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Abstract: In Vietnam and China, Radix Achyranthis bidentatae has been widely used as a traditional 
herbal. With reference to the quality of Radix Achyranthis bidentatae, its content of β-ecdysteron quantified by 
HPLC/DAD is specified to be not less than 0.03 %. For the quality control of Radix Achyranthis bidentatae, the 
establishment of β-ecdysteron as an affordable-price reference standard is prerequisite in Vietnam. In this study, 
1.1 g of β-ecdysteron was isolated and purified from 500 g of Cyanotis arachnoidea Extract. The structure 
of β-ecdysteron was confirmed by 1H, 13C-NMR, HR-MS, IR, UV-VIS…, as compared to the corresponding 
spectra of β-ecdysteron reference standard. The content of β-ecdysteron in our purified samples was determined 
to be 92.4 % by HPLC-DAD analysis.

Keywords: β-ecdysteron, Radix Achyranthis bidentatae, Cyanotis arachnoidea, extraction, isolation, 
purification.
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Tóm tắt: Tại Việt Nam và Trung Quốc, Ngưu tất (Radix Achyranthis bidentatae) là một dược liệu được 
sử dụng rộng rãi. Về yêu cầu chất lượng được quy định, dược liệu Ngưu tất phải chứa không ít hơn 0,03 % 
β-ecdysteron tính theo dược liệu khô kiệt. Để kiểm soát chất lượng dược liệu này cần có thiết lập được nguồn 
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chất chuẩn β-ecdysteron sẵn có với giá thành hợp lý tại nước ta. Nghiên cứu này đã chiết xuất, phân lập và tinh 
chế được 1,1 g β-ecdysteron từ 500 g cao Bích trai nhện (Cyanotis arachnoidea). Cấu trúc chất tinh chế được 
khẳng định qua phổ UV-VIS, IR, MS, NMR bằng cách so sánh với phổ của chất chuẩn. Hàm lượng β-ecdysteron 
thu được đạt 92,4 % phân tích bằng phương pháp HPLC-DAD.

Từ khóa: β-ecdysteron, Ngưu tất, Radix Achyranthis bidentatae, Bích trai nhện,  
Cyanotis arachnoidea, chiết xuất, phân lập, tinh chế.

1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Ngưu tất (Radix Achyranthis bidentatae)  là một trong 

những vị dược liệu thuộc danh mục 100 dược liệu có giá 
trị y tế và kinh tế cao để tập trung phát triển giai đoạn 
2020-2030 theo Quyết định số 3657/QĐ-BYT ban hành 
ngày 20 tháng 8 năm 2019. Ngưu tất có tác dụng hoạt 
huyết thông kinh, mạnh gân cốt, bổ can thận, vì vậy dùng 
chủ trị: đau lưng gối, mỏi gân xương; bế kinh, kinh nguyệt 
không đều, tăng huyết áp. [1] Nhiều sản phẩm thuốc và 
thực phẩm chức năng chứa thành phần là dược liệu Ngưu 
tất: Độc hoạt tang ký sinh, viên phong thấp Topphote, 
Khương thảo đan, …Để kiểm soát chất lượng dược liệu 
Ngưu tất, Dược điển Trung Quốc 2020, dược điển Việt 
Nam V và Bộ tiêu chuẩn quốc gia về thuốc sửa đổi 1:2024 
TCVN I-4:2017 đã sử dụng chất chuẩn β-ecdysteron trong 
phép thử định tính và định lượng. Tuy nhiên, hiện nay 
chưa có sẵn chất chuẩn này trong nước, nguồn cung cấp 
chất chuẩn này là từ nước ngoài với giá thành cao, thời 
gian vận chuyển dài. 

