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1. Mở đầu

Giống Địa hoàng 19 được công nhận là giống mới và lưu 
hành ở Việt Nam từ tháng 8/2020 [1]. Ở Việt Nam nguồn 
giống và dược liệu Địa hoàng đều được nhập từ Trung Quốc, 
nên các mẫu nghiên cứu để đánh giá, xây dựng chất lượng 
cho dược liệu này cơ bản là được phân tích trên mẫu nhập 
nội [2-4]. Hiện tại, chưa có công bố đánh giá chất lượng 
dược liệu gây trồng từ giống Địa hoàng 19 tại Việt Nam. 
Hoạt chất catalpol là thành phần hóa học quan trọng, được 
Dược điển Việt Nam V năm 2017 [4] quy định làm chất 
đánh dấu để kiểm tra chất lượng dược liệu Địa hoàng. Hoạt 
chất catalpol thuộc nhóm iridoid glycosid, có tác dụng hạ 
đường huyết, lợi tiểu, nhuận tràng [5, 6], hỗ trợ điều trị bệnh 
thiếu máu não cục bộ, mất trí nhớ [7, 8]. Catalpol kích thích 
làm tăng sử dụng glucose thông qua tăng tiết β-endophin từ 
tuyến thượng thận và khả năng tổng hợp glycogen ở chuột 
đái tháo đường, do đó làm tăng sử dụng glucose để giảm 
đường huyết [9, 10]. Catalpol có tác dụng ức chế các phản 
ứng viêm trong tế bào hình sao thông qua ức chế hoạt động 
của nf-kB - yếu tố quyết định lớn đối với cơ chế chống viêm 
dây thần kinh [11]. Do vậy, hoạt chất catalpol đang được 
quan tâm nghiên cứu, phát triển thành nguyên liệu thuốc. 
Kết quả nghiên cứu góp phần xây dựng phương pháp đánh 
giá chất lượng dược liệu gây trồng từ giống Địa hoàng 19 
tại Việt Nam.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu

Mẫu nghiên cứu là củ trồng từ giống Địa hoàng 19 được 
thu hoạch tại xã Dân Quyền, huyện Tam Nông, tỉnh Phú 
Thọ vào tháng 3/2021, chế biến theo Dược điển Việt Nam 
V, chuyên luận Địa hoàng [4], mã số ĐH1901, mẫu được 
lưu tại Trung tâm Dược liệu, Viện Nghiên cứu Ứng dụng 
và Phát triển.

2.2. Hóa chất, nguyên liệu

Chất chuẩn catalpol đạt độ tinh khiết 98,2% (Chengdu 
Herbpurify, Trung Quốc), số lô RFS-Z0051180315, mẫu 
được lưu tại Trung tâm Dược liệu, Viện Nghiên cứu Ứng 
dụng và Phát triển. Các hóa chất khác gồm acetonitril 
(Merck), acid phosphoric (Merck), methanol (Merck), nước 
cất hai lần đạt tiêu chuẩn chạy máy HPLC.

2.3. Thiết bị, dụng cụ

Máy HPLC Shimadzu, cân điện tử (Thụy Sỹ).

2.4. Điều kiện sắc ký

Cột gemini C18 (250×4,6 mm, 5 µm), detector ở bước 
sóng 210 nm, tốc độ dòng 0,6 ml/phút, thể tích tiêm 10 µl, 
pha động acetonitril (ACN) - acid phosphoric 0,1% (5/95, 
v/v) [4].
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2.5. Dung dịch chuẩn

Hòa tan catalpol chuẩn trong methanol để được dung 
dịch có nồng độ 1000 µg/ml. 

2.6. Dung dịch thử

Tiến hành cân 0,8 g bột dược liệu, thêm 50 ml MeOH, 
cho trong bình, lắc đều rồi cân. Đưa mẫu vào chiết hồi lưu 
1,5 giờ, để nguội và cân lại, rồi thêm MeOH vừa đủ đến 
lượng ban đầu, lắc đều, lọc qua màng 0,45 µm [4].

2.7. Thẩm định quy trình định lượng

Thẩm định quy trình định lượng catalpol gồm các chỉ 
tiêu như độ thích hợp, độ đặc hiệu, độ lặp, tương quan tuyến 
tính, độ đúng, giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định 
lượng (LOQ) theo Thông tư số 32/2018/TT-BYT của Bộ 
trưởng Bộ Y tế năm 2018 [12] và Quyết định số 07/2013/
QĐ-QLD của Cục Quản lý Dược, Bộ Y tế [13].

