiêu Mức chất lượng 

Tính chất 
Bột màu nâu đồng nhất, mùi dược liệu, vị đắng, 

dễ hút ẩm 

Định tính 

Sắc ký lớp mỏng 

HPLC 

 

Diệp hạ châu đắng 

(Phyllanthus amarus) 

Mất khối lượng do làm khô Không quá 5 % 

Tro toàn phần Không quá 10 % 

Kim loại nặng Không quá 20 ppm 

Định lượng 

Phyllanthin 

 

Hypophyllanthin 

 

Hàm lượng phyllanthin (C24H34O6) không ít 

hơn 0,8 % tính trên chế phẩm khô 

Hàm lượng hypophyllanthin (C24H30O7) không 

ít hơn 0,3 % tính trên chế phẩm khô 

Giới hạn nhiễm khuẩn 

Tổng số vi khuẩn hiếu khí 

Tổng số nấm men và nấm mốc 

Vi khuẩn Gram âm 

Salmonella spp. 

Escherichia coli 

Staphylococcus aureus 

 

Không quá 104 cfu/g 

Không quá 102 cfu/g 

Không quá 102 cfu/g 

Không được có/10 g 

Không được có/g 

Không được có/g 

II. PHƯƠNG PHÁP THỬ 

1. Mô tả: Thử bằng cảm quan, chế phẩm phải đạt yêu cầu đã nêu. 

2. Định tính 

A. Phương pháp sắc ký lớp mỏng (Phụ lục 5.4) 

Bản mỏng: Silica gel 60F254. 

Dung môi khai triển: n-hexan (TT) – ethyl acetat (TT) (2 : 1) 
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Dung dịch đối chiếu (1): Hòa tan phyllathin chuẩn trong methanol (TT) để được dung 

dịch có nồng độ khoảng 1 mg/mL. 

Dung dịch đối chiếu (2): Hòa tan cao đối chiếu Diệp hạ châu đắng (Powerd 

Phyllanthus amarus extract) trong methanol (TT) để được dung dịch có nồng độ 

khoảng 10 mg/mL. Siêu âm khoảng 10 phút, ly tâm và lấy lớp trên. 

Dung dịch thử: Lấy khoảng 0,5 g chế phẩm, siêu âm với 5 ml methanol (TT) trong 

10 phút, ly tâm, lấy lớp trên.  

Cách tiến hành: Chấm riêng biệt lên cùng bản mỏng 10 µl mỗi dung dịch trên. Sau 

khi triển khai, lấy bản mỏng ra, để khô ngoài không khí rồi phun dung dịch acid 

sulfuric 10 % (TT). Sấy bản mỏng ở 120 oC đến khi hiện rõ vết. Quan sát bản mỏng 

dưới ánh sáng thường hoặc ánh sáng tử ngoại tại bước sóng 366 nm. 

Kết quả: Trên sắc ký đồ thu được dung dịch thử phải có vết màu xanh lam ở một phần 

ba dưới của bản mỏng cùng màu sắc và giá trị Rf với vết trên sắc ký đồ của dung dịch 

đối chiếu (1); vết màu tím do hypophyllanthin ở giá trị Rf cao hơn so với vết của 

phyllanthin; vết màu xanh lam ở giá trị Rf cao hơn vết của hypophyllanthin; và thêm 

vết màu tím ở một phần ba trên của bản mỏng. Các vết được phát hiện trên sắc ký đồ 

của dung dịch thử phải có cùng màu sắc và giá trị Rf với các vết trên sắc ký đồ của 

dung dịch đối chiếu (2). Các vết nhỏ khác có thể xuất hiện trên sắc ký đồ của dung 

dịch thử và dung dịch đối chiếu (2). 

B. Trong phần Định lượng, pic chính trên sắc ký đồ thu được của dung dịch thử phải 

có thời gian lưu tương ứng với thời gian lưu của pic phyllanthin trong sắc ký đồ của 

dung dịch đối chiếu (1). Nhận biết các pic lignan khác trên sắc ký đồ của dung dịch 

thử bằng cách so sánh với sắc ký đồ của dung dịch đối chiếu (2) và sắc ký đồ đối 

chiếu với lô USP Powder Phyllanthus amarus Extract RS đang được sử dụng. Sắc ký 

đồ của dung dịch thử phải có một pic bổ sung có thời gian lưu tương ứng với thời 

gian lưu của hypophyllanthin. 
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3. Mất khối lượng do làm khô 

Tiến hành theo DĐVN V, phụ lục 9.6. Cân chính xác 1,0 g chế phẩm. Sấy ở 85 oC 

đến khối lượng không đổi. 

4. Tro toàn phần  

Tiến hành theo DĐVN V, phụ lục 9.8, phương pháp 2. 

5. Kim loại nặng 

Tiến hành phép thử giới hạn kim loại nặng theo DĐVN V, phụ lục 9.4.8. Lấy 1 g chế 

phẩm và dùng 2 ml dung dịch chì mẫu 10 phần triệu Pb (TT) để chuẩn bị mẫu đối 

chiếu. 

6. Định lượng 

Tiến hành bằng phương pháp sắc ký lỏng (phụ lục 5.3) 

Điều kiện sắc ký: 

Cột: Gemini NX C18 (150 mm x 4,6 mm; 5 µm) 

Tốc độ dòng: 1 ml/ phút 

Thể tích tiêm mẫu: 10 µl 

Nhiệt độ cột: 25 C 

Đầu dò PDA: bước sóng 230 nm. 

Pha động: Methanol (TT) - acid phosphoric 0,1 % (TT) (56 : 44) 

Dung dịch thử: 

Cân chính xác khoảng 0,5 g chế phẩm đã xác định độ ẩm vào bình định mức 50 ml, 

thêm 5 ml nước, lắc kỹ để phân tán mẫu đều. Thêm 30 ml methanol (TT), lắc siêu âm 

trong 30 phút. Để nguội, bổ sung methanol (TT) đến vạch, lắc đều, lọc qua màng lọc 

0,45 µm. 

Dung dịch đối chiếu: Hòa tan phyllanthin chuẩn và hypophyllanthin chuẩn trong 

methanol (TT) để được dung dịch có nồng độ chính xác lần lượt tương ứng khoảng 

0,2 mg/ml và 0,08 mg/ml, lọc qua màng lọc 0,45 µm. 
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Cách tiến hành: 

Kiểm tra tính phù hợp của hệ thống: Tiến hành sắc ký với dung dịch chuẩn, độ lệch 

chuẩn tương đối của các diện tích pic thu được từ 6 lần tiêm lặp lại không lớn hơn 

2 %. 

Tiến hành sắc ký lần lượt các dung dịch chuẩn và dung dịch thử. Ghi sắc ký đồ và 

xác định vị trí pic chuẩn phyllanthin.  

Hàm lượng % (kl/kl) của phyllanthin (C24H34O6) và hypophyllanthin (C24H30O7) 

trong cao khô Diệp hạ châu đắng tính trên chế phẩm khô được tính theo công thức 

sau: 

X% = (Ru/Rs) x ms x Cs x (100/mt) x Fd x 100/(100 – H%) 

Trong đó: 

Ru: diện tích pic phyllanthin hoặc hypophyllanthin trên sắc ký đồ dung dịch thử 

Rs: diện tịch pic phyllanthin hoặc hypophyllanthin trên sắc ký đồ dung dịch chuẩn 

ms: khối lượng mg chất chuẩn tương ứng 

Cs: hàm lượng nguyên trạng của chất chuẩn tương ứng (mg chứa trong 1 mg chất 

chuẩn) 

mt: khối lượng mg của bột chế phẩm đem thử (mg) 

Fd: thừa số hiệu chuẩn do sự khác nhau của độ pha loãng thử so với chuẩn 

H%: hàm lượng ẩm 

7. Giới hạn nhiễm khuẩn 

Tiến hành theo DĐVN V, phụ lục 13.6. 

III. ĐÓNG GÓI – BẢO QUẢN 

Đóng gói: Quy cách 20 g. Mỗi quy cách cho cao khô vào trong 2 lớp túi PE hàn kín, 

rồi cho vào 1 lớp bao nhôm hàn kín. 

Nhãn đúng quy chế. 

Bảo quản: Ở nhiệt độ trong khoảng 15-30 oC, tránh ẩm. 
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PHỤ LỤC 13. ĐIỀU CHẾ CAO GIÀU LIGNAN DÙNG LÀM CAO ĐỐI CHIẾU 

DIỆP HẠ CHÂU ĐẮNG 

1. Phân lập và tinh chế phân đoạn giàu lignan 

Tiến hành SKLM và HPLC cao chuẩn USP cho kết quả sắc ký đồ trình bày ở 

Hình 1.1. 

 

     (a) (b) 

Hình 1.1. Sắc ký đồ SKLM (a) và HPLC (b) cao chuẩn USP Diệp hạ châu đắng 

Sau khi tiến hành sắc ký, cao USP chứa thành phần chính là các lignan. Do 

đó, khảo sát dung môi chiết cao theo hướng làm giàu nhóm lignan, loại tạp nhiều 

nhất. Kết quả khảo sát các dung môi: n-hexan, dicloromethan, ethyl acetat được trình 

bày ở Bảng 1.1, Hình 1.2. và Hình 1.3. 

