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SUMMARY 
 

ESTABISHMENT ON PROCEDURE FOR DETERMINATION  
OF APAMIN, PHOSPHOLIPAZA A2 AND MELITTIN IN BEE VENOM  

FROM APIS MELIFERA BY HPLC/UV 
 

Bee venom from Apis mellifera is a rich source of pharmacologically active components 
including various peptites, enzymes, and amines. By using HPLC/UV was separated the major 
constituents of bee venom including apamin, phospholipaza A2 (PLA2), and melittin. In the 
study to develop an HPLC method to assay the venom compounds the following elements were 
tested: chromatographic column with C18 Phenomenex 110, separation temperature 40 oC, 
flow rate 0.5 mL/min, condition of gradient elution 0 – 80 % B in 70 min with mobile phase: A 
– TFA 0.2 % và TEA 0.16 % and B – TFA 0.1 % in mixture Axetonitrile : deionized water 
(8:2), UV detector at 220 nm wavelength. 
Keywords: bee venom, Apis mellifera, apamine, phospholipaza A2, melittin, HPLC/UV. 
 
1. MỞ ĐẦU 
Nọc ong mật (Apitoxin) được sinh ra từ 2 
tuyến liên đới với bộ phận tiêm của ong 
thợ. Nọc ong là chất lỏng không màu, tan 
hoàn toàn trong axit loãng, không tan trong 
etanol, pH khoảng 4,5 –  5,5, dễ bị phân 
huỷ khi tiếp xúc trực tiếp với ánh nắng mặt 
trời hoặc nhiệt độ cao và dễ bị phá hủy bởi 
các chất oxi hóa.1 Thành phần chính của 
nọc ong là các peptite như melittin, apamin, 

adolapin và các enzym như phospholipaza 
A2 (PLA2), histamin, epinephrin. Dạng tươi 
và dạng khô nọc ong đều có hoạt tính sinh 
học giống nhau, chỉ khác nhau về thành 
phần.2, 3 Nọc ong vốn được xem là một loại 
độc dược, bởi nó có chứa khá nhiều axit 
formic, nhiều mật khác và từ lâu đã được sử 
dụng trong các bài thuốc dân gian để trị 
một số bệnh nhất là bệnh viêm khớp.4-6 
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Hiện nay, trên thế giới có nhiều nghiên cứu 
về ứng dụng của nọc ong trong y học và mỹ 
phẩm. Các nghiên cứu cho thấy nọc ong có 
nhiều tác dụng sinh học như: kháng viêm 
khớp, cai nghiện, kháng ung thư, chữa trị 
các bệnh ngoài da…5 Hoạt tính của nọc ong 
chủ yếu do các peptit như apamin, 
phospholipaza A2 (PLA2) và melittin quyết 
định. Vì vậy, việc xây dựng quy trình phân 
tích định lượng các các peptit chính như 
apamin, phospholipaza A2 và melittin là 
cần thiết để đánh giá chất lượng của nọc 
ong.  
2. THỰC NGHIỆM 
2.1. Phương pháp chiết xuất nọc ong 
Ong mật Apis mellifera được nuôi tại trang 
trại của ông Lê Minh Điền, Ấp Đồng Nhơn, 
xã Lương Quới, huyện Giồng Trôm, tỉnh 
Bến Tre. Nọc ong được chiết xuất bằng 
thiết bị thu thập nọc ong dựa trên cơ chế 
sốc điện (electric shock) để kích thích ong 
tiết ra nọc. Thiết bị này được đặt ngay cửa 
ra vào của thùng ong, khi ong bay ra bám 
trên dây điện, bị kích điện sẽ tiết ra nọc. 
Đặt một tấm kính dưới hệ thống lưới điện 
để hứng lấy nọc ong. Khi khô nọc ong sẽ 
bám trên tấm kính, dùng dao mỏng cạo lấy 
phần tinh thể này sẽ thu được nọc ong.  
2.2. Hóa chất và thiết bị 
- Chất chuẩn apamin, phospholipaza A2, 
melittin và nọc ong của hãng Sigma 
Aldrich. 
- Axetonitril, axit trifluoroacetic (TFA), 
triethylamine (TEA), axit formic của hãng 
Merck. 
- Thiết bị phân tích HPLC-UV 1110 của 
hãng Agilent. 
- Thiết bị thu thập nọc ong BVC 0412 của 
hãng IGK electronics, Bulgaria. 

