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ABSTRACT
Andrographolide (AP) is a diterpen lactone with important roles in biological activities

of Andrographis paniculata (Burm.f ) Nees. Controling its content provides a good insight
on the quality of this medicinal plant. In this study, an HPTLC method was developed for
quantitation of AP in Andrographis paniculata. The chromatographic separation was done
on a Silica gel 60 F 254 thin layer using a mixture of chloroform and methanol (7:1, v/v) as
mobile phase. After the development step and evaporation of mobile phase, the
chromatograms were scanned at wavelength of 223 nm by densitometer to record and
calculate the peak response of AP. The method had linear range for AP from 199.2 to 996.0
ng per spot with quantitation limit at 199.2 ng of AP per spot. The method was fully
validated according the current guideline of AOAC International on performance of
analytical method in term of accuracy, precision, linearity and was proved as reliable for
intended purpose. The method was applied to quantify AP in several samples of
Andrographis paniculata purchased at different locations in Vietnam, yielding the content
of AP (%, w/w) varying from 0.5 % to 3.0 %. The HPTLC method developed in this study
was a reliable analytical tool which can be used in routine quality control of Andrographis
paniculata. Furthermore, because TLC technique was widely employed in identification
test of medicinal plant, therefore, the assay of AP by HPTLC can be integrated with the
identification test of Andrographis paniculata, saving time and materials.
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Đặt vấn đề
Xuyên tâm liên (Andrographis paniculata

(Burm.f ) Nees) là một dược liệu đã được sử
dụng phổ biến để điều trị các bệnh nhiễm
khuẩn, chống viêm, chống ung thư, đái tháo
đường, điều hòa miễn dịch, bảo vệ tế bào
thần kinh… và hiện rất được quan tâm
nghiên cứu vì cho thấy có tác dụng ức chế sự
phát triển của virus SARS-CoV-2 [2]. Diterpen
lacton là nhóm hoạt chất đặc trưng và quan
trọng nhất quyết định tác dụng của Xuyên

tâm liên, trong đó andrographolid (AP) là
diterpen lacton chính, đóng vai trò là chất chỉ
điểm “marker” trong tiêu chuẩn hóa chất
lượng Xuyên tâm liên [2], [7]. Hiện tại, Dược
điển Việt Nam đã có chuyên luận Xuyên tâm
liên với phép thử định tính bằng sắc ký lớp
mỏng và định lượng tổng diterpen lacton
bằng tạo màu đo quang so sánh với chất
chuẩn AP, một phép thử định lượng không
đặc hiệu. Hiện nay, sự ra đời của các loại bản
mỏng và hệ thống thiết bị đã cho phép sắc ký

Xây dựng phương pháp định lượng 
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TÓM TẮT
Andrographolid (AP) là một diterpen lacton có vai trò quan trọng trong tác dụng sinh học của

Xuyên tâm liên (Andrographis paniculata (Burm.f) Nees), kiểm soát hàm lượng AP cung cấp thông
tin quan trọng về chất lượng của dược liệu này. Trong nghiên cứu này, một phương pháp HPTLC
được xây dựng để định lượng AP trong Xuyên tâm liên. Quá trình tách sắc ký được thực hiện trên
bản mỏng Silica gel 60 F 254 sử dụng cloroform - methanol (7: 1, tt/tt) làm pha động. Sau khi bay
hơi dung môi, sắc ký đồ được quét tại bước sóng 223 nm để ghi đáp ứng pic của AP. Phương pháp
có khoảng tuyến tính từ 199,2 đến 996,0 ng AP trên vết chấm. Phương pháp được thẩm định theo
hướng dẫn của AOAC International về độ đúng, độ lặp lại, khoảng tuyến tính, kết quả thẩm định
chứng tỏ phương pháp tin cậy với ứng dụng dự kiến. Phương pháp đã được áp dụng định lượng
AP trong một số mẫu Xuyên tâm liên mua trên thị trường, với hàm lượng AP thu được từ 0,5 % - 3,0
% (kl/kl). Phương pháp HPTLC phát triển trong nghiên cứu cung cấp công cụ phân tích tin cậy có
thể sử dụng trong kiểm nghiệm thường quy Xuyên tâm liên, đồng thời có thể kết hợp việc định
lượng AP với định tính Xuyên tâm liên bằng TLC, giúp tiết kiệm thời gian và vật tư.