 

 

Soi UV 254 nm Phun H2SO4 10 % 

Hình 1.2. Sắc ký đồ SKLM khảo sát dung môi chiết phân đoạn giàu lignan 
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Hình 1.3. Sắc ký đồ HPLC khảo sát dung môi chiết phân đoạn giàu lignan 

Bảng 1.1. Kết quả HPLC khảo sát dung môi chiết phân đoạn giàu lignan 

Dung môi 
Hàm lượng HPL 

(%) 

Hàm lượng 

PLT (%) 

Tổng hàm lượng 

HPL và PLT (%) 

n-hexan 0,45 1,28 1,73 

Diclorometan 0,45 1,27 1,72 

Ethyl acetat 0,40 1,16 1,56 

Cao chuẩn USP 0,94 2,61 3,55 

Từ kết quả SKLM và HPLC, dung môi n-hexan cho hàm lượng lignan cao 

nhất và loại được nhiều tạp phân cực nhất. Chọn n-hexan để chiết phân đoạn lignan 

từ cao ethanol 96 %. 

Quy trình chiết: 320 g cao ethanol 96 %, được ngâm lạnh với 1,5 lít n-hexan 

trong 8 giờ, thỉnh thoảng dùng đũa khuấy đều, lọc thu dịch. Phần cắn được tiếp tục 

ngâm lạnh với 1 lít n-hexan trong 3 giờ, lọc thu dịch. Lặp lại lần 3 tương tự lần 2. 

Gộp các dịch lọc, thu được 3 lít dịch chiết n-hexan. Cô thu hồi dung môi, thu được 

60 g cao n-hexan. 

Tinh chế phân đoạn giàu lignan: Sau khi chiết với n-hexan, phân đoạn thu 

được vẫn còn chứa nhiều tạp: chất béo, chất màu…Do đó, tiến hành tinh chế phân 

đoạn này bằng sắc ký cột chân không để loại tạp. Các điều kiện sắc ký cụ thể:  

- Cột sắc ký thủy tinh có kích thước 7 x 70 cm. 

- Khối lượng mẫu: 60 g cao n-hexan. 

- Phương pháp nạp mẫu: dạng dung dịch. 
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- Pha tĩnh: 300 g silica gel cỡ hạt 0,040-0,063 mm (Davisil). 

- Pha động triển khai với dung môi nền là n-hexan để ổn định cột, khai triển 

cột bằng n-hexan, n-hexan – dicloromethan (50 : 50), dicloromethan. 

- Thể tích hứng: 200 mL (trong bình nón). 

- Các phân đoạn được kiểm tra bằng SKLM, hệ dung môi là n-hexan – ethyl 

acetat (2 : 1), phát hiện với UV ở 254 nm và thuốc thử dung dịch acid sulfuric 10 % 

trong nước, sấy khô ở 105 oC. 

Bảng 1.2. Kết quả sắc ký cột chân không (lần 1) 

Phân đoạn Dung môi Bình hứng Khối lượng cắn (g) 

I n-hexan 
1 – 11 

25,60 
12 – 16 

II DCM 
17 – 25 

27,53 
26 – 39 

 

  

 

Soi UV 366 nm Soi UV 254 nm Phun H2SO4 10 % 

Hình 1.4. Sắc ký đồ SKLM các phân đoạn sau sắc ký cột chân không (lần 1) 

Tiếp tục tinh chế phân đoạn II. Điều kiện sắc ký như trên với pha tĩnh: 120 g 

silica gel cỡ hạt 0,040-0,063 mm (Davisil) cho khối lượng mẫu: 27,53 g. 

Bảng 1.3. Kết quả sắc ký cột chân không (lần 2) 

Phân đoạn Dung môi Bình hứng Khối lượng cắn (g) 

IIA 
n-hexan 1 – 5 3,21 

n-hexan – DCM (50 : 50) 6 – 15 13,71 

IIB 
n-hexan – DCM (50 : 50) 15 - 19 

5,36 
DCM 20 - 27 
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Soi UV 366 nm Soi UV 254 nm Phun H2SO4 10 % 

Hình 1.5. Sắc ký đồ SKLM các phân đoạn sau sắc ký cột chân không (lần 2) 

 

  

 

 

 

 

 

Sơ đồ 1.1. Sơ đồ phân lập phân đoạn lignan qua sắc ký cột chân không 

Nhận xét: từ kết quả sau sắc ký cột chân không cao n-hexan, chọn phân đoạn 

IIB để tiếp tục điều chế cao đối chiếu. 

So sánh hàm lượng hoạt chất trong cao chuẩn USP và PĐ IIB 

Chuẩn bị mẫu: 

Mẫu cao chuẩn USP: Cân chính xác khoảng 100,0 mg cao chuẩn USP vào 

bình định mức 20 mL, thêm khoảng 10 mL methanol, siêu âm 30 phút, lắc đều 30 

phút, để nguội, bổ sung methanol đến vạch (dung dịch có nồng độ 5 mg/mL), lọc qua 

màng lọc 0,45 m. 

Mẫu thử: Cân chính xác khoảng 50 mg PĐ IIB vào bình định mức 10 mL, 

thêm methanol, siêu âm 30 phút, lắc đều 30 phút, để nguội, bổ sung methanol đến 

vạch, lắc đều (dung dịch có nồng độ 5 mg/mL), lọc qua màng lọc 0,45 m. 

Tiến hành SKLM và HPLC mẫu chuẩn và mẫu thử. 

Cao n-hexan (60 g) 

 

PĐ I PĐ II 

PĐ IIB PĐ IIA 

VLC (300 g Si-gel) (n-hexan – DCM) 

VLC (300 g Si-gel) (n-hexan – DCM) 

Các chất kém 

phân cực 
Các lignan + 

chất màu 
Các lignan 



PL-102 

 

 

Hình 1.6. Sắc ký đồ SKLM PĐ IIB và cao chuẩn USP 
Bảng 1.4. Kết quả hàm lượng phyllanthin và hypophyllanthin của PĐ IIB và cao 

chuẩn USP 

 Hàm lượng PLT  

(g/mg) 

Hàm lượng HPL 

(g/mg) 

PĐ IIB 416,21 43,06 

Cao đối chiếu USP 26,79 9,05 

Nhận xét: Trong PĐ IIB, hàm lượng phyllanthin cao gấp 15,54 lần và 

hypophyllanthin cao gấp 4,76 lần so với cao chuẩn USP.  

Do đó, tiến hành điều chỉnh hàm lượng hoạt chất (theo hypophyllanthin) tương 

đương với cao chuẩn USP bằng chất độn silica có tính trơ, có khả năng hút ẩm. Lượng 

chất độn thêm vào: 20 g. 

Cách tiến hành: thêm 20 g silica dioxyd vào PĐ IIB, trộn đều, sấy ở 85 oC 

trong 5 giờ, được 24 g cao giàu lignan điều chế được. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 1.2. Quy trình điều chế cao giàu lignan 

3 lít dịch chiết 

60 g cao n-hexan 

320 g cao ethanol 96% 

5,36 g PĐ IIB 

24 g cao giàu lignan 

1,5 lít n-hexan, lọc  

1 lít (x 3 lần) 

Cô quay thu hồi n-hexan 

 

- HPLC so sánh hàm lượng với cao 
đối chiếu USP 

- Thêm 20 g chất độn 

 

SK cột chân không (x2) 

(n- hexan – DCM) 
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2. Xây dựng tiêu chuẩn chất lượng cao giàu lignan điều chế 

Cảm quan: Bột đồng nhất có màu xanh lá cây. 

 

Hình 2.1. Cao giàu lignan điều chế 

Hàm lượng phyllanthin và hypophyllanthin – Sắc ký đồ đối chiếu 

Chuẩn bị mẫu: 

Mẫu cao chuẩn USP: Cân chính xác khoảng 100,0 mg cao chuẩn USP vào 

bình định mức 20 mL, thêm khoảng 10 mL methanol, siêu âm 30 phút, lắc đều 30 

phút, để nguội, bổ sung methanol đến vạch (dung dịch có nồng độ 5 mg/mL), lọc qua 

màng lọc 0,45 m. 

Mẫu thử: Cân chính xác khoảng 50 mg cao giàu lignan điều chế vào bình định 

mức 10 mL, thêm methanol, siêu âm 30 phút, lắc đều 30 phút, để nguội đến nhiệt độ 

phòng, bổ sung methanol đến vạch, lắc đều (dung dịch có nồng độ 5 mg/mL), lọc qua 

màng lọc 0,45 m. Tiến hành HPLC với 6 mẫu. 

Điều kiện sắc ký:  

- Cột sắc ký: Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 μm).  

- Pha động: Methanol – acid phosphoric 0,1 % (56 : 44).  

- Tốc độ dòng: 1 mL/phút.  

- Nhiệt độ cột: 25 oC.  

- Đầu dò: PDA, bước sóng phát hiện 230 nm.  

- Thể tích tiêm: 10 μL. 