Cây Bích trai nhện, tên khoa học là Cyanotis 
arachnoidea C. B. Clarke, họ Thài lài (Commelinaceae) 
là một cây bản địa ở Trung Quốc được biết đến có hàm 
lượng β-ecdysteron cao, hàm lượng β-ecdysteron trong rễ 
có thể lên đến khoảng 4-5 %. Hiện nay trên thị trường 
đang lưu hành khá phổ biến dạng cao khô được chiết xuất 
từ rễ của dược liệu này, dạng này tạo thuận lợi cho việc 
chiết xuất khi bỏ qua được bước chiết tạo cao toàn phần 
từ dược liệu. Chuẩn β-ecdysteron của dược điển Châu Âu 
(EP - lô Y0002054), hàm lượng 84,8 %, cũng được công 
bố chiết theo loài thực vật này.

Xuất phát từ nhu cầu thực tiễn đòi hỏi phải có chất 
chuẩn β-ecdysteron nhằm bổ sung vào quỹ chất chuẩn 
quốc gia để phục vụ công tác kiểm tra và quản lý chất 
lượng dược liệu Ngưu tất và các sản phẩm chứa Ngưu tất 
cùng các điều kiện thực tế, rất cần thiết tiến hành nghiên 
cứu “Xây dựng quy trình chiết xuất, phân lập và tinh chế 
β-ecdysteron từ cao dược liệu Bích trai nhện (Cyanotis 
arachnoidea) làm nguyên liệu thiết lập chất chuẩn”.

2. THỰC NGHIỆM
2.1. Thiết bị, dụng cụ, hóa chất, chất chuẩn

2.1.1. Thiết bị, dụng cụ
 - Thiết bị: Máy lắc siêu âm ELMASONIC S100: 

Máy cô quay chân không Bucchi; Máy HPLC/DAD 
Shimadzu UFLC (Khoa Đông dược, dược liệu - Viện 
kiểm nghiệm thuốc Trung ương); Máy quang phổ hồng 
ngoại THERMO (Khoa Vật  lý đo lường - Viện kiểm 
nghiệm thuốc Trung ương); Máy cộng hưởng từ hạt nhân 
NMR – BRUKER – 600MHZ & 500MHZ (Viện Hoá 
học - Viện Hàn lâm khoa học và công nghệ Việt Nam); 
Máy LC/MS Xevo TQD, Waters (Khoa Mỹ phẩm - Viện 
kiểm nghiệm thuốc Trung ương) …

- Dụng cụ: Bình định mức, pipet, cột sắc ký, ống 
đong, bình cầu cô quay…

2.1.2. Hóa chất, chất chuẩn
Methanol, ethanol, n-butanol, ethyl acetat, 

dicloromethan, acetonitril, acid formic: các dung môi, 
hóa chất có độ tinh khiết phù hợp dùng cho phân tích 
hoặc sắc ký HPLC.

β-ecdysteron – chất chuẩn của ông ty Chengdu 
Biopurify phytochemicals Ltd- Trung Quốc, số lô: 
BP0262, hàm lượng: 98 %. 
2.2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu
2.2.1. Đối tượng nghiên cứu

- Cao dược liệu Bích trai nhện (Cyanotis arachnoidea 
Extract): cao khô chiết từ rễ cây Bích trai nhện, nhà 
cung cấp: công ty Xi’an Nate Biological Technology 
Co., Ltd.

2.2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.2.1. Chiết xuất, phân lập và tinh chế β-ecdysteron
Tiến hành khảo sát dung môi, kỹ thuật chiết ban đầu để 

đưa ra quy trình chiết xuất cao đặc chứa β-ecdysteron với 
hàm lượng cao. Tiếp tục tiến hành phân lập β-ecdysteron 
từ cao đặc qua lần lượt trên các cột silica gel pha thuận 
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và pha đảo để loại tạp và thu được β-ecdysteron với độ 
tinh khiết phù hợp. Sau đó, tiến hành kết tinh trong hỗn 
hợp dung môi methanol - ethyl acetat tỷ lệ 1:1, tạo tinh 
thể bằng cách bay hơi, hạ nhiệt đô để nâng cao độ tinh 
khiết của β-ecdysteron thu được [3-5].