2.3. Xử lý mẫu nọc ong 
- Cân khoảng 1 mg mẫu nọc ong của hãng 
Sigma Aldrich, cho vào ống ly tâm 10 mL. 
Thêm 1,00 mL nước deion, đậy kín nắp. 
Lắc mạnh 30 phút. Ly tâm 3 phút với tốc 
độ 4000 vòng/phút. Pha loãng phần dung 
dịch thu được x lần bằng dung dịch TFA 
0.1 %. Hệ số pha loãng x có thể lớn hay 
nhỏ tùy thuộc vào hàm lượng peptite trong 
nọc ong, x = 10 đối với melittin, x = 2-2,5 
đối với phospholipaza A2 và apamin. 
 - tiến hành hòa tan mẫu nọc ong chiết xuất 
được tương tự như mẫu nọc ong của hãng 
Sigma Aldrich nhưng sau khi ly tâm sẽ 
được lọc qua phểu lọc bằng màng lọc với 
kích thước lỗ 20 µm rồi pha loãng bằng 
dung dịch TFA 0,1 %. Hệ số pha loãng x có 
thể lớn hay nhỏ tùy thuộc vào hàm lượng 
peptite trong nọc ong, x = 2-2,5 đối với 
apamin và phospholipaza A2, x = 10 đối 
với melittin. 
2.4. Điều kiện vận hành máy HPLC/UV 
Tham khảo quy trình phân tích của tác giả 
Szokan (1994)7, chúng tôi đã tối ưu hoá các 
thông số trên nền mẫu nọc ong của hãng 
Sigma Aldrich với điều kiện vận hành thiết 
bị HPLC/UV như sau: 
- Pha tĩnh: cột sắc ký Phenomenex 110 
(150 mm × 2.00 mm × 5.0 µm) 
- Nhiệt độ lò cột: 40 oC 
- Áp suất cột: 67 bar 
- Tốc độ dòng: 0,5 ml phút-1 
- Bước sóng hấp thụ của đầu dò UV: 220 
nm 
- Thể tích tiêm mẫu: 20 µL 
- Pha động: dung dich A [TFA 0,2 % và 
TEA 0.16 %] và dung dich B [TFA 0,1 % 
trong acetonitril : nước deion (8:2)] với 
chương trình gradient như sau: 100 % A 
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trong 30 phút, 80 % A trong 40 phút tiếp 
theo, 20 % A trong 10 phút tiếp theo, cuối 
cùng 100 % B. 
3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Đường chuẩn 

Vì thành phần của các hợp chất trong nọc ong 
có sự khác biệt lớn nên đường chuẩn của mỗi 
chất có khoảng nồng độ khảo sát khác nhau 
và thu được kết quả trong bảng 1.

 

Bảng 1.  Đường chuẩn của các chất phân tích 

Chất phân tích 
Khoảng nồng 
độ (µg/mL) 

Phương trình  
hồi quy* 

Hệ số tương quan 
(R2) 

Thời gian 
lưu (phút) 

Apamin 5-110 y = 21.683x - 7.1088 0.9999 24.6 
Phospholipaza A2 10-125 y = 22.1227x + 0.0703 1.0000 45.7 
Melittin 10-250 y = 27.186x - 201.67 0.9962 54.9 

* y là diện tích và x là nồng độ của chất phân tích (µg/mL) 
3.2. Độ đúng và độ lặp lại của phương 
pháp 
3.2.1. Độ đúng 
Mẫu trắng (nước deion) được thêm chuẩn 
apamin, phospholipaza A2 và melittin với 

các nồng độ khác nhau, mỗi nồng độ được 
thực hiện 3 lần, sau đó tiến hành xử lý mẫu 
và xác định tương tự như quy trình trên. 
Kết quả thu được trong bảng 2. 

 
Bảng 2. Kết quả khảo sát độ đúng của phương pháp 

Apamin Phospholipaza A2 Melittin 

Cthêm 

(µg/mL) 

Cxđịnh 

(µg/mL) 

Hiệu suất 

(%) 

Cthêm 

(µg/mL) 

Cxđịnh 

(µg/mL) 

Hiệu suất 

(%) 

Cthêm 

(µg/mL) 

Cxđịnh 

(µg/mL) 

Hiệu suất 

(%) 