Từ khóa: andrographolid, định lượng, HPTLC, Xuyên tâm liên.
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lớp mỏng, nhất là sắc ký lớp mỏng hiệu năng
cao (high performance thin layer chromatography
- HPTLC), trở thành một kỹ thuật phân tích có
độ lặp lại, độ đúng đủ tốt cho ứng dụng định
lượng bên cạnh ứng dụng định tính truyền
thống. Nhờ vậy, phương pháp HPTLC có thể
đồng thời đóng vai trò phép thử định tính và
định lượng thành phần quan trọng trong các
loại thảo mộc, dược liệu với ưu điểm nổi bật
là thao tác đơn giản, tiết kiệm thời gian và chi
phí, có thể tiến hành phân tích đồng thời
nhiều mẫu cùng lúc. Đây là một hướng hiệu
quả và khả thi cho việc nâng cấp kiểm tra chất
lượng dược liệu nói chung, trong đó có Xuyên
tâm liên. Tuy nhiên, cho tới nay tại Việt Nam
chưa có nghiên cứu định lượng AP trong
Xuyên tâm liên bằng HPTLC được công bố. Do
vậy, nghiên cứu này được thực hiện với mục
tiêu phát triển một phương pháp HPTLC tin
cậy để định lượng AP trong dược liệu Xuyên
tâm liên.

Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu
Nguyên liệu và trang thiết bị
Đối tượng nghiên cứu: AP trong dược liệu

Xuyên tâm liên.
Các mẫu dược liệu Xuyên tâm liên được

thu mua từ: làng Nghĩa Trai - Hưng Yên (HY),
chợ Ninh Hiệp - Bắc Ninh (BN), phố Lãn Ông -
Hà Nội (HN1, HN2), Hạ Long - Quảng Ninh
(QN), Nghệ An (NA). 

Dược liệu chuẩn (DLC) Xuyên tâm liên (số
kiểm soát HP0123116, ngày ban hành:
20/3/2023) được cung cấp bởi Viện Kiểm
nghiệm thuốc Trung ương.

Chất chuẩn: Andrographolid hàm lượng
98,0 % (số lô CFS202201, hạn dùng: tháng 1/
2024) cung cấp bởi Chemfaces (Trung Quốc).

Dung môi, hóa chất: methanol, cloroform,
ethyl acetat, ethanol 96 %, dicloromethan loại
tinh khiết phân tích (Trung Quốc).

Thiết bị: phân tích sắc ký được thực hiện với
bản mỏng TLC silica gel 60 F 254, trên hệ
thống HPTLC CAMAG (Thụy Sĩ) gồm: bộ phận
chấm mẫu CAMAG Linomat 5, bộ phận triển
khai sắc ký CAMAG ADC 2, bộ phận quét phổ
CAMAG Scanner 4, phần mềm xử lý kết quả
winsCAT. Các thiết bị khác được sử dụng bao

gồm: cân phân tích A&D GR-200 (Nhật Bản),
máy siêu âm DAIHAN WUC A22H (Hàn Quốc),
máy li tâm KUBOTA 65 (Nhật Bản), máy lắc
xoáy LABINCO L46 (Hà Lan), tủ sấy WiseVen
WOF-105 (Hàn Quốc)…

Dụng cụ: bình định mức (10 mL, 100 mL);
ống ly tâm 50 mL; micropipet (loại 100 - 1000
µL); màng lọc cellulose acetat 0,45 µm; ống
đong; cốc có mỏ…

Phương pháp nghiên cứu
Chuẩn bị mẫu:
Dung dịch chuẩn: dung dịch chuẩn gốc AP

1000 mg/L được pha trong dung môi
methanol. Các dung dịch chuẩn làm việc 40 -
200 mg/L được pha loãng từ dung dịch chuẩn
gốc với cùng dung môi. 

Dung dịch thử: cân chính xác khoảng 0,4 g
bột dược liệu, chiết siêu âm 4 lần, mỗi lần với
20 mL methanol trong 50 phút. Sau mỗi lần
chiết, ly tâm hỗn hợp thu được ở tốc độ 4000
vòng/ phút trong 5 phút, tách lấy phần dịch
trong, gộp chung dịch chiết của 4 lần vào
bình định mức 100 mL, định mức bằng
methanol, lắc đều. Pha loãng dung dịch trên
bằng methanol (nếu cần) đến nồng độ phù
hợp cho định lượng và lọc qua màng 0,45 µm
trước khi tiêm sắc ký, thể tích tiêm 20 µL.
Nồng độ làm việc AP khoảng 30 mg/L (tương
đương khoảng 600 ng AP/ vết).