Trong quá trình chiết xuất, phân lập và tinh chế, tiến 
hành kiểm tra sự có mặt của β-ecdysteron bằng phương 
pháp sắc ký lớp mỏng pha thuận (sử dụng bản mỏng 
silica gel 60 F254 với hệ dung môi khai triển là hỗn 
hợp dicloromethan – methanol tỷ lệ 4:1 (tt/tt)) hoặc pha 
đảo (sử dụng bản mỏng silica gel 60 RP-18 GF254 với 
hệ dung môi khai triển là hỗn hợp ethanol - nước tỷ lệ 
40:60 (tt/tt). Kiểm tra vết các chất sau quá trình sắc ký 
bằng cách quan sát dưới ánh sáng tử ngoại ở bước sóng 
254 nm [1, 2]. Cùng với đó để xác định sơ bộ hàm lượng 
β-ecdysteron sau mỗi bước, nghiên cứu sử dụng phương 
pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) được trình bày 
cụ thể trong mục 2.2.2.3.

2.2.2.2. Khẳng định cấu trúc β-ecdysteron
So phổ UV, IR, MS, NMR của chất tinh chế và chất 

chuẩn β-ecdysteron để khẳng định chất sau tinh chế được 
là β-ecdysteron. Chất nghiên cứu đảm bảo độ tinh khiết 
dự kiến bằng các phương pháp trên sẽ được xác định cấu 
trúc và bộ dữ liệu nhận dạng bằng phương pháp quang 
phổ hồng ngoại, phổ UV-VIS, phổ cộng hưởng từ hạt 
nhân (NMR) và phổ khối (MS)

- Phổ UV: xác định phổ bằng detector DAD trên 
HPLC, mẫu được hòa tan trong methanol để được nồng 
độ khoảng 0,4 mg/ml

- Phổ IR: ghi phổ hồng ngoại của chất tinh chế và 
chất chuẩn vùng từ 400 đến 4000 cm-1

- Phổ MS: xác định các mảnh phổ thu được khi 
cho mẫu tinh chế và mẫu thử pha trong methanol qua 
detector MS/MS của máy HPLC 

- Phổ NMR: các mẫu được hòa tan trong MeOD và 
đo phổ cộng hưởng từ 1H và 13C

2.2.2.3. Định tính, định lượng β-ecdysteron: bằng 
phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) 

a. Điều kiện sắc ký: Quá trình sắc ký được thực hiện 
trên cột pha đảo Phenomenex Germini RP-18 (250 × 
4,6 mm; 5 µm); sử dụng pha động là hỗn hợp hỗn hợp 
acetonitril – dung dịch acid formic 0,1 % tỷ lệ 16:84 (tt/
tt); tốc độ dòng 1,0 ml/phút; thể tích tiêm 10 µl; bước 
sóng phát hiện: 250 nm [1, 2].

b. Phương pháp chuẩn bị mẫu:

Dung dịch chuẩn: Cân chính xác khoảng 10 mg 
β-ecdysteron (chất chuẩn) vào trong bình định mức 25 
ml, thêm khoảng 20 ml methanol, lắc siêu âm 15 phút, để 
nguội và thêm vừa đủ đến vạch bằng methanol, lắc đều.

Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 10 mg mẫu 
thử vào trong bình định mức 25 ml, thêm khoảng 20 ml 
methanol, lắc siêu âm 15 phút, để nguội và thêm vừa đủ 
đến vạch bằng methanol, lắc đều.

Quy trình định tính, định lượng β-ecdysteron bằng 
phương pháp HPLC với detector DAD được thẩm định 
qua các chỉ tiêu về độ đặc hiệu, độ thích hợp hệ thống, 
khoảng tuyến tính, độ đúng, độ chính xác. Quá trình 
thẩm định tuân theo Hướng dẫn thẩm định phương pháp 
phân tích của Bộ y tế được trình bày trong Phụ lục 1 - 
Thông tư 32/2018/TT - BYT.