Sắc ký đồ đối chiếu 

 

Hình 2.2. Sắc ký đồ SKLM cao giàu lignan điều chế và cao chuẩn USP 
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Hình 2.3. Sắc ký đồ HPLC cao giàu lignan điều chế 

Bảng 2.1. Hàm lượng phyllanthin và hypophyllanthin trong cao giàu lignan điều chế 

Mẫu Hàm lượng PLT 

(g/mg) 

Hàm lượng HPL 

(g/mg) 

Tổng hàm lượng 

HPL và PLT (g/mg) 

Cao giàu lignan điều chế 1 112,44 11,44 123,88 

Cao giàu lignan điều chế 2 111,58 11,35 122,93 

Cao giàu lignan điều chế 3 112,59 11,49 124,08 

Cao giàu lignan điều chế 4 111,72 11,41 123,13 

Cao giàu lignan điều chế 5 112,02 11,43 123,45 

Cao giàu lignan điều chế 6 112,91 11,51 124,42 

Trung bình (g/mg) 112,21 11,44 123,65 

RSD (%) 0,13 0,13 0,46 

Nhận xét: Hàm lượng phyllanthin trong cao giàu lignan điều chế là 112,21 

g/mg (cao gấp 4 lần so với cao chuẩn USP). Hàm lượng hypophyllanthin trong cao 

giàu lignan điều chế là 11,44 g/mg tương đương với trong cao chuẩn USP (9,05 

g/mg). Tổng hàm lượng phyllanthin và hypophyllanthin trong cao giàu lignan điều 

chế là 123,65 g/mg. 

Mất khối lượng do làm khô: Sấy 1,0 g cao ở 85 oC trong 5 giờ. 

Yêu cầu: Không quá 5,0 %. 

Bảng 2.2. Kết quả mất khối lượng do làm khô của cao giàu lignan điều chế 
 Mẫu 1 Mẫu 2 Mẫu 3 

Mất khối lượng do làm khô (%) 1,02 1,00 1,05 

Trung bình (%) 1,02 

RSD (%) 2,46 

Kết luận: Vậy cao giàu lignan điều chế được từ Diệp hạ châu đắng đạt yêu 

cầu chất lượng có thể dùng làm cao đối chiếu. 

3. Đóng ống – Dán nhãn  

Cao giàu lignan điều chế đựng trong lọ thủy tinh màu nâu kín, tránh ánh sáng 

và ẩm.  

Bảo quản ở ngăn mát tủ lạnh.  

Dán nhãn: nhãn ghi đầy đủ tên khoa học của dược liệu, khối lượng. 
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PHỤ LỤC 14. QUY TRÌNH ĐỊNH LƯỢNG ĐỒNG THỜI PHYLLANTHIN, 

HYPOPHYLLANTHIN VÀ NIRANTHIN TRONG HUYẾT TƯƠNG THỎ 

BẰNG KỸ THUẬT LC-MS/MS 

Đối tượng áp dụng 

Quy trình này được áp dụng để định lượng đồng thời phyllanthin, hypophyllanthin, 

và niranthin trong huyết tương thỏ, sử dụng chuẩn nội diazepam, với khoảng tuyến 

từ 1-1000 ng/mL trên hệ thống sắc ký lỏng ghép nối khối phổ LC-MS/MS Shimadzu 

8040. 

1. QUY TRÌNH THỰC HIỆN 

Chất chuẩn, trang thiết bị, hóa chất - dung môi, huyết tương trắng 

Chất chuẩn  

Tên chất chuẩn Nguồn gốc Số lô 
Hàm lượng 

nguyên trạng 

Phyllanthin 
Viện Kiểm nghiệm Thuốc 

TP.HCM 
010915 99,35 % 

Hypophyllanthin  
Viện Kiểm nghiệm Thuốc 

TP.HCM 
010915 97,92% 

Niranthin 
Viện Kiểm nghiệm Thuốc 

TP.HCM 
010915 97,02% 

Diazepam (IS) 
Viện Kiểm nghiệm Thuốc 

TP.HCM 
QT181 020213 99,49 % 

Trang thiết bị 

Thiết bị phân tích Mã hiệu Nhà sản xuất 

Hệ thống LC-MS/MS 8040 8040 Shimadzu (Nhật Bản) 

Cân kỹ thuật (d = 0,01 g) JP 802-G Metler Toledo (Thụy Sĩ) 

Cân phân tích (d = 0,01 mg) AB 265-S Metler Toledo (Thụy Sĩ) 

Micropipet Research plus Eppendorf (Thụy Sĩ) 

Máy ly tâm lạnh  Mikro 220R Hettich (Đức) 

Bể siêu âm  Hwashin 410 PowerSonic (Hàn Quốc) 

Máy lắc ống nghiệm  Advanced Talboys (ỹ) 

Máy lắc vòng Advanced 3500 Talboys (Mỹ) 

Máy cô ly tâm chân không Lab conco Talboys (Mỹ) 

Tủ lạnh 2 - 8 oC LG Hàn Quốc 

Tủ đông -70 oC EMS 690 Froilabo (Pháp) 

Các thiết bị phân tích đều được hiệu chuẩn theo yêu cầu của GLP và ISO/IEC 

17025. Các dụng cụ thủy tinh đạt yêu cầu chính xác dùng trong phân tích. 
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Hóa chất - dung môi 

Hóa chất Loại Nguồn gốc 

Methanol LC-MS J.T. Baker 

Amoni format LC-MS Sigma-Aldrich 

n-hexan PA J.T. Baker 

Huyết tương trắng 

Huyết tương trắng thỏ do Khoa Dược lý – Viện Kiểm nghiệm thuốc TP. Hồ Chí Minh 

cung cấp, được bảo quản ở tủ đông âm sâu  -70 oC. 

Chuẩn bị mẫu 

Dung môi pha mẫu: Methanol 

Dung dịch chuẩn gốc: pha các dung dịch chuẩn gốc có nồng độ tương ứng với từng 

chất như sau: 
Chất chuẩn Nồng độ (µg/mL) 

Phyllanthin 100 

Hypophyllanthin  100 

Niranthin 100 

Diazepam (IS) 100 

Dung dịch chuẩn: Từ các dung dịch chuẩn gốc pha các dung dịch chuẩn với dung 

môi pha mẫu có các nồng độ thích hợp. 

Dung dịch chuẩn gốc và tất cả các dung dịch chuẩn được bảo quản ở -20 oC. 

Thêm vào huyết tương trắng các dung dịch chuẩn S1 – S10 và dung dịch chuẩn nội 

với tỷ lệ 5 % thể tích để thu được các mẫu huyết tương giả lập (giai mẫu chuẩn) và 

mẫu kiểm chứng có nồng độ như sau: 

Bảng 1.1. Nồng độ của các hoạt chất trong huyết tương 
Chất Nồng độ các hoạt chất trong huyết tương (ng/mL)  

S-1 

(LLOQ) 

S-2 

(LQC) 
S-3 S-4 S-5 S-6 S-7 S-8 S-9 S-10 MQC HQC 

PLT 1 2 5 10 20 50 100 200 500 1000 250 800 

HPL 1 2 5 10 20 50 100 200 500 1000 250 800 

NRT 1 2 5 10 20 50 100 200 500 1000 250 800 

IS 50  

Cách xử lý mẫu 

Lấy chính xác 200 µL huyết tương thỏ có chứa các chất phân tích cho vào ống 

nghiệm. Thêm 10 µL dung dịch chuẩn nội diazepam nồng độ 1000 ng/mL trong 

methanol, lắc 10 giây. Chiết 2 lần với n-hexan, mỗi lần 2,5 mL, lắc xoáy 1 phút, lắc 
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300 vòng/phút trong 5 phút, ly tâm 4000 vòng/phút trong 5 phút ở nhiệt độ phòng, 

lấy dịch trong, gộp dịch chiết và bốc hơi dung môi tới cắn bằng khí nitơ ở 40 oC. Hòa 

tan cắn trong 200 µL methanol, lắc xoáy 1 phút, siêu âm 5 phút, ly tâm 4000 

vòng/phút trong 5 phút ở nhiệt độ 0 °C, lọc qua màng lọc 0,22 µm. 

Điều kiện khối phổ 

Nguồn ion hóa ESI. Kiểu ion hóa ESI (+).  

Tốc độ dòng khí phun (nitơ) – Nebulizing Gas Flow: 3 L/phút.  

Tốc độ dòng khí khô (nitơ) – Drying Gas Flow: 15 L/phút.  

Nhiệt độ hóa hơi dung môi – DL Temperature: 250 oC.  

Nhiệt độ buồng ion hóa – Heatblock Temperature: 400 oC.  

Áp suất khí phun: 25 psi.  

Chế độ ghi phổ: MRM.  

Điện thế mao quản: 4500 V.  

Thời gian chờ ghi nhận tín hiệu – Dwell time: 100 ms.  

Thế phân mảnh: 

Chất ESI m/z 
Q1 

(eV) 

CE 

(eV) 

Q3 

(eV) 

Tỷ lệ  

(%) 

Phyllanthin (+) 436,00 → 151,10 -22 -33 -29 100 

Hypophyllanthin (+) 261,20 → 231,10 -18 -14 -16 100 

Niranthin  (+) 449,95 → 369,20 -23 -18 -25 100 

Diazepam (+) 285,00 → 154,05 -21 -28 -30 100 

Điều kiện sắc ký 

Pha động: Methanol – dung dịch đệm amoni format 5 mM (63 : 37).  