Dung dịch thử thêm chuẩn: cân chính xác
khoảng 0,12 g bột dược liệu (tương đương với
30 % nồng độ định lượng) rồi thêm lượng
chuẩn AP thích hợp và xử lý mẫu tương tự
như với dung dịch thử để thu được các dung
dịch thử thêm chuẩn có nồng độ tương ứng
50 %, 100 % và 150 % so với nồng độ định
lượng.

Xác định hàm ẩm dược liệu: cân chính xác
khoảng 1 g bột (±10 %), sấy trong 4 giờ ở
nhiệt độ 85 °C (±2 °C) [1].

Điều kiện sắc ký: sử dụng pha tĩnh là bản
mỏng TLC silica gel 60 F 254 (20 cm × 10 cm)
đã được hoạt hóa bằng cách sấy ở 110 oC
trong 30 phút và pha động là hỗn hợp
cloroform - methanol (7:1, tt/tt). Thể tích tiêm
lần lượt là 20 µL với các dung dịch thử, thử
thêm chuẩn và 5 µL với các dung dịch chuẩn.
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Các mẫu được chấm thành dải với độ rộng 8
mm, cách mép dưới bản mỏng 8 mm. Buồng
khai triển được bão hòa hơi pha động trong
20 phút và kiểm soát hàm ẩm đến khoảng 40
% trước khi tiến hành sắc ký. Cho pha động
di chuyển trên bản mỏng với quãng đường
là 80 mm, sau đó làm khô bản mỏng 5 phút
trong bình khai triển. Sắc ký đồ thu được
bằng cách sử dụng densitometer quét tại
bước sóng 223 nm. 

Xây dựng và thẩm định phương pháp
Tiến hành khảo sát và lựa chọn một số

thông số của quá trình sắc ký (thành phần
pha động; tỷ lệ dung môi pha động; bước
sóng phát hiện) và quá trình xử lý mẫu (dung
môi chiết siêu âm; tỷ lệ thể tích dung môi; thời
gian chiết; số lần chiết). Quá trình này có ứng
dụng tối ưu hóa đa biến sử dụng phầm mềm
MODDE 5.0 (Umetrics, Thụy Điển). Thiết kế thí
nghiệm theo phương pháp thiết kế bề mặt
đáp ứng RSM (Respone surface methodology)
dựa trên mô hình thiết kế trung tâm mặt phức
hợp chính CCF (Central composite face-
centered design) gồm 17 thí nghiệm (bố trí
điều kiện và kết quả được trình bày trong
bảng 2).

Phương pháp đã xây dựng được thẩm định
theo hướng dẫn của AOAC 2016 [3] về các chỉ
tiêu: độ phù hợp hệ thống; độ chọn lọc;
khoảng tuyến tính; độ lặp lại; độ đúng; giới
hạn phát hiện và giới hạn định lượng. Các số
liệu được xử lý thống kê toán học bằng phần
mềm Microsoft EXCEL.

Mẫu dược liệu Xuyên tâm liên BN (chợ Ninh
Hiệp – Bắc Ninh) được lựa chọn cho khảo sát
quá trình xử lý mẫu và thẩm định phương
pháp về các chỉ tiêu độ lặp lại, độ đúng.

Ứng dụng: Phương pháp phân tích được
ứng dụng để xác định hàm lượng AP trong
các mẫu dược liệu Xuyên tâm liên thu mua
trên thị trường dựa vào phương trình hồi quy
biểu diễn mối quan hệ giữa diện tích pic và
lượng hoạt chất cùng hàm ẩm của dược liệu.

Kết quả nghiên cứu 
Xây dựng phương pháp
Lựa chọn điều kiện sắc ký
Lựa chọn pha động

Để phân tách tốt AP khỏi các thành phần
khác của dược liệu Xuyên tâm liên, các hệ pha
động khác nhau đã được khảo sát gồm
cloroform - methanol (ở các tỷ lệ 10:1; 9:1; 7:1;
4:1; 1:1) và cloroform - methanol - ethyl acetat
(ở các tỷ lệ 12:1,5:1; 8:1,5:1; 8:3:1). Sau khi triển
khai sắc ký, phát hiện vết bằng cách dẫn xuất
hóa (phun thuốc thử là dung dịch acid sulfuric
10 % trong MeOH sau đó sấy bản mỏng ở 100
oC trong 5 phút) rồi quan sát dưới đèn UV ở
bước sóng 366 nm (AP cho huỳnh quang tím
nhạt) [4]. Kết quả thu được (hình 1) cho thấy
với pha động cloroform - methanol (7:1) (hình
1, (C)), AP được phân tách tốt nhất khỏi các
thành phần khác của dịch chiết Xuyên tâm
liên nên pha động này được lựa chọn cho
phép định lượng AP trong Xuyên tâm liên.