3. KẾT QUẢ 
3.1. Xây dựng quy trình chiết xuất, phân lập và 
tinh chế β-ecdysteron

Qua tham khảo Dược điển Trung Quốc (CP 2020), 
Dược điển Việt Nam V, các tài liệu tham khảo và dựa 
vào tính chất của chất nghiên cứu, tiến hành khảo sát 
một số điều kiện chiết xuất để lựa chọn được quy trình 
cho hiệu suất chiết β-ecdysteron cao [6-8] .

So với chiết từ dược liệu Ngưu tất, khi chiết từ cao 
khô Bích trai nhện (Cyanotis arachnoidea C.B. Clarke, 
họ Thài lài Commelinaceae), một cây bản địa ở Trung 
Quốc có hàm lượng β-ecdysteron cao sẽ bỏ qua được 
bước chiết đun hồi lưu tạo cao toàn phần. Từ cao khô 
khảo sát dung môi chiết cho thấy dịch chiết bằng cách 
chiết lỏng lỏng với butanol và chiết siêu âm với ethanol 
không có khác biệt về hàm lượng β-ecdysteron. Vì vậy 
chiết siêu âm với ethanol được lựa chọn.

Cao đặc thu được từ dịch chiết ethanol, được tiến 
hành phân lập thô bằng phương pháp sắc ký cột pha thuận 
nhồi silica gel 60, để lựa chọn dung môi pha động, tiến 
hành khảo sát trên bảng với pha động CH2Cl2 – MeOH 
– H2O (40:10:1)  (Hình 1a) và CH2Cl2 – MeOH – H2O 
(4:1) (Hình 1b). Sắc ký đồ cho thấy vết β-ecdysteron 
tách được khá nhiều tạp chất và Rf của β-ecdysteron 
khi chạy bằng pha động Hệ (4:1) cao hơn so với Hệ 
(40:10:1). Vì vậy thành phần pha động được chọn là hỗn 
hợp dung môi CH2Cl2 – MeOH. Tiếp tục khảo sát tỷ lệ 
thành phần pha động ở tỷ lệ CH2Cl2 – MeOH (4:1) và 
(10:1) thu được kết quả như hình: Sắc ký đồ cho thấy hệ 
(4:1) rửa giải được nhanh hơn với hệ (10:1) (Hình 1c).
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Hình 1. TLC khảo sát dung môi triển khai cột pha thuận 
tách β-ecdysteron 

Dựa trên kết quả khảo sát, quy trình phân lập bước đầu 
sẽ sử dụng Cột 1 (NP1) nhồi silica gel 60 kích cỡ hạt lớn 

(63-200 mm) và rửa giải bằng hệ (4:1) để phân tách nhanh 
tiết kiệm dung môi và loại thô các tạp chất, chất mang 
màu. Sau đó tiếp tục đưa lên cột 2 (NP2) nhồi silica gel 60 
cỡ hạt nhỏ hơn (40 - 63 mm) và rửa giải bằng hệ (10:1) để 
rửa giải các chất chậm hơn giúp loại tạp được tốt hơn và 
thu được các phân đoạn chứa β-ecdysteron sạch hơn. Các 
phân đoạn chứa β-ecdysteron được chấm đối chiếu với 
dung dịch chuẩn β-ecdysteron nồng độ 0,5 mg/ml trong 
methanol trên sắc ký lớp mỏng với hệ dung môi pha động 
là CH2Cl2 – MeOH (4:1), cô quay chân không được 4 g 
cắn B (Hàm lượng β-ecdysteron khoảng 60 %, Hình 2b), 
cần tiếp tục phân lập trên cột pha đảo.