Độ thích hợp: Chuẩn bị dung dịch catalpol chuẩn (nồng 
độ 200 µg/ml), tiến hành sắc ký 6 lần. Xác định các thông 
số thời gian lưu (Tlưu), diện tích pic (Spic), giá trị bình quân, 
độ lệch chuẩn tương đối (RSD) của Spic. Nếu RSD<2% thì 
hệ thống có tính thích hợp cao [12, 13].

Độ đặc hiệu: Tiến hành phân tích các mẫu trắng, dung 
dịch catalpol chuẩn, dung dịch thử, dung dịch thử thêm 
chuẩn catalpol. Mẫu trắng phải không được cho tín hiệu 
phân tích [12, 13]. 

Độ lặp: Tiến hành sắc ký 6 lần đối với dung dịch thử. 
Nếu RSD≤2% thì quy trình có độ lặp tốt [12, 13].

Tương quan tuyến tính: Từ dung dịch chuẩn 1000 µg/ml 
tiến hành pha 5 mẫu có nồng độ 25, 50, 100, 200 và 400 µg/
ml rồi tiến hành phân tích HPLC. Khảo sát sự tương quan 
của Spic với nồng độ catalpol theo hàm Y = aX + b bằng 
phương pháp bình phương tối thiểu. Nếu hệ số tương quan 
r≥0,999 thì quy trình định lượng có độ tuyến tính tốt [12, 
13].

Độ đúng: Nghiên cứu sử dụng dung dịch thử làm dung 
dịch không thêm chuẩn. Dung dịch thêm chuẩn được tạo 
ra bằng việc lấy dung dịch thử và thêm một lượng catalpol 
chuẩn ở các nồng độ 10, 50 và 100 µg/ml vào mẫu thử. Mỗi 
mức thêm chuẩn lặp lại 6 lần. Hàm lượng catalpol được tính 
dựa vào hàm Y = aX + b. Độ đúng phải nằm trong khoảng 
98-102%, khoảng xác định có RSD≤2% [12, 13].
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Giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng (LOQ): 
Dung dịch thử được pha loãng thành các mẫu LOD1, LOD2, 
LOD3, LOD4… Lần lượt tiêm 10 µl từng mẫu vào hệ thống 
HPLC. Xác định tỷ lệ S/N (Signal to Noise ratio), S là chiều 
cao tín hiệu của chất catalpol, N là nhiễu đường nền. LOD 
được chấp nhận tại nồng độ có S/N=3. LOQ được chấp 
nhận tại nồng độ có S/N=10 [12-14].

3. Kết quả

3.1. Khảo sát quy trình định lượng

Quy trình định lượng catalpol được tiến hành khảo sát 
các điều kiện sắc ký trên hệ thống phân tích HPLC [4], kết 
quả đã lựa chọn điều kiện sắc ký phù hợp là sử dụng cột 
gemini C18 (250×4,6 mm, 5 µm), detector 210 nm, pha 
động Acetonitril (ACN) - acid phosphoric 0,1% (5/95, v/v), 
tốc độ dòng 0,6 ml/phút, thể tích tiêm 10 µl, thời gian phân 
tích 17,8 phút.

3.2. Thẩm định quy trình định lượng 

Độ thích hợp: Kết quả đánh giá độ thích hợp của quy 
trình được tổng hợp trong bảng 1 cho thấy, độ lệch chuẩn 
tương đối của Tlưu (RSD=0,17) và Spic (RSD=0,21) đều 
<2%, hệ thống HPLC có tính thích hợp cao và đảm bảo độ 
ổn định của quy trình định lượng catalpol [13].
Bảng 1. Kết quả thẩm định tính thích hợp của hệ thống HPLC.

Thứ tự Thời gian lưu (phút) Diện tích pic (mAU.s)

1 17,9 4372062

2 17,93 4382001

3 17,95 4389020

4 17,88 4393934

5 17,87 4390001

6 17,91 4398390

Xtb 17,91 4387568

RSD (%) 0,17 0,21

Độ đặc hiệu: Kết quả đánh giá độ đặc hiệu của quy trình 
được thể hiện trên sắc ký đồ (SKĐ) ở hình 1 cho thấy, mẫu 
trắng (1) không cho pic nào trên SKĐ. Trên SKĐ dung dịch 
thử (3), dung dịch thử thêm chuẩn (4) cho một pic có thời 
gian lưu tương ứng so với của catalpol trên SKĐ dung dịch 
chuẩn (2), Tlưu của catalpol ở 3 mẫu (2, 3, 4) là tương đương 
nhau (khoảng 17,8 phút). Quy trình định lượng và hệ thống 
HPLC có độ đặc hiệu cao [13].