Sắc ký đồ thu được sau khi quét bằng
densitometer tại bước sóng 223 nm với pha
động cloroform - methanol (7:1) (hình 2) cho
thấy sau khi khai triển, pic AP cân đối, có Rf là
0,52 và được phân tách tốt khỏi các pic khác
trong dịch chiết Xuyên tâm liên.

Lựa chọn bước sóng phát hiện
AP (hình 3) có khả năng hấp thụ UV với cực

đại hấp thụ ở khoảng 223 nm (hình 4). Qua
khảo sát, bước sóng 223 nm được lựa chọn
cho phép định lượng AP trong dược liệu
Xuyên tâm liên.

Lựa chọn điều kiện xử lý mẫu
Lựa chọn dung môi chiết siêu âm
Tiến hành chiết AP trong mẫu dược liệu

Xuyên tâm liên bằng phương pháp chiết siêu
âm với ba dung môi được khảo sát gồm
methanol, ethanol 96 % và hỗn hợp
dicloromethan - methanol (1:1) với các thông
số: số lần chiết là 1; thời gian chiết là 30 phút;
tỷ lệ thể tích dung môi/ khối lượng dược liệu
là 20 mL/g. Kết quả (bảng 1) cho thấy, khi sử
dụng methanol và hỗn hợp dicloromethan -
methanol (1:1) làm dung môi chiết AP từ
Xuyên tâm liên cho khả năng chiết tốt, với
hàm lượng AP thu được tương ứng là 1,05 ±
0,03 % và 0,98 ± 0,02 %. Methanol được lựa
chọn là dung môi chiết AP từ dược liệu Xuyên
tâm liên vì thành phần đơn giản, cho hiệu
suất chiết cao.
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Hình 1. Kết quả triển khai sắc ký với dung dịch chuẩn AP (C) và dịch chiết dược liệu chuẩn 
Xuyên tâm liên (T) với các pha động (A): CHCl3-MeOH (10:1); (B): CHCl3-MeOH (9:1); (C): 

CHCl3-MeOH (7:1); (D): CHCl3-MeOH (4:1); (E): CHCl3-MeOH (1:1); (F): CHCl3-MeOH-EtOAc
(12:1,5:1); (G): CHCl3-MeOH-EtOAc(8:1,5:1); (H): CHCl3-MeOH-EtOAc (8:3:1).

Hình 2. Sắc ký đồ dịch chiết dược liệu chuẩn Xuyên tâm liên với pha động CHCl3-MeOH (7:1) 
quét tại 223 nm.
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Bảng 1. Kết quả đánh giá khả năng chiết AP từ
dược liệu Xuyên tâm liên với các dung môi

khác nhau

Bảng 2. Thiết kế thí nghiệm và kết quả thực
nghiệm khi tối ưu hóa các thông số của quá
trình chiết siêu âm AP từ Xuyên tâm liên theo

mô hình RSM-CCF

Lựa chọn các thông số của quá trình chiết
siêu âm

Nghiên cứu tiến hành tối ưu hóa các
thông số của quá trình chiết siêu âm với hàm
mục tiêu là hàm lượng AP trong Xuyên tâm
liên định lượng được sau khi chiết (%), sử
dụng phầm mềm MODDE 5.0 (Umetrics,
Thụy Điển). Qua khảo sát, ba thông số có ảnh
hưởng đến khả năng chiết AP từ Xuyên tâm
liên được tối ưu hóa gồm: số lần chiết (1 đến
5 lần); thời gian chiết (10 đến 50 phút); tỷ lệ
thể tích dung môi/ khối lượng dược liệu (10
đến 50 mL/g).