40:10:1 
(a)

4:1 
(b)

10:1 
(c)
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Cao đặc  (a)  Cắn B -  sau khi qua cột silica gel pha thuận (a)  

Minutes

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

U
A

m

0

200

400

600

800

1000

m
A

U

0

200

400

600

800

1000

        

Beta ecdysteron

         

DAD-CH1  250 nm
Beta ecdysteron

Name

 Minutes

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

UA
m

0

50

100

150

200

250

300

m
AU

0

50

100

150

200

250

300

Beta ecdysteron

  

DAD-CH1  250 nm
Beta ecdysteron

Name

 
Cắn C  -  Sau khi qua cột silica gel pha đảo (c)  Cắn D - 92,4 % beta - ecdysteron (d)  

Hình 2. Sắc ký đồ HPLC xác định β-ecdysteron trong các cắn sau từng giai đoạn phân lập

Lấy 4 g cắn B tiếp tục tiến hành phân lập tinh bằng  
phương pháp sắc ký cột pha đảo với nhồi silica gel pha 
đảo RP-18 (150 mm) (Cột 3 – RP1), rửa giải bằng hệ 
dung môi là ethanol – nước (40:60) (đã khảo sát qua 
các tỷ lệ 40:60, 50:50, 20:80). Gộp các phân đoạn chứa 
β-ecdysteron thu được 1,4 g cắn C (Hình 2c-độ tinh khiết 

β-ecdysteron khoảng 80 %). Cắn C được kết tinh trong 
hệ dung môi methanol – ethyl acetat thu được 1,1 g 
cắn D với hàm lượng β-ecdysteron khoảng 92,4 % theo 
nguyên trạng. Hàm lượng β-ecdysteron trong các mẫu 
được xác định bằng HPLC/DAD theo chương trình sắc 
ký của mục 2.

Hình 3. Tinh thể kết tinh β-ecdysteron
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Tổng hợp lại quá trình chiết xuất, phân lập và tinh chế β-ecdysteron từ cao dược liệu Bích trai nhện được tóm tắt qua 
sơ đồ sau:

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Siêu âm trong EtOH Thu hồi dung môi 

Cột SiO2 (63 – 230 µm) 
CH2Cl2 – MeOH (4:1) 
 

Cao đặc (30 g) 

Cao Bích trai nhện (500 g) 
Cô quay chân không ở 
60°C 

 
 

Cột NP1 

Cắn A (7 g) 

Thu hồi dung môi 

Cột NP2 

Lọc 0,45µm 
Rửa tủa 
Sấy 50°C/10h & P2O5 

Thu hồi dung môi 

Cắn B (4 g) 

Cắn B (4 g) 

Cột RP1 

Cột SiO2 RP-18  
(150 µm) 
EtOH – H2O (40:60) 
 

Thu hồi dung môi 

Cắn C (1,4 g) 

Dịch lạnh 

Kết tinh bằng MeOH – 
EtAc. Để lạnh 2-8°C  

Cắn D (1,1 g) 

Cột SiO2 (40 – 63 µm) 
CH2Cl2 – MeOH  (10:1) 
 

Hình 4. Sơ đồ tóm tắt quy trình chiết xuất, phân lập và tinh chế β-ecdysteron từ cao dược liệu Bích trai nhện