Cột sắc ký: Gemini C18 (100  2 mm; 3 µm).  

Nhiệt độ cột: 40 oC.  

Nhiệt độ autosampler: 5 oC.  

Tốc độ dòng: 0,3 mL/phút.  

Thể tích tiêm: 2 µL.  

Phát hiện: Đầu dò khối phổ, ESI. 
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Tiến hành 

Tiến hành sắc ký 6 lần mẫu huyết tương giả lập ở nồng độ MQC. Phép thử chỉ có giá 

trị khi các thông số thời gian lưu, diện tích pic và tỷ số diện tích pic của chất phân 

tích và chuẩn nội đều có CV nhỏ hơn 5 %. 

Tính kết quả 

Dựa vào phương trình hồi qui tuyến tính giữa nồng độ chất phân tích và tỷ số diện 

tích pic của chất phân tích với chuẩn nội y = ax + b với trọng số (weighting factor) 

1/x2, trong đó y là tỉ số diện tích giữa chất phân tích và chuẩn nội và x là nồng độ chất 

phân tích (ng/mL), xác định được nồng độ phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin 

trong huyết tương thỏ (ng/mL). 

2. ĐỀ CƯƠNG THẨM ĐỊNH QUI TRÌNH PHÂN TÍCH 

Qui trình định lượng đồng thời phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin trong huyết 

tương thỏ bằng kỹ thuật LC-MS/MS được thẩm định dựa theo những qui định và yêu 

cầu trong hướng dẫn của US-FDA, EMA và DĐVN V.  

2.1. Tính phù hợp của hệ thống 

Tiêm lặp lại 6 lần mẫu huyết tương đã xử lý có chứa hỗn hợp các chất cần phân tích 

và chuẩn nội ở mức nồng độ trung bình (MQC) . 

Yêu cầu: Các thông số sắc ký khảo sát (tỷ số thời gian lưu, tỷ số diện tích pic) có hệ 

số phân tán (CV) không được quá 5 %. 

2.2. Tính đặc hiệu 

Tiêm 6 mẫu huyết tương trắng và 6 mẫu giả lập có thêm chuẩn nội ở mức nồng độ giới 

hạn định lượng dưới của phạm vi định lượng (LLOQ). Xác định thời gian lưu, tín hiệu 

đáp ứng pic. 

Yêu cầu: Mẫu huyết tương trắng cho tín hiệu phân tích nằm trong giới hạn cho phép 

(≤ 20 % diện tích pic đối với các chất phân tích và ≤ 5 % đối với chuẩn nội). 

2.3. Tỷ lệ thu hồi (Hiệu suất chiết) 

Xác định tỷ lệ thu hồi (Hiệu suất chiết) bằng cách so sánh đáp ứng của chất phân tích 

được chiết từ mẫu giả lập thêm chuẩn nội ở 3 mức nồng độ (LQC, MQC và HQC) với 

đáp ứng của mẫu trắng sau khi xử lý được thêm dung dịch chuẩn để có cùng nồng độ 
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tương ứng được pha trong dung môi. Chuẩn bị 6 mẫu ở mỗi mức nồng độ. Tiến hành sắc 

ký các mẫu  này. 

2.4. Tính tuyến tính và đường chuẩn  

Chuẩn bị các hỗn hợp chuẩn với nồng độ trong phạm vi định lượng. Thêm các hỗn 

hợp chuẩn này vào trong huyết tương trắng (với tỷ lệ 1 : 20 theo thể tích so với nền 

mẫu), thêm tiếp chuẩn nội và tiến hành xử lý mẫu để thu được giai mẫu chuẩn có 

nồng độ trong phạm vi định lượng.  

Xác định sự tương quan giữa nồng độ và tỷ số diện tích pic của chất phân tích và diện 

tích của pic chuẩn nội của từng chất phân tích theo một hàm tuyến tính nhất định, phù 

hợp với qui trình phân tích được đề ra. 

Vẽ đường biểu diễn sự tương quan giữa giá trị nồng độ và tỷ số diện tích pic theo 

hàm giá trị đã xây dựng được. 

Yêu cầu:  

- R2 ≥ 0,98. 

- Không ít hơn 75 % các điểm đường chuẩn và tối thiểu 06 mẫu đường chuẩn phải 

có nồng độ tìm lại nằm trong khoảng 85 % - 115 % so với nồng độ lý thuyết (trừ điểm 

LLOQ nằm trong khoảng 80 % - 120 % so với nồng độ lý thuyết). 

2.5. Độ đúng và độ chính xác (trong ngày và giữa các ngày) 

Độ đúng và độ chính xác được xác định cùng lúc trên các mẫu huyết tương người có 

chứa chất cần phân tích tại 4 mức nồng độ: LLOQ, LQC, MQC, HQC. Mỗi mức nồng 

độ chuẩn bị 6 mẫu. Tiến hành xử lý mẫu và sắc ký trong 1 ngày. 

Đánh giá độ chính xác và độ đúng giữa các ngày bằng cách tiếp tục thực hiện thêm 

tối thiểu 2 ngày. 

Yêu cầu: 

Độ đúng: 80 % - 120 % so với nồng độ lý thuyết ở nồng độ LLOQ và 85 % - 115 % 

so với nồng độ lý thuyết  ở nồng độ LQC, MQC, HQC. 

Độ chính xác: CV ≤ 20 % ở nồng độ LLOQ và ≤ 15 % ở nồng độ LQC, MQC, HQC. 

2.6. Giới hạn định lượng dưới 

Tiến hành xác định nồng độ thấp nhất sao cho thỏa mãn điều kiện tín hiệu đáp ứng 
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của chất phân tích so với tín hiệu đáp ứng của mẫu huyết tương trắng ít nhất bằng 5 

lần và cho độ chính xác trong khoảng  20 % và độ đúng 80 % - 120 %. 

2.7. Độ ổn định của mẫu thử 

a. Độ ổn định của dung dịch chuẩn gốc 

Pha 3 lô mẫu, mỗi lô chứa PLT, HPL, NRT trong dung môi ở nồng độ MQC, mỗi lô 

6 mẫu. Phân tích ngay 1 lô theo phương pháp đã xây dựng. 

- Độ ổn định ngắn hạn: Lô thứ 2 để ở nhiệt độ phòng trong 6 giờ rồi phân tích. 

- Độ ổn định dài hạn: Lô thứ 3 bảo quản ở nhiệt độ -20 oC và phân tích sau 30 ngày. 

b. Độ ổn định trong huyết tương 

Pha 4 lô mẫu, mỗi lô chứa PLT, HPL, NRT trong huyết tương ở nồng độ LQC, HQC, 

mỗi nồng độ 6 mẫu. Phân tích ngay 1 lô theo phương pháp đã xây dựng. 

- Độ ổn định ngắn hạn: Lô thứ 2 để ở nhiệt độ phòng trong ít nhất 6 giờ rồi phân tích. 

- Độ ổn định của mẫu sau 3 chu kỳ đông - rã đông: Lô thứ 3 bảo quản ở -70 oC ít nhất 

12 giờ, lấy ra để ở nhiệt độ phòng cho đến khi rã đông, lặp lại chu trình thêm 2 lần. 

Phân tích mẫu sau 3 chu trình đông - rã đông. 

- Độ ổn định dài hạn: Lô thứ 4 bảo quản ở nhiệt độ -70 oC và phân tích sau 30 ngày. 

- Độ ổn định sau khi xử lý mẫu (trong buồng tiêm mẫu): Tiêm lại lô mẫu ở nồng độ 

LQC, HQC, mỗi nồng độ 6 mẫu, sau ít nhất 24 giờ xử lý và bảo quản trong buồng 

tiêm mẫu ở 5 oC. 

Yêu cầu: Mẫu được xem là ổn định nếu như giá trị tìm lại của từng hoạt chất nằm 

trong khoảng 85 % - 115 % của nồng độ lý thuyết ở từng mức nồng độ. 

2.8. Độ ổn định của dung dịch chuẩn nội  

Pha 3 lô mẫu, mỗi lô chứa IS trong dung môi ở nồng độ 100 ng/mL, mỗi lô 6 mẫu. 

Phân tích ngay 1 lô theo phương pháp đã xây dựng. 

- Độ ổn định ngắn hạn: Lô thứ 2 để ở nhiệt độ phòng trong 6 giờ rồi phân tích. 

- Độ ổn định dài hạn: Lô thứ 3 bảo quản ở nhiệt độ -20 oC và phân tích sau 30 ngày.  

Pha loãng dung dịch chuẩn nội gốc sau các điều kiện bảo quản trong dung môi hòa 

mẫu để được nồng độ thích hợp và tiến hành phân tích cùng với dung dịch chuẩn mới 

pha có nồng độ tương ứng. 
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- Độ ổn định sau khi xử lý mẫu trong huyết tương (trong buồng tiêm mẫu): Tiêm lại 

lô mẫu ở nồng độ LQC, HQC, mỗi nồng độ 6 mẫu, sau ít nhất 24 giờ xử lý và bảo 

quản trong buồng tiêm mẫu ở 5 oC. 