Kết quả tối ưu hóa sơ bộ theo mô hình
RSM-CCF với phần mềm MODDE 5.0 (hình 5)
cho thấy, trong khoảng giá trị khảo sát, tỷ lệ
thể tích dung môi/ khối lượng dược liệu là 50
mL/g, thời gian siêu âm 50 phút và số lần
chiết 3,8 lần là tối ưu nhất để chiết AP từ
Xuyên tâm liên. Hệ số xác định của mô hình
cao (R2 là 0,990 và R2 hiệu chỉnh là 0,978) cho
thấy sự phù hợp giữa mô hình và bảng số liệu
thực nghiệm, thể hiện mô hình có độ chính xác
cao. Hệ số Q2 cao (đạt 0,917) và chênh lệch so
với R2 không quá 0,2 cho thấy mô hình có tính
bền vững và khả năng dự đoán cao.

Nghiên cứu tiếp tục tiến hành khảo sát số
lần chiết (3 lần, 4 lần, 5 lần) với tỷ lệ thể tích
dung môi/ khối lượng dược liệu là 50 mL/g và
thời gian siêu âm là 50 phút được giữ cố định.
Kết quả (bảng 3) cho thấy khi chiết 4 lần, hàm
lượng AP cao hơn so với chiết 3 lần và có sự
khác biệt không đáng kể về hàm lượng AP khi
so sánh với chiết 5 lần. Kết quả này cũng hoàn
toàn phù hợp với kết quả tối ưu hóa (hình 5),
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Hình 3. Công thức cấu tạo của AP                             Hình 4. Phổ hấp thụ UV của AP
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do đó chiết 4 lần được lựa chọn cho quá trình
chiết AP từ Xuyên tâm liên.

Bảng 3. Kết quả khảo sát số lần chiết AP từ
Xuyên tâm liên với tỷ lệ thể tích dung môi/ khối

lượng dược liệu là 50 mL/g và thời gian siêu
âm là 50 phút

Thẩm định phương pháp
Độ phù hợp hệ thống
Chấm lặp lại 6 lần, mỗi lần 5 µL dung dịch

chuẩn AP nồng độ khoảng 120 mg/L - nồng
độ làm việc 100 % (tương đương khoảng 600
ng AP/ vết) thành 6 vết riêng biệt lên bản
mỏng rồi tiến hành sắc ký. Kết quả phân tích
cho thấy, hệ thống sắc ký phù hợp cho định
lượng AP trong Xuyên tâm liên với RSD của
diện tích pic (1,59 %) và Rf (0 %) đều dưới 2 %.

Độ chọn lọc
Các mẫu dung môi chiết (methanol - mẫu

trắng), dung dịch chuẩn AP (nồng độ làm việc
100 %), dung dịch thử (từ dược liệu chuẩn
Xuyên tâm liên) và dung dịch thử thêm chuẩn
được chấm lên cùng bản mỏng rồi tiến hành
phân tích. Kết quả cho thấy, trên sắc ký đồ
dung dịch thử và dung dịch thử thêm chuẩn
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Hình 5. Kết quả thu được khi tối ưu hóa các thông số của quá trình chiết siêu âm AP từ 
Xuyên tâm liên theo mô hình RSM-CCF với phần mềm MODDE 5.0

Hình 6. Sắc ký đồ của dung môi chiết (DMC); dung
dịch chuẩn AP (C); dung dịch thử (T); dung dịch thử

thêm chuẩn (T+C) 

Hình 7. Phổ hấp thụ UV của pic AP trên sắc
ký đồ dung dịch chuẩn AP và dung dịch thử
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xuất hiện pic có màu sắc, hình dạng và Rf
tương đồng với pic AP trên sắc ký đồ dung
dịch chuẩn với độ tinh khiết của pic trên 99,87
%; đồng thời sắc ký đồ của dung môi chiết
không xuất hiện pic tại vị trí tương ứng với pic
AP chuẩn (hình 6). Chồng phổ hấp thụ UV của
pic AP trên sắc ký đồ dung dịch chuẩn và
dung dịch thử (hình 7) cho thấy có sự tương
đồng về hình dạng và đỉnh hấp thụ với hệ số
match đạt 0,9991 %. Như vậy phương pháp
phân tích đáp ứng yêu cầu về độ chọn lọc cho
phép định lượng AP trong Xuyên tâm liên.

Khoảng tuyến tính
Kết quả (bảng 4) cho thấy, trong khoảng

tuyến tính khảo sát từ 199,2 - 996,0 ng AP/ vết,
có sự tương quan chặt chẽ giữa diện tích pic
và lượng AP đưa lên bản mỏng với hệ số
tương quan R ≥ 0,999. 