chế và mẫu β-ecdysteron chuẩn. Phổ của hai mẫu chuẩn 
và thử trùng khít nhau và có các thông số đặc trưng sau: 
1H-NMR (MeOD, δH, ppm): 1,82 (m, H-1α), 1,45 (m, 
H-1β),  3,86 (m, H-2), 3,97 (d, 1,8Hz, H-3), 1,72 (m, 2H-
4), 2,41 (m, H-5), 5,83 (d, 2,4Hz H-7), 3,17 (t, 9,0Hz, H-9), 
1,82 (m, H-11α), 1,72 (m, H-11β), 2,15 (dt, 13,2Hz, 4,8Hz, 
H-12α), 1,90 (dt, 12,6Hz, 3,0Hz, H-12β), 1,98 (m, H-15α), 
1,63 (dd, 21,0Hz, 12,0Hz, H-15β), 1,72 (m, H-16α), 1,98 
(m, H-16β), 2,41 (m, H-17), 0,91 (s, 3H-18), 0,99 (s, 3H-
19), 1,22 (s, 3H-21), 3,34 (t, 9,6Hz, H-22), 1,68 (m, H-23α), 
1,30 (m, H-23β), 1,82 (m, H-24α), 1,45 (m, H-24β), 1,21 
(s, 3H-26), 1,22 (s, 3H-27). 13C-NMR (MeOD, δC, ppm): 
18,1 (C-18), 21,1 (C-21), 21,5 (C-11), 21,5 (C-16), 24,4 
(C-19), 27,3 (C-23), 29,0 (C- 26), 29,7 (C-27), 31,8 (C-15), 
32,5 (C-12), 32,8 (C-4), 35,1 (C-9), 37,4 (C-1), 39,3 (C-
10), 42,4 (C-24), 48,6 (C-13), 50,5 (C-17), 51,8 (C-5), 68,5 
(C-3), 68,7 (C-2), 71,3 (C-25), 77,9 (C-20), 78,4 (C-22), 
85,2 (C-14), 122,1 (C-7), 168,0 (C-8), 206,5 (C-6). 

Tất cả các kết quả phân tích trên đều giúp chỉ ra sự 
tương đồng giữa chất nghiên cứu và β-ecdysteron chuẩn. 
Như vậy có thể khẳng định rằng hợp chất sau tinh chế 
chính là β-ecdysteron như mục tiêu của nghiên cứu này.

3.2. Khẳng định cấu trúc β-ecdysteron
Hợp chất thu được dưới dạng bột màu trắng, tan trong 

methanol, ethanol được tiến hành đo phổ hồng ngoại, 
kiểm tra phổ khối, phổ UV-VIS và phổ NMR so sánh với 
chất chuẩn để khẳng định cấu trúc.

Phổ hồng ngoại của hợp chất sau tinh chế tương ứng 
với phổ hồng ngoại của chất chuẩn β-ecdysteron với hệ 
số tương đồng lên tới 96,92 %. Trong phần định lượng 
nguyên liệu β-ecdysteron sau tinh chế, sắc ký đồ của mẫu 
thử cho pic chính có thời gian lưu (20,788 phút) và phổ 
UV tương ứng với thời gian lưu (20,836 phút) và phổ UV 
của pic chính trên sắc ký đồ mẫu chuẩn, hệ số tương đồng 
phổ là 0,9998 và độ tinh khiết pic 1,000000.

Trên phổ khối lượng MS của nguyên liệu sau tinh 
chế xuất hiện pic ion phân tử giả [M-H]- tại m/z ≈ 479,2. 
Kết quả này phù hợp với số khối của ion C27H43O7, qua 
đó cho phép xác định công thức phân tử của chất tinh 
chế là C27H44O7, tương ứng với khối lượng phân tử của 
β-ecdysteron (M = 480,6 g/mol).

Ngoài ra, kết quả so sánh phổ 1H-NMR và 13C-NMR 
cũng cho thấy sự tương đồng về cấu trúc giữa mẫu sau tinh 

 
Hình 5. Hình ảnh so sánh phổ UV và IR của mẫu β-ecdysteron tinh chế được và mẫu chuẩn
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3.3 Xây dựng và thẩm định phương pháp định tính, 
định lượng β-ecdysteron bằng phương pháp HPLC 
với detector DAD.