Hình 1. Sắc ký đồ đánh giá độ đặc hiệu của quy trình. 1: mẫu trắng; 
2: dung dịch chuẩn catalpol; 3: dung dịch thử dược liệu; 4: dung dịch thử 
dược liệu thêm catalpol.

Tương quan tuyến tính: Kết quả đánh giá tương quan 
giữa Spic với nồng độ catalpol cho thấy, chúng có tương quan 
tuyến tính rất chặt (r=0,9999>0,9990) và được mô phỏng 
bằng hàm Y = 21887X + 26213 [13] (bảng 2, hình 2).

Bảng 2. Tương quan giữa Spic với nồng độ catalpol.

Nồng độ (µg/ml) 25 50 100 200 400

Spic (mAU.s) 548627 1091755 2291810 4385020 8776140

Y = 21887X + 26213

R2=0,9998; r=0,9999

Hình 2. Đồ thị biểu diễn mối tương quan giữa Spic với nồng độ 
catalpol.

Độ lặp: Độ lặp của quy trình được đánh giá qua 6 lần 
thử lặp mẫu, kết quả cho thấy, hàm lượng trung bình của 
catalpol trong mẫu dược liệu Địa hoàng 19 là 1,249%, với 
RSD=0,59%<2% (bảng 3), như vậy quy trình có độ lặp 
cao [13].

Y = 21887X + 26213

Nồng độ (µg/ml)



23

Khoa học Tự nhiên  /Khoa học sự sống

66(3) 3.2024

Bảng 3. Kết quả đánh giá độ lặp lại dung dịch thử.

Chỉ tiêu Lặp 1 Lặp 2 Lặp 3 Lặp 4 Lặp 5 Lặp 6

Khối lượng 
dược liệu (mg) 0,820 0,881 0,813 0,842 0,818 0,836

Hàm lượng 
catalpol (%) 1,242 1,246 1,251 1,253 1,255 1,264

Hàm lượng 
trung bình (%) 1,249

RSD (%) 0,59

Độ đúng: Kết quả đánh giá độ đúng của quy trình cho 
thấy, tỷ lệ thu hồi catalpol đạt 98,13-100,4% (bảng 4) và 
nằm trong giới hạn cho phép (98-102%) với RSD 0,83-
1,51% (RSD≤2%) cho thấy quy trình có độ đúng cao [13].
Bảng 4. Độ đúng của quy trình.

Thực hiện Nồng độ chuẩn
thêm (µg/ml)

Nồng độ thu 
hồi (µg/ml)

Độ đúng
(%)

RSD 
(%)

Trong ngày 
(n=6)

10 9,89 98,90 0,85

50 49,85 99,70 0,94

100 98,13 98,13 1,48

Các ngày 
liên tiếp 
(n=6)

10 9,84 98,40 1,06

50 49,84 99,68 0,83

100 100,40 100,40 1,51

LOD và LOQ của catalpol: Giá trị LOD và LOQ của 
catalpol đã được xác định tại nồng độ 2 µg/ml cho tỷ lệ S/N 
là 3 (LOD=2,0 µg/ml), tại nồng độ 6,6 µg/ml cho tỷ lệ S/N 
là 10 (LOQ=6,6 µg/ml).

4. Bàn luận

Quy trình định lượng catalpol được thực hiện bằng 
phương pháp HPLC có ưu điểm về độ nhạy cao, tính chính 
xác, độ tin cậy, dễ thực hiện, chi phí hợp lý. Hiện nay, 
tại Việt Nam, các trung tâm kiểm nghiệm và phòng kiểm 
nghiệm của các công ty dược phẩm đều được trang bị hệ 
thống phân tích HPLC. Do vậy quy trình này dễ áp dụng, 
có tính phổ biến cao trong thực tiễn kiểm nghiệm dược liệu, 
phục vụ công tác đánh giá chất lượng của cơ quan quản lý 
nhà nước và hoạt động sản xuất của các công ty dược phẩm.