Bảng 4. Kết quả khảo sát khoảng tuyến tính

Độ lặp lại
Kết quả phân tích 6 mẫu thử độc lập (bảng

5) cho thấy, phương pháp có độ lặp lại tốt với
RSD của hàm lượng AP là 2,02 %, đáp ứng yêu
cầu theo quy định của AOAC (không quá 2,7
%) [3].

Bảng 5. Kết quả khảo sát độ lặp lại

Độ đúng
Tiến hành khảo sát độ đúng theo phương

pháp thêm chuẩn để thu được các dung dịch
thử thêm chuẩn có nồng độ tương ứng 50 %,
100 % và 150 % so với nồng độ định lượng
(phần chuẩn bị mẫu); mỗi mức nồng độ làm
3 mẫu độc lập. Kết quả (bảng 6) cho thấy, độ
thu hồi của AP nằm trong giới hạn cho phép
từ 97,0 - 103,0 % và RSD hàm lượng tại mỗi
mức nồng độ đạt yêu cầu không quá 2,7 %
[3]. Như vậy, phương pháp đáp ứng yêu cầu
độ đúng theo quy định của AOAC và khoảng
xác định của phương pháp là từ 300,2 - 902,8
ng AP/ vết.

Bảng 6. Kết quả khảo sát độ đúng

Giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định
lượng (LOQ)

Phân tích các dung dịch chuẩn AP ở nồng
độ giảm dần và xác định tỷ lệ S/N. Kết quả cho
thấy, lượng AP đưa lên bản mỏng là 49,8 ng/
vết thì tỷ lệ S/N là 3,3 tương ứng với LOD của
phương pháp (hình 8, (A)). Với lượng AP là
199,2 ng/ vết, tỷ lệ S/N là 10,2 (hình 8, (B))
được lựa chọn là điểm thấp nhất của đường
chuẩn. Theo kết quả đánh giá độ đúng và
khoảng xác định (bảng 6), LOQ của phương
pháp là 300,2 ng/ vết.

Định lượng AP trong các mẫu dược liệu
Xuyên tâm liên

Các mẫu dược liệu Xuyên tâm liên được
tiến hành xử lý và sắc ký theo phương pháp
đã xây dựng và thẩm định. Kết quả định lượng
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(bảng 7) cho thấy, trong các mẫu dược liệu
đều có AP với hàm lượng khác nhau. Mẫu
HN2 có hàm lượng AP cao nhất (3,00 %), trong
khi các mẫu HN1 và NA có hàm lượng AP thấp
(0,58 %), riêng mẫu DLC có hàm lượng AP
thấp nhất (0,52 %).

Bảng 7. Kết quả định lượng AP trong một số
mẫu dược liệu Xuyên tâm liên

Bàn luận
Hiện nay theo quy định của Dược điển Việt

Nam, định lượng tổng diterpen lacton trong
Xuyên tâm liên được tiến hành bằng phương
pháp đo quang sau khi tạo màu với thuốc thử
Kedde và sử dụng đường chuẩn AP tiến hành
trong cùng điều kiện để xác định hàm lượng
diterpen lacton toàn phần theo AP [1].
Phương pháp này không đặc hiệu nên không
cho phép định lượng riêng các diterpen
lacton trong Xuyên tâm liên, đặc biệt là AP -

marker (diterpen lacton chính), phản ứng của
AP và thuốc thử Kedde nhanh mất màu, quá
trình dẫn xuất hóa tương đối phức tạp. So
sánh với phương pháp định lượng theo Dược
điển Việt Nam, phương pháp định lượng AP
trong Xuyên tâm liên bằng HPTLC đã xây
dựng có ưu điểm là độ chọn lọc tốt, cho phép
xác định chính xác hàm lượng hoạt chất chính
AP trong dược liệu mà không cần dẫn xuất
hóa nên tiết kiệm thời gian, hóa chất. Với thao
tác đơn giản, có thể phân tích đồng thời
nhiều mẫu, cho kết quả phân tích nhanh, chi
phí thấp, tiết kiệm dung môi, phương pháp
đã xây dựng có thể dễ dàng áp dụng thường
quy trong kiểm tra chất lượng dược liệu
Xuyên tâm liên tại các phòng thí nghiệm được
trang bị hệ thống HPTLC hiện đại. 