Tiến hành định lượng β-ecdysteron trong nguyên liệu 
thiết lập chuẩn bằng phương pháp HPLC-DAD theo điều 
kiện đã nêu trong Mục 2.2.2.3. Kết quả thẩm định phương 
pháp thu được như sau

3.3.1.  Độ đặc hiệu
Chuẩn bị mẫu trắng, mẫu chuẩn và mẫu thử và tiến 

hành triển khai sắc ký. Mẫu dung môi không có pic tại thời 
gian lưu tương ứng với thời gian lưu của pic β-ecdysteron 
trên sắc ký đồ dung dịch chuẩn nên không ảnh hưởng tới 
phép thử. Thời gian lưu của pic β-ecdysteron trên sắc ký 
đồ của dung dịch mẫu thử (20,788 phút) và dung dịch 
mẫu chuẩn (20,836 phút) là tương đồng. Phổ UV của pic 
β-ecdysteron trên sắc ký đồ của mẫu thử và chuẩn giống 
nhau. Kết quả chồng phổ cho hệ số similarity là 0,9997. 

Độ tinh khiết pic (Peak purity) của pic β-ecdysteron trên 
sắc ký đồ của dung dịch mẫu thử đạt 1,000000.

3.3.2. 	 Độ thích hợp hệ thống
Tiêm vào hệ thống sắc ký 6 lần dung dịch chuẩn 

β-ecdysteron 0,4 mg/ml được chuẩn bị trong phần độ đặc 
hiệu. Ghi lại các SKĐ, xác định các thông số thời gian lưu, 
diện tích pic của pic β-ecdysteron. Độ lệch chuẩn tương 
đối (RSD %) của thời gian lưu là 0,04 % và diện tích pic là 
0,74 %, đều nhỏ hơn 2,0 %. Số đĩa lý thuyết tính theo pic 
chuẩn β-ecdysteron đạt 13310, lớn hơn 3000.

3.3.3.  Khoảng tuyến tính
Tiến hành chuẩn bị dãy dung dịch chuẩn β-ecdysteron 

có nồng độ từ 0,2 – 0,6 mg/ml và triển khai sắc ký. Kết quả 
cho thấy có sự tương quan tuyến tính chặt chẽ giữa diện 
tích pic β-ecdysteron và nồng độ khảo sát với hệ số tương 
quan r = 0,999.

Bảng 1: Kết quả khảo sát khoảng tuyến tính

STT Nồng độ (μg/ ml) Diện tích (mAu.s)

1 208,66 3128821

2 312,98 4578476

3 417,31 6066802

4 521,64 7930017

5 625,97 9623793
Y = 15663,63X - 271012 
Hệ số tương quan: 0,999 

Hệ số tương quan (correl): 1,000 
(%) hệ số chắn: 0,05 %

3.3.4. Độ đúng
Chuẩn bị mẫu thử thêm chuẩn β-ecdysteron ở các nồng 

độ 80 – 120 % so với nồng độ định lượng và triển khai sắc 

ký. Độ thu hồi của các mẫu tự tạo gần sát mức 100 % với 
% RSD nhỏ

Bảng 2. Kết quả độ đúng

Mẫu tự 
tạo

Khối 
lượng cân 
thử (mg)

Khối lượng 
cân chuẩn  

(mg)

Diện tích 
pic (mAu.s)

Lượng 
thực tế 
(mg)

Lượng 
thêm vào 

(mg)

% 
Thu hồi

% 
TB

%  
RSD

80.1 5,52 3,02 4662237 8,090 2,985 98,74

99,06 0,38
80.2 5,36 3,02 4589594 7,964 3,007 99,47
80.3 5,58 3,02 4697976 8,152 2,992 98,96
100.1 5,16 5,04 5628210 9,767 4,995 99,12

98,83 0,53
100.2 5,08 5,04 5559429 9,647 4,949 98,22
100.3 5,39 5,04 5751339 9,980 4,996 99,14
120.1 5,81 7,05 7153500 12,414 7,040 99,80

100,05 0,33
120.2 5,98 7,05 7249773 12,581 7,050 99,94
120.3 6,12 7,05 7344124 12,744 7,084 100,42
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3.3.5. Độ chính xác
- Độ lặp lại: Chuẩn bị 6 mẫu thử ở nồng độ chính xác 

khoảng 0,4 mg/ml và tiến hành sắc ký theo điều kiện đã 
nêu.