Yêu cầu: Mẫu được xem là ổn định nếu như giá trị tìm lại của từng chất phân tích và 

chuẩn nội nằm trong khoảng 90 % - 110 % (dung dịch gốc là  10 %, huyết tương 

mới là  15 %) của nồng độ ban đầu ở từng mức nồng độ. 

2.9. Ảnh hưởng của nền mẫu (Matrix effects) 

Chuẩn bị 6 lô huyết tương người khác nhau, mỗi lô 3 mẫu, tiến hành phân tích mẫu 

theo qui trình xử lý mẫu, mẫu sau khi xử lý được thêm chất phân tích ở 2 nồng độ 

LQC, HQC và chuẩn nội vào 2 mẫu mỗi lô. Tiến hành phân tích mẫu song song với 

mẫu LQC và HQC có chuẩn nội trong pha động để xác định ảnh hưởng của nền mẫu. 

MFAS = Area MAS / Area MPAS 

MFIS = Area MIS / Area MPIS 

IS-normalized MF = MFAS / MFIS 

Trong đó:  

Area MAS (IS): diện tích pic của chất phân tích (chuẩn nội) trong huyết tương người 

Area MPAS (IS): diện tích pic của chất phân tích (chuẩn nội) trong pha động. 

Yêu cầu: CV của IS-normalized MF ≤ 15 %. 

2.10. Ảnh hưởng lượng mẫu tồn dư (Carry over) 

Tiến hành tiêm mẫu có nồng độ cao nhất trong huyết tương người (ULOQ) vào hệ 

thống sắc ký, sau khi phân tích xong, tiêm ngay mẫu trắng (Blank) vào hệ thống. 

Thực hiện qui trình trên 6 lần. Tiêm 6 lần mẫu có nồng độ LLOQ trong huyết tương 

người để đánh giá kết quả.  

Yêu cầu: Ảnh hưởng lượng mẫu tồn dư trong mẫu trắng theo nồng độ không được 

lớn hơn 20 % so với giới hạn dưới của định lượng (LLOQ) đối với các chất phân tích 

và 5 % đối với chất chuẩn nội. 
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2.11. Hệ số pha loãng 

Chuẩn bị 6 mẫu huyết tương giả lập có nồng độ gần nồng độ HQC của mỗi chất phân 

tích. Pha loãng mẫu này 2 lần bằng huyết tương trắng rồi tiến hành xử lý mẫu và phân 

tích. 

Yêu cầu: Mẫu được xem là không bị ảnh hưởng bởi sự pha loãng nếu như nồng độ 

tìm lại của từng chất phân tích nằm trong khoảng 85 % - 115 % của nồng độ lý thuyết. 

3. BÁO CÁO KẾT QUẢ THẨM ĐỊNH QUY TRÌNH PHÂN TÍCH  

3.1. Tính phù hợp hệ thống  

Tính phù hợp hệ thống được khảo sát với các thông số sắc ký thời gian lưu, diện tích 

pic, tỷ số diện tích pic và tỷ số thời gian lưu của các chất phân tích so với chuẩn nội. 

Thực hiện trên mẫu giả lập ở mức nồng độ trung bình (MQC) có thêm chuẩn nội, 

tiêm lặp lại 6 lần. Kết quả được trình bày ở Bảng 3.1. 

Bảng 3.1. Kết quả kiểm tra tính phù hợp của hệ thống (n = 6) 

Nhận xét: Kết quả cho thấy các thông số thời gian lưu, diện tích pic, tỷ số diện tích 

pic và tỷ số thời gian lưu của các chất phân tích và chuẩn nội khi tiêm lặp lại 6 lần 

đều có CV < 5 %. Vậy phương pháp đạt tính phù hợp của hệ thống. 

3.2. Tính đặc hiệu (Độ chọn lọc) 

Tiến hành sắc ký 6 mẫu huyết tương trắng từ 6 lô huyết tương khác nhau và 6 mẫu 

kiểm chứng ở mức nồng độ LLOQ.  

Kết quả khảo sát cho thấy trên sắc ký đồ mẫu LLOQ có các đỉnh PLT (6,95 phút); 

HPL (6,27 phút), NRT (9,20 phút) và đỉnh IS (3,89 phút). Mẫu huyết tương trắng 

không xuất hiện đỉnh tại vị trí PLT, HPL và NRT. Tín hiệu đáp ứng của mẫu trắng 

tại thời điểm trùng với thời gian lưu của PLT, HPL và NRT không vượt quá 20 % tín 

hiệu đáp ứng của chất phân tích ở nồng độ LLOQ. Tín hiệu đáp ứng của mẫu trắng 

Thông số  

sắc ký 
Giá trị thống kê PLT HPL NRT IS 

Thời gian lưu  

(tR-phút) 

TB 7,00 6,29 9,24 3,89 

CV (%) 0,12 0,12 0,07 0,13 

Diện tích pic (S) 
TB 6083430 949053 3858677 2755877 

CV (%) 0,91 0,88 0,90 0,93 

Tỷ số S/SIS 
TB 1,800 1,618 2,375 - 

CV (%) 0,22 0,22 0,11 - 

Tỷ số tR/tR(IS) 
TB 2,208 0,344 1,400 - 

CV (%) 0,80 1,26 0,82 - 
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tại thời điểm trùng với thời gian lưu của chuẩn nội không vượt quá 5 % tín hiệu đáp 

ứng của chuẩn nội ở mẫu LLOQ. Kết quả xác định độ chọn lọc được trình bày ở Bảng 

3.2. Vậy, quy trình phân tích đạt yêu cầu về tính đặc hiệu. 

Bảng 3.2. Kết quả xác định tính đặc hiệu 

Lô 

huyết 

tương 

Diện tích pic 
Tỷ lệ ảnh hưởng (%) 

Mẫu trắng  Mẫu LLOQ  

PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ PLT  HPL NRT DAZ 

1 0 0 0 0 130976 24990 91622 2676919 0,00 0,00 0,00 0,00 

2 0 0 0 0 138544 25019 102195 2675395 0,00 0,00 0,00 0,00 

3 0 0 0 0 134538 24679 109172 2680018 0,00 0,00 0,00 0,00 

4 0 0 0 0 142629 23157 95513 2658667 0,00 0,00 0,00 0,00 

5 0 0 0 0 133991 26102 102315 2673255 0,00 0,00 0,00 0,00 
6 0 0 0 0 145580 24091 92122 2653829 0,00 0,00 0,00 0,00 

TB 0 0 0 0 137710 24673 98823 2669681 0,00 0,00 0,00 0,00 

CV (%)   4,06 4,01 6,99 0,40     

3.3. Tỷ lệ thu hồi (Hiệu suất chiết) 

Tiến hành sắc ký các mẫu huyết tương giả lập có PLT, HPL và NRT ở các nồng độ 

LQC, MQC, HQC và IS cùng với các mẫu chuẩn có nồng độ tương ứng được pha 

trong dung môi hòa cắn. So sánh diện tích pic của chất phân tích và chuẩn nội trong 

các mẫu. Kết quả được tóm tắt ở Bảng 3.3 cho thấy hiệu suất chiết của các chất ổn 

định ở 3 mức nồng độ. 

Bảng 3.3. Hiệu suất chiết của PLT, HPL, NRT và IS (n = 6) 

Mức 

nồng độ 

PLT HPL NRT IS 

Hiệu suất 

chiết  

TB (%) 

CV (%) 

Hiệu 

suất 

chiết  

TB (%) 

CV (%) 

Hiệu 

suất 

chiết  

TB (%) 

CV (%) 

Hiệu 

suất 

chiết  

TB (%) 

CV (%) 

LQC 92,68 2,05 88,42 7,35 93,76 1,67 98,07 2,06 

MQC 100,69 4,53 102,04 3,54 103,73 4,55 98,78 5,20 

HQC 89,48 3,52 95,07 1,56 99,36 1,22 93,79 2,79 

TB 94,29 3,36 95,18 4,15 98,95 2,48 96,88 3,35 

Yêu cầu H  110 %, CV  15 % 

Kết luận Đạt 

Nhận xét: Ở nồng độ LQC, MQC, HQC hiệu suất chiết trung bình của PLT, HPL, 

NRT và DAZ lần lượt là 94,29 %; 95,18 %, 98,95 % và 96,88 % Các giá trị CV của 

hiệu suất chiết tại 3 mức nồng độ PLT, HPL, NRT và IS lần lượt là 3,36 %; 4,15 %;  

2,48 % và 3,35 % (CV ≤ 15 %). Vậy quy trình xử lý mẫu đã xây dựng phù hợp, có 

hiệu suất chiết cao và ổn định ở cả 3 mức nồng độ. 
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3.4. Tính tuyến tính và đường chuẩn  

Tiến hành sắc ký các mẫu huyết tương giả lập chứa PLT, HPL và NRT có khoảng 

nồng độ khảo sát lần lượt từ 1-1000 ng/mL (PLT), 1-1000 ng/mL (HPL)  và 1-1000 

ng/mL (NRT). Sự tương quan giữa nồng độ PLT, HPL và NRT trong huyết tương, tỷ 

số diện tích pic chất phân tích với chuẩn nội trong huyết tương được trình bày ở Bảng 

3.4. 