AP có cấu tạo (hình 3) gồm các nhóm
mang màu (alken, dị vòng liên hợp) và các
nhóm trợ màu (hydroxyl) nên có khả năng
hấp thụ UV với cực đại hấp thụ ở khoảng 223
nm (hình 4). Vì vậy, bước sóng này được lựa
chọn cho định lượng trực tiếp AP trong Xuyên
tâm liên mà không cần dẫn xuất hóa [6].
Ngoài ra, tính năng UV Scanner cũng cho
phép quét phổ hấp thụ của pic, đánh giá độ
tinh khiết pic, chồng phổ thử và chuẩn giúp
cung cấp thêm thông tin định tính chất phân
tích. Phương pháp sử dụng pha tĩnh là bản
mỏng TLC silica gel 60 F 254 phổ biến, cho
hiệu quả phân tách tốt (hình 2) và chi phí thấp
hơn so với bản mỏng HPTLC [7]. Pha động sử
dụng hỗn hợp cloroform - methanol (7:1) có
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Hình 8. Sắc ký đồ dung dịch chuẩn AP với lượng AP đưa lên bản mỏng là 49,8 ng/ vết (A) 
và 199,2 ng/ vết (B)
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ưu điểm là đơn giản, không sử dụng dung
môi toluen có thể gây hại cho sức khỏe [6].
Quy trình xử lý mẫu sử dụng chiết siêu âm
đơn giản, hạn chế ảnh hưởng bởi nhiệt độ vì
AP dễ bị phân hủy khi tăng nhiệt độ [5]. 

Phương pháp xây dựng đã được thẩm định
đầy đủ theo hướng dẫn của AOAC về các chỉ
tiêu độ phù hợp hệ thống; độ chọn lọc (hình
6, 7); khoảng tuyến tính (bảng 4); độ lặp lại
(bảng 5); độ đúng (bảng 6); giới hạn phát hiện
và giới hạn định lượng (hình 8). Kết quả định
lượng AP trong một số mẫu dược liệu Xuyên
tâm liên được thu mua từ các nơi khác nhau
trên thị trường theo phương pháp (bảng 7)
cho thấy, hàm lượng AP có sự khác biệt lớn (từ
0,58 % đến 3,00 %). Riêng mẫu dược liệu chuẩn
có hàm lượng AP là 0,52 % so với tổng hàm
lượng andrographolid, neoandrographolid, 14-
deoxyandrographolid,dehydroandrographolid
được công bố là 2,0 %. Với khả năng phân
tách tốt AP khỏi các thành phần khác của nền
mẫu (hình 1 C, hình 2), điều kiện sắc ký được
sử dụng trong phương pháp định lượng AP
đã xây dựng hoàn toàn có thể được áp dụng
đồng thời để định tính Xuyên tâm liên bằng
cách so sánh sắc ký đồ của dịch chiết dược

liệu với sắc ký đồ của dung dịch AP chuẩn
hoặc dịch chiết dược liệu chuẩn Xuyên tâm
liên trên cùng bản mỏng. Như vậy, việc xây
dựng phương pháp định lượng AP trong
Xuyên tâm liên bằng HPTLC là rất cần thiết
nhằm góp phần kiểm soát chất lượng của các
mẫu dược liệu Xuyên tâm liên được sản xuất
và lưu hành trên thị trường.

Kết luận
Nghiên cứu đã xây dựng thành công

phương pháp định lượng AP trong Xuyên tâm
liên bằng kỹ thuật HPTLC với pha tĩnh là bản
mỏng TLC silica gel 60 F 254, pha động là hỗn
hợp cloroform - methanol (7:1, tt/tt) và bước
sóng định lượng là 223 nm. Phương pháp
phân tích có độ chọn lọc cao, độ đúng (trong
khoảng 97,0 - 103,0 %) và độ lặp lại (RSD dưới
2,7 %) tốt, đã được áp dụng thành công để
định lượng AP trong một số mẫu dược liệu
Xuyên tâm liên trên thị trường. Với quy trình
xử lý mẫu đơn giản, sử dụng các hóa chất phổ
biến, phương pháp có thể được ứng dụng
rộng rãi tại các cơ sở phân tích có trang bị hệ
thống HPTLC hiện đại để kiểm tra chất lượng
của dược liệu Xuyên tâm liên được sản xuất
và lưu hành trên thị trường.
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