15,00 14,90 14.90 35,00 35,01 100.02 45,00 44,15 98.11 

15,00 15,13 15.13 35,00 34,82 99.47 45,00 45,20 100.44 

15,00 14,92 14.92 35,00 34,35 98.15 45,00 44,15 98.11 

20,00 20,11 20.11 40,00 40,07 100.18 50,00 49,39 98.79 

20,00 20,39 20.39 40,00 40,01 100.03 50,00 49,62 99.25 

20,00 20,11 20.11 40,00 39,55 98.89 50,00 49,36 98.73 

25,00 25,23 25.23 45,00 44,99 99.97 55,00 54,30 98.73 

25,00 25,23 25.23 45,00 44,17 98.15 55,00 56,14 102.08 

25,00 24,40 24.40 45,00 45,16 100.37 55,00 53,19 96.71 

RSD (%)  1,28   0.087   1.54 

HStb (%) 100.25 ± 0.81  99.47 ± 0.54  98.99 ± 0.95 
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3.2.2. Độ lặp lại 
Tiến hành thí nghiệm độ lặp lại trên 6 mẫu thử có cùng nồng độ tương ứng với mỗi chất phân 
tích và kết quả thu được trong bảng 3. 

Bảng 3. Kết quả khảo sát độ lặp lại của phương pháp 

Số thí nghiệm 
Apamin Phospholipaza A2 Melittin 

Cm CA Cm CP Cm CM 
1 400 9.289 100 19.700 100 56.601 
2 400 9.316 100 19.804 100 56.737 
3 400 9.326 100 19.610 100 56.649 
4 400 9.340 100 19.592 100 56.608 
5 400 9.353 100 19.650 100 56.619 
6 400 9.326 100 19.741 100 56.634 

RSD (%)  0.23  0.50  0.081 
Nồng độ trung bình 

(µg/mL) 
 9.325 ± 0.018  19.68 ± 0.41  56.641 ± 0.041 

Cm, và CA, P, M: nồng độ mẫu nọc ong của hãng Sigma Aldrich và chất phân tích (µg/mL) 
3.3. Giới hạn phát hiện và định lượng 
của phương pháp 
Tiến hành phân tích mẫu nọc ong của hãng 
Sigma Aldrich với nồng độ của apamin là 
2,5 µg/mL, còn phospholipaza A2 và 
melittin ở nồng độ 5,0 µg/mL, từ đó xác 
định giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn 
định lượng LOQ của phương pháp cho mỗi 
chất phân tích, kết quả thu được trong bảng 

4. Giá trị LOD được tính theo công thức: 

LOD = 3 ×  và giá trị LOQ được tính 

theo công thức: LOQ =  × LOD, trong đó: 

C là nồng độ mẫu nọc ong Sigma Aldrich 
(µg/mL), S là chiều cao mũi sắc ký của chất 
phân tích, N là chiều cao mũi sắc ký của 
nền được lấy 3 lần xung quanh mũi sắc ký 
của chất phân tích. 

 
Bảng 4. Giá trị LOD và LOQ của phương pháp 

Chất phân 
tích 

Apamin Phospholipaza A2 Melittin 

C (µg/mL) 2.5 5.0 5.0 
S 3.0 5.3 6.8 
N 0.46 0.50 0.58 0.9 1.0 1.2 0.97 0.98 1.0 

LOD 
(µg/mL) 

1.3 2.9 2.2 

LOQ 
(µg/mL) 

4.3 9.7 7.2 
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3.4. Xác định apamin, phospholipaza A2, 
melittin trong mẫu nọc ong 
Tiến hành phân tích hàm lượng các peptite 
có trong mẫu nọc ong của hãng Sigma 

Aldrich và mẫu nọc ong chiết xuất được 
trong cùng điều kiện đã tối ưu hóa, kết quả 
phân tích được trình bày trong bảng 5.

 
Bảng 5. Kết quả phân tích apamin, phospholipaza A2, melittin trong mẫu nọc ong 

Peptite 
Thành phần (%) 

Nọc ong Sigma Aldrich Nọc ong chiết xuất 

Apamin 2.53 ± 0.10 2.86 ± 0.12 

Phospholipaza A2 11.0281 ± 0.0037 13.2888 ± 0.0051 

Melittin 52.7 ± 1.2 54.0 ± 1.3 

Bên cạnh đó, từ sắc ký đồ ở hình 1 cho thấy thành phần các peptite của mẫu nọc ong chiết 
xuất được có kết quả tương tự với hãng Sigma Aldrich. Điều này cũng chứng minh rằng, nọc 
ong chiết xuất được có chất lượng giống với nọc ong của hãng Sigma Aldrich.
 