Đường chuẩn bao gồm: 2 mẫu huyết tương trắng (blank), 1 mẫu huyết tương trắng có 

chuẩn nội (zero) và 8 mẫu huyết tương đường chuẩn. Tiến hành phân tích lặp lại 3 

đường chuẩn. Đánh giá sự tương quan giữa nồng độ chất phân tích trong huyết tương 

với tỷ số diện tích pic đo được trong khoảng nồng độ khảo sát. Sử dụng mô hình hồi 

qui tuyến tính y = ax + b, với trọng số 1/x2. 

Bảng 3.4. Sự tương quan giữa nồng độ PLT, HPL và NRT và tỷ số diện tích pic chất 

phân tích với chuẩn nội trong huyết tương 
Phyllanthin 

Mẫu Nồng độ lý thuyết 

(ng/mL) 

Tỉ lệ diện tích pic 

PLT/IS 

Nồng độ tìm lại 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

L1 1,07 0,059 1,09 1,80 

L2 2,14 0,107 2,05 -3,87 

L3 5,34 0,281 5,57 4,28 

L4 10,68 0,490 9,80 -8,28 

L5 21,36 1,092 21,95 2,77 

L6 53,40 2,535 51,11 -4,29 

L7 106,80 5,544 111,91 4,78 

L8 213,60 10,600 214,06 0,21 

L9 534,01 27,467 554,83 3,90 

L10 1068,01 52,175 1054,06 -1,31 

Phương trình hồi quy 

tuyến tính (ŷ = Ax + B) 

A 0,04949 

B 0,00530 

R2 0,9977 

Yêu cầu độ đúng: 
Có ít nhất 75 % số điểm trong đường chuẩn đạt yêu cầu: 

 85 % - 115 %, ngoại trừ LLOQ: 80 % - 120 %; R2 ≥ 0,980 

Kết luận: Đạt 
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Hypophyllanthin 

Mẫu Nồng độ lý thuyết 

(ng/mL) 

Tỉ lệ diện tích pic 

HPL/IS 

Nồng độ tìm lại 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

L1 1,00 0,008 1,01 0,64 

L2 2,01 0,017 2,01 0,26 

L3 5,02 0,042 4,94 -1,49 

L4 10,04 0,082 9,58 -4,55 

L5 20,07 0,172 20,00 -0,35 

L6 50,18 0,419 48,55 -3,26 

L7 100,37 0,906 105,02 4,63 

L8 200,74 1,800 208,42 3,83 

L9 501,84 4,416 511,24 1,87 

L10 1003,68 8,533 987,76 -1,59 

Phương trình hồi quy 

tuyến tính (ŷ = Ax + B) 

 A 0,00864 

B -0,00083 

R2 0,9990 

Yêu cầu độ đúng 
Có ít nhất 75 % số điểm trong đường chuẩn đạt yêu cầu: 

 85 % - 115 %, ngoại trừ LLOQ: 80 % - 120 %; R2 ≥ 0,980 

Kết luận Đạt 

 

Niranthin 

Mẫu Nồng độ lý thuyết 

(ng/mL) 

Tỉ lệ diện tích pic 

HPL/IS 

Nồng độ tìm lại 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

L1 1,03 0,042 1,07 4,11 

L2 2,06 0,069 1,88 -8,47 

L3 5,14 0,186 5,37 4,46 

L4 10,28 0,322 9,47 -7,96 

L5 20,57 0,697 20,72 0,71 

L6 51,42 1,643 49,09 -4,54 

L7 102,84 3,661 109,63 6,60 

L8 205,68 7,116 213,29 3,70 

L9 514,21 17,483 524,30 1,96 

L10 1028,41 34,091 1022,50 -0,57 

Phương trình hồi quy 

tuyến tính (ŷ = Ax + B) 

 A 0,033334 

B 0,006465 

R2 0,9965 

Yêu cầu độ đúng 
Có ít nhất 75 % số điểm trong đường chuẩn đạt yêu cầu: 

 85 % - 115 %, ngoại trừ LLOQ: 80 % - 120 %; R2 ≥ 0,980 

Kết luận Đạt 
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3.5. Độ đúng và độ chính xác trong ngày và giữa các ngày 

Chuẩn bị lô mẫu gồm 5 mức nồng độ LLOQ, LQC, MQCa, MQCb, HQC, mỗi nồng 

độ 6 mẫu. Xử lý và phân tích theo phương pháp đã xây dựng. Tiến hành sắc ký các 

mẫu huyết tương giả lập chứa các chất phân tích ở các mức nồng độ trên, lặp lại vào 

2 ngày khác. Kết quả thẩm định cho thấy phương pháp đạt độ đúng trong ngày và 

khác ngày với độ đúng nằm trong khoảng 85 % - 115 % (trừ LLOQ có độ đúng từ 

80 % - 120 %) và đạt độ chính xác với CV nhỏ hơn hoặc bằng 15 % (trừ LLOQ có 

CV  20 %). Kết quả được trình bày ở Bảng 3.5. 

Bảng 3.5. Kết quả xác định độ đúng, độ chính xác trong ngày và khác ngày 

Chất Mức nồng độ 

(ng/mL) 
Tỷ lệ hồi phục trung bình (%) – CV (%) 

Trong ngày (n = 6) Khác 

ngày 

(n = 18) 
Ngày 01 Ngày 02 Ngày 03 

PLT 

LLOQ TB 91,49 116,33 102,28 103,37 

 CV (%) 5,71 4,18 4,52 4,27 

LQC TB 110,79 103,89 99,05 104,58 

 CV (%) 3,54 5,59 3,90 4,95 

MQC TB 109,06 92,00 99,54 100,20 

 CV (%) 2,38 5,72 3,95 3,19 

HQC TB 98,56 97,70 104,38 100,21 

 CV (%) 4,96 4,06 3,28 4,28 

HPL 

LLOQ TB 110,01 112,29 107,08 109,79 

 CV (%) 5,28 4,89 5,90 5,65 

LQC TB 100,30 96,097 99,54 98,65 

 CV (%) 4,99 6,15 5,40 5,85 

MQC TB 108,16 95,85 96,41 100,14 

 CV (%) 4,07 3,88 5,93 4,93 

HQC TB 104,84 92,00 101,15 99,33 

 CV (%) 4,69 6,72 5,61 5,64 

NRT 

LLOQ TB 88,78 111,82 100,15 100,25 

 CV (%) 3,75 2,27 4,39 3,63 

LQC TB 106,08 90,46 104,10 100,21 

 CV (%) 6,17 8,02 6,46 7,02 

MQC TB 111,07 107,67 102,28 107,01 

 CV (%) 3,22 3,50 4,52 4,08 

HQC TB 107,46 114,13 99,05 106,88 

 CV (%) 2,45 3,69 3,90 3,73 
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3.6. Giới hạn định lượng dưới 

Tiến hành sắc ký 6 mẫu huyết tương trắng và 6 mẫu kiểm chứng ở mức nồng độ 

LLOQ. Ở nồng độ 1 ng/mL với phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin, các kết 

quả sau khi phân tích đều cho tỷ số S/N lớn hơn 5, đạt độ chính xác và độ đúng theo 

qui định, diện tích của chất phân tích lớn hơn 5 lần so với mẫu trắng tại cùng thời 

điểm, do đó nồng độ này được chấp nhận là giới hạn định lượng dưới (LLOQ) của 

phương pháp. Kết quả xác định giới hạn định lượng dưới được trình bày ở Bảng 3.6.  

Bảng 3.6. Kết quả xác định giới hạn định lượng dưới 

Lô huyết 

tương 

Độ đúng (%) Giá trị S/N 

PLT HPL NRT PLT HPL NRT 

1 91,32 115,97 84,95 18,5 7,7 12,6 

2 100,20 119,08 88,23 25,7 10,8 11,8 

3 89,12 108,43 85,23 23,8 7,7 13,9 

4 93,35 113,10 92,60 20,9 10,1 15,4 

5 90,59 117,39 92,38 16,0 6,5 10,2 

6 84,36 116,09 89,29 16,5 6,3 10,8 

TB 91,49 115,01 88,78 20,23 8,18 12,45 

CV (%) 5,71 3,28 3,75 19,51 22,78 15,67 

3.7. Độ ổn định của mẫu thử 

3.7.1. Độ ổn định của dung dịch chuẩn gốc 

Kết quả đánh giá độ ổn định của hoạt chất dung dịch chuẩn gốc được trình bày ở 

Bảng 3.7. 

Bảng 3.7. Độ ổn định của PLT, HPL và NRT trong dung dịch chuẩn gốc (n = 6) 

Điều kiện bảo quản 
Độ đúng % (CV %) 

 PLT HPL NRT IS 

Sau 6 giờ ở nhiệt độ phòng   
TB 101,67 107,04 103,91 101,16 

CV (%) 1,70 1,82 2,38 1,71 

Sau 30 ngày ở -20 oC 
TB 99,89 98,71 100,46 100,89 

CV (%) 4,46 3,45 3,80 2,53 

Nhận xét: Giá trị tìm lại của các chất nằm trong khoảng 90 % - 110 % của nồng độ 

lý thuyết với giá trị CV đều không quá 15 % sau 6 giờ bảo quản ở nhiệt độ phòng và 

sau 30 ngày bảo quản ở -20 oC. Như vậy, các dung dịch chuẩn gốc PLT, HPL, NRT 

và IS ổn định ở điều kiện nhiệt độ phòng sau 6 giờ và ở -20 oC sau 30 ngày. 