- Độ chính xác trung gian: Tiến hành tương tự như 
phần độ lặp lại nhưng khác ngày, khác kiểm nghiệm viên, 
kết quả được thể hiện ở Bảng 3.

Bảng 3. Kết quả độ chính xác
Độ lặp lại 

Lượng cân chuẩn:  
10,38 mg

Diện tích pic:  
5872911 mAu.S

Độ chính xác trung gian  
Lượng cân chuẩn:  

10,26 mg

Diện tích pic:  
5712053 mAu.S

Stt Hàm lượng (%) Stt Hàm lượng (%) 
1 93,76 1 92,27
2 91,50 2 91,54
3 92,24 3 92,96
4 92,64 4 92,10
5 92,30 5 92,73
6 92,46 6 92,45

Trung bình (%) 
n = 6 92,48

Trung bình (%) 
n = 6 92,34

RSD (%) n = 6 0,80 RSD (%) n = 6 0,54
Kết quả định lượng trung bình (n = 12): 92,41 % với 

RSD=0,54 %
Đối với kết quả thực hiện bởi 2 kiểm nghiệm viên, độ 

lệch chuẩn tương đối RSD (%) hàm lượng (%) của mỗi 
KNV (n = 6) là 0,80 % và 0,54 % (< 2,0 %), của cả 2 KNV 
(n = 12) là 0,54 % (< 2,0 ).

Qua thẩm định phương pháp định tính, định lượng 
β-ecdysteron cho thấy phương pháp có độ đặc hiệu tốt, 
khoảng tuyến tính xây dựng có sự tương quan tuyến tính 
chặt chẽ diện tích pic và nồng độ β-ecdysteron; phương 
pháp xây dựng có độ chính xác cao; độ đúng của phương 
pháp xây dựng có tỷ lệ thu hồi đạt yêu cầu. Như vậy 
phương pháp có thể áp dụng để định tính, định lượng 
β-ecdysteron trong nguyên liệu β-ecdysteron dùng để thiết 
lập chuẩn. Áp dụng quy trình đã xác định được kết quả 
chất tinh chế có hàm lượng β-ecdysteron là 92,4 %, tính 
theo nguyên trạng.

4. KẾT LUẬN VÀ BÀN LUẬN
Nghiên cứu này đã xây dựng được quy trình chiết xuất, 

phân lập và tinh chế  β-ecdysteron, từ 500 g cao dược liệu 
Bích trai nhện đã thu được 1,1 g β-ecdysteron làm nguyên 
liệu thiết lập chất chuẩn. Nguyên liệu thiết lập chất chuẩn 
β-ecdysteron đã được khẳng định cấu trúc gồm: bộ dữ 
liệu phổ NMR, HR-MS, IR, UV-VIS và xác định hàm 
lượng nguyên trạng của nguyên liệu thiết lập chất chuẩn 
β-ecdysteron là khoảng 92,4 % bằng cách so sánh với chất 
chuẩn gốc β-ecdysteron.  

Hiệu suất của quy trình đạt 2,2 mg β-ecdysteron / 1g cao 
dược liệu. Với hiệu suất này hoàn toàn có thể áp dụng quy 
trình chiết xuất, phân lập và tinh chế này ở quy mô phòng 
thí nghiệm để chủ động nguồn nguyên liệu β-ecdysteron 
cho quá trình thiết lập chất chuẩn β-ecdysteron. Chất 
chuẩn sau khi thiết lập có thể được sử dụng kiểm tra chất 
lượng dược liệu Ngưu tất trên thị trường, đáp ứng nhu cầu 
về chất chuẩn này đảm bảo không phụ thuộc vào nguồn 
chuẩn của nước ngoài với giá thành cao. 
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