Nghiên cứu đã tiến hành thẩm định quy trình định 
lượng catalpol, kết quả cho thấy, quy trình đạt tính thích 
hợp của hệ thống, độ đặc hiệu tốt, tương quan tuyến tính 
chặt (r=0,9999), tỷ lệ thu hồi cao (99,2%) và có độ đúng, 
độ lặp cao (RSD<2%), đáp ứng yêu cầu của Bộ Y tế [12, 
13]. Kết quả này tương đồng với nghiên cứu của T.H. Won 
và cs (2010) [15] khi định lượng catalpol trong 21 mẫu củ 
Địa hoàng thu thập tại Trung Quốc, Hàn Quốc bằng HPLC 

đã xác lập tương quan tuyến tính chặt giữa Spic và nồng 
độ catalpol (r=0,9985), độ thu hồi đạt 100,1%, hàm lượng 
catalpol trung bình là 0,91%. C.Y. Guo và cs (2004) [16] 
cũng đã xác lập tương quan tuyến tính chặt (r=0,9997), độ 
thu hồi đạt 98,7% trong nghiên cứu định lượng catalpol 
trong củ Địa hoàng. Trong một nghiên cứu khác, Y. Wang và 
cs (2016) [17] đã định lượng catalpol trong lá cây Địa hoàng 
bằng HPLC, kết quả cho thấy có tương quan tuyến tính chặt 
(r=0,9998), độ thu hồi đạt 102,6%. Như vậy, phương pháp 
định lượng catalpol trong củ và lá Địa hoàng bằng HPLC là 
phù hợp. 

Nghiên cứu này đã lựa chọn thành phần pha động, tỷ 
lệ acetonitril (ACN) - acid phosphoric 0,1% (5/95, v/v) là 
thích hợp, đơn giản và hiệu quả để xác định sự hiện diện 
và hàm lượng của catalpol bằng HPLC. Hệ dung môi dùng 
trong nghiên cứu khác biệt với hệ dung môi pha động được 
sử dụng trong một số nghiên cứu khác như nước - acetonitril 
(95/5, v/v) [17], nước - acetonitril (99,6/0,6, v/v) [16], nước 
- acetonitril (90/10, v/v) [15], etyl acetat - n-butanol - nước 
(2:1:3, v/v/v) [18].

Phương pháp chiết mẫu hồi lưu 1,5 giờ với methanol 
rồi lọc qua màng 0,45 µm được sử dụng trong nghiên cứu 
là đơn giản, tiết kiệm thời gian, chi phí thấp so với phương 
pháp chiết mẫu trong phân tích sắc ký đối dòng tốc độ cao  
là mẫu thử chiết hồi lưu 2 lần với ethanol 75%, được cô đặc 
và hòa tan lại trong nước rồi chiết xuất với etyl acetat và 
n-butanol [18].

Áp dụng quy trình xây dựng trong nghiên cứu vào định 
lượng catalpol của củ Địa hoàng 19 đã cho kết quả là hàm 
lượng catalpol đạt 1,25%, cao hơn gấp 6 lần theo quy định 
của Dược điển Việt Nam V (2017) (hàm lượng catalpol 
≥0,2%) [4] và cao hơn 1,4 lần so với kết quả định lượng 
trong nghiên cứu của T.H. Won và cs (2010) [15]. Như vậy, 
dược liệu gây trồng đảm bảo chất lượng tốt, làm cơ sở để 
mở rộng gây trồng giống Địa hoàng 19 tại khu vực trung 
du miền núi phía Bắc, góp phần tạo nguồn nguyên liệu chất 
lượng tốt cho các công ty dược phẩm.

Hiện tại, chưa có các công bố của tác giả khác về xây 
dựng quy trình định lượng và đánh giá chất lượng dược liệu 
gây trồng từ giống Địa hoàng 19. Kết quả nghiên cứu này 
góp phần xây dựng quy trình định lượng catalpol cho dược 
liệu Địa hoàng 19 tại Việt Nam. 

5. Kết luận

Nghiên cứu đã xây dựng được quy trình định lượng 
catalpol trong củ giống Địa hoàng 19 thu hái tại Phú Thọ 
bằng HPLC với điều kiện sắc ký cột gemini C18 (250x4,6 
mm, 5 µm), detector 210 nm, pha động acetonitril - acid 
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phosphoric 0,1%, tốc độ dòng 0,6 ml/phút. Kết quả thẩm 
định quy trình cho thấy có sự tương quan tuyến tính chặt 
giữa Spic và nồng độ chất dạng hàm Y = 21887X + 26213, 
r=0,9999. Quy trình có tính thích hợp hệ thống tốt với các 
thông số sắc ký đạt RSD<2%; độ đặc hiệu cao, độ lặp lại tốt 
với RSD<2%; LOD là 2 µg/ml, LOQ là 6,6 µg/ml, phù hợp 
để định lượng catalpol trong củ Địa hoàng 19.
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