3.7.2. Độ ổn định của hoạt chất trong huyết tương 

- Độ ổn định ngắn hạn: Bảo quản ngắn hạn ở nhiệt độ phòng trong 6 giờ. 
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- Độ ổn định dài hạn: Bảo quản dài hạn ở dưới -70 oC trong thời gian 30 ngày. 

- Độ ổn định chu kỳ đông-rã đông: Bảo quản sau 3 chu kỳ đông-rã đông. 

- Độ ổn định sau khi xử lý mẫu (trong bộ phận tiêm mẫu): Bảo quản sau khi xử lý 

mẫu 24 giờ trong buồng tiêm mẫu ở 5 oC.  

Kết quả đánh giá độ ổn định của PLT, HPL và NRT trong huyết tương được trình bày 

ở Bảng 3.8.  

Bảng 3.8 Độ ổn định của PLT, HPL và NRT trong huyết tương (n = 6) 

Điều kiện bảo quản 

Phần trăm giá trị tìm lại so với nồng độ lý thuyết (CV %) 

PLT HPL NRT IS 

LQC HQC LQC HQC LQC HQC  

Điều kiện ngắn hạn   

Sau 6 giờ ở nhiệt 

độ phòng 

TB 112,37 98,95 111,54 105,30 113,08 99,78 - 

CV (%) 3,64 5,73 5,25 4,31 4,23 6,30  

Sau khi xử lý 

mẫu trong buồng 

tiêm mẫu 24 giờ 

ở 5 oC 

TB 114,28 99,80 116,45 107,10 115,54 99,03 102,52 

CV (%) 4,07 3,41 6,64 3,69 3,86 5,36 1,33 

Sau 3 chu kỳ 

đông-rã đông 

TB 110,75 106,14 106,56 107,21 101,43 105,98 - 

CV (%) 2,28 2,38 5,84 5,72 5,78 8,01  

Điều kiện dài hạn   

Sau 30 ngày ở 

-70 oC 

TB 106,11 107,83 99,16 107,99 105,29 106,77 - 

CV (%) 6,55 4,47 3,57 5,07 4,49 6,56  

Nhận xét: Giá trị tìm lại của các chất nằm trong khoảng 85 % - 115 % của nồng độ 

lý thuyết với giá trị CV đều không quá 15 %. Như vậy, mẫu huyết tương giả lập chứa 

PLT, HPL, NRT và IS đạt các chỉ tiêu ổn định theo hướng dẫn của US-FDA, EMA 

và DĐVN V, cụ thể như sau: ổn định sau 6 giờ bảo quản ở nhiệt độ phòng, 24 giờ 

trong bộ phận tiêm mẫu sắc ký ở 5 oC, sau 3 chu kỳ đông - rã đông và sau 30 ngày 

bảo quản ở -70 oC. 

3.8. Ảnh hưởng của nền mẫu (Matrix effects) 

Tiến hành phân tích song song 6 lô mẫu huyết tương trắng đã xử lý rồi thêm IS và 

chất phân tích ở 2 nồng độ LQC và HQC, với mẫu LQC và HQC có chuẩn nội trong 

dung môi hòa cắn để tính ảnh hưởng của nền mẫu. Ảnh hưởng của nền mẫu đối với 

các chất phân tích được trình bày ở Bảng 3.9.  
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Bảng 3.9. Kết quả đánh giá sự ảnh hưởng của nền mẫu (n = 6) 

Mức 

nồng độ 

Ảnh hưởng nền mẫu  

MFPLT MFHPL MFNRT MFIS MFPLT/MFIS MFHPL/MFIS MFNRT/MFIS 

LQC 

73,75 82,12 79,81 84,95 0,87 0,97 0,94 

77,80 96,32 75,95 85,39 0,91 1,13 0,89 

79,65 74,73 83,36 87,24 0,91 0,86 0,96 

70,15 76,23 73,85 89,24 0,79 0,85 0,83 

73,17 87,77 72,19 94,90 0,77 0,92 0,76 

77,86 93,82 71,04 85,32 0,91 1,10 0,83 

TB 75,40 85,16 76,03 87,84 0,86 0,97 0,87 

CV (%)     7,64 12,18 8,57 

HQC 

169,78 84,68  98,48 102,74 103,85 96,46 

173,88 88,15  96,56 99,28 101,73 99,56 

159,40 82,90  91,03 96,04 95,44 98,10 

171,05 87,08  97,90 98,08 99,42 97,15 

159,38 83,83  98,47 101,07 101,42 96,89 

168,78 86,74  96,58 99,36 100,20 97,22 

TB 167,05 85,57  96,50 99,43 100,34 97,56 

CV (%)     3,57 3,07 3,32 

Nhận xét: Tỷ số MFPLT/ MFIS, MFHPL/ MFIS và MFNRT/ MFIS ở mức nồng độ LQC và 

HQC có giá trị CV đều < 15 %. Như vậy, phương pháp phân tích tuy có bị ảnh hưởng 

bởi nền mẫu nhưng nằm trong giới hạn cho phép nên vẫn đạt yêu cầu về ảnh hưởng 

của nền mẫu. 

3.9. Ảnh hưởng của lượng mẫu tồn dư (Carry over) 

Tiến hành thử nghiệm lượng mẫu tồn dư để kiểm tra sự có mặt của chất phân tích từ 

lần tiêm trước đó (độ nhiễm chéo). Các mẫu được tiêm theo thứ tự sau: mẫu có nồng 

độ cao nhất (ULOQ) và mẫu trắng, lặp lại 6 lần. Tiêm 6 lần mẫu LLOQ để đánh giá 

kết quả. Bảng 3.10 trình bày kết quả khảo sát ảnh hưởng của lượng mẫu tồn dư. 

Bảng 3.10. Kết quả đánh giá sự ảnh hưởng của lượng mẫu tồn dư (n = 6) 

Chất phân tích Mức nồng độ Diện tích pic trung bình Lượng mẫu tồn dư (%) 

PLT 

LLOQ 144961 

0,00 ULOQ 133182318 

Mẫu trắng 0 

HPT 

LLOQ 24711 

0,00 ULOQ 21265567 

Mẫu trắng 0 

NRT 

LLOQ 99686 

0,00 ULOQ 85249808 

Mẫu trắng 0 

IS LLOQ 2558048 0,00 
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Chất phân tích Mức nồng độ Diện tích pic trung bình Lượng mẫu tồn dư (%) 

ULOQ 2553734 

Mẫu trắng 0 

Nhận xét: Kết quả ở Bảng 3.10 cho thấy, không có sự ảnh hưởng của mẫu tồn dư đối 

với PLT, HPL, NRT và IS. 

3.10. Hệ số pha loãng 

Chuẩn bị 6 mẫu huyết tương giả lập ở nồng độ gấp 2 lần nồng độ HQC, sau đó pha 

loãng 2 lần bằng huyết tương trắng, xử lý mẫu và tiến hành phân tích. Kết quả phân 

tích đánh giá sự ảnh hưởng của việc pha loãng với hệ số pha loãng là 2 được trình 

bày ở Bảng 3.11. 

Bảng 3.11. Kết quả đánh giá ảnh hưởng của  sự  pha loãng (n = 6) 

Mẫu 
Nồng độ lý thuyết 

(ng/mL) 
Nồng độ thực tế (ng/mL) Tỷ lệ thu hồi (%) 

PLT HPL NRT PLT HPL NRT PLT HPL NRT 

1 

799,91 769,28 160,08 

758,37 784,01 140,81 94,81 98,13 87,96 

2 733,88 755,51 147,81 91,74 94,56 92,34 

3 796,31 848,97 177,16 99,55 106,26 110,67 

4 781,01 847,11 178,30 97,64 106,03 111,38 

 5 791,77 864,47 181,59 98,98 108,20 113,44 
6 816,19 835,96 171,47 102,04 104,63 107,12 

TB       97,46 102,97 103,82 

CV (%)       3,77 5,22 10,47 

Nhận xét: Khi được pha loãng 2 lần, tỷ lệ thu hồi PLT, HPL và NRT lần lượt là 97,46 

%; 102,97 % và 103,82 % (giới hạn cho phép 85 % - 115%) với giá trị CV của tỷ lệ 

thu hồi lần lượt là 3,77 %; 5,22 % và 10,47 % (≤ 15 %). Vậy quy trình xử lý mẫu đã 

xây dựng không bị ảnh hưởng bởi độ pha loãng.  

Kết luận: Kết quả thẩm định cho thấy quy trình định lượng đồng thời 

phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin trong huyết tương thỏ bằng kỹ thuật LC-

MS/MS với khoảng tuyến tính nồng độ các chất phân tích 1-1000 ng/ml đã được xây 

dựng và thẩm định đáp ứng các yêu cầu theo hướng dẫn của US-FDA, EMA và 

DĐVN V về thẩm định phương pháp phân tích thuốc trong dịch sinh học.  
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PHỤ LỤC 15. KẾT QUẢ ĐỊNH LƯỢNG ĐỒNG THỜI PHYLLANTHIN, 

HYPOPHYLLANTHIN VÀ NIRANTHIN TRONG HUYẾT TƯƠNG THỎ 

BẰNG KỸ THUẬT LC-MS/MS 

Tiến hành phân tích mẫu huyết tương thỏ theo quy trình đã được thẩm định 

(Phụ lục 14). Phân tích dược động học dựa trên các dữ liệu của 12 con thỏ.  