 
Hình 1. Sắc ký đồ so sánh giữa mẫu nọc ong của hãng Sigma Aldrich và mẫu nọc ong chiết 

xuất được 
 
Ngoài ra, chúng tôi tiến hành tham khảo 
hàm lượng của 3 peptite chính của nọc ong, 
bao gồm apamin, phospholipaza A2 và 
melittin có trong các mẫu nọc ong ở các 
nước (Bảng 6) cho thấy hàm lượng của 3 

peptite chính trong nọc ong chiết xuất được 
tương đương với nọc ong ở một số quốc gia 
như như Latvia, Hungaria, Ba Lan, Czech, 
Russian cùng với hãng Sigma Aldrich, và 
nằm trong khoảng thành phần đã được 
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thống kê. Như vậy, chất lượng của nọc ong 
chiết xuất từ ong mật Apis mellifera nuôi ở 
Việt Nam có thành phần tương tự như nọc 
ong ở các nước khác trên thế giới. Đây sẽ là 
cơ sở chính để tiến hành các nghiên cứu về 
dược lý và định hướng ứng dụng ở nước ta 
trong thời gian tới. 

Bảng 6. Tổng hợp thành phần apamin, 
phospholipaza A2 và melittin có trong một 

số mẫu nọc ong 
Mẫu nọc 

ong 
Apamin 

(%) 
Phospholipaza 

A2 (%) 
Melittin 

(%) 
Latvia7 2,6 12,6 52,0 
Tokol 

(Hungari)7 
4,3 - 45,5 

Kengyel 
(Hungari)7 

4,5 13,8 61,0 

Szolnok 
(Hungari)7 

3,5 12,5 57,1 

Ba Lan8 2,6 13,0 54,1 
Czech9 - 15,4 41,6 

Russian9 - 17,1 42,9 
Tổng hợp 
chung10 1 - 3 12 - 15 40 - 50 

Nọc ong 
Sigma 

Aldrich 
2,5 11,0 52,7 

Nọc ong 
chiết xuất 

2,9 13.3 54.0 

 
4. KẾT LUẬN 
 Từ kết quả tối ưu hóa quy trình bằng 
phương pháp HPLC/UV trên pha tĩnh của 
cột sắc ký Phenomenex 110 (150 mm × 
2.00 mm × 5.0 µm), nhiệt độ: 40 oC, áp 
suất: 67 bar, tốc độ dòng: 0.5 ml phút-1 và 
bước sóng: 220 nm; pha động chương trình 
gradient với hỗn hợp dung dich A [TFA 0,2 

% và TEA 0,16 %] và dung dich B [TFA 
0,1 % trong acetonitril : nước deion (8:2)], 
tiến hành dựng đường chuẩn của các peptite 
apamin, phospholipaza A2 (PLA2) và 
melittin trên điều kiện đã tối ưu hóa để xác 
định thành phần của nọc ong. Từ kết quả 
định lượng thành phần các peptite của mẫu 
nọc ong chiết xuất được và hãng Sigma 
Aldrich cho thấy chúng có hàm lượng 
tương tự nhau. Đây sẽ là cơ sở để tiến hành 
các nghiên cứu về dược lý và định hướng 
ứng dụng ở nước ta trong thời gian tới. 
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NGHIÊN CỨU ĐIỀU CHẾ PHỐTPHO P-32 ĐỂ SẢN XUẤT….….(tiếp theo tr. 6) 
 
4. KẾT LUẬN 
Phương pháp điều chế dung dịch P-32 từ 
bia P2O5 chiếu xạ trên lò phản ứng hạt nhân 
Đà Lạt cho hiệu suất tương đối cao: 
510mCi/4,3gam P (10 gam P2O5); P-32 
trong dung dịch ở dạng PO4

3-
, pH =6-8, độ 

sạch hóa phóng xạ≥ 99%; độ sạch hạt nhân 
đạt 100%. 
Dùng P-32 từ bia P2O5 làm tấp áp để chữa u 
máu và sẹo lồi an toàn hơn so với chiếu xạ  
phốtpho đỏ để chế tạo tấm áp. Dùng dung 
dịch P-32 ở dạng Na2HPO4 sử dụng theo 
đường uống để điều trị giảm đau di căn ung 
thư xương hoàn toàn đáp ứng được các tiêu 
chí của dược điển Việt Nam. 
Các dược chất phóng xạ trên đã được Bộ y 
tế cấp phép sử dụng. 
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