Kết quả nồng độ các chất phân tích phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin 

được trình bày ở Bảng 1, Bảng 2 và Bảng 3.  

Đồ thị biểu diễn nồng độ chất trung bình theo thời gian được trình bày ở Hình 

1, Hình 2 và Hình 3. 

Đồ thị biểu diễn nồng độ các chất phân tích phyllanthin, hypophyllanthin, 

niranthin theo thời gian của từng cá thể được trình bày ở Hình 4. 

Từ nồng độ chất trong huyết tương ở các thời điểm, tính toán các thông số 

dược động học của từng cá thể và dược động học trung bình, kết quả được trình bày 

ở Bảng 4. 

Bảng 1. Nồng độ phyllanthin trong huyết tương của từng cá thể (ng/mL) 

Nồng độ Phyllanthin (PLT) ở từng thời điểm (ng/mL) 

Thỏ 
t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 t10 t11 t12 t13 

0 5 10 15 20 30 45 1h 2h 3h 4h 5h 6h 8h 

1 0 9,054 11,575 14,056 7,787 5,447 3,720 2,742 1,054 0,591 0,373 0,261 0,132 0,098 

2 0 10,139 8,635 8,399 7,564 6,740 2,775 2,294 1,153 0,500 0,492 0,116 - - 

3 0 8,241 10,255 16,063 11,590 6,652 2,110 1,204 1,138 0,453 0,328 0,227 0,200 0,123 

4 0 5,041 9,001 13,701 11,066 6,235 2,553 2,003 1,027 0,789 0,473 0,172 0,132 0,100 

5 0 8,294 10,670 14,342 10,860 6,322 4,638 2,474 1,350 0,349 0,271 0,126 0,105 - 

6 0 9,588 10,496 14,177 9,792 6,363 4,538 2,880 1,096 0,789 0,234 0,184 0,132 - 

7 0 6,208 7,302 16,941 8,575 5,396 2,621 2,334 0,852 0,673 0,467 0,060 - - 

8 0 8,753 10,857 16,780 9,759 6,178 4,557 2,016 1,480 0,520 0,472 0,160 0,121 - 

9 0 7,067 9,651 16,650 9,529 6,987 4,932 2,841 0,846 0,534 0,312 0,234 0,108 - 

10 0 5,282 9,392 14,730 11,063 7,065 4,074 1,356 0,988 0,734 0,351 0,077 - - 

11 0 5,472 9,713 13,532 9,459 5,108 2,568 2,026 1,177 0,534 0,574 0,224 0,189 0,136 
12 0 9,131 10,417 14,383 11,596 5,082 2,241 1,551 1,203 0,513 0,344 0,113 0,080 - 

TB 0 7,689 9,830 14,480 9,887 6,131 3,444 2,143 1,114 0,582 0,391 0,163 0,140 0,120 

SD - 1,80 1,15 2,28 1,40 0,71 1,06 0,56 0,18 0,14 0,10 0,07 0,04 0,02 
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Hình 1. Đồ thị biểu diễn nồng độ phyllanthin trung bình theo thời gian 

Bảng 2. Nồng độ hypophyllanthin trong huyết tương của từng cá thể (ng/mL) 
Nồng độ Hypophyllanthin (HPL) ở từng thời điểm (ng/mL) 

Thỏ 
t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 t10 t11 t12 t13 

0 5 10 15 20 30 45 1h 2h 3h 4h 5h 6h 8h 

1 0 3,029 4,784 5,183 3,37 2,714 1,709 1,109 0,638 0,509 0,249 - - - 

2 0 2,334 4,027 6,098 4,426 1,223 1,58 0,997 0,717 0,521 0,196 - - - 

3 0 2,378 3,027 6,189 3,849 1,753 1,243 1,098 0,603 0,435 0,188 0,095 - - 

4 0 2,045 4,241 5,055 4,845 1,8 1,178 0,748 0,512 0,338 0,271 0,071 - - 

5 0 1,318 2,623 4,073 4,58 1,815 1,482 1,094 0,552 0,344 0,093 - - - 

6 0 2,252 2,834 4,935 3,544 2,491 1,668 0,813 0,694 0,525 0,196 0,084 - - 

7 0 2,442 3,462 7,131 4,31 1,678 1,254 1,159 0,798 0,38 0,142 0,073 - - 

8 0 2,043 4,655 6,14 4,954 1,705 1,574 0,922 0,5 0,356 0,08 0,042 - - 

9 0 3,445 3,381 5,872 4,367 1,183 1,084 0,985 0,74 0,407 0,229 0,089 - - 

10 0 3,156 3,662 6,503 3,961 2,365 1,687 0,904 0,687 0,611 0,227 0,098 - - 

11 0 1,871 3,321 7,007 4,666 2,277 1,973 1,161 0,86 0,77 0,155 0,021 - - 

12 0 1,835 3,719 6,265 4,697 1,928 1,32 1,168 0,76 0,582 0,176 0,052 - - 

TB 0 2,346 3,645 5,871 4,297 1,911 1,479 1,013 0,672 0,482 0,184 0,069 - - 

SD - 0,61 0,68 0,90 0,51 0,47 0,27 0,14 0,11 0,13 0,06 0,03 - - 

Hình 2. Đồ thị biểu diễn nồng độ hypophyllanthin trung bình theo thời gian 
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Bảng 3. Nồng độ niranthin trong huyết tương của từng cá thể (ng/mL) 

Nồng độ Niranthin (NRT) ở từng thời điểm (ng/mL) 

Thỏ 
t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 t10 t11 t12 t13 

0 5 10 15 20 30 45 1h 2h 3h 4h 5h 6h 8h 

1 0 1,865 3,118 3,942 2,31 1,824 1,179 0,899 0,335 0,259 0,26 0,181 0,112 - 
2 0 2,306 4,298 4,819 1,949 1,666 1,085 0,557 0,387 0,247 0,154 0,092 - - 
3 0 1,567 2,58 4,426 1,889 1,489 1,101 0,69 0,315 0,26 0,109 0,082 - - 
4 0 1,238 4,432 4,021 2,024 1,957 0,994 0,881 0,713 0,421 0,232 0,051 - - 
5 0 2,087 2,908 4,019 1,191 1,801 1,016 0,767 0,552 0,471 0,268 0,092 - - 
6 0 2,242 2,677 3,682 1,814 1,531 1,051 0,511 0,796 0,259 0,133 0,114 - - 
7 0 1,732 3,474 3,96 1,761 1,184 1,09 0,685 0,46 0,378 0,174 0,118 - - 
8 0 1,734 4,379 4,705 2,042 1,841 1,048 0,694 0,412 0,433 0,292 0,09 - - 
9 0 1,433 2,367 4,959 1,967 1,523 1,051 0,725 0,689 0,293 0,152 0,118 - - 

10 0 1,308 3,68 4,581 1,975 1,236 0,983 0,804 0,61 0,500 0,115 0,098 - - 
11 0 1,923 4,101 5,129 2,415 1,643 1,026 0,717 0,317 0,435 0,292 0,090 - - 
12 0 1,13 4,242 3,638 1,584 1,036 0,982 0,882 0,585 0,342 0,149 0,100 - - 

TB 0 1,714 3,521 4,323 1,91 1,561 1,051 0,734 0,514 0,358 0,194 0,102 0,112 - 
SD - 0,39 0,77 0,51 0,32 0,29 0,06 0,12 0,17 0,09 0,07 0,03 - - 

 

 

Hình 3. Đồ thị biểu diễn nồng độ niranthin trung bình theo thời gian 

 

Bảng 4. Các thông số dược động học trung bình của các chất 

Thông số Phyllanthin  

(Trung bình ± SD) 

Hypophyllanthin 

(Trung bình ± SD) 

Niranthin 

(Trung bình ± SD) 

Tmax (giờ) 0,24 0,26 0,24 

Cmax (ng/mL) 14,625 ± 1,88 5,913 ± 0,82 4,408 ± 0,45 

AUC0-t (ng.giờ/mL) 9,694 ± 0,71 4,172 ± 0,39 3,135 ± 0,24 

AUC0-∞ 

(ng.giờ/mL) 

10,150 ± 0,61 4,503 ± 0,42 3,497 ± 0,38 

T1/2 (giờ) 1,78 1,17 1,41 

AUC0-t/AUC0-∞ (%) 95,51 92,65 89,66 
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Đồ thị biểu diễn nồng độ các chất của từng cá thể theo thời gian: 

Thỏ PLT HPL NRT 

1 

   

2 

   

3 

   

4 

   

5 

   

6 
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10 

   

11 

   

12 

   

Hình 4. Đồ thị biểu diễn nồng độ phyllanthin, hypophyllanthin và niranthin theo 

thời gian của từng cá thể 


